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ABSTRAK 
 
 
Osteoporosis adalah penyakit yang dicirikan oleh jisim tulang yang rendah, kemerosoton 
tisu tulang dan gangguan struktur mikro tulang yang menyebabkan kekuatan tulang 
terjejas dan peningkatan risiko patah tulang. Kajian penyelidikan yang lepas mendapati 
bahawa vitamin E yang terkandung di dalam kelapa sawit berpotensi untuk membantu 
pembentukan tulang. Oleh itu, kajian ini direka bagi mengenalpasti kesan 
antiosteoporosis setiap isomer tokotrienol (α-, β-, γ- dan δ-) dan isomer α-tokoferol 
menggunakan sistem tiga dimensi statik pada tulang perancah lembu. Kajian ini terbahagi 
kepada dua peringkat iaitu penyediaan tulang perancah lembu dan pengenalpastian 
isomer vitamin E yang berpotensi dalam pembentukan semula tulang. Pada peringkat 
pertama tulang bahagian trabekular kepala femur lembu melalui proses nyahkalsium dan 
dipotong dalam ukuran 10 mm x 10 mm x 5 mm untuk dijadikan sebagai perancah tulang 
lembu. Sel osteoblas fetus manusia hfOB 1.19 telah dirawat dengan kepekatan isomer 
vitamin E yang berbeza (1-1000 nM) dan dianalisis menggunakan asai sel viabiliti. Sel 
osteoblas yang dirawat dengan γ-tokotrienol dan δ-tokotrienol pada kepekatan 100 nM 
meningkatkan proliferasi sel berbanding kumpulan kawalan (p<0.05). Sel osteoblas 
kemudian dibiakkan pada perancah tulang lembu dan dirawat dengan setiap individu 
isomer tokotrienol pada kepekatan 100 nM selama 21 hari di bawah keadaan piawai 
kultur (37°C, 95% kelembapan dan 5% kepekatan CO2). Imbasan mikroskopi elektron 
menunjukkan pelekatan sel osteoblas pada tulang perancah. Pada kajian peringkat kedua, 
analisis biokimia serta histomorfometri dibuat. Aktiviti fosfatase alkali (ALP) telah 
meningkat dari hari ke 7 sehingga hari ke-15 selepas rawatan vitamin E isomer 
tokotrienol dan tokoferol (p<0.05). Aktiviti ALP pada perancah yang dirawat dengan ᵞ-
tokotrienol meningkat lebih tinggi berbanding isomer lain pada setiap masa (p<0.05). 
Aras osteokalsin meningkat bermula pada hari ke-7 pada rawatan isomer tokotrienol dan 
α-tokoferol. Kesemua kumpulan rawatan menunjukkan peningkatan yang signifikan 
berbanding kumpulan kawalan kecuali pada hari ke-21 (p<0.05). Keputusan 
histomorfometri mendapati bahawa γ- dan δ- tokotrienol menunjukkan peningkatan 
pemulihan paling tinggi berbanding rawatan lain (p<0.05). Imbasan tomografi 
berkomputer menunjukkan isomer γ-tokotrienol meningkatkan perimeter tulang, isipadu 
trabekular, ketebalan trebekular serta jumlah trabekular dengan signifikan (p<0.05). 
Kesimpulanya, γ- dan δ-tokotrienol adalah isomer vitamin E yang paling berkesan untuk 
memperbaiki tulang yang telah dinyahkalsium. Kedua-dua isomer tokotrienol ini 
berpotensi digunakan sebagai rawatan antiosteoporosis.  
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IDENTIFICATION OF THE ACTIVE ISOMERS OF VITAMIN E USING 

OSTEOBLAST CELL hFOB 1.19 ON BOVINE BONE SCAFFOLD 

 

 

ABSTRACT  

 

 

Osteoporosis is a disease characterized by low bone mass, deterioration of bone tissue 
and disruption of the microarchitecture, which can lead to compromised bone strength 
and increased risk of fractures. Previous research has found that vitamin E contained in 
palm oil has the potential to aid bone formation. Therefore, this study was designed to 
identify the antiosteoporotic effects of each of the tocotrienols (α-, β-, γ-, and δ-) and α-
tocopherol isomers using a static three-dimensional system using bovine bone as the 
scaffold. This study was divided into two stages: preparation of bovine bone scaffold and 
identification of vitamin E isomers that have the potential to improve bone formation. In 
the first stage, the trabecular part of the bovine femoral head was decalcified and cut into 
10 mm x 10 mm x 5mm and used as the bovine bone scaffold. hFOB 1.19 human fetal 
osteoblast cells then were treated with different concentrations of vitamin E isomers (1-
1000 nM) and analyzed using cell viability assays. Osteoblast cells treated with γ-
tocotrienol and δ-tocotrienol at 100 nM increased the cell proliferation compared to the 
control group (p <0.05). Osteoblast cells were cultured onto the bovine bone scaffold and 
treated with each individual tocotrienol isomer at 100 nM for 21 days under standard 
culture conditions (370C, 95% humidity and 5% CO2 concentration). Scanning electron 
microscopic showed adhesion of osteoblast cell into the bone scaffold. In the second 
phase study, biochemical and histomorphometric analysis were performed. The ALP 
activity increased from day 7 to day 15 after treatment with the tocotrienol isomers and α-
tocopherol. The ALP activity was higher in the scaffold treated with γ-tocotrienol than 
other isomers at all-time points. Osteocalcein level began to increase on day 7 of the 
treatment with the tocotrienol isomers and alpha tocopherol. All treatment groups showed 
significant increase compared to control group except on day 21 (p<0.05). The 
histomorphometric results of γ- and δ- tocotrienols showed the highest improvement 
compared to the other treatments (p <0.05). Micro CT scanning showed that gamma 
tocotrienol significantly increased the bone perimeter, trabecular volume, trabecular 
thickness and trabecular number. In conclusion, γ-and δ-tocotrienol were the most 
effective vitamin E isomers for repairing decalcified bone. Both of these tocotrienol 
isomers are potentially useful as antiosteoporosis treatments. 
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BAB I  

 

 

 

PENGENALAN  

 

 

 

1.1 PENGENALAN 

 

Osteoporosis adalah satu keadaan di mana berlaku penurunan ketumpatan tulang yang 

menyebabkan kerapuhan tulang. Osteoporosis adalah penyakit yang biasanya dihidapi 

oleh warga tua. Masalah osteoporosis dan keretakan tulang sering menimpa wanita 

terutamanya warga tua. Kecederaan boleh berlaku apabila warga tua tergelincir atau 

terjatuh daripada kerusi dan sebagainya. Osteoporosis sering dikenali sebagai penyakit 

senyap kerana pada peringkat awal kehilangan tulang berlaku tanpa menunjukkan gejala. 

Pesakit mungkin tidak menyedari mereka mengalami masalah osteoporosis sehinggalah 

tulang mereka menjadi sangat lemah di mana mudah patah atau sakit belakang yang 

teruk.  

 

 Tulang yang sihat memerlukan pembentukan semula berterusan untuk 

memelihara kepadatan tulang. Proses pembentukan semula tulang merupakan proses 

dinamik yang melibatkan kesimbangan dalam proses pembentukan tulang dan resorpsi 

tulang yang mana akan berlaku secara berterusan. Pada peringkat kanak-kanak, proses 

pembentukan tulang berjaya mendominasi proses keseimbangan tulang seiring dengan 

proses tumbesaran. Namun begitu setelah meningkat usia, proses pembentukan tulang 

akan mengalami kemerosoton. Kajian terdahulu membuktikan bahawa kekurangan paras 

estrogen merupakan permulaan awal episod menopaus yang akhirnya boleh 

menyebabkan penurunan jisim tulang dalam kalangan wanita (Warren et al. 2015).  
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Vitamin E adalah vitamin larut lemak dengan kebolehan untuk memutuskan 

rantaian radikal bebas. Vitamin E secara semulajadinya mempunyai lapan isomer yang 

berbeza dan dibahagikan kepada tokoferol dan tokotrienol. Isomer tersebut dibahagikan 

kepada alfa- (α-), beta- β-, delta- (δ-) tokoferol serta alfa- (α-), beta- β-, delta- (δ-) 

tokotrienol. Tokotrienol mempunyai kebolehan antioksidan yang lebih baik berbanding 

tokoferol (Serbinova et al. 1991). Vitamin E dipercayai boleh melindungi tulang kerana 

ciri antioksidanya yang meneutralkan radikal bebas dan memusnahkan peroksidasi lipid 

dan seterusnya menghalang pembentukan tekanan oksidatif. Vitamin E boleh ditemui 

dalam sumber semulajadi termasuk barli, gandum, dedak padi dan minyak kelapa sawit 

(Aggarwal et al 2010). Minyak kelapa sawit merupakan sumber utama tokotrienol dan 

mempunyai sejarah yang panjang serta penggunaan yang selamat kepada manusia (Sen  

et al. 2010)   

 

Kajian yang dibuat oleh Shuid dan rakan-rakan menunjukkan bahawa rawatan γ-

tokotrienol daripada sumber kelapa sawit meningkatkan struktur tulang, serta parameter 

selular dan dinamik pada tikus jantan yang normal (Shuid et al. 2010).  γ-tokotrienol juga 

menunjukkan kekuatan tulang yang lebih baik berbanding tikus yang dirawat dengan α-

tokoferol (Shuid et al. 2010).  Tokotrienol mampu menghalang kerosakan mikrostruktur 

skeletal, meningkatkan kekuatan dan ketumpatan mineral serta kandungan kalsium (Chin 

et al.  2017). Kajian in vitro yang di buat oleh Xu menunjukkan bahawa rawatan γ-

tokotrienol pada kepekatan 2-8 µmol/L boleh membantu proliferasi, pembezaan dan 

mineralisasi tulang oleh sel selanjar pra-osteoblas, MC3T3- E1 (Xu et al. 2018)  

 

Perancah adalah matriks sementara untuk pertumbuhan tulang dan menyediakan 

persekitaran dan seni bina khusus untuk pembangunan tisu. Perancah tulang bertindak 

sebagai templat bagi meniru fungsi matriks ekstraselular tulang. Secara asasnya tulang 

perancah yang dihasilkan perlulah menyokong pertumbuhan dan pembezaan selular. Bagi 

menghasilkan perancah tulang yang ideal, tulang perlulah mempunyai keporosan yang 

tinggi bagi membenarkan penyebaran dan pengangkutan nutrien, gas serta bahan buangan 

lain (LeGeroz et al. 1995). Hasil kajian lepas membuktikan bahawa saiz porositi yang 

sesuai adalah dianggaran saiz 200 - 400 micron (Leong et al. 2003; Boyan et al. 1996). 

Dalam satu kajian yang lain mencadangkan saiz keporosan perancah adalah sehingga 500 

micron (Yoshikawa et al. 1996). 
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1.2 JUSTIFIKASI KAJIAN 

 

Statistik WHO menunjukkan bahawa minimum umur menopaus secara semulajadinya 

adalah pada usia 51 tahun di negara maju manakala bagi negara dalam golongan miskin 

yang bukan industri adalah pada usia 48 tahun (Sapre & Thakur 2014). Dengan 

peningkatan kadar penuaan dalam kalangan penduduk dunia, osteoporosis menjadi 

masalah kesihatan awam yang penting. Isu osteoporosis akan menjadi beban ekonomi 

yang besar terhadap sumber perkhidmatan kesihatan awam.  Menurut kajian yang dibuat 

oleh Strom pada tahun 2011, osteoporosis telah menjejaskan satu per tiga wanita setelah 

menopaus, dan satu per lima lelaki yang berumur 50 tahun, bersamaan dengan 200 juta 

wanita dan lelaki di dunia (Strom et al. 2011).  

 

 Pada masa kini, rawatan yang digunakan untuk merawat osteoporosis banyak 

memberi tumpuan bagi menghalang resorpsi berlebihan sama ada menurunkan bilang sel 

osteoklas atau merencatkan aktiviti sel osteoklas. Teriparatida, agen anabolik merupakan 

satu-satunya rawatan yang dibenarkan dan digunakan bagi membantu pembentukan 

tulang yang baru (Lindsay et al. 2016). Namun begitu penggunaan rawatan tersebut 

memberi kesan sampingan seperti kerengsaan serta gangguan pada saluran pencernaan 

yang menghadkan penggunaan rawatan ini (Abdel-Naim et al. 2018). Sehubungan itu, 

rawatan daripada sumber semulajadi menjadi perhatian para penyelidik sebagai sumber 

dalam memberi rawatan kepada masalah osteoporosis bagi mengatasi kesan sampingan 

terapi konvensional (Tatatabaei-Malaxy et al. 2015). Penemuan oleh Thu dan rakan-rakan 

menunujukkan rawatan Eurycoma longifolia atau tongkat ali membantu proliferasi sel 

serta mengalakkan perkembangan sel (Thu et al. 2017).  

 

 Kebelakangan ini, penyelidikan terhadap vitamin E telah mendapat perhatian. 

Kajian pra-klinikal menunjukkan bahawa campuran isomer vitamin E yang mengandungi 

jumlah tokotrienol yang banyak mampu mencegah dan menghalang osteoporosis yang 

disebabkan oleh kekurangan estrogen, kekurangan testosteron, berlebihan glukocorticoid 

atau pendedahan kepada nikotin (Ahmad et al. 2005; Ima-Nirwana et al. 2005; Norazlina 

et al. 2007). Kajian yang dibuat oleh Abukhadir et al., pada 2012 melaporkan vitamin E 

daripada kelapa sawit membantu pembezaan sel osteoblas dan ekspresi gen untuk 

pembentukan semula tulang pada tikus yang yang diaruhkan nikotin. Kajian yang dibuat 
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oleh Wong et al., pada 2018 menunjukkan vitamin E membantu kesihatan tulang dengan 

merendahkan aras leptin dan meningkatkan aktiviti pembentukan semula tulang pada 

tikus Wistar jantan (Wong et al. 2018) 

 

 Pada tahun 2015, United Kingdom telah mencatatkan rekod sebanyak 2.08 juta 

prosedur eksperimen terhadap haiwan untuk tujuan penyelidikan. Di mana 89% prosedur 

telah dibuat ke atas tikus dan mencit. Tikus sering mendapat perhatian dan menjadi 

pilihan kerana melibatkan kos yang agak rendah (Boucci & Ballanti 2013) serta 

kesesuaian tikus untuk dipadankan dengan peralatan invasif seperti tomografi 

berkomputer (Linden et al. 2006). Walau bagaimanpun, penggunaan haiwan tidak dapat 

mewakili fisiologi dan anatomi manusia yang tepat. Ia tidak mampu memberikan 

terjemahan yang sebenar bagi ujian di peringkat pra-klinikal dan klinikal (Benam et al. 

2015; Mcgonigle & Ruggeri 2013). Tambahan lagi, penggunaan haiwan untuk 

eksperimen menimbulkan tentangan daripada organisasi-organisasi pencinta haiwan. 

Oleh kerana kekangan ini dalam kajian in vivo, maka kajian secara in vitro giat 

dilakukan. Beberapa model kajian in vitro telah dibangunkan sama ada secara dua 

dimensi atau tiga dimensi sebagai usaha mengkaji proses pembentukan semula tulang 

menggunakan perancah hidrogel (Jeon et al 2015; Bersini et al 2016) seramik (Sinclair et 

al 2011) atau pun komposit (Rao et al 2014; Heinemann et al 2013). Justeru itu, terdapat 

keperluan dalam membangunkan model yang boleh meniru keadaan mikro sekitaran 

tulang bagi mengkaji proses pembentukan semula tulang. Model sebegini perlu untuk 

membangunkan bahan-bahan baru untuk rawatan osteoporosis. Dalam kajian ini perancah 

tulang dijadikan templat bagi meniru keadaan sebenar perkembangan mikro sekitaran 

tulang secara tabung uji. Kajian terdahulu yang dibuat oleh kumpulan penyelidikan Li 

membangunkan perancah tulang daripada tulang lembu sebagai platform untuk 

penyampaian protein yang berkesan bagi menguji kesan biokompatiliti perancah (Li et al. 

2015).   
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1.3  OBJEKTIF UMUM 

 

Kajian ini bertujuan untuk menentukan kesan isomer α-, β-, γ-, δ-tokotrienol serta α- 

tokoferol ke atas fungsi pembentukan tulang dengan menggunakan perancah tulang 

lembu. 

 

1.4 OBJEKTIF SPESIFIK 

 

a. Untuk mereka bentuk tulang lembu sebagai perancah untuk mengkaji kesan 

isomer vitamin E ke atas sel osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19. 

 

b. Untuk mengenalpasti pertumbuhan dan perkembangan sel osteoblas fetus manusia  

hFOB 1.19 yang dikultur pada perancah tulang lembu. 

 

c. Untuk mengenalpasti kesan anabolik isomer tokotrienol dalam meningkatkan 

struktur tulang serta kadar pembentukan tulang menggunakan perancah tulang 

lembu. 

 

d. Untuk mengesahkan isomer yang paling berkesan (α-, β-, δ-, γ-tokotrienol atau α-

tokoferol) yang dapat memperbaiki struktur dan mineralisasi tulang menggunakan 

perancah tulang lembu.   

 

1.5 HIPOTESIS KAJIAN  

 

a. Tulang lembu ialah perancah yang sesuai untuk pertumbuhan dan perkembangan 

sel fetus manusia hFOB 1.19.  

 

b. Sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 mampu hidup dan berkembang setelah 

dikultur pada perancah tulang lembu  

 

c. Pengkulturan secara tiga dimensi oleh sel osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19 

pada perancah tulang lembu adalah sesuai untuk melihat kesan anabolik isomer-

isomer vitamin E.  
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d. Isomer-isomer yang paling berkesan adalah γ- dan δ-tokotrienol dalam 

memperbaiki struktur dang mineralisasi perancah tulang lembu.  

 

1.6 KEPENTINGAN KAJIAN 

 

Kajian ini bertujuan untuk membuktikan bahawa isomer vitamin E mempunyai kesan 

anti-osteoporosis dengan meningkatkan dan mempercepatkan pembentukan tulang serta 

memperbaiki struktur mikro tulang. Keputusan yang diperolehi pada akhir kajian 

diharapkan dapat membantu penyelidikan dalam mengenalpasti isomer yang paling 

efektif untuk rawatan osteoporosis. Kajian ini juga bertujuan untuk mereka bentuk model 

perancah yang diperbuat daripada tulang lembu untuk kegunaan kajian pada masa akan 

datang. Dengan adanya model ini, penggunaan haiwan makmal dapat diminimakan. 

Model tiga dimensi ini mempunyai kelebihan berbanding kultur dua dimensi yang mana 

kesan sesuatu bahan yang diuji dapat dilihat terus ke atas tulang, di samping 

membolehkan mikro-manipulasi sistem untuk kajian mekanistik.

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



 
 

 
 

 

 

 

BAB II 

 

 

 

KAJIAN KEPUSTAKAAN 

 

 

 
2.1 TULANG  

 

2.1.1 Anatomi dan Fisiologi Tulang 

 

Tulang merupakan tisu yang paling kuat di dalam badan manusia. Tulang adalah tisu 

penghubung yang memberikan sokong struktur untuk pergerakan rangka, melindungi 

organ dalaman dan menjalankan homeostasis mineral kalsium dan fosfat (Barerre et al. 

2006). Tulang adalah organ terbesar dalam tubuh badan manusia yang memberi struktur 

kepada tubuh badan dengan menyokong ligamen dan memberi perlekatan tendon untuk 

otot skeletal (Bartl et al.2017). Tulang berperanan dalam memberi perlindungan kepada 

banyak organ dalaman badan daripada sebarang kecederaan. Contohnya tulang rusuk 

yang melindungi paru-paru.  

  

 Tulang bertindak sebagai tuas bagi menghasilkan pergerakan pada sendi. Tulang 

akan membantu pergerakan di mana otot skeletal yang berhubung mengalami kontraksi 

dan tulang akan bergerak untuk membuat pergerakan. Tulang merupakan tempat 

pembentukan darah dan hematopoiesis (Saravana & Ramasamy. 2017). Sum-sum tulang 

merah merupakan bahagian tengah tulang yang berfungsi menghasilkan sel darah merah 

dan membawa oksigen dan nutrien ke seluruh badan. Dalam proses penuaan, jumlah 

sum-sum tulang berkurangan dan menyebabkan penghasilan sel darah merah juga 

berkurangan. Jadi ini akan memberi kesan kepada daya tahan tubuh terhadap penyakit. 

Tulang menjadi tempat penyimpanan mineral terutamanya kalsium dan fosfat yang 

menyumbang kepada kekuatan tulang (Barerre et al. 2006).  
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 Tulang terdiri daripada pelbagai saiz dan bentuk. Tulang manusia dewasa 

mengandungi sejumlah 206 tulang utama (Martin & Barholomew.2017). Tulang boleh 

diklasifikasikan kepada lima jenis. Tulang pertama adalah tulang rata. Tulang ini boleh 

dijumpai pada bahagian tengkorak. Fungsi tulang rata adalah melindungi organ dalaman. 

Tulang kedua adalah tulang panjang yang berfungsi untuk menanggung beban dan 

mengawal pergerakan. Tulang panjang biasannya terletak di kerangka appendikulur dan 

merangkumi tulang di bahagian pinggul ke bawah seperti tibia dan femur. Tulang pendek 

ditemui di kawasan pergelangan tangan. Tulang pendek berfungsi mengawal pergerakan 

dan mengekalkan kestabilan badan. Tulang tidak teratur adalah tulang yang pelbagai 

bentuk dan struktur (Saravana & Ramasamy 2017). Tulang ini dijumpai di bahagian 

tulang belakang. Tulang tidak teratur berfungsi melindungi organ dalamaan. Tulang tidak 

teratur pada bahagian pelvis membantu untuk melindungi organ pada bahagian kaviti 

pelvis. Tulang sesamoid adalah tulang yang tertanam dalam tendon. Tulang ini bersaiz 

kecil dan bulat berada pada tendon tangan, lutut serta kaki. Tulang sesamoid berfungsi 

melindungi tendon daripada tekanan dan tergelincir. Contoh tulang sesamoid adalah 

patella ataupun tempurung lutut.  

 

 Struktur tulang panjang terbahagi kepada tiga bahagian iaitu i) epifisis, ii) 

metafisis, dan iii) diafisis (Saravana & Ramasamy 2017) (Rajah 2.1). Kawasan berongga 

diafisis dikenali sebagai kaviti medula dipenuhi dengan sum-sum kuning. Dinding 

diafisis terdiri daripada tulang kortikal yang padat dan keras. Bahagian yang lebih luas 

pada setiap hujung tulang dikenali sebagai epifisis. Tulang trabekular serta sum-sum 

merah akan memenuhi kawasan tersebut (Rajah 2.1). Pada kawasan kaviti medula 

terdapat lapisan membran yang dikenali sebagai endosteum. Di dalam endosteum 

berlakunya pertumbuhan dan pembentukan semula tulang. Permukaan luar tulang 

diselaputi dengan membran berserat yang disebut sebagai periosteum. Periosteum 

mengandungi saluran darah, saraf dan saluran limfa yang menyuburkan tulang padat. 

Epifisis akan ditutup dengan tulang rawan artikular bagi mengurangkan geseran dan 

bertindak menyerap hentaman (Zimmeemann et al. 2016). 
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Rajah 2.1      Anatomi tulang panjang 

                      Sumber: Ubahsuai daripada Martin & Barholomew 
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2.1.2 Struktur Tulang 

 

Secara mikroskopik, tulang terbahagi kepada dua iaitu tulang kortikal serta trabekular 

 

a. Tulang Kortikal  

 

Tulang kortikal adalah bahagian tulang keras yang memberi perlindungan kuat serta 

menutupi rongga sum-sum (Rajah 2.2). Tulang kortikal menyumbang hampir 80% berat 

individu dewasa. Tulang kortikal lebih padat serta padu dan berfungsi dalam memberi 

sokongan keseluruhan anggota badan. Tulang kortikal berfungsi melindungi organ dan 

mengawal pergerakan dan menjadi tempat simpanan kalsium. Saluran vaskular 

menempati 30% kawasan tulang kortikal. Nisbah permukaan dan isipadu tulang kortikal 

adalah lebih rendah daripada tulang trabekular. Seiring dengan peningkatan usia atau 

penyakit, tulang kortikal akan menjadi lebih berliang (poros) dan menyebabkan 

kehilangan kekuatan (Zimmeemann et al. 2016). 

 

 
Rajah 2.2 Struktur tulang kortikal  

                                 Sumber: Ubahsuai daripada Zimmeemann et al. 2016 
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b. Tulang Trabekular 

 

Tulang trabekular juga dikenali sebagai tulang kanselus. Tulang trabekular adalah tulang 

yang berpori dan kelihatan seperti sarang lebah (Rajah 2.3).  Tulang trabekular berfungsi 

sebagai penahan dalam mengurangkan risiko kepatahan tulang (Tortoro & Derrickson 

2009). Pada tulang trabekular terdapat sel osteoblas, sel osteosit, sel osteoklas, osteoid, 

sum-sum tulang, rawan, mineral tidak organik, membran, saraf serta salur darah. Tulang 

trabekular boleh didapati pada hujung tulang panjang berhampiran dengan sendi. Tulang 

trabekular mempunyai permukaan yang lebih besar dan mengandungi lebih banyak 

saluran darah. Di dalam tulang trabekular juga mengandungi sum-sum tulang bagi proses 

hematopoiesis berlaku.  Tulang trabekular mempunyai kandungan kalsium yang lebih 

rendah dan kandungan air yang lebih tinggi berbanding tulang kortikal (Zimmeemann et 

al. 2016).  

 

 
Rajah 2.3  Struktur tulang trabekular 

                                    Sumber: Ubahsuai Bart et al.2017 

 

 

 

 

 

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



12 
 

 

2.1.3 Komponen Selular Tulang 

 

Tulang mengandungi tiga jenis sel di mana dikategorikan kepada sel osteoblas, sel 

osteosit dan sel osteoklas. Keseimbangan hemeostasis tulang osteoblas, osteosit serta 

osteoklas berlaku sewaktu pembentukan tulang (Rodan 1998)  

 

a. Sel Osteoblas 

 

Sel osteoblas terbentuk daripada sel stem mesenkima (MSCs) dan berbentuk kuboidal 

yang berfungsi untuk pembentukan matriks ekstraselular serta mineralisasi tulang. Sel 

osteoblas matang merembeskan protein tertentu yang membentuk struktur matrik tulang 

seperti kolagen jenis 1 (20%), osteokalsin dan osteonektin (40-50%), osteopontin, 

sialoprotein dan fibronektin (Manolagas 2000). Sel pra-osteoblas akan membeza dan 

melalui tiga peringkat di mana setiap peringkat akan dicirikan dengan penanda biokima 

yang spesifik. Pada peringkat pertama, sel pra-osteoblas akan aktif berproliferasi dan 

merembeskan fibronektin, kolagen dan osteopontin. Seterusnya pada peringkat kedua, sel 

pra-osteoblas akan berhenti berproliferasi dan mula membeza. Pada peringkat ini sel pra-

osteoblas dengan aktifnya merembeskan enzim fosfatase alkali serta kolagen Jenis I.  

Pada peringkat ketiga, proses pemineralan matriks akan berlaku dengan diaktifkan oleh 

osteokalsin bagi menggalakkan pemendakan mineral di permukaan tulang.  Sel osteoblas 

matang yang aktif mensintesis tulang matriks berbentuk kuboid dan mempunyai nukleus, 

struktur golgi dan retikulum endoplasmik yang besar. Sel osteoblas yang terperangkap di 

dalam tulang akan membeza menjadi sel osteosit. Sel osteoblas yang terperangkap di 

dalam matrik tulang akan menjadi sel lapisan tulang atau mengalami apoptosis 

(Niedźwiedzki & Filipowska 2015). 

 

b. Sel Osteosit 

 

Bentuk sel osteosit seakan bintang dengan saiz yang lebih kecil berbanding sel osteoblas. 

