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Abstrak

Tujuan: Penelitian ini dilakukan untuk menyelidiki keterlibatan kerusakan oksidatif pada tikus diabetes
melitus tipe 1 yang diterapi dengan Mesenchymal Stem Cell Wharton's Jelly (MSC-WJ) dan
menjelaskan hubungan antara kadar gula darah puasa dan kadar MDA sebagai indikator stres
oksidatif. dan aktivitas katalase. Metode: Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen dengan
Posttest-Only Control Group Design. Terdiri dari 3 kelompok yaitu kelompok 1 tikus sehat, kelompok
2 tikus DM dan kelompok 3 tikus DM yang diberi MSC-W.. Penelitian ini dilakukan secara in vivo pada
model tikus diabetes yang diinduksi aloksan dengan menguji glukosa darah puasa (FBG), kadar MDA
serum, dan aktivitas katalase. Malondialdehyde (MDA) diukur dengan metode Ohkawa, dan aktivitas
katalase (CAT) diukur dengan metode Sinha yang dimodifikasi. Hasil: Hasil penelitian menunjukkan
analisis korelasi antara kadar gula darah puasa dengan kadar MDA (r = 0,697) dan aktivitas katalase (r
= -0,850) pada tikus DM tipe 1 setelah diberi perlakuan dengan Mesenchymal Stem Cell Wharton's
Jelly. Kesimpulan: Penelitian ini menunjukkan korelasi positif yang kuat antara kadar gula darah puasa
dan stres oksidatif dan korelasi yang sangat kuat antara kadar gula darah puasa dan aktivitas katalase
tikus DM tipe 1 yang diobati dengan MSC-W|.

Kata kunci: DM tipe 1; Mesenchymal Stem Cells Wharton Jelly;MDA;Katalase

Abstract

Objective: This study was conducted to investigate the involvement of oxidative damage in type 1
diabetes mellitus rats treated with Mesenchymal Stem Cell Wharton's Jelly (MSC-WJ) and to explain
the correlation between fasting blood sugar levels and MDA levels as an indicator of oxidative stress
and catalase activity. Methods: This research is experimental research with a Posttest-Only Control
Group Design. It consisted of 3 groups, namely group 1 was healthy rats, group 2 was DM rats and
group 3 was DM rats treated with MSC-WJ. This study conducted in vivo experiments on alloxan-
induced diabetic rat models by testing fasting blood glucose (FBG), serum MDA levels, and catalase
activity. Malondialdehyde (MDA) was measured by the Ohkawa method, and catalase activity (CAT)
was measured by a modified Sinha method. Results: The results showed the correlation analysis
between fasting blood sugar levels and MDA levels (r = 0.697) and catalase activity (r = -0.850) in type
1 DM rats after being treated with Mesenchymal Stem Cell Wharton's Jelly. Conclusion: This study
shows a strong positive correlation between fasting blood sugar levels and oxidative stress and a very
strong correlation between fasting blood sugar levels and catalase activity of type 1 DM rats treated
with MSC-WJ.
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus adalah gangguan
metabolisme yang tumbuh paling cepat di
seluruh dunia, diperkirakan mempengaruhi
463 juta orang pada tahun 2019 dan
diproyeksikan mempengaruhi sekitar 693
juta pada tahun 2045. Diabetes adalah
gangguan metabolisme kronis vyang
ditandai dengan kadar glukosa darah yang
tinggi (hiperglikemia) akibat defisiensi
insulin absolut atau relatif dalam konteks
disfungsi sel beta dan resistensi insulin atau
keduanya.!

