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ABSTRACT

Iryani Andamari, Fajar Waskito, Soedirman S - Role of Vitamin C on the viabilitys of the keratinocyte and
Hela cell with irradiation of UVB ray.

Background:Ultraviolet B (UVB) exposure is one of the external factors which can cause reduction of cell
viabillity through photochemistry reaction and can be managed using antioxydant. Failures of DNA repair
and apoptosis have some important roles in photocarcinogenesis.

Objective: This research is aimed to know the effect of vitamin C on the viability of UVB irradiated
keratinocytes and Hela cells.

Method: This research employed a simple experimental method. Two groups of cells used in this research
were: Group | normal foreskin keratinocytes passage Ill, and Group Il HeLa cells. Each group was divided
into 25 sub-groups consisting of 2x10* cells each, treated with vitamin C at O, 6, 12, 40, 200 ug/mi
concentrations, and UVB irradiated (Phillips UVB TL4OW/12RS) at 0, 200, 400, 800, 1600 mJ/cm?
intensities. Each treatment was done in quintet. Viable cells were determined based on formazan blue
reaction using ELISA-reader 550 nm 24 hours after treatment. The results were analyzed by independent
t-test, one-way ANOVA, and multivariate analysis using three-way analysis of variance.

Result: Vitamin C at 6, 12, 40, and 200 pg/ml concentrations significantly increased normal keratinocyte
and Hela cells viability which were not irradiated by UVB, statistically significant, compared to normal
keratinocyte and Hela cells which were not treated with vitamin C. HeLa cells, which were irradiated by
UVB at 200, 400, and 800, 1600 mJ/cm? intensities and treated with vitamin C at 6, 12, 40 and 200 pg/
ml concentrations, statistically significant in decreasing cell viability.

Conclusion: Vitamin C at 200 ug/ml concentration, which was given to normal keratinocytes irradiated by
UVB at 200, 400, 800, and 1600 mj/cm? intensities used in this research showed its protection effect,
thus enhancing the viability of the cell. Vitamin C 6, 12, 40 ug/ml, which were irradiated with UVB at
200, 400, 800, and 1600 mJ/cm? intensities, did not show protection effect. HelLa cells were less
resistant than normal keratinocytes to UVB irradiation at 200, 400, 800, and 1600 mj/cm? intensities.
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ABSTRAK

Iryani Andamari, Fajar Waskito, Soedirman S - Peran vitamin C pada viabilitas keratinosit dan sel Hela
yang dipajan sinar UVB ’

Latar Belakang: Sinar Ultraviolet B {UVB) merupakan salah satu faktor eksternal yang mampu menurunkan
viabilitas sel melalui reaksi fotokimia. Hal ini dapat dikendalikan dengan antioksidan. Kegagalan pemulihan
DNA dan apoptosis berperan penting pada terjadinya fotokarsinogenesis.

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk melihat efek pemberian vitamin C terhadap viabilitas keratinosit
normal dan sel HelLa yang dipajan sinar UVB.

Bahan dan cara: Rancangan penelitian ini menggunakan metode eksperimental sederhana. Dua kelompok
sel yang digunakan vyaitu: Kelompok | yang terdiri dari keratinosit normal pasase-Ill, dan Kelompok Il yang
tersusun oleh sel Hel.a. Tiap kelompok dibagi menjadi 25 sub-kelompok, masing-masing terdiri dari 2x10*
sel, diberi vitamin C: 0, 6, 12, 40, 200 pug/ml dan dipajan UVB: 0, 200, 400, 800, 1600 mJ/cm? (Phillips
UVB TL40W/12RS). Perlakuan secara kuintet {5x). Sel viabel dinilai berdasarkan reaksi formazan blue
dengan menggunakan ELISA-reader 550 nm 24 jam pasca perlakuan. Hasil penelitian dianalisis dengan uji
t, ANOVA satu jalan, dan ANOVA tiga jalan.

