BAB I1
KAJIAN PUSTAKA
2.1 Vitamin E (a-Tocoferol)
2.1.1 Struktur Kimia Vitamin E (a-Tocoferol)

Vitamin E merupakan vitamin yang mempunyai 2 macraktur yang
berbeda yaitdocoferol dantocotrienol, dari kedua kelompok tersebut terdapat 8
buah ikatan yaitu 4 tocoferol dan 4 tocotrienol. Diantara delapan macam
substansi tersebut substamstocoferol adalah jenis yang mempunyai aktivitas
biologi yang tertinggi dan terdapat dalam jumlalsasedalam jaringan tubuh
(Goodman dan Gillman’s, 1991).

Struktur kimia vitamin E terdiri dari rantai kromaan phitil. Pada rantai
kroman terdapat cincin fenol dan heterosiklik. @Ginfenol pada rantai croman
memiliki gugus OH yang menyumbangkan atom H untaklikal bebas
(Hariyatmi 2004), sehingga menstabilkan elektrongyéidak berpasangan. Hal
tersebut melibatkan donasi hidrogenol ke radikal bebas dari asam lemak (atau
0?) untuk melindungi serangan senyawa tersebut padBAP yang lain
(Cuppini, 2001).
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Gambar 2.1. Struktur Kimia Vitamin (-Tocoferol) (Cuppini, 2001).



2.1.2 Vitamin E (a-Tocoferol) sebagai Antioksidan

Vitamin E merupakan salah satu vitamin yang akts/iantioksidannya
tinggi dibanding dengan antioksidan lain. Vitamib&fungsi sebagai pemelihara
keseimbangan intraselluler dan sebagai antiokqidvaet al., 1993). Sebagai
antioksidan, vitamin E berfungsi sebagai donorharogen untuk radikal bebas.
Radikal bebas merupakan salah satu bentuk senyesigea reaktif, yang secara
umum diketahui sebagai senyawa yang memiliki ebekyrang tidak berpasangan
(Winarsih, 2007).

Radikal bebas mempunyai sifat reaktifitas tinggireha mampu menarik
elektron disekitarnya, serta dapat mengubah suatekul menjadi suatu radikal.
Kemampuan radikal bebas dalam menarik elektronadaainya dengan oksidan.
Maka dari itu radikal bebas dapat digolongkan sabaksidan, tetapi tidak semua
oksidan dapat digolongkan sebagai radikal bebadikRabebas akan membentuk
radikal baru apabila bertemu molekul lain, sehintgggadi reaksi berantactgain
reaction) yang bersifat merusak sel. Daya rusak radikabbghuh lebih besar,
dibanding dengan oksigen biasa. Reaksi rantailietsgkan berhenti apabila di
dalam sel terdapat antioksidan (Sareharto, 2010).

Radikal bebas yang dihasilkan dalam kondrsivitro lebih banyak
daripada dalam kondisn vivo. Hal tersebut disebabkan karena adanya berbagai
perlakuan dalam system kultur, misalnysashing, sentrifus, dan tripsinasi,
Perlakuan-perlakuan tersebut dapat memicu prodaks#ial bebas yang berlebih
dalam sel. Pada proses metabolism sel normalugal fnenghasilkan partikel-

partikel kecil yang disebut sebagai radikal belpastikel-partikel tersebut dapat



merusak sel normal apabila jumlahnya terlalu banygumber utama radikal
bebas adalah adanya elektron yang tidak berpasapgda rantai transport
elektron, misalnya elektron yang berada pada mitdka, reticulum endoplasma,
dan molekul oksigen penghasil superoksida (Akia., 1993).

Vitamin E adalah antioksidakpid soluble yang utama di dalam sel-sel
hewan (Hosseiret al., 2007). Vitamin E melindungi sel dari radikal-tkad
oksigen baik secara vivo maupunin vitro (Chow, 1991). Vitamin E diketahui
bertindak sebagai antioksidan di dalam sel dan pyait terjadinya peroksidasi
lipid pada membran plasma sehingga kebutuhan mendapat terjaga. Reaksi
antioksidan dari vitamin E dapat mencegah kerusg@rgan peroksidatif akibat
radikal bebas dan vitamin E dipercaya sebagavenger radikal bebas yang
utama di dalam membran sel mamalia (Jeengl., 2006). Vitamin E secara
langsung menetralisir 4@, (hydrogen peroxide), O, (superoxide anion), dan OH
(hydroxyl radical) (Agarwalet al., 2004).

