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RINGKASAN

Hasil penelitian tahun pertama telah membuktikan keberadaan molekul Glucose
transporter-1 yang terekspresi di membran sel otot tikus model diabetes. Ekspresi Glut-1
semakin meningkat seiring dengan perjalanan penyakit diabetes. Ekspresi Glut-1
menandai perubahan dari fase reversibel menuju ke fase ireversibel dari perjalanan
penyakit diabetes. Pada tahun kedua, penelitian ditujukan untuk mengevaluasi ekspresi
Glut-1 pada model tikus diabetes yang diterapi menggunakan insulin.

Dua kelompok tikus model diabetes, kelompok yang tidak diterapi sebagai
kontrol dan kelompok yang diterapi insulin. Kadar glukosa darah tikus kelompok kontrol
dan kelompok insulin konsisten meningkat sejak 48 jam post induksi STZ sampai akhir
pengamatan. Kadar glukosa darah tikus post insulinasi sealalu lebih rendah dengan
perbedaan yang bermakna dengan kontrol. Beda kadar glukosa darah kontrol dengan
tikus insulinasi antara 50 — 100 mg/dl. Ekspresi Glut-1 kelompok tikus insulinasi selalu
lebih rendah dari kontrol. Perubahan ekspresi Glut-1 kelompok tikus insulinasi tidak
berbeda setelah 48 jam induksi stz.

Terapi insulin pada model diabetes menghambat progresivitas perjalanan penyakit
diabetes dengan menekan peningkatan ekspresi Glut-1 pada membran sel otot tikus
model diabetes. Hasil penelitian membuktikan insulin tidak memperbaiki ekspresi Glut-1,
karena stimulasi insulin mengembalikan fungsi dan ekspresi Glut-4 dalam membantu
ambilan glukosa otot. Kadar glukosa darah kelompok tikus insulinasi selalu lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol. Sayangnya, ekspresi Glut-4 tidak diperiksa pada penelitian
ini, sehingga ke depan perlu dipertimbangkan untuk diamati rasio perubahan ekspresi
Glutl dan Glut4.



BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Glut-1 terekspresi pada otot tikus model diabetes. Ekspresi Glut-1 semakin
meningkat seiring dengan progresivitas penyakit diabetes. Pemberian insulin sebagai
terapi standar pada diabetes diharapkan dapat memperbaiki kuantitas ekspresi Glutl pada
otot rangka, meskipun sampai saat ini pengaruh pemberian insulin terhadap ekspresi
Glutl pada otot tikus model diabetes belum diketahui..

Hasil penelitian tahun pertama menunjukan ekspresi Glutl mengalami
peningkatan seiring dengan periode induksi diabetes. Otot menjadi sangat bergantung
kepada Glutl dalam membantu ambilan glukosa. Otot tidak memiliki pilihan lain karena
Glut4 tidak mampu dieskpresikan menuju membran. Efektifitas ambilan glukosa melalui
Glutl tidak sebaik Glut4, sehingga dibutuhkan kuantitas ekspresi Glutl yang selalu
meningkat dari hari ke hari (Ciaraldi, 2005). Perubahan ekspresi Glutl otot merupakan
salah satu penanda biologis yang terlibat dalam patofisiologi diabetes, namun sampai saat
ini ekspresi Glutl belum menjadi rujukan dalam klasifikasi diabetes.

Terapi insulin memperbaiki sinyal tranduksi protein kinase B (akt) yang berperan
dalam ambilan glukosa melalui Glut4, translasi protein dan metabolisme glukosa. Salah
satu protein yang diharapkan terdamapak pada terapi insulin adalah Glutl. Bila translasi
protein Glutl meningkat, maka diharapkan kuantitas ekspresi Glutl pada membran otot
diabetes juga mengalami peningkatan. Dengan demikian, progresivitas diabetes dapat

dihambat dan kualitas hidup penderita meningkat. .

1.2. Rumusan Masalah

Beberapa masalah yang ingin dijawab dari penelitian ini antara lain :

1. Apakah ada perbaikan kadar glukosa basal model tikus pada setiap tahapan diabetes
setelah memperoleh terapi insulin

2. Apakah ada perbedaan ekspresi Glutl otot model tikus pada setiap tahapan diabetes
setelah memperoleh terapi insulin

3. Apakah terapi insulin cukup efektif pada setiap tahapan perkembangan diabetes



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Definisi diabetes

Definisi diabetes menurut WHO, (1999) adalah suatu kelainan metabolik dengan
banyak etiologi yang ditandai dengan hiperglikemia kronis disertai gangguan
metabolisme karbohidrat, lemak dan protein sebagai akibat dari defek sekresi dan atau
respon stimulasi insulin. Diabetes Mellitus tipe 2 (DMT2) merupakan penyakit metabolik
yang ditandai dengan penurunan respon jaringan terhadap stimulasi insulin, atau sering
diistilahkan dengan resistensi insulin. Resistensi insulin ditemukan pada jaringan otot,
hati dan adiposa. Jaringan tersebut menyumbang ambilan glukosa terbesar tubuh.
Gangguan ambilan glukosa otot, hati dan adiposa menyebabkan “sindroma kelaparan
semu” dan peningkatan kadar glukosa darah (hiperglikemia).

