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INTISARI

Obesitas merupakan kondisi dimana terjadi penumpukan lemak di dalam tubuh.
Penumpukan lemak yang berlangsung lama akan memicu pengeluaran sel M1. M1
akan mengeluarkan sitokin pro-inflamasi yang dapat menurunkan sensitivitas
insulin sehingga terjadi resistensi insulin yang mengarah ke diabetes melitus tipe 2.
Sleeve gastrectomy menjadi salah satu pilihan terapi bariatrik dan kombinasi
dengan terapi ajuvan omentoplasti pankreas dan injeksi MSCs diharapkan mampu
menurunkan resiko terjadinya obesitas dan diabetes melitus tipe 2. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui pengaruh omentoplasti dan injeksi MSCs terhadap
jumlah M1 dan indeks resistensi insulin pada tikus obesitas yang dilakukan sleeve
gastrectomy.

Penelitian menggunakan studi eksperimental dengan postest only control group
design. Sampel penelitian dengan 24 ekor tikus putih jantan galur Wistar yang
dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok kontrol negatif sham (K1), kelompok
kontrol positif sleeve gastrectomy (K2), kelompok perlakuan sleeve gastrectomy
dengan omentoplasti pankreas (P1), serta kelompok perlakuan sleeve gastrectomy
dengan injeksi MSCs (P2).

Hasil penelitian menunjukkan pemberian MSCs dan omentoplasti pankreas
dapat menurunkan jumlah M1 dan indeks resistensi insulin secara signifikan
(P<0,05) pada tikus obesitas setelah dilakukan sleeve gastrectomy. Penurunan yang
lebih sigfnifikan terdapat pada kelompok yang diinjeksikan MSCs.

Penelitian ini dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh omentoplasti
pankreas dan MSCs terhadap jumlah M1 dan indeks resistensi insulin pada tikus
obesitas yang dilakukan sleeve gastrectomy.

Kata kunci: M1, Resistensi Insulin, Sleeve Gastrectomy, Omentoplasti Pankreas,
MSCs

XV



BAB |
PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang

Obesitas atau kegemukan yaitu jumlah lemak yang berlebihan akibat
ketidakseimbangan asupan energi dengan pengeluaran energi dalam jangka
panjang (Kementrian Kesehatan RI, 2017). Obesitas berhubungan dengan
terjadinya inflamasi kronik akibat hipoksia sehingga mendatangkan makrofag-
1 (M1) yang mensekresikan sitokin pro-inflamasi (Morton, 2020). Diketahui
pula sitokin pro-inflamasi menjadi salah satu penyebab resistensi insulin yang
dapat berlanjut menjadi diabetes melitus tipe 2 (Wondmkun, 2020). Sleeve
gastrectomy merupakan salah satu terapi bariatrik untuk menurunkan berat
badan pada pasien obesitas terutama agar tidak terjadi keparahan komorbidnya
(Kehagias et al., 2016). Namun, dengan terapi ini penurunan proses inflamasi
berlangsung lama sehingga butuh waktu yang lama pula untuk pemulihan
kondisi diabetes melitus pada pasien.

Obesitas masih menjadi permasalahan baik di Negara maju maupun
berkembang karena dapat memicu timbulnya penyakit yang berbahaya bagi
tubuh antara lain resistensi insulin yang mengarah pada diabetes melitus,
penyakit kardiovaskuler hingga dapat mengakibatkan kematian (Morton, 2020).
Prevalensi obesitas di Indonesia dengan umur >18 tahun menurut RISKESDAS
pada tahun 2018, meningkat menjadi 21,8% dengan prevalensi terbanyak pada
umur 40 - 44 tahun. Selain itu, prevalensi perempuan yang menderita obesitas

lebih tinggi dibanding laki — laki yaitu sebesar 29,3%. (Kemenkes RI, 2018).



Komplikasi diabetes melitus tipe 2 terdiri dari komplikasi mikrovaskuler seperti
neuropati, retinopati, dan nefropati serta komplikasi makrovaskuler seperti .
penyakit pembuluh darah perifer, penyakit jantung, dan stroke (Rosyada dan
Trihandini, 2013).

Obesitas memiliki kaitan yang erat dengan terjadinya resistensi insulin yaitu
melalui perantara sitokin pro-inflamasi. Sitokin pro-inflamasi ini disekresikan
oleh makrofag akibat dari hipoksia pada jaringan adiposa. (Morton, 2020).
Makrofag merupakan sel imun yang diproduksi oleh sumsum tulang. Makrofag-
1 merupakan jenis makrofag yang mengeluarkan sitokin pro-inflamasi seperti
IL-6, IL-1B, TNF-a (Ferrante, 2013). Pada penelitian oleh Popko tahun 2010
memperlihatkan peningkatan sitokin pro-inflamasi seperti IL-6 dan TNF-a pada
subjek obesitas (Popko et al., 2010). Sitokin pro-inflamasi yang dihasilkan akan
bersirkulasi ke sistemik dan menyebabkan resistensi insulin di berbagai
jaringan. Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa ekspresi TNF-o dari
makrofag-1 berhubungan dengan indeks resistensi insulin (Kang et al., 2016).
Pada pasien obesitas dibuktikan terjadi peningkatan jumlah makrofag di
jaringan adiposa yang dalam keadaan normal hanya sekitar 10% dari jumlah sel
lainnya (Lauterbach dan Wunderlich, 2017). Penurunan berat badan merupakan
cara untuk mencegah terjadinya komorbid obesitas. Cara yang paling mudah
yaitu melalui terapi diet dan peningkatan aktivitas fisik. Namun, tidak semua
orang berhasil dengan kedua cara tersebut. Terapi yang saat ini banyak
digunakan yaitu terapi bedah bariatrik. Berdasarkan data dari Clinical Practice

Guidelines tahun 2019, jenis operasi bariatrik yang paling banyak dilakukan



adalah sleeve gastrectomy (SG) karena operasi tersebut memiliki tingkat
komplikasi yang rendah serta defisiensi nutrisi yang ringan (Mechanick et al.,
2019). Angka remisi diabetes melitus pada pasien obesitas yang dilakukan
sleeve gastrectomy disesuaikan dengan tingkat keparahannya karena pada
pasien dengan super obesitas telah terjadi proses inflamasi kronis yang luas.
Berdasarkan hasil penelitian Schmitz di tahun 2016, setelah dilakukan operasi
bariatrik pada pasien obesitas akan terjadi penurunan inflamasi di organ tetapi
tidak dengan inflamasi di jaringan adiposa dimana makrofag tersebut tetap

bertahan dalam 12 bulan setelah operasi (Schmitz et al., 2016).

Diperlukan terapi tambahan untuk menurunkan faktor inflamasi pada
pasien obesitas dengan resistensi insulin. Terapi yang dapat dilakukan salah
satunya adalah omentoplasti. Omentum berperan dalam menyimpan lemak,
regenerasi jaringan, dan menekan proses inflamasi yeng merupakan peran dari
struktur milky spots (MS) (Meza-Perez dan Randall, 2017; Di Nicola, 2019).
Selain itu, omentum juga memiliki fungsi sebagai Mesenchymal Stem Cells
(MSCs) (Shah et al., 2012). Mesenchymal Stem Cells (MSCs) memiliki peran
dalam mengatur respon imun sehingga dapat menyembuhkan berbagai
penyakit akibat inflamasi salah satunya adalah memperbaiki resistensi insulin
pada pasien obesitas. Mengenai terapi tambahan tersebut, sebelumnya sudah
dilakukan penelitian mengenai pengaruh omentoplasti pankreas pada tikus
yang diinduksi diabetes melitus tipe 2 dan hasilnya menunjukkan peningkatan
ekspresi insulin oleh sel beta pankreas (Dimas et al., 2021). Namun, belum ada

penelitian omentoplasti pankreas pada resistensi insulin yang diakibatkan oleh



obesitas. Sedangkan, pada penelitian terapi MSCs yang dilakukan pada tikus
obesitas terbukti dapat menurunkan massa lemak tubuh pada tikus tersebut dan
menurunkan kadar glukosa darah (Jaber et al., 2021). Dikarenakan
keterbatasan dilakukannya terapi sleeve gastrectomy pada obesitas dengan
resistensi insulin dan adanya pengaruh kedua terapi tambahan tersebut yang
diharapkan dapat menurunkan inflamasi setelah operasi sleeve gastrectomy,
peneliti ingin meneliti “Pengaruh Omentoplasti Pankreas dan MSCs Terhadap

Jumlah M1 dan Indeks Resistensi Insulin”

1.2. Rumusan Masalah
Apakah omentoplasti pankreas dan MSCs berpengaruh terhadap jumlah M1 dan
indeks resistensi insulin pada tikus obesitas yang dilakukan sleeve gastrectomy?
1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Untuk mengetahui pengaruh omentoplasti pankreas dan MSCs terhadap
jumlah M1 dan indeks resistensi insulin pada tikus obesitas yang dilakukan

sleeve gastrectomy

1.3.2 Tujuan Khusus
1.3.2.1. Mengetahui pengaruh jumlah M1 pada tikus obesitas
kelompok kontrol, kelompok sleeve gastrectomy, kelompok
sleeve gastrectomy dengan omentoplasti pankreas, dan

kelompok sleeve gastrectomy dengan injeksi MSCs.



