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ABSTRAK 

 

Latar Belakang: Diabetes melitus tipe 2 (DMT2) merupakan penyakit metabolik 

kompleks yang ditandai dengan resistensi insulin dan disfungsi sel β pankreas. 

Insulin Receptor Substrate-1 (IRS-1) dan AKT berperan penting dalam jalur 

sinyal insulin, yang terganggu pada kondisi DMT2. Sekretom Hipoksia-

Mesenchymal Stem Cells (SH-MSC) dan air alkali memiliki potensi sebagai terapi 

alternatif dengan sifat antiinflamasi dan antioksidan. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengevaluasi pengaruh pemberian SH-MSC dan air alkali terhadap 

ekspresi IRS-1 dan AKT pada tikus jantan galur Wistar model DMT2.  

Metode: Studi eksperimental ini menggunakan rancangan Randomized Post Test 

Only Control Group Design dengan 25 tikus yang dibagi dalam lima kelompok: 

Tikus kelompok kontrol sehat (K1), Tikus kontrol DMT2 yang diberikan injeksi 

intraperitoneal NaCl 0.9% (K2), Tikus kontrol DMT2 dengan pemberian 

metformin per oral sonde 45 mg/kgbb (K3), Tikus DMT2 dengan injeksi 

intraperitoneal SH-MSC dosis 500 µL (K4), dan Tikus DMT2 dengan injeksi 

intraperitoneal SH-MSC 500 µL dan air alkali per oral sonde 5 mL/hari (K5). 

Ekspresi IRS-1 dan AKT dianalisis menggunakan RT-PCR setelah 29 hari 

perlakuan.  

Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian SH-MSC dan air alkali 

meningkatkan ekspresi IRS-1 dan AKT pada tikus model DM2. Kelompok K5, 

yang menerima kombinasi SH-MSC dan air alkali, mencatat ekspresi IRS-1 

tertinggi (7,57±1,23), lebih tinggi dibandingkan kelompok lainnya. Uji ANOVA 

(P<0,05) menunjukkan perbedaan signifikan antar kelompok, dengan uji Post Hoc 

LSD mengonfirmasi bahwa K5 berbeda signifikan dibanding seluruh kelompok 

lainnya (P<0,05).  Ekspresi AKT juga meningkat signifikan, dengan K5 mencapai 

nilai tertinggi (12,66±3,87). Hasil uji statistik menunjukkan bahwa perlakuan SH-

MSC dan air alkali memiliki efek nyata terhadap ekspresi IRS-1 dan AKT, 

mendukung perannya dalam meningkatkan sensitivitas insulin..  

Kesimpulan: Pemberian SH-MSC dan air alkali mampu meningkatkan ekspresi 

IRS-1 dan AKT, menunjukkan potensinya sebagai terapi tambahan dalam 

pengelolaan DMT2. 

Kata kunci: Air alkali, AKT, Diabetes melitus tipe 2, IRS-1, Sekretom Hipoksia-

Mesenchymal Stem Cells. 
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ABSTRACT 

Background: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a complex metabolic disease 

characterized by insulin resistance and β-cell dysfunction. Insulin Receptor 

Substrate-1 (IRS-1) and AKT play crucial roles in the insulin signaling pathway, 

which is impaired in T2DM. Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem Cells (SH-

MSCs) and alkaline water have potential as alternative therapies due to their 

anti-inflammatory and antioxidant properties. This study aims to evaluate the 

effect of SH-MSCs and alkaline water on the expression of IRS-1 and AKT in male 

Wistar rats with T2DM.  

Methods: This experimental study used a Randomised Post-Test Only Control 

Group Design, involving 25 rats divided into five groups: K1 (healthy rats 

control), K2 (T2DM control rats given NaCl 0.9% intraperitoneal injection), K3 

(TD2M control rats given per oral sonde metformin 45 gr/bw), K4 (T2DM rats 

given SH-MSCs intraperitoneal injection 500µL ), and K5 (T2DM rats given  SH-

MSCs intraperitoneal injections 500µL with alkaline water per oral sonde 5 

mL/day). IRS-1 and AKT expression was analyzed using RT-PCR after 29 days of 

treatment.  

Results: The study results demonstrated that the administration of SH-MSCs and 

alkaline water significantly increased the expression of IRS-1 and AKT in a 

T2DM rat model. The K5 group, which received a combination of SH-MSCs and 

alkaline water, exhibited the highest IRS-1 expression (7.57±1.23) compared to 

other groups. ANOVA analysis (P<0.05) confirmed significant differences among 

the groups, and Post Hoc LSD analysis showed that K5 was significantly different 

from all other groups (P<0.05).Similarly, AKT expression significantly increased, 

with K5 reaching the highest value (12.66±3.87). Statistical analyses confirmed 

that SH-MSC and alkaline water administration had a significant effect on IRS-1 

and AKT expression, highlighting their potential role in enhancing insulin 

sensitivity. 

Conclusion: The administration of SH-MSCs and alkaline water can enhance 

IRS-1 and AKT expression, indicating their potential as adjunct therapies for 

T2DM management. 

Keywords: Alkaline water, AKT, IRS-1, Secretome Hypoxia-Mesenchymal Stem 

Cells, Type 2 diabetes mellitus. 
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BAB I   

PENDAHULUAN 

1.1.  Latar Belakang 

Diabetes melitus tipe 2 (DMT2) adalah kondisi kadar gula darah 

tinggi disebabkan oleh gangguan produksi atau hilangnya sensitivitas 

insulin akibat dari kondisi inflamasi yang berlangsung secara kronis. 

Penelitian terkini melaporkan bahwa terdapat kerusakan jalur pensinyalan 

Insulin Receptor Substrate-1 (IRS-1) dan AKT pada DMT2.
2,3

 Protein 

IRS-1 dan AKT adalah komponen penting dalam jalur sinyal insulin. Pada 

DMT2, gangguan fosforilasi IRS-1 menghambat aktivasi AKT yang 

menyebabkan terhambatnya kadar Glucose Transporter 4 (GLUT4) yang 

berujung pada resistensi insulin serta hiperglikemia. Mengembalikan 

fungsi IRS-1 dan AKT adalah kunci dalam terapi DMT2.
4,5

 Penelitian 

sebelumnya menemukan bahwa sekretom mesenchymal stem cell yang 

dikultur pada kondisi hipoksia (SH-MSC) memiliki peran regeneratif 

terhadap DMT2, dan penelitian terdahulu juga menemukan bahwa air 

alkali  juga dapat menurunkan kadar gula pada DMT2.
6,7

 Namun, belum 

ada penelitian yang mengkaji peran SH-MSC dan air alkali terhadap 

Ekspresi IRS-1dan AKT, sehingga perlu dilakukan penelitian tambahan.
7,8

 

Prevalensi dan insidensi penyakit yang terus meningkat menjadikan 

DMT2 menjadi masalah kesehatan dunia, baik di negara maju maupun 

negara berkembang termasuk Indonesia. Berbagai penelitian epidemiologi 

menunjukkan bahwa angka insidensi dan prevalensi diabetes melitus (DM) 

sedang meningkat di seluruh dunia. Menurut data International Diabetes 
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Federation (IDF) tahun 2021, prevalensi penderita DM di seluruh dunia 

sebanyak 536,6 juta, atau 10,5% dari populasi, dan diperkirakan akan 

meningkat sebesar 783,2 juta, atau 12,2% dari jumlah penduduk dunia pada 

tahun 2045.
9,10

  

