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ABSTRAK

Penelitian mengenai pengaruh ekstrak batang Cissus quadrangula Salisb. (sipatah-patah) terhadap tingkat proliferasi dan diferensiasi sel-sel
tulang tikus (Sprague Dawley) prepuber umur empat minggu menggunakan sistem kultur in vitro. Sel-sel tulang dikultur dalam medium dulbecco’s
modified eagle’s medium (DMEM) yang diberi tambahan newborn calf serum (NBCS) 10%, non essential amino acid NEAA) 10%, NaHCO;, ITS 1
ul/ml (mengandung insulin 5 pg/ml, transferin 10 pg/ml, selenium 5 pg/ml; Sigma St Louis USA), dan 50 pg/ml gentamisin (nDMEM), dengan dan
tanpa ekstrak Cissus quadrangula (CQ). Penelitian terdiri atas lima perlakuan yakni kontrol positif (mDMEM + deksametason 10 M), kontrol
negatif (NDMEM), dan tiga konsentrasi CQ: mDMEM + CQ 0,3 mg/ml; mDMEM + CQ 0,6 mg/ml; dan mDMEM + CQ 1,2 mg/ml. Kultur
dilakukan dalam inkubator CO, 5%, pada suhu 37° C selama tujuh hari. Parameter yang diamati adalah konsentrasi sel, komposisi, diameter
osteoblas, dan diameter osteosit. Konsentrasi sel dihitung menggunakan hemositometer Newbauer. Komposisi osteoblas dan osteosit ditentukan
berdasarkan pengamatan morfologi di bawah mikroskop cahaya. Diameter sel diukur menggunakan eyepiece micrometer. Data dianalisis
menggunakan analisis varians dan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak Cissus quadrangula Salisb. pada konsentrasi
0,3 mg/ml; 0,6 mg/ml; dan 1,2 mg/ml secara signifikan dapat meningkatkan proliferasi sel tulang; dan pada konsentrasi 0,6 mg/ml mampu
menginduksi diferensiasi osteoblas menjadi osteosit (P<0,05). Disimpulkan bahwa pemberian ekstrak Cissus quadrangula pada konsentrasi 0,6
mg/ml ke dalam medium kultur dapat meningkatkan proliferasi dan diferensiasi osteoblas.

Kata kunci: Cissus quadrangula Salisb., proliferasi, diferensiasi, osteoblas

ABSTRACT

Research has been conducted on in vitro culture of four weeks old rat (Sprague Dawley) bone cells in dulbecco’s modified eagle’s medium
(DMEM) containing 10% newborn calf serum (NCBS), 10% non essential amino acid (NEAA), NaHCO;, 1 uL/mL ITS (containing insulin 5
ug/mL, transferin 10 upg/mL, selenium 5 upg/mL; Sigma St Louis USA), and 50 ug/mL gentamycin (mDMEM), with and without Cissus
quadrangula Salish. extracts (CQ). The experiment was set in five groups of treatment, consisted of positive control (nDMEM + dexamethasone
10 M), negative control (nDMEM), and three concentrations of Cissus quadrangula extracts: mDMEM+CQ 0.3 mg/mL; mDMEM + CQ 0.6
mg/mL; and mDMEM + CQ 1.2 mg/mL. Cultures were done in 5% CO?2 incubator at 37°C for seven days. The parameters observed were cells
concentration, composition, diameter of osteoblast, and osteocytes. Bone cells concentration were counted using Newbauer hemocytometer.
Osteoblast and osteocyte were determined based on morphology after hematoxylin staining. The cells composition were observed under light
microscope and the diameter were measured using eyepiece micrometer. Data were analyzed using statistical ANOVA and Duncan test. The
results showed that Cissus quadrangula Salisb. extract at concentration of 0.3 mg/mL, 0.6 mg/mL, and 1.2 mg/mL increased the bone cells
proliferation (P<0.05) and at concentration of 0.6 mg/mL induced differentiation of osteoblast to osteocyte (P<0.05). In conclusion, addition of
Cissus quadrangula Salisb extract at concentration of 0.6 mg/mL into the culture medium could increase the osteoblast proliferation and
differentiation rate.

