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Abstrak

Mesenchymal Stem Cells (MSC) dapat digunakan untuk meningkatkan proses
penyembuhan luka. Kondisi perlakuan seperti hipoksia diperlukan untuk
meningkatkan kualitas MSC . TGF-f memiliki peran besar dalam setiap tahapan
penyembuhan luka terutama pada fase proliferasi dan remodeling. MSC mampu
mensekresikan TGF-g saat terjadi luka yang akan membantu proses angiogenesis
dan mengontrol TGF-f saat fase remodeling agar tidak timbul jaringan parut
berlebih. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh MSC hipoksia
terhadap kadar TGF-g pada penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling.
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimental dengan
menggunakan desain penelitian posttest only control group design. Sejumlah 20 ekor
tikus putih jantan galur wistar dibagi menjadi 4 kelompok. Semua kelompok akan
diberi perlukaan dengan punch biopsy 6mm. Kelompok | tidak disuntikan apapun
(sham), kemudian untuk kelompok lain secara subkutan disuntikan phosphate buffer
saline untuk kelompok 11 (kontrol), MSC normoksia untuk kelompok Ill, dan MSC
hipoksia untuk kelompok 1V. Pengambilan serum dan perhitungan kadar TGF-$
dilakukan pada hari ke-12, 18 dan 24 setelah perlakuan menggunakan ELISA. Data
dianalisis dengan uji One Way Anova dan dilanjutkan uji Post hoc tamhane. Rerata
kadar TGF-$ masing-masing kelompok pada penyembuhan luka fase proliferasi dan
remodeling pada hari pengamatan hari ke 12, 18, dan 24 sebagai berikut : Kelompok
Sham (240,6; 267,4; dan 240,4 pg/ml), Kelompok Kontrol (398.9; 352,0; dan 264,8
pg/ml), kelompok MSC normoksia (262,0; 225,0; dan 253,4 pg/ml), MSC hipoksia
(250,8; 226,9; dan 206,8 pg/dl). Hasil Uji One Way Anova pada pengamatan hari
ke 12 (p<0,05), nilai p menunjukkan bahwa kadar TGF-§ pada keempat kelompok
berbeda bermakna. Pada hari pengamatan 18 & 24 di dapatkan (p>0,05)
menunjukan bahwa kadar TGF-f tidak berbeda bermakna.

Kata Kunci : Hipoksia, fase proliferasi, fase remodeling, penyembuhan luka, MSC,
TGF-p
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Mesenchymal Stem Cells (MSC) can be used to improve the wound healing process.
Hypoxia are required to improve the quality of MSCs. TGF-$ has major role in every
stage of wound healing, especially in the proliferative and remodeling phases. MSCs
are able to secrete TGF- during injury which could support the angiogenesis
process and control TGF-f during the remodeling phase to avoid excessive scar
tissues. This study aims to determine the effect of MSC hypoxia on TGF-8 levels in
wound healing in the proliferative and remodeling phases. This study used an
experimental approach with posttest only control group design. A total of 20 male
wistar rats were divided into 4 groups. All rats will be wounded by 6mm punch biopsy.
After the wound was made, Group | will not be injected with anything (sham),
phosphate buffer saline was injected for group Il (control), normoxia MSC for group
I11, and hypoxic MSC for group IV. Blood serum collection and analysis of TGF-3
levels were carried out on the 12th, 18th and 24th days after treatment using ELISA.
Data analysis with One Way Anova test and continued with Post hoc test. The mean
levels of TGF-p in each group in wound healing in the proliferative and remodeling
phases on observation days 12, 18, and 24 were as follows: Sham group (240.6;
267.4; and 240.4 pg/ml), Control group (398.9; 352.0; and 264.8 mg/ml), normoxia
MSC group (262.0; 225.0; and 253.4 pg/ml), hypoxic MSC (250.8; 226.9; and 206.8
pg/ml). The results of the one-way ANOVA test on the 12th day of observation
(p<0.05), the p-value indicates that the levels of TGF-f in the four groups were
significantly different. On observation days 18 & 24, it was obtained (p>0.05)
indicating that the levels of TGF-f were not significantly different

Keywords : Hypoxic, proliferative phase, remodeling phases, wound healing, MSC,
TGF-p.