Terapi untuk DMT2 mencakup berbagai kelas obat dengan 

mekanisme kerja dan kekurangannya masing-masing. Metformin salah satu 

obat yang umum digunakan untuk DMT2 dengan cara mengurangi produksi 

glukosa di hati dan meningkatkan sensitivitas insulin.
11

 Namun demikian, 

penggunaan metformin bisa menyebabkan efek samping gastrointestinal 

seperti diare dan mual serta tidak cocok untuk pasien dengan gangguan 

ginjal. Sulfonilurea merangsang pankreas untuk memproduksi lebih banyak 

insulin, namun berisiko menyebabkan hipoglikemia dan penambahan berat 

badan.
12

 Inhibitor SGLT2 meningkatkan ekskresi glukosa melalui urin, 

namun dapat menimbulkan efek samping seperti infeksi saluran kemih dan 

genital serta dehidrasi.
13

 Meskipun obat-obatan ini penting untuk mengelola 

DMT2, mereka memiliki keterbatasan dan risiko yang memerlukan 

pemantauan dan penyesuaian individu.
14

 

Sekretom dari Mesenchymal Stem Cells (MSC) mengandung sitokin 

anti inflamasi seperti IL-10 dan growth factor seperti TGF-β, HGF, dan 

VEGF, mendukung perbaikan jaringan dan regenerasi sel beta pankreas.
15–18

 

Sekretom MSC khususnya yang dibuat dalam kondisi hipoksia memodulasi 

jalur sinyal seperti insulin/IGF, PI3K/AKT, dan NF-κB, yang terlibat dalam 

regulasi glukosa, kelangsungan hidup sel, dan respon inflamasi, sehingga 
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berpotensi mengurangi resistensi insulin, memperbaiki fungsi sel beta, dan 

menurunkan peradangan dalam terapi DMT2.
19,20

  

Peningkatan pH cairan interstisial melalui konsumsi air alkali dapat 

memperbaiki resistensi insulin.
6,7

 Selain itu, air alkali juga terbukti memiliki 

kandungan antioksidan yang mampu menetralkan radikal bebas.
6,7

 

IRS-1 dan AKT menjadi faktor yang sangat penting dalam 

progresivitas DMT2 dan menjadi target dalam terapi DMT. Namun 

demikian, belum ada penelitian yang mengkaji pengaruh pemberian SH-

MSC dan air alkali terhadap ekspresi IRS-1 dan AKT pada DMT2. 

 

1.2.  Rumusan Masalah 

Apakah terdapat pengaruh pemberian SH-MSC dan Air Alkali 

terhadap ekspresi IRS-1 dan ekspresi AKT pada Tikus Jantan Galur Wistar 

Model DMT2 ? 

1.3.  Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan umum 

 

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh 

pemberian SH-MSC dan Air Alkali terhadap ekspresi IRS-1 dan 

ekspresi AKT pada Tikus Jantan Galur Wistar Model DMT2. 

1.3.2. Tujuan khusus 

 

a. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan Ekspresi IRS-1 

pada Tikus Jantan Galur Wistar Model DMT2 yang diberikan 

SH-MSC 500 µL dan Air Alkali 5 mL/hari dibandingkan dengan 

kontrol. 
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b. Penelitian ini bertujuan membuktikan perbedaan Ekspresi AKT 

pada Tikus Jantan Galur Wistar Model DMT2 yang diberikan 

SH-MSC 500 µL  dan Air Alkali 5 mL/hari  dibandingkan 

dengan kontrol. 

 

1.4.  Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat Teoritis 

Manfaat didapat dari penelitian ini adalah adanya hasil ilmiah 

peran SH-MSC dan Air Alkali terhadap ekspresi IRS-1 dan ekspresi 

AKT pada Tikus Jantan Galur Wistar yang mengalami DMT2. 

1.4.2. Manfaat Praktis  

Hasil penelitian ini dapat memberikan pengetahuan 

bermanfaat bagi masyarakat mengenai kegunaan SH-MSC dan Air 

Alkali pada kasus DMT2. Bagi praktisi kesehatan, hasil penelitian 

ini diharapkan dapat memberikan wawasan baru terkait potensi 

terapi dengan SH-MSC dan Air Alkali sebagai agen antiinflamasi 

dan antioksidan bagi individu yang mengalami DMT2. 

 

1.5.  Originalitas Penelitian 

Berdasarkan review literatur mengenai penggunaan SH-MSC dan 

Air Alkali sebagai agen antiinflamasi maupun regenerasi, beberapa studi 

terkait telah diidentifikasi dan akan ditampilkan dalam Tabel 1: 
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Tabel 1.1. Originalitas Penelitian 

No Peneliti Judul Metode 
Hasil 

Penelitian 

1 Ribot et al., 

2017
21

 

Type 2 diabetes alters 

mesenchymal stem cell 

secretome composition 

angiogenic Properties 

In vivo Penurunan 

inflamasi dan 

perbaikan fungsi 

pankreas 

2 Deng et al., 

2018
22

 

Infusion of adipose-derived 

mesenchymal stem cells 

inhibits skeletal muscle 

Mitsugumin 53 elevation 

and thereby alleviates 

insulin resistance in type 2 

diabetic rats 

In vivo Pemberian 

Mesenchymal stem 

cell meningkatkan 

IRS-1 dengan 

menekan 

Mitsugumin 53 

3 Sun et al., 

2018
23

 

Human Mesenchymal Stem 

Cell Derived Secretomes 

Alleviate Type 2 Diabetes 

Mellitus by Reversing 

Peripheral Insulin 

Resistance and Relieving β-

Cell Destruction 

In vivo Sekretom MSC 

mampu 

merestorasi 

kerusakan sel beta 

pankreas dan 

meningkatkan 

sensitivitas insulin 

4 Widyaningsih 

et al., 2024 

Secretome of Hypoxia-

Preconditioned 

Mesenchymal Stem Cells 

Ameliorates Hyperglycemia 

in Type 2 Diabetes Mellitus 

Rats 

 Secretome 

Hypoxia MSC 

menurunkan IL-6 

dan HOMA IR 

pada tikus DMT2 

5 Dwi 

Agustanti & 

Purbianto, 

2019
7
 

Effect of Alkaline Water 

Consumption on Decreasing 

Blood Sugar Levels of 

Diabetes Mellitus Patients 

In vivo Konsumsi air ph 

8,5-9,5 2L/hari 

dapat menurunkan 

kadar gula darah 

puasa pasien 

DMT2 

6 Wicaksono et 

al., 2020
8
 

The Effects of Alkaline 

Reduced Water 

Administration to the 
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cultured two- 

dimensionallyand three- 

dimensionallyin mice with 

streptozocin induced type 1 

diabetes 

IL-6 dan IL-2, IL-

4 menurun. 

induksi Kadar 

PDX-1 pankreas 

dan mampu 

mengurangi 

hiperglikemia 

 

Diabetes melitus tipe 2 merupakan penyakit metabolik komplek yang 

melibatkan resistensi insulin dan disfungsi sel β pankreas. Pendekatan 

berbasis MSC telah menunjukkan potensi melalui efek parakrin sekretom 

yang mengandung faktor bioaktif. Penelitian sebelumnya telah 

mengeksplorasi sekretom MSC maupun air alkali secara terpisah, tetapi 

kombinasi keduanya belum banyak diteliti. 

Studi seperti Type 2 diabetes alters mesenchymal stem cell secretome 

composition and angiogenic properties menunjukkan perubahan komposisi 

sekretom MSC akibat diabetes, sementara Human Mesenchymal Stem Cell 

Derived Secretomes Alleviate Type 2 Diabetes Mellitus menyoroti 

potensinya dalam mengatasi resistensi insulin dan melindungi sel β. Namun, 

penelitian-penelitian ini belum mengeksplorasi kombinasi sekretom MSC 

dengan intervensi lain seperti air alkali. 

