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RINGKASAN

Konsumsi kalori dari tahun ke tahun menunjukkan peningkatan (WHO, 2016a) .
Penambahan kalori 100-150 Kcal/orang/hari telah diketahui dapat meningkatkan risiko
penyakit metabolik seperti diabetes mellitus (DM) dan penyakit jantung (AHA, 2014; Basu et
al., 2013). Penelitian sebelumnya terkait upaya preventif, banyak berfokus pada prekondisi
dengan restriksi kalori menunjukkan hasil positif dapat memperbaiki kondisi DM. Namun,
prevalensi DM ternyata masih menunjukkan peningkatan, sehingga diperlukan metode
preventif lain yang lebih mudah diaplikasikan seperti metode prekondisi diet dengan
penambahan kalori secara bertahap. Prekondisi adalah pemberian stressor untuk peningkatan
taraf kesehatan. Penelitian prekondisi yang telah dilakukan antara lain prekondisi ischemic,
prekondisi heat, dan prekondisi diet. Penelitian yang berkaitan dengan prekondisi diet, antara
lain berupa restriksi diet dan puasa yang menunjukkan hasil dapat meningkatkan angka
harapan hidup dan fungsi organ. Namun prekondisi penambahan glukosa secara kontinyu-
bertahap sejak usia dini terhadap ketahanan sel beta pankreas belum diketahui terkait
pengaruh dan mekanismenya.

Berdasarkan hal tersebut dilakukan penelitian analisis mekanisme pengaruh
prekondisi diet glukosa secara kontinyu-bertahap yang kemudian dipapar dengan stressor diet
tinggi glukosa terhadap ketahanan sel beta pankreas melalui Akt dan Hsp27 sel beta
pankreas. Akt berperan dalam merangsang promoter insulin dan Hsp27 berperan sebagai
penghambat pengaktifan caspase jalur apoptosis.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi Akt sel beta dan insulin sel beta
menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna (p=0,05). Rerata Akt, kelompok prekondisi
paling rendah. Rerata ekpresi insulin kelompok ‘kontrol prekondisi’ mempunyai skor
tertinggi. Ekspresi Hsp27 menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p=0,043),
yaitu kelompok kontrol dengan kelompok prekondisi (x=5,856+2,1755; x=3,822+0,9615; p=
0,043), sedangkan kelompok ‘kontrol prekondisi’ (x=5,711+1,6766) dan kelompok
prekondisi, serta kelompok ‘kontrol prekondisi’ dan kelompok kontrol, tidak menunjukkan
perbedaan bermakna.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah prekondisi diet glukosa secara kontinyu-
bertahap dapat bermanfaat untuk menyiapkan tubuh dalam menghadapi stressor yang berat.
Mekanisme yang terlibat dalam perlakuan ini adalah melalui ekpresi Hsp27 dan ekspresi
insulin sel beta, yang mempengaruhi kadar insulin serum untuk meregulasi kadar glukosa
darah. Namun, perlu penyelidikan lebih lanjut untuk menemukan modulator lain yang terlibat
untuk mekanisme lebih rinci.

Keywords: prekondisi diet, glukosa, sel beta pankreas, Akt, Hsp27
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PRAKATA

Kami panjatkan puji syukur ke hadirat Allah azza wa jalla atas segala karunia dan
rahmatNya sehingga penelitian ini dapat dilaksanakan. Salam dan rahmat disampaikan
kepada junjungan kami Rasulullaah Nabi Muhammad SAW.

Harapan dari hasil penelitian ini adalah bahwa penelitian ini dapat bermanfaat untuk
penelitian berikutnya biomolekul dan lebih jauh kelak dapat diteliti efeknya pada manusia.

Kami, tim peneliti, menyadari bahwa penelitian ini sulit dilaksanakan tanpa bantuan
pendanaan dari Kemenristek Dikti yang dikoordinir oleh LPI Unair, serta peran serta
berbagai pihak. Untuk itu perkenankan kami mengucapkan terima kasih kepada semua pihak
yang turut membantu dan mendukung penelitian ini.

Surabaya, November 2018
Peneliti
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PENDAHULUAN SURABAYA

1.1 Latar belakang

Konsumsi kalori dari tahun ke tahun menunjukkan peningkatan (Cargill, 2016; WHO,
2016a). Penambahan kalori 100-150 Kcal/orang/haritelah diketahui dapat meningkatkan
risiko penyakit metabolik seperti diabetes mellitus (DM) dan penyakit jantung(AHA, 2014;
Basu et al., 2013). Pada tahun 2014, diketahui prevalensi pasien DM adalah422 juta dan
diperkirakan pada tahun 2035 jumlah pasien DM menjadi 592 juta(Guariguata et al., 2013;
WHO, 2016b).

Penelitian sebelumnya terkait upaya preventif, banyak yang berfokus pada prekondisi
dengan restriksi (pembatasan) kalori yang menunjukkan hasil positif karena dapat
memperbaiki kondisi DM. Namun dari segi prevalensi DM seperti disebutkan pada paragraf
sebelumnya, prevalensi masih menunjukkan peningkatan, sehingga diperlukan metode
preventif lain yang mungkin lebih mudah diaplikasikan yaitu metode diet prekondisi
(preconditioning) dengan penambahan kalori secara bertahap yang dilakukan lebih dini.
Preventif lebih dini ini sesuai dengan penemuan pada Belfast study yang menyebutkan bahwa
penurunan fungsi sel beta sebesar 40%-50% telah terjadi sekitar 15 tahun sebelum
terdiagnosis DM (Campos, 2012).

Metode prekondisi sebenarnya telah dilakukan sejak metode pengobatan Cina
tradisional, namun berdasarkan karya yang dipublikasikan pada jurnal, baru teridentifikasi
sejak tahun 1933 (Giuliano and Winnig, 2014). Prekondisi adalah pemberian stressor untuk
peningkatan taraf kesehatan. Penelitian prekondisi yang telah dilakukan antara lain
prekondisi ischemic, prekondisi heat, dan prekondisi diet. Penelitian yang berkaitan dengan
prekondisi diet, antara lain berupa restriksi diet dan puasa yang menunjukkan hasil dapat
meningkatkan angka harapan hidup dan fungsi ginjal (Mitchell et al., 2010). Pemberian diet
asam lemak omega 3 yang bertujuan untuk menghadapi iskhemia jantung (Abdukeyum,
2010). Prekondisi dengan bahan pengeblok Ca2+ dapat meminimalkan kerusakan sel beta
akibat diberikan stressor hipoksia (Ma et al., 2013). Namun prekondisi penambahan kalori
berupa glukosa secara kontinyu-bertahap terhadap ketahan sel beta pankreas belum diketahui
tentang pengaruh dan mekanismenya.

