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RINGKASAN 

 

Biomaterial memegang peranan penting dalam rekayasa jaringan. Matriks berpori 3 

dimensi telah digunakan secara luas sebagai template untuk implantasi sel ke dalam 

tubuh. Kombinasi matriks-sel diharapkan akan terintegrasi ke dalam jaringan untuk 

memperbaiki jaringan yang rusak. Oleh karena itu penting dikembangkan matriks yang 

memiliki ‘features’ yang ideal dipandang dari aspek keamanan dan fungsional. 

Keamanan dalam arti bersifat biodegradable dan biokompatibilitas, serta tidak 

menimbulkan reaksi negatif dari tubuh. Sedangkan, fungsional dalam arti dapat 

menopang perlekatan, viabilitas serta fungsi sel. Polimer sintetik seperti poly(L-lactic 

acid) (PLLA) dan poly (D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) merupakan bahan yang sering 

digunakan dalam pembuatan matriks karena memiliki sifat biodegradable dan 

biokompatibilitas yang baik. Meskipun demikian, bahan tersebut tidak lepas dari sifat 

hidrofobik yang dapat menghambat pertumbuhan sel. Sehingga diperlukan modifikasi lebih 

lanjut terhadap permukaannya untuk menghilangkan sifat hidrofobik tersebut. Modifikasi 

dengan collagen coating telah terbukti meningkatkan hydrophilicity dari matriks 

sehingga memudahkan penanaman sel. Di sisi lain, penambahan conditioned medium 

asal human umbilical cord-mesenchymal stem cell (CM hUC-MSC) telah terbukti dapat 

berkontribusi dalam pembentukan matriks ekstraseluler. Tujuan studi ini adalah untuk 

mengetahui perbedaan struktur dari matriks yang telah dimodifikasi permukaannya 

dengan kolagen serta perannya dalam menunjang pertumbuhan sel untuk aplikasi 

perbaikan hernia insisional. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

I.I. LATAR BELAKANG 

Teknik rekayasa jaringan menggunakan sel merupakan salah satu alternatif yang 

paling menjanjikan untuk memperbaiki fungsi jaringan yang rusak. Teknik yang 

mengkombinasikan sel dengan matriks berpori dan faktor pertumbuhan ini telah 

menunjukkan harapan sebagai metode untuk menciptakan jaringan baru yang dapat 

ditransplantasi untuk terapi penyakit. Teknik ini juga memiliki berbagai tantangan yang 

signifikan meliputi pembuatan matriks yang sesuai dan dapat mendukung pertumbuhan, 

proliferasi, hingga diferensiasi sel dan membantu pembentukan jaringan yang baru (1). 

Berbagai bahan polimer sintetik telah banyak digunakan salam produksi matriks untuk 

transplantasi sel. Polimer biodegradable seperti poly(L-lactic acid) (PLLA) dan 

poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) merupakan bahan yang sering digunakan 

untuk membuat scaffold (matriks) dalam penggunaan pada rekayasa jaringan karena 

memiliki sifat biodegradable dan biokompatibilitas yang baik. Akan tetapi 

hydrophobicity dari bahan tersebut merupakan salah satu tantangan yang dapat 

membuat sel masuk ke dalam pori-pori dari matriks tersebut. Oleh karena itu dilakukan 

berbagai modifikasi permukaan dari matriks PLLA seperti dilapisi dengan kolagen, 

plasma treatment, yang dapat membuat sel dapat masuk dengan mudah ke dalam pori-

pori matriks (1–3). 

Salah satu komplikasi yang sering dijumpai pasca operasi bedah abdomen adalah 

hernia insisional. Hal ini disebabkan oleh kegagalan pada proses penyembuhan fasia 

dinding abdomen pasca bedah terutama pada pasien lansia. Hernia ini sering 

didiagnosis antara tiga tahun hingga 10 tahun pasca pembedahan (4). Insiden bervariasi 

antara 2% hingga  50% dari seluruh pasien yang menjalani laparotomi. Estimasi insiden 

hernia pada lansia adalah 13 per 1000 orang (5–7). Insiden hernia insisional yang lebih 

tinggi pada lansia dapat dianggap sebagai proses multifaktorial. Perbaikan hernia 

insisional yang besar pada umumnya sulit karena disebabkan oleh  kombinasi antara 

faktor lemahnya dinding abdomen  serta tekanan intra-abdominal yang tinggi, sehingga 

kemungkinan untuk rekuren menjadi lebih tinggi. Tingkat rekurensi setelah perbaikan 

hernia insisional ventral dilaporkan mencapai lebih dari 60% (6,8). Perbaikan dengan 
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aplikasi onlay mesh adalah metode standar untuk penanganan hernia insisional. 

Pemakaian mesh untuk meningkatkan kekuatan dinding perut telah menurunkan tingkat 

rekurensi  hernia. Akan tetapi, perbaikan dengan mesh pada laparotomi   ini masih 

menghasilkan tingkat komplikasi yang signifikan yaitu sebesar 14-50%, terutama 

penyembuhan luka yang tidak sempurna (4,5).  

Matriks dengan sel fibroblas ini diajukan untuk aplikasi perbaikan hernia 

insisional menggantikan mesh. Matriks dengan lapisan kolagen akan menyerupai 

matriks ekstraseluler, yang diharapkan akan  menciptakan lingkungan yang alami untuk 

pertumbuhan fibroblas (9,10). Fibroblas yang ditanam pada matriks PLLA 3D 

merupakan sumber utama untuk sintesis kolagen yang dapat memberikan penyembuhan 

luka lebih baik dan jaringan ikat yang kuat. Di samping itu sel punca mesenkimal telah 

menunjukkan potensi terapeutik dalam regenerasi jaringan. Bukti terbatu menyatakan 

bahwa efek menguntungkan itu sebagian besar dimediasi oleh aksi parakrin yang 

disintesis oleh secretome atau conditioned medium (CM). CM yang ditambahkan dalam 

media kultur fibroblas juga dievaluasi pengaruhnya dalam stimulasi pertumbuhan 

fibroblas. Matriks ini perlu dievaluasi untuk menilai struktur dan fungsi matriks PLLA 

secara in-vitro. Selain itu dievaluasi struktur dan peran matriks juga dinilai efek 

penambahan CM terhadap pertumbuhan fibroblas secara in-vitro.  

