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ABSTRAK

Kelainan pulau Langerhans (isletopathy) merupakan salah satu komplikasi DM tipe 2. Penelitian mengenai
efek asam alfa lipoat (ALA) terhadap matriks ekstraseluler pankreas (ECM) pada DM tipe 2 masih terbatas.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek ALA terhadap ketebalan kolagen ECM sel B pankreas pada
tikus diabetes melitus tipe 2. Penelitian eksperimental dengan design post test only control group design ini
menggunakan 15 ekor tikus Rattus novergicus galur Wistar jantan yang dibagi menjadi tiga kelompok, yaitu
kelompok kontrol, kelompok diabetes melitus tipe 2, dan kelompok diabetes melitus tipe 2 yang diberi ALA.
Induksi diabetes melitus tipe 2 dilakukan dengan pemberian streptozotosin (50 mg/kgBB) diikuti
nikotinamid (110 mg/kgBB) intraperitoneal. Dosis ALA yang digunakan 60 mg/kgBB/hari diberikan
selama 3 minggu. Ketebalan kolagen matriks ekstraseluler sel B pankreas dinilai dengan pewarnaan
Verhoeff's van Gieson (VvG) dengan sistem skoring. Hasil penelitian menunjukkan ketebalan kolagen
matriks ekstraseluler pulau Langerhans pankreas tetap normal pada semua kelompok penelitian. Pemberian
ALA 60 mg/kgbb selama 3 minggu pada tikus DM tipe 2 tidak memiliki efek terhadap ketebalan kolagen
ECM pankreas. Dengan demikian perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai efek ALA terhadap kolagen
matriks ekstra seluler pankreas DM tipe 2 tahap lanjut.

Kata kunci: Diabetes melitus tipe 2, ketebalan kolagen ECM; sel g pancreas, Verhoeff's van Gieson

ABSTRACT

Islet of Langerhans abnormality (isletopathy) is one of the complications of type 2 diabetes. The effects of
alpha-lipoic acid (ALA) on the pancreatic extracellular matrix (ECM) in type 2 diabetic are still understudy.
This experimental study aimed to analyze the effects of ALA on the collagen of pancreatic p cell ECM in
type 2 diabetic rats. We used 15 male Rattus norvegicus Wistar strains which were divided into three groups,
namely the control group, type 2 diabetic group, and type 2 diabetic+tALA group. Induction of type 2
diabetic was performed by streptozotocin (50 mg/kg bodyweight) followed by nicotinamide (110 mg/kg
bodyweight). Alpha lipoic acid was given orally at a dose of 60 mg/kg bodyweight for 3 weeks. Collagen
thickness of the pancreatic § cell ECM was assessed by Verhoeff's van Gieson (VVvG) staining with a scoring
system. This study showed an increase in the thickness of collagen in the ECM in the pancreas in type 2
diabetic group and the administration of ALA could reduce the thickness but it was not statistically
significant. Thus it is necessary to conduct further research on the effects of ALA on ECM in the advance
stage of type 2 diabetic.

Keywords: Collagen thickness ECM; f cell pancreas; Verhoeff's van Gieson; type 2 diabetic
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Pendahuluan

Diabetes melitus (DM)

penyakit kronis akibat kurangnya produksi

merupakan

insulin oleh pankreas atau tidak efektifnya kerja
insulin yang telah dihasilkan oleh pankreas,
sehingga kadar glukosa dalam darah menjadi
meningkat dan menimbulkan berbagai kerusakan
pada tubuh.! Menurut WHO terdapat sekitar 425
juta orang penderita DM di dunia, dan mungkin
akan meningkat menjadi 629 juta pada tahun
2045.2 Berdasarkan pemeriksaan gula darah,
prevalensi diabetes melitus di Indonesia naik dari
6,9 % pada tahun 2013 menjadi 8,5 % pada 2018.3

Diabetes melitus berpotensi menjadi
penyakit kronik dan dapat menimbulkan berbagai
komplikasi apabila tidak dikontrol, sehingga
perlu dilakukan terapi yang tepat untuk mencegah
agar tidak terjadi berbagai komplikasi.* Kadar
glukosa yang tinggi pada diabetes melitus perlu
diatasi dengan pemberian terapi antioksidan
untuk mencegah peningkatan stres oksidatif.
Asam alfa lipoat (ALA) merupakan salah satu
antioksidan yang telah banyak diteliti efeknya
terhadap diabetes melitus.® Penggunaan ALA
dalam pencegahan dan tatalaksana komplikasi
diabetes karena ALA memiliki efek antioksidan
yang
perkembangan komplikasi

