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RlNGKASAN 

UJI TOKSISITAS FRESH FROZEN TENDONGRAFT DAN FREEZE DRiED 

TENDONGRAFT TERHADAP MESENCHYMAL STEM CELL 

Angka kejadian trauma muskuloskelelal cukup tinggi, di United States oj America 

(USA) diperkirakan terdapat 33 juta kejadian setiap tahun, dan hampir 50 % merupakan 

trauma yang melibatkan jaringan lunak tennasuk dalam haJ ini tendon. Kerusakan tendon 

yang terjadi sering merupakan cedera yang kompleks, dan sering membutuhkan graft 

tendon bila terdapat derek dari tendon tersebut. Saat ini pilihan dalam penanganan derek 

tendon adalah autograft, allograft dan prosthesis sintetik, namun banyak kerugian dalarn 

penggunaan autograft, allograft maupun prosthesis sintetik. Adanya herbagai keterbatasan 

di dalarn metode penggunaan autograft. allograft maupun prosthesis sintetik membuat para 

ahli merasa perlu untuk melakukan eksplorasi tehnik rekayasa jaringan seperti aplikasi growth 

Jaetor dan juga penggunaan stem cell yang ditanamkan pada scaffold, dalam hal ini adalah 

tendongraft . 

Bank Jaringan RSUD Dr Soctorno mampu rnernproduksi tendon allograft haik herupa 

freeze dried tendon graft maupun fresh frozen tendon graft . Freeze dried tendon graft dan 

fresh frozen tendon graft merupakan non living tissue yang bisa mempunyai efek toksik 

terhadap living tissue, sehingga satu hal yang masih menjadi rnasalah adalah apakab ada 

erek toksik freeze dried tendon graft dan fresh Jrozen tendon graft produk dari Bank 

Jaringan RSUD Dr Soetomo terhadap mesenchymal stem cell. Oleh karena itu pada 
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penelitian ini diteliti efek toksik freeze dried tendon graft dan fresh frozen tendon graft 

terhadap mesenchymal stem cell. 

Penelitian ini merupakan penehtian laboratorium eksperimentai dengan rancangan 

penelitian the post test only control group design. Pada penelitian ini kultur mesenchymal 

stem cell dib.gi secar. random menjadi 3 kelompok yaitu (I) kelompok pertam. dil.kukan 

pemberi.nJresh Jrozen lendongraft,(2) kelompok kedua dilakukan pemberian Jreeze dried 

lendongraft dan (3) kelompok ketiga hanya kultur mesenchymal stem cell saJa yang 

berfungsi sebagai kontrol. Pada ketiga kelompok tersebut dilakukan uji viabilitas 

mesenchymal stem cell menggunakan MTT Assay. Hasil yang didapat dianalisis secara 

kuantitatif dengan menggunakan uji statistik mulai dari statistika deskriptif, uji normalitas, uji 

Anova dan pOSI hoc significancy tesl. Unit penelitian adalah kultur mesenchymal stem 

cell yang didapat dari bank slem cell Instilute of Tropical Disease (ITO), dipilih secam 

random untuk masing - masing kelompok. Pada penelitian ini menggunakan replikasi unit 

penelitian seb.nyak 15 untuk rnasing - rnasing kelornpok. Variabel bebas adalah 

penanaman Jresh Jrozen lendongraft dan Jreeze dried tendongraft pada kultur 

mesenchymal stem cell sedangkan variabel tergantung adalah viabilitas mesenchymal stem 

cell yang diukur secara kuantitatif dengan MIT Assay. Lokasi dan waktu penelitian ini 

dilakukan di Inslitule of Tropical Disease Universitas Airlangga pada bulan Maret sampai 

dengan April 2009. 

Pada penelitian ini didapat hasil viabilitas mesenchymal slem cell didalam fresh 

Jrozen lendongraft adalah 98,84% sedangkan viabilitas mesenchymal stem cell didalam Jrezee 

dried lendongraft adalah 98,86%. Uji Anova dan paSI hoc significancy lesl menunjukkan tidak 

terdapat perbedaan bermakna antara kelornpok perlakuan dan kontrol sehingga bisa ditarik 
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kesimpulan bahwa tidak didapalkan erek toksik dari fresh Jrozen tendongraft dan Jrezee dried 

tendongraft terhadap mesenchymal stem cell. 

Penelitian yang kami lakukan ini sifatnya adalah penelitian inv;tro, sehingga masih perlu 

pembuktian tidak adanya toksisitas dari Jresh frozen tendongraft dan Jrezee dried tendongraft 

terhadap mesenchymal stem cell bila diuji invivo pada hewan coba sebelum dapat kita 

lakukan peneliti.n pada manuslB untuk dapat memberikan solusi terbadap penanganan derek 

tendon pada man usia. 
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SUMMARY 

Toxicity Test of Fresh Frozen Tendoogra(t and Freeze Dried Tendongraft to tbe 
Mesencbymal Stem Cell 

The incidence of musculoskeletal trauma is relatively high, in USA approximately 

there are 33 million case a year, and almost 50% were soft tissue trauma including tendon 

injury . Tendon damage often is a complicated injury, which need tendon graft if there is a 

tendon defects. The choices for the treatment of tendon defect are autograft, allograft, and 

prostheses. There are severa1 downsides of the autograft , allograft and synthetic prostheses. 

Since the usage of synthetic prosthesis and graft are still showing unsatisfying results, lately 

same explorations on the field of tissue engineering like the application of growth factor as well 

as the usage of stem cell seeded on scaffold-in this case, tendon graft- has been done. Tendon 

graft (scaffold) that is given stem cell can cause the regeneration or natura1 ti ssue replacement 

and afterward the scaffold slowly dissolves over time. 

Tissue bank of Soetomo General HospitaJ is capable to produce tendon allograft either 

freeze dried tendon graft or fresh frozen tendon graft . Freeze dried tendongraft and fresh frozen 

tendongraft is a non living tissue that could be has a cytotoxic effect to the mesenchymal stem 

cell . This study want to know about tbe cytotoxic effect of fresh frozen tendongraft and 

freeze dried tendongraft to the mesenchymal stem cell . 

This was an experimental laboratory study with post-test-only control group design. In 

this study we divided the mesenchymal stem cell culture into three grouP. (I) for the first group 

we gave fresh frozen tendongraft, (2) for the second group we gave freeze dried tendongraft 

and (3) for the third group as a control. Each group was tested for it' s viabiljty using MIT 
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Assay. The result wass analyzed quantitatively by statistic test. The experimental unit was a 

mesenchymal stem cell culture from Institute of Tropical Disease that had been divided into 

three goup , each group had fifteen experimental unit. This study has been done at Institute 

ofTropical Disease on March-April 2009. 

The results of mesenchymal stem cell viability within fresh frozen tendongraft was 

98,84%, and mesenchymal stem cell viability within freeze dried tendongraft was 98,86%. 

StatisticaJ analysis using Anova and post hoc significancy test show that there were no 

statisticaJ difference between control and treatment group. The conclusion of this study was 

fresh frozen tendon graft and freeze dried tendongraft proven to be not toxic to the 

mesenchymal stem cell in vitro. 
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Abstract 

Toxicity Test of Fresh Frozen Tendongraft and Freeze Dried Tendongraft to the 
Mesenchymal Stem Cell 

Background: Surgical tendon rep31T IS limited by the availability of viable tissue for 

transplantation so ,the need for tissue engineered tendon material exists. One approach to tendon 

engineering utilizes a stem cell-scaffold construct (tendon graft) and then is grafted onto the 

defect, but the cytotoxic effect of the tendongraft is still unknown . The purpose of this study 

is to determine the cytotoxic effect of fresh frozen tendongraft and freeze dried tendongraft to 

the mesenchymal stem cell. 

