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Scratch test

Prevalensi luka yang tinggi masih menjadi permasalahan tersendiri dalam pros-
es penyembuhan. Penanganan luka yang tidak tepat dapat menyebabkan gangguan
penyembuhan sehingga proses penyembuhan menjadi panjang. Untuk itu perlu alter-
natif pengobatan yang dapat mempersingkat penyembuhan dengan biaya pengobatan
yang lebih murah. Penetian ini bertujuan mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
Curcuma longa L. terhadap peningkatan proliferasi sel mouse embryonic fibroblast
yang dilakukan scratch test secara in vitro dengan metode penelitian menggunakan
desain eksperimen in vitro laboratoris dan dilakukan pengamatan selama 24 jam. Va-
riasi konsentrasi ekstrak Curcuma longa L menggunakan dosis 2.5 ppm, 5 ppm, 10
ppm, 25 ppm dan 50 ppm. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa ekstrak Curcu-
ma longa L. mampu mempercepat proliferasi sel mouse embryonic fibroblast yang
dilakukan scratch test dengan dosis optimum 2.5 ppm. Pada dosis >10 ppm tidak
menunjukkan proliferasi pada sel mouse embryonic fibroblast tetapi menyebabkan
toksisitas pada sel.

PROLIFERATION ENHANCEMENT OF CURCUMA LONGA L. EXTRACT TREATMENT
IN MEF CELL CULTRES THAT TREATED BY SCRATCH TEST

Abstract

Wound prevalence is still high and becomes a problem of healing process. Improper
wounds management can cause wound healing disturbance, so that the healing pro-
cess will be longer. For this reason, alternative medicine is required to shorten healing
process and reduce medical costs. This study aims to determine the effect of Curcuma
longa L. extract on enhancement of mouse embryonic fibroblast cell proliferation
carried out in vitro scratch test with the research method using a laboratory in vitro
experimental design and 24 hour observation. Observations were carried out for 24
hours with variations in Curcuma longa L. extract concentration 2.5 ppm, 5 ppm, 10
ppm, 25 ppm and 50 ppm. The results showed that Curcuma longa L extract was able
to accelerate the proliferation of mouse embryonic fibroblast cells which scratch test.
After 24 hours, the highest gap closure were observed in mouse embryonic fibroblast
cell culture using dose of 2.5 ppm of Curcuma longa L. extract administration. At a
dose of >10 ppm it does not show proliferation in embryonic fibroblast mouse cells
but causes toxicity to cells.
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Pendahuluan

Penyembuhan luka terdiri dari 3 fase yang saling
berhubungan dan tumpang tindih yaitu : inflamasi,
proliferasi, dan maturasi.(Darby, Laverdet, Bonté, &
Desmouli¢re, 2014; Guo & DiPietro, 2010) Ganggu-
an pada pada salah satu fase akan menyebabkan kega-
galan untuk maju ke tahapan penyembuhan luka yang
normal. Penyembuhan luka seringkali memasuki kon-
disi inflamasi patologis karena proses penyembuhan
yang abnormal.(Masir, Manjas, Putra, & Agus, 2012)
Proses penyembuhan luka pada saat ini masih men-
jadi sebuah tantangan klinis. Proses penyembuhan
luka yang memanjang menyebabkan tingginya biaya
perawatan, sehingga perlu ada penelitian agar proses
penyembuhan luka dapat berlangsung lebih singkat.
(Yang et al., 2017).

Pengobatan alternatif untuk mempercepat
penyembuhan luka sudah banyak dilakukan dengan
menggunakan tanaman sebagai obat luka.(Kumar,
Vijayakumar, Govindarajan, & Pushpangadan, 2007;
Phan, See, Lee, & Chan, 2001; Priya, Gnanama-
ni, Radhakrishnan, & Babu, 2002) Salah satu tana-
man yang digunakan utuk penyembuhan luka adalah
kunyit (Curcuma longa L.).(Cheppudira et al., 2013;
Phan et al., 2001) Curcuma longa L. selain digunakan
sebagai bumbu masak juga digunakan masyarakat
sebagai pengobatan tradisional.(Sudirga, 2012) Be-
berapa studi menyebutkan bahwa tanaman Curcuma
longa L. dengan unsur utama Curcuminoid dan min-
yak atsiri dijadikan sebagai obat luka.(Akbik, Ghad-
iri, Chrzanowski, & Rohanizadeh, 2014; Mohanty &
Sahoo, 2017; Phan et al., 2001; Sidhu et al., 1998)
Curcuminoid terdiri atas senyawa Curcumin dan
keturunannya yang berfungsi sebagai efek anti mikro-
ba, antispasmodik gastrointestinal, dan anti-inflamasi
serta menghambat karsinogenesis dan pertumbuhan
kanker.(Araujo & Leon, 2001) Minyak atsiri juga
terdapat pada tanaman seperti akar wangi (vetiveria
zizanioides), serai wangi (cymbopogon nardus), rim-
pang kencur (Kaempferia galanga L) yang walaupun
tidak mengandung Curcuminoid, tanaman tersebut
mampu mempunyai fungsi sebagai anti inflamasi dan
anti bakteri.(Hasanah, Nazaruddin, Febrina, & Zuhro-
tun, 2011).