Sel osteosit merupakan sel yang paling banyak terdapat di dalam tisu tulang di mana 

merangkumi 95% populasi sel dan bergantung kepada usia serta saiz tulang 

(Niedźwiedzki & Filipowska 2015). Sel osteosit yang matang berada di dalam jaringan 

lakuna-kanalikuli tulang. Sel osteosit merupakan perantara yang memudahkan 

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



13 
 

 

pengangkutan nutrien, oksigen serta molekul pengisyarat yang lain seperti prostaglandin 

dan nitrik oksida. Apabila sel osteosit terperangkap di dalam matriks tulang, ekspresi 

penanda biokimia osteoblas seperti osteokalsin, kolagen jenis 1 dan alkalin fosfatase akan 

menurun. Apabila sel osteosit mengalami apoptosis, ini menunjukkan pengisyaratan 

untuk sel osteoklas memulakan proses resorpsi (Rutkovskiy et al. 2016).    

 

c. Sel Osteoklas 

 

Sel osteoklas berasal daripada sel hematopoietik dan berfungsi untuk penyerapan semula 

(resorpsi) tulang. Sel osteoklas adalah sel multinukleus dan merupakan prekursor kepada 

makrofaj. Sewaktu proses resorpsi tulang, sel osteoklas akan melekat dan terikat dengan 

kuat pada matriks di permukaan tulang dengan menggunakan podosom-aktin. Pada zon 

tersebut, sel osteoklas akan membentuk membran ropol untuk meningkatkan luas 

permukaan membran sel untuk merembeskan asid hialuronik dan enzim proteolitik 

katepsin K ke permukaan tulang (Kim et al.2020).  

 

Setelah itu, kedua-dua rembesan ini akan melarutkan mineral dan 

mendegradasikan tulang matriks bagi menghasilkan pembentukan pit. Setelah itu, sel 

osteoklas akan menghasilkan asid fosfatase rintang tartrat (TRAP).  TRAP merupakan 

penanda biokimia bagi sel osteoklas yang matang. Kadar pembentukan tulang adalah 

berhubung rapat dengan kadar resorpsi tulang. Hal ini kerana kerana sel osteoklas 

berperanan dalam mengatur jisim tulang (Martim & Sims 2005). Strategi aturan sel 

osteoblas dan sel osteoklas diringkaskan seperti gambar rajah 2.4.  UN
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Rajah 2.4  Strategi aturan sel osteoblas dan sel osteoklas  

                   Sumber: Ubahsuai daripada Kim et al. 2020  

 

2.1.4 Pemodelan Tulang  

 

Pemodelan tulang didefinisikan sebagai proses pembentukan tulang oleh sel osteoblas 

atau resorpsi tulang oleh sel osteoklas pada permukaan tertentu (Allen & Burr 2014). 

Fungsi utama pemodelan tulang adalah meningkatkan jisim tulang dan mengekalkan atau 

mengubah bentuk tulang. Pemodelan tulang berlaku sewaktu kelahiran sehinggalah 

meningkat dewasa. Kadar pembentukan tulang atau kadar resorpsi tidak semestinya 

berkadaran tetapi dikoordinasi untuk memelihara keutuhan tulang (Pepa et al. 2016).  
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Aktiviti pemodelan tulang berlaku pada periosteum, endokortikol dan permukaan 

trabekular tulang. Pada peringkat pembentukan tulang, sel osteoblas secara aktifnya akan 

menghasilkan matriks tulang. Proses pembentukan tulang serta resorpsi tulang akan 

berulangan sehinggalah jisim tulang ditambah atau disingkirkan mengikut adaptasi 

ruangan tulang tersebut. Pembentukan tulang bermula dari awal kelahiran sehinggalah 

meningkat dewasa, dan akan bergerak perlahan setelah dewasa (Allen & Burr 2014).  

 

2.1.5 Pemodelan Semula Tulang  

 

Proses pembentukan semula biasanya berlaku untuk membaiki kepatahan mikro pada 

tulang bagi memastikan pemulihan tulang yang optimum. Pemodelan semula tulang 

biasanya berlaku pada peringkat dewasa bagi mengekalkan jisim tulang. Pemodelan 

semula tulang penting bagi mengekalkan kekuatan dan memelihara hemeostasis mineral 

tulang (Pepa et al. 2016).  

 

 Pemodelan semula tulang melibatkan dua aktiviti, iaitu proses resopsi tulang oleh 

sel osteoklas diikuti oleh aktiviti pembentukan tulang oleh sel osteoblas pada permukaan 

tulang yang sama. Proses pembentukan semula tulang berlaku pada permukaan tulang di 

kawasan periosteum, endokortikol, trebekular dan intrakortikol (Allen & Burr 2014). 

Namun begitu proses pemodelan semula meningkat terutamanya pada golongan wanita 

perimenopaus dan permulaan menopaus. Proses pemodelan semula tulang melibatkan 

empat fasa (Rajah 2.5) iaitu fasa pengaktifan, resorpsi, pembalikan serta pembentukan 

tulang (Borciani et al. 2020) 
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Rajah 2.5  Proses pemodelan semula tulang  

                         Sumber: Ubahsuai daripada Borciani et al. 2020 

 

a. Fasa Pengaktifan  

 

Tahap pertama pembentukan tulang melibatkan pengesanan isyarat pengaktifan 

pembentukan tulang. Pengaktifan adalah proses berterusan yang berlaku di kawasan 

tulang di mana isyarat ini terhasil akibat daripada regangan mekanikal pada tulang yang 

mengakibatkan kerosakan struktur atau kesan tindak balas hormon seperti estrogen dan 

PTH ke atas sel-sel tulang sebagai tindak balas kepada perubahan sistematik hemeostasis 

(Delaisse 2014).  

 

b. Fasa Resorpsi 

 

Setelah sel-sel osteoblas matang hadir, sel lapisan tulang akan mendedahkan matriks 

mineral kepada sel osteoklas. Sel osteoklas secara aktifnya akan melarutkan mineral 

matriks dan osteoid matriks. Terdapat dua langkah yang terlibat; pertama pengasidan 

matrik tulang bagi melarutkan komponen bukan organik dan pembebasan enzim lisosom 

seperti Katepsin K dan MMP9. Kedua-dua enzim ini bertugas untuk degradasi komponen 

organik tulang (Nadia 2008). Setelah fasa resorpsi tamat, sel osteoklas mengalami 
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apoptosis dan tiada penyerapan berlebihan akan berlaku. Tempoh masa proses resorpsi 

berlangsung selama 2-4 minggu (Kenkre1 & Bassett 2018). 

 

c. Fasa Pembalikan 

 

Pada fasa pembalikan, resorpsi tulang beralih kepada proses pembentukan tulang. 

Apabila proses resorpsi dan osteoklas selesai menyerap semula tulang, serpihan kolagen 

yang tersisa di permukaan mesti dikeluarkan. Sekiranya serpihan ini tidak dikeluarkan 

maka pembentukan tulang baru oleh osteoblas tidak akan berterusan (Delaisse 2014).   

 

d. Fasa Pembentukan Tulang  

 

Setelah fasa resorpsi selesai, sel osteoklas yang ditanggalkan daripada permukaan tulang 

seterusnya digantikan dengan sel pra-osteoblas bagi memulakan proses pembentukan 

tulang. Sel pra-osteoblas akan mengeksperesikan protein morfogenetik tulang (BMP) 

yang bertanggungjawab secara aktif dalam pembezaan tulang. Sel osteoblas yang telah 

matang akan mensintesis osteoid dan memenuhi ruang kaviti resorpsi. Proses mineralisasi 

osteoid akan berlaku dalam dua fasa. Pada fasa pertama iaitu fasa primer ion kalsium 

akan bergabung dengan ion fosfat dan mineral hidroksiapatit. Fasa in akan berpanjangan 

dalam tempoh 2-3 minggu (Delaisse 2014).   

 

Sebahagian besar sel osteoblas (90%) yang telah matang akan mengalami 

apoptosis dan akan digantikan dengan penghasilan sel osteoblas yang baru. Sebahagian 

kecil osteoblas yang lain akan berada di matrik osteoid dan akhirnya menjadi osteosit. 

(Allen & Burr 2014). Osteosit memainkan peranan penting dalam memberi isyarat bagi 

berakhirnya proses pembentukan semula. Sel-sel osteosit akan terus berhubung dalam 

matrik tulang bagi mengekalkan keupayaan dalam menghasilkan matrik tulang. Setelah 

kitaran ini selesai, jumlah tulang yang terhasil adalah sama dengan kadar tulang 

mengalami resorpsi. Pada waktu tertentu, sebahagian besar permukaan tulang akan 

dilitupi dengan sel lapisan tulang (bone lining cells) dan akan berada dalam keadaan fasa 

rehat (Kenkre1 & Bassett 2018). 
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2.1.6 Tempoh Kitaran Pembentukan Semula Tulang  

 

Dalam kitaran normal, proses pembentukan semula tulang yang lengkap memerlukan 

masa sekitar 4-6 bulan daripada tempoh masa pengaktifan sehinggalah sel osteoblas 

selesai menghasilkan matriks. Mineralisasi matriks akan berterusan selama berbulan-

bulan. Tempoh kitaran pembentukan semula tidak terbahagi secara sekata bagi peringkat 

resorpsi dan pembentukan. Pada kebiasaannya osteoklas akan menyerap tulang sekitarnya 

dalam tempoh tiga hingga enam minggu. Peringkat pembentukan tulang berlangsung 

dalam tempoh empat bulan sehingga setahun (Kenkre1 & Bassett 2018).   

 

2.2 OSTEOPOROSIS 

 

2.2.1 Osteoporosis dan Prevalens  

 

Osteoporosis ditakrifkan sebagai penyakit sistemik skeletal dengan ciri jisim tulang yang 

rendah, kerosakan pada mikrostruktur tisu tulang dan diikuti dengan peningkatan 

kerapuhan tulang dan seterusnya meningkatkan risiko kepatahan (Qaseem et al. 2017). 

Osteoporosis tidak bergejala dan sering tidak didiagnos sehinggalah pesakit datang ke 

hospital dengan kepatahan pada bahagian pinggul, pelvis atau pergelangan tangan. 

Komplikasi klinikal yang paling teruk daripada osteoporosis adalah kepatahan tulang. 

Insidens osteoporosis meningkat seiring dengan meningkatnya populasi berusia lanjut 

(Kuo & Chen 2017). Diagnosa osteoporosis dibuat berdasarkan nilai skor T yang dikira 

melalui penilaian ketumpatan tulang (BMD) dengan mengguna mesin ‘Dual energy X-ray 

absorptiometry’ (DXA). Berdasarkan kriteria yang dibuat oleh Pertubuhan Kesihatan 

Sedunia (WHO), osteoporosis ditakrifkan sebagai penanda skor T kurang daripada -2.5. 

 

Kepatahan tulang yang disebabkan oleh osteoporosis boleh menyebabkan rasa 

sakit yang berlarutan, kecacatan serta gejala psikologi seperti kemurungan. Kekerapan 

osteoporosis dipengaruhi oleh faktor bangsa dan etnik. Orang Kaukasia dan Asia lebih 

cenderung menghidapi osteoporosis berbanding orang berkulit hitam (Wright et al. 2012). 

Data perbandingan etnik di Malaysia menujukkan 67% pesakit yang mengalami 

kepatahan tulang pinggul adalah etnik Cina diikuti, Melayu dan India (Damodran et al. 

2000). Osteoporosis dihidapi empat kali lebih biasa pada golongan wanita berbanding 
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lelaki namun beberapa kajian menunjukkan lelaki cenderung untuk mendapat lebih 

banyak komplikasi berkaitan osteoporosis (Feidstein et al. 2003) disebabkan kecederaan 

ketika menjalankan aktiviti fizikal (Kiebzak et al. 2002).  

 

Ketumpatan tulang meningkat bermula sejak lahir dan mencapai puncak pada 

kedua-dua jantina pada pertengahan dua puluhan sehingga awal tiga puluhan. Dari usia 

50 tahun, kepadatan tulang lelaki menurun sekitar 0.2% sehingga 0.5% per tahun. 

Kehilangan ketumpatan tulang lelaki bermula secara progresif dan ketara daripada usia 

30 dan berterusan sepanjang hayat. Kenyataan ini disokong lagi melalui hasil kajian Chin 

et al., pada tahun 2013 yang menunjukkan kesihatan tulang lelaki mula menurun sejak 

usia 30 an.  

 

  Laporan pada 2010, menyatakan bahawa di Eropah serta Amerika Syarikat, 

hampir 30% wanita menghidap osteoporosis dan dianggarkan 40% wanita pasca 

menapaus dan 30% lelaki akan mengalami kepatahan tulang sepanjang hayat (Watts et al. 

2010). Manakala kajian yang dibuat oleh Yayasan Osteoporosis Antarabangsa di Eropah 

menganggarkan hampir 200 juta menderita osteoporosis dengan kira-kira 8.9 juta 

mengalami kepatahan tulang disebabkan oleh osteoporosis (Hernlund et al. 2013). 

Kepatahan yang paling kerap berlaku disebabkan osteoporosis adalah tulang belakang, 

tulang pinggul dan pergelangan tangan (Cosman et al. 2014).  Kajian yang dibuat oleh 

Lee dan Khir pada tahun 2007, menunjukkan 1.6 juta daripada 30 juta populasi penduduk 

yang berumur 65 tahun mengalami osteoporosis (Lee & Khir 2007). Kajian oleh pasukan 

Cheung menjangkakan kepatahan tulang pinggul rakyat Malaysia akan mengalami 

peningkatan insiden kepatahan sebanyak 3.55 kali lebih tinggi pada tahun 2050 

berbanding data pada tahun 2018 (Cheung et al. 2018).   

 

Kualiti tulang ditakrifkan dengan sifat tulang yang menyumbang kepada kekuatan 

tulang (Bouxsein 2003). Kekuatan keseluruhan tulang bergantung kepada kepadatan 

tulang dan kualiti tulang. Keupayaan tulang untuk menahan kepatahan bergantung 

kepada beberapa faktor seperti jisim tulang, struktur tulang dan pembentukan semula 

(Jadual 2.1). Jisim tulang puncak dicapai pada usia 18 - 25 tahun dengan sebahagian 

besarnya dipengaruhi oleh faktor genetik. Penentuan jisim puncak juga dipengaruhi 

dengan pemakanan, status endokrin, aktiviti fizikal serta tumbesaran seseorang.  Kualiti 
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tulang melibatkan ketahanan tulang daripada kepatahan dimana melibatkan struktur 

mikro tulang, kerosakan mikroskopik yang terkumpul, kualiti kolagen dan tahap 

mineralisasi. Pembentukan semula tulang tidak akan mengubah bentuk tulang, tetapi 

pembentukan tulang adalah bagi menjamin kesimbangan antara pembentukan tulang baru 

dan resorpsi tulang. Pembentukan tulang berfungsi dalam memperbaharui sel tulang 

khususnya sel osteosit (G. Borciani et al. 2020).  

 
Jadual 2.1 Faktor Kekuatan Tulang 

 
Jisim Tulang 

Kualiti Tulang  

 Struktur tulang 

 Kerosakan mikro 

 Mineralisas 

 Ciri kolagen  

Pembentukan semula Tulang  

 
Sumber: Ubahsuai daripada Pouresmaeili et al. 2018 

 

2.2.2 Faktor risiko Osteoporosis 

 

Terdapat beberapa faktor risiko yang menyebabkan osteoporosis. Faktor tersebut 

disenaraikan seperti dalam Jadual 2.2. dan Jadual 2.3.    

 

Jadual 2.2  Faktor Risiko Utama Osteoporosis 
 

FAKTOR RISIKO UTAMA  

Faktor Risiko Utama Boleh Ubah  Kekurangaan penyerapan nutrisi 

 Kekurangan aktiviti fizikal 

 Kehilangan berat badan 

 Merokok 

 Pengambilan alkohol 

Faktor Risiko Utama Tidak Boleh Ubah Sejarah kepatahan tulang 

 Pertambahan usia 

 Kekurangan hormone seks 

 
Sumber: Ubahsuai daripada Pouresmaeili et al. 2018 
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Jadual 2.3  Faktor Risiko Sekunder Osteoporosis 
 

FAKTOR RISIKO SEKUNDER 

Faktor Risiko Sekunder Pengambilan ubatan dalam tempoh yang panjang (contoh, 

ubat kortikosteroid) 

Hipogonadisme 

Hipertiroidisme 

Penyakit Hati Kronik 

Inflamasi (Rheumoid Arthritis) 

Kekurangan Vitamin D 

Penyakit Kardiovaskular 

Masalah Ginjal (Sejarah Batu Pada Ginjal) 

Diabetis Mellitus 

Dementia  

 
Sumber: Ubahsuai daripada Pouresmaeili et al. 2018 

 

2.2.3 Rawatan Osteoporosis: Terapi Bukan Farmakologi  

 

Terapi bukan farmakologi melibatkan suplementasi kalsium dan vitamin D serta 

senaman. 

 

a. Suplementasi Kalsium serta Vitamin D 

 

Vitamin D merupakan komponen penting dalam membantu penyerapan kalsium dan 

kesihatan tulang. Sehubungan itu, suplementasi vitamin D serta kalsium di dalam diet 

harian membantu mencegah osteoporosis. Pengambilan vitamin D boleh diperolehi 

daripada sumber makanan seperti daging, minyak ikan serta tuna. Pakar daripada Institut 

Perubatan Amerika Syarikat mencadangkan pengambilan vitamin D sebanyak 600 IU 

sehari untuk warga emas berusia 51 -70 tahun dan 800 IU sehari untuk warga tua berusia 

melebihi 70 tahun (Taylor et al. 2011).   Cadangan yang sama juga dibuat bagi 

pengambilan diet mengandungi kalsium. Pihak Institut Perubatan Amerika Syarikat 

mencadangkan pengambilan kasium adalah sebanyak 100 mg bagi lelaki berusian 50-70 

tahun dan 1200 mg bagi wanita berusia 51 tahun ke atas (Taylor et al. 2011). 
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b. Senaman 

 

Beberapa kajian lepas secara konsistennya melaporkan bahawa kesan senaman 

membantu memelihara jisim mineral pada tulang belakang dan tulang paha   warga tua 

(Guadalupe et al. 2009; Morseth et al. 2011; Langsetmo et al. 2012). Senaman dan latihan 

aerobik dengan menggunakan platform bergetar dapat memberi kesan dalam 

meningkatkan kepadatan mineral tulang. Bukti ini di anggap releven bukan sahaja bagi 

meningkatkan kepadatan tulang kepada wanita pascamenopausal tetapi bagi mengatasi 

risiko kepatahan tulang (Benedetti et al. 2018).  

 

2.2.4 Rawatan Osteoporosis: Terapi Farmakologi 

 

Terapi farmakologi terdiri daripada terapi penggantian estrogen, modulator reseptor 

estrogen selektif (SERM) dan agen anabolik. Kebanyakan rawatan osteoporosis memberi 

fokus dalam menghalang penyerapan semula tulang atau meransang pembentukan tulang 

(Augustine et al. 2013; Reginster et al. 2013).  

 

a. Terapi Penggantian Estrogen (ERT) 

 

Rawatan terapi penggantian estrogen (ERT) kepada wanita pascamenopaus menunjukan 

rawatan ini telah memberi kesan anti resorpsi di mana mencegah kelesapan tulang dan 

juga memberi kesan anabolik dengan meningkatkan pembentukan tulang.  Kajian yang 

dibuat oleh Manson et al. pada tahun 2013 menunjukkan dos sebanyak 0.625 mg/hari 

estrogen konjugat atau 5 mg/hari kombinasi estrogen dan progesteron telah menurunkan 

risiko kepatahan tulang. Bagi tempoh jangka panjang penggunaan rawatan ini 

mendatangkan kesan sampingan seperti kanser payudara, kanser endometrium dan 

penyakit kardiovaskular yang lain seperti serangan strok serta thromboembolisme (Lobo 

2017). 
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b. Modulator Reseptor Estrogen Selektif (SERM) 

 

Modulator Reseptor Estrogen Selektif (SERM) merupakan sebatian spesifik yang 

berupaya mengikat dengan afiniti tinggi sama ada pada estrogen alfa (ERα) atau pun 

estrogen beta (ERβ). SERM bertindak secara agonis atau antagonis estrogen pada tisu-

tisu. Pada peringkat awal rawatan SERM seperti tamoxifen dan raloxifen digunakan 

untuk pencegahan dan rawatan kanser payudara namun begitu rawatan tersebut didapati 

mampu memelihara jisim tulang. Tamoxifen telah diguna lebih 30 tahun untuk rawatan 

tambahan bagi mencegah kanser payudara pada wanita yang berisiko dan memelihara 

jisim tulang. Namun begitu penggunaan tamoxifen dikaitkan dengan peningkatan risiko 

kanser payudara invasif, tromboembolisme dan katarak (Nazarali & Narod 2014).  

 

Raloxifene adalah SERM pertama yang telah diluluskan untk rawatan dan 

pencegahan osteoporosis pada wanita pascamenopaus di Eropah dan kemudian 

diamalkan di beberapa negara lain. Raloxifene digunakan untuk pencegahan osteoporosis 

pascamenopaus kerana terbukti berjaya mengurangkan pelesapan tulang, dan 

meningkatan jisim mineral (Grady D et al. 2004). Raloxifene mempunyai kesan 

merendahkan risiko hiperplasia endometriosis, katarak dan thromboembolisme (Vogel et 

al. 2006). 

 

SERM generasi ketiga iaitu bazedoxifen telah dinilai secara meluas di dalam 

kajian pra-klinikal bagi menyokong penggunaannya sebagai rawatan pencegahan dan 

rawatan osteoporosis pascamenopaus. Hasil kajian klinikal dibuat mendapati rawatan 

Bazedoxifene mengurangkan penggantian tulang, mengekalkan atau meningkatkan jisim 

mineral tulang vertebra berbanding rawatan placebo (Miller et al. 2008).  Bazedoxifene 

didapati lebih selamat dan diterima dengan baik tanpa menimbulkan rangsangan kejadian 

endometrium atau kanser payudara. Data kajian tersebut memberi manfaat klinikal yang 

signifikan kepada wanita pascamenopaus atau berisiko mengalami osteoporosis (Miller et 

al. 2008).  
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c. Agen Anabolik  

 

Agen anabolik mempengaruhi proses yang berkaitan dengan pembentukan tulang. Agen 

anabolik berpotensi memberi kesan positif kepada jisim mineral tulang, saiz tulang serta 

mikrostruktur tulang (Meunier et al. 2004). Perkara ini bagi merangsang proses 

pembentukan tulang yang lebih tinggi berbanding proses resopsi tulang. Contoh agen 

anabolik adalah hormon paratiroid (PTH) atau teriparatide. 

 

PTH akan merencatkan apoptosis sel osteoblas pada tulang trabekular dan 

bahagian periosteum tulang. PTH juga akan meningkatkan proliferasi praosteoblas. Pada 

masa sama PTH akan menurunkan penghasilan sklerostin oleh sel osteosit untuk 

membenarkan pembezaan sel osteoblas dan memanjangkan jangka hayat osteoblas 

sebelum mengalami apoptosis (Jilka et al. 2009). Namun begitu pengambilan hormon 

PTH dalam dos yang tinggi mengakibatkan peningkatan proses resorpsi tulang di mana 

reseptor PTH akan mengikat pada sel osteoblas dan meningkatkan penghasilkan RANKL 

untuk mengaktifkan proses resorpsi tulang (Gallagher & Sai 2010). 

 

d. Agen Anti –Resorpsi Tulang  

 

Bisfosfonat adalah pilihan utama bagi merawat dan mencegah osteoporosis dalam 

kalangan wanita pascamenapaus atau pun pada pesakit osteoporosis akibat glukokorticoid 

(Das & Crockett 2013). Bisfosfonat boleh didapati dalam pebagai formulasi seperti 

alendronate, ibandronate dan risedronate. Bisfosfonat akan diekspresi keluar oleh ginjal. 

Oleh itu, pengambilan bisfosfonat tidak sesuai untuk pesakit yang mempunyai masalah 

ginjal atau pengeluaran kreatinin yang terlampau tinggi (Binosto 2015).  

 

 Bifosfonat mampu menurunkan aktiviti resorpsi tulang dengan meningkatkan 

kadar apoptosis sel osteoklas. Bifosfonat mempunyai afiniti yang tinggi terhadap 

hidroksiapatit dan seterusnya akan mengaruh keadaan apoptosis sel osteoklas. 

Bisfosfonat akan mengikat kuat pada tisu di kawasan aktif pemodelan tulang. Kemudian 

ia boleh mengikat semula pada tisu mineral dan akan kekal di dalam tulang untuk tempoh 

masa 10 tahun (Russell et al. 2008). Selain itu, bisfosfonat juga merencat aktiviti farnesil 

pirofosfat (FFP) pada tapak jalan mevalonat yang mana boleh merencat pembentukan 
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tulang (Caraglia et al. 2006; Maeda & Castro 2014). Kajian yang dibuat pada tahun 2010 

mendapati pengambilan bisfosfonat memberi kesan samping seperti ostenekrosis pada 

bahagian rahang (Filleul et al. 2010). 

 

2.3 VITAMIN E  

 

2.3.1  Vitamin E  

 

Vitamin E adalah vitamin larut lemak yang banyak didapati daripada sumber semulajadi. 

Vitamin E boleh didapati daripada kelapa sawit, barli, oat dan dedak padi. (Aggarval et 

al. 2010).  Vitamin E terdiri daripada dua keluarga sebatian iaitu tokotrienol serta 

tokoferol (Rajah 2.6). Sebatian ini dicirikan dengan cincin 6-kromanol dan rantai sisi 

isoprenoid 15 karbon. Kedua-dua keluarga ini mempunyai empat isomer yang telah 

ditetapkan iaitu alfa (α), beta (β), gama (γ) serta delta (δ) di mana mengikut lokasi 

kumpulan metil yang melekat pada cincin kromanol. Ikatan ganda dua pada rantai karbon 

tokotrienol membezakannya dengan tokoferol (Singh & Hauer-Jensen 2016).  

 

Isomer-isomer pada vitamin E dibezakan berdasarkan lokasi kumpulan metil pada 

cincin kromanol iaitu i) α-tokotrienol adalah 5, 7, 8-trimetil, ii) β-tokotrienol adalah 5,8-

dimetil, iii) γ-tokotrienol adalah 7,8, -dimetil dan iv) δ-tokotrienol adalah monometil 

(rajah 2.6). Kajian membuktikan bahawa vitamin E mempunyai kesan antioksidan yang 

tinggi dan merupakan antioksidan yang larut lipid pada manusia (Nesaretnam et al. 

1995). Hal ini disebabkan oleh kehadiran kumpulan fenolik dalam cincin kromanol yang 

meneutralkan radikal bebas dengan menukarnya menjadi produk yang lebih stabil (Baj et 

al. 2019).  
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Rajah 2.6 Struktur isomer-isomer tokoferol dan tokotrienol 

                                         Sumber: Ubahsuai daripada Singh & Hauer-Jensen 2016 

 

2.3.2 Tokotrienol dan Tokoferol  

 

Minyak kelapa sawit mengandungi kandungan tokotrienol yang tinggi (Atia & Abdullah 

2013; Sen et al. 2010). Vitamin E yang terdapat dalam minyak kelapa sawit terdiri 

daripada 70% tokotrienol serta 30% tokoferol (Sen et al. 2010). Kebanyakan ujian 

klinikal menggunakan tokoferol (Sen et al. 2007). Walau bagaimanapun, kajian juga 

membuktikan bahawa tokotrienol mempunyai kesan yang lebih baik berbanding 

tokoferol. Perkara ini terbukti apabila kajian in vitro menunjukkan tokotrienol berpotensi 

sebagai antioksidan, anti radang, anti barah, anti penuaan, anti trombotik dan anti-

angiogenik yang lebih baik berbanding tokoferol (Miyazawa et al., 2008; Wu et al., 2009; 

Aggarwal et al., 2010).  
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Tokotrienol juga dilaporkan lebih berkesan dalam pencegahan perkembangan 

penyakit berbanding tokoferol (Inokuchi et al. 2003; Mizushina et al 2006; Qureshi et al 

1991). Kajian potensi tokotrienol terhadap kesihatan boleh dilihat melalui pelbagai kajian 

haiwan. Sebagai contoh, kajian sebelum ini membuktikan tokotrienol lebih berkesan 

daripada tokoferol dalam peroksidasi lipid serta oksidasi protein pada mitokondria otak 

tikus serta mikrosom hepar (Budin et al. 2009). Satu kajian terbaru juga dilakukan ke atas 

tikus menunjukkan pengambilan tokotrienol dapat melindungi hepar daripada kerosakan 

oksidatif subkronik fenitrothion (Jayusman et al. 2017). Hasil kajian haiwan yang lain 

juga menunjukkan suplementasi tokotrienol bagi jangka masa panjang secara ketara 

meningkatkan aktiviti enzim antioksidan pada otot rangka dan jantung pada model tikus 

berusia (Karim et al. 2015). Kajian Wong et al (2020) menunjukkan rawatan tokotrienol 

mengurangkan TLR2, MyD88, NF-κB fosforilasi dan peningkatan tahap IL-10 (sitokin 

anti-radang) di hepar tikus yang diberi diet tinggi karbohidrat dan tinggi lemak (Wong et 

al. 2020).  

