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ABSTRAK

Pendahuluan – Kebutuhan akan bone graft sebagai bahan regenerasi tulang menghasilkan berbagai inovasi sumber 
biomaterial untuk memproduksi xenograft. Beberapa bahan alami yang digunakan antara lain tulang hewan vertebrata, 
cangkang telur, cangkang tiram, karang, termasuk sisik ikan. Bahan-bahan tersebut disintesa menjadi hidroksiapatit 
yang memiliki sifat biokompatibel dan osteokonduktif. Selain itu, hidroksiapatit juga dianggap sebagai bahan ideal 
bone graft karena memiliki struktur komponen anorganik yang mirip dengan tulang dan gigi manusia. Metode – 
Pada penelitian ini hidroksiapatit yang disintesa dari sisik ikan diaplikasikan pada sel line preosteoblas MC3T3-E1  
dengan variasi konsentrasi 200μg/ml, 100 μg/ml, 50 μg/ml. Setelah inkubasi selama 72 jam, dilakukan uji viabilitas 
dengan uji MTT. Selanjutnya dilakukan uji flowsitometri pada konsentrasi 50 μg/ml untuk melihat apoptosis sel 
dan menilai biokompatibilitas bahan. Hasil – Viabilitas sel terbaik setelah 72 jam ditunjukkan pada sel dengan 
konsentrasi hidroksiapatit 100 μg/ml tapi tidak menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok. Sedangkan hasil 
uji flowsitometer menunjukkan apoptosis sel dibawah 10%. Kesimpulan – Hidroksiapatit dari sisik ikan memiliki 
viabilitas sel dan biokompatibilitas yang baik sehingga berpotensi digunakan sebagai bahan regenerasi tulang.
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PENDAHULUAN

Tulang merupakan jaringan unik yang dapat secara 
terus-meneurs mengalami regenerasi. Salah satu 
bukti regenerasi tulang adalah proses penyembuhan 
patah tulang. Terdapat tiga elemen utama yang 
dibutuhkan dalam generasi tulang, antara lain; sel, 
faktor pertumbuhan dan bahan scaffold. Ada dua pilihan 
scaffolds untuk menyembuhkan defek tulang yaitu bone 
graft alami atau sintetik. Berdasarkan sumbernya, bone 
graft alami dapat diklasifikasikan menjadi autograft, 
allograft serta xenograft.1 Autograft bebas dari resiko 
penularan penyakit dan penulakan autoimun namun 
penggunaannya terbatas karena morbiditas di tempat 
pengambilan tulang yang menyebabkan berbagai 
komplikasi termasuk infeksi, hematoma, patah 
tulang, cedera saraf dan pembuluh darah serta nyeri 
kronis. Allograft penggunaannya lebih luas karena 
bone graft yang dihasilkan jumlahnya lebih banyak. 
Namun integrasi bahan ini lebih lama dan tidak sebaik 
autograft. Sedangkan xenograft sumbernya tidak 
berbatas bila diproses dengan tepat agar aman bagi 
penerima.2,3Selama ini, terdapat banyak penelitian untuk 
menggali potensi bahan sumber alami alternatif untuk 
scaffold sintetik menjadi biomaterial alloplast. Bahan 
yang digunakan antara lain tulang hewan vertebrata, 

cangkang telur, cangkang tiram, karang, termasuk 
sisik ikan. Bahan seperti sisik ikan merupakan limbah 
yang dapat diolah menjadi bahan biokompatibel dan 
osteokonduktif seperti hidroksiapatit yang dapat 
digunakan untuk aplikasi regenerasi tulang.4 Proses 
mengubah limbah sisik ikan menjadi hidroksiapatit 
merupakan proses yang ramah lingkungan dan 
merupakan peluang yang baik untuk mengurangi biaya 
perawatan penyembuhan  defek tulang dengan sedikit 
dampak terhadap lingkungan.5–7Hidroksiapatit telah 
sering digunakan secara luas dalam regenerasi tulang. 
Secara alami, hidroksiapatit terdiri dari kalsium fosfat 
yang merupakan komponen anorganik terbanyak dalam 
tulang dan gigi manusia.8 Hidroksiapatit merupakan 
bahan osteokonduktif yang tidak menyebabkan reaksi 
inflamasi ketika diaplikasikan secara klinis. Penelitian 
yang telah dilakukan sebelumnya banyak memanfaatkan 
karakteristik biokompatibel dari hidroksiapatit untuk 
meningkatkan diferensiasi atau mendorong proliferasi 
sel punca mesenkim dengan merangsang adhesi 
osteoblas sehingga dapat meningkatkan regerasi tulang 
in vivo.1,9 Pada penelitian ini dilakukan pengujian 
pada hidroksiapatit yang disintesa dari sisik ikan. 
Tujuan penelitian ini adalah sebagai uji awal untuk 
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melihat biokompatibilitas bahan hidroksiapatit dari 
sisik ikan, kemudian menguji viabilitas sel yang diberi 
aplikasi bahan tersebut. Diharapkan viabilitas dan 
biokompatibilitasnya baik sehingga dapat dimanfaatkan 
sebagai biomaterial untuk regenerasi tulang. Metode

Hidroksiapatit Sisik Ikan
Penel i t ian  in i  menggunakan h idroks iapat i t 
Ca10(PO4)6(OH)2 dari sisik ikan nila yang (BATAN, 
Indonesia). Hidroksiapatit tersebut berbentuk serbuk 
dengan ukuran nano kemudian ditimbang agar 
memperoleh variasi konsentrasi 200μg/ml, 100 μg/ml, 50 
μg/ml dalam media kultur sel. Sebelum pengaplikasian 
pada kultur sel, hidroksiapatit disterilisasi dengan 
gamma. 