Berbagai penilitian telah membuktikan bah-
wa pengaruh Curcumin yang terdapat pada Curcu-
ma longa L. meningkatkan proliferasi sel fibroblas
pada proses penyembuhan luka. Kesimpulan terse-
but didapatkan dengan metode in vivo.(Akbik et
al., 2014; Sidhu et al., 1998) Studi yang dilakukan
menunjukkan adanya peningkatan proses penyem-
buhan pada luka yang diobati dengan Curcumin jika
dibandingkan dengan luka yang tidak diobati dengan
Curcumin. Analisis PCR (Polymerase chain reaction)
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menunjukkan adanya peningkatan mRNA TGF-B dan
fibronektin pada luka yang diobati dengan Curcumin.
(Sidhu et al., 1998)

Karena Curcumin yang dikandung Curcuma
longa L. telah terbukti memiliki efek peningkatan
perbaikan jaringan luka secara in vivo, pada pene-
litian ini dilakukan pengamatan terhadap pengaruh
ekstrak Curcuma longa L. pada kultur sel mouse em-
bryonic fibroblast yang dilakukan scratch test untuk
mengetahui efek ekstrak Curcuma longa L. terhadap
kecepatan proliferasi sel maupun dosis optimum un-
tuk memicu pertumbuhan sel mouse embryonic fibro-
blast. (Topman, Lin, & Gefen, 2013)

Metode

Penelitian ini merupakan eksperimen murni.
Diawali dengan proses kultur sel yang dimana isolat
sel mouse embryonic fibroblast (MEF) didapatkan
dari koleksi Laboratorium kultur sel dan sitogenetik
Fakultas Kedokteran Universitas Padjadjaran. Untuk
kultur suspensi sel MEF dalam cryotube dicairkan da-
lam waterbath 37°C dan dipindahkan ke conical tube.
Selanjutnya dilakukan sentrifugasi pada 800-1000
rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang, kemudi-
an endapan ditambahkan 10 ml media kultur dan
dipindahkan kedalam flask, lalu dimasukan kembali
kedalam incubator sampai konfluens 70-80%. Untuk
seeding, setelah medium dibuang sel-sel pada dasar
flask dilepaskan menggunakan tripsin hangat, lalu di-
inkubasi pada pada 37 °C selama 2 menit, kemudian
ditambahkan medium PBS hangat, lalu dicuci 2 kali
dengan sentrifugasi 300 rpm, 6 menit. Setelah pencu-
cian, ditambahkan medium untuk selanjutnya dilaku-
kan seeding kedalam 24 well plate dengan jumlah
masing-masing 250 ribu sel/well. Kemudian sel MEF
dalam wellplate diinkubasi sampai konfluensi menca-
pai 100%. Selanjutnya dilakukan scratch test meng-
gunakan tips kuning ukuran 100 pl. Kemudian buang
mediumnya dan cuci dengan PBS. Tambahkan 1 ml
medium lengkap pada masing-masing well. Adapun
untuk administrasi Curcuma longa L yaitu berupa in-
tervensi Curcumin dilakukan terhadap pertumbuhan
sel MEF secara in vitro. Intervensi dilakukan dengan
pemberian ekstrak Curcuma longa L. pada kultur sel
MEF. Kedalam well dimasukkan 1000 pl medium
yang megandung dosis 2.5, 5, 10, dan 25 ppm ekstrak
Curcuma longa L. Setiap perlakuan sel MEF dibuat
4 wells per perlakuan. Secara keseluruhan terdapat 5
jenis perlakuan. Untuk validasi dibuat 4 wells kontrol.
(Krithikadatta, Gopikrishna, & Datta, 2014). Hasil
data dari penelitian ini berupa persentase penutupan
gap sel MEF setelah pemberian ekstrak Curcuma
longa L. Luas gap diukur dengan menggunakan ap-
likasi ImagelJ (open source). Analisa data mengguna-



kan Kruskall Wallis dan dilakukan uji analisis post-
hoc Mann witney untuk mengetahui kelompok yang
memiliki perbedaan.

Hasil dan Pembahasan
Dari hasil uji yang dilakukan, memperlihatkan
bahwa sel mouse embryonic fibroblast mengalami

pertumbuhan yang lebih cepat dibandingkan dengan
sel yang tidak diberi ekstrak Curcuma longa L.
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Gambar 1. Luas gap pada kultur sel mouse embryon-
ic fibroblast pada jam ke 0 dan setelah 24 jam diberi ekstrak
Curcuma longa L. ( Perbesaran 400 X )
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Dari hasil pengujian dalam rentang waktu O -
24 jam menunjukkan sel mouse embryonic fibroblast
mengalami pertumbuhan lebih cepat pada dosis 2.5
ppm dan mengalami penurunan pertumbuhan pada
dosis 5 ppm. Pada dosis >10 ppm sel mouse embryon-
ic fibroblast tidak dapat tumbuh.