1.3.2.2. Mengetahui pengaruh indeks resistensi insulin pada tikus
obesitas kelompok kontrol, kelompok sleeve gastrectomy,
kelompok sleeve gastrectomy dengan omentoplasti
pankreas, dan kelompok sleeve gastrectomy dengan injeksi
MSCs.
1.3.2.3. Mengetahui perbedaan injeksi MSCs dan omentoplasti
pankreas terhadap jumlah M1 dan indeks resistensi insulin
pada tikus obesitas yang dilakukan sleeve gastrectomy.
1.4. Manfaat Penelitian
141 Manfaat Teoritis
Diharapkan penelitian ini dapat mengembangkan pengetahuan
mengenai terapi tambahan yaitu omentoplasti pankreas dan MSCs pada
pasien obesitas dengan resistensi insulin setelah dilakukan sleeve
gastrectomy.
1.4.2 Manfaat Praktis
1.4.2.1 Menambah pengetahuan mengenai seberapa besar pengaruh
terapi tambahan omentoplasti pankreas dan MSCs pada pasien
obesitas dengan resistensi insulin setelah dilakukan sleeve
gastrectomy.
1.4.2.2 Diharapkan ditemukannya terapi tambahan omentoplasti
pankreas dan MSCs terhadap pasien obesitas dengan resistensi
insulin setelah dilakukan sleeve gastrectomy dapat diterapkan

dalam praktik kedokteran



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Makrofag-1 (M1)

Makrofag merupakan sel pada sistem imun innate yang berfungsi
memfagosit antigen atau partikel asing, mengeliminasi sel yang apoptosis dan
mempresentasikan antigen asing ke limfosit. Makrofag berasal stem sel yang
diproduksi di sumsum tulang menjadi monosit (Bratawidjaja dan Rengganis,
2018). Pada saat proses hematopoiesis di sumsum tulang, stem sel granulosit-
monosit akan dipaparkan dengan sitokin seperti interleukin-3 (IL-3) dan
granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) dan akan
berdiferensiasi menjadi sel monosit. Monosit akan berada di sumsum tulang
selama kurang dari 24 jam dan akan menuju sirkulasi. Selanjutnya di sirkulasi,
monosit memiliki waktu paruh selama 70 jam. Setelah itu, monosit akan
melalui dinding kapiler menuju jaringan dan disebut makrofag (Duque dan
Descoteaux, 2014). Monosit naive atau makrofag yang dipaparkan sitokin Thl
IFN-y, TNF atau LPS akan berkembang menjadi M1 yang akan mengeluarkan
sitokin proinflamasi seperti TNF, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-23, reactive oxygen
species (ROS), reactive nitrogen species (RNS), memproduksi dan
mengeluarkan iINOS, dan meningkatkan metabolism arginine menjadi sitrulin
dan nitric oxide. Peran dari M1 vyaitu meningkatkan respon Thil,
menghancurkan pathogen dan sel tumor. Berbeda dengan fenotip M2 yang
terdiri dari M2a,M2b, dan M2c yang akan mengeluarkan sitokin anti-inflamasi

dan berperan dalam pengaturan perbaikan jaringan (Duque dan Descoteaux,



2014). Pada pasien obesitas, terjadi peningkatan jumlah M1 sebagai respon
adanya stress oksidatif pada jaringan adiposa akibat hipoksia. Sitokin pro-

inflamasi yang dikeluarkan oleh M1 akan menurunkan sensitivitas insulin pada

jaringan.
M2a
i Y / CytoKines:
\ Amimse @ IL-10, TGF-B,
: ‘ IL-1Ra
P _ Chemokines:
11 CCLI7, CCL22,
o L CCL24
N ‘
Y,
Cytokines: MI Monocyte ; M2b
) ; A
TNF, IL-1§, IL-6, ;;'\\_J\;'—" . Cytokines:
IL-12, 1L-23 iINOS 4 INOS oiras
\ & LPS, TNF, LPS, ICs.. N NG, Lo
Chemokines: . \.\}. TFN-r, GM- PG LT ‘;Jv'
CCL2, CCL3, ra r’ — CSF L ===="Chemokines:
CCL4, CCLS, | 1 ’ ceL
CCLS, CCL9, 1
CCL10, CCL11 A=
TTh1 responses
T Antimicrobial properties
1 Tumour suppression Cytokines:

\:‘\'. IL-10, TGF-p

1Th2 responses
TWound healing and tissue repair
TImmunosuppression
TTumour promotion

Gambar 2.1 Mekanisme Monosit Naive Menjadi Makrofag M1 dan M2
(diambil dari jurnal ‘Macrophage cytokines: involvement in immunity and
infectious diseases’ tahun 2014)

Pada pemeriksaan imunohistokimia dan flowsitometri untuk mengukur M1
diperlukan marker atau penanda salah satunya yaitu CD68 (Zhou et al., 2020).
CD68 merupakan protein yang terdapat pada granula makrofag (Nuovo, 2013).
Pada penelitian sebelumnya, dijelaskan bahwa CD68+ jumlahnya meningkat
pada penyakit yang berhubungan dengan respon predominan T-helper 1 (Th1)

(Barros et al., 2013).
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Gambar 2. 2 Diferensiasi dan Karakteristik Makrofag (Diambil Dari
jurnal ‘Tumor-associated macrophages: an accomplice in solid tumor
progression’ Tahun 2019)

2.2 Resistensi Insulin

Resistensi insulin merupakan kurang sensitifnya organ target seperti hepar,
otot, jaringan adiposa terhadap insulin sehingga mengakibatkan gangguan
dalam metabolisme glukosa. Pada pasien resistensi insulin, proses
glukoneogenesis pada hepar meningkat akibatnya terjadi hiperglikemia. Pada
otot akan terjadi penurunan sintesis glikogen. Sedangkan pada jaringan adiposa
akan menyebabkan peningkatan lipolisis dan Free Fatty Acids (FFA)

(Soelistijo et al., 2015).

Resistensi insulin berhubungan dengan faktor keturunan dan lingkungan
seperti life style yang berhubungan melalui proses inflamasi. Contoh faktor
genetik yang mempengaruhi yaitu adanya kelainan pada gen IRS-1 yang
berperan dalam pensinyalan insulin (Kaku, 2010). Sedangkan faktor

lingkungan yaitu pada orang obesitas yang akan menyebabkan peningkatan



jumlah sitokin pro-inflamasi sehingga akan menurunkan sensitivitas insulin

(McArdle et al., 2013).

Terdapat beberapa macam pengukuran yang dapat digunakan untuk
menilai resisten insulin salah taunya menggunakan Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR). Penilaian HOMA-IR

menggunakan rumus berikut:

HOMA-IR= Glukosa (mg/dl) x Insulin (uwU/L) / 405

Penelitian yang dilakukan di China selatan melalui pendekatan cross-
sectional dan studi prospektif, didapatkan cut-off yang optimal untuk
membedakan pasien yang disglikemi dengan resistensi insulin yaitu 1,4 dan
2,0. Sehingga untuk interpretasi HOMA-IR yaitu < 1,4 adalah normal; 1,4 —

2,0 adalah disglikemi; > 2,0 adalah diabetes melitus tipe 2 (Lee et al., 2016).

2.3 Obesitas

2.3.1 Definisi Obesitas

Obesitas merupakan penyakit akibat oleh berbagai macam faktor
dimana terjadi peningkatan berat badan akibat bertambahnya ukuran
dan jumlah sel lemak. Obesitas menjadi masalah utama kesehatan
dikarenakan dapat meningkatkan faktor resiko terjadinya penyakit tidak
menular seperti hipertensi, diabetes melitus tipe 2, penyakit jantung,
kanker, kematian mendadak saat tidur (sleep apneu) serta memburuknya

penyakit lain. Angka obesitas yang meningkat dihubungkan dengan
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ketidakseimbangan asupan dengan pengeluaran energi (Kementrian

Kesehatan RI, 2017).
2.3.2 Kategori Obesitas

Lemak tubuh dapat diukur dengan menghitung indeks massa tubuh
(IMT). Penghitungan IMT dapat menentukan derajat kegemukan
dengan rumus berat badan dalam kilogram (kg) dibagi tinggi badan
dalam meter kuadrat (m?). Interpretasi hasil IMT menurut WHO vyaitu
dikatakan normal jika IMT 18,5-24,9 kg/m?, pra-obesitas IMT 25-29,9
kg/m? dan obesitas IMT > 30 kg/m2. Menurut kemenkes, dinyatakan
gemuk jika IMT > 25,1 kg/m?. Berikut tabel klasifikasi IMT menurut
Kementrian Kesehatan :

Tabel 2. 1. Klasifikasi IMT Nasional berdasarkan Kementrian
Kesehatan R1, 2018.

Klasifikasi IMT (kg/m?)

