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ABSTRAK

Basuki, Almeris Hanifah.2018. Pengaruh Ekstrak Daun Sirsak (Annona
muricata) Terhadap Proliferasi Sel Tulang Tikus (Rattus norvegicus)
Secara In Vitro. Skripsi. Jurusan Biologi. Fakultas Sains dan Teknologi.
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Dosen
Pembimbing: (I) Kholifah Holil, M.Si. dan (1I) Umaiyatus Syarifah, M.A.

Kata Kunci: daun sirsak (Annona muricata), sel tulang, proliferasi, in vitro

Sirsak merupakan salah satu tanaman herbal yang mengandung beberapa
senyawa kimia seperti alkaloid, flavonoid, polifenol, asetogenin, vitamin A, vitamin C,
vitamin E dan tanin sebagai antioksidan. Flavonoid pada tumbuhan merupakan sumber
fitoestrogen yang didapat dari luar tubuh. Fitoestrogen dapat membantu meningkatkan
kepadatan tulang pada masa prapubertas dan mencegah osteoporosis pada masa
postmenopause. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun sirsak
terhadap proliferasi sel tulang.

Sel tulang diambil dari anak tikus berumur 3 hari dikultur dalam media DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagle Medium) yang diberi tambahan 10% FBS (Fetal Bovine
Serum) dengan dan tanpa ekstrak daun sirsak. Penelitian ini terdiri atas lima perlakuan
dengan lima ulangan. Perlakuan yakni kontrol tanpa ekstrak daun sirsak, dan empat
konsentrasi ekstrak daun sirsak yaitu 0,5%, 1%, 1,5%, dan 2%. Parameter yang diamati
yaitu tingkat proliferasi yang diamati dengan inverted microscope dan jumlah sel yang
dihitung dengan hemositometer. Hasil pengamatan diuji dengan ANOVA dan uji Duncan.
Hasil pengamatan dengan inverted microscope menunjukkan kelompok kontrol lebih
banyak sel yang menempel pada substrat daripada kelompok perlakuan. Hasil uji
ANOVA dan uji Duncan menunjukkan ada pengaruh ekstrak daun sirsak terhadap
proliferasi sel tulang tikus (p < 0.05) yaitu menurunkan jumlah sel tulang yang menempel
pada substrat. Uji Duncan menunjukkan kelompok kontrol berbeda nyata dengan
kelompok konsentrasi 0,5%, sedangkan antar kelompok konsentrasi 1%, 1,5%, dan 2%
tidak berbeda nyata. Kesimpulan dari penelitian ini adalah ekstrak daun sirsak (Annona
muricata) berpengaruh menurunkan proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus)
namun variasi konsentrasi ekstrak daun sirsak (Annona muricata) tidak menunjukkan
perbedaan dalam mempengaruhi penurunan proliferasi sel tulang tikus (Rattus
norvegicus).
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ABSTRACT

Basuki, Almeris Hanifah.2018. The Effect of Soursop Leaf Extract (Annona
muricata) Against Rat Bone Cell Proliferation (Rattus norvegicus) In
Vitro. Thesis. Department of Biology. Faculty of Science and Technology.
State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Counselor: (1)
Kholifah Holil, M.Si. and (I1) Umaiyatus Syarifah, M.A.

Keyword: Soursop leaf (Annona muricata), bone cells, proliferation, in vitro

Soursop is one of the herbs that contain several chemical compounds such as
alkaloid, flavonoid, polyphenol, acetogenin, vitamin A, vitamin C, vitamin E and tannin
as antioxidants. Flavonoid in plants is a source of phytoestrogens obtained from outside
the body. Phytoestrogens can help increase bone density in prepubertal periods and
prevent osteoporosis in the postmenopausal period. This purpose of this study is to
determine the effect of soursop leaves extract on bone cell proliferation.

Bone cells taken from 3-day-old rats cultured in DMEM media (Dubelcco's
Modified Eagle Medium) were given an additional 10% FBS (Fetal Bovine Serum) with
and without soursop leaf extract. This research were consisted of five treatments with five
replications. The treatment was controlled without soursop leaf extract, and four
concentrations of soursop leaf extract were 0.5%, 1%, 1.5%, and 2%. The parameters of
this research were the proliferation rate that observed by inverted microscope, and the
number of cells calculated by the hemocytometer that examined with ANOVA and
Duncan test. The result of Inverted microscope showed a control group had more cells
attached to the substrate than the treatment group. Then, the result of ANOVA and
Duncan test showed that there is an effect of soursop leaf extract on rats bone cell
proliferation (p <0.05) i.e. decreasing the number of bone cells attached to the substrate.
Duncan test showed that control group significantly different with concentration group as
0.5%, while between concentration group as 1%, 1.5%, and 2% were not significantly
different. The conclusion of this research is soursop leaf extract (Annona muricata) has
effect to decrease rats bone cell proliferation (Rattus norvegicus), but variation of soursop
leaf extract concentration (Annona muricata) did not show difference in decreasing
proliferation of rats bone cells (Rattus norvegicus).

XV



uailall
S alel) aa (LS e Uipiil) ASiLE Adadd 31 )9 ) paded i Y « VA ddyin G el ¢S sy
daals Lin o iS5 o glall A0S cla¥) Gle aud G g ylal il A (g il 3adl) 3uad) LYAY
el el yivale ¢ Jila 43a elal) ale palae x5l aaa) ol @lile LY o dpadluyl 4 sl
)ﬁuabd\ cu:a){ﬂ\ ‘Exgﬂ\

il b LY g calaall USIA 5 (VS ) g U siil) 4S5 2B (31 5f cunl) el

¢ 5 6N ey 58 Jie Alaaslll LS Jall o dpaall o (g sing a5 alie s ASILE AdadS
Canl) Gaada o5 385 308U alima g Gl g () el s e (el o) el ¢t i) J skl o0
8 )zl aiul jis awl s Glas e 4SS AdadE 3) )6l ) Al b Adadal) S all Ll e
Jrag AS0LE Ada8 (31,5l ) Al dadiae ga s Ailda yud) LBAY) iy S il A<Ls ddas
Asaphall WA Laml e ALE Adadd 31l Galdiien 5l sasl Gl e il

Aoy Jili s a sl a2 (8 e all 3 G ad slasd = 5l 55 Al ()l e 33 galall plaall LA S
025 o (i 5 daas) ddlial s 0 3% 10 JB (e (Aas sie pull Jiaadll & sdll 0 50)
O 5kl Alalaa ) jSa uady COlebae daad (e Ao ol Calls ASLE Aadd (3) )5 ) Al

o165 ol %05 38 s Gyl @) sati 4S5 Aaid day jf 5 ASILE Al (3) 5l ) adal (50
o A gunall LI dae g aglaall jeaall J8 e daa b HLETY Jaze ddaaSlal) Cilaleal) cil<y 042
6B Cslie e pe AdaaBlall Gl sy 5 Ul L) ae llaaBlall jlaal o5 iy Sl salae J8

U g3 il < pelal s 3l e sama (e 35S0 o B3 LA e 8 sl e sana (g 25l

¢ (0.05><s) i) ol il b alaedl Ala e S AdaB (3) ) ) paliiiie 53l ol Gl sl
dalall de genall culS sl oSy edal 35Sl e e Al dpadanll LAY 20aS (e JE) Laa
A 72 5 L1.5 L1 Gade sana o S O s (B 010.5 Gede sana S e | S alias
oada (LS ) sa L sil) 4SS Al (31 )50 ez sadiee 58 Al pall o28 (e ZlLEELY) ) ES Calias (S
Gl gzl aiul 8 clidia) @ elal (81 ¢(aasoil) 3adl) o il LB IS skl e il
) dpakaall LAY () il & aliss) e Sl 6 5 8 Y (WS ) g L guil) ASELE A8 S
(e 2,a)

XVi



BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sirsak (Annona muricata) merupakan salah satu tanaman dari famili Annonaceae yang
banyak tumbuh di daerah tropis dan subtropis (Mahmiah, 2006). Seluruh bagian tumbuhan yang
berasal dari famili Annonaceae dikenal sebagai tanaman obat (Baskar dkk., 2007; Mahmiah,
2006; Evira, 2013) karena banyak mengandung senyawa aktif yang penting bagi kesehatan baik
penyembuhan maupun pencegahan penyakit. Salah satu bagian dari tanaman sirsak yang
berpotensi untuk tanaman obat adalah daun.