Kadar glukosa darah merupakan acuan diagnosis dan terapi diabetes. Prosedur
pengukuran kadar glukosa darah dibedakan menjadi pengukuran kadar glukosa darah
sewaktu dan pengukuran kadar glukosa darah berurutan waktu (time series). Kadar
glukosa darah sewaktu, ditentukan dari pemeriksaan sampel yang diambil sewaktu.
Contoh pengukuran kadar glukosa darah sewaktu adalah kadar glukosa darah puasa dan
kadar glukosa darah acak. Kadar glukosa darah berurutan waktu diukur dari pemeriksaan
sampel yang diambil pada beberapa kurun waktu, misalnya: kadar glukosa darah sebelum
makan dan kadar glukosa darah 2 jam setelah makan (WHO, 1999).

Makna hasil pengukuran sewaktu berbeda dengan makna hasil pengukuran
berurutan waktu. Kadar glukosa yang diukur sewaktu bertujuan untuk mengevaluasi
ambilan glukosa pada kondisi basal. Ambilan glukosa basal adalah ambilan glukosa pada
saat tubuh tidak mendapatkan beban glukosa, stimulasi insulin dan atau otot melakukan
kontraksi. Pemeriksaan ambilan glukosa basal paling ideal dilakukan dari sampel darah
yang diambil setelah puasa + 8 jam (Yamazaki, 2009). Ambilan glukosa basal difasilitasi
oleh Glutl yang terekspresi hampir di seluruh jaringan tubuh. Fasilitasi Glutl tidak
dipengaruhi oleh stimulasi insulin. Penurunan ekspresi Glutl ditemukan pada otot

penderita diabetes yang mengalami hiperglikemia basal (Ciaraldi, 2005).



Kadar glukosa darah yang diukur berurutan waktu bertujuan untuk mengevaluasi
intoleransi glukosa (IGT) pada saat tubuh mendapat masukan beban glukosa (2 jam
setelah makan). Pemeriksaan berurutan waktu yang ideal dilakukan melalui prosedur tes
toleransi glukosa (TTG). Metode yang dikembangkan untuk TTG beragam, glukosa ada
yang dimasukan lewat oral, injeksi intravena atau intra peritoneal. Pada manusia,
masukan glukosa TTG diberikan melalui oral, sehingga dibutuhkan waktu 2 jam untuk
mengevaluasi efek dari masukan glukosa tersebut. Waktu 2 jam adalah waktu rerata yang
diasumsikan sebagai waktu absorbsi glukosa ditambah waktu yang dibutuhkan insulin
untuk meregulasi ambilan glukosa melalui fasilitasi Glut4. Peningkatan kadar glukosa
dari kondisi basal sampai dengan 2 jam setelah pembebanan glukosa menunjukan tubuh
mengalami intoleransi glukosa akibat resistensi insulin (WHO, 1999; Yamazaki, 2009).

Resistensi insulin pada percobaan dapat diamati melalui prosedur “euglycaemic
insulin clamping dan hyperglycaemic insulin clamping”. Prinsip dari prosedur ini adalah
mengevaluasi efek stimulasi injeksi insulin pada pembebanan glukosa yang dimasukan ke
dalam tubuh. Resistensi ditunjukan bila penurunan kadar glukosa terjadi pada stimulasi
insulin dalam jumlah yang lebih besar. Penentuan resistensi insulin pada praktek klinis
ditentukan secara tidak langsung menggunakan bantuan persamaan yang ditemukan
melalui penelitian korelasional. Salah satu persamaan yang sering digunakan adalah
persamaan HOMA yang membutuhkan pengukuran variabel kadar glukosa puasa dan
insulin puasa (WHO, 1999; Yamazaki, 2009)

2.2 Patofisiologi diabetes

Resistensi insulin pada penderita diabetes tipe 2 disebabkan oleh banyak faktor,
yang dapat dibagi menjadi 3 bagian: faktor pra reseptor insulin, reseptor insulin dan
faktor post reseptor insulin. Kelainan atau defek pada insulin yang dihasilkan oleh beta
pankreas menyebabkan insulin gagal menstimulasi reseptornya pada membran sel. Salah
satu gangguan pada reseptor insulin terjadi pada fenomena caping dari HLA kelas 11 yang
menghambat stimulasi insulin pada reseptornya di membran sel (WHO, 1999; Yamazaki,
2009).