 

I.I. RUMUSAN MASALAH 

I.II.I  Pernyataan masalah 

Adakah perbedaan struktur dari matriks PLLA yang belum dimodifikasi 

permukaannya dengan yang sudah dimodifikasi permukaannya 

I.II.II Pertanyaan masalah  

1. Apakah terdapat perbedaan struktur antara matriks PLLA yang tidak 

dilapisi kolagen dengan yang dilapisi kolagen? 

2. Apakah peran matriks PLLA terhadap pertumbuhan, perlekatan (adhesion 

rate), serta viabilitas sel fibroblas? 

3. Apakah pengaruh dari penambahan CM terhadap pertumbuhan sel 

fibroblas? 
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I.II. TUJUAN PENELITIAN 

I.III.I Tujuan Umum 

  Diketahuinya struktur matriks dan perannya terhadap sel  

 

I.III.II Tujuan Khusus 

1. Diketahuinya perbedaan struktur matriks PLLA yang tidak dilapisi 

kolagen dengan yang dilapisi kolagen 

2. Diketahuinya peran matriks PLLA terhadap pertumbuhan, perlekatan 

(adhesion rate), serta viabilitas sel fibroblas 

3. Diketahuinya pengaruh penambahan CM terhadap pertumbuhan sel 

fibroblas 

 

I.III. MANFAAT PENELITIAN 

Manfaatnya bagi masyarakat: 

1. Masyarakat mendapatkan pengetahuan dan informasi mengenai salah satu teknik 

rekayasa jaringan yaitu penggunaan matriks 

2. Menjadi dasar bagi peneliti selanjutnya untuk melakukan penelitian lebih lanjut 

mengenai teknik rekayasa jaringan menggunakan matriks 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

II.I. Matriks dalam Teknik Rekayasa Jaringan 

Rekayasa jaringan saat ini merupakan salah satu teknik yang sedang 

berkembang di dunia kedokteran. Rekayasa jaringan merupakan kombinasi dari sel, 

teknologi, dan biomaterial, untuk memperbaiki atau mengganti jaringan atau organ 

yang rusak. Salah satu aplikasi dari rekayasa jaringan yang dapat menjadi alternatif 

dari penggunaan mesh adalah matriks polimer 3D. Berbagai cara telah digunakan 

untuk membuat matriks polimer biodegradable berpori sebagai cell scaffold, seperti 

particulate leaching, gas foaming, serta 3D printing. Metode tersebut digunakan 

untuk membuat matriks yang seperti spons.  

Poly(L-lactic acid) (PLLA) dan poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) 

merupakan dua polimer biodegradable utama yang sering digunakan untuk membuat 

matriks dalam teknik rekayasa jaringan (1,2). Meskipun bahan-bahan tersebut 

memiliki biokompatibilitas dan biodegradabilitas yang baik serta sifat mekanik yang 

baik, akan tetapi bahan tersebut memiliki sifat hidrofobik yang tinggi. Sifat hidrofobik 

tersebut akan menghabat penetrasi sel ke dalam pori-pori matriks. Selain itu, suplai 

nutrisi serta pertumbuhan sel ke dalam matriks juga sangat dipengaruhi oleh sifat 

hidrofobik ini. Maka modifikasi permukaan matriks sangat penting dilakukan untuk 

aplikasi penanaman sel pada matriks. Beberapa upaya telah dilakukan untuk 

memodifikasi permukaan dari matriks untuk menghilangkan sifat hidrofobik dari 

bahan PLLA seperti pelapisan kolagen dan plasma treatment. Hal tersebut dilakukan 

untuk meningkatkan sifat biologis dan mekanis dari matriks serta biokompatibilitas 

dari bahan tersebut (1,3,11). 

 

II.II. Perbaikan Hernia Insisional Menggunakan Mesh 

Insiden terjadinya hernia insisional masih tinggi, meskipun perbaikan teknik dan 

material penjahitan yang digunakan untuk menutup dinding abdominal telah 

dilakukan. Tingkat kekambuhan yang tinggi tidak hanya menekankan pentingnya 



 

5 

 

penelitian untuk pengembangan material mesh yang lebih baik, tetapi juga mendorong 

penelitian lebih lanjut mengenai mekanisme penyembuhan jaringan ikat dan 

pembentukan jaringan parut luka. Perbaikan menggunakan mesh untuk menutup 

kerusakan pada hernia, telah hadir dengan hasil yang lebih baik namun masih 

memiliki tingkat kekambuhan yang tinggi karena kemampuan meregang yang rendah 

dari kompleks mesh/jaringan berbeda secara kontras dengan dinding perut yang 

elastis. Jenis mesh, jumlah mesh jahitan trans-fascia, dan faktor spesifik lainnya 

termasuk dalam faktor penting terkait dengan perbaikan hernia insisional. Salah satu 

perhatian utama yang dihadapi semua ahli bedah adalah risiko dari infeksi luka dan 

penggunaan mesh. Dalam kasus hernia insisional, hilangnya signal mekanis 

dilaporkan merusak fungsi biologi dari sel fibroblas dan mengakibatkan abnormalitas 

dari kolagen yang ditemukan sebagai penyebab dari kambuhnya kasus ini. Hal ini 

membuat masalah seperti luka kronis yang pada akhirnya membutuhkan 

pengangkatan dari mesh, membuat kolonisasi kerusakan menjadi sulit diperbaiki. 

Respon tubuh inang terhadap mesh dapat meliputi adhesi dan erosi usus (4,12).  

Kepentingan utama dari konstruksi mesh biologis adalah untuk mengatasi 

masalah dari mesh sintetik dan memberikan dukungan mekanis, meremajakan 

kembali jaringan di sepanjang mesh dalam rangka untuk menciptakan jaringan 

kolagen yang sangat terorganisasi, dengan demikian dapat memungkinkan akses 

vaskular baru ke situs hernia. Konsep dasar dibalik pengembangan jenis bahan ini 

adalah, untuk memberikan lingkungan yang tepat bagi populasi sel alamiah, membuat 

jaringan ikat baru yang akhirnya akan menggantikan jaringan yang rusak pada situs 

hernia (12). Mesh biologis mampu mengurangi adhesi abdomen, namun kekurangan 

dari mesh ini selain harganya yang mahal, belum sepenuhnya dapat mencegah 

kekambuhan. Dapat disimpulkan bahwa Kompatibilitas mekanik antara mesh hernia 

dengan lapisan dinding perut memainkan peranan penting dalam menghindari 

komplikasi dan kambuh pasca operasi (13,14). 