berguna dalam memperlambat
kerusakan sel J
pankreas.”®

Diabetes melitus tipe 1 merupakan
penyakit autoimun yaitu gangguan fungsi dari
limfosit T sehingga terjadi destruksi sel p oleh
limfosit T.° Diabetes melitus tipe 2 terjadi akibat

disfungsi sel B serta resistensi insulin pada
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Salah
kelangsungan hidup dan fungsi dari sel B yang

reseptornya.* satu penunjang untuk
baik adalah matriks ekstraseluler.’® Komponen
utama matriks ekstraseluler adalah kolagen,
proteoglikan yang terdiri dari protein inti yang
(GAG),

beberapa

mengikat rantai glikosaminoglikan

elastin, fibronektin, laminin,
glikoprotein lainnya, dan reseptor mereka yaitu
integrin. Kolagen merupakan protein utama pada
matriks ekstraseluler yang ditemukan dalam
semua hewan multiseluler.’ Kolagen IV dan V
terdapat dalam sitoplasma sel endokrin serta
dalam ruang ekstraseluler pembuluh darah
eksokrin dan saluran duktus di pankreas.?

Penelitian yang dilakukan oleh Bogdani
et al memperlihatkan adanya keterlibatan
komponen matriks ekstraseluler dalam infiltrasi
sel imun pulau pankreas pada patogenesis
diabetes melitus tipe 1.** Hasil penelitiannya
menunjukkan adanya remodeling  matriks
ekstraseluler di pulau pankreas dan jaringan
limfoid pada diabetes melitus tipe 1.1 Perubahan
dalam kompleks struktural komponen matriks
ekstraseluler berkontribusi terhadap inflamasi sel
B pankreas yang berkaitan dengan terjadinya
infiltrasi sel imun ke pulau pankreas dan
kerusakan sel B.}* Meskipun mekanisme pemicu
serangan sel imun pada sel P pankreas masih
belum diketahui, tetapi diyakini bahwa matriks
ekstraseluler memainkan peran penting dalam
kejadian imun pada pada patogenesis diabetes
melitus tipe 1.1

Penelitian terbaru yang dilakukan oleh

Burke et al menunjukkan bahwa insulitis yang
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merupakan infiltrasi sel imun ke dalam pankreas
yang terkait dengan kerusakan sel B pankreas dan
onset diabetes melitus.’®> Sitokin proinflamasi
pada insulitis berhubungan erat dengan DM tipe
1 maupun tipe 2. Hal ini menunjukkan bahwa
matriks ekstraseluler tidak hanya berperan pada
DM tipe 1, melainkan juga berperan dalam DM
tipe 2.1

Penelitian mengenai efek antioksidan
asam alfa lipoat terhadap diabetes telah banyak
dilakukan. Salah yang

dilakukan oleh Ismawati et al melaporkan bahwa

satunya penelitian

ALA dapat mencegah terjadinya aterosklerosis
pada aorta abdominal tikus DM tipe 2.1 Selain
itu, Budin et al melaporkan bahwa asam alfa
lipoat mampu melindung kerusakan sel islet
pankreas dari kerusakan yang disebabkan oleh
streptozotosin yang telah diinduksi pada tikus
diabetes.’

tersebut

Penelitian-penelitian hanya

meneliti efek asam alfa lipoat terhadap
komplikasi diabetes melitus, belum ada penelitian
yang menjelaskan bagaimana efek asam alfa
lipoat terhadap ketebalan kolagen matriks
ekstraseluler sel B pankreas pada diabetes melitus
tipe 2. Dengan demikian, pengaruh asam alfa
lipoat terhadap kolagen matriks ekstraseluler sel
B pankreas perlu diteliti lebih lanjut. Berdasarkan
penjelasan tersebut, peneliti ingin mengetahui
lebih lanjut bagaimana efek dari asam alfa lipoat
terhadap ketebalan kolagen matriks ekstraselular

sel B pankreas pada tikus diabetes melitus tipe 2.
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Metode Penelitian