Gangguan aktifitas protein yang terlibat dalam sinyal transduksi insulin

merupakan penyebab utama faktor post reseptor insulin. Insulin resceptor substratl (IRS-



1) dan Akt sering ditemukan inaktif pada penderita diabetes. IRS-1 dan Akt yang inaktif
dapat disebabkan oleh fosforilasi residu serine atau defosforilasi residu tyrosine.
Fosforilasi residu serine ditemukan pada aktifitas protein c-Jun- N- terminal kinase
(JNK), sedangkan defosforilasi residu tyrosine sering dijumpai pada aktifitas kelompok
fosfatase (PP2A dan PTP1B). Model resistensi insulin post reseptor dapat dievaluasi
melalui tikus yang diinjeksi streptozotocin (13 mg/100g berat badan yang dilarutkan pada
0,4 ml larutan NaCL 0,9% ditambah 50 mM asam sitrat hingga mencapai pH 4,5) melalui
intravena (Odedra, 1982)

Stimulasi insulin pada sel otot, lipid dan hati dibutuhkan untuk kebutuhan ambilan
glukosa post absorbtive, penyediaan dan cadangan energi, sintesis protein dan respon
akut terhadap stress retikulum endoplasmik (ER). Resistensi insulin di awal perjalanan
DMT?2 hanya mengganggu ambilan glukosa dan mengurangi ketersediaan energi intrasel.
Keburuhan glukosa dan energi intrasel dikompensasi dengan hipertrofi beta pankreas dan
sekresi insulin yang tinggi. Progresifitas diabetes ditandai dengan gangguan inisiasi
translasi protein akibat kurangnya GTP dan faktor inisiasi translasi (elF2 dan elF4) yang
tidak aktif. Pada fase ini beta pankreas mulai mengalami dekompensasi sehingga sekresi
insulin secara bertahap menurun (Wang, 2002).

Fase akhir dari DMT2 ditandai dengan gangguan translasi protein global yang
disebut dengan stres ER. Respon akut terhadap stres ER adalah mengaktifkan jalur
translasi darurat yang diinisiasi oleh actifating trancription factor 4 (ATF4). Sayangnya
aktifitas ATF4 sangat bergantung pada stimulasi insulin dan di sisi lain sekersi insulin
sudah mulai menurun. Bila stimulasi insulin tidak ditambah, maka aktifitas ATF4 dalam
meginisiasi sintesis protein darurat tidak akan berhasil. Resistensi insulin akan
membunuh sel diabetes satu per satu secara bertahap (Adams, 2007; Seo, 2009).

2.3 Klasifikasi diabetes

Klasifikasi diabetes dibuat untuk menunjukan perjalanan alami penyakit diabetes,
upaya diagnosis, terapi dan prognosis penderita. Klasifikasi dibuat berdasarkan
patofisiologi diabetes. Sejak tahun 1999, klasifikasi diabetes terus disempurnakan dengan

menambah penanda biologis penting dan pendekatan baru diagnosis dan terapi.



Klasifikasi diabetes pertama dipublikasikan oleh WHO tahun 1999 melalui forum
konsulitasi para ahli diabetes dari seluruh dunia di Genewa, Swiss. Forum tersebut
menyepakati 2 keputusan penting, yaitu: (1) hiperglikemia basal sebagai penanda klinis
fase diabetes, (2) membagi tahapan diabetes menjadi 3, antara lain (a) tahapan tanpa
terapi insulin (b) tahapan butuh insulin untuk regulasi glukosa darah (c) tahapan butuh
insulin untuk bertahan hidup.

Publikasi tentang klasifikasi diabetes juga diperoleh dari hasil diskusi komite
Japan Diabetes Society (JDS) tahun 2002. Komite JDS merumuskan klasifikasi diabetes
menjadi dua tahapan, yaitu: tahapan bebas terapi insulin dan tahapan butuh terapi insulin.
Pemberian insulin pada tahapan bebas terapi insulin dapat meregulasi kadar glukosa
darah dengan cepat. American Diabetes Asscociation (ADA) meralat keputusan WHO
dan JDS dengan mengeluarkan rekomendasi klasifikasi baru diabetes mellitus. Terapi
DMT2 adalah bebas dari insulin karena pemberian insulin tidak akan memperbaiki
kondisi penderita, justru menurunkan kualitas hidup penderita (Koopmanschap, 2002).

Studi tentang klasifikasi diabetes juga dilakukan pada mencit transgenik diabetes
mellitus tipe 2 yang berumur 5 minggu. Analisis seri waktu terhadap kadar insulin basal,
HbAlc dan gambaran histopatologi dari beta pankreas menunjukan kecocokan dengan
patofisiologi diabetes manusia. Kadar insulin basal ditemukan tinggi pada 6 hari pertama
pengamatan dan selanjutnya mengalami penurunan hingga terjadi defisiensi pada hari ke-
22 pengamatan. Kontradiksi ditemukan pada hasil pengukuran HbAlc, dimana terjadi
peningkatan sejak hari pertama pengamatan. Beta pankreas menunjukan tiga gambaran
berbeda, meliputi: 6-9 hari pengamatan terjadi pembesaran dengan bentuk sirkuler, 9-12
hari pengamatan terjadi pembesaran dengan bentuk sirkuler dan ireguler dan 12-22 hari
pengamatan terjadi pengecilan dengan bentuk ireguler (Yamazaki, 2009).

2.4 Terapi diabetes

Terapi diabetes saat ini bertumpu pada 4 pilar modalitas, meliputi: insulin, oral
anti diabetes (oad), diet dan olahraga. Efektifitas dari tiap modalitas terapi dan kombinasi
diantaranya belum dapat menunjukan hasil diatas 57%. Terapi insulin jutsru menurunkan
kualitas hidup penderita di beberapa negara (Koopmanschap, 2002). Diet dan olahraga

membutuhkan kemauan yang kuat dari penderita untuk mulai dan menjaganya. Resiko



hipoglikemia dan peningkatan radikal bebas saat berolahraga yang tidak terkendali
berpotensi memperburuk kondisi penderita.

