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ABSTRAK

Sa’diyah, Khalimatus. 2020.Pengaruh Ekstrak Propolis terhadap Pertumbuhan
Sel Hepar Tikus (Rattus novergicus) 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.Sc.

Kata kunci: Ekstrak Propolis, Pertumbuhan Sel Hepar, In vitro.

Radikal bebas selain akibat dari paparan bahan-bahan kimia, pada umumnya juga
dihasilkan oleh sel dari metabolisme seluler. Terbentuknya molekul radikal bebas yang
terlalu tinggi akan mengganggu pertumbuhan sel. Dalam kondisi in vitro pertumbuhan
sel dapat dilihat dari konfluenitas dan viabilitas sel. Ekstrak propolis diduga mampu
melindungi sel hepar dari kerusakan karena memiliki senyawa aktif yang berpotensi
sebagai hepatoprotektif, stimulator pertumbuhan sel dan antioksidan. Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak propolis terhadap konfluenitas dan
viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro. Penelitian ini
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan 7 perlakuan dan 4 kali ulangan.
Perlakuan yang digunakan pada penelitian ini adalah P1 (kontrol) dan perlakuan
ekstrak propolis yaitu P2 (100 pg/ml), P3 (120 pg/ml), P4 (140 pg/ml), P5 (160 pg/ml),
P6 (180 pg/ml) dan P7 (200 pg/ml). Sampel yang digunakan adalah sel hepar tikus
yang berusia 3-4 hari yang dikultur pada media DMEM dengan FBS 10% dan
diinkubasi dalam inkubator bersuhu 37°C dengan CO2 5% selama 6 hari. Ekstraksi
propolis pada penelitian ini menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%.
Data hasil penelitian berupa nilai konfluenitas dan viabilitas (%) sel hepar tikus (Rattus
novergicus) dianalisis menggunakan ANOVA one way (a=0.05). Berdasarkan hasil
analisis yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak propolis tidak
berpengaruh terhadap konfluenitas sel hepar tikus (p<0.05) akan tetapi berpengaruh
terhadap viabilitas sel hepar tikus (p>0.05). Nilai rata-rata tertingi konfluenitas (12.23
+ 0.722) pada P4 (140 pg/mL) dan nilai viabilitas paling berpengaruh (50.50 + 21.23)
didapatkan pada perlakuan pemberian ekstrak propolis P2 (100 pg/ml).
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ABSTRACT

Sa'diyah, Khalimatus. 2020. The Effect of Propolis Extract on Rat’s Liver Cells
(Rattus novergicus) Growth in Vitro. Thesis. The Biology Department,
Faculty of Science and Technology, Islamic State University of Maulana Malik
Ibrahim Malang. Biology Advisor: Kholifah Holil, M.Si. Religious Advisor:
Mujahidin Ahmad, M.Sc.

Keywords: Propolis Extract, Liver Cell Growth, In vitro.

Apart from exposure to chemicals, free radicals are generally produced by cells from
cellular metabolism. The formation of free radical molecules that are too high will
interfere cell growth. In vitro conditions, cell growth can be seen from cell’s
confluence and viability. Propolis extract is thought to be able to protect liver cells
from damage because it has active compounds that have the potential to be
stimulators of cell growth and antioxidants. This study aims to determine the effect
of propolis extract on the confluence and viability of rat’s liver cells (Rattus
novergicus) in vitro. This study used a Completely Randomized Design (CRD) with
7 treatments and 4 tests. The treatments that used in this study were P1 (control) and
propolis extract treatment, namely P2 (100 pg / ml), P3 (120 pg / ml), P4 (140 pg /
ml), P5 (160 pg / ml), P6 ( 180 pg / ml) and P7 (200 pg / ml). The samples were rat
liver cells aged 3-4 days which were cultured on DMEM media with 10% FBS and
incubated in an incubator at 37 ° C with 5% CO2 for 6 days. Propolis extraction in
this study using the maceration method with 96% ethanol solvent. The result of this
research is the form of the value of confluence and viability (%) of rat’s liver cells
(Rattus novergicus) were analyzed using ANOVA one way (a = 0.05). Based on the
results of the analysis, it concluded that the administration of propolis extract has no
effect on confluence of rat’s liver cell (p>0.05) but affects the viability of rat’s liver
cells (p< 0.05). The highest average value of confluence (12.23 £ 0.722) was at P4
(140 pg / mL) and the most influential viability value (50.50 + 21.23) was obtained
in the treatment of propolis extract P2 (100 pg / ml).
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kultur sel in vitro merupakan teknik pemindahan dan pemeliharaan sel dari
lingkungan asalnya ke dalam medium terkontrol yang sesuai untuk pertumbuhan sel.
Kultur sel dapat diperoleh secara langsung dari jaringan dengan proses enzimatik
ataupun mekanik yang disebut dengan kultur sel primer (Khumairoh, dkk, 2016).
Kultur sel primer memiliki keterbatasan yaitu sulit diperoleh, masa hidup yang terbatas
dan mudah terkontaminasi (Verma et al., 2020).

Salah satu yang menjadi kendala dalam kultur sel adalah adanya molekul
radikal bebas seperti ROS yang dapat menghambat siklus sel (Istiana, 2019). ROS
dapat berasal dari endogen (berasal dari sel itu sendiri) dan eksogen (lingkungan) (Lin
et al., 2019). Secara endogen, sel menghasilkan ROS sebagai produk sampingan dari
metabolisme aerobik pada mitokondria (Lin, et al., 2019). Mitokondria merupakan
sumber utama ROS endogen karena peran utamanya dalam produksi ATP yang
membutuhkan Oksigen (O2) untuk direduksi dalam rantai transpor elektron. Sebagian
oksigen tersebut tereduksi menjadi radikal superoksida (O2) yang kemudian direduksi
oleh SOD menjadi H2O>. Selanjutnya H>O> yang terbentuk direduksi menjadi radikal
hidroksil (HO") yang termasuk dalam golongan radikal bebas yang paling reaktif
(Snezhkina, et al., 2019; Lipinski, 2011).

Produksi ROS dapat berperan pada pensinyalan redoks dalam biologi seluler
pada dasarnya, akan tetapi jika produksi terlalu banyak dapat menyebabkan kerusakan
sel, stress oksidatif dan kerusakan DNA (Havens, et al.,2006). Menurut Suhartono, dkk
(2007) kondisi stres oksidatif dapat menyebabkan terganggunya integritas sel.
Terganggunya integritas sel dapat mempengaruhi pertumbuhan sel dalam kultur. Hasil
biakan kultur sel dapat digunakan untuk penelitian lebih lanjut, seperti produksi obat,
vaksin, antibodi, hormon dan enzim (Li et al., 2010). Salah satu sel yang dapat
digunakan dalam kepentingan tersebut adalah sel hepar.

Hepar tersusun atas sel yang berbeda-beda yang terbagi dalam sel-sel parenkim

(hepatosit) dan non parenkim. Jumlah sel-sel parenkim sekitar 78% dari seluruh



volume jaringan hepar (Ishibashi, 2009). Menurut Sawada et al., (1988) memaparkan
bahwa dalam kultur primer, sel-sel parenkim hepar banyak digunakan untuk
menyelidiki fungsi hepar dan pengaturannya oleh berbagai hormon. Setelah satu kali
replikasi, sangat sedikit sel-sel tersebut yang masuk kembali ke dalam siklus sel. Oleh
karena itu, diperlukan kontrol yang ketat terhadap lingkungan pertumbuhannya.
Kondisi stress oksidatif dapat dicegah dengan keterlibatan antioksidan, baik
yang berasal dari dalam maupun luar sel Kumar (2011). Adanya antioksidan untuk
mencegah stress oksidatif dalam perspektif Islam tersirat dalam surat Yasin ayat 36

yang berbunyi :
n O U L5 ekl Gy AT 88 L BIS 50T B ol

"Maha suci Dia yang telah menciptakan pasangan-pasanga semuanya, baik dari apa
yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka maupun dari apa yang tidak mereka
ketauhi.”

Dalam tafsir Al-Misbah (2002) kata z'sJ) merupakan bentuk jamak dari z.sJj
yang artinya pasangan. Kalimat ini digunakan untuk masing-masing dari dua hal yang
berdampingan, baik dalam hal kesamaan maupun dalam hal yang bertolak belakang.
Allah menciptakan makhlukNya berpasang-pasangan, ada malam dan siang, senang
dan susah, matahari dan bulan, demikian seterusnya. Allah menciptakan radikal bebas
dalam tubuh yang dapat memicu suatu penyakit kemudian juga Allah ciptakan
antioksidan untuk mencegahnya. Antioksidan dapat diperoleh dari bahan-bahan alam.
Salah satu bahan alami yang berperan sebagai antioksidan adalah propolis.

Propolis menurut Tyastuti, dkk (2006) merupakan substansi seperti lem yang
dibentuk oleh lebah madu dari resin tumbuhan. Propolis yang dihasilkan oleh lebah
madu digunakan untuk membangun dan memelihara sarangnya memiliki banyak
manfaat. Allah menyisipkan manfaat pada iebah yang tersirat dalam Ai-Quran pada
surat An-Nahl ayat 69. Allah SWT berfirman dalam surat An-Nahl ayat 69 yang
berbunyi:
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“Kemudian makanlah dari tiap-tiap (macam) buah-buahan dan tempuhlah jalan
Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu), dari perut lebah itu keluar minuman
(madu) yang bermacam-macam warnanya, didalamnya terdapat obat yang
menyembuhkan bagi manusia. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar
terdapat tanda (kebesaran Tuhan) bagi orang-orang yang memikirkan (69).”

Ayat diatas menjelaskan tentang manfaat madu yang dihasilkan oleh lebah.
Menurut Tafsir Al-Qurtubi (2008) mayoritas pendapat ulama mengatakan bahwa kata
ganti hi pada kalimat <2 yang berarti nya, kembali kepada kata <3< Hal ini
menunjukkan bahwa madu sebagai produk yang dihasilkan lebah mengandung obat
bagi kesembuhan manusia.

Allah menciptakan lebah tidak hanya untuk dapat menghasilkan madu, tetapi
juga menghasilkan royal jelly, bee venom, bee pollen dan propolis yang juga memiliki

manfaat. Pada surat Ali Imran ayat 191 yang berbunyi :
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“(Yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keeadaan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi
(seraya berkata): Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia,
Maha Suci Engkau, maka peliharalah kamu dari siksa neraka.”

Menurut tafsir Ibnu Katsir (2004) kata My dalam ayat tersebut menjelaskan
keadaan bahwa Allah tidak menciptakan suatu keadaan dengan sia-sia. Dengan kata
lain segala sesuatu yang diciptakan Allah baik di bumi dan di langit tidak ada yang sia-
sia seperti halnya propolis yang dihasilkan oleh lebah madu. Manusia sebagai makhluk
yang berakal dan selalu mengingat Allah akan mendapatkan hikmah atas segala sesuatu
yang diciptakanNya.

Propolis dalam beberapa penelitian menunjukkan kemampuan anti-mikroba
(Susilo, 2009; Kalia et al.,2016), anti-tumor (Tyastuti, 2006), anti-virus (Hazem, et



al.,2017) anti-inflamasi (Barra et al., 2015), anti-malaria (Olayemi, 2014), anti-kanker
(Sawicka, et al., 2012), Hepatoprotektif (Ramadan, et al., 2015) dan mampu
menstimulus sistem imun (Kalsum, et al., 2017). Hasil penelitian-penelitian tersebut
menunjukkan bahwa propolis yang dihasilkan oleh lebah madu memiliki banyak
potensi. Potensi propolis sebagai obat suatu penyakit dikarenakan adanya kandungan
senyawa-senyawa bioaktif. Didalam propolis terdapat lebih dari 300 senyawa kimia
yang telah teridentifikasi (Miranda, et al., 2007; Huang, et al., 2014). Menurut
beberapa penelitian propolis mengandung berbagai senyawa kimia seperti flavonoid,
asam alifatik dan turunannya, asam aromatik, asam lemak, karbohidrat, aldehid, asam
amino, keton, terpenoid, vitamin (Herawati dkk, 2015), fenol dan turunannya (Bankova
et al.,2000) dan zat anorganik (Marcucci, 1995). Salah satu senyawa yang dimiliki oleh
propolis adalah Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) (Murtaza, et al., 2014).

Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) (3-(3,4-dihydroxyphenyl) merupakan
ester dari Caffeic Acid yaitu turunan dari asam fenolik yang diidentifikasi untuk
pertama kalinya dalam propolis (Grunberger, et al., 1988). Wang et al. (2006)
memaparkan bahwa CAPE merupakan polifenol yang terdiri atas gugus hidrogen
dengan cincin katekol yang bertanggung jawab atas peran pentingnya dalam beberapa
aktivitas biologi, salah satunya sebagai antioksidan. Menurut Almahdy, et al., (2018)
CAPE dalam propolis dibandingkan dengan vitamin C dan N-acetyl cysteine
mempunyai aktivitas antioksidan yang kuat yang dapat berperan sebagai
hepatoprotektif. Kemampuan tersebut sangat dibutuhkan oleh sel untuk dapat tetap
hidup dan beregenerasi saat terjadi kerusakan.