 

2.3.3 Peranan Tokotrienol Dalam Pembentukan Tulang  

 

Minyak sawit memiliki kandungan tokotrienol yang tertinggi berbanding minyak bran 

beras. Tokotrienol berpotensi sebagai agen antioksidan dan antikeradangan dalam 

membantu memelihara kesihatan tulang. Peningkatan tekanan oksidatif serta keradangan 

menyebabkan ketidakseimbangan pembentukan semula tulang yang seterusnya boleh 

mengakibatkan berlakunya masalah osteoporosis. Tokotrienol menunjukkan aktiviti 

antioksidan yang lebih baik berbanding tokoferol kerana keseragaman peredaran di dalam 

membran sel serta keberkesanan yang lebih tinggi dalam kitaran semula radikal serta 

interaksi dengan radikal lipid (Serbinova et al. 1991).  

 

Kajian haiwan yang dibuat oleh Muhammad dan rakannya pada 2012 

menunjukkan bahawa rawatan tokotrienol sebanyak 60 mg/kg terhadap tikus betina 

menurunkan permukaan sel osteoklas. Kajian yang dibuat oleh Chin serta Ima-Nirwana 

pada tahun 2014 menunjukkan tokotrienol dapat meningkatkan ekspresi gen yang 

berkaitan pembentukan tulang dan aktiviti osteoblas seperti ALP, β-Katenin, kolagen 

jenis 1 alfa serta osteopontin (Chin & Ima-Nirwana 2014). Kajian dilanjutkan lagi dan 

hasil kajian menunjukkan suplementasi tokotrienol meningkatkan bilangan sel osteoblas, 
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permukaan osteoid, isipadu osteoid serta mengurangkan permukaan yang terhakis serta 

bilangan sel osteoklas kepada tikus jantan (Chin et al. 2014).  

 

Supplementasi tokotrienol daripada kelapa sawit dan annatto memberikan kesan 

anabolik positif kepada struktur tulang seperti peningkatan isipadu tulang, bilangan 

trabekular serta penurunan pemisahan trabekular pada tikus osteoporosis kekurangan 

testosterone (Chin & Ima-Nirwana 2014) serta pada model tikus sindrom metabolik 

(Wong et al. 2018). Kajian yang dibuat oleh Wong bersama rakan-rakan menunjukkan 

suplementasi tokotrienol berjaya memperbaiki mikrostruktur tulang trabekular dan 

meningkatkan kekuatan tulang melalui kesan anti keradangan (Wong et al. 2018).  

 

Hasil kajian secara in vitro mendapati tokotrienol membantu merencat 

pembentukan sel osteoklas (Ha et al. 2011) membantu ekspresi gen bagi pembentukan 

tulang (Ahn et al. 2011) serta membantu perkembangan sel osteoblas yang diaruh dengan 

tekanan oksidatif (Nizar et al. 2011). Kajian terdahulu yang dibuat oleh Brooks pada 

2011 menunjukkan γ-tokotrienol mampu megurangkan pembentukan TRAP dan aktiviti 

penyerapan semula. Pengunaan kepekatan ᵞ-tokotrienol yang lebih tinggi memberikan 

perencatan yang lebih besar terhadap pembentukan dan aktiviti sel osteoklas (Brooks et 

al. 2011). Penemuan Xu dan rakan-rakan juga menunjukkan γ-tokotrienol pada kepekatan 

rendah 4 µmol/L telah menggalakkan proliferasi, pembezaan dan pemineralan sel pra-

osteoblas iaitu sel selanjar MC3T3 –E1 (Xu et al. 2018). Apabila perbandingan dibuat, 

kajian mendapati α-, γ- dan δ- tokotrienol menunjukkan perencatan yang lebih besar pada 

pembentukan sel osteoklas (Brooks et al 2011).  

 

2.4 PENGKULTURAN SEL TULANG SECARA IN VITRO 

  

2.4.1 Pembentukan Semula Tulang Secara in Vitro  

 

Seiringan dengan pengembangan kajian serta keinginan untuk mengurangkan 

penggunaan model haiwan osteoporosis, para penyelidik telah memberi tumpuan kepada 

pengembangan model secara in vitro menggunakan sel primer atau sel selanjar bagi 

memprolehi hasil kajian pra-klinikal yang lebih releven. Model in vitro membolehkan 
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kajian dibuat menggunakan sel yang di ambil daripada manusia. Secara umumnya 

pemodelan tulang secara in vitro boleh dibuat melalui kaedah pengkulturan berikut:  

 

i. Kultur tulang secara dua dimensi (2D) 

Sel diekstraksi daripada tisu tulang dan dikulturkan secara mono lapisan dua 

dimensi pada piring kultur plastik yang rata (Cukierman et al. 2001). 

 

ii. Kultur tulang secara 3 Dimensi (3D) 

Sel akan diektrak daripada tisu tulang dan dikultur ke dalam perancah atau 

matriks (Cukierman et al. 2001).  

 

Kedua-dua kategori kultur ini digunakan dalam kajian pembentukan semula tulang. 

Model-model ini sama ada disediakan menggunakan satu jenis sel atau gabungan 

beberapa jenis sel yang berkaitan tulang (Edmondson et al. 2014).   

 

 Pengkulturan secara 2D membolehkan kawalan dibuat secara langsung dengan 

persekitaran kultur. Kajian lepas menunjukkan bahawa tranduksi isyarat dan fungsi 

selular berbeza antara 2D dan 3D (Cukierman et al. 2001; Ishii et al. 2001). Kajian ini 

selari dengan kajian yang dibuat oleh Elsdale dan Bard di mana berlaku perubahan 

morfologi sel fibroblas yang dikultur pada piring petri 2 D berbanding pengkulturan 

secara 3D. Pengkulturan secara 2D tidak mampu meniru keadaan mikro sekitaran tulang 

(Edmonson et al. 2014).  Oleh itu, terdapat jurang saintifik yang menyebabkan 

pengkulturan 3D mempunyai kesesuaian yang lebih baik dalam menghasilkan semula 

mikro persekitaran secara in vitro. Melalui pengkulturan secara 3D, keadaan persekitaran 

kultur boleh dibangunkan semula dengan persekitaran mikro yang hampir sama dengan 

keadaan sebenar sel. 

 

Pengkulturan secara 3D dapat menyediakan ruang serta kawalan dari segi 

mempertahankan morfologi dan fenotip yang tepat, serta melaksanakan fungsi 

fisiologinya. Kelemahan pengkulturan 2D adalah sel mono lapisan mendapat akses yang 

terhad bagi mendapatkan medium seperti oksigen, nutrien, metabolit serta molekul 

isyarat (Pampaloni et al. 2007).  Pengkulturan secara 2D tidak mewujudkan interaksi 

persekitaran sel dan ekstrasel. Interaksi ini penting dalam membantu pembezaan sel, 
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ekspresi gen dan protein serta tindak balas terhadap rangsangan. Pengkulturan secara 3D 

boleh memberikan hasil interaksi sel-sel dan persekitaran dengan menerima rangsangan 

luar dan persekitaran setempat seperti yang berlaku secara in vivo. Rajah 2.7 

menunjukkan illustrasi kelebihan pengkulturan secara 3 dimensi. Selain tu, secara tidak 

langsung pengkulturan secara 3D dapat mengurangkan penggunaan model haiwan 

sebagai kajian penyelidikan. Penggunaan haiwan dalam kajian tidak dapat mewakili 

fisiologi dan anatomi manusia yang tepat. Ia tidak mampu memberikan terjemahan yang 

sebenar bagi ujian di peringkat pra-klinikal dan klinikal (Benam et al. 2015; Mcgonigle & 

Ruggeri 2013).  

 

 
Rajah 2.7 Kelebihan pengkulturan secara 3 dimensi berbanding 2 dimensi  

                           Sumber: Ubahsuai daripada G. Borciani et al. 2020 

 

2.4.2 Penggunaan Tulang Perancah Sebagai Model Osteoporosis 

 

Perancah adalah matriks sementara untuk pertumbuhan tulang dan menyediakan 

persekitaran dan seni bina khusus untuk pembangunan tisu. Tulang perancah   bertindak 

sebagai templat bagi meniru fungsi matriks ekstraselular tulang. Tujuan penggunaan 

perancah adalah untuk menyediakan persekitaran 3D untuk perkembangan sel tulang 

(Benam et al.2015). Bagi mencapai matlamat ini, perancah harus menunjukkan beberapa 

sifat yang yang membantu untuk pertumbuhan dan pengembangan sel tulang. Komposisi 

kimia serta permukaan perancah mempengaruhi aktiviti selular sel yang akan 

mempengaruhi percambahan dan pembezaan sel yang dikehendaki dan pelekatan sel ke 
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dalam perancah. Perancah yang ideal adalah perancah yang mampu untuk memperbaiki 

tisu dengan keperluan yang minimum, meningkatkan pertumbuhan sel dan membolehkan 

bahan buangan disingkir secara semulajadi semasa atau setelah proses penyembuhan 

(Roseti et al. 2017). 

 

2.4.3 Keperluan Dalam Penghasilan Perancah  

 

Untuk memenuhi keperluan perancah secara biologi beberapa faktor perlu diambil kira. 

Perancah yang dihasilkan mestilah bersesuaian, bersifat biodegradasi dan tidak toksik 

kepada sel (Roseti et al. 2017). Perancah yang terhasil akan menentukan anatomi tulang 

yang akan dihasilkan sewaktu proses penyembuhan tulang berlaku. Keupaayan perancah 

yang serasi akan menentukan kejayaan penghasilan perancah. Perancah yang terbaik 

merupakan perancah yang boleh mempromosi pembinaan sel yang baru melalui migrasi 

atau pembezaan sel, penyatuan antara sel dan perumah serta mengelakkan proses yang 

tidak diingini seperti pembentukan parut (Hoffman & Garcia 2011). 

 

 Penentu kejayaan penghasilan perancah perlulah memenuhi kriteria keperluan 

mekanikal. Penyediaan perancah perlulah disuai padankan dengan tisu perumah bagi 

mengurangkan risiko komplikasi seperti osteopenia setelah implantasi (Nyberg et al. 

2016). Pada kebiasaannya perancah dibina untuk dipadankan dengan sifat mekanik tulang 

kanselus manusia yang mempunyai kekuatan mampatan antara 2 sehingga 12 MPa serta 

modulus elastik antara 0.1 sehingga 5 GPa (Nyberg et al. 2016). 

 

Selain itu, bagi memastikan kejayaan dalam penghasilan perancah keperluan 

mekanikal juga perlu diambil kira. Keporosan perancah memainkan peranan dalam 

memastikan pertumbuhan dan penghijrahan sel serta aliran nutrien (Amini et al. 2012). 

Kajian lepas membuktikan bahawa perancah dengan saiz minimum 150 µm serta purata 

saiz 300 µm adalah optimum untuk pembentukan tisu tulang (Bose et al. 2013). Kajian 

juga menunjukkan purata saiz poros perancah melebihi 300 µm membantu angiogenesis 

dan seterusnya meningkatkan pembentukan semula tulang. Struktur perancah yang poros 

penting untuk saling hubungan antara perancah dengan tisu sekitarnya dan bagi 

memastikan kestabilan perancah setelah diimplan (Wu et al. 2014; Loh & Choong 2013).  

Selain itu, saling hubungan keporosan (interconnected porosity) ini penting bagi 
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memastikan pertumbuhan sel yang berterusan dan pembuangan keluar sisa buangan serta 

pengangkutan nutrien dapat diedarkan dengan baik ke ruangan dalam perancah (Liu et al. 

2013). Saling hubungan keporosan ini juga penting bagi vaskularisasi tisu yang betul. 

Dengan itu cabaran utama dalam pembuatan perancah adalah menghasilkan perancah 

yang kuat dari segi mekanikal dengan keporosan yang mencukupi bagi mengekalkan 

vaskularisasi dan pengangkutan nutrient yang baik (De Witte et al. 2018). Rajah 2.8 

merupakan ringkasan keperluan penghasilan perancah.  

 
Rajah 2.8  Ringkasan keperluan perancah 

                                                         Sumber: Ubahsuai daripada De Witte et al. 2018 

 

2.5 Sel Osteoblas Dan Model Perancah Tulang   

 

Dalam kajian ini, sel osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19 merupakan sel osteoblas 

matang daripada fetus. Sel hFOB 1.19 merupakan model sel yang homogen di mana 

boleh berkembang dengan baik bagi kajian pembezaan sel, fisiologi serta pertumbuhan 

sel osteoblas normal. Aktiviti ALP mula menunjukkan peningkatan bermula dari hari ke 
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3 dan mula menurun setelah hari ke 14 pengeraman. Proses pemineralan matriks sel akan 

bermula pada hari ke 16 yang mana menjadi penanda kepada fasa akhir perkembangan 

sel osteoblas. Justeru itu, sel hFOB 1.19 menunjukkan ciri sel osteoblas dan berlaku 

pengeksperesan gen dan protein yang menyamai proses pembentukan tulang secara in 

vitro (Subramaniam et al.2002).  

 

Dalam kajian ini juga, perancah tulang dihasilkan daripada tulang femur lembu. 

Bahagian tulang yang diambil adalah pada bahagian tulang kanselus.  Tulang tersebut 

melalui proses mineralisasi dan disteril sebelum di jadikan perancah. Hasil perbandingan 

yang dibuat mendapati penggunaan tulang haiwan mamalia semulajadi menunjukkan 

kelebihan dari segi mengurangkan tindak balas immunogenik dan mengekalkan aktiviti 

biologi sel kerana strukturnya merupakan struktur tulang asli (Wang et al. 2010; Vavken 

et al. 2012).  

 

Bahagian tulang yang dipilih adalah pada bahagian kanselus. Bahagian tulang 

kanselus dianggap sebagai model yang sesuai kerana mempunyai struktur sistem 

Haversian seperti pada tulang manusia. Tulang kanselus mempunyai aktiviti metabolik 

yang lebih tinggi daripada tulang kortikal dan mempunyai ciri osteokonduktif dan 

osteoinduktif yang tinggi (Velentin et al. 2008).  Kajian yang dibuat oleh Shahabipour 

dan rakan-rakan pada 2013 membuktikan bahawa penggunaan tulang haiwan sebagai 

perancah berjaya melekatkan sel pada perancah dan berlaku pembentukan tisu yang baru. 

Hasil kajian tersebut membuktikan bahawa penggunaan tulang perancah berpotensi 

mewujudkan keadaan mikro sekitaran in vitro secara 3D (Shahabipour et al. 2013). 

 

2.6  Penanda Biokimia Dalam Pemodelan Semula Tulang  

 

Fosfatase alkali (ALP) merupakan enzim hidrolase yang berperanan menyingkirkan 

kumpulan fosfat daripada pelbagai jenis molekul. ALP merupakan glikoprotein yang 

terdapat pada permukaan sel osteoblas. Kehadiran ALP menandakan terdapat aktiviti 

biosintesis sel pembentukan tulang. Kajian oleh Setsu et al. menyatakan bahawa ALP 

merupakan penanda metabolisme tulang yang sensitif dan boleh dipercayai. Sewaktu 

proses penyembuhan atau pembentukan tulang, sel osteoblas secara aktif menghasilkan 

jaringan osteoid dan merembeskan sejumlah besar alkalin fosfatase. ALP mengaruh 
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peningkatan pemendapan kalsium dan fosfat di dalam tulang. Justeru itu ALP merupakan 

penanda awal dalam pembezaan sel osteoblas (Zhang et al. 2010).  

 

Osteokalsin adalah salah satu protein bukan kolagen yg disintesis oleh sel 

osteoblas semasa pembentukan matriks tulang. Osteokalsin dikenali sebagai protein asid 

γ-karboksiglutamik yang dihasilkan oleh sel osteoblas. Osteokalsin terlibat dalam 

mineralisasi tulang di mana ia berfungsi sebagai penggalak kepada perlekatan ion 

kalsium untuk pembentukan hidroxyapatit (Willems et al. 2014). Jadi, osteokalsin 

penting dalam pemineralan osteoid dan memulakan proses pemineralan. Osteoklasin akan 

meningkat bersama-sama kolagen untuk membentuk protein matriks di dalam tulang. 

Pengukuran osteokalsin menjadi penanda biokimia bagi menilai kadar pembentukan 

tulang. Hal ini kerana pembentukan osteokalsin berkadaran dengan kepadatan mineral 

tulang (BMD) (Zoch et al. 2015). 

 

2.7  Kajian Kesan Isomer Vitamin E Pada Tulang  

 

Kajian bagi melihat kesan isomer vitamin E terhadap tulang telah dibuat dengan meluas 

di dalam kajian haiwan. Satu kajian yag dibuat oleh Ima-Nirwana et al. pada 2018 

menunjukkan suplementasi campuran vitamin E daripada minyak sawit (22% α- 

tokoferol, 26.7 α-tokotrienol, 4% β-tokotrienol, 31.3% ᵞ-okotrienol dan 15.6 δ-

tokotrienol) berjaya memelihara kesihatan tulang tikus jantan yang telah mengalami 

adrenalektomi. Kajian lain yang dibuat oleh Wong et al. (2018) melaporkan campuran 

tokotrienol daripada minyak sawit dan annatto tokotrienol meningkatkan mikrostruktur 

trabekular tulang tikus jantan yang diaruhkan dengan sindrom metabolik. Kajian 

Muhammad et al. (2012) mendedahhan bahawa kesan suplementasi campuran isomer 

vitamin E adalah setara dengan suplementasi kalsium dan terapi estrogen. Manakala 

Ahmad et al., 2005 melaporkan bahawa campuran isomer vitamin E berjaya 

meningkatkan permukaan osteoid, bilangan osteoblas dan jumlah bilangan osteoid pada 

tikus yang mengalami osteoporosis disebabkan feril nitrilotriacetate.  Kajian yang dibuat 

oleh Deng et al. (2014) melaporkan keputusan tomografi berkomputer menunjukkan γ-

tokotrienol meningkatkan mikrostruktur tulang. Kajian yang lain dibuat oleh Hermizi et 

al. (2009) melaporkan γ-tokotrienol lebih berkesan berbanding α-tokoferol dalam 

memelihara trabekular tulang pada tikus yang diberikan 7 mg/kg nikotin. Berdasarkan 
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senarai kajian in vivo yang disebutkan di atas, campuran tokotrienol banyak dibandingkan 

dengaan tokoferol dengan kajian menunjukkan tokotrienol memberikan kesan 

pelindungan tulang yang lebih baik.  

 

Selain itu, beberapa kajian secara in vitro dibuat untuk mengkaji potensi isomer 

vitamin E dalam membantu pembentukan tulang Pembentukan tulang secara in vitro 

melibatkan pembezaan osteoblas dan pemineralan matrik ekstrasel. Kajian yang 

dijalankan oleh Mehranjani dan Azimi (2014) melaporkan bahawa rawatan vitamin E 

meningkatkan aktiviti ALP serta meningkatkan ekspresi gen osteopontin dan osteokalsin. 

Peningkatan ekspresi gen dan alkalin fosfatase adalah berkadaran dengan dos rawatan 

vitamin E pada titisan sel mesenkima tulang. Kajian terdahulu yang dibuat oleh Brooks et 

al. 2011 menunjukkan tokotrienol (α-, δ- dan γ-) berjaya mengurangkan penghasilkan 

mendapan kalsium dan asid fosfatase rintang tartrat (TRAP) pada sampel ujian pra-

osteoklas (Brooks et al 2011).  Kajian yang dibuat oleh Soelaiman et al. 2018 

menunjukkan γ- dan δ-tokotrienol meningkatkan ketebalan trabekular dan kekuatan 

biomekanikal perancah tulang (Ima-Nirwana et al.2018). Xu et al. pula melaporkan 

penggunaan dos γ-tokotrienol yang rendah mampu menggalakkan fungsi sel osteoblas Sel 

selanjar MC3T3-E1 (Xu et al. 2018).  Dalam satu kajian yang lain mendapati campuran 

γ- dan δ-tokotrienol merangsang aktiviti osteogenik dengan mengaruhkan pengekspresan 

gen (OSX, COL1α1, ALP, OCN) dan meningkatkan pembentukan aktiviti ALP dan 

kolagen jenis 1 (Wan Hassan et al. 2018). Tokotrienol juga telah menunjukkan sifat 

antioksidanya dalam kajian in vitro. Penemuan ini disokong daripada hasil kajian Nizar et 

al (2011) melaporkan γ-tokotrienol mencegah apoptosis pada sel osteoblas yang 

diaruhkan dengan hidrogen peroksida. Dalam kajian tersebut mendapati rawatan γ-

tokotrienol dengan dos yang tinggi (290 µm) menyebabkan kematian dan kesan toksik 

pada sel tetapi pada dos yang rendah (1 µm) berjaya melindungi sel osteoblas daripada 

kesan hidrogen peroksida dan membantu pertumbuhan sel dengan lebih baik. Kajian 

lanjutan yang dibuat juga mendapati rawatan sel osteoblas dengan dos yang rendah (1 

µm) membantu sel osteoblas daripada tekanan oksidatif (Manan et al. 2012). 

 

  Walau bagaimanpun sehingga kini belum ada lagi kajian secara in vitro yang 

dibuat dapat mengenalpasti isomer vitamin E secara 3D yang memberi kesan terhadap 

pembentukan tulang. Kebanyakkan laporan penyelidikan melaporkan campuran 
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tokotrienol lebih memberi kesan terhadap kesihatan tulang berbanding tokoferol. Kajian 

in vivo menunjukkan γ-tokotrienol memberikan kesan perlindungan tulang yang lebih 

tinggi berbanding isomer vitamin E yang lain. Sehubungan itu, kajian ini di buat bagi 

mengenalpasti isomer vitamin E yang terbaik dalam pembentukan tulang menggunakan 

kajian secara in vitro secara 3D di dalam perancah tulang. Dalam kajian ini pengkaji 

memilih pengkulturan secara 3D kerana ini menyediakan mikrosekitaran yang 

menyerupai pembentukan tulang. Pihak pengkaji mencadangkan untuk memilih tulang 

asli daripada femur lembu kerana tulang ini menghampiri keadaan fisiologi tulang dalam 

badan manusia di mana sel osteoblas boleh berinteraksi dengan tulang perancah. Dalam 

kajian ini juga, pengkaji bukan sahaja melihat kesan isomer vitamin E ke atas sel 

osteoblas tetapi melihat kesan osteoblas ke atas tulang secara langsung. Malahan melihat 

aktiviti metabolism tulang dengan lebih tepat. Cadangan pemilihan bahagian trabekular 

kerana struktur span yang dimiliki oleh tulang tersebut dengan nisbah keluasan yang 

lebih besar untuk perlekatan sel. Tambahan pula kawasan tersebut mempunyai kadar 

pemodelan semula tulang yang lebih tinggi berbanding bahagian tulang yang lain. 
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BAB III 

 

 

 

BAHAN DAN KAEDAH 

 

 

 
3.1  BAHAN KAJIAN 

 

3.1.1 Graf Tulang  

  

Tulang femur lembu digunakan dalam kajian ini sebagai sampel kajian. Tulang ini 

diperolehi daripada pusat penyembelihan lembu di Shah Alam. Dua femur lembu dibeli 

dan dibekukan selama 48 jam di dalam peti sejuk beku -80°C.  

  

3.1.2 Rawatan Vitamin E 

  

Isomer tokotrienol yang berbeza iaitu α-tokotrienol, β-tokotrienol, δ-tokotrienol, γ-

tokotrienol serta α-tokoferol digunakan dalam kajian. Isomer tokotrienol yang berbeza 

iaitu α-tokotrienol, β-tokotrienol, δ-tokotrienol dan γ-tokotrienol diperolehi daripada 

American River Nutrition (Hadley, USA). Manakala α-tokoferol dibeli daripada 

pengeluar Cayman Chemical, America Syarikat  
 

3.1.3 Sel Osteoblas 

 

Sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 digunakan sepanjang kajian ini dibuat. Sel 

osteoblas fetus manusiah hFOB 1.19 (CRL-11372) dibeli daripada American Type 

Culture Collection (ATCC) (Manassas, Amerika Syarikat). Ciri sel ini disenaraikan 

berdasarkan Jadual 3.1. 
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Jadual 3.1  Ciri sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 serta keperluan pertumbuhan sel 
 
Ciri sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 serta keperluan pertumbuhan  

Organism Homo sapiens daripada sumber manusia  

Tisu Tulang 

Jenis sel  Sel osteoblas normal yang mengandungi jujukan virus 

SV40  

Keperluan pertumbuhan Media DMEM/F12 (Gibco @ Invitrogen, USA); 10% 

bovine serum serta 1% penicillin-Streptomycin  

 

3.1.4 Plasma 

 

Dalam kajian ini, plasma digunakan untuk mendapatkan fibrin.  Sampel darah diperolehi 

daripada penderma yang sihat. Darah dikumpulkan di dalam tiub mengandungi 

antigumpalan. Darah kemudian diempar dengan kelajuan 3500 rpm selama 10 minit 

untuk mendapatkan plasma. Prosedur ini mendapat kelulusan daripada Jawatankuasa 

Etika Universiti Kebangsaan nombor kelulusan UKM 1.5.3.5/244/FF-2014-187. 

 

3.2 BAHAN KIMIA DAN REAGEN  

 

3.2.1 Bahan Kimia Penyediaan Tulang Perancah Lembu 

 

Jadual 3.2 menunjukkan senarai bahan kimia bagi penyediaan perancah tulang lembu 

 
Jadual 3.2  Senarai bahan kimia penyediaan perancah tulang lembu 

 
Senarai Bahan Kimia Jenama Negara Pengeluar 

Asid etilin diamin tetrasetik (EDTA) HmBG Chemicals Jerman 

Formaldehid 37% ( J.T Baker Amerika Syarikat 

sodium fosfat monobes Sigma Amerika Syarikat  

sodium hidroksida (Merck, Jerman).   Merck Jerman 
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3.2.2 Bahan Kimia Untuk Pengkulturan Sel Osteoblas Fetus,  hFOB 1.19  

 

Jadual 3.3 menunjukkan senarai bahan kimia bagi pengkulturan sel osteblas hFOB 1.19  

 

Jadual 3.3 Senarai bahan kimia pengkulturan sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 
 

Senarai Bahan Kimia Jenama Negara Pengeluar 

Campuran 1:1 Ham’s F12 Media 

Dulbecco Modifikasi Media Eagle 

bersama 2.5 mM L-glutamine 

Gibco Amerika Syarikat  

Antibiotik-antimikotik Gibco Amerika Syarikat 

Tripsin 2.5%,   

Serum bovin fetus (FBS) Gibco Amerika Syarikat 

Penimbal Fosfat Gibco Amerika Syarikat  

Dimetil sulfoksida Sigma Aldrich Amerika Syarikat  

 

3.2.3 Bahan Kimia dan Reagen Untuk Pengiraan Sel 

 

Jadual 3.4 menunjukkan senarai bahan kimia bagi pengkulturan sel osteoblas fetus 

manusia, hFOB 1.19  

 
Jadual 3.4  Senarai bahan kimia pengiraan sel 

 
Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Tripan Biru 0.4% Gibco  Amerika Syarikat  

Sisip kaca pakai buang  Thermo Fisher  Amerika Syarikat  

 

3.2.4 Bahan Kimia Untuk Penyediaan Gel Agarosa  

 

Jadual 3.5 menunjukkan senarai bahan kimia untuk penyediaan gel agarosa sebagai 

acuan.  
Jadual 3.5  Senarai bahan kimia penyedian gel agarosa 

 
Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Serbuk agarosa Sigma Amerika Syarikat  
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3.2.5 Bahan Kimia Asai Viabiliti Sel 

 

Untuk menentukan kepekatan optimum rawatan asai viability sel dibuat. Jadual 3.6 

menunjukkan senarai kit bagi asai viabiliti sel.  

