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ABSTRAK 

Pengobatan regeneratif menggunakan Media Terkondisi Sel Punca Mesenkimal (MTSPM) merupakan 

salah satu metode yang dikembangkan untuk pengobatan Diabetes Melitus (DM). Pengembangan metode 

produksi MTSPM perlu dilakukan untuk meningkatkan efikasi, salah satunya dengan menginduksi sekresi dari 

sel punca mesenkimal (SPM) menggunakan senyawa penanda dari penyakit DM yaitu Interleukin-6 (IL-6). 

Penelitian ini bertujuan untuk menguji efek dari penambahan IL-6 pada media kultur terhadap kultur SPM dan 

konsentrasi protein pada MTSPM yang dihasilkan. Kultur SPM dilakukan pada temperatur 37˚C dan 5% CO2. 

Kultur SPM dibagi menjadi tiga kelompok yang diberi media tumbuh berbeda, kelompok I dikultur pada media 

basal, kelompok II dengan media basal + 1pg/mL IL-6, dan kelompok III dengan media basal +10pg/mL IL-6. 

Pengujian efek IL-6 dilakukan dengan melakukan penghitungan jumlah SPM pada kultur dan pengukuran total 

protein pada MTSPM menggunakan metode Qubit Fluorometer. Hasil pengukuran dianalisa secara statistik 

dengan uji One Way Anova, Kruskall Wallis dan Mann Whitney. Hasil pengujian menunjukkan pemberian IL-6 

mampu meningkatkan jumlah sel pada kultur SPM. Total protein pada MTSPM mengalami peningkatan hingga 

65% dan 262% untuk 24 jam pertama dan kedua ketika diberi penambahan IL-6 dengan konsentrasi 10pg/mL. 
Hal ini menunjukkan terdapat lebih banyak senyawa sitokin dan faktor tumbuh dalam MTSPM yang dihasilkan 

sehingga terdapat kemungkinan terjadinya peningkatan efikasi dari MTSPM tersebut saat dipergunakan dalam 

terapi DM. Tetapi hal tersebut perlu diteliti lebih lanjut dengan melihat profil sitokin dan faktor tumbuh dalam 

MTSPM dan juga dilanjutkan dengan uji in vivo pada hewan model DM. 

 

Kata Kunci: Sel Punca Mesenkimal, Interleukin-6, Media Terkondisi. 

 

ABSTRACT 

Regenerative medicine using Conditioned Medium-Mesenchymal Stem Cell (CMMSCs) is one of the 

developed methods for the treatment of Diabetes Mellitus (DM). However, the method to produce CMMSCs still 

needs to be developed to increase its efficacy, one of which is by inducing secretion from mesenchymal stem 

cells (MSCs) using marker compounds in DM, such as Interleukin-6 (IL-6). This study aims to examine the effect 

of Interleukin-6 (IL-6) in the growth medium on the culture of MSCs and the concentration of protein on 

CMMSCs. The MSCs were cultured at 37oC and 5% CO2. Culture of MSCs grouped into three which were given 

different growth mediums, group I cultured in basal medium, group II cultured in basal medium + 1pg/mL IL-6, 

and group III cultured in basal medium +10pg/mL IL-6. Tests were carried out by calculating the amount of 

MSCs in culture and measuring the total protein on CMMSCs using the Qubit Fluorometer method. Results 

were analyzed statistically using the One Way Anova test, Kruskall Wallis, and Mann Whitney test. The results 

showed that the addition of IL-6 was able to increase the number of cells in the MSCs culture. Total protein in 

CMMSCs increased up to 65% and 262% for the first and second 24 hours when given the addition of IL-6 at a 

concentration of 10pg/mL. This shows that there are more cytokine compounds and growth factors in the 

resulting CMMSC, therefore there is a possibility of an increase in efficacy from the CMMSC when used to treat 

DM. However, it needs further research to evaluate the cytokine and growth factor profile of the CMMSC and 

followed up with an in vivo trial using the DM animal model. 
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PENDAHULUAN 

Diabetes melitus (DM) merupakan 

kelompok penyakit metabolisme yang ditandai 

dengan hiperglikemia yang disebabkan oleh 

gangguan metabolisme karbohidrat, lemak, dan 

protein. Jumlah penderita DM di Indonesia 

diperkirakan mencapai 21,3 juta pada tahun 

2030 (Khairani, Kurniasih dan Maula, 2019). 