1. PENDAHULUAN
Penyembuhan luka merupakan proses fisiologis kompleks dimana jaringan rusak
akan hilang dan digantikan oleh jaringan yang baru (Sorg et al., 2017). Penyembuhan
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luka dan perawatan luka membutuhkan waktu yang lama, sehingga diperlukan
pendekatan terapi regeneratif sebagai alternatif untuk meningkatkan proses penyembuhan
luka (Kanji dan Das, 2017). Terapi regeneratif berbasis seluler seperti Mesenchymal stem
cell (MSC) dapat digunakan karena mampu meregenerasi jaringan rusak (Aydemir et al.,
2016). Namun demikian, penggunaan MSC masih kurang optimal, karena MSC memiliki
survive rate rendah pada luka yang memiliki kondisi hipoksia, sehingga diperlukan
kondisi perlakuan seperti hipoksia untuk meningkatkan kualitas MSC (Madrigal et al.,
2014). Lingkungan hipoksia dapat meningkatkan kemampuan proliferasi dan bertahan
hidup MSC sel lebih baik dibandingkan kondisi kultur biasa (Madrigal et al., 2014; Lv et
al., 2017). Transforming growth factor-p (TGF-B) merupakan faktor pertumbuhan
yang memiliki peran besar dalam setiap tahapan penyembuhan luka terutama pada fase
proliferasi dan remodeling (Gilbert et al., 2016; Ramirez et al., 2014). MSC sendiri
melalui kemampuan parakrinnya mampu mensekresikan TGF-§3 saat terjadi luka yang
akan membantu proses angiogenesis serta mengontrol TGF-f saat fase remodeling
sehingga tidak terbentuk jaringan parut berlebih (Cerqueira et al., 2016; Lu et al., 2016).
Peran MSC hipoksia terhadap kadar TGF-B dalam mekanisme penyembuhan luka masih
belum diteliti terutama pada fase proliferasi sampai ke fase remodeling, sehingga
dibutuhkan penelitian tentang pengaruh MSC hipoksia terhadap kadar TGF-B pada
penyembuhan luka pada fase proliferasi dan fase remodeling.

Luka merupakan permasalahan kesehatan yang terjadi di seluruh dunia. Negara
Inggris dan Denmark setidaknya terdapat sekitar 3 sampai 4 orang mengalami luka per
1000 penduduk. Banyak di antara luka yang semula akut menjadi luka kronis akibat
metode penyembuhan yang tidak efektif. Bahkan menurut penelitian terdahulu,
Sayangnya, 15% luka tidak dapat pulih setelah 1 tahun muncul (Lindholm dan Searle,
2016). Berdasarkan data dari Riset Kesehatan Dasar pada tahun 2013 diperoleh hasil
prevalensi luka didominasi oleh luka akut berupa luka lecet atau memar sebanyak 70,9%
dan luka robek sebanyak 23,2% (Balitbang Kemenkes RI, 2013). Luka dapat
menyebabkan kerusakan jaringan serta menyebabkan terjadinya gangguan fungsi struktur
anatomi tubuh. Luka dapat berupa luka akut maupun kronis. Luka akut yang tidak segera
sembuh dapat berkembang menjadi luka kronis sehingga dapat memberikan beban yang
sangat besar kepada masyarakat melalui pengurangan produktivitas kerja. Luka akut
adalah kerusakan jaringan yang disebabkan oleh pengaruh luar, antara lain kontak kulit
dengan permukaan yang tajam atau keras, luka tembak, dan luka pasca operasi. Penyebab
lain cedera akut termasuk luka bakar dan cedera kimiawi seperti paparan radiasi, sengatan
listrik, dan kontak dengan cairan kimia. Sementara luka kronis adalah luka yang
membutuhkan waktu lebih lama untuk sembuh dari pada luka akut dan terkadang dapat
menyebabkan kecacatan. Salah satu penyebab luka kronis adalah kegagalan pemulihan
akibat kondisi fisiologis seperti diabetes, kanker, berbagai penyakit yang dapat
menyebabkan infeksi persisten, dan kurangnya pengobatan (Augustin et al., 2014).

