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ABSTRAK

Alfarugi, Nuri Thobibatus Shofia. 2020. Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Buah
Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) Terhadap Proliferasi Sel
Endometrium Kambing Secara In Vitro. Skripsi. Program Studi Biologi
Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing Biologi: Kholifah Holil, M. Si; Pembimbing
Agama: Mujahidin Ahmad, M. Si

Kata Kunci: Ekstrak Buah Kurma Ajwa (Phoenix dactylifera), Proliferasi Sel
Endometrium, In Vitro.

Kegagalan implantasi embrio pada uterus dapat menyebabkan terjadinya keguguran atau
abortus. Salah satu faktor kuatnya uterus sebagai tempat implantasi adalah ketersediaan
hormon yang cukup. Endometrium merupakan lapisan jaringan pada uterus yang sangat
responsif terhadap perubahan hormon. Suksesnya implantasi bergantung pada kuatnya sel
epitel dan sel stroma endometrium. Kemampuan proliferasi sel endometrium akibat
pengaruh hormon dipelajari secara in vitro dengan mengetahui nilai viabilitas (%) dan
nilai PDT (jam) sel endometrium yang dikultur. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui pengaruh ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap
proliferasi sel endometrium kambing secara in vitro. Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental menggunakan 5 konsentrasi perlakuan yaitu pemberian ekstrak etanol buah
kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) pada medium DMEM 10% dengan konsentrasi O UM,
10uM, 20uM, 30uM, dan 40uM dan 1 perlakuan kontrol 10uM genistein pada sel
endometrium kambing secara in vitro yang diinkubasi selama 6 hari. Rancangan
penelitian yang digunakan merupakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Jika data yang
diperoleh terdistribusi normal dan homogen dianalisis One way ANOVA dan uji lanjut
dengan uji BNT 5%. Sedangkan, jika data normal dan tidak homogen dianalisis
menggunakan uji Brown Forshyte dan diuji lanjut menggunakan uji Gomes-Howell.
Berdasarkan data hasil yang diperoleh menunjukkan, ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) berpengaruh terhadap nilai viabilitas dan nilai PDT sel
endometrium kambing secara in vitro. Konsentrasi ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) yang paling berpengaruh terhadap nilai viabilitas (21.7 £ 6. 51) (%)
dan nilai PDT (1.53 + 0.11) (jam) sel endometrium kambing secara in vitro adalah 10uM.
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ABSTRACT

Alfarugi, Nuri Thobibatus Shofia. 2020. The Effect of Ethanol Extraction Of Ajwa
Date Fruit (Phoenix dactylifera) into Goat Endometrial Cell
Decidualization In Vitro. Thesis. Biology Department Science and
Technology Faculty Maulana Malik Ibrahim State Islamic University of
Malang. Bology Advisor: Kholifah Holil, M. Si; Integration Advisor:
Mujahidin Ahmad, M. Si

Key words: Ethanol Extraction Of Ajwa Date Fruit (Phoenix dactylifera), Goat
Endometrial Cell Decidualization, In Vitro.

Embryo implantation failure in the uterine can be an abortion case. One factor to make
uterine strength is the presence of enough hormone. The endometrium is responsive tissue
for hormone changing. Successful implantation depends on the strength of the
endometrium’s epithelial cell and stromal cell strength. Endometrial cell decidualization
because of a hormone can be learned in the study in vitro to determine the number of cell
viability (%) and PDT (hour). This study aims to know the effect of ethanol extraction of
Ajwa date fruit (Phoenix dactylifera) into goat endometrial cell decidualization in vitro.
This study is experimental research with adding 5 groups (0 puM, 10uM, 20uM, 30uM,
40uM) concentration treatments of ethanol extraction of Ajwa date fruit (Phoenix
dactylifera) and one group treatment control (10uM genistein) into goats endometrial cell
culture DMEM 10% for 6 days incubation. Normal and homogeneous data were
conducted by ANOVA One way test and BNT 5% test, but normal and not homogeneous
data were conducted by Brown-Forsyte and Gomes-Howell test. Based on the result of
data analysis showed that ethanol extraction of Ajwa Date Fruit (Phoenix dactylifera) can
affect goat endometrial decidualization in vitro. The most optimal concentrations of
ethanol extraction of Ajwa Date Fruit (Phoenix dactylifera) into the number of cell
viability and (21.7 £ 6. 51) (%) and PDT (1.53 +£ 0.11) (hour) is 10uM.



Coudl j25Ma

W S e Ethanol jalbsu.ws (Phoenix dactylifera) s s 5 slas) b .2020.3 d\idolinb )9
el Glle BV gn Gaalon L gdysSly palal) 27 coln W1 s ol s gt 3 ) oo ) ey
[FESRSTUNES JIANPS f e lites el Loe wals ] e jlisas CYL« & acﬁjg\ iﬁﬁ)’uﬂj\

sl 3 e Bl s 2SS (Phoenix dactylifera) syws s ethanol alsco il SIS

Bl IS baabl il gn gl OKGS o 558 Jalss ST 2len V) o plem Y UL o 3 bl g5 e 08 OF (S8
) Bl Bl LSy el LI 88 e gl AE ez B d) Sl S S Comts G o) sl b
slay WU (ixw) PDT o35 (1) God) Bme s pn psall (3 Slge bl 2B o o) wle L GG 5,08 dlyy of
Wi S e (Phoenix dactylifera) sgme 5 oo JoaY) jalsies 18 wad sa anlal) sda o o3 asg M) o)
o ethanol jalsco clbe] ay iblas 5515 5 plasiaal g d 2als e 5l Al oda 387 esd) 3 5ol 3 o)) By
5 40uUM 5 30uM 5 20uM 5 10uUM , OUM ;s DMEM 710 L.y s (Phoenix dactylifera) ssns 5
Bl pasnadl Comd) reas O o1 6 8l sl Bl (3 el o) wiles L3 Je 10 UM genistein dals datas 1
bty dib WE on ¢ Adlniey b IS5 dejee Lide ot ¢ 3 ol cilsT13] L(RAL) WiSOL gloie s e
F b ¢ Builnte péy Rk SUL COSTI3 ¢ et 3l 3y 5.7 A BNT Ll slsanl gl Ly ANOVA
Bl el ¢ Sl e 2l .Gomes-Howell ;L1 pliszats ylasly Brown Forshyte e slsan glld
sl 3 PDT Loy 5ol o)) ey Ws 25~ Jo T (Phoenix dactylifera) ssws 5 » ethanol jalsces of
dads (1) (0.11 £ 21.7) aodall aai Jso s W (Phoenix dactylifera) sy~ ethanol jalsu.. ;S3 o8

JOUM cols et (3 el o ) &5l WO () (PDT) (1.53 £ 0.11

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



KATA PENGANTAR

Sesungguhnya tiada kebesaran dan keagungan selain milik Allah, Tuhan
sekalian alam. Allah yang telah menciptakan dan mengatur segala apa yang
tercipta. Sebagai manusia yang merupakan makhluk ciptaanNya, seharusnya kita
dapat menjalani hidup ini dengan petunjuk yang nyata kebenarannya, yaitu al-
Qur’an dan Al- Hadist.

Puji syukur Alhamdulillah kepada Allah Robbil Izzati yang telah
menganugerahkan kekuatan, kesehatan, dan tuntunan kepada penulis yang
berjudul “Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Buah Kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera) Terhadap Proliferasi Endometrium Kambing Secara In Vitro”.
Dengan rahmat dan petunjuk Allah SWT beserta perjuangan yang maksimal dan
penuh cobaan serta rintangan. Shalawat dan salam senantiasa tercurahkan kepada
junjungan Nabi Muhammad SAW, keluarga, sahabat, dan pengikutnya hingga
akhir zaman. Ucapan terimakasih penulis sampaikan kepada:

1. Prof. Dr. H. Abd. Haris, M. Ag. Selaku Rektor Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

2. Dr. Sri Harini, M. Si, selaku Dekan Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3. Dr. Evika Sandi Savitri, M. P, selaku Ketua Program Studi Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang.

4. Azizatur Rahmah, M. Sc, selaku dosen wali yang senantiasa memberikan
pengarahan dan nasehat kepada penulis.

5. Kholifah Holil, M. Si, selaku dosen pembimbing utama yang dengan penuh
keikhlasan dan kesabaran memberikan bimbingan dan arahan dalam

penyusunan skripsi ini.

Xi



10.

i1.

12.

13.

Mujahidin Ahmad, M. Sc, selaku dosen pembimbing agama yang dengan
penuh kesabaran memberikan bimbingan dan arahan dalam skripsi ini pada
kajian integrasi Sains dan al- Qur’an.

Dr. Kiptiyah, M. Si dan Dr. drh. Bayyinatul Muchtaromah, M.Si selaku dosen
ketua penguji dan penguji utama yang telah memberikan saran, nasehat dan
kritiknya untuk kelancaran penyusunan skripsi ini.

Seluruh dosen, laboran, dan staf administrasi di program studi biologi yang
membantu memberikan kemudahan dalam penyusunan skripsi ini.

Lil Hanifah, S. Si, selaku laboran Lab Kultur Jaringan Hewan yang senantiasa
memberikan saran, bantuan, arahan, dan motivasi dalam menyelesaikan
skripsi ini.

Muhamad Basyarudin, M.Si, selaku laboran yang telah memberikan
bimbingan, arahan, dan masukan yang membangun kepada penulis.
Ayahanda Drs. H. Achmad Junaidi, M. Pd dan ibunda Erfatih Hasanah
tercinta, adik-adikku Achmad Igbal Kafie Al Farugi dan Nuri Safiratun
Nadzifa Al Farugi yang dengan sepenuh hati memberikan dukungan moril
maupun spiritual sehingga penulisan skripsi ini dapat terselesaikan.

Siti Munawarah, S. Si yang telah memberikan ide penelitian dalam penulisan
skripsi ini.

Sahabat Barokallah Luthfia Ambarwati S. Si, Nur Rohmah Tria Romadhoni,
S. Si, Rhesma Sylvia Rachman, S. Si, Syafrudin, S. Si, Mukhammad
Zakariya Alwi, S. Si, Muhammad Nawfal Alauddin, S. Si dan Luhur Septiadi,
S. Si yang telah berjuang sama-sama dalam suka maupun duka untuk

menyelesaikan pendidikan S1 Biologi.

Xii



14. Teman-teman Genentist 2015 umumnya dan teman kelas Gen D khususnya
yang sama-sama berjuang dalam studi Biologi.

15. Teman-teman satu bimbingan Siti Nur Annisah, S. Si dan Naila Arum
Rifgiana, S. Si, serta yang berjuang bersama dalam Lab. KJH Mbak
Khalimatus Sa’diyah, S. Si dan Habibi, S. Si.

16. Keluarga besar Kontrakan FISWAN yang sudah berbagi canda, tawa, tangis
dan bahagia bersama.

17. Keluarga besar Tim Soal OBi HMJ Biologi Semut Merah, UIN MALIKI
Malang.

Penulis menyadari bahwa dalam penulisan skripsi ini masih terdapat kekurangan

dan penulis berharap semoga skripsi ini dapat memberi manfaat kepada

pembacanya, Amin.

Malang, 14 Desember 2020

Penulis

Xiii



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL ...ooiiiiiic ettt i
HALAMAN PERSETUJUAN ...oooiiiieeee ettt i
HALAMAN PENGESAHAN ... ..ottt i
HALAMAN PERSEMBAHAN ......oooiiiiii et v
IMOTTO it e e st a e e e s abb e e e e s anbreeas Y,
PERNYATAAN KEASLIAN PENULISAN ......coooiiiei e Vi
PEDOMAN PENGGUNAAN SKRIPSI .....ccooeiiiiiiicie e Vil
ABSTRAK e viii
AB ST RACT ..t e s e b e sb e sabee e IX
Coedl oM. X
KATA PENGANTAR ...ttt Xi
DYANERWARE I o e T e e XV
DAFTAR GAMBAR......c.c it abren s XVi
DAEFAR TABE . K. b e ipes e fleidhnsenossenssneslo il feesnnnenneess My Mgecevnnennss XVii
DAF AR LANMPIRAN,. B . S S L e 0 XViii
BAB | PENDAHULUAN
IRNEaiemRelSRangRe: . B8 .. S0 . . SR R W 1
1.2 RUMUSANMaSsalah..........coociiiiiiiii e e 5
(RSSREI UG PERE LTI MY <A, . . S50, 5740 . I SR e . N 5
dsdsElipatesisiPenelitianiiy. . o, S . B0 DL 0, i, 8. 6
1.5 ManfaatPenelitian .........ccvveiiiiiiiiee e ereee e 6
6B atasaniviasalzmm, . W . S 0 N 4. NN S . .. 6

BAB Il KAJIAN PUSTAKA

2.1  Tinjauan Tentang KUM@ ..o 7

2.1.1 WESREIDSL i/ A 1 . S 1 AS—— ... 7

2.1.2 KIGSITIKAST S . A B SN, Sy . ... 9

2.1.3 MOrTCloginmey Sy, . Aha?.. ANNN . ... 10
2.14 Stadium Kematangan Buah Kurma ..........cccccoooeveienicininnnnnn 13
2.1.5 RUMmMa Ajwa el e e St el 14
27 Tinjauan Tentang Uterus Kambing .........cccoceeeiiiiiniinnne 15
2.3 Tinjauan Tentang ENAometrium ..........cccevvveiiieie e 17
2.3.1. Deksripsi ENdOMEtrium ..........coooiiiiiiiiiiiieeie e 17
2.3.2. Fungsi Estrogen Terhadap Endometrium .............c..coceovenee. 18
2.3.3 Kultur Sel ENdOmetrium .........c.coveivvviiiieeie e 20
2.4 Tinjauan Tentang 1N Vitro..........cccoovevieiie i 21
24.1. Pertumbuhan Sel IN VItro ..o 23
2.4.2. Proliferasi Sel IN Vitro.......ccoooeviiiiiice e 25
2.5 Peran Fitoestrogen Terhadap Proloferasi Sel.............c.ccoco..... 27

BAB Il METODE PENELITIAN

3.1.Rancangan Penelitian ..........ccccceeiieiiii i 29
3.2.Variabel Penelitian..........cccooiiieiieiiee e 29
3.3.Waktu dan TemPat.........ccceiiririieiieie e 29
34.Alat dan Bahan..........cccoeiiiiiie e 30

Xiv



3.4.1. AL 30

3.4.2. BANAN ... 30
3.5. ProSedur KErJa .......ccoveiuiiieieecie e 30
351 PEISIAPAN ...t 30
3.5.1.1.  Sterilisasi Peralatan..........ccccoovveiiieiiniiiiieeesee e 30
3.5.1.2. Sterilisasi Pelarut dan Larutan.............cccocoovevvieieninnnenennnn 31
3.5.1.3.  Pembuatan Media StOK..........ccooeriririiniiiiieieie e 31
3.5.1.4. Pembuatan Ekstrak Kurma AjWa ...........cccceverenencneninieninns 32
35.2. PelakSaan ..o 32
3.5.2.1. Pembuatan Media DMEM 10%...........cccccoovrrinieninneniesieen 32
3.5.2.2.  Kultur Sel ENdOMETIiUM ......cviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 32
3.5.2.2.1. Metode Sampling ULErUS .........cccooeiiiieniiiiiiieiese e 32
3.5.2.2.2. Metode Isolasi ENdOMELIiUN .........cccooveiiiiinieieiiieie i 33
3.5.2.2.3. Metode Kultur Sel ENdometrium.........ccccceeevvverniieneeesienn 33
3.5.3. Pengamatammss=. .. 0. Gt . N, 34
35 362, Viabilitas Sel..q. 8.8 . 5..co e 800 R 34
3.5.3.3. Tingkat Proliferasi Sel ............cccooeviriiininniciseccs e 34
3.6. Analisis\Data ...........c.coovecenne Sl e 0% o R R 35
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) terhadap viabilitas sel endometrium
kambing secara iN VIt .............cccuieirieniiisreesiseessiesseeesseesssneanens 36
4.2 Pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera)terhadap proliferasi sel endometrium
kambing secara in VITro ..........ccooeveniniiiiieeee e 41

BAB V PENUTUP

ORI ISE S | [ I E et . A0 B %5 Sy [ SE—— ... 49
GRS EINCINMS S, S S S ST SE——— ... .. 49
DAFTAR PUSTAKA ..o 50
LAMPHRRAN.. ... 88 . et 58

XV



Gambar
Gambar
Gambar
Gambar
Gambar
Gambar

Gambar
Gambar
Gambar
Gambar
Gambar
Gambar

Gambar

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

2.1.
2.8.
2.9.
2.10.
2.11.
21 2%

4.1.