Mekanismea-tocoferol sebagai zat antioksidan belum diketahui dengan
jelas, akan tetapi menurut Seidel dan Olson (Rb@@wa fungsi biologi utama
dari vitamin E adalah melindungi PUFA'®dlyunsaturated Fatty Acids) pada
membran, dimana peroksidasi lipid bisa menyeballansakan pada struktur
membran, mempengaruhi fungsi dan permeabilitaseghingga dengan cepat
menyebabkan kerusakan dan kematian sel. Lipid nmelugegy PUFA’s berlimpah
yang merupakan target utama ROS karena lipid meygpukatan rangkap dua
atom karbon. Peroksidasi lipid pada membrane meablein kerusakan aktifitas

enzim pada membrane dan juga @rmnnels, akibatnya mekanisme sel secara



normal yang dibutuhkan untuk proses proliferashderbat (Agarwalet al.,

2004).

2.1.3 Pengar uh Pemberian Vitamin E (a-Tocoferol) dalam Media Kultur
Vitamin E merupakan media tambahan tanpa serum yhggnakan
dalam biomanufacturing, kultur jaringan dan juga@gjutiakan sebagai media
khusus. Vitamin E diproduksi pada membran sel, draup sebagai antioksidan
peroksida lipid yang efektif dan larut dalam ligMiller, 1993).. Vitamin E akan
menunjukkan hasil yang maksimal apabila digunakecar® langsung tanpa
adanya proses penyimpanan terlebih dahulu, karetdakstabilan sruktur kimia
dan kelarutan tokoferol dalam air yang rendah sgfammengakibatkan hilangnya
kadar vitamin dalam media apabila disimpan tedtoa (Chow, 1991).
Pemberian vitamin E dalam media kultur merupakafahsasatu
perlakuan yang dilakukan sebagai upaya untuk meatikgn proliferasi sel kultur
paru-paru fetus hamster. Menurut Steele (1990) peianb vitamin E dalam
media kultur dapat meningkatkan proses penempetapla mencit secaran
vitro, hal tersebut dibuktikan dengan pewarnaan bahwéhae adanya

peningkatan viabilitas embrio mencit yang dipapangs (Arechiga, 1994).

2.1.4 Mekanisme Vitamin E (a-Tocoferol) dalam Sel Paru-Paru In Vitro
Vitamin E merupakan vitamin yang larut lemak dalaeil (Seidel and
Olson, 2000). Berada pada bagian lemak dalam mens@lamelindungi PUFA’s

dalam membran dari degradasi oksidatif (Chow, 19¥8&amin E mempunyai



10

kemampuan untuk mengurangi adanya suatu senyawsgtigak seimbang dalam
sel menjadi metabolit yang seimbang dengan mendergugus hidrogennya.
Vitamin E dikenal sebagai komponen penting datesispertahanan antioksidan
seluler, yang melibatkan enzim-enzim yang lain ge@®ODs Euperoksida
dismutase), GPXs (lutation peroksidase), GR (lutation reduktase), katalase,
TR (tioredoksin reduktase), dan faktor-faktor non enzim (misalnya glutation,
asam urat), yang mana banyak tergantung padazasginsial yang lain (Miller,
1993).

Pada membran sel vitamin E menangkap radikal befssngga
melindungi PUFA’s, protein dari kerusakan oksid#tiinder, 1992). Vitamin E
berperan dalam menangkap radikal peroksil yangubgsi untuk menjaga
integritas dari rantai panjang asam lemak tak jegahda pada membran sel

sehingga dapat mempertahankan bioaktivitas seglj@ir2008).
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Gambar 2.2 Letak Vitamin E{Tocoferol) dalam Struktur Membran
(Pekiner, 2003).

