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INTISARI

Makanan dan minuman fungsional dengan manfaat kesehatan sangat penting untuk meningkatkan
imun tubuh paska pandemi Covid-19. Salah satu tanaman kesehatan yang terkenal sejak lama adalah teh
hijau (Camellia sinensis L.). Sitotoksisitas teh hijau baik pada sel normal maupun sel penyakit, masih
terus dipelajari sampai dengan saat ini. Penelitian ini bertujuan untuk melihat viabilitas sel makrofag
RAW 264.7 yang diberi perlakuan ekstrak teh hijau dari Pusat Penelitian Teh dan Kina (PPTK) Gambung,
Jawa Barat. Penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan untuk mencari konsentrasi yang aman
digunakan pada sel RAW 264.7 secara in vitro. Sel makrofag RAW 264.7 diberi perlakuan ekstrak teh
hijau dengan konsentrasi 12,5, 25, 50, dan 100 pg/ml, dan juga kuersetin 12,5, 25, 50, dan 100 uM sebagai
senyawa pembanding. Viabilitas diukur dengan menggunakan analisis 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS). Perlakukan ekstrak teh hijau pada
konsentrasi 12,5, 25, and 50 pg/ml menunjukkan viabilitas sel makrofag RAW 264.7 di atas 90% yang
berarti konsentrasi tersebut tidak bersifat toksik terhadap sel RAW 264.7 sehingga dapat digunakan untuk
uji efikasi ekstrak teh hijau.

Kata kunci : Teh hijau, Gambung, sitotoksisitas, sel RAW 264.7

ABSTRACT

Functional foods and beverages with nutritional and disease-preventive properties are much needed
these days after Covid-19 pandemic. Tea (Camellia sinensis (L.)) has been long consumed for its
medicinal benefits. Cytotoxicity of green tea on normal and abnormal cells, has beeen frequently
evaluated. Thus, we aimed to observe cytoxicity of green tea extract acquired from PPTK Gambung,
Ciwidey, West Java in RAW 264.7 macrophages. This was a preliminary study to determine safe
concentration for the subsequent efficacy test. RAW 264.7 cells were treated with green tea extract at
concentration of 12,5, 25, 50, and 100 pg/ml, and quercetin at 12,5, 25, 50, and 100 uM as marker
compound. The viability of RAW 264.7 cells was analyzed by using the 3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) assay. More than 90% of RAW
264.7 cells treated with green tea extract were viable at concentration of 12,5, 25 and 50 pg/ml. This
indicates that those concentrations were not toxic towards RAW 264.7 cells, makes it safe for further use.

Keywords : Green tea, Gambung, cytotoxicity, RAW 264.7 cells
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PENDAHULUAN

Setelah melalui masa pandemi Covid-19,
kebutuhan akan minuman kesehatan untuk
melawan serangan virus semakin meningkat
(Hallak et al., 2022). Begitu banyak manfaat
yang dapat kita temui dari tanaman-tanaman
yang ada disekitar kita. Teh (Camellia
sinensis (L.)) merupakan tumbuhan yang sudah
lama digunakan untuk keperluan kesehatan
(Samanta, 2022). Teh hijau merupakan salah satu
varian teh yang populer karena dilaporkan
mengandung polifenol yang lebih tinggi
dibandingkan teh hitam (Thea et al., 2012). Teh
hijau memiliki beragam manfaat kesehatan
seperti antivirus, antibakteri, dan anti-inflamasi.
Penelitian sebelumya juga menunjukkan teh
hijau dapat menurunkan resiko kanker,
mengurangi  kecemasan, menurunkan kadar
kolesterol, dan meningkatkan fungsi otak
(Hayakawa et al., 2016; Suzuki, et al., 2016;
Yang et al., 2016; Yang & Wang, 2016).

Manfaat kesehatan teh hijau berhubungan
erat dengan senyawa polifenol yang terkandung
di dalamnya, dimana flavonoid memegang peran
paling penting. Flavonoid yang paling banyak
terkandung dalam teh hijau adalah katekin yang
memiliki  proporsi  80%-90% dari total
flavonoid, dan sekitar 40% dari teh hijau yang
terlarut dalam air (Reygaert, 2018). Polifenol
yang terkandung dalam teh diyakini dapat
meregulasi faktor resiko yang berhubungan
dengan penyakit kardiovaskular dan kanker
melalui mekanisme penangkalan radikal bebas,
kelasi besi, dan menganggu jalur signaling sel
(Hussain et al., 2016).

