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RINGKASAN

Efek Medium Terkondisi dari Human Gingival Mesenchymal Stem Cell
(GMSC) Terhadap Sintesis Glikosaminoglikan Pada Model Kondrogenik in
Vitro; Oktavia Yosy Putri Utami, 181610101034; 68 halaman: Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Glikosaminoglikan merupakan salah satu matriks ekstraseluler kartilago.
Glikosaminoglikan dapat menjadi penanda terjadinya diferensiasi kondrogenik.
Diferensiasi kondrogenik berperan penting dalam perbaikan kerusakan kartilago
TMJ. Salah satu terapi yang dapat dipilih untuk memperbaiki kerusakan kartilago
TMIJ adalah cell-based therapy dengan mesenchymal stem cell (MSC) karena
memiliki kemampuan diferensiasi kondrogenik dan multipotensi. MSC dapat
diisolasi dari lamina propia gingiva yang disebut dengan Gingival Mesenchymal
Stem Cell (GMSC). Metode cell-based therapy ternyata memiliki beberapa
kekurangan sehingga menyebabkan rasa sakit dan tidak nyaman bagi pasien. Oleh
karena itu, dikembangkan metode cell-free therapy dari medium terkondisi yang
juga memiliki kemampuan dalam perbaikan kerusakan kartilago. Medium
terkondisi dipilih karena memiliki kemampuan perlindungan dan perbaikan
jaringan melalui mekanisme parakrin, karena mengandung faktor terlarut seperti
growth factor, sitokin, lemak, dan mineral. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis efek medium terkondisi terhadap sintesis glikosaminoglikan pada
model kondrogenik.

Penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental dengan
rancangan penelitian post test control group design. Parameter dalam penelitian ini
adalah akumulasi glikosaminoglikan yang diamati pada hari ke-7, 14, 21, dan 28
melalui pewarnaan alcian blue. Penelitian ini terdiri dari dua kelompok, yaitu a)
kelompok kontrol yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™)
b) kelompok perlakuan yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM+FBS)

yang ditambahkan dengan bahan penginduksi. Metode penelitian diawali dengan
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preparasi medium terkondisi, sel GMSC ditumbuhkan dalam media kultur dan
ditunggu hingga mencapai konfluen 80%. Media kultur diambil, sel dicuci dengan
PBS (Phosphate-Buffered Saline) sebanyak 5 kali kemudian ditambahkan media
baru berupa DMEM dan FBS (Fetal Bovine Serum). Sel diinkubasi selama 24 jam,
media sel dimasukkan ke conical tube dan disentrifuasi dengan kecepatan 3000xg
selama 10 menit. Supernatan diambil dan disaring dengan filter 0,22 um untuk
mendapatkan medium terkondisi. Kemudian dilakukan kultur kondrogenik, sel
dikultur dalam flat-bottom 24-well plate dengan media kultur hingga mencapai
konfluen 80%. Setelah mencapai konfluen media kultur diganti dengan media
penginduksi berupa medium kondrogenik standar Oricell™ dan medium terkondisi
(DMEM+FBS) yang ditambahkan dengan bahan penginduksi, kemudian
diinkubasi selama 28 hari. Pada hari ke-7, 14,21, dan 28 dilakukan pewarnaan
alcian blue.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada kelompok medium kondrogenik
standar (Oricell™) dan medium terkondisi (DMEM+FBS) keduanya memiliki
akumulasi glikosaminoglikan. Kelompok medium terkondisi (DMEM+FBS)
memiliki akumulasi glikosaminoglikan yang lebih banyak jika dibandingkan
dengan kelompok medium kondrogenik standar (Oricell™). Hasil penelitian juga
menunjukkan bahwa akumulasi glikosaminoglikan pada hari ke-21 lebih banyak
jika dibandingkan dengan hari lain.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
medium terkondisi dari Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) mampu memicu
sintesis glikosaminoglikan pada model kondrogenik yang dibuktikan dengan
adanya akumulasi glikosaminoglikan setalah dilakukan pewarnaan alcian blue pada

hari ke-7, 14, 21, dan 28.

Kata kunci: Medium terkondisi, Gingival Mesenchymal Stem Cell, akumulasi

glikosaminoglikan, dan medium kondrogenik standar
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kartilago TMJ berperan penting dalam fungsi artikulasi dan mengurangi
beban yang akan diteruskan ke kondilus mandibula. Kerusakan kartilago TMJ dapat
menyebabkan rasa sakit dan gangguan fungsional. Kartilago TMJ merupakan
jaringan fibrokartilago yang memiliki kapasitas perbaikan jaringan yang rendah,
karena merupakan jaringan avaskular, alimfatik, aneural, dan kondrosit memiliki
kemampuan sekresi matriks ekstraseluler yang lebih rendah (Lee et al., 2020).
Perbaikan kartilago terjadi melalui proses kondrogenesis atau diferensiasi
kondrogenik yang diatur oleh banyak pensinyalan seperti ligan esktraseluler,
transcription factor, molekul adhesi, dan growth factor (Ross dan Pawlina, 2016).
Terapi yang ada saat ini, hanya difokuskan pada pemberian obat-obatan untuk
mengurangi rasa sakit, namun tidak mampu menginduksi diferensiasi kondrogenik
untuk perbaikan kerusakan kartilago TMJ (Zhang et al., 2015).

Diferensiasi kondrogenik ditandai dengan pembentukan matriks
ekstraseluler kartilago oleh sel kondroblas, salah satunya glikosaminoglikan.
Glikosaminoglikan merupakan rantai molekul linear, bermuatan tinggi karbohidrat
yang tersusun atas unit disakarida berulang (El Sayed dan Dorfer, 2016). Oleh
karena itu, dikembangkan terapi regeneratif yang dapat membantu perbaikan
kartilago yang lebih cepat melalui proses kondrogenesis, salah satunya melalui
terapi regeneratif mesenchymal stem cell (MSC).

Mesenchymal stem cell (MSC) merupakan non-hematopoietic stem cell
yang memiliki kemampuan tinggi untuk perbaikan dan regenerasi. MSC dapat
berdiferensiasi pada jalur osteogenik, kondrogenik, dan adipogenik akibat stimulasi
beberapa faktor penginduksi. MSC dapat diisolasi dari sumsum tulang, sendi, otot,
jaringan lemak, dan rongga mulut. MSC dari rongga mulut dapat diisolasi dari
pulpa gigi sulung, sumsum tulang orofasial, papilla apikal, dental folikel, pulpa
gigi, periosteum, kelenjar saliva, ligamen periodontal dan lamina propia gingiva
yang disebut dengan Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) (Grawish et al.,
2018).



Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) dapat dipilih sebagai agen terapi
karena memiliki berbagai keuntungan jika dibandingkan dengan MSC dari jaringan
lain. GMSC tersedia dalam jumlah yang melimpah dengan prosedur isolasi yang
tidak invasif (Nugraha et al., 2018). GMSC memiliki kemampuan perbaikan diri,
immunomudulasi, dan diferensiasi osteogenik, kondrogenik, dan adipogenik, serta
memiliki efek antitumor. Seperti MSC lainnya, GMSC juga dapat digunakan dalam
cell based-therapy untuk penyembuhan luka, regenerasi tendon, regenerasi
kerusakan tulang, regenerasi periodontal, dan, regenerasi kartilago (Venkatesh et
al., 2017). Namun cell based-therapy dengan MSC memiliki beberapa kekurangan
karena memiliki potensi untuk menimbulkan reaksi imun, diperlukan dalam jumlah
yang besar, waktu penyembuhan yang lama, perkembangan kanker, dan proses
bedah berulang sehingga menimbulkan sakit dan ketidaknyamanan pada pasien
(Sumarta et al., 2018). Penelitian terus dilakukan untuk mencari metode cell-free
therapy dengan MSC yang lebih aman dan nyaman bagi pasien.

Salah satu metode cell-free therapy yang dikembangkan adalah medium
terkondisi dari Mesenchymal Stem Cell (MSC). Medium terkondisi sebagai metode
cell-free therapy dapat mencegah potensi tumorogenitas, reaksi penolakan sel oleh
imun resipien, pembentukan emboli, diferensiasi yang tidak diinginkan, dan
transmisi infeksi yang dapat terjadi dalam cell-based therapy (Hu et al., 2020).
Medium terkondisi merupakan faktor terlarut yang disekresikan oleh MSC ke
lingkungan tempat kulturnya dan mengandung berbagai growth factor (FGF2,
insulin, PDGF, dan EGF), sitokin, lipid (asam lemak dan fosfolipid), dan mineral
yang berperan dalam perlindungan dan perbaikan (Yoshida ez al., 2018). Medium
terkondisi dapat digunakan dalam terapi regenerasi kulit, penyembuhan luka,
kerusakan tulang dan kartilago melalui mekanisme parakrin yang dapat memicu
perbaikan, regenerasi jaringan, dan diferensiasi osteogenik, adipogenik, dan
kondrogenik (El Moshy et al., 2018). Oleh karena itu, dikembangkan terapi
regeneratif berupa injeksi medium terkondisi dari MSC ke daerah yang mengalami
kerusakan kartilago, sehingga dapat memicu perbaikan kerusakan kartilago melalui
mekanisme  diferensiasi  kondrogenik yang ditandai dengan  sintesis

glikosaminoglikan.



1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka dapat ditarik suatu
rumusan masalah yaitu “Bagaimana efek medium terkondisi dari Gingival
Mesenchymal Stem Cell (GMSC) terhadap sintesis glikosaminoglikan pada model

kondrogenik in vitro?”

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis efek medium terkondisi dari
Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) terhadap sintesis glikosaminoglikan

pada model kondrogenik in vitro.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah
a. Memberikan informasi dan landasan teori mengenai efek medium terkondisi
dari Human Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) terhadap sintesis
glikosaminoglikan pada model kondrogenik in vitro.
b. Menjadi alternatif terapi dalam perbaikan kerusakan kartilago TMJ yang lebih
aman, nyaman, dan memiliki potensi yang lebih baik.
c. Menjadi dasar rujukan untuk penelitian lanjutan mengenai efek medium

terkondisi dari Human Gingival Mesenchymal Stem Cell.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kartilago Temporomandibular Joint

Kartilago Temporomandibular Joint (TMJ) memegang peranan penting
dalam fungsi TMJ. Kartilago TMJ membantu artikulasi antara kondilus mandibula
dengan diskus artikularis dan membantu mengurangi beban yang akan diteruskan
ke kondilus mandibula di bawahnya. Kartilago TMJ merupakan tulang rawan jenis
fibrokartilago (Kuroda et al., 2009).

Lapisan kartilago TMJ pada prosesus kondilaris terbagi menjadi 4 zona,
yaitu zona artikular, zona proliferatif, zona fibrokartilago, dan zona kartilago
terkalsifikasi (calcified cartilage zone) (Gambar 2.1). Zona artikular merupakan
lapisan paling superfisial dari kartilago TMJ. Zona artikular mampu menghilangkan
beban gesekan ketika rahang berfungsi dikarenakan adanya kandungan superficial
zone protein (SZP). SZP juga terkandung dalam permukaan superfisial diskus. SZP
disintesis dan disekresikan pada synovial fluid dan berfungsi sebagai lubrikan. Zona
artikular pada kartilago TMJ tersusun atas jaringan ikat fibrous padat, berbeda
dengan kebanyakan sendi synovial yang tersusun atas kartilago hialin. Karakteristik
seperti ini menguntungkan bagi TMJ dikarenakan jaringan ikat fibrous padat
mampu menahan beban yang lebih besar jika dibandingkan dengan kartilago hialin,
sehingga lebih tahan terhadap kerusakan dan memiliki kemampuan yang lebih baik
dalam reparasi jaringan (Hand dan Frank, 2014).

Zona kedua merupakan zona proliferatif yang kaya akan sel. Zona
proliferatif berisi mesenchymal stem cell yang akan berdistribusi secara heterogen
sebagai precursor kondrosit pada zona di bawahnya. Proliferasi dapat terjadi secara
alami dikarenakan adanya respon terhadap beban pada permukaan artikular. Protein
SOX-9 disekresikan pada zona ini, tetapi tidak terdapat ekspresi untuk kolagen tipe
II (Hand dan Frank, 2014).

Zona ketiga merupakan zona fibrokartilago atau disebut dengan zona
kondrosit. Karakteristik pada zona ini adalah susunan serat kolagen membentuk

berkas kolagen yang tersusun dalam pola menyilang, dan kartilago yang tersusun



acak membentuk jaringan tiga dimensi yang mampu memberikan ketahanan
terhadap gaya tekan dan lateral. Pada zona ini, sel kondrosit sudah matur dan
memiliki kemampuan untuk berproliferasi. Pada lapisan ini ditemukan ekspresi
SOX-9, Indian Hedgehog Protein, kolagen tipe I dan kolagen tipe II (Hand dan
Frank, 2014).

