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RINGKASAN 

KUL TUR FIBROBLAS EMBRIO A YAM SEBAGAI FEEDER LAYER 
ERTUMBUHAN SEL HIBRIDOMA MENCIT DALAM INKUBATOR TANPA 
ARBONDIOKSIDA (Suwamo, N. Sianita dan Kusnoto. 2000: 27 halaman). 

Hibridoma yang merupakan hasil fusi antara Iimfosit B dan sel 

ieloma, saat ini banyak dikcmbangkan scbagai pcnghasil antibodi 

onoclonal. Hibridoma amat sensitif tcrhadap pH alkalis, karcna sci ini 

emiliki toleransi pH antara 6.8-7,8. Dalam inkubator tanpa C02 dapat 

ipastikan tidak akan terjadi pertumbuhan hibridoma, mengingat 

'espesifikannya terhadap pH alkalis. Untuk mengatasi hal tersebut, 

enggunaan sel fibroblas embrio ayam (FEA) dapat dijadikan suatu 

Iternatif. Hal ini mengingat beberapa kelebihan sel FEA, antara lain 

udah ditumbuhkan dalam incubator tanpa CO2 • cepat bermetabolisme 

ntuk menghasilkan CO2 , dapat mcnghasilkan growth factor dan mampu 

cnjcmbatani kontak antar sci. 

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa sel FEA dapat 

erperan sebagai feeder layer di dalam memacu' pertumbuhan hibridoma 

dan dapat ml.!ningkatkan kemampuan hibridoma dalam 

enghasilkan antibodi. serta untuk mengetahui jumlah optimal sel FEA 

bagai feeder layer. 

Penelitian ini menggunakan hibridoma yang telah diskrining 

emampuannya dalam mcnghasilkan antibodi terhadap virus Gumboro. 

ibridoma dengan kepadatan I x 106 sell5 mil flask ditumbuhkan ke 

alam flask-flask pad a kelompok A (mengandung sel FEA 2x 1 05 

l/flask), B (sel FEA 4x I 05 sellflask), C (se) FEA 6x 105 sellflask}. 

(sel FEA 8x10~ sel/flask). dan E (sel FEA 10xlOs sellflask), masing-

asing diulang sebanyak: 10 kal i. Variable yang diukur adalah ke-

p datan pertumbuhan hibridoma dan kemampuannya dalam menghasilkan 

ii 
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ntibodi pad a hari kc·2, 4 , dan 6 . I'cng hilun ga n kcpadatan hibridoma 

cnggunakan hemos ilomelcr dan kemampuan men ghasilkan anlibodi 

iuji d e ngan ELISA ind,rec t . Ran ca ngan pcnclilian uda lah RAL pola 

'pli /'I()I . Data diana li s is dengan Genera l Liniar Modcl dari S PSS rei 

.5 for Windows dan dilanjutkan d e ngan Tukey de ngan tingkat 

'e percayaan 95%. 

Ilasil pcnelitian me nunjukkan , adan ya inl e rak si an tara pe rlakuan 

an waklu inku basi . Il asi l tc rbaik dipe ro le h pada kc lompo k A, 13 , dan C 

ada hari ke·6 , yan g sccara nyala tidak me nunjukkan adan ya pcrbedaan . 

enggunaa n sci FEA dcngan kcpadalan 4 X I O ~ sc l/ fla s k ( Kclornpok B) 

upal mengoplirnalkan pcrtumbuhan hibridoma , disbanding kepadatan di 

awah atau di alas nila; terscb ul. Kemampuan men gha si lkan antibodi 

any a diperol ch pada hibridoma pada kclampak B yang menunjukkan 

asil positif lemah dengan nil ai apI/cal d ens lly (00) an lara 0.245-0 ,521 , 

edang kan per lakuan lainnya dcngan ha s il ncgatif. 

Dari has il pc nclitian dapal di s impulkan , bah wa sc i r:EA rnampu 

crperan sebagai fe ede r layer dan dapal mc nin gkatka n hibridoma dalam 

cnghasi lk an antibodi. 

( cmbaga Pcnclilian , Fakulta s Kedoktcran I-Iewa n Unive rs ita s A irlan gga , 
ontrak Nomo r : IP 2 IPTIDPPMIYI11999 ). 

'" 
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SUMMARY 

CHICKEN EMBRYO FIBROBLAST CELL CULTURE AS AN FEEDER 
LA YER OF MOUSE HIBR YDOMAS CELL GROWTH IN INCUBATOR 
WITHOUT CARBON-DIOXYDE (Suwarno, N. Sianita, and Kusnoto. 
2000: 27 pages). 

Recently, monoclonal antibodies wcre developed as a result of 

fusion of hybridization between B ecll lymphocyte and myeloma cell. 

I1ybridomas are sensitive to alkalis perhaps of their pH range tolerances 

in 6.8-7.8. No any hybridomas growth was happened in the incubator 

without C02, cause of its sensitivity towards alkal is conditions. To over 

come this problems, an alternative way is to use chicken embryo embryo 

fibroblast (CEF) cells. The advantage of CEF cells are easy to grow in 

incubator without C02, fast metabolize to yield CO2, able to produce 

growth factor and act as complement interrelationship of the cells. 

The aim of this study are to prove that CEF cells can be able act as 

feeder layer to stimulate growth of mouse hybridomas and to elevate the 

ability of hybridomas to in antibody production, and also to know the 

optimum members of CEF cells for feeder layer. 

In this research we used hybridomas which had been screened for 

the ability of antibody production to Gumboro virus. Hybridomas with 

density 1 x 10(, cell/5ml/flask were ground in flask as member of group 

A (contain CEF cells 2 x 105 cells/flask), group B (CEF cells 4 x 105 

cells/flask), group C (CEF cells 6 x 105 cells/flask), group D (CEF 

cells 8 x 105 cells/flask), and group E (CEF cells lOx lOs cells/flask), 

each of group were repeated 10 times. Variable measurement were done 

by measured the growth density of hybridomas and the ability of 

antibody production at day 2, 4, and 6. hybridomas density were 

calculated with haemocytometers and the capacity of antibody . 
production was tasted by indirect ELISA. The experiment design used in 

1\. 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN KULTUR FIBROBLAS EMBRIO AYAM... SUWARNO



his work was Completely Randomized Design with Split Plot Design. 

he data was analysis with General Linear Model from SPSS rei 7:5 

rogram for Windows and continued by Tukey Test with significant level 

5%. 

