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Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disease caused by
insulin resistance. Insulin resistance leads to hyperglycemia. Prolong
hyperglycemia caused damaged organ and complication such as
nephropathy (kidney), liver and cardiovascular diseases. Meanwhile,
resistance insulin inhibits protein metabolism. This study aims to
investigate the profile of protein organ kidney, liver and heart in T2DM
rat animal model. This research was used rats group T2DM (DM) and
normal rats as a control (C). Protein isolated from kidney, heart and
liver. Profile profile analyzed by SDS-PAGE. In this study we found has
different profile protein between T2DM rats (DM) and control rats (C).
Fourty bands protein were found in 6 organs, there were HC 5 bands
protein, HDM 8 bands protein, LiC 8 bands protein, LiDM 6 bands
protein, KC 7 bands protein, KDM 6 bands protein. This result indicated
that has different profile protein in rats group T2DM (DM) and rats
control group (C).

Keywords: Insulin resistance; hyperglycemia; protein profile; SDS-PAGE;
T2DM

PENDAHULUAN

Diabetes melitus tipe 2 (DMT2) adalah penyakit metabolik
kronik. Kasus penderita DMT2 menjadi suatu masalah global dan
terus mengalami meningkat diakibatkan karena urbanisasi,
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penambahan jumlah penduduk dan usia (berisiko pada usia 18
tahun). Menurut data International Diabetes Mellitus Federation
tahun 2015 melaporkan Indonesia menjadi negara dengan
penderita DMT2 terbanyak dan menempatkan pada peringkat
ketujuh dan diproyeksikan akan mengalami peningkatan sekitar
6% populasi pada tahun 2030 (International Diabetes Federation,
2015; Practice, 2015; WHO, 2016; Wild et al, 2004).

Diabetes melitus tipe 2 (DMT2) ditandai dengan kondisi
patologis berupa resistensi insulin yang menyebabkan
penumpukan glukosa dalam darah (hiperglikemia). Hiperglikemia
di dalam darah menyebabkan gangguan metabolisme dalam
tubuh. Hiperglikemia dalam darah menyebabkan kerja organ
target jantung dan ginjal dalam tubuh untuk mempertahankan
kestabilan kerjanya menjadi semakin berat, akibatnya penderita
mengalami komplikasi seperti neuropati, nefropati, retinopati,
dan peningkatan risiko penyakit kardiovaskular serta penyakit
perifer arteri. Resistensi terhadap insulin yang menyebabkan
peningkatan produksi dari gula hati yang dikeluarkan. Gangguan
hati yang sering ditemukan pada penderita DMT2 adalah lemak
hati atau fatty liver, biasanya (hampir 50%) pada penderita DMT2
dan gemuk. Jaringan hepar ikut berperan dalam mengatur
homeostasis glukosa tubuh. Insulin berperan melalui efek inhibisi
hormon tersebut terhadap mekanisme produksi glukosa endogen
dalam hati secara berlebihan. Resistensi insulin yang semakin
tinggi menyebabkan semakin rendah kemampuan inhibisinya
terhadap proses glikogenolisis dan glukoneogenesis, dan
berdampak terhadap tingkat produksi glukosa dari hepar (Elaziz
et al, 2014; Kahn, 2003; King, 2012; Nolan et al.,, 2011; Pratley,
2013).

Metode SDS-PAGE merupakan salah metode untuk
identifikasi  protein berdasarkan berat molekul. Perlu
dikembangkan cara pencegahan yang tepat dan akurat melalui
penelitian awal dengan cara mengidentifikasi whole protein dari
organ (hati, jantung dan ginjal) tikus (Rattus norvegicus) dengan
metode SDS-PAGE. Penelitian analisis protein menggunakan
metode SDS-PAGE sudah dilakukan Karitas & Fatchiyah (2013)
menganailsis pita protein pada Yogurt hasil Fermentasi Susu
Kambing Peranakan Etawa dengan Kultur Tunggal menggunakan
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metode SDS-PAGE, Mahaswari. et al (2010), menganalisis pita
protein Lernaea cyprinacea.

