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Abstrak

Bahan sintetik bone graft dikembangkan sebagai scaffold
yang berfungsi untuk template pembentukan tulang. Scaffold
yang ideal adalah harus biodegradable, osteokonduktif dan
osteoinduktif. Silica terbukti mendukung dan mempromosikan
pertumbuhan tulang. Sekam padi mengandung silika cukup
tinggi. Tujuan penelitian ini adalah menganalisis silika amorf
dari limbah sekam padi sebagai bahan sintetis bone graft
(scaffold), khususnya terhadap aktifitas osteoblast secara in-
vitro. Penelitian ini dilakukan dengan mengisolasi silika dari
sekam padi. Hasil isolasi akan dikondisikan pada media kultur
osteoblas primer. Kultur osteoblas primer berasal dari calvaria
tikus wistar umur 2 hari, di tumbuhkan dalam Alpha-Modified
Eagle Medium (a-MEM) (sebagai kontrol negatif), a-MEM
yang di kondisikan dengan silika 58S (sebagai kontrol positif)
dan a-MEM yang dikondisikan dengan silika dari sekam padi
(sebagai kelompok perlakuan). Aktifitas osteoblas diamati
dengan menganalisis ekspresi alkaline phosphatase (ALP),
menggunakan Alkalin phosphatase Kits pada hari ke 7 dan 14.
Hasil yang diperoleh bahwa silika sekam padi secara bermakna
(p<0,05) mempunyai ekspresi alkaline phosphatase yang
lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol potitif dan
negatif. Hal ini dapat diartkan bahwa silika amorf sekam padi
mempengaruhi peningkatan aktifitas osteoblas secara in-vitro.
Disimpulkan bahwa silika sekam padi meningkatkan aktifitas
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Pendahuluan

sel osteoblas sehingga bersifat osteoinduktif yang berpotensi
sebagai scaffold untuk bahan sintetis bone graft.

Kata Kunci: bone graft, scaffold, silika, alkaline phosphatase,
osteoblas

Preliminary study of amorphous silica husk rice
as synthetic bone graft material: the effect on
osteoblasts activities (In-vitro)

Abstract

Synthetic bone graft material was developed as a
scaffold that serves to template the formation of bone. The
ideal scaffold should be biodegradable, osteoindukctive, and
osteoconductive. Silica proven to support and promote bone
growth. Rice husk contains silica is quite high. The purpose of
this study is to analyze the amorphous silica from rice husk
as synthetic bone graft material (scaffold), particularly on
osteoblast activity in vitro. The research was conducted by
isolating silica from rice husk.The results of isolation would
be conditioned on the culture medium of primary osteoblasts.
Primary osteoblast cultures derived from rat calvaria wistar age
of 2 days, growing in Alpha-Modified Eagle Medium (a-MEM)
(as a negative control), a-MEM in conditioning with silica 58s
(as a positive control) and a-MEM that conditioned with silica
from rice husk (as treatment group). Osteoblast activity was
observed by analyzing the expression of alkaline phosphatase,
using Alkaline phosphatase Kits at days 7 and 14. The results
obtained that the rice husk silica were significantly (p <0.05)
has the expression of alkaline phosphatase higher than the
control group and potitif group. This may imply that the
amorphous silica of rice husk affects the increase in osteoblast
activity in vitro. It was concluded that rice husk silica increases
osteoblast cell activity that is potentially as scaffold for bone
graft synthetic material.

Key words: bone graft, scaffold, silica, alkaline phosphatase,
osteoblasts

antara tulang dan implant, juga dapat
mempercepat penyembuhan pada kelainan

Bone graft sering digunakan untuk skeletal.! Selama ini bone graft dikatakan
memberikan support, mengisi celah kosong sebagai gold standart terapi tulang, akan
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tetapi secara signifikan bone graft tersebut
mempunyai keterbatasan misalnya pada
autograft dapat mengakibatkan kematian
di daerah donor, jumlahnya yang sedikit
sebagai sumber donor dan rasa sakit yang
lama serta cosmetic deformity.! Selain itu,
10-15% penderita post operative mengeluh
karena rasa sakit berkepanjangan sedang
yang mengalami trauma neural di sekitar
daerah donor adalah 10%?2, dan juga
pembentukan tulang baru pada autograft,
sangat tergantung pada usia, dan kesehatan
pasien.>* Pada allograft berpotensi untuk
terjadinya resiko transmisi penyakit dan
reaksi imun/jaringan.®