Key words: Cissus quadrangula Salisb., proliferation, differentiation, osteoblast

PENDAHULUAN

Tulang merupakan bagian tubuh yang memiliki
fungsi utama sebagai pembentuk rangka dan alat gerak
tubuh, pelindung organ-organ internal, serta tempat
penyimpanan mineral (kalsium-fosfat). Proses pemben-
tukan tulang disebut dengan osifikasi. Proses osifikasi
terjadi pada masa perkembangan fetus (prenatal) dan
setelah individu lahir (postnatal). Pada tulang panjang
perkembangan terjadi sampai individu mencapai
dewasa.

Jaringan tulang bersifat dinamis karena secara
konstan mengalami pembaharuan yang dikenal dengan
proses remodeling. Remodeling tulang merupakan

suatu proses yang kompleks yang melibatkan resorpsi
tulang yang diikuti dengan pembentukan tulang baru.
Remodeling tulang ditujukan untuk pengaturan homeo-
stasis kalsium, memperbaiki jaringan yang rusak akibat
pergerakan fisik, kerusakan minor karena faktor stres
dan pembentukan kerangka pada masa pertumbuhan
(Hill dan Orth, 1998; Fernandez et al., 2006).

Jaringan tulang memiliki tiga tipe sel yakni osteosit,
osteoblas, dan osteoklas. Proses remodeling melibatkan
osteoblas dan osteoklas melalui mekanisme signal
parakrin dan endokrin. Osteoklas merupakan sel
dengan beberapa inti sel dan berkembang dari
hematopoetic stem cells serta memiliki fungsi dalam
meresorpsi tulang, sedangkan osteoblas memiliki
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fungsi sebagai penghasil matriks organik (yang terdiri
atas protein kolagen dan nonkolagen) serta mengatur
proses mineralisasi (kalsium-fosfat) pembentuk osteoid.
Osteoblas berkembang dari osteoprogenitor yang
terdapat di bagian dalam periosteum dan sumsum
tulang (Orwoll, 2003).

Ketidakseimbangan antara resorpsi dan pembentukan
tulang pada proses remodeling tulang dapat
mengakibatkan kepadatan tulang berkurang sehingga
dapat menimbulkan penyakit metabolik tulang (Seeman,
2003). Berkurangnya kepadatan sel tulang dapat
diakibatkan oleh berkurangnya jumlah osteosit atau
kurangnya kadar mineral, namun keduanya dapat
mengakibatkan kerapuhan tulang (Manolagas, 2000).
Proses diferensiasi osteoblas merupakan salah satu faktor
penting dalam proses remodeling tulang. Proses
proliferasi dan diferensiasi osteoblas diatur oleh growth
factor (faktor pertumbuhan) yang dihasilkan oleh
osteoblas. Growth factor yang berperan diantaranya
insulin growth factor (IGF I dan 1), bone morphogenic
proteins (BMPs), fibroblast growth factor (FGF), dan
platelet-derived growth factor (PDGF) (Chen et al.,
2004; Asahina et al., 2007) yang bekerja secara autokrin
dan parakrin, serta hormon estrogen (Hofbauer et al.,
1999; Ogita et al., 2008).

Estrogen berperan penting dalam proses remodeling
tulang. Pada wanita pascamenopause berkurangnya
hormon estrogen mengakibatkan terjadinya osteoporosis
(Manolagas, 2000; Compston, 2001; Manolagas et al.,
2002; Ott, 2002). Preparat estrogen sintesis yang
digunakan untuk mengatasi osteoporosis memiliki efek
samping timbulnya kanker (Davison dan Davis, 2003).
Alternatif yang diupayakan untuk menekan efek
samping estrogen sintesis dengan penggunaan bahan
alami dari tanaman yang mengandung fitoestrogen
(Dewell et al., 2002; WHO, 2003; Poulsen dan Kruger,
2008). Tanaman Cissus quadrangularis Linn. salah satu
tanaman yang mengandung fitoestrogen. Di India,
Malaysia, dan Srilanka tanaman Cissus quadrangularis
Linn. banyak digunakan untuk mengatasi sakit sendi dan
osteoporosis (Shirwaikar et al., 2003) dan terbukti dapat
meningkatkan proses osteoblastogenesis (Muthusami et
al.,2011).