Tabel 1. Persentase luas pertumbuhan sel mouse
embryonic fibroblast setelah 24 Jam

in+
No Perlakuan Mean(%) Mu(l%l\)/[ax Sd Vall)ue
1 Kontrol 40.89 34.17+48.32  6.32
2 2.5 ppm 98.29 96.42+99.96 1.46 0.007
3 5.0 ppm 84.22 79.08+88.98 4.13

Sumber: Data Primer ( kontrol vs 2.5 ppm = 0.021;
kontrol vs 5 ppm = 0.021; 2.5 ppm vs Sppm = 0.021)

Dari tabel di atas terlihat penutupan gap pada
kultur sel yang diberi 2.5 ppm lebih cepat dibanding-
kan dengan kontrol, dimana terjadi penutupan gap
hingga 98.29%. Dari hasil uji statistik menggunakan
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uji Kruskall Wallis menunjukkan terdapat perbedaan
yang signifikan terhadap pertumbuhan sel mouse em-
bryonic fibroblast pada sel yang diberikan ekstrak
Curcuma longa L. 2.5 ppm dibandingkan dengan
kelompok kontrol (p < 0.01). Dengan demikian dosis
efektif untuk mempercepat pertumbuhan sel mouse
embryonic fibroblast adalah 2,5 ppm sedangkan pada
dosis >10 ppm, sel mouse embryonic fibroblast men-
galami kematian. Hal ini bisa dilihat dari hasil per-
lakuan pada dosis >10 ppm ekstrak Curcuma longa
L. tidak lagi sebagai pemicu pertumbuhan sel mouse
embryonic fibroblast melainkan bersifat toksik (ra-
cun) terhadap sel mouse embryonic fibroblast.
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Gambar 2. Grafik perbandingan rerata persentase
penutupan gap

Dari hasil eksperimen yang dilakukan terlihat
bahwa ekstrak Curcuma longa L. mampu memperce-
pat pertumbuhan sel MEF pada pemberian 2,5 ppm.
Hal ini dibuktikan dengan adanya peningkatan per-
tumbuhan pada sel yang diberikan ekstrak Curcuma
longa L. pada dosis 2,5 ppm dibandingkan dengan
kelompok kontrol setelah 24 jam inkubasi.

Dalam penyembuhan luka, sel fibroblas ber-
peran mensintesis protein seperti kolagen dan elas-
tin yang akan membentuk serabut kolagen, retikuler,
elasticity, glycosaminoglycans, proteoglycans, dan
glycoprotein dari matriks ekstraseluler.(Levenstein
et al., 2006) Sehingga penting untuk mempelajari ba-
han bahan alam yang dapat meningkatkan proliferasi
sel fibroblas. Kemampuan ekstrak Curcuma longa L.
dalam meningkatkan proliferasi sel MEF pada studi
in vitro yang dilakukan dalam penelitian ini meng-
gambarkan potensi Curcuma longa L. sebagai bahan
dasar obat untuk meningkatkan penyembuhan luka.
Meningkatnya proliferasi sel MEF dapat disebabakan
adanya kandungan Curcumin dalam Curcuma longa
L. Dari hasil penelitian terdahulu menunjukkan bah-
wa Curcumin mampu meningkatkan TGF-f yang ber-
peran dalam meningkatkan proliferasi sel fibroblas,
sel-sel fibroblas dapat menghasilkan growth factor,
salah satunya adalah basic fibroblast growth factor
(bFGF/FGF2).(Levenstein et al., 2006; Sidhu et al.,
1998)
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Ekstrak Curcuma longa L. memiliki fungsi an-
ti-oksidan dan anti- inflamasi.(Menon & Sudheer,
2007) Dengan adanya fungsi anti-oksidan dan an-
ti-inflamasi ini menyebabkan tahapan dari proses in-
flamasi menjadi cepat sehingga memicu proliferasi
sel fibroblas lebih cepat. Anti inflamasi pada Cucr-
cuma longa L. berasal dari senyawa hidrogen perok-
sida (H,0, dan HX-XO). Pada dosis yang optimum
hidrogen peroksida memberikan perlindungan opti-
mal kepada keratinin yang dihasilkan oleh sel mouse
embryonic fibroblast.Menon & Sudheer, 2007; Phan
etal., 2001)

Peningkatan konsentrasi pada dosis > 10 ppm
tidak menunjukkan proliferasi sel mouse embryonic
fibroblast, tetapi menyebabkan toksisitas pada sel.
Ekstrak Curcuma longa L. yang berlebihan untuk
menetralkan reaksi dapat menyebabkan sitotoksisitas.
(Phan et al., 2001)

Penutup

Hasil penelitian menunjukkan pemberian ekstrak
Curcuma longa L. dapat mempercepat proliferasi sel
mouse embryonic fibroblast terutama pada dosis 2,
5 ppm dan dapat bersifat toksik pada dosis >10 ppm
yang ditandai dengan matinya sel mouse embryonic
fibroblast. Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk
meneliti senyawa aktif apa yang ada pada ekstrak
Curcuma longa L. yang memiliki efek terhadap pen-
ingkatan proliferasi sel mouse embryonic fibroblast.
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