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Penentuan Konsentrasi Faktor Pertumbuhan Insuline Like Growth Factor-1 ( 1GF-1)
Hasil Biakan Monolayer Sel Hepar dan Sel Kumulus

Concentration determination of Growth Factor Insuline Like Growth Factor-1 (IGF-1)
Produced by Liver and Cumulus Cells Monolayer Culture

Sri Mulyati, Suzanita Utama, Laba Mahaputra

Departemen Reproduksi Veleriner
Fakultas Kedokteran I lewan Universitas Airlangga
Jalan Mulyorejo, Surabaya - 60115
[elp. 031-3992785, Fax. 031-5993015
Email : vetunair@telkom.net

Abstrak

Sel kumulus dan sel-sel hepar (hepatosit) memiliki kemampuan untuk memproduksi
IGF-1 melalui kultur monolayer, tetapi konsentrasi dan bioaktivitas dalam perkembangan
embrio tidak jelas. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menganalisa dan menguji
bioaktivitas IGF-1 yang dihasilkan dalam sel tersebut. Sel hepar dan sel kumulus dibiakkan
dalam TCM 199 + FCS 10 %. Konsentrasi sel adalah 1,9 x 106 / ml dalam medium kultur
diinkubasi dalam inkubator pada temperatur 38.5:C 5 % CO: selama 3, 6, 9, dan 12 hari.
Konsentrasi IGF-1 setelah dibiakkan diukur dengan IRMA. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa inkubasi 6 hari dihasilkan kultur monolayer paling konfluen dibandingkan dengan
masa inkubasi yang lain; baik pada sel hepar maupun pada sel cummulus, sehingga
menghasilkan konsentrasi tertinggi IGF-1. Dalam sel-sel hepar konsentrasi IGF-1 lebih tinggi
dibandingkan dalam sel cunmlus. Kesimpulan dari penelitian ini menvatakan bahwa kultur
monolayer sel hepar dan sel kumulus sapi dapat menghasilkan IGF-1

Katakunci: IGF-1, estrogen, progesteron, kultur monolayer, sel hepar (hepatosit), sel
kumulus.

Abstract

Cumulus cells and liver cells (hepatocyte) have an ability to produce IGF-1 through
monolayer culture, but the concentration and the bivactivity in embryo development was not
clear. The aim of this study was to analysis and bioactivity test of IGF-1 there found in
product cell. Liver cells culture of cattle was prepared by grinding liver tissue followed by
trypsination and repeatedly centrifuged were obtained hepatocyte. Cumulus cells were

oblained from aspirating ovarian follicles with diameter 2-6 mm. Liver and cumulus cells
were cultured in TCM 199 + FCS 10% + BSA 10%. Cell concentration was 1.9 x 100 /ml
medium then culture was incubated in incubator at 38.5C 5% CO: for 3. 6, 9 and 12 davs
IGF-1 concentration after culture was measured by IRNLA. The result of research showed that
6 days incubation period resulted the most confluent monolayer compared to the other
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cumulus cells could produce IGE-1,

cumulus cell.

Pendahuluan

Penerapan bioteknologt
merupakan upava meningkatkan efisiensi
reprodukst  ternak  terutama  guna
mendapatkan ternak dengan kualitas dan
kuantitas vang baik. Embrio tansfer
merupakan  salah  satu  cara  yang
dipandang efisien dan efektif dalam
bidang reproduksi. Keberhasilan  hal
terscbut  membuluhkan  embrio  yang
berkualitas. Produksi embrio secara tn vroo
terbatas oleh kemampuan ternak betina
donor untuk menghasilkan embrio. Untuk
itu  produksi embrio  secara in il
merupakan  suatu  alternatif  produksi
embrio. Dewasa ini teknologi reproduksi
lebih terfokus pada fertilisasi i vitro yaitu
proses mempertemukan dan bersatunya
oosit dan spermatozoa di luar tubuh mduk
pada sualu media tertentu. Tahapan
dalam fertilisasi in oitro meliputi koleksi
oosit,  pematangan  oosil,  koleksi
spermalozoa, kapasilasi spermatozoa dan
penetrasi  spermatozoa ke dalam  zona
peusida vosit sampai tebentuknva zygote.
Keberhasilan fertilisasi in vifre memberi
harapan besar terhadap pengadaan embrio
di masa depan (Yulnawati, 2006).

In Iidang  kedokteran  hewan,
dengan fertilisasi i nitro organ reproduksi
berupa ovarium yvang merupakan limbah
dart  rumah  potong  hewan  dapat
dimanlaatkan sebagai sumber oosit, [Di
samping itu  dengan  berkembangnyva
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incubation period, either in liver or cumulus cells, therefore resulting the highest
concentration of IGF-1. In liver cells IGF-1 concentration was higher compared to these of the
cumulus cells, The conclusion of this research was that monolayer culture of bovine liver and

Keywords: IGI-1, estrogen, progesterone, monolayer culture, liver cell (hepatocyle),

biotcknologi khususnva biologi muolekuler,
limbah  ovarium  dapat dimanlaatkan

untuk  memproduksi  hormon — mafiral
steroid yatu estrogen dan  progesteron
serta memproduksi growth  factor  vaitu
msulin Iike growth factor-1 (IGF-1) melalm
biakan monolayer sel kumulus  dengan
menggunakan media tertentu,
Penggunaan sel kumulus, sel epitel tuba
IFallopii dan endometrium sapi sebagai ko-
kultur dalam media biakan embrio telah
dilaporkan dapat meningkatkan angka
cleavage  embrio, hal i menunjukkan:
bahwa sel kumulus, sel epitel tuba Fallopii
dan sel epitel endometrium menghasilkan
substansi vang dapat memacu pertumbuhan
embrio (I rilaksana, 2008).