Di Indonesia, khususnya di Aceh, tanaman serupa
namun beda spesies yaitu tanaman sipatah-patah
(Cissus quadrangula Salisb.) telah digunakan secara
tradisional untuk pengobatan beberapa penyakit
diantaranya rematik dan patah tulang. Namun sejauh ini
kajian ilmiah mengenai Cissus quadrangula Salisb.
masih sangat terbatas. Hasil penelitian Sabri (2011)
menunjukkan bahwa ekstrak etanol batang Cissus
quadrangula Salisb. mengandung fitoestrogen dan

telah terbukti secara in wvivo dapat mencegah
osteoporosis pada tikus betina prepubertas dan
mengobati  osteoporosis pada tikus ovariektomi.

Penelitian ini ditujukan untuk menganalisis pemberian
ckstrak batang Cissus quadrangula (Salisb.) dalam
proses proliferasi dan diferensiasi sel tulang tikus muda
prepubertas dengan menggunakan sistem kultur in
vitro.
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MATERI DAN METODE

Persiapan Kultur Sel Tulang

Medium kultur yang digunakan adalah dubelico’s
modified eagle medium (DMEM) yang diberi tambahan
asam amino non-essensial (AANE; Sigma) 10%,
newborn calf serum (NBCS) 10%, sodium bicarbonat
(NaHCOs) 3,7 pg/ml, gentamisin 50 pg/ml, ITS 1
pl/ml (yang mengandung insulin 5 pg/ml, tranferin 10
pg/ml, selenium 5 pg/ml; Sigma St. Louis USA),
disingkat dengan mDMEM.

Batang  Cissus  quadrangula  (sipatah-patah)
diperoleh dari Desa Lam Nga, Kecamatan Mesjid
Raya, Kabupaten Aceh Besar, provinsi Nanggroe Aceh
Darussalam, namun yang dipakai pada penelitian ini
adalah ekstrak (metode maserasi etanol) yang siap
pakai (Sabri, 2011) sedangkan untuk kontrol positif
digunakan deksametason dengan konsentrasi 10® M
(Beloti dan Rosa, 2005; Guzman-Morales et al., 2009).

Cawan petri (Corning”) yang digunakan diberi
cover glass (kaca penutup) pada bagian dasarnya,
kemudian dilapisi dengan 1 ml gelatin 0,1% dan
didiamkan pada suhu kamar selama satu jam.
Kemudian gelatin dibuang dan dicuci dengan
phosphate buffered saline (PBS) dan didiamkan selama
lima menit, kemudian diisi dengan medium perlakuan.

Isolasi dan Kultur Sel Tulang

Sel tulang diisolasi dari tulang femur, tibia, dan
fibula tikus (Sprague Dawley) umur empat minggu.
Sumsum tulang dibuang dan tulang dibilas sampai
bersih. Selanjutnya tulang dicacah hingga halus dan
disuspensi di dalam PBS yang diberi tambahan NBCS
0,1% dan gentamisin 50 pg/ml (atau mPBS)
menggunakan spuit 1 cc. Suspensi tulang disentrifugasi
dengan kecepatan 200 G selama 10 menit; pencucian
dilakukan dalam mPBS dan mDMEM masing-masing
sebanyak empat dan satu kali ulangan. Sebelum dikultur,
jumlah sel dihitung menggunakan hemositometer
Improved Neubauer dengan perhitungan total sel
(sel/ml) adalah jumlah sel pada 5 kotak x faktor
pengenceran x 10*. Sel dengan konsentrasi 3 x 10*
sel/ml dimasukkan ke dalam cawan petri yang berisi
medium perlakuan sebanyak 2 ml. Kultur diinkubasi di
dalam inkubator CO, 5% pada suhu 37° C. Medium
kultur diganti setiap dua hari sekali dan kultur
dilakukan sampai hari ketujuh.