Hiperglikemia adalah indikator klinis
diabetes melitus.? Hiperglikemia dapat
menyebabkan kerusakan pada organ dan
jaringan melalui proses stress oksidatif.3
Stress oksidatif adalah gangguan dalam
keseimbangan antara pro-oksidan dan
antioksidan, yaitu pro-oksidan lebih tinggi
daripada antioksidan.* Jalur molekuler yang
berkontribusi terhadap stres oksidatif pada
diabetes melitus melibatkan metabolisme
glukosa atau metabolisme lipid vyaitu
melalui aktivasi beberapa jalur pro-oksidatif
yaitu jalur glikolisis, advanced glycation end
products (AGE), protein kinase c¢ (PKC),
heksosamin, dan poliol.>

Stress oksidatif pada hiperglikemia
disebabkan oleh produksi ROS sebagai agen
pro-oksidan meningkat, sedangkan
aktivitas dari antioksidan menurun.®
Peningkatan jumlah ROS juga dapat

menyerang membran sel yang
mengandung asam lemak tak jenuh tinggi
sehingga menyebabkan terjadinya

peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid yang
disebabkan oleh stress oksidatif juga dapat
menginisiasi kematian sel dengan merusak
DNA, protein, dan aktivitas enzim sel.” Salah
satu hasil akhir dari peroksidasi lipid adalah
suatu aldehid yang sangat reaktif, yaitu
malondialdehid (MDA).8 Terdapat
peningkatan kadar MDA plasma pada

hiperglikemia, peningkatan kadar MDA
plasma ini dapat menjadi biomarker utama
stress oksidatif.’

Kerusakan akibat radikal bebas
dapat dicegah dengan membentuk sistem

pertahanan berupa antioksidan.
Antioksidan dapat menetralkan tubuh dari
radikal bebas, salah satunya dengan
menyeimbangkan ROS. Antioksidan
endogen berupa enzimatik terdiri dari
enzim superoksida dismutase (SOD),
glutation peroksidase (GPx), dan katalase
(CAT).4

Katalase merupakan salah satu
antioksidan yang akan menetralkan radikal
bebas yang terbentuk selama
hiperglikemia.l® Katalase akan mengubah
H20, menjadi H20 dan 0,.% Enzim ini sangat
penting karena dapat melindungi sel dari
kerusakan akibat stres oksidatif dan juga
mencegah terbentuknya radikal bebas.!!
Penurunan kemampuan antioksidan untuk
menetralkan  radikal bebas  karena
jumlahnya yang terus berkurang selama
hiperglikemia, berpotensi menimbulkan
kerusakan sel.

Mesenchymal Stem Cell (MSC) telah
digunakan secara luas dalam berbagai
aplikasi pada hewan model maupun uji
klinis pada manusia untuk pengobatan
diabetes.'? Beberapa  penelitian
menunjukan adanya perbaikan
hiperglikemia. Penelitian ini memanfaatkan
Wharton’s Jelly derived mesenchymal stem
cells (WJ-MSC) sebagai terapi DM tipe 1
untuk melihat pengaruhnya terhadap kadar
MDA dan aktivitas katalase serum sebagai
biomarker stres oksidatif.

Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui hubungan kadar glukosa darah
dengan tingkat stres oksidatif dan aktivitas
katalase pada tikus model DM tipe 1 setelah
diberi perlakuan WJ-MSC.
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METODE
Hewan dan Desain Penelitian
Tikus  yang digunakan pada

penelitian ini adalah tikus putih (rattus
novergicus) jantan sebanyak 18 ekor yang
berusia 2-3 bulan dengan berat badan 200-
300 gram yang sesuai dengan kriteria inklusi
dan eksklusi. Tikus sebagai hewan coba
pada penelitian ini diaklimatisasi selama
tujuh hari sebelum dilakukan perlakuan.
Masing-masing  tikus  diberi  makan
sebanyak 20 gram/hari dan diberi minum
secara ad libitum, diperiksa dan ditambah
setiap hari.>?