CAPE merupakan polifenol yang bersifat hidrofobik (Murtaza et al., 2014)
Menurut Oteiza, et al. (2005) senyawa fenol sebagai antioksidan akan berikatan pada
permukaan membran sel melalui komponen fosfolipid bilayer. Ikatan tersebut mampu
melindungi sel dari kerusakan akibat radikal bebas. Hal ini dikarenakan tidak adanya
interaksi antara senyawa radikal bebas dengan komponen membran sel yang
menyebabkan peroksidasi lipid. Tidak terbentuknya peroksidasi lipid menjadikan
proses metabolisme dalam sel akan berjalan secara optimal sehingga sel dapat

menjalankan fungsinya dengan baik dan tetap hidup. Li et al., (2015) memaparkan



bahwa senyawa golongan Caffeic acid dapat meningkatkan viabilitas sel liver normal
manusia secara in vitro melalui aktivasi extracellular signal-regulated kinase (ERK)
yang dapat mentransduksi sinyal faktor pertumbuhan yang menginduksi diferensiasi
atau proliferasi sel.

Penelitian tentang aktivitas propolis dilakukan oleh Najafi, et al. (2007) yang
menyatakan bahwa secara in vitro ekstrak air propolis dapat menghambat pertumbuhan
McCoy, HelLa, SP20, BHK21 dan HEp-2 serta dapat meningkatkan pertumbuhan sel
normal dengan konsentrasi ekstrak sebesar 1 mg/ml dan 2 mg/ml. Berdasarkan hasil
uji MTT pada konsentrasi 1 mg/ml dapat menghambat pertumbuhan McCoy sebesar
70%, sedangkan pada konsentrasi 2 mg/ml dapat menghambat pertumbuhan SP20
sebesar 80%. Sedangkan pada sel normal dengan konsentrasi ekstrak air propolis
sebesar 2 mg/ml dapat menstimulus dan meningkatkan pertumbuhan sel ginjal, hepar,
limfosit manusia dan limfa tikus sebesar 65%, 55%, 35% dan 25%. Selain itu, hasil
penelitian Jannah (2019) menunjukkan bahwa pemberian ekstrak propolis pada kultur
primer sel saraf otak tikus sebesar 80 pug/mL memiliki viabilitas tertinggi (90.3 *
3.09%) dengan nilai PDT sebesar 2.88 + 0.66 hari dibandingkan dengan kontrol (86.3
+ 4.11) dengan nilai PDT sebesar 5.03 £ 0.66 hari. Penelitian Banskota et al. (2000)
juga memaparkan bahwa pemberian ektrak air dan etanol propolis dapat memberikan
efek perlindungan terhadap induksi D-GalN pada kultur primer hepatosit tikus pada
konsentrasi 100 pg/mL dan 200 pg/mL dengan tingkat kelangsungan hidup sel mulai
dari 49,3% hingga 117,7% dibandingkan dengan kontrol (35%). Ketiga hasil tersebut
menunjukkan bahwa sel yang diberi ekstrak propolis memiliki usia hidup yang lebih
lama daripada yang tidak diberi ekstrak propolis.

Berdasarkan hal tersebut, dilakukan penelitian ini untuk mengetahui pengaruh
ekstrak propolis terhadap pertumbuhan sel hepar secara in vitro. Propolis diekstrak
menggunakan etanol 96% dengan cara maserasi. Penggunaan etanol bertujuan untuk
menarik senyawa-senyawa bioaktif dalam propolis. Penggunaan konsentrasi ekstrak
pada penelitian ini merujuk pada penelitian Banskota et al. (2000) yang memaparkan
bahwa pemberian 100 pg/mL ekstrak propolis menunjukkan viabilitas sel hepatosit

tikus yang dipapar D-GalN/TNF-o lebih tinggi daripada kontrol. Sedangkan pada



konsentrasi 200 pg/mL dapat menurunkan viabilitas sel hepatosit. Berdasarkan latar
belakang di atas, peneliti ingin mengetahui pengaruh ekstrak propolis terhadap
pertumbuhan sel hepar tikus (Rattus novergicus) dan berapa konsentrasi ekstrak
propolis yang tepat terhadap pertumbuhan sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in

vitro.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:
1. Apakah ekstrak propolis berpengaruh terhadap konfluenitas dan viabilitas sel hepar
tikus (Rattus novergicus) secara in vitro?
2. Berapakah konsentrasi ekstrak propolis yang paling berpengaruh terhadap

konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak propolis terhadap konfluenitas dan
viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro.
2. Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak propolis yang paling berpengaruh terhadap

konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro.

1.4 Hipotesis Penelitian
Hipotesis dari penelitian ini adalah pemberian ekstrak propolis berpengaruh

terhadap konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro.



1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah:
1. Secara teoritis, penelitian ini dapat memberikan informasi tentang pengaruh
pemberian ekstrak propolis terhadap konfluenitas dan viabilitas sel hepar Rattus
novergicus secara in vitro.
2. Secara aplikatif, diharapkan propolis dapat dimanfaatkan sebagai obat tradisional

maupun suplemen sehari-hari oleh masyarakat.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Sel hepar diambil dari organ hepar tikus yang berumur 3-4 hari.
2. Propolis yang digunakan didapat dari peternak lebah madu (Apis mellifera) di
Karangploso, Malang dan diekstrak dengan pelarut etanol 96% menggunakan metode
maserasi di Materia Medika Batu.
3. Konsentrasi ekstrak propolis yang digunakan pada penelitian ini adalah 100 pg/mL,
120 pg/mL, 140 pg/mL, 160 pg/mL dan 180 pg/mL dan 200 pg/mL
4. Media yang digunakan adalah media media Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM ) yang ditambah 10% serum Fetal Bovine Serum (FBS).

5. Parameter yang diamati meliputi konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus.
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2.1 Hepar

Hepar merupakan kelenjar terbesar dalam tubuh yang berfungsi penting dalam
menjaga keseimbangan metabolisme seperti penyimpanan, sintesis, metabolisme dan
distribusi karbohidrat, lemak dan vitamin. Hepar juga memproduksi protein serum,
enzim dan sitokin (Kermanizadeh, et al,. 2012). Selain metabolisme zat-zat endogen,
hepar juga berperan penting dalam metabolisme zat-zat eksogen seperti obat dan
detoksifikasi (Eidi, et al., 2012).

Hepar terletak pada bagian abdomen dekat dengan tulang rusuk bagian bawah,
yakni setengah dari volumenya terletak di bagian intrathoracic. Hepar tikus berwarna
merah dan bertekstur halus. Hepar tikus terdiri dari 4 lobus, yaitu lobus medial, lobus
lateral sinista, lobus lateral dextra dan lobus kaudatus. Hepar tikus tidak memiliki
kantung empedu karena memiliki saluran empedu sendiri pada setiap lobus yang

dibentuk oleh saluran utama hepar (Stan, 2018).

Gambar 2.1 Hepar Tikus (Stan, 2018)

Hepar tersusun atas banyak sel berbeda yang terbagi menjadi sel-sel parenkim
(hepatosit) dan nonparenkim. Jumlah sel-sel hepatosit sekitar 78% dari seluruh volume
jaringan hepar. Sedangkan sel-sel nonparenkim terdiri atas 2,8% sel endotel, 2,11% sel
kupffer dan 1,4% Hepatic Stellate Cells (Ishibashi, et al., 2009).

Hepatosit tersusun sebagai single sel yang tipis pada permukaan plate. Proses
sintesis dan metabolisme pada hepar hampir seluruhnya terjadi dalam hepatosit. Aliran

darah menuju vena hepatika melewati permukaan yang terbuka dari hepatosit sehingga



racun dan nutrisi dalam darah disaring oleh hepatosit. Hepatosit kaya akan organel
seperti retikulum endoplasma dan aparatus golgi yang mengandung banyak
mitokondria, lisosom dan peroksisom. Fungsi utama hepatosit adalah terlibat dalam
metabolisme lipid, karbohidrat dan protein. Hepatosit juga memproduksi protein serum
seperti albumin dan faktor koagulasi. Selain itu, hepatosit menghasilkan dan
mengeluarkan empedu serta mendetoksifikasi kolesterol, hormon steroid dan obat
xenobiotik (Jevas, 2017).

Sel-sel endotel sinusoidal melapisi dinding sinusoid hepatik dan melakukan
fungsi filtrasi. Sel-sel ini juga menunjukkan kapasitas endositik yang besar untuk
komponen matriks ektraseluler dan kompleks imun. Secara umum kompleks tersebut
menelan partikel yang berukuran lebih kecil dan mungkin berperan dalam
permbersihan virus tapi tidak memiliki funsi fagositik. Selain itu, sel-sel endotel
berfungsi sebagai sel penyaji antigen dan mengeluarkan sitokin tertentu (Jevas, 2017).

Hepar menampung sejumlah besar sel-sel kuppfer yang mewakili populasi
makrofag terbesar dari jaringan tubuh. Setelah aktivasi, sel-sel kuppfer mampu
mengeluarkan mediator inflamasi seperti sitokin, Spesies Reactive Oxygen dan oksida
nitrat. Selain itu, sel-sel kuppfer memiliki reseptor yang memungkinkan untuk
mengikat sel-sel yang ditutupi oleh imunoglobulin (Jevas, 2017).

Hepar juga memainkan peran dalam penyerapan dan penyimpanan vitamin A
(retinol) dan menyimpan sekitar 95% retinoid yang ditemukan dalam tubuh. Sel-sel
stellate adalah sel yang menyimpan sejumlah besar retino dan retinyl palmitate dalam
sitoplasmanya. Sel-sel stellate dapat menjadi aktif dalam kondisi stres dan berubah
menjadi sel-sel myofibroblas yang memainkan peran dalam respon inflamasi fibrotik
(Jevas, 2017).

2.2. Kultur Sel Hepar in Vitro

Sel pada manusia telah diketahui dapat diperbanyak secara in vitro pada awal
tahun 1990 (Leland dan Christine, 2007). Kultur sel digunakan sebagai cara untuk
mempelajari tentang sel hewan secara in vitro yang berkembang pada tahun 2000.

Kultur sel berhubungan dengan serangkaian proses tentang isolasi sel ke dalam
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lingkungan yang terkontrol (in vitro) dari lingkungan yang asli (in vivo). Menurut
Hudu, et al. (2016) saat ini kultur sel menjadi suatu metode yang dibutuhkan dalam
diagnosis dan pengobatan modern pada manusia.

Kultur sel merupakan teknik untuk memperbanyak atau memelihara bagian dari
suatu jaringan makhluk hidup dalam media pertumbuhan yang sesuai dengan kondisi
fisiologisnya (Freshney, 2005). Metode kultur terbagi menjadi kultur organ, jaringan
dan sel. Kultur organ dapat diperoleh dari keseluruhan atau sebagian organ dengan
mempertahankan sifat dan fungsi jaringannya. Kultur jaringan dapat diperoleh melalui
potongan organ maupun jaringan yang akan berdiferensiasi. Sedangkan kultur sel dapat
diperoleh dari sel-sel jaringan ataupun suatu organ melalui pemisahan secara
enzimatik, kimiawi atau mekanik menjadi suspensi sel (Malole, 1990).

Kultur primer merupakan penanaman sel yang dilakukan pertama kali pada
kondisi sintetik (Freshney, 2005). Sel yang akan digunakan dalam kultur primer dapat
diisolasi dari jaringan tubuh secara langsung (Klingbeil et al., 2009). Sel yang akan
dikultur dapat diperoleh dari jaringan yang sehat ataupun yang sakit yakni seperti sel
kanker dan sel tumor (Mitry, et al., 2012). Menurut Leland dan Christine (2007) kultur
sel primer dapat diperoleh dengan cara enzimatik, mekanik atau kimiawi. Sel yang
telah diisolasi dikultur dalam media pertumbuhan yang sesuai dengan kondisi
fisiologisnya.

Komponen-komponen utama yang digunakan dalam kultur sel in vitro antara
lain, media, serum, antibiotik dan faktor pertumbuhan Komponen-komponen tersebut
perlu diperhatikan karena dapat mempengaruhi pertumbuhan sel dalam media kultur
(Halim, dkk, 2010). Media pertumbuhan sel harus menyediakan kondisi lingkungan
yang dibutuhkan oleh sel secara in vitro agar dapat hidup dan berkembang (Malole,
1990). Media berperan penting dalam menciptakan lingkungan yang memiliki tekanan
osmotik, pH dan faktor pendukung yang lain sehingga dapat membantu dalam proses
pertumbuhan sel (Halim, dkk, 2010). Media yang digunakan dalam kultur sel mamalia
pada umumnya adalah Bulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). Media DMEM
ini merupakan modifikasi dari Basal Medium Eagle (BME) yang mengandung empat

kali lipat lebih banyak vitamin, asam amino dan glukosa. Penambahan komponen lain
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seperti serum, antibiotik dan faktor pertumbuhan dapat mendukung pertumbuhan sel
dalam media kultur (Syahidah dan Yuni, 2016).