Pendekatan terapi diabetes yang digunakan saat ini merujuk pada klasifikasi
diabetes WHO tahun 1999 dan ADA tahun 2004. Pada prinsipnya, terapi diabetes
menggunakan pendekatan insulin sebagai stimulator ambilan glukosa. Implikasi dari
pendekatan tersebut adalah praktek pemberian insulin secara dini dan pengembangan oad
berbasis insulin. Sebagian besar farmakodinamik oad adalah meningkatkan respon
jaringan terhadap insulin dengan tujuan perbaikan ekspresi glucose transporter 4 (Glut4),
meskipun ekspresi Glut4 pada diabetes tidak mengalami perubahan. Glut4 tidak
memfasilitasi ambilan glukosa basal sehingga tidak mampu memperbaiki hiperglikemia

basal yang menjadi penanda klinis fase diabetes.

2.5 Glucose transporter-1 (Glutl)

Glucose transporter-1 merupakan protein transport yang terekspresi pada
membran sel untuk memfasilitasi ambilan (transport) glukosa. Glutl ditemukan hampir di
seluruh sel, terutama pada fase perkembangan. Perbedaan mendasar antara Glutl dan
Glut4 adalah ekspresi Glutl tidak dipengaruhi oleh stimulasi insulin. Glutl hanya
memfasilitasi ambilan glukosa pada kondisi basal (Koivisto, 1991).

Fasilitasi ambilan glukosa Glutl bergantung pada ketersediaan ATP intraseluler.
ATP merupakan regulator negatif yang menghambat fasilitasi Glutl. ATP mampu
mengikat cytocolic site Glutl yang menyebabkan perubahan konformasi protein. ATP
menghambat masuknya glukosa ke dalam sel. Hal ini menjelaskan peran fasilitasi Glutl
hanya terjadi pada kondisi basal (Blodgett, 2007)..

Aktifitas Glutl membutuhkan fosforilasi dari protein 38 mitogen actiavted protein
kinase (p38 MAPK). Ekspresi p38 MAPK ditemukan tinggi pada fase perkembangan
embrional. Stimulasi faktor pertumbuhan, seperti hormon dapat meningkatkan ekspresi
p38 MAPK. Ekspresi p38 MAPK juga dapat dipicu oleh stres oksidatif intraseluler.
Paparan ultraviolet, radiasi dan mediator inflamasi merupakan pemicu dari ekspresi p38
MAPK (Barros, 1997).

Glutl ditemukan juga pada jaringan otot rangka, selain Glut4 yang lebih dahulu
dikenal. Glutl terekspresi baik pada sel otot imatur (myoblast) maupun sel otot yang



matur (myocite). Ekspresi Glutl pada membran sel otot ditemukan meningkat pada
perkembangan dan perbaikan otot setelah kerusakan, seperti pada terapi polio. Ekspresi
Glutl juga ditemukan meningkat pada otot atlit, setelah melakukan latihan endurans dan
peregangan otot (Marshall, 1999; Heled, 2005; Chambers, 2009).

Penurunan Glutl pada otot diabetes

Ekspresi Glutl pada otot diabetes mengalami penurunan. Penurunan ekspresi
Glutl mengganggu fasilitasi ambilan glukosa basal otot, diduga menjadi penyebab
hiperglikemia basal pada penderita diabetes. Penurunan ekspresi Glutl juga diikuti
dengan penurunan jumlah (content) protein Glutl, namun tidak diikuti oleh GlutImRNA.
Penurunan ekspresi Glutl juga terjadi pada Glut4, namun jumlah (content) Glut4 tidak
mengalami penurunan (Ciaraldi, 2005).

Penurunan ekspresi Glutl bukan hanya disebabkan oleh gangguan fosforilasi p38
MAPK, namun diduga juga disebabkan oleh gangguan translasi protein. GlutImRNA
yang tidak mengalami perubahan merupakan dasar dari dugaan tersebut. Ketersediaan
GTP yang rendah dan faktor inisiasi yang tidak aktif menyebabkan protein Glutl gagal
ditranslasi. Jumlah (content) protein Glutl berkurang sehingga ekspresinya pada

membran juga mengalami penurunan (Ciaraldi, 2005)

Glutl dalam klasifikasi diabetes

Penurunan ekspresi Glutl pada membran sel otot tidak hanya menandai awal
terjadinya hiperglikemia basal, namun juga menandai awal terjadinya gangguan translasi
protein dan stress ER. Pencegahan terhadap penurunan ekspresi Glutl diduga dapat
memperbaiki prognosis penderita ke arah yang reversibel. Terapi yang terlambat dan
tidak efektif berpotensi menyebabkan progresifitas diabetes menjadi ireversibel.