Induksi Hiperglikemia

Tikus diinjeksikan aloksan secara
intraperitoneal dengan dosis 100 mg/kgBB
sebanyak 0,2 ml. Sebelum aloksan
diinduksikan, tikus terlebih  dahulu
dipuasakan selama +12 jam, kemudian
ditimbang berat badannya untuk
mendapatkan volume induksi aloksan.
Kadar glukosa darah tikus diukur 7 hari
setelah aloksan diinjeksikan dengan
mengukur kadar glukosa darah puasa (GDP)
tikus menggunakan test strip dan alat
glukometer yang telah dikalibrasi.'3

Terapi MSC-WJ pada hewan model
diabetes tipe 1

MSC-WJ diperoleh dari Indonesia
Medical Education and Research Institute
(IMERI) Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia. MSC-WIJ ini mengekspresikan
molekul permukaan CD73, CD93 dan
CD10s5.

Pada hari ke 7 induksi aloksan, tikus
hiperglikemia secara acak dibagi menjadi 2
kelompok yaitu kelompok tikus
hiperglikemia (n=6) dan kelompok tikus
hiperglikemia vyang diterapi MSC-W)
dengan dosis 3 x 10% sel. MSC-WJ
disuspensikan dalam phosphat buffered
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saline (BPS) ke vena ekor tikus dan
dibiarkan selama 4 minggu. Sebagai
kelompok kontrol normal (n=6) digunakan
tikus sehat. Pada hari ke 29, darah tikus
dikumpulkan dari vena orbital.

Penentuan konsentrasi MDA

Sebanyak 100 ul sampel (Plasma
darah) atau standar dimasukkan ke dalam
tabung sentrifuge yang telah dilabel. Pada
masing-masing  tabung  ditambahkan
aquabidest 0,9 ml pada sampel
selanjutnya ditambahkan TBA reagent 0,5
ml dan campur dengan vortex mixer.
Tabung berisi larutan kemudian dipanaskan
dalam waterbath pada suhu 95 derajat
celcius selama 1 jam. Selanjutnya
disentrifugasi pada kecepatan 7000 rpm

selama 10 menit. Supernatan yang
diperoleh diukur absorbansinya
menggunakan  spektrofotometer pada

panjang gelombang 532 nm.*

Pengukuran aktivitas Katalase

Sebanyak 4 ml H,0; dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 5 ml
buffer fosfat dan 1 ml serum (sampel), dan
homogenkan secara perlahan. Campuran di
atas dimasukkan ke dalam tabung reaksi
baru sebanyak 1 ml. Setelah itu, tambahkan
2 ml reagen pewarna. Prosedur di atas
diulangi dengan tabung yang berbeda
dalam interval waktu 60 detik. Lalu,
panaskan selama 10 menit dalam water
bath mendidih untuk mendekomposisi
presipitat biru (akan terbentuk warna hijau
dari chromic asetat). Dinginkan hingga
mencapai  suhu kamar, kemudian
dipindahkan dalam cuvet. Masing-masing
tabung dilakukan pengukuran absorban
dengan panjang gelombang 570 nm.
Menghitung H;0; yang terpakai dengan
menggunakan grafik standar (Absorban vs
Konsentrasi H,0;).*
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Etik Penelitian

Penelitian ini telah mendapatkan
pertimbangan dan persetujuan etik dari
Tim Komite Etik Penelitian Fakultas
Kedokteran Universitas Andalas dengan
nomor registrasi 838/UN.16.2/KEP-
FK/2022.

Analisis Statistik

Data ditampilkan dalam bentuk
mean t* standar deviasi dan pengujian
korelasi dengan  menggunakan  uiji
Spearman. Nilai p < 0,05 menunjukan
perbedaan yang signifikan secara statistik.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Studi terhadap 18 ekor tikus jantan
diabetes melitus tipe 1 yang diinduksi
aloksan selama 1 minggu. Tikus diabetes
dibagi menjadi 2 kelompok, satu kelompok
tikus diabetes yang tidak diberi perlakuan
dan kelompok lainnya diberi MSC-WJ
selama 4 minggu.