Method: This laboratory experimental study using the post test only control group design • 

done in Institute of Tropical Disease Airlangga University . The viability test using MTT Assay 

( Elisa) . The data analyzed by Anova and post hoc significancy test. 

Result : The viability of mesenchymal stem cell on fresh frozen tendongraft was 98,84% and 

the viabi li ty of mesenchymaJ stem ceU on frezee dried tendongraft was 98,86%. From 

post hoc significancy test show that those two group compare with control was >0,05 , it 

means there were no signi ficancy between group and control. 

Conclusion: There were no toxicity effect of fresh frozen tendongraft and frezee dried tendon 

graft to the mesenchymal stem cell . 

Keyword: cytotoxic effect , mesenchymaJ stem cell , fresh frozen tendongraft • frezee dried 

tendongraft, MIT Assay 
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1.1. Lator Belakang 

BAB 1 

PENDAHULUAN 

· .. ~ .... .l 

Angka kejadian trauma muskuloskeletal cukup tinggi, di United States 

oj America (USA) diperkirakan terdapat 33 juta kejadian setiap tabun, dan 

hampir 50 % merupakan trauma yang melibatkan jaringan lunak tennasuk 

dalam hal ini tendon. Kerusakan tendon yang terjadi sering merupakan 

cedera yang kompleks, dan sering membutuhkan graft tendon bila terdapat 

derek dari tendon tersebut. Bila defek yang terjadi tidak terlalu banyak terdapat 

sumber autograft seperti tendon palmaris longus, namun pada kasus-kasus 

dengan derek yang sangat luas dan multipel , perlu dipikirkan hal lain 

unluk mengatasi masalah tersebut. (Calve, 2004) 

Saat ini pilihan dalam penanganan defek tendon adalah autograft, 

allograft dan prosthesis sintetik, namun banyak kerugian dalam penggunaan 

autograft , allagraft maupun proslhesis sintetik. 8eberapa faktor yang 

membatasi penggunaan aUlograft seeara luas ialah: morbidilas sisi donor, dan 

keterbatasan sumber donor, sedangkan dengan penggunaan allograft perlu 

dipikirkan mengenai transmisi patogen dan kesulitan penyimpanan. Penggunaan 

prosthesis sintetik seperti Dacron Graft, Carbon Sheets, Silastic Fiber memiliki 

keterhatasan yaitu fungsi tendon menjadi kurang optimal dan kecenderungan 

terjadi degradasi prosthesis sintetik tersebut. (Calve, 2004; Muschler, 2004) 
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Adanya berbagai keterbatasan di dalam metode penggunaan autograft, 

allograft maupun prosthesis sintetik membuat para ahli merasa perlu untuk 

melakukan eksplorasi tehoik rekayasa jaringan seperti aplikasi growth jactor 

dan juga penggunaan stem cell yang ditanamkan pada scaffold . dalam hal ini 

adalah tendongrafl. Tendongrafl (scaffold) yang diberi stem cell 

memungkinkan terjadinya regenerasi atau penggantian jaringan secara alami, 

kemudian scaffold terse but secara berangsur akan menghilang setelah 

periode waktu tertentu (Sahoo, 2006; Hania, 1999). Tendongraji yang berongga 

ini akan disambungkan pada defek tendon sehingga terjadi kontinuitas struktur 

jaringan tendon tersebut. Sementara mesenchymal stem cell sumsum ruJang yang 

telab ditanam secara ex vivo pada scaffold tersebut akan direkrut dan distimulasi 

dalam IingkWlgan rnikro derek tendon Wltuk berkembang menjadi pretenoblas!. 

Proses ini yang disebut sebagai tenokonduksi dan tenoinduksi (Cao 2006; 

Garvin,2003; Saar, 2(08). 

Bank Jaringan RSUD Dr Soetomo mampu memproduksi tendon allograft 

baik hempa freeze dried tendon graft maupun fresh frozen tendon graft. 

Fresh frozen tendon graft adalah jaringan tendon steril dalam bentuk beku 

segar (fresh frozen tendon) yang disimpan pada deep freezer _800 C. dan 

memerlukan waktu minimal 3 bulan sebelum dimanfaatkan. Freeze dried tendon 

allograji adalah jaringan tendon dalam bentuk kering (freeze dried) yang 

pembuatannya melalui proses pencucian. defalting, pengeringan dan sterilisasi 

dengan gamma irradiosi (Ouyang 2006 ; Garvin 2003). Freeze dried tendon 

graft dan fresh frozen tendon graft merupakan non living tissue yang bisa 
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mempunyai efek toksik terhadap living tissue, sehingga satu hal yang masih 

menjadi masalah adalah apakah ada efek toksik freeze dried tendon graft 

dan fresh frozen lendon graft produk dari Bank Jaringan RSUD Dr Soetomo 

terhadap mesenchymal stem cell. Oleh karena itu pada penelitian ini akan 

dilakukan uji toksisitas fresh frozen tendon graft dan freeze dried tendon 

graft terhadap mesenchymal stem cell. 

1.2. RumuSBD Masalab 

J . Bagairnanakah efek toksik fresh frozen lendongraft terhadap 

mesenchymal stem cell secara invitro ? 

2. Bagaimanakah efek toksik freeze dried lendongraft terhadap 

mesenchymal stem cell secara invilro? 

1.3. Tujuan PenelitiaD 

1.3." TujuaD umum : 

Mengetahui efek toksik tendongrafl terhadap mesenchymal stem cell 

secara invitro. 

1.3.2. TujuaD khusus : 

1. Mengetahui efek toksik fresh frozen tendon graft terbadap 

mesenchymal stem cell secara invitro . 

2. Mengetahui efek toksik freeze dried lendongraft terbadap 

mesenchymal stem cell secara invitro. 
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1.4. Manraat Peoelitian 

1.4.1 Manfaat teoritis 

4 

Hasil penelirian ini akan memberikan informasi mengenai efek toksik 

fresh frozen tendongrafi dan freeze dried tendongrafl 

mesenchymal stem cell secara irrvitro. 

1.4.2 Manfaal praktis 

terhadap 

Hasil penelittian ini memberikan data yang berguna untuk penelitian 

selanjutnya terutama penelitian mengenai pendekatan rekayasa jaringan untuk 

menangani masalah penanganan defek tendon pada manusia. 
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2.1. Anatomi 

BAB2 

TINJAUAN PUSTAKA 

Tendon meoghubungkan otot ke tulang dan memungkinkan reljadinya 

perpiodahan gaya dan otot ke tulang settingga rerjadilah pergerakan sendi. 