Penelitian ini dilakukan untuk menginvestigasi profil protein
dari organ (hati, jantung dan ginjal) tikus (Rattus norvegicus)
berdasarkan berat molekul menggunakan SDS-PAGE. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi
penelitian lanjutan dengan memberikan nutrisi sehat (berbasis
nutrigenomik) untuk memperbaiki profil pita protein yang hilang
maupun yang muncul pada kedua kelompok penelitian.

METODE PENELITIAN

a Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2017
sampai Januari 2018. Lokasi penelitian di Laboratorium Biologi
Molekuler, Institut Biosains, Universitas Brawijaya Malang.

b Bahan dan Alat

Prosedur isolasi protein menggunakan mikropipet, tip,
mortar dingin, microtube 1,5mL, sentrifugasi, Chamber untuk
running SDS-PAGE (BioRad) dan theromobloc. Penelitian ini
menggunakan hewan coba tikus jantan (Rattus norvegicus)
strain Wistar dengan usia 2 bulan berjumlah 6 ekor diperoleh
dari LPPT Gajah Mada dan diaklimatisasi selama 1 minggu. Enam
ekor tikus dibagi menjadi 2 kelompok yaitu 3 ekor kelompok
kontrol (C) dan 3 ekor kelompok DMT2 (DM). Pembuatan hewan
coba model DM dengan pemberian diet tinggi kolesterol 2 bulan.
Kadar kolesterol hewan coba diukur setiap 2 minggu sekali
dengan cholesterol stick. Injeksi larutan STZ yang diberikan
dengan dosis 25mg/kgBB dilakukan secara intravena steralis
dengan spuit 1ml setiap 2 minggu sekali dilakukan pengukuran
kadar gula darah menggunakan glucometer stick melalui sampel
darah yang diambil dari saluran airmata, Pemberian STZ
dihentikan ketika kadar gula darah telah mencapai 200 mg/dl
(Rika & Fatchiyah, 2017).

Sampel yang diambil adalah organ jantung, hati dan ginjal
Bahan yang digunakan untuk isolasi organ yaitu aquadest, 1mM
PMSF dalam DMSO, 50mM KH;PO4 0,5% Nonidet P-40. Bahan
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4

yang digunakan untuk analisis protein dengan metode SDS-
PAGE Separating gel 12,5% (30% total akrilamid, Tris pH 8,8,
10% SDS, 10% APS dan TEMED), Stacking gel 3% (30% total
akrilamid, Tris pH 6,8, 10% SDS, 10% APS dan TEMED).
Pewarnaan menggunakan Comassie Brilliant Blue (CBB) dan
bersihkan CBB menggunakan larutan destaining.
Surat Kelaikan Etik

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan Laik Etik oleh
Komisi Etik Universitas Brawijaya dengan nomor sertifikat 417-
KEP-UB Tahun 2015
Isolasi Protein

Sampel masing-masing organ jantung, hati dan ginjal
ditimbang sebanyak 0,1gr, kemudian dicuci dengan PBS 10mM
pH 7,4 sebanyak 3x, dilanjutkan dengan homogenasi dalam
mortar dingin. Homogenat yang terbentuk ditambah 0,5mL
buffer ekstrak dan dimasukkan dalam microtube 1,5mL.
Homogenat dalam tabung disentrifugasi pada Kkecepatan
10.000rpm suhu 4°C selama 20 menit, supernatan diambil,
diukur konsentrasinya menggunakan nanodrop
spektrofotometer UV-Vis. Sampel Protein disimpan pada suhu -
20°C (Fatchiyah et al, 2011).
SDS-PAGE

SDS PAGE diawali dengan menyamakan konsentrasi sampel
protein (15,08mg/mL) lalu ditambahkan Reducing Sample Buffer
(RSB) dan pelarutnya berupa Tris HClI pH 6,8. Sampel
dipanaskan pada suhu 100°C selama 5 menit. Dilanjutkan
dengan persiapan separating gel dan stacking gel pada cetakan.
Cetakan yang sudah terisi gel dimasukkan ke dalam chamber,
dan ditambahkan running buffer dalam chamber. Selanjutnya,
Marker dimasukkan sebanyak 7pl, sampel 30 pl pada tiap
sumuran. Untuk memulai running, perangkat elektroforesis
dihubungkan dengan power supply 200 volt selama 45 menit.
Setelah running selesai, diangkat gel kemudian dicuci dengan
aquades dan dituangi larutan staining menggunakan CBB
(Commassie Briliant Blue) selama 15 menit, kemudian diganti
dengan larutan destaining, proses destaining dilakukan dengan
shaker bersama kertas saring, hasil staining divisualisasikan
dengan GelDoc. Berat molekul pita protein tersebut ditentukan
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dengan mengukur mobilitas molekul protein dalam gel
poliakrilamid berdasarkan kurva standar berat molekul dari
protein standar (Fatchiyah et al, 2011)