Evaluasi Hasil Kultur Sel Tulang
Tingkat proliferas

Setelah hari ketujuh medium kultur dibuang,
kemudian sel hasil kultur didisosiasi menggunakan
larutan tripsin 0,1% dalam PBS sebanyak 1 ml. Sel
diinkubasi selama 5 menit sampai sel terlihat soliter.
Suspensi sel disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 200 G di dalam mPBS. Selanjutnya sel
dihitung menggunakan hemositometer Improved
Neubauer. Tingkat proliferasi ditentukan dengan
menghitung jumlah sel pada saat sebelum dikultur dan
setelah kultur tujuh hari.
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I dentifikasi Diferensiasi Osteoblas dan Osteosit

Identifikasi jumlah dan diameter sel-sel tulang yang
dikultur dilakukan secara pengamatan morfologi
setelah sel diwarnai dengan pewarnaan Hematoksilin-
Eosin. Setelah hari ketujuh, kultur sel yang
ditumbuhkan di atas gelas penutup dicuci dengan PBS
kemudian difiksasi dalam larutan bufer paraformaldehid
4% selama 24 jam. Sel dicuci dengan aquades selama
10 menit sebanyak tiga kali perendaman, kemudian
direndam dalam hematoksilin selama 10 menit dan
dibilas dengan aquades selama 5 menit. Selanjutnya
direndam dalam eosin selama 5 menit, dibilas dengan
aquades selama 5 menit, dan dilakukan dehidrasi
bertingkat menggunakan alkohol. Setelah itu dilanjutkan
dengan perendaman pada xylol dua kali ulangan
masing-masing selama 10 menit, kemudian gelas
penutup ditempelkan dengan gelas objek dan diamati di
bawah  mikroskop dengan perbesaran  10x10.
Penghitungan jumlah osteoblas dan osteosit dilakukan
pada 16 lapang pandang kemudian dipersentasekan
dengan total sel yang dihitung. Perhitungan dilakukan
sebanyak tiga kali ulangan dan kemudian dirata-ratakan.
Pengukuran diameter osteoblas dan osteosit dilakukan
pada 20 sel dari masing-masing perlakuan menggunakan
mikrometer eyepiece di bawah mikroskop pada
pembesaran 40x10. Perhitungan dilakukan sebanyak
tiga kali ulangan dan kemudian dirata-ratakan.

Rancangan Per cobaan

Terdapat lima kelompok perlakuan yang terdiri atas
kontrol negatif (mDMEM), kontrol positif (nDMEM +
deksametason 10® M), dan tiga konsentrasi ekstrak
batang Cissus quadrangula (CQ) yakni mDMEM + CQ
0,3 mg/ml; mDMEM + CQ 0,6 mg/ml dan mDMEM +
CQ 1,2 mg/ml. Masing-masing perlakuan dilakukan
sebanyak tiga kali ulangan. Parameter yang diamati yaitu
tingkat proliferasi dan population doubling time (PDT),
jumlah osteoblas dan osteosit, serta diameter osteoblas
dan osteosit. Population doubling time adalah waktu
yang diperlukan oleh populasi sel untuk menjadikan
jumlahnya dua kali dari jumlah semula yang dihitung
berdasarkan Davis (2011). Data PDT, jumlah osteoblas,
dan osteosit, serta diameter osteoblas dan osteosit
dianalisis menggunakan analisis varians dan dilanjutkan
dengan uji statistik Duncan.

Tingkat Proliferasi dan Population Doubling Time

(PDT)
Hasil kultur in vitro menunjukkan bahwa
perlakukan  pemberian  ekstrak  batang  Cissus

quadrangula dan kontrol positif deksametason ke
dalam medium kultur sel-sel tulang secara signifikan
meningkatkan jumlah sel tulang dibandingkan kontrol
negatif mDMEM (Tabel 1). Hal ini ditunjukkan pula
dari nilai PDT pada perlakuan Cissus quadrangula 0,3
mg/ml; 0,6 mg/ml, dan 1,2 mg/ml serta deksametason
berturut-turut masing-masing adalah 2,18+0,12 hari,
2,39+0,25 hari, 2,55+0,35 dan 2,34+0,22 secara
signifikan lebih rendah dibandingkan dengan kontrol
negatif yaitu 3,57+0,40.