Tendon yang normal mem.iliki warna putih mengkilap dan bertekstur 

fibroelastis. Pada jalinan rna/riles elcslraseluler tendon, tenoblas dan tenosit 

menyusWl 90% .. 95% dan elemen seluler. Tenoblas adalah sel tendon yang 

belum matang, berbentuk spindel, mengandung beragam organel sitoplasmik 

yang menunjukkan kemampuaan metabolik yang tinggi. Tenosit memiliki 

rasio inti dan sitoplasma yang lebih kecil dibanding pada tenoblas dan 

aktifitas metabolisme yang berkurang. Sisa elemen seluler tendon sebesar 

50/0"" 1 0% terdiri alas kondrosit, sel sinovial pada selubung tendon (Jendon sheath), 

serta sel vaskuler meliputi sel endotel kapiler dan sel otot polos pada arteriol 

(Beredjiklian, 2003; Gelbennan, 1992). 

Gombar 2.1 Gambaran Histologis Jaringan Teodon (Gelbennall, 1992) 

5 
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Kolagen tersusun berjenjang sesuai dengan tingkat kerumitannya, 

dimulai dari tropokolagen, berupa rantai triple-helix polipeptide yang 

kemudian menyatu menjadi fibril . fiber (bundel primer), fascicle (bWldel 

sekunder), bundel tersier, kemudian tendon itu sendiri. Molekul tropokolagen 

yang mudah land membentuk jalinan silang untuk menyusun molekul koJagen tak 

lamt yang beragregasi rnembentuk fibril-fibril kolagen. Sebuah fibril kolagen 

adaJah unit terkecil tendon yang clapat diuji seeara mekanik dan terlihat dengan 

mikroskop cahaya (Beredjiklian, 2003). 

Tendon structure , T'~.,,:, 

Gambar 2,2 Struktur Tendon (Gelberman, 1992) 

Epitenon rnerupakan selubung jaringan ikat yang longgar dan halus dan 

meliputi suplai saraf, pernbuluh darah dan limfe ke tendon yang akan 

menyelubungi selwuh tendon dan berlanjut ke profundlls di anlara bundel 
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tersier sebagai endotenan. Endotenon adalah jalinan retiku1er tipis yang terdiri 

alas jaringan ikat yang menghubungkan tiap serabut tendon. Pada bagian 

superfisialis, epil'enon dikelilingi oleh paratenon, suatu jaringan ikat penghubung 

longgar yang terdiri atas selabut kolagen tipe I dan tipe III, beberapa serabut 

elastis, dan sekelompok sel sinoviaJ. Selubung sinovial tendon dapst dijumpai 

pada area yang khusus untuk menerima regangan mekanis lebih tinggi, seperti 

pada tendon di tangan dan kaki dimana sangat diperlukan pelwnasan yang 

memadai. Selubung sinovial terdiri alas iapisan fibrotik di sebelah luar, dan 

lapisan sinoviaJ di sebelah daJam, yang tersusun atas lembaran viseraJ dan 

parietal. Selubung sinovial sebetah dalam menyelubungi hadan tendon dan 

berfungsi sebagai membran ultra-filtrasi untuk menghasilkan cairan sinovial. 

Selubung fibrosa membentuk kondensasi, katrol yang berfungsi sebagai fulkrum 

untuk membantu fungsi tendon (Beredjiklian, 2(03). 

2.2 Biologi Penyembuhan Tendon 

Riset biologi dan penyembuhan tendon telah memberikan pemahaman 

dasar proses tendon sembuh setelah cedera. Respon reparatif in; mempunyai 

3 fase yang berurutan: intlamasi, fibroblastik dan remodeling. Pada fase inflamasi, 

sel-sel inflamasi yang berasal dari jaringan sekitar migrasi ke sisi yang cedera. 

Sel-sel tersebut akan memfagosit jaringan nekrosis dan bekuan darah. Pada fase 

fibroblastik, teIjadi proliferasi fibroblast disekitar sisi eedera dan sintesa kolagen 

sena komponen lain dan matriks ekstraselular. Fibroblast adalah sel utama pada 

reaksi penyembuhan fibrotik dan hertanggungjawab da1am deposisi kolagen dan 
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pembentukan pamt. Akhimya pada fuse remodeling serabut koiagen yang barn 

diproduksi akan mengarah secara longitudinal sepanjang sumbu tendon 

(Beredjiklian, 2003). 

Terdapat 2 mekanisme dalam penyembuhan tendon yaitu mekanisme 

ekstrinsik fibrobiasl dan sel inflamasi dan jaringan sekitar menginvasi sisi 

penyembuhan untuk mempromosi reparasi. Mekanisme kedua yaitu mekanisme 

intrinsik fibroblast dan sel inflamasi dari daJam tendon dan epitenon 

menginvasi sisi penyembuhan. Perbedaan diantara mekanisme ekstrinsik dan 

intrinsik adalah asal sel penyernbuhan. Mekanisme ekstrinsik tampaknya aktif 

pada awal penyembuhan, sementara mekanisme intrinsik aktif pada tahap lanjut 

Beberapa studi telah menunjukkan bahwa respon proliferatif dan inflamasi dari 

selaput sinovial itu Iebih besar dibanding dengan endotenon dan tendon itu 

sendiri . Studi Jain menunjukkan set fibroblast sinoviaJ lebih reaktif terbadap 

sitokin dan mempunyai kapasitas lebih hesar untuk mendegradasi matriks ekstra 

selular (Beredjikiian, 2003). 

Dominasi mekanisme ekstrinsik menyebabkan peningkatan isi kolagen 

pada sisi cedera, namun disertai penurunan organisasi kolagen dan sifat material 

jaringan reparatif tendon. Oleh sebab ituJah mekanisme ekstrinsik menyebabkan 

pembentukan parot dan perlekatan antsra tendon dengan struktur 

perilendilWus sekitamya (Beredjiklian, 2003). 
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B 

: 
c 

Gambar 2.3 Fase pada penyembuhan tendon yaitu inflamasi, fibroblastik dan 

remodelling. (Beredjiklian, 2003) 

Modulasi proses penyembuhan dengan meningkatkan jalur intrinsik 

(memperkuat penyembuhan ujung dengan ujung tendon) dan menekan jalur 

ekstrinsik (mengurangi perlekatan dari tendon dengan jaringan sekitamya) akan 

dapat memperbaiki penanganan cedera tendon ini (Beredjiklian, 2003). 

Pada proses penyembuhan tendon dengan menggunakan tendongrafi 

disertai dengan implantasi stem cell mempunyai mekanisme penyembuhan yang 
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tidak terlalu jauh berbeda. Tendon allograft adalah tendon allogenik yang 

aselular. Pada kenyataannya transplant8si tendon allograft akan mengalami 

remodeling secara bertahap eteh revaskularisasi yang disertai inv8si stem cell . 

Selanjutnya sel tersebut akan berproliferasi dan berdeferensiasi yang diikuti 

proses sintess kolagen dan matriks ekstra seluJar lainnya untuk menggantikan 

graft tendon. Proses integrasi diawali dengan nekrosis graft yang terekspresikan 

oleh peningkatan malriks metalloproleinases (MMPs) dan selanjutnya akan 

diikuti oleh revaskularisasi, repopulasi sel dan remodeling. Sepanjang proses 

penyembuhan tendon terdapat keseimbangan dinamis antara pembongkaran dan 

pembentukan kolagen (Cho, 2003; Cao, 2006). Demikian juga yang t<!jadi pada 

rekayasa jaringan tendon. 

-- .. 

