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ABSTRAK: Pada beberapa tahun terakhir banyak dikembangkan model hewan diabetes mellitus untuk
memahami patogenesis, komplikasi, dan pengaruh genetik yang meningkatkan risiko diabetes mellitus
tipe 2, baik dengan menggunakan bahan kimia maupun dengan modifikasi secara genetik termasuk tikus
knockout transgenik, umum, dan knockout spesifik jaringan. Dalam penelitian ini model hewan diabetes
mellitus tipe 2 dikembangkan melalui metode pendekatan konsumsi gula pada manusia dengan mengacu
pada karakteristik kondisi diabetes mellitus tipe 2, penyebab atau mekanisme yang mendasari, serta per-
timbangan keuntungan dan kerugian bagi para peneliti dalam penelitiafifliabetes. Penelitian ini meng-
gunakan 32 ekor hewan coba, diadaptasikan selama 14 hari kemudian dibagi dalam 4 kelompok yaitu
kelompok kontrol, kelompok perlakuan yang diberi larutan fruktosa 2, 5, dan 9 g/kgBB selama 56 hari.
Hasil uji komparasi menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna antar kelompok (p<0,05) pada
variabel dosis fruktosa dan gula darah puasa akhir. Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pembe-
rian fruktosa secara intragastrik jangka panjang dapat memicu kenaikan glukosa darah puasa pada tikus.
1
Kata Kunci:%odel hewan diabetes mellitus; diet tinggi fruktosa; glukosa darah; diabetes

ABSTRACT: In recentyearsalarge number ofanimal models of type 2 diabetes mellitus (DM) have been developed
tounderstand the pathogenesis, complications, andgeneticinfluences thatincrease the risk of type2 DM, either by
using chemicals or by genetic modification including transgenic knockout mice, general and tissue-specific knock-
outs. In this experiment, animal models of type 2 DM were developed through high fructose diet that was similar
to actual human consumption with approach to the characteristics of type 2 DM, underlying cause or mechanism,
and consideration of the advantages and disadvantages for researchers in diabetes research. This study used 32
animals, adapted for 14 days then divided into 4 groups: control group, treatment group given fructose solution
2,5, and 9 g/kg body weight for 56 days. The comparative test results showed that there were significant diff§)
rences between groups (p <0.05) in the fructose dose and fasting blood glucose concentration. From this study it
can be concluded that long-term intragastric fructose can induce the increase of fasting blood glucose in mice.

Keywords: Diabetes mellitus animal model; high fructose diet; blood glucose; diabetes

gedia!’hamaceutka!ndonesiam 4 /ol 2No.1 # Juni 2018 41
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1. Pendahuluan

Diabetes mellitus (DM) adalah kondisi yang
ditandai dengan kelainan klinik dan genetik yang
heterogen, gejala yang ditunjukkan berupa hi-
perglikemia akibat insufisiensi fungsi insulin. Be-
berapa penelitianggrdahulu menyatakan bahwa
pada tahun 2013 terdapat 382 juta oramhidup
dengan DM di dunia, dan diperkirakan 175 juta
di antaranya belum terdiagnosis, dan terancam
berkembang progresif menjadi komplikasi dan
tanpa pencegahan [1].

DM merupakan salah satu penyakit yang
termasuk am kriteria penyakit tidak menu-
lar (PTM). Penyakit tidak menular sudah men-
jadi masalah kesehatan masyarakat, baik secara
global, regional, nasional dan lokal. Di Indonesia
DM merupakan ancaman serius bagi pembangu-
nan kesehatan karena dapat menimbulkan gang-
guan multiorgan. Prevalensi DM di Indonesia
berdasarkan Riset Kesehatan Dasar tahun 2013
sebesar 1,5% dan di Provinsi Jawa Timur 2,1%
sehingga pre\densi DM di Jawa Timur tergolong
cukup tinggi. Pada Tahun 2030 diperkirakan DM
menempati urutan ke-7 penyebab kematian du-
nia, sedangkan Indonesia diperkirakan sebanyak
21,3 juta jiwa. [1].

Beberapa tahun terakhir banyak dikembang-
kan model hewan diabetes mellitus untuk mem-
pelajari mekanisme dan/atau penyebab yang
mendasari terjadinya DM ataupun untuk menguji
senyawa yang diduga memiliki efek sebagai an-
tidiabetik. Beberapa model hewan diabetes mel-
litus yang dikembangkan meliputi induksi kimia,
pembedahan (pankreatektomi), bahkan sampai
tingkat manipulasi genetik untuk memicu kondisi
DM.