Prakondisi hipoksia pada kultur MSC sering diterapkan untuk memperkuat efek
terapeutiknya. Kultur hipoksia memperkuat stemness dari MSC (Saller et al., 2012).
Hypoxia-inducible factor-la (HIF-1a) memiliki peran penting dalam peningkatan
regulasi fungsi terapeutik MSC (Gonzalez-King et al., 2017). Kadar oksigen yang rendah
mampu meningkatkan sintesis dari HIF-1a yang memicu sintesis sejumlah sitokin dan
faktor pertumbuhan sehingga mengaktifkan sejumlah gen yang terlibat dalam
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angiogenesis dan penyembuhan luka, termasuk TGF-B1 yang bersifat proangiogenik dan
bertugas menginduksi proliferasi dan migrasi keratinosit, sel endotel, monosit serta
fibroblas pada jaringan luka (Hu et al., 2018). Selain memicu sintesis TGF-B1, MSC
menurunkan pembentukan jaringan parut pada fase remodeling dengan mensekresi HGF
untuk menurunkan kadar TGF-f, karena sekresi TGF-B berlebih menyebabkan aktivasi
fibroblas yang menyebabkan terjadinya pembentukan jaringan parut (EI Ayadi et al.,
2020; Cerqueira et al., 2016)

Penelitian yang dilakukan oleh Caliari-Oliveira et al (2016) pada tikus model luka
bakar dengan perlakuan MSC diperoleh hasil peningkatan kadar TGF-f secara signifikan
pada hari ke 15 dibandingkan kontrol PBS dan penurunan kadar TGF-p sampai hari ke
30 dan 45 dimana kadarnya tidak ada beda antara kelompok MSC dengan kelompok
kontrol. Berdasarkan hal tersebut diatas maka diperlukan upaya penelitian berupa
pengaruh MSC hipoksia terhadap kadar TGF-B pada penyembuhan luka fase proliferasi
dan remodeling.

2. METODE

Jenis penelitian yang dilakukan yaitu penelitian eksperimental menggunakan
hewan coba di laboratorium dengan post-test only control group design terhadap 20 ekor
tikus putih jantan galur wistar yang dirandomisasi dan dikelompokan menjadi 4 kelompok.
Dalam penelitian ini, Mesenchymal stem cell di isolasi dari umbilical cord yang
kemudian dikultur serta dipanen. Seluruh tikus akan diberi perlukaan dengan punch
biopsy 6mm di punggung sampai bagian dermis dan akan diberi perlakuan sesuai dengan
kelompoknya yaitu, kelompok I (sham, tidak diberi perlakuan); kelompok Il (kontrol,
pemberian phospat buffer saline /PBS secara subkutan) ; kelompok 11 (pemberian MSC
normoksia dengan dosis 1,5 x10° sel secara subkutan) dan kelompok IV (pemberian
MSC hipoksia dengan dosis 1,5 x10° sel secara subkutan). Pengambilan sampel darah dan
perhitungan kadar TGF-B dilakukan pada hari ke-12, 18 dan 24 setelah perlakuan
menggunakan ELISA . Data yang sudah diperoleh dianalisis dengan metode one way
ANOVA kemudian dilanjutkan dengan uji Post Hoc tamhane untuk melihat perbedaan
antar kelompok. Penelitian ini telah mendapatkan izin dari Komisi Bioetik FK
UNISSULA dengan N0.196/V11 /2021/Komisi Bioetik.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Rerata kadar TGF-p antar kelompok dan hari pengamatan
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Gambar 1. Grafik mean kadar TGF-f antar kelompok dan hari pengamatan

Berdasarkan gambar 4.1 diketahui bahwa pada hari ke-12, rata-rata kadar TGF-f3
tertinggi ditunjukkan oleh kelompok kontrol yaitu sebanyak 398,9 pg/ml; sedangkan pada
ketiga kelompok lainnya relatif pada kisaran angka yang relatif serupa yaitu berkisar
antara 240,6 — 262 pg/ml. Pada hari ke-18, rata-rata kadar TGF-p tertinggi masih
ditunjukkan oleh kelompok kontrol namun kadarnya sudah tidak setinggi di hari ke-12
yaitu sebesar 352 pg/ml. Pada ketiga kelompok lainnya juga tampak lebih rendah
daripada di hari ke-12 dengan besar masing-masing yaitu 267,4 mg/ml; 226,9 pg/ml dan
225,0 pg/ml untuk kelompok sham, kelompok P2 dan kelompok P1. Pada pengamatan
hari ke-24, juga memperlihatkan kecenderungan penurunan kadar TGF-p dibandingkan
dengan hari ke-18 pada semua kelompok, kecuali pada kelompok P1 yang kadarnya justru
meningkat. Kadar TGF-f tertinggi masih ditunjukkan oleh kelompok kontrol (264,8
pg/ml) diikuti oleh kelompok P1 (253,4 pg/ml), kelompok sham (240,4 pg/ml) dan
kelompok P2 (206,8 pg/ml). Berdasarkan Gambar 4.1 tersebut tampak bahwa kadar TGF-
B cenderung menurun menurut lama hari pengamatan.