Penelitian ~ ini  adalah  penelitian
eksperimental dengan design post test only
control group design. Variabel bebas adalah asam
alfa lipoat, variabel terikatnya adalah kolagen
matriks ekstraseluler. Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Biokimia dan Patologi Anatomi
Fakultas Kedokteran Universitas Riau serta
Departemen Patologi Anatomi FKKMK UGM.
Hewan coba yang digunakan adalah Rattus
novergicus galur Wistar jantan dengan usia 2-3
bulan dan berat badan berkisar 200-250 g. Tikus
yang berjumlah 15 ekor dibagi menjadi 3
kelompok, yaitu kelompok kontrol, kelompok
tikus DM tipe 2, dan kelompok tikus DM tipe 2
yang diberi ALA.
Induksi DM

streptozotocin (STZ) intraperitoneal (50 mg/kg),

tipe 2 menggunakan
diikuti 15 menit kemudian injeksi nikotinamid
(110 mg/kg) intraperitoneal. Sebelum induksi
tikus dipuasakan selama 12 jam. Diagnosis DM
tipe 2 ditegakkan jika pada hari ke-3 setelah
induksi tikus memiliki kadar glukosa darah > 250
mg/dL.*®® Asam alfa lipoat diberikan dengan
dengan dosis 60 mg/kgBB /hari setiap hari selama
3 minggu pada tikus DM dengan sonde
lambung.®

dilakukan

dianastesi terlebih dahulu menggunakan eter.

Terminasi setelah  tikus
Organ selanjutnya dimasukkan kedalam bufer
formalin 10%. Organ pankreas diambil dan
selanjutnya dibawa ke Laboratorium Patologi
Anatomi untuk dibuat preparat. Pewarnaan yang

digunakan adalah van gieson. Sediaan yang telah
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dibuat dinilai ketebalan kolagen matriks
ekstraseluler sel B pancreas. Penilaian dilakukan
dengan  menggunakan  mikroskop cahaya
pembesaran 400x pada setiap pulau langerhans
dengan sistem skoring sebagai berikut modifikasi
Imaoka et al:?° 0: tidak ada kolagen terwarnai; 1:
penebalan kolagen secara fokal di sekeliling islet;
2: penebalan kolagen membentuk sekat dalam
islet; 3: penebalan kolagen dalam islet jelas dan
memadat.

Penilaian dilakukan oleh ahli patologi
anatomi. Setiap slide mikroskopik skornya
dijumlahkan dan dihitung rata-ratanya. Uji
Kruskal Wallis digunakan untuk menganalisis

perbedaan antar kelompok perlakuan.

Hasil

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ketebalan kolagen matriks ekstraseluler sel
pankreas paling tinggi pada kelompok DM, tetapi
uji statistik menunjukkan bahwa perbedaan
tersebut tidak bermakna (tabel 1).

Tabel 1. Rerata skor ketebalan kolagen matriks
ekstraseluler sel p pankreas

Sampel Rata-rata
Kontrol DM DM +
ALA
1 0 0.2 0
2 0 0 0,2
3 0 0,2 0
4 0 0,2 0
5 0 0 0
Rata-rata+SE 0 0,12+0,05 0,04+0,04

Gambaran ketebalan kolagen matriks
ekstraseluler sel B pankreas pada tikus kelompok
kontrol, kelompok DM, kelompok DM + ALA
dapat dilihat pada gambar 1. Pankreas tikus pada
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kelompok DM sebagian besar isletnya mengalami
atrofi dan sebagian kecil (60%) mengalami atrofi
disertai penebalan kolagen sekeliling isletnya
(skor 1). Tetapi penebalan ini belum terjadi pada
semua islet pada pankreas hewan coba tersebut,
hanya sebagian kecil. Islet pada tikus kelompok
DM+ALA hanya sebagian kecil yang mengalami
atrofi tetapi ada 1 hewan coba yang mengalami

atrofi disertai penebalan kolagen sekelilingnya.

Gambar 1. Gambaran ketebalan kolagen matriks
ekstraseluler sel p pankreas dengan pewarnaan van
gieson disetiap kelompok perlakuan. (A) kelompok
kontrol, (B) Kelompok DM dan (C) Kelompok
DM+ALA. Pada gambar A dan B terlihat islet (1) yang
normal, sedangkan pada B terlihat islet yang atrofi dan
dikelilingi kolagen ()' ) (Pembesaran 400x).