Fenomena penurunan ekspresi Glutl perlu dieksplorasi lebih lanjut dalam
perjalanan alami penyakit diabetes. Posisi waktu terjadinya penurunan ekspresi Glutl
harus ditentukan dengan jelas pada tahapan bebas terapi insulin, butuh terapi insulin
untuk regulasi kadr glukosa darah atau butuh terapi insulin untuk bertahan hidup. Bila
penurunan ekspresi Glutl terjadi lebih awal, maka prognosis pendeita diabetes menjadi

lebih buruk dan terapi harus dilakukan lebih dini.



BAB 3
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menjelaskan perubahan ekspresi Glutl pada setiap tahapan

klasifikasi diabetes yang memperoleh terapi insulin. Secara khusus, tahapan yang ingin

dicapai dalam penelitian ini meliputi tujuan untuk

1. mengamati perubahan kadar glukosa basal model tikus pada setiap tahapan diabetes
setelah memperoleh terapi insulin

2. mengamati perubahan morflogi beta pankreas model tikus pada setiap tahapan
diabetes setelah memperoleh terapi insulin

3. mengamati perubahan ekspresi Glutl otot model tikus pada setiap tahapan diabetes
setelah memperoleh terapi insulin

4. mengevaluasi efektifitas terapi insulin pada setiap tahapan perkembangan diabetes

3.2 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat melengkapi klasifikasi diabetes yang telah ada dengan

ekspresi Glutl sebagai pendekatan baru. Klasifikasi diabetes berbasis perubahan ekspresi

Glutl diharapkan dapat

1. menjadi rujukan terapi dan prognosis yang lebih baik bagi penatalaksanaan diabetes
di masa yang akan datang.

2. mencegah progresifitas diabetes yang ireversibel dan membalikkan proses tersebut ke

arah fisiobiologis (reversibel)



BAB 4
METODE PENELITIAN

Jenis dan rancangan penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris karena pengaruh yang
diharapkan terjadi merupakan akibat dari perlakuan yang dilakukan di laboratorium.
Rancangan yang digunakan adalah the separate design dengan observasi seri waktu yang
dilakukan setiap 24 jam. Subjek dalam sampel penelitian dibagi menjadi 4 kelompok
dengan randomisasi menggunakan dadu. Randomisasi menjamin varian subjek
terdistribusi sama pada setiap kelompok sehingga diperoleh homogenitas pra perlakuan.
Setiap kelompok akan dilabel dengan rentang waktu perlakuan yang berbeda, yaitu
kelompok kontrol, kelompok perlakuan 24 jam, perlakuan 48 jam dan perlakuan 72 jam.
Perlakuan pada setiap subjek dalam sampel adalah sama yaitu injeksi intravena
streptozotocin (13mg/100g berat badan yang dilarutkan pada 0,4ml larutan NaCL 0,9%
ditambah 50mM asam sitrat hingga mencapai pH 4,5). Bagan rancangan penelitian dapat
dilihat pada gambar berikut ini

Tahun kedua:

Sampel | RA Grup Grup Grup
> P1.23 > 24 jam » P23 > 48 jam > P3 » 72 jam
4 v v v
D Grup P1 Grup P2 Grup P3
A\ 4 \ 4 A\ 4
Terani insulin
v v v
OP1 0 P2 OP3
Keterangan :
D - induksi diabetes dengan STZ Ok : observasi grup kontrol

T-> O : terminasi dilanjutkan dengan observasi Op1-3: observasi grup Perlakuan 1,2,3



Populasi dan sampel penelitian

Penelitian ini menggunakan subjek tikus sebagai model penderita diabetes mellitus tipe 2.
Tikus dipilih sebagai model karena observasi yang dilakukan berulang secara seri waktu
dengan mengorbankan tikus untuk dilakukan observasi terhadap darah, jaringan otot dan
pakreasnya. Populasi pada penelitian ini adalah tikus jantan (rattus norvegicus) galur
wistar. Populasi target yang ditetapkan adalah tikus jantan (rattus norvegicus) galur
wistar yang terdapat di kandang hewan coba Depatemen Biokimia Fakultas Kedokteran
Universitas Airlangga. Populasi terjangkau adalah tikus jantan (rattus norvegicus) galur
wistar dengan umur 3 bulan dan berat 150-200 gram yang terdapat di kandang hewan
coba Depatemen Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga. Sampel penelitian
ditentukan secara acak dari populasi terjangkau dengan besar sampel yang ditentukan
berdasarkan rumus:

(k-1) (r-1) 2 15

Keterangan :
k : jumlah kelompok perlakuan = 4
r : jJumlah replikasi dalam tiap kelompok atau besar sampel, ditentukan

(4-1) (r-1) = 15, maka r = 6, atau bermakna besar sampel minimal adalah 6 ekor.