Air alkali sendiri, sebagaimana ditunjukkan dalam penelitian Effect of 

Alkaline Water Consumption on Decreasing Blood Sugar Levels, memiliki 

efek positif dalam menurunkan kadar gula darah pada pasien DMT2. 

Kombinasi ini memiliki potensi sinergis, dengan sekretom MSC yang 

memperbaiki kerusakan seluler dan air alkali yang mendukung pengaturan 

homeostasis glukosa. 
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Penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya karena 

mengevaluasi efek kombinasi sekretom MSC dosis 500 µL dan air alkali 

5mL/hari pada tikus jantan galur Wistar model DMT2. Pendekatan ini 

mengisi celah penelitian, memadukan teknologi biologi molekuler dan 

nutrisi, serta berpotensi memberikan terapi yang lebih efektif untuk 

mengatasi DMT2 yang dikaji dari ekspresi IRS-1dan ekspresi AKT. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1.  Insulin Reseptor Substrate-1 

2.1.1 Definisi 

Insulin Receptor Substrate-1 (IRS-1) adalah salah satu protein 

yang berperan penting dalam jalur sinyal insulin, yang 

menghubungkan reseptor insulin dengan berbagai jalur downstream 

yang mempengaruhi metabolisme glukosa, sintesis lipid, dan 

pertumbuhan sel. Protein ini berfungsi sebagai adaptor dalam 

transduksi sinyal, di mana ia berinteraksi dengan domain 

phophotyrosine dari reseptor insulin setelah aktivasi oleh insulin. IRS-

1 juga merupakan target utama dari fosforilasi oleh Insulin Receptor 

Tyrosine Kinase.
25,26

 

2.1.2 Struktur 

IRS-1 termasuk dalam keluarga protein IRS yang terdiri dari 

beberapa anggota, seperti IRS-1, IRS-2, IRS-3, dan IRS-4. Keluarga 

protein ini memainkan peran yang serupa dalam sinyal insulin, tetapi 

memiliki distribusi jaringan dan spesifisitas fungsional yang berbeda-

beda. Sebagai contoh, IRS-2 lebih banyak berperan dalam sinyal 

insulin di otak dan hati, sementara IRS-1 banyak ditemukan di otot 

rangka dan jaringan adiposa.
27–29

 

Ukuran molekul IRS-1 berkisar antara 160-185 kDa tergantung 

pada modifikasi pascatranslasi seperti fosforilasi. Gen IRS-1, yang 
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mengkode IRS-1, terletak di kromosom 2 (2q36), dan ekspresinya 

diatur oleh berbagai faktor seperti insulin, hormon pertumbuhan, serta 

faktor nutrisi. IRS-1 menjadi penting dalam konteks resistensi insulin, 

di mana perubahan dalam fosforilasi IRS-1 dapat mempengaruhi 

respons insulin dan berkontribusi terhadap diabetes tipe 2.
27–29

 

2.1.3 Jalur Aktivasi dan Peran  IRS-1 pada DMT2 

Pada diabetes melitus tipe 2 (DMT2),  jalur aktivasi dan peran 

IRS-1 sangat penting dalam memahami gangguan metabolisme 

glukosa. IRS-1 adalah protein yang memicu translokasi pengangkut 

glukosa yang terutama ditemukan dalam jaringan otot rangka dan 

adiposa, yang pergerakannya ke membran plasma diatur oleh insulin 

(gambar 2.1). Ketika insulin dilepaskan oleh pankreas setelah makan, 

ia berikatan dengan reseptor insulin (IR) pada membran sel otot dan 

adiposa, menyebabkan autofosforilasi tirosin pada reseptor insulin dan 

mengaktifkan aktivitas tirosin kinase dari reseptor tersebut.
25,30

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 1. Peran IRS-1 pada transport glukosa 
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Reseptor insulin yang terfosforilasi kemudian memfosforilasi 

protein IRS (terutama IRS-1 dan IRS-2), yang bertindak sebagai 

adaptor untuk memulai sinyal downstream.
31

  IRS yang terfosforilasi 

merekrut dan mengaktifkan PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase), yang 

mengubah PIP2 menjadi PIP3.
31

  PIP3 kemudian merekrut PDK 

(Phosphoinositide-dependent kinase-1) dan AKT (juga dikenal 

sebagai protein kinase B) ke membran plasma, di mana PDK 

mengaktifkan AKT melalui fosforilasi.
31

  

AKT  terfosforilasi kemudian mengaktifkan mTOR 

(mechanistic target of rapamycin) dan memfosforilasi AS160 (AKT 

substrate of 160 kDa). Fosforilasi AS160 menyebabkan inaktivasi 

GAP (GTPase-activating protein) yang menghambat translokasi 

GLUT4.
20

 Dengan inaktivasi GAP oleh AS160, vesikel yang 

mengandung GLUT4 dapat bergerak dan menyatu dengan membran 

plasma, memungkinkan pengambilan glukosa dari darah ke dalam 

sel.
20

 

Pada DMT2, terdapat resistensi insulin yang menyebabkan 

gangguan pada jalur sinyal insulin yang dijelaskan di atas. Akibatnya, 

translokasi IRS-1 ke membran plasma berkurang, mengakibatkan 

penurunan pengambilan glukosa oleh sel otot dan adiposa.
32,33

 

Beberapa faktor yang berkontribusi terhadap resistensi insulin 

meliputi penurunan atau gangguan fosforilasi IRS, yang mengurangi 

aktivasi PI3K dan downstream signaling; penurunan aktivitas PI3K 
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dan AKT, yang menghambat fosforilasi AS160 dan translokasi 

GLUT4; serta peradangan kronis dan stres oksidatif, di mana sitokin 

pro-inflamasi dan stres oksidatif dapat mengganggu sinyal insulin.
32,33

 

Disfungsi jalur sinyal insulin dan translokasi IRS-1 pada DMT2 

menyebabkan hiperglikemia, yang merupakan karakteristik utama dari 

penyakit tersebut. 
32,33

 

 

2.1.4. Ekspresi IRS-1 pada Pankreas 

Protein IRS-1 adalah adaptor utama dalam transduksi sinyal 

insulin, yang menghubungkan reseptor insulin dengan jalur 

downstream, seperti fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) dan protein 

kinase B (AKT).
34

 Kondisi normal, insulin yang terikat pada 

reseptornya menginduksi fosforilasi IRS-1 pada residu tirosin, yang 

mengaktifkan jalur PI3K/AKT.
34

  Aktivasi ini penting untuk sejumlah 

fungsi sel beta, termasuk sekresi insulin yang distimulasi glukosa, 

translokasi GLUT4 untuk transportasi glukosa, aktivasi glukokinase 

(GCK) untuk metabolisme glukosa, dan regulasi faktor transkripsi 

seperti PDX-1, yang mendukung ekspresi insulin.
35,36

 

Ketika fungsi IRS-1 terganggu, baik akibat fosforilasi yang 

tidak normal pada residu serin maupun oleh penurunan ekspresinya, 

jalur sinyal insulin menjadi terganggu. Fosforilasi residu serin pada 

IRS-1 sering kali dipicu oleh stres oksidatif, inflamasi, atau paparan 

toksin, termasuk logam berat. Perubahan ini bersifat inhibitor, 

menghambat kemampuan IRS-1 untuk merekrut dan mengaktifkan 
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PI3K, yang pada gilirannya mengurangi fosforilasi AKT. Jalur 