Vitamin E melakukan fungsinya sebagai penyumbang ddtam sel

dengan mengoksidasbcoferol menjaditocopherylquinone, prosesnya melalui
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jalur radikal tocopheroxyl semistabil. Oksidasitocoferol menjadi radikal
tocopheroxyl adalah reaksi bolak balik, tetapi proses oksidakingutnya hanya
satu arah. Tocopherylquinone tidak mempunyai aktivitas vitamin EqQ-
tocopherylquinone dapat tereduksi menjadi-tocopherylhydroquinone (Pekiner,
2003).

o-tocopherylhydroquinone dapat menjaditocoferol kembali dengan
mereduksi radikalocopheroxyl oleh beberapa reduktan intraselular. Penelitian in
vitro menunjukkan bahwa proses tersebut terjadapgmbsom, dalam mikrosom
oleh NADPH, dan dalam mitokondria oleh NADH dansuokt (Singha, 2008).
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Gambar 2.3 Mekanisme vitamin E untuk mengurangkeddbebas menjadi
metabolit yang tidak berbahaya dengan memberikgnsg
hidrogennya (Mahast al., 2004).

Mekanisme penghambatan peroksidasi lipid oleh vitaEndimulai pada
saat lipid (LH) kehilangan satu hidrogen dan mengadduk radikal (Le), yang

bereaksi dengan oksigen bebas untuk menghasilkdikataperoksil (LOOe).
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Dengan adanya reaksi radikal peroksil selanjuttga aliikuti reaksi berantai, hal
ini sering terjadi misalnya dalam selaput sel ydagat mengganggu integritas
struktural membran. Vitamin E dapat mengganggusieb&rantai oleh interaksi
dengan peroksil lipid membentuk radikal hydropeid&s(LOOH), sehingga
radikal menjadi stabil (Mahaat al., 2004).

Vitamin E masuk ke dalam sel dapat terjadi melawbses mediasi
reseptor LDL(Low Density Lipoprotein) membawa vitamin tersebut ke dalam sel
atau melalui proses yang dibantu oleh lipoprotépase dimana vitamin E
dilepaskan dari kilomikron dan VLD[Very Low Density Lipoprotein). Pada sel,
transpor intraseluler dari tokoferol membutuhkamt@n pengikat tokoferol
intraseluler. Vitamin E pada sebagian besar sehsal adipose terdapat pada
membran sel dimana dapat dimobilisasi (Gallagh&d42

Lipoprotein merupakan alat transportasi plasmamiitaE, sehingga sel
dapat berinteraksi dengan reseptor khusus. Intedi&svali oleh LDL (ow
Density Lipoprotein) sebagai reseptor vitamin E (Traketral., 1984). Vitamin E
akan diikat oleHipid binding protein pada membran sel, vitamin E ditransfer ke
dalam sel melalui sitoplasma. Vitamin E yang madwek dalam sel akan
bekerjasama dengan molekul transduktor sinyal umhgnstimulasi aktivitas
molekul tranduktor di sitosol, yang berupa enzinot@in kinase dengan jalan
mengaktifasi reseptor yang berikatan dengan liB&septor yang teraktifasi akan
mengaktifkan beberapa molekul transduktor membPamnomo, 2009).

Enzim protein kinase yang teraktifasi akan mengjedti protein faktor

transkripsi. Hal tersebut mengakibatkan proteirtdakranskripsi akan berikatan
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dengan segmen promoteenacer), yang akan memicu jalannya transkripsi,
sehingga siklus sel menjadi lebih cepat dan seh dkbdih cepat konfluen

(Purnomo, 2009).

2.2 DMEM (Dulbeccos Modified Eagles Medium)
2.2.1 Komponen DM EM (Dulbeccos Modified Eagles Medium)

DMEM (Dulbeccos Modified Eagles Medium) merupakan suatu medium
dasar yang terdiri dari vitamin, asam amino, garglakosa dan pH indikator.
Pada media DMEM tidak terdapat protein, oleh karetna memerlukan
supplementasi untuk menjadi medium yang lengkamntdianya dengan
penambahan 5-20% FRBetal Bovine Serum) (Djati, 2006).

DMEM mempunyai kadar glukosa tinggi yang disupletasnh oleh
deksametason, sodium pirofosfat, prolin, T@emor Growth Factor), insulin,
transferin, asam seleneic, BSfBovine Serum Albumin), dan asam linoleat.
Komponen Media dapat mempengaruhi aktivitas seukuDMEM mengandung
glukosa lebih (4500 mg / L) dari MEM (1000 mg /dgn RPMI 1640 (2000 mg /
L) (Shuler, 2002).