• • • • • • • • 

Gambar 2.4 Proses integrasi diawali dengan nekrosis graft. revaskularisasi, 

repopulasi sel dan remodeling (Cho, 2(03). 
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Aplikasi tendon allograft sebagai scaffold yaitu tempat untuk 

pertumbuhan jaringan tendon yang barn inilah yang dimaksud dengan 

tenokonduksi . Freeze dried tendon allograft yang berongga ini akan 

disambungkan pada defek tendon sebingga terjadi kontinuitas struktur jaringan 

tendon tersebut. Sementara stem cell sumsum tulang yang telah ditanam secara 

ex vivo pada scaffold tersebut akan direkrut dan dist.imulasi dalam lingirungan 

mikro derek tendon untuk berkembang menjadi pretenoblast. Diawali dengan 

revaskularisasi yang ditindak-Ianjuti dengan repopuJasi set akan teljadi proses 

pembentukan jaringan tendon yang barn, inilah yang disebut dengan tenoinduksi 

(Cao, 2006; Garvin , 2003; Baar,2(08). 

Gambar 2.5 Garnbaran Mikroskopis Elektron Attachment Stem Cell pada 

Tendongraft (Cavanagh, 2006) 
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2.3. Stem CeU 

Stem cell adalah sel yang mempunyai kapasitas untuk memperbaharui 

diri sendiri menjadi lebih banyak stem cell, dan kernampuan untuk 

berdeferensiasi menjadi jaringan dari berbagai turunan sesuai kondisi 

lingkungannya. Mereka mungkin pluripotent atau multipolenl tergantung pada 

tipenya. Hanya embrio yang IOlipotent . Stem cell embrio adalab pluripotent 

karena mereka mampu berdeferensiasi menjadi beberapa tipe jaringan, 

sementara itu stem cell dewasa banya berdeferensiasi teroatas pada jaringan 

dimana mereka berasal , seperri hepatocyte pada liver dan stem cell 

hematopoietik dalam darah. Namun dalam kondisi tertentu beberapa sel dapat 

berdeferensiasi menjadi multilineage sehingga menjadi multipolent. HaJ ini 

terjadi pada mesenchymal stem cell • yang ditemukan dalam sumswn tuiang, 

kwit, jaringan lemak dan beberapa jaringan Jainnya . Sel-sel tersebut mampu 

berdeferensiasi menjadi tuJang, tulang rawan, tendon, iigamen, lemak dan 

beberapajaringan lainnya (Caplan, 2005; Lee, 2(06). 

Stem cell dewasa secara hierarki lebih rendah dan lebih terbatas 

kemampuannya dalam berdeferensiasi menjadi beberapa jenis jaringan, oamun 

mempunyai keunggulan tidak memimbulkan masalah etilea rnaupun problem 

imunogenisitas. Terdapat 2 jenis stem cell dewasa yang mempunyai potensi kJinis 

yaitu haemopoietik stem cell (HSC) dan mesenchymal stem cell (MSC) 

(Caplan, 2(05). 
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Hierarchy of Stem Cells 
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Gambar 2.6 Hirarki Stem Cell (Caplan, 2005) 

HSC telah digunakan seeara klinis untuk penanganan leukemia, 

lila/asemia dan multiple myeloma. MSC adalah seJ progenitor multipoten yang 

rnampu berdeferensiasi menjadi beberapa tipe sel jaringan ikat seperti 

osteocytes, chondrocytes, adipocytes, /enocyle dan myocytes. MSC ditemukan 

secara postnatal dalam stroma sumsum tulang non haemopoielik meliputi 

suatu populasi heterogen dari sel retikular, sel iemak, sel osteogerllk. sel olot 

polo" sel endothelial dan makrofag. MSC dapat juga diturunkan dari 

periosteum, lemak dan kuLit. Mereka adalah sel-sel mullipotenl yang mampu 
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berdeferensiasi menjadi tulang, tulang rawan, otot, tendon, ligamen dan lemak 

(Caplan, 2005; Aliza, 2006; Natallia, 2(05). 

HUMAN STEM CELLS 

I 
I I I I 

Emblyon< Fetal Infant Aduh 

BIa~OCys1 Gon.od'i ndg< Abott" Umbilical Ge,ml,ne SomallC 
15-1 day$) 16 weeks) (fetal ussues) con! blOOd 

~ 
Embryonic Embryonic Fetlll stem ceMs Umbilical cord Spermatogonll Oogonia 
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Gambar 2.7 Deferensiasi stem cell manusia. ( Lee EH, 2006) 
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Gambar 2.8 Deferensiasi HematopoeUc Stem Cell dan Mesenchymal Stem Cell 

(Winslow, 2001 ) 

Gambar 2.9 Gambaran Mikroskopis Mesenchymal Stem Cell (Naser, 2005) 
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Stem cell dan sumsum tulang ( Bone Marrow derived Mesenchymal 

Stem Cell-BMSC) dengan menggunakan cairan induksi yang cocok telab 

menunjukkan kemampuannya berdeferensiasi menjadi rulang, tulang rawan, 

otot dan jaringan lemak (Caplan, 2005; Pacini, 2007). 

Gambar 2.10 Garnbaran Mikroskop Elektron dari Bone Marrow 

derived Mesenchymal Stem Cell (Leonard, 2009) 

Beberapa studi terdabulu telab menunjukkan aplikasi potensial dari Bone 

Marrow derived Mesenchymal Stem Cell (BMSC). Sebagai contoh maniks tulang 

tanpa mineral telah mampu menstirnulasi deferensiasi tulang dan tulang rawan 
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dan BMSC yang ditempatkan padajaringan ikat atau stroma dan beberapa organ, 

juga ditemukan bahwa BMSC yang diisolasi dari sumsum tulang memp\illyai 

potensi untuk membentuk tulang dan tulang rawan saat diinkorporasikan kedalam 

kubus keramik berongga dan diimpJantasikan ke jaringan subkulan in vivo. 

Konsep perekrutan BMSC Wltuk mernpercepat reparasi dan regenerasi jaringan 

telah diuji cobakan in vivo di tulang rawan tulang dan akhir-akhir ini pada 

tendon Achilles. Studi tersebut telah mendemonstrasikan adanya peningkatan 

pada hasil reparasi . Sehingga BMSC sehagai terapi potensial bukan tidak 

mungkm diJakukan, walau masih tetap perlu riset ilmiah dasar lebih lanjut 

sebelum digunakan dalam praktek klinis (Caplan, 2005; Liu, 2006). 

2.4. Tendon Allograft 

Tendon allograft yang biasa digunakan ada 2 jenis yaitu Jreeze dried 

tendon graft dan fresh frozen tendon graft. Fresh frozen tendon graft adalah 

jaringan tendon steril dalam bentuk beku segar !fresh Jrozen tendon) yang 

disimpan pada deep freezer _800 C, dan memerlukan waktu minimal 3 bulan 

sebelum dimanfaatkan. Waktu penyimpanan minimal 3 bulan merupakan waktu 

yang paling efektif untuk dapat memuunkan imunogenisitas dan transmisi 

patogen . Freeze dried tendon allograft adalab jaringan tendon dalam bentuk: 

kering (freeze dried) yang pembuatannya melaJui proses pencucian sisa 

darah dan disterilkan dengan ultrasonic pasteurization shaker (subu 60() C selama 

1 jam) untuk membunub mikroorganisme dalam bahan donor. 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

TESIS UJI TOKSISITAS FRESH FROZEN TENDONGRAFT ... PANJI SANANTA



18 

Selanjutnya dilakukan pencucian kembali dan de/ailing. Proses freeze drying 

(lyophilisation) untuk mencegah autolisis yang dikatalisir oleh enzim sel 

lisosom. Proses ini merupakan pengeringan jaringan dengan suhlimasi sehingga 

kadar air optimal tersisa 5 - 7%. Setelah dipindahkan ke lamina;r air flow, 

tendongraft dibungkus 3 lapis plastik polielilen. Untuk mencegah transmisi 

penyakit, dilakukan sterilisasi dengan gamma irradiasi dengan dosis radiasi 

yang dipilih yang bisa menghancurkan bakten, spora bakteri dan virus, 

sekaligus epilop yang ada pada protein di scaffold sehingga alcan 

menurunkan imunogenitasnya tanpa menyebabkan kerusakan struktur jaringan 

tendon allograft tersebut (Ouyang 2006 ; Garvin 2(03). 