Dalam  pengembangan obat herbal,
penelitian in vitro merupakan tahapan awal yang
sangat penting. Penelitian in vitro terdiri dari
studi sitotoksisitas dan uji efikasi ekstrak pada
sel (Aslantirk, 2018). Sel RAW 264.7
merupakan lini sel monosit atau makrofag yang
berasal dari mencit Balb/c. Sel RAW 264.7 telah
sering digunakan sebagai model makrofag untuk
mempelajari  respon imun, khusunya imun
bawaan. Pada penelitian ini, teh hijau yang
digunakan berasal dari Pusat Penelitian Teh dan
Kina (PPTK), Gambung, Ciwidey. Studi in vitro
teh hijau Gambung menggunakan kultur sel
masih jarang dilakukan. Oleh karena itu,
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penelitian ini adalah studi pendahuluan untuk
melihat sitotoksitas teh hijau Gambung pada sel
RAW 246.7, dimana hasil penelitian ini akan
menentukan dosis yang tepat untuk uji efikasi.

BAHAN DAN METODE
Ekstraksi teh hijau

Teh hijau yang digunakan adalah klon tipe
sinensis dari PPTK, Gambung, Ciwidey. Klon
teh ini berusia sekitar 28 tahun dimana sudah
ditanam di perkebunan PPTK sejak tahun 1994.
Bagian teh yang diambil adalah pucuk segar
(P+3). Sebanyak 10 kg pucuk teh diproses
dengan metode steaming pada suhu 100°C
selama 2.5 menit (Trinovani et al., 2022)

Selanjutnya, teh hijau diekstrak dengan metode
maserasi menggunakan pelarut metanol 96%
(1:4). Filtrat yang diperoleh kemudian diuapkan
pada suhu 40°C pada evaporator sampai
mendapatkan pelet kering. Pelet kemudian
disimpan pada suhu 4°C.

Kultur Sel

Sel RAW 264.7 (ATCC TIB-71) diambil
dari tanki nitrogen cair (-196°C), selanjutnya
dicairkan di dalam Ultrasonic cleaner dengan
suhu 37°C. Sel disentrifugasi pada kecepatan
1600 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang,
kemudian pellet diresuspensi dengan 5 ml
medium kultur. Sel diinkubasi dalam inkubator
5% CO», bersuhu 37°C. Sel yang tumbuh diamati
di bawah mikroskop inverted hingga mencapai
konfluensi 70-80% (Kim et al., 2020). Medium
kultur dibuang kemudian ditambahkan medium
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kultur baru sebanyak 2 ml. Sel selanjutnya
disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm
selama 5 menit. Supernatan dibuang dan pellet
diresuspensi dengan 1 ml medium kultur. Sel
diinkubasi dalam inkubator CO2 5%, suhu 37°C.
Selama perawatan sel, medium pertumbuhan
diganti atau ditambah setiap 2 — 3 hari sekali
(Novilla et al., 2017).

Uji sitotoksik

Sel dengan kepadatan 5 x 10° sel/well
ditanam pada 96 well plate, kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C, 5% CO.. Setelah
inkubasi 24 jam, medium kultur diganti dengan
medium kultur baru sebanyak 180 ul dan 20 pl
sampel yaitu ekstrak teh hijau (50, 25, 12,5, 100
pg/ml) dan senyawa pembanding kuersetin (50,
25, 12,5, 100 pM) pada setiap sumuran,
selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu
37°C, 5% COz. Setelah perlakuan selama 24 jam,
ditambahkan 20 pl MTS pada tiap well,
diinkubasi selama 3 jam pada suhu 37°C, 5%
CO,. Absorbansi dibaca pada panjang

gelombang 490 nm menggunakan
spektrofotometer.
HASIL

Sel RAW 264.7 (ATCC TIB-71) adalah sel
monosit/makrofag  berbentuk  kubus atau
gelendong yang melekat secara longgar dan akan
berubah bentuk menjadi bulat ketika melekat
secara berkelompok (Gambar 2). Ketika sel telah
menjadi konfluen, sel hidup akan lepas dan
mengapung.

Gambar 2. Morfologi sel RAW 264.7
(Perbesaran 40x)
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Selanjutnya, viabilitas sel RAW 264.7
dianalisis dengan metode MTS. Prinsip dari
metode MTS adalah pengukuran produk yang
dihasilkan sel hidup dimana tetrazolium akan
direduksi oleh sel membentuk formazen. Jumlah
formazen terlarut menunjukkan jumlah sel
hidup. Pada penelitian ini, sebanyak lebih dari
90% sel RAW 264.7 hidup pada konsentrasi
ekstrak teh hijau (50, 25, 12,5 pg/ml) dan
kuersetin (50, 25, 12,5 uM) (Tabel 1).
Sementara itu, baik esktrak maupun kuersetin
pada konsentrasi yang lebih tinggi bersifat toksik
pada sel dengan menurunkan viabilitas sel
sebesar masing-masing 16,95% dan 13,46%.