 
Jadual 3.6  Senarai bahan kimia viabiliti sel 

 
Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

kit komersial CellTiter 96® Aques 

Non-Radioactive Cell Proliferation 

Assay (MTS) 

Promega Amerika Syarikat  

{3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-

2H-tetrazolium (MTS). 

Sigma Aldrich  Amerika Syarikat  

 

3.2.6 Penyediaan Tulang Tak Ternyahkalsium  

 

Jadual 3.7 menunjukkan senarai bahan kimia bagi penyediaan tulang tak ternyahkalsium  

 

Jadual 3.7 Senarai bahan kimia bagi penyediaan tulang tak ternyahkalsium 
 

Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Penimbal Neutral formalin 10% J.T Baker  Amerika Syarikat  

Etanol 70%  HMBG  Malaysia  

Etanol 80% HMBG Malaysia 

Etanol 95% HMBG Malaysia 

Etanol 100% HMBG Malaysia 

Osteobed Bone Embedding Kit  Polysciences Inc Jerman  
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3.2.7  Penyediaan Pewarnaan von Kossa  

 

Jadual 3.8 menunjukkan senarai bahan kimia bagi pewarnaan von Kossa.  

 
Jadual 3.8  Senarai bahan kimia pewarnaan von Kossa 

 

Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Etanol 70%  HMBG Malaysia  

Etanol 96% HMBG Malaysia 

Etanol 100% HMBG Malaysia  

1% perak nitrat  Sigma Aldrich Amerika Syarikat 

2.5% natrium tiosulfat Sigma Aldrich Amerika Syarikat 

Dietil eter  Sigma Aldrich Amerika Syarikat  

DPX Merck Jerman 

 

3.2.8 Penyediaan Tulang Nyahkalsium 

 

Jadual 3.9 menunjukkan senarai bahan kimia bagi penyediaan tulang nyahkalsium. 

 
Jadual 3.9 Senarai bahan kimia penyediaan tulang nyahkalsium 

 

Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Etanol 70%  HMBG Malaysia 

Etanol 80% HMBG Malaysia 

Etanol 95% HMBG Malaysia 

Etanol 100% HMBG Malaysia 

Larutan Penimbal neutral 10%  Merck Jerman 

Formal dehyde (37%-40%) Merck  Jerman  

Sodium monobes Sigma Amerika Syarikat 

Sodium hidroksida Merck  Jerman 
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3.2.9 Penyediaan Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin 

 

Jadual 3.10 menunjukkan senarai bahan kimia bagi pewarnaan hematoxilin dan eosin 

bagi sampel perancah tulang nyahkalsium. 

 

Jadual 3.10 Senarai bahan kimia pewarnaan hematoxilin dan eosin 
 

Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Etanol 70%  HMBG Malaysia 

Etanol 96% HMBG Malaysia 

Etanol 100% HMBG Malaysia 

Kit hematoxylin Merck Jerman 

 

3.2.10 Pengukuran Penanda Biokimia Menggunakan Asai Imunoserap Terangkai Enzim 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA) 

 

Jadual 3.11 menunjukkan senarai kit bagi asai penanda biokimia.  
 

Jadual 3.11 Senarai kit penanda biokimia 
 

Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

kit komersial bagi Aktiviti ALP  Elabscience China  

Kit komersial Osteokalsin Elabscience China  

Penimbal Fosfat  Gibco Amerika Syarikat 

 

3.2.11 Penyediaan Sampel Untuk Pengimbasan Mikroskop Elektron 

 

Jadual 3.12 menunjukkan senarai bahan kimia bagi penyediaan sampel perancah tulang 

lembu untuk pengimbasan elektron mikroskop. 

 

Jadual 3.12 Senarai bahan kimia untuk pengimbasan mikroskop elektron 
 

Senarai Bahan Kimia/Reagen Jenama Negara Pengeluar 

Etanol 70%  HMBG Malaysia 

Etanol 96% HMBG Malaysia 

Etanol 100% HMBG Malaysia 

4% Glutaraleldehid Merck Jerman 
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3.2.12 Bahan Kimia Untuk Imbasan Tomografi Berkomputer (CT Scan)  

 

Larutan salina penimbal fosfat (PNS) (Sigma Aldrich, Amerika Syarikat) dihasilkan 

dengan melarutkan kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) (Sigma Aldrich, Amerika 

Syarikat). 

 

3.3 PENYEDIAAN MEDIA, LARUTAN DAN RAWATAN  

 

3.3.1 Penyediaan Media Kultur Lengkap (CCM) 

 

Media kultur lengkap disediakan dengan mencampurkan 10% serum bovin fetal dan 1% 

antibiotik-antimikotik (AA) di mana prosedur ini perlu dilakukan di dalam kabinet kultur 

tisu. Penyediaan media penuh dibuat dengan mencampurkan 45 mL media DMEM F12 

bersama-bersama 1mL antibiotik-antimikotik (AA) dan 5 mL serum bovin fetal (FBS).  

 

3.3.2 Penyediaan EDTA (Asid etilena dwiaminotetraasetik) dan Larutan Formalin 

Penimbal Neutral 10% 

 

Larutan formalin penimbal neutral 10% disediakan terlebih dahulu di mana 100 mL 

formaldehid dicampurkan dengan 900 mL air suling. Sebanyak 18.6 g natrium fosfat 

monobes (NaH2PO4, H2O) dan 4.2 g natrium hidroksida (NaOH) ditimbang dan 

dilarutkan di dalam campuran larutan formaldehid dan air suling. Setelah kesemua 

larutan terlarut dengan sempurna, pH larutan ditetapkan pada 7.2 sehingga 7.4. Setelah 

itu, 5.5 g EDTA dicampurkan kedalam 100 ml larutan formalin penimbal neutral. Larutan 

dikacau dengan pengacau magnetik bagi memastikan kesemua bahan terlarut dengan 

sempurna. 

 

3.3.3 Penyediaan Fibrin Daripada Plasma Penderma  

 

Sampel darah yang diperolehi daripada penderma dikumpulkan di dalam tiub darah 

mengandungi antigunpalan EDTA. Sample darah kemudiannya diempar pada kelajuan 

3500 rpm selama 10 minit. Sampel plasma yang diperolehi dikumpulkan di dalam tiub 

darah kosong dan disimpan di dalam peti sejuk beku -800C bagi memastikan kesegaran 
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dan kestabilan plasma untuk digunakan sewaktu pengkulturan sel di dalam perancah 

tulang.  

 

3.4  ALAT RADAS  

 

3.4.1 Alat Radas Untuk Penyediaan Perancah Tulang Lembu.   

 

Proses fiksasi tulang lembu: Alat-alat radas yang digunakan ialah pengektrak reflux, 

botol schott Duran 1000ml (Mainz, Jerman), Kelalang bulat 1000ml (Pyrex, Amerika 

Syarikat) oven (Memmert, Jerman), penimbang elektronik (Mettler Toledo, Amerika 

Syarikat) botol schott 250ml, 500ml dan 1L (Schott Duran, Jerman), pengacau magnetik 

(Thermolyne, Amerika Syarikat) pH meter (Mettler Toledo, Amerika Syarikat), 

 

3.4.2 Pensterilan 

 

Mesin autoklaf (Tomy ES 315, Jepun), pita autoklaf, kerajang aluminium, botol kaca 1L, 

500 mL, 100 mL dan tiub mikro emparan.  

 

3.4.3 Pengkulturan Sel  

 

Kabinet pengaliran laminar vertical kelas II, mesin inkubator karbon dioksida (RS 

Biotech, United Kingdom). Kelalang tisu kultur bertapak rata 25cm2 dan 75 cm2 (Falcon 

BD, Amerika Syarikat) mikropipet berisipadu 1 mL, 100 µL, dan 10 µL (Eppendorf, 

Jerman) tip isipadu 1 mL, 100 µl dan 10 µL (Eppendorf, Jerman) pipet plastik steril pakai 

buang 3 ml (Falcon BD, Amerika Syarikat). Tangki rendaman air (Memmert, Jerman) 

meter pH (Bante, China), pengacau bermagnet (Thermolyne, Amerika Syarikat), 

penggempar (Eppendorf, Jerman) kabinet keselamatan biologi kelas II; BSC-II (Telstar, 

Sepanyol) inkubator karbon dioksida Galaxy ® S (News Brunswick Scientific, Amerika 

Syarikat), mikroskop berbalik cahaya model Olympus CK2 (Olympus, Jepun), telaga -96, 

24, 15 dan 50 ml tiub steril (Eppendorf, Jerman), tiub steril mikro emparan dengan 

muatan  1.5 ml dan 2.0 ml (Tarsons, India), kelalang tapak rata  75 cm2 (Falcon, Amerika 

Syarikat), pengempar meja (Eppendorf, Jerman) pembaca plat mikro model (Tecan, 
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Austria), pengempar mikro sejuk (Beckman Coulter, Jerman) dan vorteks (Smart 

Scientific, Korea).  

 

3.4.4 Pengiraan Sel 

 

Mesin pengiraan sel automatik (Life Technologies Countess II FL Cell Counter, Jepun). 

 

3.4.5 Penyediaan Tulang Homogenat Untuk Kegunaan Asai 

 

Pengempar mikro bersuhu (Beckman Coulter, Amerika Syarikat), mikropipet berisipadu 

10, 200 dan 1000 µL (Eppendorf, Jerman), tiub emparan dengan muatan 15 mL dan alat 

penimbang elektronik Mettler AE240 (Mettler Instrument, Switzerland). 

 

3.4.6 Pengukuran Viabiliti Sel hFOB 1.19  

 

96-telaga plat mikrotiter, tiub mikro emparan (Eppendorf, Jerman) tip berisipadu 10, 200 

dan 1000 µL, mikropipet berisipadu 10, 200 dan 1000 µL (Eppendorf, Jerman) dan mesin 

mikro pembaca mikroplat (Tecan Sunnyvale, AS). 

 

3.4.7 Pengukuran Aktiviti Alkalin Fosfatase dan Osteokalsin 

 

96-telaga plat mikrotiter, tiub mikro emparan 10,200 dan 1000 µL (Eppendorf, Jerman) 

tip berisipadu 10, 200 dan 1000 µL, mikropipet berisipadu 10, 200 dan 1000 µL 

(Eppendorf, Jerman), mesin penghancur mikro manik, mesin mikro pembaca mikroplat 

(Thermo Scientific) dan Tecan (Sunnyvale, Amerika Syarikat). 

 

3.4.8 Pengimbasan Mikroskop Elektron  

 

Mesin saduran emas dan mikroscop elektron, Zeiss Evo MA 10.  
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3.4.9 Pengukuran Imbasan Tomografi Berkomputer (CT Scan) 

 

Pengukuran dibuat menggunakan peralatan Micro CT Sky Scan 1076 keluaran SkyScan, 

Kontich, Belgium. Analisa histomofometri tomografi dibuat menggunakan perisian 

NRecon (V1.6.10.4, Skyscan Belgium). Pengkonturan dibuat secara separa automatik 

menggunakan perisian CTAn (V1.16.1.0 +, SkyScan, Belgium).  

 

3.4.10 Penyediaan Slaid Kaca Tisu Tulang 

 

Mesin mikrotom (Leica RM2235, Amerika Syarikat), pisau mikrotom Leica 818, 

Amerika Syarikat, slaid kaca mikroskopik dan mikroskop cahaya (Olympus CX31, 

Jepun). 

 

3.4.11 Penentuan Histomorfometrik Tisu Tulang  

 

Mikroskop cahaya (Nikon Eclipse 80i, Jepun, Kamera (Q-imaging Micropublisher 5.0, 

Kanada) dan komputer dengan perisian pengalisaan imej Image-Pro Plus versi 5.0.2.9.  

 

3.5 PERINGKAT KAJIAN  

 

Kajian ini merupakan kajian in vitro menggunakan titisan sel osteoblas hFOB 1.19 yang 

disuntikkan ke dalam perancah tulang lembu dan dirawat dengan isomer vitamin E. 

Isomer vitamin E seperti α-, β-, γ- dan δ-tokotrienol disumbangkan oleh pihak penaja 

iaitu American River Nutrition. Manakala isomer α-tokoferol dibeli daripada pengeluar 

Cayman. Kajian in terbahagi tiga peringkat. Peringkat pertama adalah pengkulturan 

secara 2D manakala peringkat kedua dan ketiga pengkulturan statik dibuat di dalam 

perancah tulang lembu secara 3D (Rajah 3.1).  
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Rajah 3.1  Gambaran peringkat kajian kesan isomer vitamin E secara in vitro  

 

3.5.1 Peringkat Pertama: Pengkulturan Sel Osteoblas dan Ujian Viabiliti. 

 

Pada peringkat pertama, titisan sel osteoblas hFOB 1.19 yang dibeli daripada ATCC 

dikultur di dalam kelalang tapak rata 75 cm2. Pada peringkat pertama sel osteoblas hFOB 

1.19 yang telah diterima dikultur terlebih dahulu sehingga pemindahan sel ke– 10. Untuk 

simpanan, stok sel osteoblas akan disimpan di dalam cecair nitrogen untuk memastikan 

sel terus kekal hidup. Pada peringkat ini, pengkaji menjalankan ujian asai MTS bagi 

melihat viabiliti sel dan memilih kepekatan isomer vitamin E yang sesuai untuk kajian. 

Berdasarkan hasil keputusan asai MTS, kepekatan rawatan isomer vitamin E terhadap sel 

osteoblas telah dikenalpasti. Kepekatan tersebut akan digunakan di dalam semua rawatan 

(Rajah 3.1). 

 

3.5.2 Peringkat Kedua: Penyediaan Tulang Perancah Dan Pengujian Perlekatan Sel 

Osteoblas Pada Perancah Tulang Lembu  

 

Pada peringkat kedua tulang perancah disediakan. Tulang lembu yang dibeli daripada 

Pusat Penyembelihan Shah Alam akan dinyahkalsium dan dipotong kecil dengan dimensi 

10 mm x 10 mm x 5mm. Setelah itu, tulang tersebut akan dikering beku dan disteril 

terlebih dahulu sebelum digunakan dalam kajian. Pada peringkat ini, sel osteoblas yang 

telah mencapai kepadatan sel 90% disuntik masuk ke dalam perancah tulang lembu. 

Kemudian imbasan melalui mikroskop elektron dibuat setelah 7 hari pengeraman bagi 
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melihat keupayaan sel yang melekat pada sel osteoblas. Sekiranya sel osteoblas berjaya 

melekat maka peringkat ketiga dapat diteruskan (Rajah 3.1).   

 

3.5.3 Peringkat Ketiga : Pengujian Kesan Rawatan Isomer Vitamin E  

 

Pada peringkat ketiga kesemua perancah yang dirawat dengan isomer vitamin E dan 

dieram  selama 21 hari. Perancah tulang akan dirawat bermula pada hari kedua sehingga 

hari ke 21. Perancah tulang akan dituai pada hari ke 7 untuk pemeriksaan mikroskop 

elektron. Perancah tulang juga akan diasai untuk ujian penanda biokimia dimana 

pengukuran  osteokalsin dan asai aktiviti alkalin fosfatase dibuat. Perancah tulang lembu 

yang dirawat juga diimbas melalui tomografi berkomputer (CT scan). Histomorfometri 

berstruktur tulang dilihat setelah 21 hari rawatan. Kumpulan rawatan dan kumpulan 

rawatan disediakan berdasarkan ringkasan Jadual 3.13.  

 
 Jadual 3.13 Jadual pembahagian kumpulan rawatan perancah tulang lembu 

 
Kumpulan Rawatan 

PC Kawalan positif (Perancah tulang asli (native)) 

NC Kawalan negatif (Perancah tulang lembu nyahkalsium yang disuntik 

dengan sel osteoblas) 

OB Tulang osteoporotik (Perancah tulang lembu yang nyahkalsium tanpa 

media) 

AP Perancah NC yang dirawat dengan α-tokoferol  

AT Perancah NC yang dirawat dengan α-tokotrienol 

BT Perancah NC yang dirawat dengan β-tokotrienol 

GT Perancah NC yang dirawat dengan γ-tokotrienol 

DT Perancah NC yang dirawat dengan δ-tokotrienol  
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3.6 REKA BENTUK KAJIAN  

 

Terlebih dahulu kepekatan optimum isomer vitamin E ditentukan melalui asai MTS 

unutk viabiliti sel (Rajah 3.2). Apabila kepekatan telah ditentukan, kepekatan tersebut 

digunakan dalam keseluruhan kajian ini iaitu melibatkan pembentukan tulang (Rajah 

3.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Rajah 3.2  Penentuan kepekatan optimum isomer vitamin E terhadap sel osteoblas hFOB 1.19 

  

 Rajah 3.2 menunjukkan sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 pada passage ke-5 

dibahagikan kepada dua kumpulan iaitu kumpulan kawalan dan rawatan isomer vitamin 

E. Kumpulan kawalan mengandungi etanol. Kumpulan isomer vitamin E terdiri daripada 

α-, β-, γ-, δ- tokotrienol dan α-tokoferol yang berkepekatan 1 sehingga 1000 nM. Asai 

MTS dilakukan ke atas kesemua kumpulan ini. Berdasarkan daripada asai MTS, 

kepekatan efektif isomer vitamin E terhadap sel osteoblas fetus manusia telah 

dikenalpasti. Kepekatan efektif tersebut digunakan dalam penentuan pembentukan tulang.  

 

 Rajah 3.3 menunjukkan pengkulturan secara 3D dibuat dimana sel osteoblas fetus 

manusia akan disuntik masuk kedalam perancah tulang lembu. Perkulturan dibuat bagi 

perancah tulang lembu akan dirawat dengan isomer vitamin E selama 21 hari.   Kajian 

melibatkan 3 kumpulan kawalan serta 5 kumpulan rawatan dengan kepekatan isomer 

vitamin E yang sama. Bagi melihat perlekatan sel osteoblas pada perancah tulang lembu, 

pemgimbasan mikroskop elektron dijalankan. Bagi melihat pembentukan tulang, aktiviti 

Sel osteoblas fetus manusia (hFOB 1.19) 

Passage 5 

Media lengkap (DMEM F12 + 5% serum bovin fetal 
+ 1% antiobotik-antimikotik)   

Kawalan   Isomer vitamin E    

Asai MTS  
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ALP serta aras osteokalsin dibuat menggunakan keadah asai immunoserap terangkai 

enzim (ELISA). Histomorfometri berstruktur tulang melibatkan pewarnaan von Kossa 

dan sampel perancah tidak dinyahkalsium. Manakala histomorfometrik tulang statik, 

sampel perancah akan dinyahkalsium dan pewarnaan hematoksilin dan eosin akan dibuat. 

Pengimbasan imej topografi secara 3D dibuat menggunakan pengimbasan tomografi 

berkomputer (CT Scan) (Rajah 3.3).  
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Rajah 3.3 Reka bentuk kajian 

Pengkulturan secara 3D 

Kumpulan kawalan Kumpulan Pengujian  

Kawalan 

Positif (PC) 
Perancah 
tulang asli 

(native) 

Kawalan Negatif 

(NC)     

Perancah tulang 
nyahkalsium disuntik 

sel osteoblas tanpa 
rawatan 

Kumpulan 

Osteoporotik (OB)  
Perancah tulang 

nyahkalsium tanpa 
sel osteoblas  

Perancah 
tulang yang 
dirawat α-
tokotrienol 

(AT)   

Perancah 
tulang yang 
dirawat α-
tokoferol 

(AP)   

Perancah 
tulang yang 
dirawat β-
tokotrienol 

(BT) 

 

Perancah 
tulang yang 
dirawat γ-
tokotrienol 

(GT)  

 

Perancah 
tulang yang 
dirawat δ-
tokotrienol 

(DT)  

 

 Pengimbasan mikroskop elektron  
 Asai Aktiviti ALP 
 Asai Osteokalsin 

 Histomorformetrik berstruktur 
 Histomorfometrik statik 

 Pengimbasan Tomografi berkomputer (CT Scan) 

Pengkulturan secara 3D 
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3.7 KAEDAH KAJIAN 

 

3.7.1 Pensterilan Alat Radas 

 

Alat radas yang digunakan sepanjang proses pengkulturan sel perlu berada dalam 

keadaan bersih dan steril. Alat radas yang diulang pakai perlu dibersihkan dan disteril. 

Alat radas seperti pisau pemotong, forcep, botol schott dibasuh dan dikeringkan pada rak 

pengering. Setelah kering, radas akan dimasukkan di dalam plastik khas steril dan ditanda 

dengan pita autoklaf. Alat radas sedia disteril di dalam alat dandang stim pada suhu 

1210C dengan tekanan 100 kPa selama 15 minit.   

 

3.7.2  Penyediaan perancah tulang lembu  

 

i. Pemotongan tulang untuk dijadikan perancah 

 

Tulang femur yang diperolehi daripada pusat sembelihan haiwan dibekukan di dalam 

freezer -800C. Selepas semalaman, tulang femur pada bahagian trabekular dipotong 

secara melintang dengan ketebalan 10mm dengan menggunakan mesin pemotong tulang. 

Hirisan tulang lembu kemudiannya direndam di dalam 100% etanol selama lebih kurang 

2 jam bagi membuang sisa lemak dan sebarang residual daripada sumsum tulang (Rajah 

3.4). 

 

ii. Proses Nyahkalsium Tulang 

 

Setelah itu hirisan tulang tersebut dinyahkalsium dengan menggunakan 0.6 N asid 

hidroklorik bagi menyingkirkan kalsium (Rajah 3.4). Hirisan tulang direndam selama 

empat hari, bagi memastikan tulang tersebut boleh dipotong kecil. Hirisan tulang yang 

telah lembut dipotong dalam bentuk segi empat sama dengan dimensi ukuran 10mmx 

10mm x 5mm (panjang x lebar x tinggi). Tulang yang telah siap dipotong perlu dibilas 

dengan penimbal fosfat bagi menyingkirkan residual asid untuk digunakan sebagai 

perancah tulang lembu. Tulang yang telah dipotong dibilas, dikeringkan dan disimpan di 

dalam peti sejuk beku -800C selama dua minggu.  
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iii. Kering beku 

 

Setelah dua minggu, perancah tulang lembu tersebut disejukbekukan. Perancah tulang 

lembu dikeluarkan dan dikering beku dengan menggunakan mesin kering beku 

(Labconco, Amerika Syarikat). Perancah tulang lembu dikeringkan beku selama 48 jam 

(Rajah 3.4).  

 

iv Pensterilan 

 

Perancah tulang lembu yang telah dikeringkan disimpan di dalam botol Schott. Perancah 

tulang tersebut perlu melalui proses pensterilan bagi memastikan perancah bebas 

daripada sebarang kontaminasi. Botol schott yang mengandungi perancah tulang lembu 

ditampal dengan pita autoklaf dan disteril. Tulang disteril di dalam alat dandang stim 

pada suhu 1210C dengan tekanan 100 kPa selama 15 minit. Perancah tulang yang telah 

disterilkan disimpan di tempat kering dan ditutup ketat.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rajah 3.4  Proses penyediaan perancah tulang lembu 

 
Tulang femur pada bahagian trabekular dipotong secara melintang  

 
Tulang dinyahkalsium (2minggu) 

 
Tulang dipotong kecil dengan ukuran 10 mm x 10 mm x 5 mm 

Tulang disimpan dalam peti sejuk beku dan dikeringkan beku dalam 
tempoh 48 jam 

 
Perancah tulang lembu akan disteril  
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3.7.3 Penyediaan Acuan 5% Gel Agarosa 

 

Sebanyak 5 gram agarosa ditimbang dan dicampurkan ke dalam 100 ml larutan penimbal 

dan di masukkan ke dalam ketuhar mikro gelombang selama 2 minit. Kemudian larutan 

agarosa dituangkan ke dalam plat mikroplat 6 telaga. Larutan agarosa dituangkan ke 

dalam telaga sehingga ¾ penuh. Kemudian laruan tersebut dibiarkan seketika untuk 

membeku. Setelah agarosa membeku, potongan dibuat ditengah-tengah telaga. Potongan 

dibuat dengan dimensi 15 mm x 15 mm x 5 mm. Acuan yang telah dibuat potongan bagi 

setiap telaga boleh sedia untuk dibenihkan sel. Penyediaan agarosa perlu dibuat dalam 

keadaan steril.  

 

3.7.4 Penyediaan Pengumpalan Fibrin  

 

Plasma yang telah dikumpulkan dikeluarkan daripada sejuk beku. Kemudian plasma 

tersebut direndam seketika di dalam di dalam tangki rendaman air bersuhu 370C selama 

lebih kurang 1-2 minit. Setelah itu campuran plasma ditambahkan dengan 0.5 M kalsium 

klorida dah dicampur dengan sebati.  

 

3.7.5 Pengkulturan Sel 

 

i. Penyahbekuan sel  

 

Sel osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19 diperolehi daripada ATCC. Sel yang diterima 

perlu dicairkan dengan mengocaknya secara perlahan-lahan di dalam tangki rendaman air 

yang bersuhu 370C. Sel dicairkan dalam tangki rendaman air selama 2 minit dan 

dikeluarkan segera bagi menjamin peratusan viabiliti sel. Vial perlu dikontaminasi 

dengan menggunakan semburan 70% etanol. Setelah itu, sel di dalam vial dikeluarkan 

keseluruhannya dan dimasukkan segera ke dalam tiub falkon yang mengandungi 9.0 mL 

CCM. Sel tersebut diemparkan ke dalam mesin pengempar pada kelajuan 3000 rpm 

selama 5 minit. Setelah itu, supernatan dibuang dan palet disuspensi dengan 

menggunakan CCM. Sel tersebut disubkultur ke dalam kelalang tisu kultur bertapak rata 

75cm2. Sel akan dieramkan di dalam inkubator yang mengandungi 5% karbon dioksida 

dan bersuhu 370C.  
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ii. Subkultur sel  

 

Sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 akan tumbuh melekat pada dasar permukaan 

kelalang bertapak rata. Setelah pertumbuhan sel mencapai kepadatan 80-95% proses 

subkultur dilakukan. Media kultur lengkap yang berada di dalam kelalang dikeluarkan 

sepenuhnya ke dalam tiub pengempal 2.5 ml dan akan digunakan semula bagi proses 

menghentikan tindakan Tripsin-EDTA. Sel dibilas dengan larutan penimbal PBS 

sebanyak tiga kali. Kemudian larutan Tripsin EDTA ditambah sebanyak 1 ml ke dalam 

kelalalang untuk menanggalkan sel yang melekat pada dasar permukaan kelalang. Sel 

yang telah bercampur sebati dengan Tripsin EDTA akan dieram selama 3 minit di dalam 

inkubator CO2. Setelah semua sel tertanggal daripada dasar kelalang, CCM yang telah 

digunakan dimasukkan semula ke dalam kelalang bagi menghentikan tindak balas 

Tripsin-EDTA. Keseluruhan larutan dikeluarkan dan dimasukkan ke dalam tiub falcon 

berisipadu 15mL. Kemudian larutan yang mengandungi sel diemparkan pada kelajuan 

3000 rpm selama 5 minit. Supernatan dikeluarkan sepenuhnya dan pelet yang tinggal 

disuspensi semula dengan 2 mL media lengkap (CCM) dan disubkultur ke dalam 

kelalang kon yang mengandungi 10 mL CCM.  

 

iii. Pembekuan Sel dan Penyimpanan Stok Sel 

 

Sel yang telah mencapai kepadatan 80-95% akan ditanggalkan daripada dasar kelalang 

menggunakan larutan tripsin-EDTA. Sel kemudian dibilas dengan larutan penimbal PBS 

sebanyak tiga kali. Kemudian larutan Tripsin-EDTA akan ditambah sebanyak 1 ml ke 

dalam kelalalang untuk menanggalkan sel yang melekat pada dasar permukaan kelalang. 