 

II.III. Peran Sel Fibroblas 

Kegagalan penyembuhan luka dikaitkan dengan gangguan fungsi dari sel 

fibroblas dan kelainan struktur kolagen. Kegagalan penyembuhan luka dan hilangnya 

proses penyembuhan luka normal menunjukkan keberadaan fibroblas abnormal yang 
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akan mengarah kepada kolagen abnormal. Fibroblas merupakan sel utama yang 

bertanggung jawab terhadap sintesis kolagen dan pembentukan jaringan ikat, dimana 

sel fibroblas sendiri bertanggung jawab untuk proses homeostatik dari jaringan 

normal seperti perbaikan jaringan sebagai respon dari cedera. Lebih lanjut lagi, 

fibroblas terkait dengan produksi fibril kolagen, yang membentuk interaksi mekanik 

timbal balik dengan matriks kolagen. Interaksi antara sel dan kolagen matriks ini akan 

menghasilkan pembentukan mechanical entanglement yang mentransmisikan 

kekuatan dari fibroblas ke matriks ekstrasel di sekelilingnya dan menginduksi 

perubahan matriks ekstrasel secara lokal dan global (14). Kolagen merupakan 

komponen utama dari matriks ekstraseluler untuk kedua jaringan tersebut. 

Keseimbangan maturasi dan degradasi kolagen dibutuhkan untuk pembentukan 

jaringan ikat yang normal. Saat proses penyembuhan luka, kolagen tipe III yang 

belum matur, secara cepat digantikan oleh kolagen tipe I yang lebih kuat. Proses 

seperti ini tertunda dengan adanya kehadiran benda asing di dalam tubuh seperti mesh 

(10,13,15).  

 

II.IV. Sistem Kultur 3 Dimensi 

Dalam aplikasi rekayasa jaringan atau bahkan dalam kultur sel 3 dimensi, “the 

biological cross talk” antara sel dengan matriks diatur oleh sifat bahan dan karakter 

dari matriks. Dalam rangka menginduksi perlekatan sel, proliferasi, dan aktivasi, 

bahan yang digunakan untuk pembuatan matriks harus memiliki beberapa persyaratan 

seperti biokompatibilitas intrinsik dan kimia yang sesuai untuk menginduksi 

biorekognisi molekuler dari sel. Bahan, sifat mekanis dari matriks, serta kecepatan 

degradasi harus diadaptasikan pada aplikasi rekayasa jaringan spesifik untuk 

menjamin fungsi mekanis yang dibutuhkan dan untuk mencapai laju pembentukan 

jaringan baru yang diinginkan.  Untuk matriks, distribusi pori-pori, area permukaan 

yang terbuka, dan porositas memainkan peranan penting, dimana jumlah dan 

distribusi mempengaruhi penetrasi dan laju penetrasi dari sel di dalam volume 

matriks, struktur dari matriks ekstraseluler yang diproduksi, dan untuk aplikasi 

rekayasa jaringan (16). 

Jaringan-jaringan di dalam tubuh memiliki struktur serta sifat yang berbeda 

yang harus disesuaikan dengan matriks yang digunakan dalam rekayasa jaringan. 
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Lebih lanjut lagi, matriks harus dapat menjadi host dari perlekatan dan proliferasi sel, 

serta produksi matriks ekstraseluler (ECM). Secara singkat matriks harus dapat 

menggantikan ECM yang hilang. Matriks merepresentasikan ruang yang tersedia bagi 

jaringan untuk berkembang dan dukungan fisik untuk pertumbuhan sel. Sifat mekanis 

matriks harus dapat memelihara bentuk saat regenerasi jaringan berlangsung (16).  

Matriks polimer 3 dimensi menjadi salah satu alternatif yang dapat digunakan 

sebagai pengganti mesh. Matriks merupakan spons berpori yang dapat mendukung 

pertumbuhan, organisasi, dan diferensiasi sel pada atau di dalam struktur matriks. 

Selain itu, matriks juga merupakan model yang berguna untuk analisa fungsional dan 

biomekanik dari interaksi sel-matriks (gambar 1) serta patogenesis seperti 

penyembuhan luka. Sistem kultur 3D digunakan untuk meniru matrik ekstraseluler 

alami yang ditemukan pada in vivo dan dipercaya memberikan lingkungan seperti 

jaringan alamiah bagi sel yang dikultur dalam kondisi tersebut (9,14).  

 

Gambar 1 Skema interaksi sel-matriks-CM dalam system kultur 3 dimensi (17). 

 

II.V. Peran Secretome atau Conditioned Medium (CM) asal Sel Punca Mesenkimal 

Terapi sel punca merupakan metode alternatif yang cukup baru dalam proses 

penyembuhan luka. Banyak peneliti mengandalkan terapi alternatif ini yang 



 

8 

 

memegang potensi besar pada faktor pertumbuhannya. Gambar 2 menunjukan 

bagaimana peran sel punca pada proses penyembuhan luka serta sebagai secretome 

yang ampuh pada tingkat respon yang berbeda (18). 

 

Gambar 2 Skema perspektif sel punca dalam proses penyembuhan luka serta sebagai 

secretome (18). 