Zona keempat merupakan zona kartilago terkalsifikasi atau disebut dengan
zona hipertofi. Zona keempat mengandung kondrosit hipertofi di atas lapisan
termineralisasi, yang berada di atas daerah subkondral tulang atau disebut dengan
zona pembentukan tulang. Ketika kondrosit hipertofi mati, lakuna akan kosong dan
digantikan oleh pembuluh darah dan sel osteoprogenitor dari sumsum tulang,
selanjutnya osteoblas akan berdiferensiasi dan terjadi deposit tulang pada kerangka
katilago yang ada. Zona ini juga memiliki karakteristik dengan adanya aktifitas
remodeling. Aktivitas remodeling dapat terjadi karena matriks ekstraseluler
kartilago dapat berfungsi sebagai scaffold ketika terjadi pertumbuhan endosteal
tulang. Pada zona ini ditemukan ekspresi IndianHedgehog, osteopontin, dan

kolagen tipe-X (Hand dan Frank, 2014).

(1) Zona Artikular, (2), Zona Proliferatif, (3) Zona Fibrokartilago, (4) Zona Kartilago
Terkalsifikasi

Gambar 2.1 Gambaran histologi kartilago Temporomandibular Joint yang tersusun
atas 4 zona (Sumber: Ovalley dan Nahirney, 2018)



2.2 Komposisi Kartilago

Kartilago merupakan jaringan yang aneural, alimfatik, dan avaskular.
Kartilago mengandung kondrosit dan matriks makromolekul seperti proteoglikan,
glukosaminoglikan (GAG), dan kolagen tipe II, IX, serta X. Matriks kartilago
memiliki konsistensi seperti gel yang elastis dan kuat. Matriks kartilago tersusuun
atas 70%-75% air, 15%-25% kolagen, dan 2%-10% proteoglikan. Matriks tersebut
berperan dalam fleksibiltas kartilago dan melindungi sendi dari stress mekanik dari
gaya tekan, gaya geser dan gaya regangan. Fungsi penahan gaya pada kartilago
terjadi akibat adanya sifat viskoelastisitas jaringan serat kolagen dan tekanan
osmotik akibat adanya proteoglikan. Proteoglikan memiliki kemampuan untuk
mengikat cairan interstisial. Di bawah beban tekan, cairan ini dapat menean untuk
menahan beban sesungguhnya terutama pada beban yang besar. versican dan
decorin merupakan jenis proteoglikan yang ditemukan pada kartilago TMJ, namun
proteoglikan terbanyak yang ditemukan adalah aggrecan. Aggrecan banyak
ditemukan pada zona fibrokartilago dan zona hipertrofi. Aggrecan berperan dalam
pengaturan tekanan osmotic pada kartilago yang juga berperan dalam ketahanan
terhadap beban dan gaya tekan (Berkovitz et al., 2018).

Proteoglikan mengandung inti protein yang terikat dengan GAG. Pada
aggrecan terdapat rantai polisakarida bermuatan negative yang besar. Oleh karena
itu, proteoglikan mampu mengikat air. Aggrecan merupakan komponen matriks
ekstraseluler yang paling banyak, yang berperan dalam integritas structural dan

fungsional kartilago TMJ (Berkovitz et al., 2018).

2.3 Kondrogenesis
2.3.1 Sel
a. Kondrosit
Kondrosit dalam kartilago dapat ditemukan singular atau dalam bentuk
kelompok yang disebut dengan isogenous group. Ketika kondrosit ditemukan
dalam bentuk isogenous group menunjukkan bahwa kondrosit baru saja mengalami

pembelahan. Kondrosit anak hasil pembelahan selanjutnya akan mensekresikan



matriks ekstraseluler ke sekitarnya (Gambar 2.2). Matriks yang padat akan
memisahkan kondrosit anak dengan kondrosit induk. Kondrosit juga
mensekresikan matriks metalloproteinase, enzim yang dapat mendegradasi
maktriks ekstraseluler kartilago sehingga sel mampu memperluas dan mereposisi

dirinya dari isogenous group (Ross dan Pawlina, 2016).

N=Matriks; TM= Teritorial Matriks; IM=Interteritorial Matriks; Kotak=Isogenous
Group

Gambar 2.2 Gambaran histologi kondrosit dan matriks (Sumber: Ross dan Pawlina, 2016)

Sitoplasma kondrosit tergantung pada aktivitasnya. Kondrosit yang aktif
mensekresikan matriks akan menunjukkan sitoplasma yang basofilik yang
mengindikasikan sintesis protein, dan daerah yang jernih menunjukkan Golgi
Apparatus yang besar. Kondrosit tidak hanya mensekresikan kolagen tetapi juga
glukosaminoglikan dan proteoglikan. Pada kondrosit yang lebih tua dengan
aktivitas sel yang rendah Golgi Apparatus terlihat lebih kecil, sitoplasmanya jernih,
dan ketika terlihat jelas akan tampak droplet lipid dan simpanan glikogen. Dalam
spesimen kondrosit juga dapat menunjukkan distorsi yang dihasilkan akibat
penyusutan etelah glikogen dan lipid hilang selama prosesi jaringan. Dalam
transmission electron microscop (TEM) kondrosit aktif menunjukkan reticulum
endoplasma kasar, Golgi Apparatus yang besar, granula sekretori, vesikel, filamen
intermediate, mikrotubuli, dan mikrofilamen aktin (Gambar 2.3) (Ross dan

Pawlina, 2016).



matfix e 4

rER=Retikulum Endoplasma kasar. G= Golgi Apparatus. M= Mitokondria. N=Nukleus

Gambar 2.3 Mikrograf elektron kondrosit muda (Sumber: Ross dan Pawlina, 2016)

2.3.2 Growth Factor
a. Bone Morphogenetic Protein

Bone Morphogenetic Protein (BMP) berperan dalam kondensasi sel
kondroprogenitor dan memicu diferensiasi kondrogenik mesenchymal stem cell
(MSC) baik secara in vitro maupun in vivo. BMP juga beperan dalam migrasi MSC
menuju ke tempat destruksi untuk menstimulasi penyembuhan kartilago (Green et
al., 2015).

BMP-2 dan BMP-7 telah terbukti memiliki kemampuan sebagai faktor
penginduksi diferensiasi kondrogenik MSC. BMP berperan dalam migrasi
endogenous MSC sehingga dapat memicu proses penyembuhan kartilago. Dorman
et al (2012) melakukan penelitian untuk mengetahui efek pemberian BMP pada
MSC yang belum berdiferensiasi (primitif). 48 jam setelah perlakuan pemberian
BMP, MSC menunjukkan perubahan morfologi dan jumlah MSC bertambah. Hal
ini menunjukkan bahwa BMP dapat menginduksi proliferasi dan diferensiasi MSC
(Le et al., 2020).

Grande dan Smith (2015) melakukan isolasi MSC dari periosteum,
kemudian sel ditransfusi gen BMP-7 dan ditransplantasikan ke full-thickness

osteochondral defect. Hasil penelitian menunjukkan bahwa MSC yang ditransfusi



dengan BMP memiliki kualitas perbaikan jaringan yang lebih baik jika
dibandingkan dengan MSC normal tanpa tranfusi BMP. Hal ini menunjukkan
bahwa BMP dapat memiliki potensi dalam terapi perbaikan kartilago (Le et al.,
2020).

b. Transforming Growth Factor- 3

Transforming Growth Factor-p (TGF-B) merupakan growth factor yang
paling penting dalam diferensiasi kondrogenik MSC. TGF-f akan berikatan dengan
reseptor TGF-3 dan mengaktifkan Smad-dependent signal transcduction pathways
pada sel target. Aktivasi jalur pensinyalan tersebut akan mengaktifkan protein
Smad2, Smad3, dan Smad 4 yang kemudian ditranloskasikan ke nukleu sel dan
berinteraksi dengan transcription factor SOX-9. Diferensiasi kondrogenik dapat
terjadi akibat aktivasi transcription factor SOX-9 (Barlian et al., 2020).

Penelitian yang dilakukan oleh Kalpakci ef al (2011) menunjukkan TGF-f;
dapat memicu pembentukan matriks ektraseluler pada kultur fibrokondrosit dan
kondrosit. Penelitian in vivo yang dilakukan oleh Ying et al (2013) menunjukkan
bahwa injeksi intra artikular TGF-3; dapat meningkatkan sintesis proteoglikan pada
kartilago yang terdegradasi dan mencegah kerusakan tulang subkondral pada
osteoarthritis TMJ (TMJOA) (Wang et al., 2015).

c. Insulin Growth Factor

Insulin Growth Factor (IGF) merupakan faktor penginduksi kartilago yang
mengatur kemmpuan kondrogenik MSC dan dapat memicu produksi matriks
ekstraseluler kartilago. IGF-1 merupakan keluarga IGF yang paling sering
digunakan dalam terapi kartilago. IGF-1 berperan sebagai mediator dalam
homeostasis kartilago dikarenakan dapat menstimulasi sintesis proteoglikan dan
memicu proliferasi kondrosit. IGF-1 dapat menginduksi diferensiasi kondrogenik
Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell (BM-MSC) dengan meningkatkan produksi
glikosaminoglikan (GAG). Transfer gen IGF pada MSC dapat memicu proses
diferensiasi kondrogenk. Kandungan GAG dan kolagen tipe II meningkat pada
kelompok MSC yang ditransfer gen IGF (Le et al., 2020).



10

d. Fibroblast Growth Factor
Fibroblast Growth Factor (FGF) memiliki beberapa fungsi dalam mengatur
MSC untuk perbaikan kerusakan kartilago. FGF dapat meningkatkan proliferasi
MSC yang belum berdiferensiasi dan meningkatkan kemampuan kondrogenik
MSC secara in vitro. FGF-2 diketahui dapat meningkatkan proliferasi MSC dan
memicu diferensiasi kondrogenik melalui jalur pensinyalan Wingless (Wnt). FGF
dapat memicu differensiaisi kondrogenik lebih awal dan memicu kondrogenesis

MSC in vitro (Le et al., 2020).

2.3.3 Proses Kondrogenesis

Kondrogenesis merupakan proses perkembangan kartilago yang dimulai
dengan berkumpulnya chondroprogenitor mesenchymal stem cells. Kondrogenesis
diatur oleh banyak molekul dan pensinyalan, termasuk ligan ekstraselular, reseptor
nuklear, transcription factor, molekul adhesi, growth factor dan matriks protein
(Gambar 2.4). Lebih lanjut, pertumbuhan dan perkembangan kartilago juga
dipengaruhi oleh faktor biomekanik. Faktor biomekanik tidak hanya
mempengaruhi bentuk, regenerasi, dan penuaan pada kartilago tetapi juga
memodifikasi interaksi antara sel dan matriks ekstraseluler pada kartilago (Ross

dan Pawlina, 2016).

‘ 1
Condendgdan Proliferation Differentiation | ( Terminal
[ & Differentiation & Maturation Differentiation
TGF-1, Grem, HIFs, FGF2, Runx2, Trps1,
Sox trio, Nkx3.2, Sox trio, Wnt5a, Runx2/3, Osx
Sox9, Trps1, Gli3, miRs-(101,145,140), Smad1/6/8, HIFs, Tcf/LEF-1, cMaf,
miRs-(101,145,34a) HDAC4 miRs-(199a*140,221)  miRs-(140,18a,337)

Chondroblasts

Chondrocytes

;@—{
.@

P
e o 2 2
& 0880

E Chondroprogenitors

Mesenchymal

StemCells C/EBP, 5-EF1, miR- MiR-92a, Smad3 Stat1, GIi3/2, miRs- PPARYy, Sox trio, Hypertrophic
488, Notch/HES (140,145,101,365),  Nkx3.2, HDACs(2,3,4), Chondrocytes
genes, Adam9 TGF-B2, Wnt9a miR-140, FGF2, TGF-B3,

Wnt3a, Wnt5b, Wnt9a

Gambar 2.4 Regulator dalam diferensiasi kondrogenik Mesenchymal Stem Cell (MSC)
(Sumber: Green et al., 2015)
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Pada daerah kepala, kartilago berasal dari perkembangan sel mesenkim atau
ektomesenkim yang merupakan turunan dari sel neural crest. Ekspresi faktor
transkripsi SOX-9 memicu diferensiasi chondroprogenitor mesenchymal stem cell
menjadi  kondroblas. Kondroblas melakukan pembelahan mitosis dan
mensekresikan matriks ekstraseluler kartilago berupa kolagen tipe II, proteoglikan,
aggrecan, dan glukosaminoglikan. Seiring dengan perkembangan Kkartilago,
kondroblast dikelilingi oleh ekstaseluler matriks yang disekresikannya dan terjebak
pada ruang matriks (lakuna) sehingga berubah menjadi kondrosit. Fungsi utama
kondrosit adalah untuk menjaga matriks kartilago. Beberapa lakuna terlihat berisi
lebih dari 1 kondrosit yang disebut dengan isogenous group (Ross dan Pawlina,
2016; Eroschenko, 2013).