Sel yang telah bercampur sebati dengan Tripsin EDTA dieram selama 3 minit di dalam 

inkubator CO2. Sel yang terampai akan dicampur dengan CCM yang digunakan bagi 

menghentikan tindak balas Tripsin-EDTA. Keseluruhan larutan dikeluarkan dan 

dimasukkan ke dalam tiub falcon berisipadu 15mL. Kemudian larutan yang mengandungi 

sel diemparkan pada kelajuan 3000 rpm selama 5 minit. Supernatan akan disingkirkan 

dan pelet yang tinggal disuspensi dengan media kultur lengkap bersama campuran 10% 

serum bovin dan dimetil sulfoksida (DMSO). Sel kemudian dipindahkan ke dalam tiub 

mikro sejuk beku dan ditutup rapat, dilabel dan disejukkan pada suhu -800C. Untuk 

simpanan lama sel perlu dipindahkan ke dalam tangki cecair nitrogen.  
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 3.7.6 Pengiraan Sel 

 

Pengiraan sel dilakukan dengan penggunaan tripan biru. Sebanyak 20 µL suspensi sel 

dimasukkan ke dalam tiub mikro emparan dan dicampur bersama dengan 20 µL pewarna 

tripan biru. Campuran disebatikan dengan menggunakan vortex pada kelajuan minimum 

bertujuan untuk mencampurkan sel dan tripan biru. Sebanyak 10 µl campuran sel di 

masukkan ke tepi sisip kaca slaid hemositometer dan dibiarkan memenuhi ruang 

permukaan hemositometer. Slaid hemositometer di baca menggunakan mesin Automatik 

Bacaan Kiraan Sel (Life Technologies Countess II FL Cell Counter). Sel boleh diamati 

pada skrin mesin dengan sel yang hidup berwarna pendarfluor hijau manakala sel yang 

mati akan menyerap warna trepan biru dan kelihatan berwarna biru gelap. Kepekatan sel 

dapat diperolehi dengan menggunakan rumus berikut:  

 

 Faktor pencairan sel ialah dua apabila isipadu ampaian sel dan larutan tripan biru 

dicampur dalam nisbah 1:1. Faktor pencairan boleh ditingkatkan dengan meningkatkan 

isipadu trIpan biru jika bilangan sel dalam ampaian sel adalah terlalu tinggi. Manakala 

1x104 mL dalam rumus tersebut mewakili isipadu larutan yang memenuhi ruang satu 

penjuru.  

  

3.7.7 Penyediaan dan Rawatan Isomer Vitamin E 

 

Etanol digunakan sebagai pelarut untuk tokotrienol dan tokoferol. Stok utama disediakan 

dengan menimbang 5 mg bagi setiap isomer (α-, β-, γ- dan δ-tokotrienol bersama α-

tokoferol) dan dilarutkan bersama 1mL etanol. Kedua campuran boleh disimpan sebagai 

stok utama dan disimpan dalam tempoh satu bulan. Untuk rawatan 45 µL stok utama 

akan dicampurkan dengan 60 µL serum dan dibiarkan semalaman di dalam inkubator. 24 

jam selepas itu, 105 µL 50% etanol ditambah bersama 90 µL CCM ke dalam campuran 

 

Kepekatan sel (sel/Ml)    = Jumlah sel dalam empat pepenjuru x faktor pencairan x 104 

    Bilangan pepenjuru yang digunakan 
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isomer yang telah diaktifkan. Kaedah dibuat berdasarkan kaedah yang dibuat oleh 

Makpol et al. 2011.   

 

3.7.8 Pengukuran Asai Viabiliti Sel 

 

Kit komersial cell titer 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTS) 

Promega, AS) digunakan untuk asai viabiliti sel dalam penyaringan proliferasi dan 

sitotoksik ke atas sel osteoblas fetus manusia. Pengukuran dibuat secara kolorimetrik. Kit 

ini mengandungi [3-(4,5-dimethylthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethhoxyphenyl_-2-(4-

sulfophenyl)-2H tetrazolium, inner salt; MTS] dan reagen berpasangan elektron 

(phenazin methosulfat; PMS). Secara prinsipnya, sel hidup mempunyai enzin 

dehydrogenase yang menukarkan MTS kepada produk formazan. Kuantiti formazan yang 

terhasil adalah berkadar langsung dengan jumlah sel yang hidup dan boleh diukur pada 

panjang gelombang 490 nm menggunakan pembaca plat mikro. Reagen MTS dan PMS 

dicampur dengan kadar nisbah 1:20 dan dibuat pembahagian kecil dan disimpan pada 

suhu -200C. Apabila hendak digunakan untuk pengujiaan, campuran MTS tersebut 

ditambahkan ke dalam media kultur lengkap (CCM) pada nisbah 1:5 bagi mendapatkan 

kepekatan akhir 333 g/ml MTS dan 25 µM PMS.  

 

 Sel osteoblas fetus manusia dibenihkan pada plat mikro 96 telaga bersteril dengan 

kepadatan 1.0 x 104 secara tripikat. Setelah 24 jam pertama, sel osteoblas fetus manusia 

dirawat dengan kawalan dan rawatan isomer vitamin E. Sel tersebut diberi pengeraman 

selama 24 jam dengan kesemua jenis rawatan. Apabila masa rawatan tamat, kesemua 

kumpulan digantikan dengan 100 μl media baru. Kemudian, 20 μl larutan MTS 

dimasukkan ke semua telaga dan dieram selama 4 jam. Langkah ini dilakukan dalam 

keadaan gelap kerana larutan MTS sensitif terhadap cahaya. Nilai absorbans warna yang 

terhasil diperolehi pada jarak gelombang 490 nm menggunakan spektrofotometer 

mikroplat Tecan. Peratus viabiliti sel dinyatakan sebagai perbandingan absorban rawatan 

dengan absorban kawalan, dan didarab dengan 100%.  

 

 

 

 

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



58 
 

 

3.7.9 Pengkulturan Sel Osteoblas Fetus Manusia Pada Perancah Tulang Lembu 

 

Pengkulturan sel osteoblas di dalam perancah tulang lembu adalah untuk melihat sel-sel 

berinteraksi seperti proses pembentukan semula tulang. Kaedah pengkulturan sel 

osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19 pada perancah tulang lembu dimulakan dengan 

menyediakan acuan agarosa di dalam plat 6 telaga.   Sel osteoblas akan dibiakkan terlebih 

dahulu di dalam tapak kelalang 75cm2 sehingga mencapai kepadatan sel sebanyak 90%. 

Sel osteoblas dengan kepekatan 2x 106 akan diambil dan dicampurkan bersama dengan 2 

mL serum yang telah dicampurkan dengan 0.5 M kalsium klorida. Campuran tersebut 

dilabelkan sebagai Campuran A. Campuran tersebut dicampurkan sebati. 0.5ml campuran 

A diisi ke dalam setiap acuan agarosa di dalam plat 6 telaga. Sebatian dibiarkan seketika 

untuk mengeras. Sebatian dibiarkan seketika dalam masa 2 minit. Setelah itu, perancah 

tulang lembu akan dimasukkan di lapisan atas campuran A yang hampir mengeras. Bagi 

penyediaan campuran B, %. Sel osteoblas dengan kepekatan sel sebanyak 2x106 akan 

diambil dan dicampurkan bersama dengan 7 mL serum yang telah dicampurkan dengan 

0.5 M kalsium klorida. Campuran B akan diisi di bahagian atas perancah tulang lembu 

dan dibiarkan memenuhi kawasan acuan. Campuran akan dibiarkan mengeras 

keseluruhannya. Campuran A dan B akan membentuk gel fibrin. Gel fibrin ini akan 

dibiarkan sepenuhnya mengeras dalam tempoh 30 minit. Setelah itu, perancah tulang 

lembu bersama gel fibrin akan dikeluarkan daripada acuan agarosa dengan cara 

memotong lebihan agarosa tersebut dengan menggunakan skapel yang telah disteril.  

 

 Perancah tulang lembu dipindahkan ke dalam plat 6 telaga steril. Sebanyak 6 mL 

media lengkap akan di masukkan ke dalam setiap telaga. Perancah tulang lembu perlu 

berada dalam keadaan terapung sewaktu dipindahkan bagi memastikan setiap bahagian 

dalam perancah tulang lembu memperolehi nutrien yang mencukupi. Setelah itu plat 6 

telaga yang mengandungi perancah tulang lembu dieram di dalam inkubator karbon 

dioksida di bawah keadaan piawai kultur (37°C, 95% kelembapan dan 5% kepekatan 

CO2). Setelah semalaman, keadaan media diperiksa bagi memastikan tiada sebarang 

kontaminasi. Media dan rawatan ditukar bagi setelah 3 hari rendaman.  Rawatan akan 

dicampurkan di dalam media yang lengkap.  
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 Perancah tulang lembu dieram selama 21 hari dengan media lengkap dan rawatan 

diperbaharui setiap 3 hari. Perancah tulang lembu pada perlu digoncang lembut setiap 

hari bagi memastikan perancah tulang lembu mendapat nutrien yang sekata. Perancah 

tulang lembu juga dipusingkan permukaan bagi tempoh setiap dua hari. Rajah 3.5 adalah 

gambaran kaedah suntikan sel osteoblas ke dalam tulang perancah. Perancah tulang 

lembu akan dirawat dan dieram dalam tempoh 21 hari. Media lengkap berserta rawatan 

akan diganti setiap 3 hari.  

 
Rajah 3.5  Pengkulturan sel osteoblas fetus manusia hFOB 1.19 pada perancah tulang lembu  
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3.7.10 Pengimbasan Elektron Mikroskop bagi Pelekatan Sel Osteoblas pada Perancah 

Tulang Lembu 

 

Setelah 7 hari rawatan, perancah tulang lembu bagi semua kumpulan rawatan dan 

kumpulan kawalan dituai untuk pengimbasan elektron mikroskop. Setelah dituai 

perancah tulang dicuci dengan penimbal fosfat. Setelah itu kesemua perancah tulang 

lembu yang dirawat direndam di dalam larutan 25% glutaralaldehid selama 30 min. 

Kemudian melalui proses dehidrasi dengan merendam perancah tulang ke dalam larutan 

35% etanol selama 10 minit, 50% etanol selama 10 minit, 95% etanol selama 100 mint 

dan 100% etanol selama 10 minit sebanyak 2 kali.   Perancah tulang kemudian disaluti 

dengan saduran serbuk emas dengan menggunakan penyalut emas. Imbasan tulang dibuat 

bagi melihat pelekatan sel osteoblas pada perancah tulang bagi semua kumpulan rawatan 

dan kumpulan kawalan (Rajah 3.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Rajah 3.6 Proses pengkulturan sel osteoblas pada perancah tulang lembu  dan diuji untuk 

melihat pelekatan sel di dalam perancah  
 

 

 

 

Sel osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19 disuntik ke dalam perancah 
tulang  

Perancah tulang direndam di dalam media lengkap (DMEM F12 + 10% 
serum) dan dieram di dalam inkubator karbon dioksida 5%.   

Perancah tulang dan sel dieram selama 7 hari dengan media ditukar pada 
hari ke 3  

Setelah 7 hari perancah tulang diperiksa dibawah mikroskop elektron 
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3.7.11 Pengukuran Asai Aktiviti Fosfatase Alkali (ALP) 

 

Sel osteoblas disuntik ke dalam perancah tulang lembu dan diletakkan di dalam media 

yang mengandungi CCM pada telaga 6 dengan kepekatan 2x 106. Selepas 24 jam 

proliferasi sel pada perancah tulang lembu dirawat dengan rawatan isomer tokotrienol 

berasingan, α-tokoferol serta kawalan positif di dalam media pembezaan secara triplikat. 

Rawatan akan dilakukan tiga hari sekali. Aktiviti ALP diukur dengan menggunakan kit 

komersial asai ALP (Abcam, ab83371). (Jadual 3.14). 

 
Jadual 3.14 Bahan yang terdapat di dalam kit aktiviti Alkalin Fosfatase (ALP) 

 
Bahan Kuantiti 

ALP penimbal asai 100 mL 

MUP substrat 1 vial 

Enzim ALP 1 vial 

Larutan penghenti 25mL 

 

 Bagi penyediaan sampel, sampel tulang dibilas dengan menggunakan penimbal 

fosfat sejuk dan dicampurkan di dalam 100 µL penimbal asai yang disediakan. Kemudian 

sampel tulang akan dihancur di dalam mesin pemecah manik mikro selama 1 minit. 

Sampel yang telah dihancurkan diempar di dalam mesin pengempar mikro sejuk pada 

suhu 40C pada kelajuan 13 000 g bagi menyingkirkan bahan yang tidak terlarut. 

Supernatan dikumpul dan dipindahkan ke dalam tiub yang bersih. Sampel perlu sentiasa 

di disimpan di dalam ais bagi menjamin kualiti sampel.  

 

 Bagi penyediaan graf piawai, 5 µL larutan 5mM MUP substrat dicairkan dengan 

495 µL penimbal asai untuk menghasilkan 50 µM piawai MUP. Siri kepekatan larutan 

piawai MUP yang disediakan ialah 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 nmol/telaga dengan setiap 

kepekatan larutan piawai ditambahkan dengan 10 µL enzim ALP. Enzim ALP akan 

menukarkan substrat MUP kepada 4-methylumbelliferon (4-MU).  Setiap sampel dan 

larutan piawai akan dieramkan selama 30 minit pada suhu 250C dalam keadaan gelap. 

Setelah itu, proses pengeraman dihentikan dengan menambah 20 µL larutan penghenti 

(stop solution) ke dalam setiap telaga dan digoncang secara sekata. Kemudian mikroplat 

dibaca dengan menggunakan pembaca plat mikro pada gelombang 360/440 nm. Bacaan 
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piawai diplotkan pada graf garis lurus dengan kepekatan ALP bagi setiap sampel dikira 

daripada persamaan y = mx+c yang diperolehi daripada graf. Bacaan sampel kemudiaan 

dimasukkan dalam formula tersebut. Aktiviti ALP di kira mengikut perkiraan di bawah:  

 

Aktiviti ALP =   __B     X D 

                             (V/T) 

 

B  = Jumlah 4-MU dihasilkan per sampel (nmol) 

V = Isipadu sampel di dalam setiap telaga (Ml) 

T = Reaksi masa (minit) 

D = Faktor pencairan 

 

3.7.12 Pengukuran Asai Penentuan Osteokalsin (OC)  

 

Sel osteoblas dengan kepekatan 2 x 106 disuntik di dalam perancah tulang lembu dan 

diletakkan di dalam media yang mengandungi CCM pada telaga 6.  Selepas 24 jam 

proliferasi sel pada perancah tulang lembu, sel akan dirawat dengan rawatan isomer 

vitamin E secara triplikat. Rawatan akan dilakukan tiga hari sekali. Aras osteokalsin 

kumpulan rawatan serta kawalan diukur dengan menggunakan kit komersial asai 

osteokalsin (Elabscience, E-EL-H1343) (Jadual 3.15).  

 
Jadual 3.15 Bahan yang terdapat di dalam kit Asai Osteokalsin 

 
Bahan Kuantiti 

96-telaga microplate  1 plat 

Piawai 2 vial 

Diluen piawai 1 vial 

Pengesan Antibodi Pekat Biotinylated 1 vial 

Pencair Pengesan Antibodi Biotinylated 1 vial 

Konjugat HRP 1 vial 

Penimbal Pencuci 1 vial 

Reagen Substrat 1 vial 

Penutup plat 5 helai 
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Untuk penyediaan sampel ujian, perancah tulang lembu dipotong kecil dan 

dihomogenasi dengan menggunakan mesin penghancur mikro manik bersama-sama 

dengan penimbal fosfat. Setelah itu sampel diempar di dalam pengempar pada kelajuan 

5000g selama 5 minit bagi bagi menyingkirkan bahan tidak terlarut. Supernatan bagi 

setiap sampel dikumpul dan dimasukkan kedalam tiub yang steril dan bersih.  

 

Sebanyak 100µL larutan piawai dan 100µL sampel ujian dimasukkan ke dalam 

telaga serta dieramkan pada suhu 370C selama 90 minit. Setelah itu, semua larutan 

dikeluarkan dan seterusnya 100 µL antibodi pengesan biotinylated ditambah ke dalam 

setiap telaga. Mikroplat digoncang sekata dan dieram kembali selama satu jam pada suhu 

37 0C. Setelah itu, setiap telaga dibilas dengan menggunakan penimbal. 100µL konjugat 

HRP ditambah dan dieramkan kembali selama 30 minit. Setelah itu semua larutan 

dikeluarkan dan dibilas kembali dengan penimbal cucian sebanyak 5 kali. Selepas itu, 90 

µL reagent substrat ditambah ke dalam setiap telaga dan dieram selama 15 minit pada 

suhu 370C. Kemudian 50µL larutan penghenti dimasukkan ke dalam setiap telaga untuk 

menghentikan semua tindak balas. Akhir sekali, mikroplat dibaca dengan menggunakan 

pembaca mikroplat pada gelombang 450 nm.  

 

3.7.13 Ujian Histomorfometri Tulang Berstruktur Bagi Sampel Tulang Tak 

Ternyahkalsium 

 

i. Perancah tulang tak ternyahkalsium 

 

Sampel perancah tulang lembu dari semua kumpulan dituai pada hari ke 21 rawatan. 

Sampel tulang ini mempunyai mineral dan wujud dalam struktur yang keras. Tulang ini 

memerlukan pembenaman khas bagi pemprosesan. Sehubungan itu, polimer metil 

metakrilat (PMM) digunakan. Persediaan medium PMM mengikut kaedah difford (1974) 

dan diubahsuai mengikut protokol kit yang telah digunakan iaitu “osteo bed bone 

embedding kit “dari Polysciences, Inc Jerman.  
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ii.  Pemprosesan Perancah Tulang Tak Ternyahkalsium 

 

Pemprosesan sampel tulang dibuat untuk memberi sokongan kepada tulang, 

membolehkan hirisan tipis dibuat dan meminimunkan kerosakan pada sampel serta 

kerosakan pada mata pisau. Pemprosesan melibatkan proses fiksasi, pendehidratan, 

pembersihan, penyusupan dan pembenaman.  

 

 Proses dimulakan dengan proses fiksasi di mana sampel tulang pada hari ke 21 

dituai dan di masukkan kedalam larutan 10% penimbal formalin neutral selama 48 jam. 

Sampel dibiarkan selama 48 jam dan diletakkan di atas mesin pengoyang selama 8 jam 

setiap hari. Setelah itu, sampel dipindahkan ke dalam botol yang mengandungi larutan 

etanol 70%, 80%, 95% dan 100% mengikut turutan. Akhir sekali tulang akan direndam di 

dalam larutan zilena selama 30 minit. Proses rendaman di dalam etanol daripada 

kepekatan rendah kepada kepekatan tinggi secara berturutan ini dikenali sebagai proses 

pendehidratan. Proses ini dibuat bagi mengeluarkan cecair daripada sampel tulang setelah 

fiksasi. Larutan zilena pula berfungsi untuk membuang lebihan lemak pada sampel 

tulang.  

  

Proses penyusupan dan pembenaman sampel tulang dibuat dengan menggunakan 

metil metakrilat separa terpolimer (PMMP) mengikut protokol pada “Osteo-bed bone 

Embedding Kit” dari Polysceince, Inc Jerman. Sampel tulang diletakkan kedalam botol 

kaca yang nipis mengikut orientasi pemotongan tulang, Botol tersebut ditutup dengan 

penutup plastic dan direndam di dalam tangki rendaman air pada suhu 37OC selama 3 

hari agar pembenaman menjadi blok pepejal.  

 

iii.  Hirisan Medium Pembenaman Perancah Tulang Tak Ternyahkalsium  

 

Blok PMM yang keras dihiris menggunakan pisau tungsten. Hirisan blok adalah setebal 7 

µm dan diwarnakan dengan pewarnaan Von kossa.  
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iv. Penyediaan Slaid Perancah Tulang Tak Ternyahkalsium  

 

Hirisan tulang daripada blok PPM diletakkan di dalam piring petri yang mengandungi 

etanol 50% dan dibiarkan sehingga hirisan yang tergulung terbuka. Selepas itu, hirisan 

sampel di letakkan ke atas slaid polisin dan larutan penyebar di titk ke atas sampel slaid 

tersebut. Larutan penyebar perlu dipanaskan pada suhu 600C sebelum dititis dan 

digunakan di atas slaid. Larutan penyebar ini digunakan bagi melembutkan hirisan 

sampel supaya hirisan PPM senang dibentangkan ke atas slaid. 

 

 Kemudian hirisan ini perlu ditutup dengan plastik politin dan ditekan supaya 

hirisan sampel tidak berkedut. Kertas turas pula digunakan bersama bagi menyerap 

lebihan larutan penyebar. Selepas itu, slaid kaca diletakkan ke atas kertas turas dengan 

menggunakaa dua klip “bulldog” di mana dikepit di bahagian atas serta bahagian bawah. 

Slaid tersebut dikeringkan ke dalam ketuhar pada suhu 370C selama 3 hari untuk 

memastikan hirisan melekat pada slaid polisin itu. Setelah dipastikan slaid kering serta 

hirisan betul-betul melekat, barulah slaid tersebut dikeluarkan daripada ketuhar dan boleh 

melalui proses pewarnaan.  

 

v.  Pewarnaan Von Kossa Bagi Perancah Tulang Tak Ternyahkalsium 

 

Sampel tulang tak ternyahkalsium diwarnakan dengan pewarnaan von kossa untuk 

melihat tulang bermineral. Tulang yang bermineral akan diwarnakan dengan warna 

kehitaman setelah pewarnaan. Pewarnaan von Kossa perlu dilakukan berdasarkan kaedah 

modifikasi von Kossa (1901). Slaid akan direndam di dalam larutan aseton selama 15 

sehingga 20 minit. Tujuan rendaman adalah untuk melarutkan medium PPM yang 

melekat pada salid tersebut. Kemudian slaid melalui proses rehidrasi di mana slaid 

tersebut akan direndam ke dalam larutan etanol 100%, 96% (I), 96% (II) dan 70% selama 

3 minit untuk setiap rendaman.  

  

Slaid kemudian dibilas dengan air dan dititiskan dengan larutan 1% silver nitrat 

dan diletakkan di bawah sinaran lampu ultraviolet selama 30 minit untuk membolehkan 

tindak balas berlaku antara larutan sinar ultraviolet dengan silver nitrat. Setelah slaid 

penunjukkan perubahan warna kepada coklat kehitaman, slaid tersebut dibilas dengan air 
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suling. Slaid itu kemudian dititiskan dengan larutan 2.5% sodium tiosulfat selama 5 

minit. Larutan sodium tiosulfat berfungsi sebagai agen fiksasi dimana ion silver nitrat 

daripada silver nitrat akan melekat kuat pada ion kalsium pada matriks tulang. Kemudian 

slaid akan dibilas kembali dengan air suling dan melalui proses dehidrasi bagi membuang 

air pada sampel slaid. Proses dehidrasi melibatkan rendaman slaid di dalam kepekatan 

peratusan etanol meningkat, di mana dimulakan dengan 70%, 96% (I), 96%(II), dan 

100% secara berturutan selama 3 minit. Slaid kemudian dibersihkan dengan larutan eter 

sebanyak 2 kali dalam tempoh masa 5 minit untuk setiap rendaman. Kemudian di titskan 

dengan larutan DPX sebelum ditutup dengan sisip kaca.  

  

vi.  Pengukuran Parameter Histomorfometri Perancah Tulang Tak Ternyahkalsium 

 

Pengukuran parameter histomorfometri tulang dilakukan menggunakan mikroskop 

cahaya dengan menggunakan perisian penganalisa Imej-PRO Plus versi 5.0.2.9 dan 

dibantu dengan kamera dari Q-Imaging Micropublisher 5.0, Kanada.   

 

3.7.14 Pengukuran Histomorfometri Tulang Statik Bagi Sampel Tulang Nyahkalsium 

 

i. Sampel  Perancah Tulang Nyahkalsium 

 

Sampel perancah tulang lembu dari semua kumpulan dituai pada hari ke 21 rawatan. 

Sampel difiksasi dan melalui proses pembenaman lilin parafin.  

 

ii. Pemprosesesan Perancah Tulang Nyahkalsium 

 

Perancah tulang lembu dikeluarkan daripada plat kultur dan dibersihkan dahulu dengan 

menggunakan larutan penimbal fosfat. Kemudian tulang direndam di dalam larutan 

formalin penimbal neutral 10% bagi menjalani proses nyahkalsium. Rendaman dibuat 

untuk tempoh dua hari.  

 

Setelah itu, sampel perancah dikeluarkan dan melalui proses dehidrasi dengan 

merendam sampel ke dalam larutan etanol. Perancah direndam di dalam larutan etanol 

50% dan 70% selama satu jam setengah. Kemudian diikuti dengan rendaman di dalam 
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etanol 80%, 95% serta 100% selama satu jam setengah. Rendaman di dalam etanol 100% 

dilakukan sebanyak tiga kali.  

 

 Selesai proses dehidrasi, perancah tulang lembu akan menjalani proses 

pembersihan di mana sampel perancah tulang lembu direndam di dalam larutan etanol 

100% dan toluen dengan nisbah 1:1 selama 30 minit. Kemudian perancah tulang lembu 

melalui proses pembenaman dengan merendam sampel di dalam larutan parafin yang 

telah dicairkan pada suhu 600C sebanyak tiga kali selama tiga jam bagi setiap tukaran. 

Seterusnya sampel dibenamkan di dalam paraffin cair untuk membentuk blok paraffin 

setelah ia membeku menggunakan mesin paraffin embedder. Sampel perancah di 

letakkan di dalam acuan dengan bahagian tulang dipotong secara longitudinal menghadap 

dasar acuan tersebut. Larutan parafin cair dituangkan ke dalam acuan besi sehingga 

memenuhi acuan besi dan sampel tulang perancah terbenam. Acuan disejukkan segera di 

atas piring penyejuk supaya kekal pada orientasinya.  

 

iii. Hirisian Pembenaman Blok Parafin  

 

Blok pembenaman yang tersedia dikeluarkan daripada acuan besi dan dihiris 

menggunakan mikrotom dengan ketebalan hirisan 5µm. Helaian potongan sampel 

diapungkan di dalam mandian apungan tisu pada suhu 450C sebelum dilekatkan pada 

slaid kaca. Slaid dikeringkan pada alat pengering slaid pada suhu 450C. Slaid yang 

terhasil digunakan untuk pewarnaan hematoksilin dan eosin.  

 

iv. Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin 

 

Pewarnaan dimulakan dengan merendam slaid di dalam larutan xilena sebanyak 2 kali 

selama 5 minit. Tujuan rendaman adalah bagi menyingkirkan parafin pada sampel. 

Kemudian slaid direndam ke dalam larutan etanol secara menurun. Proses ini dinamakan 

proses rehidrasi. Rendaman akan dimulakan dengan larutan etanol 100%, 95%, 80%, 

70% dan 50% selama 3 minit bagi setiap rendaman. 
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 Kemudian slaid diwarnakan dengan dengan pewarnaan hematoksilin dengan 

menitiskan pewarna hematoksilin di keseluruhan slaid. Pewarnaan dibiarkan selama 10 

minit. Kemudian air paip dialirkan pada slaid. Setitis asid alkohol dititiskan pada slaid 

dan dibiarkan selama 2 saat. Setelah itu, larutan eosin dititiskan di atas slaid selama 6 

minit. Slaid kemudian direndam di dalam larutan etanol 95% dan 100% sebanyak 2 kali 

rendaman selama 3 minit. Yang terakhir, slaid direndam di dalam larutan xilena sebanyak 

dua kali selama 5 minit bagi setiap rendaman. Kemudian, medium pelekapan dititiskan ke 

atas slaid dan dilekatkan bersama sisip kaca. Slaid dibiarkan kering, sebelum pemerhatian 

dibuat di bawah mikroskop cahaya.  

 

v.  Pengukuran Parameter Histomorfometri Tulang Perancah Nyahkalsium 

 

Pengukuran parameter histomorfometri tulang dilakukan menggunakan mikroskop 

cahaya dengan menggunakan perisian penganalisa Imej-PRO Plus versi 5.0.2.9 dan 

dibantu dengan kamera dari Q-Imaging Micropublisher 5.0, Kanada.   

 

3.7.15 Pengukuran Bagi Imbasan Tomografi Berkomputer (CT scan)  

 

Pengukuran imbasan tomografi berkomputer dilakukan di Pusat Kejuteraan Tisu, Fakulti 

Perubatan, Universiti Kebangsaan Malaysia. Imbasan dibuat dengan menggunakan mesin 

pengimejan Micro CT Sky Scan 1076 keluaran SkyScan, Kontich, Belgium. Sistem ini 

dilengkapi dengan komputer dan perisian khas untuk penganalisaan imej. Dalam kajian 

ini, analisa tomografi dijalankan menggunakan perancah tulang lembu setelah rawatan 

selama 21 hari. Tulang yang telah selesai rawatan dikeluarkan daripada media dan 

direndam di dalam larutan formalin 10%.  