Parameter Penelitian

Dalam penelitian ini parameternya adalah berat molekul
pita protein organ yang tersparasi dari hasil SDS-PAGE.
Analisis Data

Pita hasil eletroforesis diukur berat molekulnya berdasarkan
Rf (Retardation Factor) dengan rumus (Rantam, 2003):

__Jarak pergerakan protein dari tempat awal

jarak pergerakan warna dari tempat awal

Nilai Rf dimasukkan dalam persamaan regresi linear dengan
rumus: Y=a+bX Keterangan: Y = berat molekul X = nilai Rf
sampel organ.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil SDS-PAGE berupa pita protein yang tersparasi

berdasarkan berat molekul (Gambar 1a yang ditunjuk anak panah).
Pita protein yang muncul pada organ kemudian dihitung berat
molekulnya dengan rumus Rf. Hasil perhitungan Rf dan log BM pada
marker protein 12 pita (Gambar 1b) diperoleh persamaan regresi
linear yaitu: Y = -1,4654x+2,27 dengan nilai R?=0,9519 (gambar
1c).

a
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Mw Pergerakan Rf Log BM
b marker Protein (kDa)
(kDa) (mm)
245 0,5 0,0556 2,3892
180 0,7 0,0778 22,2553
135 0,9 00,1000 2,1303
100 1.3 0,1444 22,0000
= 1,6 0,1778 1,8751
63 2.4 0.2667 1,7993
48 3.1 00,3444 1,6812
35 4,1 0.,4556 1,5441
25 5.3 0,5889 1,3979
20 5.9 0,6556 1,3010
17 6.9 0,7667 1,2304
11 7.8 0,8667 1,0414
C 3,0000
2,5000
2,0000
5
= 1,5000
S
1,0000
y=-1,4654x + 2,27
0,5000 R*=0,9519
0,0000

0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000
Rf

Gambar 1. Profile protein organ menggunakan SDS-PAGE. (a) Pita protein organ
tikus (Rattus norvegicus) menggunakan SDS-PAGE (C-=Kontrol
negatif, HC= jantung kontrol, HDM= jantung DMT?2, LiC= hati kontro],
LiDM= hati DMT2, KC= ginjal kontrol, KDM= ginjal DMT2). (b) Tabel
Berat molekul protein berdasarkan perhitungan nihi Rf. (c) Grafik
Log berat molekul protein organ y=-1,4654x+2,27, R2=0,9519

Pita protein yang tersparasi hasil SDS-PAGE menunjukan
adanya persamaan dan perbedaan profil protein dari kelompok
kontrol (C) dan kelompok DMT2 (DM). Pada organ jantung
ditemukan 5 pita protein pada kelompok kontrol (C) (Tabel 1) dan
8 pita protein pada kelompok DMT2 (DM) (Tabel 4). Pada jantung
DMT2 (HDM) terdapat beberapa pita protein yang hilang yaitu
protein dengan berat molekul 91,9kDa, 66,1 kDa, 45,4kDa, 23,5
kDa, dan 7,3kDa, sedangkan beberapa protein ditemukan pada
jantung DMT2 (HDM) yaitu protein dengan berat molekul
154,1kDa, 121,8kDa, 83,6kDa, 60,2kDa, 37,6kDa, 16,2kDa, 8,8kDa,
dan 6,3kDa.
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Tabel 1.
Profil Pita Protein Jantung Kontrel [(HE)
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Tabel 4.
Profil Firh Protein [antung DMTZ (HDM)