Setiap kelompok terdiri dari 6 ekor tikus, sehingga dibutuhkan 6 x 4 = 24 ekor tikus

Variabel penelitian

Independent variable adalah lama perlakuan (tahun pertama), lama insulinasi (tahun
kedua)

Dependent variable adalah ekspresi Glutl pada membran sel otot tikus diabetes, kadar
glukosa basal dan gambaran histopatologi beta pankreas

Confounding Variable adalah distibusi tipe/ jenis serat otot

Control Variable adalah pakan, pengandangan, induksi diabetes, sampling darah, waktu

dan metode observasi

Definisi operasional
Lama perlakuan adalah rentang waktu (periode) paparan streptozotocin sejak pertama

kali diberikan secara intravena sampai dengan terminasi. Lama perlakuan diukur dalam



satuan jam, dengan durasi 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. Akhir perlakuan adalah rentang
waktu (periode) terpanjang paparan streptozotocin yang ditentukan 72 jam setelah injeksi
intravena.

Lama insulinasi adalah rentang waktu (periode) terapi injeksi insulin secara intravena
sampai dengan terminasi. Terapi insulin dilakukan dengan cara injeksi intravena dengan
dosis 2U/ 100 g berat tikus, selama 7 hari.

Ekspresi Glutl adalah ekspresi protein Glutl yang aktif memfasilitasi ambilan glukosa
pada membran sel otot rangka. Ekspresi Glutl diobservasi menggunakan antibodi
terhadap Glutl tikus dengan metode immunohistokimia pada jaringan otot rangka tikus
diabetes. Ukuran ekspresi Glutl ditentukan secara kualitatif dengan mengamati kontras
pewarnaan dan jumlah sel otot yang aktif mengekspresikan Glutl pada membran.
Pemeriksaan ekspresi Glutl dilakukan oleh 2 orang ahli patologi anatomi menggunakan
mikroskop binokuler dengan perbesaran sampai dengan 100x.

Kadar glukosa basal adalah kadar glukosa darah yang diukur setelah tikus dipuasakan 6-8
jam terlebih dahulu. Pengukuran kadar glukosa basal dilakukan dengan mengambil
sebagian darah dari jantung tikus saat terminasi. Pengukuran kadar glukosa basal
dilakukan dengan metode GOD-PEROXIDASE dalam satuan mg/dl.

Gambaran histopatologi pankreas adalah morfologi beta pankreas dalam pulau
langerhans dengan menggunakan anti rat insulin primer melalui metode imunohistokimia.
Sel beta pankreas dikenali dengan sitoplasma berwarna coklat degan inti yang tercat biru.
Beta pankreas diukur massanya dan diameter terluasnya menggunakan mikrometer dan
mikroskop cahaya pembesaran 100 x oleh seorang ahli histopatologi

Induksi diabetes adalah injeksi injeksi intravena streptozotocin (13mg/100g berat badan
yang dilarutkan pada 0,4ml larutan NaCl 0,9% ditambah 50mM asam sitrat hingga
mencapai pH 4,5). Vena yang dipilih sebagai jalur injeksi streptozotocin adalah vena

caudalis tikus.

Bahan dan alat penelitian
Bahan (materi) yang diobservasi dari tikus adalah darah, otot gastrocnemius dan organ

pankreas. Bahan (materi) perlakuan pada tahap 1 adalah streptozotocin dan pada tahap 2



adalah insulin. Pembawa dalam injeksi streptozotocin antara lain: 0,4 ml larutan NaCl
0,9% ditambah 50mM asam sitrat hingga mencapai pH 4,5.

Bahan dan reagen yang dipakai dalam observasi penelitian tahap | adalah bubuk NaF
untuk antikoagulant pada botol penampung darah dan buffer formalin sebagai fixator
sementara sebelum pemrosesan jaringan. Pemrosesan jaringan otot immunohistokimia
membutuhkan mikrotom, parafin blok, alkohol 100% dan 70%, anti Glutl tikus (catalog
# E13180, Springbioscience), anti 1gG insulin (catalog # sc-57046, SantaCruz Biotech)
dan antibodi sekunder tikus, pewarnaan biotin dan hematoxylin eosin, buffer sitrat,
larutan PBS. Pengukuran kadar glukosa basal membutuhkan tes kit GOD PEROXIDASE.
Sedangkan peralatan yang digunakan adalah microplate, vacuum pump, vortex, gunting,
pipet eppendorf, pipet Pasteur, millipore, plastik tip, gunting, kantong selofan, sentrifus,
tabung reaksi, refrigerated centrifuge, freezer, autoclaf, labu takar 10 mL, 100 mL, 250
mL, 1000 mL, pipet volume 10 mL, gelas ukur 100 mL, beaker gelas 10 mL, 250 mL,
1000 mL, pipet tetes, pengaduk gelas, gelas arloji, pengaduk magnetic, digital pH meter,
neraca analitik (sartorius basic P-160), tabung sentrifugasi, alat sentrifugasi (Denley tipe
BR 401), incubator (memmert), vortex (Guo-Huq), spektrofotometer UV, mini 2D
elektroforesis protein 1l (Biorad), autoclave, stirer, corong gelas, bola hisap, botol
semprot, eppendof dan lemari pendingin. Bahan dan reagen yang digunakan pada

penelitian tahap 11 sama dengan tahap I.

