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PENGARUH PENGAWET BEKU (CRYOPRESERVATION) TERHADAP 
KADAR EPIDERMAL GROWTH FACTOR (EGF) PADA SELAPUT 
AMNION 

(the effect of Cryopreservation to Epidermal growth Factor (EgF) Level in Amnion 
Membrane)

Ety Retno S*, Gunawan Effendi**, Gatut Suhendro**, I. Handojo*

ABSTRACT

to measure the difference of EgF concentration in between fresh amniotic membranes and with cryopreservation in 16 amniotic 
membranes. Each amniotic membrane was divided into two parts. the first part was extracted in fresh forms and the second part 
underwent cryopreservation with glycerol 50% and was stored at –80° C during 1 month before extraction. Both parts of the membrane 
were extracted using ultrasonic disintegrator and concentration of EgF was measured from the obtained extract using ELISA method. 
the average concentration of EgF in the fresh amniotic membrane was 122.76 ± 11.59 pg/g while the average concentration of EgF 
in the amniotic membrane underwent cryopreservation was 99.34 ± 9.49 pg/g. Average degradation of EgF concentration due to 
cryopreservation is 18.49% ± 10.20%. EgF concentration in fresh amniotic membrane is significantly higher than the EgF concentration 
in amniotic membrane underwent cryopreservation (p = 0.000). Degradation of EgF concentration due to cryopreservation at 95% 
confidence interval is 12.33% to 24.66%.
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PENDAHULUAN

Selaput amnion merupakan lapisan paling dalam 
dari plasenta, terdiri dari tiga lapisan: lapisan epitel, 
selaput basal yang tebal yang mengandung kolagen 
tipe IV, V, VII, fibronektin dan laminin, dan stroma 
yang tidak mengandung pembuluh darah. Selain itu 
selaput amnion juga mengandung berbagai macam 
faktor pertumbuhan, seperti epidermal growth factor 
(EGF), keratinocyte growth factor (KGF), hepatocyte 
growth factor (HGF), fibroblast growth factor 
(FGF), transforming growth factor-α (TGF-α), dan 
transforming growth factor-β (TGF-β).1–7 

Selaput amnion manusia telah banyak digunakan 
di bidang kedokteran, antara lain untuk menutup 
luka bakar, ulkus (menahun) kronis, luka terbuka 
atau pembalut pada beberapa kasus bedah plastik. 
Penggunaan selaput amnion di bidang kedokteran 
mata, antara lain: ulkus kornea, bullous keratopathy, 
penyusunan kembali (rekonstruksi) permukaan 
konjungtiva, persistent epithelial defect, dan operasi 
pterigium. Hal ini karena selaput amnion mampu 
untuk memudahkan adesi dan perpindahan (migrasi) 
sel epitelial basal, mencegah apoptosis, memperbaiki 
fenotip epitel, merangsang pembentukan epitel, 
mengurangi peradangan, mengurangi proses 

angiogenesis dan parut (sikatrik) dan mempunyai 
efek antimikroba.1–11 

Penggunaan selaput amnion pertama kali 
dikenalkan oleh Davis pada tahun 1910 dan Sabella 
pada tahun 1913 pada kasus pencangkokan kulit. 
Di bidang mata, pertama kali dikenalkan pada 
tahun 1940 oleh de Rötth, selaput fetus (korion dan 
amnion) digunakan untuk memperbaiki kerusakan 
(defek) konjungtiva pada penderita simblefaron. 
Pada tahun 1946, Sorsby dan Symmons melakukan 
pencangkokan selaput amnion yang telah diawetkan 
(preservasi) di kasus trauma kimia. Pada tahun 
1990 Battle dan Palermo memperkenalkan kembali 
penggunaan selaput amnion di bidang mata, yang 
kemudian disusul oleh Kim dan Tseng pada tahun 
1995.1–12 Secara umum penggunaan selaput amnion 
berhubungan dengan faktor pertumbuhan di 
dalamnya. Faktor pertumbuhan tersebut mempunyai 
peran penting dalam proses penyembuhan luka pada 
permukaan okular, termasuk EGF.2

Selaput amnion diperoleh dari plasenta berasal 
dari proses persalinan seksio sesar penderita yang 
serologinya negatif untuk hepatitis B dan C, sifilis 
dan HIV. Selaput amnion dapat digunakan dengan 
pengawetan (preservasi) atau tanpa preservasi. Salah 
satu metode preservasi selaput amnion cara pengawet 
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beku (cryopreservation), yaitu selaput amnion dicuci 
dengan antibiotika dan disimpan dalam larutan 
gliserol atau dimethyl sulfoxide (DMSO), pada suhu 
–80° C.5,6,9,12 Proses cryopreservation ini dapat 
menurunkan sel yang aktif, termasuk beberapa 
faktor pertumbuhan. Metode ini masih menyisakan 
sel yang dapat hidup terus (viable) sekitar 50%. Hal 
ini menyebabkan berkurangnya pengaruh selaput 
amnion terhadap proses penyembuhan luka.1,2,13–15 