Allah SWT berfirman dalam surat Thaha (20): 53

< or z /0’0}////@ 40/ /.o/o 2 o o .‘l
AV %LZ.LJ\ ‘:).c J;.s\j }m L@_:.f Vij w.wj ‘v\.@.ﬁ UpJY‘ {:g d.ao- L"S:U‘
Lo E e 2 0 P, (L2en
o g;)\.u br\j)\ ..i..é\.s L.‘>.—J:>-L9

53. yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan yang telah menjadikan
bagimu di bumi itu jalan-ja]an, dan menurunkan dari langit air hujan. Maka Kami tumbuhkan
dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuh-tumbuhan yang bermacam-macam.

Lafal Syattaa ini menjadi kata sifat daripada lafal Azwaajan, maksudnya, yang
bermacam-macam warna dan rasa serta lain-lainnya. Lafal min nabaatin berarti dari tumbuhan,
yakni berbagai macam tumbuhan yang ditumbuhkan Allah berupa tanam-tanaman dan buah-
buahan, baik yang asam, manis, maupun pahit, dan berbagai macam lainnya (Katsir, 2004).
Salah satu contohnya yaitu tumbuhan sirsak yang memiliki berbagai macam rasa buahnya,
manfaat dan kandungan senyawa.

Daun sirsak mempunyai banyak kandungan senyawa antara lain alkaloid, flavonoid,
steroid atau triterpenoid dan asetogenin (Saifulhag, 2009; Sari, et al., 2010). Dari beberapa
kandungan tersebut Annonaceous acetogenins merupakan kandungan terbanyak yang terdapat
dalam daun sirsak. Senyawa ini berperan penting sebagai antioksidan dan antiinflamasi terhadap
sel-sel abnormal pada tubuh (Wahyuningsih, 2010). Selain kandungan acetogenin yang bersifat
antioksidan, juga terdapat kandungan senyawa flavonoid. Flavonoid termasuk senyawa fenolik
alam yang potensial sebagai antioksidan dan mempunyai bioaktivitas sebagai obat. Flavonoid
merupakan sekelompok besar antioksidan dan juga antiinflamasi yang terdiri atas antosianidin,
biflavon, katekin, flavanon, flavon dan flavanolol (Wientarsih dkk., 2012). Flavonoid akan
meningkatkan ekspresi enzim gluthation S-transferase yang dapat mendetoksifikasi karsinogen
sehingga cepat dieliminasi oleh tubuh (Retnani, 2011).
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Flavonoid mempunyai efek estrogenik pada tubuh. Tubuh dapat menginduksi estrogen
dari luar. Estrogen yang berasal dari luar tubuh yang diperoleh dari tumbuhan disebut
fitoestrogen. Kandungan estrogen (fitoestrogen) dan aktifitas estrogenik dalam daun sirsak dapat
menjadi salah satu alternatif estrogen dari luar. Fitoestrogen banyak dimanfaatkan untuk
meningkatkan kepadatan tulang pada masa prapubertas dan dapat mencegah osteoporosis
dikemudian hari (Djuwita, 2011). Menurut penelitian Ohashi et al. (1991) reseptor estrogen
terdapat pada sel osteogenik dan berperan langsung terhadap proses osteogenesis. Estrogen yang
tinggi akan meningkatkan proses osteogenesis melalui ikatan dengan reseptor estrogen dan
menstimulasi proliferasi sel.

Kandungan acetogenin, flavonoid dan aktivitas estrogenik yang dimiliki daun sirsak
hampir sama dengan kandungan jintan hitam dan batang sipatah-patah yang mampu
menstimulasi proliferasi sel tulang. Susana (2014) menyatakan bahwa pemberian ekstrak
Nigella sativa (NS) 0,5% dan 0.005% dalam medium kultur dapat meningkatkan proliferasi dan
diferensiasi sel tulang secara in vitro, namun presentase osteosit dan osteoblas tidak berbeda
nyata antar kelompok perlakuan, sehingga perlu modifikasi konsentrasi perlakuan

Djuwita (2012) melaporkan bahwa pemberian ekstrak batang tumbuhan sipatah-patah
(Cissus quadrangular) (QC) 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml, dan 1,2 mg/ml ke dalam medium kultur
dapat meningkatkan proliferasi osteoblast. Batang sipatah-patah memiliki kandungan flavonoid
dan fitoestrogen berupa isoflavon yang dapat berikatan dengan reseptor estrogen sehingga dapat
menstimulasi proliferasi dan diferensiasi sel tulang. Hasil penelitian proliferasi sel tulang
menunjukkan hasil signifikan daripada kontrol negatif DMEM. Pemberian ekstrak pada dosis
CQ 0,6 menunjukkan persentase jumlah osteoblas terendah yakni sebesar 62,90+15,93 dan
persentase jumlah osteosit tertinggi sebesar 37,09+15. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak batang Cissus quadrangula menginduksi terjadinya proses diferensiasi osteoblas
menjadi osteosit. Konsentrasi yang digunakan pada penelitian ini mengacu pada dua penelitian
tersebut yaitu 0,5%, 1%, 1,5%, dan 2%. Pemberian esktrak daun sirsak diharapkan dapat

meningkatkan proliferasi sel tulang sehingga kerusakan tulang dapat dihindari.

1.2. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:
1. Apakah ada pengaruh ekstrak daun sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi sel
tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro?
2. Berapakah konsentrasi ekstrak daun sirsak (Annona muricata) yang optimal dalam

mempengaruhi proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro?



1.3. Tujuan

Berdasarkan rumusan masalah di atas maka tujuan dalam penelitian adalah:

Untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi
sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro.

Untuk mengetahui konsentrasi ekstrak daun sirsak (Annona muricata) yang optimal

dalam mempengaruhi proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro.

1.4. Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah ada pengaruh ekstrak daun sirsak (Annona
muricata) terhadap proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro.

1.5. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah:
1.

Dapat memberikan informasi tentang pengaruh ekstrak daun sirsak (Annona muricata)
terhadap proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro.
Dapat memberikan alternative penggunaan daun sirsak sebagai obat herbal dalam

mengatasi berbagai hal terkait tulang.

1.6. Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

Sel tulang tikus didapatkan dari tikus (Rattus norvegicus) berumur tiga hari yang
diperoleh dari Rattus Breeding Centre Malang yang kulitnya masih berwarna merah dan
belum ditutupi rambut diinkubasi dalam inkubator CO, 5% suhu 37°C dalam medium
DMEM yang mengandung 10% FBS.

Simplisia daun sirsak (Annona muricata) diperoleh dari Materia Medica Batu. Ekstraksi
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%.

Konsentrasi ekstrak daun sirsak (Annona muricata) yang dipakai dalam penelitian ini
adalah 0%, 0,5%, 1%, 1,5%, dan 2%.

Parameter yang diamati adalah proliferasi sel tulang yaitu jumlah sel tulang yang
menempel.

Medium kultur sel tulang yang digunakan dalam penelitian ini adalah medium DMEM

yang mengandung 10% FBS.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sirsak (Annona muricata)

2.1.1 Tinjauan Umum Sirsak (Annona muricata)

Sirsak, gun banana, nangka Belanda, atau durian Belanda (Annona muricata) berasal dari
Karibia, Amerika Tengah dan Amerika Selatan. Di berbagai daerah Indonesia dikenal sebagai
nangka sebrang, nangka landa (Jawa), nangka walanda, sirsak (Sunda), nangka buris (Madura),
srikaya jawa (Bali), durian betawi (Minangkabau), serta jambu landa (di Lampung). Penyebutan
"Belanda" dan variasinya menunjukkan bahwa sirsak (dari bahasa Belanda: zuurzak, berarti
"kantung asam") didatangkan oleh pemerintah kolonial Hindia-Belanda ke Nusantara, yaitu pada
abad ke-19 (Meiyanto, 2007).

Firman Allah SWT dalam surat Al- A’raf ayat 58 (07:58):
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58. dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah; dan
tanah yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh merana. Demikianlah Kami
mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami) bagi orang-orang yang bersyukur.