PI3K/AKT yang terganggu menyebabkan penurunan translokasi 

GLUT4 ke membran sel beta, penurunan ekspresi GCK, dan gangguan 

aktivitas PDX-1, sehingga melemahkan kemampuan sel beta untuk 

mendeteksi dan merespons glukosa secara efektif. Akibatnya, terjadi 

penurunan sekresi insulin dan peningkatan risiko hiperglikemia 

kronis.
34–36

 

Lebih jauh lagi, gangguan fungsi IRS-1 juga berdampak pada 

kelangsungan hidup sel beta. Jalur PI3K/AKT tidak hanya berperan 

dalam metabolisme glukosa, tetapi juga melindungi sel beta dari 

apoptosis melalui regulasi berbagai protein anti-apoptosis. Ketika jalur 

ini terganggu, sel beta menjadi lebih rentan terhadap stres oksidatif 

dan inflamasi yang sering diakibatkan oleh paparan logam berat. Hal 

ini memperburuk disfungsi pankreas dan berkontribusi pada 

perkembangan penyakit seperti diabetes tipe 2.
34–36

 

Penelitian menunjukkan bahwa perbaikan fungsi IRS-1 dapat 

menjadi strategi terapeutik yang menjanjikan. Aktivasi ulang jalur 

IRS-1/PI3K/AKT dengan molekul seperti Extendin-4, agonis jalur 

tersebut, telah terbukti memulihkan sekresi insulin dan memperbaiki 

fungsi sel beta dalam model disfungsi pankreas. Selain itu, 

penghambatan jalur inflamasi, seperti inflammasom NLRP3, juga 

dapat melindungi IRS-1 dari fosforilasi inhibitor pada residu serin, 
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memperkuat sinyal insulin, dan meningkatkan kelangsungan hidup sel 

beta.
34–36

 

IRS-1 memegang peran kunci dalam fungsi normal sel beta 

pankreas melalui regulasi jalur sinyal insulin. Gangguan fungsi IRS-1, 

baik akibat inflamasi, stres oksidatif, atau paparan logam berat, dapat 

menyebabkan disfungsi sel beta yang parah, mengurangi sekresi 

insulin, dan meningkatkan risiko diabetes. Pemahaman lebih lanjut 

tentang mekanisme ini dapat membuka jalan untuk terapi yang lebih 

efektif dalam mengatasi gangguan metabolisme. 

2.2.  AKT  

2.2.1 Definisi 

Gen AKT adalah salah satu dari tiga isoform yang ada dalam 

famili serine/threonine kinase. AKT  juga dikenal sebagai protein 

kinase B (PKB).
2
 Gen AKT memainkan peran penting dalam berbagai 

jalur sinyal seluler, terutama dalam regulasi pertumbuhan sel, 

proliferasi, metabolisme, dan kelangsungan hidup.
2
 Pada DMT2, AKT 

memiliki peran yang signifikan. DM Tipe 2 adalah kondisi metabolik 

yang ditandai dengan resistensi insulin dan gangguan pada fungsi sel 

beta pankreas, yang menyebabkan hiperglikemia kronis.
2
 Gen AKT 

berkontribusi pada pengaturan metabolisme glukosa, terutama melalui 

mekanisme yang terkait dengan proliferasi sel dan resistensi terhadap 

stres oksidatif dalam jaringan tertentu seperti otak dan organ lain yang 
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memiliki ketergantungan tinggi pada energi seperti yang terlihat pada 

gambar 2.2.
2
 

 

2.2.2 Struktur dan Aktivitas AKT  

Struktur protein AKT mirip dengan isoform AKT lainnya, yang 

terdiri dari tiga domain utama yaitu domain Pleckstrin Homology 

(PH), domain kinase, dan domain C-terminal regulatory.
2,37–41

 

Domain PH memungkinkan AKT berinteraksi dengan fosfoinositida 

(seperti PIP3) yang terikat pada membran plasma, yang merupakan 

langkah penting dalam aktivasi AKT.
2,37–41

 Setelah sampai membran, 

AKT diaktifkan melalui fosforilasi pada residu threonine dan serine 

oleh phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDSH) dan mTORC2. 

Aktivasi ini mengatur berbagai jalur sinyal downstream yang terkait 

dengan proliferasi sel, pertumbuhan, dan metabolisme energi.
2,37–41

 

Jalur sinyal AKT sangat terlibat dalam pengaturan glikogen sintase 

kinase-3 (GSK23), sintesis protein melalui mTOR, serta pengaturan 

glukosa dan metabolisme lipid.
2,37–41

 Pada DM Tipe 2, disfungsi 

dalam jalur ini, termasuk aktivitas AKT, dapat berkontribusi pada 

perkembangan resistensi insulin dan kegagalan kompensasi seluler 

terhadap hiperglikemia.
2,37–41
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Gambar 2. 2. Peran Protein Keluarga AKT dalam transport glukosa 

2.2.3 Peran AKT dalam Regulasi Metabolisme pada Diabetes Melitus 

Tipe 2 

Gen AKT memiliki peran penting dalam berbagai proses 

seluler, termasuk regulasi metabolisme glukosa, yang sangat erat 

kaitannya dengan DMT2.
2,37–41

 DM Tipe 2 ditandai oleh resistensi 

insulin dan gangguan sekresi insulin, yang mengakibatkan 

hiperglikemia kronis. Meskipun AKT lebih dikenal sebagai regulator 

utama homeostasis glukosa, AKT juga memainkan peran yang 

signifikan, terutama dalam jaringan tertentu seperti otak dan otot, yang 

sangat bergantung pada metabolisme energi.
2,37–41

 Aktivasi AKT 

melalui fosforilasi oleh PDK dan mTORC2 pada membran plasma 

memicu serangkaian jalur sinyal downstream yang berkontribusi 

terhadap pemeliharaan homeostasis glukosa.
2,37–41

 AKT berfungsi 

dalam modulasi berbagai efek insulin, termasuk pengambilan glukosa 

oleh sel dan sintesis glikogen, meskipun secara spesifik kontribusi 

AKT lebih terlihat dalam pengaturan metabolisme di jaringan non-

klasik seperti sistem saraf pusat.
2,37–41

 Dalam kondisi DM Tipe 2, 
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dimana resistensi insulin menghambat aktivasi jalur sinyal ini, fungsi 

AKT dapat terganggu, mengakibatkan penurunan efektivitas insulin 

dalam mengendalikan kadar glukosa darah.
2,37–41

 

Selain perannya dalam regulasi metabolisme, AKT juga 

berperan dalam respons seluler terhadap stres oksidatif, yang 

seringkali meningkat pada DMT2 akibat hiperglikemia kronis.
2,37–41

 

Gen AKT berkontribusi pada mekanisme seluler yang melindungi 

jaringan dari kerusakan oksidatif, sebuah proses yang penting untuk 

mencegah komplikasi jangka panjang dari DM Tipe 2, seperti 

neuropati diabetik dan gangguan kardiovaskular.
2,37–41

 Penelitian 

sebelumnya menunjukkan bahwa AKT dapat memediasi mekanisme 

adaptif terhadap lingkungan hiperglikemik melalui peningkatan 

toleransi terhadap stres oksidatif dan inflamasi. Dengan demikian, 

AKT dapat menjadi target potensial untuk intervensi terapeutik yang 

bertujuan untuk meningkatkan sensitivitas insulin dan melindungi 

jaringan dari efek merusak hiperglikemia. Pendekatan farmakologis 

yang memodulasi aktivitas AKT, baik melalui agonis selektif maupun 

strategi terapi gen, dapat memberikan manfaat dalam mengurangi 

resistensi insulin dan mencegah komplikasi jangka panjang 

DMT2.
2,37–41

 

