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ABSTRAK

Latar Belakang: Mitokondria merupakan organel penting yang berperan dalam
produksi energi sel melalui proses fosforilasi oksidatif. Salah satu indikator fungsi
mitokondria adalah potensi membran mitokondria, yang dapat dinilai
menggunakan pewarna fluoresens JC-1. Sebagian besar penelitian menggunakan
konsentrasi JC-1 sebesar 2 uM, namun efektivitas konsentrasi lain seperti 4 uM
masih belum banyak dikaji, terutama pada sel PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cell). Tujuan penelitian ini untuk menganalisis pengaruh penggunaan
dua konsentrasi JC-1 (2 uM dan 4 pM) terhadap aktivitas mitokondria pada PBMC.
Metode: Penelitian ini merupakan analitik eksperimental yang dilakukan di
laboratorium dengan menggunakan sampel darah dari donor sehat. Sel PBMC
diisolasi, dikultur, lalu diberi perlakuan JC-1 dengan dua konsentrasi berbeda.
Penilaian dilakukan dengan mikroskop fluoresens untuk menghitung jumlah sel
yang menyerap warna merah sebagai indikator potensi membran mitokondria.
Hasil: Sel yang menyerap warna merah pada konsentrasi 2 pM memiliki jumlah
yang lebih tinggi dibandingkan 4 uM (mean 49,00 vs 34,00), meskipun perbedaan
tidak signifikan secara statistik (p=0,196). Hasil ini menunjukkan bahwa
konsentrasi 2 puM cenderung lebih efektif dalam menilai potensi membran
mitokondria pada PBMC. Kesimpulan: Konsentrasi JC-1 sebesar 2 uM merupakan
konsentrasi yang optimal dalam menilai potensi membran mitokondria pada
PBMC.

Kata Kunci: JC-1, mitokondria, PBMC, konsentrasi JC-1
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ABSTRACT

Background: Mitochondria are essential organelles responsible for cellular energy
production through oxidative phosphorylation. One indicator of mitochondrial
function is the mitochondrial membrane potential, which can be assessed using the
fluorescent dye JC-1. Most studies use a JC-1 concentration of 2 uM, but the
effectiveness of other concentrations, such as 4 uM, has not been widely
investigated, particularly in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs). This
study aimed to analyze the effect of two JC-1 concentrations (2 uM and 4 uM) on
mitochondrial activity in PBMCs. Methods: This was an analytical experimental
study conducted in a laboratory setting using blood samples from healthy donors.
PBMCs were isolated, cultured, and treated with JC-1 at two different
concentrations. Assessment was performed using a fluorescence microscope to
count the number of cells exhibiting red fluorescence, indicating mitochondrial
membrane potential. Results: Cells treated with 2 uM JC-1 exhibited a higher
number of red-fluorescent cells compared to those treated with 4 uM (mean 49.00
vs. 34.00), although the difference was not statistically significant (p = 0.196).
These results suggest that 2 uM tends to be more effective in assessing
mitochondrial membrane potential in PBMCs. Conclusion: A JC-1 concentration
of 2 uM appears to be optimal for evaluating mitochondrial membrane potential in
PBMC:s.

Keywords: JC-1, mitochondria, PBMC, JC-1 concentration
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tubuh memiliki sistem kekebalan tubuh sebagai pelindung dari segala
komponen yang dapat menginfeksi tubuh sehingga menjadi sebuah penyakit.
Di berbagai jenis sel sebagai sistem imun salah satunya adalah peripheral blood
mononuclear cell (PBMC). PBMC terdiri dari beberapa komponen didalamnya
seperti limfosit, monosit dan makrofag.! PBMC merupakan sekumpulan sel
inflamasi yang besar dan mudah untuk diperoleh sehingga dapat memberikan
informasi terkait sistem kekebalan tubuh.?

Mitokondria menjadi penghasil energi pada sel yang membentuk energi
melalui pembentukan adenosin trifosfat (ATP) dari fosforilasi oksidatif
(OXPHOS)®. Mitokondria dengan sel imun memiliki keterkaitan karena
mitokondria memproduksi ATP sebagai aktivitas sel, metabolisme energi dan
respon terhadap infeksi ataupun imun. Pembentukan ATP pada mitokondria
terjadi karena adanya potensi membran mitokondria.*

Pada penilaian aktivitas mitokondria atau potensi membran mitokondria
dapat menggunakan pewarnaan mitokondria. Mitokondria dapat diwarnai
dengan beberapa pewarnaan, salah satunya JC-1.° Pada pewarnaan mitokondria
membutuhkan konsentrasi sebagai respons dari potensi membran mitokondria®.
Terdapat akumulasi JC-1 pada mitokondria yang membentuk agregat J. Agregat
J memberikan warna pada potensi membran mitokondria sehingga hal tersebut
dapat mendeteksi bagaimana potensi dari potensi membran mitokondria.” Pada
sel yang sehat dengan potensi membran mitokondria yang normal, pewarna JC-
1 akan memasuki dan terakumulasi di dalam mitokondria yang memiliki energi
dan muatan negatif, dan secara otomatis membentuk agregat yang
menghasilkan fluoresensi merah. Sebaliknya, pada sel yang tidak sehat atau
mengalami apoptosis, pewarna JC-1 juga masuk ke dalam mitokondria namun

dalam jumlah yang lebih sedikit karena bagian dalam mitokondria memiliki
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muatan yang kurang negatif akibat peningkatan permeabilitas membran dan
kehilangan potensial elektrokimia.®

Beberapa peneliti terdahulu telah melakukan penelitian terkait pewarnaan
mitokondria dengan JC-1, namun sebagian besar penelitian menggunakan
konsentrasi JC-1 sebesar 2 pM. Sementara itu, terdapat penelitian lain
menunjukkan penggunaan metode JC-1 pada PBMC dengan konsentrasi lebih
dari 2 pM.*!°Maka dari itu, dilakukannya penelitian ini bertujuan untuk melihat
optimasi dan penggunaan konsentrasi JC-1 khusus untuk PBMC. Selain itu,
penelitian ini juga melihat penggunaan konsentrasi yang berbeda antara
konsentrasi 2 uM dengan 4 uM serta menentukan konsentrasi yang tepat untuk

melihat fungsi mitokondria.

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah apakah penggunaan
konsentrasi JC-1 yang berbeda akan mempengaruhi viabilitas JC-1 untuk

diabsorpsi oleh mitokondria pada sel PBMC.

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan umum
Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi
penggunaan konsentrasi JC-1 yang berbeda pada potensi membran
mitokondria terhadap sel.
1.3.2 Tujuan khusus
Tujuan khusus dari penelitian ini adalah untuk menentukan
konsentrasi optimal pada PBMC dan mengamati secara visual pada

penggunaan JC-1 konsentrasi sebesar 2 uM dan 4 uM.
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1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah :

1. Bagi peneliti, membantu menentukan konsentrasi yang tepat untuk
memberikan hasil yang akurat pada potensi membran mitokondria dan dapat
meningkatkan pemahaman tentang kesehatan mitokondria.

2. Bagi akademisi dan praktisi kesehatan, memberikan wawasan baru serta
menjadi referensi terkait pemeriksaan aktivitas mitokondria dan kesehatan

mitokondria.
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2.1 PBMC
2.1.1

2.1.2

BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

Definisi

Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) adalah sel darah
berbentuk inti bulat yang menjadi respon utama dalam sistem kekebalan
imun pada tubuh manusia'. PBMC memiliki beberapa jenis sel imun di
antaranya, sel T (~70%), sel B (~15%), monosit (~5%), sel dendritik
(~1%), dan sel natural killer (NK) (~10%).!! PBMC biasanya
dimanfaatkan untuk mengevaluasi imunitas yang bergantung dengan
sel secara umum dan darah perifer merupakan sumber utama sel
mononuklear pada kultur in vitro.!? Dari studi terdahulu, PBMC
memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi menjadi sel darah, sel
endotel, hepatosit, sel kardiomiogenik, sel otot polos, osteoblast,
osteoklas, sel epitel, sel saraf, atau miofibroblas pada kondisi yang
sesuai.'

Faktor yang Mempengaruhi PBMC

PBMC yang terdapat dalam sirkulasi darah adalah campuran
kompleks dari berbagai subset sel imun yang berada pada berbagai
tahap perkembangan. Selain dipengaruhi oleh variasi genetik alami dan
tantangan imun, keragaman ini juga dipengaruhi oleh berbagai faktor
lingkungan. Berdasarkan pengetahuan yang ada saat ini, metabolisme
sel memiliki peran penting dalam fungsi sel imun, yang menunjukkan
potensi pengaruh metabolit dalam pengaturan sistem imun, baik secara
langsung maupun tidak langsung.?