Kelemahan dari penggunaan fresh frozen tendongraft adalah masalah 

transmisi patogen dan imunogenisitasnya sedangkan pada freeze dried 

tendongraft setelah melelui proses sterilisasi, defatting dan lyophilisation dapat 

mengurangi transmisi palagen dan imunogenisitasnya, akan tetapi pembuatan 

freeze dried tendongraft memerlukan proses yang lebih rumit dan harga yang 

lebih mahal . Sifat biomekanis fresh frozen tendongraft tetap sarna sedangkan 

suat biomekanis freeze dried tendongraft sedikit berkurang. Baik fresh frozen 

tendongrafl maupun freeze dried tendongrafl sering digunakan pada operasi 

dibidang orthopaedi meskipun dalam pengalaman klinis sering didapatkan 

resorbsi dari jaringan tersebut sehingga fungsi sebgai pengganti jaringan tidak 

akan tercapai. Oleb karena itu diharapkan dengan dikembangkannya pendekatan 

rekayasa jaringan maka proses penggantian jaringan tersebut akan biss mencapai 

basil yang maksimal (Garvin 2(03). 
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Serangkaian prosedur perin dilakukan sebelum suam tendongrafl dapat 

dimanfaatkan. Pusat Biomaterial Bank Jaringan Dr. Soetomo Surabaya 

menggunakan kriteria American Association oj Tissue Bank (AA TB). Prosedur 

tersebut adaJah (Ferdiausyah, 2001) : 

I . Seleksi donor 

Meliputi pemeriksaan fisik, riwayat penyakit dan evaluasi laboratorium. 

2. Pengambilan jaringan donor 

Diketjakan dalam kamar operasi steril atall kamar bedah mayat. 

3. Karantina 

Dilakukan daJam freezer sambil menunggu kesimpulan perneriksaan, bila 

donor terkontaminasi maka harns dimusnahkan. 

4. Processing 

Jaringan steril daJam bentuk beku segar (fresh frozen tendon) yang 

disimpan pada deep freezer _800 C. dan memerlukan waktu minimal 3 

bulan sebelum dimanfaatkan. Jaringan yang akan digunakan daJam 

bentuk kering (freeze dried tendon ) pembuatannya meJaiui proses 

pencucian sisa darah dan disterilkan dengan ultrasonic {Xlsleurization 

shoker (suhu 60' C selama I jam) untuk mernbunuh mikroorganisme 

dalam bahan donor. Selanjutnya dilakukan pencucian kembali dan 

defatting. Proses freeze drying (lyophiUsarion) untuk mencegah au/olisis 

yang dikatalislr oleh enzim·enzim dan sellisosom. Proses ini merupakan 

pengeringan jaringan dengan sublimasi sehingga kadar air optimal tersisa 
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5 ~ 7%. Setelah dipindahkan ke laminair air flow, graft dibungkus 3 lapis 

plastik polietilen. 

5. Sterilisasi 

Memanfaatkan radiasi sinar gamma pada!reeze dried tendongrafi. 

6. Penyimpanan dan distribusi 

Freeze dried allograft dapat disimpan dalam suhu kamar, berukuran kecil, 

sifat biomekanik sedikit berkurang. mudah didistribusikan. sedang fresh 

frozen barns disimpan dalam suhu _800 C sehingga sulit didistribusilcan, 

biasanya berukuran besar dan sifat biomekaniknya tetap. 

2.5 3-{4.5-dime/hylthillTIJI-2-yl}-2,5-dipheny/teJraTIJUum bromil/e( MIT Assay) 

Pemeriksaan MIT Assay pertama kali diperkenalkan oleb Mosmanu 

pada tabun 1983. MTf assay merupakan saJah sam parameter yang digunakan 

sebagai dasar pemeriksaan kolorimetri aktifitas metabolik sel yang viable. 

Sebagai contoh, sebuah cawan penilaian mikrotiter yang menggunakan garam 

lelrazolium MIT [3-(4.5-dimelhyllhiazol-2-yl)-2,5-diphenyllelrazolium bromide} 

saat ini banyak digunakan untuk mengukur kuantitas proliferasi sel dan 

sitotoksisitas (ATCC. 2001 ; Fazwishni. 2000; Meizarani. 2oo5). 

MTT yang berwama kwUng diubah menjadi formazan yang berwama 

ungu oleh enzim dehldrogenase mitokondria yang berada dalam sel yang bidup. 

Pemeriksaan ini memanfaatkan kemampuan enzim dehidrogenase mitokondria 

yang melalui serangkaian reaksi mampu untuk memutuskan cincin tetrazolium 

MIT sebingga berubah menjadi formazan. Sel yang hidup mengandung banyak 
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enzun dehidrogenase dalam mitokondria. Aktivitas enzun dehidrogenase ini 

dapat diukur dengan MIT Assay karena MIT akhimya akan direduksi oleh 

bidrogen (W dan e') yang dilepas oleh enzim dehidrogenase. Apabila aktivitas 

enzim dehidrogenase berkurang maka warna ungu yang terbentuk akan berkurang 

juga. Kristal Jonnazan yang terbentuk harus ditambahkan pelarut terlebih dulu 

agar kristaJ menjadi soluble sehingga dapat diukur rnenggunakan pemeriksaan 

kolorimetri sederhana. Saal ini pelarut yang sering digunakan adalah dimethyl 

sulphoxlde (DMSO). Hasil dapat dibaca dengan menggunakan scanning mut/iwel! 

spectrophotometer (Elisa Reader). (Fazwishni. 2000; Meizarini. 2005; Riss, 

2003). 
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Gambar 2.11 Reaksi kimia enzim dehidrogenase mitokondria untuk memutuskan 

cincin tetrazolium MIT (Riss, 2003) 
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

3.1 Kerangka Konseptual 

Ket: 

Variabel Bcbas LingkuogaD Mikro 

Variabel Tergantung 

Gambar 3.1 Kerangka Konseptual 
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Pemberian fresh frozen tendongraft dan Jrezee dried tendongraft 

yang merupakan non living tissue pada kultur mesenchymal stem cell akan 

memberikan dua kemungkinan. apakah mesenchymal stem cell tersebut tetap 

Viable ataukah menjadi nonviable. Mesenchymal stem cell mempunyai enzim 

dehidrogenase mitokondria yang akan mampu mengubah MIT yang 

berwama kuning menjadi [ormazan yang berwama ungu. Sel yang hidup 

mengandung banyak enzim dehidrogenase dalam mitokondria. Aktivitas enzim 

dehidrogenase ini dapat diukur dengan MTT Assay karena MTT akhimya akan 

dirednksi oleh hidmgen (If' dan e) yang dilepas oleh enzim dehidrogenase. 