DAFTAR GAMBAR

Bagian-bagian KUurma .........ccccceveniiiniiinieeec e
Stadium Kematangan Buah Kurma.............cccccevviieinennne
Sistem Reproduksi Kambing Betina..........cccccooovveniivnnnn.
HIStologi ULErUS........ccivviieiieceee e
SErUKEUN ESTFrOGEN ..o
Skema Reseptor Estrogen Dalam Endometrium
Terhadap Kebuntingan ...........cccoooeiinniinnicie e
Mekanisme Kerja Yang Dipengaruhi Reseptor

a0 A e T
Kultur Sel Endometrium Kambing...........c.cccoooveiveiecnene,
Kurva Pertumbuhan Kultur Sel...........ccoooiiiiiie
SIKIUS Sehd. ... e A A N
Struktur Isoflavon Yang Memiliki Kemiripan Dengan
Estradifh,. AN 3 =d it R N
Mekanisme Pengikatan Reseptor Estrogen Dengan

Pengamatan Kultur Sel Endometrium Menggunakan
Mikroskop Inverted Pada Hari Ke 6 .........cccccooevveiiiieiiinnn,

XVi



DAFTAR TABEL

Tabel 2.1. Tabel Kandungan Fitokimia Masing-masing Organ Phoenix

ACTYHITEIA. ... s

Tabel 4.1. Rerata pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) terhadap viabilitas (%) sel endometrium

kambing secara in vitro pada hari K€ 6............ccccooevvniiiiicicnnenn

Tabel 4.2. Uji ANOVA pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma
Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap viabilitas (%) sel

endometrium kambing secara in vitro pada hari ke 6..................

Tabel 4.3. Uji BNT (5%) pengaruh pemberian ekstrak etanol buah
kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap viabilitas (%) sel

endometrium kambing secara in vitro pada hari ke 6..................

Tabel 4.4. Rerata pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) terhadap PDT sel endometrium kambing

secara in vitro padahari Ke 6..........ccccceevveiieiiiie i

Tabel 4.5 Uji Brown-Forsythe pengaruh pemberian ekstrak etanol
buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap nilai PDT

sel endometrium kambing secara in vitro pada hari ke 6 ............

Tabel 4.6. Hasil Uji lanjut Games-Howell pengaruh pemberian ekstrak
etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap nilai

PDT sel endometrium kambing secara in vitro pada hari ke 6...

XVil

45



DAFTAR LAMPIRAN

12 10 0] 1 > o 00 58
LamMPIFaN 2.....oooiiiiiiiiiieiieeeeee e 59
LampPiran 3. ..o 60
LampPiran 4........ooooiiiiiiiiiiie e 64
LaMPITAN 5. .t 68
LaMPITAN 6. ...ttt e et e e e 74

XViil



BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Keberhasilan kelahiran individu baru merupakan tujuan utama dari
reproduksi. Terjadinya kelahiran individu baru diperoleh setelah melalui
serangkaian proses di dalam tubuh yang saling berhubungan satu sama lain
(Roupa et al, 2009). Tahap yang sangat penting dalam proses terjadinya
kebuntingan adalah implantasi (Saraswat, 2016).

Implantasi pada mamalia merupakan proses yang melibatkan interaksi
sangat dekat antara blastosit dan uterus sebagai tempat menempelnya embrio dan
berkembang menjadi janin (Dey et al, 2004). Kegagalan sebelum terjadinya
kebuntingan dapat disebabkan oleh gagalnya tahap implantasi. Kegagalan
implantasi menyebabkan embrio tidak dapat menempel pada endometrium. Hal
tersebut dapat menyebabkan terjadinya keguguran atau abortus (Helmita et al,
2007).

Islam telah menyinggung proses awal terjadinya dan berkembangnya
individu dalam suatu tempat yang dinamakan rahim. Hal tersebut disinggung

secara implisit dalam al- Qur’an surah Al-Mu’minun ayat (13):
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Artinya: “Kemudian Kami jadikan saripati itu air mani (yang disimpan) dalam
tempat yang kokoh (rahim).”

Berdasarkan Al-Mahally (2007) dalam Tafsir Jalalain, menyatakan bahwasanya ¢
sl memiliki arti (kemudian Kami jadiakan ia) manusia atau keturunan Adam
dalam ads (nutfah) yakni air mani di dalam <. 3 memiliki arti tempat yang
kokoh. Menurut Shihab (2002), kata <. 5 memiliki makna tempat yang kokoh

dan kuat sebagai tempat terjadinya implantasi dan perkembangan embrio. Tempat
kokoh yang dimaksud tersebut adalah rahim atau uterus.



Salah satu faktor kuatnya uterus sebagai tempat implantasi adalah
ketersediaan hormon yang cukup. Selain itu, implantasi ditandai dengan
menempelnya embrio (blastokista) pada permukaan endometrium (Dey, 2004).
Saat terjadi implantasi, endometrium harus dalam keadaan kondusif untuk
memungkinkan perlekatan dan pertumbuhan awal plasenta (Widayati, 2013).
Menurut Haibin (2005), syarat keadaan kondusif untuk implantasi adalah
bertambahnya ketebalan diameter uterus karena adanya penebalan dinding
endometrium. Penebalan dinding endometrium terjadi akibat adanya proliferasi

sel-sel endometrium.

Endometrium merupakan organ yang sangat responsif terhadap perubahan
hormon dibandingkan dengan jaringan miometrium dan perimetrium (Fernandez,
2015). Endometrium terus mengalami pertumbuhan dan diferensiasi ketika
menerima rangsangan dari hormon ovarium dalam peranannya sebagai media
implantasi (Guidence, 2003). Jaringan utama penyusun endometrium yang sangat
berperan penting terhadap keberhasilan implantasi adalah jaringan epitel dan
jaringan stroma (Senger, 2003). Suksesnya implantasi bergantung pada
penerimaan dan kesiapan jaringan epitel dan jaringan stroma endometrium
(Simon et. al, 2000 dan Diedrich et.al, 2007). Saraswat (2016) menambahkan,
hormon yang berperan dalam proses proliferasi endometrium yaitu hormon
estrogen.

Peran hormon estrogen adalah memicu proliferasi endometrium
(Iswahyuni, 2011). Hormon estrogen akan mempengaruhi sel epitel dan stroma
endometrium berproliferasi sehingga dapat meningkatkan ketebalan endometrium.
Tipisnya dinding endometrium akan memperkecil terjadinya kebuntingan
(Wibowo, 2015), karena turunnya konsentrasi hormon estrogen dalam darah
menyebabkan tidak terjadinya penebalan endometrium (Satasiwi, 2008).

Rendahnya konsentrasi hormon estrogen bisa disebabkan oleh berbagai
faktor, diantaranya kekurangan nutrisi pada makanan, adanya gangguan pada
ovarium, tingkat usia, tingkat stres ataupun disebabkan oleh adanya faktor genetik
(Suwartini et al, 2013). Estrogen mempengaruhi endometrium dengan cara
berikatan dengan reseptor estrogen yang terdiri dari reseptor estrogen alfa (ER-o)

dan reseptor estrogen beta (ER-B) (Silva, 2016). Apabila kadar hormon estrogen



dalam jumlah sedikit, maka peran hormon estrogen dapat digantikan oleh estrogen
sintetik ataupun fitoestrogen.

Kemampuan proliferasi endometrium akibat pengaruh hormon estrogen
atau fitoestrogen dapat dipelajari secara in vitro melalui kultur sel endometrium.
Selain keberadaan hormon ataupun penggantinya, faktor-faktor yang mendukung
keberhasilan proliferasi kultur sel endometrium adalah jenis substrat, ketersediaan
nutrisi pada media, temperatur yang optimal, pH yang optimal dan kecukupan
penyediaan oksigen (Harlystiarini, 2010). Penelitian Ananda (2019) melaporkan,
dosis 100ug/g estradiol sintetik menunjukkan hasil yang terbaik dalam
meningkatkan proliferasi kultur sel endometrium domba.

Penggunaan hormon estrogen sintetik dapat memberikan efek samping
diantaranya yaitu hiperplasia dan karsinoma pada uterus dengan pemakaian
jangka panjang (Badziat, 2003). Staar et al., (2005) melaporkan, dalam penelitian
secara in vitro menunjukkan bahwa fitoestrogen dapat memberikan aktivitas
antikarsinogenik. Oleh karena itu sebagai pengganti penggunaan estrogen sintetik
adalah penggunaan estrogen dari bahan herbal yaitu fitoestrogen.

Fitoestrogen merupakan bahan alami tanaman yang memiliki struktur
mirip dengan estrogen. Fitoestrogen memiliki sifat estrogenik dan anti estrogenik
(Melda, 2012). Fitoestrogen berguna sebagai pengganti hormon estrogen dan
memiliki aktivitas proapoptosis dan antioksidan (Saryono, 2016). Saraswat (2016)
menambahkan fitoestrogen dapat digunakan dalam terapi pengaturan fertilitas.

Ada berbagai macam tanaman tumbuh di muka bumi yang berpotensi
mengandung fitoestrogen. Tanaman tersebut tersedia di alam dan dapat
dibudidayakan untuk dimanfaatkan. Nikmat yang diberikan Allah SWT kepada
makhlukNya terdapat dalam Surah Asy-Syu’ara (7):

[
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Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya.
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan) yang baik?”

Menurut al-Qurthubi (2009) kata ~_S memiliki arti baik dan mulia. Shihab (2002)

menambahkan, kata «s di sini memiliki makna segala sesuatu termasuk tumbuhan



yang baik dan memiliki berbagai macam manfaat. Hal ini mengarahkan manusia
untuk memperhatikan aneka tumbuhan dan berbagai manfaat yang terdapat di

dalamnya. Salah satu tanaman bernilai gizi tinggi yang baik adalah kurma.

Kurma (Phoenix dactylifera) merupakan tanaman yang memiliki nilai gizi
tinggi sehingga memiliki potensi untuk dimanfaatkan di bidang kesehatan. Buah
kurma merupakan bagian dari pohon kurma yang memiliki khasiat obat, ketika
dikonsumsi ataupun dipadukan dengan tanaman herbal yang lainnya. Beberapa
tahun terakhir banyak dilakukan penelitian farmakologis secara in vitro maupun in
vivo terhadap manfaat kandungan buah kurma pada masing-masing jenis
fitokimia. Salah satu fitokimia yang dapat dimanfaatkan untuk kesehatan
reproduksi adalah fitoestrogen (Alawi, 2017). Menurut Thompson (2006),
menyatakan bahwa genistein merupakan kandungan fitoestrogen paling tinggi
dalam buah kurma. Kandungan fitoestrogen dalam 100 gram buah kurma kering
paling tinggi berturut-turut adalah genistein (3,4 ug), daidzein (1,2 ug),
formononetin (0,4 pg) dan glycitein (0,2 pg). Kurma memberikan pengaruh
terhadap proses reproduksi pada wanita (Saryono, 2016), salah satunya dalam
Mosfegh, et al (2016) menyatakan, buah kurma dapat meningkatkan hormon

estrogen dan progesteron secara signifikan.

Buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) merupakan jenis buah kurma
yang memiliki kandungan fitoestrogen. Jenis kurma ini mengandung kadar nutrisi
dan kimia tertinggi dari pada kurma yang lainnya (Jaouni et al, 2019). Kandungan
fitoestrogen pada kurma Ajwa adalah 329,5 mg per 100 gram buah kering
(Husnia, 2018). Untuk mengetahui pengaruh buah kurma Ajwa terhadap sel

endometrium secara langsung dapat diketahui melalui penelitian secara in vitro.

Secara in vitro pengaruh pemberian fitoestrogen kurma Ajwa terhadap
tingkat proliferasi kultur sel endometrium dapat diketahui dengan menentukam
nilai viabilitas dan nilai Population Doubling Time (PDT) terhadap sel yang
dikultur (Trenggono, 2009). Hasil nilai PDT menunjukkan waktu yang diperlukan
oleh populasi sel untuk menjadi dua kali lipat dari jumlah semula. Fitoestrogen

mampu menjadi pengganti keberadaan hormon estrogen karena berat molekulnya



yang rendah sehingga dapat menembus membran sel dan berinteraksi dengan
reseptor sel.

Proliferasi sel dapat dipengaruhi oleh suatu stimulus atau ligan.
Fitoestrogen mampu berikatan dengan reseptor estrogen yang masih kosong
dalam membran sel. Briant (2002) menambahkan fitoestrogen akan berikatan
dengan reseptor hormon sel target dan mengaktifkan beberapa protein dalam sel
melalui fosforilasi. Proses transduksi sinyal yang terjadi diteruskan ke dalam inti
sel untuk mengaktifkan faktor transkripsi yang dilanjutkan dengan siklus sel
(Cambel, 2008).

Konsentrasi ekstrak kurma Ajwa yang ditambahkan dalam penelitian ini
merujuk pada hasil penelitian Sasano et al (2019) terkait efek fitoestrogen kedelai
terhadap kultur sel line stroma endometrium dengan konsentrasi 0 uM, 10 puM, 20
MM, 50, 100 uM. Pada penelitian tersebut ditunjukkan bahwa konsentrasi 10 puM
dapat meningkatkan proliferasi kultur sel line stroma endometrium secara
signifikan. Namun pada konsentrasi 20 uM, 50 uM, 100 uM dapat menghambat
proliferasi sel line stroma endometrium. Hal ini menunjukkan bahwa pengaruh
fitoestrogen terhadap proliferasi sel bergantung pada konsentrasi tertentu. Selain
itu kandungan fitoestrogen kedelai lebih tinggi dibandingkan dengan fitoestrogen
kurma. Berdasarkan hal tersebut untuk menemukan konsentrasi yang tepat, maka
dalam peneleitian ini memodifikasi konsentrasi menjadi 0 uM, 10 uM, 20 uM, 30
pM dan 40 pM.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactilyfera) terhadap viabilitas sel endometrium kambing secara
in vitro?

2. Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactilyfera) terhadap nilai PDT sel endometrium kambing secara

in vitro?



1.3

1.4

Tujuan Penelitian

Tujuan dalam penelitian ini adalah:

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactilyfera) terhadap viabilitas sel endometrium kambing secara
in vitro.

Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactilyfera) terhadap nilai PDT sel endometrium kambing secara

in vitro.

Hipotesis Penelitian

Hipotesis pada penelitian ini adalah:

i’
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Ada pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix
dactilyfera) terhadap proliferasi kultur sel endometrium kambing secara in
vitro.

Ada pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix
dactilyfera) terhadap proliferasi kultur sel endometrium kambing secara in

vitro.

Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah:

1.

1.6

Secara teoritis, penelitian ini mampu memberikan informasi ilmiah
mengenai pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix
dactilyfera) terhadap proliferasi kultur sel endometrium kambing secara in
vitro.

Secara aplikatif, dapat memberikan informasi bagi bidang kesehatan dan
masyarakat mengenai pengaruh fitoestrogen ekstrak etanol buah kurma

Ajwa (Phoenix dactilyfera) sebagai obat untuk masalah reproduksi.

Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1.

Uterus kambing dalam fase anestrus diperoleh dari Rumah Pemotongan

Hewan Kota Malang.



Sampel yang digunakan adalah sel endometrium yang diisolasi dari uterus
kambing yang diinkubasi dalam DMEM 10% FBS (Fetal Bovine Serum)
selama 6 hari dengan 5% CO, pada suhu 37°C.

Kurma yang digunakan adalah kurma varitas Ajwa pada stadium kimri,
berwarna hijau, dan diperoleh dari Wisata Kebun Kurma, Pasuruan.
Ekstrak kurma yang digunakan menggunakan pelarut etanol 70% dengan
metode maserasi.