Serum dalam media kultur berperan penting sebagai sumber nutrisi sel untuk
tumbuh dan berkembang (Halim, dkk, 2010). Penambahan serum dalam kultur
bertujuan untuk memperoleh pertumbuhan sel yang optimal. Serum yang digunakan
pada media kultur adalah serum fetus sapi (foetal bovine serum), serum anak sapi (calf
serum), serum kuda dan manusia. Akan tetapi yang paling sering digunakan adalah
calf serum dan foetal bovine serum (Andiana, dkk, 2017).

Salah satu permasalahan yang paling sering terjadi saat melakukan kultur sel
adalah adanya kontaminasi. Upaya menghindari adanya kontaminasi mikroorganisme
yang dapat mengganggu pertumbuhan sel dan bersifat patogen maka antibiotik dan
antijamur sering kali ditambahkan ke dalam medium kultur. Antibiotik yang biasa
digunakan untuk keperluan kultur adalah antibiotik yang berspektrum luas seperti,
penilisin dan streptomycin. Untuk memicu pertumbuhan, mempertahankan
pluripotensi atau merangsang terjadinya diferensiasi, faktor pertumbuhan yang sesuai
dengan fungsi-fungsi tersebut dapat ditambahkan ke dalam medium kultur (Halim,
dkk, 2010).

Komponen lain yang perlu diperhatikan pada proses kultur sel adalah
termperatur, pH dan gas. Temperatur yang rendah dapat mempengaruhi pH dengan
meningkatkan kelarutan CO, (Malole, 1990). Menurut Freshney (2005) pH yang
optimum bagi pertumbuhan sel dapat bervariasi tergantung pada jenis sel. Umumnya
sel hewan tumbuh optimal pada pH 7,0 hingga 7,4 (Chaudry, et al., 2009). Didalam
media pertumbuhan terdapat sistem buffer karbondioksida — bikarbonat. Sel yang
tumbuh akan menghasilkan CO; yang tidak dapat keluar karena adanya kadar CO>
yang berlebih diatas media sehingga terjadi penguraian NaHCO3 dan menghasilkan
kelebihan ion H" yang menyebabkan penurunan pH. Oleh sebab itu, kadar CO, pada
ruangan di atas media perlu diperhatikan untuk mempertahankan pH media.
Diperlukan kadar CO> sebesar 5% pada waktu kultur dimulai. Selain kadar CO», O

juga mempengaruhi peningkatan produksi sel. Kadar O, yang terlarut dalam media
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hanyak 7,6 pg/mL sedangkan kadar O, yang digunakan sel kurang lebih 6 pg /10° sel
per jam (Malole, 1990).

Komponen-komponen dalam media pertumbuhan harus selalu diperhatikan
agar dapat mendukung kondisi yang isotonis sehingga didapatkan pertumbuhan dan
perkembangan sel yang optimum. Prinsip tersebut sesuai dengan prinsip penciptaan
makhluk hidup pada sistem fisiologis di dalam tubuh dengan kondisi seimbang. Allah
SWT dalam surat Al-Infithar (82) ayat 7 yang berbunyi :

 DPINRSRN @0
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“vang telah menciptakan kamu lalu menyempurnakan kejadianmu dan menjadikan
susunan tubuhmu seimbang.”

Menurut Tafsir Jaelani (2011) kata i yang berarti “dan menjadikan
Susunan tubuhmu seimbang” menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan tubuh
manusia dengan ukuran yang tepat sehingga tercipta kondisi yang seimbang
(proporsional). Kondisi tersebut menjadikan susunan tubuh manusia dapat berfungsi
dengan baik. Allah menciptakan manusia dan menyempurnakannya dengan bentuk
yang paling baik. Hal ini dijelaskan dalam Tafsir Al-Misbah (2002) bahwa
kesempurnaan dan keseimbangan penciptaan manusia tidak hanya pada bentuk tubuh
saja tetapi juga pada keberadaan akal dan ruh dalam tubuh manusia.

Berdasarkan dengan ayat tersebut dapat diketahui bahwa untuk dapat
menjalankan fungsinya dengan baik, segala sesuatu harus berada dalam kondisi yang
seimbang. Begitu juga sel, baik secara struktural maupun fungsional sebagai unit
terkecil yang menyusun tubuh makhluk hidup memerlukan kondisi lingkungan
pertumbuhan yang sesuai dan seimbang agar dapat berfungsi sebagaimana mestinya.
Dalam kondisi in vitro, pertumbuhan dan perkembangan sel dapat terjadi apabila
kondisi lingkungan yang disediakan sesuai dengan karakteristik sel tersebut.

Kultur primer membutuhkan medium yang sesuai. Apabila medium tidak
sesuai maka sel-sel didalamnya akan mati karena autolisis. Kultur primer dalam jangka
waktu yang lama sebaiknya diberi nutrisi yang cukup dan antibiotik. Selain itu medium
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kultur juga perlu diganti pada kurun waktu tertentu agar sisa-sisa metabolisme sel tidak

menjadi kontaminan (Kalanjati, 2006).

2.3. Proliferasi Sel Hepar secara in Vitro

Sel hepar tikus berkembang dari sel progenitor (sel awal) yang belum
berdiferensiasi (Dianat, et al., 2013). Sel progenitor hepar dalam kultur in vitro
mempunyai morfologi inti oval dengan sedikit sitoplasma (Tosh dan Alastair, 2005).
Hristova et al. (2009) memaparkan bahwa morfologi sel hepar tikus berbentuk sel-sel
memanjang (elongasi) dan terlihat jelas persinggungan sel satu dengan sel yang
lainnya. Karakteristik utama sel hepar yaitu inti yang relatif besar dan sitoplasma yang
terlihat padat. Inti (nuklei) oval dengan satu hingga tiga anak inti (nukleoli) dan sel-sel
poligonal dengan inti yang relatif besar.

Proliferasi merupakan proses pertumbuhan sel berupa penambahan jumlah sel
melalui siklus pembelahan sel. Proliferasi sel dapat terjadi melalui siklus sel yang
terbagi dalam dua tahap yaitu tahap mitotik (M) dan interfase (). Tahap mitotik yang
mencakup mitosis dan sitokenesis adalah bagian terpendek siklus sel. Tahap interfase
merupakan tahap terpanjang yang mencakup 90% dalam siklus sel (Campbell, 2008;
Albert, 2002).

Gene
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Gambar 2.2. Siklus Sel (Freshney, 2010)
Pada tahap interfase, sel akan menyalin kromosom-kromosom untuk persiapan
proses pembelahan sel. Tahap interfase terbagi menjadi fase G1 (Gap pertama), fase

G2 (Gap kedua) dan fase S (Sintesis). Dalam ke tiga tahap ini, sel akan memproduksi
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organel sitoplasma seperti mitokondria dan retikulum endoplasma dan protein.
Sedangkan duplikasi kromosom hanya terjadi pada tahap S (Campbell, 2008).

Pada tahap G1, pembelahan sel dimulai dari sintesis protein dan RNA. Setelah
tahap G1 selesai, sel memasuki tahap S untuk sintesis DNA. Kemudian sel menuju
tahap G2 persiapan sintesis RNA untuk proses pembelahan sel pada tahap selanjutnya
yakni tahap mitotik (M). Dalam tahap ini, akan terjadi pembelahan sel dari satu sel
menjadi dua sel (Freshney, 2005; Pustztai, 1996).

Pertumbuhan hasil kultur secara in vitro terbagi menjadi 3 tahapan (Freshney,
2010), yakni:

1. Lag phase

Lag phase merupakan tahapan setelah sel ditanam pada media kultur. Tahap ini
merupakan tahap adaptasi bagi sel dalam lingkungan yang baru. Sel akan melekatkan
diri pada substrat dan menyebar. Pada tahap ini, enzim-enzim baru akan disintesis,
terjadi sedikit peningkatan dalam massa dan volume sel akan tetapi tidak ada
peningkatan jumlah sel (Oyeleye et al., 2016).

2. Log phase

Log phase merupakan tahap pertambahan jumlah sel karena sel telah melalui
lag phase dan mengalami proliferasi. Tahap ini bergantung pada kecepatan
pertumbuhan sel dan kepadatan sel yang ditanam. Trenggono (2009) menyatakan
bahwa pada log phase akan terjadi pertumbuhan sel yang cepat berkisar antara 90-
100% sehingga pada tahap ini adalah waktu terbaik untuk memanen hasil kultur.

3. Plateu phase

Plateau phase merupakan tahapan terakhir dalam kultur sel. Tahap ini terjadi
setelah sel mencapai konfluen berupa penurunan proliferasi sel. Menurut Trenggono
(2009) dalam tahap ini akan terjadi penurunan pertumbuhan sel normal berkisar antara
0-10% yang konfluen.

Pertumbuhan kultur sel hepar secara in vitro akan mengalami peningkatan
hingga hari ke sepuluh. Pada hari selanjutnya pertumbuhan sel masuk pada tahap plateu
phase yang ditandai dengan jumlah sel yang menurun (Kumar, et al., 2002). Menurut

Freshney (2005) penurunan jumlah sel pada tahap ini disebabkan karena sel-sel yang
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tumbuh dengan cepat telah berdiferensiasi yang mengakibatkan pembelahan sel
menjadi berkurang bahkan tidak terjadi.

Tahapan-tahapan dalam pembelahan sel secara in vitro secara tersirat telah
dijelaskan dalam firman Allah SWT di dalam Al-Quran Surat Nuh (71) ayat 14 yang
berbunyi:

MR RSB
“Padahal Dia sesungguhnya telah menciptakan kamu dalam beberapa tingkatan
kejadian.”
Kata 12\3kl berasal dari kata sk yang berarti tingkatan atau tahapan (Shihab,
2002). Dalam Tafsir Jalalain (Tanpa tahun) dalam menjelaskan bahwa kata sk
merupakan jamak dari kata ,sk dan juga berkedudukan menjadi Jis yang menjelaskan
kondisi atau keadaan bahwa Allah SWT menciptakan manusia dari serangkaian proses
mulai dari nutfah kemudian menjadi segumpal darah, kemudian segumpal daging
hingga menjadi manusia yang sempurna. Hal ini pada kultur in vitro dapat ditunjukkan
dalam tahap-tahap pertumbuhan sel. Menurut Trenggono (2009) setiap tahap
pertumbuhan yang dilalui oleh sel mempunyai kondisi yang berbeda
Pada kondisi in vitro, sel hepar tikus neonatal menempel pada substrat dan
menyebar dalam cawan setelah 48 jam dan mulai berproliferasi pada hari ke-5.
Sedangkan sel hepar tikus dewasa hanya beberapa sel yang dapat menempel pada
substrat dan tidak mengalami proliferasi pada hari ke-5 meskipun beberapa sel
menempel pada substrat. Sel hepar tikus neonatus dapat bertahan hidup dalam selama
lebih dari 21 hari pada kondisi normal. Sedangkan sel hepar tikus dewasa dapat hidup

selama 13 hari pada medium selektif (Kumar, et al., 2002).
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Gambar 2.3. Kultur Sel Hepar Tikus pada hari ke-5 (Kumar, et al., 2002)

2.4. Viabilitas dan Konfluenitas Sel

Viabilitas sel merupakan kemampuan sel untuk tumbuh dan berkembang.
Semakin banyaknya jumlah sel hidup dibandingkan dengan sel mati dapat menunjukan
kemampuan pertumbuhan dan perkembangan sel yang tinggi (Takeuchi, 2014). Untuk
mengevaluasi keberhasilan kultur dapat menggunakan viabilitas sel sebagai
parameternya. Viabilitas sel dapat diuji menggunakan pewarnaan yang didasarkan
pada membran sel. Sel yang hidup tidak mampu mengikat zat warna karena membran
sel yang utuh tidak dapat ditembus oleh zat warna sehingga sel tidak akan terwarnai.
Sedangkan pada membran sel yang mati atau rusak mampu mengikat zat warna
sehingga sel akan terwarnai. Pewarna yang dapat digunakan dalam uji viabilitas sel
yakni nigrosin, eritrosin dan trypan blue (Trenggono, 2009).

Menurut Bolt (2001) uji viabilitas sel pada umumnya dilakukan dengan
perhitungan sel menggunakan hemositometer dan zat warna trypan blue. Pewarna
Trypan blue akan menunjukkan perbedaan antara sel yang hidup dan mati dengan cara
sel yang hidup akan terlihat bening (tidak berwarna) karena struktur membran sel
tersebut utuh sehingga zat warna tidak dapat berikatan dengan sel. Sedangkan pada sel
yang mati terlihat berwarna biru karena zat warna berikatan dengan protein dalam
plasma pada membran sel yang rusak. Penggunaan Konsentrasi yang efektif untuk uji
viabilitas sel menggunakan trypan blue adalah sebesar 0.5% karena tidak dapat

merubah integritas membran sel dan dapat memperlambat kematian sel.
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Woulandari (2003) memaparkan bahwa selain viabilitas sel pertumbuhan kultur
sel juga dapat dilihat dari abnormalitas dan konfluenitas sel. Konfluenitas sel
digunakan sebagai parameter kultur untuk dapat melihat pertumbuhan sel dan
interaksinya dengan lingkungan (Sa’diyah, 2019). Budiono (2002) memaparkan bahwa
konfluenitas sel merupakan keadaan dimana seluruh substrat sudah terpakai oleh sel
dan sel saling berhubungan antara sel satu dengan sel yang lain.

