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I. LUARAN PRAKTIKUM

Mahasiswa mengetahui dan mampu melakukan cara isolasi Peripheral Blood
Mononuclear Cell (PBMC)

Il. TUJUAN PRAKTIKUM
a. Untuk Mengetahui alat dan bahan praktikum isolasi PBMC
b. Mengetahui proses tahapan isolasi PBMC langkah demi langkah

I11.LANDASAN TEORI

PBMC adalah sel darah yang memiliki inti bulat, terdiri atas limfosit dan monosit. Sel
PBMC manusia diisolasi dari darah tepi dan diidentifikasi sebagai sel darah apa pun dengan
inti bulat (yaitu limfosit, monosit, sel NK atau sel dendritik). Fraksi sel yang berhubungan
dengan sel darah merah dan granulosit (neutrofil, basofil dan eosinofil) dikeluarkan dari
darah utuh dengan sentrifugasi gradien. Media gradien dengan kepadatan 1,077 g/ml
memisahkan darah utuh menjadi dua fraksi. PBMC dapat diisolasi dari darah menggunakan
Ficoll-Paque. Ficoll-Paque adalah hidrofilik polisakarida yang dapat memisahkan sel darah
merah, plasma dan PBMC. PBMC terletak di bawah lapisan plasma. Sel-sel PBMC
membentuk populasi sel yang tetap berada dalam fraksi kepadatan rendah (fraksi atas),
sedangkan sel darah merah dan sel polimorponuklear (PMN) memiliki kepadatan lebih tinggi
dan ditemukan di fraksi bawah. PBMC mengandung limfosit (sel T, sel B, dan sel NK),
monosit, dan sel dendritik. Pada manusia, kandungan PBMC bervariasi antar individu, tetapi
biasanya limfosit berada pada kisaran 70 — 90%, monosit 10 - 20%, dan sel dendritik
terhitung jarang hanya 1 - 2%. Frekuensi jenis sel dalam populasi limfosit meliputi 70 — 85%
sel CD3+ T, 5-10% sel B, dan 5 — 20% sel NK (Kleiveland, 2015; Nadhira et al.,2018).

Limfosit dan monosit berperan penting dalam melawan infeksi, sel kanker, dan zat
asing lainnya. Limfosit adalah sel darah putih yang terdiri atas sel T, sel B, dan sel NK. Sel T
dapat dibagi lagi menjadi berbagai macam sel T, yaitu sel limfosit T, sel limfosit T sitotoksik,
dan sel Th. Sel B adalah sel yang ditandai oleh reseptor sel B yang dapat menyerang antigen
asing yang beredar di dalam aliran darah. Sel NK adalah sel sitotoksik, yaitu sel yang dapat
membunuh sel lain. Sel NK memiliki ukuran sel lebih besar daripada sel T dan sel B. Sel NK
berperan sebagai pertahanan pertama melawan patogen dan sel tumor (Nadhira et al., 2018).

Sebagian besar PBMC adalah sel istirahat tanpa fungsi efektor. Dengan tidak adanya




respons imun yang berkelanjutan, sel T sebagai fraksi terbesar dari PBMC yang diisolasi
sebagian besar merupakan sel T istirahat atau memori. Pengenalan antigen oleh sel T
istirahat dapat mengakibatkan aktivasi sel yang kemudian akan memasuki program
diferensiasi dan mengembangkan fungsi efektor. Sel T yang teraktivasi selanjutnya dapat
berdiferensiasi menjadi sel T memori yang mampu berperan sebagai respons imun yang lebih
cepat dan lebih kuat saat antigen kedua kali ditemukan. Sel B juga hadir dalam darah sebagai
sel istirahat dengan reseptor antigen melekat di permukaan. Setelah bertemu antigen, sel B
dapat aktif dan berdiferensiasi menjadi sel plasma penghasil antibodi (Kleiveland, 2015).
Analisis pada PBMC penting untuk mengidentifikasi penanda sel imun dan komposisi
sel imun yang terdapat dalam tubuh manusia. Efek pada fungsi imunitas PBMC dapat
diselidiki dengan mengukur perubahan dalam proliferasi limfosit, karakterisasi profil sekresi

sitokin atau perubahan ekspresi gen (Kleiveland, 2015; Nadhira et al.,2018).

IV.ALAT DAN BAHAN
e Alat yang digunakan adalah:

- Tabung Polypropylene 15 ml Falcon
- Tabung eppendorf

- Mikropipet

- Centrifuge

- Vacutainer EDTA/Heparin

e Bahan yang digunakan:
- 4. Larutan Ficol
- 5. PBS 1X steril

- Sampel darah




V. PROSEDUR

Tahap Pertama :
Sisa (endapan) hasil isolasi plasma

2
Dimasukkan ke dalam tabung sentrifus steril
J
Ditambahkan PBS 1x dengan volume sama ke dalam tabung sentrifus
Kemudian tabung dibolak-balik pelan-pelan 8-10 kali

Tahap Kedua :

Masukkan larutan Ficol sejumlah yang sama dalam tabung sentrifus steril baru
J
Masukkan darah+PBS secara perlahan (melalui dinding) di atas larutan Ficol
dgn mikropipet (tabung dimiringkan)
(Jangan sampai larutan Ficol tercampur dengan darah+PBS)

\!

Tutup rapat tabung sentrifus tersebut
\2

Sentrifus 1600 rpm selama 30 menit
\!

Aspirasi PBMC dengan pipet Pasteur/blue tips steril
(Jangan sampai terambil larutan di atas PBMC)

J
Masukkan PBMC ke dalam tabung sentrifus steril baru

\2

*Tambahkan (cuci) dengan PBS 10 mL
J

*Sentrifus 1500 rpm selama 10 menit
\’
*Buang supernatan

J

Ulangi mencuci dengan PBS 2 kali lagi
\’

Pelet ditambah 1 mL PBS
Dicampur dengan pipeting

\

Pelet + PBS dimasukkan ke dalam tabung ependorf steril disimpan di freezer -20°C
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Human PBMC
resuspended in PBS 1X

Centrifugation 150 g
Centrifugation 850 g for 7 min at 20°C (2 times)
without break

for 20 min at 20°C
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Human PBMC
frozen at -80°C
until analysis

Centrifugation 1000 g
for Sminat4°C
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