Konsentrasi ekstrak kurma Ajwa (Phoenix dactilyfera) yang tambahkan
dalam media adalah 0 pM, 10 puM, 20 pM, 30 puM dan 40 pM.

Parameter yang diamati adalah viabilitas dan proliferasi (berdasarkan nilai

Population Doubling Time (PDT)) kultur sel endometrium kambing.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Tinjauan Tentang Kurma
2.1.1 Deskripsi

Kurma adalah tanaman yang berasal dari daerah Timur Tengah dan
merupakan tanaman berbuah yang tertua di wilayah Arab Saudi (Sakr, 2010).
Tanaman ini juga dianggap sebagai makanan pokok di kawasan Asia Barat Daya
dan Afrika Utara. Meskipun demikian, sebenarnya tanaman kurma juga dapat
tumbuh di Australia, Meksiko, Amerika Selatan, Afrika Selatan, Amerika Serikat
terutama di California, Arizona dan Texas (Alawi, 2017).

Pohon kurma termasuk dalam Famili Arecaceae yang dapat tumbuh di
wilayah tropis maupun subtropis (Sidiq et al., 2013; Eoin, 2016). Kurma memiliki
nama latin Phoenix dactylifera yang berasal dari bahasa Yunani. “Phoenix”
memiliki arti buah ungu atau merah, sedangkan “dactylifera” berasal dari dua
kata yaitu “dactylus” yang berarti jari dan “ferous” yang berarti bantalan
(Ashrafan dan Esfahami, 2011).

Kurma memiliki lebih dari 1500 varietas di dunia. Beberapa varietas yang
umum diketahui diantaranya adalah Ajwa, Abel, Al-Khunaizi, Barakwi, Bireir,
Dabbas, Empress, Khalas, Khodri, Ruthana, Sukkary, Sefri, Segae, Munifi, Hilali,
Barhi, Dyri, Degletnoor, Khadrawy, Medjool, Thoory, Zahidi, Assel, Dhakki,
Hallavi, Dora, Ruchdi, Fitmi dan Kentichi (Deshpande, 2017). Masing-masing
varietas memiliki kadar kandungan kimia dan nutrisi yang berbeda.

Kandungan nutrisi yang umum ditemukan dalam berbagai varietas kurma
dapat diketahui baik dalam bentuk makronutrien maupun mikronutrien (Mallhi,
2014). Buah kurma kering per 100 gram mengandung 280 kkal energi, 75 gram
karbohidrat, 63 gram gula, 8 gram serat, lemak 0,4 mg/dl, protein 2,5 gram,
vitamin C 0,4 mg 1% (USDA Nutrient Database). Al Farsi et a.l (2007)
menambahkan, nutrisi yang terkandung dalam kurma diantaranya vitamin A, B1
dan B2. Kandungan nutrisi lainnya terdapat mineral, vitamin, karbohidrat,

senyawa fenolik, antioksidan dan serat.



Fitokimia kurma banyak terkandung pada buahnya. Al-Daihan dan Baht
(2012) melakukan penelitian tentang perbandingan analisis fitokimia pada organ

tumbuhan kurma (Phoenix dactylifera) yang ditunjukkan dalam tabel berikut:

Tabel. 2.1. Tabel Kandungan fitokimia pada masing-masing organ (Phoenix dactylifera) (Al-
Daihan dan Baht, 2012).

Karbohidrat | Alkaloids | Steroids | Saponins | Flavonoids | 'annins
Daun N N ) i ) N
Buah ~ N N \ N N
Bij \ y N
Batang N \ ) i J N

Keterangan: V: ada, -: tidak ada

Allah SWT menyebut buah kurma dalam al-Qur’an melebihi buah-buahan
yang lain. Dalam Kitab Mu’jam Al-Mufashir li Al-Fazhil Qur’an, dijelaskan
bahwa kurma disebutkan sebanyak 20 kali dalam 16 surah. Surah yang dimaksud
adalah Surah Ar-Rahman ayat 11 dan 68, Surah Qaf ayat 10, Surah Yasin ayat 34,
Surah As-Syu’ara ayat 148, Surah Ar-Ra’d ayat 4, Surah Maryam ayat 23 dan 25,
Surah Al-Bagarah ayat 266, Surah Al-An’am ayat 99 dan 141, Surah An-Nahl
ayat 11 dan 67, Surah Al-Isra’ ayat 91, Surah Al-Kahf ayat 32, Surah Taha ayat
71, Surah Al-Mu’minun ayat 19, Surah Al-Qamar ayat 20, Surah Al-Haggah ayat
7 dan Surah ‘Abasa ayat 20 (Ahmad, 2013).

Berdasarkan hal tersebut, salah satu firman Allah tentang buah kurma
dalam surah An-Nahl ayat (67):
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Artinya: “Dan dari buah korma dan anggur, kamu buat minuman yang
memabukkan dan rezeki yang baik. Sesunggguhnya pada yang demikian itu
benar-benar terdapat tanda (kebesaran Allah) bagi orang yang memikirkan.”




Menurut dalam Tafsir Jalalain (2007), menyatakan bahwa kata J,:;JT

memiliki arti (kurma), \ji@ bermakna minuman yang memabukkankata dan \fej)

& memiliki arti (rizki yang baik). Kata \jiL yang dimaksud adalah khamar

yang dapat memabukkan. Hal ini diturunkan sebelum adanya perintah
mengharamkan khamar. Ash-Shiddieqy (2000) menambahkan, yang dimaksud
dengan rizki yang baik adalah yang dihalalkan dari buah tersebut dan segala yang
telah diolah dari buah tersebut baik berupa manisan, cuka, maupun minuman
perasan.

Perasan buah kurma telah banyak diketahui memiliki manfaat bagi
kesehatan baik dikonsumsi secara langsung ataupun dikombinasikan dengan
tanaman herbal yang lain. Penelitian secara in vivo dan in vitro telah banyak
dilakukan untuk menguji kandungan fitokimia kurma dan manfaatnya (Chao dan
Kruger, 2007). Berbagai manfaat kurma diantaranya sebagai penurun kolesterol,
mengobati penyakit kardiovaskuler dan kompresi kanker. Faradina (2018)
menambahkan manfaat kurma yang lainnya adalah sebagai antinflamasi,
antioksidan, anti-karsinogenik, mengobati anemia, sembelit, pencegah diabetes,
hepatoprotektif, pengobatan infertilitas, memperlancar persalinan dan agen
fitoestrogen. Menurut Thompson (2006) dalam Alawi (2017), menyatakan bahwa
kandungan fitoestrogen dalam kurma Ajwa terdiri dari genistein, formononetin,
daidzein, glycitein, matairecinol, lariciresinol, pinoresinol, secosiolaricitesinol dan

coumestrol.
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2.1.2 Klasifikasi

Klasifikasi kurma (Phoenix dactylifera) dalam ITIS (2010) adalah berikut:
Kingdom : Plantae

Subkingdom : Viridiplantae

Superdivisi  : Embriophyta

Divisi : Tracheophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas - Lilianae

Ordo : Arecales

Famili : Arecaceae

Genus : Phoenix

Spesies : Phoenix dactylifera

2.1.3 Morfologi

Pohon kurma dapat tumbuh hingga mencapai ketinggian 25-30 meter.
Pohon kurma dapat tumbuh dalam bentuk tumbuhan tunggal (Gambar 2.1. A) atau
membentuk rumpun yang terdiri dari beberapa batang dalam satu perakaran (Lobo
et al., 2014). Akar pohon kurma memiliki sistem perakaran fasikulata yang
panjangnya bisa mencapai 4 hingga 10 meter sehingga mampu mencapai
kedalaman untuk sumber daya air (Zaid dan de Wet, 2002). Batang pohon kurma
atau stipe berbentuk vertikal silinder tunggal yang ditutupi oleh serat pangkal
daun yang berfungsi untuk menyimpan cadangan air serta melindungi dari insekta
ataupun hewan herbivora (Zaid dan De Wet, 2002). Air dan nutrisi ditranslokasi
melalui jaringan vaskular yang tersusun dari bundel vaskular yang tertumpuk

rapat.
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Gambar 2.1. A. Pohon kurma (Rahmani et al., 2014 ), B. Cabang buah kurma (Lobo et
al., 2014), C. Bagian-bagian buah kurma (Ghnimi et al., 2016).

Batang tumbuh secara vertikal di kuncup terminal dan lateral melalui
kambium fasikular (Lobo et.al,2014). Daun pohon kurma disebut juga dengan
“fronds”. Menurut Uhl dan Dransfeld (1987) dalam Lobo et.al (2014), daunnya
memiliki panjang 4-6 meter dan lebar 0,5 meter di pelepah tengah yang
menyempit menuju kedua ujung daun, dengan duri pada tangkai daun, berbentuk
menyirip, dan secara spiral diatur di sekitar batang. Jumlah daun yang tumbuh
setiap tahunnya bervariasi, sekitar 10-26. Satu pohon dewasa mampu memiliki
100 hingga 125 anak daun, dan yang aktif dalam proses fotosistesis hanya 50%
jumlah daun. Masing-masing daun terdiri dari 150 lembar anak daun yang
panjangnya 30 cm dan lebar 2 cm. Daun tidak bisa gugur kecuali dengan
dipangkas secara manual.

Buah kurma memiliki biji tunggal yang dilindungi oleh perkamen halus
(endokarp), mesokarp yang berbulu dan kulit buah (perikarp) (Gambar 2. 1. C).
Masing-masing daerah atau wilayah memiliki karakteristik buah kurma yang
berbeda-beda, baik dalam karakteristik organoleptik, fisik dan kandungan
kimianya (Al-Qarawi et al., 2004). Bentuk umum dari buah kurma adalah lonjong
dan beberapa diantaranya mencapai bentuk bulat. Pohon kurma mulai berbuah
pada rentan usia 5 tahun dengan produksi buah pertahun mencapai 400-600 kg
dan akan terus berproduksi hingga 60 tahun (Alawi, 2017).
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2.1.4 Stadium Kematangan Buah Kurma

Kematangan buah kurma dibagi menjadi 5 stadium (Gambar. 2.2).
Stadium kematangan kurma menurut Shahib (2003):

a. Stadium Hababouk

Tahap ini dimulai setelah terjadinya fertilisasi dan berlangsung selama 4
hingga 5 minggu yang ditandai dengan hilangnya dua karpel yang tidak dibuahi.
Pada tahap ini buah kurma masih tertutupi oleh kelopak daun dan masih akan
terus berkembang hingga menjadi warna hijau.
b. Stadium Kimri

Tahap ini biasanya disebut green stage yang ditandai dengan perubahan
warna yang berlangsung cepat dari hijau menjadi suatu warna karakteristik selama
stadium khalal. Buah kurma pada tahap ini memiliki tekstur yang masih keras dan
mengandung sejumlah substansi tannin yang larut air.
C. Stadium Khalal

Buah kurma pada tahap ini secara fisiologis mulai matang namun daging
buah masih keras. Buah secara penuh mengalami perubahan warna dari hijau
menjadi hijau kekuningan, kuning, merah muda, hingga merah. Warna biji kurma
berubah dari putih menjadi coklat.
d. Stadium Ruthab

Buah kurma pada tahap ini mengalami pematangan dengan berubah warna
menjadi coklat atau hitam. Buah kurma menjadi lebih lembut dan mengandung
lebih banyak soluble tannin. Kandungan air mencapai sekitar 43%. Buah tidak
lagi keras dan warnanya cenderung lebih tua.
e. Stadium Tamr

Buah kurma pada tahap ini kadar air rata-rata adalah 24%, sebab buah
kurma mengandung padatan maksimal dan kehilangan cukup banyak air sehingga
mengandung kadar gula yang cukup tinggi. Pada tahap ini buah kurma
sepenuhnya matang dan berwarna coklat kusam atau hampir hitam.
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Gambar 2.2. Stadium kematangan buah kurma Ajwa (Alawi, 2017)

2.1.5 Kurma Ajwa

Kurma Ajwa merupakan salah satu jenis varietas kurma yang berwarna
coklat gelap apabila matang. Kurma Ajwa umumnya tumbuh di wilayah Madinah,
Saudi Arabia. Jenis kurma ini mengandung kadar nutrisi dan kimia tertinggi dari
pada kurma yang lainnya (Jaouni et al, 2019). Keistimewaan kurma Ajwa

diriwayatkan dalam kitab Shahih al-Bukhari yang isinya adalah berikut,

J6 J6 el 22 o s Gl 6 2 tet Gl b Bl d e g kR Bls
e Y5 32 o33 N5 3 4 rﬂ?*f&ufrwﬁcﬁmvlﬂmﬂ'&ﬂmd

()=l oly)
Telah menceritakan kepada kami Juma’ah bin Abdillah, telah menceritakan
kepada kami Marwan, telah mengabarkan kepada kami Hasyim bin Hasyim, telah
mengabarkan kepada kami Amir bin Said dari bapaknya (Said bin Abi Waqash)
dia berkata, aku mendengar Rasulullah Saw bersabda “Barangsiapa
mengkonsumsi tujuh butir Kurma Ajwa pada pagi hari, maka pada hari itu ia
tidak akan terkena racun maupun sihir” (HR Al-Bukhori).

Kurma Ajwa adalah varietas kurma yang memiliki total senyawa fenolik
tertinggi (22,11 mg/ 100 g DW), lalu diikuti oleh Nbt Saif (22 mg/ 100 g DW) dan
Khla Al Qassim (10,47 mg/ 100 g DW) (Hariadi, 2010). Dalam Khalid et al.
(2017) dijelaskan bahwa, kandungan fenolik pada kurma Ajwa yaitu sekitar 10
mg/100 g— 290 mg/100 g tergantung pada stadium kematangan buah. Total
fenolik tertinggi terjadi pada stadium kimri (290 mg/ 100 g), kemudian khalal
(150 mg/ 100 g), ruthab (20 mg/ 100 g) dan tamr (10 mg/ 100 g). Kandungan
fitoestrogen pada kurma Ajwa adalah 329,5 mg per 100 gram buah kurma
(Husnia, 2018).
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2.2 Tinjauan Tentang Uterus Kambing

Uterus merupakan bagian dari saluran reproduksi betina yang mempunyai
dinding tebal. Uterus memiliki bentuk morfologi mirip buah alpukat yang kecil
dengan panjang 7 cm, lebar 5 cm, dan tebal 2-3 cm. Umumnya, setiap spesies
memiliki uterus yang terdiri atas dua bagian utama, yaitu bagian atas yang
melebar disebut badan rahim (corpus uteri) dan bagian bawah yang berbentuk
silinder disebut leher rahim (cervix uteri) (Ahwani, 2012).

Jenis uterus pada mamalia terdiri dari empat macam yaitu uterus dupleks,
uterus bikornis, uterus bipartitus, dan uterus simpleks. Uterus kambing memiliki
tipe uterus bipartitus, dikarenakan ujung distal dan kedua cormus berfungsi
sehingga menampakkan bentuk corpus yang cukup besar. Uterus bipartitus
memiliki septum yang memisahkan kedua cornua uteri dan corpus uteri besar.

Uterus adalah organ reproduksi betina yang halus dan berotot memiliki
fungsi untuk menerima dan tempat berkembangnya ovum yang sudah dibuahi.
Uterus pada kambing bunting akan tampak lebih besar dibandingkan dengan
uterus normal seiring pertumbuhan janin dan meningkatnya volume cairan yang
terkait. Nilai biometrik tanduk uterus akan meningkat bersamaan dengan
meningkatnya fase kebuntingan dibandingkan dengan uterus normal (Gambar 2.
3) (Jaji et al., 2012).

Uterine homo

UH

Keterangan : UH; uterine horns (tanduk uterus), UB; uterine body (uterus), O; ovary
(ovarium)

Gambar 2.3. A. Sistem reproduksi kambing betina bunting (Waseh, 2016), B. Sistem
reproduksi kambing betina normal (Jaji., et al, 2012)
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Jaringan perimetrium merupakan jaringan terluar dari uterus. Dinding
uterus terdiri dari 3 jaringan, yaitu endometrium atau dinding rahim, miometrium
atau tunika muskularis dan perimetrium tunika serosa (gambar 2.4) (Cavalcanto,
2007). Endometrium tersusun atas sel epitel berlendir dan memiliki pembuluh
darah. Miometrium adalah jaringan yang terletak setelah endometrium yang
terdiri dari urat daging licin melingkar kuat (sirkuler) disebelah dalam dan
memanjang (longitudinal) di sebelah luar. Jaringan vaskular merupakan jaringan
yang banyak memiliki pembuluh darah dan kapiler, terletak di antara miometrium

dan endometrium (Hardjoprajanto, 1995).

