Lampiran 1. Kerangka Konsep Penelitian

Fetus Hamster

!

Ginjal Fetus Hamster
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Konsentrasi: Vitamin
1. OuM Asam Amino
2. 25uM Garam
3. 50 um Glukosa
4. 75 uM Suplemen
5. 100 uM Organik
6. 125 uM

Melindungi PUFA
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Konfluen Sel Cepat

Viabilitas Sel Meningkat

Abnormalitas Sel Menurun




Lampiran 2. Alur Penelitian

Preparasi
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Lampiran 3. Data Konfluen, Viabilitas, dan Abnormalitas Sel Ginjal Fetus
Hamster setelah Perlakuan Pemberian Vitamin E.

1. Data Konfluen Sel Ginjal Hamster

Ulangan (%o)

Perlakuan 1 > 3 4 Total Rata-Rata
Kontrol 60 70 50 75 255 63,75
25 UM 60 70 60 80 270 67,5
50 uM 70 75 70 90 305 76,25
75 UM 75 85 70 90 320 80
100 uM 85 85 75 95 340 85
125 uM 90 85 80 95 350 87,5

2. Data Viabilitas Sel Ginjal Hamster

(0)

Perlakuan 1 l;lanqan (3/0 ) 4 Total Rata-Rata
Kontrol 78,33 | 79,55 51,16 86,60 295,64 73,91
25 uM 80,00 | 83,55 80,77 87,80 332,12 83,03
50 uM 86,05 | 84,81 85,19 88,80 344,85 86,21
75 uM 88,54 | 85,90 86,58 89,80 350,82 87,71
100 uM 90,83 | 92,91 87,04 92,33 363,11 90,78
125 uM 04,44 | 94,44 89,83 97,42 376,13 94,03

3. Data Abnormalitas Sel Ginjal Hamster

Ulangan

Perlakuan 1 > 3 4 Total Rata-Rata
Kontrol 7.45 7.62 18.18 5.95 39.2 9.8
25 UM 1.81 3.94 2.38 3.33 11.46 2.865
50 uM 3.6 3.73 1.74 0.59 9.66 2.415
75 UM 1.76 1.03 1.55 0.45 4.79 1.1975
100 uM 0.92 0.94 0.71 0.19 2.76 0.69
125 uM 0.37 0.37 0.0925
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Lampiran 4. Analisis Statistik tentang Peran Pemberian Vitamin E terhadap
Konfluen Sel Ginjal Fetus Hamster

(0)
Perlakuan 1 LZJIangan (go) 4 Total Rata-Rata
Kontrol 60 70 50 75 255 63,75
25 uM 60 70 60 80 270 67,5
50 uM 70 75 70 90 305 76,25
75 UM 75 85 70 90 320 80
100 uM 85 85 75 95 340 85
125 uM 90 85 80 95 350 87,5
82 18402
FK = = = 141066,67
r Xn 24
JK Total Percobaan
= 602 4+ 702 4+ 552 + 70% + 60% + 70% + 60% + 80% + 702
+ 752 + 702 + 902 + 752 + 852 + 702 + 902 + 852 + 852
+ 752 + 952 4+ 902 + 852 + 802 + 952 — FK
=144150~ 141066,67
= 3083,33
JK Perlakuan = 255242702430524+3202+3402+3502 _FK

4
=142862,5 — 141066,67

=1795,83

JK Galat = JK Total Percobaan — JK Perlakuan
=3083,33 — 1795,83

=1287,5
ANAVA
SK db JK KT Fhitung Ftabel
Perlakuan 5 1795,83 359,166 5,02* 2,77
Galat 18 1287,5 71,528
Total 23 3083,33

Keterangan: * menunjukkan berbeda nyata
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Uji Lanjut UJD

UID = rp (db galat) x KT Galat
JD'=rp gald ulangan

Karena ada enam perlakuan maka nilai UJD adal lima buah, yaitu:
1. Membandingkan dua nilai tengah tanpa selingan nilai tengah lain (selingan 0)