Kurus Berat <7l e
Ringan 17,0-18,4

Normal 18,5-25,0

Gemuk Ringan 25,1-27,0
Berat >27,0

Kombinasi pengukuran IMT dengan mengunakan lingkar perut dapat

menilai resiko penyakit komorbiditas pada penderita obesitas.
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Tabel 2. 2 Klasifikasi Berat Badan Berdasarkan IMT dan Lingkar
Perut Menurut Kriteria Asia Pasifik diambil dari
(Soegondo dan Gustaviani, 2009).

Resiko komorbiditas

Lingkar perut

Klasifikasi IMT <90 cm (laki-  >90 cm (laki-
(kg/m?) laki) laki)
<80cm >80 cm
(perempuan) (perempuan)
Berat badan  <18,5 Rendah Sedang
kurang (resiko
meningkat
pada masalah
Klinis lain)
Normal 18,5-22,9 Sedang Meningkat
Berat badan >23,0
lebih
Resiko 23,0-24,9 Meningkat Moderat
obesitas
Obesitas | 25-29,9 Moderat Berat
Obesitas |1 > 30 Berat Sangat berat

2.3.3 Patofisiologi

Banyak sekali faktor yang dapat menyebabkan obesitas seperti

pengaturan intake makanan yang diperankan oleh leptin. Pada pasien

obesitas, terjadi resistensi leptin. Dimana leptin yang seharusnya

mengirimkan sinyal kenyang ke hipotalamus jika jumlah adiposit

meningkat, namun disini tidak terjadi penurunan leptin. Menurut ahli

fisiologis, hal ini disebabkan adanya gangguan pada reseptor atau jaras

sinyal pascareseptor yang seharusnya diaktivasi oleh leptin (Guyton

dan Hall, 2011).
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Selanjutnya peran dari hipotalamus sebagai pusat yang mengatur
sinyal kenyang dan lapar. Pada obesitas, set point tersebut telah diatur
pada tingkat penyimpanan nutrisi yang tinggi dibandingkan dengan
pasien yang tidak obesitas. Hal ini telah dibuktikan melalui percobaan
terhadap hewan yang obesitas apabila asupan makannya dibatasi akan
terjadi perubahan neurotransmitter di hipotalamus yang menyebabkan
hewan tersebut mengalami rasa lapar yang hebat (Guyton dan Hall,

2011)

Faktor genetik juga menjadi penyebab penting obesitas. Faktor
keturunan yang mempengaruhi yaitu seperti adanya gen pembawa yang
menimbulkan kelainan satu atau lebih jaras yang mengatur asupan
makan. Contohnya yaitu mutasi MCR-4, defisiensi leptin kongenital
akibat mutasi gen, dan mutasi reseptor leptin. Faktor genetik tidak
hanya berdiri sendiri, namun akan dipengaruhi pula oleh faktor
lingkungan seperti kebiasaan hidup pasien tersebut (Guyton dan Hall,

2011).

2.4 Sleeve Gastrectomy

Sleeve gastrectomy merupakan prosedur bariatrik yang paling banyak
dilakukan. Operasi sleeve gastrectomy dijadikan sebagai prosedur operasi
laparoskopi bariatrik utama karena efek samping yang lebih minimal dibanding
operasi bariatrik yang lain. Prosedur dilakukannya sleeve gastrectomy yaitu

dengan mengurangi volume gaster melalui pemotongan fundus dan kurvatura
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mayor sehingga akan mengurangi asupan makanan dan menurunkan berat
badan. Beberapa mekanisme penurunan berat badan setelah dilakukannya
sleeve gastrectomy yaitu terjadi penurunan hormone ghrelin yang diproduksi
olen sel oxyntic di fundus gaster sehingga menurunkan nafsu makan.
Peningkatan Hormon Peptide YY (PYY) yang diproduksi usus akan
menghambat Neuropeptide Y (NPY) dan menimbulkan efek anoreksigenik
sehingga akan menurunkan nafsu makan. Kemudian, juga terjadi peningkatan
hormon glucagon like peptide-1 (GLP-1) yang di sekresi oleh sel L
enteroendokrin pada usus sebagai respon adanya makanan yang masuk. GLP-1

akan menstimulasi pelepasan insulin dan menimbulkan rasa kenyang.

2.4.1 Indikasi
Indikasi dilakukannya operasi sleeve gastrectomy sama dengan
metode operasi bariatrik lainnya yaitu berdasarkan IMT dan ada atau
tidaknya komorbiditas. Pasien yang dianjurkan menjalani operasi
sleeve gastrectomy yaitu:
1) Pasien obesitas dengan IMT lebih dari 40 kg/m? baik tanpa
atau disertai komorbiditas
2) Pasien obesitas dengan IMT 35-40 kg/m? yang disertai

komorbiditas

Komorbiditas yang berhubungan dengan obesitas yaitu seperti
hipertensi, diabetes melitus, sleep obstructive apneu, penyakit jantung
dan paru-paru akibat obesitas, penyakit persendian, dan penyakit

lainnya yang menurunkan kualitas hidup pasien.
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Berdasarkan konferensi NIH pada tahun 1991 dan pernyataan
International Diabetes Federation (IDF) di bulan Maret 2011
menjelaskan  bahwa telah dikeluarkannya guidelines yang
merekomendasikan pasien IMT 30-34,9 kg/m? dengan diabetes atau
sindrom metabolisme untuk dipertimbangkan menjalani terapi operasi
sebagai pilihan alternatif apabila pasien tersebut gagal dalam terapi
farmakologis dan life style serta memiliki resiko penyakit

kardiovaskular yang besar (Morton, 2020).

2.4.2 Kontraindikasi

Kontraindikasi absolut untuk prosedur sleeve gastrectomy yaitu
pada pasien obesitas dengan barrett’s esophagus (Kehagias et al., 2016).
Kontraindikasi relatif nya adalah pasien yang memiliki penyakit
gastroesophageal reflux disease (GERD) berdasarkan penjelasan panel
ekspert di tahun 2012 menjelaskan bahwa gejala refluks tersebut dapat
semakin  buruk setelah  dilakukannya sleeve  gastrectomy.
Kontraindikasi relatif lainnya sama seperti metode operasi bariatrik
yang lain yaitu pasien dengan gagal jantung berat, unstable coronary
artery disease, penyakit paru-paru stadium akhir, kanker, sirosis hepar
dengan hipertensi porta, ketergantungan obat atau alkohol, dan pasien

dengan gangguan intelektual yang berat (Morton, 2020).
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2.4.3 Prosedur operasi

Pasien dalam posisi terlentang dan dibawah pengaruh anestesi.
Selanjutnya, dilakukan dekompresi gaster dengan gastric tube.
Dilakukan retraksi pada segmen lateral sinistra hepar. Kemudian
bebaskan seluruh pelekatan pada retrogastrica. Lakukan pemotongan
cabang-cabang Kkecil arteri gastroepiploica. Selanjutnya, lakukan
pembedahan pada omentum mayor sedekat mungkin dengan
curvature mayor gaster dan pisahkan percabangan arteri
gastroepiploica dengan skalpel ultrasonik. Lalu dilakukan transeksi
sekitar 2-6 cm dari pylorus melalui sepanjang curvature mayor hingga
fundus 0,5 cm dari incisura cardiac (Muffazal, 2014; Kehagias et al.,

2016)

Transection End
. i _away from His

Bougie
32-40Fr

" Transection Start
2-6¢cm from pylorus

Gambar 2.3 Prosedur Pemotongan Gaster pada Sleeve Gastrectomy
(diambil dari jurnal ‘Sleeve gastrectomy: have we finally found the

holy grail of bariatric surgery? A review of the literature’ tahun
2016)
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2.4.4 Komplikasi
Pada prosedur sleeve gastrectomy dapat terjadi beberapa
komplikasi. Komplikasi post operasi sleeve gastrectomy dibedakan
menjadi komplikasi awal dan komplikasi lambat. Komplikasi awal
yang umumnya terjadi adalah resiko infeksi hingga terbentuknya abses,
kebocoran pada daerah transeksi, dan perdarahan saluran cerna.
Komplikasi lambat yang dapat terjadi seperti GERD, striktur,
pembentukan fistula, hingga defisiensi nutrisi (Kehagias et al., 2016).
2.5 Omentoplasti
Terapi omentoplasti dapat dijadikan sebagai alternatif terapi insulin resisten
karena pada omentum terdapat Milky Spot (MS) yang berperan dalam sistem
imun. Omentum merupakan jaringan adiposa viseral yang berperan dalam
regenerasi jaringan dan membatasi proses inflamasi. (Meza-Perez dan Randall,
2017). Omentum terdiri dari 2 jenis yaitu omentum minor Yyang
menghubungakan curvature minor gaster dan proksimal duodenum dengan
hepar dan omentum mayor yang menghubungkan curvature mayor gaster
terbentang ke intestinum. Omentum akan bermigrasi ke organ yang mengalami
inflamasi dan membungkus dinding organ tersebut agar proses inflamasi tidak
menyebar sehingga sering disebut sebagai ‘policeman of the abdomen’ (Drake
et al., 2012). Pada kasus peritonitis, migrasi aktif dari omentum ke jaringan
yang inflamasi di duga melibatkan migrasi makrofag dari milky spot ke daerah
inflamasi. Milky spots terdiri dari kumpulan sel mononuclear seperti makrofag,