Gambar. 2.4. Histologi Uterus (Cavalcanto, 2007)

2.3 Tinjauan tentang Endometrium
2.3.1. Deskripsi Endometrium

Endometrium adalah lapisan terdalam pada uterus sebagai tempat
menempelnya embrio pada saat terjadinya kebuntingan. Awal terjadinya
kebuntingan ditandai dengan menempelnya embrio (blastokista) pada permukaan
endometrium (Dey, 2004). Sebagai tempat menempelnya embrio, endometrium
tersusun atas pembuluh darah dan selaput lendir yang mengandung kelenjar
(Agarwal, 2005). Dalam Ananda (2019) dijelaskan, endometrium terus
mengalami pertumbuhan dan diferensiasi ketika merespon hormon ovarium dalam
perannya sebagai media implantasi blastosis dan meregenerasi jaringan
endometrium untuk kembali bersiklus apabila tidak terjadi implantasi. Kesiapan
implantasi dipengaruhi oleh kemampuan penerimaan dan kesiapan jaringan epitel
dan jaringan stroma endometrium.

Endometrium memiliki 3 komponen, yaitu epitel kolumner simpleks

bersilia dan bergoblet, kelenjar uterus yang merupakan invaginasi dari epitel
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luminal kemudian meluas hampir ke miometrium, dan stroma endometrium.
Lapisan endometrium terbentuk dari 2 lapisan yang terdiri dari stratum
spongiosum dan stratum basal. Stratum spongiosum merupakan lapisan
fungsional yang melapisi rongga uterus dan akan meluruh ketika menstruasi.
Stratum basalis merupakan lapisan permanen yang membentuk lapisan fungsional
baru setelah terjadinya menstruasi (Liyanda, 2017). Stratum spongiosum sangat
responsif terhadap hormon yang dapat dinilai dari ukuran dan distribusi
kelenjarnya. Stratum spongiosum saat dalam keadaan normal tersusun beraturan
dan tegak lurus terhadap struktur basale, sedangkan saat fase sekresi tampak
lapisan stratum kompaktum yang tipis di bawah epitel permukaan dengan stroma
padat dan kelenjarnya yang lurus, kelenjar ini akan berkelok-kelok saat berfungsi.
Lapisan yang kedua adalah stratum basale yang kurang respon terhadap hormon,
berfungsi pada waktu regenerasi (Kurman dan Mazur, 2005).

Sel-sel penyusun endometrium terdiri dari sel epitel dan lamina propia
yang mengandung kelenjar tubular sederhana yang bercabang pada bagian
dalamnya. Lapisan bagian dalam endometrium dilapisi epitel selapis kolumnar
dan jaringan ikat yang tebal di stroma endometrium. Senger (2003) menambahkan
dua jaringan utama penyusun endometrium dalam menjalankan fungsinya, yaitu
jaringan epitel dan jaringan stroma. Sel-sel epitelnya adalah selapis toraks dan
bercampur dengan sel-sel bersilia dan sel sekretoris (Nurcahyo, 2010).

Endometrium akan meluruh jika tidak terjadi pembuahan dan akan
menebal pada saat terjadi ovulasi (Marimbi, 2010). Dellman dan Brown (1992)
menambahkan, penebalan dinding endometrium pada mamalia dikenal dengan
kranakula. Kranakula banyak mengandung fibroblast dan vasikularis yang
ekstensif. Endometrium memiliki peran untuk mempersiapkan proses nidasi serta
menjaga plasenta (Yatim, 1995).

Implantasi ditandai dengan menempelnya embrio (blastokista) pada
permukaan endometrium (Dey, 2004). Saat terjadi implantasi, endometrium harus
dalam keadaan kondusif untuk memungkinkan perlekatan dan pertumbuhan awal
plasenta (Widayati, 2013). Menurut Haibin (2005), syarat keadaan kondusif untuk
implantasi adalah bertambahnya ketebalan diameter uterus karena adanya
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penebalan dinding endometrium. Penebalan dinding endometrium terjadi akibat
adanya proliferasi sel-sel endometrium.

Proliferasi endometrium dapat dipicu oleh keberadaan hormon estrogen
(Iswahyuni, 2011). Hormon estrogen akan mempengaruhi sel epitel dan stroma
endometrium berproliferasi sehingga dapat meningkatkan ketebalan endometrium.
Tipisnya dinding endometrium akan memperkecil terjadinya kebuntingan
(Wibowo, 2015), karena turunnya konsentrasi hormon estrogen dalam darah

menyebabkan tidak terjadinya penebalan endometrium (Satasiwi, 2008).

2.3.2. Fungsi Estrogen Pada Endometrium

Estrogen merupakan hormon steroid dengan 10 atom C dan dibentuk
terutama dari 17-ketosteroid androstendion. Estradiol dianggap sebagai estrogen
yang utama, karena memiliki potensi 12 kali lebih tinggi dibandingkan estron dan
8 kali lebih tinggi dibandingkan estriol (Speroff, 2005). Dalam Hikmah (2014),
estrogen memiliki struktur kimia yang secara umum terdiri dari gelang A yang inti
steroidnya selalu tidak jenuh, pada atom karbon nomor 1-2, 3-4 dan pada atom
karbon nomor 5-10 terdapat ikatan rangkap, dan terdapat gugus OH pada karbon

nomor 3.

CH,CH

HO

Gambar 2.5. Struktur Estrogen (Ramamurthy, 2015)

Fungsi estrogen pada uterus terutama pada endometrium adalah memicu
proliferasi dan memperkuat kontraksi uterus (Gambar 2.5) (Iswahyuni, 2011).
Estrogen di dalam endometrium dilepaskan ke dalam darah oleh folikel ovarium
yang sedang tumbuh untuk merangsang perbaikan endometrium. Sel-sel dari
stratum basalis mengalami mitosis dan menghasilkan stratum fungsional yang

baru. Setelah itu endometrium menebal, kelenjar uterina yang lurus akan
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mengembang dan arteri spiralis akan menembus stratum fungsional karena

pengaruh hormon estrogen (Liyanda, 2017).

%; ERE

— nucleus

x Oocyte Maturation .
L, Embryo Development __ Preg.nanc‘y &
Priming for Implantation Child Birth

‘¢

Gambar 2.6. Skema reseptor estrogen dalam endometrium
terhadap kebuntingan (Rosseli dan R. K. Dubey, 2006)

Mekanisme kerja hormon estrogen dipengaruhi oleh reseptor estrogen.
Jaringan target dipengaruhi oleh molekul estrogen yang berikatan dengan reseptor
estrogen. Gen reseptor hormon estrogen adalah RE-a, dan ditemukan jenis
reseptor estrogen lain yaitu RE-B pada kromosom yang berbeda di tahun 1996
(Liu, 2005).

Estrogen yang menempel pada reseptornya akan mengaktifkan fungsi
kerjanya terhadap organ reproduksi (Gambar 2. 7). Gen reseptor akan mengkode
protein sebagai ligan. Ligan akan mengaktivasi faktor transkripsi beberapa
domain penting untuk berikatan dengan hormon. Protein dihasilkan dalam
nukleus, sehingga ketika estrogen menembus membran sel mampu berikatan
dengan reseptor kemudian menginisiasi terjadinya transkripsi dan translasi yang
menghasilkan protein pengkode proliferasi untuk memulai proses proliferasi sel
(Gruber, 2002).
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Gambar 2.7. Mekanisme kerja yang dipengaruhi reseptor estrogen (Gruber, 2002)

2.3.3. Kultur Sel Endometrium

Endometrium merupakan salah satu lapisan pada uterus yang terus
mengalami pertumbuhan dan diferensiasai sebagai rangsangan dari hormon
ovarium. Endometrium mengalami berbagai perubahan berupa proliferasi dan
apoptosis sesuai dengan siklus reproduksinya (Senger, 2003). Du et al. (2009)
menambahkan bahwa sel yang berasal dari endometrium merupakan sel yag
paling dinamis karena diperbarui setiap bulannya setiap siklus dan terdiri dari sel
epitel kelenjar dan stroma. Secara umum, regulasi endometrium pada hewan dan
manusia cenderung memiliki kesamaan dalam merespon hormon steroid (Janzen
et al., 2003). Kemampuan ini dapat dimanfaatkan untuk mengetahui mekanisme
seluler regulasi hormon terhadap endometrium melalui kultur sel atau secara in
vitro. Pada kultur sel endometrium kambing atau domba tampak seperti koloni
berbentuk fibroblast (Ananda, 2019).
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Gambar. 2.8. A. Kultur sel epitel endometrium kambing, B. Kultur sel stroma
endometrium kambing (Qin et al., 2015).

Suatu stimulus dapat mempengaruhi proliferasi sel endometrium. Stimulus
dapat berupa penambahan growth factor, hormon estradiol, progesteron maupun
fitoestrogen (Islam et al., 2016; Ananda, 2019). Kultur sel primer endometrium
mencapai konfluen setelah 96 jam atau 4 hari inkubasi. Sasano et al., (2019),
melakukan suatu penelitian tentang pengaruh fitoestrogen terhadap proliferasi
endometrium dan diketahui waktu optimum yang dibutuhkan adalah 72-96 jam.
Masing-masing jenis el kultur membutuhkan waktu yang berbeda untuk
berproliferasi. Menurut Ghobadi et.al (2018), waktu yang diperlukan untuk
proliferasi kultur sel endometrium adalah 21 jam hingga 45 jam. Sedangkan
menurut Jividen (2014) kultur sel endometrium dapat dilakukan selama 0-16 hari.
Selain waktu yang optimum, faktor yang mempengaruhi proliferasi kultur sel
endometrium adalah ketersediaan nutrisi pada media yang sesuai dan antibiotik
yang dibutuhkan sebagai pertahanan bagi pertumbuhan sel.

2.4 Tinjauan Tentang In Vitro

Kultur sel (in vitro) hewan adalah teknik yang banyak digunakan untuk
mengisolasi sel, jaringan dan organ dari hewan dan menumbuhkannya dalam
lingkungan buatan. Istilah kultur, menunjukkan teknik mempertahankan hidup sel
dalam media yang sesuai dengan kondisi aslinya (Oyeleye, et. al, 2016). Menurut
Merten (2006), jenis-jenis jaringan yang dapat tumbah dalam media kultur
meliputi jaringan ikat, jaringan fibroblas, jaringan epitel dan berbagai jenis sel

tumor.
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Kultur sel (in vitro) telah terbukti menjadi metode yang paling baik
digunakan untuk mempelajari mekanisme dan fungsi berbagai sel. Sejumlah sel
dapat dibiakkan dalam jumlah besar untuk mempelajari aktifias selulernya berupa
diferensiasi dan proliferasinya. Penerapan kultur sel hewan digunakan untuk
penelitian kanker, pembuatan vaksin, produksi protein rekombinan, pemilihan dan
perbaikan obat, terapi gen, terapi sel punca dan teknologi fertilisasi in vitro
(Oyeleye, et. al, 2016).

Mekanisme menumbuhkan jaringan organisme di luar tubuh, ditumbuhkan
dalam kondisi media kultur yang sesuai. Kondisi media kultur yang sesuai
mengandung nutrisi yang baik dalam bentuk padat maupun bentuk cair. Faktor
nutrisi seperti serum, hormon dan lainnya dapat ditambahkan ke media kultur
untuk mendukung pertumbuhan, diferensiasi dan proliferasi sel. Kondisi
lingkungan dalam kultur dibentuk dengan pengaturan pH, suhu, O,, tekanan
osmosis, substrat melekatnya sel, proteksi terhadap toksik dan faktor
pertumbuhan. Dalam media pertumbuhan sel hewan, nutrisi pada media harus
terpenuhi dari luar sel karena sel hewan tidak mampu mensintesis nutrisi sendiri.
Kebutuhan nutrisi sel dapat diberikan melalui media kultur yang cocok untuk
pertumbuhannya. Jika media yang digunakan tidak sesuai dengan jenis sel yang
dikultur, maka sel akan autolisis. Selain itu, antibiotik dibutuhkan sebagai
pertahanan bagi pertumbuhan sel (Oyeleye, et. al, 2016).

Media kultur sel yang dapat digunakan terdiri dari banyak jenis,
diantaranya Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Minimal Essential
Medium (MEM), Basal Medium Eagle’s (BME), Park Memorial Institute (RPMI),
Ham medium dan Rosewell (Yao, 2017). Media kultur yang banyak digunakan
untuk menumbuhkan sel kultur adalah DMEM yang ditambahkan serum 10%
(Potter dan DeMerse 2001). Salah satu serum yang umum digunakan adalah Fetal
Bovine Serum (FBS) yang berfungsi sebagai faktor pertumbuhan, faktor
hormonal, faktor perlekatan dan penyebaran sel (Malole, 1990).

Suhu yang ideal untuk kultur sel hewan disesuaikan dengan suhu tubuh
hewan tersebut. Pada kultur sel hewan mamalia suhu yang ideal adalah 37°C. pH
yang baik adalah pH yang tidak kurang dari 7.0 Kestabilan pH dapat dijaga

dengan penambahan NaHCO;3; dalam media kultur dan diinkubasi dengan 5%
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karbondioksida. Media kultur sebaiknya dihindarkan dari pembentukan busa yang
dapat menyebabkan adanya resiko kontaminasi dan denaturasi protein (Freshney,
2005).

Parameter yang digunakan untuk menentukan keberhasilan sel yang
dikultur adalah menghitung nilai viabilitas sel. Nilai viabilitas dapat dijadikan
acuan sebagai penanda sitotoksitas suatu material. Salah satu indikasi sitoksitas
suatu bahan adalah adanya penurunan viabilitas sel dan proliferasi sel kultur
(Trenggono, 2009; Freshney, 2005).

Identifikasi sel dilakukan dengan menambahkan pewarna Trypan blue. Sel
yang normal atau hidup menunjukkan warna bening karena membran sel tidak
mengikat zat warna biru, sedangkan sel yang rusak atau mati akan menunjukkan
warna biru karena mengikat zat warna (Trenggono, 2009). Hasil perhitungan
jumlah sel yang hidup dan sel yang mati kemudian dihitung untuk mengetahui
persentase viabilitas sel menggunakan rumus %viabilitas sel dalam Kalajanti
(2006) sebagai berikut:

Jumlah sel yang hidup

%Viabilitas sel = X 100%

jumlah sel yang dihitung
Nilai viabilitas sel yang tinggi menunjukkan kemampuan sel untuk
tumbuh dan berkembang dengan baik. Semakin banyak jumlah sel yang hidup
maka potensi sel untuk tumbuh dan berkembang semakin tinggi. Salah satu faktor

penting yang mengatur perkembangan sel adalah proliferasi sel (Takeuchi, 2014).

2.4.1. Pertumbuhan sel in vitro

Pertumbuhan sel secara in vitro dibagi menjadi tiga fase yaitu fase lag,
fase log dan fase plateu (Gambar 2. 9) (Djuwita, 2002). Fase lag merupakan fase
adaptasi sel dengan lingkungannya ditandai dengan perlekatan dan penyebaran sel
pada substrat tanpa peningkatan jumlah sel (Butler, 2004). Pada fase ini
konsentrasi sel sama atau hampir sama dengan konsentrasi pada waktu subkultur
(10* sel/ml), enzim polimerase meningkat, diikuti dengan sintesis DNA dan
protein subkultural baru (Budianto, 2002).

