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Abstract 

The aim of the research was to characterize the chromosomal structure of the heterohybride 

cells by karyotyping technique. Heterohybride cells were made by fusion of Bali cattle 

lymphocyte cells with mouse myelomma in selective medium which contains hypoxanthin, 

aminopterin and thymidine. Those cells which showed growth then were identified, selected and 

isolated for characterizing its chromosomal structure by karyotyping technique. The result 

showed that all of the chromosomal structure  of the heterohybride cells were diploidy. The 

average of diploidy chromosome of heterohybride cells were 97 diploid Bali cattle lymphocyte 

cells and myelomma of mouse. The conclusion of the research is the heterohybride cells do not 

contain abnormal chromosome and are most potent to develop as candidate of Jembrana 

diseases vaccine. 
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Abstrak 

Tujuan dari penelitian ini adalah mengkarakterisasi struktur kromosom sel-sel heterohibrida 

dengan teknik karyotiping. Sel-sel heterohibrida dibuat dengan cara memfusikan sel-sel limfosit 

dengan myeloma mencit dalam media selektif yang mengandung hypoxanthin, aminopterin dan 

thymidin. Sel-sel yang menunjukkan pertumbuhan diidentifikasi, diseleksi dan diisolasi untuk 

karakterisasi struktur kromosomnya dengan teknik karyotiping. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa semua struktur kromosom sel-sel heterohibrida bersifat diploid. Rata-rata diploid 

kromosom sel-sel heterohibrida adalah 97 diploid sel-sel limfosit dan myeloma mencit. 

Kesimpulan dari penelitian adalah sel-sel heterohibrida tidak mengandung kromosom 

abnormal dan potensial dikembangkan sebagai kandidat vaksin penyakit Jembrana.  

Kata kunci: Sel-sel heterohibrida, karakterisasi, karyotiping 
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Pendahuluan 

Sel heterohibrida adalah sel hasil fusi 
limfosit sapi Bali dan sel mieloma mencit yang 

dibuat dengan teknik kultur. Sel heterohibrida 

dibuat untuk memperoleh limfosit yang memiliki 
sifat limfosit sapi Bali dan dapat dibuat dalam 

jumlah banyak, karena sifat sel mieloma.  Sel  

heterohibrida ini diharapkan dapat menggantikan 

limfosit sapi Bali sebagai tempat pembiakan 
virus penyakit Jembrana pada sapi Bali. Dalam 

hasil penelitian dilaporkan bahwa virus penyakit 

Jembrana sulit tumbuh dalam kultur kecuali 
dalam limfosit sapi Bali (Kertayadnya et al., 

1993). Sel heterohibrida pertama kali dibuat dan 

berhasil diinfeksi dengan virus penyakit 

Jembrana dilaporkan oleh Astawa et al., (2005). 
Sel heterohibrida yang terinfeksi virus penyakit 

Jembrana merupakan sumber antigen untuk 

pembuatan vaksin kultur terhadap penyakit 
Jembrana, sebagai alternatif vaksin saat ini yang 

disebut vaksin limpa. 

Vaksin limpa dibuat dari limpa sapi Bali 
yang diinokulasi dengan virus penyakit Jembrana 

(Hartaningsih et al., 2001). Pengambilan limpa 

untuk mengisolasi antigen virus penyakit 

Jembrana, dengan jalan membunuh sapi donor. 
Langkah membunuh sapi donor ini merupakan 

kelemahan teknik pembuatan vaksin limpa. Oleh 

karena itu, alternatif pembuatan vaksin kultur 
yang dibuat dari antigen virus penyakit Jembrana 

pada sel heterohibrida sangat potensial untuk 
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dikembangkan. Hasil penelitian uji respons 

kekebalan seluler dengan pemberian vaksin 

kultur hasilnya lebih tinggi dari pada pemberian 
vaksin limpa yang dilakukan pada hewan coba 

mencit BALB/c (Berata dan Astawa, 2007). Hal 

ini menunjukkan bahwa vaksin kultur, termasuk 

kultur sel heterohibrida di masa mendatang 
memiliki potensi besar untuk dikembangkan.  