Faktor lain yang dapat mempengaruhi PBMC meliputi berbagai
aspek yang dapat memengaruhi isolasi, viabilitas, dan fungsi sel.
Pertama, faktor sebelum analisis seperti metode pengambilan darah,
waktu pengambilan, dan kondisi penyimpanan darah sebelum isolasi

sangat penting. Metode pengambilan darah yang tepat dan waktu
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pengambilan yang konsisten dapat mempengaruhi komposisi PBMC.
Selain itu, suhu dan durasi penyimpanan darah juga berperan dalam
menjaga viabilitas sel.'* Faktor lingkungan seperti suhu penyimpanan
dan pH media kultur juga dapat mempengaruhi stabilitas dan fungsi
PBMC." Biologis, usia individu dan jenis kelamin dapat menyebabkan
perbedaan dalam komposisi dan fungsi PBMC, dengan perbedaan yang
signifikan antara anak-anak, dewasa, dan lansia, serta antara pria dan
wanita.'® Kondisi kesehatan, termasuk penyakit kronis dan infeksi, juga
dapat mempengaruhi jumlah dan fungsi PBMC. Selain itu, faktor
imunologis seperti paparan antigen dan pengobatan dengan
imunosupresan dapat mempengaruhi aktivasi dan proliferasi PBMC.
Variasi genetik antar individu juga dapat mempengaruhi respons imun

dan fungsi PBMC."’

2.2 Mitokondria
2.2.1 Morfologi Mitokondria

Mitokondria adalah organel yang dinamis dan memiliki
membran ganda yang terlibat dalam pengaturan fungsi fisiologis serta
sinyal pada sel.'® Mitokondria menjadi organel dalam sitoplasma yang
memiliki dua lapisan membran dan memiliki genom yang dapat
mereplikasi dirinya sendiri. Organel ini menjalankan fungsi biokimia
yang krusial untuk menjaga keseimbangan metabolik dan berperan
penting dalam menentukan kematian serta kelangsungan hidup sel.
Pada organisme eukariotik, mitokondria memproduksi energi dalam
bentuk ATP melalui proses metabolisme oksidatif dari nutrisi. Semua
proses diatur oleh kompleks faktor transkripsi yang terdapat di dalam
mitokondria. Setiap mitokondria memiliki antara 800 hingga 1000
salinan mtDNA, yang diwariskan dari ibu dan terorganisir dalam
struktur nukleoprotein yang disebut nukleoid."”

Mitokondria terkenal karena perannya dalam sintesis ATP

melalui siklus redoks protein pada rantai transpor elektron di membran
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2.2.2

dalam mitokondria. Kompleks dalam rantai transpor -elektron
membentuk kompleks yang lengkap dan memberikan peningkatan
efisiensi produksi ATP di mitokondria. Bentuk mitokondria di dalam sel
diatur sesuai dengan kebutuhan dari energi, jenis sel, dan sumber daya
metabolik yang tersedia. Terdapat hubungan erat antara bentuk dan
aktivitas mitokondria. Mitokondria yang lebih panjang memiliki
organisasi krista yang kompleks, yang berkontribusi pada peningkatan
produksi ATP.'®

Mitokondria memiliki potensi membran mitokondria menjadi
salah satu hal penting bagi mitokondria karena menghasilkan potensial
listrik.?® Sehingga potensial listrik itulah yang dapat menjadi pengukur

pada keadaan fisiologis untuk memantau kesehatan dari mitokondria.?!

Peran Mitokondria
Mitokondria sering dijuluki sebagai pembangkit tenaga sel
karena perannya yang sangat penting dalam menghasilkan adenosin
trifosfat (ATP) melalui proses fosforilasi oksidatif (OXPHOS), di mana
rantai transportasi elektron memompa proton melintasi membran dalam
mitokondria, menciptakan gradien elektro-kimia yang digunakan untuk
sintesis ATP. Peran mitokondria tidak hanya sekedar memproduksi
energi melainkan banyak fungsi lainnya yang membuat mitokondria
sangat penting dalam fungsi selular biologi yang dapat mendukung
kesehatan dan kelangsungan hidup sel. Peran yang dimiliki oleh
mitokondria adalah sebagai berikut:*?
1. Pengaturan metabolisme sel
Mitokondria memiliki peran penting dalam pengaturan
metabolisme sel dengan mengatur aliran metabolit melalui siklus
asam sitrat (TCA). Selain berfungsi untuk menghasilkan energi,
siklus ini juga menyediakan prekursor yang diperlukan untuk
sintesis asam amino dan senyawa penting lainnya. Selain itu,

mitokondria berperan dalam proses katabolisme, di mana mereka
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2.2.3

memecah molekul besar menjadi komponen yang lebih kecil untuk
menghasilkan energi.
2. Sinyal untuk sel
Peran mitokondria dalam persinyalan sel mampu
melepaskan metabolit yang berfungsi sebagai sinyal untuk
memengaruhi proses epigenetik dan komunikasi antar sel. Sebagai
contoh, metabolit seperti succinate yang dihasilkan oleh
mitokondria dapat berfungsi sebagai sinyal antar sel yang
memengaruhi respons sel terhadap kondisi stres
3. Pengaturan kalsium
Mitokondria memainkan peran penting dalam mengatur
kadar kalsium dalam sel dengan mengambil kalsium dari sitosol
melalui uniporter kalsium mitokondria, yang sangat penting untuk
berbagai fungsi seluler, termasuk sinyal dan kontraksi otot.
4. Produksi ROS
Mitokondria menghasilkan spesies reaktif oksigen (ROS)
sebagai produk sampingan dari respirasi seluler yang dapat
berfungsi sebagai sinyal dalam proses seluler, tetapi produksi ROS
yang berlebihan dapat menyebabkan stres oksidatif dan kerusakan
sel.
Mitokondria juga terlibat dalam proses kematian sel, yang
mencakup apoptosis, nekroptosis, dan autofagi. Selain itu, perubahan
pada potensi membran mitokondria dapat berfungsi sebagai indikator

awal terjadinya kematian sel.?®

Kondisi Mitokondria yang Berfungsi dan Disfungsi

Mitokondria dikenal sebagai pembangkit tenaga yang
menghasilkan lebih dari 90% ATP yang dibutuhkan untuk metabolisme
sel. Selain itu, mitokondria berperan dalam berbagai aspek metabolisme

dan fungsi sel, serta berkontribusi dalam pengaturan homeostasis ion,
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pertumbuhan sel, status redoks, dan pensinyalan sel. Mitokondria
memiliki peran krusial dalam kelangsungan hidup sel dan mekanisme
kematian sel. Mengingat peran sentralnya dalam proses kehidupan dan
kematian sel, mitokondria juga terlibat dalam patogenesis dan
perkembangan berbagai penyakit manusia, termasuk kanker, gangguan
neurodegeneratif, penyakit kardiovaskular, diabetes, cedera otak
traumatis, dan peradangan.??

Mitokondria yang berfungsi dengan baik memiliki sejumlah
karakteristik penting yang mendukung kinerja seluler yang optimal.
Pertama, mitokondria ini memiliki potensi membran yang tinggi, yang
sangat penting untuk produksi adenosin trifosfat (ATP) melalui proses
respirasi sel. Selain itu, mitokondria yang sehat dapat memproduksi
ATP dengan efisien, berkat keterlibatan siklus asam sitrat dan rantai
transportasi elektron.’* Keseimbangan dalam produksi spesies oksigen
reaktif (ROS) juga merupakan aspek penting, di mana mitokondria
dapat menghasilkan ROS dalam jumlah yang tepat, berfungsi sebagai
sinyal dalam jalur metabolik tanpa menyebabkan kerusakan oksidatif
yang berlebihan. Keutuhan DNA mitokondria yang bebas dari mutasi
yang signifikan juga sangat penting untuk fungsi dan reproduksi
mitokondria yang normal. Dari segi struktur, mitokondria yang sehat
menunjukkan morfologi yang baik dengan keseimbangan antara proses
fusi dan fisi, yang penting untuk pemeliharaan dan distribusi

mitokondria di dalam sel.?’

Selain itu, mitokondria yang sehat memiliki
kemampuan untuk mengatur kadar kalsium dalam sel, yang sangat
penting untuk berbagai fungsi seluler, termasuk kontraksi otot dan
pelepasan neurotransmitter. Mereka juga mampu merespons stres
dengan baik, beradaptasi terhadap kondisi oksidatif dan lingkungan
yang berubah, serta meningkatkan produksi antioksidan untuk
melindungi diri dari kerusakan.?® Terakhir, mitokondria yang sehat

dapat melakukan mitofagi, yaitu proses untuk menghilangkan

mitokondria yang tidak berfungsi, sehingga menjaga kesehatan sel
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secara keseluruhan. Karakteristik ini menunjukkan bahwa mitokondria
beroperasi dengan baik dan berkontribusi pada kesehatan sel dan tubuh
secara keseluruhan.?’