Fase log ditandai dengan adanya peningkatan sel secara eksponensial,

ditandai dengan terjadi pertumbuhan sel mencapai konfluen. Fraksi pertumbuhan
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pada fase ini mencapai 90%-100%. Waktu yang dibutuhkan untuk mencapai
konfluen tergantung pada konsentrasi awal saat dilakukan seeding, kepekatan dan
kemampuan kecepatan pertumbuhan sel. Proliferasi sel akan terhenti setelah 1
atau 2 siklus beikutnya. Freshney (2005) menyebutkan, fase log adalah keadaan
dalam kultur sel yang sangat produktif, karena populasi sel sangat seragam dan
viabilitas tinggi sehingga pada fase ini merupakan waktu optimal untuk dilakukan
sampling.

Fase pleteu ditandai dengan adanya konfluen sel yang dikultur, diketahui
dengan permukaan substrat yang terpenuhi oleh interkasi sel dan lingkungannya
(Djuwita, 2002). Pada tahap ini fraksi pertumbuhan akan turun mencapai 0%-10%
dan mencapai tahap stationari. Sel yang mencapai konfluen, kecepatan
pertumbuhan sel akan berkurang. Pada beberapa kasus, proliferasi sel akan
terhenti setelah 1-2 siklus, namun beberapa sel dapat melakukan diferensiasi
untuk tetap mempertahankan viabilitasnya. Pada fase ini sel tetap dapat
disubkultur, namun lebih baik untuk melakukan subkultur sebelum fase pleteu
karena fraksi pertumbuhan akan menjadi lebih tinggi (Djuwita, 2002; Freshney,
2005).

| Lag Phase Exponential Phase

3x10°

Cells/cm?

104

3x10%

Days After Subculture

Gambar 2. 9. Kurva Perumbuhan kultur sel (ATCC, 2014).

Allah SWT menciptakan segala sesuatunya melalul bebrapa tahapan.
Salah satunya adalah fase pertumbuhan sel yang telah disinggung secara implisit
dalam al- Qur’an Surat Nuh ayat (14),
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© Dbl eiils 35

Artinya: “Padahal Dia sesungguhnya telah menciptakan kamu dalam beberapa
tingkatan kejadian”.

Menurut Shihab (2002), kata \)\JL\ berasal dari kata _sk yang berarti

masa atau fase. Kata tersebut juga dapat bermakna kondisi yang dialami sesuatu.

Dalam kondisi ini dapat ditujukan pada fase-fase pertumbuhan sel secara in vitro.

2.4.2. Proliferasi sel in vitro

Proliferasi sel didefinisikan sebagai peningkatan jumlah sel karena
pertumbuhan dan pembelahan sel. Laju proliferasi sel antar sel berbeda-beda
tergantung pada sifat sel yang dimiliki. Faktor yang mempengaruhi proliferasi sel
dapat berupa agen farmakologis dan polutan. Uji proliferasi sel dalam in vitro
berguna untuk mengetahui sitoksisitas dan apoptosis sel (Willey dan Sons, 2014).

Proliferasi sel dipengaruhi oleh suatu stimulus atau ligan. Ligan akan
berikatan dengan reseptor pada membran sel dan mengaktifkan beberapa protein
yang terdapat dalam sel melalui fosforilasi. Proses transduksi sinyal diteruskan ke
dalam inti sel untuk mengaktifkan faktor transkripsi yang akan mengaktifkan
siklus sel (Cambel, 2008).

Kemampuan proliferasi sel dalam kondisi in vitro dapat diketahui dengan
menghitung nilai nilai PDT (Population Doubling Time). Nilai PDT merupakan
waktu yang dibutuhkan sel untuk meningkatkan jumlahnya dua kali lipat dari
pada jumlah semula. Nilai PDT yang rendah menunjukkan bahwa poliferasi sel
yang terjadi lebih cepat dibandingkan nilai PDT yang lebih tinggi (Trenggono,
2009).

Pertumbuhan sel yang optimal ditunjukkan oleh meningkatnya proliferasi
sel yang baik Keterlambatan urutan periode pertumbuhan exponensial terjadi pada
fase log. Ketika densitas sel (sel/cm? substrat) sudah menutupi permukaan substrat
atau ketika konsentrasi sel (sel/ml medium) melewati kapasitas, sebaiknya
dilakukan subkultur dan lebih sering mengganti medium (Freshney, 2005).

Bagian dari proliferasi sel yang berfungsi mempertahankan populasi sel
adalah siklus sel. Sumadi dan Aditya (2007) menjelaskan, siklus sel adalah
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kegiatan yang terjadi dari satu pembelahan sel ke pembelahan sel berikutnya.
Siklus sel sendiri merupakan pertambahan massa, duplikasi bahan genetis yang
dikenal sebagai interfase dan pembelahan sel.

Siklus sel terdiri dari dua tahapan, yaitu tahap interfase (1) dan tahap
mitotik (M). Pada tahap interfase, sel mengalami proses pertumbuhan dan
membuat salinan kromosom yang digunakan untuk persiapan tahap mitotik,
sehingga tahap terpanjang dari siklus sel adalah tahap interfase (90% dari siklus
sel). Pada tahap mitotik, terjadi proses pembelahan sel berupa mitosis dan
sitokinesis. Tahap terpendek dalam siklus sel adalah tahap mitotik (10% dari
siklus sel) (Albert, 2002; Campbell, 2008).

Siklus sel terdiri dari empat fase, yaitu G1 (gap 1), S (sintesis), G2(gap 2),
dan M (mitosis) (Gambar 2.9). Sel memulai sintesis protein dan RNA untuk
persiapan melakukan pembelahan sel pada fase G1. Selanjutnya, sel memasuki
fase S untuk mensintesis DNA. Sel kembali mempersiapkan diri sendiri
melakukan sintesis RNA pada fase G2 untuk melakukan pembelahan sel di fase M

menjadi dua sel (Freshney, 2005).

Gambar. 2.10. Siklus sel (Cambel, 2000)

2.5  Peran Fitoestrogen Terhadap Proliferasi Sel

Fitoestrogen merupakan bahan alami yang diketahui memiliki struktur
yang paling mirip dengan estrogen (Gambar 2. 11) dan memiliki aktivitas
estrogenik dan anti estrogenik (Melda, 2012). Sebagian besar kelompok

fitoestrogen merupakan senyawa pengganti senyawa fenolik yaitu flavonoid
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(Hughes, 2003). Dalam Badziat (2013), fitoestrogen terdiri dari beberapa jenis,
seperti isoflavon (genistein, daidzein, formononetin, equol), lignan (enterolakton,

enterodiol), coumestan (coumestrol), lakton (zerealenon) dan sterol (sitoesterol).

ESTRADIOL

Gambar 2.11. Struktur Isoflavon yang memiliki kemiripan
dengan strutur Estradiol (Badziad, 2003)

Fiteoestrogen mempengaruhi kerja fisiologis organ dengan dua
mekanisme yaitu secara genomik dan non genomik. Fitoestrogen memiliki berat
molekul yang rendah sehingga dapat menembus membran sel dan berinteraksi
dengan reseptor dan enzim. Mekanisme genomik termasuk efek estrogenik dan
antiestrogenik terhadap estrogen reseptor (ERs) sedangkan mekanisme non
genomik termasuk menghambat tirosin Kinase, inhibisi topoisomerase DNA,
aktifitas anti oksidan, menghambat angiogenesis dan ihibisi enzim aromatase
(Chici dan Micheli, 2005).

Fitoestrogen bekerja sebagai Selective Estrogen Receptor Modulators
(SERMs) karena dapat bersifat estrogenik pada jaringan tertentu dan
antiestrogenik pada jaringan yang lain. Gruber (2002) menambhkan, fitoestrogen
dapat menjadi agonis atau antigonis tergantung pada jaringan target, jenis dan
jumlah reseptor hormon estrogen serta kondisi hormon endogen.

Fitoestrogen mampu berikatan dengan reseptor hormon estrogen dengan
cara membentuk ikatan pada reseptor estrogen masih kosong (Muljati, 2003).
Fitoestrogen berikatan dengan reseptor estrogen di dalam sitoplasma sel dan
menghasilkan ikatan hormon-reseptor yang aktif. Ikatan hormon-reseptor tersebut
menuju inti sel dan berkombinasi dengan DNA sehingga mengawali transkripsi
DNA dan muncul respon biologis berikutnya (Aryanti dan Eti, 2016).
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Gambar. 2.12. Mekanisme pengikatan reseptor
estrogen dengan ligan (Hughes, 2003)
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian
Rancangan pada penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap

(RAL) dan menggunakan Analysis of Varieance (ANOVA) one way untuk

mengetahui adanya pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa (Phoenix

dactilyfera) terhadap proliferasi sel endometrium kambing. Pada penelitian ini

menggunakan 6 perlakuan dan 4 ulangan yang terdiri dari:

1. Perlakuan pertama (P0O) : kultur sel endometrium tanpa pemberian ekstrak
kurma

2. Perlakuan kontrol (P1) : kultur sel endometrium dengan pemberian
fitoestrogen sintetik (Genistein) 10 uM

3. Perlakuan ekstrak 1 (P2) : kultur sel endometrium dengan pemberian ekstrak
kurma 10 uM

4. Perlakuan ekstrak 2 (P3) : kultur sel endometrium dengan pemberian ekstrak
kurma 20 uM

5. Perlakuan ekstrak 3 (P4) : kultur sel endometrium dengan pemberian ekstrak
kurma 30 uM

6. Perlakuan ekstrak 4 (P5) : kultur sel endometrium dengan pemberian ekstrak
kurma 40 uM

3.2 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam peneletian ini adalah sebagai berikut:
a. Varibel bebas : pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera) dengan konsentrasi yang berbeda
b. Variabel terikat  : nilai viabilitas dan PDT kultur sel endometrium kambing

c. Variabel kontrol  : suhu inkubator, CO,, H,0O, alat dan bahan yang digunakan
3.3  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilakukan pada bulan Mei- Agustus 2020 di Laboratorium
Kultur Jaringan Hewan, Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim, Malang.



34 Alat dan Bahan
341 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spatula, timbangan
analitik (Sortarius, Finlandia), sprayer, termos, gunting bedah, botol selai 100 mL,
pinset, bunsen, gelas ukur 100 ml, tabung enlemeyer 100 ml, botol schott 100 ml,
tutupan botol schott, botol falkon, mikropipet 1000 pl, mikropipet 20-200 l,
mikropipet 0,5-10 pl, tip biru, tip kuning, tip putih, spuit 10 ml, milipore, beaker
glass 5 ml, beaker glass 1000 ml, tissue culture dish (TC dish), TC (Tissue
culture) dish , cawan petri, tube sentrifuge 10 ml, tube sentrifuge 1,5 ml, mortal,
corong kaca, oven (Hareus, Thermoscientific, Jerman), waterbath, sentrifuge
(Labatuge 200, Thermoscientific, Jepang), vorteks (Type 37600, Thermolyne,
Malaysia), incubator (HERA Cell 150, ThermoScientific), Laminar Air Flow
(LAF) (Vertical Air Flow, AlabTech, Korea), cell counter (AMQAF1000,
Termofisher, USA), mikroskop inverted (Nikon Eclipse, Jepang), kulkas (Clasio
XD7, Toshia) dan autoclave (Daihan Labtech, BioMedic, Korea).

3.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah uterus kambing yang
diperoleh dari Rumah Pemotongan Hewan (RPH) Gadang, kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera) kering pada stadium kimri, aquades, etanol 70%, media Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM) (12100-038, Gibco, USA), tripsin, alkohol
70%, NaCl 0,9%, Diionized Water (DI), serum 10%, penicillin-streptomycin,
NaHCO3 (Himedia), HEPES (Promega, USA), Phosphat Buffer Saline (PBS),
Geninstein (Accenturebio, China), DMSO (Bioworld, Indonesia), kertas lakmus,
teepol, sabun cuci, handwash, spirtus, rotary vacum evaporator, kertas saring

whattsman dan aluminium foil.

3.5  Prosedur Kerja
3.5.1 Persiapan
3.5.1.1 Sterilisasi Peralatan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian disterilisasi terlebih dahulu
sebelum digunakan untuk mencegah terjadinya kontaminasi. Semua alat yang
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akan digunakan direndam terlebih dahulu di dalam air berisi teepol maksimal
selama 24 jam. Setelah itu, alat-alat dibilas menggunakan air mengalir sebanyak
21 kali dan diakhiri dengan bilasan menggunakan aquades. Selanjutnya, alat-alat
tersebut dikeringkan di dalam oven dengan suhu 60°C selama 1 jam. Alat-alat
kemudian dibungkus menggunakan aluminium foil untuk melanjutkan ke proses
sterilisasi berikutnya. Sterilisasi alat berupa penutup botol schott, tube centrifuge,
tip, dan kain sablon disterilisasi menggunakan metode panas dengan
mensterilisasi alat di dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit. Alat-alat
berupa cawan petri, botol selai, tabung reaksi, rak, gunting bedah, pinset, spatula,
beaker glass, gelas ukur dan corong disterilisasi menggunakan oven dengan suhu

121°C selama 3 jam.
3.5.1.2 Sterilisasi Pelarut dan Larutan

Semua bahan pelarut seperti aquades dan larutan NaCl 0.9% yang akan
diperlukan dalam penelitian ini disterilisasikan terlebih dahulu dalam autoclave
pada suhu 121°C selama 15 menit. Pelarut dan larutan disimpan sampai

digunakan.
3.5.1.3 Pembuatan Media Stok

Kebutuhan komposisi untuk membuat media adalah 100 ml media
DMEM, 0.37 gram NaCHO3, 0.238 gram HEPES, 1 ml penicillin-streptomycin.
Masing-masing bahan ditimbang menggunakan timbangan analitik. Semua alat
dan bahan yang akan digunakan untuk membuat media stok disterilisasi terlebih
dahulu di dalam LAF menggunakan sinar UV selama 30 menit. Semua bahan
dicampur kemudian dan dilarutkan dalam 100 ml DMEM pada tabung enlemeyer
dan dihomogenkan. Setelah homogen, larutan disterilisasi kembali menggunakan
mikrofilter (membrane filter) yang berpori 0,22 ul dengan bantuan syringe
injection. Proses pembuatan media stok dilakukan di dalam LAF. Media yang

sudah disterilisasi kemudian disimpan dalam lemari es dengan suhu -4°C.
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3.5.1.4 Pembuatan Ekstrak Kurma Ajwa

Buah kurma Ajwa pada stadium Kimri kering diperoleh dari Wisata
Kebun Kurma Pasuruan. Ekstrak kurma diperoleh dengan menggunakan metode
maserasi berdasarkan metode dalam (Faradina, 2018) menggunakan pelarut etanol
70%. Buah kurma ditumbuk dan dipisahkan dengan bijinya menggunakan mortal
alu Selanjutnya, 5 gram serbuk buah kurma dilarutkan menggunakan pelarut
etanol 10 ml. Filtrat hasil maserasi disaring menggunakan kertas saring
whattsman no. 1 hingga tidak terdapat residu. Hasil saringan dibiarkan dalam
suhu ruang diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental disimpan dalam suhu -4°
sampai digunakan. Untuk membatu kelarutan ekstrak dalam medium, ekstrak
dilarutkan dengan pelarut DMSO 1% dalam 1 ml dan disterilisasi menggunakan

milipore.

3.5.2 Pelaksanaan
3.5.2.1 Pembuatan Media DMEM 10%

Alat dan bahan yang akan digunakan disterilisasi terlebih dahulu
menggunakan sinar UV dalam LAF selama 30 menit. Media DMEM 10% terdiri
dari 2700 pl media stok DMEM 0% dan 300 pl FBS. Perlakuan pemberian
genistein dan ekstrak kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) diencerkan menggunakan
DMSO 1%. Stok media DMSO diperoleh dari DMSO 1% ke dalam 1 ml DI.
Kertas label disiapkan pada masing-masing TC dish untuk membedakan jenis
konsentrasi yang terdiri dari 0 uM, perlakuan kontrol (genistein 10 uM), 10 uM,
20 pM, 30 uM, dan 40 pM. Sampel diinkubasi dalam inkubator 5% CO, 37°C.