 

2.2.4. Ekspresi AKT pada Pankreas 

Akt memainkan peran penting dalam fungsi pankreas, terutama 

dalam mendukung kelangsungan hidup dan fungsi sel beta pankreas 
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yang bertanggung jawab untuk sekresi insulin. Berdasarkan literatur, 

paparan arsenik lingkungan dapat memicu disfungsi pankreas melalui 

aktivasi inflammasom NLRP3, yang berdampak langsung pada jalur 

sinyal IRS-1/PI3K/AKT. Aktivasi inflammasom NLRP3 oleh arsenik 

menghasilkan perubahan patologis pada sel beta, termasuk 

peningkatan fosforilasi IRS-1 pada Ser616, yang merupakan tanda 

penghambatan sinyal insulin. Hal ini menyebabkan penurunan 

ekspresi PI3K dan fosforilasi AKT pada Ser473, yang pada akhirnya 

mengganggu fungsi downstream jalur sinyal ini.
34–36

 

AKT berperan sebagai regulator utama beberapa proses 

metabolik dalam sel beta pankreas. Penurunan fosforilasi AKT yang 

disebabkan oleh arsenik menghambat transkripsi nuklir PDX-1, 

protein penting untuk fungsi dan kelangsungan hidup sel beta. Selain 

itu, jalur IRS-1/PI3K/AKT yang terganggu mengakibatkan penurunan 

translokasi GLUT4 ke membran plasma dan ekspresi glukokinase 

(GCK), yang secara kolektif menurunkan kemampuan sel beta untuk 

merespons glukosa dan menghasilkan insulin.
34–36

 

Penelitian menunjukkan bahwa paparan arsenik juga 

menurunkan sekresi insulin yang distimulasi oleh glukosa secara in 

vitro, menegaskan efek destruktif pada jalur IRS-1/PI3K/AKT. 

Namun, penggunaan inhibitor inflammasom NLRP3 (MCC950) dan 

agonis jalur IRS-1/PI3K/AKT terbukti dapat membalikkan efek 

tersebut, menunjukkan potensi terapeutik untuk melindungi sel beta 
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dari kerusakan yang diinduksi arsenik.
34–36

 Hal ini menjelaskan bahwa 

AKT dalam pankreas sangat vital dalam mempertahankan fungsi 

normal sel beta. Disfungsi jalur AKT akibat paparan arsenik tidak 

hanya memperburuk metabolisme glukosa, tetapi juga meningkatkan 

risiko diabetes melalui gangguan pada sekresi insulin. 

2.3.  Hubungan Antara IRS-1 dan AKT 

Dalam sinyal insulin, IRS-1 dan AKT berperan penting dalam regulasi 

metabolisme glukosa. Ketika insulin mengikat reseptornya, IRS-1 diaktifkan 

melalui fosforilasi, yang kemudian mengaktifkan PI3K.
2,37–41

 PI3K ini 

mengaktifkan AKT, melalui fosforilasi. AKT yang teraktivasi berperan 

dalam translokasi GLUT4 ke membran sel, yang meningkatkan 

pengambilan glukosa ke dalam sel. Dengan demikian, IRS-1 mempengaruhi 

aktivasi AKT secara tidak langsung melalui jalur PI3K seperti yang terlihat 

dalam gambar 2.3.
2,37–42
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Gambar 2. 3. Jalur Regulasi Glukosa oleh IRS-1 dan AKT 

2.4.  Mesenchymal Stem Cells (MSC) 

2.4.1. Definisi  Stem Cell 

Stem cell, atau sel punca, adalah sel-sel unik dalam tubuh yang 

memiliki kemampuan untuk memperbarui diri (self-renewal) dan 

berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel khusus yang fungsional. 

Stem cell dapat diklasifikasikan berdasarkan potensinya, yaitu 

kemampuan mereka untuk berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel 

dalam tubuh. Berikut adalah jenis-jenis stem cell berdasarkan 

potensinya:
43,44

 

1. Totipoten (Totipotent Stem Cells)   

Totipoten adalah stem cell dengan potensi tertinggi, mampu 

berdiferensiasi menjadi semua jenis sel dalam tubuh dan jaringan 
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ekstraembrionik seperti plasenta. Contohnya adalah zigot (sel telur 

yang telah dibuahi) dan sel-sel awal embrio hingga tahap blastomer 

(beberapa pembelahan awal). Sel ini dapat membentuk organisme 

utuh. 

2. Pluripoten (Pluripotent Stem Cells)   

Stem cell pluripoten memiliki kemampuan untuk 

berdiferensiasi menjadi hampir semua jenis sel dalam tubuh, kecuali 

jaringan ekstraembrionik. Contohnya adalah embryonic stem cells 

(ESCs) yang berasal dari massa sel dalam (inner cell mass) 

blastokista. Stem cell ini digunakan dalam penelitian untuk terapi 

regeneratif karena fleksibilitasnya. 

3. Multipoten (Multipotent Stem Cells)   

Stem cell multipoten mampu berdiferensiasi menjadi sel-sel 

dalam satu jenis atau kelompok jaringan tertentu. Misalnya, 

hematopoietic stem cells (HSCs) yang ditemukan di sumsum tulang 

dapat membentuk berbagai jenis sel darah (eritrosit, leukosit, 

trombosit). Contoh lainnya adalah mesenchymal stem cells (MSCs), 

yang dapat berdiferensiasi menjadi sel tulang, lemak, dan tulang 

rawan. 

4. Oligopoten (Oligopotent Stem Cells)   

Stem cell oligopoten memiliki kapasitas untuk berdiferensiasi 

menjadi beberapa jenis sel dalam satu jaringan tertentu. Contohnya 
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adalah sel progenitor limfoid yang hanya dapat membentuk sel-sel 

dalam sistem kekebalan tubuh seperti limfosit T dan B. 

5. Unipoten (Unipotent Stem Cells)   

Unipoten adalah stem cell dengan potensi terbatas, hanya 

dapat berdiferensiasi menjadi satu jenis sel tertentu. Misalnya, sel 

otot satelit yang hanya dapat membentuk sel otot baru. 

2.4.2. Karakteristik Stem Cell menurut ISCT 

Menurut International Society for Cell Therapy (ISCT), 

mesenchymal stem cells (MSCs) memiliki tiga karakteristik utama 

yang harus dipenuhi untuk dapat diklasifikasikan sebagai MSC. 

Kriteria ini pertama kali diusulkan pada tahun 2006 dan menjadi 

standar internasional. Berikut adalah karakteristik tersebut:
45

 

1. Kemampuan Adherensi pada Permukaan Plastik 

 MSC harus dapat menempel pada permukaan plastik ketika 

dibiakkan dalam kondisi kultur yang sesuai. Hal ini 

mencerminkan sifat MSC sebagai sel yang berasal dari 

jaringan mesenkim. 

 Kultur MSC biasanya dilakukan dalam medium tertentu yang 

mendukung pertumbuhan sel ini, seperti medium yang 

diperkaya dengan serum. 
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2. Ekspresi Penanda Permukaan Tertentu 

 MSC harus menunjukkan profil ekspresi penanda permukaan 

spesifik, yang ditentukan melalui analisis imunofenotip. 