Ketahanan sel beta pankreas adalah hasil dari keseimbangan antara pembentukan dan
apoptosis sel beta pankreas (Choi and Woo, 2010; Murtaugh, 2007). Pada keadaan fisiologis,

sel beta yang mengalami apoptosis dapat diimbangi dengan adanya pembentukan sel beta,

1
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sehingga fungsi sel beta dalam memproduksi insulin tetap normal. Ketahanan sel beta dapat
ditinjau dari faktor-faktor yang mempengaruhi pembentukan sel maupun fungsi sel agar tetap
normal yaitu antara lain faktor yang menghambat apoptosis yaitu heat shock protein27
(Hsp27) dan Akt sebagai perangsang promoter insulin. Penurunan ketahanan sel beta seperti
pada penelitian sebelumnya, yaitu pada subjek dengan diet tinggi kalori yang terus menerus
(kontinyu) akan merangsang sel beta untuk mensintesis insulin secara berlebihan. Salah satu
mekanisme yang melatarbelakangi adalah terjadi suatu keadaan yang disebut endoplamsic
reticulum stress (ER stres). Telah diketahui bahwa ER bertanggung jawab dalam pengemasan
suatu produk sel, termasuk sintesis insulin oleh sel beta. Jika hal tersebut terganggu maka
dapat berakibat radikal bebas dan respons inflamasi meningkat, sehingga dapat
mempengaruhi faktor-faktor ketahanan sel beta pankreas, dan akibatnya dapat mempengaruhi
keseimbangan pembentukan dan apoptosis sel beta pankreas (Concannon et al., 2003; Papa,
2012).

Berdasarkan latar belakang tersebut di atas, dilakukan penelitian tentang mekanisme
pengaruh prekondisi penambahan kalori berupa glukosa secara kontinyu-bertahap terhadap
ketahanan sel beta pankreas yang dipapar diet tinggi glukosa.

Tabel 1.1 Rencana target capaian tahunan

No Jenis luaran Indikator capaian
‘ TS TS+1

o e . Jurnal Intemasional accepted -

: Publikasi limiah Nasional Terakreditasi -

2 | Pemakalah dalam pertemuan ilmioh |2sona! - -

Internasional - -

Keynote Speaker dalam pertemuan Nasional - -

ilmiah Internasional - -

4 | Visiting Lecturer Internasional - -

Paten - -

Paten Sederhana - -

Hak Cipta - -

Merk Dagang - -

5 | Hak Kekayaan Intelektual Rahasia Dagang - -

Desain Produk Industri - -

Indikasi Geografis - -

Perlindungan Varietas Tanaman - -

Perlindungan Topografi Sirkuit - -

6 Teknologi Tepat Guna - -

7 | Model/Purwarupa/Desain/Karya Seni/Rekayasa Sosial - -

8 | Buku Ajar ISBN) - -

9 | Tingkat Kesiapan Teknologi (TKT Skala 3 -

2
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1.2 Rumusan Masalah

1. Apakah prekondisi penambahan diet glukosa secara kontinyu-bertahap dapat
meningkatkan ekspresi Akt dan Hsp27sel beta pankreas yang dipapar stressor diet tinggi
glukosa?

2. Bagaimana mekanisme pengaruh prekondisi penambahan diet glukosa secara kontinyu-
bertahap terhadap ketahanan sel beta pankreas?

3
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pankreas

Pankreas adalah organ kelenjar yang terdapat di rongga abdomen. Pankreas
memepunyai fungsi sebagai kelenjar eksokrin yang menghasilkan enzim yang terlibat dalam
proses pencernaan dan kelenjar endokrin yang menghasilkan hormon. Bagian pada pankreas
dapat dibagi menjadi bagian prosesus uncinatus, kepala, badan, dan ekor (Hall and Guyton,
2016).

Sebagai kelenjar eksokrin, pankreas dapat mensekresi 1-2 liter cairan alkaline, yang
juga mengandung sekitar 20 enzime atau prekursor enzim pencernaan (Hall and Guyton,
2016).

Dari segi embriologi, pankreas mulai terbentuk pada saat fetus berukuran 12-15 mm.
Pada saat fetus berukuran 54 mm nampak pulau langerhans. Pada fetus yang telah matur, sel
penyusun pulau langerhans mencapai sekitar 33%. Pada pankreas dewasa, sel penyusun pulau
langerhans mencapai sekitar 20% dari massa pankreas. Jumlah pulau langerhans sekitar 1 juta
dengan jumlah 3000 sel per langerhans. Pulau langerhans dibatasi oleh kelenjar eksokrin dan
terdiri dari 4 jenis sel dan ada tambahan penemuan baru 1 jenis sel. Sel-sel tersebut adalah:
alfa (terdapat di bagian tepi mengelilingi langerhans); beta (terdapat di bagian sentral), delta
(terdapat di bagian tepi), PP (terdapat di bagian tepi), dan sel epsilon yang berfungsi
mensekresi ghrelin (Murtaugh, 2007). Pada bagian kepala dan prosesus unsinatus dari
pankreas banyak ditemukan sel PP dan sel delta yang mengelilingisel beta, pada bagian badan
dan ekor banyak ditemukan sel alfa dan sel delta, yang mengelilingi sel beta (O’Dowd and
Stocker, 2013).

Sel alfa berfungsi mensekresi hormon glukagon, sel beta mensckresi insulin, sel delta
berfungsi mensekresi somatostatin, dan sel PP mesekresi polipeptida pankreas (Sherwood,
2013).

Sekresi glukagon a.l dirangsang oleh kadar glukosa darah yang menurun dan
rangsangan simpatis, sedangkan penghambat sekresi glukagon adalah kadar glukosa darah
tinggi, hormon insulin, dan somatostatin. Sel PP mensekresi polipepiida pankreas yang belum
diketahui fungsinya, namun biasanya digunakan sebagai marker utama tumor endokrin

pankreas (Sherwood, 2013). .
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Pada sel beta pankreas, banyak ditemukan organela retikulum endoplasma. Hal tersebut

berkaitan dengan tugasnya dalam mengemas hormon insulin yang dihasilkan oleh sel beta
(Papa, 2012).

1/3 ventral 2/3 dorsal

IHS 74¢
GLU 2
PP 20%
SET v

@INS insulin
®GLL glucagon
@PrPr pancreatic peptide
®SST somatontatsn

Oblood vessel

Gambar Persentase 5 jenis sel pada langerhan pankreas
pada manusia dan tikus (Suckale, 2008).

2.1.1 Pertumbuhan Pankreas »

Menurut embriologi, pulau pankreas adalah termasuk organ yang berasal dari
endoderm (pancreatic bud endoderm). Fungsi endokrin pulau pankreas ini dapat diukur sejak
umur fetus 10-15 minggu. Insulin, glukagon, somatostatin, dan polipeptida pankreas (PP)
mulai nampak ekspresinya pada minggu ke-12 s.d13 (Piper et al., 2004).

Sel progenitor yang mengekspresi Neurogenin3 (Ngn3) merupakan sel induk yang
kemudian dapat menjadi 5 jenis sel endokrin. Sel-sel tersebut adalah alfa, beta, delta (terdapat
di bagian tepi), PP, dan sel epsilon. Pada saat umur embrio mencit sekitar hari ke-11 (E11.5)
ekspresi Ngn3 masih jarang, namun mencapai puncak pada sekitar hari ke-13 hingga sekitar
hari ke-15 (E13.5-E15.5). Namun pada mencit neonatus dan dewasa tidak didapatkan
ekspresi Ngn3(Murtaugh, 2007; Piper et al., 2004).