Disfungsi mitokondria berperan penting dalam perkembangan
berbagai penyakit, termasuk penyakit neurodegeneratif seperti
Alzheimer dan Parkinson, serta kanker, diabetes, dan penyakit
jantung®’. Gangguan pada mitokondria salah satunya disebabkan oleh
obesitas. Obesitas didefinisikan sebagai kelebihan berat badan
berdasarkan klasifikasi WHO pada usia dewasa terbagi menjadi Kelas
1 (30,0 — 34,9), Kelas 2 (35,0 — 39,9), dan Kelas 3 (>40,0).?® Obesitas
juga menyebabkan perubahan-perubahan di dalam tubuh, seperti
terdapat inflamasi yang menyebabkan peningkatan dari produksi ROS
dan stres oksidatif. Selain itu, adanya pasokan nutrisi berlebih yang
dapat mengganggu siklus krebs dan pembentukan ROS menjadi lebih

tinggi sehingga menjadi faktor dari disfungsi mitokondria.?’

Potensi Membran Mitokondria

Potensi membran mitokondria merupakan parameter penting
dalam pengukuran fungsi mitokondria. Bagian ini menjadi salah satu
indikator dalam kesehatan sel sehingga dapat menunjukkan fungsi
mitokondria yang baik atau buruk.*°

Potensi membran mitokondria dihasilkan melalui proses redoks
yang berhubungan dengan aktivitas siklus krebs, yang berfungsi
sebagai cadangan energi yang digunakan oleh ATP sintase untuk
memproduksi ATP. Proses ini tidak hanya menghasilkan potensial
listrik (akibat pemisahan muatan), tetapi juga menciptakan gradien
proton, yang keduanya membentuk potensial transmembran ion
hidrogen.?°

Potensi membran mitokondria tergambar melalui warna dari
agregat pada pewarnaan mitokondria. Terbagi menjadi dua, yaitu merah

dan hijau. Apabila sel sehat, maka fluoresensi menjadi merah. Namun,
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adanya perubahan dalam potensi listrik dari potensial membran
mitokondria membuat sel menjadi sakit, menyebabkan agregat menjadi
warna hijau. Hasil pewarnaan menjadi penentu dari kondisi pada fungsi

mitokondria.’

2.3 Pewarnaan Mitokondria
2.3.1 Definisi

Pewarnaan mitokondria adalah teknik yang digunakan untuk
mengidentifikasi dan memvisualisasikan mitokondria dalam sel
menggunakan pewarna atau fluorofor tertentu. Teknik ini penting dalam
penelitian biomedis untuk mempelajari fungsi mitokondria, morfologi,
dan peran mereka dalam berbagai kondisi patologis. Pewarnaan
mitokondria dapat dilakukan dengan menggunakan berbagai jenis
pewarna yang dapat memberikan informasi tentang potensi membran
mitokondria, massa mitokondria, dan produksi ROS.*!

Metode pewarnaan mitokondria telah dilakukan oleh sebagian
besar peneliti untuk melakukan pemeriksaan potensi membran
mitokondria menggunakan pewarna fluoresen yang mengukur potensi
membran mitokondria untuk memantau perubahan dalam parameter
fisiologis mitokondria yang penting, karena berkaitan dengan
kemampuan sel untuk memproduksi ATP melalui fosforilasi oksidatif.
Oleh karena itu, pewarnaan mitokondria menjadi indikator utama dari
kesehatan atau kerusakan sel.*

Potensi mitokondria dapat dievaluasi pada tingkat sel tunggal
atau mitokondria tunggal dengan menggunakan kombinasi pewarna
fluoresen tertentu. Mengingat mitokondria adalah komponen penting
dalam mekanisme pensinyalan kematian sel, morfologinya sangat peka
terhadap kondisi kesehatan sel. Oleh karena itu, sangat penting untuk
berhati-hati agar tidak terjadi gangguan pada organel ini selama proses

pencitraan.*?
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2.3.2 Jenis-Jenis Pewarnaan pada Mitokondria

24JC-1
24.1

Memahami dan mengevaluasi fungsi mitokondria, berbagai
teknik pewarnaan telah dikembangkan. Pewarna ini memungkinkan
peneliti untuk secara visual memantau perubahan pada potensi
membran mitokondria dan karakteristik mitokondria lainnya dalam sel
hidup. Beberapa pewarna yang umum digunakan termasuk
Tetramethylrhodamine Methyl Ester (TMRM), Tetramethylrhodamine
Ethyl Ester (TMRE), Rhodamine 123 (Rhod123), JC-1, dan DiOC6(3).
Masing-masing pewarna ini memiliki karakteristik unik, termasuk
afinitas terhadap mitokondria, kecepatan permeasi, dan potensi
toksisitas, yang mempengaruhi pemilihan pewarna yang tepat untuk
eksperimen tertentu.’?+%

Pada penelitian terdahulu menunjukkan bahwa hasil analisis
yang didapatkan pada pewarnaan mitokondria untuk melihat funsi pada
mitokondria menunjukkan bahwa JC-1 menjadi pewarna yang lebih
sensitif dibanding pewarnaan lain sehingga bisa menilai keadaan dari

fungsi mitokondria lebih baik.*

Definisi
JC-1(5-5’-6,6-1,1"-3,3 -tetrachloro-tetraethyl-benzimidazolo-

carbocyanine iodide) adalah salah satu pewarna sianin yang mampu
masuk ke mitokondria dan membentuk suatu kompleks reversibel yang
disebut agregat J®. JC-1 memberikan informasi bagaimana kondisi dari
mitokondria melalui rasio fluoresensi merah dan hijau.’® Sel dengan
potensial tinggi akan membentuk agregat JC-1 dan memancarkan
fluoresensi merah (emisi pada ~590 nm); sel dengan potensial rendah
akan mengandung JC-1 monomerik dan akan memancarkan fluoresensi

hijau (emisi pada ~520 nm).*’
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Gambar 2.1 Struktur Kimia JC-1
JC-1 telah banyak digunakan untuk memperkirakan dan
mengukur potensi membran mitokondria baik secara mikroskopis
maupun sitometrik. Hal ini disebabkan oleh kemampuannya untuk
membentuk agregat J yang dapat dibedakan secara spektral dari
monomer pewarna pada konsentrasi tinggi, yang tercapai dalam
mitokondria yang aktif pada sel yang terpapar konsentrasi eksternal

pewarna yang mendekati mikromolar.

Faktor yang Mempengaruhi Hasil JC-1

Faktor yang mempengaruhi hasil pewarnaan JC-1 dalam
penelitian kesehatan mitokondria meliputi kondisi sel, konsentrasi JC-
1, waktu inkubasi, dan potensi membran mitokondria. Selain itu, faktor
eksternal seperti pH, suhu, dan keberadaan senyawa lain juga dapat
memengaruhi akurasi dan interpretasi hasil pewarnaan.

Hasil pengukuran menggunakan JC-1 merupakan pewarna
umum untuk menilai potensi membran mitokondria, dapat dipengaruhi
oleh berbagai faktor. Konsentrasi pewarna yang digunakan sangat
penting; dosis yang terlalu rendah mungkin tidak memberikan sinyal
yang cukup, sementara dosis yang terlalu tinggi dapat menyebabkan
akumulasi non-spesifik. Selain itu, waktu inkubasi sel dengan JC-1 juga
berpengaruh, inkubasi yang terlalu singkat mungkin tidak
memungkinkan pewarna untuk masuk ke dalam mitokondria,
sedangkan inkubasi yang terlalu lama dapat mengubah potensi
membran. Suhu selama inkubasi juga memainkan peran, di mana suhu

yang lebih tinggi dapat meningkatkan aktivitas sel, sedangkan suhu
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yang lebih rendah dapat menghambatnya.’® Kesehatan sel juga harus
diperhatikan, karena sel yang tidak sehat atau mati mungkin tidak
menunjukkan hasil yang akurat. pH media kultur sel dapat
mempengaruhi akumulasi JC-1 dalam mitokondria, di mana pH yang
tidak sesuai dapat mempengaruhi stabilitas pewarna. Selain itu, jenis
sel yang digunakan dalam eksperimen dapat memiliki karakteristik
mitokondria yang berbeda, yang dapat mempengaruhi hasil
pengukuran. Stres oksidatif yang tinggi, yang ditandai dengan
peningkatan produksi ROS, juga dapat mempengaruhi potensi

membran mitokondria dan hasil pengukuran JC-1.3
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2.5 Kerangka Teori

PBMC

(Sel Sistem Imun)

i

Mitokondria

(Menghasilkan ATP)
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Potensi Membran
Mitokondria

l

Kesehatan
mitokondria

l

Pewarnaan Mitokondria
dengan JC-1

Gambar 2.2 Kerangka Teori

2.6 Kerangka Konsep

Variabel Dependent
Variabel Independent
Penyerapan optimal

Konsentrasi JC-1
JC-1 pada sel

Gambar 2.3 Kerangka Konsep
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2.7 Hipotesis
HO : Pada penelitian ini penggunaan konsentrasi JC-1 yang berbeda tidak
memberikan dampak pada deteksi dari potensi membran mitokondria
H1 : Hipotesis dari penelitian ini adalah pada penggunaan konsentrasi JC-1
yang berbeda akan mempengaruhi hasil deteksi dari potensi membran

mitokondria dan pada konsentrasi tertentu dapat memberikan hasil yang akurat.
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BAB3