3.5.2.2 Kultur Sel Endometrium
35221 Metode Sampling Uterus

Uterus kambing yang diperoleh dari Rumah Pemotongan Hewan (RPH)
Kota Malang. Selanjutnya, dilakukan proses pencucian (washing) vyaitu
membersihkan jaringan ikat yang menempel pada uterus menggunakan 100 ml
NaCl 0,9%. Selanjutnya, uterus dimasukkan dalam botol berisi 100 ml NaCl 0.9%
dan penicillin-streptomycin 1%. Uterus yang sudah diperoleh dan dibersihkan

disimpan dalam termos berisi air hangat (37°C) untuk dibawa ke laboratorium.
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35222 Metode Isolasi Endometrium

Sampai di laboratotium, sampel uterus disimpan dalam waterbath dengan
suhu 37°C. Alat-alat bedah steril disiapkan di dalam LAF. Uterus dibersihkan
menggunakan NaCl 0,9% hangat. Uterus dibersihkan dengan PBS sebanyak dua
kali. Bagian tengah uterus dibelah menggunakan forceps dan dibentangkan di atas
cawan petri. PBS sebanyak 10 ml ditambahkan di atas uterus yang sudah dibedah.
Jaringan endometrium diperoleh dengan mengkerok lapisan paling atas uterus
menggunakan spatula (gambar 3.1) yang diambil menggunakan spuit 10 ml dan
dimasukkan ke dalam tube centrifuged 15 ml dan di sentrifugasi pada kecepatan

2000 rpm selama 5 menit.

Gambar 3.1.Teknik isolasi jaringan endometrium kambing (dokumentasi pribadi).

3.5.2.2.3 Metode Kultur Sel Endometrium

Kultur sel endometrium dilakukan di dalam LAF. Pellet jaringan
endometrium yang sudah disentrifugasi ditambahkan dengan 300l Trypsin
EDTA dan diinkubasi dalam water bath 37°C selama 45 menit. Untuk
menginaktifkan kerja Trypsin EDTA, Trypsin EDTA dibuang dan digantikan
dengan media DMEM 0% dan disentrifugasi kembali pada kecepatan 2000rpm
selama 5 menit. Kemudian, pellet ditambahkan dengan media DMEM 10% dan
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 2000rpm selama 5 menit. Langkah
berikutnya, dibuang supernatant dan disisakan pelet £500 pl. 50ul kultur sel

endometrium dikultur pada masing-masing perlakuan.
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3.5.3 Pengamatan

Pengamatan hasil kultur untuk mengetahui pertumbuhan dan morfologi sel
serta mendeteksi adanya kontaminasi dilakukan setiap tiga hari sekali dengan

menggunakan mikroskop iverted.
3.5.3.1 Viabilitas Sel

Pengamatan viabilitas sel dilakukan untuk megetahui jumlah sel yang
hidup dan sel yang mati. Langkah yang dilakukan diambil sel sebanyak 10 pl
kemudian ditambahkan 10 pl trypan blue 0.4% dan dihomogenkan, diletakkan
pada haemocytometer single use, selanjutnya dimasukkan ke dalam countees yang
sudah disetting. Mesin akan membaca jumlah sel keseluruhan (sel/ml), jumlah sel
yang mati (sel/ml) dan jumlah sel yang hidup (sel/ml), serta persentase sel yang

hidup (viabilitas sel).
3.5.3.2 Tingkat Proliferasi Sel

Tingkat proliferasi diamati berdasarkan nilai Population Doubling Time
(PDT) (hari) dan nilai viabilitas sel (%). Langkah pertama memisahkan sel dengan
substrat melalui proses tripsinasi. Langkah selanjutnya media dibuang, kemudian
sel dicuci sebanyak 2 kali menggunakan 1 ml PBS, ditambahkan tripsin 1 ml,
EDTA 0.25%, dikocok secara perlahan dan diinkubasi pada suhu 37°C dan 5%
CO; selama 5 menit.
Data yang diperoleh (jumlah sel keseluruhan) dimasukkan ke dalam rumus
nilai PDT (jam). Rumus menentukan nilai PDT (jam) dalam Ghobadi (2018)

adalah sebagai berikut:

PDT=T x —22-
ln(ﬁ)

Ghobadi (2018) menyebutkan, T adalah jumlah hari inkubasi sel kultur, In
adalah (natural logarithm), Xe adalah jumlah sel akhir dan Xb adalah jumlah sel
akhir.
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3.6 Analisis Data

Data hasil nilai viabilitas dan PDT kultur sel endometrium yang diperoleh,
dianalisis menggunakan uji statistik Analysis of Varieance (ANOVA) one way
untuk mengetahui adanya pengaruh ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix
dactylivera) terhadap proliferasi kultur sel endometrium. Syarat yang harus
dipenuhi dalam ANOVA one way adalah data harus terdistribusi normal dan
varians yang sama atau homogen. Apabila data tidak terdistribusi normal
dilakukan uji Kruskall-Walls, sedangkan apabila data tidak homogen dilakukan
dengan uji Brown-Forshyte (Hanafiah, 2016).

Apabila hasil analisis ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang
signifikan pada masing-masing perlakuan, maka dilakukan uji lanjut dengan o=
0.05. Jenis uji lanjut yang digunakan tergantung pada nilai KK (koefisien
keragaman). Menurut Hanafiah (2016), jika nilai KK besar (minimal 10% untuk
data homogen dan 20% untuk data heterogen), maka uji lanjut dilakukan
menggunakan uji Duncan. Apabila nilai KK sedang (5-10% untuk data homogen
dan 10-20% untuk data heterogen), maka diuji lanjut menggunakan uji BNT
(Beda Nyata Terkecil) atau LSD. Sedangkan apabila nilai KK kecil (maksimal 5%
untuk data homogen dan maksimal 10% untuk data heterogen), maka dilanjutkan

dengan uji BNJ (Beda Nyata Jujur) atau Tukey.

35



36

BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Endometrium adalah lapisan pada uterus yang terus mengalami
pertumbuhan dan diferensiasi ketika menerima rangsangan dari hormon ovarium
dalam peranannya sebagai media implantasi (Guidence, 2003). Jaringan utama
penyusun endometrium yang sangat berperan penting terhadap keberhasilan
implantasi adalah jaringan epitel dan jaringan stroma (Senger, 2003). Suksesnya
implantasi bergantung pada penerimaan dan kesiapan jaringan epitel dan jaringan
stroma endometrium (Simon et. al, 2000 dan Diedrich et.al, 2007).

Endometrium mengalami berbagai perubahan meliputi proliferasi dan
apoptosis sel sesuai dengan siklus reproduksinya (Senger, 2003). Kemampuan
proliferasi dan regenarasi jaringan endometrium dapat disebabkan oleh
keberadaan progenitor sel endometrium yang terdapat pada lapisan basal
endometrium (Gargett, 2007). Selain itu, Fernandez (2015) menambahkan,
endometrium merupakan jaringan yang paling responsif terhadap perubahan
hormon reproduksi. Kemampuan ini dapat dimanfaatkan untuk mempelajari
peranan hormon yang dapat mendukung keberhasilan endometrium sebagai media
implantasi.

Hull et al, (2007) telah melakukan terapi sel dan jaringan endometrium
untuk mencari solusi terhadap permasalahan gangguan reproduksi. Selanjutnya
dalam Ananda (2019) disebutkan, penambahan hormon estradiol menunjukkan
hasil terbaik dalam meningkatkan proliferasi sel endometrium domba yang
dikultur dibandingkan progesteron. Salsano (2019) juga melakukan penelitian
tentang pengaruh paparan fitoestrogen genistein dan daidzein terhadap proliferasi
kultur sel endometrium manusia.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak
etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap proliferasi endometrium
kambing secara in vitro. Adapun keberhasilan kultur sel endometrium dapat
diketahui berdasarkan kemampuan sel dalam viabilitas dan Population Doubling
Time (PDT).



4.1 Pengaruh pemberian ekstrak buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera)
terhadap viabilitas sel endometrium kambing secara in vitro.

Nilai viabilitas dihitung untuk mengetahui kemampuan sel hidup dan
menjalankan metabolismenya. Menurut Bolt (2001) viabilitas merupakan
parameter penting yang menunjukkan kemampuan sel untuk bertahan hidup dan
menjalankan metabolisme dalam media selama proses kultur. Rerata nilai
viabilitas kultur sel endometrium pada masing-masing perlakuan yang diamati
pada hari ke- 6 adalah sebagai berikut:

Tabel 4.1 Rerata pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera) terhadap viabilitas (%) sel endometrium kambing secara
in vitro pada hari ke 6.

Viabilitas (%) pada ulangan ke- Rerata Viabilitas

Perlakuan
1 2 3 4 + SD (%)

PO (0 uM) 13.04 1282 11.76 4.87 10.6 + 3. 87
P1 (10 uM Genistein)  13.33 20 20 26.53 21.7£6.51

P2 (10 pM) 53.08 36.58 29.15  23.25 355+12.9

P3 (20 uM) 33.68 2824 30.43 15.95 271.0+£7.74

P4 (30 uM) 17.80 14.75 15.87 7.14 13.8 +4.67

P5 (40 uM) 7.69 0.99 0 1.44 2.53+3.49

Berdasarkan tabel 4. 1 dapat diketahui bahwa viabilitas sel yang tidak
diberikan perlakuan ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera)
maupun genistein yaitu PO (0 uM) memiliki nilai rerata paling rendah yaitu 10.6 +
3.87. Konsentrasi ekstrak buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) yang memiliki
nilai viabilitas paling tinggi berturut-turut adalah P2 (10 uM) (35.5 + 12. 9), P3
(20 pM) (27.0 + 7. 74), P4 (30 pM) (13.8 + 4. 67) dan P5 (40 uM) (2.53 + 3. 49).
Nilai rerata viabilitas sel P2 (10 uM) (35.5 = 12. 9), selanjutnya dibandingkan
dengan perlakuan kontrol genistein yaitu P1 (21.7 + 6. 51). Hal ini menunjukkan
ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) memiliki kemampuan lebih
tinggi dari genistein terhadap viabilitas kultur sel endometrium kambing.

Gambar pengamatan kultur sel endometrium kambing dapat diamati pada
gambar 4.1. Karakteristik sel endometrium sebelum dikultur berbentuk bulat kecil

belum berkoloni (single cell) (Gambar 4.1.A). Selanjutnya, di hari pertama sel
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memanjang berbentuk lonjong dan saling mendekat (Gambar 4.1.B). Sel
membentuk koloni pada inkubasi hari ke 3 (Gambar 4.1.C). Pada kultur hari ke 6,
tampak beberapa sebaran koloni sel fibrolas dan beberapa koloni kecil yang baru
tampak (Gambar 4.1.D). Berikut ini merupakan hasil pengamatan kultur sel
endometrium kambing menggunakan Mikroskop Inverted dengan Perbesaran 400
kali:

Gambar 4.1. Pengamatan kultur sel endometrium kambing menggunakan Mikroskop
Inverted perbesaran 400 kali. A. Prekultur. B. Pengamatan hari pertama. C.
Pengamatan hari ke 3. D. Pengamatan hari ke 6.

Data rerata nilai viabilitas yang diperoleh selanjutnya diuji ANOVA
menggunakan SPSS v16. 0. Syarat yang harus dipenuhi dalam uji ANOVA adalah
uji normalitas dan homogenitas dengan taraf signifikansi 5%. Berdasarkan data
yang normal dan homogen (lampiran 3.2), maka dilanjutkan uji ANOVA. Tabel
ANOVA pada nilai viabilitas kultur sel endometrium kambing adalah sebagai
berikut:
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Tabel 4.2. Uji ANOVA pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera) terhadap viabilitas (%) sel endometrium kambing secara in

vitro.
SK Db | JK KT F Hitung F Tabel (5%0)
Perlakuan 5 2848.949 569.790 10.742* 2.63999
Galat 18 954.751 53.042
Total 23 3803.07

Keterangan: (*) berpengaruh nyata

Berdasarkan Tabel 4.2 dapat diketahui nilai F hitung (10.742)> F tabel
(2.63) pada taraf signifikansi 5%. Dengan demikian, hipotesis nol (HO) ditolak
dan hipotesis 1 (H1) diterima. Jadi, dapat disimpulkan bahwa penambahan ekstrak
etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) berpengaruh terhadap viabilitas
kultur sel endometrium kambing.

Untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan pada masing-masing perlakuan,
maka perlu dilakukan uji lanjut. Uji lanjut ditentukan berdasarkan nilai koefisien
keragaman yang diperoleh yaitu 2,96%. Menurut Hanafiah (2016), Apabila nilai
KK kecil (maksimal 5% untuk data homogen dan maksimal 10% untuk data
heterogen), maka diuji lanjut menggunakan uji BNT (Beda Nyata Jujur) atau
Tukey. Hasil uji lanjut BNT pada taraf signifikan 5% adalah sebagai berikut:

Tabel 4.3. Uji BNT (5%) pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) terhadap viabilitas (%) sel endometrium kambing
secara in vitro pada hari ke 6.

Perlakuan Rata-rata Viabilitas + SD (%) | Notasi (5%)
P5 (40 pM) 2.53 3. 49 a
PO (0 pM) 10.6 + 3. 87 ab
P4 (30 pM) 13.8 + 4. 67 b
P1 (10 uM Genistein) 21.7+6.51 be
P3 (20 uM) 27.0+7.74 cd
P2 (10 uM) 35.5+12.9 d
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Berdasarkan tabel di atas, dapat diketahui bahwa pengaruh buah kurma
Ajwa (Phoenix dactylifera) pada masing-masing perlakuan yaitu P5 (40 puM)
memiliki notasi yang sama dengan PO (0 uM), yang artinya memiliki pengaruh
yang tidak berbeda nyata. PO (0 uM), memiliki pengaruh yang tidak berbeda nyata
pula dengan P4 (30 uM) yang diketahui dari nilai notasi yang sama akan tetapi
memiliki pengaruh yang berbeda nyata dengan perlakuan yang lainnya. Pengaruh
yang tidak berbeda nyata juga terlihat dari notasi yang muncul pada P1(10 uM
Genistein) dan P3 (20 uM). P5 (40 pM), P4 (20 puM) dan P3 (10uM)
menunjukkan perbedan pengaruh yang signifikan yang ditunjukkan oleh notasi
ketiga perlakuan tersebut dibandingkan perlakuan yang lainnya.

Potensi PO (0 uM) terhadap viabilitas kultur sel endometrium kambing
memiliki pengaruh yang sama dengan P5 (40 uM) dan P4 (30 uM). Hal ini bisa
disebabkan karena konsentrasi ekstrak pada P5 dan P4 yang terlalu tinggi
sehingga menghambat sel endometrium untuk tumbuh. Sel endometrium yang
tidak tumbuh menjadi sel mati dan menjadi kontaminasi sel lain yang sedang
tumbuh, sehingga nilai viabilitas sel rendah. Pertumbuhan sel yang terhenti dapat
disebabkan oleh adanya aktivitas antiestrogenik. Ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) memiliki kandungan fitoestrogen yang memiliki gugus OH
yang sama dengan gugus estradiol sehingga salah satu dari persyaratan untuk
aktifitas estrogenik antiestrogenik terjadi (Salahuddin et al, 2019). Dalam
penelitian Lecomte et al,. (2017) tentang efek fitoestrogen dalam in vitro
disebutkan, aktivitas estrogenik dapat menginduksi berbagai faktor pertumbuhan
dan perkembangan siklus sel. Sel endometrium memiliki dua reseptor hormon
estrogen yaitu ERa yang memiliki efek proliferatif dan ERP yang bertindak
sebagai regulator negatif Era. Dalam kondisi fitoestrogen tinggi, fitoestrogen akan
berikatan dengan Erf yang menyebabkan pertumbuhan sel endometrium
terhambat.

Potensi P1(10 uM Genistein) dan P3 (20 uM) memiliki pengaruh yang
sama terhadap viabilitas kultur sel endometrium kambing. Pawiroharsono (2007)
menyatakan, genistein dapat menghambat pembelahan dan proliferasi sel, baik itu
sel normal, sel yang mengalami hyperplasia, sampai pada sel kanker. Mekanisme

tersebut terjadi apabila konsentrasi genistein lebih besar dari 5 uM. Berdasarkan
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hal tersebut, dapat diketahui konsentrasi pada P1(10 uM Genistein) dan P3 (20
pHM) dapat menghambat pertumbuhan sel sehingga berpengaruh terhadap nilai
viabilitas sel yang rendah.