Kondrogenesis terjadi melalui dua jalur, yaitu appositional growth dan
interstitial growth. Appositional growth merupakan proses pembentukan kartilago
baru pada permukaan kartilago yang sudah ada. Sel kartilago baru yang diproduksi
selama appositional growth merupakan turunan dari bagian dalam periodonsium.
Bentuk sel menyerupai fibroblas dan memproduksi kolagen sebagai komponen
matriks perikondrium berupa kolagen tipe I. Sel tersebut kemudian akan
berdiferensiasi yang diatur oleh ekspresi transcription factor SOX-9. Proses
diferensiasi mengakibatkan proses sitoplasma menghilang, nukleus sel menjadi
bulat, dan sitoplasma menjadi meningkat jumlahnya serta menjadi lebih prominen.
Perubahan ini mengakibatkan sel yang awalnya memiliki bentuk seperti fibroblast
berdiferensiasi menjadi kondroblas. Kondroblas memiliki fungsi untuk
mensekresikan matriks kartilago, termasuk sekresi tipe II kolagen. Matriks baru
yang disekresikan oleh kondroblas menambah massa kartilago. Fibroblast baru juga
tetap diprodusksi secara simultan untuk menjaga populasi sel perikondrium (Ross
dan Pawlina, 2016).

Sementara interstitial growth merupakan proses pembentukan kartilago
baru dalam massa kartilago yang ada. Sel kartilago baru selama proses interstitial
growth berasal dari pembelahan kondrosit dalam lakuna. Hal ini dapat terjadi
dikarenakan kondrosit masih mempertahankan kemampuannya untuk membelah

dan matriks di sekitarnya masih dapat diregangkan sehingga masih dapat terjadi
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proses sekretori. Ketika kondrosit selesai membelah, sel kondrosit anak dan sel
kondrosit induk menempati lakuna yang sama. Ketika sel kondrosit anak berhasil
mensekresikan matriks sendiri, maka akan menciptakan jarak antara sel kondrosit
anak dengan sel kondrosit induk sehingga sel kondrosit anak dapat menempati
lakunanya sendiri. Sel kondrosit akan terus mensekresikan matriks sehingga
matriks-matriks ini akan memisahkan antar sel kondrosit (Ross dan Pawlina, 2016).

Diferensiasi kondrogenik terjadi apabila sel berdiferensiasi menjadi
kondroblas. Sekresi matriks menunjukkan sel telah berdiferensiasi kondrogenik
menjadi kondroblas. Sekresi matriks dapat dilihat melalui hasil perwarnaan alcian
blue terlihat berwarna biru yang menunjukkan sintesis glukosaminoglikan yang
merupakan salah stau matriks yang disekeresikan oleh kondroblas (Tanthaisong et
al., 2017).

Diferensiasi kondrogenik dapat diidentifikasi melalui metode in vitro
dengan kultur mesenchymal stem cell (MSC) pada culture dish sesuai dengan
prosedur kultur yang diinduksi oleh growth factor. Diferensiasi kondrogenik
melalui proses kondrogenesis dapat ditandai dengan adanya akumulasi
glikosaminoglikan yang dihasilkan oleh MSC yang telah beridiferensiasi menjadi
kondroblas (Somoza et al., 2014).

2.4 Glikosaminoglikan

Glikosaminoglikan (GAG) merupakan mukopolisakarida penyusun tulang
rawan dan tendon. Senyawa GAG memiliki karakteristik tipis, kenyal, kental,
berupa gel, dengan elastisitas yang tinggi. GAG memiliki unit penguhubung p 1-4
O-glikosidik dan B 1-3 O-glikosidik (Wulandari dan Hendarmin, 2010).

Glikosaminoglikan (GAG) merupakan rantai molekul linear, bermuatan
tinggi karbohidrat yang tersusun atas unit disakarida yang berulang. Berdasarkan
struktur dan kandungan sulfatnya, GAG dibedakan menjadi sulfated GAG dan non-
sulfated GAG. Sulfated GAG dibedakan menjadi tiga jenis, antara lain kondroitin
sulfat, dermatan sulfat, dan keratan sulfat. Sementara non-sulfated GAG hanya

tersusun dari satu jenis GAG yaitu hyaluronic acid (Gambar 2.5). GAG berperan
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penting dalam homeostasis kartilago. GAG bukan hanya memberikan ketahanan
mekanikal terhadap beban tekan, tetapi juga berperan dalam mengatur beberapa
jalur pensinyalan proses biologis seperti adhesi, pertumbuhan, dan diferensiasi sel

(Silva et al., 2020).
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Gambar 2.5 Struktur kimia 4 jenis Glikosaminoglikan (Sumber: Pichert er al., 2012)

Glikosaminoglikan (GAG) merupakan salah satu penyusun matriks
ekstraseluler kartilago. Kondroitin sulfat dan keratan sulfat pada matriks kartilago
akan berikatan dengan inti protein membentuk monomer preteoglikan. Kondroitin
sulfat dan keratan sulfat pada inti protein proteoglikan juga berikatan dengan
hyaluronic acid melalui N-terminus membentuk aggrecan. Setiap molekul
aggrecan mengandung 100 rantai kondroitin sulfat dan 60 molekul keratan sulfat.
Dikarenakan adanya kandungan sulfated GAG pada rantai aggrecan
mengakibatkan aggrecan memiliki muatan negatif yang besar dengan afinitas
terhadap molekul air (Gambar 2.6). Aggrecan yang bermuatan tinggi, berikatan
dengan fibril kolagen melalui interaksi elektrostatik dan glikoprotein multiadhesif

(Ovalley dan Nahirney, 2014; Mescher, 2018; Ross dan Pawlina, 2016).
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Gambar 2.6 Rantai molekul aggrecan (Sumber: Ovalley dan Nahirney, 2014)

TGF-f akan berikatan dengan TGF-f reseptor. Ikatan ligan antara TGF-3
dan TGF-P reseptor akan menginisiasi fosforilasi protein smad 2/3. Protein smad
2/3 akan berinteraksi dengan protein smad 4 dan ditranslokasikan ke nukleus untuk
ekspresi gen yang diatur oleh the sry-related HMG box (Sox 9) transcription factor.
Sox 9 transcription factor akan menginduksi ekspresi gen kolagen tipe I, agrrecan,
dan GAG. Gen tersebut selanjutnya akan ditranslasikan dan disekresikan menjadi

protein ekstraseluler matriks kondrosit (Gambar 2.7) (Rosati et al., 2019).
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Gambar 2.7 Jalur sintesis glikosaminoglikan (Sumber: Rosati et al., 2019)
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2.5 Gingival Mesenchymal Stem Cell

Regenerasi jaringan dan terapi regeneratif sedang dikembangkan pada
penelitian masa kini. Sumber untuk pengambilan sel punca/sel progenitor/sel
regeneratif menjadi fokus perhatian beberapa tahun terakhir. Mesenchymal stem
cell (MSC) memiliki kemampuan regenerasi yang sesuai untuk rekayasa jaringan.
MSC merupakan sel stromal yang memiliki kemampuan adipogenik, kondrogenik,
dan osteogenik. MSC juga memiliki kemampuan proliferasi yang tinggi. MSCdapat
diisolasi dari berbagai jaringan seperti jaringan adiposa, sumsum tulang, sendi dan
otot, dan darah. Kemudian penelitian terus berkembang untuk mencari sumber
MSC hingga bagian mulut juga dieksplorasi untuk mendapatkan MSC dengan
kemampuan diferensiasi yang berbeda (Nugraha et al., 2018).

MSC dapat diisolasi dari berbagai jaringan rongga mulut termasuk sel
progenitor folikel dental (PC), stem sel pulpa (DPSC) stem sel yang berasal dari
gigi sulung yang dicabut, stem sel ligamen periodontal, stem sel dari papilla apeks
dan yang terbaru merupakan MSC dari jaringan gingiva yang dikenal dengan
Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC). GMSC merupakan MSC yang diisolasi
dari lamina propia gingiva (Venkatesh et al., 2017).

DFSCs PDLSCs G-MSCs
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Inner layer ‘
(dental follicle  }—
: proper) ‘
Neurs gl ‘ Dental follicle
ectomesenchyme

Gingival lamina propria

Outer layer
| (perifollicular
mesenchyme)

Time

Embryonic life Tooth eruption

Gambar 2.8 Skema mesenchymal stem cell rongga mulut yang berkontribusi pada
perkembangan lamina propia gingiva (Sumber: El Sayed et al., 2020)
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Gingiva merupakan bagian dari jaringan pendukung gigi. Gingiva memiliki
karakterisktik unik yaitu kemampuan penutupan luka dan perbaikan jaringan yang
cepat setelah luka atau proses ektraksi tanpa meninggalkan sikatrik. Gingiva mudah
untuk diisolasi dan seringkali direseksi selama proses pembedahan seperti
pemanjangan mahkota gigi, gingivektomi, dan berbagai prosedur bedah periodontal
lainnya dengan ketidaknyamanan pasien minimal. Oleh karena itu gingiva
dijadikan sebagai sumber bagi MSC yang disebut dengan Gingival Mesenchymal
Stem Cell (GMSC). GMSC memiliki kemampuan sebagai immunomodulator yang
dapat memodulasi sel imun dan memiliki kemampuan regeneratif. GMSC berbeda
dari MSC lainnya dikarenakan GMSC cukup melimpah, mudah untuk diisolasi dari
lamina propia gingiva dengan teknik invasif yang minimal sehingga tidak
menyakiti pasien. Lamina propia gingiva kemudian dicacah dan dilakukan isolasi
GMSC dari jaringan tersebut (Nugraha et al., 2018).

GMSC memiliki berbagai karakteristik yang sama seperti MSC yang
diisoloasi dari sumsung tulang (BM-MSC), yaitu secara in-vitro memiliki
kemampuan untuk berproliferasi dan menempel pada media kultur dengan
morfologi seperti jaringan fibroblas (Gambar 2.9), memiliki kemampuan
membentuk koloni, dan kemampuan berdiferensiasi menjadi berbagai sel seperti
mesodermal (adiposity dan osteosit), endodermal dan neuroectodermal serta
mengekspresikan marker untuk MSC. GMSC secara in-vivo diketahui memiliki

kemampuan untuk memperbaiki diri dan berdiferensiasi (Venkatesh et al., 2017).

Gambar 2.9 Morfologi Gingival Mesenchymal Stem Cell dengan perbesaran 20x pada
mikroskop inverted (Sumber: Gao et al., 2014)
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GMSC jika dibandingkan dengan BM-MSC yang merupakan sumber utama
dalam terapi sel memiliki beberapa keunggulan diantaranya, mudah untuk diisolasi,
homogen dan uniform, dan dapat berproliferasi dengan cepat tanpa adanya growth
factor. GMSC juga menunjukkan fenotip yang stabil, mampu menjaga kariotipe
normal dan aktivitas telomerase selama waktu kultur yang panjang, tidak
tumorogenik, dan dapat menghasilkan jumlah sel yang banyak dengan biopsy kecil
pada lamina propia gingiva (Venkatesh et al., 2017).

GMSC dapat memenuhi syarat sebagai MSC apabila memiliki beberapa
karakter MSC antara lain, (i) dapat menempel pada media kultur, (ii) memiliki
kemampuan osteogenik, kondrogenik, dan adipogenik, dan (iii) mampu
mengekspresikan beberapa marker (positif CD73, CD90, dan CD105) serta tidak
mengeksresikan marker HSC (CD 34 dan 45) (Nugraha et al.,2108). Hasil
penelitian Kim et al., 2021 menunjukkan bahwa sel kultur GMSC memiliki
morfologi bentuk sel spindel seperti fibroblast, kemampuan pembentukan koloni,
dan meleka pada media kultur. Selain itu juga terdeteksi bahwa GMSC memiliki
hasil positif untuk marker MSC yaitu CD44, CD73, CD90, dan CD105, serta hasil
negatif untuk ekspresi marker HSC yaitu CD34 dan CD45 dengan menggunakan

imunofluoresen (Tabel 2.1).

Tabel 2.1 Isolasi dan karakterisasi Gingival Mesenchymal Stem Cell

Isolation Cell Surface Marker Multipotency
Method
Enzymatic ~ CD73, CD90, CD105, SSEA4, STRO-1, CD146 Osteocytes, adipocytes, neural cells,

endothelial cells
Enzymatic CD29, CD44, CD90, CD73

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Explant CD29, CD44, CD90, CD73, CD105, STRO-1

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Explant CD13, CD44, CD73, CD90, CD105

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Enzymatic CD29, CD44, CD90, CD105, CD146, STRO-1

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Enzymatic CD29, CD90, CD105, STRO-1

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Enzymatic CD44, CD73, CD90, CD105, CD166

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Enzymatic CD29, CD90, CD105, CD146, STRO-1

Osteocytes, adipocytes, chondrocytes
Enzymatic CD29, CD90, CD105, CD146, STRO-1

Osteocytes, adipocytes, odontogenic

(Sumber: Kim et al., 2021)
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2.6 Medium Terkondisi

Mesenchymal stem cell (MSC) berperan langsung dalam berbagai aktivitas
seluler di dalam tubuh. Selain itu MSC memiliki kemampuan dalam perbaikan dan
regenerasi jaringan secara tidak langsung melalui efek parakrin. MSC memiliki
kemampuan untuk mensekresikan beberapa faktor dan molekul terlarut atau vesikel
esktraseluler yang dapat membawa berbagai senyawa biologis penting ke
lingkungan sel target. Beberapa faktor tersebut termasuk di dalamnya merupakan
molekul yang berperan dalam proteksi, perbaikan, regenerasi, imunomudulasi,
proliferasi, komunikasi sel dan berbagai fungsi penting lainnya (Maia et al., 2017).