Cryopreservat ion  didef inis ikan sebagai 
pemeliharaan bahan biologi pada suhu –80° C atau 
di bawahnya.16–18 Efek biologi dari pendinginan 
ini diakibatkan oleh pembekuan cairan sel. Teori 
freezing injury menggambarkan bahwa kerusakan sel 
dapat diakibatkan oleh terbentuknya kristal es dalam 
sel yang akan menyebabkan aksi mekanik secara 
langsung, atau akibat dari perubahan kepekatan 
(konsentrasi) dan penyusun (komposisi) dari cairan 
sel sehingga dapat menyebabkan gangguan pada 
proses difusi dan osmosis dari sel-sel. Dalam proses 
cryopreservation ini diperlukan bahan cryoprotectant 
untuk mencegah terjadinya pembekuan luka (freeze 
injury).15–21

Cryoprotection dilakukan dengan menggunakan 
larutan cryoprotectant yang akan meningkatkan 
konsentrasi jumlah (total) dari semua larutan dalam 
sistem, menurunkan jumlah terbentuknya kristal es. 
Bahan cryoprotectant harus dapat masuk ke dalam 
sel dan mempunyai sifat kemeracunan (toksisitas) 
yang rendah. Beberapa bahan tersebut adalah 
gliserol, dimethyl sulfoxide (DMSO), ethanediol, dan 
propanediol.17–19,22 

Berdasarkan uraian di atas, maka identifikasi 
masalah yang dihadapi adalah seberapa jauh 
pengaruh dari perubahan sel yang aktif sebagai akibat 
dari proses cryopreservation dalam hubungannya 
dengan kepentingan di bidang kedokteran. Khusus 
di bidang kesehatan mata di beberapa faktor yang 
memengaruhi penyembuhan luka. Berpijak pada 
landasan itu, maka diperlukan suatu rangkaian 
penelitian yang berkesinambungan untuk menyelidiki 
hubungan proses cryopreservation dengan faktor 
pertumbuhan pada selaput amnion. Penelitian ini 
merupakan salah satu rangkaian tersebut, yang akan 
menyelidiki kadar epidermal growth factor (EGF) 
akibat proses cryopreservation yang nantinya dapat 
lebih bermanfaat dalam penggunaannya.

Penelitian ini bertujuan untuk membandingkan 
kadar EGF dengan metode ELISA pada selaput 
amnion tanpa preservasi dan selaput amnion dengan 
cryopreservation. 

METODE 

Jenis penelitian ini adalah penelitian cobaan 
(eksperimental) dengan rancangan one group pretest – 

posttest design. Unit eksperimen penelitian ini adalah 
selaput amnion yang ada di Pusat Biomaterial/Bank 
Jaringan RSU Dr. Soetomo Surabaya, dengan kriteria 
penerimaan yaitu, selaput amnion yang diproses 
tanpa preservasi dan dengan cryopreservation sesuai 
tata cara (prosedur) pada Pusat Biomaterial/Bank 
Jaringan RSU Dr. Soetomo Surabaya dan patokan 
(kriteria) penolakan yaitu, selaput amnion tanpa 
preservasi yang lebih dari 24 jam. Dalam penelitian 
ini diambil replikasi sebesar 16.

Selaput amnion diambil dengan menggunakan 
peralatan (instrumen) dan teknik yang aseptik. 
Plasenta dibersihkan dari bekuan darah dengan 
salin yang berisi streptomisin 50 µg/mL, penicilinµg/mL, penicilin  
50 µg/mL, neomisin 100 µg/mL dan ampoterisin B 
2,5 µg/mL. Selaput amnion bagian dalam dipisahkan 
secara tumpul dari korion. Untuk mempersiapkan 
selaput amnion tanpa preservasi maka selaput 
amnion yang sudah dibersihkan selanjutnya 
direndam dalam Basal Eagle Media (BEM) sebagai 
media transport, disimpan pada suhu 4° C dan° C danC dan 
dilakukan pemisahan (ekstraksi) dalam waktu 24 
jam. Untuk cryopreservation, selaput amnion yang 
sudah dibersihkan selanjutnya direndam gliserol 
50%, kemudian dibekukan pada suhu –80° C selama° C selamaC selama 
1 bulan. Sebelum diekstraksi selaput dihangatkan 
pada suhu kamar untuk proses thawing (pencairan) 
kemudian ditambahkan BEM sebagai media transport. 
Selanjutnya masing-masing selaput amnion dilakukan 
proses ekstraksi untuk mendapatkan peptida. Kadar 
EGF dari ekstrak selaput amnion pada penelitian ini 
diuji (assay) dengan kit ELISA yang khusus (spesifik) 
untuk EGF manusia (Ray Biotech Inc). 