Thc rcsults of this work showed that there was an interaction 

ctween treatment and incubation periods. The best result were found 

rom group A. B. and C was at day-6 with no significant differences with 

ensity of CEF cells 4 x 105 cells/flask (Group B) can optimized 

ybridomas growth. compared with lower/higher density level. Antibody 

roduction capacity was only obtained from hybridomas group B with 

light positive value of optical density range 0.245-0.521. otherwise 

ere negative. 

We concluded that CEF cells can be a feeder layer and can elevate 

ntibody production by hybridomas. 

esearch Institution. Faculty 
niversity. Number of contract: 

of Veterinary Medicine Airlangga 
/P2IPT/DPPM/VI11999). 
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KATA PENGANTAR 

Hibridoma tidak dapat tumbuh dalam inkubator tanpa 

karbondioksida (C02), oleh karena sel ini memerlukan kadar CO2 5-10 % 

yang dapat disuplai dari luar medium pertumbuhan (inkubator CO2). 

Pcrsyaratan utama tcrhadap proscs pcrtumbuhan hibridoma adalah pH 

medium pertumbuhan berkisar antara 7.2-7.6. 

Penelitian 1m berusaha untuk meningkatkan pertumbuhan 
.-

hibridoma dalam inkubator tanpa CO2 • dengan bantuan kultur sel 

fibroblas embrio ayam (FEA) sebagai feeder layer. Diharapkan hasil 

pcnclitian ini dapat mcmbcrikan informasi dalam upaya mcngcmbangkan 

hibridoma penghasil antibodi monoklonal, pada laboratorium yang tidak 

memiliki inkubator CO.'!. 

Pcnulis mcngucapkan banyak terimakasih kcpada Pimpinan 

Proyek Pengkajian dan Penelitian I1mu Pengetahuan Terapan/DP3M 

Dikti Debdikbud, Rektor Universitas Airlangga. Ketua Lembaga 

Penelitian Universitas Airlangga, Dekan Fakuhas Kedokteran Hewan 

Universitas Airlangga, dan semua pihak yang secara langsung ataupun 

idak langsung turut mcmbantu dalam kcgiatan penelitian ini dari awal 

hingga terselesaikannya laporan ini. 

Akhirnya semoga penel itian ini dapat bermanfaat bagi yang 

cmbutuhkan informasi yang bcrkaitan dcngan tcknik kultivasi 

ibridoma. Tentu penelitian ini masih banyak kekurangannya, untuk 

"tu penulis mengharapkan kritik dan saran demi kesempurnaannya. 

Surabaya, Januari 2000 

Penul is 

vi 
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BAB I 
PENI>AH ULlIA;\ 

1.1 La lar Be laka ng Pc n c liti a n 

I' 
I -

, I 

--, , 

I-libridoma yang mcrupakan hasil fusi antara limfosit B dan sc i 

mieloma , saal ini banyak dikemban gkan scbagai penghasil antibodi 

monoklonal. l-libr idoma amat se ns it if tc rhadap pH alkalis , karena sci ini 

me miliki to lc ransi pH antara 6 ,8-7 ,8. Oa lam inkubator lanpa CO! dapat 

dipastikan tidak akan tcrjadi pcnumhuhan hib ridoma , mcngi ngat 

kesensitifannya tcrhadap pll alka li s . 

Pada awa l pcmbcntukan hibridoma, pa sca fu si antara limfos it B 

dan ~el miclom3, dipcrlukan kadar ka rbondiok s id a (C02 ) yang c ukup, 

bai l.: ya ng bcrasa l dari medium pcrtumbuhan (intern) alau ya ng bcrasa l 

dari inku bator (e kstcrn) . Sup leme nl asi CO2 diperlukan untuk mcmpcr-

ta hankan pH medium , sehingga pH medium dapat bertahan pada kisaran 

7,2-7 ,4 se lama proses pcrtumb uh an . Tar.pa sup lementasi CO 2 secara 

ckstc rn , pH mcdium cc pat mcnjadi basa dcngan akibat tidak adanya 

peltumbu han hibridoma . Iial ini merupakan kenda la bag i laboratorium 

yang tidak memi!iki inkubator C O 2 untuk dapat menghasilkan hibridoma , 

pada hal s aat in i hibridoma amat sa ngat dibutuhkan sebagai pengha s il 

antibodi monoklonal. 

Artama ( 1996) bcrpc nd apa t, bahwa untuk pertumbuhan hibridoma 

dipc rluk an CO 2 dengan kadar 5 - 10% ya ng bera sa l dari inkubator CO 2_ 

Seme ntara sceara intern sebagai s umbe r CO2 dapal berasal dari Na HCO ) 

dan atau Hepcs (N- 12-h yd roxycthy IJ pipe raz inc-N'-2- c tancs ulfoni c ac id]) . 
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Pemakaian bikarbonat, Hepes dan CO2 dalam proporsi yang sesuai dan 

osmolaritas yang ditolerir oleh kultur (290-300 mOsm) umumnya 

mendukung pertumbuhan sel seeara optimal. Penambahan asam piruvat ke 

dalam medium akan merangsang sel untuk meningkatkan produksi 

endogenous CO2, sehingga bisa mengurangi ketergantungan sci akan 

exogenous CO2• 

Sebagai solusi untuk mengatasi permasalahan tersebut, penggunaan 

sel fibroblas embrio ayam (FEA) dapat dijadikan suatu alternatif. Hal ini 

mengingat beberapa kelebihan scI FEA, antara lain mudah ditumbuhkan 

dalam inkubator tanpa CO2, cepat bermetabolisme untuk menghasilkan 

CO.!. dapat menghasilkan growth factor dan mampu menjebatani kontak 

antar sel (Muslin, et al., 1994; Cheng et al .• 1995). 

Berawal dari kcgagalan pembcntukan hibridoma dalam inkubator 

tanpa CO2• Suwarno dkk.(] 999) mencoba menggunakan kultur sel FEA 

sebagai wahana hibrid limfosit B dan sel mieloma men cit dalam 

inkubator tanpa CO 2 • Hasil penelitian menunjukkan, bahwa kultur sel 

FEA mampu mempertahankan pH medium pada kisaran 7,35 - 7,64 dan 

dapat meningkatkan pertumbuhan hibridoma antara 28,53 - 54,17%. 