Pembahasan
Pada penelitian ini induksi DM tipe 2
dilakukan dengan menggunakan STZ dan

nikotinamid. Streptozotocin memiliki efek toksik

terhadap terhadap sel [ pankreas Yyang
mengakibatkan terjadinya hiperglikemia,
sedangkan  nikotinamid  digunakan  untuk

mengurangi kerusakan pada sel [ pankreas.
diikuti
nikotinamid ini cocok untuk induksi tikus DM
tipe 2.18

Pemberian STZ dosis tunggal oleh

Komponen matriks ekstraseluler
berperan pada inflamasi sel § pankreas Yaitu pada
infiltrasi sel imun.t® Insulitis yang merupakan
infiltrasi sel imun ke dalam pankreas yang terkait

dengan kerusakan sel B pada awalnya diketahui
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terjadi pada diabetes melitus tipe 1 tetapi
penelitian-penelitian selanjutnya memperlihatkan
terjadinya insulitis pada diabetes melitus tipe 2.1
Telah diketahui bahwa pada fibrosis sel [
pankreas yang terjadi pada tahap akhir diabetes
melitus berkaitan dengan pengendapan kolagen
sebgai respon terhadap injuri.°

Penelitian mengenai matriks
ekstraseluler pankreas pada DM tipe 2 masih
sangat kurang. Sebagian besar penelitian matriks
ekstraseluler dilakukan pada DM tipe 1 dan pada
jaringan lain seperti jantung.?* Pada penelitian ini
sudah didapatkan perubahan pada matriks
ekstraseluler kelompok DM tetapi perbedaan
tersebut tidak bermakna sehingga dapat diartikan
bahwa ketebalan kolagen matriks ekstraseluler sel
B pankreas dalam batas normal. Hasil ini sejalan
dengan penelitian Ambarwati pada tikus diabetes
melitus tipe 1 yang diinduksi streptozotosin yaitu
kolagen matriks ekstraseluler sel g pankreas tidak
mengalami penebalan dan masih dalam batas
normal.??> Hasil penelitian ini berbeda dengan
penelitian Delarche et al (2006) pada tikus Goto-
Kakizaki (GK)

kolagen pada peri dan

memperlihatkan  penebalan
intra islet setelah tikus
berusia 8 minggu.? Perbedaan ini kemungkinan
karena DM tipe 2 yang terjadi pada penelitian ini
belum berada pada tahap lanjut, meskipun pada
pankreas hewan coba penelitian ini telah terjadi
insulitis. Berdasarkan penelitian yang dilakukan
oleh Sonia menunjukkan bahwa pada hewan coba
ini terjadi insulitis derajat ringan hingga sedang.?
Kemungkinan lain adalah perbedaan model

hewan coba yang digunakan. Penelitian ‘Rustanti
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et al menunjukkan peningkatan ekspresi matriks
ekstraseluler berupa fibronektin pada glomerulus
tikus yang diinduksi streptozotosin.?® Hal ini
menunjukkan adanya peran matriks ekstraseluler
pada diabetes melitus.

Pada penelitian ini dinilai efek ALA
terhadap ketebalan kolagen ECM pankreas
dengan pengecatan Van Gieson. Pada penelitian
ini meskipun tidak terdapat perbedaan yang
ALA  dapat

menurunkan ketebalan kolagen ECM sel f

bermakna, tetapi pemberian
pankreas dibandingkan kelompok DM. Belum
ada penelitian mengenai efek ALA terhadap
ketebalan kolagen ECM pankreas pada DM.
Penelitian Budin et al menilai efek ALA terhadap
fibrosis sel islet pankreas menunjukkan bahwa
ALA mampu

disebabkan oleh

diinduksi pada tikus diabetes.}” Penelitian lain

melindung kerusakan yang
streptozotosin  yang telah
menilai efek ALA terhadap fibrosis jantung pada
tikus diabetes menunjukkan adanya penurunan
ekspresi transforming growth factor f dan aktin
sel otot polos pada ventrikel kiri yang berkaitan
dengan penurunan pembentukan kolagen.?
Penelitian yang dilakukan oleh Kandeil
MA et al

glukosa serum dan peningkatan kadar insulin

menunjukkan adanya penurunan

serum pada kelompok tikus diabetes melitus
setelah pemberian asam alfa lipoat 100mg/kgBB
selama 4 minggu melalui sonde lambung.?” Selain
itu asam alfa lipoat juga mengaktifkan jalur sinyal
insulin sehingga transportasi glukosa dapat
diperbaiki.?® Maka setelah transportasi glukosa

membaik sekresi IL-1p akibat aktifasi makrofag
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yang menyebabkan kematian sel islet akan
diblok,

melindungi islet dari kerusakan.?

sehingga asam alfa lipoat dapat

Kesimpulan dan Saran

Pemberian ALA 60 mg/kgbb selama 3
minggu pada tikus DM tipe 2 tidak memiliki efek
terhadap ketebalan kolagen ECM pankreas.
dilakukan

penelitian lanjutan mengenai efek ALA terhadap

Dengan demikian, masih perlu
kolagen matriks ekstraseluler pankreas hewan

coba DM tipe 2 tahap lanjut.
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