MSC dapat mengeluarkan sekretom yang berupa molekul ke lingkungan
sekitarnya dapat mempengaruhi homeostatis jaringan dan regenerasi jaringan,
sekretom dapat menginduksi migrasi sel, proliferasi, imunomodulasi, dan
regenerasi jaringan. Dengan stimulasi, MSC dapat mensekresikan sekretom dan
faktor tropik pada media kultur yang disebut dengan medium terkondisi dari
Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC). Sekretom MSC mengandung lipid,
protein, asam nukleat, growth factor, hormone, dan vesikel ekstraseluler (VE) (El
Moshy et al, 2020).

Sekretom yang diseskresikan oleh MSC terdiri dari berbagai growth factor,
antara lain vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth
factor (PDGF), epidermal growth factor, insulin-like growth factor I and Il (IGF-
I, IGF-II), hepatocyte growth factor (HGF), fibroblast growth factor 2/basic
fibroblast growth factor (FGF-2/bFGF), keratinocyte growth factor/fibroblast
growth factor-7 (KGF/FGF-7), platelet-derived endothelial cell growth factor,
heparin binding epidermal growth factor, neural growth factor (NGF), and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF). Selain itu sekretom MSC juga mengeluarkan
sitokin anti-inflamasi seperti transforming growth factor- (TGF-) Pl dan
interleukin, diantaranya; IL-6, IL-10, IL-27, IL-17, and IL-13, and
proinflammatory cytokines including IL-8/CXCL-8, IL-9, and IL-1f. Selain itu juga
terdapat granulocyte colonystimulating factor (GCSF), granulocyte macrophage

CSF (GM-CSF), and prostaglandin E2 (PGE?2) (El Moshy et al, 2020).
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Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa medium terkondisi dari
medium terkondisi dari human Mesenchymal Stem Cell (hMSC) dapat memicu jalur
diferensiasi mesodermal yang terdiri atas diferensiasi osteogenik dan kondrogenik.
Selama kultur in vitro, MSC mengeluarkan berbagai growth factors dan sitokin
seperti BMP-4 dan TGF-B1 yang terakumulasi dalam media kulturnya. BMP-4 dan
TGF-B1 dilaporkan dapat menstimulasi jalur pensinyalan diferensiasi mesodermal.
Pensinyalan BMP-4 dibutuhkan untuk pemisahan ectodermal dan mesodermal, dan
induksi diferensiasi mesodermal in vitro. TGF-f1 diketahui dapat menghambat
diferensiasi ectodermal dan endodermal, dan mampu meningkatkan diferensiasi

mesodermal ke arah diferensiasi osteogenik dan kondrogenik (Le et al., 2014).

2.7 Software Image]

ImageJ merupakan suatu platform yang diciptakan oleh Wayne Rasband
dari National Institues of Health (NIH) pada tahun 1997. ImageJ banyak digunakan
dalam analisa gambar untuk kepentingan ilmu biologi dan fisika. ImageJ dipilih
karena mudah digunakan, tersedia dalam berbagai bahasa, dan memiliki berbagai
tampilan menua yang akan memudahkan penggunanya. ImageJ dapat digunakan
oleh non-programmer, progamer amatir bahkan progamer professional (Rueden et
al., 2017).

ImageJ mudah diunduh dan diinstal ke komputer atau laptop dengan
menjalankan paket instalasi yang tersedia. ImageJ tersedia dalam versi 32-bit dan
64-bit. Pemilihan versi dalam instalasi /mageJ didasarkan pasa perangkat windows
yang terpasang pada laptop atau komputer. Dalam analisa gambar dengan
mikroskop, gambar terlebih dahulu diberi scale bar. Pemberian scale bar diawali
dengan kalibrasi gambar dari piksel ke um. Kalibrasi dilakukan dengan membuka
gambar yang akan dianalisa kemudian pilih image > properties > lalu isikan kolom
unit length, pixel width, dan pixel height sesuai dengan perbesaran gambar
mikrokop yang diambil. Selanjutnya set skala yang dipilih dengan klik analyze >set
scale >sesuaikan dengan acuan yang diinginkan. Tahapan berikutnya menabahkan

scale bar dengan klik analyze>tools>scale bar>isikan ukuran scale bar yang
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diinginkan. Setelah melakukan kalibrasi selanjutnya gambar dapat dianalisa sesuai
kebutuhan dengan berbagai menu yang ada pada software ImageJ (Kurniawan et

al., 2011)

2.8 Kerangka Konsep

Gingival Mesenchymal
Stem Cell (GMSC)

Medium Terkondisi dari
GMSC
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2.9 Deskripsi Kerangka Konsep

Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) merupakan mesenchymal stem
cell (MSC) yang dapat diisolasi dari lamina propia gingiva. GMSC dapat
dimanfaatkan sebagai agen terapi dalam regenerasi dan perbaikan jaringan. GMSC
dapat dimanfaatkan sebagai agen cell free-therapy melalui medium terkondisi dari
GMSC. Medium terkondisi dari GMSC merupakan biomolekul yang disekresikan
oleh GMSC ke lingkungan kulturnya yang mengandung berbagai growth factor
yang bermanfaat dalam perlindungan dan perbaikan. Growth factor eksternal yang
didapat dari kultur medium terkondisi secara in vitro dapat dimanfaatkan sebagai
terapi melalui injeksi medium terkondisi ke daerah kerusakan kartilago. Growth
factor eksternal yang diinjeksikan selanjutnya dapat menginduksi Mesenchymal
Stem Cell (MSC) internal yang berada di sekitar daerah kerusakan kartilago untuk
migrasi dan berdiferensiasi kondrogenik menjadi kondroblas yang ditandai dengan

sintesis glikosaminoglikan sebagai salah satu matriks esktraseluler kartilago.

2.10 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini adalah medium terkondisi dari Human
Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) mampu menginduksi sintesis

glikosaminoglikan pada model kondrogenik in vitro.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental

laboratoris dengan rancangan penelitiannya secara post-test control group desain.

3.2 Tempat Penelitian dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

a.

Kultur  Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) dilakukan di
Laboratorium Kedokteran dan Biomolekular Center Development of
Advanced Science dan Technology (CDAST)

Preparasi dan pembuatan medium terkondisi dari Gingival Mesenchymal
Stem Cell (GMSC) dilakukan di Laboratorium Kedokteran dan
Biomolekular Center Development of Advanced Science dan Technology
(CDAST).

Kultur kondrogenik dalam medium terkondisi dari Gingival Mesenchymal
Stem Cell (GMSC) dilakukan di Laboratorium Kedokteran dan
Biomolekular Center Development of Advanced Science dan Technology
(CDAST).

Validasi akumulasi sintesis glikosaminoglikan dengan pewarnaan alcian
blue dilakukan di Laboratorium Kedokteran dan Biomolekular Center

Development of Advanced Science dan Technology (CDAST).

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan November 2021- Januari 2022.

3.3 Variabel Penelitian

3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah media kondrogenik dari medium

terkondisi Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC)
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3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah akumulasi sintesis

glikosaminoglikan.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian adalah jenis GMSC, jumlah GMSC,

media kultur standar, dan prosedur penelitian.

3.4 Definisi Operasional
3.4.1 Gingival Mesenchymal Stem Cell

Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) diperoleh dari Laboratorium
Kedokteran dan Biomelokeluar CDAST Universitas Jember yang telah
terkarakterisasi sebagai sebagai MSC karena memenuhi karakter MSC antara lain;
menempel pada culture dish, mampu berdiferensiasi pada jalur osteogenik,
kondrogenik, dan adipogenik serta mampu mengekspresikan marker positif untuk
MSC (CD146, CD105, dan CD90) dan tidak mengekspresikan marker HSC (CD34
dan CD45). Sel yang digunakan terkarakterisasi sebagai sel pasase 4 (GP4).

3.4.2 Medium Terkondisi dari Gingival Mesenchymal Stem Cell

Medium terkondisi dari Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC)
merupakan medium spesifik hasil sekresi GMSC ke lingkungan kulturnya. Medium
terkondisi dari GMSC diperoleh dengan kultur GMSC pada media dengan
DMEM+FBS tanpa Penicilin-Streptomycin, kemudian setelah sel mencapai
konfluen 80-90% media kultur diambil dan dimasukkan ke dalam conical tube.
Selanjutnya dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 3000xg selama 10 menit dan

difilter dengan filter 0,22 pm.
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3.4.3 Medium Kondrogenik Standar (Oricell™ Mesenchymal Stem Cell
Chondrogenic Differentiation Medium)
Medium Kondrogenik Standar (Oricell™ Mesenchymal Stem Cell
Chondrogenic  Differentiation Medium) merupakan medium diferensiasi
kondrogenik standar pabrikan yang digunakan dalam penginduksi diferensiasi

kondrogenik secara in vitro.

3.4.4 Glikosaminoglikan pada Model Kondrogenik (Kondrogenesis)

Glikosaminoglikan merupakan material matriks ekstraseluler yang
disekresikan oleh GMSC yang terwarnai biru dengan pewarnaan Alcian Blue pada
hari ke-7, 14, 21, dan 28. Hasil pewarnaan diamati di bawah mikroskop inverted
(EVOS XL Core) pada perbesaran 10x dan 20x. Hasil pengamatan dilakukan
pengukuran intensitas penyerapan warna alcian blue dengan color histogram pada

aplikasi ImageJ.

3.5 Kelompok Penelitian

Pada penelitian ini, terdapat dua kelompok perlakuan yaitu

Kelompok Kontrol Kelompok Perlakuan

Stem Cell

Gingival Mesenchymal Stem Cell
(GMSC) yang dikultur dalam flat-
bottom  24-well  plate  dengan
konsentrasi sel 2x10* sel dengan diberi
500 pl medium kondrogenik standar
(Oricell™ Mesenchymal Stem Cell
Chondrogenic Differentiation Medium)

yang berisi Mesenchymal stem cell

chondrogenic differentiation  basal
medium, dexamethasone, ascorbate,
ITS+suplemen,  sodium  pyruvate,

proline, dan TGF-.

Gingival Mesenchymal
(GMSC) yang dikultur dalam flat-
bottom 24-well plate dengan konsentrasi
sel 2x10* sel dengan diberi 500 pul
GMSC

ditambahkan

medium  terkondisi  dari
(DMEM+FBS) yang
dengan 2mM L-Glutamin, 0,2 mM
ascorbic acid-2 phosphate, dan 107 M
dexamethasone sebagai bahan
penginduksi diferensiasi kondrogenik
yang juga terkandung dalam medium

kondrogenik standar.
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain:
e 10 cm tissue culture dish
e C(Centrifuge (Thermo Scientific)
e Yellow Tip 200 pl (Vertex)
e Blue tip 1000 pul (Vertex)
e Mikropipet 10 pl (Vertex)
e Conical tube 15 ml
e Inkubator (Thermo Scientific)
e Laminar Flow (1300 Series A2)
e Bunsen dan Spirtus
e Autoclave (Thermo Scientific)
e Mikroskop (EVOS XL Core)
e Conical tube 50 ml
e Filter 0,22 um (TRP)

o flat-bottom 24-well plate

3.6.2 Bahan Penelitian
Bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini antara lain:
e 0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco)
o 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
e Penicilin (Gibco)
o Stremtomycin (Gibco)
e Media basal Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) yang
mengandung :
o Mineral (Kalsium, kalium, dan magnesium)
o D-Glucose,
o L-Glutamine,

o Sodium Piruvat (Gibco)
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e 2mM L-Glutamin

e 0,2 mM ascorbic acid-2 phosphate

e 107 M dexamethasone

e phosphate-buffered saline (PBS)

e Alcian Blue (Oricell™ Mesenchymal Stem Cell Chondrogenic
Differentiation Medium)

e Medium kondrogenik standar (Oricell™ Mesenchymal Stem Cell
Chondrogenic Differentiation Medium)

e Agquadest Steryl

e Trypan-Blue (Gibco)

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Kultur Gingival Mesenchymal Stem Cell

Gingival Mesenchymal Stem Cell diperoleh dari Laboratorium Kedokteran
dan Biomelokeluar CDAST Universitas Jember yang telah terkarakterisasi sebagai
sebagai MSC pasase 4 (GP4). Sel kemudian di kultur dalam media DMEM yang
ditambahkan dengan fetal bovine serum (FBS 10%) dan 1% Penicilin-
Streptomycin. Kemudian sel diinkubasi dalam 5% CO, pada 37°C. Kultur sel
dilakukan pada 10 cm tissue culture dish (Nugraha et al., 2021; Kusumawardani et

al., 2021; Rosadi et al., 2020).