P3 (20 uM) juga memiliki pengaruh yang hampir sama pula dengan P2 (10
pMM). Pada uji Tukey HSD (lampiran 3.2.d) tingkat persamaan P1(10 pM
Genistein) dan P3 (20 uM) memiliki nilai signifikansi 0.902, sedangkan tingkat
persamaan P3 (20 uM) dan P2 (10 pM) memiliki nilai signifikansi 0.586. Data
tersebut menunjukkan persamaan pengaruh P(10 uM Genistein) dan P3 (20 uM)
lebih tinggi dibandingkan P3 (20 uM) dan P2 (10 uM).

P2 (10 uM) memiliki pengaruh yang hampir sama dengan P3 (20 uM).
Berdasarkan hal tersebut dapat diketahui P2 (10 puM) juga berpotensi menghambat
pertumbuhan sel, namun berdasarkan notasi yang berbeda yang dimiliki P2 (10
puM), P2 (10 pM) memiliki pengaruh yang paling baik terhadap viabilitas sel.
Dalam Yanti, et.al (2011) disebutkan, fitoestrogen mampu mempengaruhi transfer
hormon intraseluler melalui transmembran ke reseptor yang ada di inti sel.
Fitoestrogen berikatan dengan reseptor estrogen di dalam sitoplasma sehingga
menghasilkan ikatan hormon-reseptor yang aktif, ketika ikatan tersebut masuk ke
dalam inti sel dan berkomunikasi dengan DNA. Pengaruh fitoestrogen terhadap
sel bersifat bifasik, yaitu konsentrasi 1- 10uM dapat menginduksi sintesis DNA
dan konsentrasi 20- 90uM memiliki sifat menghambat sintesis DNA (Wang dan
Kurzer, 2003). Hal inilah yang mengawali respon biologis berikutnya (Aryanti
dan Eti, 2016). Jadi dapat diketahui, konsentrasi ekstrak yang kurang dari 10 uM
dapat mendukung pertumbuhan sel dan menghasilkan viabilitas sel kultur yang
lebih baik.

Viabilitas kultur sel yang baik dapat dijadikan sebagai parameter
keberhasilan kultur sel. Nilai viabilitas sel dapat digunakan sebagai penanda
biologis suatu bahan bersifat toksik (Trenggono, 2009). Nilai viabilitas yang lebih
baik dibandingkan perlakuan kontrol P1 (10 uM Genistein) adalah P2 (10 uM)
dan P3 (20 uM) (Tabel 4.1). Ekstrak etanol kurma Ajwa (Phoenix dactylifera)
merupakan tanaman yang berpotensi sebagai antioksidan, antikanker dan
antimikrobial (Chaiyarit, 2019). Kandungan senyawa bioaktif yang terdapat dalam
ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) menurut Abed et. al (2018)
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adalah p-coumaric acid hexose, rosmadial,quercetin, quercetin-3, 7-di-O-
glucoside dan ganodermic acid. Antioksidan pada buah kurma (Phoenix
dactylifera) melindungi sel dengan berperan sebagai free radical scavenging
sehingga dapat menurunkan efek menurunnya sistem reproduksi (Zare et al.,
2020).

Sumber toksisitas sel endometrium yang dikultur dalam penelitian ini
diduga akibat proses penghancuran jaringan menjadi single cell yang kurang
optimal.  Hal tersebut dapat menjadi faktor lain yang menyebabkan rendahnya
nilai viabilitas pada PO (0 uM), P4 (30 uM), dan P5 (40 uM) (Tabel 4.1). Sumber
toksisitas pada sel dapat disebabkan oleh penghancuran membran sel dan reaksi
enzimatis (Aslanturk, 2018). Waktu inkubasi tripsin yang terlalu lama saat isolasi
sel endometrium yang akan dikultur diduga menjadi penyebab rusaknya membran
sel. Dalam Ananda et al., (2019) dijelaskan, tripsin memprovokasi perubahan
ultrastruktural pada permukaan sel, melepaskan glikoprotein dan gula dari
membran sel serta mencegah pembentukan glikoprotein yang berdampak pada
kerusakan membran sel. Sel yang rusak ini kemudian menjadi agen toksisitas pada
sel yang lain sehingga menghambat pertumbuhan sel dan menyebabkan nilai
viabilitas sel yang rendah. Sehingga dalam penelitian ini perlu diketahui lebih
lanjut tentang teknik isolasi dan waktu inkubasi yang lebih baik dalam

mengisolasi sel epitel dan sel stroma endometrium.

Kemampuan kultur sel endometrium untuk tumbuh mempertahankan
hidupnya (viabilitas) dapat dipengaruhi oleh penambahan faktor pertumbuhan
(growth factor) dengan reaksi enzimatis yang tepat, konsentrasi dan waktu
inkubasi yang optimum. Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat
diketahui bahwa konsentrasi 10 pM dapat meningkat nilai viabilitas sel
endometrium secara in vitro, sedangkan konsentrasi 20 uM, 30 uM, dan 40 uM
dapat menurunkan nilai viabilitas sel endometrium secara in vitro. Hal ini
menunjukkan bahwa segala sesuatu yang Allah ciptakan telah memiliki kadar atau
ukuran sesuai dengan Kkepentingannya masing-masing. Begitu juga pada
pertumbuhan sel endometrium kambing yang dikultur membutuhkan konsentrasi
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yang sesuai dengan manfaatnya untuk nilai viabilitas sel. Salah satu firman Allah
dalam al-Qur’an surah Al-Hijr ayat 21 adalah sebagai berikut:

1oz L2 g ,’,1{ . 83T 1 (5~ i . w o
@ apae )ik VAT g SANE Bl Nl sisd 2 05

Artinya: “Dan tidak ada sesuatupun melainkan pada sisi Kami-lah khazanahnya;
dan Kami tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang

tertentu”.
Berdasarkan Tafsir Jalalain (2007), menyatakan @JM S i; bermakna sesuali

dengan kepentingan-kepentingannya. Dalam Tafsir  Al-Qhurtubi  (2009)
ditambahkan, kata tersebut bermakna Allah menurunkan sesuatu sesuai dengan

kehendakNya dan sesuai dengan kebutuhan makhluknya dan ukurannya.

4.2. Pengaruh pemberian ekstrak buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera)
terhadap proliferasi sel endometrium kambing secara in vitro.

Proliferasi sel dapat dipengaruhi oleh stimulus atau ligan (Hughes, 2003).
Kemampuan kultur sel endometrium untuk berproliferasi dapat diketahui dengan
menghitung nilai PDT (Population Doubling Time). Nilai PDT yang rendah
menunjukkan proliferasi yang terjadi lebih cepat dibandingkan nilai PDT yang
tinggi. Berikut ini adalah rerata nilai PDT kultur sel endometrium pada masing-

masing perlakuan yang diamati pada hari ke 6:
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Tabel 4. 4. Rerata pengaruh pemberian ekstrak etanol kurma Ajwa (Phoenix
dactylifera) terhadap PDT sel endometrium kambing secara in vitro pada hari
ke 6.

Perlakuan PDT (jam) pada ulangan ke- Rerata PDT

1 2 3 4 + SD (jam)

PO (OuM) 5724 5718 4763 443 5.16 £ 0.66

P1 (10 uM Genistein) 1.658 1557 1.392  1.503 1.53+0.11
P2 (10 uM) 0.906 0.948 0.948 1.404 1.05+£0.23

P3 (20 uM) 1538 1685 1.624 2.039 1.72+0.22

P4 (30 uM) 5821 5304 5979 5.647 5.69 £0.28

P5 (40 uM) 20.97 2166 2193 20.78 21.3+0.54

Berdasarkan tabel 4. 4 dapat diketahui bahwa konsentrasi ekstrak etanol
buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) yang memiliki nilai rerata PDT paling
rendah berturut-turut adalah P2 (10 uM) (1.05 £ 0.23), P1 (10 uM Genistein)
(1.53 £ 0.11), P3 (20 uM) (1.72 £ 0.22), PO (OuM) 5.16 + 0.66, P4 (30 uM) (5.69
+ 0.28), dan P5 (40 uM) (21.3 + 0.54). Kemampuan sel berproliferasi yang paling
baik dengan nilai rerata PDT paling rendah terdapat pada P2 (10 uM) yaitu 1.53 £+
0.11. Hal ini menunjukkan, ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera)
pada P2 (10 pM) memiliki kemampuan yang lebih baik dibandingkan perlakuan
kontrol P1 (10 pM Genistein) terhadap proliferasi kultur sel endometrium
kambing.

Data tabel 4.4, selanjutnya dilakukan uji statistik menggunakan SPSS
v.16.0. Data yang terdistribusi normal namun tidak homogen, diuji menggunakan
uji Brown-Forsythe Test (Lampiran 4.2) (Hanafiah, 2016). Tabel uji Brown-
Forsythe pada taraf signifikansi 5% tentang pengaruh eksrak etanol buah kurma
Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap nilai PDT adalah sebagai berikut:

4.5. Uji Brown-Forsythe pengaruh pemberian ekstrak etanol buah kurma Ajwa

(Phoenix dactylifera) terhadap nilai PDT sel endometrium kambing secara in
vitro.

Statistik® dbl db2 Sig.

Brown-Forsythe 15.31 5 8.962 0.00
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Berdasarkan tabel 4.5. dapat diketahui bahwa nilai signifikan 0.00 < 0.05
pada taraf signifikansi 5%. Dengan demikian, hipotesis nol (HO) ditolak dan
hipotesis 1 (H1) diterima. Jadi dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak etanol
buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) berpengaruh terhadap proliferasi sel
endometrium kambing secara in vitro.

Untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan pada masing-masing perlakuan,
maka perlu dilakukan uji lanjut. Uji lanjut yang digunakan yaitu uji Games-
Howell (lampiran 4.2). Perbedaan masing-masing perlakuan berdasarkan notasi
yang ditunjukkan pada hasil uji lanjut Games-Howell pada taraf signifikansi 5%
adalah sebagai berikut:

4.6. Hasil Uji lanjut Games-Howell pengaruh pemberian ekstrak etanol buah
kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) terhadap nilai PDT sel endometrium
kambing secara in vitro.

Perlakuan Rata-rata PDT+SD (jam) Notasi (5%0)
P2 (10 pM) 1.05+0.23 a
P1 (10 UM Genistein) 1.53+0.11 ab
P3 (20 uM) 1.72 +0.22 b
PO (0 uM) 5.16 + 0.66 C
P4 (30 pM) 5.69 + 0.28 C
P5 (40 pM) 21.3+0.54 d

Perbedaan notasi pada tabel 4.5 menunjukkan P2 (10 puM) memiliki
pengaruh yang berbeda nyata dibandingkan dengan perlakuan yang lainnya. P1
(10 uM Genistein) memiliki pengaruh yang tidak berbeda nyata dengan P3 (20
pMM). Selain itu, dua perlakuan yang memiliki pengaruh yag tidak berbeda nyata
juga terdapat pada PO (0 puM) dan P4 (30 uM) karena notasi yang sama.
Sedangkan perlakuan P5 (40 uM) memiliki pengaruh yang berbeda nyata pula
dibandingkan dengan perlakuan yang lainnya.

P2 (10 uM) merupakan perlakuan yang secara nyata paling berpengaruh
dalam mempercepat proliferasi sel endometrium kambing secara in vitro dengan

rata-rata nilai PDT paling rendah yaitu 1.05 + 0.23. Pemberian ekstrak buah
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kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) dengan konsentrasi 10 uM memiliki potensi
yang lebih baik terhadap proliferasi kultur sel endometrium kambing
dibandingkan perlakuan kontrol P1 (10 uM Genistein), sehingga mampu menjadi
stimulus paling baik yang mendukung proliferasi kultur sel endometrium
kambing. Aktivitas estrogenik dapat terjadi akibat adanya senyawa fitoestrogen
terkandung dalam ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) pada
rentan konsentrasi 1-10 pM. Fitoestrogen mampu berikatan dengan reseptor
estrogen yang masih kosong dalam membran sel. Fitoestrogen yang berikatan
dengan reseptor hormon estrogen sel endometrium menyebabkan terjadi proses
tranduksi sinyal yang diteruskan ke DNA dalam inti sel untuk mengaktifkan
proses transkripsi dan dilanjutkan dengan proses siklus sel untuk berproliferasi
(Briant, 2002) dan (Campbell, 2008).

Potensi P1 (10 uM Genistein) sebagai perlakuan kontrol dengan nilai rata-
rata PDT 1.53 £ 0.11 memiliki pengaruh yang tidak jauh berbeda dengan P2 (10
puM). Nilai PDT yang lebih tinggi menunjukkan potensi perlakuan kontrol P1
lebih rendah dibandingkan P2. Hal tersebut dapat disebabkan genistein memiliki
target aksi yang tidak tunggal. Dalam Meiyanto (2008), dijelaskan pada kadar
tinggi genistein tidak hanya berinteraksi dengan reseptor estrogen saja, namun
juga dapat menghambat protein kinase yang berperan penting pada tranduksi
sinyal dan menyebabkan cell cycle arrest. Pawiroharsono (2007) menambahkan,
apabila konsentrasi genistein lebih dari 5 uM dapat menghambat dan proliferasi
sel. Hal ini yang juga dapat terjadi pada P3 (20uM) yang dapat terlihat dengan
notasi yang hampir sama dengan P1. Menurut Wang dan Kurzer (2003),
konsentrasi fitoestrogen lebih dari 10 uM dapat bersifat menghambat sintesis
DNA.

Perlakuan selanjutnya yang memiliki pengaruh yang sama terhadap
proliferasi sel endometrium kambing secara in vitro adalah PO (0 uM) dan P4 (30
UM) yang dapat diketahui oleh notasi yang sama. Rata-rata nilai PDT pada PO
yaitu 5.16 + 0.66 dan rerata nilai PDT pada P4 yaitu 5.69 = 0.28. Hal ini
menunjukkan bahwa konsentrasi 30 UM ekstrak etanol buah kurma Ajwa
(Phoenix dactylifera) memiliki potensi yang sama dengan perlakuan tanpa

pemberian ekstrak. Faktor tersebut dapat disebabkan pertumbuhan kultur
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endometrium dengan konsentrasi 30 uM lebih lambat dibandingkan dengan P2
(10 uM) dan P3 (20 uM), sehingga potensi P4 sama dengan PO.

P5 (40 pl) memiliki pengaruh berbeda nyata dengan perlakuan lainnya
dengan rata-rata nilai PDT paling tinggi yaitu 21.3 + 0.54 . Sehingga dapat
diketahui P5 memiliki potensi paling rendah terhadap proliferasi kultur sel
endometrium. Kandungan ekstrak buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) dengan
konsensentrasi yang tinggi menyebabkan tingginya kadar kandungan fitoestrogen.
Lecomte et. al (2017) menyatakan, dalam kondisi fitoestrogen tinggi, fitoestrogen
akan berikatan dengan Erf} yang menyebabkan pertumbuhan sel endometrium
terhambat. Selain itu, konsentrasi estrogen yang terlalu tinggi dapat menyebabkan
efek antiestrogenik sehingga menghambat proliferasi kultur sel endometrium
kambing.

Masing-masing kelompok perlakuan menunjukkan adanya pengaruh
terhadap proliferasi kultur sel endometrium kambing secara in vitro. Konsentrasi
yang paling baik untuk meningkatkan proliferasi sel endometrium kambing secara
in vitro adalah pada P2 yaitu (10 uM). Namun, diperlukan konsentrasi yang lebih
rendah agar diperoleh nilai PDT yang lebih baik dan menjukkan potensi
proliferasi sel yang lebih baik juga.

Al- Qur’an menjelaskan secara implisit tentang peristiwa yang terjadi di
dalam rahim (uterus), baik tentang proses awal pembentukan dan perkembangan
janin, serta lemahnya rahim (uterus) yang dapat menyebabkan keguguran. Firman

Allah dalam al- Qur’an surat Ar- Ra’du ayat 8 adalah sebagai berikut:

- 23

C £20 g _ f.é 31 s Lz L sTa. sa %
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Artinya: “Allah mengetahui apa yang dikandung oleh setiap perempuan, dan
kandungan rahim yang kurang sempurna dan yang bertambah. Dan segala
sesuatu pada sisi-Nya ada ukurannya”.