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan pada 16 selaput amnion 
yang telah memenuhi kriteria penerimaan. Tiga 
subyek penelitian tidak diikutsertakan dalam 
penelitian karena pada saat proses ekstraksi selaput 
amnion tanpa preservasi mengalami pengurangan 
volume akibat dari tumpahnya larutan ekstrak (lihat 
Tabel 1). 

Kadar EGF pada kelompok selaput amnion tanpa 
preservasi didapatkan rerata = 122,76 pg/g; SD = 
11,59 pg/g. Pada kelompok selaput amnion dengan 
cryopreservation didapatkan rerata = 99,34 pg/g;  
SD = 9,49 pg/g. 

Berdasarkan hasil uji normalitas dengan uji 
Kolmogorov-Smirnov, maka kedua kelompok 
perlakuan mempunyai sebaran (distribusi) yang 
normal (p > 0,05), sehingga akan dilakukan uji 
perbedaan dengan Uji t 2 sampel berpasangan (lihat 
Tabel 2).
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Hasil uji t 2 sampel berpasangan menunjukkan 
bahwa kadar EGF selaput amnion tanpa preservasi 
dan dengan cryopreservation mempunyai perbedaan 
yang bermakna (p = 0,000). Kadar EGF selaput 
amnion tanpa preservasi lebih tinggi secara berarti 
(signifikan) (122,76 ± 11,59 pg/g) dibandingkan 
selaput amnion dengan cryopreservation (99,34 ± 
9,49 pg/g).

Pada tabel 1 dapat dilihat persentase penurunan 
kadar EGF akibat dari proses cryopreservation. Rerata 
penurunannya adalah 18,49%; SD = 10,20%. 
Penurunan kadar tertinggi adalah 33,35% dan 
penurunan kadar terendah adalah 4,09%. Penilaian 
(estimasi) persentase penurunan kadar EGF akibat 
dari proses cryopreservation dengan confidence interval 
(CI) 95% adalah antara 12,33% sampai 24,66%.

Penelitian ini dilakukan pada 13 selaput amnion. 
Rerata kadar EGF pada selaput amnion tanpa 
preservasi adalah 122,76 ± 11,59 pg/g. Kadar EGF 
tertinggi adalah 143,80 pg/g dan terendah adalah 
108,95 pg/g. Hasil ini berbeda dengan hasil penelitian 
yang dilakukan oleh Koizumi et al. (2000) yang mana 
diperoleh kadar EGF sebesar 1,0 ± 0,6 pg/mg dan 
pada penelitian yang dilakukan oleh Gomes (2005), 
diperoleh kadar EGF sebesar 12 ± 3 pg/ml. Hasil 

Tabel 1. Kadar EGF Selaput Amnion

Replikasi
Kadar EGF (pg/g) Penurunan Kadar EGF

Tanpa Preservasi Cryopreservation pg/g %

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13

111,41
111,61
113,72
112,84
112,42
124,24
129,64
137,69
128,32
133,13
108,95
128,07
143,80

102,71
100,21
101,23
108,23

96,28
115,26

92,68
113,29
102,29

89,88
81,42
92,10
95,85

8,70
11,40
12,49

4,61
16,14

8,98
36,96
24,39
26,03
43,24
27,53
35,97
47,95

7,81
10,22
10,98

4,09
14,36

7,23
28,51
17,72
20,28
32,48
25,27
28,09
33,35

Rerata
SD
CI (95%)

batas bawah
batas atas

Maks
Min

122,76
11,59

143,80
108,95

99,34
9,49

115,26
81,42

23,42
14,31

47,95
4,61

18,49
10,20

12,33
24,66
33,35

4,09

Tabel 2.  Hasil uji t 2 sampel berpasangan

Perlakuan Rerata (pg/g) SD Min Max Pair t Test

Tanpa Preservasi
Cryopreservation

122,76
99,34

11,59
 9,49

108,95
 81,42

143,80
115,26

 t = 5,901
p = 0,000*

Ket: * signifikasi pada α = 0,05

yang berbeda ini mungkin disebabkan perbedaan 
dalam proses ekstraksi dan ELISA.23,24 