 

 Untuk tujuan penganalisaan, perancah tulang lembu dikeluarkan daripada larutan 

formalin 10% dan dipindahkan ke dalam bekas pemegang. Perancah tulang lembu di 

susun sebanyak sebaris sebanyak 8 sampel. Pengimbasan di buat secara berkumpulan di 

mana masa pengimbasan mengambil masa 2 jam bagi setiap sampel. Kawasan pada 

setiap kepingan perancah tulang lembu dikontur untuk tujuan analisa maklumat. 

Pengkonturan dibuat secara separa automatik menggunakan perisian CTAn (V1.16.1.0 +, 

SkyScan, Belgium) Parameter yang terlibat dalam penentuan protokol ini adalah 
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ketebalan trabekular, peratusan pecahan isipadu tulang (BV/TV), bilangan trabekular (Tb. 

N) jarak antara trebekular (Tb. Sp) serta peratus keporosan tulang. Imbasan tulang yang 

terhasil akan menghasilkan set imej 2D dalam bentuk menegak. Sampel daripada imej 2D 

akan dikonturkan pada 200 kepingan imej bagi menghasilkan imej 3D.  

 

3.8 Analisis Statistik 

 

Semua kajian dijalankan secara 6 replikat. Perisian SPSS (Statistical Packege for Social 

Science) v.21 digunakan untuk menganalisis data. Hasil dibentangkan sebagai min + 

sisihan piawai (SEM). Data yang diperolehi diuji kenormalannya dengan ujian Shapiro-

Wilk. Data yang bertaburan normal dan pembezaan signifikan antara kumpulan 

ditentukan melalui analisis statistic ujian parametric Tukey One Way Anova diikuti 

dengan post hoc Tukey’s hsd. Parameter yang melibatkan sela masa tertentu di analisis 

menggunakan repeated-measure ANOVA. Data bertaburan tidak normal dianalisis 

menggunakan ujian bukan parametric Kruskal Walliis diikuti dengan Mann-Whitney U. 

Tahap signifikan adalah pada aras nilai keertian p< 0.05.  
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BAB 1V 

 

 

 

HASIL 

 

 

 
4.1 PARAMETER UJIAN VIABILITI SEL BAGI PEMILIHAN KEPEKATAN 

RAWATAN ISOMER VITAMIN E  

 

Asai viabiliti MTS dijalankan untuk menentukan kepekatan yang sesuai untuk digunakan 

dalam parameter seterusnya. Titisan sel osteoblas hFOB 1.19 fetus manusia dirawat 

dengan kepekatan isomer tokotrienol (α-, β-, γ- dan δ-tokotrienol) bermula pada 1, 10,100 

1000 nM. Rajah 4.1 menunjukkan graf viabiliti sel osteoblas terhadap kepekatan isomer 

vitamin E. Analisis menunjukkan bahawa kesemua isomer tidak menunjukkkan kesan 

sitotoksik ke atas sel hFOB 1.19 walaupun pada kepekatan tinggi 1000 nM. γ- serta δ-

tokotrienol pada 10-1000 nM meningkatkan viabiliti sel secara signifikan berbanding 

isomer vitamin E yang lain. Dalam kajian in kepekatan isomer vitamin E pertengahan 

telah dipilih untuk digunakan untuk ujikaji yang seterusnya. Kepekatan yang dipilih 

dalam ujikaji seterusnya adalah 100 nM bagi semua jenis isomer vitamin E. Pembahagian 

kumpulan rawatan ditunjukkan seperti dalam Jadual 4.1. 

 
Jadual 4. 1 Jadual pembahagian kumpulan bagi ujian viabiliti sel 

 
Kumpulan Rawatan 

NC Kawalan negatif  

AP Sel osteoblas fetus manusia yang dirawat dengan  α-tokoferol 

AT Sel osteoblas fetus yang dirawat dengan α-tokotrienol 

BT Sel osteoblas fetus yang dirawat dengan β-tokotrienol 

GT Sel osteoblas fetus yang dirawat dengan γ-tokotrienol 

DT Sel osteoblas fetus yang dirawat dengan δ-tokotrienol  

 

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



71 
 

 

 

Rajah 4.1    Viabiliti sel selepas rawatan isomer vitamin E yang berbeza kepekatan tokotrienol dan α-

tokoferol (1, 10, 100 dan 1000 nM) dibandingkan dengan kumpulan kawalan.  Nilai 

dinyatakan dalam bentuk min + (SEM), (n=6) 

 

#  menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan 

*   menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol 

a  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol 

b  menunjukkan perbezaan ketara dengan β-tokotrienol 

c  menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol 
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4.2 IMBASAN MIKROSKOP ELEKTRON 

 

Pengimbasan keratan rentas perancah dibuat dengan menggunakan imbasan mikroskop 

electron (SEM) bagi melihat pelekatan sel osteoblas pada perancah lembu. Mikrofotograf 

4.1 menunjukkan perancah tulang lembu yang dinyahkalsium tanpa sebarang rawatan 

(OB) kelihatan berpori dengan saiz yang berbeza. Saiz keporosan bagi setiap perancah 

adalah berbeza, namun purata saiz keporosan adalah 352 μm. Tulang kawalan positif 

(PC) kelihatan licin dengan permukaan yang sekata dan tidak kelihatan sebarang pori.  

Manakala tulang kawalan negatif (NC) mempunyai permukaan yang tidak sekata dengan 

pori yang jelas pada permukaan perancah. Semua perancah tulang lembu yang dirawat 

dengan isomer vitamin E dilitupi dengan sel osteoblas. Sel dilihat melekat dengan baik 

pada dinding yang berpori.  Perancah tulang lembu yang dirawat dengan γ- dan δ-

tokotrienol kelihatan mempunyai lebih timbunan sel pada permukaan perancah 

berbanding kumpulan rawatan isomer vitamin E yang lain (Mikrofotograf 4.2). 

Permukaan perancah tulang yang dirawat dengan δ-tokotrienol (DT) dan γ-tokotrienol 

(GT) kelihatan lebih berkedut, berlipat dan tidak sekata. Pembahagian kumpulan rawatan 

ditunjukkan seperti dalam Jadual 4.2 
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Mikrofotograf 4.1 Mikrofotograf permukaan tulang perancah osteoporotik (OB) menunjukkan saiz 

keporosan yang berbeza di bawah pembesaran x5000  

 
Jadual 4. 2 Jadual pembahagian kumpulan rawatan perancah tulang lembu 

 
Kumpulan Rawatan 

PC Kawalan positif (Perancah tulang asli (native) ) 

NC Kawalan negatif (Perancah tulang lembu nyahkalsium yang disuntik 

dengan sel osteoblas) 

OB Tulang osteoporotik (Perancah tulang lembu yang nyahkalsium tanpa 

media) 

AP Perancah NC yang dirawat dengan 100 nM α-tokoferol  

AT Perancah NC yang dirawat dengan 100 nM α-tokotrienol 

BT Perancah NC yang dirawat dengan 100 nM β-tokotrienol 

GT Perancah NC yang dirawat dengan 100 nM γ-tokotrienol 

DT Perancah NC yang dirawat dengan 100 nM δ-tokotrienol  
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Mikrofotograf 4.2 Mikrofotograf daripada mikroskop elektron pada permukaan perancah yang telah dirawat dengan isomer vitamin E isomer pada hari ke 7 
rawatan. Pembesaran x5000

  

 

 

 

 

 

 

  

Kawalan Postif (PC) Kawalan Negatif (NC)  Tulang osteoporotik (OB)  α-tokoferol (AP) 

 

 

 

 

 

 

 

   

α-tokotrienol (AT) β-tokotrienol (BT) γ-tokotrienol (GT) δ-tokotrienol (DT) 
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4.3 PARAMETER ASAI BIOKIMIA 

 

4.3.1 Asai Akiviti Fosfatase Alkali 

 

Penentuan aktiviti Fosfatase Alkali (ALP) dilakukan untuk menentukan kesan rawatan 

isomer vitamin E terhadap pembezaan sel osteoblas. Aktiviti enzim ALP diukur selepas 

sel dirawat dengan isomer vitamin E pada hari ke 3, 7 dan 15 (Rajah 4.2). Analisis 

ANOVA dengan perbandingan secara berpasangan mendapati terdapat kesan ‘masa’ (P< 

0.05) dan ‘masa x rawatan’ (P<0.05) yang signifikan terhadap aktiviti enzim ALP. 

Berdasarkan graf tersebut aktiviti ALP meningkat pada hari ke 7 dan ke 15 dalam semua 

kumpulan rawatan isomer vitamin E berbanding hari ke 3. Tiada peningkatan signifikan 

bagi semua kumpulan rawatan isomer vitamin E berbanding kawalan pada hari ke 3. Pada 

hari ke 7, semua kumpulan rawatan isomer vitamin E menunjukkan peningkatan 

signifikan berbanding kawalan. Pada hari ke 15, semua kumpulan rawatan isomer 

vitamin E menunjukkan peningkatan aktiviti ALP berbanding kawalan. Pada hari ke 15, 

γ- dan δ-tokotrienol menunjukkan peningkatan signifikan berbanding isomer vitamin E 

yang lain. Hasil kajian ini, menunjukkan rawatan isomer vitamin E meningkatkan 

penghasilan aktiviti ALP berbanding kawalan. Aktiviti ALP meningkat secara signifikan 

pada semua kumpulan rawatan isomer vitamin E pada sela masa ke 7 dan 15 berbanding 

hari ke 3.  
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Rajah 4.2 Aktiviti ALP selepas rawatan dengan isomer vitamin E pada hari ke 3, 7 dan 15 hari. 

Nilai dinyatakan dalam bentuk min + (SEM), (n=6) 

 
a  menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan (NC) 

b  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

c  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

d  menunjukkan perbezaan ketara dengan β-tokotrienol (BT) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT) 

f  menunjukkan perbezaan signifikan dengan δ-tokotrienol (DT) 
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4.3.2 Osteokalsin 

 

Ekspresi protein osteokalsin diasai mengikut kaedah ELISA. Ekspresi osteokalsin diukur 

pada hari ke-4, 7, 14 dan 21. Ekpresi osteokalsin meningkat mengikut sela masa dari hari 

ke 4 sehingga ke hari 14 dan menurun sedikit pada hari ke-21. Analisis ANOVA dengan 

perbandingan secara berpasangan mendapati terdapat kesan ‘masa’ (P< 0.05) dan ‘masa x 

rawatan’ (P<0.05) yang signifikan terhadap osteokalsin. Pada hari ke 7,14 dan hari ke 21 

aras osteokalsin bagi kumpulan rawatan isomer vitamin E meningkat secara signifikan 

berbanding kawalan.  Manakala γ- dan δ-tokotrienol meningkat secara signifikan 

berbanding isomer vitamin E yang lain pada hari ke-7, -14 dan -21. Hasil kajian ini, 

menunjukkan rawatan isomer vitamin E meningkatkan penghasilan osteokalsin 

berbanding kawalan. Aras osteokalsin meningkat secara signifikan pada semua kumpulan 

rawatan isomer vitamin E pada sela masa ke 7, 14 dan 21 berbanding hari ke 3 (Rajah 

4.3).   
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Rajah 4.3 Graf perbandingan osteokalsin bagi perancah tulang lembu yang dirawat dengan isomer 

vitamin E. Nilai dinyatakan dalam bentuk min + (SEM), (n=6) 

 
a  menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan (NC) 

b  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

c  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

d  menunjukkan perbezaan ketara dengan β-tokotrienol (BT) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT) 

f  menunjukkan perbezaan signifikan dengan δ-tokotrienol (DT) 
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4.4 HISTOMORFOMETRI TULANG 

 

A. Histomorfometri Berstruktur Tulang 

 
4.4.1 Pewarnaan von Kossa Histomorfometri Berstruktur  

Mikrofotograf 4.3 menunjukkan pewarnaan von Kossa pada keratan rentas perancah 

tulang lembu yang telah dirawat dengan isomer vitamin E.  Warna trabekular yang lebih 

gelap menunjukkan pemendapan kalsium yang lebih tinggi. Kumpulan kawalan positif 

menunjukkan pemendapan kalsium yang lebih tinggi dengan ukuran trabekular yang 

lebih tebal. Trebekular pada kumpulan OB kelihatan lebih cerah warnanya menunjukkan 

pemendapan kalsium yang kurang berbanding kumpulan lain. Ukuran trabekular juga 

dilihat kurang tebal pada kawalan negatif (NC) serta α-tokoferol (AP) dibandingkan 

dengan α-tokotrienol (AT) dan β-tokotrienol (BT). Kumpulan γ-tokotrienol (GT) 

menunjukkan ukuran trabekular yang paling tebal dibandingkan antara semua rawatan 

vitamin E dan diikuti dengan rawatan δ-tokotrienol (DT).   
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Kawalan Positif (PC) Kawalan Negatif (NC) Tulang Osteoporotik (OB)  α-tokotrienol (AP) 

    

α-tokotrienol (AT) β-tokotrienol (BT) γ-tokotrienol (GT) δ-tokotrienol (DT) 

 

Mikrofotograf 4.3  Mikrofotograf menunjukkan keratan rentas perancah tulang lembu yang telah diberi rawatan isomer vitamin E dan diwarnakan dengan 

perwarnaan von Kossa dengan pembesaran x20
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4.4.2 Isipadu Tulang Trabekular (BV/TV) 

 

Hasil kajian menunjukkan kumpulan PC menunjukkan peningkatan isipadu trabekular 

yang signifikan berbanding tulang OB. Kumpulan OB menunjukkan penurunan ketara 

dibandingkan kumpulan PC dan NC. Hasil kajian menunjukkan peratusan isipadu tulang 

trabekular kesemua rawatan isomer vitamin E meningkat secara signifikan (P<0.05) 

berbanding kumpulan OB. Tiada peningkatan signifikan antara kumpulan rawatan γ-

tokotrienol (GT) dan δ-tokotrienol (DT). Hasil kajian ditunjukkan pada Rajah 4.4 dan 

Mikrofotograf 4.3.  

 

4.4.3 Ketebalan Trabekular (Tb. Th) 

 

Kesan rawatan isomer vitamin E ke atas ketebalan trabekular (Tb. Th) perancah tulang 

lembu ditunjukkan pada Rajah 4.5 dan Mikrofotograf 4.3. Tiada peningkatan signifikan 

ketebalan trabekular tulang PC dibandingkan dengan NC dan OB. Hasil keputusan 

menunjukkan kumpulan rawatan AT dan BT meningkatkan ketebalan yang ketara 

berbanding PC. Manakala kumpulan rawatan AP, BT, GT dan DT meningkat secara 

signifikan berbanding NC. Hasil kajian menunjukkan purata ketebalan trabekular 

kumpulan BT, GT serta DT meningkat secara signifikan (P<0.05) berbanding kumpulan 

OB. Tiada peningkatan signifikan bagi kumplan GT dibandingkan dengan kumpulan DT.     

 

 UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



82 
 

 

 

Rajah 4.4 Peratus isipadu tulang trabekular (BV/TV) bagi semua kumpulan rawatan. Nilai 

dinyatakan dalam bentuk min + (SEM), (n=6).   

 
a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)
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Rajah 4.5 Graf perbandingan ketebalan trabekular antara semua kumplan rawatan isomer vitamin E. 

Nilai dinyatakan dalam bentuk min + (SEM), (n=6) 
 

a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)  
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4.4.4 Bilangan Trabekular (Tb. N) 

 

Semua kumpulan rawatan tokotrienol dan tokoferol menunjukkan perningkatan bilangan 

trabekular secara signifikan berbanding tulang tanpa rawatan (PC). Hasil kajian 

menunjukkan semua rawatan tokoferol serta tokotrienol kecuali δ-tokotrienol meningkat 

secara signifikan berbanding kumpulan OB. Selain itu, kumpulan AT dan DT tidak 

menunjukkan sebarang perbezaan signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif (NC). 

Tiada peningkatan bilangan trabekular bagi kumpulan GT dibandingkan kumpulan DT. 

Hasil kajian ditunjukkan pada Rajah 4.6 serta Mikrofotograf 4.3.  
 

4.4.5 Jarak Pemisahan Trabekular (Tb. Sp) 

 

Kesan rawatan isomer vitamin E terhadap jarak pemisahan trabekular ditunjukkan dalam 

Rajah 4.7 dan Mikrofotograf 4.3. Kesemua rawatan vitamin E tidak menunjukkan 

peningkatan yang signifikan berbanding kumpulan tulang osteoporosis (OB), kawalan 

negatif (NC) dan kawalan positif (PC).  
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Rajah 4.6  Graf perbandingan bilangan trabekular dengan kumpulan rawatan isomer vitamin E. Nilai 

dinyatakan dalam bentuk min + SEM, (n=6) 

 

a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB)  

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT) 
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Rajah 4.7  Graf perbandingan nilai purata jarak pemisahan trabekular bagi semua kumpulan 

rawatan. Nilai dinyatakan dalam bentuk min + SEM, (n=6)  

 
a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)
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B. Histomorfometri Statik  

 

4.4.6 Histomorfometri Statik (Pewarnaan Hematoksilin Dan Eosin) 

 

Pemerhatian pada Mikrofotograf 4.4 menunjukkan perbezaan ketebalan trabekular bagi 

setiap rawatan. Sel osteoblas diwarnakan dengan keungguan manakala trabekular 

diwarnakan dengan warna merah jambu. Trabekular OB kelihatan lebih nipis berbanding 

NC. Ukuran trabekular juga dilihat kurang tebal pada NC serta AP dibandingkan dengan 

AT dan BT. Manakala tulang trabekular dilihat lebih tebal pada kumpulan GT dan DT 

berbanding kumpulan rawatan isomer vitamin E yang lain. Kumpulan GT menunjukkan 

ukuran trabekular yang paling tebal dibandingkan antara semua rawatan vitamin E dan 

diikuti dengan DT. Pemerhatian tulang OB di bawah objektif pembesaran 20x mendapati 

matriks diwarnakan dengan warna merah jambu. Sel pada sum-sum tulang serta osteosit 

telah disingkirkan dan tiada nukleus yang diwarnakan. Pemerhatian slaid pada NC, AP, 

AT, BT, GT dan DT mendapati terdapat kehadiran sel osteoblas dan sel osteosit di 

warnakan dalam keratas rentas perancah tulang lembu yang dirawat dengan isomer 

vitamin E. Pemerhatian ini merujuk kepada Mikrofotograf 4.5.  
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Tulang osteoporosis (OB) Kawalan Negatif (NC) α-tokoferol (AP) α-tokotrienol (AT) 

   

β-tokotrienol (BT) γ-tokotrienol (GT) δ-tokotrienol (DT) 

 

Mikrofotograf 4.4  Mikrofotograf Pewarnaan hematoksilin dan eosin pada perancah tulang lembu yang dirawat dengan isomer vitamin E. Tanda panah hitam 

menunjukkan kawasan trabekular dengan pembesaran x10 
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Tulang osteoporosis (OB) Kawalan Negatif (NC) α-tokoferol (AP) α-tokotrienol (AT) 

   

β-tokotrienol (BT) γ-tokotrienol (GT) δ-tokotrienol (DT) 

 

Mikrofotograf 4.5. Pewarnaan hematoksilin dan eosin pada perancah tulang lembu yang dirawat dengan isomer vitamin E. Tanda panah kuning menunjukkan pada sel 

osteosit dan tanda panah biru adalah sel osteoblas dengan pembesaran x20  
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4.5 IMBASAN TOMOGRAFI BERKOMPUTER (CT SCAN) 

 

Mikrofotograf 4.6 menunjukkan imej daripada analisis imbasan tomografi berkomputer. 

Hasil analisis menunjukkan tulang PC kelihatan seperti span yang padat berbanding 

tulang NC dan OB.  Tulang OB kelihatan mempunyai banyak rongga yang kosong 

dengan tulang trabekular yang lebih kecil berbanding tulang NC dan jarak pemisahan 

trabekular antara satu sama lain kelihatan lebih jauh berbanding tulang NC. Hasil kajian 

menunjukkan tulang pada kumpulan GT dan DT kelihatan lebih padat berbanding 

kumpulan rawatan isomer vitamin E yang lain. Saiz rongga pada kumpulan GT dan DT 

kelihatan lebih kecil berbanding kumpulan rawatan AP, AT dan BT.  Perancah tulang 

lembu yang dirawat dengan GT kelihatan lebih padat diikuti dengan DT, BT, AT dan AP. 
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.    

 
Kawalan Positif (PC) Kawalan Negatif (NC) Tulang Osteoporotik (OB) α-tokoferol (AP) 

 

 

  

α-tokotrienol (AT) β-tokotrienol (BT) γ-tokotrienol (GT) δ-tokotrienol (DT) 

 

Mikrofotograf 4.6 Mikrofotograf menunjukkan imej 3D daripada analisis gambaran tomografi berkomputer bagi perancah tulang lembu yang dirawat dengan isomer 

vitamin E
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4.5.1 Peratus Keporosan Trabekular  

 

Kesan rawatan isomer vitamin E terhadap model tulang osteoporosis menggunakan 

imbasan mikrotomografi ditunjukkan di dalam Rajah 4.8 dan Mikrofotograf 4.6. Selepas 

21 hari rawatan, imbasan tomografi berkomputer menunjukkan bahawa tiada penurunan 

signifikan antara kumpulan PC dibandingkan kumpulan OB dan NC. Tiada perubahan 

ketara juga antara kumpulan NC dan OB. Keputusan juga menunjukkan tiada penurunan 

keporosan yang signifikan bagi kumpulan NC dibandingkan dengan kumpulan rawatan 

tokotrienol dan tokoferol kecuali γ-tokotrienol. Kumpulan rawatan GT(p<0.05) menurun 

secara signifikan berbanding kumpulan OB, NC serta PC. Namun begitu, tiada penurunan 

ketara kumpulan rawatan GT dibandingkan dengan kumpulan DT.   

 

4.5.2  Ketebalan Trabekular  

  

Hasil kajian menunjukkan tiada peningkatan signifikan bagi kumpulan PC dibandingkan 

dengan kumpalan NC dan OB. Tiada peningkatan ketara juga pada kumpulan OB 

dibandingkan dengan NC. Tiada peningkatan ketebalan trabekular yang signifikan 

kumpulan rawatan isomer vitamin E dibandingkan dengan kumpulan NC. Hasil kajian 

juga menunjukkan ketebalan trabekular meningkat secara signifikan pada kumpulan 

rawatan GT (P<0.05) berbanding kumpulan OB dan PC. Namun begitu tiada peningkatan 

yang signifikan bagi kumpulan GT dibandingkan dengan DT. Hasil kajian ditunjukkan 

dalam Rajah 4.9 serta Mikrofotograf 4.6.  
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Rajah 4.8  Graf perbandingan keporosan setiap rawatan isomer vitamin E. Nilai dinyatakan dalam 

bentuk min + SEM, (n=6)  

 

a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)

a,b,c, d, e,f, 
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Rajah 4.9 Graf perbandingan ketebalan trabekular rawatan isomer vitamin E. Nilai dinyatakan 

dalam bentuk min + SEM, (n=6)  

 

a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)

a,c,d 
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4.5.3  Isipadu Tulang Trabekular (BV/TV) 

 

Rajah 4.10 menunjukkan perbandingan peratusan isipadu tulang/ isipadu trabekular 

(BV/TV) akibat rawatan isomer vitamin E. Hasil kajian menunjukkan tiada 

peningkatan isipadu yang signifikan pada kumpulan NC berbanding OB. Hasil kajian 

menunjukkan peratusan isipadu meningkat dengan signifikan pada kumpulan GT 

(P<0.05) berbanding kumpulan OB, NC serta PC. Namun begitu, tiada perbezaan 

yang signifikan dilihat pada kumpulan rawatan vitamin E yang lain. Isipadu tulang 

trabekular pada kumpulan GT menunjukkan peningkatan signifikan berbanding 

kumpulan DT. Hasil kajian ditunjukkan dalam Rajah 4.10 serta Mikrofotograf 4.6.  
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Rajah 4.10 Peratusan Isipadu tulang/ isipadu trabekular setiap rawatan isomer vitamin E. Nilai 

dinyatakan dalam bentuk min + SEM, (n=6)  

 

a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



97 
 

 
 

4.5.4 Bilangan Trabekular (Tb. N) 

 

Kesan rawatan isomer vitamin E terhadap bilangan trabekular ditunjukkan dalan 

Rajah 4.11 dan Mikrofotograf 4.6. Setelah 21 hari rawatan, tiada perubahan signifikan 

kumpulan NC dibandingkan dibandingkan dengan kumpulan OB. Hasil kajian 

menunjukkan perancah tulang lembu yang dirawat dengan γ-tokotrienol (GT) 

menunjukkan peningkatan yang signifikan (p<0.05) berbanding dua kumpulan 

kawalan (OB dan PC). Walau bagaimanapun, tiada perubahan yang signifikan di 

antara kumpulan rawatan isomer vitamin E yang lain berbanding kumpulan kawalan, 

(NC dan PC) serta OB. Tiada peningkatan yang signifikan bagi kumpulan GT 

dibandingkan dengan kumpulan DT.  

 

4.5.6 Pemisahan Trabekular (Tb. Sp) 

 

Kesan rawatan isomer vitamin E terhadap jarak pemisahan trabekular ditunjukkan 

dalam Rajah 4.12 dan Mikrofotograf 4.6. Setelah 21 hari rawatan, tiada peningkatan 

yang signifikan pada kumpulan PC berbanding OB dan NC. Tiada peningkatan ketara 

NC berbanding OB. Selain itu, tiada peningkatan ketara semua perancah tulang lembu 

yang dirawat dengan isomer vitamin E. Kumpulan GT tidak menunjukkan 

peningkatan ketara dibandingkan dengan kumpulan rawatan DT.  
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Rajah 4.11 Graf perbandingan bilangan trabekular bagi rawatan isomer vitamin E. Nilai 

dinyatakan dalam bentuk min + SEM, (n=6)  

 
a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)
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Rajah 4.12  Graf jarak pemisahan trabekular bagi rawatan isomer vitamin E. Nilai dinyatakan 

dalam bentuk min + SEM, (n=6)  

 

a menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan positif (PC) 

b menunjukkan perbezaan signifikan dengan kawalan negatif (NC) 

c menunjukkan perbezaan signifikan dengan tulang osteoporotik (OB) 

d menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokoferol (AP) 

e  menunjukkan perbezaan signifikan dengan α-tokotrienol (AT) 

f menunjukkan perbezaan signifikan dengan β-tokotrienol (BT) 

g menunjukkan perbezaan signifikan dengan γ-tokotrienol (GT)

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



 
 

 
 

 

 

 

BAB V  

 

 

 

PERBINCANGAN  

 

 

 

5.1 PENGKULTURAN SEL OSTEOBLAS DAN PENYEDIAAN PERANCAH 

TULANG LEMBU. 

 

Dalam kajian ini sel yang digunakan adalah sel osteoblas daripada fetus manusia hFOB 

1.19. Sel hFOB 1.19 adalah sel yang yang homogen dan mampu berkembang dan 

membeza pada kadar yang normal. Sel ini menunjukkan penanda kepada fenotip 

osteoblas. Sel ini juga merupakan model yang sesuai untuk pemeriksaan tahap awal 

pembezaan osteogenik pada permukaan bahan. Oleh itu, sel hFOB 1.19 dipilih untuk 

dikulturkan pada perancah tulang lembu. Pengkulturan sel osteoblas hFOB 1.19 pada 

perancah tulang lembu dibuat dalam tempoh 21 hari. Tempoh 1 sehingga 3 hari adalah 

tempoh untuk berlakunya perkembangan dan migrasi sel setelah proses pencantuman 

antara sel osteoblas dan perancah tulang lembu. Tempoh 21 hari dipilih berdasarkan 

kajian yang telah dibuat oleh Knesser et al., pada tahun 2006. Hasil dapatan kajian 

melaporkan bahawa sel osteoblas berproliferasi dengan baik di dalam perancah dengan 

pelekatan sel osteoblas memenuhi perancah pada hari ke 14 kajian (Knesser et al. 2006). 