Kultur Sel
Kultur sel yang digunakan adalah sel preosteoblas 
cell line MC3T3-E1 subklon 4 (ATCC). Sel dikultur 
dalam complete growth medium yang terdiri dari Alpha 
Minimum Essential Medium (Gibco), fetal bovine serum 
(Sigma) 10% dan antibiotik antimikotik (Gibco)1%. 
Media kultur diganti setiap 2 hingga 3 hari serta 
diinkubasi dalam inkubator dengan tekanan atmosfir 
CO2 5% pada suhu 37°C Pada awal passage, sel ditanam 
dalam flask T-75. Passage dilakukan hingga mencapai 
konfluensi dan jumlah sel yang diharapkan. Sel dipanen 
dengan 0.25% (w/v) Tripsin 0.53 mM EDTA (Gibco). 

Uji Viabilitas
Sel yang telah disubkultur dipanen dan dihitung 
dengan hemocytometer. Selanjutnya ditanam dalam 
96-well plate  pada densitas 0,5x104 sel per well lalu 
kembali diinkubasi. Setelah 3 hari, well dibagi dalam 4 
kelompok yaitu 1 kelompok kontrol yang hanya diberi 
complete growth medium, serta 3 kelompok perlakuan 
yang ditambahkan  hidroksiapatit sisik ikan dengan 
konsentrasi 200μg/ml, 100 μg/ml, 50 μg/ml. Kemudian 
well plate kembali diinkubasi selama 72 jam. Setelah 
masa inkubasi selesai, dilakukan uji MTT dan diukur 
viabilitas sel dengan rumus = OD perlakuan / OD 
kontrol x 100%.

Uji Biokompatibilitas
Sel subkultur dipanen dan ditanam pada 6-well plate 
dengan kepadatan 3x105 sel per well.  Tiga hari 
kemudian, well dibagi menjadi 2 kelompok yaitu 
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Kelompok 
kontrol hanya dilakukan pergantian media tanpa 
penambahan hidroksiapatit, sedangkan kelompok 
perlakuan diberi hidroksiapatit pada konsentrasi 50 
μg/ml. Keduanya kemudianlalu diinkubasi selama 
72 jam. Selanjutnya dilakukan staining Annexin 
V-PI (Biolegend) dan dianalisa menggunakan mesin 
flowsitometri untuk menunjukkan nilai apoptosis sel 
dalam bentuk prosentase. 

HASIL

Hasil uji viabilitas sel preosteoblas setelah diaplikasikan 
hidroksiapatit sisik ikan ditunjukkan dalam grafik 
sebagai berikut. 

Nilai viabilitas adalah dalam satuan persentase, 
Hasilnya menunjukkan variasi naik dan turun viabilitas 
sel pada ketiga konsentrasi dibandingkan dengan 
kontrol tanpa perlakuan dengan nilai tertinggi pada 
konsentrasi 100 μg/ml.  Akan tetapi, hasil uji statistik 
uji Anova menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan 
yang signifikan antar kelompok (p>0.05). 

Hasil uji biokompatibilitas sel dilihat dari nilai apoptosis 
sel pada konsentrasi 50 μg/ml dibandingkan dengan 
kontrol tanpa perlakuan, ditampilkan dalam grafik 
berikut.

Gambar 1. Grafik persentase viabilitas sel

Gambar 2. Grafik persentase apoptosis sel

Nilai apoptosis juga ditampilkan dalam bentuk 
persentase. Kelompok perlakuan menunjukkan nilai 
apoptosis yang lebih tinggi dibandingkan kontrol. 
Hasil uji statistik dengan t-test menunjukkan terdapat 
perbedaan signifikan antar kelompok (sig <0.05). Akan 
tetapi, hasil keduanya sama-sama menunjukkan nilai 
kurang dari 8%. 
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DISKUSI