Pada fase embryonik (trimester pertama), epitel pankreas mengekspresi pancreas—
duodenum homeobox 1 gene (PDX1) atau disebut juga insulin promoter factor di nukleus dan
CK19 di sitoplasma. Selanjutnya ketika sel yang mensekresi insulin terdeteksi, CK19
didapati menurun, namun PDX1 masih terdeteksi di sel beta fetus. Adanya mutasi pada gen

S
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dari PDX1 akan memberikan dampak ekspresi PDX1 yang menurun, didapatkan pada
diabetes mellitus (DM) pada usia muda (maturity onset diabetes of the young atau MODY)
(Piper et al, 2004; O’Dowd et al, 2013). Dalam artikel yang ditulis oleh Murtaugh (2007),
embrio mencit pada umur E11.5-E15.5 didapatkan ekspresi PDX1 tersebar di jaringan
endoderm. Pada E17.5 mulai lebih spesifik pada langerhans, pada artikel lain (O’Dowd et al,
2013) langerhans lebih jelas nampak pada E18.5. Ketika lahir, terutama saat dewasa ekspresi
PDX1 terdapat di langerhans (Murtaugh, 2007).

Pada tikus, setelah lahir, window period pertumbuhan langerhans pankreas secara
fisiologis terjadi pada minggu ke-1 dan ke-2. Pada awalnya sel beta didapatkan menurun
karena apoptosis namun akan digantikan dengan mekanisme neogenesis dari jaringan duktus
epitelium (Petrik et al., 2001). Sedangkan pada embrio mencit, sel mulai mengekspresi umtuk
sel endokrin dimuali sejak E9.5, dengan glukagon lebih dulu diekspresi daripada insulin.
Glukagon diketahui mulai terekspresi pada E11.5. namun mulai E15.5 hingga lahir (neonatus
dan dewasa) ekspresinya menurun. Sedangkan ekspresi insulin mulai tampak pada E13.5
(masih sangat sedikit) dan lebih jelas terekspresi mulai E15.5 dan saat lahir dan dewasa,
ekspresinya lebih banyak dari glukagon (Murtaugh, 2007).

Penelitian yang dilakukan oleh Petrik et al (2001) menyebutkan bahwa IGF-II
merupakan islet cell mitogen dan survival factor yang dapat melindungi sitokin yang

menginduksi apoptosis. Dengan bertambahnya umur, kadar IGF-II akan menurun.

2.2 Diet Tinggi Kalori pada Pankreas

Penelitian yang banyak dilakukan yaitu diet tinggi karbohidrat yang diketahui dapat
menyebabkan obesitas dan perubahan pankreas. Ketika sejak umur 4 hari anak tikus
diberikan diet tinggi karbohidrat akan mengalami obesitas pada umur sekitar 60-100 hari.
Sedangkan perubahan pada pankreas diketahui terjadi lebih awal mulai hari ke-6 s.d 24.
Perubahan pankreas tersebut berupa peningkatan jumlah pulau langerhans per mm’ namun
pulau langerhans yang mempunyai luas dengan kategori kecil (<10.000 pm?) mencapai 95-
100%, sedangkan kelompok kontrol antara Kategori kecil dan besar (>10.000 pm’)
mempunyai variasi perbandingan 35%:65% atau 50%:50% atau 60%:40% tergantung umur
anak tikus. Ekspresi insulin (T) dan glukagon (G) pada pankreas yang dilihat dari rasio I'G
terjadi peningkatan pada kelompok yang melakukan diet tinggi karbohidrat. Apoptosis sel
juga didapatkan meningkat. Ekspresi IGF-Il mRNA dan IGF-1I pada langerhans pankreas
menurun yang dapat diartikan zat pelindung langerhans berkurang, namun di area duktus

6

LAPORAN PENELITIAN Analisis Mekanisme Pengaruh ... Lilik Herawati



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

epitelium didapatkan IGF-II lebih tinggi karena daerah tersebut adalah daerah neogenesis
(Petrik et al, 2001).

Penelitian yang dilakukan oleh Srinivasan et al. (2001) menyebutkan bahwa diet
tinggi karbohidrat yang diberikan pada anak tikus sejak berumur 4 hari, terjadi kondisi
hiperinsulinemia dalam 24 jam dan persisten. Hal tersebut dapat disebabkan adanya
kompensasi akibat diet dengan tinggi kadar karbohidrat. Hal tersebut didukung dengan data
peningkatan transkripsi gen preproinsulin (nRNA preroinsulin) pada ekstraksi langerhans
secara RT-PCR. Pemeriksaan mRNA PDX1 dan PDX1 yang merupakan insulin promoter
Jactor pada pankreas mengalami peningkatan.

Pada induk tikus yang obes atau diberikan diet tinggi karbohidrat dan tikus tersebut
bunting, didapatkan induk tikus tersebut dan anak tikus tersebut mengalami intoleransi
glukosa, gangguan fungsi sel beta, menurunnya area langerhans, dan ekspresi PDX1 yang
menurun (O’Dowd et al, 2013).

Diketahui pula, gula dengan jenis D-glukosa pada dosis 0,5-10mM (9-180mg)
meningkatkan pertumbuhan sel yang mengekspresi insulin sebesar 20 kali lebih tinggi
daripada media kultur pankreas tanpa glukosa yang diambil dari embrio tikus pada usia
bunting E13.5. Media tersebut diamati dan dibandingkan pada hari pertama dan hari ke-7.
Glukosa ini tidak memodifikasi pola Ngn3 yang merupakan penanda awal untuk sel
progenitor endokrin, namun penting untuk ekspresi NeuroD yang merupakan target Ngn3
(Guillemain et al., 2007).

Pada pasien cedera otak yang diberi nutrisi perenteral secara konvensional berupa
glukosa, dan diukur kadar titer anti Hsp27 dalam darah, didapatkan hasil kadar titer anti
Hsp27 lebih tinggi daripada pasien yang diberikan insulin. Hal tersebut menunjukkan bahwa
keadaan hiperglikemia dapat menurunkan Hsp27 (Mousavi et al., 2014).
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1.4 Road map Penelitian
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' {:rgap ' - Ovum & sperma
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: Studi/ Penelitian klinik
Sosisalisasi I
e mm=mmm—mmmm——me  hasil iset —> ¥
: Studi observasi ! i Preventif penyakit ; _____Y¥ _____
| epidemologi 1 | metabolit, a.l: | I Implementasi :
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Keterangan: solid line & bold words : pada usulan penelitian saat ini
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BAB 3

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan umum

Menjelaskan mekanisme pengaruh prekondisi penambahan diet glukosa secara
kontinyu-bertahap terhadap ketahanan hidup sel beta pankreas yang dipapar stressor diet
tinggi glukosa.

1.3.2 Tujuan khusus

1. Membuktikan pengaruh prekondisi penambahan diet glukosa secara kontinyu-bertahap
terhadap peningkatan ekspresi Akt dan Hsp27 sel beta pankreas yang dipapar stressor diet
tinggi glukosa.