Berdasarkan hasil tersebut, penelitian ini mencoba untuk menguji 

keeepatan pertumbuhan hibridoma dan kemampuannya di dalam meng

hasilkan antibodi. Penclitian ini sckaligus untuk mcnguji hipotesis, 

bahwa kultur sel FEA mampu berperan sebagai feeder layer. yakni 

menjembatani kontak antar sel hibridoma yang ditumbuhkan dalam 

inkubator tanpa CO2 • 

File d'IlapBBI\Suwamol1Dahulu doc 
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1.2 Rumusan Masalah 

I) Apakah sel FEA dapat berperan sebagai feeder layer di dalam 

memaeu pertumbuhan hibridoma meneil? 

2) Apakah sel FEA dapat meningkatkan kemampuan hibridoma dalam 

mcnghasilkan antibodi? 

·1.3 Hipotcsis 

Dalam penelitian ini dapat diaj ukan hipotesis sebagai berikut : 

Kultur scI FEA mampu bcrpcran sebagai feeder layer di dalam memacu 

pertumbuhan hibridoma meneit. 

File d'U1IpBBIISuwamo\10ahulu doc 
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2.1 lIibridoma 

BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 

lIibridoma adalah hasil turunan limfosit [3 dan sel mieloma yang 

mampu menghasilkan antibodi monoklonal. Limfosit B normal memiliki 

ensim hipoksantin guanin fosforibosil transferase (HGPRT+) dan timidin 

kinase (TK.,..), serta mampu hidup dalam kultur selama kurang lebih 

sepuluh hari~ sedangkan sel mieloma defek terhadap kedua ensim tersebut 

(HGPRT- dan TK-) dan mempunyai sifat immortal (dapat dibiakkan terus-

menerus). Hibridoma memiliki sifat dari kedua induk, yakni mempunyai 

ensim HGPRT dan TK, serta bersifat immortal (Abbas el aI., 1991 ~ 

Hamilton dan Davis, 1995). 

Untuk menentukan keberhasilan fusi antara limfosit B dengan sel 

mieloma digunakan medium selektif HAT (hipoksantin, aminopterin, 

timidin). Adanya aminopterin akan menghambat sintesis ilukleotida darri 

fosforibosil pirofosfat melalui hambatan terhadap tetrahidrofolat pada 

jalur de novo, sehingga sel yang defek terhadap ensim HGPRT dan TK 

akan mati dalam medium selektif. Sel mieloma (HGPRT- dan TK-) akan 

mati dalam waktu 24 jam karena tidak mampu mengubah timidin menjadi 

timin dan hipoksantin menjadi guanin melalui jalur pintas. Limffosit [3 

(HGPRT+, TK +) akan tetap hidup karena dapat menggunakan timidin dan 

hipoksantin untuk sintesis timin dan guanin dalam jalur pintas, namun 

jangka waktu hidup limfosit B hanya sekitar 7-10 hari. Karena hibridoma 

memiliki sifat dari kedua induknya (IIGPRT I, TK I, immortal), maka 

4 
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hibridoma akan tctap hidup dalam medium seJ.ektif dan dibiakkan tcrus

menerus (Harlow dan Lane, 1988; Artama, 1996; Roitt el al., 1996). 

2.2 Sel Fibroblas Embrio Ayam 

Kultur primer sci FEA dibiakkan dcngan jalan mengambil langsung 

dari embrio ayam yang berumur 8-10 hari. Jaringan embrio ayam 

didispersi menjadi sel dengan bantuan ensim proteolitik, seperti tripsin, 

kolagenase dan pronase, atau kombinasi ensim dengan chelating agent, 

seperti EDT A. Kultur sci FEA banyak digunakan karena mudah didapat, 

murah harganya dan mudah eara pembuatannya (Sardjono, 1998). 

Kultur sel FEA pad a awalnya merupakan media yang digunakan 

untuk isoiasi dan identifikasi virus, serta untuk mempelajari histo

patogenesis dari infeksi virus. Namun pada perkembangannya, kultur sel 

FEA banyak dimanfaatkan untuk produksi vaksin, penghasil produk 

biologik (sitokin) dan mengetahui aktivitas suaiu ensim (Fresney, 1992; 

Belandia el al., 1994; Sardjono, 1998). 

Suwarno dkk.( 1999) berhasil mcmfusikan limfosit B dan scI 

mieloma meneit dalam inkubator tanpa CO2, dengan menggunakan kultur 

sel FEA sebagai wahana hibrid. Keberhasilan proses fusi terjadi karena 

pH pada medium kultur sehari setelah terbentuk monolayer dapat 

dipertahankan pada kisaran 7,64; scdangkan jumlah koloni sel hibrid 

yang terbentuk rata-rata sekitar 43,646%. Sementara Winarno (1999) 

dapat memanfaatkan supernatan dari kultur sel FEA yang diaktivasi 

berbagai jenis imunogen sebagai pelarut vaksin. Pada minggu pertama 
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pascavaksinasi dcngan virus Newcastle Dltiease (ND) , titer antibodi yang 

terbentuk lebih tinggi dibanding menggunakan pelarut phosphate buffer 

saline (PBS). 

Menurut Cheng et al. (1995) sel fibroblas dapat dibedakan dengan 

sci mioblas karcna sifat adhesinya yang jauh lebih kuat. Doubling time 

untuk sel FEA lebih pendek dibanding sel mioblas. Medium kultur 

dengan pH 7,4 - 7,7 merupakan lingkungan yang paling ideal untuk 

pertumbuhan sel fibroblas. 
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BAB III 
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1 Tujuan Penelitian 

I) Untuk membuktikan bahwa kultur sel FEA dapat berperan sebagai 

feeder layer di dalam memacu pertumbuhan hibridoma meneit. 

2) Untuk membuktikan bahwa sel FEA dapat berperan meningkatkan 

kemampuan hibridoma dalam menghasilkan antibodi. 

3) Untuk mengetahui jumlah optimal sel FEA yang dapat 

meningkatkan pertumbuhan hibridoma dan ke~ampuannya di 

dalam mendorong hibridoma menghasilkan antibodi. 