Hasil analisis kadar TGF-$ per hari pengamatan
Pengamatan Hari Ke-12
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Tabel 1 Hasil analisis espresi TGF-p hari ke-12

p-value
Shapiro
Wilk Levene Test
No Kelompok Test Uji One Way
Hasil Anova
Data Data 1o nsformasi ke
Aktual Aktual
log natural
1 Sham 0,987*
2  Kontrol 0,794*
0,002 0,000 0,008"
3 P1 0,341*
4 P2 0,542*

Keterangan: * = distribusi normal, ~ = berbeda bermakna

Data kadar TGF-B pengamatan hari ke-12 di keempat kelompok semua
berdistribusi normal (p>0,05), namun varian data tidak homogen (p = 0,002) dan setelah
dilakukan transformasi data ke bentuk logaritma varian data juga tetap tidak homogen
(p<0,05) (Lampiran 3). Perbedaan kadar TGF-f hari ke-12 pada keempat kelompok
dianalisis dengan uji One Way Anova dan diperoleh nilai p sebesar 0,008 (p<0,05),
menunjukkan bahwa kadar TGF-B pada keempat kelompok berbeda bermakna.
Pengujian perbedaan antar dua kelompok lebih lanjut dilakukan dengan uji post hoc
Tamhane, karena distribusi data normal tetapi varian data tidak homogen (Dahlan, 2016).
Hasil uji Tamhane ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Perbandingan kadar TGF-f hari ke-12 antar dua kelompok

Kelompok Sham Kontrol P1 P2
Sham - 0,009* 1,000 0,995
Kontrol - 0,342 0,013*
P1 - 1,000
P2 -

Keterangan: * = ada beda bermakna

Hasil uji post hoc Tamhane memperlihatkan perbedaan kadar TGF-f antar dua
kelompok hanya ditunjukkan antara kelompok sham dengan kelompok kontrol dan antara
kelompok kontrol dengan kelompok P2 (p<0,05). Berdasarkan uji ini diketahui bahwa
luka eksisi menghasilkan kadar TGF-B yang tinggi, dan melalui pemberian MSC
normoksia kadar TGF-B tersebut menurun.
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Pengamatan Hari Ke-18
Tabel 3. Hasil analisis espresi TGF- hari ke-18

p-value

Shapiro Wilk
No Kelompok Levene Uji One

Data  Hasil Transformasi ke test Way Anova

Aktual logaritma
1  Sham 0,757* 0,678*
2 Kontrol 0,378* 0,357*
0,083** 0,130
3 P1 0,378* 0,248*
4 P2 0,030 0,176*

Keterangan: * = distribusi normal, ** = varian homogen

Data kadar TGF-p hari ke-18 di kelompok P2 tidak terdistribusi normal (p<0,05),
setelah dilakukan transformasi dalam bentuk logaritma diperoleh distribusi data yang
normal (p>0,05) dan varian data kadar TGF-B antar keempat kelompok homogen
(p>0,05). Perbedaan kadar TGF-p hari ke-18 pada keempat kelompok dianalisis dengan
uji One Way Anova dan diperoleh nilai p sebesar 0,130 (p>0,05), menunjukkan bahwa
kadar TGF- pada keempat kelompok di pengamatan hari ke-18 tidak berbeda bermakna.