{ryani Andamari, Fajar Waskito, Soedirman S, Department of Dermato
Venereology Faculty of Medicine Gadjah Mada University/Dr. Sardjito
Hospital, Yogyakarta, Indonesia.
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Hasil: Vitamin C dengan konsentrasi 6, 12, 40, dan 200 pg/m! meningkatkan viabilitas keratinosit normal
dan sel Hela yang tidak dipajan UVB, bermakna secara statistik, dibanding keratinosit normal dan se! Hel.a
tanpa pemberian vitamin C. Sel Hela yang dipajan UVB 200, 400, 800, dan 1600 mJ/cm?, dengan
pemberian vitamin C 6, 12, 40, dan 200 pg/ml secara statistik bermakna menurunkan viabilitas sel.

Simpulan: Vitamin C 200 pg/ml yang diberikan pada keratinosit normal yang dipajan UVB dengan intensitas
200, 400, 800, dan 1600 mj/cm? memberi efek proteksi dan meningkatkan viabilitas sel. Vitamin C 6,
12, 40 ug/ml yang dipajan UVB dengan intensitas 200, 400, 800, dan 1600 mJ/cm? tidak memberi efek
proteksi. Sel Hela tidak lebih resisten daripada keratinosit normal terhadap pajanan UVB pada intensitas

200, 400, 800, dan 1600 mj/cm?.

PENGANTAR

Berbagai efek radiasi sinar ultraviolet (SUV)
bermanfaat bagi kehidupan manusia, di antaranya
sintesis vitamin D, dan fototerapi. Bagaimanapun
juga, pajanan SUV surya yang berlebihan berefek
buruk terhadap kulit manusia, antara lain: terbakar
surya dan hiperpigmentasi,’ penuaan kulit dini,> dan
fotokarsinogenesis.>* Ultraviolet B (UVB) merupa-
kan salah satu spektrum SUV yang dapat menye-
babkan terjadinya kerusakan DNA secara langsung
melalui pembentukan dimer siklobutan pirimidin
(cyclobutyl pyrimidin dimer/CPD) dan 6-4 pho-
ioproduci, atau secara tidak langsung melalui
pembentukan spesies oksigen reaktif (SOR).*

Pajanan SUV dapat berperan di dalam ketiga
tahapan proses karsinogenesis, yaitu inisiator, pro-
motor, dan konversi maligna.® Berbeda dengan sel
normal, sel kanker lebih resisten terhadap pacuan
apoptosis karena sel kanker dapat menggunakan
berbagai mekanisme untuk menghindari pacuan
apoptosis tersebut. Sebagian besar sel yang menyusun
epidermis adalah keratinosit. Pada keratinosit nor-
mal, mitosis aktif dilakukan oleh sel basal.”® Dalam
kultur keratinosit, subkultur dipertimbangkan untuk
digunakan dalam eksperimen karena akan didapat-
kan sel yang seragam sesuai dengan yang dikehendaki
dan dapat dipertahankan.® Di antara berbagai cell
line pada kultur, sel HeLa adalah cell line turunan
sel karsinoma skuamosa servik manusia, dengan
sifat-sifat sel karsinoma skuamosa yang masih
melekat. Sel ini memiliki kelebihan karena sangat
mudah dibiakkan tanpa tergantung hormon
pertumbuhan.’ Pengaruh pajanan SUV pada
viabilitas sel-sel ini belum diketahui.

Vitamin C adalah vitamin yang larut dalam air,
merupakan salah satu dari berbagai antioksidan non
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enzimatik yang dapat menangkap oksidan dan
radikal bebas,'® dan sebagai prooksidan yang dapat
meningkatkan kematian sel akibat stres oksidatif di
dalam sel kanker.? Oleh karena itu perlu diketahui
perbedaan pengaruh pemberian vitamin C terhadap -
efek sitotoksik pajanan UVB pada keratinosit nor-
mal dan sel Hel.a. Penelitian ini bertujuan untuk
melihat efek sitotoksik akibat pajanan UVB pada
viabilitas keratinosit normal dan sel Hela yang
diberi vitamin C.

