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RINGKASAN

Arief Maoelana R, Prodi Sarjana Kedokteran, Universitas Islam Malang, 21
Juni 2021. Pewarnaan a-Actinin Sebagai Metode Pengukuran Luas Permukaan
Sel Model Kardiomioblas (H9C2) Yang Diinduksi Dengan Angiotensin I1
Pembimbing 1: Rahma Triliana, Pembimbing 2 : Rio Risandiansyah.

Pendahuluan: Hipertrofi kardiomioblas sebagai karakteristik gagal jantung dapat
direplikasi secara in vitro menggunakan sel H9C2 yang diinduksi dengan
Angiotensin II (Ang-1I). Namun pengukuran luas sel sulit dilakukan apabila tanpa
pewarnaan khusus. Penelitian ini dilakukan untuk menilai luas permukaan sel
dengan dan tanpa pewarnaan a-Actinin pada sel model kardiomioblas H9C2 yang
diinduksi dengan Ang II.

Metode: Sel H9C2 ditumbuhkan pada media Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) dan disubkulturasi setiap 2-3 hari sampai kepadatan populasi sel 80%
sebelum dipindahkan ke T-25 flasks. Sel kemudian diinkubasi dengan 600nM Ang
II selama 24 jam. Pewarnaan o-actinin dilakukan dengan 4% paraformaldehyde,
0.5% Triton X-100, antibodi primer dan sekunder . Kultur yang telah diwarna
kemudian diobservasi menggunakan mikroskop dan diukur luas permukaan selnya
menggunakan Image-J. Hasil dianalisa dengan uji T-test dan p <0.05 dianggap
signifikan.

Hasil: Sel H9C2 tanpa pewarnaan a-actinin tidak menunjukkan perbedaan
signifikan pada penghitungan luas permukaan sel pasca induksi Ang-II dibanding
kontrol (3 x 10™?um + SD). Pewarnaan o-actinin membantu visualisasi sel HOC2
oleh adanya fluoresensi hijau sehingga memperbaiki akurasi pengukuran luas
permukaan sel H9C2 yang diinduksi dengan Ang II. Hal ini ditunjukkan oleh
perbedaan yang signifikan antara kontrol vs induksi Ang II (4 x 10™?um + SD vs 9
x 10~?pum + SD) pasca pewarnaan o-actinin.

Kesimpulan: Pemberian angiotensin Il dapat menyebabkan kondisi hipertrofik
kardiomioblas dan pewarnaan a-actinin dapat membantu akurasi evaluasi
pengukuran luas sel model kardiomioblas (H9C2).

Kata Kunci: : Cardiomyoblast hypertrophy, H9C2; Angiotensin II; o-Actinin
Staining.
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SUMMARY

Arief Maoelana R, Faculty of Medicine, Islamic University Malang June, 21 2021.
a-Actinin Staining for Measurement of Cell Surface Area in H9C2 Cells Induced
with Angiotensin II.

Supervirsor 1: Rahma Triliana, Supervisor 2 : Rio Risandiansyah.

Introduction: Cardiomyoblast hypertrophy as a characteristic of heart failure can
be replicated in in vitro studies using H9C2 cells induced with Angiotensin II (Ang
IT). However, Measurement of cell area is difficult to do without particular staining.
The study was conducted to assess the surface area of cells with and without a-
Actinin staining in H9C2 cardiomyoblast model cells induced with Ang II.
Method: The H9C2 cells grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
are passaged every 2-3 days when the cell population density reaches 80% before
being transferred to T-25 flasks. The cell is then incubated with 600 nM Ang II for
24 hours. a-Actinin staining was performed with 4% paraformaldehyde, 0.5%
Triton X-100, primary and secondary antibodies. The cells then observed using a
microscope and measurement of cell surface area quantitated using Image-J
software. Results analyzed with the T-test and p <0.05 are considered significant.
Results: There is no significant difference between HIC2 cells exposed with Ang-
IT compared to control (3 x 10~ °um + SD) without o-actinin staining. a-Actinin
staining improved visualization characterized by the presence of green fluorescence
thus improving the accuracy of measurement of the surface area of H9C2 cells
induced with Ang II. This is indicated by a significant difference between control
vs Ang II induction (4 x 10 2um £ SD vs 9 x 10~?um + SD) post a-actinin
staining.