Tabel 1. Tingkat proliferasi dan Population Doubling Time
(PDT) sel tulang pada kultur yang diberi ekstrak batang
Cissus quadrangula (Salisb.)

Perlakuan Jum(l ?&?Wfil Jumg?gf;khir PDT (hari)
Kontrol positif 3,00 27,33+ 5,86 2c¢34 +£0,22%
Kontrol negatif 13,33 +2,31° 3,57+ 0,40

Q0,3 31,33+ 4,16 2,18+0,12°
CQ 0,6 26,33 +5,51°  2,39+0,25°
CcQ 1.2 23,67+ 6,66° 2.55+0,35

a

Huruf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan adanya perbedaan nyata (P<0,05). Kontrol negatif
(mDMEM); kontrol positif (nDMEM + deksametason 10 M);
ekstrak batang Cissus quadrangula atau CQ) CQ 0,3 (mDMEM +
CQ 0,3 mg/ml); CQ 0,6 (mDMEM + 0,6 mg/ml); CQ 0,3 (mDMEM
+CQ 1,2 mg/ml).

Secara alamiah, sel tulang memiliki nilai PDT
sekitar 2-4 hari (Binderman et al., 1974). Dengan
demikian, pada kultur sel-sel tulang dalam medium
kontrol negatif menunjukkan proliferasi sel berjalan
normal  sedangkan perlakuan  ekstrak  Cissus
quadrangula dapat mempercepat proses proliferasi sel
dan secara signifikan meningkatkan jumlah sel-sel
tulang. Hal ini sejalan dengan hasil penelitian Potu et
al. (2009) yang membuktikan bahwa penambahan
ekstrak Cissus quadrangularis pada kultur sumsum
tulang menyebabkan terjadinya proliferasi bone
marrow mesenchimal stem cell (MSCs).

Diferensiasi Sel Tulang

Salah satu tahapan dalam proses osteogenesis
adalah proses diferensiasi (suatu proses transformasi
atau perubahan sel ke dalam bentuk dan fungsi sel yang
baru) yakni perubahan osteoblas menjadi osteosit.
Terjadinya proses diferensiasi dapat diketahui antara
lain dari perubahan morfologi dan diameter sel tulang,
serta persentase jumlah osteoblas dan osteosit dalam
populasi kultur sel tulang.

Morfologi

Hasil kultur sel tulang tikus menunjukkan bahwa
secara morfologi terdapat dua (2) tipe sel yakni
osteoblas dan osteosit (Gambar 1A, 1D). Osteoblas
memiliki morfologi poligonal, berukuran besar dengan
inti yang besar; sedangkan osteosit berukuran kecil dan
memiliki penjuluran sitoplasma. Disamping itu terdapat
pula bentuk antara osteoblas dan osteosit dengan
ukuran bervariasi (Gambar 1B, 1C) yang mengindikasi-
kan terjadinya proses diferensiasi osteoblas menjadi
osteosit.

Dalam keadaan aktif, osteoblas merupakan sel yang
berbentuk kubus atau kolumnar sedangkan dalam
keadaan tidak aktif berbentuk pipih (Kierszenbaum,
2002). Osteosit merupakan sel dewasa yang memiliki
aparatus golgi dan retikulum endoplasma kasar yang
lebih sedikit tetapi memiliki jumlah lisosom yang lebih
banyak serta memiliki penjuluran pada sitoplasma
(Stevenson dan Marsh, 1992). Transformasi osteoblas
menuju osteosit melibatkan perubahan morfologi
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Gambar 1. Morfologi sel tulang dalam medium kultur. (A) Osteoblas, (B) Osteoblas mengecil, (C) Osteosit, (D) Osteosit muda.

Pewarnaan HE. Bar: 20pm.

seperti penurunan ukuran diameter sel, peningkatan
proses intraseluler, dan perubahan dalam organel-
organel intraseluler.