METODE PENELITIAN

3.1 Definisi Operasional

Tabel 3.1 Definisi Operasional

Variabel Definisi Alat Ukur Cara Hasil Skala
Operasional Ukur Ukur Ukur
Variabel Konsentrasi Mikroskop PBMC Terdapat Rasio
Independen:  JC-1 mengacu  Fluoresens  diperiksa sel yang 0-1
Konsentrasi  pada Tingkat dengan JC-1 menyerap 0 =sel
JC-1 pewarna dalam konsentrasi  warna tidak
sel yang 2 uM dan  merah menyerap
digunakan 4 uM di warna
untuk menilai mikroksop merah
fungsi dan fluoresens. 1 =sel
kesehatan dari menyerap
mitokondria warna
merah
Variabel Penilaian Mikroskop  Melihat sel ~ Persentase Rasio
Dependen: didapatkan fluoresens  yang sel 0-1
Penyerapan  dari sel yang menyerap ~ berwarna () = sel
optimal menyerap warna merah tidak
JC-1 pada warna merah merah dari total  menyerap
sel dari sel yang warna
pewarnaan JC- diamati  merah
1 1 =sel
menyerap
warna
merah

16
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3.2 Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini adalah analitik eksperimental dimana penelitian
ini akan melihat kondisi pada potensi membran mitokondria setelah diberi
JC-1 dengan konsentrasi yang berbeda yang akan menjadi penilaian

terhadap fungsi mitokondria pada PBMC.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian
Waktu pelaksanaan penelitian ini dimulai dari 15 Februari 2025
hingga 21 Februari 2025. Penelitian dilakukan dimulai dari pengambilan
sampel darah dapat dilakukan di Klinik Spesialis FK UMSU dengan
bantuan tenaga medis yang profesional. Isolasi serta kultur dan pewarnaan
dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas

Muhammadiyah Sumatera Utara.

3.4 Populasi dan Sampel Penelitinan
3.4.1 Populasi Penelitian
Populasi yang digunakan pada penelitian ini adalah
pendonor yang memiliki darah sehat yang berasal dari vena dan
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Pemilihan populasi darah
sehat bertujuan untuk memastikan bahwa hasil penelitian dapat
memberikan gambaran yang akurat dan representatif mengenai
karakteristik sel yang diteliti.
3.4.2 Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari
populasi yang telah ditentukan dan terdiri dari sel-sel yang diisolasi
dari darah sehat. Sel-sel ini akan digunakan untuk analisis lebih
lanjut dalam penelitian ini, dengan tujuan untuk mengevaluasi

karakteristik dan respons seluler dalam kondisi normal.
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3.5 Teknik Pengambilan Data
3.5.1 Alat Penelitian

—_—

A A A o B

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah:
Rak tube 15 mL
Biological Safety Cabinet (BSC 2) Class 11
Refrigerated Laboratory Centrifuge MPW
S1 Pipette Filler
Fluorescense Microscope
Micropipette 1000uL
Micropipette 200uL
Micropipette 10uL

Inverted Microscope

10. Waterbath

11.

Naubauer Chamber (Kamar hitung)

12. Inkubator CO2 5% 37°C
3.5.2 Bahan Penelitian

A e AN T

e e S =y
W N = O

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:
Sampel darah yang diambil dari sampel yang telah ditentukan
sebanyak 5 mL
Ficoll paque
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Coverslips

Microscope slide

Tabung falcon 15 mL
Microtube

Tip micropipette 10-1000puL
Tabung darah vaculab EDTA

. Media kultur RPMI 1640
. 24 well-plate
. Serological pipette

. Mitochondrial membrane potential detection kit (JC-1)
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Seleksi Sampel
Seleksi pendonor darah untuk sampel berdasarkan dengan
kriteria inklusi dan eksklusi. Adanya kriteria ini menjadi salah satu
syarat pendonor diharapkan mendapat hasil yang baik nantinya.
Kriteria inklusi dan eksklusi berupa:

Tabel 3.2 Kriteria Inklusi dan Eksklusi

Kiriteria Inklusi Kriteria Eksklusi
Usia diatas 18 tahun Memiliki riwayat penyakit
darah
Dalam keadaan sehat Indeks Massa Tubuh (IMT) di
atas nilai normal (Obesitas)

Seleksi sampel dilakukan dengan menggunakan purposive
sampling dimana penelitian ini mengambil sampel berdasarkan

kriteria inklusi dan eksklusi yang sesuai.

Pengambilan Sampel Darah
Pengambilan sampel darah akan dilakukan setelah sampel
diberikan penjelasan mengenai penelitian yang akan dijalankan dan
informed consent. Sampel darah di ambil sebanyak 5 ml
menggunakan tabung vaculab EDTA. Darah di simpan dalam suhu
ruang dan digunakan saat penelitian dalam waktu kurang dari 2 jam.
Isolasi PBMC
PBMC diisolasi menggunakan reagen histopaque yang
dilakukan menggunakan tabung 15 ml. Langkah — langkah
pengerjaan isolasi PBMC sebagai berikut:
Darah yang telah di ambil sebanyak 5 ml dimasukkan ke tabung 15 ml
yang telah berisi ficoll paque dengan perbandingan 1:1 dan
sentrifugasi selama 30 menit.
Hasil sentrifugasi terdapat 4 lapisan, yaitu RBC, ficoll paque, buffy

coat, dan plasma
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Ambil buffy coat secara hati — hati jangan sampai ficoll paque ikut
terambil kemudian buffy coat dipindahkan ke tabung yang baru

Buffy coat di dalam tabung ditambahkan dengan PBS kemudian
lakukan sentrifugasi kembali selama 10 menit

Didapatkan pellet PBMC dan lakukan pencucian sel agar sel menjadi
bersih

PBMC dilakukan penyimpanan dengan memasukkan ke dalam
cryovial dan disimpan di freezer dengan suhu -80°C.*

Thawing dan Perhitungan sel pada PBMC

Thawing atau pencairan PBMC dilakukan dengan cara
mengeluarkan cryovial dari freezer -80°C dengan cepat ke
waterbath. Bagian cryovial dihangatkan dengan suhu 37°C selama
30-60 detik dan sisakan es pada vial sekitar 20%. Vial yang telah
hangat dikeluarkan dari waterbath. RPMI dan FBS dimasukkan ke
dalam tabung falcon dan masukkan suspensi sel dari vial yang telah
hangat.*

Perhitungan sel dilihat dengan cara menggunakan naubauer
chamber yang telah dibersihkan dan dilihat menggunakan
mikroskop inverted. Suspensi sel dimasukkan ke dalam tabung
mikrosentrifuge sebanyak 10uL dan campurkan dengan trypan blue
sebanyak 10pL sehingga keduanya memiliki perbandingan 1:1.
Campuran dipipetkan sebanyak 10uL ke dalam naubauer chamber
dengan mikropipet dan 5 suspensi akan menyebar di dalam naubauer
chamber. Amati menggunakan mikroskop inverted kemudian sel di
hitung dengan melihat sel yang hidup (sel berwarna cerah) dan sel

mati (sel berwarna biru) serta melakukan penghitungan sel.*’

Jumlah sel hidup/mL = Jumlah resuspensi (ml) x 2 x 10*
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l 7 - — .X '7 - e
Gambar 3.1 Perhitungan sel

3.5.7 Kultur PBMC

3.5.8

PBMC dikultur dalam Complete Media yang berisi RPMI
yang telah dipanaskan di dalam waterbath pada suhu 37°C selama
15 menit dengan 10% FBS. Media di aduk secara perlahan sebanyak
tiga kali. Complete Media RPMI dipipet sebanyak 1 mL ke dalam
24 well plate. PBMC di inkubasi pada suhu 37°C CO2 5%. PBMC
di amati setelah 1 malam dengan inverted microscope.*
Perhitungan Konsentrasi JC-1

Penggunaan  JC-1  dilakukan  pengukuran  untuk
mengencerkan larutan. Pengukuran dilakukan bertujuan untuk
mendapatkan volume yang tepat dari konsentrasi yang berbeda.
Sehingga konsentrasi yang didapatkan telah sesuai untuk digunakan
saat melakukan pewarnaan pada sel PBMC. Perhitungan dilakukan

dengan menggunakan rumus sebagai berikut:*!