Penelitian tentang hidroksiapatit berkembang pesat 
dalam beberapa tahun terakhir. Salah satu alternatif 
hidroksiapatit sintetik dan tulang sapi adalah dari 
tulang dan sisik ikan karena sifat kimiawinya serupa 
serta dapat diproses dengan metode yang sederhana 
dan murah. Selain itu, hidroksiapatit yang berbahan 
dasar ikan cenderung aman dan memiliki resiko 
penularan penyakit yang rendah. Indonesia sendiri 
kaya akan produk olahan ikan sehingga dengan 
pemanfaatan sisiknya akan dapat mengurangi limbah, 
mengurangi pencemaran lingkungan serta ancaman 
biologis bagi manusia. Telah banyak spesies ikan 
yang diteliti untuk mendapatkan hidroksiapat seperti 
salmon, ikan mas, ikan teri Jepang, sarden, tilefish, 
tuna. Pada penelitian ini, hidroksiapatit diproses 
dari sisik ikan nila (Nile tilapia).5,10,11Hidroksiapatit 
(HAp) adalah bentuk mineral alami dari kalsium 
apatit dengan rumus kimia Ca10(PO4)6(OH)22. Secara 
alami, hidroksiapatit menyusun sekitar 50% dari berat 
tulang. Hal ini menyebabkan hidroksiapatit memiliki 
sifat osteokonduktif dan osteointegrasi yang sangat 
baik. Makroporositas (pori dengan diameter > 100 
μm) dan interkonektivitas pori dari HAp sintetik 
memungkinkan adhesi, proliferasi, dan diferensiasi sel 
osteoprogenitor, serta revaskularisasi, dan selanjutnya 
pertumbuhan tulang baru, ketika ditanamkan in vivo.8 
Pada penelitian ini dilakukan uji in vitro viabilitas dan 
biokompatibilitas hidroksiapatit dari sisik ikan pada sel 
preosteoblas MC3T3-E1 yang telah sering dipergunakan 
untuk mengevaluasi efek suatu biomaterial.12,13Uji 
viabilitas sel dilakukan dengan uji MTT. Reagen MTT 
dapat melewati membran sel serta membran dalam 
mitokondria sel. Sifat kromogenik dari reaksi kimia 
ini memberikan pengukuran berbasis kolorimetri dari 
produksi formazan intraseluler. Telah banyak penelitian 
sebelumnya yang menggunakan uji MTT ini. Ghasemi 
et al dan Panda et al juga menyatakan bahwa aktivitas 
metabolisme sel dilihat dari nilai densitas optik (optical 
dentsity/OD). Oleh karena itu viabilitas sel diuji dengan 
menggunakan rumus yang membandingkan nilai 
OD kelompok perlakukan dibandingkan kelompok 
kontrol.14,15 Hasil uji viabilitas pada penelitian ini 
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan antara 
sel yang diberi perlakuan hidroksiapatit dibandingkan 
dengan sel kontrol tanpa perlakuan setelah diinkubasi 
selama 72 jam, meskipun konsentrasinya bervariasi. Hal 
ini menunjukkan bahwa hidroksiapatit sisik ikan tidak 
toksik dengan nilai rata-rata sel viabel di atas 90%.16 
Hasil penelitian ini juga sesuai dengan penelitian 
Szymonowicz, et al yang menunjukkan adanya 
peningkatan viabilitas sel atau menunjukkan proliferasi 
sel dibandingkan dengan kontrol yang terlihat dari 
warna kristal formazan yang terbentuk.17

Uji biokompatibilitas bahan dilihat dengan flowsitometri 
melalui nilai apoptosis sel. Hasilnya menunjukkan 
bahwa sel dengan penambahan hidroksiapatit memiliki 

nilai apoptosis yang lebih tinggi dibandingkan sel 
kontrol dengan nilai apoptosisnya di bawah 8%. Hasil 
penelitian Postnikof et al juga menunjukkan bahwa 
adanya apoptosis merupakan bentuk kematian sel 
yang terprogram dan berfungsi antara lain sebagai 
mekanisme pertahanan dalam membuang sel yang 
rusak. Apoptosis adalah jalur kematian sel yang sangat 
teratur dan terprogram, yang sebagian dimediasi 
oleh aksi caspases.16 Aplikasi hidroksiapatit dapat 
menyebabkan kerusakan membran sel dan peningkatan 
permeabilitas membran. Penyerapan kristal kalsium 
fosfat dapat menginduksi peningkatan Ca intraseluler, 
mempromosikan produksi ROS melalui aktivasi 
oksidase NADPH dan menghasilkan apoptosis sel. 
Penelitian Liu, et al tahun 2021 menyebutkan bahwa 
kristal nano hidroksiapatit dapat menginduksi produksi 
ROS dan kemudian mengaktifkan jalur pensinyalan 
JNK, yang menginduksi tidak hanya diferensiasi 
osteogenik, namun juga dapat menginduksi apoptosis 
sel. Proses ini memainkan peran penting dalam 
perkembangan kalsifikasi vaskular.18

KESIMPULAN

Evaluasi biokompatibilitas nanopartikel merupakan 
kriteria penting untuk menentukan kegunaannya untuk 
keperluan biomedis dan lingkungan. Hasil penelitian 
ini menunjukkan bahwa hidroksiapatit dari sisik ikan 
bersifat biokompatibel dan non toksik sehingga dapat 
dikembangkan menjadi bahan regenerasi tulang.

Penulis mengucapkan terima kasih kepada FKG 
Universitas Brawijaya, Laboratorium LSIH Universitas 
Brawijaya dan PAIR Batan.
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