3.7.2 Preparasi dan Pembuatan Medium Terkondisi dari Gingival Mesenchymal
Stem Cell

Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC) yang telah dikultur hingga
mencapai konfluensi 80-90% dibuang media kulturnya. Kemudian dilakukan
pencucian dengan phosphate-buffered saline (PBS). Pencucian dengan PBS
dilakukan sebanyak 5 kali dengan masing-masing 5 menit. Selanjutya sel diberi
media kultur baru berupa media basal DMEM dengan tambahan FBS tanpa
Penicilin-Streptomycin. Sel kemudian dimasukkan ke dalam inkubator dan

diinkubasi selama 24 jam dalam 5% CO, pada 37°C. Kemudian media diambil
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dengan menggunakan tip biru yang steril. Media dikumpulkan dalam conical tube.
Conical tube yang telah berisi media dari GMSC di sentrifugasi 3000xg selama 10
menit, dan disaring dengan filter 0,22 pm untuk mendapatkan Medium terkondisi

(CM) (Sagaradze et al., 2019).

3.7.3 Kultur Kondrogenik Gingival Mesenchymal Stem Cell

GMSC (Gingival Mesenchymal Stem Cell) dikultur dalam flat-bottom 24-
well plate dengan 500 pl media kultur dengan masing masing well berisi sel dengan
konsentrasi 2x10* sel. Sel diinkubasi hingga mencapai konfluensi sebesar 80%.
Media kultur diganti dengan media induksi berupa medium terkondisi dari GMSC
(DMEM+FBS) yang ditambahkan dengan bahan penginduksi berupa 2mM L-
Glutamin, 0,2 mM ascorbic acid-2 phosphate, dan 107 M dexamethasone sebagai
kelompok perlakuan dan media kondrogenik standar (Oricell™ Mesenchymal Stem
Cell Chondrogenic Differentiation Medium) yang berisi mesenchymal stem cell
chondrogenic differentiation basal medium, dexamethasone, ascorbate,
ITS+suplemen, sodium pyruvate, proline, dan TGF-f3 sebagai kelompok kontrol.
Media induksi diberikan sebesar 500ul pada masing-masing well. Sel diinkubasi
dalam inkubator dalam 5% CO; pada 37°C. Media induksi diganti setiap 2 hari
sekali. Dilakukan pengamatan proses diferensiasi kondrogenik pada hari ke-7, 14,

21, dan 28 (Thantaisong et al., 2017).

3.7.4 Validasi Sintesis Glikosaminoglikan

Setelah hari ke 7, 14, 21, dan 28 dilakukan pengamatan dan pewarnaan.
Media induksi diambil dari well dengan tip biru. Sel difiksasi dengan 4%
paraformaldehyde (PFA) pada temperatur ruang selama 30 menit. Setelah 30 menit,
sel dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali. Selanjutnya dilakukan pewarnaan Alcian
Blue dengan cara memberikan alcian blue sebanyak 200 ul tiap well kemudian
didiamkan selama 30 menit. Setelah 30 menit dilakukan pencucian dengan
aquadest steril selama 2 menit. Hasil pewarnaan diamati di bawah mikroskop
inverted (Evos XL Core) dengan perbesaran 100x dan 200x. Pengamatan yang

dilakukan merupakan pengamatan kuantitatif dan kualitiatif. Pengamatan kualitatif
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dilakukan untuk melihat warna biru dan banyaknya bagian yang terwarnai biru saat
pewarnaan alcian blue untuk membandingkan sintesis glikosaminoglikan pada hari
ke-7,14, 21, dan 28. Warna biru menunjukkan sintesis glikosaminoglikan (GAG)
yang disekresikan oleh GMSC sebagai parameter adanya diferensiasi kondrogenik
mesenchymal stem cell (MSC). Alcian blue disebut sebagai pewarna kationik
phthalosianin yang sering digunakan dalam pewarnaan asam mukopolisakarida
atau glikosaminoglikan. Alcian blue memiliki muatan positif dalam molekulnya
yang berasal dari gugus tetrametilisothiouronium dan mampu berinteraksi secraa
elektrostatik dengan muatan negative makromolekul melalui ikatan reversible

dengan GAG (Nugroho dan Maeyama, 2011; Thantaisong et al., 2017).

3.7.5 Pengukuran Intensitas Penyerapan Warna Alcian Blue dan Luas Daerah
dengan Software ImageJ

Intensitas penyerapan warna alcian blue diukur menggunakan software
Image J (Versi 1.53k, USA). Hasil foto mikroskop pada kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan dikalibrasi ukuran piksel gambar menjadi um. Kalibrasi
dilakukan dengan membuka gambar yang akan dianalisa kemudian pilih image >
properties > lalu isikan kolom unit length, pixel width, dan pixel height sesuai
dengan perbesaran gambar mikrokop yang diambil. Selanjutnya set skala yang
dipilih dengan klik analyze>set scale. Selanjutnya ubah gambar menjadi RGB
color dengan cara klik Analyze > Type > RGB Color. Gambar diukur intensitas
penyerapan warna biru alcian blue dengan cara klik Analyze > Tools > Color
Histogram. Hasil intensitas penyerapan warna biru akan terlihat.

Pengukuran luas daerah akumulasi glikosaminoglikan dilakukan dengan
Image> Adjust > Color Treshold. Pada kotak color space pilih RGB. Kemudian
atur Red dan Green menjadi 0. Lalu pilih daerah yang terwarnai merah. Selanjutnya
klik Measure dan akan muncul area (Ross, 2007; Kurniawan et al., 2011; Hartig,

2013).
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3.9 Analisis Data

Data dianalisis dan ditampilkan dalam bentuk gambar dan grafik. Analisis
statistik dilakukan dengan SPSS 26.0 software yang diawali dengan uji normalitas
dan homogenitas terlebih dahulu. Jika data berdistribusi normal dan homogen
(p>0,05) data dianalisis dengan one-way analysis of variance (ANOVA) untuk
melihat adanya perbedaan pada lebih dari dua kelompok sampel. Jika terdapat
perbedaan (p<0,05) selanjutnya dilakukan uji beda lanjutan yaitu Least Significance
Difference (LSD) untuk melihat pada pasangan kelompok mana yang memiliki
perbedaan signifikan. Jika data tidak berdistribusi normal dan/atau tidak homogen
selanjutnya dilakukan uji non parametrik dengan Kruskal Wallis. Jika terdapat
perbedaan (p<0,05) dilanjutkan dengan uji beda lanjutan yaitu Mann-Whitney untuk
melihat pasangan kelompok perlakuan yang memiliki perbedaan signifikan (Hamid

etal., 2019).



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian dan Analisis Data

Hasil pengamatan dan pewarnan akumulasi glikosaminoglikan pada hari ke-

7, 14, 21, dan 28 ditampilkan dalam Gambar 4.1 hingga 4.4.
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Gambar 4.1 Perwanaan Glikosaminoglikan dengan Alcian Blue pada hari ke-7 pada
mikroskop inverted dengan perbesaran 100x. (A) Kelompok sel MSC
yang diinduksi oleh Kondro Kit Standar dari Oricell™; (B) Kelompok sel
MSC yang diinduksi oleh Medium Terkondisi dari GMSC (DMEM+FBS)
dan bahan penginduksi. Pengukuran intensitas penyerapan warna dan luas
daerah akumulasi GAG dengan Software ImageJ

Pengamatan Hari Ke-14
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Gambar 4.2 Perwanaan Glikosaminoglikan dengan Alcian Blue pada hari ke-14 pada
mikroskop inverted dengan perbesaran 100x. (C) Kelompok sel MSC yang
diinduksi oleh Kondro Kit Standar dari Oricell™; (D) Kelompok sel MSC
yang diinduksi oleh Medium Terkondisi dari GMSC (DMEM+FBS) dan
bahan penginduksi. Pengukuran intensitas penyerapan warna dan luas
daerah akumulasi GAG dengan Software ImageJ
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Gambar 4.3 Perwanaan Glikosaminoglikan dengan Alcian Blue pada hari ke-21 pada
mikroskop inverted dengan perbesaran 100x. (E) Kelompok sel MSC yang
diinduksi oleh Kondro Kit Standar dari Oricell™; (F) Kelompok sel MSC
yang diinduksi oleh Medium Terkondisi dari GMSC (DMEM+FBS) dan
bahan penginduksi. Pengukuran intensitas penyerapan warna dan luas daerah
akumulasi GAG dengan Software ImageJ

Pengamatan Hari Ke-28
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Gambar 4.4 Perwanaan Glikosaminoglikan dengan Alcian Blue pada hari ke-28 pada
mikroskop inverted dengan perbesaran 100x. (G) Kelompok sel MSC yang
diinduksi oleh Kondro Kit Standar dari Oricell™; (H) Kelompok sel MSC
yang diinduksi oleh Medium Terkondisi dari GMSC (DMEM+FBS) dan
bahan penginduksi. Pengukuran intensitas penyerapan warna dan luas daerah
akumulasi GAG dengan Software ImageJ

Pada Gambar 4.1 hingga 4.4 dapat terlihat bahwa kedua kelompok
penelitian memiliki daerah yang terwarnai alcian blue yang menunjukkan adanya
akumulasi glikosaminoglikan (GAG). Hasil ini menandakan baik pada kelompok

sel yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™) maupun
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kelompok yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) yang
ditambahkan dengan bahan penginduksi, sel mampu berdiferensiasi kondrogenik
dan melakukan sintesis gikosaminoglikan sebagai matriks ekstraseluler. Jika dilihat
secara lebih teliti kedua kelompok perlakuan memiliki hasil akumulasi GAG yang
berbeda. Secara keseluruhan terlihat bahwa GMSC yang dikultur dengan media
diferensiasi dari medium terkondisi GMSC (kelompok perlakuan) memiliki
akumulasi glikosaminoglikan yang lebih banyak jika dibandingkan dengan GMSC
yang dikultur dengan medium kondrogenik standar (Oricell™) (kelompok kontrol)
dilihat dari ketebalan warna dan daerah yang terwarnai.

Berdasarkan Gambar 4.1. hingga 4.4 melalui pengamatan kualitatif dapat
terlihat bahwa warna biru semakin banyak dan tebal pada hari ke-7, 14, dan
mencapai puncak pada hari ke-21. Sementara pada hari ke-28, warna biru menjadi
lebih muda dan lebih pudar. Warna biru yang semakin banyak tebal menunjukkan
adanya penumpukan GAG yang menandakan akumulasi GAG semakin banyak.
Selanjutnya hasil intensitas penyerapan warna alcian blue yang menunjukkan
akumulasi GAG dan luas daerah sintesis glikosaminoglikan diukur dengan software

ImagelJ.

Tabel 4.1 Hasil pengukuran intensitas penyerapan alcian blue pada ImageJ untuk
melihat akumulasi glikosaminoglikan

Hari Intensitas penyerapan warna alcian blue £ SD
Pengamatan Medium kondrogenik standar Medium Terkondisi dan Bahan
Penginduksi
7 59.08 + 3.47 +b<d 74.88 + 1.44
14 72.47 +1.50 >4 90.13 + 1.62°
21 84.47 +3.52¢¢! 94.64 + 137"
28 80.83 + 1.33acd12 92.85+1.84°

abed; Intensitas penyerapan warna berbeda signifikan dengan kelompok medium terkondisi
1234 Intensitas penyerapan warna berbeda signifikan dengan kelompok medium
kondrogenik standar

Berdasarkan Tabel 4.1. menunjukkan hasil intensitas penyerapan warna biru
oleh alcian blue yang menunjukkan adanya akumulasi glikosaminoglikan. Pada

pengamatan hari ke-7 menunjukkan intensitas penyerapan warna biru pada
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kelompok yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) sebesar 74,88
sementara pada kelompok sel yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar
(Oricell™) sebesar 59,08. Waktu pengamatan pada hari ke-14 menunjukkan
intensitas penyerapan warna pada kelompok yang diinduksi dengan medium
terkondisi (DMEM + FBS) sebesar 90,13 dan kelompok yang diinduksi dengan
medium kondrogenik standar (Oricell™) sebesal 72,47. Hasil pengukuran pada
kelompok yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM+FBS) pada hari ke-
7 setara dengan hasil pengukuran pada hari ke-14 pada kelompok yang diinduksi
dengan medium kondrogenik standar (Oricell™), yang menandakan medium
terkondisi mampu menginduksi proses diferensiasi kondrogenik lebih cepat.

Pada pengamatan hari ke-21 menunjukkan adanya peningkatan intensitas
penyerapan warna biru jika dibandingkan hari ke-14 yaitu pada kelompok yang
diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) sebesar 94,64 dan kelompok
yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™) sebesar 84,47.
Pada pengamatan hari ke-28 penyerapan intensitas warna sebesar 92,85 pada
kelompok yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) dan 80,83
pada kelompok yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™).
Hasil ini menunjukkan penurunan jika dibandingkan dengan intensitas penyerapan
warna pada hari ke-21. Hal ini mengindikasikan bahwa terjadi penurunan
akumulasi glikosaminoglikan pada hari ke-28.