Salah satu metode yang dikembangkan untuk 

pengobatan DM adalah pengobatan regeneratif 

dengan memanfaatkan sel punca (Tiwari, 2015). 

Jenis sel punca yang banyak dikembangkan 

untuk pengobatan adalah sel punca mesenkimal 

(SPM), yang secara etika lebih dapat diterima 

dibandingkan dengan sel punca embrionik 

(Rickard, 2002). 

Pemanfaatan SPM dalam pengobatan 

dapat dilakukan dengan menggunakan SPM 

secara langsung ataupun dengan menggunakan 

senyawa sitokin hasil sekresi SPM yang disebut 

dengan Media Terkondisi Sel Punca 

Mesenkimal (MTSPM). Penggunaan MTSPM 

dilaporkan dapat menyebabkan perbaikan 

jaringan pada berbagai kondisi kerusakan 

jaringan/organ (da Silva Meirelles et al., 2009; 

Madrigal, Rao dan Riordan, 2014). Beberapa 

kelebihan penggunaan MTSPM dibandingkan 

dengan penggunaan sel punca secara langsung 

antara lain: pertimbangan keamanan dan etik 

yang lebih longgar karena tidak melibatkan 

transplantasi sel hidup; MTSPM dapat 

dievaluasi keamanan, dosis, dan potensinya 

seperti agen farmasi konvensional; tidak 

memerlukan cryopreservative (yang berpotensi 

toksik untuk jangka waktu yang lama) tanpa 

mengurangi potensi produk; lebih ekonomis dan 

praktis untuk aplikasi klinik; dapat diproduksi 

secara massal; dan dapat dimodifikasi sesuai 

efek spesifik yang diinginkan (Vizoso et al., 

2017). 

Penelitian terkait pembuatan MTSPM 

telah dilakukan dengan berbagai variasi dan 

modifikasi. Variasi dan modifikasi 

menyebabkan perbedaan media terkondisi yang 

dihasilkan, baik secara jumlah maupun 

komposisinya. Salah satu variasi metode 

pembuatan MTSPM adalah dengan penambahan 

senyawa penanda penyakit dalam media kultur 

SPM. Hal ini dapat terjadi karena sekresi dari 

suatu sel, termasuk SPM, akan dipengaruhi oleh 

sinyal yang terdapat pada lingkungan hidup sel 

tersebut (Vizoso et al., 2017).  

 Proses pembuatan MTSPM yang 

dipergunakan dalam terapi DM dapat 

dimodifikasi dengan melakukan penambahan 

senyawa penanda DM pada media tumbuh SPM. 
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Penanda perkembangan penyakit DM adalah 

meningkatnya kadar glukosa dan terjadinya 

inflamasi pada pankreas yang ditandai senyawa 

pro-inflamasi, seperti senyawa Tumor Necrosis 

Factor alpha (TNF-α), Interferon gamma (IFN-

γ),  Interleukin (IL) - 1β, IL-6 (Nunemaker, 

2016; Shin et al., 2015; Tsalamandris et al., 

2019). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa 

pemberian senyawa berupa faktor inflamasi 

seperti TNF-α, IFN-γ, dan IL-1β dapat 

meningkatkan potensi regeneratif dan 

memperbaiki respon antiinflamatori dari SPM 

melalui perubahan atau peningkatan sekresi 

sitokin atau faktor tumbuh tertentu (Ryan et al., 

2007; Kwon et al., 2013; Noone et al., 2013; 

Luo dan Zheng, 2016; Redondo-Castro et al., 

2017; Rodriguez et al., 2019). Namun belum 

didapati laporan penelitian terkait penggunaan 

IL-6 sebagai senyawa stimulan SPM dalam 

produksi MTSPM. Oleh karena itu, pada 

penelitian ini akan dilihat pengaruh dari 

penambahan senyawa IL-6 dalam media kultur 

terhadap jumlah sel yang dihasilkan dan jumlah 

protein total dalam MTSPM. 