Dalam Tafsir Ibnu Katsir (2003) maksudnya yaitu tanah yang baik akan menumbuhkan
tumbuhan dengan cepat dan baik. Mujahid dan ulama lain mengatakan seperti misalnya tanah
yang berair dan lain sebagainya. Tanaman sirsak dapat tumbuh baik mulai dari dataran rendah
beriklim kering sampai basah dengan ketinggian 1200 m dpl akan tumbuh sangat baik pada
keadaan iklim bersuhu 22-28 °C, dengan kelembaban dan curah hujan berkisar antara 1500-
2500mm per tahun (Bilgisti, 2013). Pada dataran beriklim kering dan selama terdapat air tanah
dangkal (kurang dari 150 cm), tanaman ini masih mampu tumbuh dan berbuah. Curah hujan
yang sesuai antara 1.500 — 2.000 mm per tahun dengan musim kemarau selama 4 — 6 bulan
(Sunarjono, 2005).

2.1.2 Taksonomi Sirsak (Annona muricata)
Taksonomi dari sirsak (Annona muricata) adalah :
Kingdom . Plantae



Divisi . Spermatophyta

Sub Divisi . Angiospermae

Kelas . Dicotyledonae

Ordo . Ranales

Famili : Annonaceae

Genus : Annona

Species : Annona muricata Linn (Tjitrosoepomo, 1994).

2.1.3 Morfologi Sirsak (Annona muricata)

Sirsak merupakan tanaman dengan tinggi pohon bisa mencapai 6 meter. Batang coklat
berkayu, bulat, bercabang. mempunyai daun sirsak berbentuk bulat telur, berwarna hijau muda
sampai hijau tua, dengan ujung daun meruncing, pinggiran rata dan permukaan daun mengkilat,
pertulanganya menyirip, panjang tangkai 5 mm. Bunga terletak pada batang atau ranting, daun
kelopak kecil, kuning keputihan-putihan, benang sari banyak berambut. Daging buah sirsak
berwarna putih dan berbiji hitam sedangkan kulit buah sirsak bergerigi. Akar pohon sirsak

berwarna cokelat muda, bulat dengan perakaran tunggang (Sunarjono, 2005).

Gambar 2.1 Tanaman sirsak, buah sirsak, dan biji sirsak (Haryoto,1998)
2.1.4 Kandungan Bahan Aktif Sirsak (Annona muricata)

Allah SWT berfirman dalam surat Al-Hijr (15): 19
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19. dan Kami telah menghamparkan bumi dan menjadikan padanya gunung-gunung dan
Kami tumbuhkan padanya segala sesuatu menurut ukuran.

Ibnu ‘Abbas mengatakan tentang mauzun artinya maklum (diketahui, tertentu), demikian
juga dikatakan Sa’id bin Jubair, ‘Ikrimah, Abu Malik, dan Qatadah. Sebagian ulama mengatakan

mauzun artinya ditentukan kadarnya (Katsir, 2004). Allah menumbuhkan tumbuhan dengan



ditentukan kadarnya, setiap tumbuhan memiliki kandungan bahan aktif yang telah ditentukan
kadarnya dan berbeda-beda setiap macamnya. Tumbuhan satu dengan yang lain berbeda
kandungan aktif dan kadarnya. Salah satu contohnya yaitu tanaman sirsak yang diciptakan
dengan kandungan bahan aktif yang bermanfaat bagi manusia.

Tanaman sirsak secara empiris telah digunakan sebagai obat baik daun, akar maupun
buah sebagai antioksidan potensial yang merupakan sumber perhatian masyarakat karena
khasiatnya dalam pengobatan penyakit kanker (Sunarjono, 2010). Sirsak merupakan salah satu
tanaman herbal yang mengandung beberapa senyawa kimia seperti alkaloid, flavonoid,
polifenol, asetogenin, vitamin A, vitamin C, vitamin E dan tanin sebagai antioksidan
(Saifulhag, 2009; Sari et al., 2010; Prasetyorini et al, 2014).

Flavonoid dapat meningkatkan proliferasi sel B pankreas, serta meningkatkan efek
hormon insulin dan adrenalin (Rianti, 2013). Menurut Rarangsari (2015) aktivitas antidiabetes
ekstrak daun sirsak (Annona muricata) pada tikus yang diinduksi aloksan tidak mempengaruhi
kadar SOD hepar, histologi luas vena sentralis, sinusoid dan jumlah sel normal dan abnormal
hepatosit hepar tikus. Wu et.al (1995) melaporkan bahwa senyawa annonaceous acetogenins
selektifsebagai agen sitotoksik terhadap sel tumor paru- paru pada manusia. Firdausi (2013)
melaporkan bahwa rebusan daun sirsak (Annona muricata) mampu menurunkan presentase
konfluenitas terhadap kultur primer sel otak baby hamster yang dipapar DMBA secara in vitro.
Pemberian ekstrak etanol daun sirsak dapat meningkatkan jumlah sel T CD4" dan CD8" pada

timus secara signifikan (Dewi et al, 2012).

2.2 Tulang

Tulang merupakan bagian tubuh yang memiliki fungsi utama sebagai pembentuk rangka
dan alat gerak tubuh, pelindung organ-organ internal, serta tempat penyimpanan mineral (Ca,
P) (Djuwita et al. 2012). Secara makroskopis tulang tersusun atas beberapa bagian, yakni diafise,
epifise, metafise, periosteum, dan osteum. Secara mikroskopis tulang terbentuk atas tiga jenis
sel tulang yaitu osteoblast, osteosit, dan osteklas; matriks ekstraselular tulang terdiri atas serat
osteokolagen berupa serat kolagen tipe 1 atau jaringan ikat longgar, dan saluran-saluran yang
tersusun secara sempurna dan kompak yaitu sistem havers (Tortora dan Derrickson 2009).

Berikut ini adalah gambaran struktur tulang:



1 Osteoblasts Concentric lamellae

around primitive central
(Haversian) canals

2 Primitive central
(Haversian) canals with
blood vessels

. " 10 Osteocytes in lacunae
3 Blood sinusoid

11 Bone matrix

4 Megakaryocyte adjacent

/ 12 Spicule of bone
to blood sinusoid

5 Howship’s lacunae
13 Primitive osteogenic
connective tissue

6 Osteoclasts

7 Blood sinusoid

8 Megakaryocyte adjacent
to blood sinusoid

Gambar 2.2 Struktur Tulang (Eroschenko, 2005)

2.2.1 Osteoblas

Osteoblas berasal dari sel pluripoten mesenkim dan menyimpan osteoid, yakni matriks
organik yang tidak termineralisasi pada tulang. Osteoblas berfungsi untuk menginisiasi dan
mengontrol proses mineralisasi osteoid (Kierszenbaum 2002). Osteoblas berhubungan dengan
pembentukan tulang dan ditemukan pada permukaan tulang, yaitu matriks tulang ditambahkan.
Bentuk selnya bermacam-macam, dari kuboid sampai piramidal dan seringkali berwujud
lembaran utuh yang menyerupai susunan epitel intinya besar dan biasanya memiliki satu anak
inti. Sitoplasmanya sangat basofil karena kandungan nukleoprotein yang berperan untuk sintesis
unsur organik matriks tulang seperti kolagen dan glikoprotein. Sel-sel ini mempunyai tonjolan-
tonjolan sitoplasma mirip jari yang menjulur ke dalam matriks tulang yan sedang dibentuk dan
berhubungan dengan tonjolan-tonjolan sitoplasma osteoblas yang berdekatan (Leeson et.al,
1996). Osteoblast tersusun seperti epitel selapis, jika aktif mensintesa protein berbentuk kubus,
jika tidak aktif terlihat gepeng. Sel ini memiliki tonjolan pendek. Tonjolan menjadi panjang jika
sel terpisah dari kumpulan, karena makin banyak bahan organik di sekeliling osteoblas. Saat

demikian osteoblast berubah menjadi osteosit (Yatim, 1996).



2.2.2 Osteosit

Osteosit berasal dari osteoblas yang berdiferensiasi dan terdapat di dalam lacuna yang
terletak diantara lamela-lamela matriks pada saat pembentukan lapisan permukaan tulang
berlangsung. Jumlahnya 20.000 — 30.000 per mm?® (Junqueira dan Carneiro 2005; Tortora dan
Derrickson 2009). Setelah pembentukan tulang selesai, sebagian kecil (10-20%) dari osteoblas
melekat ke dalam bentuk baru dari matriks ekstraseluler dan kemudian menjadi osteosit
(Junqueira dan Carneiro 2005;Lian dan Stein 1996). Sitoplasmanya bersifat basofil ringan
mengandung titik-titik lemak, sejumlah glikogen, dan butir-butir halus mirip dengan yang
terdapat pada osteoblas. Intinya terpulas gelap. Tonjolan-tonjolan halus sitoplasma osteosit

menjulur ke dalam kanalikuli yang memancar keluar lacuna (Leeson et.al, 1996).