2. Menjelaskan mekanisme pengaruh prekondisi penambahan diet glukosa secara kontinyu-

bertahap terhadap ketahanan sel beta pankreas.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat teoritis

1. Dasar penelitian klinis untuk preventif penyakit metabolik DM.

1.4.2 Manfaat aplikatif

2. Diet interval yang tidak memberatkan sehingga dapat diaplikasikan lebih lebih luas.

3. Dapat mencegah penyakit DM, sehingga dapat menurunkan prevalensi dan insiden

penyakit DM.

r_ _ MILIK

PERPUSTAKAAN
‘ UNIVEKSITAS AIRLANGGA |
| SURABAYA
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PERPUSTAKAAN |
UNIVERSITAS AIRLANGGA
BAB 4 SURABAYA

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik dengan disain

penelitian yaitu post test only control group design. Dengan skema sebagai berikut:

+Diet prekondisi
| —> glukosa =
kontinyu-bertahap

+Stressor
tinggi glukosa

- Diet prekondisi
K-01 > glukosa | —| O
kontinyu-bertahap

- Diet prekondisi
K-0 - glukosa >
kontinyu-bertahap

=Stressor 0
tinggi glukosa

Keterangan:

K-1 = kelompok kontinyu-bertahap.

K-01 = kelompok kontrol positif.

K-0 = kelompok kontrol negatif.

(0] = Pengamatan dan penilaian variabel yang diteliti.

Gambar 3.1 Skema kelompok penelitian

4.2 Populasi, Besar Sampel, dan Teknik Pengambilan Sampel
4.2.1 Populasi

Populasi yang digunakan penelitianini adalah mencit (Mus musculus) strain Balb/c,

jenis kelamin jantan, umur + 4 minggu, dan berat badan 15-20 g.

4.2.2 Besar Sampel

Estimasi besar sampel subjek penelitian dengan jumlah 3 kelompok, ditentukan

dengan rumus Federer yaitu:

10
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t-1) (-1)2 15

G-D(n-1)215
Keterangan:
2n-2215 t = jumlah kelompok
n>17 n = jumlah subjek per kelompok

nz9
Berdasarkan hitungan tersebut di atas, didapatkan besar sample 9 subjek per
kelompok.

4.2.3 Teknik Pengambilan Sampel
Teknik pengambilan sampel pada penelitian ini adalah teknik yang dilakukan dengan

cara simple random.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Klasifikasi variabel
4.3.1.1 Variabel bebas

Variabel bebas terdiri dari: diet prekondisi tambahan sonde glukosa kontinyu-
bertahap dan stressor tambahan sonde tinggi glukosa setiap hari.
4.3.1.2 Variabel tergantung

Variabel tergantung terdiri dari: Kadar glukosa darah, ekspresi Akt sel beta pankreas,
dan ekspresi Hsp27 sel beta pankreas.

4.3.2 Definisi operasionalvariabel
Tabel 4.1 Definisi Operasional Variabel

No | Variabel Definisi operasional Metode | Skala

penelitian pengu- | data
kuran
Variabel independen
1 | Diet Mencit diberikan diet standar dan setiap hari | Diberik | Nomi-

prekondisi | diberikan tambahan sonde glukosa dengan an nal
tambahan | dosis yang dinaikkan bertahap setiap sonde
sonde minggu. atau

glukosa Dosis glukosa minggu ke-1= 0,05 g/g BB; tidak
kontinyu- | minggu ke-2= 0,07 g/g BB; minggu ke-3=
bertahap | 0,09g/g BB; dan minggu ke-4=0,011 g/g
BB.

Jumlah volume larutan yang disonde sekitar
0,3-1 ml

2 | Stressor Setelah diberikan diet prekondisi (pada Diberik | Nomi-

1
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tambahan
sonde
tinggi
glukosa
setiap hari

minggu ke-5 s.d ke-8), mencit diberikan diet
standar dan setiap hari diberikan tambahan
sonde glukosa dengan dosis tinggi (0,013g/g
BB), setiap hari, selama 4 minggu.

Jumlah volume larutan yang disonde sekitar
0,3-1 ml

sonde
atau
tidak

nal

Variabel dependen

Kadar
glukosa
darah

Diukur pada awal perlakuan, pertengahan
(sekitar akhir minggu ke-4), dan akhir perlakuan
(sekitar minggu ke-8). Diukur dengan alat
accucheck performa Roche, satuan kadar adalah
mg/dl

Gluco-
meter

Rasio

Ekspresi
Akt

Diukur dengan cara menghitung jumlah sel
beta yang memberikan reaksi positif
terhadap antibodi monoclonal anti Akt.
Penghitungan dilakukan pada 2 slide dan
tiap slide dilihat pada lima pulau Langerhans
yang berbeda dengan menggunakan
mikroskop cahaya pembesaran 400x.

Jumlah sel beta yang positif mengekspresi
Akt dihitung dari rerata 10 pulau
Langerhans.

Imuno-
histo-
kimia
(IHC)

Rasio

Ekspresi
Hsp27

Diukur dengan cara menghitung jumlah sel
beta yang memberikan reaksi positif
terhadap antibodi monoclonal anti Hsp27.
Penghitungan dilakukan pada 2 slide dan
tiap slide dilihat pada lima pulau Langerhans
yang berbeda dengan menggunakan
mikroskop cahaya pembesaran 400x.

Jumlah sel beta yang positif mengekspresi
Hsp27 dihitung rerata dari 10 pulau
Langerhans.

Imuno-
histo-
kimia
(IHC)

Rasio

4.4 Bahan Penelitian
Bahan penelitian ini antara lain adalah:

1. Hewan coba mencit (Mus musculus) Balb/c jantan, sehat, umur + 4 bulan, berat badan

sekitar 15-20 g, diberi pakan pelet.

2. Larutan glukosa yaitu larutan dextrose 40 (D40) merk Otsu yang berisi glucose

monohydrate.

3. Bahan-bahan yang digunakan untuk pembuatan preparat imunohistokimia dan preparat

Hematoxylin-Eosin.

12
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4.5 Instrumen Penelitian
Beberapa instrumen penelitian yang digunakan antara lain:
1. Kandang mencit individual, ukuran 15x15x25 cm, terbuat dari plastik ditutup kawat
kasa, dilengkapi botol minum,
2. Timbangan digital, untuk menimbang berat badan mencit dan pakan.
Sonde dengan ukuran lcc, pot kecil tempat jaringan, kertas label, alat tulis,micropipette,
microwell plat, alat sentrifugasi, alat inkubasi, kertas tissue, sarung tangan, masker, gelas
obyek biasa, gelas obyek berlapis poly-L lysine, cover glass.
Surgery set
Glukometer accucheck

Mikroskop cahaya merek Olympus.

N R

Software image J dan image Raster

4.6 Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di unit hewan coba Fakultas Kedokteran Hewan Universitas

Airlangga Surabaya.

4.7 Pengolahan dan Analisis Data
Data hasil penelitian diolah dan dianalisis dengan uji statistik deskriptif, uji
normalitas, uji homogenitas, dan uji beda. Besar taraf signifikansi ditetapkan 5%.
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LAPORAN PENELITIAN Analisis Mekanisme Pengaruh ... Lilik Herawati



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.8 Bagan Penelitian

“Mekanisme Pengaruh Prekondisi Diet Glukosa secara Kontinyu-Bertahap
terhadap Ketahanan Sel Beta Pankreas yang
Dipapar Diet Tinggi Glukosa”

Prekondisi diet glukosa
kontinyu-bertahap
(selama 4 minggu)

!