Secretome didefinisikan sebagai kelompok molekul/faktor yang disekresikan 

ke ruang ekstraseluler. Faktor-faktor ini termasuk protein terlarut, asam nukleat bebas, 

lipid, serta vesikel ekstraseluler. Vesikel ekstraseluler dapat dibagi lagi menjadi 

apoptotic bodies, mikropartikel, dan eksosom. Secretome dari sel individual dan 

jaringan bersifat spesifik dan berubah dalam respon terhadap fluktuasi pada keadaan 

fisiologis atau kondisi patologis (18). Sel punca mesenkimal (MSC) telah diisolasi 

dari berbagai jenis jaringan dewasa (19). Selain itu sel ini juga telah diisolasi dari 

jaringan fetal seperti tali pusat, kulit, dan placenta (20,21). MSC merupakan jenis sel 

pluripoten yang ditemukan di berbagai jaringan seperti tali pusat, sumsum tulang 

belakang, jaringan sinovial, dan jaringan adiposa. Sel ini juga merupakan sumber 
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berbagai faktor pertumbuhan untuk self-stimulation dan aktivasi dari berbagai jenis 

sel lainnya di dalam lingkungan mikro (22). Telah terbukti bahwa MSC memainkan 

peran dalam penyembuhan luka kulit dengan mempengaruhi migrasi fibroblas dermal, 

dan juga memiliki kontribusi terhadap pembentukan matriks ekstraseluler (23). 

Penggunaan dari terapi bebas sel seperti secretome yang berasal dari sel punca 

mesenkimal pada pengobatan regeneratif memberikan berbagai keuntungan dibanding 

aplikasi sel punca. Pertama, aplikasi dari secretome menyelesaikan berbagai 

pertimbangan keamanan yang berpotensi terkait dengan transplantasi sel hidup yang 

proliferative termasuk kompatibilitas imun, tumorigenisitas, terbentuknya emboli, dan 

transmisi infeksi. Kedua, secretome yang berasal dari sel punca mesenkimal dapat 

dievaluasi untuk keamanan, dosis, serta keampuhannya dengan cara yang analog 

dengan obat-obatan konvensional. Ketiga, penyimpanan dapat dilakukan tanpa 

penambahan bahan kriopreservatif dalam jangka waktu yang lama tanpa kehilangan 

keampuhan dari produk. Keempat, dengan menggunakan secretome ini, seperti 

conditioned medium (CM), lebih ekonomis dan praktis untuk aplikasi klinis karena 

tidak memerlukan proses koleksi sel yang invasif. Kelima, produksi masal sangat 

dimungkinkan melalui tailor-made cell lines di bawah kondisi laboratorium yang 

terkontrol, memberikan sumber faktor bioaktif yang sesuai. Keenam, waktu serta 

biaya dari ekspansi serta pemeliharaan dari kultur sel punca dapat berkurang cukup 

besar dan terapi off-the-shelf dapat segera tersedia untuk pengobatan kondisi akut. 

Terakhir, produk biologis yang didapatkan untuk aplikasi terapeutik dapat 

dimodifikasi untuk efek spesifik-sel yang diinginkan (18). 

CM merepresentasikan lingkungan regeneratif dari secretome asal sel dan 

elemen vesikuler. Komponen terlarut dari secretome dapat dipisahkan dari fraksi 

mikrovesikel dengan sentrifugasi, filtrasi, kromatografi ion, serta komatografi size-

exclusion. Kedua komponen tersebut mungkin mampu secara mandiri memicu 

regenerasi dan perbaikan serta memediasi organogenesis de novo dari organ hasil 

rekayasa-jaringan ex vivo (18). 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

III.I. Tempat dan Waktu 

Penelitian ini akan dilakukan di laboratorium Tarumanagara Human Cell 

Technology (THCT). Sampel untuk histologi matriks akan diproses di laboratorium 

patologi, PSSP-IPB, Bogor. Sedangkan sampel untuk analisa struktur matriks 

menggunakan SEM akan diproses di laboratorium SEM FMIPA ITB, Bandung. 

 

III.II. Isolasi Sel Fibroblas  

Sel fibroblas primer diisolasi dari kulit abdomen bagian dermis tikus Sprague 

Dawley (SD) jantan, 10-12 minggu (diperoleh dari BPOM). Secara singkat, kulit 

abdomen berukuran ± 3×3 cm dikoleksi. Kemudian jaringan akan dicuci dengan 

phosphate buffered saline (PBS) (Sigma, USA) yang telah ditambahkan 2% 

Antibiotik-Antimikotik (Ab/Am). Setelah itu jaringan kembali dicuci dengan buffer 

EGTA yang juga telah ditambahkan 2% Ab/Am. Selanjutnya jaringan akan 

direndam di dalam larutan enzim kolagenase tipe 1 (200 U/ml), dengan bagian 

dermis menghadap ke bawah (terendam sepenuhnya). Jaringan akan diinkubasi pada 

suhu 37°C, 5% CO2, selama 3-5 jam. Setelah inkubasi selama 3-5 jam, sel akan 

discrap dari bagian dermis menggunakan cell scraper, kemudian sel akan disaring 

dengan cell strainer berukuran 100 µm. Sel akan dicuci dengan media kultur 

fibroblas dan kemudian ditanam. Sel yang berhasil diisolasi dikultur hingga 

mencapai konfluensi. Viabilitas, fungsi sel, serta penempelan sel pada matriks akan 

diuji secara in-vitro. 

Media kultur fibroblas yang digunakan adalah Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

high glucose (DMEM) (Sigma, USA) yang telah disuplementasi dengan 1% sodium 

piruvat (Na-Pyr) (Sigma), 1% HEPES (Sigma), 1% Antibiotik-Antimikotik (Ab/Am) 

(Sigma), serta 10% Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA). 
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III.III. Produksi CM asal human Umbilical Cord-Mesenchymal Stem Cells (hUC-MSC) 

MSC akan diisolasi dari human umbilical cord dan dilakukan karakterisasi 

menggunakan metode PCR, kemudian sel akan dikultur hingga konfluen. Secara 

singkat, tali pusat dipotong-potong hingga berukuran ± 1 cm untuk setiap cawan 

petri. Kemudian jarigan diinkubasi di suhu ruang di dalam larutan PBS yang sudah 

ditambahkan 2% Ab/Am selama kurang lebih 5 menit. Setelah itu jaringan dicacah 

halus hingga berukuran ± 1 mm. Kemudian jaringan yang berukuran 1 mm 

diletakkan pada cawan petri yang sudah dilapisi kolagen sebelumnya, serta posisi 

antar jaringan diberi jarak. Setelah itu jaringan dibiarkan hingga menempel pada 

cawan petri, kemudian setelah menempel akan ditambahkan media kultur MSC 

hingga jaringan terendam. Jaringan akan diinkubasi selama kurang lebih 20 hari dan 

media kultur diganti setiap 3-5 hari.  Setelah 20 hari, cawan petri diamati dengan 

mikroskop, bila sudah terdapat sel di sekitar jaringan yang menempel, maka jaringan 

tali pusat akan diangkat dan dibuang. Sel-sel yang ada di cawan petri akan dikultur 

hingga konfluen.  