2.2.3 Osteoklas

Osteoklas adalah sel raksasa hasil peleburan monosit (jenis sel darah putih) yang
terkonsentrasi di endosteum dan melepaskan enzim lisosom untuk memecah protein dan mineral
di matriks ekstraseluler (Smith 1993; Ott 2002). Osteoklas bersifat mirip dengan sel fagositik
lainnya dan berperan aktif dalam proses resorbsi tulang. Osteoklas merupakan sel fusi dari
beberapa monosit sehingga bersifat multinukleus (10-20 nuklei) dengan ukuran besar dan berada
di tulang kortikal atau tulang trabekular (Marcus et al.1996). Sitoplasma tampak granular dan
basofil ringan mengandung vakuola-vakuola yang menandakan adanya lisosom. Permukaan
osteoklas yang menghadap matriks penuh dengan tonjolan sitoplasma dan mikrovili (Leeson,
et.al, 1996).

2.2.4 Perkembangan Tulang (Osteogenesis)

Proses pembentukan tulang disebut osteogenesis atau osifikasi. Osifikasi adalah istilah
lain untuk pembentukan tulang. Osifikasi (osteogenesis) berdasarkan asal embriologisnya
terdapat dua jenis osifikasi, yaitu ossifikasi intramembran yang terjadi pada sel mesenkim yang
berdiferensiasi menjadi osteoblast di pusat osifikasi secara langsung tanpa pembentukan
kartilago terlebih dahulu dan osifikasi endokondral yaitu mineralisasi jaringan tulang yang
dibentuk melalui pembentukan kartilago terlebih dahulu (Leeson et al. 1996; Junqueira dan
Carneiro 2005).

Ossifikasi intramembran merupakan perkembangan tulang terjadi secara langsung.
Selama ossifikasi intramembran, sel mesenkim berproliferasi ke dalam area yang memiliki
vaskularisasi yang tinggi pada jaringan penghubung embrionik dalam pembentukan kondensasi

sel atau pusat osifikasi primer (Leeson et al. 1996; Junqueira dan Carneiro 2005). Proses



osifikasi ini merupakan sumber pembentukan tulang pipih, salah satu diantaranya yaitu tulang
pipih kepala. Pada awal perkembangan tulang pipih atap kepala, tulang yang baru dibentuk
diendapkan pada pinggir dan permukaan tulang tersebut. Untuk tetap menjaga adanya ruang bagi
pertumbuhan otak, rongga kranium harus membesar yaitu dengan cara resorpsi tulang pada
permukaan luar dan permukaan dalam oleh osteoklas, bersamaan dengan terjadinya pengendapan
tulang yang terus menerus pada kedua permukaan tulang (Leeson et al. 1996; Junqueira dan
Carneiro 2005).

Osifikasi endokondral adalah proses pembentukan tulang rawan yang terjadi pada masa
fetal dari mesenkim lalu diganti dengan tulang pada sebagian besar jenis tulang (Moore dan
Agur, 2002). Pusat pembentukan tulang yang ditemukan pada corpus disebut diafisis,
sedangkan pusat pada ujung-ujung tulang disebut epifisis. Lempeng rawan pada masing-masing
ujung, yang terletak di antara epifisis dan diafisis pada tulang yang sedang tumbuh disebut
lempeng epifisis. Metafisis merupakan bagian diafisis yang berbatasan dengan lempeng epifisis
(Snell, 2012). Penutupan dari ujung-ujung tulang atau dikenal dengan epifise line rerata
sampai usia 21 tahun, hal tersebut karena pusat kalsifikasi pada epifise lineakan berakhir seiring

dengan pertambahan usia, dan pada setiap tulang (Byers, 2008).

2.3 Kultur Tulang secara In Vitro

Kultur sel (cell culture) didefinisikan teknik menumbuhkan dan memelihara sel-sel dari
organisme multiseluler di luar tubuh organisme terutama dalam wadah khusus yang ditempatkan
pada kondisi lingkungan menyerupai kondisi tubuh organisme seperti temperatur, kelembaban,
nutrisi, dan kondisi bebas kontaminasi. Sel, jaringan, dan organ yang diisolasi serta dipelihara
pada laboratorium merupakan objek hidup yang dikultur. Perkembangan kultur sel berkaitan erat
dengan kultur jaringan dan organ.

Kultur primer adalah menempatkan sel secara langsung yang berasal dari jaringan hewan ke
dalam medium pertumbuhan. Jaringan yang sering digunakan pada kultur sel, antara lain (1)
Jaringan epitel, tersusun atas selapis sel yang menutup organ dan saluran seperti kulit dan saluran
pencernaan. Sel-sel epitel tumbuh dengan baik pada kultur sebagai sel tunggal monolayer. (2)
Jaringan ikat membentuk komponen utama struktur tubuh hewan. Fibroblas merupakan jenis sel
jaringan ikat yang paling banyak digunakan untuk kultur sel karena mampu tumbuh dengan baik
pada laju pertumbuhan 18-24 jam. Osteoblas merupakan sel dalam jaringan tulang yang dapat
ditumbuhkan dalam kultur. (3) Jaringan otot mampu tumbuh dalam kultur Khususnya sel
myoblas. Sel tersebut mampu berdiferensiasi membentuk myotubes, yakni suatu proses yang
hanya bisa diamati dalam kultur. (4) Jaringan saraf dapat ditumbuhkan pada kultur dengan



10

menambahkan growth factors pada kultur neuron sehingga membentuk neurit. Kultur sel saraf
sering digunakan untuk mengetahui pertumbuhan neuroblastoma. (5) Darah dan getah bening
(lymph) mengandung suspensi sel yang dapat tumbuh dalam kultur. Limfoblast merupakan salah
satu jenis sel darah putih yang secara luas digunakan dalam kultur karena mampu mensekresikan
senyawa immunoregulasi (Butler, 2004).

Keberhasilan suatu kultur in vitro ditentukan oleh komponen-komponen utama seperti
medium, serum, antibiotik, dan faktor pertumbuhan (Halim et al.2010). Medium berperan
untuk menciptakan kondisi lingkungan dengan pH, tekanan osmotik, dan faktor pendukung lain
yang dapat membantu pertumbuhan sel untuk tumbuh dan berkembang secara optimal. Tingkat
keasaman medium in vitro diatur oleh sistem bufer, yaitu gas CO2 di inkubator dan ion
bikarbonat yang ditambahkan ke dalam medium. Serum yang ditambahkan dalam medium kultur
memiliki fungsi utama sebagai faktor hormonal yang menstimulasi pertumbahan sel,
menyediakan biomatriks yang mendukung perlekatan sel, mineral, lipid, dan lain-lain (Freshney
1986). Antibiotik dibutuhkan untuk menghindari kontaminasi mikroorganisme yang dapat
mengganggu pertumbuhan dan perkembangan sel. Faktor pertumbuhan dapat ditambahkan untuk
menginduksi pertumbuhan, mempertahankan proliferasi, dan menginduksi proses diferensiasi
(Halim et.al, 2010). Penambahan serum dalam medium berkisar antara 5-20%. Serum berfungsi
sebagai sumber faktor pertumbuhan, faktor hormonal, faktor pelekat sel, dan faktor penyebar sel
(Malole 1990). Untuk mengatasi adanya kontaminasi pada kultur dapat ditambahkan antibiotik
pada medium (Buttler 2004).