Prinsip dasar bone tissue engineering,
mendasari perkembangan bahan sintetik
bone graft, bertujuan untuk menghindarkan
keterbatasan perawatan konvensional
pada transplantasi dan biomaterial implan
dan berpotensi untuk mensuplai toleransi
artifisial organ secara imunologis dan
dapat menumbuhkan jaringan pengganti
pada penderita.® Secara khusus bahan
graft ditujukan untuk memberikan scaffold
yang porus yang berfungsi untuk template
regenerasi tulang dan pembentukan tulang
baru.#? Biomaterial scaffold mengganti
fungsi biologis dan mekanis dari matriks
ekstraseluler jaringan di dalam tubuh dengan
bertindak sebagai matriks ekstra seluler
artifisial.®

Datta dkk® menyatakan bahwa secara
in vivo, matriks ekstraseluler mempunyai
peranan penting dalam mempertahankan
dan memediai fungsi tulang, karena
mengandung beberapa faktor osteoinduktif
dan osteokonduktif. Oleh karena itu scaffold
sintetis harus mempunyai sifat osteoinduktif,
osteokonduktif, integritas mekanisnya tinggi,
biodegradabilitas, biokompatibilitas (mudah
diterimasecaraimun)danporositasyangakan
menyebabkan pertumbuhan jaringan dalam
tulang. Selain itu, scaffold harus didegradasi
ketikajaringanyangrusaktelahdiregenerasi.®

Peristiwa seluler yang terjadi pada

pembentukan tulang merupakan peristiwa
pergerakan prekursor osteoblas ke daerah
resorpsi dengan proses kemotaksis, dan
juga adanya proliferasi prekursor osteoblas
yang diikuti oleh diferensiasi untuk menjadi
sel yang matur. Osteoblas matur mampu
mensintesis protein tulang yaitu kolagen type
I, osteokalsin, osteopontin, alkalin fosfatase,
proteoglikan dan komponen komponen faktor
regulasi pertumbuhan yang disimpan dalam
matriks tulang termasuk bone sialoprotein

juga osteonektin. Komponen-komponen
tersebut menyebabkan penumpukan
mineralisasi pada matriks tulang.!! Pre

osteoblas yang berproliferasi dan osteoblas
yang matur akan mengekspresikan alkaline
phosphatase (ALP), sehingga dikatakan
sebagai enzim marker osteoblas yang
aktif.*?

Silika merupakan bahan semikonduktor
terbuktimempengaruhi pembentukan tulang.
Defisiensi silika menunjukkan penurunan
deposisi matriks ekstraseluler (kolagen)
dan mineral tulang (hidroksiapatit).!?
Makanan yang mengandung silikon dapat
menstimulasi sel osteoblas dan osteoblas-like
untuk mensekresi kolagen tipe I dan marker
biokimia lain pada maturasi sel tulang dan
pembentukan tulang.*

Silika banyak ditemukan dengan
konsentrasi yang sangat tinggi pada tulang
yang immature. Pada tahap mineralisasi
konsentrasi silica menurun, sementara
kalsium meningkat pada hidroksiapatit
tulang. Hal ini menunjukan bahwa silika
terlibat dalam inisiasi kalsifikasi dengan
mempengaruhimatriks preoseous.!3Bioactive
glass berbasis silika yang digunakan sebagai
coating implant menunjukan percepatan
pembentukan tulang baru dengan adanya
ekspresi BMP-2 dan komponen-komponen
matriks tulang (kolagen tipe I, II dan III,
osteokalsin, serta marker-marker resorpsi
tulang vyaitu katepsin K dan MMP-9).15
Silikon mudah dilakukan resorpsi setelah
pembentukan tulang, sehingga scaffold
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silika akan diganti dengan tulang.!® Menurut
Koh dan Atala® bahwa biomaterial yang
ideal harus kompatibel yaitu biodegradable
bioresorbable untuk mendukung penggantian
jaringan normal tanpa inflamasi. Bahan yang
tidak kompatible lemah pada inflamatori atau
respon benda asing tubuh yang akhirnya
berperan pada penolakan atau nekrosis.
Selain itu hasil degradasi, jika dihasilkan
harus dihilangkan dari tubuh melalui jalur
metabolisme.