Stressor diet tinggi glukosa

(selama 4 minggu)
Ketahanan sel beta pankreas
/ \

[ Sadaiiadiadiadeatniniiif it ettt .

! Ekspresi PDX1 sel beta 1 Ekspresi Akt sel beta

i Ekspresi insulin sel beta i Ekspresi Hsp27 sel beta

D om om v o e e o e o -———

- J/
~
| ettt iy |
' Kadar insulin darah t — | Kadar glukosa darah
" Kepadatan sel beta ¢
Keterangan:

Diajukan pendanaan Penelitian Disertasi Doktor

. +  Variabel lain dari disertasi
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BAB 5
HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

Varibale penelitian berupa ekspresi Akt, Hsp27, dan insulin pada sel beta dapat dilihat
pada tabel 5.1. Perbedaan bermakna terjadi pada ekspresi Hsp27, sedangakan yang lain tidak
menunujkkan perbedaan yang bermakna. Pembahasan setiap variabel pada sub bab berikut.

Tabel 5.1 Rerata variabel penelitian

Ekspresi
i " Akt Hsp27 Insulin
Kontrol 9 5,6942,86 5,86+2,18" 5,29+1,29
Kontrol prekondisi 9 6,02+2,00 5,71x1,68" 6,55+1,31
Prekondisi 9 5,44+2.24 3,82+0,96" 5,49+1,30
p 0,877 0,029 0,106

Superscript berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna (p< 0,05).

5.1 Ekspresi Akt Sel Beta
Rerata skor ekspresi Akt sel beta paling tinggi adalah kelompok ‘kontrol prekondisi’,
sedangkan skor ekspresi terendah adalah kelompok prekondisi. Meski demikian, secara

statistik tidak ada perbedaan bermakna.

S B D\ L 2 B, T . : "“MI‘ ' .:: I1 ':;\ .L:' _%_,.‘: y g \:‘!‘ :
" - . 3 !: e - -'. _6": | (‘ﬁ!‘.;’.“;l ...:. .
Gambar 5.1. Perbandingan Ekspresi Akt Sel Beta (panah) Antar Kelompok.

Pada slide diatas nampak bahwa ekspresi Akt pada kelompok kontrol prekonsisi lebih kuat
(persentase sel positif dan intensitas warna) dibandingkan dengan kelompok lain. Pewarnaan
immuno histokimia (IHC), Pembesaran 1000x; mikroskop Nikon H600L;
camera DS Fi2 300 megapixel

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
5 L R OAiiHérawati A
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Perbedaan ekspresi Akt sel beta yang tidak bermakna dan dengan selisih skor antar
kelompok yang kecil yaitu 0,33-0,58 menunjukkan bahwa prekondisi ini belum mampu
memberikan pengaruh pada Akt.

Pada penelitian sebelumnya, terkait Akt menunjukkan hasil yang berbeda tergantung
organ yang diperiksa. Penelitian dengan diet glukosa selama 24 minggu rasio phospho-
Akt/Akt pada hepar menunjukkan peningkatan yang tidak berbeda dengan kontrol, dan pada
otot skelet menunjukkan sedikit penurunan yang tidak berbeda bermakna daripada kontrol
(Forbes et al., 2013). a

Akt diketahui juga berperan sebagai mediator insulin dalam metabolisme glukosa.
Ada beberapa positif regulator yang berperan pada Akt antara lain Hsp27. Rangsangan oleh
glukosa yang berkepanjangan (prolong) dapat mengaktivasi signal Akt. Insulin pun juga
dapat mengaktivasi Akt (Elghazi ef al., 2007). Pada penelitian ini, ekpresi Akt menunjukkan
perbedaan yang tidak bermakna, sehingga kadar glukosa darah, kadar insulin, dan kadar
Hsp27 yang berbeda antar kelompok, kemungkinan melalui jalur lain selain jalur melalui
Akt. Tidak adanya keterlibatan Akt dalam mekanisme pada perlakuan ini juga diperkuat
dengan hasil statistik regresi analisis jalur, yang menunjukkan bahwa perlakuan ini tidak
memberikan perbedaan bermakna pada Akt. Hal tersebut dapat disebabkan perlakuan yang
diberikan berbeda dengan penelitian sebelumnya, yaitu menggunakan hewan coba mencit
yang dimanipulasi secara genetik (faktor internal). Sedangkan pada penelitian ini yang

dimanipulasi adalah faktok eksternal berupa pemberian diet.

5.2 Ekspresi Hsp27 Sel Beta

Rerata skor ekspresi Hsp27 sel beta menunjukkan perbedaan yang bermakna antar
kelompok. Pada kelompok prekondisi skor ekspresi Hsp27 menujukkan skor yang paling
rendah dibandingkan dengan kelompok lain. Rerata ekspresi Hsp27 sel beta yang paling
tinggi terdapat pada kelompok kontrol yang berbeda bermakna dengan kelompok prekondisi,
tetapi tidak berbeda bermakna dengan kelompok ‘kontrol prekondisi’. Kelompok prekondisi
pun, meskipun skor nilai ekspresi Hsp27 lebih rendah, menunjukkan perbedaan yang tidak
bermakna dengan kelompok ‘kontrol prekondisi’.
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Gambar 5.2. Perbandingan Ekspresi Hsp27 Sel Beta (panah) Antar Kelompok.
Pada slide diatas nampak bahwa ekspresi Hsp27 pada kelompok prekondisi lebih
lemah (persentase sel positif dan intensitas warna) dibandingkan dengan kelompok
lainnya. Pewarnaan immuno histokimia (IHC), Pembesaran 1000x; mikroskop

Nikon H600L; camera DS Fi2 300 megapixel.

Berdasarkan kepadatan sel juga didapatkan bahwa dengan penurunan Hsp27, tidak
didapatkan perbedaan bermakna pada kepadatan sel. Hal tersebut dapat berarti apotosis tidak
terjadi, tetapi Hsp27 menurun. Fenomena ini dapat dijelaskan karena dalam sel beta, selain
Hsp27 terdapat Hsp yang lain yang bersifat protektif seperti Hsp90 yang pada penelitian ini
tidak dilakukan pemeriksaan.

Hsp27 merupakan ATP-independent yang berperan antara lain sebagai anti-apoptotic.
Hsp27 diinduksi oleh HSFs (heat shock transcription factors) akibat adanya stressor (Wang
et al., 2014). Namun pada keadaan diet prekondisi glukosa, ekspresi Hsp27 sel beta
mengalami penurunan. Hal tersebut dapat disebabkan karena karakter Hsp27 yang ATP-
independent sehingga pada keadaan yang telah ‘dibiasakan’ mempunyai energi (ATP) yang
lebih banyak karena paparan glukosa, menjadikan ekspresi Hsp27 sel beta menjadi lebih
rendah. Sedangkan pada ‘kontrol prekondisi’ yang langsung diberikan stressor diet tinggi
glukosa, belum ada respon terhadap perubahan yang mendadak tersebut, sehingga ekspresi
Hsp27 sel beta hanya sedikit lebih rendah dari kelompok kontrol.