Prosedur penelitian tahap pertama

1. Penentuan subjek tikus yang masuk dalam populasi dan sampel penelitian

2. Randomisasi subjek dari sampel ke dalam 6 kelompok menggunakan dadu

3. Aklimastisasi dengan pakan secukupnya dan pengandangan setiap 3 ekor tikus
dalam satu kandang selama 7 hari

4. Random alokasi untuk menentukan pengelompokan ke dalam Grup Kontrol,
Perlakuan 1,2, dan 3.

5. Grup kontrol dipuasakan 8 jam

6. Grup kontrol dikorbankan dengan anasthesi ketamin. Darah tikus dikumpulkan

dari jantung, ditampung dan pada botol yang sebelumnya telah diberi bubuk NaF.



10.

11.

12.

13.

Otot gastrocnemius dan pankreas tikus diambil dan ditampung pada 2 pot film
berbeda yang sebelumya telah diisi dengan buffer formalin, kemudian diabel.
induksi model tikus diabetes dengan injeksi streptozotocin 150mg/kgBB yang
dilarutkan pada 0,4ml larutan NaCl 0,9% ditambah 50mM asam sitrat hingga
mencapai pH 4,5). Vena yang dipilih sebagai jalur injeksi streptozotocin adalah
vena caudalis tikus.

Seluruh model tikus diabetes memperoleh terapi insulin selama 7 hari, setelah
kondisi diabetes tercapai pada setiap kelompok perlakuan (selang 1 hari)

Pada akhir masa terapi insulin, model tikus diabetes dipuasakan 8 jam

8 jam kemudian (24 jam post induksi STZ), model tikus diabetes dikorbankan
dengan anasthesi ketamin. Darah tikus dikumpulkan dari jantung, ditampung dan
pada botol yang sebelumnya telah diberi bubuk NaF. Otot gastrocnemius dan
pankreas tikus diambil dan ditampung pada 2 pot film berbeda yang sebelumya
telah diisi dengan buffer formalin, kemudian diabel.

Setiap kelompok perlakuan (1,2 dan 3) mengikuti protokol yang sama sebelum
dikorbankan. .

Otot dan pankreas diproses dengan metode immunohistokimia untuk diamati
ekspresi Glutl otot dan morfologi beta pankreas

darah tikus diproses untuk mengukur kadar glukosa basal dengan metode
spektrofotometri



BAB 5
HASIL dan PEMBAHASAN

Berikut ini adalah hasil dari pengamatan kadar glukosa darah secara seri waktu
terhadap kelompok tikus model diabetes dan kelompok tikus model diabetes yang

memperoleh insulinasi.

Tabel 5.1. Deskripsi dari kadar glukosa darah puasa pada dua kelompok (mg/ dl)

N Mean Std. Deviation
kadar glukosa darah puasa 24 jam post induksi stz 6 165.7197 38.74019
insulinasi (mg/ di) 48 jam post induksi stz 6| 309.7567 37.54792
72 jam post induksi 6 458.5717 88.16605
Total 18 311.3493 135.19686
kadar glukosa darah puasa 24 jam post induksi stz 6 289.5000 78.07624
kontrol (mg/dl) 48 jam post induksi stz 6| 251.2417 28.42447
72 jam post induksi 6 360.8150 42.99299
Total 18 300.5189 68.97268

perubahan kadar glukosa darah model diabetes

| kadar glukosa darah

500.00 puasa (mg/dl)

| kadar glukosa darah post
insulinasi

400.00

300.00

Mean

200.00

100.00

T T T
24 jam post induksi stz 48 jam post induksi stz 72 jam post induksi

kelompok

Gambar 5.1 Grafik perubahan kadar glukosa darah puasa (mg/ dl)



Insulinasi tidak memperbaiki kadar glukosa darah puasa. Kadar glukosa terus
mengalami peningkatan sejak induksi STZ. Insulinasi menghilangkan batas antara fase
reversible dan ireversibel pada perjalanan penyakit daiabetes. Insulin hanya memperbaiki
kadar glukosa darah puasa sebelum 48 jam induksi STZ atau saat model berada pada fase

reversible.

Tabel 5.2 Deskripsi ekspresi Glutl otot model tikus diabetes (% sel positif Glut-1)

N Mean Std. Deviation
ekspresi Glutl kontrol 24 jam post induksi stz 6 .3383 .30036
48 jam post induksi stz 6 2.0983 1.07082
72 jam post induksi 6 2.3217 1.83372
Total 18 1.5861 1.47846
ekspresi Glutl insulinasi 24 jam post induksi stz 6 7.4983 .78454
48 jam post induksi stz 6 8.6933 2.14706
72 jam post induksi 6 13.9883 .92595
Total 18 10.0600 3.19544

perubahan ekspresi Glut1 model diabetes

| ekspresi Glut1 pada
membran otot

| ekspresi Glut1 post
insulinasi
12.507
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Gambar 5.2 Grafik perubahan ekspresi Glutl otot model tikus diabetes (% sel positif Glut-1)



Ekspresi Glut 1 pada kelompok insulinasi justru lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok model diabetes kontrol. Kecenderungan berbeda ditemukan pada pola ekspresi
Glut 1 model diabetes setelah 48 jam induksi STZ, yaitu ekspresi Glutl model diabetes
kontrol mengalami plateau namun ekspresi Glut 1 model daiabetes yang memeperoleh
insulinasi cenderung naik secara bermakna. Insulinasi meningkatkan survival rate model

diabetes dengan memperbaiki ekspresi Glut-1.