UJD = 2,97 X ”1"}528

= 2,97 X 4,229 = 12,56

2. Membandingkan dua nilai tengah dengan 1 selingan
UJD 5% =3,11 x 4,229 =13,15

3. Membandingkan dua nilai tengah dengan 2 selingan
UJD 5% = 3,21 x 4,229 = 13,58

4. Membandingkan dua nilai tengah dengan 3 selingan
UJD 5% = 3,27 x 4,229 = 13,83

5. Membandingkan dua nilai tengah dengan 4 selingan
UJD 5% = 3,32 x 4,229 = 14,04

Perlakuan Rata-Rata Notasi
Kontrol 63,75 a
25 uM 67,5 a
50 uM 76,25 a
75 UM 80 ab
100 uM 85 b
125 uM 87,5 b
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Lampiran 5. Analisis Statistik tentang Peran Pemberian Vitamin E terhadap
Viabilitas Sel Ginjal Fetus Hamster

o)

Perlakuan 1 L;Iangan (3/0 ) 4 Total Rata-Rata
Kontrol 78,33 | 79,55 | 51,16 | 86,60 295,64 73,91
25 uM 80,00 | 83,55 | 80,77 | 87,80 332,12 83,03
50 uM 86,05 | 84,81 | 85,19 88,80 344,85 86,21
75 UM 88,54 | 8590 | 86,58 | 89,80 350,82 87,71
100 uM 90,83 | 92,91 | 87,04 | 92,33 363,11 90,78
125 uM 94,44 | 94,44 | 89,83 97,42 376,13 94,03

K= 2062,67% 85 04
24 Y

JK Total Percobaan = 78,33% +79,55° +51,16° +86,60> +80% +83,55% +80,77°
+87,50% +86,05° +84,812 +85,19% +88,80° +88,54° +85,90°
+86,58% +89,80° +90,83? +92,91% +87,04% +92,33% +94,44°
+94,44% +89,83% +97,42° — FK
= 179093,3851 — 177275,3137

=1818,0714
JK Perlakuan
295,642 + 332,122 + 344,852 + 350,822 + 363,112 + 376,132
— ; _
= 178256,387 — 177275,3137
=981,0733

JK Galat = JK Total Percobaan— JK Perlakuan
=1818,0714 —981,0733

=836,9981
ANOVA
SK db JK KT Fhitung Ftabel
Perlakuan 5 981,0733 196,21466 4,22 2,77
Galat 18 836,9981 46,49989
Total 23 1818,0714




Uji Lanjut BNT

2 KT Galat

BNT =t X |———
ulangan

2 X 46,49989

= 2,101 x —

= 2,101 — 4,82
=10,13
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Perlakuan

Rata-Rata

Notasi

1

73,91

a

83,03

a

86,21

a

87,71

90,78

OO BIWIN

94,03

T|T|T|CT
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Lampiran 6. Analisis Statistik tentang Peran Pemberian Vitamin E terhadap
Abnormalitas Sel Ginjal Fetus Hamster

Perlakuan 1 > Ulangan3 4 Total Rata-Rata
Kontrol | 745 762 | 18.18 5.95 39.2 9.8
25 uM 1.81 3.94 2.38 3.33 11.46 2.865
50 uM 3.6 3.73 1.74 0.59 9.66 2.415
75 UM 1.76 1.03 1.55 0.45 4.79 1.1975
100 uM 0.92 0.94 0.71 0.19 2.76 0.69
125 uM 0.37 - - - 0.37 0.0925
8% 68,242
FK = = = 194,02907
rXn 24

JK Total Percobaan
=7,45% + 7,622 + 18,182 + 5,952 + 1,812 + 3,942
+ 2,382 + 3,332 + 3,62 + 3,732 + 1,74% + 0,592
+1,76% + 1,032 + 1,552 + 0,452 + 0,922 + 0,942
+0,71% + 0,192 + 0,372 — FK