Peningkatan prevalensi penderita DM yang
sangat cepat berhubungan dengan adanya pe-
rubahan gaya hidup meliputi penurunan aktifi-
tas fisik dan pola makan yang tidak terkontrol.
Perkembangan kondisi DM tipe 2 sejalan dengan
beberapa gangguan metabolik seperti hipertensi,
dislipidemia dan obesitas, yang berhubungan

erat dengan konsumsi tinggi gula, terutama jenis

gula fruktosa. Fruktosa banyak ditemui sebagai
pemanis pada makanan dan minuman seperti
softdrinks.

Mekanisme fruktosa (fruktolisis) berbeda
dengan glukosa (glikolisis). Dalam hati, fruktosa
tidak diregulasi oleh glukokinase/heksokinase
dan fosfofruktokinase, selain itu jalur fruktolisis
ini tidak dihambat oleh produknya (fruktosa-
1-fosfat). Fruktosa-1-fosfat

alosterik inhibitor pada jalur fruktolisis, tidak

bukan merupakan

seperti enzim kunci glikolisis. Fruktosa adalah
regulator utama penyerapan glukosa dan sintesis
glikogen di hati [2].

Pemberian fruktosa 20-25% selama 12
minggu pada tikus dapat menginduksi perkem-
bangan penanda sindroma metabolik yang pro-
gresif (hipertensi dan peningkatan berat badan)
yang mengindikasikan terjadinya resistensi insu-
lin. Pemberian selama 12 minggu pada penelitian
terdahulu dapat menunjukkan awal terjadinya
diabetes mellitus tipe 2 (130-150 mg/dl). Pem-
berian dalam jangka waktu yang lebih lama dapat
memicu diabetes mellitus tipe 2. Model induksi
ini didasarkan pada pola konsumsi diet tinggi
fruktosa pada manusia dewasa. Tujuan dari pene-
liian ini adalah untuk mengembangkan model
induksi diabetes mellitus tipe 2 dan resistensi
insulin menggunakan diet tinggi fruktosa pada
tikus wistar jantan, dengan pendekatan pola kon-

sumsi diet tinggi fruktosa pada manusia [3].

2.Bahan dan metode
2.1.Hewan uji dan diet

Sampel dalam penelitian ini adalah tikus putih
(Rattus novergicus) strain Wistar dengan kriteria
inklusi yaitu berjenis kelamin jantan, berusia 4-6
minggu, berat badan 150-200 gram, dalam kondi-
si sehat, dan tidak menderita DM dengan kadar
glukosa darah acak di bawah 10,4 mmol/L atau
187,2 mg/dl [4].

Tikus galur wistar (Rattus novergicus) diper-
oleh dari Unit Hewan Coba Laboratorium Farma-

kologi dan Terapi Fakultas Kedokteran Universi-
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tas Airlangga. Besar sampel yang dipakai dalam
penelitian dihitungnggunakan rumus:
(1) (r-1) > 15
Dimana t adalah banyaknya kelompok per-
lakuan dan r adalah jumlah replikasi. Pada pene-
litian ini terdapat 4 kelompok hewan coba, yaitu
satu kelompok sebagai kontrol (KD) dan tiga ke-
lompok perlakuan (K1-K3), maka jumlah ]ika-
si untuk setiap perlakuan dapat dihitung dengan
rumus Federer [5]:
(1) (r-1) > 15
(4-1) (r-1) > 15
r-1=5
r>6
Replikasi dilakukan untuk menghindari ke-
mungkinan hewan coba mati (f) = 25% selama
penelitian maka besar replikasi dikalikan 1/1 - f,
sehingga: 1/(1-0,25)x 6 = 7,99 = 8 (besar sampel
dibulatkan). Jumlah sampel pada penelitian ini
adalah 8 ekor per kelompok per]akm sehingga
besar sampel keseluruhan 32 ekor. Pengambilan
sampel dilakukan dengan menggunakan teknik
simple random sampling karena sampel diambil
dari populasi yang dilakukan secara acak (ran-
dom) dengan tidak mempertimbangkan strata
atau tingkatan dalam populasi. Penggunaan
hewan uji telah mendapatkan surat persetu-
juan dari komisi etik Fakultas Kedokteran Gigi,
Univesitas Airlangga dengan nomor surat 005/
HRECC.FODM/1/2017 tertanggal 4 Januari 2017.
Kelompok kontrol diberikan aquades, se-
dangkan 3 kelompok perlakuan diberikan larutan
fruktosa dengan konsentrasi berturut-turut 2,
5, dan 9 g/kgBB, semua kelompok diberikan

perlakuan secara intragastrik selama 56 hari.