Sel hewan memiliki bentuk dan karakteristik tertentu yang bersatu membentuk jaringan
berbeda-beda. Jaringan ikat membentuk komponen utama struktur tubuh hewan. Fibroblas
merupakan jenis sel jaringan ikat yang paling banyak digunakan untuk kultur sel karena mampu
tumbuh dengan baik pada laju pertumbuhan 18-24 jam. Osteoblas merupakan sel dalam jaringan
tulang yang dapat ditumbuhkan dalam kultur (Butler, 2004). Tulang merupakan salah satu
jaringan ikat yang dapat dikembangkan dan ditumbuhkan secara in vitro (di luar tubuh hewan)
untuk tujuan tertentu, seperti mengetahui tingkat proliferasi osteoblas (Butler 2004). Pada
individu muda sel osteoblas lebih cepat berproliferasi dan berdiferensisasi dibandingkan
individu dewasa (Pradel et al. 2008). Kultur osteoblas dilakukan antara lain untuk: (1)
mengetahui biokimia dan fisiologi dari pembentukan tulang; (2) mengetahui hingga tingkat
molekuler dan seluler dari penyakit tulang; (3) mengetahui peran sel pada garis osteoblastik
dalam meregulasi penyerapan tulang; (4) menguji agen terapeutik yang potensial; (5) untuk

mengembangkan dan menguji biomaterial baru; dan (6) untuk menggunakan terapi sel pada
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teknik jaringan dan transplantasi tulang (Gallagher 2003). Menurut Binderman et al. (1974), sel
tulang tikus memiliki population doubling time sekitar 2-4 hari. Sel tulang pada penelitian
tersebut didapat dengan cara mengisolasi secara langsung tulang tikus. Medium yang digunakan
pada penelitian diberi penambahan serum sebesar 10% FCS. Dari penelitian tersebut selain
mengetahui proliferasi juga dapat mengetahui diferensiasi sel tulang yang dikultur (Pradel, et al.
2008). Berikut ini adalah gambaran kultur sel tulang yang telah konfluen:

Gambar 2.3 Kultur sel tulang yang telah konfluen (Grayeli et al, 2000).

2.4 Peran Ekstrak Daun Sirsak Terhadap Proliferasi Sel Tulang

Efek biologik estrogen dimulai ketika estrogen (sebagai ligan) berdifusi ke dalam sel lalu
berikatan dengan domain pengikat ligan. Sebelum mengikat ligan, reseptor estrogen berada
dalam keadaan inaktif di dalam nukleus atau sitoplasma sel dan terikat dengan protein tertentu
yang disebut receptor-associated protein (RAP). RAP terikat pada domain pengikat DNA
(DBD) dan berfungsi sebagai saperon (chaperone) yang menstabilkan struktur reseptor sebelum
ia teraktivasi. Saat ber-ikatan dengan ligan dan terlepas dari RAP, reseptor akan teraktivasi dan
terbentuklah kompleks estrogen-reseptor ~ yang mampu menembus masuk ke nukleus
(translokasi) apabila ia masih berada dalam sitoplasma. Kompleks estrogen-reseptor ini akan
ber-ikatan dengan bagian tertentu pada DNA yang disebut estrogen-response-element (ERE).
Proses ini berlanjut sebagai transkripsi genetik yang kompleks yang menentukan efek biologis
estrogen di dalam sel bersangkutan (Grubber et al, 2002).
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Fitoestrogen dan aktifitas estrogenik yang didapatkan pada aktifitas flavonoid sirsak
mempengaruhi sel tulang pada proses remodeling yaitu proses resorpsi dan pembentukan tulang
baru sebagai estrogen alami dari tmbuhan. Fitoestrogen dan flavonoid (isoflavon) dapat
menempel pada reseptor estrogen yang berperan penting pada saat terjadinya remodeling tulang.
Tahap awal remodeling tulang dimulai dengan inisiasi, osteoblast memerlukan estrogen untuk
mengubah osteoklas progenitor menjadi osteoklas aktif. Estrogen juga berperan dalam
menempelnya RANK (receptor activator nuclear factor kappa B, NF-xB) dengan ligannya
RANKL untuk menjadikan osteoklas aktif. Dalam proses ini estrogen juga menginduksi
produksi TGFp untuk diferensiasi osteoklas. Setelah osteoklas aktif, dimulai proses resorpsi
tulang oleh osteoklas yang akan membentuk lacunae atau cekungan. Kemudian osteoklas
meninggalkan cekungan itu, lalu materi organik dan matriks tulang dalam cekungan akan
dibersihkan oleh sel-sel pembersih. Proses ini dinamakan fase reversal. Kemudian dilanjutkan
proses pembentukan tulang, osteoblas akan memerlukan estrogen untuk memproduksi faktor
penyeimbang yaitu IGF 1 dan TGF P. Faktor penyeimbang ini menstimulasi proliferasi dan
diferensiasi osteoblast pada fase pembentukan tulang. Osteoblast akan berdiferensiasi menjadi
osteosit dan berproliferasi untuk mengisi cekungan atau lacunae. Proses pembentukan selesai
maka remodeling tulang selesai (Lerner, 2006; Sihombing, et al, 2012).

Isoflavon memiliki kemampuan dalam mengikat reseptor estrogen-B dalam osteoblas dan
menstimulasi proliferasi osteoblas (Yamaguchi 2002; Song et al., 2011). Disamping itu
fitoestrogen mampu meningkatkan produksi insulin-like growth factor (IGF-1) yang memiliki
hubungan positif terhadap pembentukan massa tulang (Rahman et al., 1996). Insulin-like growth
factor merupakan protein yang menyerupai hormon insulin endogen dan berperan penting dalam
pertumbuhan dan metabolisme sel. Insulin-like growth factor juga berperan dalam proliferasi sel
dan menghambat kematian sel (Hill et al., 1997). Kandungan fitoestrogen yang terdapat dalam
Isoflavon yang terkandung dalam fitoestrogen akan berikatan dengan reseptor estrogen Pyang
terdapat pada osteoblas dan menginduksi terjadinya proses diferensiasi osteoblas melalui aktivasi
transforming-growth factor B (TGF-B) (Kim et al., 1998). Transforming-growth factor p
merupakan salah satu protein yang berfungsi sebagai faktor pertumbuhan yang berperan dalam
proliferasi, determinan, diferensiasi, motilitas, dan kematian sel. Transforming-growth factor 3
akan mempengaruhi kerja enzim tirosin kinase yang merupakan enzim penting dalam

pertumbuhan dan diferensiasi sel (Massague, 1998).



BAB Il1
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian mengenai pengaruh ekstrak etanol daun daun sirsak (Annona muricata)
terhadap proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro merupakan penelitian
eksperimental yang menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dengan lima perlakuan dan

lima ulangan. Perlakuan yang digunakan adalah:

KO : Tanpa perlakuan

K1 : sel tulang + ekstrak daun sirsak 0,5%
K2 : sel tulang + ekstrak daun sirsak 1%
K3 : sel tulang + ekstrak daun sirsak 1,5%

o > 0w N

K4 : sel tulang + ekstrak daun sirsak 2%

3.2 Variabel Penelitian
Variabel dalam penelitian pengaruh ekstrak etanol daun sirsak (Annona muricata)
terhadap proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro meliputi :
1. Variabel bebas: Ekstrak etanol daun sirsak (Annona muricata).
2. Variabel terikat: Proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro.
3. Variabel terkendali: DMEM, CO, 5%, FBS 10%, suhu 37 °C.

3.3 Waktu dan Tempat

Penelitian pengaruh ekstrak etanol daun sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi
sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in vitro dilaksanakan pada bulan Maret - Mei 2018
di Kultur Jaringan Hewan Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Malang.

3.4 Alat dan Bahan
3.4.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian meliputi neraca analitik, rotary evaporator,
LAF (laminar air flow), inkubator CO, 5%, oven, autoklaf, mikroskop inverted, hemositometer,
tissue culture dish 35 mm-SPL, mortal, pistil, sentrifus, botol schott, erlenmeyer, beaker glass
50 mL, petri dish, gunting, pinset, alumunium foil, mikropipet 20-200 ul, mikropipet 100-1000
ul, TC dish, blue tip, yellow tip, tabung sentrifus, filter single use 0,20 um, bunsen, korek api,

masker, hand glove, nursecup, kantong plastik tahan panas, kertas label dan tissue.
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3.4.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu tikus (Rattus norvegicus) berumur
tiga hari, ekstrak etanol daun sirsak (Annona muricata), DMEM, aquades, NaCl fisiologis (0,9
%), alkohol 70%, pewarna trypan blue, trypsin, spirtus, penicillin, streptomycin, tissue, spiritus,
NaHCO3, Hepes, deionized water(Dl), FBS, tipol, wipol, dan etanol analitis.