Aloksan memiliki efek patologis
secara selektif menghambat sekresi insulin
yang diinduksi glukosa melalui
penghambatan spesifik glukokinase dan
kemampuannya menginduksi
pembentukan ROS, menghasilkan nekrosis
pada sel beta secara selektif.'® Aloksan
digunakan sebagai hewan model diabetes
melitus yang bergantung pada insulin
(IDDM/DM tipe 1) karena aloksan berefek
terhadap nekrosis spesifik islet pankreas.*’

Aloksan adalah senyawa kimia yang
sangat tidak stabil yang bersifat hidrofilik.®
Aloksan memiliki kesamaan struktural yang
sangat besar dengan glukosa,'® sehingga
transporter glukosa GLUT2 di membran
plasma sel beta menerima glukomimetik ini
dan membawanya ke sitosol.?® Alloxan
tidak menghambat fungsi transporter, dan
karena itu dapat masuk ka dalam sel beta
secara selektif dengan tidak terbatas.t®

Aloksan adalah analog glukosa yang bersifat
toksik terhadap sel .18

Tabel 1. Rerata kadar GDP, MDA, and
aktivitas katalase

Mean = SD
Variabel
Normal DMT1 DMTI + WI-MSC
GDP  7267£2503 S$6567+56853  93,67£29,132
MDA 1,8033£0,147  3,143320,523 1,7883 £ 0,264
Katalase 426820246  2463£0287 351320201

Hasil penelitian yang telah dilakukan
menunjukan bahwa pemberian MSC-W)J
dapat menurunkan kadar gula darah puasa
(GDP), kadar MDA dan meningkatkan
aktivitas katalase terhadap tikus DM tipe 1
(Tabel 1). Beberapa penelitian pada model
diabetes juga menunjukkan bahwa MSC
mampu  menurunkan kadar glukosa
darah.®

MSC mempunyai kapasitas untuk
berdiferensiasi menjadi insulin-producing
cells (IPC) dan meregenerasi secara
endogen sel beta islet pankreas dengan
bermigrasi ke sel islet yang cedera. Selain
itu MSC mampu melindungi sel beta pulau
(islet) pankreas secara endogen dari
apoptosis.'2  MSC berpartisipasi dalam
proses perbaikan dengan mengeluarkan
berbagai sitokin dan faktor pertumbuhan
yang memiliki aktivitas parakrin dan
autokrin.?® Regenerasi sel beta endogen
dan restorasi arsitektur islet secara

signifikan  teramati setelah  diterapi
MSC.19:21

Studi yang dilakukan Tsai et al.
menunjukkan bahwa WJ-MSC

terdiferensiasi menjadi IPCs secara in vivo
tikus diabetes non-obesitas (NOD).%? Hal ini
dapat menyebabkan peningkatan sekresi
insulin, sehingga kadar gula darah menurun
(Tabel 1).

Studi terhadap MSC dari berbagai
sumber telah diteliti secara ekstensif,
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terkait potensinya terhadap
imunomodulasi dan perbaikan jaringan
serta generasi insulin-producing cells (IPC)
melalui berbagai protokol diferensiasi.*?

Tabel 2. Korelasi antara kadar GDP dengan
kadar MDA dan aktivitas katalase

GDP
Variabel
r i p
MDA 0,697 0,436 0,001
Katalase -0,830 0,723 0,0001

Hasil analisis statistik menunjukan
suatu hubungan yang kuat antara kadar
gula darah puasa dengan kadar MDA
sebagai suatu indikator dari lipid
peroksidasi (0,697) yang berpola positif dan
hubungan yang sangat kuat antara kadar
gula darah puasa dengan aktivitas katalase
(-0,850) vyang berpola negatif. Ada
hubungan yang signifikan antara kadar gula
darah puasa dengan kadar MDA (0,001) dan
aktivitas katalase (0,0001). Kadar gula
darah puasa berkontribusi 48,6% terhadap
kadar MDA dan 72,3% terhadap aktivitas
katalese (Tabel 2).