Tabel 1. Sitotoksitas ekstrak teh hijau dan
quercetin terhadap sel RAW 264.7

Viabilitas sel
Perlakuan (%)
Kontrol (tanpa perlakuan) 100 + 2,07
Kuersetin 12,5 uM 103,86 + 2,14%
Kuersetin 25 pM 101,59 + 2,89
Kuersetin 50 pM 95,40 + 5,45
Kuersetin 100 pM 86,54 + 0,64%
ETH 12,5 pg/ml 109,41 + 4,12¢
ETH 25 ug/ml 98,53 + 1,49
ETH 50 pg/ml 94,41 + 0,84
ETH 100 pg/ml 83,05 + 4,35°

Keterangan: ETH = Ekstrak Teh Hijau. Data
ditampilkan dalam bentuk rata-ratatstandar
deviasi. Huruf yang berbeda menunjukan
perbedaan bermakna (p<0,05) yang dianalisis
dengan Tukey HSD post hoc test.

PEMBAHASAN

Makrofag merupakan bentuk dewasa dari
monosit yang ditemukan pada hampir semua
jaringan dan berperan penting dalam imunitas
bawaan. Makrofag memiliki masa hidup yang
relatif panjang dan dapat memiliki beberapa
fungsi baik dalam respon imun bawaan maupun
imun adaptif (Murphy, 2012). Pada penelitian
ini, sel RAW 264.7 yang digunakan merupakan
sel monosit/makrofag yang berasal dari sel
mencit yang diinduksi virus leukemia Abelson.
Sel ini sering digunakan sebagai model makrofag
yang juga dapat melakukan pinositosis dan
fagositosis. Pada induksi lipolisakarida (LPS),
sel RAW 264.7 akan meningkatkan produksi
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nitrit oksida (NO) dan fagositosis (Fuentes et al.,
2014).

Sitotoksisitas merupakan salah satu
indikator penting untuk evaluasi penelitian in
vitro (Aslanturk, 2018). Tingkat viabilitas sel
dan/atau laju proliferasi sel merupakan
parameter untuk melihat kesehatan sel. Agen
mekanik dan Kkimiawi dapat memengaruhi
kesehatan sel dan metabolisme. Agen tersebut
dapat menyebabkan toksisitas pada sel melalui
berbagai  mekanisme,  seperti  kerusakan
membran sel, terhambatnya sintesis protein,
ikatan pada reseptor, inihibisi elongasi
polideoksinukleotid, dan reaksi enzimatik
(Proenca et al., 2021). Pada penelitian ini, sel
RAW 264.7 hidup dengan baik pada perlakuan
ekstrak teh hijau dengan konsentrasi 12,5. 25 dan
50 pg/ml, sedangkan pada konsentrasi 100 pg/ml
bersifat toksik pada sel. Sitotoksisitas ekstrak teh
hijau sudah sering dipelajari. Penelitian Huang et
al. (2008) menunjukkan ekstrak teh hijau pada
konsentrasi antara  10-30 pg/ml  tidak
mempengaruhi viabilitas sel hepatosit tikus yang
digunakan sebagai model sel normal. Akan
tetapi, Elbling et al. (2005) melaporkan bahwa
baik ekstrak teh hijau maupun epigallocatechin
gallate (EGCG) dalam teh, menginduksi stres
oksidatif dan kerusakan DNA pada sel RAW
264.7. Beberapa penelitian  lain  juga
menunjukkan EGCG pada konsentrasi 40 and 50
MM memiliki sifat pro-oksidan dan sitotoksik
pada sel normal dan beberapa sel kanker (HaCat
keratinocytes, human lymphocytes, Nalm6
leukemia cell line) (Tobi et al., 2002; Bertram et
al., 2003). Lu et al. (2013) melaporkan
konsentrasi EGCG yang terbukti dapat merusak
DNA dan kromosom adalah di atas 100 pM.

Sementara itu, sel RAW 264.7 juga dapat
hidup pada perlakuan kuersetin konsentrasi 12,5-
50 mM pada penelitian ini. Kuersetin telah
dikenal lama dapat menginduksi sitotoksitas
pada sel leukemia dan sel kanker payudara
(Srivastava et al., 2016). Walaupun demikian,
efek kuersetin pada sel normal jarang muncul
atau tidak ada. Kuersetin (3,3 4 ,5,7-
pentahydroxy-flavone), merupakan salah satu
flavonoid yang paling banyak ditemukan pada
buah dan tumbuhan. Makrofag diperkirakan
menghasilkan tyrosinase, peroxidases, atau
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quinone reductase untuk memetabolisme
kuersetin di luar atau di dalam sel menjadi O-
semiquinone (kemungkinan UQM2), O-quinone
(kemungkinan UQM1) atau quercetin quinoid
(quinine methide), dimana metabolit tersebut
memasuki makrofag dan berperan sebagai
immunoregulator dalam makrofag (Liu et al.,
2015).

KESIMPULAN

Konsentrasi ekstrak teh hijau dari PPTK
Gambung sebesar 12,5, 25, and 50 pg/ml tidak
bersifat toksik terhadap sel RAW 246.7. Hasil ini
selanjutnya dapat digunakan untuk uji efikasi
ekstrak teh hijau.
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