Sekam padi adalah bagian terluar dari
butir padi, yang merupakan hasil sampingan
saat proses penggilingan padi dilakukan.
Kandungan silika dari abu sekam adalah 94-
96% dan atau mendekati di bawah 90%.
Silika yang terdapat dalam sekam dalam
bentuk amorf terhidrat. Tapi jika pembakaran
dilakukan secara terus menerus pada suhu di
atas 650°C akan menaikkan kristalinitasnya
dan akhirnya akan terbentuk fasa kristobalit
dan tridimit dari silika sekam.® Tujuan dari
penelitian ini adalah menganalisis silika
amorf dari limbah sekam padi sebagai bahan
sintetis bone graft (scaffold), khususnya
terhadap aktifitas osteoblast secara in-vitro.

Metode penelitian

Alat dan bahan penelitian ini adalah
silika sekam padi, Alkaline Phosphatase
Assay Kit (Catalog #K412-500 (Biovision),
FBS, penisilin-streptomisin (100 U/mL), 2mM
.~9glutamin, askorbat-2 fosfat (50 pg/mL) dan
10mM B-glycerophosphate. phosphate buffer
saline (PBS), kolagenase, Fetal bovine serum
(FBS), sentrifuse, basic medium culture (a-
modified Eagle’s medium (a-MEM), penisilin
G (50U/mL), streptomisin (50ug/mL), cultur
dish, plate 96 well, mitomycin C (100 pg/mL),
human recombinant basic fibroblast growth
factosr (bFGF, 10ng/mL), Elisa Reader.

Pertama kali dilakukan ekstraksi silika,
yang diperoleh dengan melakukan proses
pengabuan. Abu sekam padi dimurnikan
dengan cara pengasaman, kemudian
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diuapkan dan diberi akuades dan HCL untuk
dipanaskan kembali. Hasilnya disaring dan
dicuci 4 sampai 5 kali dengan akuades panas.
Hasil penyaringan berupa residu padat
beserta kertas saringnya dipanaskan hingga
kertas saring menjadi arang. Kemudian
dilanjutkan dengan memanaskan pada suhu
600°C hingga yang tersisa hanya endapan
silika (SiO,) berwarna putih.'® Identifikasi
dilakukan dengan menggunakan Gravimetri.
Persiapan  pengkondisian  medium
kultur dilakukan dengan cara silika amorf
sekam padi (60%) ditambahkan CaO (36%)
dan P,0 (54%), sedangkan 58S bioactive
glass (60% SiO,, CaO (36%) dan P,O (54%),
dalam mol persen) disiapkan sebagai kontrol.
Bahan tersebut masing-masing digiling
(dihaluskan) dalam wadah dan diayak untuk
mendapatkan ukuran partikel antara 90-
710um. Medium yang belum disuplemen
akan dikondisikan dalam silika amorf dari
sekam padidan 58S bioactive glass, disiapkan
dengan perendaman partikel silika amorf dan
juga 58S bioactive glass (antara 0,1 dan 0,5
g/100mL) selama 24 jam pada suhu 37°C.
Ekstraks tersebut kemudian disterilisasi
dengan vacum filtration menggunakan
membran nilon dengan ukuran pori-pori
0,2-uym. Medium vyang telah dikondisikan
tersebut, kemudian disuplemen dengan 10-
15% FBS, penisilin-streptomisin (100 U/mL),
2mM -glutamin, askorbat -2 fosfat (50 pg/
mL) dan 10mM B-glycerophosphate.’
Pembuatan kultur primer osteoblas
dari kalvaria tikus umur 2 hari, diambil dan
dicuci dengan phosphate buffer saline (PBS)
dan dipotong-potong kecil dengan gunting,
kemudian dihancurkan 5 kali dengan
kolagenase selama 10 menit pada suhu 37°C.
Masing-masing hasil pemotongan diambil
supernatannya dan dipindahkan dalam Fetal
bovine serum (FBS). Kumpulan dari ke 3,4
dan 5 supernatan tersebut, dikumpulkan dan
disentrifuse pada 1500 rpm selama 5 menit,
kemudian diresuspensi dalam basic medium
culture (a-modified Eagle’s medium (a-MEM)
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dengan 15% FBS, penisilin G (50U/mL) dan
streptomisin (50ug/mL). Sel dipertahankan
dalam basic medium dan passaged 3 kali
sebelum digunakan untuk eksperimen dalam
medium yang diberi suplemen.