3.2 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat menyumbangkan ilmu pengetahuan 

bagi perkembangan kedokteran hewan pada umumnya dan bioteknologi 

pad a khususnya, dalam m~ngembangkan hibridoma pada laboratorium 

yang tidak memiliki inkubator CO2. Selain itu juga diharapkan dapat 

memberi masukan dalam teknik pembuatan antibodi monoklonal yang 

dihasilkan oleh hibridoma yang telah berhasil ditumbuhkan dalam 

inkubator tanpa CO2, dengan menggunakan scI FEA sebagai feeder layer. 

7 
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BABIV 
METODE PENELITIA~ 

4.1 \Vaktu dan Tempat Penelitian 

Pcnclitian ini dilaksanakan sclama 5 bulan, mulai bulan Juli 1999 

sampai Desember, 1999, bertempat di Laboratorium Virologi dan 

Imunologi Fakultas Kedokteran Hewan Unair. 

4.2 Sel fibroblas embrio ayam 

Sebagai sumber sel fibroblas untuk pembuatan kultur sel primer 

adalah telur ayam berembrio (TAB) umur 10 hari. 

4.3 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan The 

Posllest Only Control Group Design untuk pengujian terhadap sel hibrid. 

Rancangan yang digunakan pada penelitian ini Rancangan Acak Lengkap 

(RAL) pola ,"phl Piol (Steel dan Torrie, 1988). 

4.4 Sampcl Pcnclitian 

Penelitian ini menggunakan sampel berupa kultur sel fibroblas 

embrio ayam (FEA) dan hibridoma yang terdiri dari tiga (3) waktu 

pengamatan yang berbeda dan lima (5) perlakuan serta masing-masing 

perlakuan sebanyak 10 flask. Seeara keseluruhan terdapat 3 x 5 x 10 

ulangan. 
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4.5 Unit Analisis 

Pcnclitian ini menggunakan kultur sci FEA dan hibridoma. Koloni 

hibridoma yang tumbuh dalam setiap flask dan supernatannya merupakan 

unit anal isis untuk pengukuran jumlah hibridoma dan keberadaan 

antibodi. Kepadatan hibridoma dihitung dalam satuan mililiter, 

sedangkan supernatan diuji terhadap adanya antibodi anti-Gumboro 

dengan uji ELISA indirect menggunakan ELISA reader dengan panjang 

gelombang 405 nm. 

4.6 Variabel Penelitian 

Scbagai variabel kcndali dalam penelitian adalah umur dan sumber 

AB. Sebagai variabel bebas adalah kultur sel FEA dan hibridoma. 

ebagai variabel tergantung adalah jumlah hibridoma yang terbentuk dan 

ilai optical density (00) dari kerapatan antibodi. 

Metode Penelitian 

Penelitian ini merupakan kelanjutan dari penelitian terdahulu 

Tahun I) yaitu sebagai berikut. 

.7.1 Tabun pertama (Sudah dilakukan) 

Pad a tahap ini sudah dilakukan penelitian dengan judul "Kultur 

ibroblas Embrio Ayam sebagai Wahana Hibrid Limfosit B dan Sel 

ieloma Mencit dalam Inkubator tanpa Karbondioksida". Pada pene-
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litian ini sudah dapat mcmbuktikan hipotcsis, bahwa kultur sci FEA dapat 

dimanfaatkan sebagai wahana hibrid antara limfosit B dan sel mieloma 

meneit dalam inkubator tanpa CO!. Kultur sel hibrid sel yang terbentuk 

dan telah diuji kemampuannya di dalam menghasilkan antibodi, 

sclanjutnya digunakan scbagai bahan pad a pcnclitian tahap II. Kultur sel 

hibrid tersebut untuk sementara ini disimpan dalam medium pertumbuhan 

yang mengandung DMSO dan dibekukan pada suhu -176°C. Teknik 

pembentukan hibridoma mengaeu pada Harlow dan Lane (1988) maupun 

artie dan Altancr (1988). 

4.7.2 Tabuo kedua (Kultur bibridoma) 

Hibridoma yang tumbuh dalam tahun pertama dan telah diskri

ning kcmampuannya dalam mcnghasilkan antibodi dcngan uji ELISA 

indirect (Harlow dan Lane, 1988), digunakan pada penelitian ini. 

Hibridoma yang diperoleh pada tahun pertama, kemudian 

ditumbuhkan dalam medium pertumbuhan RPMI-1640 (mengandung HT 

2%; FCS 10%; NaHCO) 24 mMol; Hcpes 25 mMol dan Pcnstrcp 100 

J,lg/ml, pH 7,2). Hibridoma dengan kepadatan 1 X 106 sell5ml/flask 

ditumbuhkan ke dalam flask-flask pada kelompok A (mengandung sel 

FEA 2 x lOS sel/flask), B (sel FEA 4 x lOS sel/f1ask), C (sel FEA 6 x lOS 

sel/flask), 0 (sel FEA 8 x 105 sel/flask), E (sel FEA lOx lOs sel/f1ask). 

masing-masing perlakuan diulang sebanyak 10 kali. 

digunakan dalam penelitian ini berukuran 25 em). 

Flask yang 
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Variabcl yang diukur adalah adanya kcpadatan pcrtumbuhan 

hibridoma dan kemampuannya menghasilkan antibodi. pada hari ~e-2. 4 

dan 6. 

4.8 Teknik Penghitungan Sel 

Sel FEA dan hibridoma dihitung pertumbuhannya dengan 

menggunakan hemositometer. Sel dihitung dalam satuan mililiter 

(Harlow dan Lane. 1988). 