Kriteria ini mencakup:  

o Positif untuk penanda:  

 CD73: Enzim ecto-5'-nucleotidase. 

 CD90: Thy-1 glycoprotein. 

 CD105: Endoglin, reseptor untuk transforming 

growth factor-beta (TGF-β). 

o Negatif untuk penanda hematopoietik dan endotelial 

berikut:  

 CD34, CD45 (penanda sel darah putih). 

 CD14 atau CD11b (monosit/makrofag). 

 CD79α atau CD19 (limfosit B). 

 HLA-DR (antigen kelas II MHC, kecuali dalam 

kondisi stimulasi). 

3. Potensi Diferensiasi Multipoten 

 MSC harus mampu berdiferensiasi menjadi tiga jenis sel 

utama jaringan mesenkim ketika diberi rangsangan tertentu 

dalam kultur:  

o Adiposit (sel lemak): Dengan indikator akumulasi 

lipid, seperti pewarnaan Oil Red O. 
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o Osteoblas (sel tulang): Dengan pembentukan mineral 

kalsium, ditunjukkan oleh pewarnaan Alizarin Red atau 

von Kossa. 

o Kondroblas (sel tulang rawan): Dengan produksi 

matriks proteoglikan, ditunjukkan oleh pewarnaan 

Alcian Blue atau Safranin O. 

2.4.2. Definisi Mesenchymal stem cells (MSC)  

Mesenchymal stem cells adalah sel punca multipoten yang 

mampu berdiferensiasi menjadi berbagai jenis sel, termasuk sel tulang, 

tulang rawan, dan lemak.
43,44

 MSC sering digunakan dalam terapi 

regeneratif karena kemampuan mereka untuk memperbaiki dan 

menggantikan jaringan yang rusak.
43,44

 MSC dapat diperoleh dari 

berbagai sumber jaringan, seperti sumsum tulang, jaringan lemak, tali 

pusat, pulpa gigi, plasenta, dan cairan amnion, yang masing-masing 

memiliki kelebihan dan potensi untuk aplikasi klinis.
43,44

 

2.4.2. Sumber dan Karakteristik Mesenchymal Stem Cell 

Mesenchymal stem cell adalah sel punca multipoten yang berasal 

dari jaringan mesenkimal seperti sumsum tulang, jaringan adiposa, 

dan tali pusat. MSC memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi 

menjadi berbagai jenis sel seperti osteoblas, kondrosit, dan adiposit 

serta kemampuan self renewal, mampu berdiferensiasi menjadi 

beberapa sel dewasa seperti, seperti osteoblas, adiposit, kondrosit, 

tenosit, dan miosit.
43,44
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Selain kemampuan diferensiasi dan self renewal ini, MSC 

memiliki karakteristik mensekresikan sekretom, yaitu kumpulan 

molekul bioaktif yang terdiri dari protein, sitokin, faktor pertumbuhan, 

lipid, dan vesikel ekstraseluler. Secretome ini memainkan peran 

penting dalam berbagai proses biologis, termasuk regenerasi jaringan, 

imunomodulasi, anti-inflamasi, dan perlindungan sel dari 

apoptosis.
43,44

 

Molekul-molekul yang terkandung dalam secretome MSC 

bekerja melalui mekanisme parakrin untuk memediasi komunikasi sel-

sel di sekitarnya. Proses ini memungkinkan MSC untuk mendukung 

perbaikan jaringan tanpa harus berintegrasi langsung dengan jaringan 

yang rusak. Keunggulan ini menjadikan secretome MSC sebagai 

alternatif yang menjanjikan dalam terapi regeneratif dan perawatan 

berbagai kondisi inflamasi.
46–48

 

Metode untuk mendapatkan sekretom MSC dengan kandungan 

yang lebih tinggi dapat dilakukan dengan cara dikultur dalam kondisi 

hipoksia, yang meniru lingkungan alami mereka di dalam tubuh. 

Kondisi hipoksia ini merangsang MSC untuk menghasilkan dan 

melepaskan berbagai faktor pertumbuhan, sitokin, dan vesikel 

ekstraseluler yang penting untuk fungsi regeneratif dan 

imunomodulasi mereka. Medium terkondisi, yang mengandung 

sekretom ini, kemudian dikumpulkan untuk digunakan dalam berbagai 

aplikasi terapeutik.
49,50
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Gambar 2. 4.Sumber dan Kemampuan Diferensiasi Mesenchymal Stem Cells 

2.5. Sekretom Hipoksia - Mesenchymal Stem Cells (SH-MSC)  

2.5.1. Definisi 

Sekretom Hipoksia-Mesenchymal Stem Cell (SH-MSC) 

merupakan sekumpulan molekul bioaktif yang disekresikan oleh 

Mesenchymal Stem Cells (MSC) yang telah mengalami kondisi 

hipoksia, atau kekurangan oksigen.
48,51–53

 Ketika MSC dihadapkan 

pada lingkungan hipoksia, MSC merespons dengan mengubah profil 

sekresi mereka, menghasilkan sekretom yang lebih tinggi akan growth 

factor, sitokin, kemokin, serta vesikel ekstraseluler seperti exosomes. 

Kondisi hipoksia ini sering kali meniru situasi patologis di dalam 

tubuh, di mana jaringan mengalami kekurangan oksigen akibat 

sirkulasi yang buruk atau penyakit kronis, seperti pada DMT2. 

Sekretom yang dihasilkan oleh MSC dalam kondisi hipoksia ini 

memiliki potensi terapeutik yang signifikan, terutama dalam 
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regenerasi jaringan, modulasi respon inflamasi, dan perbaikan 

lingkungan mikro seluler yang rusak.
48,51–53

 

2.5.2. Kandungan Sekretom Hipoksia - Mesenchymal Stem Cells 

Sekretom hipoksia-mesenchymal stem cells adalah cairan yang 

mengandung molekul bioaktif yang disekresikan oleh MSC selama 

proses kultur. Sekretom ini telah terbukti memiliki kandungan protein 

dan miRNA yang berperan penting dalam efek imunomodulator dan 

anti-inflamasi. Kandungan ini membuat sekretom MSC relevan dalam 

pengelolaan berbagai kondisi inflamasi. 

Sekretom MSC mengandung berbagai protein yang secara 

langsung atau tidak langsung mengurangi inflamasi. Salah satunya 

adalah sitokin anti-inflamasi seperti TGF-β, yang dapat menghambat 

aktivasi sel T efektor dan mendukung perkembangan sel T regulator 

(Treg) untuk menekan inflamasi.
54,54–59

 Protein lain seperti IL-10 

memainkan peran penting dalam menghambat produksi sitokin 

proinflamasi, termasuk TNF-α dan IL-6.
54,54–59

 Selain itu, hepatocyte 

growth factor (HGF) yang terkandung dalam sekretom berkontribusi 

pada perbaikan jaringan dan memiliki efek imunomodulasi. Enzim 

seperti indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) juga berperan dengan 

menghambat proliferasi sel T dan menghasilkan metabolit 

imunomodulator.
54,54–59

 Prostaglandin E2 (PGE2), molekul lain dalam 

secretome MSCs, dapat mengubah makrofag proinflamasi (M1) 
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menjadi makrofag anti-inflamasi (M2), mendukung proses resolusi 

inflamasi.
54,54–59

   