sel limfosit B, limfosit T, dan sel mast serta sel stroma (Di Nicola, 2019).
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Omentum yang teraktifasi memiliki 3 grup sel untuk meregenerasi jaringan
yang rusak yaitu : immunomodulator CD45+ Grl1+ MDSCs, kemampuan dalam
menekan aktivitas sel Th17 yaitu sel CD45-, dan tipe sel Mesenchymal Stem
Cells (MSCs) yaitu CD45- CD34+ (Meza-Perez dan Randall, 2017). Terkait
dengan proses inflamasi, pada omentum terdapat VAT yang berhubungan
dengan CD4+ sebagai regulator sel T (Treg) yang mengekspresikan reseptor
kemokin, CCR-1 dan CCR-2 sehingga memproduksi IL-10 sebagai anti-
inflamasi (Shah et al., 2012). Pada penelitian yang dikembangkan oleh
Universitas Alberta, percobaan pada pasien diabetes tipe 1 yang dilakukan
transplantasi pulau Langerhans ke dalam omental pouch diketahui memberikan
hasil yang memuaskan dimana hasil transplantasi tersebut menyebabkan pulau
Langerhans dapat memproduksi insulin kembali akibat regulasi imun dan
revaskularisasi pada omentum (Di Nicola, 2019).

2.6 Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

Terapi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) dapat digunakan untuk terapi
berbagai macam penyakit termasuk resistensi insulin. Terapi Mesenchymal
Stem Cells (MSCs) merupakan terapi dengan menggunakan stem sel dimana sel
tersebut nantinya dapat berdiferensiasi menjadi berbagai sel seperti
kondroblast, adiposit, myosit, osteoblast secara in vitro. Isolasi Mesenchymal
Stem Cells (MSCs) dapat diambil dari berbagai jaringan seperti jaringan
adiposa, tulang kompak, pulpa gigi, gusi, otot skeletal, islets, plasenta, dan lain-
lain (Ullah et al., 2015). Mesenchymal Stem Cells (MSCs) memiliki fungsi

sebagai imunomodulator dan anti-inflamasi seperti menekan fungsi sel B,
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meregulasi fungsi dan aktivitas sel T, menjaga keseimbangan jumlah sel Thl
dan Th2, menghambat fungsi sel NK, dan mencegah maturasi serta aktivitas sel
dendritik. Selain sistem imun, Mesenchymal Stem Cells (MSCs) juga berperan
dalam angiogenesis dengan membentuk neovaskuler dan mencegah sel
apoptosis (Fan et al., 2020). Dari penelitian sebelumnya dibuktikan bahwa,
terapi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) juga dapat menggeser jumlah M1 yang
mengeluarkan sitokin proinflamasi menjadi lebih banyak jumlah M2 yang
mengeluarkan sitokin anti-inflamasi yaitu dengan menginduksi secara
eksosome makrofag sehingga mengeluarkan IL-10 (Fan et al., 2020).
Mekanisme homing pada Mesenchymal Stem Cells (MSCs) dibedakan
menjadi non sistemik homing dan sistemik homing. Pada homing non sistemik,
dilakukan transplantasi Mesenchymal Stem Cells (MSCs) pada organ target dan
diarahkan pada daerah injury (Ullah et al., 2019). Sedangkan pada mekanisme
homing sistemik, terdapat 3 langkah homing yaitu pertama, stem sel akan
bermigrasi ke lokasi cedera dimediasi oleh mekanisme kemoatraktan melalui
reseptor kemokin. Stem sel tersebut akan berinteraksi dengan endotel melalui
integrin dan selektin. Selanjutnya, stem sel akan melakukan transmigrasi ke
daerah focus kerusakan melalui vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)
dan sinyal reseptor G-protein-coupled. Langkah ke-2, stem sel yang telah di
transplantasikan akan melakukan diferensiasi menjadi beberapa jenis sel untuk
menggantikan sel yang rusak. Langkah ke-3, stem sel akan mengeluarkan
growth factor dan faktor bioaktif lainnya yang mempengaruhi perbaikan sel

target (Peng et al., 2018a).
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2.7 Hubungan Omentoplasti dan Mesenchymal Stem Cells Terhadap
Jumlah M1 dan Indeks Resistensi Insulin Pada Obesitas Dengan Sleeve
Gastrectomy

Pada pasien obesitas, selain akibat gangguan metabolisme juga akan terjadi
respon inflamasi yang menyebabkan resistensi insulin. Pada pasien obesitas
akan terjadi peningkatan penyimpanan trigliserid pada jaringan adiposa dan
memicu hipertrofi pada adiposit. Adiposit yang semakin membesar ukurannya
akan mengganggu difusi oksigen menuju jaringan adiposa sehingga terjadi
hipoksia. Akibat hipoksia ini akan memicu respon stress pada retikulum
endoplasma (RE). RE memiliki fungsi meregulasi sintesis protein dan lemak.
Jika terjadi kelebihan intake yang berlangsung kronis, RE akan mengaktifkan
unvolded protein response (UPR) yang selanjutnya akan mengaktifkan sinyal
MAPK JNK dan P38 yang akhirnya mempengaruhi sinyal IRS-1 sehingga
menginduksi terjadinya resistensi insulin. Aktivasi UPR juga akan memicu
apoptosis adiposit (Morton, 2020). JNK selain diaktivasi oleh stress pada RE
juga diaktivasi oleh adanya inflamasi

Selain memicu respon stress pada RE, kelebihan intake makanan pada
obesitas juga akan memicu respon stress oksidatif dengan membentuk senyawa
Reactive Oxygen Species (ROS). Adanya interaksi antara stress RE dengan
stress oksidatif akan semakin meningkatkan terjadinya apoptosis pada adiposit.
Selanjutnya, apoptosis adiposit akan memicu infiltrasi sel inflamator seperti
makrofag-1 (M1), sel NK, limfosit B, limfosit T, dan eosinofil (Morton, 2020).

Berdasarkan penelitian sebelumnya, diketahui pula peranan chemoattractant



20

seperti MCP-1 yang dihasilkan oleh adiposit menarik sel-sel pro-inflamasi
menuju adiposit yang hipoksia. Makrofag-1 (M1) akan mengeluarkan sitokin
pro-inflamasi seperti TNF, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 dan reactive oxygen
species (ROS) serta reactive nitrogen species (RNS) dalam jumlah yang tinggi
sehingga dapat menurunkan sensitivitas insulin (Duque dan Descoteaux,
2014). Oleh karena itu, pasien obesitas dengan diabetes melitus tipe 2
memerlukan terapi untuk mencegah keparahan komorbidnya.

Terapi pembedahan bariatrik dengan metode sleeve gastrectomy menjadi
salah satu solusi untuk pasien dengan IMT super obesitas dan pasien obesitas
dengan komorbid. Pada penelitian sebelumnya, ternyata inflamasi kronis pada
jaringan adiposa tidak menurun secara signifikan hanya dengan melalui terapi
pembedahan bariatrik (Hagman et al., 2017).

Omentoplasti merupakan terapi dengan menempelkan omentum pada
jaringan yang rusak atau inflamasi. Omentum berperan dalam regenerasi
jaringan dan membatasi proses inflamasi dengan struktur milky spot di
dalamnya (Meza-Perez dan Randall, 2017). Respon imun tersebut salah satunya
akan mengeluarkan [L-10 sebagai sitokin anti-inflamasi yang akan
memperbaiki sel beta pankreas yang rusak. Terapi Mesenchymal Stem Cells
(MSCs) merupakan terapi dengan menggunakan sel induk yang nantinya akan
berdiferensiasi menjadi beberapa jenis sel. Terapi Mesenchymal Stem Cells
(MSCs) pada perbaikan resistensi insulin akan menggeser jumlah sitokin pro-

inflamasi sehingga dapat memperbaiki jaringan yang rusak (Peng et al., 2018)
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2.8 Kerangka Teori

Obesitas

DM Tipe-2 Resistensi insulin

Jumlah Omentoplasti
Pankreas

A

Dosis Injeksi MSCs

A

v
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Gambar 2. 4 Kerangka Teori
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2.9 Kerangka Konsep

Omentoplasti

Pankreas
Jumlah M1
Indeks Resistensi Insulin
Mesenchymal
Stem Cells

Gambar 2. 5 Kerangka Konsep

2.10 Hipotesis

Omentoplasti pankreas dan pemberian MSCs pada tikus obesitas yang
dilakukan sleeve gastrectomy memiliki pengaruh pada jumlah M1 dan indeks

resistensi insulin.