Perubaban wama yang teIjadi mengakibatkan teIjadinya peningkatan optical 

density dari kultur mesenchymal stem cell yang dapat diukur dengan 

menggunakan scanning multiwell spectrophotometer ( Elisa Reader). Apabila 

bersifat toksik, tendongraft akan menyehabkan kematian dari mesenchymal 

stem cell sebingga tidak ada enzim dehidrogenase mitokondria yang mampu 

mengubah M1T yang berwarna kuning menjadi formazan yang berwarna 

ungu. 

3.2 Hipotesis Penelitian 

1. Tidak: didapatkan efek toksik pada ku1tur mesenchymal stem cell 

setelah petnberianfresh frozen tendongrafi secara in vitro. 

2. Tidak: didapatkan efek toksik pada ku1tur mesenchymal stem cell 

setelah pemberian frezee dried tendongrafi secara in vitro. 
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BAB 4 

MATER! DAN METODE PENELITIAN 

4.1. Raocangan Penetitiao 

Penelitian ini merupakan penelitian laboratorium eksperimental dengan 

rancangan penelitian the post lest only conlroJ group design dan memenuhi 

kriteria sebagai penelitian experimental mwni (lrne experimenlaf) karena 

terdapat perlakuan, kelompok perlakuan dan kontrol, replikasi serta 

randomisasi. Pada penetitian ini kulrur mesenchymal stem cell dibagi secara 

random menjadi 3 kelompok yaitu keJompok penama diJakukan pemberianfresh 

frozen tendongrafi kelompok kedua dilakukan pemberian freeze dried 

tendongrafi dan kelompok ketiga hanya kulrur mesenchymal stem cell saja 

yang berfungsi sebagai kontrol. Pada ketiga kelompok tersebut d.ilakukan 

uji viabilitas mesenchymal stem cell menggunakan MTF Assay. Hasit yang 

didapat dianalisis seeara kuantitatif dengan menggunakan uji statistik mulai 

dari statistika deskriptif, uji nonnalitas, uji Anova dan post hoc significancy 

lest , 
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Skema rancangan penelitian dapat digambarkan sebagai berikut 

Mesenchyma! 
Stem Cell 

Keterangan 
FF : Fresh Frozen Tendongraft 
FD : Freeze Dried Tendongraft 
K : Kontrol 
V I : Viabilitas Mesenchymal Stem Cell Fresh Frozen Tendongraft 
V2 : ViabilitasMesenchymal Stem Cell Freeze Dried Tendongrafi 
V3 : Viabilitas Mesenchymal Stem Cell Kontrol 

Gb.4.1 Skema Rancangan Penelitian 

4.2. Unit PeneJitian , Replikasi, dan Teknjk Pengambil8Jl Sampel 

25 

4.2.1. Unit peneiitian adalah kultur mesenchymal stem cell yang didapat 

dan bank stem cell institute of Tropical Disease (ITD), dipilih 

secara random untuk masing - masing kelompok. 
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4.2.2. Replikasi liap kelompok 

Perhitungan besar replikasi yang dikulip dari buku Zainuddin (2000) 

daTi perhitungan di atas didapatkan replikasi unit penelitian minimal 

adalah 11 . Pada penelitian ini menggunakan replikasi unit penelitian 

sebanyak 15 untuk masing - masing kelompok. 

4.3. Variabel Penelitian dan Definisi Operasioosl Variabel Penelitian 

4.3.1. Variabel penelitian 

/. Variabel bebas 

Penanaman fresh frozen tendongraft dan freeze dried tendongraft 

pada kultur mesenchymal stem cell. 

2. Variabel tergantung 

Viabilitas mesenchymal slem cell yang diukur seeara kuantitatif dengan 

M77' Assay. 
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3. Variabel KendaU 

Kultur mesenchymal stem cell disimpan dan dirawat pada kondisi 

yang sarna. 

4.3.2. Definisi operasional variabel penelitian 

I. Fresh Frozen Tendongraft adalah jaringan tendon manusia dalam 

bentuk beku segar lfresh Jrozen) yang dipotong-potong dengan 

ukuran yang sama (3x3x3mm) 

2. Freeze Dried Tendongrafi adalah jaringan tendon manusia yang 

akan digunakan dalam bentuk kering (freeze dried) yang dipotong

potong dengan ukuran yang sama (3x3x3mm). 

3. Kultur mesenchymal stem cell adalah proliferasi dari kultur stem 

cell yang berasal dari bank stem cell di Institute of Tropical Disease 

(lID) dengan jumlah sel per well adalah 2x I 0'. 

4. Viabilitas mesenchymal stem cell adalah jumlah mesenchymal 

stem cell yang masih viable setelah pemberian fresh frozen 

tendongrafl dan Jreeze dried tendongrafl. Viabilitas pada l'Ultur 

mesenchymal stem cell diukur secara kuantitatif dengan MIT 

Assay. 
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4.4 Bahan PeoelitiaD 

Mesenchymal stem cell yang rnerupakan proliferasi dari kultur stem cell 

yang berasal dari bank stem cell institute of Tropical Disease Universitas 

Airlangga (lTD) dan bahan produk dan bank jaringan RSU Dr Soetomo 

Surabaya (freeze dried tendon graft dan JreshJrozen tendon graft) . 

4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Institute 0/ Tropical Disease Universitas 

Airlangga pada bulan Maret sampai dengan April 2009. 
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4.6 Keraogka Opcrasional Penelitisn 

Ket: 

FF: I reshlrozen tendongraft 

FD:Jreeze dried lendongraft 

MSC: mesenchymal slem cell 

Randomisasi 

Gambar 4.2 Kerangka OperasioDal Penelitian 
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Penelitian ini dimulai dengan menggunakan bahan kultur mesenchymal stem 

cell yang terdapat pada ITO . Kultur mesenchymal stem cell tersebut dibagi 

secara random menjadi 3 kelompok • kelompok I ditambahkan fresh frozen 

tendongraft • keJompok II ditambahkan freeze dried tendongrafl dan 

keJompok JJI merupakan kontroJ. Tiap keJompok diinknbasi seJama 24 jam pada 

suhu 3?OC kemudian dilakukan uji viabilitas mesenchymal slem cell 

menggunakan MIT Assay. Pemeriksaan ini memanfaatkan kemampuan enzim 

dehidrogenase mitokondria yang akhimya dapat tet:iadi pemutusan cincin 

lelrazolium MIT sehingga akan mengubah M7T yang berwama kuning 

menjadi formazan yang berwama ungu . Warna yang terjadi pada kultur 

mesenchymal stem cell • diukur optical dens;tynya menggunakan scanning 

multiwell spectrophotometer ( Elisa Reader) pada panjang gelombang 630 nm. 

Semakin tinggi optical density yang teJjadi menunjukkan semakin banyak 

mesenchymal stem cell yang viable. Data basil penelitian kemudian diana1isis 

menggunakan uji statistika. 