Hubungan antara kadar gula darah puasa
dengan kadar MDA

Hasil menunjukan hubungan yang
positif antara kadar gula darah puasa
dengan kadar MDA, dimana menurunnya
kadar gula darah puasa tikus hiperglikemia
yang diterapi WJ-MSC menyebabkan
menurunnya kadar MDA.

MDA merupakan indikator terjadinya
peroksidasi lipid oleh reactive oxygen
species (ROS). Keadaan hiperglikemia kronis
menyebabkan peningkatan produksi ROS
dan penekanan antioksidan sehingga
terjadi stress oksidatif >2324 melalui aktivasi
beberapa jalur pro-oksidatif, yaitu jalur
glikolisis, AGEs, PKC, heksosamin, dan
poliol. Glikolisis adalah proses oksidasi
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glukosa untuk menghasilkan ATP.2>26
Proses ini juga memiliki produk akhir
berupa radikal bebas, tetapi dalam jumlah
yang bisa ditekan oleh antioksidan.” Pada
hiperglikemia, terjadi peningkatan jumlah
radikal bebas yang dihasilkan oleh jalur
glikolisis  ini, sehingga menyebabkan
terjadinya kerusakan DNA. Kerusakan DNA
ini  akan mengaktivasi suatu enzim
perbaikan DNA, yaitu poly ADP ribose
polymerase 1 (PARP). PARP bekerja dengan
cara menginhibisi aktivitas glyceraldehyde-
3-phosphate  dehydrogenase (GAPDH)
sehingga terjadi akumulasi dari
glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) dan
menyebabkan stress oksidatif.>

MSC-WI memiliki beberapa
mekanisme aksi dan efek terapi pada
diabetes melitus, yaitu homing, aksi
parakrin, efek imunomodulator, dan
potensi diferensiasi sel. Salah satu
karakteristik dari MSC adalah
kemampuannya dalam bermigrasi atau
homing. MSC secara spesifik bermigrasi ke
tempat yang mengalami inflamasi dan
terdapat kerusakan jaringan. Tikus diabetes
yang diinjeksikan MSC-WJ pada vena
ekornya dilaporkan bahwa terdapat
penemuan sejumlah MSC-WJ pada
pankreasnya. Hal ini menunjukkan homing
MSC-W!J juga berkaitan dengan kerusakan
pankreas. MSC-W!I juga dapat memberikan
mekanisme aksi parakrin.?’ Ini ditunjukan
dari hasil penelitian kami bahwa terjadi
penurunan kadar gula darah tikus
hiperglikemia setelah diterapi dengan MSC-
W/, sehingga terjadi penurunan kadar MDA.

Hubungan antara kadar gula darah puasa
dengan aktivitas katalase

Hasil menunjukan hubungan yang
positif antara kadar gula darah puasa
dengan  aktivitas katalase, dimana
menurunnya kadar gula darah puasa tikus
hiperglikemia vyang diterapi WJ-MSC
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menyebabkan  meningkatnya  aktivitas
katalase.
Menurunya aktivitas katalase

disebabkan meningkatnya produksi ROS
pada tikus DMT1 (Tabel 1). Aktivitas enzim
katalase akan meningkat apabila radikal
bebas meningkat. Apabila jumlah radikal
bebas tidak seimbang dengan kemampuan
antioksidan untuk meredamnya, maka
aktivitas katalase akan berkurang.
Hiperglikemia tidak hanya
menghasilkan lebih banyak ROS, seperti
superoksida dan hidrogen peroksida, tetapi
juga melemahkan mekanisme antioksidan
melalui glikasi enzim SOD dan CAT.?®
Penelitian El-Far et al., 2012 menjelaskan
bahwa MSC mampu memperbaiki dan
membalikkan ketidakseimbangan antara
ROS dan antioksidan dengan cara
memulihkan dan meningkatkan pertahanan
dari antioksidan.?® Ini ditunjukan dari hasil
penelitian kami bahwa terjadi penurunan
kadar gula darah tikus hiperglikemia setelah
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