Perhitungan =C1 x V1 =C2x V2

Keterangan:
C1: Konsentrasi awal larutan (sebelum pengenceran)
V1: Volume larutan awal yang akan diencerkan
C2: Konsentrasi akhir larutan (setelah pengenceran)

V2: Volume akhir larutan setelah pengenceran
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3.5.9 Pewarnaan Mitokondria Menggunakan JC-1

1. PBMC di kultur sesuai dengan protokol penelitian yang sedang
dijalankan.

2. Tambahkan JC-1 Staining solution per 500 uL condition media

dengan konsentrasi yang ditentukan sebelumnya

Aduk perlahan dengan pipet up and down

Masukkan kedalam plate kultur

Inkubasi sampel CO2 dalam inkubator 37°C selama 15 menit

Setelah di inkubasi amati sel dengan zoe fluorescent cell imager

NS kW

Akan terlihat gambaran sel yang menyerap agregat berwarna

merah.*

3.6 Pengolahan dan Analisis Data

3.6.1

3.6.2

Pengolahan Data

Pengolahan data akan dilakukan menggunakan perangkat
lunak komputer, yaitu Statistical Product and Service Solutions
(SPSS). Perlu melakukan beberapa langkah agar dapat di olah
dengan baik, seperti pemeriksaan data, memberi kode pada data agar
tidak tertukar, memasukkan serta membersihkan data dan
menganalisis data yang telah terkumpul.
Analisis Data

Setelah data dikumpulkan dan diproses, langkah selanjutnya
adalah menganalisis data. Jumlah sampel penelitian ditentukan
berdasarkan perhitungan untuk uji beda dua rata-rata (independent t-
test). Proses analisis data dimulai dengan analisis univariat untuk
menilai distribusi dan karakteristik masing-masing variabel, seperti
viabilitas dan sel PBMC yang telah diwarnai dengan JC-1 pada
konsentrasi berbeda, dengan menghitung statistik deskriptif berupa
rata-rata, median, standar deviasi, dan frekuensi. Uji Shapiro-Wilk
digunakan untuk menguji normalitas data. Jika data berdistribusi

normal, digunakan uji independent t-test. Namun, apabila tidak
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berdistribusi normal, digunakan wuji Mann-Whitney untuk
membandingkan kelompok. Tingkat signifikansi yang digunakan
adalah 5%. Jika p < 0,05 maka HI1 diterima (terdapat perbedaan
signifikan), sedangkan jika p > 0,05 maka HO diterima (tidak
terdapat perbedaan signifikan).

3.7 Alur Penelitian

Pengurusan surat
etik penelitian

A4

Seleksi sampel penelitian serta
melakukan informed consent

Pengambilan darah
sampel

'

Isolasi PBMC

v
Thawing dan kultur PBMC

A4

Pewarnaan aktivitas mitokondria
menggunakan JC-1

A 4

Pengolahan dan analisis data

Kesimpulan

Gambar 3.2 Alur Penelitian
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara yang berjalan dimulai dari tanggal
18 Februari 2025 hingga 21 Februari 2025. Penelitian ini dilakukan sesuai
dengan prosedur dan aturan yang berlaku dan telah mendapatkan izin penelitian

dari Komite Etik FK UMSU dengan No. 1193/KEPK/UMSU/2024.

4.1.1 Isolasi PBMC

Isolasi PBMC didapat melalui sampel darah yang di ambil dari
donor sehat sebanyak 5 mL yang kemudian dilakukan menggunakan kit
khusus untuk isolasi PBMC dan didapatkan 4 lapisan yang terdiri dari
plasma, buffy coat, ficoll paque, dan RBC. Buffy coat di ambil

kemudian dilakukan pencucian sel dan menghasilkan pellet PBMC.

Gambar 4.1 Hasil Isolasi PBMC
4.1.2 Perhitungan Sel

Perhitungan sel digunakan untuk melihat sel hidup dan jumlah
dari sel hidup menggunakan rumus sebagai berikut:

Jumlah sel hidup/mL = Jumlah resuspensi (ml) x 2 X 10*

Jumlah sel hidup dalam kamar hitung = 153 sel
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153% 2 x 10* = 3.060.000 sel

Kultur PBMC
Kultur PBMC dilakukan selama 24 jam menggunakan 24 well

plate. Hasil kultur didapatkan sel menempel pada permukaan well

sehingga menggambarkan sel yang sehat dan aktif.

Gambar 4.2 Hasil Kultur PBMC

Perhitungan Konsentrasi JC-1

Pada penelitian ini menggunakan JC-1 dengan volume 5 mg dan
diencerkan untuk mendapatkan volume dari dua konsentrasi yang
digunakan, yaitu 2 uM dan 4 pM, maka didapatkan perhitungan sebagai
berikut:
Konsentrasi 2 uM:
5000puM x pL =2 puM x 1000 pL =2000/5000 = 0,4 nL/1 mL
Konsentrasi 4 uM:
5000puM x pL =4 uM x 1000 pL = 1000/5000 = 0,8 uL/1TmL
Pewarnaan Mitokondria dengan JC-1

Pewarnaan mitokondria menggunakan JC-1 memberikan hasil
bermakna bagi aktivitas mitokondria. Pewarnaan ini diperiksa
menggunakan mikroskop fluoresens. Hasil yang didapatkan dari
pewarnaan adalah terdapat sel yang menyerap warna merah. Sel yang

menyerap warna merah dihitung di masing — masing well pada setiap
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konsentrasi. Sel yang didapatkan pada konsentrasi yang berbeda adalah

sebagai berikut:
Tabel 4.1 Sel Merah didapatkan dari Konsentrasi 2 uM
Well Plate Sel Menyerap Merah
1 60
2 53
3 34

Tabel 4.2 Sel Merah didapatkan dari Konsentrasi 4 uM

Well Plate Sel Menyerap Merah
1 34
2 44
3 24

(2) (b)

Gambar 4.3 Hasil Pewarnaan dengan JC-1

Keterangan :

(a) Konsentrasi 2 uM

(b) Konsentrasi 4 uM

Kotak merah : Sel yang menyerap warna merah

Kotak jingga : Warna merah tidak merata sehingga tidak bisa terhitung

Kotak biru : Sel yang tidak menyerap warna merah
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4.1.6 Analisis Data Pewarnaan JC-1

Hasil data menunjukkan analisis terhadap dua konsentrasi, yaitu
Konsentrasi 2 uM dan Konsentrasi 4 uM. Uji normalitas menggunakan
Shapiro-Wilk menunjukkan nilai p dari kedua kelompok konsentrasi,
yaitu pada konsentrasi 2 uM p (0,503) dan konsentrasi 4 uM p (1,000).
Keduanya memiliki nilai p>0,05 menandakan bahwa data terdistribusi
secara normal. Independent T Test dilakukan untuk membandingkan
jumlah JC-1 rata — rata per lapang pandang antara konsentrasi 2 uM
dan konsentrasi 4 uM. Konsentrasi 2 pnM memiliki mean sebesar 49,00
dan standar deviasi 13,454. Sebaliknya, Konsentrasi 4 memiliki mean
34,00 dan standar deviasi 10,00. Namun, pada perbedaan keduanya
memiliki statistik dengan signifikansi p = 0,196. Angka tersebut
menunjukkan nilai sig. p>0,05 sehingga didapatkan kedua kelompok
tidak memiliki perbedaan yang signifikan. Berdasarkan uji daya
(power) pada penelitian ini didapatkan hasil sebesar 37% yang

menggambarkan bahwa penelitian ini memiliki daya yang lemah.

Persebaran Sel Merah

~
o

n=3 p value = 0,196

D
o

(%]
o

n=3

Mean per Well
w B
o o

N
o

=
o

o

2 uM 4 uM

Konsentrasi

Gambar 4.4 Grafik Persebaran Sel Merah Setiap Konsentrasi
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4.2 Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, secara pengamatan
didapatkan sel yang menyerap agregat merah pada kelompok konsentrasi 2 uM
lebih banyak dibandingkan kelompok konsentrasi 4 uM. Dalam penelitian ini
menggunakan zoe fluorescent cell imager untuk melihat hasil dari pewarnaan
JC-1. Dalam mikroskop tersebut hanya menggunakan satu filter warna, yaitu
warna merah saja dan pengukuran warna merah dan hijau tidak bisa dilakukan
secara bersamaan dikarenakan kurang sensitif untuk menilai kondisi
mitokondria sehingga hasil menjadi tidak maksimal.

Diketahui JC-1 adalah pewarna kationik yang diserap oleh mitokondria
berkaitan langsung dengan tingkat potensi membran mitokondria. Semakin
tinggi penyerapan mitokondria, semakin banyak konsentrasi bentuk agregat
JC-1 yang menghasilkan sinyal emisi fluoresensi merah, dibandingkan dengan
bentuk monomer JC-1 yang memancarkan fluoresensi hijau. Penilaian
mitokondria juga dapat berdasarkan dari sel yang menyerap warna merah
sehingga semakin banyak sel yang menyerap warna merah, potensi membran
mitokondria bernilai lebih besar.*’

Penggunaan JC-1 pada konsentrasi 2 uM dan 4 uM dalam penelitian
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan dalam viabilitas sel
antara kedua konsentrasi tersebut. Hal ini dapat disebabkan oleh beberapa
faktor. Pertama, kedua konsentrasi mungkin berada dalam rentang yang cukup
untuk mencapai saturasi dalam pengukuran potensi membran mitokondria,
sehingga tidak ada perbedaan yang terlihat. Selain itu, variabilitas dalam
eksperimen, seperti perbedaan dalam kultur sel dan kondisi lingkungan, dapat
mempengaruhi hasil. Respons sel terhadap JC-1 juga dapat bervariasi
tergantung pada jenis sel yang digunakan, beberapa sel mungkin lebih sensitif
terhadap perubahan konsentrasi, sementara yang lain tidak. Metode analisis
yang digunakan untuk mengevaluasi data juga berperan penting analisis
statistik yang tepat diperlukan untuk menentukan signifikansi perbedaan.
Pada konsentrasi yang lebih tinggi, seperti 4 uM, mungkin ada efek toksisitas

yang dapat mempengaruhi viabilitas sel, sehingga mengimbangi potensi
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peningkatan sinyal fluoresensi. Maka dari itu, didapatkan tren penurunan
jumlah sel merah antara konsentrasi 2 uM dan 4 pM.