Supernatan (media kultur) passage 5-6, akan dikumpulkan, disaring dengan filter 

0.22 µm, dan digunakan sebagai secretome atau conditioned medium (CM) asal 

human Umbilical Cord-Mesenchymal Stem Cell (hUC-MSC) untuk ditambahkan 

sebesar 1% pada media kultur fibroblas. 

Media kultur MSC yang digunakan adalah Dulbecco’s Modified Eagle Medium low 

glucose (DMEM) (Sigma, USA) yang telah disuplementasi dengan 0.584 g/L L-

glutamine (Sigma), 1% Antibiotik-Antimikotik (Ab/Am) (Sigma), serta 20% Fetal 

Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA).  

 

III.IV. Produksi Matriks 3D dan Sterilisasi 

Produksi matriks akan mengikuti proses yang sudah dideskripsikan pada penelitian 

sebelumnya (24). Matriks akan dibuat dari PLLA (Durect Lactel, USA) sintetik, 

berbentuk bulat dengan diameter 1 cm, dan ketebalan 2 mm dengan metode 

particulate leaching (Gambar 3). Pori-pori matriks lebih dari 90% dengan ukuran 

pori sekitar 400 µm. Matriks untuk FMI akan dilapisi dengan 1% (w/v) kolagen 

bovine. Seluruh matriks yang digunakan akan lebih lanjut diberi perlakuan plasma 
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treatment untuk modifikasi permukaan matriks (Diener electronic GmbH + Co. KG, 

Ebhausen, Germany) dengan gas oksigen selama 10 menit. Kemudian matriks akan 

dikemas dalam kantong Tyvek dan disterilisasi. Sterilisasi dilakukan dengan mesin 

yang sama menggunakan larutan H2O2 30% pada suhu 35°C selama 12 jam. 

 

 

Gambar 3 Skema pembuatan matriks dengan metode particulate leaching. 

 

III.V. Proses Penanaman Sel  

Proses penanaman sel dibagi ke dalam 4 kelompok dengan pengulangan 3 kali 

(triplo) yaitu sebagai berikut: 

1. Kelompok Fibroblas non-label: Sel fibroblas tanpa label, ditanam pada matriks 

dengan media kultur fibroblas 

2. Kelompok Fibroblas-CM non-label: Sel fibroblas tanpa label, ditanam pada 

matriks dengan media kultur fibroblas + 1% CM 

3. Kelompok Fibroblas label: Sel fibroblas dilabel CellVue NIR 815, ditanam pada 

matriks dengan media kultur fibroblas  

4. Kelompok Fibroblas-CM label: Sel fibroblas dilabel CellVue NIR 815, ditanam 

pada matriks dengan media kultur fibroblas + 1% CM 

 

Pada kelompok Fibroblas dan Fibroblas-CM non-label, setelah proses subkultur sel 

fibroblas akan langsung ditanamkan sebanyak 5×105 sel/100 µL pada masing-

masing matriks.  

Sedangkan pada kelompok Fibroblas dan Fibroblas-CM label, sel fibroblas akan 

dilabel menggunakan CellVue NIR 815 (Li Cor Biosciences, USA), sebelum 
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ditanamkan pada matriks PLLA. Proses pelabelan sel dilakukan sesuai dengan 

protokol dari produsen reagen. Secara singkat, sel fibroblas akan dicuci dengan 

media DMEM tanpa serum, kemudian dilakukan pelabelan selama 5 menit pada 

suhu ruang dengan pewarna yang telah dilarutkan di dalam Diluent C (Li-Cor 

Biosciences, USA) pada konsentrasi final 2 µM. Kemudian sel fibroblas akan dicuci 

kembali sebanyak tiga kali dengan media kultur fibroblas. Setelah itu pada masing-

masing matriks akan ditanamkan sebanyak 5×105 sel/100 µL. Selanjutnya 

ditambahkan media kultur DMEM dan diinkubasi di dalam inkubator (5% CO2; 

37°C) selama 24 jam.  

 

III.VI. Analisis perlekatan dan viabilitas sel 

Setelah inkubasi selama 24 jam, matriks akan dianalisa untuk mengetahui perlekatan 

sel pada matriks serta viabilitas sel dengan menggunakan Cell Counting Kit-8 

(CCK-8) (Sigma), yang berbasis pada reduksi dari garam tetrazolium menjadi 

formazan terlarut secara eksklusif di dalam sel viabel. Secara singkat media kultur 

akan diaspirasi dan disimpan untuk analisa lebih lanjut. Kemudian pada masing-

masing matriks akan ditambahkan media kultur yang baru dan ditambahkan CCK-8 

sebanyak 1:10. Selanjutkan sampel matriks akan diinkubasi selama 4 jam di dalam 

inkubator (5% CO2; 37°C). Setelah 4 jam hasil akan dibaca pada panjang gelombang 

450 nm dengan alat Multiskan reader (Multiskan Ex, Thermo Scientific, USA). 

Hasil akan digambarkan sebagai fold change relative terhadap control percent 

adhesion (sel yang menempel di well plate dianggap 100%). 