 

Dalam pelbagai reka bentuk kajian, tulang daripada mamalia menjadi antara 

pilihan dalam kalangan penyelidik kerana tulang tersebut boleh menjadi model yang 

mewakili pertumbuhan semula tulang manusia dengan ciri anatomi dan morfologi, 

keupayaan dalam pemyembuhan, pembentukan semula tulang serta kepadatan mineral 

tulang (Aerssan et al. 1998). Satu kajian ada melaporkan bahawa perancah yang 

dihasilkan daripada tulang semulajadi daripada khinzir berhasil dikulturkan bersama sel 

osteoblas yang diekstrak daripada arnab. Kajian tersebut melaporkan bahawa perancah 
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yang terhasil memberikan ruangan yang kondusif kepada sel untuk pelekatan dan 

berkembang dengan baik dalam matriks ekstra selular (Rui et al 2012). Kajian lain yang 

dibuat oleh Rashmi et al. 2017 mencadangkan perancah tulang lembu sesuai untuk 

dijadikan perancah kerana sifat biokompalitinya yang membantu perlekatan dan 

percambahan sel dalam tempoh 14 hari pengkulturan secara in vitro. 

 

Tulang yang dipilih untuk dijadikan perancah sebaik-baiknya menunjukkan 

persamaan dengan manusia dari segi pertimbangan fisologi dan patologi serta 

membolehkan kajian di buat dalam tempoh masa yang singkat.  Hasil perbandingan 

kajian yang pernah dibuat mendapati tulang mamalia menunjukkan kelebihan dari segi 

kurangnya tindak balas immunogenik serta berkebolehan dalam mengekalkan aktiviti 

biologi sel kerana strukturnya adalah struktur tulang asli (Vavken et al 2012). 

 

 Dalam kajian ini, pihak pengkaji memilih untuk menyediakan perancah tulang 

daripada tulang femur kaki lembu. Tulang lembu merupakan produk buangan dalam 

industri daging dan penternakan. Penggunaan tulang lembu untuk dijadikan perancah 

secara tidak langsung dapat meminimakan penggunaan haiwan hidup dalam kajian dan 

mempromosi penggunaan sumber secara lestari. Bahagian yang dipilih adalah tulang 

trabekular kerana struktur span yang dimiliki oleh tulang ini. Bahagian ini juga dianggap 

sebagai model yang terbaik kerana mempunyai struktur Haversian seperti tulang manusia 

yang memberi nisbah permukaan dan isipadu yang lebih besar. Selain itu, tulang 

trabekular juga sesuai kerana topografi, ciri biokimia serta sokongan mekanikal untuk 

proliferasi dan pembezaan sel yang baik (Hauser et al. 2018).  Tulang trabekular 

mempunyai kadar pembentukan semula tulang yang lebih tinggi berbanding tulang 

kortikal (Oftadeh et al. 2015). Perkara ini menjadikan tulang trabekular lebih mudah 

digunakan dalam kajian metabolisme tulang kerana sebarang perubahan dapat dilihat 

dalam jangka masa yang lebih pendek. 

 

Menyedari tentang kurangnya kajian secara in vitro bagi melihat kesan isomer 

vitamin E pada tulang, pihak pengkaji mengambil pendekatan ini untuk membuat kajian 

bagi menentukan kesan antiosteoporosis dan kesan anabolik isomer vitamin E secara 

individu melalui adaptasi pembinaan perancah daripada tulang lembu. Buat masa ini, 

masih tiada data kajian yang melaporkan tentang kesan isomer vitamin E secara individu 
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dalam mengkaji kesan antiosteoporotik dan kesan anabolik vitamin E. Perbandingan data 

berkaitan isomer vitamin E dalam kajian 3D juga adalah terhad.  

 

5.2 KEUPAYAAN DAN KEJAYAN SEL OSTEOBLAS MELEKAT PADA 

PERANCAH TULANG LEMBU MELALUI IMBASAN MIKROSKOP 

ELEKTRON  

 

Pengimbasan menggunakan mikroskop elektron penting dalam penyediaan perancah. 

Imej daripada mikroskop elektron dapat diaplikasikan untuk melihat keporosan sesuatu 

perancah. Salah satu faktor utama penentu kejayaan perancah adalah pelekatan sel pada 

perancah serta proliferasi sel pada permukaan perancah. Penghasilan perancah yang 

mempunyai keporosan yang tinggi serta ketumpatan rendah bertujuan untuk 

meningkatkan bilangan sel yang berupaya melalui ruangan perancah dan melekat. Hal ini 

akan memendekkan masa untuk pembentukkan tisu tulang (Zhang et al 2003). Oleh itu, 

pengimbasan mikroskop elektron dalam kajian ini adalah untuk memastikan perancah 

yang dihasilkan mempunyai ukuran liang yang memuaskan. 

 

Dalam kajian ini saiz purata keporosan yang diperolehi ialah 352 mikron. 

Keporosan yang tinggi membolehhan vaskularisasi nutrien dan penyebaran gas serta 

untuk pembuangan sisa oleh sel (LeGeros et al 1995; Mikos et al 1993). Sebilangan 

penyelidik melaporkan ukuran saiz liang adalah di antara 200 sehingga 500 mikron 

(Leong et al. 2003; Boyan et al. 1996), sementara kajian yang lain pula menyebut saiz 

liang yang sesuai adalah 500 mikron (Yoshikawa et al 1996). Saiz liang yang terlampau 

kecil akan menghalang pertumbuhan sel dan mineralisasi matriks tulang. Rustom et al 

(2016) serta Babaie dan Bhaduri (2017) mencadangkan bahawa penghasilan perancah 

yang ideal diperolehi melalui pembuatan perancah dengan saiz liang yang berbeza 

dengan campuran saiz makro dan mikro. Bahan perancah perlu menyerupai tulang 

trabekular atau kortikal yang akan memberi panduan sebenar pertumbuhan tulang dan 

penyembuhan semula tulang.  

 

Dalam kajian ini, permukaan tulang perancah PC kelihatan licin dengan 

permukaan yang sekata dan tiada pori yang kelihatan. Manakala bagi permukaan tulang 

perancah OB dan NC mempunyai permukaan yang tidak rata, berpori dengan saiz yang 

pelbagai.  Tulang OB mempunyai permukaan yang lebih kasar dan tidak rata dengan saiz 
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pori yang lebih besar berbanding tulang NC. Perancah NC yang mempunyai saiz pori 

yang lebih kecil dan permukaan yang kurang kasar dan lebih rata. Perkara ini 

menunjukkan terdapat perlekatan sel osteoblas pada kawasan pori perancah NC. Hasil 

kajian ini menunjukkan berlaku percambahan sel yang baik pada perancah tulang lembu 

yang tidak dirawat tanpa memerlukan rangsangan osteoinduktif tambahan. Kajian ini 

selari dengan penemuan yang dibuat oleh Koroupis et al (2013) yang melaporkan berlaku 

migrasi sel yang baik pada perancah tulang dalam media lengkap (Koroupis et al. 2013). 

 

Semua tulang perancah yang dirawat dengan isomer vitamin E dilitupi dengan sel 

osteoblas berbanding dengan kumpulan kawalan negatif. Kajian ini juga menunjukkan 

pada hari ke 7, perancah tulang lembu yang dirawat dengan γ- dan δ-tokotrienol 

mempunyai timbunan sel yang lebih banyak berbanding permukaan perancah yang 

dirawat dengan isomer vitamin E yang lain. Hasil kajian oleh Oliveira dan rakan-rakan 

(2009) melaporkan bahawa pada hari ke 7 sel osteoblas telah berjaya menutupi pori pada 

perancah di mana sel-sel osteoblas kelihatan melekat dengan kuat dan memberi kesan 

rata pada permukaan perancah (Oliveira et al. 2009). Hasil kajian juga menunjukkan 

pelekatan sel osteoblas fetus manusia (hFOB 1.19) pada semua permukaan perancah yang 

dirawat dengan vitamin E. Hal ini menandakan bahawa sel perancah tersebut tidak 

memberikan kesan sitotoksik kepada sel osteoblas fetus manusia (hFOB 1.19) dan 

memberikan daya lekatan yang baik antara perancah dan sel. Pelekatan sel osteoblas pada 

permukaan perancah melibatkan interaksi molekul biologi yang mendorong kepada 

transduksi isyarat serta tindak balas sel. Lekatan sel osteoblas dan matriks akan saling 

berhubungan di mana  filamen sel dan matriks aktin yang akan membawa kepada lekatan 

sel dan matrik yang lebih kuat (Gutiérrez-Prieto et al. 2019). Hasil kajian Gutiérrez-Prieto 

et al (2019) mendapati bahawa bahan terbaik untuk penyediaan permukaan yang sesuai 

untuk lekatan sel osteoblas adalah daripada bahan tulang lembu diikuti dengan 

hidroksiapetit, silikon serta kolagen. 

 

Hasil daripada imbasan mikroskop didapati perancah yang telah dinyahkalsium 

mempunyai ukuran liang yang lebih besar daripada kumpulan perancah tulang asli dan 

perancah-perancah yang dirawat dengan isomer vitamin E. Perancah tulang yang dirawat 

dengan γ- dan δ-tokotrienol menunjukkan timbunan lekatan sel yang lebih banyak 

berbanding kumpulan rawatan isomer vitamin E yang lain (Mikrofotograf 4.2).  Perkara 
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ini menunjukkan bahawa isomer γ- dan δ-tokotrienol adalah paling berkesan 

memperbaiki keporosan tulang akibat proses nyahkalsium yang menghasilkan tulang 

osteoporotik. 

 

5.3 PENENTUAN DAN PEMILIHAN KEPEKATAN RAWATAN  ISOMER 

VITAMIN E 

 

Ujian asai viabiliti dijalankan bagi menentukan dos isomer vitamin E yang selamat dan 

berkesan ke atas sel osteoblas fetus manusia, hFOB 1.19. Asai viabiliti MTS akan 

menentukan peratusan sel hidup melalui penentuan penghasilan formazan melalui 

tindakan metabolik sel setelah didedahkan kepada sesuatu bahan kaijan dalam tempoh 

masa yang tertentu. Dalam kajian ini, asai viabiliti sel dijalankan dalam sela masa 

rawatan selama 24 jam. Tempoh 24 jam selepas rawatan adalah tempoh untuk proliferasi 

sel osteoblas meningkat dengan pesat sehingga pertumbuhan yang maksimum (konfluen) 

(Quarles et al. 1992).  

 

 Hasil kajian menunjukkan kepekatan α-tokoferol serta isomer-isomer tokotrienol 

yang digunakan tidak menunjukkan kesan sitotoksik ke atas sel osteoblas hFOB 1.19 

pada semua kepekatan yang digunakan, iaitu 10, 100 dan 1000 nM. Kajian juga 

menunjukkan isomer γ- dan δ-tokotrienol telah meningkatkan viabiliti sel berkadaran 

dengan pertambahan kepekatan isomer vitamin E.  

 

 Dalam kajian ini kami menggunakan kepekatan pertengahan, iaitu 100 nM untuk 

meneruskan kajian yang selanjutnya bagi memastikan kesan anabolik vitamin E dapat 

dilihat releven secara fisiologinya. Keputusan ini selari dengan hasil oleh Mangialasche 

et al. pada tahun 2012 yang melaporkan bahawa kepekatan jumlah tokotrienol adalah 

sekitar 100 nm/mmol jumlah kolesterol. Kajian terdahulu berkaitan keselamatan 

tokotrienol pada sel osteoblas yang dikultur secara konvensional melaporkan julat 

selamat kepekatan α-tokoferol adalah sehingga 200 µM (Soeta et al. 2010), 8 μM untuk 

γ-tokotrienol (Xu et al 2018), 25 µM untuk δ-tokotrienol (Shah & Yagenehjoo 2019), dan 

1µg untuk campuran annatto tokotrienol (Wan Hassan et al. 2018).  
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Namun, Mazlan et al (2006) menyatakan bahawa kepekatan dos γ-yang tinggi 

boleh menyebabkan ketoksikan kepada sel astrosit. Walau bagaimanapun, terdapat dua 

perkara yang perlu dipertimbangkan daripada hasil kajian ini. Pertamanya, kajian mereka 

menggunakan jenis sel yang berbeza dan kebanyakkan sel adalah berasal daripada tikus. 

Sehubungan itu, kepekatan dos vitamin E yang optimum mungkin berbeza dengan kajian 

yang telah diusahakan oleh pihak kami.  Keduanya adalah isomer vitamin E yang 

digunakan mungkin berbeza dengan kepekatan isomer vitamin E di dalam tisu tulang. 

Sehubungan itu, data yang tersedia ada berkaitan isomer vitamin E terutamanya 

tokotrienol dalam tisu tulang adalah amat terhad.  

 

5.4  PENANDA BIOKIMIA BAGI RAWATAN VITAMIN E KE ATAS PERANCAH 

TULANG LEMBU 

 

Aktiviti ALP merupakan penanda utama biokimia bagi mengesan aktiviti osteoblas. 

Kajian terdahulu menunjukkan peningkatan aktiviti ALP selama dalam tempoh 5-15 hari 

(Wang et al 2012). Semasa tempoh pembezaan sel, ALP akan diekspresikan dalam 

peringkat pematangan maktriks ekstrasel. Peringkat ini biasanya berlaku 5 hingga 15 hari 

semasa proses proliferasi (Wang et al 2012). Kajian terdahulu juga melaporkan aktiviti 

ALP oleh sel hFOB 1.19 meningkat dengan masa dan memuncak pada hari ke 12 

(Hapidin et al. 2015).  Oleh itu, kajian ini mengambil kira hal tersebut dan memilih 

pengukuran aktiviti ALP dibuat mengikut sela masa pada hari ke 3, ke 7 dan hari ke 15.  

Pemilihan ini dibuat selari dengan kajian yang dibuat oleh Chung et al. pada tahun 2017 

dan Wang et al (2012). Kajian lain juga melaporkan ekpresi ALP lebih tinggi pada 

peringkat awal pembezaan sel osteoblas dan ini menandakan bermulanya proses 

mineralisasi. Ekpresi aktiviti ALP ini akan memuncak sekitar hari ke 15 hingga ke 16 dan 

mula menurun semasa pematangan sel osteoblas (Zhang et al 2010).  

 

Hasil kajian yang dibuat mendapati bahawa kesemua perancah tulang lembu bagi 

kawalan negatif dan yang dirawat dengan isomer-isomer vitamin E menunjukkan 

peningkatan aktiviti ALP bermula pada hari ke 3 sehingga ke 15. Aktiviti ALP juga 

meningkat secara signifikan pada semua kumpulan rawatan isomer vitamin E pada sela 

masa ke 7 dan 15 berbanding pada hari ke 3. Pada sela masa hari ke 3 tiada peningkatan 

signifikan pada semua kumpulan rawatan isomer vitamin E. Perkara ini menunjukkan 
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semua kumpulan rawatan berkembang secara homogenous dan pematangan sel osteoblas 

juga berlaku secara seragam.   

 

Pada hari ke 7 dan 15, semua kumpulan rawatan isomer meningkat secara 

signifikan berbanding kumpulan kawalan. Pada hari ke 15, kumpulan rawatan γ- dan δ-

tokotrienol menunjukkan peningkatan ALP yang lebih ketara berbanding kumpulan 

rawatan isomer vitamin E yang lain. Hasil kajian ini menujukkan bahawa rawatan isomer 

vitamin E mempercepatkan penghasilan aktiviti ALP berbanding kawalan. Kajian ini 

juga menunjukkan peningkatan aktiviti ALP lebih ketara pada sel yang telah dirawat 

dengan γ- dan δ-tokotrienol berbanding isomer vitamin E yang lain. Justeru itu, γ- serta δ-

tokotrienol menunjukkan potensi mereka dalam meningkatkan pembezaan sel osteoblas. 

Keputusan ini selari dengan kajian sebelumnya yang menujukkan δ-tokotrienol telah 

meningkatkan ekspresi ALP dalam pre-osteoblas MC3T3-E1 (Shah & Yeganehjo 2019). 

Kajian lain juga menunjukkan bahawa pre-osteoblas MC3T3 –E1 yang telah dirawat 

dengan campuran annatto tokotrienol (90% δ-tokotrienol dan 10% γ-tokotrienol) 

meningkatkan ekspresi gen ALP (Wan Hassan et al. 2018). Hasil kajian ini membuktikan 

bahawa kesemua kumpulan rawatan dapat meneruskan aktiviti osteoblas ke peringkat 

mineralisasi. 

 

 Osteokalsin adalah protein bukan kolagen yang paling banyak di dalam matriks 

ekstraselular tulang. Osteokalsin memainkan peranan penting dalam mengawalatur 

proses pemineralan. Osteokalsin dihasilkan oleh sel osteoblas matang semasa 

pembentukan tulang dan bertindak mengawalatur proses pemineralan (Szulc & Bauer 

2013). Kajian yang dibuat oleh Martinez dan rakan-rakan (1998) mencadangkan bahawa 

penghasilan osteokalsin menjadi penanda kepada proses resorpsi. Ini menyokong 

hipotesis yang dibuat oleh Glowacki yang menyatakan bahawa osteokalsin berfungsi 

sebagai isyarat matriks dalam peringkat penyerapan tulang (Glowacki et al. 1991) 

 

Hasil kajian menunjukkan osteokalsin dihasilkan mulai hari ke 7 dan pola mulai 

meningkat sehingga hari ke 14 kemudian menunjukkan sedikit penurunan pada sela masa 

ke 21. Pada hari ke 7, 14 dan hari ke 21, semua rawatan isomer vitamin E meningkat 

secara signifikan berbanding kumpulan kawalan. Pada hari ke 7, 14 dan hari ke 21, 

kumpulan rawatan γ- dan δ-tokotrienol menunjukkan peningkatan yang signifikan 
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berbanding kumpulan rawatan isomer vitamin E yang lain. Namun begitu, tiada 

peningkatan ketara antara γ- dan δ-tokotrienol dalam sela masa ke 7, 14 dan 21. Kajian 

ini juga menunjukkan penghasilan osteokalsin oleh hFOB 1.19 dibantu oleh rawatan 

isomer vitamin E di mana γ- serta δ-tokotrienol menunjukkan peningkatan ketara 

berbanding isomer vitamin E yang lain. Hasil kajian ini menyokong kajian yang dibuat 

Wan Hassan dan rakan-rakan dimana, kajian tersebut menunjukkan campuran δ- 

tokotrienol dan γ-tokotrienol telah berjaya meningkatkan ekspresi gen serta protein 

osteokalsin oleh sel selanjar tikus, MC3T3-E1 (Wan Hassan et al. 2018). Peningkatan 

ekspresi osteokalsin dalam kajian ini menandakan bahawa rawatan isomer vitamin E 

membantu pematangan sel osteoblas.   

 

Selain itu, peningkatan ALP bersama-sama osteokalsin yang dilihat selepas sela 

masa 7 hari berupaya mengaruh kepada nukleasi kristal pada endapan kalsium dalam 

pembentukan hidroksiapetit. Matriks tulang yang matang saling berkaitan dengan paras 

ekspresi ALP, protein bukan kolagen seperti osteoklasin dan osteopontin (Watherholt et 

al. 2012). Seterusnya sel osteoblas akan terbenam di dalam matrik ekstrasel. Hasil kajian 

ini telah menunjukkan bahawa rawatan isomer vitamin E terutamanya γ- serta δ-

tokotrienol telah meningkatkan osteokalsin yang menggalakkan proses pemineralan. 

Secara keseluruhannya, semua kumpulan rawatan dapat meransang proses pembentukan 

tulang dari peringkat proliferasi sel sehinggalah proses pemineralan. Rawatan γ-

tokotrienol serta δ-tokotrienol dilihat paling berkesan dalam merangsang proses 

pembentukan dan pemineralan tulang.  
 

5.5 ANALISA HISTOMORFOMETRI STRUKTUR PERANCAH TULANG LEMBU  

 

Analisa histomorfometri adalah elemen penting dalam memproses analisis dan penilaian 

gambar bagi pengukuran kuantitatif struktur tulang. Dalam kajian ini penilaian 

histomorfometri struktur tulang dibuat bagi melihat kesan rawatan isomer vitamin E ke 

atas struktur mikro perancah. Hasil kajian yang diperolehi menunjukkan bahawa 

perancah tulang lembu model osteoporosis (OB) menunjukkan penurunan isipadu tulang 

trabekular (BV/TV), dan bilangan trabekular yang signifikan berbanding perancah 

kawalan positif (PC) dan kawalan negatif (NC).  
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 Kajian ini mengkaji kumpulan kawalan OB dan NC untuk melihat kesan 

histomorfometrik pada perancah tulang lembu yang diaruhkan dengan osteoporosis di 

dalam media tanpa sebarang rawatan isomer. Selain itu, pihak pengkaji juga ingin 

mengetahui keupayaan sel osteoblas yang disuntik untuk melekat baik pada perancah NC.  

Hasil kajian mendapati terdapat peningkatan ketara isipadu tulang/isipadu trabekular dan 

bilangan trabekular dan ketebalan tulang pada perancah NC dibandingkan dengan 

perancah OB. Hasil kajian ini menunjukkan sel osteoblas yang disuntik pada tulang 

perancah OB bercambah dengan baik dalam media. Namun tidak menunjukkan 

peningkatan yang ketara berbanding tulang kawalan negatif. 

 

Kajian mendapati kumpulan rawatan γ- dan δ-tokotrienol menunjukkan 

peningkatan yang siginifikan berbanding NC dalam peratusan isipadu tulang/ isipadu 

trabekular.  Kumpulan rawatan γ- dan δ-tokotrienol juga meningkat secara signifikan 

berbanding kumpulan isomer vitamin E yang lain. Namun begitu tiada peningkatan 

ketara bagi kumpulan γ- berbanding δ-tokotrienol dari segi peratusan isipadu tulang/ 

isipadu trabekular. Hasil dapatan menunjukkan rawatan γ- dan δ- tokotrienol telah 

membantu mengembalikan isipadu perancah tulang lembu.  

 

Disamping itu, hasil kajian ini juga menunjukkan kesemua rawatan isomer 

vitamin E kecuali α-tokotrienol meningkatkan ketebalan trabekular dengan ketara 

berbanding kumpulan kawalan negatif. Kumpulan rawatan γ- dan δ-tokotrienol 

menunjukkan peningkatan yang signifikan berbanding rawatan isomer vitamin E yang 

lain. Namun begitu tiada perbezaan yang ketara bagi kumpulan rawatan γ-tokotrienol dan 

δ-tokotrienol. Kesemua kumpulan rawatan isomer vitamin E kecuali δ-tokotrienol 

menunjukkan peningkatan ketebalan trabekular yang signifikan berbanding kumpulan 

kawalan negatif. Namun demikian, tiada perbezaan ketara dari segi bilangan trabekular 

berbanding isomer vitamin E.  

 

 Hasil analisis histomorpometri struktur menunjukkan perancah tulang lembu yang 

dirawat dengan γ- serta δ-tokotrienol telah membantu menngembalikan isipadu tulang 

dan meningkatkan ketebalan trabekular tulang. Perkara ini menunjukkan bahawa sel 

osteoblas yang matang telah mensintesis matriks dan berlaku proses mineralisasi. Oleh 
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kerana ini adalah kali pertama kesan tokotrienol dikultur pada perancah tulang lembu, 

maka perbandingan dilakukan dengan kajian in vivo sebelum ini. Hasil kajian Shuid et al. 

(2010) melaporkan γ-tokotrienol meningkatkan parameter histomorfometrik struktur 

tulang tikus normal dan kesan anaboliknya adalah lebih tinggi daripada α-tokoferol pada 

dos yang sama. Kajian yang dilaporkan oleh Smith dan rakan-rakan juga mendapati 

bahawa suplementasi α-tokoferol dengan dos yang berbeza tidak memberi sebarang 

kesan terhadap parameter histomorfometri tulang tikus (Smith et al. 2005). 

  

 Kajian juga menunjukkan jarak pemisahan kesemua perancah tulang lembu yang 

dirawat dengan tokotrienol dan tokoferol menurun secara signifikan berbanding 

kumpulan OB. Hal ini disebabkan oleh peningkatan isipadu trabekular tulang (BV/TV), 

ketebalan trabekular serta bilangan trabekular. Peningkatan parameter ini telah membantu 

meningkatkan pembentukan tulang dan mengurangkan ruangan pemisahan di antara 

trebekular. Kajian terdahulu menunjukkan bahawa annatto tokotrienol (campuran δ-

tokotrienol dan γ-tokotrienol) membantu meningkatkan indeks histomorfometri tulang 

tikus yang kekurangan androgen (Chin & Ima-Nrwana 2014).  Hasil kajian yang dibuat 

oleh Hermizi et al. (2009) menggunakan model tikus osteoporosis yang diaruh dengan 

nikotin menunjukkan γ-tokotrienol berjaya mengembalikan ketebalan trabekular dan 

meningkatkan bilangan trabekular berbanding rawatan menggunakan campuran isomer-

isomer tokotrienol ataupun tokoferol.  

 

 Pewarnaan von Kossa dibuat bagi melihat gambaran mineralisasi seperti kalsium 

dan fosfat pada tisu.  Pewarnaan von Kossa pada tulang kawalan positif menunjukkan 

intensiti warna adalah amat gelap dengan saiz trabekular yang paling tebal berbanding 

tulang osteoporotik (OB) dan kawalan negatif (NC). Perkara ini menunjukkan kandungan 

kalsium yang tinggi pada tulang normal dan tidak di aruh dengan osteoporosis. Tulang 

OB menujukkan intensiti warna yang lebih cerah berbanding tulang NC. Hal ini kerana 

tulang OB telah mengalami nyahkalsium dan tidak dirawat dengan sebarang rawatan. 

Tulang NC menunjukkan intensiti warna yang lebih gelap berbanding OB ini kerana 

perancah tersebut telah disuntik dengan sel osteoblas dan terdapat perlekatan sel di dalam 

perancah.  
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Hasil pewarnaan pada kumpulan AP serta NC kelihatan kurang tebal berbanding 

kumpulan AT dan BT. Saiz trabekular juga kurang tebal berbanding kumpulan AT dan 

BT. Keputusan ini menunjukkan komposisi kalsium pada AP dan NC adalah kurang 

berbanding AT dan BT. Hasil daripada pewarnaan von kossa menunjukkan tulang 

perancah yang dirawat dengan γ- dan δ-tokotrienol mempunyai ketebalan trabekular yang 

lebih tinggi berbanding kumpulan rawatan lain. Intensiti warna lebih gelap menandakan 

terdapat kandungan kalsium yang lebih tinggi di kawasan perancah yang dirawat dengan 

γ- serta δ-tokotrienol. Kandungan sel osteoblas yang banyak akan menyimpan mineral 

kalsium yang lebih tinggi dan ini menghasilkan warna trabekular akan kelihatan lebih 

gelap berbanding kumpulan rawatan yang lain. 

 

Hasil pewarnaan hematoxilin menunjukkan saiz trabekular pada OB adalah lebih 

nipis berbanding NC. Pemerhatian pada tulang OB menunjukkan tiada kehadiran osteosit 

atau sel pada slaid. Ini membuktikan bahawa perancah OB telah berjaya diaruh dengan 

keadaan osteoporosis. Penyingkiran sel osteosit berlaku akibat proses nyahkalsium serta 

penyingkiran sel sewaktu proses penghasilan perancah. Hasil keputusan in selari dengan 

hasil kajian yang dibuat oleh Bracey et al. (2018) yang melaporkan bahawa protokol 

mereka dalam penghasilan perancah tulang berkesan menyingkirkan sel berdasarkan 

keputusan pengurangan 98% kandungan DNA sel. Hasil pewarnaan hematoxilin 

menunjukkan ketebalan saiz trabekular bagi kumpulan rawatan isomer vitamin E adalah 

lebih tebal berbanding kumpulan kawalan negatif. Kumpulan rawatan α-tokotrienol 

menunjukkan ketebalan trabekular yang hampir sama dengan kawalan negatif dan α-

tokoferol. Kumpulan rawatan γ-tokotrienol dan δ-tokotrienol menunjukkan saiz 

trabekular yang tebal dan jaringan trabekular yang lebih banyak berbanding kumpulan 

rawatan isomer vitamin E yang lain. Pemerhatian juga mendapati terdapat penghasilan sel 

osteoblas yang baru serta tompokan sel pada bahagian tepi trabekular rawatan. 