3.5 Prosedur Penelitian

Penelitian yang dilakukan meliputi 3 tahap, yaitu:

1. Tahap persiapan: tahap ini meliputi persiapan alat dan bahan yang akan digunakan,
pembuatan ekstrak daun sirsak (Annona muricata), pembuatan medium DMEM, dan
penentuan konsentrasi perlakuan.

2. Tahap pelaksanaan: tahap ini meliputi isolasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus),
kultur sel tulang dan perlakuan penambahan ekstrak etanol daun sirsak (Annona
muricata).

3. Tahap pengambilan data: tahap ini mengamati proliferasi sel tulang meliputi
konfluenitas sel tulang.

Skema prosedur penelitian dapat digambarkan sebagai berikut:

Prosedur Penelitian

' 1
L Persiapan Pelaksanaan Pengambilan Data
| -Pembuatan [ Isélasi Selr..\"
Persiapan Alat '\Dﬂﬁ;ljllful\w Tulang Proliferasi sel
dan Bahan tulang meliputi
— - Pembuatan - Kultur sel konfluenitas sel
ekstrak daun tulang = NG}
sirsak (Annona -Perlakuan
muricata) penambahan
-Penentuan ekstrak etanol
Konsentrasi daun sirsak
Perlakuan (Annona
~ muricata).
\d

Gambar 3.1. Prosedur Penelitian
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3.5.1. Persiapan
3.5.1.1 Persiapan Alat

1. Direndam alat-alat yang akan digunakan dengan menggunakan air yang ditambah dengan
teepol selama 24 jam.

2. Disikat dan dibilas alat-alat tersebut di bawah air mengalir sebanyak 20x.

3. Dibilas dengan aquades sampai tidak ada busa yang menempel pada glassware.

4. Dikeringkan alat-alat tersebut dalam oven suhu 50°C -60°C. Jika sudah kering dibungkus
dengan aluminium foil.

5. Sterilisasi kering untuk glassware dan alat-alat stainless lainnya dalam oven pada suhu
125° C selama 3 jam atau pada suhu 160°C selama 1 jam.

6. Sterilisasi basah untuk alat-alat yang bukan tergolong glassware dan alat-alat stainless
dalam autoclave pada suhu 121°C selama 15 menit dan selanjutnya dikeringkan dalam
oven suhu 50°C -60°C.

7. Simpan alat-alat yang sudah disterilisasi dalam oven dengan suhu 50°C -60°C tersebut
atau simpan dalam lemari penyimpanan yang disinari dengan bola lampu dalam ruang
steril.

8. Alat-alat siap untuk digunakan (maksimal penyimpanan 48 jam).

3.5.1.2 Pembuatan Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata)

Sampel yang digunakan adalah serbuk daun sirsak (Annona muricata) yang didapatkan di
laboratorium Materia Medika kota Batu. Serbuk daun sirsak (Annona muricata) diekstraksi
menggunakan etanol analitis dengan metode ekstraksi maserasi. Serbuk daun sirsak (Annona
muricata) direndam etanol 96% selama 24 jam kemudian disaring dengan kertas saring, langkah
ini diulang sebanyak dua kali. Kemudian hasil penyaringan tersebut dipekatkan menggunakan
alat rotary evaporator dengan suhu 50-60°C kecepatan 60 rpm sampai ekstrak pekat dan

pelarutnya tidak ada.

3.5.1.3 Pengenceran dimethylsulfoxide (DMSQO)

Ekstrak daun sirsak diencerkan dengan dimethylsulfoxide (DMSO) 10% (Violante
et.al, 2002), untuk mendapatkan konsentrasi DMSO 10% maka dibutuhkan DMSO sebesar 10
ml dan ditambah akuades steril sebesar 90 ml. Stok DMSO digunakan untuk mengencerkan

ekstrak daun sirsak (Annona muricata).
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3.5.1.4 Pengenceran Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata) dengan DMSO
(dimethylsulfoxide)

Ekstrak daun sirsak sebanyak 5mg diencerkan kedalam larutan stok DMSO konsentrasi 10%
sebanyak 5ml didalam tabung sentrifus. Setelah itu, larutan tersebut dihomogenkan dengan
menggunakan vortex agar partikel-partikel dari ekstrak daun sirsak tersebut dapat homogen.
Larutan yang telah homogen disterilkan dengan menggunakan millipore ukuran 0,22 pm dan
dimasukkan kedalam botol schot. Larutan tersebut menjadi larutan ekstrak daun sirsak dan
DMSO sebanyak 5ml dengan konsentrasi 1%.

3.5.1.5 Penentuan Konsentrasi Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata)

Penentuan konsentrasi ekstrak daun sirsak (Annona muricata) adalah:
Kelompok K (0 %) =50 pl Sel tulang + 3000 pl DMEM 10% FBS + 0% Ekstrak.
2. Kelompok P1 (0,5 %) =50 pl Sel tulang + 2985 pl DMEM 10% FBS + 15 pl Ekstrak.
3. Kelompok P2 (1 %) =50 pl Sel tulang + 2970 pl DMEM 10% FBS + 30 pl Ekstrak.
4. Kelompok P3 (1,5 %) = 50 pl Sel tulang + 2955 pl DMEM 10% FBS + 45 ul Ekstrak.
5. Kelompok P4 (2 %) =50 pl Sel tulang + 2940 pl DMEM 10% FBS + 60 pl Ekstrak.

=

3.5.1.6 Pembuatan Media Stock DMEM

1. Ditimbang 1.35g DMEM, 0,37g NaHCO3, 0,006g penicillin, 0,01 gram streptomycin,
dan 0,238g Hepes.
Dilarutkan bahan-bahan tersebut dalam 100 ml deionized water (D) steril.
Dihomogenkan dengan magnetic stirrer.

Difilter dengan menggunakan Millipore ukuran 0,22pm.

ok~ N

Disimpan stock pada suhu 4°C dan siap untuk digunakan.
3.5.1.7 Pembuatan Media Kerja

Media kerja DMEM dengan 10% FBS dibuat dengan menyiapkan 2700ul DMEM kemudian
ditambah 300ul FBS, lalu dihomogenkan. Media kerja tersebut dengan volume total 3ml dengan
konsentrasi FBS 10%.

3.5.2 Pelaksanaan
3.5.2.1 Isolasi dan Kultur Sel Tulang
1. Disemprot fetus tikus dengan menggunakan alkohol 70%. Dimasukkan ke dalam LAF

yang telah diberi alas aluminium foil.
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Dilakukan dislokasi dengan cara menekan bagian leher dengan menggunakan pinset dan
menarik bagian ekor.

Digunting pangkal paha fetus tikus.

Diambil tulang femur, fibia, dan tibula. Dibersihkan tulang dari darah
Dimasukkan ke dalam beaker glass kecil yang berisi NaCl 0.9%.

Dilakukan pembilasan sekali lagi.

Dicacah tulang hingga halus.

Diwashing hasil cacahan tulang dengan NaCl 0,9%.

Disaring hasil cahan tulang dengan kain sablon steril yang berukuran 230 mesh.
Dimasukkan hasil saring tulang ke dalam tabung sentrifus steril.

Disentrifus selama 10 menit pada kecepatan 3500rpm.

Dibuang supernatant dan pellet ditambah dengan 2 ml NaCl 0,9%.

Disentrifus selama 10 menit pada kecepatan 3500rpm.

Dibuang supernatant dan pellet ditambah dengan 2 ml DMEM 0%.

Dibuang supernatant, disisakan pellet.

3.5.2.2 Kultur Sel Tulang dan Perlakuan

1.
2.

Diambil 50 pl pellet sel tulang.

Dimasukkan ke dalam medium kerja sebanyak 3000ul yang telah disiapkan dengan
setiap perlakuan konsentrasi ekstrak.

Diinkubasi dengan suhu 37 °C, 5% COs..

Dilakukan pergantian media DMEM 10% FBS dengan beberapa perlakuan konsentrasi
ekstrak pada hari ke-4.

Kultur dilakukan sampai hari ke-7, untuk melihat tingkat proliferasi sel tulang.