METODE 

Persiapan dan Perbanyakan Sel (Sun et 

al., 2017). Sel Punca Mesenkimal yang 

dipergunakan berasal dari jaringan tali pusat dan 

merupakan koleksi Stem Cell And Cancer 

Institute, Kalbe Farma Tbk.. SPM yang berasal 

dari jaringan tali pusat dikultur pada media basal 

α-MEM yang diberi penambahan 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS), 1% Penisilin/Streptomisin 

(P/S) pada 37˚C, 5% CO2. Setiap 3 hari sekali 

dilakukan penggantian media kultur. Subkultur 

SPM dilakukan saat SPM sudah konfluen ± 

80%. 

Perlakuan Sel dan Produksi MTSPM 

(Li et al., 2017 dengan modifikasi). SPM 

disubkultur dan dibagi menjadi 3 kelompok. 

Setelah konfluen (80%), SPM diberi perlakuan 

seperti terlihat pada tabel 1. Setiap 24 jam, 

media terkondisi sel punca mesenkimal 

dikumpulkan dalam tabung steril, kemudian 

disaring dan disimpan pada temperatur -80˚C. 

Kelom- 

pok 

Jumlah 

Sampel 

(cawan) 

Perlakuan 

I 

 

 

 

 

 

 

II 

 

 

 

 

 

 

 

2 

 

 

 

 

 

 

2 

 

 

 

 

 

 

 

Media digantikan dengan 

media basal α-MEM tanpa 

serum. Pengumpulan media 

dilakukan setiap 24 jam lalu 

diberi penambahan media 

baru sesuai kelompok 

perlakuan hingga 2 x 24 jam. 

Media digantikan dengan 

media basal α-MEM tanpa 

serum + 1 pmol/L IL-6, 

Pengumpulan media 

dilakukan setiap 24 jam lalu 

diberi penambahan media 

baru sesuai kelompok 

perlakuan hingga 2 x 24 jam. 
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III 2 Media digantikan dengan 

media basal α-MEM tanpa 

serum + 10 pmol/L IL-6. 

Pengumpulan media 

dilakukan setiap 24 jam lalu 

diberi penambahan media 

baru sesuai kelompok 

perlakuan hingga 2 x 24 jam. 

Penghitungan Jumlah Sel. Perhitungan 

sel dilakuksan sesuai metode dari Abcam. 

Suspensi sel sebanyak 20 µL dicampurkan 

dengan 20 µL trypan blue. Lalu pipetkan 20 µL 

campuran ke ruang hitung hemositometer.   

Hitung sel di bawah mikroskop pada 4 kamar 

hitung, yang masing-masing terdiri dari 16 

kotak. Jumlah sel dihitung dengan menggunakan 

rumus: 

 

Pengukuran Protein Total. Sampel 

MTSPM diukur kadar protein totalnya dengan 

menggunakan metode Qubit Fluorometer. 

Analisis Data (Dahlan, 2018). Analisis 

data dilakukan dengan menggunakan software 

IBM SPSS Statistics 23 Distribusi data diuji 

dengan uji Shapiro-wilk. Data normal diuji 

dengan One Way Anova, sedangkan  data yang 

tidak terdistribusi normal diuji dengan Kruskall 

Wallis dan Mann Whitney. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Kultur dan Jumlah SPM. Kultur Sel 

Punca Mesenkimal (SPM) yang berasal dari 

jaringan tali pusat atau yang lebih dikenal 

dengan Umbilical Cord-Mesenchymal Stem 

Cells, berhasil dikultur dengan menggunakan 

media komplit yang terdiri dari MEM-α, FBS 

10%, dan P/S 1%. Kultur yang diamati memiliki 

karakteristik sesuai dengan karakteristik kultur 

SPM yaitu melekat pada tempat tumbuhnya, 

berbentuk spindel, dan memanjang (Ryu et al., 

2013) (Gambar 1). 

 
Gambar 1. Kultur sel punca mesenkimal yang 

diamati dengan perbesaran 100x. 

Pengumpulan MTSPM dilakukan dengan 

mengkultur SPM pada media basal tanpa serum. 

Selain itu, dilakukan juga penambahan senyawa 

IL-6 pada media kultur untuk melihat pengaruh  

senyawa IL-6, yang merupakan salah satu 

senyawa inflamasi penanda perkembangan DM. 

Penambahan dilakukan dalam dua konsentrasi, 

yaitu 1pg/mL dan 10pg/mL. Konsentrasi 

1pg/mL merupakan konsentrasi senyawa IL-6 
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pada jaringan normal, sedangkan konsentrasi 

10pg/mL merupakan konsentrasi yang 

dibutuhkan untuk menyebabkan disfungsi islet 

pada DM Tipe 2 (Nunemaker, 2016).  