Ekspresi Hsp27 yang disebutkan sebagai anti-apoptotic agent, namun di sisi lain

peningkatan Hsp27 juga disebutkan dapat meningkatkan tumorigenesis seperti pada kasus
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keganasan pada kanker paru, didapatkan peningkatan ekspresi Hsp27 pada jaringan paru (B.
Sheng et al., 2017). Pada penelitian prekondisi diet glukosa ini, ekspresi Hsp27 tidak
menunjukkan peningkatan, bahkan lebih rendah dari kontrol sehingga mekanisme anti-
apoptotic agent lebih kuat dan sulit sekali untuk sampai memberikan efek peningkatan massa
sel beta, apalagi sampai terjadi fumorigenesis.

Dari literatur disebutkan bahwa glukosa darah yang tinggi dapat memicu reaksi
glikasi dengan produk berupa glyoxal, 3-deoxglucosone, dan methylglyoxal (MG) (Nowotny
et al., 2015). Dari penelitian sebelumnya diketahui bahwa reaksi tersebut dapat memodifikasi
Hsp27 schingga terbentuk modifikasi methylglyoxal (MG) dari Hsp27 (Oya-Ito Tomoko et
al., 2011; Sakamoto et al., 2000). Produk tersebut berperan sebagai anti apoptosis (Sakamoto
et al., 2000).

Pada penelitian ini, kelompok prekondisi dapat pula memberikan proteksi sejak awal
melalui Hsp27 untuk sel beta sehingga secara fungsional Hsp27 yang sebelumnya banyak
terekspresi, ketika adanya paparan diet glukosa, Hsp27 banyak digunakan, sehingga Hsp27
yang tersisa dan terukur menjadi rendah. Sedangkan kelompok kontrol, mekanisme proteksi
tersebut tidak banyak diperlukan, sehingga skor ekspresi Hsp27 sel beta mempunyai skor
yang paling tinggi dan secara struktural dan fungsional sel beta dalam mensekresi insulin
dalam keadaan baik. Pada kelompok ‘kontrol prekondisi’, paparan diet glukosa terjadi lebih
akhir dibandingkan kelompok prekondisi, sehingga Hsp27 belum banyak yang memberikan
efek proteksi sel beta, sehingga ekspresi Hsp27 yang terbaca masih lebih tinggi daripada
kelompok prekondisi. Hal tersebut juga tampak dari kadar insulin serum yang rendah pada
kelompok ‘kontrol prekondisi’. Meskipun kepadatan sel beta dan skor ekspresi insulin sel
beta pada kelompok ‘kontrol prekondisi’ masih tinggi, yang artinya secara struktural masih
teridentifikasi sel beta, namun secara fungsional terkait sekresi insulin telah mengalami
gangguan, yang kemungkinan akibat adanya ER stress.

Pada penelitian lain yang dilakukan oleh Mousavi et al. (2014) tentang efek kadar
glukosa terhadap Hsp27 pada pasien cedera otak di ICU. Mousavi menyebutkan bahwa
Hsp27 adalah faktor stress, dan dengan menurunkan kadarnya, sebagai indikator penurunan
stres.

Studi oleh Pourhzmidi et al. (2014) pada pasien DM tipe 1 dengan memeriksa Hsp27
serum didapatkan bahwa kadar Hsp27 DM tipe ! lebih rendah daripada subjek kontrol yang
sehat. Kadar Hsp27 diperiksa pada pasien DM tipe 1 yang rerata telah diderita selama sekitar
20 tahun dan diulang pemeriksaanya setelah 13 tahun atau telah menderita DM sekitar 33
tahun, kadar Hsp27 serum mempunyai kecenderungan yang menurun dan diketahui juga
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berhubungan dengan gangguan pada saraf. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian

Pourhamidi ef al. (2014) tersebut, meskipun dengan tempat pengambilan spesimen yang

berbeda. Nampaknya, tidak sekedar dosis glukosa yang masuk ke dalam tubuh yang harus

diperhatikan, durasi paparan diet tinggi glukosa perlu dipertimbangkan pula.

5.3 Ekspresi Insulin Sel Beta

Skor ekspresi insulin sel beta menunjukkan rerata yang paling tinggi pada kelompok

‘kontrol prekondisi’ dan yang terendah adalah kelompok kontrol, tetapi perbedaan tersebut

tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna secara statistik.
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Gambar 5.3. Perbandingan Ekspresi Insulin Sel Beta (panah) Antar Kelompok.
Pada slide diatas nampak bahwa ekspresi insulin pada kelompok kontrol
prekondisi lebih kuat (persentase sel positif dan intensitas warna) dibandingkan
dengan kelompok lainnya. Pewarnaan immuno histokimia (IHC), Pembesaran
1000x; mikroskop Nikon H600L; camera DS Fi2 300 megapixel.
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Rerata ekspresi insulin sel beta kelompok kontrol menunjukkan kecenderungan yang

lebih rendah, namun jika dibandingkan dengan kadar insulin serum mempunyai kadar yang

paling tinggi. Pada kelompok ‘kontrol prekondisi’, ekspresi insulin sel beta menunjukkan

nilai yang paling tinggi, namun tidak sejalan dengan kadar insulin serum yang mempunyai

kadar terendah.
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Hasil tersebut berbeda dengan riset yang menggunakan drosophila yang diberi diet
tinggi karbohidrat. Pada drosophila dengan diet tinggi karbohidrat, didapatkan sel yang
memproduksi insulin tidak ada perubahan. Namun terjadi peningkatan DILPs (Drosophila
insulin-like Peptides) yang artinya terjadi kompensasi dari keadaan hiperglikemia tersebut
(Musselman et al., 2011).

Review oleh Fu ef al. (2013) dan literatur oleh Suckale (2008) menjelaskan bahwa
glukosa penting sebagai regulator sintesis protein. Pada riset invitro menunjukkan bahwa
pada keadaaan dengan kondisi kadar glukosa yang rendah, terjadi penurunan insulin mRNA
dan pada kadar glukosa tinggi terjadi peningkatan. Insulin mRNA yang terlibat translasi
sehingga dapat mempengaruhi ekspresi insulin pada sel beta.

Hal tersebut menimbulkan suatu pertanyaan yaitu mungkin ada mekanisme lain yang memicu
pelepasan insulin oleh sel beta ke sirkulasi yang berkaitan dengan perlakuan ini. Mekanisme
tersebut mungkin berkaitan dengan ER stress, dimana kondisi paparan glukosa tinggi akan
memicu radikal bebas akibat reaksi glikasi dan laju metabolisme yang tinggi, kemudian
mengganggu dalam pengemasan insulin untuk dilepaskan ke sirkulasi (Papa, 2012). Oleh
karena itu, meskipun skor ekspresi insulin sel beta pada kelompok ‘kontrol prekondisi’ paling

tinggi, namun secara fungsional dalam mensekresi insulin ke sirkulasi terjadi gangguan.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6. 1 Kesimpulan

1. Prekondisi diet glukosa secara kontinyu-bertahap yang selanjutnya diberikan stressor
diet tinggi glukosa, tidak meningkatkan ekspresi Akt sel beta, namun, menurunkan
ekspresi Hsp27 sel beta. Hal tersebut sebagai mekanisme proteksi akibat adanya
hiperglikemia supaya regulasi kadar glukosa darah relatif tetap terjaga.