Menurut Tafsir Jalalain (2007), ayat tersebut memiliki makna Allah mengetahui
apa yang dikandung setiap perempuan atau betina di dalam perutnya, apakah dia
laki-laki atau perempuan, apakah dia celaka ataukah bahagia. Allah juga
mengetahui apa yang kurang dari rahim, apakah janin yang dikandungnya akan

keguguran atau dilahirkan sebelum umur sembilan bulan, serta apa yang lebih dari
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masa hamilnya. Segala sesuatu telah ditetapkan takdirnya di sisi Allah telah
diketahui kadarnya dan ditetapkan waktunya.
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5.1

36

BAB V
PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, maka kesimpulan yang diperoleh adalah

sebagai berikut:

5.2.

1. Pemberian ekstrak buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) berpengaruh

terhadap viabilitas sel endometrium kambing secara in vitro. Konsentrasi
ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) yang paling
berpengaruh terhadap viabilitas sel endometrium kambing secara in vitro
adalah 10pM.

. Pemberian ekstrak buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) berpengaruh

terhadap nilai PDT sel endometrium kambing secara in vitro. Konsentrasi
ekstrak etanol buah kurma Ajwa (Phoenix dactylifera) yang paling
berpengaruh terhadap nilai PDT sel endometrium kambing secara in vitro
adalah 10pM.

Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan

dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan teknik isolasi sel endometrium yang lebih baik dan

penggunaan enzim yang tepat, sehingga diperoleh nilai viabilitas sel

endometrium yang lebih baik.

. Perlu dilakukan isolasi kandungan fitoestrogen buah kurma Ajwa sehingga

lebih diketahui peran yang lebih spesifik terhadap proliferasi sel

endometrium kambing secara in vitro.

. Perlu ditinjau kembali konsentrasi ekstrak etanol buah kurma Ajwa yang

lebih baik untuk mendapatkan nilai PDT yang lebih baik dalam

mendukung proliferasi sel endometrium kambing secara in vitro.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kerangka Penelitian

Uterus kambing

Isolasi jaringan Endometrium

58

Kontrol
Genistein
10 uM

Penambahan
ekstrak Kultur sel endometrium kambing
etanol buah
Kurma Ajwa
(Phoenix Pengamatan proliferasi sel
dactylifera) endometrium kambing pada media
DMEM 10% in vitro selama 6 hari
/ y
OUM, 10uM, Viabilitas. sel PDT se_l
20uM, 30 UM endom.etrll.Jm end(_Jme_trlu_m
dan 40 uM kan\]/ti)tlrr:)g in kambing in vitro
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Lampiran 2. Perhitungan penentuan volume

ekstrak yang akan
ditambahkan ke dalam masing-masing perlakun media
berdasarkan konsentrasi yang digunakan

Keterangan:
Volume total media masing-masing perlakuan

Mr Fitoestrogen
1uM

Konsentrasi awal ekstrak (M1)

= 3000 pl
=272 g/mol

= 20O o Mr (ug/ml)

" 1000ml

= 1000 pg/mi

1. Konsentrasi 0 uM
0uM =0 pg/ml = 0pl
2. Konsentrasi 10 uM

10 uM =2,72 pg/ml
_ 3000 ulx2,72 pg/ml _
V2 B i, sk U 8, 16 pl

3. Konsentrasi 20 uM

20 uM = 5,44 pug/ml
_ 3000 plx 5,44 pg/ml _
V2 R TN 16, 32 pl

4. Konsentrasi 30 uM

\ Y _ 30001l x 816 pg/ml _ 24, 48 pl
1000 pg/ml

5. Konsentrasi 40 uM

30 uM =10, 88 pug/ml
V2 — 3000 ulx 10,88 pg/ml - 32’ 64 |J|
1000 pg/ml
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Lampiran 3. Analisis Perhitungan Data Nilai Viabilitas

1. Data Hasil Penelitian
Perlakuan Viabilitas (%) pada ulangan ke- Rerata Viabilitas
1 2 3 4 + SD (%)
PO (0 uM) 13.04 1282 11.76 487 10.6 + 3. 87
P1 (10 uM Genistein)  13.33 20 27.27 26.53 21.7+6.51
P2 (10 uM) 53.08 36.58 29.15 23.25 355+12.9
P3 (20 uM) 33.68 2824 30.43 15.95 270+7.74
P4 (30 uM) 17.80 1475 15.87 7.14 13.8 +4. 67
P5 (40 uM) 7.69 0.99 0 1.44 253+3.49
2. Hasil Uji Statistik Menggunakan SPSS v16. 0
a) Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Viabilitas
N 24
Normal Parameters? Mean 1.85726E1
Std. Deviation 1.285995E
1
Most Extreme Differences Absolute 122
Positive 122
Negative -074
Kolmogorov-Smirnov Z .599|
Asymp. Sig. (2-tailed) .866
a. Test distribution is Normal.

Keterangan :

v" Syarat data normal (5%) = >0.05

v’ Sig. 0.866 >0.05, dilanjutkan Uji Homogenitas
b) Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
Viabilitas

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

1.667 5 18 194
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Keterangan :

v’ Syarat data homogen (5%) = >0.05

v Sig. 0.194 >0.05, dilanjutkan Uji One way ANOVA

c) Uji One way ANOVA

ANOVA

Viabilitas

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between 10.74
Groups 2848.949 5 569.790 5 .000
i 954.751| 18 53.042
Groups
Total 3803.700] 23

Keterangan :

v’ Syarat data berpengaruh (5%) = <0.05

v" Sig. 000 < 0.05, menunjukkan data berpengaruh

v Nilai KK 2, 96% dilajutkan uji Lanjut Tukey

d) Uji Lanjut Tukey

Viabilitas
Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi N 1 2 3 4
40uM 4| 2.53083
OuM 1.06267E|1.06267E
4
1 1
30uM 1.38945E(1.38945E(|1.38945E
4
1 1 1
10uM 2.17842E(2.17842E|2.17842E
L 4
genistein 1 1 1
20uM 2.70801E(2.70801E
4
1 1
10uM 3.55191E
4 1
Sig. .282 .300 .158 131
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Viabilitas

Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
Konsentrasi N 1 2 3 4
40uM 4 2.53083
OuM 1.06267E|1.06267E
4
1 1
30uM 1.38945E(1.38945E(1.38945E
4
1 1 1
10uM 2.17842E|2.17842E|2.17842E
. 4
genistein 1 1 1
20uM 2.70801E|2.70801E
4
il 1
10uM 3.55191E
. 1
Sig. 282 .300 .158 131
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Multiple Comparisons
Viabilit
as
Tukey
HSD
95% Confidence
(1) Mean Interval
Konsen (J) Difference Lower Upper
trasi Konsentrasi (1-J) Std. Error | Sig. | Bound Bound
OuM  10uM™ | 19 157482| 5.149841| .300|-27.52386| 5.20889|
genistein
10uM -24.892450°| 5.149841| .002|-41.25882| -8.52608
20uM -16.453436°| 5.149841| .048|-32.81981| -.08706
30uM -3.267861| 5.149841| .987|-19.63424( 13.09851
40uM 8.095854| 5.149841| .626| -8.27052| 24.46223
10uM  OuM 11.157482| 5.149841| .300| -5.20889| 27.52386
genistel 1oum -13.734968| 5.149841| .131|-30.10134| 2.63141
4 20uM -5.295954| 5.149841( .902|-21.66233| 11.07042
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30uM 7889621 5.149841| .650| -8.47675| 24.25599)
40uM 10.253336"| 5.149841| .016| 2.88696| 35.61971
10uM _ OuM 24.8924507| 5149841 .002| 8.52608| 41.25882
éggmem 13.734968| 5.149841| .131| -2.63141| 30.10134
20uM 8.439014| 5.149841| 586| -7.92736| 24.80539)
30uM 21.624589°| 5.149841| .006| 5.25821| 37.99096
40uM 32.9883047| 5.149841| .000| 16.62103| 49.35468
20uM OuM 16.453436| 5.149841] 048] .08706| 32.81981
;ggmem 5.295054| 5.149841| 902|-11.07042| 21.66233
10uM -8.439014| 5.149841| 586|-24.80539| 7.92736
30uM 13.185575| 5.149841| .158| -3.18080| 29.55105
40uM 245492907 5.149841| 002 8.18292| 40.91566
30uM  OuM 3.267861| 5.149841| 987|-13.09851] 19.63424
égﬁmem -7.889621| 5.149841| .650|-24.25500| 8.47675
10uM -21.624589"| 5149841 006|-37.99096| -5.25821
20uM -13.185575| 5.149841| .158|-20.55195| 3.18080
40uM 11.363715| 5.149841| .282| -5.00266| 27.73009
40uM  OuM 18.095854] 5.149841| .626|-24.46223| 827052
;gﬁmem -19.253336"| 5.149841| 016-35.61971| -2.88696
10uM -32.988304"| 5.149841| 000|-49.35468|-16.62193
20uM -24.549290"| 5.149841| 002|-40.91566| -8.18292
30uM -11.363715| 5.149841| .282|-27.73009| 5.00266

*. The mean difference is significant at the
0.05 level.
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Lampiran 4. Analisis Perhitungan Data Nilai PDT

1. Data hasil Pengamatan
Perlakuan PDT (jam) pada ulangan ke- Rerata PDT
1 2 3 4 + SD (jam)
PO (OuM) 5724 5718 4763 443 5.16 £ 0.66
P1 (10 uM Genistein)  1.658 1,557 1.392  1.503 1.53+0.11
P2 (10 uM) 0906 0.948 0948 1.404 1.05+0.23
P3 (20 uM) 1538 1.685 1.624 2.039 1.72£0.22
P4 (30 uM) 5821 5304 5979 5.647 5.69 £0.28
P5 (40 uM) 2097 2166 2193 20.78 21.3+0.54

2. Hasil Uji Statistik Menggunakan SPSS v16. 0
a). Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
PDT
N 24
Normal Parameters®  Mean 6.08125
Std. Deviation 7.217993
EO
Most Extreme Absolute 339
Differences Positive 339
Negative -.237
Kolmogorov-Smirnov Z 1.661
Asymp. Sig. (2-tailed) .008
|a. Test distribution is Nolrmal.

Keterangan :

v’ Syarat data normal (5%) = >0.05

v' Sig. 0.08 >0.05, dilanjutkan Uji Homogenitas



b). Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of VVariances
PDT

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

9.453 5 18 .000}
Keterangan :

v' Syarat data homogen (5%) = >0.05
v" Sig. 0.00 < 0.05 (data tidak homogen), dilanjutkan Uji Brown-Fosythe

c). Uji Brown-Forsythe

Robust Tests of Equality of Means

PDT

Statistic® | dfl df2 Sig.
Brown-
il 1.531E3 5 8.962 .000
a. Asymptotically F distributed.
Keterangan :

v’ Syarat data berpengaruh (5%) = <0.05
v" Sig. 0.000 < 0.05, menunjukkan data berpengaruh

v Dilanjutkan uji lanjut Games-Howell
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d). Uji Lanjut Games-Howell

Multiple Comparisons

Dependent
Variable:PDT
95% Confidence
%) Mean Interval
()] Perlakua] Differenc| Std. Lower Upper
Perlakuan n e (1-J) Error | Sig. | Bound Bound
ﬁivmvgfl Oubg gelnc')zt:/'l 3.632000°(.335715| .007| 1.79683| 5.46717
10uM  |4.108000"|.351479| .003| 2.38020| 5.83571
20uM  |3.438000°|.348917| .005| 1.69730| 5.17870)
30uM | -528250|.361375| .701|-2.21837| 1.16187
40uM : _
16.180? 429263| 000 o | -14.45044
%Eilaei” palil - cao000"| 335745 007| -5.46717| -1.79683
10uM | .476000|.130292| .106| -.12183| 1.07383
20uM | -.194000|.123213| .646| -.74890| .36090)
R 4 1600507 155018| 00| -4.90969| -3.41081
40uM : _
19.8122052 278757| .000|,, ;.| -1831370)
N 4 108000 351479| 008 5:83571/ -2.38029
genistel | 176000(.130292| .106-1.07383| 12183
n 10uM
20uM | -.670000°|.161289| .042|-1.31296| -.02704
S0uM 4 636050 186717| 00| -5.38993| -3.88257
40uM i )
20.28820§ 297553| .000| ), (| -18.89195
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20uM OuM -
2 138000°| 348917| 005 6.17870] -1.69730
genistel | 194000|.123213| 646 -36090] .74890|
n 10uM
10uM | 670000°|.161280| .042| .02704] 1.31296
30uM ;
- osg05o- 181848 000| -4.70811] -3.22439
40uM . _
19.6182(? 294522 .000| . .| -18.21181
30uM  OuM 528250|.361375| .701|-1.16187| 2.21837
genistel 1) 1602501.155018| .000| 3.41081| 4.90969
n 10uM
10uM  |4.636250°|.186717| .000| 3.88257| 5.38993
20uM  |3.966250°|.181848| .000| 3.22439| 4.70811
40uM - ]
15.652%9 309180] 000\ _ | -14.27866
N 16'180? 429263 .000[14.45044| 17.91006
genistei | 19.81225) 00l 000l18.31370| 21.31080|
n 10uM 0
L0 20'288? 297553| .000[18.89195| 21.68455
F Ol 19'61820? 294522 .000[18.21181| 21.02469
<l 15'652%9 :309180| .000[14.27866| 17.02534

*. The mean difference is significant at

the 0.05 level.
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Lampiran 5. Dokumentasi Langkah Kerja

1. Langkah Kerja Isolasi Uterus Kambing di RPH Kota Malang

Dibersihkan uterus kambing dari
jaringan ikat yang menempel

2.

Uterus kambing yang sudah
dibersihkan dari jaringan ikat

Dibersihkan uterus menggunakan NaCl
0.9% 37°C

Dipindahhkan uterus ke larutan Nacl
0.9% + penicillin-streptomycin
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Dibersihkan uterus menggunakan NaCl
0.9% + penicillin-streptomycin 37°C

!

Uterus disimpan dalam NaCl 0.9%+
penicillin-streptomycin hangat dan
dimasukkan di dalam termos untuk

dibawa ke laboratorium
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Langkah Kerja Isolasi Sel Endometrium Kambing di Laboratorium

Uterus diinkubasi dala waterbath
selama alat dan bahan disterilisasi
dalam LAF

Sterilisasi alat dan bahan dalam UV
LAF sebelum digunakan selama 30
menit

Disiapkan media DMEM 10% dengan
ditambahkan konsentrasi pada masing-
masing kelompok perlakuan + kontrol
media DMEM 0% dan diinkubasi
selama langkah kultur sel endometrium
selesai

Diambil uterus dalam waterbath untuk
dibedah di dalam LAF
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Dibedah uterus menggunakan forceps

dan pinset

Dikerok lapisan atas endometrium yang
sudah diberi PBS menggunakan spatula
untuk memperoleh jaringan

endometriumnya

Diambil jaringan endometrium dalam
PBS menggunakan spuit 10 ml

Dimasukkan dalam tube sentrifuge 15
ml untuk disentrifugasi.
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'
| h! =

Disentrifugasi dengan kecepatan
2000rpm selama 5 menit

Hasil sentrifugasi, diperoleh sel
endometrium kambing (pellet).

11.

Supernatant dibuang untuk
ditambahkan tripsin 300ul diinkubasi
dalam waterbath selama 45 menit.
Kerja tripsin dinonaktifkan dengan
penambahan DMEM 0%

Disentrifugasi dengan kecepatan
2000rpm selama 5 menit sebanyak 3
kali, dengan konsntrasi serum dalam
media bertingkat 0%, 0%, dan 10%

13.

Diambil sel endometrium
kambingsebanyak 50ul untuk ditanam
dala masing-masing media perlakuan

14.

Ditanam sel ke dalam masing-masing
perlakuan
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15.

16.

Dimasukkan kultur sel endometrium

kambing dalam inkubator

Kultur sel endometrium kambing
diinkubasi selama 6 hari
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