Selain protein, sekretom MSCs juga kaya akan mikroRNA 

(miRNA), molekul kecil non-koding RNA yang memainkan peran 

penting dalam regulasi gen terkait inflamasi. miRNA seperti miR-21 

dapat menekan jalur NF-κB yang menjadi pemicu respon inflamasi 

dan mengurangi ekspresi sitokin proinflamasi seperti IL-1β dan TNF-

α.
54,54–59

 miRNA lain, seperti miR-146a, menargetkan molekul dalam 

jalur inflamasi seperti TRAF6 dan IRASH untuk menekan produksi 

sitokin inflamasi dan mengatur makrofag agar beralih ke fenotip anti-

inflamasi.
54,54–59

   miR-126 juga ditemukan dalam secretome MSCs 

dan berperan dalam pemulihan inflamasi dengan mengatur jalur 

VEGF dan PI3K/AKT yang mendukung angiogenesis. miRNA seperti 

miR-155 dan miR-223 membantu mengatur aktivitas makrofag dan sel 

imun lainnya dengan menekan faktor yang memperburuk 

inflamasi.
54,54–60
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Gambar 2. 5. Sekretom Mesenchymal Stem Cell 
 

Konsentrasi sekretom ini biasanya didapatkan melalui metode 

pemisahan molekul seperti ultrafiltrasi atau sentrifugasi untuk 

meningkatkan kemurnian dan potensi terapeutiknya. Dengan 

kemampuan untuk meningkatkan proses penyembuhan, sekretom 

MSC diinduksi hipoksia menjadi fokus penelitian yang berkembang 

dalam bidang kedokteran regeneratif.
61–63

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. 6. Metode Purifikasi Sekretom MSC Menggunakan TFF 
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2.5.3. Peran SH-MSC pada DMT2 

Pada DM Tipe 2, kondisi patologis yang ditandai oleh resistensi 

insulin dan disfungsi sel beta pankreas, mengarah pada hiperglikemia 

kronis dan berbagai komplikasi terkait, termasuk neuropati, nefropati, 

dan kardiomiopati diabetikum. SH-MSC memiliki potensi untuk 

memperbaiki kerusakan yang diinduksi oleh hiperglikemia melalui 

mekanisme multifaset. Molekul bioaktif yang terkandung dalam 

sekretom, seperti Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), 

Transforming Growth Factor-beta (TGF-β), dan Hepatocyte Growth 

Factor (HGF), dapat merangsang angiogenesis, mengurangi inflamasi, 

dan meningkatkan regenerasi seluler.
48,51–53

 Exosomes yang dilepaskan 

dalam sekretom juga mengandung mRNA dan protein yang dapat 

memodulasi kadar gen terkait resistensi insulin dan apoptosis sel beta 

pankreas. Selain itu, faktor-faktor yang terdapat dalam SH-MSC 

mampu meningkatkan sensitivitas insulin pada jaringan target seperti 

otot dan hati dengan mengurangi stres oksidatif dan meningkatkan 

transduksi sinyal insulin.
48,51–53

 Penelitian sebelumnya menunjukkan 

bahwa SH-MSC dapat merangsang jalur sinyal AKT melalui sekresi 

faktor-faktor pertumbuhan yang meningkatkan sensitivitas insulin 

serta meningkatkan metabolisme glukosa dalam sel target.
48,51–53,64–66

 

Aktivasi AKT oleh SH-MSC juga berkontribusi pada perbaikan fungsi 

sel beta pankreas yang terganggu dalam DM tipe 2, dengan 

mekanisme yang melibatkan peningkatan ketahanan sel terhadap stres 
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oksidatif dan perbaikan apoptosis sel. Dengan memodulasi jalur AKT, 

SH-MSC tidak hanya berperan dalam memperbaiki kerusakan seluler 

tetapi juga dalam mengatur homeostasis glukosa secara lebih efektif. 

64–66
 

Selain berperan pada resistensi insulin dan fungsi sel beta, SH-

MSC juga memainkan peran penting dalam memodulasi sistem imun 

dan perbaikan jaringan yang rusak akibat DM Tipe 2. Inflamasi kronis 

adalah komponen utama dalam perkembangan komplikasi DM Tipe 2, 

seperti nefropati diabetik, dimana sistem imun memainkan peran 

dalam kerusakan ginjal.
67

 SH-MSC dapat menekan respon inflamasi 

dengan menurunkan aktivitas makrofag proinflamasi (M1) dan 

meningkatkan aktivitas makrofag antiinflamasi (M2), serta 

mengurangi sekresi sitokin proinflamasi seperti TNF-α dan IL-6.
68

 

Selain itu, faktor-faktor dalam sekretom, seperti TGF-β dan IL-10, 

mendukung resolusi inflamasi dan perbaikan jaringan melalui 

stimulasi proliferasi dan diferensiasi sel progenitor lokal.
64–66

 Dalam 

konteks komplikasi kardiovaskular pada DM Tipe 2, SH-MSC dapat 

meningkatkan reparasi jaringan melalui mekanisme parakrin yang 

memperbaiki fungsi vaskular dan mencegah remodelling patologis 

pada miokardium.
64–66,69
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Gambar 2. 7. Peran SH-MSC pada DMT2 

2.6. Air Alkali 

2.6.1. Definisi 

Air alkali adalah air yang diproses untuk meningkatkan pH-nya 

melalui penambahan mineral basa seperti kalsium (Ca), magnesium 

(Mg), atau natrium (Na), atau melalui metode elektrolisis.
70

 

Peningkatan pH ini dipercaya dapat memengaruhi keseimbangan 

asam-basa dalam tubuh, yang berpotensi memiliki dampak positif 

pada kesehatan metabolik.
71

  

2.6.2. Peran Air Alkali dalam Sindrom Metabolik  

Peran air alkali dalam sindrom metabolik salah satunya 

disebabkan oleh kemampuan dalam menurunkan radikal bebas.
71

 Air 

alkali terbentuk melalui reaksi reduksi air ([2H₂ O + 2e⁻  → H₂  + 

2OH⁻ ]), menghasilkan air dengan pH alkali, ion hidroksida (OH⁻ ) 

yang meningkat, dan potensi reduksi oksidasi (ORP) negatif akibat 

adanya gas hidrogen terlarut (H₂ ). Air ini memiliki pH berkisar 

antara sedikit alkali hingga 11,5, ORP antara -300 mV hingga lebih 
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dari -800 mV, dan kadar H₂  terlarut hingga 1,6 mg/L. Ion hidroksida 

(OH⁻ ) diketahui dapat menetralkan ROS.
72

 

Penelitian terdahulu menunjukkan bahwa air alkali yang 

diperkaya dengan hidrogen memiliki efek antioksidan yang signifikan, 

membantu menetralisir ROS dan melindungi sel dari kerusakan 

oksidatif. Studi ini mendukung peran air alkali dalam menetralkan 

ROS melalui donasi elektron.
73

 Selain itu Air alkali yang memiliki 

potensi oksidasi-reduksi (ORP) negatif dapat berperan sebagai agen 

reduksi yang baik. Ketika air alkali dikonsumsi, senyawa dengan ORP 

negatif dapat membantu menetralisir radikal bebas dengan mengubah 

ROS menjadi molekul air, yang aman bagi tubuh.
74

 Penelitian lain 

juga menunjukkan bahwa air yang diperkaya dengan hidrogen, 

termasuk air alkali, dapat meningkatkan aktivitas antioksidan tubuh, 

seperti glutation, dan mengurangi kerusakan akibat stres oksidatif. 

Temuan ini menegaskan bahwa konsumsi air alkali membantu 

memperbaiki mekanisme pertahanan antioksidan alami tubuh.
75

 

2.6.3. Peran Air Alkali dalam DMT2 

Dalam DMT2, di mana resistensi insulin dan gangguan 

metabolik adalah ciri khas utama, air alkali dapat membantu 

mengurangi stres oksidatif dan peradangan sistemik, dua faktor kunci 

yang berkontribusi pada perkembangan dan progresi DM tipe 2. 