2. Mekanisme pengaruh prekondisi diet glukosa secara kontinyu-bertahap yang
selanjutnya diberikan stressor diet tinggi glukosa, diketahui melalui jalur Hsp27 yang
kemudian merangsang ekspresi insulin sel beta, namun selanjutnya menurunkan kadar
insulin serum. Meskipun kadar insulin serum menurun, namun dengan prekondisi

diketahui masih lebih baik daripada tidak diberikan prekondisi.

6.2 Saran

Walaupun hasil penelitian ini dapat memberikan tambahan informasi ilmiah mengenai
pengaruh dan mekanisme prekondisi diet glukosa kontinyu-bertahap, tetapi masih banyak
pertanyaan yang muncul sehingga penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk memperluas
penjelasan teoritik dan kelak penerapannya antara lain:

1. Penelitian lanjutan dengan memeriksa variabel lain yang terlibat dalam mekansime
prekondisi diet glukosa kontinyu-bertahap sehingga didapatkan mekanisme yang relatif
lengkap sebagai upaya prevensi atau antisipasi gangguan metabolik terutama berkaitan
dengan glukosa.

2. Pengembangan penelitian prekondisi diet berupa kombinasi diet dosis tinggi kalori dengan
interval restriksi kalori, seperti pada kondisi puasa, terhadap ketahanan sel beta.

3. Pengembangan penelitian prekondisi diet terhadap organ lain selain pankreas misal ginjal,
otak, otot, jantung, hepar, dan pembuluh darah. _—

TS
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Konsumsi kalori dari tahun ke tahun menunjukkan peningkatan (WHO,
2016a) . Penambahan kalori 100-150 Kcal/orang/hari telah diketahui dapat
meningkatkan risiko penyakit metabolik seperti diabetes mellitus (DM) dan
penyakit jantung (AHA, 2014; Basu et al., 2013). Penelitian sebelumnya terkait
upaya preventif, banyak berfokus pada prekondisi dengan restriksi kalori
menunjukkan hasil positif dapat memperbaiki kondisi DM. Namun, prevalensi
DM ternyata masih menunjukkan peningkatan, sehingga diperlukan metode
preventif lain yang lebih mudah diaplikasikan seperti metode prekondisi diet
dengan penambahan kalori secara bertahap. Penelitian prekondisi yang telah
dilakukan antara lain prekondisi ischemic, prekondisi heat, dan prekondisi diet.
Penelitian yang berkaitan dengan prekondisi diet, antara lain berupa restriksi
diet dan puasa yang menunjukkan hasil dapat meningkatkan angka harapan
hidup dan fungsi organ. Namun prekondisi penambahan glukosa secara
kontinyu-bertahap sejak usia dini terhadap ketahanan sel beta pankreas belum
diketahui terkait pengaruh dan mekanismenya.

Berdasarkan hal tersebut dilakukan penelitian analisis mekanisme
pengaruh prekondisi diet glukosa secara kontinyu-bertahap yang kemudian
dipapar dengan stressor diet tinggi glukosa terhadap ketahanan sel beta
pankreas melalui Akt dan Hsp27 sel beta pankreas. Akt berperan dalam
merangsang promoter insulin dan Hsp27 berperan sebagai penghambat
pengaktifan caspase jalur apoptosis.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekspresi Akt sel beta dan insulin sel
beta menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna (p=0,05). Rerata Akt,
kelompok prekondisi paling rendah. Rerata ekpresi insulin kelompok ‘kontrol
prekondisi’ mempunyai skor tertinggi. Ekspresi Hsp27 menunjukkan
perbedaan bermakna antar kelompok (p=0,043), yaitu kelompok kontrol
dengan kelompok prekondisi (x=5,856+2,1755; x=3,82210,9615; p= 0,043),
sedangkan kelompok ‘kontrol prekondisi’ (x=5,711+1,6766) dan kelompok
prekondisi, serta kelompok ‘kontral prekondisi’ dan kelompok kontrol, tidak
menunjukkan perbedaan bermakna.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah prekondisi diet glukosa secara
kontinyu-bertahap dapat bermanfaat untuk menyiapkan tubuh dalam
menghadapi stressor yang berat. Mekanisme yang terlibat dalam perlakuan ini
adalah melalui ekpresi Hsp27 dan ekspresi insulin sel beta, yang
mempengaruhi kadar insulin serum untuk meregulasi kadar glukosa darah.
Namun, perlu penyelidikan lebih lanjut untuk menemukan modulator lain yang
terlibat untuk mekanisme lebih rinci.

Kata kunci: prekondisi diet, glukosa, sel beta pankreas, Akt, Hsp27
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Konsumsi  kalori dari tahun ke tahun
menunjukkan peningkatan (Cargill, 2016, WHO,
2016a). Penambahan kalori 100-150

Kcallorang/haritelah diketahui dapat meningkatkan
risiko penyakit metabolik seperti diabetes meliitus
(DM) dan penyakit jantung(AHA, 2014; Basu et al.,
2013). Pada tahun 2014, diketahui prevalensi pasien
DM adalah422 juta dan diperkirakan pada tahun
2035 jumiah pasien DM menjadi 592 juta(Guariguata
et al, 2013; WHO, 2016b).

Metode prekondisi sebenarnya telah dilakukan
sejak metode pengobatan Cina tradisional, namun
berdasarkan karya yang dipublikasikan pada jumal,
baru teridentifikasi sejak tahun 1933 (Giuliano and
Winnig, 2014). Penelitian yang berkaitan dengan
prekondisi diet, antara lain berupa restriksi diet dan
puasa yang menunjukkan hasil dapat meningkatkan
angka harapan hidup dan fungsi ginjal (Mitchell et
al, 2010). Namun prekondisi penambahan kalori
berupa glukosa secara kontinyu-bertahap terhadap
ketahan sel beta pankreas belum diketahui tentang
pengaruh dan mekanismenya.

Berdasarkan latar belakang tersebut di atas,
dilakukan penelitian tentang mekanisme pengaruh
prekondisi penambahan kalori berupa glukosa
secara kontinyu-bertahap terhadap ketahanan sel
beta pankreas yang dipapar diet tinggi glukosa.

P Metode
&

Hewan coba yang digunakan penelitianini adalah
mencit (Mus musculus) strain Balblc, jenis kelamin
jantan, umur + 4 minggu, dan berat badan 15-20 g.