4.9 Pengujian Antibodi dengan ELISA Indirect 

Antigen Gumboro sebanyak 10 J.lg/ml diencerkan dengan 

carbonat buffer (50 mmol/l karbonat. pH 9.6) kemudian 

diadsorbsikan pada mikroplat ELISA scbanyak 100 J.lI/sumuran dan 

diinkubasi pad a suhu 4°C semalam. Mikroplat kemudian diblok 

dengan blocking huffer (1 % BSA. 0.02 % NaN 3 dalam PBS) dan 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam. Selanjutnya dicuci dengan 

washing buffer (0.15 M NaCI. 0.05 % Triton x-IOO. 0.02 % NaN 3 ) 

sebanyak 3 kali. Supernatan yang diuji dimasukkan dalam tiap 

sumuran sebanyak 100 J.ll dan diinkubasi pad a 37° C selama 1 jam. 

setelah itu dicuci 3 kali dengan washing buffer. kemudian diikuti 

dcngan pcnambahan konj ugat (rabbit anti-mouse Ig G yang di label 

dengan enSlm alkalin fosfatase) yang diencerkan dengan blocking 

huffer dengan pengenceran 1 : 1000 sebanyak 100 J.lI/sumuran dan 

diinkubasi selama 1 jam pad a suhu 37°C. Berikutnya mikroplat 
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dicuci kcmbali dcngan washing buffer untuk kcmudian ditambahkan 

s ub s tra t (2 , 7 rnmo ll l 4·nitrofenil fosfat da lam I M dic tanolamin . 0 ,5 

M MgC I! . 0 ,02 % NaN ; . pH 9 ,8) sebanyak 100 pl / sumuran dan 

diinkubasi sc lama 10 -30 menit da lam ruan g ge lap . Rcsapan kemu-

dian ciibaca dcngan EL ISA reader pada panjan g gc lomban g 405 nm 

(A rtama , 1996) . 

o 

4. 10 A U:l li s is Ih l a 

Data yang di pero lch dianali sis dengan Gene ral Linicr Mode l dari 

program statis tik komputcr .\'J~.\'~'·i reI. 7.5 lor Wllldoll'S, dan dila njutkan 

dcngan uji Tuke), dcngan tin gka t kcpcrcayaan 95% . 

. _ --\ 
---- ~ 1 \ \. \ ';.;' " 

• ." i' '. ~ , 
'0 _\ \' , 0 , -

, {'>:'.,;,': ~ 
\ ' \'f ' : ~~ J\ ' ... 
\ 'd't'i -. \ f"" , \ • \ ~ \.. -
~ 
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BAB V 
BASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1 Hasil Penelitian 

Tabel 5.1 menunjukkan hasil pertumbuhan hibridoma dengan 

menggunakan kultur sel fibroblas embrio ayam (FEA) pada berbagai 

kepadatan. Hibridoma dengan jumlah awal I x 10(' sel/5 ml/f1ask yang 

ditumbuhkan pad a kultur sel FEA dengan kepadatan 2 x 105 sel/f1ask (A), 

4 x 105 sel (8), sel FEA 6 x 105 sel/f1ask (e), 8 x 10:\ sel/flask (D), dan 

10 x 105 sel/f1ask (E). mampu tumbuh berturut-turut menjadi 9,997 x 10(, 

sel, 11,137 x 106 sel, 9,373 x 106 sel, 6,680 x 106 sel dan 6,077 x 106 sel. 

Kelompok 8 dengan kepadatan sel FEA 4 x 105 sel menunjukkan hasil 

pertumbuhan hibridoma tertinggi, diikuti kelompok A, C, D, dan E. 

8erdasarkan hasil perhitungan statistik dengan uji Tukey HSD 

(honestly significant difference) tampak bahwa kelompok 8 berbeda 

nyata (p < 0,05) dcngan kclompok A, C, D, dan E (Lampiran 1). 

Tabel 5.1 HasH Pertumbuban lIibridoma pada Kultur Sel Fibroblas 
Embrio Ayam dengan Berbagai Kepadatan dalam 
Inkubator Tanpa CO 2 

Perlakuan I lumlah sel hibridoma (x 106
) 

A 1 9,997 ± 6,852 

8 I I, 137 ± 7.4 84 

C 9,373 ± 6,323 

D 6,860 ± 4,512 

E 6,077 ± 4,069 

Keterangan : A = sel FEA dengan kepadatan 2 x 105 sellflask, B = 4 x lOS 
sel/flask, C = 6 x 105 sel/flask, 0 = 8 x 105 sel/flask, E = lOx 105 sellflask. 
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Tabcl 5.2 mcnyajikan pcngaruh waktu inkubasi tcrhadap pcrtum

buhan hibridoma. Hibridoma dengan jumlah awal 1 x 106 sel/flask, pada 

hari kedua menjadi 2,438 x 10(' sel/flask. hari keempat menjadi 7,530 x 

106 sel/flask, dan hari keenam menjadi 15,990 x 106 sel/flask. Waktu 

inkubasi pada hari kccnam mcnunjukkan hasil rata-rata tcrtinggi diikuti 

pad a hari keempat dan kedua. 

Secara statistik antar ketiga waktu inkubasi yang dianalis dengan 

uji Tukey HSD menunjukkan perbedaan nyata (p < 0,05) (Lampiran 2). 

Tabel 5.2 Hasil Pertumbuhan Hibridoma pad a Waktu Inkubasi yang 
Berbeda dalam Inkubator Tanpa CO2 

1.-------------------------
Waktu Inkubasi (Hari) Jumlah sel hibridoma (x 106

) 

2 2,438 ± 0.538 

4 7,530 ± 2,079 

6 15,990 ± 4,225 

Basil pengamatan pertumbuhan hibridoma akibat pengaruh 

interaksi antara kultur sel fibroblas embrio ayam dengan berbagai 

kepadatan dan waktu inkubasi yang berbeda dalam inkubator tanpa CO2 

dapat dilihat pada Tabcl 5.3. Intcraksi terbaik terlihat pada kelompok A, 

B dan C dengan waktu inkubasi pada hari ke-6, di mana di antara ketiga 

kelompok tidak terdapat perbedaan tetapi berbeda dengan kelompok 

lainnya. 

Hubungan antara waktu inkubasi dcngan jumlah scI hibridoma pada 

berbagai perlakuan disajikan dalam grafik, seperti yang terlihat pada 

Gambar 5.1. 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN KULTUR FIBROBLAS EMBRIO AYAM... SUWARNO



15 

Tabcl 5.3 Hasil Pcrtumbuhan Hibridoma pada Kultur Sci Fibroblas 
Embrio Ayam dcngan Bcrbagai Kcpadatan dan Waktu 
Inkubasi yang Berbeda dalam Inkubator Tanpa CO 2 

Perlakuan Ke-2 Ke-4 Ke-6 

A 2.590 s ± 0.463 8.700 d ± I. 178 18.700 II ± 1.647 

R 3. I OOfS ± 0.377 9.540o;d ± 0.810 20.770ll± 1.397 

C 2.500 g ± 0.455 8.690 d ± 1.254 16.930 a ± 3.254 

D 2.010 8 ± 0.173 5.610 c± 0.654 12.420 b ± 1.738 

E I. 990 g ± 0.191 5. I IOcr ± I. I 72 11. 130bc ± 1. 992 
a-f superskrip berbeda pada semua baris dan kolom menunjukkan perbedaan 
sangat nyata (p < 0,05). 
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Gambar 5.1 Hubungan antara waktu inkubasi dengan jumlah sci 
hibridoma (x 10') pada berbagai perlakuan. 
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Jika dilihat kcmampuannya dalam --mcnghasilkan antibodi , 

berdasarkan nilai optical density (00) dengan uji ELISA indirect, 

perlakuan B menunjukkan hasil positif lemah dengan nilai OD berkisar 

antara 0,245 - 0,521, sedangkan perlakuan lainnya dengan hasil negatif. 