 

III.VII. Observasi scanning electron microscopy (SEM)  

Sampel yang akan diobservasi adalah matriks PLLA tanpa pelapisan kolagen, 

matriks PLLA yang telah dilapisi kolagen, serta matriks dari kelompok fibroblas 

dan fibroblas-CM non label. Matriks akan difiksasi menggunakan metode yang 

digunakan oleh Sugiyama et al. (2). Matriks kelompok fibroblas dan Fibroblas-CM 

non label akan difiksasi setelah inkubasi selama 24 jam. Struktur mikroskopik dari 

matriks akan diobservasi menggunakan Scanning electron microscope (SEM) 

(JSM-6510 LA, JEOL, Tokyo, Japan). 
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III.VIII. Prosedur Histologi Matriks 

Prosedur ini akan dilakukan pada sampel matriks PLLA tanpa pelapisan kolagen, 

matriks PLLA yang telah dilapisi kolagen, serta matriks kelompok fibroblas dan 

fibroblas-CM non-label. Matriks yang telah ditanami sel dan diinkubasi selama 24 

jam akan disimpan di dalam paraformaldehyde untuk diproses lebih lanjut. Matriks 

akan difiksasi dan ditanam pada blok parafin dan dipotong tipis untuk kemudian 

diwarnai menggunakan pewarnaan hematoxylin-eosin (HE), Masson Trichome, 

serta IHK terhadap sel fibroblas. 
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III.IX. Alur Penelitian 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

IV.I. Fibroblas Fold Changes 

Jumlah dan viabilitas sel pada well dan matriks PLLA wall-coated atelocollagen 1% 

yang diinkubasi selama 24 jam memperlihatkan hasil fold changes yang berbeda, antara 

sel fibroblas yang ditanamkan pada well dan matriks baik disertai pemberian label dan 

conditioned medium (CM) maupun dengan yang tidak. Nilai fold changes yang didapat 

pada sampel fibroblas saja dan dengan penambahan CM pada well adalah 0.918  0.015 

dan 0.946  0.018. Nilai fold changes fibroblas non-label saja dan diberikan 

penambahan CM pada matriks PLLA adalah 0.575  0.050 dan 0.573  0.066. 

Sedangkan nilai fold changes yang didapat sampel fibroblas yang dilabel dan dengan 

diberikan penambahan CM pada matriks adalah 0.514  0.060 dan 0.472  0.035.  

 

Tabel 1. Fold Changes dengan CCK-8  

Sampel (n = 3) Mean Fold Changes 

Fibroblast (Well) 0.918 ± 0.015 

Fibroblast + CM (Well) 0.946 ± 0.018 

Fibroblast Non-Label (Matrices) 0.575 ± 0.050 

Fibroblast Non-Label + CM (Matrices) 0.573 ± 0.066 

Fibroblast Labelled (Matrices) 0.514 ± 0.060 

Fibroblast Labelled + CM (Matrices) 0.472 ± 0.035 

 

Pengukuran uji statistik dilakukan pada kelompok well, matriks baik dengan label 

ataupun tanpa label. Hasil pengukuran uji statistik didapatkan fibroblas yang 

ditanamkan pada well memiliki jumlah yang lebih tinggi dibandingkan dengan 

fibroblast non-label pada matriks (p = 0.001). Uji statistik juga mendapatkan jumlah 

yang lebih tinggi pada fibroblas dengan CM pada well dibandingkan dengan fibroblas 
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non-label dengan CM pada matriks (p = 0.003). Uji statistik lain yang dilakukan pada 

kelompok fibroblas saja dan dengan CM pada well, kelompok fibroblas non-label dan 

dengan CM pada matriks, kelompok fibroblas label dan dengan CM pada matriks 

memperlihatkan hasil yang tidak signifikan secara berturut-turut p = 0.367, p = 0.974, p 

= 0.430. Uji statistik juga dilakukan pada kelompok fibroblas yang ditanamkan pada 

matriks dan dibandingkan dengan ada atau tidaknya pemberian label maupun CM. 

Hasil pegukuran uji statistik yang dilakukan antara kelompok fibroblas non-label 

dengan kelompok fibroblast yang diberi label tanpa adanya penambahan CM 

menunjukkan hasil yang tidak signifikan yaitu p = 0.333. Pengukuran uji statistik juga 

dilakukan antara kelompok fibroblas non-label dengan kelompok fibroblast label yang 

ditambahkan CM memperlihatkan hasil yang tidak signifikan yaitu p = 0.128. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Uji Statistik dengan CCK-8 

 

Proses penyembuhan luka terdiri dari tiga fase utama yang saling berkaitan. 

Fase pertama ditandai oleh aktivitas sitokin dengan kaskade koagulasi untuk 

pembentukan jaringan baru. Neutrofil merupakan sel paling penting pada fase pertama 

untuk proses fagositosis dan pelepasan sitokin dalam menekan proses inflamasi. Fase 

kedua merupakan fase proliferasi yang dimulai pada hari keempat yang ditandai dengan 

migrasi, proliferasi, deposisi matriks ekstrasel, dan angiogenesis. Fase ketiga atau tahap 

final ditandai dengan remodeling kolagen. Fibroblas merupakan salah satu komponen 
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penting dalam ketiga fase tersebut baik dalam pengumpulan matriks ekstraseluler dan 

kontraksi luka. (14,25) 

Fibroblas merupakan sel utama yang bertanggung jawab terhadap sintesis 

kolagen dan pembentukan jaringan ikat, dimana sel fibroblas sendiri bertanggung jawab 

untuk proses homeostatik dari jaringan normal seperti perbaikan jaringan sebagai 

respon dari cedera. Lebih lanjut lagi, fibroblas terkait dengan produksi fibril kolagen, 

yang membentuk interaksi mekanik timbal balik dengan matriks kolagen. Interaksi 

antara sel dan kolagen matriks ini akan menghasilkan pembentukan mechanical 

entanglement yang mentransmisikan kekuatan dari fibroblas ke matriks ekstrasel di 

sekelilingnya dan menginduksi perubahan matriks ekstrasel secara lokal dan global. 

(14) 

Pada studi ini didapatkan fibroblas dengan CM pada well memiliki fold changes 

paling tinggi dibandingkan dengan kelompok lain yakni dengan nilai fold changes 

sebesar 0.946. Namun peningkatan tersebut tidak ditemukan perbedaan yang signifikan 

bila dibandingkan dengan fibroblas saja (p = 0.367). Fibroblas yang ditanamkan pada 

well baik dengan CM ataupun tidak memiliki hasil yang signifikan bila dibandingkan 

dengan fibroblas yang ditanamkan pada matriks (p<0.05). Hal ini dapat terjadi oleh 

adanya interaksi sel dengan permukaan biomaterial yang mempengaruhi pertumbuhan 

dan fungsi sel pada matriks. Pemberian label menunjukkan adanya gangguan pada 

viabilitas sel yang ditandai dengan penurunan nilai fold changes (0.514) yang lebih 

rendah bila dibandingkan dengan grup non-label (0.575). 