Rerata kadar EGF selaput amnion dengan 
cryopreservation adalah 99,34 ± 9,49 pg/g. Kadar 
EGF tertinggi adalah 115,26 pg/g dan terendah 
adalah 81,42 pg/g. Hasil ini berbeda dengan hasil 
penelitian yang dilakukan oleh Gomes (2005) yang 
diperoleh kadar EGF sebesar 7 ± 8 pg/ml. Hasil yang 
berbeda ini dapat disebabkan adanya perbedaan 
dalam perlakuan terhadap sampel penelitian maupun 
dalam proses ekstraksi dan ELISA. WalaupunWalaupun 
demikian terdapat kesamaan terhadap kecenderungan 
penurunan kadar EGF pada selaput amnion dengan 
cryopreservation.24 

Kadar EGF selaput amnion tanpa preservasi 
lebih tinggi secara signifikan (122,76 ± 11,59 pg/g) 
dibandingkan kadar EGF selaput amnion dengan 
cryopreservation (99,34 ± 9,49 pg/g) (p = 0,000). 

Kadar EGF yang lebih rendah pada selaput 
amnion dengan cryopreservation ini disebabkan 
oleh terjadinya freezing injury pada selaput amnion 
tersebut. Kerusakan sel akibat freezing injury terjadi 
melalui aksi mekanik secara langsung akibat dari 
terbentuknya kristal es dalam sel, atau akibat dari 
perubahan kepekatan (konsentrasi) dan susunan 
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(komposisi) dari cairan sel, sehingga menyebabkan 
gangguan pada proses difusi dan osmosis dari 
sel tersebut. Akibat lain akan terjadi stres protein 
terhadap perubahan suhu, hal ini akan menyebabkan 
terjadinya denaturasi protein akibat suhu dingin, 
termasuk EGF. Cryoprotectant seperti gliserol, dapat 
mengurangi terbentuknya kristal es dan membuat 
keseimbangan osmosis cairan di dalam dan di luar sel 
akibat pendinginan.18–21,25 

Penurunan kadar EGF pada penelitian ini 
merupakan selisih antara kadar EGF selaput amnion 
tanpa preservasi dan kadar EGF selaput amnion 
dengan cryopreservation. Rerata penurunannya adalah 
18,49% ± 10,20%. Penurunan kadar tertinggi adalah 
33,35% dan penurunan kadar terendah adalah 4,09%. 
Penilaian (Estimasi) persentase penurunan kadar 
EGF akibat proses cryopreservation dengan confidence 
interval (CI) 95% adalah antara 12,33% sampai 
24,66%. Berpijak pada hasil perhitungan di atas maka 
pada 95% confidence interval terdapat penurunan 
kadar EGF akibat dari proses cryopreservation sebesar 
12,33% sampai 24,66%. 

Kadar EGF selaput amnion tanpa preservasi yang 
lebih tinggi daripada kadar EGF selaput amnion 
dengan cryopreservation, seperti yang ditunjukkan 
dalam penelitian ini dapat menjadi bahan 
pertimbangan terhadap pemakaian selaput amnion 
untuk penatalaksanaan beberapa penyakit di bidang 
Ilmu Kesehatan Mata, walaupun akan lebih sempurna 
jika dilakukan dengan penelitian secara klinis.

SIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil telitian tentang perbedaan 
kadar EGF antara selaput amnion tanpa preservasi 
dan selaput amnion dengan cryopreservation, dapat 
ditarik simpulan bahwa: rerata kadar EGF pada 
selaput amnion tanpa pengawetan (preservasi) adalah 
122,76 ± 11,59 pg/g, rerata kadar EGF selaput 
amnion dengan cryopreservation adalah 99,34 ±  
9,49 pg/g, terdapat perbedaan kadar EGF antara 
selaput amnion tanpa preservasi dengan selaput 
amnion dengan cryopreservation, dan menunjukkan 
bahwa kadar EGF selaput amnion tanpa preservasi 
lebih tinggi daripada kadar EGF selaput amnion 
dengan cryopreservation, rerata penurunan kadar 
EGF setelah proses cryopreservation adalah 18,49% 
± 10,20%. 

Berdasarkan hasil telitian ini disarankan 
melakukan penelitian untuk: mengetahui secara 
pasti waktu kadar EGF pada proses cryopreservation 
mulai menurun secara bermakna, mengetahui 
tepat guna ke-(efektif)-an dari penggunaan selaput 
amnion tanpa preservasi dan selaput amnion dengan 
cryopreservation.
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