BAB IlI

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental dengan desain post

test only group dengan 4 kelompok tikus obesitas yang mengalami resistensi

insulin sebagai objek penelitian. Pembagian kelompok tikus percobaan tersebut

yaitu, kelompok kontrol (K1), kelompok kontrol 2 (K2), kelompok perlakuan 2

(P1), kelompok perlakuan 2 (P2) dengan skema rancangan penelitian sebagai

berikut:

Injeksi STZ multipel
dosis rendah (3 hari)
dan induksi obesitas

A

Tikus

2

4 minggu

+

Obesitas +
resistensi

insul

in

10 hari

v

\ 4

v

| Dikeluarkan
/ K1
I \ K2
Random
Alokasi P1
P2

Gambar 3. 1 Skema Rancangan Penelitian

Keterangan:

(-) : Kriteria Eksklusi
(+): Kriteria Inklusi

K1: Kelompok kontrol 1, tikus obesitas dilakukan laparotomi (Sham).

v

K2:Kelompok kontrol 2, tikus obesitas yang dilakukan laparotomi sleeve
gastrectomy.

P1:Kelompok perlakuan 1, tikus obesitas yang dilakukan laparotomi sleeve
gastrectomy dan omentoplasti pankreas.

P2:Kelompok perlakuan 2, tikus obesitas yang dilakukan laparotomi sleeve
gastrectomy dan pemberian MSCs dosis 1 x 10° sel secara intraperitoneal.

t : Terminasi tikus pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
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3.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
3.2.1 Variabel Penelitian
3.2.1.1 Variabel Bebas
Omentoplasti pankreas dan MSCs
3.2.2.2 Variabel terikat
1. Jumlah M1
2. Indeks Resistensi Insulin
3.2.2 Definisi Operasional
3.2.2.1 Omentoplasti Pankreas

Suatu tindakan pembedahan dengan menempelkan seluruh
omentum mayor pada pankreas. Omentoplasti dilakukan pada hari ke-
30 penelitian.

Skala data: Nominal
3.2.2.2 Mesenchymal Stem Cells (MSCs)

Mesenchymal Stem Cells diisolasi dari umbilical cord tikus yang
diperoleh dari Stem Cell and Cancer Research (SCCR) kemudian di
validasi dengan Anti-Rat CD90 PerCP, Anti-Rat CD29 Alexa Fluor
647, Anti-Rat CD31 PE, dan Anti-Rat CD45 FITC, Media Basal
Diferensiasi Osteogenik MesenCult, Media Basal Diferensiasi
Adipogenik MesenCult. Lalu, diberikan secara intraperitoneal pada
tikus dengan dosis 1x10° sel. Pemberian MSCs dilakukan pada hari

ke-30 penelitian.
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Skala data: Nominal
3.2.2.3 Jumlah M1
Jumlah M1 dihitung berdasarkan sel yang berwarna coklat dengan
pemeriksaan imunohistokimia yang menggunakan ekstraksi jaringan
pankreas tikus yang dibuat preparat dengan blok paraffin melalui
proses fiksasi, dehidrasi, pembenaman hingga pemotongan setebal 4
mikron. Lalu, diamati dengan mikroskop perbesaran 400x pada pulau
Langerhans kemudian hasilnya merupakan rata-rata jumlah sel
berwarna coklat pada 5 lapang pandang. Diidentifikasi dengan
biomarker makrofag yaitu CD68. Penghitungan jumlah M1 dilakukan
pada hari ke-40 penelitian.
Skala data: Rasio
3.2.2.4 Indeks Resistensi Insulin
Indeks Resistensi insulin dinilai dengan HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment of Insulin Resistance), menggunakan rumus yaitu
GDP (mg/dl) dikali insulin puasa (uU/ml) dibagi 405. Penghitungan
HOMA-IR dilakukan pada hari ke-40 penelitian.
Skala data: Rasio
3.3 Populasi dan Sampel Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian
Hewan percobaan dengan menggunakan tikus putih jantan galur
wistar yang di peroleh dari Lembaga Penelitian dan Pengujian

terpadu (LPPT) Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.
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3.3.2 Sampel Penelitian
Sampel tikus putih Wistar (Rattus norvegicus) kelamin jantan
obesitas yang berusia 2 minggu dikarenakan lama perlakuan selama
6 minggu, sehingga umur tikus saat diambil data post test adalah 8
minggu apabila dikonversikan adalah 10-12 hari usia tikus sama
dengan 1 tahun usia manusia. Tikus yang digunakan merupakan
tikus yang termasuk dalam kriteria penilitan sebagai berikut:
3.3.2.1 Kriteria inklusi :
1. Tikus Wistar dengan kelamin jantan berusia 2 minggu
dengan berat badan 150-200 gram
2. Tikus dengan indeks Lee > 300
3. Tikus dengan diabetes melitus tipe 2 setelah diberi injeksi
streptozocin (STZ)
3.3.2.2 Kriteria eksklusi :
1. Tikus sakit atau tidak aktif
3.3.2.3 Kriteria drop out :
1. Tikus mati saat penelitian
3.3.3 Besar sampel
Besar sampel dalam penelitian ditentukan menggunakan rumus
Frederer:
(t-1) (n-1)> 15
(4-1) (n-1) > 15

3n-5>15
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3n>18
n>6
t = banyak kelompok perlakuan
n = jumlah sampel minimal per kelompok
Berdasarkan perhitungan diatas, dibutuhkan 6 sampel per
kelompok sehingga minimal jumlah sampel yaitu sebanyak 24 ekor
tikus.
3.3.4 Cara Pengambilan Sampel
Cara mengambil sampel pada penelitian dengan metode simple
random sampling. Tikus dilakukan adaptasi terlebih dahulu selama
1 minggu dan diberi pakan standar serta diberi minum secara ad
libitum. Setelah dikondisikan obesitas dan diabetes melitus tipe 2, 24
ekor tikus dibagi kedalam 4 kelompok secara random dengan 6 ekor
tikus pada kelompok sham (K1), 6 ekor tikus pada kelompok kontrol
(K2), 6 ekor tikus pada kelompok perlakuan (P1), dan 6 ekor tikus
pada kelompok perlakuan (P2).

3.4 Instrumen dan Bahan

Alat dan Bahan Penelitian laparotomy Sleeve Gastrectomy dan

omentoplasty:

1. Set bedah Sleeve Gastrectomy dan omentoplasti pankreas
2. Set alat pemeriksaan Glukosa darah dan Insulin
3. Mikroskop

4. Set alat pemeriksaan M1
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5. Timbangan berat badan untuk tikus

6. Ketamin

7. Infus NaCl 0,9 %

8. Povidone — iodine

9. Alkohol 70 %

10. Kassa steril

11. Doek steril

12. Handschoen steril

13. Benang jahit Polyglycolic acid 4.0 dan polypropilene 3.0

14. Spuit 1 cc dan jarum 27G

15. Lampu operasi

16. Nampan steril

17. Linen steril

18. Glucometer

3.5 Prosedur Penelitian

1. 24 ekor tikus putih jantan galur wistar diadaptasi selama 7 hari dengan
diberi lingkungan dan perlakuan yang sama. Tikus diberi pakan standar
yang mengandung zat gizi mikro sesuai pakan Teklad Global 14%
Protein Rodent Maintenance Diet 2014S dari Harlan™ Laboratories
(2014) serta diberi minum secara ad libitum. Masing-masing siklus gelap
terang 12 jam, suhu sekitar 20-28°C, kelembaban 50%

2. Tikus diberi diet tinggi kalori dan tinggi lemak selama 4 minggu yang

terdiri dari comfeed pars 60 %, terigu 27,8 %, kolestrol 2 %, asam kolat
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0,2 %, lemak babi 10 %, dan fruktosa 2 ml/ekor/hari.(Marques et al.,
2016) Diet diberikan selama 4 minggu dalam bentuk bubuk

. 24 ekor tikus diinjeksi STZ intravena pada pembuluh darah ekor dengan
dosis 45 mg/kgBB menggunakan spuit 1 cc selama 3 hari berturut — turut
, serta diberi minum larutan sukrosa 30 % secara ad libitum.

. Tikus dipuasakan 4-6 jam lalu diukur glukosa darah puasa (diambil dari
pembuluh darah retro orbita) dan ditimbang berat badan tikus. Tikus
dinyatakan diabetes apabila nilai cut-off HOMA-IR > 2. Kemudian
diukur panjang nasoanal untuk dimasukkan ke indeks Lee. Tikus dalam

keadaan obesitas jika indeks Lee >300

3;/Berat Badan (gram)

Rumus indeks Lee= x 1000

Panjang Naso-anal (cm)
. 24 ekor tikus obesitas dan diabetes melitus tipe 2 dibagi kedalam 4
kelompok, setiap kelompok terdiri dari 6 ekor tikus.
. Sebelum dilakukan operasi, tikus dipuasakan 10 jam dan diberi injeksi
ketamin dengan dosis 0,5 mg/kg BB secara intramuskular pada paha
tikus.
Dilakukan perlakuan pada tikus:
a. Bulu bagian perut dibersihkan dengan menggunakan pencukur
rambut sampai tampak kulit tikus.
b. Dilakukan asepsis dan antisepsis pada daerah operasi.
c. Perlakuan disesuaikan masing-masing kelompok tikus:
Kelompok I hanya dilakukan laparotomi tidak diberikan perlakuan

Kelompok Il dilakukan sleeve gastrectomy dengan cara:



30

Dilakukan insisi transversal subcosta sinistra mulai dari
processus xyphoideus sampai ke lateral abdomen.