Hasil pengamatan penyerapan warna alcian blue disajikan dalam bentuk
grafik (Gambar 4.5), menunjukkan peningkatan pada hari ke-7 hinga ke-21,
kemudian mengalami penurunan pada hari ke-28. Grafik menunjukkan kelompok
GMSC yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) (kelompok
perlakuan) memiliki penyerapan warna alcian blue yang tinggi jika dibandingkan
dengan kelompok GMSC yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar
(Oricell™) (kelompok kontrol).
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Gambar 4.5 Grafik hasil pengukuran penyerapan intensitas warna alcian blue untuk
melihat akumulasi glikosaminoglikan pada hari ke 7, 14, 21, dan 28

Gambar hasil penelitian selanjutnya dilakukan pengukuran luas daerah
akumulasi glikosaminoglikan (GAG). Pengukuran luas daerah akumulasi GAG
bertujuan untuk mengetahui seberapa banyak daerah yang mengalami diferensiasi

kondrogenik.

Tabel 4.2 Hasil pengukuran luas daerah akumulasi glikosaminoglikan

Hari Luas daerah akumulasi glikosaminoglikan (mm?) + SD
Pengamatan - . : .
Medium kondrogenik standar Medium Terkondisi dan Bahan

Penginduksi
7 1.36 +0.77°¢4 1.56 £0.33
14 1.54 +0.32¢! 1.80 £0.27°
21 1.81 £0.27! 2,18 £0.27%
28 1.62 + 1.36"¢43 1.88 £0.26

abed: T uas daerah akumulasi GAG berbeda signifikan dengan kelompok medium terkondisi
1234:Luas daerah akumulasi GAG berbeda signifikan dengan kelompok medium
kondrogenik standar

Dari Tabel 4.2 dapat terlihat bahwa secara keseluruhan hasil pengukuran
luas daerah akumulasi glikosaminoglikan (GAG) kelompok MSC yang diinduksi
dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) lebih besar jika dibandingkan dengan
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kelompok MSC yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™).
Hasil pengukuran juga menunjukkan luas daerah akumulasi GAG pada kelompok
yang diinduksi medium terkondisi (DMEM + FBS) pada hari ke-7 yaitu 1,56 mm?
memiliki hasil pengukuran yang sama dengan luas daerah akumulasi GAG pada
kelompok yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™) pada
hari ke-14, yaitu 1,54 mm?. Hal ini menunjukkan bahwa medium terkondisi mampu
menginduksi diferensiasi kondrogenik lebih cepat sehingga menghasilkan
kondroblas yang lebih banyak dan akumulasi GAG yang dihasilkan juga semakin
banyak.

Hasil pengukuran luas daerah akumulasi glikosaminoglikan (GAG)
disajikan dalam bentuk grafik (Gambar 4.6). Dari grafik hasil penelitian dapat
terlihat baik pada kelompok MSC yang diinduksi dengan medium kondrogenik
standar (Oricell™) maupun yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM +
FBS) menunjukkan peningkatan luas daerah pada hari ke-7, 14, dan mencapai
puncaknya pada hari ke-21. Hal ini menunjukkan jumlah sel MSC yang mengalami
diferensiasi kondrogenik meningkat pada hari ke-7, 14, dan mencapai puncaknya

pada hari ke-28.
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Gambar 4.6 Grafik hasil pengukuran luas daerah akumulasi glikosamoniglikan pada hari
ke 7, 14, 21, dan 28.
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Data hasil penelitian yang telah diperoleh selanjutnya dilakukan uji statistik
dengan software spss. Analisis data diawali dengan uji normalitas dengan uji
Saphiro-wilk dan uji homogenitas. Hasil uji normalitas intensitas penyerapan warna
nilai signifikansi p>0,05 sehingga mengindikasikan data berdistribusi normal
(Lampiran 4.2). Dilanjutkan uji homogenitas intensitas penyerapan warna
didapatkan nilai signifikansi 0,021 yang mengindikasikan data tidak homogen
(p<0,05). (Lampiran 4.2). Hasil analisis statistik pada intensitas penyerapan warna
menunjukkan data berdistribusi normal dan tidak homogen sehingga dilanjutkan
dengan uji non-parameterik yaitu kruskall-wallis. Hasil uji non-parametrik
Kruskal-wallis didapatkan nilai signifikansi 0,005 (P<0,05) yang mengindikasikan
adanya perbedaan intensitas penyerapan warna (Lampiran 4.2). Selanjutnya
dilakukan uji statistik lanjutan dengan uji Mann-Whitney. Uji Mann-Whitney juga
dilakukan berdasarkan hari pengamatan untuk mengetahui kelompok yang
memiliki perbedaan yang signifikan dengan nilai signifikansi p<0,05. Berdasarkan
hasil uji Mann Whitney intensitas penyerapan warna, menunjukkan beberapa
kelompok memiliki nilai signifikansi p<0,05. Sehingga dapat terlihat beberapa
kelompok memiliki perbedaan intensitas penyerapan warna yang signifikan
(Lampiran 4.2).

Analisis data juga dilakukan pada hasil pengukuran luas daerah akumulasi
glikosaminoglikan (GAG). Analisis data diawali dengan uji normalitas Saphiro-
wilk dan didapatkan nilai signifikansi>0,05 sehingga disimpulkan data berdistribusi
normal (Lampiran 4.3). Dilanjutkan uji homogenitas dengan Levene test didapatkan
nilai signifikansi 0,676 (>0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa sebaran data
homogen (Lampiran 4.3). Data berdistribusi normal dan homogen kemudian
dilakukan uji parametrik, One-Way Anova. Hasil uji One-Way Anova menghasilkan
nilai signifikansi 0,012 (<0,05) yang menunjukkan terdapat perbedaan luas daerah
akumulasi GAG antar kelompok perlakuan (Lampiran 4.3). Kemudian dilakukan
uji statistik lanjutan dengan uji LSD untuk mengetahui kelompok yang memiliki
perbedaan yang signifikan dengan nilai signifikansi p<0,05. Berdasarkan hasil uji

LSD luas daerah akumulasi GAG, menunjukkan beberapa kelompok memiliki nilai
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signifikansi p<0,05. Sehingga dapat terlihat beberapa kelompok memiliki
perbedaan luas daerah akumulasi GAG yang signifikan (Lampiran 4.2).

4.2 Pembahasan

Diferensiasi kondrogenik dapat diidentifikasi melalui perwarnaan alcian
blue untuk melihat adanya akumulasi glikosaminoglikan. Pada hasil percobaan
dengan pewarnaan alcian blue terlihat bahwa baik pada kelompok yang diinduksi
dengan medium kondrogenik standar (Oricell™) dan kelompok yang diinduksi
dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) saat dilakukan uji alcian blue kedua
kelompok tersebut terwarnai biru yang menunjukkan adanya akumulasi
glikosaminoglikan.  Akumulasi  glikosaminoglikan  menunjukkan adanya
differensiasi kondrogenik. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh El
Sayed dan Dorfer (2016), bahwa diferensiasi kondrogenik dapat dibuktikan dengan
pewarnaan alcian blue yang menunjukkan adanya akumulasi glikosaminoglikan.
Akumulasi glikosaminoglikan yang teridentifikasi pada kelompok perlakuan
menunjukkan bahwa medium terkondisi dari GMSC (DMEM+FBS) dapat
menginduksi diferensiasi kondrogenik.

Gambar hasil penelitian menunjukkan bahwa medium terkondisi
(DMEM+FBS) mampu meningkatkan induksi diferensiasi kondrogenik yang
dibuktikan dengan hasil pengamatan kualitatif yang menunjukkan warna biru yang
lebih tebal jika dibandingkan dengan kelompok yang diinduksi dengan medium
kondrogenik standar (Oricell™). Warna biru yang tebal menunjukkan adanya
penumpukan glikosaminoglikan (Tanthaisong et al., 2017).

Grafik hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil penyerapan intensitas
warna alcian blue dan luas daerah akumulasi GAG kelompok yang diinduksi
dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) lebih tinggi jika dibandingkan dengan
kelompok yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™). Hal ini
membuktikan bahwa akumulasi glikosaminoglikan pada kelompok yang diinduksi
dengan medium terkondisi (DMEM + FBS) lebih banyak jika dibandingkan dengan

kelompok yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™).
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Kelompok sel yang diinduksi dengan medium terkondisi (DMEM+FBS) pada hari
ke-7 memiliki hasil pengukuran yang setara dengan hari ke-14 pada kelompok sel
yang diinduksi dengan medium kondrogenik standar (Oricell™. Hal ini
menandakan bahwa medium terkondisi mampu menginduksi proses diferensiasi
kondrogenik lebih cepat dan kondroblas yang dihasilkan semakin banyak. Medium
terkondisi mengandung growth factor, sitokin, dan mineral yang berperan penting
dalam sintesis glikosaminoglikan dan pembentukan kartilago. Mineral didapatkan
dari DMEM yang merupakan bahan utama pembentukan medium terkondisi. Salah
satu mineral yang terkandung dalam medium terkondisi adalah kalsium yang
berperan dalam pembentukan tulang. Selain itu medium terkondisi juga
mengandung growth factor dan sitokin yang disekresikan oleh MSC untuk memicu
sintesis glikosaminoglikan. Menurut Barlian et al (2020), TGF-$ mampu berikatan
dengan TGF-B reseptor yang mampu mengaktifkan pensinyalan cascade smad
2/3/4 yang kemudian ditranslokasikan ke nukleus sel. Selanjutnya protein smad
2/3/4 akan berinteraksi dengan tracscription factor SOX-9 sehingga dapat mengatur
ekspresi kolagen tipe II dan glikosaminoglikan yang selanjutnya akan terdeposisi
menjadi matriks ekstraseluler kartilago. Medium terkondisi juga mengandung
BMP-2, BMP-7, IGF, dan FGF. BMP-2 dan BMP-7 berperan dalam peningkatan
diferensiasi kondrogenik dan migrasi serta proliferasi mesenchymal stem cell
(MSC) ke daerah defek kartilago. IGF berperan dalam peningkatan produksi
matriks kondrogenik yaitu glikosaminoglikan dan kolagen IIA. FGF berperan
dalam peningkatan proliferasi MSC dan diferensiasi kondrogenik serta mampu
memicu kondrogenesis lebih awal (Le et al, 2020).

Medium terkondisi yang digunakan sebagai penginduksi telah ditambahkan
dengan L-Glutamin, ascorbic acid-2-phosphate, dan dexamethasone yang dapat
mempercepat sintesis glikosaminoglikan. L-Glutamin dapat mengatur ekspresi gen
kondrosit, membantu biosintesis kondrosit dengan menjaga proliferasi dan sekresi
matriks (Steegen et al., 2020). Dexamethasone dapat meningkatkan sekresi matriks
glikosaminoglikan, memicu diferensiasi kondrogenik, dan mengatur ekspresi gen
yang memicu diferensiasi kondrogenik (Stewart et al., 2011). Ascorbic acid-2-

phosphate berperan dalam menginduksi proliferasi kondroblas, membantu proses
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diferensiasi kondrogenik, dan sebagai kofaktor enzim dalam biosintesis
glikosaminoglikan sebagai matriks ekstraseluler kartilago (Barlian ef al., 2020).

Pada tabel hasil penelitian intesnitas penyerapan warna dan luas daerah
akumulasi GAG, menunjukkan baik pada kelompok yang diinduksi dengan
medium kondrogenik standar (Oricell™) maupun kelompok yang diinduksi dengan
medium terkondisi (DMEM + FBS) menunjukkan penyerapan intensitas warna
alcian blue mengalami peningkatan dari hari ke-7, hari ke-14, dan mencapai puncak
pada hari ke-21. Namun pada hari ke-28 mengalami penurunan. Hal ini
membuktikan bahwa jumlah kondroblad dan sintesis glikosaminoglikan meningkat
dari hari ke-7, hari ke-14, dan mencapai puncaknya pada hari ke-21. Pada hari ke-
28 terjadi penurunan sintesis glikosaminoglikan. Keadaan ini berkaitan dengan
sintesis matriks dalam proses kondrogenesis. Pada hari ke 1 kondrogenesis terjadi
kondensasi mesenchymal stem cell (MSC). Selanjutnya pada hari ke-2 hingga hari
ke 10 terjadi diferensiasi MSC menjadi prekondroblas dan densitas sel meningkat.
Pada hari ke-14 hingga hari ke-21 prekondroblas mengalami proliferasi dan
diferensiasi menjadi kondroblas. Pada tahapan ini kondroblas mensintesis
glikosaminoglikan sebagai matriks utama dalam jumlah banyak untuk selanjutnya
dideposisikan sehingga akumulasi glikosaminoglikan meningkat. Pada hari ke-28
dan seterusnya kondroblas mengalami maturasi dan diferensiasi terminal menjadi
kondrosit. Pada tahapan diferensiasi terminal, kondrosit mengalami hipertrofi dan
tidak lagi mensekresikan glikosaminoglikan, namun lebih banyak mensekresikan
kolagen tipe-X sebagai matriks utamanya. Keadaan ini mengakibatkan akumulasi
glikosaminoglikan pada hari ke-28 mengalami penurunan (Cheng et al., 2009;
Dexheimer et al., 2012; Gao et al., 2017).