Variabel bebas terdiri dari: diet prekondisi
tambahan sonde glukosa kontinyu-bertahap dan
stressor tambahan sonde tinggi glukosa setiap hari.
Mencit diberikan diet standar dan setiap hari
diberikan tambahan sonde glukosa dengan dosis
yang dinaikkan bertahap setiap minggu. Dosis
glukosa minggu ke-1= 0,05 g/g BB; minggu ke-2=
0,07 g/g BB; minggu ke-3= 0,09g/g BB; dan minggu
ke-4=0,011 g/lg BB. Jumlah volume larutan yang
disonde sekitar 0,3-1 ml. Sefelah diberikan diet
prekondisi (pada minggu ke-5 s.d ke-8), mencit
diberikan diet standar dan sefiap hari diberikan
tambahan sonde glukosa dengan dosis tinggi
(0,013g/g BB), setiap had, selama 4 minggu. Jumlah
volume larutan yang disonde sekitar 0,3-1 ml

Variabel tergantung terdiri dari: Kadar glukosa
darah, ekspresi Akt sel beta pankreas, dan ekspresi
Hsp27 sel beta pankreas.

an Manfaat

Varibale penelitian berupa ekspresi Akt, Hsp27, dan insulin pada
sel beta dapat dilihat pada tabel 5.1. Perbedaan bermakna terjadi
pada ekspresi Hsp27, sedangakan yang lain tidak menunujkkan
perbedaan yang bermakna.

Tabel 1 Rerata variabel

B
Kelyek b o gl i
Kekd TRV SHI 5800
Kentolprekendii § 50N S 70413 55411
Poknds 3 sMan  3RA® 580

] 0817
Sypersorpiberbeda menunpikan perbedaan yang bermakaa {p< 0,05,

00 0106

Prekondisi diet glukosa secara Kkontinyu-bertahap yang
selanjutnya diberikan stressor diet tinggi glukosa, tidak
meningkatkan ekspresi Akt sel beta, namun, menurunkan ekspresi
Hsp27 sel beta. Hal tersebut sebagai mekanisme proteksi akibat
adanya hiperglikemia supaya regulasi kadar glukosa darah relatif
tetap terjaga.
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Ekspresi Akt sel beta

Mekanisme pengaruh prekondisi diet glukosa secara kontinyu-
bertahap yang selanjutnya diberikan stressor diet tinggi glukosa,
diketahui melalui jalur Hsp27 yang kemudian merangsang ekspresi
insulin sel beta, namun selanjutnya menurunkan kadar insulin
serum. Meskipun kadar insulin serum menurun, namun dengan
prekondisi diketahui masih lebih baik daripada tidak diberikan
prekondisi.

'
.
»

Ekspresi Hsp27 sel beta
Berdasarkan hasil penelitian tersebut, diharapkan dapat
memberikan manfaat berupa diet interval yang tidak memberatkan
sehingga dapat diaplikasikan lebih lebih luas dan dapat mencegah
penyakit DM, sehingga dapat menurunkan prevalensi dan insiden
penyakit DM.

Ekspresiinsulin sel beta
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Abstract

Background: Akt has a role on the IRS-Akt-insulin signal and increases the mass of pancreatic islet. Akt also can induce Pdx1 as
insulin promoting factor, through its inhibition effect on GSK-3. However, the role of Akt and Pdx1 on chronic high glycemic index (Gl)
diet exposed to subjects is not clearly understood.

Aim: This study aims to determine the effect of high Gl diet on blood glucose, serum insulin, number of islet cells, Akt, and Pdx1
expression in beta celis.

Methods: Eight weeks-old healthy male Balb/c mice were divided into two groups. Control group was given standard diet. The highGl
group was given standard diet added with oral galvage glucose solution everyday for 4 weeks. The dose of glucose sclution was 0.013
g/gBW or 3-5% additional calories each day. Randomed blood glucose (BG) was taken before (pre) and after (post) treatment from tail
vein. Serum insulin (SI) was taken afer treatment from blood cardiac. Islet was also take after treatment. Number of islet cells was
counted with Image-J software in HE staining. Akt and Pdx1 was analyzed with IHC Rammele score in IHC staining.

Results: The different changes of body weight before and after treatment showed significant different between groups (0.025). BG post
on highGl group increased significantly compared to control (p= 0.032). However, Sl on highGl decreased significantly compared to
control (p=0.003). Number of islet cells on highG! decreased not significantly (p=0.346). While Akt and Pdx1 increased on highGl did

not show significantly (p=0.729; p=0.701).

Conclusions: A high G diet can increase blood glucose level but reduce serum insulin level. However, there is no evidence of
underiying mechanism of this chrenic condition via Akt and Pdx1. Thus, further study is needed such as observing apoptosis and other

modulators on beta cells.
Keywords: Glucose; Insulin; Akt; Pdx1; Beta Cells

INTRGDUCTION

The prevalence of diabetes mellitus (DM is increasing. In 2035,
the estimation of DM will exceed 592 milfion (Guariguata et al.,
2014). Hyperglicemia or high abnormal fevel of blood glucose is
one of the signs in DM.

Glucose is one of several factors which ecan stimulate several
transcription factors in beta cells, like Akt (prolein kinase B or
serine/ threonine-specific protein kinase) and Pdx-1 {pancreatic
duodenal homecbox-1). Akt can stimulate Pdx1 and the Pdx1 is
known as the transcription factor identified in the pancreas since
embryonal phase dan still expressed in adult (Humphrey et al,,
2010; Johnson et al., 2006; Murtaugh, 2007). Pdx1 is also known to
play a pivotal role in beta cell growth and adult beta-cell function
(Spaeth et al., 2017). However, the mechanism of exposure to the
chronic high Gl diet on Akt and Pdx1 is not clearly understoed.
Thus, the objective of this study is fo determine the pattems of
glucose and serum insulin levels, as well as the role of Akt and
Pdx1 in beta cells because of chronic exposure to high Gl diet.

METHODE

Eight week-old healthy male Balb/c mice were used for this
study. There were two study groups, control group (C) and high
glycemic index diet group (highGl). Each group
consisted of seven mice. Control group was given standard diet.
The highGl group was given standard diet added with daily oral
galvage glucose solution 0.013 g/gBW or 3-5% additional calories
each day. The duration of the treatment was 4 weeks.

LAPORAN PENELITIAN

Analisis Mekanisme Pengaruh ...

At the end of the treatment, the mice were sacrificed by
intraperitoneal anesthesia. The anesthesia cocktail was made up
of 1 mi ketamine (100 mg/ml), 0.5 ml xylazine (20 mg/mil), 0.3 ml
acepromazine (10 mg/ml), and 8.2 ml of sterile water. The
intraperitoneal anesthesia dose was 0.05-0.1 mif10g body
weight.

After the mice were sedated, surgery was performed to take
intracardiac blood and then removed pancreatic organ. Histologic
preparations were then set by hematoxylin-eosin staining on
pancreatic organs to calculate the number of islet cells and
immunochistochemical staining (IHC) for Akt and Pdx1.

RESULT

Qur study revealed that the chronic high Gl diet can increase
blood glucose level but reduce serum insulin level. However,
there is no evidence of underlying mechanism of this chronic
conditicn via Akt and Pdx1. Thus, further study is needed such
as observing other modulaters on beta cells.

Contral agh Gl
BW_pre (aram) 2019340 29 14 67+3 64
BW_poct (pram) 207913 62 233.3.75
BG_pre (mgfdl) 1125713050 1UDOBLL20_U§
BG_pot (mg/dl) 9S8357+2187 11900414 E8*
@uL) 4133098 27640.18*
isiet eeits () 5016417473 15732210
AXS (scarc) 5714256 [y 5T
rax3 (stave) 4 3622 08 3204210
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