Pengamatan Hari Ke-24
Tabel 4. Hasil analisis espresi TGF-f hari ke-24

p-value
No Kelompok Shaniro Wilk Levene Uji One
P test Way Anova
1  Sham 0,767*
2  Kontrol 0,147*
0,295** 0,689
3 P1 0,136*
4 P2 0,691*

Keterangan: * = distribusi normal, ** = varian homogen

Data kadar TGF- hari ke-24 di keempat kelompok semua berdistribusi normal
(p>0,05), dan juga memiliki varian data homogen (p>0,05). Perbedaan kadar TGF-f hari
ke-24 pada keempat kelompok dianalisis dengan uji One Way Anova dan diperoleh nilai
p sebesar 0,689 (p>0,05), menunjukkan bahwa kadar TGF-p pada keempat kelompok di
pengamatan hari ke-24 tidak berbeda bermakna.
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Pengamatan hari ke-12 menampilkan kadar TGF- yang tertinggi pada kelompok
kontrol. Pada hari ke-12 masih dalam fase proliferasi, dan pada fase ini muncul keratinosit
dan fibroblas yang berproliferasi dan bermigrasi menuju tepi luka untuk menstimulasi
pembentukan jaringan baru (Nauta et al., 2011). Pada proses migrasi tersebut TGF-$3
berperan menstimulator mitogenik dan kemotaktik untuk menarik keratinosit bermigrasi
menuju luka dan memulai epitelisasi, sehingga pada fase ini kadar TGF-B pada proses
penyembuhan luka yang normal tergolong tinggi (Al-Shaibani et al., 2016).

Kadar TGF-p pada hari ke-12 menurun secara bermakna melalui pemberian MSC
hipoksia dengan dosis 1,5 x 10°. Hasil ini menandakan bahwa MSC hipoksia segera
mengakhiri fase proliferasi, karena fase proliferasi biasanya dimulai pada hari ketiga
hingga sekitar hari ke-14 setelah terjadi luka dan TGF-p termasuk faktor pertumbuhan
yang banyak terekspresi pada fase ini. Hasil ini relevan dengan hasil penelitian terdahulu
bahwa penurunan kadar TGF-B pada fase proliferasi oleh MSC karena adanya
peningkatan produksi HGF yang biasanya ditemukan pada fase remodelling (Cerqueira
etal., 2016).

Peran MSC hipoksia dalam mempersingkat fase proliferasi terjadi karena kondisi
hipoksia dapat meningkatkan proliferasi, diferensiasi, kemampuan hidup dan sekresi
senyawa aktif yang dapat mendukung proses penyembuhan luka (Lakatos et al., 2015).
Kondisi hipoksia mengaktivasi faktor transkripsi yaitu HIF-1a lebih tinggi daripada
kondisi normoksia, karena pada normoksia HIF-1a terdegradasi oleh HIF prolyl-4-
hydroxylases (Madrigal et al., 2014). HIF-1a kemudian berdimerisasi dengan HIF-1§
membentuk faktor transkripsi HIF-1 dan terikat pada hypoxia responsive element (HRES)
dalam promoter gen. Peristiwa tersebut akan menginisiasi proses ekspresi gen yang
responsif terhadap hipoksia seperti gen vascular endothelial growth factor (VEGF)
(Zainuri & Rif’ati, 2014) dan bFGF (Chen et al., 2014), faktor pertumbuhan yang
berperan sebagai stimulator angiogenesis (Razban et al., 2012).

Pada pengamatan hari ke-18 dan 24 tidak terdapat perbedaan kadar TGF-p di
keempat kelompok. Pada hari tersebut memasuki fase remodelling dimana TGF-f ikut
berperan di dalamnya, namun karena telah terjadi penyembuhan luka maka kadar TGF-j
di berbagai kelompok relatif serupa. Penyembuhan luka tersebut tampak dari kondisi luka
yang sudah menutup. Pada penelitian terdahulu proses penyempitan luas luka terjadi
secara signifikan mulai pada hari ke-11 dan lebih sempit lagi pada hari ke-14 setelah
perlukaan pada kelompok mencit yang diberi perlakuan MSC hipoksia. Mencit yang
diberi pengobatan topikal MSC hipoksia menunjukkan percepatan penutupan luka
dibandingkan dengan kelompok MSC normoksia dan sham tanpa pengobatan (Chen et
al., 2014). Pada pengamatan hari ke-18 dan 24 MSC mungkin tidak lagi mempengaruhi
kadar TGF-B tetapi mempengaruhi marker penyembuhan luka lain yang juga berperan
dalam proses pematangan dan remodelling seperti PDGF, FGF2, MMP, TIMPs, kolagen
dan lain-lain (Sun et al., 2014).