Di akhir masa perlakuan dilakukan 

penghitungan jumlah sel untuk melihat apakah 

penambahan IL-6 mempengaruhi proliferasi 

SPM. Hasil menunjukkan bahwa SPM yang 

diberi IL-6 memiliki jumlah sel lebih tinggi 

dibandingkan dengan SPM yang dikultur pada 

media tanpa serum (Gambar 2). Interleukin-6 

diduga berperan dalam regulasi proliferasi dari 

sel punca. 

 
Gambar 2. Pemberian IL-6 meningkatkan jumlah 

sel, memicu proliferasi. 

Penelitian sebelumnya menunjukkan 

bahwa penambahan IL-6, dengan konsentrasi 

10ng/mL, pada kultur SPM dari jaringan adiposa 

dapat meningkatkan proliferasi melalui aktivasi 

jalur Ras-dependent extracellular signal-

regulated kinase (ERK) 1/2 (Pricola et al., 

2009). Selain itu defisiensi dari IL-6 diketahui 

menyebabkan gangguan pada kemampuan 

proliferasi sel punca (Pricola et al., 2009; Tie et 

al., 2019). Perbedaan jumlah  sel  tentu   saja  

akan   berdampak   pada konsentrasi senyawa 

sitokin dan faktor tumbuh yang disekresikan 

oleh SPM kedalam media kultur. 

Penambahan IL-6 dan Sekresi Protein. 

Total protein tersekresikan pada media yang 

diberi penambahan IL-6 10pg/mL, yang 

merupakan konsentrasi pada keadaan DM, lebih 

tinggi dibanding perlakuan lain (pvalue=0.00) 

(Gambar 3).  

 
Gambar 3. Total Protein MTSPM: Total protein 

yang diberi penambahan IL-6 lebih tinggi 

dibandingkan basal. 

Sedangkan pada kelompok II dengan 

penambahan IL-6 pada konsentrasi normal 

(1pg/mL) menghasilkan total protein yang tidak 

berbeda signifikan dengan kultur SPM di media 

basal pada 24 jam pertama (pvalue=0.41) dan 

berbeda signifikan pada 24 jam kedua 

(pvalue=0.00). Untuk melihat apakah penambahan 

IL-6 memberikan efek pada jumlah protein 

tersekresikan maka dilakukan penghitungan 
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jumlah protein tersekresikan per sel pada tiap 

perlakuan. 

Hasil perbandingan total protein dan 

jumlah sel menunjukkan bahwa penambahan IL-

6 ke dalam media kultur SPM berpengaruh 

terhadap sekresi protein dari sel (Gambar 4).  

 
Gambar 4. Total protein tersekresikan per sel. Rata-

rata tiap sel pada kultur dengan penambahan IL-6 

10pg/mL mensekresikan protein lebih banyak 

dibanding sel pada kelompok lainnya. pvalue=0.00; 
Berbeda signifikan jika pvalue <0.05. 

Penambahan IL-6 sebanyak 1pg/mL ke 

dalam media kultur menurunkan sekresi protein, 

dengan rata-rata protein yang disekresikan tiap 

SPM adalah 0,37pg untuk 24 jam pertama dan 

0,36pg untuk 24 jam kedua. Nilai tersebut lebih 

rendah dan berbeda signifikan dengan rata-rata 

protein tersekresikan pada kelompok basal, yaitu 

0,98pg dan 0,6pg, (pvalue=0.00). Hal berbeda 

ditunjukkan pada kelompok penambahan IL-6 

10pg/mL, total protein yang disekresikan SPM 

pada media tumbuhnya lebih tinggi dibanding 

dua perlakuan lainnya. Rata-rata protein yang 

disekresikan oleh tiap sel untuk kelompok 

perlakuan IL-6 10pg/mL adalah yaitu 

1,61pg/sel dan 2,18pg/sel. Jika dibandingkan 

dengan kelompok I, maka konsentrasi protein 

pada kelompok III meningkat sebanyak 65% 

pada 24 jam pertama dan 242% pada 24 jam 

kedua. 