Konfluenitas sel merupakan tumbuh meratanya sel sampai menutupi cawan
kultur. Menurut Kurnia dan Kholifah (2012) pengukuran konfluenitas sel mencakup
persentase sel dalam mencapai konfluen. Persentase 0% pada sel yang belum melekat
pada cawan Kkultur, persentase 25% pada sel yang telah memenuhi seperempat cawan
kultur, persentase 50% pada sel yang telah memenuhi setengah dari cawan kultur,
persentase 75% pada sel yang telah memenuhi tiga perempat cawan kultur dan

persentase 100% pada sel yang telah memenuhi cawan kultur.

2.5. Tinjauan Umum Propolis

Kata propolis berasal dari bahasa Yunani yang terdiri dari kata pro dan polis.
Kata pro yang berarti didepan atau sebelum dan polis yang berarti kota atau komunitas.
Propolis (bee glue) merupakan produk lebah madu yang berasal dari getah atau resin
tumbuhan. Propolis digunakan lebah madu untuk melindungi dinding sarang dan
menjaga suhu di dalamnya agar tetap stabil (Agca, et al., 2017). Propolis melindungi
sarang lebah madu dengan cara menutup celah-celah di dinding sarang. Hal tersebut
merupakan upaya perlindungan diri alami terhadap musuh, terutama virus dan bakteri
(Ramadhan, dkk, 2016).

Propolis dihasilkan lebah madu dengan cara getah dari berbagai jenis tumbuhan
dikumpulkan dan kemudian bercampur dengan saliva dan enzim-enzim pada lebah
(Herawati, 2015). Propolis yang dihasilkan oleh lebah madu pada umumnya
mempunyai tekstur lengket karena mengandung getah tumbuhan yang bercampur
dengan bee wax dan cairan lebah. Propolis mempunyai bau yang khas dan berwarna
kuning kehijauan hingga coklat gelap. Hal tersebut tergantung pada sumber makanan

yang diperoleh dan usianya (Banskota, et al., 2000).
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Gambar 2.4. Propolis (dokumen pribadi, 2018).

Propolis selain bermanfaat bagi lebah ternyata juga bermanfaat bagi manusia.
Beberapa penelitian memaparkan bahwa propolis mempunyai aktivitas biologis yang
luas diantaranya kemampuan anti-mikroba (Susilo, 2009; Kalia et al.,2016), anti-tumor
(Tyastuti, 2006), anti-virus (Hazem, et al.,2017) anti-inflamasi (Barra et al., 2015),
anti-malaria (Olayemi, 2014), anti-kanker (Sawicka, et al., 2012), Hepatoprotektif
(Ramadan, et al., 2015), antioksidan (Alkis, 2015) dan mampu menstimulus sistem
imun (Kalsum, et al., 2017). Hal tersebut menunjukkan bahwa propolis yang dihasilkan
oleh lebah madu dapat menjadi obat bagi suatu penyakit.

2.5.1. Kandungan Propolis

Propolis terdiri dari campuran kompleks resin tumbuhan yang mengandung
50% resin tumbuhan, 30% wax, 10% minyak esensial dan aromatik, 5% pollen dan 5%
substansi organik (Toreti, et al., 2013). Pada saat ini, lebih dari 300 unsur pokok
kimiawi telah diidentifikasi dalam propolis dari berbagai daerah. Komponen kimiawi
pada propolis meliputi polifenol, flavonoid, asam fenolik dan turunannya, keton,
aldehid, terpenoid, sterol, vitamin, asam amino dan zat aromatik lainnya (Al-Jumaily,
etal., 2014).

Kandungan kimia pada propolis bergantung pada populasi tumbuhan yang
berada disekitar sarang lebah (Babinska, et al., 2014). Selain itu, metode ekstraksi juga
mempengaruhi kandungan kimia pada propolis (Hasan, dkk, 2013). Propolis harus
dimurnikan menggunakan pelarut karena tidak dapat digunakan sebagai bahan mentah

(Pietta et al., 2002). Ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang berbeda akan
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menghasilkan komponen yang berbeda dan akan mempengaruhi aktivitasnya (Sforsin,
2011). Ekstraksi propolis secara umum dilakukan dengan teknik maserasi
menggunakan pelarut organik (Hasan, dkk, 2013). Propolis biasanya diekstrak dengan
menggunakan etanol atau air pada konsentrasi yang berbeda sebagai pelarut (Park dan
Ikegaki, 1998).

Dalam penelitian ini pelarut yang digunakan adalah etanol. Menurut Posangi
(2000) etanol merupakan pengekstraktor polar. Hal ini dikarenakan senyawa aktif
yang bersifat polar seperti flavonoid dan lain sebagainya dapat diekstraksi oleh etanol.
Pelarut etanol juga bersifat universal sehingga selain dapat mengekstraksi senyawa
polar juga dapat mengekstraksi senyawa non polar (Nuri, 2013). Selain itu menurut
Hastuti, dkk (2013) etanol termasuk pelarut golongan alkohol yang dapat lebih banyak
melarutkan polifenol dibandingkan pelarut air. Hal tersebut dikarenakan alkohol lebih
efektif dalam melepas senyawa polifenol dengan cara mendegradasi dinding sel yang
bersifat non polar. Senyawa yang diperoleh dari ekstraksi propolis menggunakan etanol
adalah polifenol, flavonoid, tanin, terpenoid dan sterol (Fokt, et al., 2010).

Senyawa fenolik merupakan komponen propolis yang paling tinggi,
diantaranya adalah asam fenolik, aldehida fenolik, fenol dan turunannya, ketofenol dan
senyawa lainnya. Komponen penyusun utama asam fenolik dalam propolis adalah
benzoic acid dan cinnamic acid beserta turunannya (Gorecka, et al., 2014). Salah satu
turunan cinnamic acid dalam propolis yang mempunyai peran antioksidan adalah
caffeic acid.

Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE) merupakan salah satu komponen utama
pada propolis. CAPE merupakan ester asam caffeic dan termasuk turunan asam fenolik
yang memliki struktur mirip flavonoid (Ozen, et al., 2004). CAPE merupakan
komponen senyawa bioaktif alami yang diperoleh dari propolis melalui proses
ekstraksi. CAPE memiliki nama kimia berupa 2-phenylethyl (2E)-3-(3,4-
dihydyphenyl). Pertama kali senyawa CAPE diidentifikasi oleh Grunberged et al.
sebagai hidrofobik polifenol. Ester polifenol ini juga bisa disintesis oleh reaksi caffeic

acid dengan phenetyl alcohol. CAPE merupakan polifenol dengan struktur grup
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hidroksi dengan cincin katekol yang berperan penting dalam berbagai aktivitas biologi
(Murtaza, et al., 2014).
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Gambar 2.5. Struktur Kimia Caffeic Acid Phenethyl Ester (Kumazawa, 2010)

2.5.2. Peran Propolis terhadap Kultur Sel Hepar Tikus

Dalam penelitian ini, bahan tambahan yang digunakan adalah ekstrak propolis.
Ekstrak propolis pada kultur sel hepar dapat berperan sebagai antioksidan dan
stimulator sel. Propolis memiliki senyawa CAPE yang merupakan penyusun utama
propolis dengan aktivitas biologis yang luas meliputi penghambatan nuclear factor
kappa-B, penghambatan proliferasi sel, induksi cell cycle arrest dan apoptosis (Huang,
Shual, et al., 2014).

CAPE dapat meningkatkan ekspresi dari Epidermal Growth Factor (EGF).
EGF merupakan salah satu faktor pertumbuhan yang dapat meregulasi proliferasi pada
sel hepar (Fausto N.,et al., 1995). Li et al.,(2015) memaparkan bahwa golongan
senyawa Caffeic Acid dapat meningkatkan pertumbuhan sel melalui aktivasi
extracellular signal regulated kinase (ERK). Aktivasi ERK penting dalam proliferasi
dan kelangsungan hidup sel karena dapat memicu untuk memasuki siklus sel melalui
growth factor (Guegan, J.P et al 2012). Dengan adanya ekspresi dari EGF, sel akan
memasuki siklus sel, melakukan mitosis dan proliferasi meningkat.

Propolis juga dapat berperan sebagai antioksidan yang dapat mencegah
kerusakan komponen seluler akibat radikal bebas. Pada media kultur sangat dibutuhkan
adanya antioksidan untuk menstabilkan ROS. Hal ini bertujuan untuk mengurangi
terjadinya kerusakan oksidatif (Stiphanuk, 2000).

Senyawa polifenol dalam propolis dapat berperan sebagai antioksidan yang
kuat dan regulator metabolisme sel. Polifenol dapat melakukan penetrasi ke dalam

sitoplasma melalui membran plasma dengan cara berinteraksi dengan senyawa atau
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molekul pada permukaan membran sel. Polifenol juga dapat mempengaruhi stabilitas
osmotik, kelarutan, difusi dan permeabilitas membran sel terhadap senyawa yang larut
air, berinteraksi dengan membran dan fusi sel (Tarahovsky, 2008). Selain itu, senyawa
golongan fenol dapat berperan sebagai faktor pemicu proliferasi sel. Hal ini
dikarenakan senyawa fenol mempunyai aktivitas seperti estrogen (Paluputturi dan
Dayapulae, 2011). Adanya aktivitas estrogen dapat mendukung proliferasi hepatosit
secara in vitro. Beberapa studi juga menyatakan bahwa estrogen menstimulasi
proliferasi hepatosit setelah partial hepatectomy melalui interaksi ligan-reseptor (Uebi,
etal., 2014). Interaksi ligan-reseptor tersebut dapat berikatan dengan estrogen response
element (ERE) dan akan mengaktivasi transkripsi suatu gen dalam menghasilkan
MRNA untuk mensintesis protein yang dapat mempengaruhi proliferasi sel (Ikhwati,
2018 ; Meng dan Lu, 2019).

Selain polifenol, senyawa flavonoid juga mempunyai kemampuan antioksidan
yang dapat melindungi sel dari kerusakan akibat Reactive Oxygen Species (ROS)
(Nijveldt, et al., 2001). Kemampuan Flavonoid mencegah kerusakan sel dapat melalui
dua cara yakni flavonoid menjadi komponen hidrofobik membran sel saat masuk ke
dalam sel atau dengan ikatan hidrogen antara gugus polar kepala lipid yang ada diantara
air dan lipid dengan flavonoid (Oteiza et al., 2005). Selain itu, flavonoid dapat
menonaktifkan ROS melalui reaksi antara flavonoid dengan molekul bebas yang
membentuk radikal. Reaksi tersebut relatif lebih stabil dan dapat bertahan lebih lama
hingga bereaksi dengan produk non radikal (Widayati, 2019).

Flavonoid dapat melakukan penetrasi ke dalam sel melalui membran sel.
Flavonoid yang sudah menembus ke dalam sel akan terakumulasi di bawah gugus
fosfat dan secara lateral berdifusi ke dalam bidang lapisan ganda (Tarahovsky, et al.,
2014). Ini akan membantu sel untuk dapat melindungi membran sel dari radikal bebas.
Hal tersebut karena cincin hidroksil pada flavonoid dapat berperan sebagai free radical
scavenging dengan mendonasikan hidrogen dan elektron ke radikal hidroksil, peroksil
dan proksinitrit sehingga mampu menstabilkanya dan menghasilkan senyawa yang
lebih stabil (Kumar S., et al., 2013; Nijveldt R. J., et al., 2001).
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Kandungan tanin dalam ekstrak propolis merupakan kelompok senyawa fenol,
flavonoid dan polifenol yang mempunyai kemampuan dalam menjaga membran sel.
Ini disebabkan karena adanya interaksi antara residu asam galat tanin dan komponen
kepala lipid sehingga permukaan bilayer tertutupi. Interaksi tersebut dapat mendukung
adanya interaksi elektrostatik antara elektron-elektron pada cincin fenol dengan gugus
-N*(CHs)s pada fosfatidilkolin atau sphingomyelin yang terdapat pada permukaan
membran plasma. Adanya interaksi-interaksi tersebut akan menghambat terjadinya
oksidasi lipid sehingga struktur, integritas dan permeabilitas membran sel terjaga
(Tarahovsky, 2008).