4.4 Can Analisis Data 

Data hasil penelitian akan dianalisis mengunakan statistika des1criptif 

Kemudian dilakukan uji nonnalitas dan bila data basil pengukuran mempunyai 

distribusi yang nonnal akan dilakukan uji Anova dan post hoc significancy 

lest. 
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BAB 5 

ANALlSlS llASIL PENELITIAN 

5.1 Data Basil Penelitian 

Hasil pengukuran optical density J..'1lltur mesenchymal Slem cell 

menggunakan pembaca elisa (elisa reader) spektrofotometer pada panjang 

gelombang 630 mn untuk masing-masing kelompok perlakuan dapal dilihal 

pada label dibawah ini. 

Tabel 5.1 Hasil Pengukuran Optical Density Kultur Mesenchymal Stem Cell 

NO FF 

I 1,7960 
2 1,8040 
3 1,8200 
4 1,8412 
5 1,8290 
6 1,8300 
7 1,8300 
8 1,8380 
9 1,8440 
10 1,8235 
11 1,8273 
12 1,8296 
13 1,8231 
14 1,8338 
15 1,8125 
MEAN 1,8261 

Kef. FF. Fresh Frozen Tendongraft 

FD: Frezee Dried Tendongraf 

FD KONTROL 
1 8030 18072 
1,8102 1,8128 
1,8210 1,8224 
1,8300 1,8240 
1,8200 1,8250 
1,8288 1,8790 
1,8316 1,8802 
1,8412 1,8850 
1,8440 1,8810 
1,8268 1,8792 
1,8149 1,8248 
1,8456 1,8200 
1,8359 1,8113 
1,8239 1,8080 
1,8148 1,8240 
1,8263 1,8475 
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S.2 Anamis Hasil Penelitian 

Penghitungan persentase jwnlah set yang hidup menggunakan rumus : 

perlakuan 

% sel hidup = -------------------------- x 100% 

kODtroi 

keterangan : 

% sel hidup persentase jumJab sel yang hidup setelab 
pemberian materiaJ 

32 

perJakuan nilai densitas optikJonnazan pada setiap 
sampeJ setelah pemberian material 

kontrol nilai densitas optik Jormazan pada kontrol 
sel 

Tabe15.2 Persentase ViabilitasMesenchymal Slem Cell 

NO FF FD 

I 97,22 97,68 
2 97,69 97,99 

3 98,51 98,58 
4 99,38 99,06 

5 9899 98,57 
6 99,06 98,99 
7 99,06 99,35 
8 99,52 99,58 

9 99,82 99,65 
10 98,86 98,84 

II 98,91 98,53 
12 9934 99,78 
13 98,69 99,38 

14 99,27 98,74 
15 98,12 98,24 

MEAN 98,84 98,86 
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Dari perbitungan diatas didapatkan bahwa viabilitas mesenchymal 

slem cell didalam JreshJrozen lendongrafl adalah 98,84% sedangkan viabilitas 

mesenchymal stem cell didalam Jrezee dried tendongrafl adalah 98,86%. 

Dapat dilihat bahwa viabilitas mesenchymal slem cell didalam Jrezee dried 

tendon graft sedikit lebih baik dibandingkan viabilitas mesenchymal stem cell 

didalam fresh frozen tendongraft. (Grafik5.1) 

100% 

•• % 

."" .'" .. " 
'5" .. " .," 
.'" 
'1" 

""" 
FF FD Kontrol 

Grafik 5.1 Graflk Persentase Viabilitas Mesenchyntlli Stem Cell 

Data basil penelitian dianalisis dengan statistika deskriptif. kemudian 

dilakukan uji nonnalitas dengan menggunakan Kolmogorov Smimov test untuk: 

mengetahui apakah data yang akan dianalisis ini berdistribusi normal atau tidak, 

karen. pengujian dengao menggunakan statistika parametrik mensyaratkan data 

yang digunakan barus berdistribusi normal. Dan uji Kolmogorov Smimov 
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didapatkan nilai signifikansi lebib dari 0,05 , dengan demikian data tersebut diatas 

berdistribusl normal. 

Setelah diketahui bahwa data berdisttibusi nonnaJ, dilakukan UJI 

parametrik one way anova. Dari uji one way anova dlketahui nilai signifikansi 

0,101. Dengan nilai signiftkansi lebih dari 0,05 dapat disimpuikan minimal dua 

variabel didalam penelitian ini tidak didapatkan perbedaan belIDakna. Untuk 

mengetabui secara detail variabel mana yang berbeda dan variabel mana yang 

tidak berbeda perlu dilakukan post hoc significancy lest. Dari post hoc 

significancy test yang telah dilakukan didapatkan nilai signifikansi antara kontrol 

dengan fresh frozen tendongraft mempunyai nilai signifikansi 0,062 sedangkan 

antara kontrol dengan [rezee dried tendongraft mempunyai nilai signifikansi 

0,064. 

Dengan hasil diatas, oHai signiftkansi kedua perJakuan yang dibandingkan 

dengan kontrol tersebut, semna mempunyai nilai lebih dari 0,05 maka dapat 

disimpuikan tidak ada perbedaan benmakna antara kontrol dan kedna perlaknan 

diatas. 
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BAB6 

PEMBAHASAN 

Penelitian ini merupakan penelitian eksprimental laboratoris 

mengglloakan rancangan penelitian Post Test-Only Control Group Design pada 

kulrur mesenchymal stem cell. Materia1 freeze dried tendon graft dan fresh 

frozen tendon graft ditanamkan pada kuttur mesenchymal stem cell dan 

kemudian seteJah 24 jam dievaluasi persentase jumlah set yang \liahel daJam 

kulrur menggtll1akan MIT assay. 

MTT Assay adalah metode untuk mengetahui viabilitas suatu set dengan 

dasar pemeriksaan kolorimetri aktifitas metabolik set yang viable . Data basil 

penelitian ekspetimentai mengenai efek sitotoksik freeze dried tendon graft dan 

fresh frozen tendon graft pada kultur stem cell didapatkan dengan cara 

kuantitatif yaitu dengan melihat persentase jwnJah mesenchymal stem cell yang 

viahel da1am kultur yang didapat dan basil pengukuran optical density pada 

kuttur mesenchymal stem cell pada masing-masing keJompok . Pemeriksaan 

kuantitatif dengan menggunakan MIT assay berdasarkan pada kemampuan sel 

hidup untuk mereduksi garam MIT yang berwama kuning menjadi /ormazan 

garam tetrazoliurn yang berwama ungu. Produksi Jonnazan dapa! dihitung dengan 

mengukur oplica/ density larutan yang dihasilkan. Reaksi warna ketmguan 

digunakan sebagai ukuran jumlab sel hidup. Semakin pekat warna keunguannya 

semakin tinggi nilai absorpsmya menunjukkan semakin banyak jwnlah sel 

yang viabel. (Fazwishni, 2000; Meizarini, 2005; Riss, 2003) 
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Penggunaan M7T Assay sebagai metode untuk melihat viabilitas 

mesenchymal stem cell tetah banyak diaplikasikan. Ahmadian (2009) 

menggunakan MIT Assay unruk melihat viabiJitas dari mesenchymal stem cell 

setelah pemberian nanogenomedicine. demikian juga penelitian dari Heng (2009) 

yang menggunakan MTT Assay untuk melihat viabilitas mesenchymal stem cell 

setelab pemberian enzym free dissociation buffer. 