{lepar merupakan tempat utama
memproduksi  1GI-1  sebagai  hormon
endokrin vang beredar dalam sirkulasi
darah. Peningkatan Growth Hormon (GHY
akan merangsang, hepar untu
meningkatkan sckresi 1GF-1 (Greenspa
1994). Peranan GH adalah menga
pertumbuhan  tulang  dan  jaringam
extraskeletal  dengan mengontrol  sekress
IGF-1. Sebagai growth factor, maka IGF-E
berperan sebagai pengatur pertumbuhas
postiintal - dengan  jalan meningkatkas
pertumbuhan skeletal melalui proliferass
chomdrovyte dan meningKatkan pertumbuha
cxbraskeletal dengan jalan
meningkatkan pembelahan sel dan sintess
protuin - (MacGillivray,  1995).  Sclais

jaringan
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diproduksi oleh sel hepar, IGF-1 juga
diproduksi oleh beberapa jaringan vang
bekerja  secara endokrin, parakrin dan
autokrin, seperti sel-sel di dalam ovarium,
sel epitel tuba Fallopii, sel epitel endometrium
(Hafez et al, 2000). Penelitian untuk
memproduksi growth factor (IGF-1) melalui
biakan monolayer sel kumulus sapi sudah
pernah dilakukan (Trilaksana, 2008), akan
tetapi melalui biakan monolayer sel hepar
sapi belum pernah dilakukan. Selama ini
hepar hanya digunakan untuk memenuhi
kebutuhan konsumsi sebagai sumber
protein hewani. Oleh karena itu dilakukan
penelitian untuk memanfaatkan hepar vang
mempunyai peranan lebih penting sebagai
penghasil utama IGF-1 melalui pembuatan
kultur  monolayer  sel  hepar (hepatosit)
untuk memproduksi IGF-1. Di samping itu
penggunaan hepar dalam penelitian ini
adalah  scbagar bahan  alternatif/ pengganti
ovarium yang juga merupakan organ
penghasil IGF-1.

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan hepar
dan ovarium sapi vang dipotong di rumah
potong hewan (RPH) Pegirian Surabaya.

Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental laboratorik vang
dilaksanakan melalui tahapan penelitian,

sebagai berikut :
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I Pembuatan biakan monolayer sel hepar
dan sel kumulus dan pemanenan hasil
biakan.

)

Penentuan konsentrasi faktor pertumbuhan
Insuline-like - Growth Factor-1 (IGF-1)
dengan teknik Immuno Radio Matri
Assay (IRMA).

Data vang diperoleh kemudian
ditabulasikan. Sebelum dilakukan analisis
slatistik, dilakukan uji normalitas dengan
menggunakan uji Kelmogorov-Smirnov one
sample dan  uji  homogenitas dengan
menggunakan uji Levene’s terhadap data
vang dikumpulkan. Analisis data jumlah
sel monolayer dan penentuan kosentrasi
IGF 1 diuji dengan uji F (ANAVA), dan
untuk mengetahui tingkat signifikansinya
divji dengan Tlonesty significant  different
(HSD) 5%. Semua perhitungan statistik
dilakukan menggunakan program SPSS
14.0 for Windouws.

Hasil dan Pembahasan
1. Jumlah Sel Monolayer Setelah Kultur

Pengamatan rata-rata dan standar
deviasi jumlah sel monolayer pada
perlakuan kombinasi antara asal sel dan
lama kultur didapatkan rata-rata jumlah
sel monolayer antara 40,00 - 71,25 % yang
tidak menunjukkan perbedaan signifikan
(p>0,03) di antara perlakuan kombinasi
tersebut (Tabel 1).

Tabel 1. Rerata dan Standar Deviasi Jumlah Sel Monolayer (%) Setelah Kultur pada
Perlakuan Kombinasi antara Asal Sel dan Lama Kultur

Asal sel LLama kultur Rata-rata = Std. Deviasi
Sel hepar 3 hari 60,00 £ 16,733
6 hari 71,25 +10,878
Y hari 62,50 + 8,563
12 hari

40,00 £ 0,000
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Sel kumulus 3 hari