Adanya Aktivitas senyawa-senyawa tersebut dapat mendukung kelangsungan
hidup sel yang memungkinkan terjadinya peningkatan viabilitas dan proliferasi sel. Hal
ini berhubungan dengan peran antioksidan dalam menjaga struktur dan integritas
membran sel. Dengan terjaganya struktur dan integritas membran sel maka juga akan
terjaga permeabilitas membran sel sehingga proses transportasi keluar masuknya
materi untuk kehidupan sel dapat berjalan dengan baik dan maksimal. Proses ini
menjadikan sel mampu menjalankan aktivitas biologisnya dengan baik dan optimum

untuk tumbuh dan berkembang (Sumardi dan Marianti, 2007).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian tentang Pengaruh Ekstrak Propolis terhadap
Perkembangan Sel Hepar Tikus (Rattus novergicus) secara In Vitro termasuk dalam
penelitian eksperimental yang menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Penelitian ini terbagi terdiri atas 7 perlakuan dan 3 kali ulangan sebagai berikut :
. Perlakuan 1 (P1) : kultur sel hepar tikus tanpa pemberian ekstrak propolis.
. Perlakuan 2 (P2) : kultur sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis 100 pug/mL.
. Perlakuan 3 (P3) : kultur sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis 120 pg/mL.
. Perlakuan 4 (P4) : kultur sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis 140 pg/mL.
. Perlakuan 5 (P5) : kultur sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis 160 pug/mL.
. Perlakuan 6 (P6) : kultur sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis 180 pg/mL.
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. Perlakuan 7 (P7) : kultur sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis 200 pug/mL.

3.2 Variabel Penelitian
Pada penelitian ini terdiri dari 3 variabel, yaitu:
1. Variabel terikat : pertumbuhan sel hepar tikus meliputi konfluenitas dan viabilitas
sel.
2. Variabel bebas : ekstrak propolis dengan konsentrasi berbeda, yaitu 100pg/mL,
120pug/mL, 140pg/mL, 160ug/mL, 180ug/mL dan 200 pg/mL.
3. Variabel kontrol : suhu, CO», alat dan bahan.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian Pengaruh Ekstrak Propolis terhadap Pertumbuhan Sel Hepar Tikus
(Rattus novergicus) secara In Vitro dilakukan pada bulan Juli 2020 di Laboratorium
Kultur Jaringan Hewan Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
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3.4 Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
3.4.1. Alat

Alat-alat yang digunakan adalah inkubator CO2 5% (HERA Cell 150,
ThermoScientific, Jepang), oven (Heraeus, ThermoScientific, Jerman), mikroskop
inverted (Nikon Eclipse, Jepang), autoklaf (Daihan Labtech, Biomedic, Korea),
Laminar Air Flow (LAF) (Vertical Air Flow, Alabtech, Korea), sentrifus (Labatuge
200, ThermoScientific, Jepang), filter milipore 0,22 ul, cell countess, vortex (tipe
37600, thermolyne, Malaysia), botol ulir (schott), cawan petri, tabung sentrifugasi 15
ml,erlenmeyer, timbangan analitik (Sartorius, finlandia), Tissue Culture Dish (TC
dish), kulkas (Clasio XD7, Toshiba), gunting, rak tabung reaksi, aluminium foil,
tabung reaksi, pinset, nurse cap, tisu, yellow tip, bunsen, mikropipet 100-1000 pl
(BIORED), mikropipet 20-200 pl (BIORED), blue tip, corong kaca, masker,
handgloves, kain sablon, spatula, korek api dan kertas label.
3.4.2. Bahan

Bahan yang digunakan meliputi hepar tikus umur 3-4 hari, Fetal Bovine Serum
(FBS, Sigma), media Dulbeccos Modified Eagles Medium with High Glucose (DMEM)
(12100-038, Gibco, USA), Phosphat Buffer Saline (PBS, Gibco), streptomycin (meiji
indonesia), penicillin (meiji indonesia), NaHCOs (himedia), HEPES (promega, USA),
propolis, serum 10%, DMSO, Nacl 0,9%, DI steril, alkohol 70%, aquades, tripsin

(sigma, Jerman), trypan blue, wipol, handwash, tipol dan sabun pencuci.

3.5 Prosedur Penelitian

Prosedur dalam penelitian ini meliputi preparasi alat, preparasi bahan dan
pelaksanaan penelitian sebagai berikut :
3.5.1. Preparasi Alat

Sterilisasi Alat-alat yang digunakan dilakukan dengan merendam alat dalam air
yang ditambabh tipol dan dibiarkan selama 24 jam. Setelah itu, sebanyak 21 kali alat

dibilas menggunakan air dan pada bilasan terakhir menggunakan aquades. Kemudian
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alat dikeringkan selama 1 jam di dalam oven bersuhu 60°C. Alat lalu dibungkus
alumunium foil dan disterilisasi sesuai dengan bahan alat.

Sterilisasi kering dilakukan selama 3 jam pada alat yang berbahan kaca
meggunakan oven bersuhu 121°C. Steriliasasi basah dilakukan selama 15 menit pada
alat yang berbahan plastik dan tidak tahan panas dengan autoklaf bersuhu 121°C dan
tekanan 15 atm. Alat yang telah disterilisasi basah dikeringkan dalam oven bersuhu 60°
selama 1 jam. Alat-alat yang telah disterilisasi dimasukkan ke dalam LAF sebelum
digunakan untuk dipapar sinar UV.

3.5.2. Preparasi Bahan
3.5.2.1. Pembuatan Ekstrak

Propolis sebanyak 300 gram diekstrak menggunakan pelarut etanol 96%
sebanyak 1200 mL dengan metode maserasi. Hasil maserasi kemudian dievaporasi
selama 1 jam menggunakan rotary evaporator. Propolis diperoleh dari peternakan
lebah di Karangploso Malang.
3.5.2.2. Pembuatan Stok Ekstrak Propolis

Stok ekstrak propolis dibuat dengan mengencerkan ekstrak propolis sebanyak
100 mg ke dalam 100 ml larutan stok DMSO 5%. Diperoleh larutan stok ekstrak
propolis dengan konsentrasi 1 mg/ml atau 1000 pg/mL. Larutan stok kemudian
disimpan di dalam lemari pendingin.
3.5.2.3. Pembuatan Media DMEM

Pembuatan media stok DMEM terdiri dari 0,006 g penicillin, 0,28 g HEPES,
0,37 g NaHCOs3, 0,01 g streptomycin dan 1,35g DMEM yang dilarutkan dalam 100 mL
DI steril dan dihomogenkan. Bahan yang telah homogen disaring menggunakan
syringe filter 0,2 um. Stok media kemudian disimpan dalam lemari pendingin hingga
digunakan. Pembuatan media tersebut dilakukan di dalam Laminar Air Flow (LAF).
3.5.2.4. Pembuatan Media Pencuci dan Media Kultur

Media kultur sel hepar tikus dibuat dari media stok DMEM yang ditambah 10%
FBS. Dimasukkan 3 ml DMEM 10% masing-masing media tanam ke dalam cawan
kultur. Sedangkan media pencuci dibuat dari 1 ml media DMEM 10%, 2 ml media
DMEM 0% (tanpa FBS), antibiotik (penicillin dan streptomycin) dan NaCl 0,9%.
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Media kultur dan media pencuci dibuat pada dilakukannya penanaman sel dan
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C dan 5% CO:..
3.5.3. Isolasi dan Kultur Sel Hepar

Tikus berusia 3-4 hari dibedah dibagian abdomen setelah didislokasi dan
diambil organ heparnya. Hepar yang diperoleh dicuci dengan NaCl 0,9% sebanyak 3
kali. Kemudian hepar dicacah dan dihomogenkan dengan syringe 3 ml. Hepar yang
sudah dicacah hingga homogen dimasukkan dalam tabung sentrifugasi.

Sentrifugasi dilakukan sebanyak 3 kali selama 5 menit dengan kecepatan 2000
rpm. Larutan yang digunakan pada sentrifugasi pertama dan kedua adalah NaCl 0,9%,
sedangkan larutan yang digunakan pada sentrifugasi ketiga adalah media DMEM 0%.
Sentrifugasi tersebut akan menghasilkan supernatan dan pelet. Pada hasil sentrifugasi
pertama dan kedua dibuang supernatan dan disisakan peletnya. Diambil dengan
mikropipet jika terdapat endapan darah pada pellet agar tidak menjadi sumber
kontaminan. Selanjutnya Pelet hasil sentrifugasi kedua ditambahkan media DMEM 0%
sebanyak 2 ml dan disentrifugasi kembali. Hasil sentrifugasi ketiga dibuang kembali
supernatan dan disisakan peletnya. Pelet kemudian ditambah dengan media pencuci
DMEM 10% sebanyak 1 ml dan dihomogenkan. Diambil sebanyak 50 ul pellet dan
dimasukkan pada masing-masing media tanam. Media tanam kemudian diinkubasi dan
diganti setiap 3 kali sehari.
3.5.4. Pengamatan Hasil Kultur

Pengamatan pertumbuhan kultur sel hepar tikus dilakukan setelah hasil kultur
konfluen 80% (Hampir memenppuhi seluruh permukaan kultur) dengan parameter
konfluenitas dan viabilitas sel.
3.5.4.1. Konfluenitas Sel

Konfluenitas sel diamati di bawah mikroskop inverted setelah diinkubasi.
Penentuan konfluenitas sel dilakukan menggunakan software ImageJ Fiji. Software
tersebut dapat digunakan untuk perhitungan konfluenitas dalam pertumbuhan sel. Hasil
analisis dikenal sebagai area fraction yang mewakili jumlah luas permukaan yang
ditutupi oleh sel dalam area yang difoto. Hasil tersebut akan menunjukkan nilai

konfluenitas sel pada TC dish secara keseluruhan(Busschots S., et al.,2015).
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3.5.4.2. Viabilitas Sel

Langkah pertama sebelum pengamatan viabilitas sel adalah media kultur sel
dibuang terlebih dahulu. Kemudian sel pada media dicuci sebanyak 2 Kkali
menggunakan PBS yang selanjutnya ditambahkan 500 pl tripsin-EDTA 0,25% dan
dihomogenkan. Setelah homogen, selama 3 menit sel diinkubasi dengan suhu 37°C dan
CO2 5%. Hasil tripsinasi diambil sebanyak 10 pl untuk diwarnai dengan 10 ul 0,4%
trypan blue. Sel yang sudah ditambah dengan trypan blue diamati di bawah mikroskop
untuk dapat diamati viabilitasnya.

Viabilitas sel dapat terlihat dari jumlah sel yang mati dan hidup. Sel yang hidup
tidak akan terwarnai, sedangkan sel yang mati akan terwarnai oleh trypan blue.
Pengamatan viabilitas sel menggunakan cell countess dengan cara diambil pellet
sebanyak 5 pl dan trypan blue sebanyak 5 pl kemudian dihomogenkan. Diambil
sebanyak 5 ul pellet yang sudah bercampurdengan trypan blue dan dimasukkan ke
dalam chamber. Perhitungan sel akan muncul pada layar cell countess dengan warna

hijau untuk persentase sel hidup dan merah untuk persentase sel mati.

3.6. Analisis Data

Analisis data yang diperoleh dilakukan dengan uji One Way ANOVA (Analysis
of Varience) untuk membandingkan ada tidaknya pengaruh perlakuan yang diberikan
antara dua atau lebih kelompok data independen (Kusriningrum, 2012). Syarat agar
data dapat dianalisis dengan One Way ANOVA adalah data yang diperoleh harus
homogen dan terdistribusi normal. Apabila data tidak homogen dan terdistribusi
normal, maka data ditransformasi terlebih dahulu.

Apabila hasil menunjukkan perbedaan perlakuan berbeda nyata 0=5%, maka
dilakukan uji lanjut yang berdasarkan nilai Koefisien Keragaman (KK). Apabila KK
kecil (<5%) maka dilakukan uji lanjut Beda Nyata Jujur (BNJ). Apabila nilai KK besar
(10-20%) maka uji lanjut yang digunakan adalah Duncan. Apabila nilai KK sedang
(5%-10%), maka dilakukan uji lanjut Beda Nyata Terkecil (BNT) (Hanafiah, 2010).



BAB IV
PEMBAHASAN

Berkaitan dengan fungsi hepar sebagai pusat metabolisme nutrisi dan
biotransformasi bahan kimia, sel hepar merupakan sel yang sering terpapar oleh bahan-
bahan kimia (Jevas, 2017). Paparan tersebut dapat menyebabkan kerusakan pada sel
hepar. Oleh sebab itu, untuk mencegah terjadinya kerusakan sel perlu adanya zat yang
dapat melindungi sel hepar.

Propolis merupakan substansi lengket seperti lem yang dihasilkan oleh lebah
madu dari resin tumbuhan. Dalam beberapa penelitian, propolis menunjukkan
kemampuannya sebagai hepatoprotektif dan antioksidan (Ramadan, et al., 2015;
Almahdy, et al., 2018). Hal ini karena propolis mengandung berbagai senyawa kimia
seperti flavonoid, polifenol dan tanin. Kandungan-kandungan tersebut dibutuhkan
dalam kultur untuk dapat mendukung pertumbuhan sel.