BAHAN DAN CARA

Sel HeLa dan kultur Kkeratinosit manusia

Kulit manusia sehat didapatkan dari sirkumsisi.
Kulit dipotong menjadi kurang lebih 2cm?, jaringan
lemak dilepaskan. Epidermis dan dermis dipisahkan
dengan menggunakan tripsin 0,25%. Epidermis dan
larutan tripsin-EDTA dipindah ke dalam tube
sentrifus, kemudian disentrifus dengan kecepatan
1000-1500 RPM, kurang lebih 5 menit, kemudian
diinkubasi di dalam 5%CO, (15 menit), 37°C.
Sementara itu, sel diaspirasi menggunakan pipet
steril untuk membantu disosiasi sel. Stop solution
(5% FBS dilarutkan dalam PBS) digunakan untuk
menghambat aktivitas tripsin. Suspensi kemudian
disentrifus selama 5 menit, supernatant kemudian
dibuang, cell pellet diresuspensi di dalam media
kultur. Sel kemudian dihitung untuk menentukan
jumlah sel hidup yang akan digunakan di dalam
penelitian. Sel kemudian dikultur dengan meng-
gunakan medium defined keratinocyte serum free
untuk mendapatkan keratinosit. Keratinosit
kemudian di subkultur sampai dengan subkultur
ketiga. Cell line Hela didapatkan dari London
School of Hygiene and Tropical Disease. UK.
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Vitamin C

Satu ampul yang berisi Sml larutan me-
ngandung 1 gram vitamin C (Roche-French).
Penelitian ini menggunakan vitamin C bentuk
larutan, konsentrasi yang digunakan adalah: 0, 6,
12.40,200 pg/ml.

Sumber UVB

Sumber sinar UVB yang digunakan dalam
penelitian adalah UVB-BB 6 lampu, 40W/12 RS,
Phillips-Holland (285-350 nm). Intensitas fTux
diukur dengan menggunakan radiometer UV (Cus-
tom-Japan).

Perlakuan

Subjek dibagi menjadi 2 grup yang terdiri dari:
Grup | Kelompok I yang terdiri dari keratinosit nor-
mal pasase-11I, dan Kelompok [l yang tersusun oleh
sel HeLa. Tiap kelompok dibagi menjadi 25 sub-
kelompok, masing-masing terdiri dari 2x10* sel,
dimasukkan ke dalam sumuran, diberi vitamin C: 0,
6, 12,40,200 pg/ml dan dipajan UVB: 0, 200, 400,
800, 1600 mJ/cm?. Perlakuan dilakukan secara
kuintet (5x percobaan).

Masing-masing kelompok sel kemudian diberi
vitamin C kecuali grup kontrol, kemudian diinkubasi
selama 24 jam. Selanjutnya, sel dipajan UVB
dengan intensitas tersebut di atas. Sel kemudian
diberi MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromide (Sigma) 10 il/
sumuran, diikuti inkubasi seluruh sel yang dikultur
selama 4 jam pada suhu 37°C. Sebagai stop solu-
tion digunakan 5% SDS (Sodium deducyl sul-
phate) dalam 0,01% yang ditambahkan ke dalam
seluruh sumuran sel yang dikultur yang telah diberi
MTT, kemudian diinkubasi overnight. Sel viable
ditentukan berdasarkan reaksi formazan blue
dengan menggunakan ELISA plate reader pada
panjang gelombang 550 nm dengan satuan optic
density (OD).

Penelitian dilakukan di Laboratorium Hayati
Universitas Gadjah Mada pada bulan Mei tahun
2004.

HASIL

Pada TABEL 1 ditunjukkan rerata banyaknya
sel viabel pada kelompok sel yang diberi vitamin C

dengan konsentrasi 6, 12, 40 dan 200 pg/ml tanpa
pajanan UVB, dan kelompok sel yang diberi vita-
min C dengan konsentrasi 6, 12, 40 dan 200 ug/ml
yang dipajan UVB intensitas 200, 400, 800 dan
1600 mJ/cm?.