No Mobility RE Rf(a/b) MW

Mo Mobility Rf Rf(a/h) MW

Protein sumbux  [kDa) Protein sumbux  [kDa)

[zm] [em]
1 21 02333 19632 919 1 i 01111 21877 1541
2 28 03111 18204 6481 2 1,5 0,887  2,0B57 1118
3 35 04000  1,m572 454 3 23 02558 19224 B3é
4 5 05556  1,3715 235 4 3 03333 17796 60,2
& 7.5 08333 08515 73 & 4 04444 15758 375
Keterangan: Panjang 9cm b 3,8 06424 12083 182
7 71 0,788% 059431 88
Tahbel 2, B 7.8 08887 08003 6,3

Profil Pita Protein Hati Kentrel [LiC)

No Mobility RE Rf(a/b) MW

Keterangan: Panjang Yem

Protein sumbux  [kDa) Tabel 5.

[em] Profil Pita Protein Hati DMT2 (LiDM]
1 1.5 01sa¥ 20857 1Z1.8 Mo Mobility Rf Ri(a/b) MW
2 2% 02558 19224 Bis Protein sumbux  [kDa)
3 3 03333 17795 602 [om]
4 43 04778 15142 337 1 1.3 01444  2,1285 1338
] 53 05839 1,3103 204 2 2,1 0,2333 19631 915
B 7 ODF7TR 09635 9.2 3 .7 03000  1.8408 693
7 7.3 08111 09023 810 4 4 04444 157536 376
g 78 08887 08002 6,3 5 7 0,7778 09635 9,2

Keterangan: Panjang 9cm b it} 08557 080032 5,3

Tabel 3.
Prafil Pita Protein Ginjal Kontral (EC)

No Mobility RE Rf(a/b) MW

Keterangan: Panjang Yem

Tabel 6.
Profil Pita Protein Ginjal DMT2 (KDM]

Protein sumbux  [kDa) Mo Mohility Rf Rf[a/B] MW

[em] Protein sumbux  [kDa)
1 1 01111 21877 1R441 [em]
2 17 0,1889 20443 1109 1 2.5 02778 188l 7al
3 25 02778 18Bls 781 2 29 03222 18000 631
4 ER] 04333 L1h9s0 394 3 47 05222 14327 271
5 5.8 06444  1,2083 152 4 53 05889 13103 204
& 71 0,7839 09431 88 & 7.3 0E111  0,5023 80
7 7.9 08778  0,7753 &0 & 7.8 0BE67 08002 5,3

Keterangan: Panjang Sem

Keterangan: Panjang Yem

Pada DMT?2 terjadi proses aktivasi protein kinase, aktivasi
ini akan meningkatkan pembentukan ROS dalam sel dan
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menyebabkan kerusakan struktural dan fungsional vaskuler
sehingga menganggu permeabilitas seluler, memunculkan
inflamasi, apoptosis, serta peningkatan produksi endothelin-1
(ET-1) yang akan menyebabkan vasokontraksi dan agregasi
platelet. Pada kasus DMT2 dengan kondisi hiperglikemia kronik
dan resistensi insulin menentukan perubahan yang signifikan
dalam faktor koagulasi seperti peningkatan agregasi trombosit,
yang mengarah ke prothromboticstate (Paneni et al., 2013).

Pada organ hati kontrol (LiC) ditemukan 8 pita protein
(Tabel 2) sedangkan pada hati DMT2 (LiDM) ditemukan 6 pita
protein (Tabel 5). Pada organ hati ditemukan adanya persamaan
pita protein yang muncul pada kedua kelompok grup yaitu pita
protein dengan berat 6,3kDa. Terdapat perbedaan pita protein
pada kedua kelompok, pada organ LiDM menunjukan banyak pita
protein yang hilang yaitu pita protein dengan berat 121,8kDa,
83,6kDa, 60,2kDa, 32,7kDa, 20,4kDa, 9,2kDa, 8,0kDa, disamping
itu ditemukan beberapa pita protein yang tekspresi dan muncul
pada kondisi LiDM yaitu pita protein dengan berat molekul
133,8kDa, 91,9kDa, 69,3kDa, 37,6kDa, dan 9,2kDa.