Dalam kultur in vitro selain memiliki karakteristik yang berbeda, sel juga
memiliki respon yang berbeda-beda. Respon tersebut merupakan reaksi sel atas faktor
eksternal yang masuk ke dalam sel. Secara in vitro respon tersebut dapat dilihat melalui
berbagai parameter seperti konfluenitas dan viabilitas. Kedua parameter tersebut
menggambarkan kemampuan sel untuk tumbuh dan berkembang dalam media kultur.
Pada penelitian ini pemberian ekstrak propolis menunjukkan hasil yang berbeda
terhadap konfluenitas dan viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus). Berikut ini
merupakan hasil penelitian pengaruh ekstrak propolis terhadap pertumbuhan sel hepar

tikus (Rattus novergicus) secara in vitro.

4.1 Pengaruh Ekstrak Propolis terhadap Konfluenitas Sel Hepar Tikus (Rattus
novergicus) secara In Vitro
Konfluenitas merupakan tumbuh meratanya sel hingga menutupi cawan kultur.
Menurut Sadiyah (2019) apabila sel telah mencapai konfluen, maka sel dalam media
kultur telah memakai substrat dan sel saling berhubungan antara satu dengan yang lain.
Dalam penelitian ini, hasil konfluenitas kultur sel hepar tikus yang diamati dan

dianalisis menggunakan ImageJ berupa data rata-rata persentase dari masing-masing
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perlakuan. Berikut ini tabel 4.1 merupakan rata-rata konfluenitas sel hepar tikus dengan
dan tanpa pemberian ekstrak propolis secara in vitro yang dianalisis menggunakan
ImageJ.

Tabel 4.1 Hasil rata-rata konfluenitas (%) sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in
vitro yang dianalisis menggunakan ImageJ dengan dan tanpa pemberian ekstrak
propolis

Perlakuan Rerata konfluenitas (%) + SD
P1 (kontrol) 7.68 £0.918
P2(100 pg/mL) 10.11 £ 2.648
P3 (120 pg/mL) 9.80 + 2.552
P4 (140 pg/mL) 12,23 £0.722
P5 (160 pg/mL) 11.48 +2.797
P6 (180 pg/mL) 11.48 £2.797
P7 (200 pg/mL) 9.43 +2.303

Berdasarkan tabel 4.1 menunjukkan konfluenitas sel hepar tikus yang tidak
diberi ekstrak propolis (P1) memiliki rata-rata sebesar 7.68 + 0.918. Konsentrasi
ekstrak propolis yang memiliki nilai konfluenitas sel hepar tikus paling tinggi berturut-
turut adalah P4 sebesar 12.23 £+ 0.722, P5 dan P6 sebesar 11.48 + 2.797, P2 sebesar
10.11 + 2.648, P3 sebesar 9.80 + 2.552dan paling rendah P7 sebesar 9.43 + 2.303.
Berdasarkan hasil tersebut dapat dilihat bahwa konfluenitas sel hepar tikus yang diberi
ekstrak propolis memiliki rata-rata konfluenitas yang lebih tinggi disbanding dengan
yang tidak diberi ekstrak propolis. Hal ini dapat diketahui bahwa ekstrak propolis dapat
mempercepat proses konfluenitas sel hepar tikus secara in vitro. Propolis dapat
mempercepat konfluenitas sel hepar karena mengandung senyawa-senyawa yang dapat
membantu pertumbuhan sel.

Data rata-rata tersebut kemudian diuji secara statistik dengan SPSS v16.0.
Pengujian yang dilakukan vyaitu uji normalitas (Kolmogorov-Smirnov) dan uji
homogenitas (Levene test). Hasil kedua pengujuan tersebut dalam penelitian ini
menunjukkan bahwa data terdistribusi normal dan homogen. Data terdistribusi normal
dan homogen karena memiliki nilai signifikansi 0,68 dan 0,27. Kedua hasil tersebut

bernilai lebih besar dari 0,05 (Lampiran 2). Dengan demikian data tersebut memenuhi
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syarat untuk dianalisis secara statistik menggunakan one way ANOVA. Berikut ini
tabel 4.2 merupakan hasil analisis konfluenitas sel hepar tikus (Rattus novergicus)
dengan dan tanpa ekstrak propolis.

Tabel 4.2 Hasil analisis konfluenitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) yang diberi
ekstrak propolis selama 3 hari menggunakan one way ANOVA.

SK Db JK KT F Sig
Perlakuan 6  61.069 10.178 1.987 0.113
Galat 21 107.566 5.122 -

Total 27 168.636

Hasil analisis statistik konfluenitas sel hepar tikus tanpa dan dengan ekstrak
propolis memperoleh nilai signifikansi sebesar 0.113. Berdasarkan hasil tersebut nilai
signifikansi lebih besar dari 0.05, sehingga dapat disimpulkan bahwa HO diterima dan
H1 ditolak yang artinya secara statistik ekstrak propolis tidak berpengaruh secara nyata
terhadap konfluenitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro. Hal tersebut
dapat disebabkan karena nilai konfluenitas yang dihasilkan memiliki rentang nilai yang
rendah antara perlakuan satu dengan yang lain sehingga secara statistik dianggap tidak
berbeda secara nyata. Dengan demikian hasil konfluenitas sel yang diperoleh tidak
dapat diuji lanjut karena menunjukkan tidak berpengaruh secara nyata.

Perkembangan sel dalam kultur in vitro menurut Decker et al., (2000) akan
mengalami pertumbuhan yang cepat apabila terdapat faktor pertumbuhan dan senyawa
yang dapat menyeimbangkan kondisi sel dalam media. Kondisi sel yang tidak
seimbang dapat menyebabkan sel menjadi lambat untuk mencapai konfluen.
Penambahan ektrak propolis pada kultur sel hepar tikus menunjukkan hasil yang tidak
berpengaruh terhadap konfluenitas sel. Hal tersebut dapat disebabkan karena faktor
internal dan eksternal.

Pada penelitian ini, nilai viabilitas sel hepar tikus adalah sebesar 15%. Li, et al.,
(2009) memaparkan bahwa sel yang akan ditanam dalam media kultur harus memiliki

nilai viabilitas sebesar 90%. Selisih nilai viabilitas sel yang akan ditanam dengan sel
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yang harus ditanam adalah sebesar 75%. Sel yang akan ditanam pada penelitian ini
tergolong rendah sehingga dapat mempengaruhi pertumbuhan sel.

Tidak berpengaruhnya ekstrak propolis terhadap konfluenitas sel hepar tikus
secara in vitro pada penelitian ini juga dapat disebabkan karena kualitas bahan yang
digunakan. Pada penelitian ini, propolis yang digunakan adalah raw propolis yang
diekstrak menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96% yang belum teruji
kandungannya. Menurut penelitian Chan, et al., (2012) meskipun propolis pada
dasarnya memliki kandungan utama senyawa polifenol, akan tetapi tetapi komposisi
senyawa kimia propolis bervariasi tergantung pada kondisi geografisnya. Hal tersebut
akan mempengaruhi kemampuan propolis yang dalam penelitian ini sebagai
antioksidan dan stimulator sel. Penelitian Rosyidi, dkk (2018) menunjukkan bahwa
dengan spesies lebah yang sama, propolis yang diperoleh dari Kota Batu dan Mojokerto
memiliki nilai fenolik, flavonoid dan aktivitas antioksidan yang berbeda.

Selain itu, terdapat beberapa faktor yang dapat mempengaruhi konfluenitas
kultur sel seperti kecepatan tumbuh dan kepadatan sel yang ditanam serta kepadatan
sel yang dapat menghambat proliferasi sel (Trenggono, 2009). Konsentrasi sel yang
ditanam dapat mempengaruhi kepadatan penanaman dan kecepatan tumbuh sel.
Pertumbuhan dan perkembangan sel akan membutuhkan waktu yang lebih lama
apabila konsentrasi sel yang ditanam terlalu sedikit.

Freshney (2005) memaparkan bahwa pada multiwell 24 yang memiliki luas
permukaan 2 cm?, konsentrasi sel yang harus ditanam berkisar 2 x102 hingga 2 x10°
sel/mL. Pada penelitian ini sel hepar ditanam dalam culture dish yang berukuran 35
mm dengan luas permukaan 9 cm? sehingga konsentrasi sel yang harus ditanam
berkisar 9 x10° hingga 9 x10° sel/mL. Akan tetapi pada penelitian ini konsentrasi sel
yang ditanam sebesar 2,20 x10” sel/mL dalam culture dish 35 mm. Konsentrasi
tersebut melebihi kisaran konsentrasi sel yang harus ditanam pada culture dish 35 mm
sehingga persaingan sel untuk memperoleh nutrisi dan ruang untuk tumbuh cukup
tinggi. Persaingan tersebut dapat memungkinkan terjadinya kematian sel karena nutrisi
dan ruang untuk tumbuh tidak sepadan dengan jumlah sel yang ada. Menurut Krampe

dan Mohamed (2010) kepadatan sel yang tinggi dalam kultur dapat berdampak pada
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keterbatasan transportasi nutrisi, oksigen, akumulasi produk samping metabolisme dan
peningkatan osmolaritas. Lincoln dan Michael (1998) menjelaskan bahwa sel-sel yang
sudah mati dan tetap berada didalam media kultur dapat menjadi sumber kontaminan
dan mengganggu proliferasi sel yang masih hidup.

Pengaruh ekstrak propolis terhadap konfluenitas sel hepar tikus secara in vitro
juga dapat dilihat dari gambar pengamatan kultur sel hepar tikus. Gambar pengamatan
tersebut menunjukkan morfologi dan penyebaran sel hepar tikus dalam cawan kultur

dengan dan tanpa ekstrak propolis. Berikut ini gambar 4.1 merupakan gambar

pengamatan konfluenitas kultur sel hepar tikus dengan dan tanpa ekstrak propolis.
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Gambar 4.1. Kultur sel hepar tikus dengan dan tanpa ekstrak propolis yang diamati
pada hari ke-3 menggunakan mikroskop inverted (200x). P1: (tanpa ekstrak propolis),
P2: (100 pg/ml), P3: (120 pg/ml), P4: (140 pg/ml), P5: (160 pg/ml), P6: (180 pg/ml)
dan P7: (200 pg/ml).

Berdasarkan gambar pengamatan 4.1 di atas, dapat dilihat pada P1 (tanpa
ekstrak propolis) dan P2,P3,P4,P5,P6 dan P7 (dengan ekstrak propolis) cenderung
memiliki kepadatan dan persebaran sel yang hampir sama rata. Oleh karena ekstrak
propolis yang diberikan menunjukkan kepadatan dan persebaran sel yang hampir sama
sehingga secara statistik dianggap tidak berbeda secara nyata.

Penampakan hasil konfluenitas sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis
pada hari ke-3 juga memiliki hasil yang hampir sama dengan hasil pada hari ke-6. Hasil
tersebut dapat dilihat pada gambar pengamatan hari ke-3 dan hari ke-6 dari banyaknya
sel yang sudah berkoloni meskipun terdapat beberapa single cell dan sedikit terbentuk
juluran-juluran sel (Lampiran 3). Dalam penelitian Kumar et al., (2002) sel hepar tikus
konfluen setelah hari ke-5 meskipun tidak disebutkan persentasenya. Hal ini diketahui
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dengan banyaknya juluran-juluran sel yang terbentuk pada permukaan substrat.
Sedangkan dalam penelitian ini, sejak melekatnya sel pada hari ke-3 hingga hari ke-6
sedikit juluran-juluran sel yang terbentuk.

Secara in vitro lingkungan pertumbuhan sangat berpengaruh terhadap sel. Sel
akan menyesuaikan diri sebagai respon terhadap sinyal yang ada dalam lingkungannya
(Berg, et al.,2002). Pada kondisi seperti ini, selain adanya respon sel untuk
mempertahankan hidupnya sebagai akibat adanya kompetisi antar sel, sel juga
merespon adanya faktor eksternal yang masuk ke dalam sel yaitu ekstrak propolis. Hal
ini menjadikan kerja sel dalam merespon lebih berat sehingga akan mempengaruhi
pertumbuhan dan perkembangan sel termasuk terbentuknya ekspansi sel yang lebih

lama. Akan tetapi hal ini masih perlu dikonfirmasi kembali.

4.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Propolis terhadap Viabilitas Sel Hepar Tikus
(Rattus Novergicus) secara In Vitro.

Viabilitas merupakan kemampuan sel dalam mempertahankan hidupnya untuk
tumbuh dan berkembang. Browne dan Mohamed (2011) memaparkan bahwa dalam
kultur sel mamalia, viabilitas yang optimum sangat penting untuk menjaga kualitas
kultur. Apabila jumlah sel yang hidup semakin banyak dibandingkan dengan jumlah
sel yang mati maka dapat menunjukkan kemampuan pertumbuhan dan perkembangan
sel yang tinggi (Takeuchi, 2014).