 

 

IV.II. Konsentrasi Kolagen tipe I  

Pengukuran konsentrasi kolagen tipe I pada tikus dilakukan dengan metode ELISA. 

Konsentrasi kolagen tipe I pada kelompok yang ditanamkan pada well yakni, fibroblas 

saja dan dengan CM adalah 2.037  0.678 ng/ml dan 1.967  0.168 ng/ml. Pada 

kelompok fibroblas yang ditanamkan pada matriks, terbagi lagi menjadi fibroblas non-

label dan label. Konsentrasi kolagen pada fibroblas non-label saja dan dengan CM 

didapatkan hasil 1.526  0.256 ng/ml dan 2.259  0.506 ng/ml. Sedangkan pada 

fibroblas label saja dan dengan CM didapatkan konsentrasi kolagen sebesar 2.028  

0.243 ng/ml dan 1.740  0.281 ng/ml. 
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Tabel 2. Konsentrasi Kolagen tipe I pada Tikus 

Sampel (n=3) 
Mean Collagen Concentration 

(ng/ml) 

Fibroblast (Well) 2.037 ± 0.678 

Fibroblast + CM (Well) 1.967 ± 0.168 

Fibroblast Non-Label (Matrices) 1.526 ± 0.256 

Fibroblast Non-Label + CM (Matrices) 2.259 ± 0.506 

Fibroblast Labelled (Matrices) 2.028 ± 0.243 

Fibroblast Labelled + CM (Matrices) 1.740 ± 0.281 

 

Hasil pengukuran uji statistik dilakukan pada kelompok well dan matriks. Hasil 

uji statistik pada kelompok fibroblas pada well dengan fibroblas non-label pada matriks 

memperlihatkan hasil yang tidak signifikan (p = 0.289). Hasil uji statistik dilakukan 

pada kelompok fibroblas dengan CM pada well dan fibroblas non-label dengan CM 

pada matriks juga memperlihatkan hasil yang tidak signifikan (p = 0.396). Uji statistik 

pada masing-masing kelompok well dan kelompok matriks juga dilakukan. Uji statistik 

kelompok fibroblas tanpa CM dan dengan CM pada well, kelompok fibroblas non-label 

saja dan dengan CM pada matriks, kelompok fibroblas label dan dengan CM pada 

matriks diapatkan hasil tidak bermana secara berurutan yakni, p = 0.871, p = 0.089, p = 

0.250. Uji statistik juga dilakukan untuk membandingkan antara kelompok yang 

ditanam pada matriks baik dengan pemberian label atau CM. Hasil uji statistik pada 

kelompok fibroblas non-label dan fibroblas label tanpa CM dan dengan pemberian CM 

pada matriks memperlihatkan hasil yang tidak signifikan, yakni p = 0.069 dan p = 

0.195. 
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Gambar 5. Uji Statistik Kadar Kolagen tipe I pada Tikus 

 

Kolagen merupakan komponen utama dari matriks ekstraseluler untuk kedua jaringan 

tersebut. Keseimbangan maturasi dan degradasi kolagen dibutuhkan untuk 

pembentukan jaringan ikat yang normal. Saat proses penyembuhan luka, kolagen tipe 

III yang belum matur, secara cepat digantikan oleh kolagen tipe I yang lebih kuat. 

Proses seperti ini tertunda dengan adanya kehadiran benda asing di dalam tubuh seperti 

mesh (10,13,15).  

Pada pengukuran kadar kolagen tipe I dengan metode elisa didapatkan fibroblas 

tanpa CM lebih tinggi (2.037 ng/ml) dibandingkan dengan CM (1.967 ng/ml). Kadar 

kolagen pada fibroblas dengan CM memiliki hasil lebih rendah dibandingkan tanpa 

CM, namun secara statistik tidak signifikan (p = 0.871). Kadar kolagen tipe I pada 

fibroblas dengan CM yang ditanamkan pada matriks memiliki nilai lebih tinggi (2.259 

ng/ml) dibandingkan dengan fibroblas tanpa CM (1.526 ng/ml). Hasil ini menunjukkan 

CM tidak berperan dalam perkembangan fibroblas (in-vitro). Studi Kim et al. 

memperlihatkan hasil yang berbeda, dimana penggunaan bone marrow derived MSCs 

(BM-MSCs) pada matriks yang dilapisi kolagen untuk luka derajat III (full thickness) 

memperlihatkan adanya perbaikan pada hari ke-7 namun tidak memperlihatkan adanya 

perbaikan luka pada hari ke-14. (26)  
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IV.III. Interaksi antara sel dengan matriks 

Analisa struktur serta interaksi sel dengan matriks dilakukan dengan menggunakan 

metode SEM. Matriks yang tidak dilapisi kolagen dibandingkan dengan matriks yang 

telah dilapisi kolagen (Gambar 6A dan 6B). Dari hasil SEM terlihat sangat sedikit 

perbedaan dimana pada matriks yang dilapisi kolagen terlihat ada lapisan putih (panah 

hitam) pada pori-pori matriks yang diamati. Melalui gambar tersebut tidak terlalu 

terlihat perbedaan koloni fibroblast yang nyata. Hal ini dapat dipengaruhi karena pada 

studi ini pori-pori pada matriks yang dilapisi kolagen menggunakan metode akselerasi 

sentrifugal lebih tinggi dari 600×G. Hasil didapatkan tidak jauh berbeda dengan pori-

pori pada matriks PLLA tanpa proses pelapisan kolagen. Hal ini didukung oleh studi 

yang dilakukan oleh Sugiyama et al, dimana efek sentrifugal dengan kecepatan 0 dan 

24 g pada matriks PLLA memperlihatkan pori-pori matriks seluruhnya dipenuhi oleh 

mikrospons kolagen. Hal serupa ditemukan pada kecepatan sentrifugal 100 g, namun 

matriks PLLA hanya dipenuhi separuhnya oleh mikrospons kolagen. Sebaliknya pada 

kecepatan sentrifugal lebih dari 600 g tidak ditemukan adanya mikrospons kolagen 

yang mengisi matriks PLLA (2). Selanjutnya melalui gambar 6C dan 6D terlihat 

perbandingan antara matriks yang telah ditanamkan fibroblas baik tanpa penambahan 