Hipotesis yang diuji adalah pengaruh vitamin
C terhadap keratinosit normal dan sel HeLa
(kelompok sel) yang dipajan UVB, apakah kadar
vitamin C bersama dosis UVB memiliki nilai yang
signifikan terhadap variabel tergantung (viabilitas
sel). Hasil statistik uji-F menunjukkan:

Fo=136,5264; nilai p=0,0000<a=0,05

Jadi pengaruh vitamin C terhadap viabilitas
keratinosit normal dan sel HeLa yang dipajan UVB
mempunyai nilai yang signifikan.

Pengaruh pemberian vitamin C dan intensitas
pajanan UVB pada kedua kelompok sel dapat
dilihat pada GAMBAR 1. Secara keseluruhan
rerata banyaknya sel viabel lebih besar pada
kelompok sel HeLa. Dalam keadaan tanpa pajanan
UVB pengaruh vitamin C jelas terlihat. Grafik mem-
perlihatkan adanya perubahan rerata banyaknya sel
viabel pada kelompok keratinosit dengan dosis vi-
tamin C sebesar 200 pg/ml.

Terdapat perubahan yang bermakna rerata
banyaknya sel viabel pada kelompok keratinosit
normal dengan dosis vitamin C 200 ig/ml dan
pajanan UVB 200 mJ/cm® (p<0,01). Pada
kelompok keratinosit normal dengan dosis vitamin
C 200 pg/ml dan pajanan UVB 400 mJ/cm?
(p<0,01), terjadi pengaruh bermakna secara
statistik. Pada kelompok sel HeLa rerata banyaknya
sel viabel antara sel HeLa tanpa vitamin C dan sel
HeLa yang diberi vitamin C 6 dan 12 pig/ml menurun
secara signifikan (p<0,05). Dapat ditunjukkan pula
adanya perubahan bermakna pada rerata
banyaknya sel viabel pada kelompok keratinosit
normal dengan konsentrasi vitamin C 200 pg/m! dan
pajanan UVB 800 mlJ/cm? (p<0,01). Pada
kelompok sel HeLa terdapat penurunan bermakna
rerata banyaknya sel viabel pada konsentrasi vita-
min C 6, 12, dan 40 pg/ml, kemudian meningkat
kembali seiring dengan ditingkatkannya konsentrasi
vitamin C sampai 200 pg/ml.

Pajanan UVB dengan intensitas sebesar 1600
mj/cm? berbeda dengan keadaan intensitas UVB
di bawah 1600 mj/cm?, pada penelitian ini. Pada
kelompok keratinosit pengaruh vitamin C pada
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TABEL 1. Perbandingan Rerata Banyaknya Sel Hidup (Keratinosit Normal and Sel HeLa)
Menurut Konsentrasi Vitamin C and Intensitas Pajanan UVB