2.2. Penyiapan larutan fruktosa

Fruktosa yang digunakan merupakan senyawa
D-fructose >99%. Larutan fruktosa dibuat setiap
1 minggu sekali untuk menjaga kestabilan laru-
tan dan pemberian pada hewan didasarkan pada
berat badan. Larutan fruktosa dibuat dengan
konsentrasi 20% yaitu dengan cara melarutkan
20 g D-fructose ke dalam 100 ml aquades. Pem-
berian larutan fruktosa disesuaikan dengan berat

badan masing-masing hewan coba dan diberikan
secara intragastrik selama 56 hari. Larutan fruk-
tosa diletakkan pada botol kaca yang bagian lu-
arnya dilapisi oleh alumunium foil untuk mence-

gah proses fermentasi.

2.3.Biokimia darah

Sampel darah dianalisis sebelum perlakuan
diberikan, saat perlakuan diberikan sampai hari
ke-30 dan ketika perlakuan berakhir pada hari
ke-56. Sampel darah yang dianalisis sebelum di-
berikan ditujukan untuk melihat kadar glukosa
darah normal pada hewan coba dan untuk me-
mastikan bahwa hewan coba yang digunakan
pada eksperimen memenuhi kriteria inklusi. Pe-
ngukuran kadar glukosa darah ketika perlakuan
berlangsung sampai hari ke-30 untuk mengeva-
luasi adanya peningkatan kadar glukosa darah
setelah diberikan perlakuan. Pada tahap ini, pe-
ngukuran glukosa darah dilakukan melalui ekor
dengan menggunakan glukometer, yang sebelum-
nya telah dipuasakan selama 4-5 jam. Pada hari
ke-56 setelah diberikan perlakuan, hewan coba
dipuasakan selama 4-5 jam kemudian dianestesi
dengan menggunakan dietil eter, sampel darah
dikumpulkan dengan segera untuk selanjutnya
dianalisis menggunakan spektrofotometer UV.

2.4.Analisis data

Data dianalisis secara statistik dengan meng-
gunakan one way ANOVA (a=0,05). Sebelum diuji
dengan one way ANOVA, data terlebih dahulu diuji
dengan Kolmogorov-Smirnov untu
data terdistribusi normal atau tidak. Jika terdapat
perbedaan yang bermakna, maka untuk menge-

engetahui

tahui beda antar perlakuan digunakan uji LSD
(Least Significant Difference) atau Uji Beda Nyata
Terkecil. Semua analisis dilakukan dengan ban-
tuan SPSS 20.0 for windows.

3. Hasil dan diskusi
Penelitian ini adalah penelitian True Experi-

mental Laboratories dengan menggunakan hewan

coba sebanyak 32 ekor tikus putih (Rattus nover-
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gicus) jantan strain Wistar pada awal penelitian,
dengan rincian 6 ekor hewan coba dan dilebihkan
2 ekor untuk menghindari kemungkinan hewan
coba mati selama penelitian, digunakan pada se-
tiap kelompok penelitian yang meliputi KD, K1,
K2, K3. Namun jumlah hewan coba yang dipakai
untuk pengumpulan data sebanyak 24 ekor, yang
diambil secara acak dengan jumlah 6 ekor hewan
coba pada masing-masing kelompok penelitian.
Pada awal penelitian, yaitu 14 hamete]ah ak-
limatisasi dilakukan penimbangan berat badan
hewan coba (Tabel 1) untuk memastikan berat
badan hewan coba yang digunakan pada pene-
litian memenuhi kriteria inklusi, yang selanjut-
nya disebut sebagai BB awal. Berat badan hewan
coba ini yang selanjutnya akan dijadikan bahan
pertimbangan penyesuaian dosis dan volume
larutan fruktosa yang diberikan. BB tengah meru-
pakan berat badan hewan coba yang diukur saat
hari ke-30 setelah diberikan perlakuan induksi
fruktosa. Tujuan penimbangan BB tengah adalah
untuk mengevaluasi adanya peningkatan BB sela-