= 554,454 — 194,02907

=253,96738
JK Perlakuan
3 39,22 + 11,46% + 9,66% + 4,79% + 2,76% + 0,37> — FK
B 4
= 447,99645— 194,02907
=253,96738
JK Galat = JK Total Percobaan — JK Perlakuan
= 360,42 —253,96738
=106,45262
Uji ANAVA 1 Jalur
SK db JK KT Fhitunq Ftabe|
Perlakuan 5 253,96738 50,793 8,59 2,77
Galat 18 106,45262 5,914




| Total | 23] 360,42 |

UID = rp (db galat) x KT Galat
JD'=rp gala ulangan

Karena ada enam perlakuan maka nilai UJD adal lima buah, yaitu:

Uji Lanjut UJD
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1. Membandingkan dua nilai tengah tanpa selingan nilai tengah lain (selingan 0)

5,914
4

UJD 5% = 2,97 X

=297 x 1,22 = 3,62

2. Membandingkan dua nilai tengah dengan 1 selingan
UJD5% =3,11x 1,22=3,79

3. Membandingkan dua nilai tengah dengan 2 selingan
UJD 5% = 3,21 x 4,229 = 3,92

4. Membandingkan dua nilai tengah dengan 3 selingan
UJD 5% = 3,27 x 4,229 = 3,99

5. Membandingkan dua nilai tengah dengan 4 selingan
UJD 5% = 3,32 x 4,229 = 4,05

Perlakuan Rata-Rata Notasi
125 uM 0,0925 a
100 uM 0,69 a
75 uM 1,1975 a
50 uM 2,415 a
25 uM 2,865 a
kontrol 9,8 b
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Lampiran 7. Gambar Hasil Pengamatan Kultur Primer Sel Ginjal Fetus Hamster

Foto 5.1 Perlakuan Kontrol Foto 5.2 Perlakuan Vitamin E 25 uM

Foto 5.3 Perlakuan Vitamin E 50 uM Foto 5.4 Perlakuan Vitamin E 75 uM

Foto 5.5 Perlakuan Vitamin E 100 uM Foto 5.6 Perlakuan Vitamin E 125 pM
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Lampiran 8. Sterilisasi alat-alat kultur dan pembuatan media kultur

Alat-alat kultur

- direndam dengan tipol selama 1 x 24 jam

- dibilas pada air yang mengalir sebanyak 21 kali

- pada bilasan terakhir dibilas dengan aquadest

| dikeringkan dalam oven dengan suhu 50°C

L setelah kering semua peralatan dibungkus dengan aluminium foil

L peralatan gelas dan logam disterilisasi dalam oven dengan suhu 125°C
selama 3 jam

- peralatan yang sifatnya plastic disterilisasi dalam autoklaf dengan

suhu 121°C, tekanan 1,5 atm selama 15 menit

Hasil

Pembuatan Media Kultur dengan stok 100 ml

Bahan Media Kultur

- ditimbang media DMEM powder sebanyak 1,35 gram, 0,37 gram
NaHCOg3, 0,238 gram hepes, 0,06 gram streptomicyn, 0,01 gram
penstrep, fungizone/ amphotericin B 100 pl

—— semua bahan-bahan dilarutkan sampai homogeny

—— disaring dengan menggunakan filter single use

Hasil
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Lampiran 9. Isolasi sel ginjal hamster

Ginjal Hamster

—— diwashing dalam PBS sebanyak 3 kali

— dicacah sampai halus dalam 1 ml tripsin

—— dimasukkan dalam tabung sentrifugase dan diinkubasi selama 20 menit
—— ditambah dengan 2 ml DMEM 0% untuk menghilangkan tripsinnya
- disentrifugase dengan kecepatan 1500 rpm selama 10 menit

—— supernatan dibuang, pellet diambil, dan ditambah 3 ml DMEM 0%
—— disentrifugase dengan kecepatan 1500 rpm selama 10 menit

—— supernatan dibuang, pellet diambil dan ditambah 3 ml DMEM 10%
——— disentrifugase dengan kecepatan 1500 rpm selama 10 menit