5.2 Pembahasan 

Pada peneIitian ini diketahui adanya interaksi antara perlakuan 

pad a kelompok dan waktu inkubasi. Hal ini menunjukkan Jumlah sel 

FEA dan waktu inkubasi bcrperan penting di dalam mcmacu pertumbuhan 

hibridoma. Suwarno dkk. (1999) menyatakan, bahwa kultur sel FEA 

mampu mempertahankan pH medium pertumbuhan, sehingga dapat 

dimanfaatkan sebagai wahana hibrid antara limfosit B dan mieloma untuk 

menghasilkan hibridoma dalam inkubator tanpa CO2. 

Penggunaan sel FEA dengan kepadatan 4 x 105 sel/flask dapat 

mengoptimalkan pertumbuhan hibridoma dibanding kepadatan di bawah 

atau di atas nilai tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa pada kisaran 

kcpadatan tcrscbut sci FEA dapat menghasilkan faktor pcnumbuh (growth 

factor) yang diduga berperan di dalam memacu pertumbuhan hibridoma 

dan dapat juga berfungsi sebagai penghubung kontak antar sel hibridoma. 

Menurut Hamilton dan Davis (1995) hibridoma akan mati atau tumbuh 

jclck jika ditumbuhkan dcngan kcpadatan rendah, olch karcna itu 

diperlukan suatu feeder layer yang dapat mendukung pertumbuhan 

hibridoma. Pada penelitian ini penggunaan sel FEA dengan kepadatan 

8 x 105 dan lOx 105 sel/flask justru dapat menekan pertumbuhan 
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hibridoma. karena pertumbuhannya jauh Icbih ecpat dibanding hibridoma. 

Umumnya feeder layer yang banyak digunakan pada pertumbuhan 

hibridoma adalah makrofag dan splenosit meneit; limfosit, endothel dan 

tinosit manusia; atau sel fibroblas manusia/meneit yang sebelumnya telah 

diradiasi. Radiasi pada sci fibroblas bcrtujuan untuk meneegah 

pertumbuhannya, sehingga yang diperlukan hanyalah growth factor yang 

dihasilkannya (Sjahrurraehman, 1995; Artama, 1996). Dalam penelitian 

ini penggunaan sel FEA tanpa dilakukan radiasi terlebih dahulu. karena 

yang dilihat adalah kemampuannya scbagai feeder layer dalam 

mempertahankan pH medium dan sebagai elemen kontak antar sel. 

Jika dilihat kemarnpuan setiap keJornpok perlakuan dalarn 

menghasilkan antibodi tidaklah sarna, karena kultur yang rnampu 

menghasilkan antibodi hanyalah dari kelornpok B. sedangkan kclompok 

A. C, D dan E dengan hasil negatif. Hal ini disebabkan hibridoma yang 

digunakan dalarn penelitian ini bel urn dilakukan kloning. sehingga 

pertumbuhan hibridoma producer terdesak oleh pertumbuhan hibridorna 

non producer yang tidak menghasilkan antibodi. 
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6.1 Kesimpulan 

BAB VI 
KESIMPULAN DAN SARAN 

I) Sel FEA dapat berperan sebagai feeder layer dalam memacu 

pertumbuhan hibridoma meneil. Jumlah optimal pertumbuhan 

hibridoma dapat dicapai pad a hari ke-6 dengan kepadatan sel FEA 

masing-masing sebesar 2 x lOs sel/flask, 4 x 105 sel/flask, dan 6 x 

lOs sel/flask. 

2) Sel FEA dengan kepadatan 4 x 105 sel/flask dapat meningkatkan 

kemampuan hibridoma dalam menghasilkan antibodi. 

6.2 Saran 

Berdasarkan hasil penel itian In) dapat disarankan beberapa hal 

sebagai berikut. 

1) Untuk mcnumbuhkan hibridoma mcneit dalam inkubator tanpa CO2 

sebaiknya digunakan sel FEA dengan kepadatan 2 x lOs sel/flask, 

4 x 105 sel/flask, dan 6 x 105 sel/flask, agar diperoleh pertumbuhan 

hibridoma yang optimal. 

2) Sel FEA dengan kepad~tan 4 x 105 sel/flask dapat digunakan 

sebagai feeder layer di dalam meningkatkan kemampuan hibridoma 

dalam menghasilkan antibodi. 

3) Perlu penelitian lanjutan untuk melakukan kloning terhadap 

hibridoma scbclum diuji kcmampuannya dalam mcnghasilkan 

antibodi. 
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Analisis Statistik terhadap Jumlah Hibri 
Kepadatan Sel FEA dan Waktu Inkubasi ya 

doma terhadap 
ng Berbeda 

~neral Unear Model 

Descriptive Statistics 

Std. 
Waktu Treat Mean Deviation N 

Sel Hari Ke-2 A2 2.590 .463 10 

84 3.100 .377 10 

CS 2.500 .455 10 

06 2.010 .173 10 

E10 1.990 .191 10 

Total 2.436 .536 50 

Han Ke-4 A2. 6.700 1.176 10 

84 9.540 .810 10 

C6 B.690 1.254 10 

06 5.S10 .654 10 

E10 5.110 1.172 10 

Total 7.530 2.079 50 

Hari Ke-6 A2 18.700 1.647 10 

84 20.770 1.397 10 

C6 16.930 3.254 10 

08 12.420 1.738 10 

E10 11.130 1.992 10 

Total 15.990 4.225 50 

Total A2 9.997 6.852 30 

B4 11.137 7.484 30 

C6 9.373 6.323 30 

08 6.S80 4.512 30 

E10 6.077 4.069 30 

Total 8.S53 6.232 150 

.' 