Insisi diperdalam lapis demi lapis cutis, subcutis, musculus
sampai peritoneum dan cavum intraperitoneal

Identifikasi gaster, lakukan parsial gastrectomy sepanjang
kurvatura mayor dengan klem terlebih dahulu untuk
meminimalisir perdarahan.

Jahit gaster dengan benang polyglicolic acid 4.0

Bersihkan cavum abdomen dengan NaCl 0,9 %

Kelompok 111 dilakukan sleeve gastrectomy dan omentoplasti pada

pankreas dengan cara:

Dilakukan insisi transversal subcosta sinistra mulai dari
processus Xyphoideus sampai ke lateral abdomen.

Insisi diperdalam lapis demi lapis cutis, subcutis, musculus
sampai peritoneum dan cavum intraperitoneal

Identifikasi gaster, lakukan parsial gastrektomi sepanjang
kurvatura mayor dengan klem terlebih dahulu untuk
meminimalisir perdarahan. Jahit gaster dengan benang
polyglicolic acid 4.0

Identifikasi omentum dan lakukan penjahitan seluruh
omentum ke pankreas dengan benang polyglicolic acid 4.0

Bersihkan cavum abdomen dengan NaCl 0,9 %
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Kelompok IV dilakukan sleeve gastrectomy dan diinjeksikan MSCs
dengan dosis 1x10° sel intraperitoneal.
d. Setelah operasi, jahit luka dengan benang polypropylene 3.0
Setelah dilakukan operasi, letakkan tikus pada kandang hangat dan tutupi
dengan selimut agar tidak hipotermia. Ganti balut luka operasi 3 hari,
bersihkan dengan NaCl dan berikan gentamycin salep. Perawatan
dilakukan selama 10 hari.
Dilakukan pengambilan sampel darah tikus kemudian tikus diterminasi
dengan cara dibius dengan campuran anestesi ketamine (80-100
mg/kgBB) dan xylazine (5-10 mg/kgBB) secara intramuskular.
Dilakukan monitoring tikus dengan pemeriksaan reflek akral, frekuensi
nafas dan jantung, apabila tidak ada reflek, maka tikus benar benar sudah
tidak bernyawa.
Tikus diletakkan dalam posisi terlentang dengan ke-empat tungkai
terfiksasi ke lateral. Dilakukan pengambilan jaringan pankreas dari
dalam perut tikus
Dilakukan pengukuran glukosa darah dan insulin serum pada tikus

kemudian hasilnya dimasukkan ke rumus HOMA-IR

Gula darah puasa (mg/dl) x Insulin puasa (pU/ml)
405

HOMA-IR=

Jaringan pankreas tikus dibuat preparat kemudian dilakukan

penghitungan jumlah M1 dengan pemeriksaan imunohistokimia.



3.6 Alur Penelitian

Tikus putih galur wistar jantan usia 2 minggu

v

Adaptasi 1 minggu
v 25 Hari
24 ekor tikus diberi diet tinggi kalori dan lemak

v Hari ke-26

24 ekor tikus diberi diet tinggi kalori dan lemak + injeksi STZ
dosis rendah

¢ Hari ke-29

Hitung Indeks Lee dan Pengukuran HOMA-IR pada 1 tikus
|
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Randomisasi 24 ekor tikus obesitas dan DM tipe 2 kedalam 4 kelompok

Hari ke-30
v ! ) v
Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3 Kelompok 4
Kontrol Sleeve Sleeve Sleeve
Gastrectomy Gastrectomy + Gastrectomy +
Omentoplasti MSCs
| | | |
l Hari ke-40

Terminasi + Pengukuran HOMA-IR dan jumlah M1

v

Pengumpulan dan Analisis data

Gambar 3. 2 Alur Penelitian



33

3.7 Tempat dan Waktu Penelitian
3.7.1 Tempat Penelitian
Perawatan, perlakuan, dan tindakan pembedahan tikus sampel serta
pengukuran kadar GDP dan kadar insulin plasma pasca perlakuan
dilakukan di Laboratorium Pangan dan Gizi PAU UGM Yogyakarta.
Pemeriksaan jumlah M1 dilakukan di Laboratorium Stem Cell and
Cancer Research (SCCR), Gedung IBL Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung Semarang.
3.7.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan dari bulan September - Oktober 2021
3.8 Analisis Hasil

Data yang terkumpul diolah dan dianalisis dengan Statistical Product
and Service Solutions (SPSS) Version 25.0 for Windows. Analisis data
meliputi analisis deskriptif dan uji hipotesis.

Data variabel jumlah M1 dilakukan analisis uji normalitas dengan
Shapiro Wilk dan homogenitas dengan Lavene Test. Kemudian dilanjutkan
dengan uji beda parametrik One Way Anova. Selanjutnya dilakukan uji post
hoc dengan LSD untuk mengetahui kelompok yang memiliki perbedaan
signifikan.

Data variabel indeks resistensi insulin dilakukan analisis uji normalitas
dan homogenitas. Data tersebut dilakukan transformasi data dengan Log10
karena data tidak berdistribusi normal. Selanjutnya dilakukan uji beda

dengan Krusskal Wallis karena tidak memenuhi syarat uji parametrik.
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Setelah itu dilanjutkan uji dengan Mann Whitney U untuk mengetahui

kelompok mana saja yang memiliki beda signifikan.



BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Penelitian “Pengaruh Omentoplasti dan MSCs terhadap Jumlah M1 dan
Indeks Resistensi Insulin pada Tikus Obesitas yang Dilakukan Sleeve
Gastrectomy” sudah dilakukan di Laboratorium pangan dan gizi PAU
Universitas Gadjah Mada Yogyakarta dan Laboratorium SCCR Gedung
IBL Fakultas Kedokteran UNISSULA Semarang pada bulan September
hingga Oktober 2021. Penelitian dengan menggunakan 24 ekor tikus putih
Wistar (Rattus norvegicus) jantan obesitas berusia 2 minggu yang diadaptasi
selama seminggu. Kemudian, diberi diet tinggi lemak dan kalori serta
injeksi STZ. Pada hari ke-29, satu tikus diukur berat badan dan panjang
naso-anal kemudian hasilnya dimasukkan ke rumus indeks Lee untuk
konfirmasi obesitas dan diambil sampel darah dari vena orbita kemudian
diperiksa kadar gula darah puasa dan insulin yang kemudian dimasukkan
ke rumus HOMA-IR untuk mengonfirmasi tikus dalam keadaan resistensi
insulin. Tikus dibagi menjadi 4 kelompok secara acak dengan masing-
masing kelompok berjumlah 6 ekor. Kelompok 1 (K1) merupakan
kelompok yang hanya dilakukan laparotomi (sham), kelompok 2 (K2)
merupakan kelompok yang dilakukan sleeve gastrectomy, kelompok 3 (P1)
merupakan kelompok yang dilakukan sleeve gastrectomy dan omentoplasti,
serta kelompok 4 (P2) merupakan kelompok yang dilakukan sleeve

gastrectomy dan diinjeksikan MSCs dengan dosis 1x10° sel.

35
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Setelah dilakukan perlakuan, tikus diberi perawatan selama 10 hari
kemudian mengambil sampel darah dari vena orbita untuk menghitung GDP
dan insulin yang hasilnya kemudian dimasukkan kedalam rumus HOMA-
IR. Selanjutnya, tikus diterminasi dan dilakukan pengambilan sampel dari
jaringan pankreas untuk penghitungan jumlah M1 dengan imunohistokimia.

Data tersebut dilakukan analisis dengan SPSS.