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa MSC yang dikondisikan hipoksia
secara in vitro meningkatkan proliferasi MSC, meningkatkan regulasi ekspresi mMRNA
bFGF, IGF-1, VEGF-A, TGF-2 dan TGF-B3, IL-1p, IL6 serta IL8. bFGF dan VEGF-A
merupakan growth factor yang menginduksi angiogenesis, migrasi sel, proliferasi, dan
lain-lain. MSC hipoksia juga meningkatkan efek mitogenik, kemoatraktif serta
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angiogenik, dan mempercepat proses penutupan luka karena kemampuan proliferasi MSC,
neovaskularisasi serta perekrutan makrofag inflamasi yang lebih tinggi serta menurunkan
kolagen | serta Il atau dengan kata lain MSC hipoksia telah meningkatkan kualitas
penyembuhan luka (Chen et al., 2014).

Temuan penelitian ini menunjukkan kondisi hipoksia meningkatkan efek parakrin
MSC dalam mempromosikan penyembuhan luka. Efek tersebut ditunjukkan dengan
penurunan kadar TGF-B pada fase proliferasi (hari ke-12). Namun dengan
mempertimbangkan tidak adanya perbedaan kadar TGF-f3 pada hari ke-18 dan hari ke-24
maka pemeriksaan efek MSC hipoksia terhadap marker lain dari proses penyembuhan
luka eksisi perlu dilakukan misalnya pada kadar HGF dan VEGF-A.

Penelitian ini juga memiliki keterbatasan yaitu kondisi hipoksia penelitian ini
dilakukan pada 1,5 - 5% O, penelitian lain mengkondisikan hipoksia hanya pada 2% O».
Keterbatasan lain tidak secara spesifik mengamati pengaruh MSC hipoksia pada isoform
tertentu dari TGF-B dalam proses penyembuhan luka, sedangkan isoform-isoform
tersebut memiliki peran berbeda. TGF-B1 dan 2 pada tahap proliferasi menstimulasi
reepitelisasi, angiogenesis dan deposisi matriks ekstraseluler sedangkan TGF-B3
menghambat proses deposisi tersebut. Pada tahap remodelling, TGF-f1 dan 2
menstimulasi transisi fibroblas menjadi miofibroblas sehingga luka sembuh dan terbentuk
jaringan parut sedangkan TGF-B3 menghambatnya proses transisi tersebut dan
menjadikan luka sembuh tanpa jaringan parut (Gilbert et al., 2016).

KESIMPULAN

1. Hasil pengamatan hari ke 12 (p<0,05), nilai p menunjukkan bahwa kadar TGF-f3 pada
keempat kelompok berbeda bermakna, hasil tersebut menunjukkan bahwa pemberian
MSC hipoksia menurunkan kadar TGF-p. Pada hari pengamatan 18 & 24 di dapatkan
(p>0,05) menunjukan bahwa kadar TGF- tidak berbeda bermakna, yang
menunjukkan bahwa MSC hipoksia yang diberikan sudah tidak memengaruhi kadar
TGF-p.

2. Kadar TGF-B pada penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling di kelompok
sham pada pengamatan hari ke-12, 18 dan 24 masing-masing adalah sebesar 240,6;
267,4; dan 240,4 mg/ml.

3. Kadar TGF-pB pada penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling di kelompok
kontrol pada pengamatan hari ke-12, 18 dan 24 masing-masing adalah sebesar 398.9;
352,0; dan 264,8 mg/ml.

4. Kadar TGF-p pada penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling di kelompok
MSC normoksia pada pengamatan hari ke-12, 18 dan 24 masing-masing adalah
sebesar 262,0; 225,0; dan 253,4 mg/ml.

5. Kadar TGF-B pada penyembuhan luka fase proliferasi dan remodeling di kelompok
MSC hipoksia pada pengamatan hari ke-12, 18 dan 24 masing-masing adalah sebesar
250,8; 226,9; dan 206,8 mg/ml.
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