Komponen dalam DMEM dapat mempengaruhi aktivitat ladtur,
seperti asam amino, vitamin, garam, glukosa, dplesen organik. Asam amino,
terdapat sepuluh jenis asam amino yang tidak ddisaitesis oleh tubuh dan
sistein serta tirosin diperlukan oleh sel yang Hiku Kadar asam amino tersebut
dapat berpengaruh pada kelangsungan hidup dan decepumbuh sel

(Trenggono, 2009).
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Pada kultur kelengkapan vitamin sangat dibutuhkam sangat esensial,
terutama dari kelompok vitamin B, walaupun di dalaredium telah terdapat
protein, tetapi vitamin sangat mempengaruhi kelangan hidup dan kecepatan
tumbuh sel kultur. Pada medium bebas serum, sditagibahkan vitamin yang
larut di dalam lemak (Shuler, 2002).

Garam merupakan komponen utama dalam menentukarolitzsmn
misalnya N& Hg *, C&*, Cl, SQ*, PQ* dan HCG. Glukosa dalam medium
digunakan sebagai sumber energi. Glukosa mengalglhikiolisis untuk
membentuk piruvat yang kemudian diubah menjadialakitau asetoasetat,
kemudian masuk ke dalam siklus asam sitrat untukimeetuk CQ (Trenggono,
2009). Suplemen Organik, media yang kompleks mkmiderbagai senyawa
seperti nukleosida-nukleosida, yang merupakan fradara siklus asam sitrat

piruvat, dan lipid (Shuler, 2002).

2.2.2 Peran Media DMEM dalam Kultur Sel

Peran media DMEM adalah sebagai sumber nutrisi rdapirasi serta
untuk memberi dukungan pada kehidupan sel yangkdbn agar dapat tumbuh
dan berkembang biak (Trenggono, 2009) serta untrkpertahankan kondisi sel
sesuai dengan lingkungdan vivo yang dibutuhkan (Djati, 2006) dan sebagai
mediator pertumbuhan bagi sel yang dikultur. Tkkkultur jaringan akan
berhasil bila pemilihan medium yang digunakan tefmtena dalam medium
terdapat kebutuhan dari sel yang dikultur. Mediuamgy digunakan didasarkan

pada sel yang akan digunakan dalam kultur (Wet&831).
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Konsentrasi glukosa, asam amino dan vitamin dalanviER
mempengaruhi pertumbuhan sel kultur (Shuler, 2082). akan berproliferasi
apabila kebutuhan nutrisinya terpenuhi. Oleh kar#gnapengontrolan media
dalam media kultur harus selalu dilakukan sampai rsencapai konfluen
(Trenggono, 2009).

Sel memerlukan media sebagai sumber nutrisi yamguba untuk proses
proliferasi sel sampai mencapai konfluen, apahilzisi tersebut tidak terpenuhi,
maka sel tersebut akan mengalami kerusakan damng&hakan mengalami
kematian. Sel merupakan susunan terkecil dari réktidup, Allah menciptakan
semua makhluk hidup di dunia ini membutuhkan makamatuk kelangsungan
hidupnya, begitu juga dengan sel, yang memerluk&nmakanan (nutrisi) untuk
melakukan fungsinya dengan normal. sebagaimanamdétanan Allah Swit.
Alquran surat al Anbiyaa’: 8.

5 ol 1,46 U el et s 2 alis
"Dan tidaklah kami jadikan mereka tubuh-tubuh yang tiada memakan makanan,
dan tidak (pula) mereka itu orang-orang yang kekal.” (Qs. al Anbiyaa’: 8).
Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah menjadikamuse makhluk hidup
memerlukan makan dan menjadikannya tidak kekala@smana pada sistem
kultur juga memerlukan media sebagai sumber nutegu media DMEM yang
berguna untuk menyokong kehidupan dan prosesfgnandi sel, sehingga sel
dapat melakukan fungsinya dengan baik. Apabila keétaun sel tersebut kurang
atau tidak terpenuhi maka sel akan mengalami kkamsatau kematian, karena

kejadian akhir dari semua ciptaan Allah adalah peelkematian (kehancuran).
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2.3 Anatomi dan Fisiologi Organ Paru-paru

Paru-paru merupakan organ yang elastis, berbemetuict dengan lubang
besar untuk keluar masuknya udara yang terdapaladidrongga dada atau torak
(Amindariati, 2003). Sebagai organ pertukaran O2x daO2, paru-paru
mempunyai banyak jaringan penting didalamnya, bsébagai jalan napas
maupun sebagai jalan difusi gas-gas antara alved&rsggan kapiler darah
(Ganong, 1980).