Sel-sel ditumbuhkan dalam plate 96
well selama 7 dan 14 hari, dalam medium
yang dikondisikan dengan silika, glas dan
pada medium yang tidak dikondisikan. Sel-
sel disuplai dengan mitomycin C (100 pg/
mL) atau human recombinant basic fibroblast
growth factosr (bFGF, 10ng/mL). Sel primer
osteoblas yang diperoleh melalui kultur
sel, ditreatment dengan mengkondisikan
medium kultur dengan bahan silika dan
juga silika yang berasal dari sekam padi.
Sebagai kontrol digunakan a-MEM sebagai
mediumnya.!” Aktifitas osteoblas diamati
menggunaka ALP Kit. Hasil yang diperoleh
berdasarkan nilai absorbansi yang dilakukan
dengan pengukuran 405 nm. Nilai absorbansi
diinterpolasikan dengan kurva standar. Data

Tabel 1. Rata-rata nilai Alkalin Phosphatase (ALP)

dianalisis statistik dengan uji Anova satu
satu arah.

Hasil penelitian

Pada penelitian ini, medium kultur di
kondisikan dengan silika amorf dari sekam
dan silika 58S serta medium yang tidak
dikondisikan sebagai kontrol. Medium yang
dikondisikan mengandung 1 gram/100 ml
dari masing-masing silika yang diameternya
<200ul. Pertumbuhan osteoblas yang baik,
akan di tandai dengan adanya diferensiasi,
proliferasi dan maturasi. Pertumbuhan
osteoblas selalu disertai dengan adanya
aktivitas sel itu sendiri. Untuk melakukan
aktivitasnya, osteoblas mensekresi alkalin
fosfatase dengan nilai yang cukup tinggi,

sehingga ekspresi alkalin phosphatase
digunakan sebagai penanda terjadinya
aktivitas osteoblas. Hasil analisis dapat

dilihat pada Tabel 1.

Rerata ALP hari 7 (umol)

Kelompok perlakuan

Rerata ALP hari 14 (pmol)

Jumlah Rerata Jumlah Rerata
Kontrol 3.557 0,284 9,891 0,791
Silika 3,088 0,247 9,453 0,756
Silika sekam 3,369 0,0276 11,124 0,889

Secara histogram dapat di lihat sebagai
berikut.

W 7 hari

W 14 hari

silika sekam

kontrol silika 585

perlakuan

Gambar 1. Derajat Ekspresi ALP pada Kultur
Osteoblas.

Bedasarkan data yang telah dianalisis
menggunakan Anova satu arah, diketahui
bahwa terdapat perbedaan yang signifikan
(p<0,005), antar seluruh kelompok. Data
ini kemudian dilakukan uji menggunakan
LSD untuk mengetahui perbedaan antar
kelompok penelitian dan hasilnya secara
bermakna dari ketiga kelompok menunjukkan
berbedaan yang berbeda secara bermakna
(p<0,05) yaitu rerata dari masing-masing
kelompok baik yang 7 hari maupun yang
14 hari terdapat perbedaan yang bemakna
(p<0,05). Ini berarti bahwa rerata jumlah
alkaline phosphatase pada kelompok sekam
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secara bermakna (p<0,05) mempunyai
nilai paling tinggi dari kelompok yang lain,
sedangkan kelompok silica 58S secara
bermakna (p<0,05) mempunyai jumlah
yang paling rendah.

Pembahasan

Osteogenesis adalah proses yang
kompleks yang melibatkan diferensiasi sel
mesensimal di dalam pre osteoblas maupun
osteoblas yang berperan penting pada
sintesis dan deposisi protein matriks tulang.®
Osteoblas secara spesifik mensekresi dan
memineralisasi matriks tulang. Matriks
ekstra seluler terutama terdiri dari kolagen
tipe I tetapi ada sejumlah kecil osteocalcin
(OC), matrix gla protein, osteopontin (OPN),
bone sialoprotein (BSP), BMPs, TGF-B, dan
inorganic mineral hydroxylapatite. Osteoblas
berdiferensiasi secara in vivo dan in vitro
yang dapat di kharakteristikkan dengan
3 tahap vyaitu proliferasi sel, maturasi
matriks dan mineralisasi matriks.!® Maturasi
matriks dan mineralisasi biasanya di
pertinggi dengan pertumbuhan sel menjadi
sempurna dan dengan adanya beberapa
penambahan faktor-faktor osteogenik yang
spesifik. Selama proliferasi beberapa protein
matriks ekstra seluler terdeteksi dan juga
ditandai dengan adanya ekspresi alkaline
phosphatase, pada saat mulai mineralisasi
gen-gen protein non kolagen termasuk OC,
BSP, and OPN di ekspresikan dan mineralisasi
akan menjadi sempurna.?®2! Menurut Dana,
dkk!?, menyatakan bahwa aktivitas alkaline
phosphatase merupakan marker efektif pada
tahap proliferasi dan juga maturasi pada
kultur primer osteoblas tikus.