Sebelum antigen virus penyakit Jembrana 

dari kultur sel heterohibrida diaplikasikan sebagai 
bahan vaksin kultur, maka berbagai penelitian 

harus dilakukan. Syarat sebagai vaksin selain 

memiliki daya proteksi yang tinggi juga harus 

aman dari efek samping vaksin tersebut. Dalam 
hal sel heterohibrida, sifat mieloma sel 

heterohibrida dikhawatirkan masih memiliki 

sifat karsinogen. Karakteristik sel heterohibrida 
perlu diteliti terhadap kemungkinan adanya sifat 

karsinogen tersebut. Salah satu karakteristik sel 

bersifat karsinogen adalah berdasarkan adanya 
ab-noralitas kromosomnya. Untuk meneliti 

karakteristik kromosom dapat dilakukan 

karyotiping. Sel kanker memiliki kromosom 

yang poliploid atau aneuploid dan struktur 
kromosom yang tidak stabil (Camps et al., 2005; 

Fabarius et al., 2003). Bagaimana struktur dan 

jumlah pasang (2n) kromosom sel heterohibrida 
hasil karakterisasi dengan teknik karyotiping, 

perlu dilakukan penelitian.  

Tujuan penulisan ini adalah memberikan 
sumbangan pengetahuan tentang karyotipe sel 

heterohibrida yang merupakan hasil fusi sel 

limfosit sapi Bali dengan sel mieloma mencit, 

yang dilakukan dengan teknik karyotiping. 

Metode Penelitian 

Bahan dan Alat Penelitian 

Bahan dalam penelitian adalah limfosit 

sapi Bali, mieloma mencit, media RPMI-140, 
media DMEM, media selektif DMEM yang 

mengandung hipoxantin, aminopterin dan 

thymidin (HAT), fetal calf serum (FCS) 10%, 

Polyethylene glycol (PEG), colcemid (Sigma), 
EDTA 5%, picoll-paque (Sigma), PBS steril (pH 

7,22−7,4). Antibiotika, sodium piruvat, glutamin, 

acetic metanol, tripsin. Alat-alat yang digunakan 
adalah tabung steril 20 ml, spuite 8G, pipet 

transfer, alat sentrifugasi, flask, mikroplat, vortex, 

gelas objek, inkubator dan mikroskop cahaya.  

Desain Penelitian 

Uji karyotiping dilakukan pada sel 

heterohibrida serta sel mieloma dan limfosit sapi 
Bali sebagai komponen pembuatan sel 

heterohibrida. Tiap-tiap sel dilakukan 

pengulangan sebanyak 10 kali. Sebagai 
gambaran umum sel yang dilakukan karyotiping 

(Gambar 1), menggambarkan sel heterohibrida 

dibuat dengan memfusikan sel limfosit sapi Bali 

dan mieloma mencit. Tiap-tiap sel dilakukan 
kultur sebanyak 10 kali dan di karyotiping 

sebanyak 10 kali pula. 

Parameter  

Parameter yang diukur pada penelitian: 
Keadaan diploid (2n) sel heterohibrida, sel 

mieloma dan limfosit sapi Bali serta jumlah 

pasang (2n) dari sel heterohibrida, sel mieloma 

dan limfosit sapi Bali. 

Analisis Data  

Data hasil pengamatan dan penghitungan 

diploid atau jumlah pasangan kromosom 

dianalisis secara deskriptif. 

Tahapan Cara Kerja 

Isolasi Limfosit Sapi Bali 

Sapi Bali yang sehat diadaptasikan selama 

2 minggu dengan pemberian makan rumput 
gajah dan minum ad libitum. Pada minggu 

pertama adaptasi, vaksin terhadap penyakit  SE 

(septicemia epizootica) disuntikkan dan diberi 
obat cacing, agar diperoleh darah bebas 

penyakit. Setelah masa adaptasi, darah dari vena 

jugularis diambil sebanyak 20 ml dan ditampung 

pada tabung yang telah diisi antikoagulan 
EDTA. Darah disentrifugasi 12.000 rpm selama 

30 menit. Dengan pipet transfer, buffy coat 

diambil dan dimasukkan ke tabung yang telah 
diisi picoll-paque. Tabung dengan isi picoll-

paque dan buffy coat disentrifugasi lagi 10.000 

rpm selama 10 menit. Supernatan dibuang secara 
perlahan dan pelet dibiarkan pada tabung. Pelet 

disuspensi dengan PBS steril dan disentrifugasi 

lagi 12.000 rpm selama 10 menit sebagai 

langkah pencucian limfosit. Pelet hasil 
sentrifugasi ini merupakan limfosit yang siap 

digunakan sesuai keperluan. 