Pada penelitian ini, konsentrasi sel yang ditanam sebesar 2.70 x 107 sel/ml
dengan viabilitas sebesar 15%. Perhitungan viabilitas dilakukan pada hari ke-6 dengan
menggunakan cell countess. Pada cell countess akan terlihat penampakan sel yang
ditandai dengan warna hijau dan merah. Berikut ini gambar 4.2 merupakan gambar

perhitungan viabilitas sel menggunakan cell countess
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Gambar 4.2. Viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) dengan pewarnaan

trypan blue 0,4% menggunakan countess; hijau: sel hidup, merah: sel mati.

Pengamatan viabilitas dengan cell countess menunjukkan bahwa sel yang
hidup terlingkari dengan warna hijau, sedangkan sel yang mati terlingkari dengan
warna merah. Selain itu, pengamatan tersebut juga menghasilkan data berupa rata-rata
persentase sel yang hidup dan sel yang mati pada tiap-tiap perlakuan. Berikut ini tabel
4.3 merupakan rata-rata persentase viabilitas sel hepar tikus dengan dan tanpa ekstrak
propolis.

Tabel 4.3 Rata-rata viabilitas (%) sel hepar tikus (Rattus novergicus) dengan dan tanpa
ekstrak propolis secara in vitro pada hari ke-6

Perlakuan Rerata viabilitas (%) = SD

P1 (0 pug/mL) 24.75 + 2.63
P2 (100 pg/mL) 50.50 + 21.23
P3 (120 pg/mL) 43.25+9.74
P4 (140 pg/mL) 49.00 £10.89
P5 (160 pg/mL) 37.50 £5.97
P6 (180 pg/mL) 38.50 £8.10
P7 (200 pg/mL) 35.00 £5.83

Pada tabel 4.3 menunjukkan bahwa viabilitas sel hepar tikus yang tidak diberi
ekstrak propolis (P1) memiliki rata-rata sebesar 24.75 + 2.63. Konsentrasi pemberian
ekstrak propolis yang memiliki nilai viabilitas sel hepar tikus paling tinggi berturut-
turut adalah P2 sebesar 50.50 + 21.23, P4 sebesar 49.00 £10.89, P3 sebesar 43.25 +
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9.74, P6 sebesar 38.50 + 8.10, P5 sebesar 37.50 + 5.97 dan yang paling rendah P7
sebesar 35.00 + 5.83. Berdasarkan hasil tersebut dapat dilihat bahwa viabilitas sel hepar
tikus yang diberi ekstrak propolis memiliki rata-rata viabilitas yang lebih tinggi
disbanding dengan yang tidak diberi ekstrak propolis. Hal tersebut menunjukkan
bahwa ekstrak propolis dapat meningkatkan viabilitas sel hepar tikus secara in vitro.

Data rata-rata yang diperoleh kemudian diuji secara statistik dengan SPSS
v16.0. Pengujian yang dilakukan adalah uji normalitas (Kolmogorov-Smirnov) dan
uji homogenitas (Levene test). Hasil uji normalitas dan homogenitas menunjukkan
bahwa data terdistribusi normal dan homogen. Data terdistribusi normal dan
homogen karena mempunyai nilai signifikansi 0,85, dan 0,09. Kedua nilai tersebut
bernilai lebih besar dari 0,05 (Lampiran 3). Dengan demikian data memenuhi syarat
untuk dianalisis secara statistik menggunakan one way ANOVA. Berikut ini tabel 4.4
hasil analisis ANOVA one way viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) yang
diberi ekstrak propolis pada hari ke-6.

Tabel 4.4 hasil analisis ANOVA one way viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus)
dengan dan tanpa ekstrak propolis pada hari ke-6.

SK Db JK KT F Sig
Perlakuan 6 1870.2 311.70 2.70 004
Galat 21 2420.5 115.26 -
Total 27 4290.2 -

Berdasarkan tabel 4.4 dapat diketahui nilai sig lebih kecil dari 0.05, yaitu 0.04
< 0.05, sehingga H1 diterima dan HO ditolak yang artinya ekstrak propolis berpengaruh
nyata terhadap viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro.
Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak propolis
berpengaruh terhadap viabilitas kuitur sel hepar tikus. Oleh karena hasil yang diperoleh
berpengaruh secara nyata maka data harus diuji lanjut.

Uji lanjut yang dilakukan ditentukan berdasarkan nilai keragaman koefisien
(KK) yang diperoleh. Nilai keragaman koefisien yang diperoleh adalah 26%. Menurut
Hanafiah (2016) jika nilai KK besar (pada kondisi homogen minimal 10% atau pada
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kondisi heterogen 20%) maka diuji lanjut menggunakan uji Duncan (DMRT). Berikut
tabel 4.4 merupakan hasil uji Duncan pada taraf signifikansi 5%.

Tabel 4.5 Uji Duncan pengaruh pemberian ekstrak propolis terhadap viabilitas sel
hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro pada hari ke-6.

Perlakuan Rata-rata viabilitas (%) £ SD Notasi (5%)

P1 (0 pg/mL) 24.75 + 2.63 a

P2 (100 pg/mL) 50.50 + 21.23 b -
P3 (120 pug/mL) 43.25+9.74 b -
P4 (140 pg/mL) 49.00 +10.89 b -
P5 (160 pg/mL) 37.50 + 5.97 ab
P6 (180 pg/mL) 38.50 + 8.10 ab
P7 (200 pg/mL) 35.00 + 5.83 ab

Berdasarkan tabel 4.5 dapat diketahui bahwa pengaruh ekstrak propolis
terhadap sel hepar tikus pada perlakuan P5 (160 pg/mL), P6(180 pg/mL) dan P7 (200
png/mL) memiliki notasi yang sama dengan P1 (0 pg/mL). Artinya pada perlakuanP1,
P5, P6 dan P7 memiliki pengaruh yang sama (tidak berbeda nyata). Pada perlakuan
P2(100 pg/mL), P3 (120 pg/mL) dan P4 (140 pg/mL) juga memiliki pengaruh yang
sama dengan P5, P6 dan P7. Akan tetapi P2, P3 dan P4 memiliki pengaruh yang
berbeda nyata dengan P1 yang ditandai dengan notasi b dan a. Hal ini menunjukkan
perbedaan pengaruh ekstrak propolis yang signifikan ditunjukkan oleh notasi pada
ketiga perlakuan tersebut.

Perlakuan P2 merupakan perlakuan yang memiliki nilai pengaruh tertinggi
dalam meningkatkan viabilitas sel hepar tikus secara in vitro yaitu sebesar 50,50 +
21.23 % dengan konsentrasi yang lebih rendah dibandingkan dengan P3 dan P4. Hal
tersebut menunjukkan bahwa konsentrasi ekstrak propolis sebesar 100 pg/mL dapat
meningkatkan viabilitas sel hepar tikus dibandingkan P1 (tanpa ekstrak propolis).
Selisih nilai viabilitas sel hepar tikus antara P1 dan P2 adalah sebesar 25.75%.

Tingginya nilai viabilitas pada perlakuan P2 dibanding perlakuan yang lain
dapat dikarenakan adanya kandungan Flavonoid, tanin dan polifenol yang dapat
menjaga integritas membran sel dari kerusakan sehingga metabolisme sel dapat

berjalan secara optimal. Hal ini berkaitan dengan potensinya sebagai antioksidan dan
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stimulator sel. Integritas membran sel sangat dibutuhkan untuk dapat mempertahankan
keseimbangan sel. Menurut Sumardi dan Marianti (2007) dengan terjaganya struktur
dan integritas membran sel maka permeabilitas membran sel juga akan terjaga sehingga
proses transportasi keluar masuknya materi untuk kehidupan sel dapat berjalan dengan
baik dan maksimal dalam mendukung pertumbuhan dan perkembangan sel.

Senyawa yang dapat berperan sebagai antioksidan dalam propolis adalah
flavonoid, polifenol dan tanin. Flavonoid dapat berperan sebagai free radical
scavenging sehingga mampu melindungi sel dari kerusakan akibat radikal bebas.
Flavonoid menstabilkan radikal bebas dengan mendonasikan hidrogen dan elektron ke
radikal hidroksil, peroksil dan proksinitrit (Kumar S., et al., 2013; Nijveldt R. J., etal.,
2001). Reaksi antara flavonoid dan senyawa radikal tersebut dapat menghasilkan
senyawa yang lebih stabil dan dapat bertahan lebih lama hingga bereaksi dengan
produk non radikal (Widayati, 2019).

Selain flavonoid, tanin dalam ekstrak propolis yang merupakan kelompok
senyawa flavonoid, fenol dan polifenol juga dapat menjaga keutuhan membran sel.
Tanin menjaga membran sel dengan adanya interaksi antara residu asam galat tanin
dan komponen kepala lipid pada permukaan bilayer. Hal tersebut dapat menghambat
terjadinya oksidasi lipid (Tarahovsky, 2008). Dengan kemampuan flavonoid dan tanin
tersebut struktur, integritas dan permeabilitas membran sel terjaga sehingga
metabolisme sel dapat berjalan secara optimal dan dapat meningkatkan viabilitas sel.

Dalam ekstrak propolis terdapat kandungan polifenol yaitu Caffeic Acid
Phenethyl Ester (CAPE) yang merupakan turunan dari Caffeic acid (Ozen, et al., 2004).
Menurut Li, et al,. (2015) senyawa golongan Caffeic acid dapat mengaktifkan
extracellular signal regulated kinase (ERK). Aktivasi ERK dapat mentransduksi sinyal
faktor pertumbuhan yang menginduksi diferensiasi atau proliferasi sel yang
menghasilkan respon stres, pertumbuhan cell arrest dan apoptosis. Jannah (2019) dan
Guegan J.P. et al., (2012) memaparkan bahwa ERK yang teraktivasi akan
memfosforilasi banyak target termasuk faktor transkripsi yang akan menginduksi
berbagai protein dalam siklus sel. Faktor transkripsi yang terfosforilasi kemudian akan

mengaktifkan gen yang menginduksi siklus sel melalui Epidermal Growth Factor
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(EGF). Dengan meningkatnya ekspresi gen tersebut sel akan memasuki siklus sel,
melakukan mitosis dan proliferasi sel akan meningkat sehingga potensi terjadinya
apoptosis berkurang. Apabila potensi terjadinya apoptosis berkurang, maka diharapkan
viabilitas sel akan bertambah.

Hasil diatas menunjukkan bahwa produk yang dihasilkan oleh lebah memiliki
manfaat seperti antioksidan dan stimulator sel. Allah menyisipkan manfaat tersebut
pada lebah yang tersirat dalam Al-Qur’an pada surat An-Nahl ayat 69 yang berbunyi:
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“Kemudian makanlah dari segala (macam) buah-buahan lalu tempuhlah jalan
Tuhanmu yang telah dimudahkan (bagimu). Dari perut lembah itu keluar cairan
(madu) yang bermacam-macam warnanya, didalamnya terdapat obat yang
menyembuhkan bagi manusia. Sungguh pada demikian itu benar-benar terdapat tanda
(kebesaran Allah) bagi orang yang berpikir.”

Kalimat ot slic 48 yang artinya “didalamnya terdapat obat yang
menyembuhkan bagi manusia”. Menurut Tafsir Al-Qurtubi (2008) kata hi dalam
kalimat tersebut kembali pada kata &!<. Dengan kata lain, terdapat manfaat bagi
manusia pada cairan yang dihasilkan oleh lebah madu. Lebah tidak hanya
menghasilkan madu, tetapi juga menghasilkan royal jelly, bee wax, bee pollen dan
propolis yang juga memiliki manfaat. Adanya manfaat tersebut tersirat dalam Al-Quran

Surat Ali-Imran ayat 191 yang berbunyi:

o
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(Yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam
keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya
berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha
Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka.

Menurut tafsir 1bnu Katsir (2004) kata s dalam ayat tersebut menjelaskan
keadaan bahwa Allah tidak menciptakan suatu keadaan dengan sia-sia. Dengan kata
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lain segala sesuatu yang diciptakan Allah baik di bumi dan di langit tidak ada yang sia-
sia. Seperti halnya Allah menciptakan propolis yang memiliki manfaat bagi manusia.

Berdasarkan tabel 4.3 di atas menunjukkan bahwa rata-rata viabilitas sel hepar
tikus dengan konsentrasi ekstrak sebesar 200 pg/ml pada perlakuan P7 menurun
menjadi 35%, akan tetapi tidak lebih rendah dari kontrol (tanpa ekstrak propolis) yaitu
24.75%. Penelitian Banskota (2000) melaporkan bahwa konsentrasi ekstrak propolis
sebesar 200 pg/ml dapat menurunkan viabilitas sel hepar tikus secara in vitro. Hal
tersebut dikarenakan kandungan ester dari cinnamic acid yang berperan sebagai
antioksidan yang kuat dalam propolis. Agca (2017) memaparkan bahwa konsentrasi
antioksidan yang tinggi mampu menghambat sinyal molekul, perubahan kondisi redoks
sel, memodulasi aktivitas onkogen yang mendorong apoptosis sel. Menurut Lincoln
dan Michael (1998) menjelaskan bahwa sel-sel yang mati dan tetap berada pada media
kultur dapat menjadi sumber kontaminan dan mengganggu proliferasi sel yang masih
hidup. Oleh sebab itu, pada konsentrasi ekstrak propolis sebesar 200 pg/ml viabilitas
sel hepar menurun.