Intensitas Pajanan UVB

Tanpa 3
VitC  Statiss  UVB (mJ/cm’)
(pg/ml) tik (0)
200 400 800 1600
0 Rerata 0,1382 0,1170 0.1272 0,1794 0,1348
SD 0.0054 0,0027 0,0041 0,0905 0.0398
Rerata 0.9404 0,1216 0,1290 0.1416 0.2162
6 SD 0.0864 0,0040 0,0035 0.0079 0,1272
P 09146 0.8818 0.7675 0.0809
Kera- Rerata 1.3100 0.1284 0.1312 0.1496 0.1336
tinosit 12 SD 0.1259 0.0102 0.0013 0.0077 0.0232
Normal p 0.8741 0.8558 0.9500 0.0768
Rerata 1.3544 0,1350 0,1380 0.1456 0,1336
40 SD 0.1645 0,0102 0,0033 0.0065 0.0177
P 0,8778 0,5788 09750 1,0000
Rerata 1.1550 0,6636 0,2646 0,9664 0,1950
200 SD 0.1654 0,1491 0,0418 0.4364 0,0767
14 0,0000 0,0000 0,0000 0,1808
0 Rerata 0,3594 0,3510 0,3386 0,3600 0,3464
SD 0,0263 0,0121 0.0087 0,0249 0.0135
Rerata 1,5518 0.,3230 0,3058 03014 0.2844
6 SD 0,0661 0.0229 0.0013 0.0067 0.0050
p 0.0409 0,0004 0.0000 0,0468
Rerata 1,6036 0,3240 0.3100 03022 0.2862
Sel HeLa 12 SD 0.0734 0.0107 0.0016 0.0065 0.0069
p 09386 0.5928 0.9437 09516
Rerata 1,5632 0,3488 0,3408 03120 0.2962
40 SD 00169 0,0233 0,0223 0.0067 0.0072
p 0,0672 0.0007 0,3917 0,7361
Rerata 1.4364 0,3472 0,3604 0.3640 0,3790
200 SD 0,0239 0.0269 0.0130 0.0285 0,1020
p 0,9019 0,0196 0,0002 0.0122
ANOVA (3 jalan): kelompok sel. vitamin C, UVB: F = 136,5264; p-value = 0,0000
TABEL 2. p-value (t-test) dari Sel Viabel antara Keratinosit Normal dan Sel HeLa
Konsentrasi Intensitas Pajanan UVB (mJ/cm?)
Vit C
(g/mb) 200 400 800 1600
0 0.0000 0.0000 0.0093 0.0001
6 0.0000 0.0000 0.0000 0.2969
12 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
40 0.0000 0.0000 0,0000 0.0000
200 0,0082 0.0051 0,0365 0,0122

Viabilitas sel Hel.a mulai meningkat lagi pada
pemberian vitamin C 200 pg/ml dibanding dengan
sel HeLa tanpa pemberian vitamin C, namun
memiliki nilai SD yang tinggi.

peningkatan viabilitas sel secara statistik tidak
bermakna (p>0,05). Pada kelompok sel HelLa,
pengaruh vitamin C hanya terjadi pada konsentrasi
vitamin C 6 pg/ml, statistik bermakna (p<0,05).
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GAMBAR 1. Perbandingan Rerata Viabilitas Keratinosit Normal dan Sel HeLa
Menurut Intensitas Pajanan UVB dan Konsentrasi Vitamin C.

PEMBAHASAN

Tujuan penelitian ini adalah melihat efek
pemberian vitamin C terhadap viabilitas keratinosit
normal dan sel HeLa yang dipajan sinar UVB.
Sebagai subjek penelitian adalah keratinosit normal
dan sel HeLa. Keratinosit merupakan sel utama
epidermis yang memiliki struktur sangat ter-
organisasi, tersusun atas membran sel, inti sel, sito-
plasma dengan organelanya.!! Keratinosit normal
juga memiliki kemampuan untuk membelah diri
karena mitosis aktif terjadi pada sel basal.”®

Pada penelitian ini keratinosit normal yang
digunakan berasal dari preputium daerah yang
terbebas sinar matahari dari anak usia 13 tahun.
Jadi diharapkan kecil kemungkinan mengalami
mutasi. Makin tua usia donor makin besar kemung-
kinan terpajan sinar matahari, makin tinggi kumulatif
. pajanan SUV akan berakibat timbulnya mutasi gen.
Subjek penelitian (subkultur keratinosit) ini berbeda
dengan penelitian sebelumnya yang menggunakan
kulit donor bayi baru lahir. Keuntungan pemakaian
keratinosit sebagai subjek pada penelitian ini adalah

dapat dibiakkannya in vitro, di dalam pembiakannya
tidak diperlukan sel feeder, di dalam media bebas-
serum ditambah faktor pertumbuhan, dan dengan
konsentrasi Ca?*yang relatif rendah.® Pada pene-
litian ini pertumbuhan keratinosit pada kultur primer
dipertahankan dengan pemberian coating kolagen
pada flask sehingga diharapkan aktivitas proliferasi
keratinosit optimal. Digunakannya subkultur III
(passage 11I) keratinosit pada penelitian ini adalah
untuk mendapatkan uniformitas sel yang secara
biologik bermakna yang tidak didapatkan pada kultur
primer. Subkultur dipertimbangkan untuk dapat
digunakan secara praktis, dapat disimpan dengan
penggantian media yang sesuai dan teratur, dapat
dilakukan penggandaan jumlah sel, didapatkan jenis
sel yang seragam dan siap digunakan di dalam
eksperimen.?