CM (Gambar 6C) maupun dengan penambahan CM (Gambar 6D). Interaksi sel 

dengan matriks dapat terlihat pada gambar 6C dan 6D, dimana dengan adanya 

penambahan CM jumlah koloni fibroblast yang terlihat lebih banyak dibandingkan 

matriks dengan sel fibroblas tanpa penambahan CM. Porositas matriks memainkan 

peranan penting bagi pertumbuhan sel, dimana jumlah dan distribusinya 

mempengaruhi penetrasi serta laju penetrasi sel ke dalam matriks sehingga dapat 

digunakan untuk aplikasi rekayasa jaringan (16). Selain itu melalui gambar 6 dapat 

terlihat bahwa sel dapat berperan sebagai host dari perlekatan dan proliferasi sel 

fibroblast (gambar 6C dan 6D). Matriks biopolymer ini dapat digunakan untuk 

merepresentasikan ruang yang tersedia bagi sel untuk berkembang (16).  

Pada studi ini, kami menggunakan pemberian CM pada mesh. CM 

merepresentasikan lingkungan regeneratif dari secretome asal sel dan elemen 

vesikuler. (18) Hasil uji statistik pada studi ini memperlihatkan kadar kolagen tipe I 

pada media fibroblas tanpa CM lebih tinggi (2.037 ng/ml) dibandingkan dengan CM 

(1.967 ng/ml). Kadar kolagen pada fibroblas dengan CM memiliki hasil lebih rendah 

dibandingkan tanpa CM, namun secara statistik tidak signifikan (p = 0.871). 
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Kombinasi stem cells dengan biomaterial matriks merupakan salah satu strategi yang 

menjanjikan pada tissue engineering pada situasi in vitro ataupun in vivo. (27) 

 

 

Gambar 6. Gambar matriks PLLA (A-B) dan matriks PLLA dengan fibroblast (C-D). 

Matriks PLLA tanpa pelapisan kolagen (A), dilapisi dengan kolagen 1% (B) dengan 

perbesaran 100X. Fibroblas yang ditanamkan pada matriks PLLA (C), Fibroblas yang 

ditanamkan pada matriks PLLA dengan penambahan CM (D), perbesaran 1000X. 

Skala bar 100 µm (A-B), 10 µm (C-D). 

 

Matriks polimer 3 dimensi menjadi salah satu alternatif yang dapat digunakan 

sebagai pengganti mesh. Matriks merupakan spons berpori yang dapat mendukung 

pertumbuhan, organisasi, dan diferensiasi sel pada atau di dalam struktur matriks. 

Sistem kultur 3D digunakan untuk meniru matrik ekstraseluler alami yang ditemukan 

pada in vivo dan dipercaya memberikan lingkungan seperti jaringan alamiah bagi sel 

yang dikultur dalam kondisi tersebut. Lingkungan matriks ekstraseluler merupakan 

komponen esensial dalam perbaikan luka, matriks ekstrasel memberikan integritas, 

regulasi fungsi sel dalam penyembuhan luka (9,14). Pada penelitian kami juga 

dilakukan perbandingan penanaman sel pada well dan matriks yang dinilai dengan 

perubahan fold changes. Hasil pengukuran uji statistik didapatkan nilai yang bermakna 

A B 

C D 
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pada fibroblas yang ditanamkan pada well dibandingkan dengan fibroblast non-label 

pada matriks (p = 0.001). Uji statistik juga mendapatkan nilai yang bermakna pada 

fibroblas dengan CM pada well dibandingkan dengan fibroblas non-label dengan CM 

pada matriks (p = 0.003). CM mensekresikan berbagai faktor parakrin yang dapat 

membantu penyembuhan luka dengan mengaktivasi proliferasi dan migrasi sel, salah 

satunya adalah fibroblas. Studi yang dilakukan oleh Oh M et al mengenai efek CM 

pada fibroblas kulit memperlihatkan hasil yang bermakna pada sel fibroblas tikus dan 

manusia dengan plate vitronectin-coated. Pada studi tersebut ditemukan proliferasi 

fibrolas tikus paling optimal dengan pemberian stem cell dengan konsentrasi 100%, 

sedangkan proliferasi fibroblas manusia paling optimal dengan pemberian stem cell 

pada konsentrasi 75%. Migrasi fibroblas juga dinilai pada studi tersebut dengan 

transwell chamber, dimana pada sel yang terluka diberikan 75% CM dan diobservasi. 

Setelah 48 jam observasi tampak fibroblas memenuhi daerah yang terluka (28). CM 

berperan penting dalam proses proliferasi dan migrasi fibroblas untuk penyembuhan 

luka. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

V.I. Kesimpulan 

 

1.  Tidak ditemukan adanya perbedaan antara struktur matriks PLLA yang tidak dilapisi 

kolagen dengan yang dilapisi kolagen pada akselerasi sentrifugal yang tinggi 

(>600xG) sehingga struktur mikrospons tidak tampak jelas mengisi pori-pori 

matriks. 

2.   Fibroblas dapat tumbuh dan berfungsi memproduksi kolagen apabila ditanamkan 

pada matriks 3 dimensi, namun viabilitas didapatkan lebih tinggi kultur 2 dimensi (p 

= 0.001).  

3.   CM menstimulasi fibroblas dalam memproduksi kolagen terutama fibroblast yang 

ditanamkan pada matriks. Pemberian CM dapat meningkatkan produksi kolagen 

dibandingkan yang tidak diberikan CM, namun secara statistik tidak signifikan (p = 

0.396).  

 

V.II Saran 

Bagi Peneliti Selanjutnya: 

 Penelitian dapat dilakukan secara in vitro untuk melihat efektivitas matriks dengan 

CM dalam menurunkan kejadian perlengketan mesh pada hernia insisional  

 

Bagi Institusi Pendidikan: 

 Turut membantu serta mendukung terlaksananya penelitian sejenis guna 

meningkatkan pengetahuan, referensi, serta mengoptimalkan pengobatan terhadap 

masyarakat yang lebih baik  
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