Walaupun propolis yang ditambahkan dalam media kultur memiliki
kemampuan sebagai antioksidan akan tetapi penggunaan propolis tidak boleh
berlebihan karena akan mengganggu pertumbuhan sel. Hal ini selaras dengan firman
Allah dalam Surat Al A’raf (7) ayat 31 yang berbunyi:

e T \J’J‘“’U}\)"J“‘) ﬁ)wﬁwrﬁwbgﬁ‘;&?@

“Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap (memasuki) mesjid,
makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak
menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan. ”

Tafsir Al-Misbah (2002) menjelaskan bahwa penggalan akhir ayat dalam surat
Al A’raf (7) ayat 31 menjadi salah satu prinsip menyangkut kesehatan yang diletakkan
agama dan diakui oleh para ilmuan. Menurut Al-Jazairi (2007) kalimat Uﬂ)w ¥3 yang
artinya “jangan berlebih-lebihan” berasal dari kata <! yang termasuk dalam kata
sifat. Kata tersebut dapat diartikan sikap yang berlebihan (melebihi batas dari yang

seharusnya) dalam segala hal. Perintah tersebut tidak hanya berlaku untuk makan dan
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minum saja, akan tetapi dalam segala hal. Terkait dengan penelitian ini, ekstrak
propolis yang diberikan ke dalam media kultur dapat menjadi sumber nutrisi bagi sel
hepar tikus dalam mendukung pertumbuhan sel hepar secara in vitro. Akan tetapi
apabila konsentrasi ekstrak terlalu tinggi (berlebihan) maka dapat ekstrak tersebut
bersifat toksik terhadap sel hepar sehingga menghambat pertumbuhan dan
perkembangan sel. Dalam ayat tersebut perintah makan dan minum tidak berlebih-
lebihan (melebihi batas) merupakan tuntunan yang harus disesuaikan dengan kondisi
setiap orang (Al-Misbah, 2002). Sama halnya dengan kondisi tiap orang yang berbeda-
beda, setiap sel dalam tubuh manusia juga memiliki kemampuan merespon yang
berbeda-beda. Menurunnya viabilitas sel pada konsentrasi 200 pg/ml dapat menjadi
batas kemampuan sel hepar dalam merespon ekstrak propolis yang diberikan sehingga
terjadi penurunan viabilitas sel.

Ekstrak propolis yang ditambahkan dalam media kultur DMEM dengan FBS
10% dapat berperan dalam meningkatkan viabilitas sel hepar tikus (Rattus novergicus)
secara in vitro. Hal tersebut berkaitan dengan kandungan bahan aktif seperti polifenol,
flavonoid dan tanin yang dapat menjaga integritas membran sel dan memicu terjadinya
proliferasi sel. Terjaganya integritas sel dan tingkat proliferasi sel yang tinggi akan
dapat mendukung pertumbuhan dan perkembangan sel secara optimal

Hasil penelitian yang diperoleh, tabel 4.3 menunjukkan bahwa terdapat
peningkatan nilai rata-rata viabilitas sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis pada
konsentrasi 100 pg/ml sebesar 50.5% dan mulai mengalami sedikit penurunan pada
konsentrasi 120 pg/ml menjadi 43.25%. Akan tetapi nilai rerata viabilitas sel hepar
tikus yang diberi ekstrak propolis pada konsentrasi 140 pg/ml meningkat kembali
menjadi 49 %, pada konsentrasi 160 pg/ml sebesar 37.5%, pada konsentrasi 180 pg/mi
sebesar 28.5%dan pada konsentrasi 200 pg/ml sebesar 30.66%. Nilai rata-rata
viabilitas sel yang cenderung naik dan turun tersebut dimungkinkan karena nilai
viabilitas sebelum sel ditanam tergolong rendah sehingga dapat mempengaruhi
pertumbuhan sel dalam media kultur. Li, et al., (2009) memaparkan bahwa kualitas
sel yang baik sebelum ditanam harus memiliki nilai viabilitas sekitar 90%. Akan tetapi

dalam penelitian ini, nilai viabilitas sel sebelum ditanam sebesar 15%. Selisih nilai
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viabilitas sel yang ditanam pada penelitian ini dengan sel yang harus ditanam adalah
sebesar 75%. Dengan demikian, sel yang ditanam pada penelitian ini memiliki
viabilitas yang tergolong rendah. Apabila viabilitas sel yang ditanam rendah, maka

akan mempengaruhi pertumbuhan sel.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa :

1. Ekstrak propolis tidak berpengaruh terhadap konfluenitas sel hepar tikus
(Rattus novergicus) secara in vitro, akan tetapi berpengaruh terhadap viabilitas
sel hepar tikus (Rattus novergicus) secara in vitro.

2. Konsentrasi ekstrak propolis yang berpengaruh terhadap viabilitas sel hepar
tikus (Rattus novergicus) secara in vitro dengan nilai tertinggi diperoleh pada
100 pg/mL.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian ini, maka dapat disarankan:
1. Sel yang akan dikultur harus memiliki viabilitas + 90% sehingga diperoleh nilai
viabilitas yang lebih baik.
2. Perlu dilakukan uji kandungan ekstrak propolis untuk dapat memperoleh
informasi senyawa-senyawa yang terkandung di dalamnya.
3. Perlu ditambahkan parameter Population Double Time (PDT) untuk dapat

mengetahui tingkat proliferasi sel hepar tikus yang diberi ekstrak propolis.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Perhitungan volume ekstrak propolis (masing-masing konsentrasi) yang

harus ditambahkan pada media kultur

Keterangan:

e Jlug/mL=1ppm =0.0001%
e Volume total media = 3000 puL

1. Perlakuan kontrol : tanpa pemberian ekstrak propolis

2. Perlakuan 1 : 100 pg/mL = 0.01%
Jadi , volume ekstrak propolis yang diberikan ke dalam media adalah 0.01% x
3000 pL=0.3 pL

3. Perlakuan 2 : 120 pg/mL = 0.012%
Jadi , volume ekstrak propolis yang diberikan ke dalam media adalah 0.012% x
3000 pL =0.36 pL

4. Perlakuan 3 : 140 pg/mL = 0.01%
Jadi , volume ekstrak propolis yang diberikan ke dalam media adalah 0.014% x
3000 pL=10.42 pL

5. Perlakuan 4 : 160 pg/mL = 0.01%
Jadi , volume ekstrak propolis yang diberikan ke dalam media adalah 0.016% x
3000 pL =0.48 pL

6. Perlakuan 5 : 180 pg/mL = 0.01%
Jadi , volume ekstrak propolis yang diberikan ke dalam media adalah 0.018% x
3000 pL =0.52 pL

7. Perlakuan 6 : 200 pg/mL = 0.01%
Jadi , volume ekstrak propolis yang diberikan ke dalam media adalah 0.02% x
3000 pL=0.6 pL
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Lampiran 2. Analisis Data Konfluenitas Sel Hepar Tikus (Rattus novergicus)

2.1 Data Hasil Penelitian

52

Konfluenitas

Perlakuan Jumlah | Rata-rata (%)

1 2 3 4

P1 (kontrol ) 15.34 | 16.42 | 15.34 | 14.17 61.27 15.31

P2 (100 ug/mL) | 16.42 | 21.97 | 21.97 | 1745 | 72.26 18.06

P3 (120 pg/mL) 1843 | 17.45 | 17.45 | 14.17 70.31 17.57

P4 (140 pg/mL) U623 | 247185, ,A19.86 81.01 20.25

P5 (160 ug/mL) | 17.45 | 22.78 | 22.78 | 16.42 | 76.01 19.00

P6 (180 pg/mL) 17.45 | 22.78 | 22.78 | 16.42 76.01 19.00

P7 (200 pg/mL) 19.36 | 16.42 | 16.42 | 14.17 68.38 17.09
Total 505.25 126.31

2.2 Hasil Uji Statistik dengan SPSS

a) Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Konfluenitas

N

Normal Parameters2

Most Extreme Differences

Kolmogorov-Smirnov Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Mean

Std. Deviation

Absolute
Positive

Negative

28
18.0446
2.49916

.135
.135
-.094
715
.687

a. Test distribution is Normal.




b) Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Konfluenitas

Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.363 6 21 .275
c¢) Uji one way ANOVA
ANOVA
Konfluenitas
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 61.070 6 10.178 1.987 113
Within Groups 107.567 21 5,122
Total 168.636 27
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Lampiran 3.

Gambar pengamatan konfluenitas sel hepar tikus pada hari ke-3 dan ke-6
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Perlakuan 2 (konsentrasi ekstrak propolis 100 pug/ml pada hari ke-3 dan ke-6)

Perlakuan 3 (konsentrasi ekstrak propolis 120 pg/ml pada hari ke-3 dan ke-6)
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Perlakuan 4 (konsentrasi ekstrak propolis 140 pg/ml pada hari ke-3 dan ke-6)

Perlakuan 5 (konsentrasi ekstrak propolis 160 pg/ml pada hari ke-3 dan ke-6)

Perlakuan 6 (konsentrasi ekstrak propolis 180 pg/ml pada hari ke-3 dan ke-6)
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Perlakuan 7 (konsentrasi ekstrak propolis 200 pg/ml pada hari ke-3 dan ke-6)




Lampiran 4. Analisis Data Viabilitas Sel Hepar Tikus (Rattus novergicus)

4.1 Data Hasil Penelitian
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Perlakuan Viabilitas Jumlah | Rata-rata (%)
1 2 3 4
P1 (kontrol ) 27 25 26 21 99 24.75
P2 (100 pg/mL) 81 49 36 36 202 50.50
P3 (120 pg/mL) 29 46 47 51 173 43.25
P4 (140 pg/mL) 50 64 42 40 196 49.00
P5 (160 pg/mL) 39 e 35 45 150 37.50
P6 (180 pg/mL) 28 37 47 42 154 38.50
P7 (200 pg/mL) 39 30 30 41 140 35.00
Total 1114 278.50
4.2 Hasil Uji Statistik dengan SPSS
a) Uji Normalitas
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
viabilitas
N 28
Normal Parameters? Mean 39.79
Std. Deviation 12.606
Most Extreme Differences  Absolute 115
Positive 115
Negative -.085
Kolmogorov-Smirnov Z 611]
Asymp. Sig. (2-tailed) .850

a. Test distribution is Normal.




b) Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

Viabilitas
Levene Statistic dfl df2 Sig.
6 21 .090I
¢) Uji one way ANOVA
ANOVA
Viabilitas
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1870.214 6 311.702 2.704 .042
Within Groups 2420.500 21 115.262
Total 4290.714 a
d) Uji Duncan
Viabilitas

Duncan
perlaku Subset for alpha = 0.05
an 1 2
0 4 24.75
200 4 35.00 35.00

160 4 37.50 37.50

180 4 38.50 38.50

120 4 43.25

140 4 49.00]

100 4 50.50]
Sig. 110 .084

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.
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Lampiran 5. Dokumentasi Penelitian
1. Pembuatan Stok Ekstrak Propolis

59

Ekstrak propolis mentah

DMSO untuk melarutkan ekstrak

propolis

Ekstrak propolis diencerkan dalam
DMSO dan Aquades

Stok ekstrak propolis
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2. Isolasi Organ Hepar (Rattus novergicus)
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Bagian abdomen tikus dibuka untuk

mengisolasi organ hepar

Organ hepar yang sudah diisolasi dicuci

dengan NaCl fisiologis

3. Penanaman dan Perhitungan Sel

Hasil sentrifugasi sel hepar

Sel hepar ditanam pada media tanam
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Sel dipanen dan dihitung viabilitasnya

dengan cell countess

Perhitungan viabilitas sel dengan cell

countess

4. Alat dan Bahan yang digunakan dalam penelitian

DMEM (1X)
~ Dulbecco's Modified Eagle Medium
~ [+] 4591 DGiucose -
. [+] L-Giutamine ]
‘ 1*1 110 mgi. Sodium Pyruvate A

2085318
2020-05-30

8 gibco

PBS pH 7.4 (1X]
Phosphate Buffered Saline

- Catum Chionde
| L Magnesum Chbnde

[56110010-023  500mL
12081343

2021-03-31
z 30°C ¢
senmmiial G € [renieal =

——

w

Media DMEM

Phosphat Buffer Saline




SIGMA

Trypan Blue

TB1S4100ML  Lot# RNBF3144 |
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| 1043 100ML SLBOS40SY
Trypsin—EDTA Snlulim:
ent,

Trypsin EDTA

FBS
Fetal Bovine Serum
10270

gibco®sy Life Technologies B

@ s

MO

Z

Fetal Bovine Serum

Cell Countess

Inkubator

Laminar Air Flow (LAF)
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