6 hari
9 hari
12 hari

(7,501 + 8,563
70,63 £ 9,287
63,13+ 12,500
49,38 + 12,366

Dari tabel i atas menunjukkan
bahwa lama kultur hari ke 6 pada kultur
sel  hepar  maupun  sel  kumulus
menghasilkan jumlah sel vang lebih tinggi
daripada hari ke 3, 9 dan ke 12 Tlal ini
sesuai  dengan  penelitian  yang  telah
dilakukan oleh Trilaksana (2008), bahwa
pada kultur hari ke 6 merupakan waktu
yang optimal untuk kultur sel karena sel
sudah tumbuh membentuk sel vang
konfluen (melekal sempurna). Pada kultur
sel hari ke 3, sel belum melekat dan
tumbuh secara sempurna di dasar cawan
petri, sehingga jumlah sel yang dihasilkan
masih sedikit. Sedangkan pada hari ke 9
dan 12, karena persediaan nutrisi dalam
media kultur TCM 199 sudah mulai
berkurang sehingga sudah mulai banyak
sel vang tidak tumbuh atau mati schingga

banyak vang mengambang di permukaan
media,

2. Konsentrasi IGF-1 Hasil Kultur Sel
.'\ll'”.rfn’ifi'l"

Berdasarkan  analisis  statistik
dengan uji I (Anava) Faktorial terhadap
konsentrasi IGF-1 kultur dapat diketahui
bahwa terdapat  perbedaan  sangal
bermakna dengan  nilai  probabilitas
p=0,000 (p<0,01) pada efek utama asal sel
pada berbagai lama Kultur dan terdapat
perbedaan sangat bermakna dengan nilai
probabilitas  p=0,000 (p<0,01) terhadap
lama kullur pada berbagai asal sel
diketahui pula bahwa antara asal sel dan
lama kultur menunjukkan interaksi yang
sangal signifikan dengan nilai probabilitas
p=0.000 (p<0,01).

Tabel 2. Rerata dan Standar Deviasi Konsentrasi 1GF-1 (ng/ml) Hasil Kultur Monolaye
Setelah Kultur pada Perlakuan Kombinasi antara Asal Sel dan Lama Kultur

Asal sel Lama kultur Rata-rata +SD

Sel hepar 3 hari 76,380 + 20,539
6 hari 223, 4 + 68,233

U harn 122,81« £ 75,381

12 hari 13,31> £ 11,943

Sel kumu]us_ 3 hari Tﬁ.*l-;?'-' + 18,710
6 har 127,630+ 27,134

Y han 47,56 £ 43,041

12 hari 24,50+ 20,513

Keterangan: superskrip berbeda pada kolom sama menunjukkan perbedaan signifikas

(p<0,05)
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Hasil uji perbandingan berganda
dengan HSD 5% terhadap asal sel tidak
ditampilkan karena hanya terdapat dua
yaitu sel kumulus dan sel hepar, sehingga
dapat dilihat pada uji F dan statistik
diskriptif. Berdasarkan uji tersebut dapat
diketahui bahwa konsentrasi IGF-1 kultur
tertinggi didapatkan pada sel hepar yaitu
sebesar 108,98 ng/ml vang menunjukkan
perbedaan  sangal  bermakna  (p<0,01)
dengan  sel kumulus vaitu sebesar
69,67ng/ml.

Berdasarkan  uji  perbandingan
berganda dengan HSD 5% terhadap lama
kultur dapat diketahui bahwa konsentrasi
IGF-1 kultur tertinggi didapatkan pada 6
hari yaitu sebesar 175,53 ng/ml vang
menunjukkan  perbedaan  bermakna
(p<0,05) dengan lama kultur lain (3, 9 dan
12 hari). Konsentrasi IGF-1 kultur terendah
didapatkan pada lama kultur 12 hari vaitu
sebesar 18,94 ng/ml vang menunjukkan
perbedaan  bermakna (p<0,05) dengan
lama kultur lain (3, 6 dan 9 hari).
Diketahui pula bahwa lama kultur 3 hari
(77,66 ng/ml).

Hasil uji perbandingan berganda
dengan HSD 5% terhadap perlakuan
kombinasi antara asal sel dan lama kultur
menunjukkan bahwa konsentrasi IGF-1
kultur  tertinggi  didapatkan  pada
perlakuan kombinasi hepar hari ke 6 yaitu
sebesar 223,44 ng/ml vang menunjukkan
perbedaan  bermakna (p<0,05) dengan
perlakuan  kombinasi lain. Konsentrasi
IGF-1 kultur terendah didapaikan pada
hepar hari ke 12 yaitu sebesar 13,31 ng/ml
vang tidak  menunjukkan perbedaan
bermakna (p>0,05) dengan kumulus hari
kel2 (24,56 ng/ml) dan kumulus hari ke 9

Vol. 30, No. 1, Januari 2014

(47,56 ng/ml), tetapi menunjukkan
perbedaan bermakna (p<0,05) dengan
perlakuan kombinasi lain (Tabel 2).

Kesimpulan :

Konsentrasi faktor pertumbuhan
(IGF-1) hasil kultur monolayer sel hepar
lebih  tinggi daripada sel kumulus.
Konsentrasi faktor pertumbuhan (IGF-1)
hasil kultur mopolayer sel hepar dan sel
kumulus diperoleh pada lama kultur 6
hari lebih tinggi dibandingkan pada lama
kultur 12 hari.
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