Growth factor dan sitokin yang terkandung dalam medium terkondisi
termasuk dalam kelompok protein. Protein merupakan rantai polimer yang tersusun
atas lebih dari 20 jenis asam amino. Asam amino tersebut dihubungkan dalam rantai
linier tidak bercabang oleh ikatan asam amino yang disebut dengan ikatan peptida.
Protein memiliki gugus amina dan gugus karboksil pada kedua ujung rantainya.
Protein sangat peka terhadap pengaruh fisik dan kimia yang dapat menyebabkan

perubahan pada strukturnya yang disebut dengan denaturasi. Denaturasi merupakan
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gangguan pada struktur protein baik pada struktur sekunder maupun tersier tanpa
disertai dengan pemutusan ikatan peptida. Denaturasi dapat disebabkan oleh suhu.
Suhu tinggi dan pemanasan lama dapat menyebabkan denaturasi pada protein dan
menyebabkan hilangnya fungsi normal protein (Lodish er al., 2016). Oleh karena
itu medium terkondisi yang mengandung growth factor dan sitokin di dalamnya
yang merupakan salah satu jenis protein harus disimpan dalam suhu rendah berkisar
-20 °C hingga -80°C atau dalam bentuk freeze dried agar tidak mengalami
denaturasi dan kehilangan fungsinya.

Bentuk freeze dried memiliki beberapa keuntungan jika dibandingkan
dengan medium terkondisi bentuk cair yang digunakan dalam penelitian ini.
Medium terkondisi dalam bentuk freeze dried memiliki jangka waktu penyimpanan
yang lebih lama, lebih mudah dalam penggunaan, dan mampu menjaga keefektifan
kandungan biomolekul dalam medium terkondisidan dapat digunakan sesuai

dengan kebutuhan terutama dalam keadaan darurat (Bari et al., 2019).



BAB 5. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpukan bahwa
medium terkondisi dari gingival mesenchymal stem cell (GMSC) mampu
meningkatkan sintesis glikosaminoglikan pada model kondrogenik yang terlihat
melalui adanya akumulasi glikosaminoglikan yang terwarnai biru saat pewarnaan

alcian blue pada hari ke 7, 14, 21, maupun 28.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat diajukan beberapa
saran, antara lain:
a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui ketahanan
penyimpanan medium terkondisi dari gingival mesenchymal stem cell.
b. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui efek medium
terkondisi dari gingival mesenchymal stem cell yang disimpan dalam bentuk

freeze-dried.
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Céntri]‘hge (Thermo
Scientific)

Yellow Tip 200 pl (Vertex)

Blue tip 1000 pl (Vertex)

Conical tube 15 ml

Conical tube 50 ml

Inkubator

Laminar Flow

Bunsen dan Spirtus

0,22 um filter

Mikroskop
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0,25 % Trypsin-EDTA

10% Fetal Bovine Serum
(FBS)

Penicilin-Streptomycin

Media  basal DMEM
(Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (Gibco)

Glutamin

ascorbic acid-2 phosphate

Alcian blue

Aquadest steril

Paraformaldehyde (PFA)




Lampiran 3.6 Prosedur Penelitian

3.6.1

Kultur Gingival Mesenchymal Stem Cell

54

Sel GMSC Phasase 4

DMEM yang ditambahkan
dengan fetal bovine serum
(FBS 10%) dan 1%
Penicilin-Streptomycin

q
B .

Kultur GMSC dalam 10 cm
tissue culture dish.

3.6.2 Preparasi dan Pembuatan Medium Terkondisi dari GMSC

GMSC yang telah konfluen
80%-90%

Pencucian dengan PBS
sebanyak 5 kali

Pembuatan media kultur
baru DMEM dengan FBS
tanpa Penicilin-Streptomycin

Pemberian media kultur baru
(DMEM+FBS) pada sel

|

Inkubasi selama 24 jam
dalam 5% CO; pada 37°C




Setelah 24 jam, media kultur

dikumpulkan dalam conical
tube

e
Conical tube yang berisi
media kultur disentrifugasi
3000 rpm selama 10 menit
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Hasil sentrifugasi

Hasil sentrifugasi disaring
dengan filter filter 0,22 pm
untuk mendapatkan
Medium terkondisi

Medium terkondisi disimpan
dalam -20°C

3.6.3

Kultur Kondrogenik Gingival Mesenchymal Stem Cell (GMSC)

GMSC dikultur dalam flat-
bottom 24-well plate
dengan 500 pl media
kultur dengan masing
masing well berisi sel

dengan konsentrasi 2x10*
sel. Kemudian diinkubasi
hingga konfluen 80%

Sel telah konfluen hingga
80%

X /
Media kultur diganti dengan
2 media penginduksi untuk
2 kelompok perlakuan yang
berbeda, yaitu 1) media
terkondisi dari GMSC, 2)
medium kondrogenik
standar




GMSC dalam flat-bottom
24-well plate diganti
dengan media

penginduksi diferensiasi
kondrogenik
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Sel diinkubasi dalam 5%
CO2 pada 37°C selama 28
hari.

Media induksi diganti setiap
2 hari sekali

3.6.4 Validasi Sintesis Glikosaminoglikan pada Hari Ke-7, 14, 21, dan 28

Pada hari ke-7, 14, 21, dan
28 dilakukan pewarnaan dan
pengamatan. Media induksi

diambil dari well.

Sel difiksasi dengan 4%
paraformaldehyde (PFA)
selama 30 menit pada suhu

Pencucian dengan PBS
sebanyak 3 kali

1

Pewarnaan dengan Alcian
Blue kemudian diinkubasi
selama 30 menit

=1 :
Pencucian dengan aquadest
steril sebanyak 2 kali

Pengamatan di bawah
mikroskop inverted
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Lampiran 4.1 Gambar Hasil Pengamatan
4.1.1 Kelompok Kontrol (Medium kondrogenik standar)
a. Hari Ke-7

Perbesaran 100x | Perbesaran 200x

b. Hari Ke-14

200 ym

Perbesaran 100x Perbesaran 200x

c. Hari Ke-21

200 ym

Perbesaran 100x | Perbesaran 200x
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d. Hari Ke-28

100 um

Perbesaran 100x | | Perbearn 00x

4.1.2 Kelompok Perlakuan (Medium Terkondisi (DMEM+FBS) dan Bahan
Penginduksi)
a. Hari Ke-7

100 ym ¢

200 ym

Perbesaran 100x Perbesaran 200x
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b. Hari Ke-14

%100 um

200 um

Perbesaran 100x Perbesaran 200x

c. Hari Ke-21

200 ym

Perbesaran 100x Perbesaran 200x

d. Hari Ke-28

“200pm
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Lampiran 4.2 Analisis Data Intensitas Penyerapan Warna

4.2.1  Uji Normalitas dengan Saphiro Wilk

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Walkiu Inkubasi  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Colorintensity  CM 7 .292 3 | 924 3 | 465
Ch 14 308 _ 3 | 800 3 387
CM 21 _._231 3 980 3 RE)
CM 28 244 3 a7 3 676
Keondro 7 .2492 3 823 3 463
Kandro 14 358 3 B12 3 l 144
Kpncll'n 21 2?3 3 | 945 3 540
Kondra 28 .207 3 882 3 833

a. Lilliefars Significance Correction

Kesimpulan:
Berdasarkan hasil uji normalitas dengan Saphiro Wilk didapatkan nilai

signifikansi >0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa data berdistribusi normal.

4.2.2  Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dff df2 Sig.
Color Intensity  Based on Mean 3375 7 16 021
Based on Median 597 7 18 750
Based on Median and 597 7 f.164 743
with adjusted df
Based on timmed mean 3.020 7 16 032

Kesimpulan:
Berdasarkan hasil uji homogenitas didapatkan nilai signifikansi
0,021(<0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa sebaran data tidak homogen.

Selanjutnya dilakukan uji statistic non-parametrik



4.2.3  Uji Statistik Non-Parametrik dengan Kruskal Wallis

Test Stzutistic:sa’h

Color
Intensity
Kruskal-Wallis H 20.4593
of
Asymp, Sig, 005

a. Kruskal Wallis Test

. Grouping Variahle; Waldu
Inkubasi

Kesimpulan:
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Berdasarkan hasil uji statistic non-parametrik dengan Kruskal Wallis

sebagai uji beda, didapatkan nilai signifikansi 0,005 (<0,05) sehingga dapat

disimpulkan bahwa HO ditolak. Artinya terdapat perbedaan intensitas penyerapan

warna. Dilakukan uji lanjutan dengan Mann-Whitney

4.2.4 Uiji Beda dengan Mann Whitney

Tabel 4.3 Hasil uji Mann-Whitney berdasarkan waktu pengamatan

MT7 MTI4 MT21 MT28 KS7 KS14 KS21 KS28
MT 7 0,05%  0,05% 005% 005% 005* 0,513 0,05*
MT 14 0,05* 0275 005% 005% 0,127 0,127
MT 21 0275 005% 005 005 0,05%
MT 28 4 0,05  0,05*  0,05* 005%
KS 7 0,127  0,05%  0,05*
KS 14 0275  0,05%
Ks21 - - D 0,827
KS 28

*p<0,05: Rata-rata intensitas penyerapan warna alcian blue memiliki perbedaan yang

signifikan

p>0,05 : Rata-rata intensitas penyerapan warna alcian blue tidak memiliki perbedaan yang

signifikan

MT 7 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-7
MT 14 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-14
MT 21 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-21
MT 28 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-28



KS7

KS 14
KS 21
KS 28

: Medium kondrogenik standar hari ke-7

: Medium kondrogenik standar hari ke-14
: Medium kondrogenik standar hari ke-21
: Medium kondrogenik standar hari ke-28

a. Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan 14

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan

Test Statistics®

Caolor

Intensity
Mann-Whitney U .ooo
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. {2-tailed) .050
Exact Sig. [2*(1-tailed A00°

sigd]

a. Grouping Yariable: Waltu Inkubasi
b. Mot corrected for ties.

b. Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan Ke-21

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan

C.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan

Test Statistics”

Colar
Intensity
Mann-Whitney U .0oo
Wilcoxon W 6.000
¥ -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
Exact Sig. [2*(1-tailed 100°

Sigll
3. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

. Mot corrected for ties.

Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan Hari Ke-28

Test Statistics”
Colar
Intensity
Mann-Whitney U .0oo
Wilcoxon wW 6.000
-1.964
Asymp. Sig. {2-tailed) .080
Exact Sig. [2*(1-tailed Aoob

Sig]

a. Grouping Variable: Waltu Inkubasi

b. Mot corrected for ties.
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d. Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-7
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Test Statistics”

Calar

Intensity
Mann-Whitney LI .0oo
Wilzoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 080
Exact Sig. [2%(1-talled A00°

Sig.]
a. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
e. Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

14

Test Statistics®

Calar

Intensity
Mann-Whitney LI .ooo
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .0&0
Exact Sig. [2*(1-tailed 00"

Sig.)]
a. Grouping Variahle: Waktu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
f. Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

21
Test Statistics”
Caolar
Intensity
Mann-VWhitney L 3.000
Wilcoxon W 9.000
Z - 655
Asymip. Sig. (2-taiied) A13
Exact Sig. [2*(1-tailed 7o0°

sig.]

a. Grouping Variahle: Waliu Inkubasi

b. Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p>0,05 sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan
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g. Medium Terkondisi Hari Ke-7 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

28
Test Statistics”
Colar
Intensity
Mann-YWhitney LI .0oo
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
Exact Sig [2*(1-tailed 100°

Sig]
a. Grouping Wariable: Walkiu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
h. Medium Terkondisi Hari Ke-14 dan Hari Ke-21

Test Statistics®

Calor

Intensity
Mann-WWhitney L) .ooo
Wilcoxan W 6.000
Fid -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
Exact Sig. [2*(1-falled .1D.Db

sig]
a. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
i. Medium Terkondisi Hari Ke-14 dan Hari Ke-28

Test Statistics”
Calar
Intensity
Mann-Whitney LI 2.000
Wilcoxan W 2.000
Fil -1.091
Asymip. Sig. (2-tailed) 278
Exact Sig. [2*(1-tailed 400°

Sig]
a. Grouping Variable: Waldu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p>0,05 sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan
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J-  Medium Terkondisi Hari Ke-14 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-
7

Test Statistics®

Calar

Intensity
Mann-Whitney LI .ooo
Wilcoxan W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 0s0
Exact Sig. [2*%(1-tailed Aoo®

sig]
a. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
k. Medium Terkondisi Hari Ke-14 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-
14