Pada penelitian ini sel HeLa digunakan untuk
mewakili sel kanker. Sel HeLa adalah salah satu
jenis sel kanker ganas, yang pertama kali ditemukan
oleh dokter John and Margaret Gey di John Hopkins
University pada tahun 1951, yang berasal dari
sampel sel kanker servik seorang penderita yang
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bernama Henrietta Lacks. Penelitian terhadap sel
HelL a telah dilakukan oleh para peneliti di seluruh
dunia selama lebih dari 45 tahun.>'? Cell line HeLa
juga telah didistribusikan ke seluruh penjuru dunia
untuk keperluan penelitian, sehingga sel HeLa untuk
penelitian ini mudah diperoleh.

Vitamin C digunakan pada penelitian ini karena
sifat dasarnya yang berfungsi sebagai antioksidan
biologis non-enzimatik dan bersifat larut dalam air,
maupun sifatnya sebagai prooksidan yang mem-
bantu terjadinya kerusakan kulit akibat radikal
bebas. Sebagai antioksidan vitamin C berperan
menangkap radikal bebas. Pada penelitian eritrosit
manusia yang dipajan UVB dengan intensitas 1,6
J/em?, yang bertujuan untuk melihat pengaruh vita-
min C terhadap terjadinya fotohemolisis, ditunjukkan
bahwa vitamin C tidak berperan sebagai foto-

protektor. Penelitian yang menggunakan eritrosit .

manusia tersebut dilakukan pada relawan yang
sebelum mengikuti penelitian mengkonsumsi vita-
min C sebesar 2 gram/hari selama 1 minggu."”
Bentuk sediaan yang digunakan pada penelitian ini
didasarkan pada suatu penelitian klinis pada cell
line limfosit manusia dan leukemia bahwa vitamin
C yang diberikan secara intravena,' dalam bentuk
larutan dapat bertindak sebagai prooksidan dan
menyebabkan terjadinya apoptosis pada sel kanker
tersebut,'. Besarnya konsentrasi yang digunakan
pada penelitian ini didasarkan atas dosis vitamin C
harian sebesar 60 mg dan absorbsi sebesar 75%
yang cukup optimal melalui pemberian vitamin C
dengan dosis | gram.'®

Sinar UVB dipilih sebagai perlakuan dalam
penelitian ini sebab sinar UVB memiliki sifat
karsinogenik. Meskipun intensitas sinar UVB pada
saat mencapai permukaan bumi relatif rendah, tetapi
dapat menimbulkan efek pada kulit baik secara
langsung maupun tidak langsung.? Pada penelitian
keratinosit normal manusia, pajanan sinar UVB
~ dengan dosis 100 mJ/cm?* cenderung menurunkan
katalase dan aktivitas superoxide dismutase
(SOD).'” Studi yang dilakukan oleh Budiyanto et
al. (2002) menunjukkan bahwa pajanan UVB
broad band pada kulit tikus naracoba dengan
intensitas 300 mJ/cm?dapat menghasilkan 8-OHdG,
ini merupakan penanda adanya kerusakan DNA."®
Penelitian sebelumnya menunjukkan adanya per-
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bedaan spektrum SUV dalam menimbulkan
kerusakan DNA, baik pembentukan CPD maupun
8_Oth‘I8.I9.20

Pada penelitian ini pemberian vitamin C pada
keratinosit normal yang tidak dipajan UVB
meningkatkan viabilitas keratinosit normal dan sel
HeLa, bermakna secara statistik. Namun demikian,
nilai SD yang relatif tinggi pada vitamin C dengan
konsentrasi 12, 40, dan 200 pg/ml menggambarkan
adanya variasi sel viabel yang besar antar kelompok
sel. Inkubasi selama 24 jam pada kelompok sel yang
diberi vitamin C dengan berbagai konsentrasi
menghasilkan bertambahnya rerata banyaknya sel
viabel. Dugaan lain adalah adanya efisiensi plat-
ing. Demikian pula waktu yang digunakan untuk
perlakuan memberi peluang terjadinya reaksi antara
vitamin C dengan oksigen.