y SPSS rei 7.5 for Windows 95 Analyzed b 
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22 
Tests of Between.SubJects Effects 

Pependent Variable: Sel 

Type III 
Sum of . Mean Noncent. Observed 

Source Squares df Square F Sig. Parameter Power1 

Corrected 5531.81r 14 395.130 209.567 .000 2933.936 1.000 Model 

Intercept 11230.296 1 11230.296 5956.266 .000 5956.266 1.000 

HARI 4685.946 2 2342.973 1242.654 .000 2485.308 1.000 

TREAT 570.694 4 142.674 75.670 .000 302.682 1.000 

HARI· 
275.1n 8 34.397 18.243 .000 145.947 1.000 TREAT 

Error 254.537 135 1.885 

Total 17016.650 150 

Corrected 
5786.354 149 

Total 

. Computed using alpha = .05 

. R Squared = .956 (Adjusted R Squared = .951) 

E ~timated Marginal Means 

1.Waktu 

(~pendent Variable: Sel 

Waktu Mean Std. Error 

Hari Ke-2 2.438 .194 

HariKe-4 7.530 .194 

HariKe-6 15.990 .194 

2. Treat 

[ ependent Variable: Sel 

Treat Mean Std. Error 

A2 9.997 .251 

84 11.137 .251 

C6 9.373 .251 

DB 6.680 .251 

E10 6.077 .251 

ws9S Analyzed by SPSS rei 7.5 for Windo 
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P 51 Hoc T esls 

~ klu 

Multiple Comparisons 

[ ependent Variable Sel 

T key HSO 

95% Confidence 

Mean Interva! 

Difference Lower Upper 
(I) Waktu (J ) Waktu (I-J) Std, Error Si9. Bound Bound 

Hart Ke-2 Han Ke-4 -5.092' .275 .000 -5.736 -4.448 

Han Ke-6 -13.552' .275 .000 -14.196 -12.908 

Han Ke-4 Han Ke-2 5.09?" .275 .000 4,440 5.736 

Hart Ke-6 -8.460' .275 .000 -9. 104 -7.816 

Hari Ke-6 Hari Ke-Z 13.552' .275 .000 12.908 14.196 

Hari Ke-4 8.460" .275 .000 7.816 9 .104 

8 sed on observed means. The error term is Error. 

' . The mean difference is significant at the .05 level. 

---- , ---- , . I , . 
\ " " , 

t.i~~"~ ·· • " 
, . 

\ . . 
~ 

Analyz.ed by SPSS rei 7. 5 for Windows 95 
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Multiple Comparisons . -." , 
pependent Variable: Sel 

ukey HSD 

95% Confidence 

Mean Interval 

Difference lower Upper 
(I) Treat (J) Treat (I-J) Std. Error Sig. Bound Bound 

P\2 B4 -1.140· .355 .011 -2.107 -.173 

C6 .623 .355 .398 -.344 1.590 

08 3.317* .355 .000 2.350 4.284 

E10 3.92CY .355 .000 2.953 4.887 

B4 P\2 1.14«r .355 .011 .173 2.107 

C6 1.763* .355 .000 .796 2.730 

08 4.457* .355 .000 3.490 5.424 

E10 5.060* .355 .000 4.093 6.027 

C6 P\2 -.623 .355 .398 -1.590 .344 

B4 -1.763· .355 .000 -2.730 -.796 

08 2.693- .355 .000 1.726 3.660 

E10 3.297* .355 .000 2.330 4.264 

08 P\2 -3.317* .355 .000 -4.284 -2.350 

B4 -4.457* .355 .000 -5.424 -3.490 

C6 -2.693* .355 .000 -3.660 -1.726 

E10 .603 .355 .433 -.364 1.570 

E10 P\2 -3.920· .355 .000 -4.887 -2.953 

B4 -5.060* .355 .000 -6.027 -4.093 

C6 -3.297- .355 .000 -4.264 -2.330 

08 -.603 .355 .433 -1.570 .364 

Eased on observed means. The error term is Error. 

• The mean difference is significant at the .05 level. 

Analyzed by SPSS rei 7. 5 for Windows 95 
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Post Hoc Tests, Analyzed by SPSS reI 7.5 for Windows 95 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Sel 
T''k HSD u ey 

Mean Difference (loJ) Std. Error Sig. 
(I) Tukey (J) Tukey 

H2·A H2·B -.510 .614 1.000 
H2·C 9.000E-02 .614 1.000 
H2·0 .580 .614 1.000 
H2-E .600 .614 1.000 
H4-A -6.110(·) .614 .000 
H4-B -6.950(·) .614 .000 
H4-C -6.100(·) .614 .000 
H4-0 -3.020(·) .614 .000 
H4-E -2.520(·) .614 .004 
H6-A -16.110(·) .614 .000 
H6·B ·18.180(·) .614 .000 
H6-C -14.340(·) .614 .000 
H6-0 -9.83Q(·) .614 .000 
H6-E -8.540(·) .614 .000 

H2·8 H2-C .600 .614 1.000 
H2-D 1.090 .614 .908 
H2-E 1.110 .614 .896 
H4-A -5.600(·) .614 .000 
H4-B -6.440(·) .614 .000 
H4-C -5.590(·) .614 .000 
H4-0 -2.510{·) .614 .004 
H4-E -2.010 .614 .072 
H6-A -15.600(*) .614 .000 
H6-B -17.670(*) .614 .000 
H6-C -13.830(*) .614 .000 
H6·0 -9.320(*) .614 .000 
H6-E -8.030(*) .614 .000 

H2-C H2·0 .490 .614 1.000 
H2·E .510 .614 1.000 
H4-A -6.200(·) .614 .000 
H4·B -7.040(·) .614 .000 
H4-C -6.190(*) .614 .000 
H4-D -3.110(*) .614 .000 
H4-E -2.610(*) .614 .002 
H6-A -16.200(*) .614 .000 
H6·8 -18.270(*) .614 .000 
H6-C ·14.430(*) .614 .000 
H6-0 -9.920(*) .614 .000 
H6-E -8.630(*) .614 .000 