3.5.3 Pengamatan dan Perhitungan Sel Tulang

3.5.3.1 Pengamatan Sel Tulang yang Menempel

Pengamatan sel tulang yang menempel menggunakan mikroskop inverted. Sel
dikatakan konfluen apabila sel tersebut telah tumbuh merata dan menempel memenuhi
TC dish. Kriteria untuk pengamatan konfluen sel adalah 100% apabila sel sudah
menutupi semua wadah TC dish, 75% apabila sel menutupi tiga per empat TC dish, 50%
apabila sel menutupi setengah TC dish, 25% apabila sel menutupi satu per empat TC
dish dan 0% apabila sel belum menutupi TC dish (Trenggono, 2009).
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3.5.3.2 Pengamatan Proliferasi Sel Tulang
Tingkat proliferasi ditentukan dengan menghitung jumlah sel pada saat sebelum
dikultur dan setelah kultur hari kedua. Pada hari kedua medium dibuang lalu sel hasil
kultur dicuci dengan PBS kemudian dimasukkan larutan tripsin 0.1% dalam mPBS
sebanyak 1 mL. Sel diinkubasi selama 5 menit sampai sel terlihat soliter dan diamati di
bawah mikroskop. Pemipetan berulang dapat dilakukan untuk mempermudah disosiasi
sel. Sel yang telah terdisosiasi disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan 2000rpm
di dalam PBS. Kemudian sel tulang dihitung dengan hemositometer yang menggunakan
trypan blue sebagai pewarna untuk mengetahui sel yang hidup dan sel yang mati atau
viabilitas sel. Perhitungan viabilitas sel dilakukan dengan menggunakan tripan blue
0,4%. langkah-langkah dalam menentukan viabilitas sel dan tingkat proliferasi sel adalah
sebagai berikut :
1. Diambil suspensi sel 10 pl.
2. Dimasukkan ke dalam tabung ependorf 1,5 mL.
3. Ditambahkan 10 pl tripan blue 0,4%.
4. Dihomogenkan selama 5 menit.
5. Diteteskan 10 ul suspensi sel pada kedua bilik hemositometer.
6

Dihitung sel dengan rumus:

Total sel (sel/mL) = jumlah sel pada 4 kotak x faktor pengenceran x 10*

3.6. Analisis Data

Analisis data dilakukan untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun sirsak
(Annona muricata) terhadap proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus) secara in
vitro. Hasil pengamatan meliputi konfluenitas dari hasil pengamatan dengan inverted
microscope dan jumlah sel dari hasil perhitungan sel dengan hemositometer. Data dari
hasil pengamatan yang sudah dilakukan, diuji statistik dengan ANOVA One Way
(Analysis Of Varience) atau ANOVA tunggal dengan uji lanjut duncan.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata) Terhadap Proliferasi Sel Tulang
Tikus (Rattus novegicus) secara In Vitro

Penelitian pengaruh ekstrak daun sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi sel tulang
tikus (Rattus norvegicus) menggunakan eksplan sel tulang tikus berumur tiga hari diberi
perlakuan ekstrak daun sirsak (Annona muricata) dengan konsentrasi 0,5%, 1%, 1,5%, dan 2%.

Hasil penelitian setelah dilakukan inkubasi selama 48 jam sebagai berikut:
.
.

Gambar 4.1 Pengaruh Ekstrak daun Sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi sel tulang

tikus (Rattus norvegicus) dengan perbesaran 200x. (A) Kontrol. (B) konsentrasi ekstrak daun
sirsak  0,5%. (C) konsentrasi ekstrak daun sirsak 1%. (D) konsentrasi ekstrak daun sirsak
1,5%. (E) konsentrasi ekstrak daun sirsak 2%.

Hasil penelitian di atas menunjukkan sel tulang dapat menempel pada substrat dengan
bentukan single cell (untuk melihat gambar lebih jelas dapat melihat lampiran 1) . Gambar A
merupakan kontrol tampak sel tulang paling banyak menempel. Kultur sel primer memiliki sifat
dapat menempel pada substrat setelah dilakukan pemisahan menjadi single cell. Sel- sel yang
melekat merupakan hasil seleksi dari proses pemisahan atau disegregasi (Trenggono, 2009).
Konfluenitas adalah meratanya sel sebagai sel monolayer sampai menutupi tissue culture dish.
Faktor yang mempengaruhi konfluenitas sel secara in vitro antara lain lingkungan kultur.
Pengaturan lingkungan kultur terdiri atas substrat, suhu dan medium. Komposisi medium yang
digunakan untuk kultur sel harus menyediakan nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan sel,

19



20

seperti asam amino, vitamin, dan ion. Medium yang dibutuhkan dalam kultur sel pada umumnya
membutuhkan bahan-bahan tambahan, antara lain hormon, glukosa, dan factor pertumbuhan
(Freshney, 2005). Media yang digunakan pada penelitian ini adalah media DMEM dan serum
FBS sebagai faktor pertumbuhan. DMEM mengandung asam amino dan vitamin empat kali lebih
banyak dibanding FEagle’s Basal Medium (EBM). Penambahan serum dalam medium
berkisar antara 5-20%. Serum berfungsi sebagai sumber faktor pertumbuhan, faktor hormonal,
factor pelekat sel, dan faktor penyebar sel (Malole 1990). Untuk mengatasi adanya kontaminasi
pada kultur dapat ditambahkan antibiotik pada medium (Buttler 2004).

Gambar B, C, D, dan E merupakan perlakuan ekstrak daun sirsak dengan konsentrasi
masing- masing 0,5%, 1%, 1,5%, dan 2%. Pada semua perlakuan tampak sel tulang menempel
lebih sedikit daripada kontrol dan yang paling rendah di gambar E yaitu perlakuan dengan
konsentrasi 2%. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun sirsak,
semakin rendah sel tulang yang menempel Hasil pengamatan bisa terjadi karena pemberian

ekstrak daun sirsak yang terlalu tinggi konsentrasinya pada sel tulang.

Allah SWT berfirman dalam surat Al-A’la ayat 3 (87:3)

dan yang menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk

Menurut Imam Mujahid kata ¥ berhubungan dengan celaka atau beruntung, sedangkan
kata s» berhubungan dengan petunjuk ataukah kesesatan, petunjuk ( w2 ) untuk manusia
menurut Imam Mujahid adalah berkaitan dengan beruntung atau celakanya manusia, dan
petunjuk bagi hewan adalah berkaitan dengan makanannya. Menurut lbnu Athiyah kata %
adalah penentuan Allah SWT atas segala kemampuan, waktu, kadar, kebaikan, dan
kesempurnaan mahluk (Katsir, 2004). Konsentrasi dalam penelitian ini menunjukkan kadar
dalam ayat tersebut, selanjutnya dengan kadar atau konsentrasi didapatkan petunjuk. Hasil
penelitian memperlihatkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak daun sirsak, semakin
sedikit sel tulang yang menempel pada substrat.

Pada saat sel tulang ditanam dengan perlakuan ekstrak daun sirsak, ekstrak tersebut
menghambat sel tulang menempel pada substrat dengan cara menghancurkan dinding sel. Fenol
merupakan salah satu gugus dari acetogenin sebenarnya juga merupakan senyawa toksik. Fenol
sering digunakan sebagai antiseptik dan antibakteri. Fenol menghancurkan dinding sel dan
presipitasi (pengendapan) protein sehinggan terjadi koagulasi dan kegagalan fungsi pada sel

(Kim, 1998). Restuati (2014) melaporkan Ekstrak etanol daun sirsak berpengaruh terhadap
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kerusakan histologi ginjal tikus putih, yaitu sel ginjal terkena degenerasi hidropis yang bersifat

reversible.