Sel HeLa yang tidak diberi vitamin C yang
dipajan UVB dengan berbagai intensitas pada
penelitian ini resisten terhadap kematian sel yang
ditimbulkan akibat pajanan UVB. Dosis letal pada
penelitian ini tidak dapat ditunjukkan. Faktor pajanan
UVB kemungkinan mempengaruhi kondisi ini.
Pajanan tunggal dalam waktu singkat terkadang
belum dapat menentukan kematian sel, pajanan
yang berulang/seri dengan intensitas rendah justru
memiliki efek yang lebih jelas pada viabilitas sel.”!
Kelemahan esai MTT berupa kondisi inkubasi,
maupun konsentrasi MTT, juga dapat sebagai faktor
yang kemungkinan berperan di dalam penelitian ini,
dan tidak dapat dihindari. Pada penelitian yang
menggunakan keratinosit manusia sebagai subjek,
pajanan UVB dengan intensitas 1090 mJ/cm® masih
belum mempengaruhi viabilitas sel tersebut sehingga
kerusakan oksidatif yang diterima oleh sel tersebut
belum mampu mematikan sel.*
~ Beberapa kelompok sel mempunyai SD yang
relatif tinggi kemungkinan dipengaruhi oleh
perbedaan rerata sel viabel yang cukup besar pada
kelompok-kelompok sel tersebut. Semakin besar
intensitas pajanan yang digunakan semakin besar
waktu yang digunakan, keadaan ini akan memberi
peluang faktor tegangan dan/atau kekuatan arus
listrik berperan pada saat dilakukan pajanan pada
penelitian ini. Tegangan dan arus listrik akan
mempengaruhi besarnya energi yang ditimbulkan,
dan energi berbanding lurus dengan intensitas
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cahaya.” Pengamatan viabilitas sel pada penelitian
ini menggunakan prinsip pengujian sitotoksik
berdasar esai MTT, yaitu dengan membedakan sel-
sel yang tetap memiliki viabilitas (daya hidup) antara
sel yang dapat mengalami proliferasi dengan sel
yang tidak dapat mengalami proliferasi. Banyaknya
sel yang bertahan hidup ditentukan secara tidak
langsung dengan MTT.?

Dalam proses kematian sel yang diakibatkan
oleh pajanan sinar UVB, vitamin C dapat meng-
hambat atau mempercepat terjadinya kematian sel,
tergantung pada kondisi lingkungan.?*# Pada Tabel
| dan Gambar | dapat dilihat bahwa inkubasi vita-
min C pada sel Hel.a selama 24 jam sebelum
dilakukan pajanan UVB pada penelitian ini memberi
peluang sel HeLa untuk berproliferasi. Kecenderungan
lebih banyaknya sel viabel pada sel HeLa dibanding
dengan keratinosit normal yang diberi berbagai
konsentrasi vitamin C (tanpa pajanan UVB) pada
kondisi awal, secara statistik terdapat perbedaan
bermakna (p<0,01). Hal ini sesuai dengan sifat sel
HelLa yang memiliki kemampuan proliferasi yang
relatif lebih cepat dibanding keratinosit normal akibat
aktivitas telomerase yang dimilikinya.® Pada
penelitian ini intensitas maksimal pajanan UVB
tunggal yang digunakan lebih besar daripada
penelitian Punnonen et al. (1991) yang meng-
gunakan keratinosit yang dipajan UVB 1090 mJ/
cm?® dan menunjukkan viabilitas keratinosit yang
tidak berubah.™