4.1.1. Analisis Deskriptif
4.1.1.1 Konfirmasi Tikus Penelitian

Tabel 4. 1 Data Konfirmasi Tikus Penelitian

Parameter Hasil
BB (gram) 260
Panjang (cm) 19,75
Indeks Lee (>300) 323,16
GDP (mg/dl) 259
Insulin (U/ml) 132,79
Nilai Cut-off HOMA-IR 84,92

Pada tabel terlihat bahwa indeks Lee memiliki nilai >300 sehingga
tikus penelitian terkonfirmasi obesitas. Pada nilai cut-off HOMA-IR
didapatkan 84,92 yang menunjukkan bahwa tikus dalam keadaan
diabetes melitus tipe 2 karena melebihi nilai cut-off yaitu >2 (Lee et

al., 2016)
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4.1.1.2 Deskriptif Data
4.1.1.1.1 Jumlah M1
Dilakukan pengelolaan data rerata jumlah M1 pada

masing-masing kelompok didapat hasil seperti pada tabel

dan grafik dibawah ini

Tabel 4. 2 Hasil Rerata Jumlah M1

Rerata = SD Median
K1 26,56+1,30 26,43
K2 18,02+1,30 17,91
P1 10,07+0,78 10,06
P2 5,27+0,66 5,43

Rerata Jumlah M1

30
25
20

\
15 !
10 ’

Jumlah M1

K1 K2 Pl P2
Kelompok

Gambar 4. 1 Grafik Rerata Jumlah M1
Dari gambar grafik diatas ditunjukkan bahwa terjadi penurunan
jumlah M1 pada kelompok perlakuan dibandingkan dengan kelompok
lainnya. Penurunan jumlah M1 paling banyak terdapat pada kelompok

P2 dibanding kelompok lainnya.
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4.1.1.1.2 Indeks Resistensi Insulin

Tabel 4. 3 Hasil Rerata Indeks Resistensi Insulin

Rerata £ SD Median
K1 87,02+ 0,44 87,07
K2 69,01 £ 2,05 68,13
P1 56,76 + 6,40 54,57
P2 49,82 + 1,07 49,72

Rerata Indeks Resistensi Insulin
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Gambar 4. 2 Grafik Rerata Indeks Resistensi Insulin

Dari gambar grafik diatas ditunjukkan bahwa terjadi penurunan
indeks resistensi insulin pada kelompok perlakuan dibandingkan
dengan kelompok lainnya. Penurunan indeks resistensi insulin paling
banyak terdapat pada kelompok perlakuan P2 dibanding kelompok

lainnya.

4.1.1.3 Distribusi Data
4.1.1.3.1 Jumlah M1
Data jumlah M1 yang didapatkan di uji normalitasnya dengan

Shapiro-Wilk. Hasilnya dapat dilihat pada tabel dibawah ini:
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Tabel 4. 4 Hasil Uji Normalitas Jumlah M1

Uji Normalitas

Kelompok Nilai P

Jumlah M1 K1 0,684*
K2 0,652*

P1 0,292*

P2 0,565*

Tabel diatas menunjukkan bahwa jumlah M1 pada semua
kelompok memiliki signifikasi nilai P > 0,05. Sehingga dapat diambil
kesimpulan bahwa data jumlah M1 berdistribusi normal. Kemudian
hasil uji homogenitas jumlah M1 ditunjukkan pada tabel berikut

Tabel 4. 5 Hail Uji Homogenitas Jumlah M1

Uji Homogenitas

Kelompok Nilai P

Jumlah M1 K1l 0,187*
K2
P1
P2

Berdasarkan tabel tersebut dapat dilihat bahwa data jumlah M1
bersifat homogen yang ditunjukkan dengan signifikasi nilai P > 0,05.
Dari hasil tersebut, maka data jumlah M1 dapat dilanjutkan dengan uji

parametrik One Way Anova.

4.1.1.3.2 Indeks Resistensi Insulin
Data indeks resistensi insulin yang didapatkan di uji normalitas

dengan Shapiro-Wilk. Hasilnya ditunjukkan pada tabel dibawah ini:
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Tabel 4. 6 Hail Uji Normalitas Indeks Resistensi Insulin

Uji Normalitas
Kelompok Nilai P

Indeks Resistensi K1 0,651*
Insulin K2 0,164*

P1 0,001

P2 0,896*

Berdasarkan tabel diatas dapat dilihat bahwa data indeks resistensi
insulin pada kelompok P1 tidak berdistribusi normal karena memiliki
signifikasi nilai P < 0,05 sedangkan kelompok lainnya berdistribusi
normal dengan nilai P > 0,05. Oleh sebab itu, dilakukan transformasi
data indeks resistensi insulin menggunakan Log 10 supaya data
berdistribusi normal. Hasil transformasi data ditunjukkan pada tabel
dibawah ini:

Tabel 4. 7 Hasil Uji Normalitas Indeks Resistensi Insulin
Setelah Transformasi Data

Uji Normalitas

Kelompok Nilai P
Indeks Resistensi K1 0,655*
Insulin K2 0,175*
P1 0,002
P2 0,885*

Setelah dilakukan transformasi data, hasil data indeks resistensi
insulin pada kelompok P1 tetap tidak berdistribusi normal dengan

nilai P = 0,002 (P > 0,05).
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Tabel 4. 8 Hasil Uji Homogenitas Indeks Resistensi Insulin

Uji Homogenitas

Kelompok Nilai P

Indeks Resistensi K1 0,026
Insulin K2
P1
p2

Dari tabel diatas didapatkan hasil uji homogenitas data indeks

resistensi insulin tidak homogen karena signifikasi nilai P < 0,05.

Dari analisis tersebut menunjukkan data indeks resistensi
resistensi insulin tidak memenuhi syarat uji parametrik karena data
tidak berdistribusi secara normal dan tidak homogen sehingga
selanjutnya dilakukan analisis data menggunakan uji non parametrik
yaitu Krusskal-Wallis untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan

pada keempat kelompok.

4.1.2. Analisis Bivariat
4.1.2.1 Jumlah M1
Uji parametrik untuk menganalisis jumlah M1 yaitu menggunakan
uji One Way ANOVA untuk melihat adanya perbedaan antar kelompok.
Hasil uji ANOVA ditunjukkan pada tabel berikut

Tabel 4. 9 Hasil Uji beda Jumlah M1 dengan ANOVA

Kelompok Mean + SD P
K1 87,01 +0,44 0,000*
K2 69,01 + 2,05
P1 56,76 * 6,40

P2 49,82 +1,07
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Dari hasil tersebut menunjukkan pada data jumlah M1 terdapat
perbedaan antar kelompoknya yang ditunjukkan dengan nilai P = 0,000
(P < 0,005). Kemudian, dilanjutkan dengan uji posthoc LSD untuk
mengetahui mana saja kelompok yang memiliki perbedaan signifikan.
Hasil post hoc ditunjukkan pada tabel berikut:

Tabel 4. 10 Hasil Uji Post Hoc Jumlah M1

Kelompok Nilai P Uji Post Hoc

K1 K2 0,000*
P1 0,000*
P2 0,000*
K2 P1 0,000*
2 0,000*
P4 3 0,000*
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Gambar 4. 3 Mean dan Signifikasi Jumlah M1
Dari hasil tersebut menunjukkan nilai P = 0,000 (P < 0,05) pada

semua kelompok. Sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat

perbedaan yang bermakna pada semua kelompok.
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4.1.2.2 Indeks Resistensi Insulin
Data indeks resistensi insulin yang tidak berdistribusi normal dan
tidak homogen dilanjut menggunakan uji non parametrik Krusskal-
Wallis. Lalu, dilanjutkan uji Mann Whitney U untuk mengetahui
perbedaan signifikan antar kelompok. Hasilnya ditunjukkan pada tabel
dibawah ini:

Tabel 4. 11 Hasil Uji Krusskal Wallis dan Uji Mann Whitney U
Data Indeks Resistensi Insulin

Kelompok Uji Krusskal Uji Mann
Wallis Whitney U
Nilai P Nilai P
K1 K2 0,000* 0,004*
2k 0,004*
P2 0,004*
K2 P1 0,025*
P2 0,004*
P1 P2 0,004*
[ . *
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Gambar 4. 4 Mean dan Signifikasi Indeks Resistensi Insulin
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Dari hasil diatas, didapatkan nilai P = 0,000 (P < 0,05) pada
keseluruhan kelompok. Sehingga analisis tersebut menunjukkan
terdapat perbedaan indeks resistensi insulin pada semua kelompok.

Selanjutnya di uji dengan Mann Whitney U dan didapatkan hasil
yaitu P < 0,05 pada semua kelompok. Dapat diambil kesimpulan bahwa

pada semua kelompok didapatkan perbedaan yang bermakna.

4.2. Pembahasan

Penelitian ini memiliki tujuan mengetahui pengaruh omentoplasti
pankreas dan MSCs terhadap jumlah M1 dan indeks resistensi insulin pada
tikus obesitas yang dilakukan sleeve gastrectomy. Penelitian ini
menggunakan sampel tikus putih Wistar (Rattus norvegicus) jantan berusia
2 minggu sejumlah 24 ekor yang dibagi menjadi 4 kelompok dengan 6 ekor
pada setiap kelompoknya. Penelitian dilakukan selama 40 hari. Tikus
diadaptasi dan diberikan diit sesuai dengan penelitian sebelumnya. Tikus
diberi perlakuan sesuai dengan kelompoknya, yaitu Kelompok 1 dilakukan
laparotomi (K1), kelompok 2 dilakukan sleeve gastrectomy (K2), kelompok
3 dilakukan sleeve gastrectomy dan omentoplasti (P1) serta kelompok 4
dilakukan sleeve gastrectomy dan injeksi MSCs (P2).