Pembuatan Sel Heterohibrida 

Penyiapan sel heterohibrida dilakukan 
sesuai dengan metode yang dilakukan oleh 
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Astawa et al., (2005). Sel mieloma mencit 

ditumbuhkan pada media DMEM (Dulbeco”s 

Modified Essential Medium) yang mengandung 
serum (foetal calf serum/ FCS) 10%, antibiotik, 

glutamin dan sodium piruvat. Sebanyak 2x10
6
 

sel mieloma yang sehat dan sedang aktif 

membelah, difusikan dengan 10
8
 limfosit sapi 

Bali normal menggunakan larutan PEG 

(polyethelene glycol) 45%. Hasil fusi ini 

dibiakkan pada media selektif DMEM yang 
mengandung hypoxantine, aminopterin dan 

thymidin (HAT). Sel yang tumbuh kemudian 

diidentifikasi, diseleksi, dan diisolasi. 

Tahapan Karyotiping  

Uji karyotiping meliputi tahapan berikut 

sesuai metode Dr. Patricia Labosky’s protocol. 
Sebanyak 20 ml sel heterohibrida dari kultur 

diambil dan diencerkan sehingga konsentrasinya 

kira-kira 2−5x10
4
 sel/ml. Pada hari ke-5, 

colcemid (Sigma, USA) dengan konsentrasi 

akhir 10
-7 

M ditambahkan ke dalam medium 

kultur. Setelah inkubasi 4−6 jam, medium kultur 

dibuang secara hati-hati dan trypsin 0,25% 
sebanyak 5 ml ditambahkan dan inkubasi selama 

10 menit. Sel disentrifugasi dan supernatan 

dibuang. Sel dituangkan dalam 5 ml larutan 
hipotonik (0,56% KCl) dan diinkubasi 20 menit 

pada suhu 36,5
o
C. Acetiat metanol yang 

didinginkan sebanyak volume yang sama (5 ml) 
ditambahkan, dicampur merata dan disentrifugasi 

pada 100 G selama 2 menit. Supernatan dibuang, 

pelet dicampur menggunakan vortex, secara 

perlahan acetiat metanol baru ditambahkan dan 
dicampur merata. Kemudian didiamkan dalam es 

selama 10 menit, dan disentrifugasi pada 100 g 

selama 2 menit. Supernatan acetiat metanol 
dibuang dan pelet dicampur dengan 0,2 ml 

acetiat metanol baru sehingga didapatkan 

konsentrasi akhir, dengan pipet pasteur 
diteteskan satu tetes sediaan diatas gelas objek 

dingin Dibiarkan tetesan menyebar di atas gelas 

objek. Sediaan dikeringkan dengan menaruh 

gelas objek di atas cawan berisi air panas dan 
amati dibawah mikroskop. Jika sel menumpuk 

sehingga sulit untuk diamati, sediaan diencerkan 

sebanyak 2 atau 4 x dan buat preparat baru. 
Pewarnaan dengan Giemsa dilakukan dengan 

cara diteteskan Giemsa dan biarkan selama 2 

menit. Bilas pewarna Giemsa dengan air mengalir 

(perlahan). Bila pewarnaan sudah cukup, ditutup 

dengan cover slip dan permount. Pemeriksaan di 

bawah mikroskop dilakukan dengan menghitung 

jumlah kromosom dan kemungkinan adanya 
kelainan kromosom. 

Hasil dan Pembahasan 

Dalam uji karyotiping, selain dilakukan 

terhadap sel heterohibrida juga terhadap limfosit 

sapi Bali dan mieloma mencit sebagai asal dari 
sel heterohibrida. Hasil uji karyotiping sel 

heterohibrida dan sel mieloma mencit secara 

keseluruhan bersifat diploid (Gambar 2). Uji 
karyotiping terhadap limfosit sapi Bali tidak 

berhasil dilakukan, sehingga kromosom tidak 

dapat diamati diploid atau tidak dan juga tidak 

dapat dihitung. Banyaknya pasangan (2n) dari 
hasil uji karyotiping sel limfosit sapi Bali, 

mieloma mencit dan sel heterohibrida (Tabel 1). 

Pada uji karyotiping sel limfosit sapi Bali, 
tidak tampak inti sel membelah untuk 

menampakkan keadaan kromosom, berarti sel 

tidak dalam proses mitosis. Keadaan ini berbeda 

dengan sel mieloma mencit dan sel heterohibrida, 
di mana kromosom dapat diamati dan dihitung. 