25 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 
-2.592 1.572 
-1.992 2.172 
-1.502 2.662 
-1.482 2.682 
-8.192 -4.028 
-9.032 -4.868 
-8.182 -4.018 
-5.102 -.938 
-4.602 -.438 

·18.192 -14.028 
·20.262 -16.098 
·16.422 -12.258 
·11.912 ·7.748 
-10.622 -6.458 
-1.482 2.682 
-.992 3.172 
·.972 3.192 

-7.682 -3.518 
-8.522 -4.358 
-7.672 -3.508 
-4.592 -.428 
-4.092 7.248E-02 

-17.682 -13.518 
·19.752 -15.588 
-15.912 -11.748 
-11.402 -7.238 
-10.112 -5.948 
-1.592 2.572 
-1.572 2.592 
-8.282 -4.118 
-9.122 -4.958 
-8.272 -4.108 
-5.192 -1.028 
-4.692 ·.528 

-18.282 ·14.118 
-20.352 .16.188 
-16.512 -12.348 
-12.002 -7.838 
-10.712 -6.548 
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Mean Difference (I-J) Std. Error Sig. 
95% Cont"ldence Interval 

(I) Tukey (J) Tukey Lower Bourld UpperBou~ 

H2-0 H2-E 2.000E-02 .614 1.000 -2.062 2.102 
H4-A -6.690(*) .614 .000 -8.772 -4.608 
H4-B -7.530(*) .614 .000 -9.612 -5.448 
H4-C -6.680(*) .614 .000 -8.762 -4.598 
H4-0 -3.600(·) .614 .000 -5.682 -1.518 
H4-E -3.100(·) .614 .000 -5.182 -1.018 
H6--A -16.690(*) .614 .000 -18.772 -14.608 
H6-8 -18.760(*) .614 .000 -20.842 -16.678 
H6-C -14.920(*) .614 .000 -17.002 -12.838 
H6--0 -10.410(·) .614 .000 -12.492 -8.328 
H6--E -9.120(*) .614 .000 -11.202 -7.038 

H2-E H4-A -6.710(*) .614 .000 -8.792 -4.628 
H4-8 -7.550(·) .614 .000 -9.632 -5.468 
H4-C -6.700(*) .614 .000 -8.782 -4.618 
H4-0 -3.620(*) .614 .000 -5.702 -1.538 
H4-E -3.120(*) .614 .000 -5.202 -1.038 
H6-A -16.710(·) .614 .000 -18.792 -14.628 
H6-B -18.780(·) .614 .000 -20.862 -16.698 
H6-C -14.940(*) .614 .000 -17.022 -12.858 
H6-D -10.430(·) .614 .000 -12.512 -8.348 
H6-E -9.140(*) .614 .000 -11.222 -7.058 

H4-A H4-8 -.840 .614 .990 -2.922 1.242 
H4-C 1.000E-02 .614 1.000 -2.072 2.092 
H4-0 3.090(*) .614 .000 1.008 5.172 
H4-E 3.590(*) .614 .000 1.508 5.672 
H6-A -10.000(*) .614 .000 -12.082 -7.918 
H6--B -12.070(*) .614 .000 -14.152 -9.988 
H6-C -8.230(*) .614 .000 -10.312 -6.148 
H6-0 -3.720(*) .614 .000 -5.802 -1.638 
H6-E -2.430(·) .614 .007 -4.512 -.348 

H4-8 H4-C .850 .614 .989 -1.232 2.932 
H4-0 3.930(*) .614 .000 1.848 6.012 
H4-E 4.430(*) .614 .000 2.348 6.512 
H6-A -9.160(*) .614 .000 -11.242 -7.078 
H6-8 -11.230(*) .614 .000 -13.312 -9.148 
H6-C -7.390(*) .614 .000 -9.472 -5.308 
H6-0 -2.880C*) .614 .000 -4.962 -.798 
H6-E -1.590 .614 .377 -3.672 .492 
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95% Confidence Interval 
Mean Difference (I-J) Sid. Error S~. 

(I) Tukey (J) Tukey Lower Bound Upper Bound 

1-1 4-C H4-0 3.080(' .6 14 .000 .998 5. 162 
H4-E 3.580(' .614 .000 1.498 5.662 
H6-A - 10.010(' .6 14 .000 -1 2.092 -7.928 
H6-B - 12.080 • .6 14 .000 -14.162 -9.998 
H6-C -8 .240 • .6 14 .000 -1 0.322 -6. 158 
H6-0 -3.730 • .6 14 .000 -5 .8 12 -1.648 
H6-E -2.440 • .6 14 .006 -4 .522 -.358 

1-14-0 IH-E .500 .6 14 1.000 -1.582 2.582 
H6-A -13 .090 ' .6 14 .000 -1 5.172 -11.008 
H6-B - 15. 160· .6 14 .000 -1 7.242 -13.078 
H6-C -1 1.320· .6 14 .000 ·1 3.402 -9.238 
1-16-0 -6.810 • .6 14 .000 -8.892 -4 .728 
H6-E -5.520 • .6 14 .000 -7.602 -3.438 

H4-E H6-A -1 3.590(' .614 .000 - 15.672 -11.508 
H6-B -15.660(' .614 .000 -1 7.742 - 13.578 
H6-C -11.820(' .6 14 .000 - 13.902 -9.738 
1-16-0 -7.310(' .6 14 .000 -9.392 -5.228 
H6-E -6.020( ' .6 14 .000 -8.102 -3.938 

H6-A H6-B -2.070 .6 14 .053 -4 .152 1.248E-02 
H6-C 1.770 .6 14 .204 -.3 12 3.852 
H6-0 6.280 'j .6 14 .000 4.198 8.362 
H6-E 7.570 • .6 14 .000 5.488 9.652 

H6-B H6-C 3.840 • .6 14 .000 1.758 5.922 
H6-0 8.350 • .6 14 .000 6.268 10.432 
H6-E 9.640 • .6 14 .000 7.558 11.722 

1-16-C H6-0 4.5 10(' .6 14 .000 2.428 6.592 
H6-E 5.800( ' .6 14 .000 3.71 8 7.882 

1-16-0 H6-E 1.290 .6 14 .735 -.792 3.372 

• The mean difference Is signifICant at the .05 level. 

t l HOY 2003 -- , '· 1 rp--h t"ri £ lV. - , 
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