Diameter Osteoblas dan Osteosit

Pada kontrol negatif, diameter osteoblas dan
osteosit masing-masing adalah 20,46+3,20 dan 12,33 +
1,01 pm (Tabel 2). Ukuran tersebut sesuai dengan
kisaran ukuran normal diameter osteoblas menurut
Kierszenbaum (2002) yakni 20-30 pm sedangkan
diameter osteosit menurut Kogianni dan Noble (2007)
berukuran sekitar 9-20 um.

Tabel 2. Diameter osteoblas dan osteosit yang tumbuh dalam
medium yang diberi ekstrak batang Cissus quadrangula

Perlakuan Osteoblas (um) Osteosit (um)
Kontrol positif 19,51 + 2,08 12,33 +1,01°
Kontrol negative 20,46 + 3,20° 11,60 £ 1,84*
CQo0,3 19,50 + 1,72° 12,16 = 1,02°
CQO0.,6 19,24 £ 1,70° 12,54 + 1,25°
CQ 1,2 19,75 + 2,38 12,56 +0,71°
a, ab, b

Huruf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan adanya perbedaan nyata (P<0,05).

Dibandingkan dengan kontrol negatif, diameter
osteoblast pada perlakuan CQ 0,3; CQ 0,6; dan CQ 1,2
menunjukkan terjadinya penurunan yakni masing-
masing adalah 19,50+1,72; 19,24+1,70; dan 19,75+2,38
um, sedangkan diameter osteosit pada perlakuan CQ
0,3; CQ 0,6; dan CQ 1,2 masing-masing adalah
12,16+1,02; 12,54+1,25; dan 12,56 = 0,71 pm lebih
besar dibandingkan dengan pada kontrol negatif yakni
11,60+1,84 pm. Perubahan diameter baik osteoblas
maupun osteosit pada perlakuan CQ sejalan dengan
pada kontrol positif. Hal ini menunjukkan bahwa pada
perlakuan penambahan ekstrak CQ dan deksametason
telah terjadi proses diferensiasi yang ditunjukkan dari
terjadinya perubahan diameter osteoblas dan osteosit.
Namun demikian perubahan diameter ini tidak
menunjukkan perbedaan signifikan karena proses
diferensiasi (termasuk perubahan diameter ukuran)
terjadi secara bertahap dan tidak bersamaan di antara
populasi sel osteoblas tersebut.
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Salah satu bentuk sel pada tahapan diferensiasi
antara osteoblas menuju osteosit adalah yang disebut
osteosit muda atau preosteosit. Sel ini berukuran lebih
besar dibandingkan osteosit matang dan memiliki
aparatus golgi yang berkembang dengan sangat baik
(Dallas dan Bonewald, 2010). Beberapa studi
menunjukkan bahwa ukuran osteosit berbeda-beda
tergantung pada tipe tulang dan aktivitas serta ukuran
dari osteoblas. Bahkan bentuk dan ukuran osteosit
yang baru tertanam dalam tulang dapat bervariasi. Hal
ini tergantung pada umur masing-masing osteosit dan
tingkat kematangan osteosit (Dallas dan Bonewald,
2010).

Komposisi Jumlah Osteablas dan Osteosit

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+£15,93 (Tabel 3). Dibandingkan dengan
kontrol positif dan negatif, persentase osteoblas pada
dosis CQ 0,6 secara signifikan menurun dan persentase
osteosit semakin meningkat (P<0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak batang Cissus
quadrangula menginduksi terjadinya proses
diferensiasi osteoblas menjadi osteosit.

Tabel 3. Persentase osteoblas dan osteosit yang tumbuh
dalam medium yang diberi ekstrak batang Cissus
quadrangula
Perlakuan Osteoblas (%) Osteosit (%)
kontrol positif 82,73 + 4,07 17,27 + 4,07
kontrol negatif 83,41 £2,91° 16,58 +£2,91°
CQ0,3 69,00+ 11,26® 30,99 + 11,26®
CQ 0,6 62,90 +15,93* 37,09 + 5,93
CcQ1.2 72,64 £ 7,19% 27,34 £7,19%

& 8% pyrf superskrip yang berbeda pada kolom yang sama

menunjukkan adanya perbedaan nyata (P<0,05).