Conclusion: Exposure of Ang II can cause hypertrophic conditions and a-actinin
staining improved the accuracy of evaluation in measurement of cardiomyoblast
model cells (H9C2).

Keywords: Cardiomyoblast hypertrophy;, H9C2; Angiotensin II; o-Actinin
Staining.
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BABI
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Metode pewarnaan o-actinin adalah salah satu pewarnaan yang dapat
diaplikasikan pada penelitian yang melibatkan fitur hipertrofi sel, salah satunya
adalah sel H9C2 yang diambil dari ventrikel tikus. Metode pewarnaan a-actinin
merupakan yang paling sering digunakan karena dapat membantu visualisai sel
dengan karakteristiknya yang memberikan fluoresensi hijau (Watkins et al., 2011).
a-actinin yang merupakan filamen yang menyusun sitoskeleton menjadi alasan kuat
pewarnaan pada aktin adalah yang paling baik dibandingkan pewarnaaan lain yang
pernah diaplikasikan terhadap sel. Kelebihan dari pewarnaan o-actinin terletak pada
antibodi (anti-a-actinin) yang digunakan dimana antibodi ini memberi warna pada
garis Z myofibril di jantung sehingga dapat membantu proses deteksi dan visualisasi
sel yang baik (Morris et al., 2020). Sehubungan dengan banyaknya kasus hipertrofi
jantung dan resiko kematian karena masalah Kesehatan ini, diperlukan metode yang
lebih peka dari metode yang sudah ada selama ini sehingga kelainan ini bisa
terdeteksi lebih awal (Riskesdas, 2013).

Hipertrofi sel adalah marker atau kondisi awal dari gagal jantung (Bernardo
dan McMullen, 2016) yang mana kondisi ini disebabkan oleh rangsangan patologis
yang menyebabkan remodeling jantung sehingga sel akan hipertrofi dan pada
akhirnya akan menyebabkan gagal jantung (Wang et al., 2016). Angiotensin II
(Ang II) adalah stimulus yang kuat dan menjadi faktor yang merangsang

pertumbuhan atau proliferasi miosit jantung dimana Ang II ditemukan meningkat
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pada pasien gagal jantung (Zucker et al., 2015). Ang Il dapat digunakan untuk
meniru hipertrofi jantung yang diinduksi oleh hipertensi (Ying et al., 2014) dan
telah banyak digunakan sebagai stimulus hipertrofik dalam berbagai model
penyakit jantung pada studi in vitro (Ding et a/.,2019).

Aktivasi sistem neurohormonal terlibat dalam proses hipertrofi sel, dengan
angiotensin Il (Ang II) menjadi kunci dalam menginduksi hipertrofi sel
kardiomiosit. Kardiomiosit merespons Ang Il dengan memulai beberapa kaskade
yang menyebabkan hipertrofi (Zhou et al., 2016). Menyatunya Ang II pada reseptor
angiotensin tipe 1 (AT1R) dan G-protein-coupled receptor (GPCRs), menyebabkan
disosiasi dari G-protein jenis lain yang mengaktifkan beberapa kinase pensinyalan
dan fosfatase salah satunya mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) (Zhou et
al., 2016). MAPK adalah sekelompok protein kinase serin dan treonin yang
dikodekan oleh banyak gen. Extracellular signal-related kinases (ERK1/2), c-Jun
N-terminal kinases (JNK1/2), dan p38 kinase (p38) adalah tiga MAPK yang telah
dilaporkan terlibat dalam proliferasi hipertrofi sel kardiomiosit (Gallo et al., 2019).