Pada penelitian keratinosit normal (sel HaCaT)
ditunjukkan bahwa akumulasi asam askorbat
intraselular menghasilkan efek proteksi yang
bermakna terhadap kematian sel akibat pajanan
UVB.% Penelitian sel HaCaT ini berbeda dengan
penelitian Eberlein-Konig et al (1997) yang telah
disebutkan sebelumnya bahwa vitamin C tidak
dapat berperan sebagai fotoprotektor pada eritrosit
manusia yang dipajan UVB."* Pada penelitian‘ini,
sel HelLa yang dipajan UV B dengan intensitas 400,
800 dan 1600 mJ/cm? dan diberi vitamin C dengan
konsentrasi 6, 12, dan 40 pg/ml rerata viabilitas sel
HelLa lebih rendah dibanding dengan sel HeLa yang
diberi vitamin C dengan konsentrasi 200 pg/ml. Vi-
tamin C 200 ug/ml memberi efek toksik terhadap
keratinosit yang dipajan UVB 1600 mj/cm?, tetapi
tidak bersifat toksik terhadap sel HeLa, sesuai
dengan penelitian yang dilakukan sebelumnya

meskipun konsentrasi vitamin C yang diberikan
berbeda dan dengan metode yang berbeda.?’

Secara klinis, terjadinya efek sitotoksik akibat
pajanan SUV tergantung pada dosis bahan
fototoksik dan intensitas pajanan yang sesuai.*®
Penelitian fain yang menggunakan keratinosit
manusia pada subkultur kedua (passage 1) yang
berasal dari kulit preputium bayi baru lahir yang
diberi asam askorbat derivat askorbil palmitat
(AAG6P) 30 menit sebelum dipajan dengan UVB
dengan intensitas 200 J/m? selama 30 menit,
menunjukkan bahwa di samping AA6P dapat
bertindak sebagai antioksidan, dapat pula menye-
babkan terjadinya kerusakan kulit setelah pajanan
SUV.% Studi lain membuktikan peran vitamin C
pada kondisi tertentu dapat berfungsi sebagai
prooksidan akibat adanya logam-logam bebas, di
antaranya Cu®, Fe3*.*° Efek vitamin C sebagai
prooksidan dan proapoptotik kemungkinan
berhubungan dengan hidroksilasi dan atau formasi
radikal askorbil.'

Konsentrasi vitamin C 200 pg/ml meningkatkan
rerata viabilitas keratinosit normal yang dipajan
UVB dengan berbagai intensitas, dibanding dengan
keratinosit normal yang diberi vitamin C dengan
konsentrasi vitamin C 6, 12, dan 40 pg/ml,. Pada
sel HeLa yang dipajan UVB 200, 400, 800, dan
1600 mJ/cm? tanpa pemberian vitamin C hasil
cenderung konstan, kemungkinan berhubungan
dengan hilang atau menurunnya peran p53 yang
meningkatkan ekspresi gena Bc¢l-2.*' Pada sel
HeLayangdipajan UVB dengan berbagai intensitas,
pemberian vitamin C dengan berbagai konsentrasi
tidak mengubah radikal bebas ke dalam hidrogen
peroksida yang dapat merusak membran sel, dan
menurunnya ekspresi protein p53 menyebabkan
penurunan ekspresi Bax sehingga pada penelitian
ini pada sel Hela gagal terjadi apoptosis.

SIMPULAN

Vitamin C 200 pg/ml yang diberikan pada
keratinosit normal yang dipajan UVB dengan
intensitas 200, 400, 800, dan 1600 mJ/cm* memberi
efek proteksi dan meningkatkan viabilitas sel. Vi-
tamin C 6, 12, 40 pg/ml yang dipajan UVB dengan
intensitas 200, 400, 800, dan 1600 -mJ/cm? tidak
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memberi efek proteksi. Sel HeLa tidak lebih
resisten daripada keratinosit normal terhadap
pajanan UVB pada intensitas 200, 400, 800, dan
1600 mJ/cm?.
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