ma pemberian induksi fruktosa yang selanjutnya

Tabel 1. Data berat badan hewan coba*

digunakan untuk menyesuaikan dosis fruktosa.
Data BB tengah (Tabel 1) menunjukkan bahwa
terdapat kenaikan BB yang signifikan sesuai de-
ngan kenaikan dosis fruktosa yang diberikan.
Pada akhir penelitian, sebelum hewan cobadikor-
bankan, BB ditimbang dan dinyatakan sebagai BB
akhir untuk mengetahui BB hewan coba di akhir
penelitian. Data BB akhir (Tabel 1) menunjukkan
bahwa kenaikan BB tidak signifikan, bahkan ter-
dapat beberapa hewan coba yang mengalami se-
dikit penurunan BB. Berat badan pada penelitian
ini dapat digunakan sebagai salah satu parame-
ter obesitas pada hewan coba yang berhubungan
dengan perkembangan resistensi insulin akibat
pemberian induksi fruktosa.

Glukosa darah puasa (GDP) hewan coba (Ta-
bel 2) juga diukur pada awal penelitian untuk
memastikan bahwa hewan coba yang digunakan
pada penelitian dalam kondisi sehat dan tidak
menderita hiperglikemia, sebagai pertimbangan
hewan coba masukke dalam kriteria inklusi. Pada
hari ke-30 GDP diukur kembali dan dinyatakan

sebagai GDP tengah untuk mengevaluasi adanya

Kelompok n BB awal (g) BB tengah (g) BB akhir (g)
KD 6 186,00 + 15,63 278,50 £12,52 299,50 + 31,51
K1 6 179,50+5,24 264,33+14,18 284,00£18,96
K2 6 182,67+10,31 271,17+49,18 269,33+51,59
K3 6 191,17+9,81 295,50+£26,74 304,50£23,13

*data BB menunjukkan rerata + SD

Tabel 2. Data kadar glukosa darah puasa*

Kelompok n GDP awal (mg/dl) GDP tengah (mg/dl) GDP akhir (mg/dl)
KD 6 106,17+1148 103,83+6,15 99,67+6,38

K1 6 104,33%6,19 168,17+13,53 176,50+14,73

K2 6 99,67+6,38 184,67+12,86 152,83+28,49

K3 6 102,17+12,55 192,67+20,39 221,00+40,53

*data GDP menunjukkan rerata + SD

kenaikan glukosa darah selama pemberian in-
duksi fruktosa. Pada pengamatan ini, GDP masih
belum menunjukkan kenaikan yang signifikan
sehingga belum dapat dikatakan sebagai hiper-

glikemia. Selanjutnya pada akhir penelitian, yaitu

pada hari ke-56 setelah pemberian induksi fruk-
tosa, GDP diukur kembali dan menunjukkan ada-
nya kenaikan yang signifikan dibandingkan GDP
pada awal penelitian, sebanding dengan kenai-

kan dosis fruktosa yang diberikan. Namun pada
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penelitian menunjukkan bahwa semakin besar
dosis fruktosa yang diberikan menyebabkan se-
makin meningkatnya resiko diare pada hewan
coba sehingga resiko kematian hewan coba juga
semakin meningkat.

Dari hasil analisis data BB dan GDP di atas
menunjukkan adanya kesesuaian dengan pene-
litian sebelumnya yang menyatakan bahwa pem-
berian induksi diet tinggi fruktosa secara ad libi-
tum memicu pembentukan jaringan adiposa di
abdominal dan kenaikan berat badan [6]. Pada
penelitian ini, hewan coba dibuat model DM tipe
II dengan diberikan diet tinggi fruktosa melalui
rute intragastrik selama 56 hari dengan kon-
sentrasi berturut-turut 2, 5, dan 9 g/kgBB. Data
hasil penelitian menunjukkan bahwa kelompok
hewan coba yang diberikan perlakuan diet tinggi
fruktosa mengalami hiperglikemia pada hari ke-
56. Fruktosa digunakan sebagai induksi DM tipe
2 pada penelitian ini karena dapat menginduksi
terjadinya resistensi insulin [7,8,9].