Penelitian yang dilakukan oleh Figuiera et al., 2012 menunjukkan
bahwa konsentrasi JC-1 yang tinggi membuat endapan menjadi sulit
dibersihkan.*® Hal ini menggambarkan pada penggunaan konsentrasi 4 pM
pada pewarnaan cukup sulit di nilai karena banyak nya endapan yang ada pada
sel sehingga cukup sulit menilai sel yang menyerap agregat merah.

Keterbatasan dari penelitian ini adalah kurangnya sampel pada
penelitian. Hal ini dikarenakan merupakan penelitian terbaru sehingga
mencoba untuk memulai dari sampel seminimal mungkin untuk melihat sejauh
mana perbedaan awal antar kelompok perlakuan. Selain itu, penelitian ini tidak
dilakukan dengan teknik bl/ind sehingga ditakutkan hasil bias. Kemudian
masih banyaknya membutuhkan referensi tambahan mengenai penggunaan
pewarna JC-1 karena masih jarangnya penelitian yang menggunakan

konsentrasi pada JC-1 selain dari 2 pM.
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BABS
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat
disimpulkan bahwa:

1. Sel yang menyerap agregat merah dapat menunjukkan potensi membran
mitokondria yang lebih besar.

2. Secara visual menunjukkan terdapat tren penurunan jumlah sel merah antara
konsentrasi 2 uM dengan konsentrasi 4 uM. Penggunaan konsentrasi yang
lebih rendah dapat lebih optimal dibandingkan dengan konsentrasi yang
lebih tinggi. Namun, hasil analisis statistik menunjukkan bahwa konsentrasi

2 uM dengan 4 pM tidak memiliki perbedaan yang signifikan.

5.2 Saran
Berdasarkan kesimpulan dari penelitian ini, maka terdapat beberapa
saran yang dapat dilakukan untuk penelitian selanjutnya agar dapat memberikan
penelitian yang lebih baik lagi. Saran dari penelitian ini adalah:
1. Penggunaan konsentrasi JC-1 yang paling optimal tetap konsentrasi 2
uM
2. Menggunakan jumlah sampel lebih banyak agar dapat meningkatkan
kekuatan serta mendapat peluang besar untuk mendeteksi perbedaan
secara statistik
3. Sebaiknya penelitian dilakukan dengan teknik blind untuk

meminimalkan hasil bias.
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Lampiran 4. Hasil Penelitian
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Konsentrasi 2 uM Konsentrasi 4 pM

(1 (1)

(2) )
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3)

“4) (4)

(5) (5)

Keterangan:

(1) = Lapang pandang atas
(2) = Lapang pandang bawah
(3) = Lapang pandang kiri
(4) = Lapang pandang kanan
(5) = Lapang pandang tengah
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Lampiran 5. Hasil Uji Statistik

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
2 uM ,284 3 ,934 3 ,503
4 uM 175 3 1,000 3 1,000

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Group Statistics

Std.
Std. Error
kelompok N Mean Deviation Mean
hasil 2 uM 3 49,0000 | 13,45362 7,76745
4 uyM 3 34,0000 | 10,00000 5,77350
Histogram
for Konsentrasi= Konsentrasi 2pM
107 Mean = 49.00
Std, Dev. = 13.454
N=3
0.5+
)
2 06
L]
=]
o
L]
w
0.4+
0.2+
0.0 T
30,00 4000 5000 60.00
Total sel
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Histogram
for Kensentrasi= Konsentrasi 4pM
1.07 Mean = 34.00
Std. Dev. = 10.00
N=3
0.8
3 06
2 o
a
3
3
1]
L=
[T
0.4+
0.2
0.0-
20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00
Total sel

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence

Interval of the

Sig. (2- Mean Std. Error Difference
F Sig. t df tailed) Difference | Difference Lower Upper
,518 511 1,550 4 ,196 | 15,00000 9,67815 | -11,87086 | 41,87086
1,550 3,693 ,202 | 15,00000 9,67815 | -12,77474 | 42,77474
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fry G*Power3.1.9.7 - *
File Edit View Tests Calculator Help

Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses

critical t =2.13185
0.3 4
0.2 4
0.1 4
0 Sy
Test family Statistical test
ttests ~ Means: Difference between two independent means (two groups) ~
Type of power analysis
Post hoc: Compute achieved power - given o, sample size, and effect size ~
Input Parameters Output Parameters
Tail(s) One ~ Noncentrality parameter & 1.5840750
Effect size d 1.2933918 Critical t 2.1318468
o err prob 0.05 Df 4
Sample size group 1 3 Power (1-B err prob) 0.3718447
Sample size group 2 3

X-Y plot for a range of values Calculate

Hasil Uji Daya Analisis di Gpower
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Lampiran 6. Dokumentasi Kegiatan
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Laporan Kehadiran/Absensi di Laboratorium Terpadu FK UMSU
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Laporan penggunaan barang dan lama jam kerja di Laboratorium Terpadu FK

UMSU
Keterangan:

- Kehadiran selama di laboratorium sebanyak 10 jam 10 menit
- Alat dan bahan habis pakai digunakan secara baik selama penelitian

berlangsung
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Lampiran 7. Artikel Penelitian

ANALISIS KONSENTRASI PENGGUNAAN JC-1 DALAM PENILAIAN
AKTIVITAS MITOKONDRIA PADA PBMC

(Peripheral Blood Mononuclear Cell)

Syakirah Rihhadatul’aisy', Zukhrofi Muzar?
Program Studi Pendidikan Dokter, Fakultas Kedokteran, Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara'
Departemen Histologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara?

Penulis Korespodensi: Zukhrofi Muzar

zukhrofimuzar@umsu.ac.id, bayer.aisy@gmail.com

ABSTRAK

Latar Belakang: Mitokondria merupakan organel penting yang berperan dalam
produksi energi sel melalui proses fosforilasi oksidatif. Salah satu indikator fungsi
mitokondria adalah potensi membran mitokondria, yang dapat dinilai
menggunakan pewarna fluoresens JC-1. Sebagian besar penelitian menggunakan
konsentrasi JC-1 sebesar 2 uM, namun efektivitas konsentrasi lain seperti 4 uM
masih belum banyak dikaji, terutama pada sel PBMC (Peripheral Blood
Mononuclear Cell). Tujuan penelitian ini untuk menganalisis pengaruh penggunaan
dua konsentrasi JC-1 (2 uM dan 4 uM) terhadap aktivitas mitokondria pada PBMC.
Metode: Penelitian ini merupakan analitik eksperimental yang dilakukan di
laboratorium dengan menggunakan sampel darah dari donor sehat. Sel PBMC
diisolasi, dikultur, lalu diberi perlakuan JC-1 dengan dua konsentrasi berbeda.
Penilaian dilakukan dengan mikroskop fluoresens untuk menghitung jumlah sel
yang menyerap warna merah sebagai indikator potensi membran mitokondria.
Hasil: Sel yang menyerap warna merah pada konsentrasi 2 pM memiliki jumlah
yang lebih tinggi dibandingkan 4 pM (mean 49,00 vs 34,00), meskipun perbedaan
tidak signifikan secara statistik (p=0,196). Hasil ini menunjukkan bahwa
konsentrasi 2 puM cenderung lebih efektif dalam menilai potensi membran
mitokondria pada PBMC. Kesimpulan: Konsentrasi JC-1 sebesar 2 pM merupakan
konsentrasi yang optimal dalam menilai potensi membran mitokondria pada
PBMC.