Paru-paru terdiri dari dua bagian yaitu kiri damda, dimana setiap
bagian dilapisi dengan pleura pulmonary. Paru séblkhnan merupakan bagian
yang lebih besar daripada sebelah kiri. Paru skli@aan terdiri atas empat lobus
yaitu cranial, middle (vardiac), caudal danaccessory (intermediate). Sedangkan
paru sebelah kiri terdiri atas dua lobus ydihus cranial dan caudal. Bagian
terbesar dalam paru-paru adalah bronki, pembultdthd@ulmonary, rembronkial
dan periveskular. Bronki sebelah kiri dan kanannak@enyatu pada tracheal
bifurcation diatas jantung dan setelah masuk kandadaru. percabangan bronkus
akan menuju kéobus cranial dancaudal (Dyceet al., 1996).

Paru-paru disusun oleh lobus pulmodekstra supelotnys media dan
lobus pulmo sinistra superior dan lobus inferi@a lobus di dalam paru-paru
juga terdapat bronchus, bronkhiolus, alveolus daarp. Pada bronchus terdapat
beberapa jenis sel yaitu sel bersilia dan sel pasedangkan dalam
bronkhiolusterdiri dari sel epitel, otot polos,ijgan ikat (Dellman and Brown,

1992). Pada alveoli banyak terdapat sel epitelalselolar tipe |, alveolar tipe II,
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dan makrofag alveolar. Pleura disusun olehseliééledasar dan memilki dua

lapisan yaitu visceral dan lapisan parietalis (Gand995).

2.4 Karakteristik Sel Paru-paru Fetus Hamster In Vitro

Karakteristik sel paru-paru fetus hamster vitro dicirikan dengan
morfologi sel yang teratur, berbentuk polygonal ghen batas jelas, sedang sel
epitel yang tumbuh di bagian tepi sel selapis ybalgm konfluen, mempunyai
morfologi yang tidak teratur, bentuk sedikit menaang, bahkan bila mengalami
transformasi bentuknya berubah menjadi fibroblasfdrenggono, 2009).

Kultur sel fibroblast pada paru-paru hamster, memgpu bentuk
multipolar atau bipolar menyebar pada perrmukaamanakultur, setelah sel
selapis menjadi konfluen sel tersebut menjadi hipadlan tidak menyebar. Sel
fibroblast tersusun sejajar satu sama lain dengdrerapa susunan menyerupai

pusaran air yang terlihat dengan jelas (Trengg2@09).

a b

Gambar 2.4 Proliferasi Sel Paru-Pémwitro. a) Kultur Jaringan Paru-Paru
Awal Tanam (Sarah, 2008). b) Kultur Jaringan PaausiRlengan
Pewarnaan Binding Hematoksilin (Nettesheim, 1981).
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Sifat sel paru-paru hasil kultur memiliki kemampuartuk menjadicell
line, cell line yaitu sel yang diperoleh dari kultur sel primendalah dipisahkan
secara enzimatis maupun meka@sll line dapat terbentuk dari jaringan padat
(paru-paru dan epitel) yang pertumbuhannya memkerdgal monolayer

(Nettesheim, 1981).

25 Proliferas Sel Paru-paru Fetus Hamster In Vitro

Proliferasi merupakan proses pertumbuhan melimrtielahan sel secara
aktif yang bersifat fundamental dan membutuhkananikne regulasi. Proses ini
berjalan dalam suatu mekanisme pengontrolan aptftambuhan, diferensiasi,
dan apoptosis. Proliferasi sel terjadi dengan madtan peristiwa mitosis yang
meliputi kondensasi kromatin, pembentukan benamgibg spindel yang
melekatkan kromosom pada mikrotubul spindel (Coop@®0).