Berdasarkan hasil uji komparasi pada pene-
litian ini dapat diketahui bahwa terdapat perbe-
daan bermakna antar kelompok (p<0,05) pada
variabel dosis fruktosa dan kadar GDP akhir. Hal
ini membuktikan bahwa pemberian fruktosa se-
cara intragastrik jangka panjang dapat mening-
katkan kadar glukosa darah. Fruktosa dipilih

sebagai induksi DM tipe 2 karena memiliki ciri

metabolik yang unik yaitu dapat masuk ke dalam
sel dengan tidak bergantung insulin, tetapi dime-
tabolisme oleh organ splanik. Fruktosa dapat ma-
suk ke dalam sel melalui karier membran GLUT5
di enterosit sehingga tidak bergantung pada na-
trium dan tidak memerlukan energi. Selanjutnya
sebagian besar fruktosa akan diabsorbsi melalui
usus menuju vena porta dan masuk ke dalam
hepatosit melalui GLUT2. Di dalam hepatosit,
fruktosa secara cepat akan diubah oleh enzim
fruktokinase menjadi fruktosa-1 fosfat dan ke-
mudian diubah menjadi triose fosfat oleh enzim
aldolase B. Kedua enzim ini tidak dipengaruhi
baik oleh insulin maupun status energi pada sel.
Peningkatan konsentrasi triose fosfat di hepato-
sit akan memicu laju konsumsi ATP hepatik yang
tinggi pada awal fosforilasi fruktosa, sehingga
ketika intake fruktosa tinggi memicu deplesi
ATP, pembentukan AMP dan degradasi adenosin
menjadi asam urat. Akumulasi triose fosfat akan
diubah menjadi laktat atau glukosa yang akan
dilepas ke sirkulasi (glukoneogenesis). Selain
itu penumpukan triose fosfat dapat menstimu-
lasi sintesis glikogen dan asam lemak dari karbon
pada fruktosa melalui jalur metabolik yang dike-
nal dengan istilah de novo lipogenesis [9]. Proses
de novo lipogenesis akan memicu pembentukan
jaringan adiposa di abdominal yang merupakan

komponen penting dalam perkembangan dislip-

GDPAakhir

oo@® ©

O Observed
—Linear

o

DosisFruktosa

Gambar 1. Kurva regresi linier antara dosis fruktosa dengan kadar GDP akhir
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idemia, hiperglikemia, dan hipertensi. Hal ini di-
tunjukkan dengan meningkatnya BB hewan coba
selama diberikan induksi diet tinggi fruktosa.
Pembentukan asam lemak dari proses de novo
lipogenesis yang berlebihan dapat menurunkan
sensitivitas insulin sehingga menyebabkan penu-
runan ambilan glukosa oleh jaringan yang sensi-
tif insulin. Keadaan ini memicu proses lipolisis
sehingga asam lemak bebas dan gliserol yang
dihasilkan akan lebih banyak. Asam lemak be-
bas dan gliserol masuk kedalam jaringan adiposa
dalam bentuk TG. Siklus ini akan terus terulang
sehingga akan semakin banyak TG yang terben-
tuk [6]. Sensitivitas insulin yang menurun aki-
bat penumpukan TG ini yang memicu terjadinya
resistensi insulin. Proses ini melibatkan 4 jalur
utama yaitu mekanisme aksi produk lipid terha-
dap sel otot (muscle lipototoxicity), mekanisme
aksi asam urat terhadap NO pada disfungsi en-
dotel, mekanisme aksi ROS, dan mekanisme aksi
inflamasi yang dapat mengaktivasi jalur NFkB.
Konsumsi tinggi fruktosa akan mengakibatkan
akumulasi senyawa pada jalur tersebut sehingga
dapat menegaskan bahwa fruktosa memiliki pe-
ran yang besar dalam memicu terjadinya resis-
tensiu]in [10].Hal ini sesuai dengan penelitian
yang menunjukkan bahwa pemberian diet tinggi
fruktosa selama 56 hari berturut-turut dapat
menginduksi terjadinya hiperglikemia. Semakin
besar dosis fruktosa yang diberikan, menunjuk-
kan kenaikan GDP yang semakin tinggi (Gambar
1), namun juga perlu diwaspadai peningkatan re-
siko diare dan kematian pada hewan coba.

4. Kesimpulan

Pemberian fruktosa secara intragastrik jangka
panjang dapat menginduksi terjadinya hiper-
glikemia pada tikus model DM tipe 2. Penelitian
ini dapat memberikan alternatif solusi dalam
pengembangan model hewan coba DM tipe 2
yang lebih akurat karena dosis fruktosa yang
diberikan lebih terukur dan seragam karena di-
berikan secara intragastrik dengan dosis ter-

tentu. Selain itu metode ini juga lebih terjangkau
karena dapat meminimalisasi kematian hewan
coba yang sering ditimbulkan oleh senyawa kimia
penginduksi DM tipe 2 lain yang dapat merusak
pankreas. Penggunaan fruktosa jangka panjang
juga sesuai dengan pendekatan pola konsumsi
gula pada manusia yang dapat menginduksi ter-
jadinya hiperglikemia.
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