Test Statistics”

Colar

Intensity
Mann-\Whitney LI .0oo
Wilcoxon W 6.000
Fid -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 080
Exact Sig. [2*(1-tailed .1EI.EIh

Sig.il
a. Grouping Variable: Waliu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan.
1. Medium Terkondisi Hari Ke-14 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

21
Test Statistics®
Caolar
Intensity
Mann-\Whitney LI 1.000
Wilzcoxon W 7.000
il -1.528
Asymp. Sig. (2-tailed) 2T
Exact Sig. [2*(1-tailed 2000

Sig.]
a. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p>0,05 sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan
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m. Medium Terkondisi Hari Ke-14 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

28
Test Statistics®
Cuolor
Intensity
Mann-\Whitney U 1.000
Wilcoxon W 7.000
Fil -1.528
Asymp. Sig. (2-tailed) M2
Exact Sig. [2*(1-tailed 200"

Sig.j]
a. Grouping Variable: Walkiu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p>0,05 sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan.
n. Medium Terkondisi Hari Ke-21 dan Hari Ke-28

Test Statistics®

Calor
Intensity
Mann-\Whitney LU 2.000
Wilcoxon W 8.000
z -1.081
Asymp. Sig. (2-tailed) L e
Exact Sig. [2*(1-tailed ..4"DE|b

Sig.)]
a. Grouping Variable: Wakiu Inkubasi

h. Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p>0,05 sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan
0. Medium Terkondisi Hari Ke-21 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

7
Test Statistics”
Colo
Intensity
Mann-Whitney LI .0oo
Wilcoxon W 6.000
Fil -1.964
Asyrp. Sig. (2-tailed) 050
Exact Sig. [2*(1-tailed oob

5ig.J]
a. Grouping Variahle: Waltu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan.
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p. Medium Terkondisi Hari Ke-21 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

14
Test Statistics®
Color
Intensity
Mann-Whitney U 000
Wileoxan W £.000
z 1,964
Asyrp. Sia. (2-tailed) 050
Exact Sig. [2*(1-talled 400t

Sig.)]
a. Grouping Variable: Waldu Inkubasi

b. Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan.
g. Medium Terkondisi Hari Ke-21 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-
21

Test Statistics®

Color
Intensity
Mann-YWhitney LI .00o
Wilcoxon W 6.000
Fid -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .0a0
Exact Sig. [2*(1-tailed 100"

Sigj]
a. Grouping Variable: Walkiu Inkubasi

b, Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan.
r. Medium Terkondisi Hari Ke-21 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

28
Test Statistics”
Caolar
Intensity
Mann-Whitney LI .ooo
Wilcoxon W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 0&0
Exact Sig. [2*(1-tailed 0P

Sig)]
a. Grouping Variahle: Wakiu Inkubasi

. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
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s. Medium Terkondisi Hari Ke-28 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-

7
Test Statistics”
Colar
Intensity
Mann-Whitney LI .ooo
Wilcoxan W 6.000
Fil -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
Exact Sig. [2*(1-tailed 400"

5ig.]]
a. Grouping Variahle: Walktu Inkubasi

b, Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
t. Medium Terkondisi Hari Ke-28 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-
14

Test Statistics”

Calar
Intensity
Mann-Whitney LI .0oo
Wilcoxon W 6.000
Fd -1.864
Asymp. Sig. (2-tailed) 0&0
Exact Sig. [2*(1-tailed A100°

Sig]
a. Grouping Variable: Wakiu Inkubasi

. Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
u. Medium Terkondisi Hari Ke-28 dan Medium kondrogenik standar Hari Ke-
28

Test Statistics”

Color

Intensity
Mann-Whitney LI .0oo
Wilcoxon W 6.000
Fd -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) .0&D
Exéct .Sig. [2*(1-tailed 100"

Sig.J]
a. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

k. Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
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v. Medium kondrogenik standar Hari Ke-7 dan Hari Ke-14

Test Statistics®

Calar
Intensity
Mann-Whitney U 1.000
Wilcoxon W 7.000
z 1528
Asymp. Sig. (2-tailed) 127
Exact Sig. [2*(1-talled 200"

Sia]
a. Grouping Variahle: Walkiu Inkubasi

b, Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p>0,05 sehingga tidak terdapat perbedaan yang signifikan
w. Medium kondrogenik standar Hari Ke-7 dan Hari Ke-21

Test Statistics”
Calar
Intensity
Mann-VWhitney L .ooo
Wilcoxon W 6.000
Fd -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 050
Exéct Sig. [2*(1-tailed A DIU"

5ig.J]
a. Grouping Variable: Walkiu Inkubasi

b, Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
X. Medium kondrogenik standar Hari Ke-7 dan Hari Ke-28

Test Statistics®

Color
Intensity
Mann-Whitney LI .ooo
Wilcoxon W 5.000
z -1.964
Asymp. Sig. (2-failed) 080
Exact Sig. [2%(1-tailed 100"

5ig.J]
a. Grouping Variahle: Waktu Inkubasi

b. Mot carrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan



y. Medium kondrogenik standar Hari Ke-14 dan Hari Ke-21

Test Statistics”

Calor

Intensity
Mann-\Whitney LI 2.000
Wilcoxon W 8.000
P -1.091
Asymp. Sig. (2-1ailed) 278
Exact Sig: [2*(1-tailed 400°

5ig]
a. Grouping Variable: Waktu Inkubasi

h. Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan
z. Medium kondrogenik standar Hari Ke-14 dan Hari Ke-28

Test Statistics?

Color
Intensity
Mann-Whitney LI .0oo
Wilcoxan W 6.000
Z -1.964
Asymp. Sig. (2-tailed) 080
Exact Sig. [2*(1-talled 400"

Sig.J]
a. Grouping Variable: Walktu Inkubasi

b, Mot corrected for ties.

Hasil nilai signifikansi p<0,05 sehingga terdapat perbedaan yang signifikan.
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Lampiran 4.3 Analisis Data Luas Daerah Akumulasi GAG
4.3.1 Uji Normalitas Saphiro Wilk

Tests of Normality

Kolmogarav-Smirnov? Shapiro-Wilk
Wakiu Inkubasj  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Luas Area CM7 361 3 807 3 132
CM 14 194 3 .997 3 .6ea
CM 21 264 3 955 3 581
CM 28 284 3 921 3 455
Kondro 7 333 3 861 3 272
Kondro 14 300 E) 913 3 427
Kondro 21 188 k] o5 3 910
Kondro 28 258 3 962 3 623

a. Lilliefors Significance Correction

Kesimpulan:

Berdasarkan hasil uji normalitas dengan Saphiro Wilk didapatkan nilai
signifikansi >0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa data berdistribusi normal.
4.3.2 Uji Homogenitas Levene Test

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dft df2 Sig.
Luas Area  Based on Mean 695 7 16 BTE
Based on Median a4 T 16 985
Based an Median and 184 7 G.882 .82
with adjusted df
Based on frimmed mean 642 7 16 15

Kesimpulan:

Berdasarkan hasil uji homogenitas didapatkan nilai signifikansi
0,676(>0,05) sehingga dapat disimpulkan bahwa sebaran data homogen.
4.3.3 Uji Beda One Way Anova

ANOVA
Luas Area
Sum of
Squares df Mean Square B Sig.
Between Groups 5914 7 B45 3.868 012
Within Groups 3485 . 18 218
Total 9.409 23 .

Kesimpulan:

Berdasarkan hasil uji statistic non-parametrik dengan One Way ANOVA
sebagai uji beda, didapatkan nilai signifikansi 0,012 (<0,05) sehingga dapat
disimpulkan bahwa HO ditolak. Artinya terdapat perbedaan intensitas penyerapan

warna. Dilakukan uji lanjutan dengan LSD



4.3.4 Uji Lanjutan LSD

DependentVariable:
LsSD

Luas Area

Multiple Comparisons
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Mean 95% Confidence Interval
Difference (-
() Waltu Inkubasi  (J) Waktu Inkubasi J Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
CM 7 Ch 14 -.GO333 .3B160 .0g8 -1.5023 156
ChM 21 -.as000” .3B160 023 -1. 7690 -18510
CM 28 -. 33667 .3B160 391 -1.1456 4723
Kondro 7 56000 .3B160 162 -.2490 1.3690
Kondro 14 - 14667 .3B160 706 -.9556 BE23
Kondro 21 -.65000 .3B160 log -1.4590 1590
Kondro 28 L36333 L3B160 .355 -. 4456 11723
Ch 14 CM T B9333 L3B160 .0g8 -1156 1.5023
ChM 21 -. 26667 L3B160 495 -1.0756 5423
CM 28 L3S5EB6T L3B160 .364 - 4523 1.1656
Kondro 7 1.25333 .3B160 .oos 4444 20623
Kondro 14 54667 .3B160 AT -.2623 1.3556
Kondra 2 04333 .3B160 811 -.TE56 8523
Kondro 28 1.05667 .3B160 014 2477 1.8656
CM 21 CM 7 as000” 38160 023 1510 1.7690
Ch 14 2BEGT L3B160 495 -.5423 1.0756
CM 28 62333 L3B160 122 - 1856 1.4323
Kondro 7 1.52000 .3B160 .00 7110 2.3290
Kondro 14 81333 .3B160 049 0044 1.6223
Kondra 21 31000 38160 429 -.49490 11190
Kondro 28 1.32333" 38160 .0o3 5144 21323
CM 28 CM T L33IB6T L3B160 S391 - 4723 1.1456
Ch 14 -. 35667 L3B160 .364 -1.1656 4523
CM 21 -.62333 .3B160 122 -1.4323 1856
Kondro 7 BOBET .3B160 032 0877 1.7056
Kondro 14 19000 .3B160 .625 -.6190 8890
Kondro 21 -. 31333 .3B160 424 -1.1223 4956
Kondro 28 .Foooo L3B160 .0gs -1090 1.5090
Kondro 7 CM T -.56000 L3B160 62 -1.3690 2490
Ch 14 -1.25333° L3B160 .oos -2.0623 -.4444
CM 21 -1.52000 .2B160 0o -2.3290 -.7110
CM 28 - BOGET .3B160 032 -1.7056 -.0877
Kondro 14 -.TOG6ET .3B160 083 -1.5156 1023
Kondro 21 -1.21000 .3B160 .0oa6 -2.0190 -.4010
Kondro 28 - 19667 .3B160 613 -1.0056 6123
Kondro 14 CM 7 14667 .3B160 706 -.6623 9556
CM 14 - 54667 .3B160 | -1.3556 2623
CM 21 -.81333" .23B160 049 -1.6223 -.0044
CM 28 -19000 38160 E25 -.89490 6190
Kondro 7 TOGEGET 38160 083 -1023 1.5156
Kondra 21 -.50333 38160 206 -1.3123 3056
Kondro 28 51000 38160 _200 -.2990 1.3190
Kondro 21 CM 7 65000 .3B160 108 -.1590 1.4590
CM 14 -.04333 .3B160 811 -.8523 . TE56
CM 21 -.31000 .2B160 429 -1.1190 4990
CM 28 31333 .23B160 424 - 4956 1.1223
Kondra 7 1.21000 .3B160 006 4010 2.0190
Kondro 14 50333 38160 _206 -.3056 1.3123
Kondro 28 1.01333° 3B160 017 2044 1.8223
Kondro 28 CM T -. 36333 L3B160 L3585 -1.1723 4456
ChM14 -1.05667 L3B160 014 -1.B656 -.2477
CM 21 -1.32333° .3B160 003 -21323 -5144
CM 28 -. 70000 38160 085 -1.5090 1090
Kondro 7 19667 38160 B13 -6123 1.0056
Kondro 14 -.51000 38160 _200 -1.3190 2590
Kondro 21 -1.01333° 38160 017 -1.8223 -.2044

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Tabel 4.4 Hasil uji LSD berdasarkan waktu pengamatan

MT7 MT14 MT21 MT28 KS7 KS14 KS21 KS28

MT 7 0,088% 0,023* 0391 0,162 0,706 0,108 0355
MT 14 0495 0364 0,005% 0,171 0911 0,014*
MT 21 0,122 0,001* 0,049* 0429  0,003*
MT 28 0,032% 0,625 0424 0,085
KS 7 0,083* 0,006* 0,613
KS 14 0,206 0,200

CKS21 ANER " LAYN®S ¥V 4 - 0,017F

“Ks28 Y A A\ U

*p<0,05: Rata-rata luas daerah akumulasi GAG memiliki perbedaan yang signifikan
p>0,05 : Rata- luas daerah akumulasi GAG tidak memiliki perbedaan yang signifikan
MT 7 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-7

MT 14 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-14

MT 21 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-21

MT 28 : Medium terkondisi (DMEM+FBS) hari ke-28

KS 7 : Medium kondrogenik standar hari ke-7

KS 14 : Medium kondrogenik standar hari ke-14

KS 21 : Medium kondrogenik standar hari ke-21

KS 28 : Medium kondrogenik standar hari ke-28