Pemerhatian mendapati lebih banyak sel osteoblas yang dilihat pada perancah yang 

dirawat dengan γ- dan δ-tokotrienol. Hasil ini disokong lagi dengan hasil pewarnaan Von 

kossa yang diperolehi daripada hasil kajian ini.  
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Hasil kajian ini selari dengan kajian konvensional yang dibuat melalui kaedah 2D 

dimana berlaku peningkatan pembentukan nodul kalsium pada sel osteoblas yang dirawat 

dengan kombinasi γ- dan δ-tokotrienol (Wan Hasan et al. 2018; Xu et al. 2018). Rawatan 

α-tokotrienol, β-tokotrienol serta α-tokoferol dilihat kurang menonjol dalam memberi 

kesan pembentukan semula tulang. Penemuan daripada kajian ini menunjukkan bahawa 

α-tokoferol dan α-tokotrienol tidak menunjukkan kesan, β-tokotrienol menunjukkan 

kesan sederhana manakala γ-tokotrienol dan δ-tokotrienol mempunyai kesan paling baik. 

γ- dan δ-tokotrienol berperanan dan bertanggungjawab dalam memelihara mikro struktur 

tulang dan pada masa yang sama membantu aktiviti pembentukan tulang dan seterusnya 

mendorong kepada aktiviti pembezaan sel.  Dapat dijelaskan juga bahawa rawatan γ- dan 

δ-tokotrienol mempercepatkan pembezaan seperti yang dapat dilihat daripada hasil 

analisis histomorfometri.  

 

5.6 ANALISA TOMOGRAFI BERKOMPUTER (CT SCAN)  

 

Tomografi berkomputer adalah teknik sinar-X yang memberikan penilaian terhadap 

ketumpatan, geometri dan imej 3D dengan resolusi tinggi bagi melihat struktur mikro 

pada tulang atau pun perancah. Kaedah penganalisaan tomografi dapat menganggar 

kualiti tulang baru yang terbentuk. Dengan menggunakan teknik pengukuran secara 3 D, 

pembahagian bersiri spesimen perancah tulang lembu dapat dibuat bagi membina 

gambaran 3D tulang perancah dengan resolusi yang tinggi.  

 

Imej tomografi pada perancah tulang lembu menunjukkan geomatri 3 Dimensi. 

Ciri pada gambaran tomografi dibuat berdasarkan keporosan perancah serta ukuran 

trabekular. Kumpulan osteoporotik (OB) menunjukkan peratusan keporosan yang 

tertinggi dengan bilangan trabekular, ketebalan trabekular yang terendah berbanding 

tulang PC dan NC. Hanya kumpulan rawatan γ-tokotrienol yang menunjukkan penurunan 

peratus keporosan berbanding kumpulan NC.   Secara keseluruhanya, γ- tokotrienol 

menunjukkan penurunan peratus keporosan yang signifikan berbanding PC, OB, NC AP, 

AT, dan BT. Penemuan ini menunjukkan bahawa rawatan γ-tokotrienol secara signifikan 

telah menurunkan peratusan keporosan tulang berbanding rawatan isomer vitamin E yang 

lain. Namun begitu, tiada perbezaan yang ketara bagi rawatan γ-tokotrienol berbanding δ-

tokotrienol.   
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Hasil analisis tomografi selepas 21 rawatan menunjukkan tiada peningkatan 

ketara pada kumpulan PC berbanding kumpulan NC dan OB bagi parameter ketebalan 

trabekular, peratusan isipadu tulang/isipadu trabekular, bilangan trabekular dan jarak 

pemisahan trabekular. Hasil keputusan tomografi berkomputer yang dibuat oleh Bracey 

et al. (2019) mendapati bahawa perancah daripada tulang khinzir yang disuntik dengan 

sel osteoblas menunjukkan hasil rekrutan sel pada perancah. Hal ini menunjukkan 

bahawa berlaku proses pembentukan tulang baru secara spontan.   

 

Hasil kajian juga menunjukkan hanya γ-tokotrienol yang menunjukkan 

peningkatan isipadu tulang/isipadu trabekular yang ketara berbanding kumpulan kawalan 

negatif.  Tiada peningkatan signifikan berlaku pada semua parameter lain bagi rawatan 

isomer vitamin E berbanding NC. Malahan kajian juga menunjukkan isipadu trabekular, 

peratusan keporosan dan ketebalan trabekular bagi perancah tulang lembu yang dirawat 

dengan γ-tokotrienol meningkat dengan ketara berbanding dengan kumpulan rawatan 

isomer vitamin E yang lain. Perkara ini menandakan bahawa rawatan γ- tokotrienol 

membantu dalam meningkatkan perkembangan pembentukan tulang. Tambahan lagi, 

hasil kajian yang dibuat oleh Deng et al. (2014) menunjukkan tikus yang dirawat dengan 

suplementasi γ-tokotrienol meningkatkan mikrostruktur tulang, jisim mineral tulang serta 

histomorfometri tulang. Kajian ini disokong dengan kajian yang dilaporkan oleh Ima-

Nirwana et al. (2018) menyatakan γ- dan δ- tokotrienol meningkatkan struktur trabekular 

dan kekuatan mekanikal tulang perancah. Namun dalam kajian ini tiada peningkatan 

ketara yang dapat dilihat bagi rawatan kumpulan γ-tokotrienol berbanding δ-tokotrienol.  

 

Oleh kerana ini adalah kali pertama kesan tokotrienol dikultur pada perancah 

tulang, maka perbandingan dilakukan dengan kajian in vivo yang telah dibuat sebelum 

ini. Perbandingan yang dibuat pada semua kumpulan isomer vitamin E mendapati 

bahawa rawatan γ-tokotrienol lebih menunjukkan penonjolan dari segi pengurangan 

peratusan keporosan serta peningkatan isipadu trabekular dan bilangan trabekular. Kajian 

ini disokong lagi dengan illustrasi geomatrik 3D perancah melalui imej tomografi 

(Mikrofotograf 4.6). Kajian ini selari dengan dapatan yang diperolehi daripada kajian 

Wong et al. (2018) yang menyimpulkan bahawa annatto tokotrienol telah membantu 

meningkatkan mikrostruktur tulang pada tikus yang diaruh dengan sindrom metabolik 
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dan osteoporosis. Kajian sebelum ini yang dibuat oleh Deng et al. (2014) melaporkan 

bahawa keputusan tomografi menunjukkan γ-tokotrienol memperbaiki mikrostruruktur 

tulang pada pada tikus.  Walaubagaimanapun, tiada perubahan signifikan pada 

parameteter jarak pemisahan trabekular pada mana-mana kumpulan kajian.  

 

Walaupun, terdapat kekurangan data kajian menggunakan tomografi berkomputer 

mengenai kesan isomer vitamin E pada perancah. Namun begitu, hasil penemuan ini 

adalah penting kerana hasil kajian histomorfometri menunjukkan γ-tokotrienol memberi 

perlindungan yang baik pada tulang.  

 

5.7 KESAN RAWATAN VITAMIN E DALAM MEMBANTU PEMBENTUKAN 

SEMULA TULANG.  

 

Berdasarkan kajian ini, kami mendapati bahawa perancah tulang lembu yang dirawat 

dengan isomer vitamin E secara individu menunjukkan kesan anabolik yang baik 

terhadap tulang berbanding kumpulan kawalan negatif serta kumpulan osteoporotik. 

Hasil pemerhatian melalui mikroskop elekron mendapati kumpulan γ- dan δ-tokotrienol 

mempunyai timbunan sel osteoblas yang lebih banyak yang melekat pada permukaan 

perancah.  Keputusan ini selari dengan keputusan pewarna hematoxilin dan pewarnaan 

von kossa dalam kajian ini. Kumpulan perancah yang di rawat dengan γ- dan δ-

tokotrienol menunjukkan tompokan sel osteoblas yang lebih banyak dan saiz trabekular 

yang lebih tebal berbanding isomer vitamin E yang lain. Tokotrienol mempunyai kesan 

antioksidan yang yang lebih baik berbanding tokoferol. Kumpulan isomer tokotrienol 

dapat menembusi tisu lapisan lemak tepu dengan melekat pada bahagian dalam membran 

sel dan melakukan aktiviti antioksidannya.  

 

Kajian lepas menunjukkan bahawa tokotrienol menggalakkan sel penghasilan 

osteoblas dan merencatkan pembezaan sel osteoklas. Kajian dibuat oleh Ha et al. (2011) 

menggunakan rawatan α-tokotrienol dan α-tokoferol secara in vitro dibuat untuk 

menyiasat kesan α-tokotrienol terhadap pembezaan dan pengakitfan sel osteoklas. Kajian 

beliau mendapati rawatan α-tokotrienol menghalang ekspresi RANKL pada sel osteoblas 

dan menghalang tindakan prekursor sel osteoklas bagi mengurangkan aktiviti penyerapan 

sel osteoklas matang. Dalam kajian yang lain didapati γ-tokotrienol lebih selamat dan 

kurang toksik ke atas sel CD14+ dibandingkan dengan δ-tokotrienol (Brooks et al. 2011). 
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Hasil daripada ujian histomorfometri mendapati γ-tokotrienol dan δ-tokotrienol 

telah mengembalikan isipadu tulang serta meningkatkan ketebalan trabekular perancah 

tulang lembu. Penemuan daripada kajian ini menunjukkan bahawa γ- dan δ-tokotrienol 

membantu memelihara mikro struktur tulang dan pada masa mendorong kepada aktiviti 

pembezaan sel. Hasil ini kajian ini selari dengan kajian dibuat oleh Hermizi et al. (2009) 

yang melaporkan bahawa γ-tokotrienol berkesan dalam memelihara struktur tulang 

trabekular pada tikus osteoporosis diaruhkan dengan nikotin. Tambahan lagi kajian yang 

dibuat oleh Deng et al. (2014) menunjukkan bahawa rawatan γ-tokotrienol (100 mg/kg 

berat badan) pada tikus yang telah diovariektomi telah meningkatkan mikrostruktur, 

kepadatan mineral dan histomorfometri tulang. Dalam kajian tersebut kumpulan 

penyelidikan telah menyimpulkan bahawa γ-tokotrienol memberi kesan perlindungan 

tulang melalui perantara dalam tapak jalan mevalonat dengan menghalang aktiviti 

reduktase HMG-CoA.  Malahan kajian lepas yang dibuat juga menunjukkan γ- dan δ-

tokotrienol meningkatkan struktur trabekular dan kekuatan biomekanikal perancah tulang 

lembu (Ima-Nirwana et al 2018). Suplementasi γ-tokotrienol meningkatkan semua indeks 

struktur tulang, dinamik, selular dan kekuatan biomekanikal sementara α-tokoferol dan δ-

tokotrienol hanya meningkatkan sebilangan indeks dan menunjukkan kesan anabolik 

tulang yang lebih baik daripada γ-tokotrienol berbanding isomer vitamin E yang lain 

(Shuid et al. 2010; Mehat et al. 2010).   

 

Dalam mengatur strategi bagi merawat osteoporosis, pengkaji perlu memastikan 

rawatan yang sesuai perlulah meransang kadar pembentukan tulang yang optimum dan 

mengurangkan resopsi tulang (Brooks et al. 2011). Hasil kajian penanda biokmia dalam 

kajian ini menunjukkan γ- dan δ-tokotrienol telah membantu mempercepatkan 

penghasilan aktiviti ALP dan meningkatkan aras osteokalsin. Peningkatan aktiviti ALP 

dan osteokalsin menandakan berlakunya peningkatan aktiviti sel osteoblas. Hasil kajian 

in vivo oleh Chin et al. (2014) mendapati rawatan annatto tokotrienol meningkatkan 

ekpresi gen bagi ALP, beta –catenin, Kolagen Jenis 1 dan osteopontin (Chin et al. 2014). 

 

Tokotrienol merupakan terbitan daripada minyak sawit mempunyai kesan 

antioksidan yang tinggi serta menunjukkan kesan anti-osteoporosis. Ikatan ganda dua 

pada rantai karbon tokotrienol membezakannya daripada tokoferol.  Isomer-isomer pula 

dibezakan berdasarkan kumpulan metil pada cincin kromanol. Justeru itu, kedudukan 
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rantai sisi serta kedudukan ikatan tokotrienol ini mungkin menyumbang kepada 

perbezaan kesan anabolik dan kesan antiosteoporotik pada isomer vitamin E. Kehadiran 

tokotrienol dengan dwikarbon membantu isomer vitamin E ini menembusi lapisan lipid 

menghasilkan kesan antioksidan yang lebih baik dibandingkan dengan tokoferol (Sen et 

al. 2006). Ciri-ciri ini menyebabkan tokotrienol lebih menonjol dari segi penjagaan 

kualiti tulang. Rawatan α-tokoferol menunjukkan kesan yang sama atau lebih rendah 

dalam melindungi tulang.  

 

Hasil kajian haiwan terdahulu menunjukkan α-tokoferol meningkatkan struktur 

tulang, indeks histomorfometri dinamik dan struktur namun tidak menunjukkan kesan 

yang ketara berbanding rawatan tokotrienol (Muhammad et al. 2012; Norazlina et al. 

2000; Shuid et al. 2008).  Hasil laporan kajian juga menunjukkan α-tokoferol tidak 

memberi kesan ketara terhadap pembentukan tulang (Nazrun et al 2005). Hasil kajian 

Kamat et al. (1997) telah mengenalpasti bahawa γ-tokotrienol adalah isomer yang 

mempunyai kesan antioksidan yang tertinggi berbanding δ- dan α-tokotrienol. Kajian in 

vitro yang dibuat oleh Nizar et al. (2011) menunjukkan γ-tokotrienol mencegah kejadian 

apoptosis oleh sel osteoblas yang diaruhkan dengan hidrogen peroksida. Sehingga kini, 

kajian tulang secara in vitro bagi kesan isomer vitamin E secara individu masih lagi 

terhad.  

 

Hasil dalam kajian ini, pihak pengkaji mendapati perancah tulang lembu yang 

dirawat dengan isomer vitamin E menunjukkan kesan yang ketara dalam pembentukan 

tulang berbanding kumpulan kawalan negatif dan tulang osteoporotik. Keupayaan sel 

osteoblas melekat baik pada permukaan perancah menunjukkan bahawa sel osteoblas 

boleh berkembang dengan baik dengan perancah tulang lembu. Sealin itu rawatan isomer 

vitamin E telah meningkatkan penghasilan aktiviti ALP dan meningkatkan aras 

osteokalsin dalam membantu meningkatkan aktiviti osteoblas (Rajah 5.1). Rawatan 

isomer vitamin E juga telah membantu dalam pembentukan tulang di mana telah 

mengembalikan isipadu tulang dan meningkatkan trabekular perancah tulang lembu. 

Rawatan isomer vitamin E membantu memelihara mikrostruktur perancah tulang lembu. 

(Rajah 5.1).  
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Rajah 5.1  Ringkasan kesan rawatan isomer vitamin E pada perancah tulang lembu  

 

Hasil kajian juga mendapati bahawa γ-tokotrienol merupakan isomer vitamin E 

yang terbaik dan berkesan dalam membantu pembentukan tulang diikuti rapat oleh δ-

tokotrienol. Keberkesanan isomer-isomer lain adalah seperti turutan berikut:  β-

tokotrienol, α- tokotrienol dan akhir sekali α-tokoferol (Rajah 5.2). Sehubungan itu, γ- 

dan δ-tokotrienol boleh dipertimbang untuk digunakan sebagai rawatan pada masa 

hadapan sebagai rawatan pencegahan osteoporosis.  

 
Rajah 5.2  Urutan rawatan isomer vitamin E yang paling efektif  

Sel osteoblas  

Penanda biokimia  

     Aktiviti ALP 
      Osteokalsin  

Pembentukan tulang  

             Mineral tulang  
             Pembentukan tulang  

Proliferasi sel  

     Viabiliti sel  

Rawatan isomer 
vitamin E (α-,β-,γ-,δ-

tokotrienol dan α-
tokoferol 

Disuntik masuk ke dalam 
perancah tulang lembu   
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BAB VI 

 

 

 

RUMUSAN  

 

 

 

6.1 KESIMPULAN 

 

Berdasarkan hasil kajian, kesimpulan yang boleh dibuat adalah seperti berikut: 

 

1. Kepekatan isomer vitamin E 100 nM telah berkesan dan tidak menyebabkan 

kesan sitotoksik kepada sel osteoblas.  

 

2. Perancah tulang lembu daripada lembu telah berjaya diaruh membentuk tulang 

yang mengalami osteoporosis.  

 

3. Kejayaan sel osteoblas untuk melekat pada perancah serta viabiliti sel 

membuktikan perancah tulang lembu sesuai dijadikan sebagai perancah untuk 

kajian proliferasi sel. 

 

4. Isomer γ- dan δ-tokotrienol adalah isomer vitamin E yang paling berkesan 

mendorong ke arah pembezaan sel osteoblas dan pembentukan tulang seperti yang 

dapat dibuktikan melalui peningkatan aktiviti ALP dan tahap osteokalsin yang 

lebih tinggi berbanding isomer vitamin E yang lain 

 

5. Rawatan dengan γ-tokotrienol dan δ-tokotrienol telah meningkatkan pembentukan 

tulang dan pemineralan tulang dengan lebih baik berbanding isomer vitamin E 

yang lain.  
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6. γ-tokotrienol  dan δ-tokotrienol menunjukkan kesan anabolik paling baik pada 

tulang diikuti dengan β-tokotrienol, α-tokotrienol dan akhir sekali α-tokoferol.   

 

7. Daripada hasil kajian ini, dapat juga disimpulkan bahawa sistem pengkulturan in 

vitro 3-D menggunakan sel osteoblas fetus manusia pada perancah tulang lembu 

berkesan untuk menguji keberkesanan produk semulajadi ke atas aktiviti anabolik 

tulang. 

 

Secara keseluruhannya, berdasarkan hasil kajian in vitro yang diperolehi ini, γ-tokotrienol 

dan δ-tokotrienol menunjukkan kesan anabolik paling baik terhadap tulang berbanding 

isomer vitamin E lain yang dikaji. Tulang yang disuntik dengan isomer γ- dan δ-

tokotrienol berpotensi untuk diaplikasikan dalam bidang ortopedik untuk merangsang 

pembentukan tulang. Selain itu, γ- dan δ-tokotrienol berpotensi untuk dikembangkan 

sebagai rawatan penyakit osteoporosis. 

 

6.2  LIMITASI KAJIAN 

 

Terdapat beberapa limitasi yang perlu dinyatakan. Dalam kajian ini, pihak pengkaji 

menjalankan kajian 3D secara statik. Terdapat beberapa kelemahan daripada kaedah ini 

yang menyebabkan taburan sel yang tidak sekata di ruangan perancah menyebabkan 

penghasilan mineral tulang yang tidak seragam. Selain itu pengedaran nutrien juga tidak 

sekata. Ketiadaan bioreaktor   untuk perfusi dan edaran nutrien ke keseluruhan perancah 

menjadi kekangan dalam kajian ini. Selain itu, pihak pengkaji juga tidak dapat mengawal 

pencemaran atau kontaminasi yang berlaku sewaktu pengkulturan. Oleh itu, masa 

pengkulturan terpaksa dihadkan dalam tempoh 21 hari sahaja.  

 

6.3  CADANGAN  

 

1. Pihak pengkaji mencadangkan agar penggunaan bioreaktor digunakan untuk 

kajian seterusnya. Hal ini kerana penggunaan bioreaktor dapat membantu migrasi 

sel ke keseluruhan perancah tulang lembu dan memastikan peredaran nutrien 

dapat dibuat secara sekata di kesemua bahagian perancah secara keseluruhannya.  
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2. Pada masa akan datang, penyelidikan yang lebih mendalam perlu dibuat bagi 

mengenalpasti tindakan molekular isomer vitamin E bagi menjelaskan tindakan 

anabolik isomer vitamin E. 

 
3. Kajian lanjut boleh dibuat dengan memanjangkan tempoh kajian sehingga 35 hari. 

Pemanjangan tempoh kajian dapat memberi gambaran yang lebih jelas kesan 

keseluruhan isomer vitamin E terhadap proses pembentukan tulang yang 

melibatkan fasa pembezaaan dan pemineralan tulang.  

 
4. Kajian lanjut juga boleh dibuat dengan menguji kekuatan mekanikal perancah 

tulang lembu. Pengujian kekuatan mekanikal tulang dapat membantu dalam 

penghasilan tulang perancah yang lebih kuat dan berdaya tahan.  

 
5. Kajian kesan isomer vitamin E terhadap sel osteoblas yang dikultur bersama sel 

osteoklas (coculture) perlu dijalankan untuk melihat kesan isomer vitamin E ke 

atas proses pemodelan tulang secara menyeluruh. 
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POS007 

Potential of Vitamin E Isomers on Human Osteoblast Hfob 1.19 Celis: A Preliminary 
Study 

Nur Farhana Mohd Fozi " Ekram Alias 2 , Chua Kien Hui 3 , Ima Nirwana Soelaiman 1 

1 Department of Pharmacology, 2 Department of Biochemistry and 3 Department of 
Physiology, Faculty of Medicine, Universiti Kebangsaan Malaysia, 56000 Cheras, 

Kuala Lumpur, Malaysia 

Several in vivo studies have shown that supplementation with vitamin E can improve bone 
structural and bone mechanical properties in animal models of osteoporosis. In this study we 
aimed to assess the cell viability and proliferative effect of Tocotrienol isomers in human 
osteoblast, hFOB1.19. Human Osteoblast hFOB1.19) was purchased from ATCC. Cells were 
seeded in 96 well culture plates at a density of 1xl03 per well and incubated overnight il}- <' 

growth media, DMEM F12 and 10% fetal bovine serum. After 24 hours, the cells were cultur1ed---. 
in osteoblastic differentiation edia-(growlQJPedia--t'Smf1.U)odiu'r ~ho:;p~at~ + 50A~91mL ,./ 
Ascorbic Acid). Cells re exposed to individual tocotrienol isomers (I±-,I'-,i'-, I' r toco/tieonol 
) at various concentrations (1 nM - 1000nM). The control group was treated with Osteoblastic 
Diffential Media only. Cell viability was assessed using 3-(4, 5-dimetnylt~iazol-i-yl)-5-(3-
carbocymethoxyphen~l) 2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS)~ asQy and analysed by 
microtiter plate reader Ft 490 nm. The percentage of viability hFiOB1.19 cells was sillnifican~ly 
increased at lower doses (InM - 1000nM) as compared (0 the control group. 1'- and 1'­
tocotrieonol showed Jignificantly increased of viabili!f'cellS": Vitamin E isomers have the 
potential of enhancin I cell viability and Proli~t~of~FOB1.19 cells in a concentration 
dependent manner. <' ( . ./ ,./ 

Keywords: Osteoblas , Tocotrieonol1's ~, ~ility 
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VITAMIN E ISOMERS PROMOTES CELL DIFFERENTIATION AND CELL ATTACHMENT OF 
HFOB I. 19 ON BONE SCAFFOLD 

Nur Farhana Mohd Fozi \ James Jam Joll/, Chin Kok Yong \ Ekram Alias2
, Chua Kien Hui3

, lrna 
Nirwana Soeiaiman1 

Departments of Pharmacology l, Biochcmistr/ and Physioiogl, Faculty of Medicine, Pusal Pcrubatan 
Universiti Kebangsaan Malaysia, Jalan Yaacob Latif, Bandar Tun Razak, 56000 Cherns, Wilayah 
Persel-.-utuan Kuala Lumpur. 
Keywords: Vitamin E, ALP activity, hFOB I 19, cell attachment 

Introduction: 
Vitamine E is a lipid soluble antioxidant, and has been demonstrated to improve bone structure, and 
offers protection against osteoporosis. 

Aim: 
To detect celt attachment of hFOB I 19 on bone scaffold, and to determine the activity of an early 
bone marker, alkaline phosphatase (ALP) in cells treated with tocotrienol isomers (a-, ~- , y-, 0-
tocotrienol) and a-tocoP~h:::cr~o:I. ____ -_ ....... 

Methodology: ... ./ 
The hFOb 1.19 cells were seeded in bovine bone scaffold at a density of 2x I 06 per Sdaffold, W1d 
incubated overnight tn a growth media, DMEM FI2 and 10% fetal bovine se~n. f he ' c!l ls were 
exposed to individual toeotrienol isomers (a- , ~- , y-, o-tocotrieonol).. and a·tocopherol at 
concentrations of 100 r M . For ALP activity, the celts were treated for,.3~ and 15 days. The cell 
suspension at all time-points were measured spectrophotometrically sing p-nnrophenylphosphate as 
the substrate. The media for all the treatment groups were changed e ety 2 to 3 days. The attachment 
of hFOB 1.19 on a bo b scaffold were observed, and analrCd Via...,scanning electron microscope. 

Results of" (/ -; 

AL P activity showed gradual increase wit111h.e peried' of incubation, and on day 15, it showed a 
significantly higher va ue. Gamma tocotri~npl showed the highest ALP activity on day 15 compared 
to the other isomers. T lese fi ndingSSllowed that a ll isomers were significantly increased compared to 
the control. The SE micr$ aphf 0 the anal ysed cells showed that the hFOB 1.19 were wel\ ­
attached to the surface C;:efts wGey een to pro liferate on the surface of the bovine bone scaffold. The 
average mean ~ siz ortlWscaffold was 350 um. 

Conclusien: ... 
Ga;nma(toeotrienol is e most effective isomer of vitamin E in enhancing osteoblast differentiation as 
~dicat q.;JALP acti ty and coverage of cell attachment. 
-/ 
./ 

3rd International Conference on Advances in Medical Science 2017 Page 65 



144 
 

 

3. Pembentang Lisan 

 

Nama Persidangan:  

32nd  Scientific Meeting Malaysia Society of Physiology and Pharmacology (MSPP). 

Putrajaya. 

 

Tajuk: 

Vitamin E Isomers Promote Bone Formation and Trabekular Structure on Bovine Bone 

Scaffold 

  

Penulis:  

Nur Farhana Mohd Fozi, , Ekram Alias, Chua Kien Hui, Ima Nirwana Soelaiman. 

          

Tahun:  
2016 
 

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UN
IVE
RSI
TI K
EBA
NG
SAA
N M
ALA
YSI
A



145 
 

 

 

 

 

 

 

 

87 

M~P.hynt1Wol~O~ogy 

r 
"TRANSLATING ME9IEi~l SCIENCE INTO SUSTAINA&E HEALTH...cAR!" 

r 

8-



146 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

87 

P09 

VITAMIN E ISOMERS PROMOTE BONE FORMATION AND TRABECULAR STRUCTURE OF BOVINE BONE 
SCAFFOLD 

Nur Farhana Mohd FozP James Jam Jolly1, Chin Kok Yongl, Chua Kian Huj2" Ekram A1ias3, Irna lNirwana 
Soelaiman1 

lDepartment of Pharmacology, 2Department of Physiology, 3Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Pusat 
Perubatan Universiti Kebangsaan Malaysia, Jalan Yaacob Latif, Bandar Tun Razak, 56000 Charas, Wilayah 

Persekutuan Kuala Lumpur 

Aims: Vitamin E is a strong antioxidant and has been demonstrated to improve bone structure, and offers beneficial 
effect against osteoporosis. This study aimed to determine osteocalcin level and bone structure in a 3-D bone model 
treated with locomenal isomers (a-, ~-, V-, O-tocotrienol) and a-tocopherol. 

Methods: hFOb 1.19 cells were seeded in bovine bone scaffold at a density of 2x106 per scaffold, and incubated r ~ 
overnight in growth media, DMEM F12 and 10% fetal bovine serum. The celis were exposed to individual tocotnen:?!-S (~ 
isomers (a-, 1>-' V-, o-tocotr~d~"a~T1f~O~ocalcin expression was tested ~ 
at day 7, 14 and 21. The tfndeca!cified bone scaffold was sectioned and stained using Von Kossa staining:- ./ 

-/ 
Results: The osteocalcin levels for the bone scaffolds treated with tocotrienol isomers incr~se(in a ime~ependent 
manner and peaked at day 15. The leve!s of osteocalcin were higher in the cells treated witH v- and o-tocotrienol 
compared to the other todotrienol isomers. Bone structural histomorphometnc anal?-lis showed that the bone scaffolds 
treated with V- and 6-tocolrienol showed significant increased bone surface, ~e parameter, trabecular thickness and 

bone volume compared ~I other groups. r:... f" ( 
Conclusion: V- and O-toco rienol showed the best results in erms'of ~cu!ar structure and enhancement of osteoblast 
mineralization as indicat by the osteocalcin exp~sion. '-" 

32"d Scientific Meeting Malaysian Society of Physiology & Pharmacology 
8 - 9 August 2018, 8angi Pulrajaya Holel 
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