Penelitian ini menunjukkan penurunan jumlah M1 maupun indeks
resistensi insulin pada kelompok K2 dibandingkan dengan kelompok K1
yang hanya dilakukan laparotomi. Hal ini karena sleeve gastrectomy dapat
menyebabkan perubahan metabolisme sehingga dapat menurunkan

inflamasi sistemik. Efek ini dari sleeve gastrectomy sejalan dengan
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penelitian oleh Oscar dimana terdapat hubungan antara penurunan ukuran
SAT dan VAT yang terjadi secara progresif setelah dilakukan operasi
bariatrik dengan penurunan makrofag M1 (Osorio-Conles et al., 2021).
Penurunan sitokin pro-inflamasi akan menyebabkan peningkatan
sensitivitas terhadap insulin. Sesuai dengan penelitian oleh Rehman yang
membuktikan bahwa perbaikan pensinyalan insulin terjadi setelah
penurunan sitokin pro-inflamasi (Rehman et al., 2017). Namun, penurunan
jumlah M1 dan indeks resistensi insulin tidak terlalu tinggi dibandingkan
dengan kelompok P1 dan P2. Sejalan dengan penelitian oleh Hagman yang
membuktikan bahwa masih ditemukannya proses inflamasi setelah 12 bulan
pada jaringan adiposa setelah dilakukan sleeve gastrectomy sehingga tidak
terjadi perbaikan resistensi insulin (Hagman et al., 2017).

Pada penelitian ini didapatkan penurunan jumlah M1 yang signifikan
pada kelompok P2. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian MSCs dapat
menggeser jumlah M1 menjadi M2. M1 berperan dalam proses inflamasi
yang akan mengeluarkan sitokin pro-inflamasi seperti TNF-a, IL-6, IL-1P
sedangkan M2 berperan dalam perbaikan jaringan dengan mengeluarkan
sitokin anti-inflamasi seperti IL-10 dan menstimulasi molekul angiogenesis
seperti VEGF. MSCs mensekresikan berbagai molekul seperti TSG-6, TGF-
B, PGE2, dan IL-10 yang mengubah polarisasi M1 menjadi M2. Penelitian
oleh Yin di tahun 2018 menjelaskan setelah pemberian MSCs pada tikus
yang mengalami diabetes melitus tipe 2 terdapat penghambatan jalur klasik

yang mengaktifkan M1 dan mengubahnya menjadi M2 (Yin et al., 2018).
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Polarisasi menjadi M2 berasal dari perekrutan monosit yang terpapar oleh
sitokin anti-inflamasi seperti IL-10 (Roberts et al., 2020). Perekrutan
monosit tersebut diperankan oleh jaringan adiposa yang mensekresikan
MCP-1 sehingga semakin banyak monosit dari sirkulasi yang akan menuju
ke jaringan adiposa maka, semakin banyak pula jumlah polarisasi menjadi
M2 (Choi et al., 2020). Selain itu, sel adiposa akan mengeluarkan hormon
adiponektin yang akan menghambat polarisasi M1.

Pada obesitas, proses inflamasi terjadi akibat penumpukan lemak di sel
adiposa yang mengakibatkan hipertrofi sel sehingga terjadi penurunan
suplai oksigen pada sel adiposa yang menyebabkan hipoksia hingga
kematian sel tersebut (Morton, 2020). Dalam hal ini, MSCs dapat berperan
mengatasi keadaan hipoksia sel melalui proses angiogenesis. Penelitian
terdahulu membuktikan bahwa pemberian MSCs pada jaringan hipoksia
akan terjadi peningkatan faktor yang menginduksi neovaskularisasi seperti
VEGF (Ejtehadifar et al., 2015). Dengan teratasinya keadaan hipoksia sel
adiposa ini maka teratasi pula proses inflamasi pada jaringan.

Penurunan jumlah M1 juga dapat dilihat pada kelompok P1 walaupun
penurunannya tidak sebanyak pada kelompok P2. Hal ini dikarenakan
omentum memiliki struktur khas yang disebut milky spot yang memiliki
fungsi imun. Milky spot terdiri dari sel makrofag, limfosit T, limfosit B, sel
stroma, dan fibroblast. Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa terdapat
populasi sel T regulator CD4+ yang menghasilkan IL-10 dengan kadar yang

tinggi (Meza-Perez and Randall, 2017). Kadar IL-10 yang tinggi dapat
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menggeser polarisasi M1 menjadi M2. Sejalan dengan penelitian Takafumi
pada tahun 2017 membuktikan terjadinya perubahan rasio M1 dan M2
setelah dilakukan omental flap pada tikus percobaan dimana rasio M1
menurun sehingga sitokin pro-inflamasi yang dihasilkan juga menurun
(Uchibori et al., 2017).

Penelitian ini menunjukkan penurunan yang signifikan indeks resistensi
insulin pada kelompok P2. Dikarenakan MSCs mampu memperbaiki fungsi
sel beta pankreas. Hal ini selaras dengan penelitian Yiling Si tahun 2012
yang menunjukkan terjadinya perbaikan fungsi dan proliferasi sel beta
pankreas pada fase awal (7 hari) setelah pemberian MSCs (Si et al., 2012).
Resistensi insulin terjadi akibat obesitas yang mengakibatkan proses
inflamasi. Proses inflamasi tersebut diperankan oleh makrofag M1 yang
mengeluarkan sitokin-sitokin pro-inflamasi. Sitokin pro-inflamasi akan
meningkatan fosforilasi serin pada IRS-1 sehingga terjadi penurunan pada
Akt yang mempengaruhi GLUT 4 sehingga terjadi penurunan uptake
glukosa ke dalam sel. Dalam hal ini, MSCs memiliki kemampuan dalam
memperbaiki pensinyalan insulin. Penelitian sebelumnya menjelaskan
bahwa, pemberian MSCs pada tikus yang mengalami diabetes melitus tipe
2 akan terjadi penurunan fosforilasi serine IRS-1 dan terjadi peningkatan
Akt sehingga meningkatkan aktivasi GLUT-4 untuk menguptake glukosa
ke dalam sel (Si et al., 2012)

Penurunan indeks resistensi insulin juga terjadi pada kelompok P1

walaupun tidak terlalu signifikan jika dibandingkan dengan kelompok P2.
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Hal ini dikarenakan omentum memiliki sifat imunomodulator melalui
kemampuannya dalam mensekresikan sitokin anti-inflamasi sehingga dapat
menurunkan resistensi insulin. Sebuah penelitian menyebutkan bahwa M1
yang menghasilkan sitokin pro-inflamasi mengalami penurunan akibat
adanya respon anti-inflamasi oleh omentum (Uchibori et al., 2017). Dengan
hal tersebut proses inflamasi akan menurun yang menyebabkan penurunan
resistensi insulin. Penelitian lainnya menyebutkan bahwa terjadi
peningkatan ekspresi sel beta pankreas setelah dilakukan omentoplasti
pankreas pada tikus (Dimas et al., 2021).

Omentoplasti masih memiliki kekurangan karena omentum merupakan
jaringan lemak visceral yang memiliki fungsi imun dengan adanya “milky
spot”. Milky spot merupakan agregasi sel-sel imun seperti, limfosit B,
makrofag, limfosit T, dan sel mast yang dapat merespon antigen secara
lokal. Sedangkan MSCs memiliki cara kerja secara homing ke tempat yang
mengalami cedera melalui pelepasan molekul kemoatraktan. Kemudian,
MSCs tersebut akan mensekresikan berbagai faktor molekul, sitokin, dan
kemokin untuk meregenerasi jaringan target yang cedera. MSCs
mensekresikan faktor molekul secara parakrin yaitu pensinyalan dengan sel
target jarak dekat sehingga respon sel targetnya menjadi lebih cepat (Agung
Putra, 2019). Selain itu, MSCs memiliki kemampuan berdiferensiasi
menjadi berbagai sel secara in vitro salah satunya yaitu dapat berdiferensiasi

menjadi Insulin Producing Cells (IPCs) (Kamal dan Kassem, 2020).
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Penelitian ini masih memiliki beberapa keterbatasan vyaitu tidak
dilakukan pengujian terhadap jumlah sel beta pankreas sehingga penelitian
ini tidak dapat menjelaskan perbaikan sel beta pankreas hingga dapat
menghasilkan kadar insulin yang normal. Pada penelitian ini juga tidak
dilakukan pemeriksaan jumlah M2 yang akan mengeluarkan sitokin anti-
inflamasi sebagai hasil dari perbaikan jaringan target untuk membuktikan

adanya pergeseran rasio M1 dan M2 setelah diberi perlakuan.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
5.1.1 Omentoplasti pankreas dan MSCs dapat menurunkan jumlah M1 pada
tikus obesitas setelah dilakukan sleeve gastrectomy.
5.1.2 Omentoplasti pankreas MSCs dapat menurunkan indeks resistensi
insulin pada tikus obesitas setelah dilakukan sleeve gastrectomy.
5.1.3 MSCs memberikan hasil penurunan jumlah M1 dan indeks resistensi
insulin yang lebih besar dibandingkan dengan omentoplasti pankreas

pada tikus obesitas setelah dilakukan sleeve gastrectomy.

5.2 Saran
5.2.1. Dilakukan penghitungan jumlah sel beta pankreas pada tikus yang
dilakukan Omentoplasti dan diinjeksikan MSCs paska prosedur
sleeve gastrectomy.
5.2.2. Dilakukan pengujian terhadap jumlah M2 setelah dilakukan

omentoplasti dan pemberian MSCs paska sleeve gastrectomy
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