Hal ini sesuai dengan prinsip uji karyotiping 

adalah menghentikan pembelahan sel pada tahap 
metafase pada proses mitosis, di mana pada 

tahap tersebut kromosom akan tampak 

memisahkan diri dari pasangannya dan jumlah 
pasang kromosomnya dapat dihitung (Kiernan, 

1990). Hal ini menunjukkan bahwa sel mieloma 

dan sel heterohibrida berada dalam keadaan  

mitosis. Keadaan ini dikategorikan sebagai sel 
yang mengalami instabilitas. Walaupun 

demikian, sel heterohibrida tidak menunjukkan 

adanya karakter sel kanker. Sel kanker memiliki 
karakter kromosom yang aneuploid atau tata 

letak kromosom yang tidak teratur (Camps et al., 

2005). 
Secara keseluruhan kromosom sel 

heterohibrida tampak bersifat berpasangan 

(diploid) yang menunjukkan bahwa kromosom 

dalam kondisi normal atau tidak membawa 
karakter aneuploid sebagai ciri kromosom sel 

kanker. Kromosom pada sel yang bersifat sel 

kanker biasanya aneuploid baik pada 
pemeriksaan hibridisasi genomik maupun 

karyotiping (Reid, 2000). Sifat ketidakstabilan 

kromosom berkorelasi dengan aneuploid dan 

memudahkan sel mengalami mutasi termasuk 
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perubahan ke arah sel kanker (Fabarius et al., 

2003). Demikian pula poliploid merupakan tanda 

dari kecepatan sel membelah yang merupakan 
ciri dari sel kanker (Camps et al., 2005). 

Hasil penghitungan jumlah diploid pada 

sel heterohibrida rata-rata 97 pasang kromosom, 

padahal diploid normal sapi adalah 60 pasang, 
menunjukkan adanya peningkatan jumlah 

kromosom. Hasil ini berbeda dengan laporan  

penelitian Albert et al., (1994) yang menyatakan 
bahwa heterokarion sel tikus-manusia, sebagian 

kromosomnya hilang secara acak, sehingga 

jumlah kromosom akhir cenderung mengikuti 

jumlah kromosom spesies yang lebih dominan. 
Pada heterokarion tikus-manusia akan memiliki 

sebuah atau beberapa kromosom manusia. Pada 

penelitian karyotiping sel heterohibrida 
tampaknya terjadi gabungan kromosom mencit 

dengan kromosom sapi, sehingga rata-rata 

kromosom 97 pasang atau mendekati jumlah 100 

diploid. Diploid (2n) kromosom mencit adalah 
40 (Meng, 2008). Hal tersebut kemungkinan 

berkaitan dengan belum stabilnya sel karena fusi 

dua sel dari spesies berbeda dilaporkan bersifat 

labil atau dapat beragam (Albert et al., 1994). 
Berkaitan dengan proses mitosis sel secara 

normal, maka pada tahap metafase akan terjadi 

pemisahan kromosom dan jelas teramati adanya 
diploid. Pada tahap metafase inilah yang 

teramati dalam teknik karyotiping. Jika banyak 

sel yang bersifat abnormal, tahap metafase tidak 

secara utuh teramati. Abnormalitas ini 
kemungkinan disebabkan antara lain oleh faktor 

ketidakstabilan sel (karsinogenik), dan faktor 

keturunan (herediter) (Encyclopedia, 2008). 

 

   
 

 
 

Gambar 1. Alur Kerja Penelitian. 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 

 Gambar 2. Uji Karyotiping Sel Heterohibrida (10x100). Tampak 
kromosom secara keseluruhan berpasang-pasangan (diploid). 

 

Tabel 1. Hasil Penghitungan Jumlah Pasang Kromosom (2n) dari Limfosit Sapi, Mieloma mencit dan Sel Heterohibrida 
Setelah Uji Karyotiping.  

Ulangan Limfosit Sapi Bali Mieloma Mencit Sel Heterohibrida 

1 - 64 101 
2 - 62 96 

3 - 60 100 
4 - 63 99 

5 - 58 99 
6 - 66 98 

7 - 56 96 
8 - 59 88 

9 - 60 91 
10 - 58 102 

Rerata - 61 97 

Keterangan : (-) = kromosom tidak dapat dihitung karena inti sel tidak pecah. 

Mieloma Mencit 

Sel Heterohibrida 

Limfosit Sapi Bali 
Karyotiping 
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Simpulan dan Saran 

Simpulan 

Berdasarkan uji karyotiping menunjukkan 
bahwa sel heterohibrida memiliki karakter  

diploid, yang menandakan tidak adanya karakter 

sel kanker. Jumlah kromosom sel heterohibrida 

rata-rata 97 pasang, yang menunjukkan 
kemungkinan masih labilnya sel heterohibrida 

pada tahap yang diteliti. 

Saran 

Perlu dilakukan penelitian tentang fase-

fase kultur sel heterohibrida untuk memperoleh 
fase stabilnya yang ditandai dengan jumlah 

kromosom yang mendekati salah satu asal sel 

(sel limfosit sapi atau mencit). 
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