Untuk menentukan toksik tidaknya pemberian tendongraft terhadap 

mesenchymal stem cell ditentukan dengan membandingkan viabilitasnya 

tehadap kontrol yang dianggap viabiJitasnya 100 %. Hasil yang didapat 

kernudian dianaIi,is dengan uji statistika. (Shetty 1996. Vannet 2007) Pada 

penelitian ini didapat hasil viabilitas mesenchymal stem cell didalam fresh 

frozen tendongraft adalah 98,84% sedangkan viabilitas mesenchymal stem cell 

didalam [rezee dried tendongraft adalah 98,86%. Uji Anava dan post hoc 

significancy test menunjukkan tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok 

perlakuan dan kontrol sehingga bisa ditank kesimpulan babwa tidak didapatkan 

efek toksik dan fresh frozen tendongraft dan frezee dried tendongraft terhadap 

mesenchymal stem cell . 

Kesimpulan yang didapat pada penelitian ini sesuai dengan penelitian 

dan Ouyang (2006) yang mengatakan bahwa mesenchymal stem cell dapat 

tumbuh baik pada bone graft maupWl tendon graft. Kryger (2009) juga 

menyatakan bahwa mesenchymal stem cell masill tetap viabel pada tendongraft 

pada penelitian yang membandingkan tenocyte dan mesenchymal stem cell 

pada flexor tendon tissue engineering. Penelitian dari Chong (2007) tentang 
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efek pemberian mesenchymal Slem cell pada proses penyembuhan tendon 

achilles kelinci, menunjukkan bahwa mesenchymal Sfem cell masih tetap 

viabel setelah ditanamkan pada fibrin carrier. 

Penelitian yang kami lakukan i.ni sifatnya adalah penelitian irrvitro, 

sehingga masih periu pembuktian tidak adanya toksisitas dari fresh frozen 

lendongraft dan Jrezee dried tendongrafl terhadap mesenchymal stem cell 

bila diuji invivo pada bewan coba sebelum dapat kita lakukan penelitian pada 

manusia untuk dapat memberikan solusi terhadap penanganan defek tendon pada 

manusia. 
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7.1. Kesimpulan : 

BAB7 

PENUTUP 

Dari hasil penelitian diatas dapat disimpulkan bahwa secara in vitro: 

1. Fresh frozen tendon graft terbukti tidak toksik terhadap mesenchymal 

stem cell. 

2. Frezee dried tendongraft terbukti tidak toksik terhadap mesenchymal 

stem cell. 

7.2. Sara.: 

Perlu diJakukan penelitian in vivo (pads hewan coba) sebelwn dapat kita 

lakukan penelitian pada manusia untuk dapat memberikan solusi terhadap 

penanganan defek tendon pada manusia. 
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DAFfAR LAMPIRAN 

Lampiran I. Uji Statistika 

r:r-eque nclss 

S. __ 1Ca 

FRESH 
FRO ZEN FRESH DRY KONTROL 

N VsollO " " " M I •• lng " 3. 3. 
""'ean 1 .8281 , .8 2 83 1.0<175 
M.dl.n 1 .8290 1 .8200 1 . 82150 

Mod" 1 .83 1.82 1 .8:2-
Std. DevI., lo n .O:ZOQ2 . 011il7<1 .0335 • 
Verl.nce .000 .000 .001 
P.~.nlltlll" " 1 .7IUJO 1 .8030 L807 ::1 ,. 1 .80<10 1 .810 2 1 .81 28 

" 1 .0 :200 1 .0110 1 .022. 

•• 1 .0212 , .8200 1.0240 

'" 1 .8290 1 .8200 1 .8250 

•• 1 .0300 1 .8288 1 .07eo ,. 1 .8300 '.831 e ' .8802 ,. 1 .8390 1.e.'2 1 .881 e .. 1 .815·UI , .8840 1 .8850 

• Multlple mod .. . a"'a l. Thll a m a n • • tviI'us ,. s hown 

I. Hasil Analisa Statistika Deskriptif 

Explore 

Tests or NorIMlty 

KolmoQorwSmlmr:N Shaplro-Wllk 
Slatlsllc df 81,. statistle df 81,. 

FRESH]ROLEN .176 15 .201)" . 967 15 .eo .. 
FRESH_DRV .132 15 .200'" .957 15 .638 

KONTROL .185 15 .179 .884 15 .054 
. , Tnls Is a lower bound afthe true stgnl1lcance. 
a. Uiliefors Slgnfficance Correction 

2. HasH Uji Normalitas 
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Oneway 

~. 

JUhlLAH CELL 

Sumot 
Sauares dI Mean Square F ~ 

I Between Groups .003 2 .002 2." 26 101 
Within Oroupa .027 42 .001 
Total .030 " 
3. Hasil Uji One Way Anova 

Post Hoc Tests 

4. Hasil POSI Hoc Significancy Test 
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Lampiran 2. Prosedur Penelitian 

I. Pemeriksaan Mesenchymal Stem Cell Dengan Mikroskop 

2. Gambar Mikroskopis Mesenchymal Stem Cell (pembesaran 200x) 
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3. Penanaman Kultur Mesenchymal Stem Cell Pada Well Plate 

4a. Elisa Reader b.Hasil Pembacaan dengan Elisa Reader 
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Lampiran 3. MIT Assay (3-(4,5.aimethylthiazol-2-yl}-2,5.aiphenyltetrazolium 

bromide) 

Prinsip: MiF yang berwama kuning diubah menjadijonnazan yang berwama 

ungu akihat aktivitas enzim dehidrogenase mitokondria yang berada dalam sel 

yang hidup. Hasil dapat dibaea dengan menggunakan scanning multiwell 

3peclropholometer (Elisa Reader). 

Cara kerja: 

I. Mesenchymal stem cell yang sudab monolayer, buang mediumnya. 

2. Cuci dengan PBS (Phospate Buffer Saline) sekali, buang PBSnya. 

46 

3. Tambabkan tripsin EDT A I ml, goyang sampai rata Ialu masukkan ke 

dalam inkubator C02, 37 0 C selama 5 menit. 

4. Keluarkan petri, tambabkan medium CCM (Cell Culture Medium) 20% 

sebanyak 5 mllalu resuspensi. 

5. Masukkan resuspensi sel tadi ke dalam plate 96 well sebanyak 50 )JlIwell 

dengan kisaran jumlab sel per well adalab 2 x 10' 

6. Tambabkan CCM 20% sebanyak IOOllllwell. 

7. Inkubasi lagi kedalam inkubator C02, 37 • C selama 24 jam. 

8. Setelah selesai mass inkubasi keluarkan plate, 181u masukkan tendongrafl 

kedalam well. 
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9. Inkubasi lagi kedalam inkubator C02, 37 • C selama 19 jam. 

10. Buat larutao MIT 5 mglml dalam PBS, lalu masukkao kedalam plate 

sebanyak 25 Jlllweli. 

I I. Inkubasi lagi ke dalam inkubator C02, 37 • C selama 5 jam. 

12. Ambil medium dari dalam well dan tempatkan pada plale lain, lalu 

tambahkao DMSO (Dimethyl Sulphoxide) 200 ~Vwell, resuspeosi. 

13 . Inkubasi lagi kedalam inkubator C02, 37· C selama 5 meoil. 

14. Buaog sampel dari dalam well, baca di elisa reader deogao panJaog 

gelombaog 630 run. 
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