Penelitian ini menunjukan bahwa
kultur primer osteoblast yang dikondisikan
dalam medium bioactive glass (58S)
dan silica yang berasal dari sekam padi
terdeteksi ekspresi ALP lebih tinggi. Hal ini
diakibatkan karena sel sedang mengalami
proliferasi. Dasar mekanisme terjadinya
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proliferasi osteoblas tersebut adalah adanya
reaksi permukaan yang melepaskan spesies
ionic yang terlarut dengan cepat dari glass
dalam larutan interfasial (medium). Silica
terhidrat yang tinggi di daerah permukaan,
dan polycrystalline hydroxyl carbonate
apatit (HCA) bilayer terbentuk beberapa
jam. Lapisan-sapiasn tersebut mempertinggi
adsorpsi dan desorpsi faktor pertumbuhan.
Perlekatan sel, prolifesari dan diferensiasi
secara cepat terjadi pada permukaan
bahan bioaktif. Pada saat itu juga di mulai
memproduksifactor-faktorpertumbuhanyang
menstimulasi divisi sel, mitosis dan produksi
protein matriks ekstra selular.?? Peranan
aktif dari ion-ion yang terlepas pada sel
osteoblas adalah mengaktifkan gen-gen yang
berhubungan dengan perlekatan, proliferasi
dll.??2 Gen-gen tersebut mengontrol siklus
sel osteoblas, mitosis dan diferensiasi yang
menyebabkan peningkatan regenerasi tulang
dengan cepat. Selain itu diperlukan untuk sel
progenitor mengalami mitosis dan menerima
stimuli kimia yang benar dari lingkungan
lokalnya yang menginstruksikannya untuk
memasuki segmen aktif pada siklus sel, yang
berperan untuk mitosis sel.?* Oleh karena itu
pada penelitian ini ekspresi ALP menandai
terjadinya proliferasi kultur osteoblas pada
medium silica. Medium silica yang berasal
dari sekam padi mempunyai jumlah ALP
yang lebih tinggi. Hal ini dikarenakan bahwa
sekam padi berasal dari bahan alami yang
lebih sesuai dengan kultur sel osteoblas.

Selain itu, diduga bahwa peristiwa
siklus sel yang baru dimulai setelah
sel selesai mitosis sempurna juga bisa

menyebabkan ekspresi ALP meningkat.
Beberapa penelitian menunjukan bahwa
kontrol siklus sel osteoblas dicapai dengan
mengontrol pelepasan produk ionic yang
terlarut dari bahan bioaktif. Sel-sel tersebut
berkoloni di permukaan bioactive glass.
Konsentrasi Si yang terlarut dan ion Ca
pada interface larutan sel penting untuk
mengontrol siklus sel. Pada tahap pertama

JTMKG 2012;1(1):33-40.
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siklus sel (G1), sel tumbuh dan melakukan
metabolism normalnya. Selama fase G1
osteoblas mensintesis produk selular yang
spesifik termasuk alkaline phosphatase (ALP),
yaitu sebuah enzim yang dapat digunakan
sebagaimarker diferensiasi  osteoblas.??
Pada penelitian ini diketahui bahwa kultur
yang di kondisikan dalam medium silica baik
yang berasal dari sekam padi maupun 58s,
mempunyai level ALP yang tinggi. Dalam
medium silika yang berasal dari sekam padi,
level ALP Nampak lebih tinggi dari yang lain.
Hal ini juga sesuai dengan penelitian Riley
dlI** yang menyatakan bahwa bioactive glass
menstimulasi produksi ALP oleh osteoblas
dalam kultur yang dikondisikan dengan
bioactive glass. Selain itu selama fase
G1 tersebut osteoblas juga memproduksi
osteokalsin, trophocollagen macromolecule
yang menyususun dirinya sendiri menjadi
kolagen tipe I. Kolagen tipe I merupakan
molekul kolagen yang paling banyak dalam
matriks tulang.

Simpulan

Simpulan penelitian ini adalah silika

mentimulasi  terjadinya maturasi dan
aktivitas sel osteoblas primer, dengan
ditandai peningkatan ekspresi ALP pada

medium kultur yang dikondisikan dengan
silika. Akan tetapi silika amorf sekam padi,
menunjukkan ekspresi ALP yang lebih tinggi.
Proses pembuatan silika yang menggunakan
pemanasan sederhana mencegah terjadinya
kristalisasi silika yang bisa terjadi pada
produk silika dari bebatuan yang diproduksi
pabrik.
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