—— supernatan dibuang

Pellet
— dipipeting (dihomogenisasi)

— diambil 25 pl dan dibagi dalam well yang sudah berisi media tanam
10% dan vitamin E

— diinkubasi selama 3 hari

—— dilakukan pengamatan proliferasi sel ginjal fetus hamster untuk

mengetahui pengaruh vitamin E

Hasil
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Lampiran 10. Pengamatan Proliferasi Sel Ginjal Hamster

Sel Ginjal Hamster

- setelah diinkubasi selama 3 hari, sel diamati di bawah mikroskop
inverted

— dicatat hasilnya, sel tersebut konfluen berapa persen

Hasil

— dicuci dengan PBS sebanyak 2 kali

— ditambahkan dengan 100l tripsin EDTA dan diinkubasi selama 20
menit

— dikocok-kocok agar sel lepas dari plate

— dimasukkan ke dalam tabung sentrifugase dan plate dibilas dengan
DMEM 0% agar sel yang tersisa di plate bersih

— disentrifugase selama 15 menit dengan kecepatan 1500 rpm

— supernatant dibuang, pellet ditambah dengan 3 ml DMEM 10%

— disentrifugase selama 15 menit dengan kecepatan 1500 rpm

— supernatan dibuang

Pellet

— disisakan 1 ml dan dihomogenisasi

— suspensi sel diambil 25ul dan ditambah dengan 62,5ul tripan blue dan
37,5ul PBS

— dimasukkan ke dalam tabung eppendorf untuk menghitung jumlah sel

dan viabilitas sel

Hasil
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Campuran suspensi sel

- diteteskan pada hemositometer yang sudah ditemukan garisnya dari tepi

—— gelas penutup sehingga cairan masuk di bawah gelas penutup

—— jumlah sel dihitung, baik sel yang terwarnai atau tidak terwarnai. Sel
yang terwarnai menunjukkan sel sudah mati sedangkan sel yang tidak
terwarnai menunjukkan sel tersebut hidup

— dilakukan perhitungan untuk jumlah sel dan viabilitas sel dengan
rumus:
% viabilitas sel = (D _sel yang hidup/ > sel) x 100

Hasil
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Lampiran 11. Contoh Perhitungan
1. Perhitungan Viabilitas Sel
Misalkan jumlah sel yang hidup dalam 5 kotak hemositometer adalah 200 dan
jumlah sel keseluruhan (hidup dan mati) adalah 288, maka :
Viabilitas Sel :(jumlah sel yang hidup/total sel yang dihitung dalam kotak)x100%
+ (200/288) x 100%
:69,4%
2. Perhitungan Abnormalitas Sel
Misalkan jumlah sel yang abnormal dalam 5 kotak hemositometer adalah 5 dan
jumlah sel yang hidup adalah 80, maka :
Abnormalitas Sel : (jumlah sel yang abnormal/ jumlah sel yang hidup) x 100
: (5/80) x 100%

1 6,25%
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Lampiran 12. Gambar Peralatan yang digunakan dalam Penelitian

|| LAF (Laminar Air Flow) masker, penutup kepala &
hand glove

Blue & Yellow Tip

B AlacAlat Bedak B
Spuit
Peralatan Isolasi dan Kultur Ginjal




Lampiran 13. Gambar Bahan-Bahan yang Digunakan dalam Penelitian
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Lampiran 14.

a-
DMEM
DMSO
EDTA
FBS
HEPES

LDL

PBS
PENSTREP
PUFA
VLDL
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DAFTAR SINGKATAN

Alpha

Dullbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethyl Sulfooxide

Etilen Diamin Tetra Acetadacid
Fetal Bovine Serum

10 N- 2- Hydroxyeethylpiperazine-N-z-
ethanesulfonic acid

Low Dencity Lipoprotein

Posphat Buffer Saline

Peniciline streptomycin
Polyunsaturated Fatty Acid

Very Low Dencity Lipoprotein