Selain itu, hasil penelitian menunjukkan 

bahwa total protein tersekresikan pada 24 jam 

pertama dan 24 jam kedua berbeda nyata pada 

kelompok I dan III (pvalue=0.00), sedangkan pada 

kelompok II total protein tersekresikan tidak 

berbeda nyata (pvalue=0.63). Hasil ini 

menunjukkan terjadinya perubahan pola sekresi 

protein pada SPM setelah 24 jam pertama 

pengumpulan MTSPM. Hal ini dapat 

disebabkan oleh perubahan metabolisme sel 

akibat berkurangnya sumber protein yang dapat 

dipergunakan oleh sel untuk proses 

metabolismenya karena dalam proses 

pengumpulan MTSPM tidak dilakukan 

penambahan fbs ke dalam media kultur. Hasil 

berbeda dari kelompok II dapat disebabkan oleh 

rendahnya sekresi protein sehingga di 24 jam 

kedua masih dapat mensekresikan protein 

dengan jumlah yang sama dengan 24 jam 

pertama. 

Interleukin-6 diketahui dapat 

mempengaruhi ekspresi gen melalui beberapa 
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jalur persinyalan, diantaranya melalui jalur 

Janus Kinase/Signal Transducer and Activator 

of Transcription (JAK/STAT) melalui aktivasi 

glikoprotein 130 (gp130) yang kemudian 

mengaktivasi Signal Transducer And Activator 

Of Transcription 3 (STAT3), melalui jalur 

Ras/Mitogen Activated Protein Kinase 

(Ras/MAPK) melalui aktivasi protein growth 

factor receptor-binding (Grb2) dan shc yang 

akan meningkatkan aktivitas fosforilasi dari 

protein serin/treonin kinase, dan melalui jalur 

Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein Kinase B 

(PI3K/Akt) melalui perantara protein gp130 

yang kemudian memfosforilasi berbagai target 

yang meregulasi diferensiasi sel dan 

kemampuan bertahan hidup dari sel (Luo dan 

Zheng, 2016). Penelitian lainnya melaporkan 

bahwa terdapat 807 ekspresi gen yang 

dipengaruhi oleh konsentrasi IL-6 pada tubuh 

manusia (Lin et al., 2014). Penelitian lain 

menggunakan kultur sel endotelial menunjukkan 

bahwa peredaman ekspresi IL-6 mempengaruhi 

42 ekspresi gen, diantaranya terdapat 8 gen 

penyandi sitokin yaitu FGF2, HGF, CXCL2, 

TGFB1, GAS6, IL1A, CXCL11, TNFSF4 

(Ljungberg et al., 2020). 

Berdasarkan hasil penelitian ini dan 

literatur penelitian terkait peranan IL-6 pada sel, 

dapat diartikan bahwa perbedaan konsentrasi IL-

6 dapat menyebabkan perubahan kemampuan 

proliferasi SPM dan juga kemampuan dalam 

sekresi sel. Penambahan IL-6 dengan 

konsentrasi 1pmol/mL menyebabkan 

peningkatan kemampuan proliferasi tetapi 

menyebabkan ekspresi protein yang dapat 

disekresikan berkurang. Sedangkan penambahan 

IL-6 dengan konsentrasi 10pmol/mL 

menyebabkan peningkatan proliferasi dan 

peningkatan sekresi protein dari SPM. 

SIMPULAN DAN SARAN 

Kultur sel punca mesenkimal dengan 

penambahan IL-6 10pg/ml menghasilkan 

peningkatan jumlah sel pada kultur dan total 

protein yang lebih tinggi pada MTSPM 

dibandingkan dengan kultur menggunakan 

media basal dan IL-6 1pg/ml. Total protein yang 

dihasilkan lebih tinggi 65% dan 262% pada 

MTSPM 24 jam pertama dan kedua 

dibandingkan dengan kultur yang hanya diberi 

media basal. Hal ini menunjukkan terdapat lebih 

banyak senyawa sitokin dan faktor tumbuh 

dalam MTSPM yang dihasilkan sehingga 

terdapat kemungkinan terjadinya peningkatan 

efikasi dari MTSPM tersebut saat dipergunakan 

dalam terapi. Tetapi hal tersebut perlu diteliti 

lebih lanjut dengan melihat profil sitokin dan 
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faktor tumbuh dalam MTSPM dan juga 

dilanjutkan dengan uji in vivo pada hewan 

model DM. 
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