Penelitian in vitro mengenai hipertrofi sel kardiomiosit telah banyak
digunakan untuk menyelidiki mekanisme patogenesis dari gagal jantung, yang
dapat diinduksi oleh berbagai rangsangan seperti angiotensin Il (Ang II) (Chiang et
al., 2018). Angiotensin II sendiri adalah agen rangsangan hipertrofik yang cukup
baik dan dapat meniru hipertrofi jantung yang disebabkan oleh tekanan darah tinggi
dalam kondisi hipertensi dengan manifestasi awalnya adalah hipertrofi sel
kardiomiosit (Ying et al., 2014). Gambaran hipertrofi sel kardiomiosit pada sel

dapat dinilai dengan melihat adanya peningkatan ukuran permukaan sel (Dong et
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al., 2018). Namun, pengukuran luas permukaan sel pada penelitian in vitro tidak
dapat dilakukan tanpa pewarnaan khusus (Siti et al., 2021).

Hipertrofi pada sel dapat dinilai dengan melihat peningkatan ukuran area
permukaan dan BNP level pada sel model kardiomioblas atau kardiomiosit yang
pada penelitian hipertrofi terhalang oleh visualisasi sel sehingga diperlukan
pewarnaan khusus yang dapat membantu pengukuran luas permkukaan sel. Ada
banyak metode untuk menilai luas area permukaan kardiomioblas atau kardiomiosit
seperti pewarnaan a-actinin (Jeong et al., 2015) yang memberikan fluoresensi hijau
pada sel sehingga visualisasi sel akan lebih baik. Namun, metode tersebut belum
banyak digunakan dalam penelitian terhadap sel kardiomioblas dengan penggunaan
Angiotensin II untuk induksi hipertrofi pada sel H9C2. Sel HOC2 merupakan sel
model kardiomioblas yang diambil dari jaringan embrionik ventrikel tikus. Sel
H9C2 yang memiliki kemiripan yang cukup baik menduplikasi sel kardiomiosit
pada ventrikel manusia menjadi alasan penggunaan sel ini (Watkins et al., 2011).
Oleh karena itu, dalam penelitian in1 dilakukan induksi hipertrofi menggunakan
Angiotensin II dan pengukuran area permukaan sel dilakukan dengan menggunakan
pewarnaan a-actinin dengan prinsip kerja ELISA sederhana yang dapat membantu

visualisasi pengukuran luas permukaan sel HOC2.

1.2 Rumusan Masalah

1.2.1 Apakah efek pewarnaan a-actinin terhadap pengukuran hipertrofi sel

kardiomioblas pada sel HOC2 yang diinduksi Angiotensin II ?
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1.2.2 Apakah efek induksi Angiotensin II terhadap parameter ukuran permukaan

sel kardiomioblas pada sel H9C2 ?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan antara lain :

1.3.1 Untuk mengetahui efek pewarnaan a-actinin terhadap hipertrofi sel

kardiomioblas pada sel H9C2 yang diinduksi Angiotensin II.

1.3.2 Untuk mengetahui efek induksi Angiotensin II terhadap parameter ukuran

permukaan sel kardiomioblas pada sel H9C2

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Praktis

Bagi Masyarakat : Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi secara ilmiah mengenai efek induksi Angiotensin II terhadap parameter

ukuran permukaan sel kardiomioblas yang dilihat melalui pewarnaan a-actinin.

1.4.2 Manfaat Teoritis

Bagi peneliti : Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai
referensi pengembangan penelitian tentang efek induksi Angiotensin Il terhadap
parameter ukuran permukaan sel kardiomioblas pada sel H9C2, dan proses
pewarnaan a-actinin terhadap parameter ukuran permukaan sel kardiomioblas pada

sel H9C2 yang diinduksi Angiotensin II.
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BAB VII
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Hasil dari penelitian dan pembahasan ini dapat disimpulkan bahwa

1. Paparan Ang II dapat menyebabkan kondisi hipertrofik pada sel model
kardiomioblas, Namun kondisi tersebut tidak dapat diukur tanpa dilakukan

pewarnaan.

2. Evaluasi fitur hipertofi sel dapat dilakukan dengan pewarnaan a-actinin.

7.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini, peneliti menyarankan untuk

1. Melakukan penelitian lebih lanjut mengenai hipertrofi kardiomioblas

dengan parameter yang lebih beragam.

2. Melakukan penelitian serupa dengan kontrol positif yang berbeda

menggunakan pewarnaan o-actinin.

3. Melakukan penelitian serupa dengan penambahan perlakuan untuk menguji

ekstrak etanol tertentu.
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