4.2 Pengaruh Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata) Terhadap Jumlah Sel Tulang Tikus

(Rattus norvegicus) Secara In Vitro

Kemampuan sel untuk hidup dan menjalankan metabolismenya dalam media kultur
menjadi faktor keberhasilan proliferasi kultur sel (Bolt, 2001). Hasil pengamatan pengaruh
ekstrak daun sirsak terhadap jumlah sel tulang tikus secara in vitro dapat dilihat dalam tabel
berikut:

Tabel 4.2.1 Rerata Jumlah Sel Tulang Tikus (Rattus norvegicus) yang Telah Diberi Perlakuan
Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata) Selama 48 Jam

Perlakuan Jumlah sel yang menempel pada ulangan ke- Rerata

1 2 3 4 5 (sel/ml)

Kontrol (0%) 82500 | 80000 | 70000 | 60000 | 57500 70000
P1 (0,5%) 75000 | 52500 | 32500 | 62500 | 47500 54000

P2 (1%) 45000 | 42500 | 32500 | 12500 | 27500 32000
P3 (1,5%) 45000 | 25000 | 32500 | 25000 | 30000 31500
P4 (2%) 20000 | 12500 | 22500 | 12500 | 25000 18500

Tabel 4.2.1 menunjukkan rerata jumlah sel pada tiap perlakuan berbeda. Jumlah
sel kelompok kontrol lebih tinggi daripada kelompok perlakuan. Rerata tersebut kemudian diuji
normalitas dan homogenitas dengan hasil normal dan homogen, selanjutnya diuji dengan One
Way ANOVA (lampiran 2) dengan hasil signifikansi < 0,05 yang berarti ada pengaruh ekstrak
daun sirsak terhadap proliferasi sel tulang tikus. Hasil ANOVA kemudian diuji lanjut dengan uji

Duncan. Hasil uji Duncan dapat dilihat dalam tabel berikut:
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Tabel 4.2.2 Hasil Uji Lanjut Duncan

Perlakuan Rerata Notasi
Kontrol (0%) 70000 a
P1 (0,5%) 54000 b
P2 (1%) 32000 c
P3 (1,5%) 31500 C
P4 (2%) 18500 C

Uji lanjut post hoc Duncan memperlihatkan bahwa kelompok kontrol berbeda nyata
dengan kelompok perlakuan konsentrasi 0,5%, sedangkan konsentrasi 1%, 1,5%, dan 2% tidak
memperlihatkan perbedaan yang nyata. Hal ini memperlihatkan bahwa ekstrak daun sirsak
menurunkan jumlah sel yang menempel pada substrat. Sirsak dikenal sebagai anti kanker,
senyawa aktif yang bersifat anti kanker bekerja pada sel- sel yang aktif membelah (Ifora,2017).
Sel tulang merupakan sel yang aktif membelah untuk mempertahankan kepadatan tulang, maka
bisa dilihat pengaruh ekstrak daun sirsak pada sel tulang yaitu ekstrak daun sirsak dapat
menurunkan jumlah sel yang menempel . aktivitas senyawa aktif pada daun sirsak berperan
dalam menurunkan jumlah sel yang menempel pada substrat. Fenol pada sirsak dapat merusak
transmembran mitokondria pada sel mamalia (Hermawan,2013). Senyawa golongan flavonoid
juga mampu menginduksi apoptosis dan menghentikan siklus sel melalui mekanisme inhibisi
enzim topoisomerase. Senyawa terpenoid dapat pula memblok siklus sel pada fase G2/M dengan
menstabilkan benang-benang spindlepada fase mitosis sehingga proses mitosis dapat terhambat.
Terpenoid juga dapat memicu apoptosis melalui mekanisme seperti flavonoid (Ren, 2003;
Subianto, 2003). Allah SWT berfirman dalam surat Al-An’am ayat 141 (06:141):

T gt ga 05 oy 25 chpad o G Dol s
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141. dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung dan yang tidak berjunjung,

pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-macam buahnya, zaitun dan delima yang serupa
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(bentuk dan warnanya) dan tidak sama (rasanya). makanlah dari buahnya (yang bermacam-
macam itu) bila Dia berbuah, dan tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya (dengan
disedekahkan kepada fakir miskin); dan janganlah kamu berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah

tidak menyukai orang yang berlebih-lebihan.

Makna lahiriah ayat bila ditinjau dari segi teksnya yang mengatakan: Maka makanlah
dari buahnya bila dia berbuah, dan tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya, dan janganlah
kalian berlebih-lebihan. (Al-An'am: 141) maka damir yang ada dikembalikan kepada al-
akl (makan). Dengan kata lain, janganlah kalian berlebih-lebihan dalam makan, karena hal ini
mengakibatkan mudarat (bahaya) terhadap akal dan tubuh (Katsir, 2004). Hasil penelitian pada
kelompok konsentrasi 1%, 1,5%, dan 2% merupakan contoh berlebihan dalam hal pemberian
ekstrak daun sirsak (Annona muricata) pada sel tulang memberikan mudarat yaitu jumlah sel

tulang sedikit.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan sebagai berikut:

1.

Ekstrak daun sirsak (Annona muricata) berpengaruh menurunkan proliferasi sel tulang

tikus (Rattus norvegicus).
Variasi konsentrasi ekstrak daun sirsak (Annona muricata) tidak menunjukkan perbedaan

dalam mempengaruhi penurunan proliferasi sel tulang tikus (Rattus norvegicus).

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakan saran sebagai berikut:

1.
2.

Untuk membedakan sel tulang perlu dilakukan karakterisasi sel.

Untuk mengetahui tingkat konfluen, perlu dilakukan perhitungan dengan Kkertas
millimeter block.

Untuk mengetahui tingkat proliferasi sel tulang yang optimal, konsentrasi ekstrak daun
sirsak (Annona muricata) perlu diturunkan.

Untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi

sel tulang yang optimal maka perlu diinkubasi dalam waktu yang lebih lama.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Pengamatan
-

Pengaruh Ekstrak daun Sirsak (Annona muricata) terhadap proliferasi sel tulang tikus (Rattus
norvegicus) dengan perbesaran 200x. Tanda («) menunjukkan sel tulang, (A) Kontrol. (B)
konsentrasi ekstrak daun sirsak 0,5%. (C) konsentrasi ekstrak daun sirsak 1%. (D) konsentrasi
ekstrak daun sirsak 1,5%. (E) konsentrasi ekstrak daun sirsak 2%.
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Lampiran 2. Perhitungan Sel dan Hasil Analisi SPSS

Tabel Perhitungan Jumlah Sel

Jumlah Sel pada kotak ke-

Perlakuan | U Jumlah sel | Sel/ml | Total sel
1 2 3 4

1| 7 5 | 13 | 8 33 8.25x 10* | 82500

2| 7 8 6 7 32 8x 10" | 80000

(OI°</0) 3| 14 | 6 5 1 28 7x10* | 70000
41 9 3 5 7 24 6x10* | 60000

5| 6 7 3 5 23 5.75x 10* | 57500

1] 29 | 0 0 1 30 7.5x10* | 75000

2| 12 | 8 0 1 21 5.21x 10* | 52500

(0!35% o |3 20 | 1] 0 2] 13 |325x10'] 32500
41 5 7 5 8 25 6.25x 10* | 62500

51 1 3 8 7 19 4.75x 10" | 47500

1| 6 1 7 4 18 45x10* | 45000

2| 2 2 4 5 17 4.25x10% | 42500

(fjo y |3] 8 2 8 0 13 3.25x 10* | 32500
41 1 0 4 0 5 1.25x 10" | 12500

5/ 0 5 5 1 11 2.75x 10* | 27500

1| 5 7 0 6 18 45x10* | 45000

2| 0 4 6 0 10 2.5x10* | 25000

(12?) % | 3| 2 3 0 8 13 3.25x 10* | 32500
41 1 1 5 3 10 2.5x10* | 25000

5| 2 2 5 3 12 3x10* | 30000

1] 2 4 2 0 8 2x10* | 20000

2| 1 0 3 1 5 1.25x 10* | 12500

(;;0 y |3] 3 5 1 0 9 2.25x 10* | 22500
41 0 2 3 0 5 1.25x10* | 12500

5/ 0 6 4 0 10 2.5x10* | 25000

Uji Normalitas




One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

jumlahsel
N 25
Normal Parameters® Mean 40800.00
Std. Deviation 2.143E4
Most Extreme Differences Absolute A71
Positive A71
Negative -.093
Kolmogorov-Smirnov Z .854
Asymp. Sig. (2-tailed) 460

a. Test distribution is Normal.

Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

jumlahsel

Levene

Statistic dfl df2 Sig.

1.612 20 .210]
Uji ANOVA
ANOVA
jumlahsel
Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 8.196E9 4 2.049E9 14.507 .000
Within Groups 2.825E9 20 1.412E8
Total 1.102E10 24
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Uji Lanjut Duncan

jumlahsel
Duncan
perlaku Subset for alpha = 0.05
an 1 2 3
2% 5| 1.85E4
1.5% 5| 3.15E4
1% 5| 3.20E4
0.5% 5 5.20E4
0% 5 7.00E4
Sig. 104 1.000  1.000

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.
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