Willey (2005) menyatakan pula bahwa proliferasi seerupakan
pengukuran jumlah sel yang tumbuh dan membelahmdatedium kultur sel
secara in vitro. Proliferasi sel dibutuhkan untu&bérapa proses termasuk
embriogenesis, perkembangan, perbaikan luka, mespon, dan pergantian sel
yang hilang. Banyak dari peristiwa proliferasi s@ing terjadi sebagai respon
terhadap adanya faktor pertumbuhan (Alletral., 1994). Proliferasi sel dapat
dipengaruhi oleh suatu stimulus atau ligan. Ligarikatan dengan reseptor pada
membran sel, kemudian mengaktifkan beberapa prateidalam sel melalui

fosforilasi. Transduksi sinyal tersebut diteruskkae dalam inti sel untuk
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mengaktifkan faktor transkripsi yang selanjutnygatamengaktifkan siklus sel
(Purnomo, 2009).

Siklus sel secara normal terbagi dalam empat fases: G, S, G, M dan
diselingi dengan fase istirahat yaity. Gase awal dimulai dengan,{Gpada fase
ini sel mulai mempersiapkan untuk melakukan sinfeS& dan juga melakukan
biosintesa RNA dan protein. Kemudian dilanjutkamgbn fase S, dimana pada
fase ini terjadi replikasi DNA. Pada akhir fasesei telah berisi DNA ganda dan
kromosom telah mengalami replikasi. Setelah fa3eb€Bakhir sel masuk dalam
fase pra-mitosis (& dengan ciri: sel berbentuk tetraploid, mengagdDNA dua
kali lebih banyak dari pada sel fase lain dan masithangsungnya sintesis RNA
dan protein. Sewaktu mitosis berlangsung fase (Miesis protein dan RNA
berkurang secara tiba-tiba, dan terjadi pembelahanjadi 2 sel. Setelah itu sel

memasuki fase istirahat {(Freshney, 2000).
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Gambar 2.5 Siklus Sel (Beeker, 1986).
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Proliferasi sel paru-paru fetus hamster in vitrdaki lepas dari siklus
kehidupan yang dialami sel untuk tetap bertahamupidsiklus ini mengatur
pertumbuhan sel dengan meregulasi waktu pembelaian mengatur
perkembangan sel dengan mengatur jumlah eksprasi taanslasi gen pada

masing-masing sel yang menentukan diferensiasifigngono, 2009).

2.5.1 Konfluensitas Sel Paru-Paru Fetus Hamster In Vitro

Sel dikatakan konfluen apabila sel tersebut sudamempel dan
berkembang memenuhi wadah kultur (Djati, 2006). fikem sel adalah tumbuh
homogen atau meratanya sel sebagai sel monolaygrasanenutupcover glass
(Wulandari, 2003). Konfluen sel mengikuti tahapaphsiklus sel. Siklus sel
merupakan proses perbanyakan sel untuk menghagilkdah DNA kromosom
yang cukup banyak dan mendukung segregasi yanghasitigan dua sel anakan
yang identik secara genetik. Proses ini berlangsangs-menerus dan berulang
(siklik) (Campbel, 2002)

Siklus ini mengatur pertumbuhan sel dengan mersgulsaktu
pembelahan dan mengatur perkembangan sel dengagatuejumlah ekspresi
atau translasi gen pada masing-masing selnya (Gan#02). Siklus terdiri dari
empat proses terkoordinasi, yaitu pertumbuhan regljkasi DNA, pemisahan
DNA yang sudah digandakan, dan pembelahan sel @le=n2001)Pada sel
kultur, proses pemisahan DNA dapat terjadi secaradmaan dengan replikasi
DNA, dan peralihan antar tahap siklus sel dikedalioleh suatu pengaturan

yang tidak hanya mengkoordinasi berbagai kejadaand siklus sel namun juga



21

menghubungkan siklus sel dengan sinyal ekstraselg yanengendalikan
perbanyakan sel (Djuwita, 2002), sehingga perbamyasel dapat terjadi dan
membentuk ekspansi yang menyebar menutupi substrat.