Pita protein pada organ ginjal menunjukan adanya
persamaan dan perbedaan pada kelompok kontrol maupun
kelompok DMT2. Persamaan pita yang muncul pada ginjal kontrol
(KC) (Tabel 3) dan ginjal DMT2 (KDM) (Tabel 6) yaitu protein
dengan berat molekul 76,1kDa. Pada organ KDM menunjukan ada
beberapa pita protein yang hilang yaitu protein dengan berat
molekul 154, 1kDa, 110,9kDa, 39,4kDa, 16,2kDa, 8,8kDa, 6,0kDa
dan juga ditemukan protein yang hanya dimiliki pada kelompok
oran KDM yaitu protein dengan berat molekul 63,1kDa, 27,1kDa,
20,4kDa, 8,0kDa, and 6,3kDa.

Gangguan sinyal insulin pada kondisi diebetes nefropati (DN)
mempengaruhi fosforilasi protein pada aktivasi reseptor insulin
menghasilkan fosforilasi protein kinase B (Akt), yang merupakan
protein penting dalam kelangsungan hidup. Protein kinase B (Akt)
yang terfosforilasi menunjukan hasil yang beberbeda yaitu Akt
yang dihasilkan lebih rendah pada kondisi DN dan peningkatan
apoptosis (Filippone et al, 2014; Kambham et al,, 2001)

Enam sampel (HC, HDM, LiC, LiDM, KC dan KDM) hasil
running SDS-PAGE menunjukan adanya persamaan maupun
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perbedaan pita protein yang muncul. Pita protein yang ditemukan
pada kondisi normal mengalami kehilangan pada kondisi DMT2 hal
ini berhubungan dengan fungsi protein tersebut dalam
metabolisme dalam tubuh. Produk protein yang terdapat dalam
organ dalam kondisi normal berhubungan dengan gen yang
dikodekan untuk melaksanakan fungsinya, contohnya gen STAT
(protein coding) protein dengan berat molekul sekitar 90kDa tidak
ditemukan pada kelompok DMT2. STAT1 memiliki fungsi sebagai
protein transkripsi (Tadjuidje & Hegde, 2013; UDN, 2018).

Kehilangan beberapa pita protein disebabkan karena resisten
insulin. Pada penelitian ini menggunakan hewan model DMT2 yang
patologisnya berupa resistensi insulin. Resistensi Insulin memiliki
efek terhadap metabolisme asam amino dan metabolisme protein.
Menurut hasil penelitian Menge et al, (2010) pada kasus DMT2
menunjukan defisit beberapa asam amino. Defisit asam amino
yang terjadi pada kondisi DMT2 berkontribusi terhadap protein
yang terbentuk, sehingga menunjukan pita protein yang berbeda
pada DMT2 dibandingkan dengan kontrol Hasil penelitian Pereira
et al, (2008) melaporkan pada DMT2 dengan resisten insulin
mempengaruhi  metabolisme  protein. Resistensi insulin
menghambat stimulasi sintesis protein.

Pada kondisi DMT2 menyebabkan metabolisme protein
terganggu. Metabolisme protein dan sintesis protein yang
terganggu memiliki hubungan dengan protein yang diekspresikan
pada kondisi normal maupun kondisi DMT2. Penelitian ini
menunjukan adanya perbedaan pita protein yang terekspresi pada
kondisi normal dan DMT?2.

KESIMPULAN

Profil pita protein pada kelompok kontrol (C) dan kelompok
DMT2 (DM) organ menunjukan profil pita yang sama maupun
berbeda. Organ HC ditemukan 5 pita protein sedangkan HDM
ditemukan 8 pita protein. Pada organ LiC ditemukan 8 pita protein
sedangkan pada organ LiDM ditemukan 6 pita protein. Pada organ
KC ditemukan 7 pita protein sedangkan pada organ KDM
ditemukan 6 pita protein. Hasil penelitian ini diharapkan menjadi
sumber acuan peneliti lanjutan dalam pemberian nutrisi (berbasis
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nutrigenomik) untuk mengembalikan protein yang hilang maupun
muncul pada kelompok DMT2 agar dapat kembali pada kondisi
normal dalam melaksanakan fungsinya.
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