Kata Kunci: JC-1, mitokondria, PBMC, konsentrasi JC-1
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PENDAHULUAN
Tubuh  memiliki  sistem
kekebalan tubuh sebagai pelindung
dari segala komponen yang dapat
menginfeksi tubuh sehingga menjadi
sebuah penyakit. Di berbagai jenis sel
sebagai sistem imun salah satunya
adalah peripheral blood mononuclear
cell (PBMC). PBMC terdiri dari
beberapa komponen didalamnya
seperti  limfosit, monosit dan
makrofag.!  PBMC  merupakan
sekumpulan sel inflamasi yang besar
dan mudah untuk diperoleh sehingga
dapat memberikan informasi terkait
sistem kekebalan tubuh.?
Mitokondria menjadi penghasil
energi pada sel yang membentuk
energi melalui pembentukan adenosin
trifosfat (ATP) dari fosforilasi
oksidatif (OXPHOS)*. Mitokondria
dengan sel imun memiliki keterkaitan
karena mitokondria memproduksi
ATP sebagai aktivitas sel,
metabolisme energi dan respon
terhadap infeksi ataupun imun.
Pembentukan ATP pada mitokondria
terjadi  karena adanya potensi
membran mitokondria.*

Pada penilaian aktivitas

mitokondria atau potensi membran

54

mitokondria dapat menggunakan
pewarnaan mitokondria. Mitokondria
dapat diwarnai dengan beberapa
pewarnaan, salah satunya JC-1.° Pada
pewarnaanmitokondriamembutuhkan
konsentrasi sebagai respons dari
potensi membran  mitokondria®.
Terdapat akumulasi JC-1 pada
mitokondria yang membentuk agregat
J. Agregat ] memberikan warna pada
potensi  membran  mitokondria
sehingga  hal  tersebut  dapat
mendeteksi bagaimana potensi dari
potensi membran mitokondria.” Pada
sel yang sehat dengan potensi
membran mitokondria yang normal,
pewarna JC-1 akan memasuki dan
terakumulasi di dalam mitokondria
yang memiliki energi dan muatan
negatif, dan secara  otomatis
membentuk agregat yang
menghasilkan  fluoresensi  merah.
Sebaliknya, pada sel yang tidak sehat
atau mengalami apoptosis, pewarna
JC-1 juga masuk ke dalam
mitokondria namun dalam jumlah
yang lebih sedikit karena bagian
dalam mitokondria memiliki muatan

yang  kurang  negatif  akibat

peningkatan permeabilitas membran
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dan kehilangan potensial
elektrokimia.®

Beberapa peneliti terdahulu
telah melakukan penelitian terkait
pewarnaan mitokondria dengan JC-1,
namun sebagian besar penelitian
menggunakan  konsentrasi  JC-1
sebesar 2 pM. Sementara itu, terdapat
penelitian lain menunjukkan
penggunaan metode JC-1 pada
PBMC dengan konsentrasi lebih dari
2 uM.>!%Maka dari itu, dilakukannya
penelitian ini bertujuan untuk melihat
optimasi dan penggunaan konsentrasi
JC-1 khusus untuk PBMC. Selain itu,
penelitian  ini  juga  melihat
penggunaan konsentrasi yang berbeda
antara konsentrasi 2 uM dengan 4 uM
serta menentukan konsentrasi yang
tepat  untuk  melihat  fungsi
mitokondria.
METODE

Penelitian ini  merupakan

penelitian analitik eksperimental
dimana penelitian ini akan melihat
kondisi pada potensi membran
mitokondria setelah diberi JC-1
dengan konsentrasi yang berbeda
yang akan menjadi penilaian terhadap

fungsi mitokondria pada PBMC.
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Prosedur penelitian di awali
dengan pemilihan populasi yang akan
menjadi pendonor yang memiliki
darah sehat berasal dari vena dan
memenuhi  kriteria inklusi  dan
eksklusi. Sampel yang digunakan
adalah populasi yang telah ditentukan
dan terdiri dari sel-sel sehat yang
telah di isolasi dari darah sehat.
Penelitian ini berjalan selama 7 hari di
Laboratorium Terpadu FK UMSU.

Kriteria ~ inklusi  berupa
pendonor yang berusia di atas 18
tahun dan dalam keadaan sehat dan
untuk  kriteria  eksklusi  berupa
pendonor memiliki riwayat penyakit
darah dan memiliki indeks massa
tubuh di atas nilai normal (obesitas).
Seleksi sampel menggunakan
purposive sampling karena
menggunakan kriteria inklusi dan
eksklusi.

Isolasi PBMC

Pengambilan sampel darah
dilakukan informed consent terlebih
dahulu kepada pendonor dan darah
sehat di ambil dari vena sebanyak 5
ml menggunakan tabung vaculab
EDTA. Darah di isolasi menggunakan
reagen histopaque yang dilakukan
dalam tabung 15 ml berisi ficoll
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paque dengan perbandingan 1:1 dan
sentrifugasi 30 menit.  Hasil
didapatkan 4 lapisan, yaitu RBC,
buffy coat, plasma, dan darah. Buffy
coat di ambil dengan hati-hati dan
pindahkan ke tabung baru yang
ditambah dengan PBS kemudian di
sentrifugasi  selama 10 menit.
Didapatkan  pellet PBMC dan
dilakukan pencucian sel agar menjadi
bersih. Kemudian PBMC dimasukkan
di cryovial dan disimpan dalam
freezer -80°C.!"!
Thawing dan Perhitungan Sel
Setelah freezing, dilakukan
thawing PBMC di waterbath pada
suhu 37°C dan perhitungan sel.
Perhitungan sel dilihat dengan cara
menggunakan naubauer chamber
yang telah dibersihkan dan dilihat
menggunakan mikroskop inverted.'!
Suspensi sel dimasukkan ke dalam
tabung mikrosentrifuge sebanyak
10uL dan campurkan dengan trypan
blue sebanyak 10puL  sehingga
keduanya memiliki perbandingan 1:1.
Campuran dipipetkan sebanyak 10uL
ke dalam naubauer chamber dengan
mikropipet dan 5 suspensi akan
menyebar di  dalam  naubauer

chamber. Amati  menggunakan
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mikroskop inverted kemudian sel di
hitung dengan melihat sel yang hidup
(sel berwarna cerah) dan sel mati (sel
berwarna biru) serta melakukan

penghitungan sel.

Jumlah sel hidup/mL = Jumlah
resuspensi (ml) x 2 x 10*

Kultur PBMC

PBMC dikultur ~ dalam
Complete Media yang berisi RPMI
yang telah dipanaskan di dalam
waterbath pada suhu 37°C selama 15
menit dengan 10% FBS. Media di
aduk secara perlahan sebanyak tiga
kali. Complete Media RPMI dipipet
sebanyak 1 mL ke dalam 24 well
plate. PBMC di inkubasi pada suhu
37°C CO2 5%. PBMC di amati
setelah 1 malam dengan mikroskop
inverted.!!
Perhitungan Konsentrasi JC-1

Penggunaan JC-1 dilakukan
pengukuran untuk mengencerkan
larutan.  Pengukuran  dilakukan
bertujuan untuk mendapatkan volume
yang tepat dari konsentrasi yang
berbeda. Sehingga konsentrasi yang
didapatkan  telah  sesuai  untuk

digunakan saat melakukan pewarnaan

pada sel PBMC. Perhitungan
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dilakukan dengan menggunakan

rumus sebagai berikut:!?

Perhitungan =C1 x V1 =C2x V2

Pewarnaan Mitokondria
Menggunakan JC-1

PBMC di kultur sesuai dengan
protokol penelitian yang sedang
dijalankan. Tambahkan JC-1 Staining
solution per 500 uL condition media
dengan konsentrasi yang ditentukan
sebelumnya. Aduk perlahan dengan
pipet up and down. Masukkan
kedalam plate kultur. Inkubasi sampel
€02 dalam inkubator 37°C selama 15
menit. Setelah di inkubasi amati sel
dengan zoe fluorescent cell imager.
Akan terlihat gambaran sel yang
menyerap agregat berwarna merah. !4
Pengolahan dan Analisis Data

Pengolahan data akan
dilakukan menggunakan perangkat
lunak komputer, yaitu Statistical
Product and  Service Solutions
(SPSS). Setelah data dikumpulkan
dan diproses, langkah selanjutnya
adalah menganalisis data. Jumlah
sampel penelitian ditentukan
berdasarkan perhitungan untuk uji
beda dua rata-rata (independent t-

test). Proses analisis data dimulai
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dengan analisis univariat untuk
menilai distribusi dan karakteristik
masing-masing  variabel,  seperti
viabilitas dan sel PBMC yang telah
diwarnai  dengan  JC-1  pada
konsentrasi berbeda, dengan
menghitung statistik deskriptif berupa
rata-rata, median, standar deviasi, dan
Shapiro-Wilk

digunakan untuk menguji normalitas

frekuensi. Uji

data. Jika data berdistribusi normal,
digunakan uji independent t-test.
Namun, apabila tidak berdistribusi
normal, digunakan uji Mann-Whitney
untuk membandingkan kelompok.
Tingkat signifikansi yang digunakan
adalah 5%. Jika p < 0,05 maka H1
diterima (terdapat perbedaan
signifikan), sedangkan jika p > 0,05
maka HO diterima (tidak terdapat
perbedaan signifikan).
HASIL
Isolasi PBMC

Isolasi PBMC didapat melalui
sampel darah yang di ambil dari
donor sehat sebanyak 5 mL yang
kemudian dilakukan menggunakan
kit khusus untuk isolasi PBMC dan
didapatkan 4 lapisan yang terdiri dari
plasma, bufty coat, ficoll paque, dan

RBC. Buffy coat di ambil kemudian
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dilakukan  pencucian sel dan

menghasilkan pellet PBMC.