Osteosit merupakan sel akhir dari diferensiasi
osteoblas (Kogianni dan Noble, 2007). Proporsi dari
osteoblas dipengaruhi antara lain oleh spesies hewan,
umur, tipe tulang, hormon, dan status penyakit (Dallas
dan Bonewald, 2010).
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Banyak faktor yang dapat menimbulkan ekspresi
dari sifat osteoblas dalam kultur antara lain medium
kultur yang digunakan, waktu kultur dan adanya
komponen yang dapat menyebabkan sel berproliferasi
dan berdiferensiasi. Komponen tersebut antara lain
dapat berupa hormon maupun faktor pertumbuhan.

Salah satu komponen yang terkandung dalam
ekstrak batang Cissus quadrangula adalah fitoestrogen
(Sabri 2011) yang terdiri atas beberapa senyawa antara
lain isoflavon, lignin, coumestan, triterpen, asiklik, dan
glicosides (Jainu dan Devi, 2006). Isoflavon memiliki
kemampuan dalam mengikat reseptor estrogen-f3 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 growt factor merupakan protein
yang menyerupai hormon insulin endogen dan berperan
penting dalam pertumbuhan dan metabolisme sel.
Insulin-like  growt factor juga Dberperan dalam
proliferasi sel dan menghambat kematian sel (Hill et
al., 1997). Kandungan fitoestrogen yang terdapat dalam
ekstrak batang Cissus quadrangula dipercaya dapat
meningkatkan proliferasi sel tulang.

Isoflavon yang terkandung dalam fitoestrogen akan
berikatan dengan reseptor estrogen [ yang terdapat
pada osteoblas dan menginduksi terjadinya proses
diferensiasi osteoblas melalui aktivasi transforming-
growth factor f (TGF-B) (Kim et al, 1998).
Transforming-growth factor [ merupakan salah satu
protein yang berfungsi sebagai faktor pertumbuhan
yang berperan dalam proliferasi, determinan,
diferensiasi, motilitas, dan kematian sel. Transforming-
growth factor [ transforming-growth factor [ akan
mempengaruhi kerja enzim tirosin kinase yang
merupakan enzim penting dalam pertumbuhan dan
diferensiasi sel (Massague, 1998). Menurut Pradel ef al.
(2008), kandungan vitamin C dapat mengoptimalkan
peningkatan diferensiasi sel tulang yang dikultur. Oleh
karena itu, kandungan isoflavon dan vitamin C yang
terdapat dalam ekstrak tanaman sipatah-patah dapat
menginduksi terjadinya proses diferensiasi osteoblas
menjadi osteosit pada kultur. Hal ini sejalan dengan
penelitian yang dilakukan Potu et al. (2009), bahwa
penambahan ekstrak Cissus quadrangularis Linn. ke
dalam kultur MSCs dapat menstimulasi proliferasi dan
diferensiasi MSCs menjadi osteoblas. Diferensiasi
MSCs menjadi osteoblas melalui jalur Wnt-LRP-B-
catenin. Wnt-signaling pathway merupakan protein
yang berperan dalam perkembangan embrio dan
diferensiasi sel bekerja sama dengan low density
lipoprotein receptor related protein 5 (LRP5) dan -
catenin (Akiyama, 2000).

Berdasarkan data-data yang diperoleh, pemberian
ekstrak Cissus quadrangula dapat meningkatkan
proliferasi dan diferensiasi terhadap sel tulang tikus
yang dikultur. Kandungan fitoestrogen yang berasal
dari ekstrak dapat meningkatkan proliferasi osteoblas
dan meningkatkan diferensiasi osteoblas menjadi

osteosit sehingga pembentukan tulang dapat terjadi
dengan cepat dan diharapkan kepadatan tulang juga
akan semakin meningkat.

KESIMPULAN

Penambahan ekstrak batang Cissus quadrangula
(Salisb.) dengan konsentrasi 0,6 mg/ml ke dalam
medium kultur dapat meningkatkan proliferasi dan
menginduksi terjadinya diferensiasi osteoblas menjadi
osteosit.
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