Tests of Normality

kelompok Shapiro-Wilk
pengamatan
hari ke Statistic df Sig.
kadar glukoa darah puasa hari ke-0 .830 6 .107
(mg/di) hari ke-1 864 6 204
hari ke-2 .955 6 .783
hari ke-3 .958 6 .802
ekspresi Glutl hari ke-0 .881 6 274
hari ke-1 .889 6 313
hari ke-2 .882 6 .278
hari ke-3 .812 6 .075

Distribusi data normal bila p> 0,05

Uji normalitas data menunjukan seluruh data kadar glukosa darah dan ekspresi
Glut 1 berdistribusi tidak berbeda dengan pola distribusi data normal (p> 0,05), sehingga
uji hipothesis dapat dilanjutkan menggunakan metode statistik parametrik.

Hasil uji Levene diperoleh data kadar glukosa darah memiliki variansi yang tidak
homogen (p < 0,05), sehingga uji beda dilanjutkan dengan Brown Forsythe test dan

Games Howell test. Hasil uji beda kadar glukosa darah dapat dilihat pada tabel 5.3



Tabel 5.3 Perbandingan perubahan kadar glukosa puasa antar 2 kelompok model tikus diabetes

Games-Howell

Dependent Mean Difference
Variable (1) kelompok (J) kelompok (1-9) Std. Error Sig.
kadar glukosa 24 jam post induksi stz 48 jam post induksi stz -144.03702" 22.02517 .000
darah insulinasi 72 jam post induksi -292.85202"|  39.31508 .000
(mg/ dl)
48 jam post induksi stz 24 jam post induksi stz 144.03702" 22.02517 .000
72 jam post induksi -148.81500" 39.12182 .017
72 jam post induksi 24 jam post induksi stz 292.85202" 39.31508 .000
48 jam post induksi stz 148.81500" 39.12182 .017
kadar glukosa 24 jam post induksi stz 48 jam post induksi stz 38.25833 33.92111 .532
darah puasa 72 jam post induksi -71.31500|  36.38749 186
kontrol (mg/dI) . . . . . .
48 jam post induksi stz 24 jam post induksi stz -38.25833 33.92111 .532
72 jam post induksi -109.57333"| 21.04102 .002
72 jam post induksi 24 jam post induksi stz 71.31500| 36.38749 .186
48 jam post induksi stz 109.57333"| 21.04102 .002
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Hasil uji Levene diperoleh data ekspresi Glut-1 kelompok kontrol memiliki
variansi yang tidak homogen (p < 0,05), sehingga uji beda dilanjutkan dengan Brown
Forsythe test dan Games Howell test. Hasil uji Levene diperoleh data ekspresi Glut-1
kelompok insulinasi memiliki variansi yang homogen (p > 0,05), sehingga uji beda
dilanjutkan dengan ANOVA dan LSD. Hasil uji beda kadar glukosa darah dapat dilihat
pada tabel 5.4
Tabel 5.4 Perbandingan perubahan ekspresi Glutl antar 2 kelompok model tikus diabetes
Mean Difference
Dependent Variable () kelompok (J) kelompok (1-9) Std. Error Sig.
ekspresi Games-Howell 24 jam post induksi stz 48 jam post induksi stz -1.76000" .45403 .021
Glutl 72 jam post induksi -1.98333 75859 098
kontrol
48 jam post induksi stz 24 jam post induksi stz 1.76000" .45403 .021




72 jam post induksi -.22333 .86691 .964

72 jam post induksi 24 jam post induksi stz 1.98333 .75859 .098

48 jam post induksi stz .22333 .86691 .964

ekspresi LSD 24 jam post induksi stz 48 jam post induksi stz -1.19500 .82211 .167

Glutl 72 jam post induksi -6.49000° 82211 .000
insulinasi

48 jam post induksi stz 24 jam post induksi stz 1.19500 .82211 .167

72 jam post induksi -5.29500" .82211 .000

72 jam post induksi 24 jam post induksi stz 6.49000" .82211 .000

48 jam post induksi stz 5.29500" .82211 .000

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




BAB 6
KESIMPULAN dan SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Model tikus diabetes memberikan respon baik terhadap insulinasi hanya sampai dengan 48

jam setelah induksi STZ, setelah itu kadar glukosa darah puasa dan ekspresi Glut- 1

meningkat bermakna

2. Insulinasi meningkatkan ekspresi Glut-1 yang berpengaruh terhadap survival rate model tikus
diabetes

3. Insulinasi mengaburkan batas antara fase reversibel dan ireversibel pada model tikus diabetes
yang diinduksi STZ

6.2 Saran

1. melakukan penelitian lanjutan untuk menjelaskan mekanisme insulinasi dalam memperbaiki
ekspresi Glut 1 dan mempengaruhi surviavl rate model tikus diabetes

2. melakukan penelitian lanjutan untuk mengidetifikasi ekspresi Glut-1 pada sel darah merah

dan neuron model tikus diabetes sebagai penanda biologis dari komplikasi daibetes
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