Gambar 1. Hasil Isolasi PBMC

Perhitungan Sel Hidup

Perhitungan sel digunakan
untuk melihat sel hidup dan jumlah
dari sel hidup didapatkan sebanyak
berikut: Jumlah sel hidup dalam
kamar hitung = 153 sel
153x 2 x 104 = 3.060.000 sel
Kultur PBMC

Kultur PBMC dilakukan
selama 24 jam. Hasil kultur
didapatkan sel menempel pada

permukaan well sehingga

menggambarkan sel yang sehat dan

aktif.

Gambar 2. Hasil Kultur PBMC
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Pewarnaan Konsentrasi JC-1

Pada penelitian ini
menggunakan JC-1 dengan volume 5
mg dan diencerkan untuk
mendapatkan  volume dari dua
konsentrasi yang digunakan, yaitu 2
uM dan 4 pM, maka didapatkan
perhitungan sebagai berikut:
Konsentrasi 2 pM: 5000uM x pL =2
puM x 1000 pL = 2000/5000 = 0,4
puL/1 mL
Konsentrasi 4 uM: 5000uM x pL =4
puM x 1000 pL = 1000/5000 = 0,8
pL/1mL
Pewarnaan Mitokondria dengan
JC-1

Pewarnaan mitokondria
menggunakan JC-1 memberikan hasil
bermakna bagi aktivitas mitokondria.
Pewarnaan ini diperiksa meng-
gunakan mikroskop fluoresens. Hasil
yang didapatkan dari pewarnaan
adalah terdapat sel yang menyerap
warna merah. Sel yang menyerap
warna merah dihitung di masing —
masing well pada setiap konsentrasi.

Sel yang didapatkan pada konsentrasi
yang berbeda adalah sebagai berikut:
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Tabel 1. Sel Merah didapatkan dari
Konsentrasi 2 pM

Well Plate Sel Menyerap
Merah
1 60
2 53
3 34

Tabel 2. Sel Merah didapatkan dari

Konsentrasi 4 uM
Well Plate Sel Menyerap
Merah
1 34
2 44
3 24

Gambar 3. Hasil Pewarnaan dengan

JC-1 Konsentrasi 2 uM
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Gambar 4. Hasil Pewarnaan dengan

JC-1 Konsentrasi 4 uM
Keterangan :
Kotak merah : Sel yang menyerap
warna merah
Kotak jingga : Warna merah tidak
merata sehingga tidak bisa terhitung
Kotak biru : Sel yang tidak menyerap
warna merah
Analisis Dana

Hasil data  menunjukkan
analisis terhadap dua Kkonsentrasi,
yaitu Konsentrasi 2 pM dan
Konsentrasi 4 pM. Uji normalitas
menggunakan Shapiro-Wilk
menunjukkan nilai p dari kedua
kelompok konsentrasi, yaitu pada
konsentrasi 2 uM p (0,503) dan
konsentrasi 4 uM p (1,000).
Keduanya memiliki nilai p>0,05
menandakan bahwa data terdistribusi
secara normal. Independent T Test
dilakukan untuk membandingkan
jumlah JC-1 rata — rata per lapang
pandang antara konsentrasi 2 uM dan
konsentrasi 4 pM. Konsentrasi 2 pM
memiliki mean sebesar 49,00 dan
standar deviasi 13,454. Sebaliknya,
Konsentrasi 4 memiliki mean 34,00
dan standar deviasi 10,00. Namun,

pada perbedaan keduanya memiliki
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statistik dengan signifikansi p =
0,196. Angka tersebut menunjukkan
nilai sig. p>0,05 sehingga didapatkan
kedua kelompok tidak memiliki
perbedaan yang signifikan.
Berdasarkan uji daya (power) pada
penelitian ini didapatkan hasil sebesar
37% yang menggambarkan bahwa
penelitian ini memiliki daya yang

lemah.

Persebaran Sel Merah
p value =0,196

70 - n=3
60 1
o 50 o n=3
=
5 40 4
o
= 30 -
8 20 -
=

10 4

0 L]

2 uM 4 uM
Konsentrasi

Gambar 5. Grafik Persebaran Sel
Merah Setiap Konsentrasi
PEMBAHASAN
Berdasarkan hasil penelitian
yang telah  dilakukan, secara
pengamatan didapatkan sel yang
menyerap agregat merah pada
kelompok konsentrasi 2 uM lebih
banyak dibandingkan kelompok
konsentrasi 4 pM. Dalam penelitian

ini menggunakan zoe fluorescent cell

imager untuk melihat hasil dari
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pewarnaan JC-1. Dalam mikroskop
tersebut hanya menggunakan satu
filter warna, yaitu warna merah saja
dan pengukuran warna merah dan
hijau tidak bisa dilakukan secara
bersamaan  dikarenakan  kurang
sensitif untuk menilai  kondisi
mitokondria sehingga hasil menjadi
tidak maksimal.

Diketahui  JC-1 adalah
pewarna kationik yang diserap oleh
mitokondria  berkaitan  langsung
dengan tingkat potensi membran
mitokondria. Semakin tinggi
penyerapan mitokondria, semakin
banyak konsentrasi bentuk agregat
JC-1 yang menghasilkan sinyal emisi
fluoresensi  merah, dibandingkan
dengan bentuk monomer JC-1 yang
memancarkan  fluoresensi  hijau.
Penilaian mitokondria juga dapat
berdasarkan dari sel yang menyerap
warna merah sehingga semakin
banyak sel yang menyerap warna
merah, potensi membran mitokondria
bernilai lebih besar."

Penggunaan  JC-1  pada
konsentrasi 2 uM dan 4 pM dalam
penelitian menunjukkan bahwa tidak

ada perbedaan yang signifikan dalam

viabilitas sel antara kedua konsentrasi
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tersebut. Hal ini dapat disebabkan
oleh beberapa faktor. Pertama, kedua
konsentrasi mungkin berada dalam
rentang yang cukup untuk mencapai
saturasi dalam pengukuran potensi
membran mitokondria, sehingga tidak
ada perbedaan yang terlihat. Selain
itu, variabilitas dalam eksperimen,
seperti perbedaan dalam kultur sel
dan kondisi lingkungan, dapat
mempengaruhi  hasil. Respons sel
terhadap JC-1 juga dapat bervariasi
tergantung pada jenis sel yang
digunakan, beberapa sel mungkin
lebih sensitif terhadap perubahan
konsentrasi, sementara yang lain
tidak. = Metode  analisis  yang
digunakan untuk mengevaluasi data
juga berperan penting analisis
statistik yang tepat diperlukan untuk
menentukan signifikansi perbedaan.
Pada konsentrasi yang lebih tinggi,
seperti 4 puM, mungkin ada efek
toksisitas yang dapat mempengaruhi
viabilitas sel, sehingga mengimbangi
potensi peningkatan sinyal
fluoresensi. Maka dari itu, didapatkan
tren penurunan jumlah sel merah
antara konsentrasi 2 uM dan 4 pM.
Penelitian yang dilakukan

oleh  Figuiera et al, 2012
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menunjukkan bahwa konsentrasi JC-
1 yang tinggi membuat endapan
menjadi sulit dibersihkan.!® Hal ini
menggambarkan pada penggunaan
konsentrasi 4 pM pada pewarnaan
cukup sulit di nilai karena banyak nya
endapan yang ada pada sel sehingga
cukup sulit menilai sel yang
menyerap agregat merah.

Keterbatasan dari penelitian
ini adalah kurangnya sampel pada
penelitian. Hal ini dikarenakan
merupakan penelitian terbaru
sehingga mencoba untuk memulai
dari sampel seminimal mungkin
untuk melihat sejauh mana perbedaan
awal antar kelompok perlakuan.
Penelitian ini tidak dilakukan dengan
teknik blind sehingga ditakutkan hasil
bias. Kemudian masih banyaknya
membutuhkan referensi tambahan
mengenai penggunaan pewarna JC-1
karena masih jarangnya penelitian
yang menggunakan konsentrasi pada
JC-1 selain dari 2 pM.
KESIMPULAN

Sel yang menyerap agregat
merah dapat menunjukkan potensi
membran mitokondria yang lebih
besar. Secara visual menunjukkan

terdapat tren penurunan jumlah sel
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merah antara konsentrasi 2 puM
dengan  konsentrasi 4 uM.
Penggunaan konsentrasi yang lebih
rendah  dapat  lebih  optimal
dibandingkan dengan konsentrasi
yang lebih tinggi. Namun, hasil
analisis statistik menunjukkan bahwa
konsentrasi 2 uM dengan 4 uM tidak
memiliki perbedaan yang signifikan.
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