Sel yang terbentuk dari hasil kultur akan tumbuhngieaiti kurva
pertumbuhan yang terbagi dalam 3 tahap yagufase, log fase danplateu fase
(Trenggono, 2009). Menurut Budiono (2002) perkeangan sel pada masa awal
inkubasi belum terdapat peningkatan jumlah selaRadsa tersebut konsentrasi
sel adalah sama atau hampir sama dengan konseyadesivaktu subkultur. Fase
ini juga disebut dengan lag fase, yaitu fase sehggenti elemen-elemen
glycocalyx yang hilang waktu tripsinasi, pelekafsda substrat dan penyebaran
sel. Fase selanjutnya yaitu log fase, pada faseeij@di peningkatan jumlah sel
secara eksponensial dan saat pertumbuhan mencapfiidn, proliferasi akan
terhenti. Waktu fase ini tergantung pada konsenaasml sewaktu dilakukan
seeding, kecepatan pertumbuhan sel, serta kepe#temema proliferasi sel akan
terhambat oleh kepekatan. Fraksi pertumbuhan pas@ i mencapai 90 —
100%.

Mendekati akhir dariog fase, sel telah konfluen yaitu permukaan substrat
untuk pertumbuhan sel sudah dipenuhi oleh sel. paea tumbuh sel akan
berkurang dan pada beberapa kasus proliferasikael terhenti. Pada tahap ini
kultur mencapaiplateu fase atau stationary, dan fraksi pertumbuhan akan

mencapai 0 — 10% (Budianto, 2002).
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2.5.2 Viabilitas Sel Paru-Paru Fetus Hamster In Vitro
Viabilitas sel merupakan perbandingan jumlah selgyhidup dan sel

yang mati (Wulandari, 2003). Viabilitas sel menuhkjan respon sel jangka
pendek seperti perubahan permeabilitas membran atanya gangguan pada
jalur metabolisme tertentu dalam sel. Viabilitas sering digunakan sebagai
penanda sitotoksitas suatu material dan ini bergunk mengetahui sifat
biologis suatu bahan apakah bersifat toksik tenhaeh tertentu atau tidak. Salah
satu yang mengindikasikan sitotoksitas suatu badailah adanya penurunan
proliferasi sel dan penurunan viabilitas sel (Fnesth 2000).

Metode yang paling mudah untuk menentukan jumldhhskip adalah
penghitungan sel dengan menggunakan hemositomedar rdenggunakan
pewarnaripan blue 0,4%, karendripan blue tidak mengubah integritas membran
plasma dan memperlambat proses kematianTsglan blue juga memperkecil

jumlah sel dan memfasilitasi identifikasi sel yak@n dilihat dengan mikroskop.

2.5.3 Abnor malitas Sel Paru-Paru Fetus Hamster In Vitro

Sel dikatakan abnormal apabila sel tersebut memgakelainan atau
apabila dilihat secara morfologi mengalami perubabentuk dari asalnya, yang
dapat diakibatkan kontaminasi oleh bakteri dan jagbDjati, 2006). Abnormalitas
sel yang sering muncul pada kultur sel ditandapdaradanya sel raksasgiant
cell) yaitu sel yang volume selnya, DNA, RNA serta magsotein bertambah

hingga 20-200 kali lipat daripada sel normal (Fresh 2000).
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Sel dikatakan abnormal apabila sel tersebut beanknorelebihi ukuran sel
normal, mengalami perubahan bentuk dari asalnya, tdekontaminasi oleh
bakteri dan jamur (Djati, 2006). Abnormalitas yasgying muncul pada sistem
kultur sel adalah adanya sel raksdgent cell) yaitu sel yang DNA, RNA,
volume, dan masa protein sel bertambah hingga R0«ab lipat dari sel normal
(Freshney, 2000). Ukuran normal sel paru-paru &dblaum (Dixonet al., 1999).

Terjadinya abnormalitas sel pada sel normal didkéa oleh adanya
beberapa perlakuan dalam kultur sel yang merangsanimgkatan konsentrasi
c&* yang mengakibatkan protein dalam membrane selgeadasi oleh enzim
protease dan menyebabkan kerusakan pada sitosatat menurunnya ATP,
sehingga membrane sel menjadi rusak dan zat-zgthyenada diluar membran sel
baik yang dibutuhkan atau tidak akan mudah masulaleen sel. Sel akan

mengalami pembengkakan dan volume sel akan bertar(faspos, 2005).