Dengan meningkatkan pH tubuh, air alkali dapat membantu 

mengurangi beban asam yang sering dikaitkan dengan disfungsi 



33 
 

 

 

metabolik, serta meningkatkan kapasitas tubuh untuk mengatasi stres 

oksidatif yang terkait dengan resistensi insulin.
7,8

 

Peran air alkali terhadap DMT2 juga ditunjukkan oleh 

penelitian terdahulu yang menyatakan bahwa konsumsi air alkali 

dapat berpotensi memperbaiki profil glukosa darah dan sensitivitas 

insulin pada individu dengan kondisi metabolik yang terganggu. Salah 

satu mekanisme yang diajukan adalah bahwa air alkali dapat 

mengurangi akumulasi asam dalam darah dan jaringan tubuh, yang 

sering kali berkontribusi pada inflamasi kronis dan gangguan 

metabolik.
76,77

 Pengurangan kadar asam dalam tubuh dapat membantu 

meningkatkan fungsi insulin dan memodulasi jalur sinyal yang terlibat 

dalam metabolisme glukosa. Penelitian juga menunjukkan bahwa 

kondisi homeostasis pH dapat mempengaruhi kadar hormon dan 

enzim yang terlibat dalam regulasi glukosa, seperti meningkatkan 

aktivitas enzim glukosa-6-fosfatase dan mengurangi aktivitas 

glukoneogenesis.
78

 Selain itu, beberapa studi mengindikasikan bahwa 

air alkali dapat meningkatkan fungsi endotel vaskular dan mengurangi 

resistensi insulin, dua faktor yang penting dalam pengelolaan DM tipe 

2. 

2.7.  Hubungan antara SH-MSC dan air alkali terhadap ekspresi IRS-1 dan 

AKT 

Kombinasi SH-MSC dan air alkali memiliki potensi signifikan dalam 

meningkatkan ekspresi IRS-1 dan AKT yang merupakan komponen kunci 
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dalam jalur sinyal insulin yang berperan dalam pengaturan metabolisme 

glukosa dan lipid.
79,80

 Aktivasi IRS-1 memicu fosforilasi AKT, yang 

mengatur proses seperti penyerapan glukosa, sintesis glikogen, dan inhibisi 

glukoneogenesis. Pada kondisi resistensi insulin pada DMT2, ekspresi dan 

fungsi IRS-1 serta AKT sering terganggu, menyebabkan hiperglikemia dan 

gangguan metabolisme.
81,82

 

Secretome MSC mengandung berbagai faktor bioaktif, termasuk 

sitokin antiinflamasi, growth factors, dan vesikel ekstraseluler, yang dapat 

menekan inflamasi kronis dan stres oksidatif, dua faktor utama yang 

menyebabkan disfungsi IRS-1 dan AKT.
24,83

 Secretome MSC juga mampu 

memodulasi jalur fosforilasi serin pada IRS-1, sehingga meningkatkan 

sensitivitas insulin. Sementara itu, air alkali, yang memiliki sifat antioksidan 

karena kandungan ion hidroksilnya (OH-), membantu mengurangi stres 

oksidatif dan memperbaiki lingkungan mikro seluler, sehingga mendukung 

aktivasi IRS-1 dan AKT.
72,84

  

Kombinasi SH-MSC dan air alkali diperkirakan bekerja sinergis 

dalam menekan resistensi insulin. SH-MSC menargetkan perbaikan 

inflamasi dan kerusakan molekuler, sementara air alkali mengoptimalkan 

lingkungan redoks. Secara bersama-sama, keduanya dapat meningkatkan 

ekspresi IRS-1 dan AKT, memperbaiki jalur sinyal insulin, dan membantu 

mengontrol metabolisme glukosa, menjadikannya strategi potensial untuk 

mengatasi komplikasi DMT2. 
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BAB III 

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, DAN HIPOTESIS 

3.1. Kerangka Teori 

Injeksi Streptozotocin menginduksi terbentuknya ion nitrit (NO-), 

salah satu jenis dari Reactive Oxygen Species (ROS) yang bersifat oksidatif. 

Hal ini memicu stres oksidatif dengan meningkatkan produksi, yang 

memicu jalur IKK/NF-κB dan JNK/AP-1.
85

 Selain itu STZ juga memicu 

kerusakan DNA pancreas yang menyebabkan apoptosis sel beta pancreas 

dan berujung pada terbentuknya DAMP. Molekul DAMP kemudian 

ditangkap oleh sel imun dan mengaktifkan produksi protein pro inflamasi 

melalui aktivasi Nf-kB. 

Aktivasi jalur ini menghasilkan pelepasan sitokin proinflamasi seperti 

IL-6, IL-1β, TNF-α, dan IFN-γ, yang menyebabkan peradangan dan 

kerusakan pada sel beta pankreas di pulau Langerhans. Kerusakan ini 

menghambat sekresi insulin dan berkontribusi pada resistensi insulin dengan 

menghambat posporilasi IRS-1 dan berujung pada tidak teraktivasinya 

AKT.  

Sekretom MSC yang dipreparasi dalam kondisi hipoksia menunjukkan 

kemampuan lebih baik dalam mengatasi stress oksidatif, mengandung lebih 

banyak  IL-10, TGF-beta, dan miR-21 meningkatkan sensitivitas insulin 

dengan mengaktivasi jalur IRS-1 dan AKT. IL-10 mengurangi peradangan 

dan meningkatkan aktivitas IRS-1, TGF-beta memodulasi ekspresi IRS-1 
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serta mengaktifkan jalur PI3K/AKT, sementara miR-21 menghambat PTEN, 

meningkatkan aktivasi AKT, dan memperbaiki sensitivitas insulin.
86

 

Air alkali yang dikenal kaya ion hidroksida yang memiliki sifat 

antioksidan dan antiinflamasi, juga berperan dalam menurunkan ROS dan 

menghambat pelepasan sitokin proinflamasi.
71

 Selain itu air alkali mampu 

meningkatkan aktivitas enzim-enzim antioksidan yang berperan dalam 

menekan ROS dan peradangan. Dengan mengurangi ROS dan peradangan, 

air alkali berkontribusi pada perlindungan sel beta pankreas dan 

meningkatkan sekresi insulin. Ini diharapkan berdampak positif pada 

ekspresi IRS-1 dan AKT, dan memperbaiki respons insulin serta 

mengurangi resistensi insulin. Secara keseluruhan, pengaruh gabungan dari 

SH-MSC dan air alkali pada ekspresi IRS-1dan ekspresi AKT seharusnya 

menunjukkan potensi terapeutik dalam mengatasi resistensi insulin dan 

hiperglikemia, serta meningkatkan kontrol glikemik pada pasien diabetes. 

 

 

 

 

 

 



37 
 

 

 

 

Gambar 3. 1 Kerangka Teori 
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3.2. Kerangka konsep 

  

 

Gambar 3. 2. Kerangka Konsep 

 

3.3. Hipotesis 

Terdapat peningkatan ekspresi IRS-1 dan ekspresi AKT pasca 

pemberian SH-MSC dan Air Alkali pada Tikus Jantan Galur Wistar Model 

DMT2 dibandingkan kontrol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SH-MSC dan Air 

Alkali  
Ekspresi IRS-1 Ekspresi AKT 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1.  Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo yang 

menggunakan rancangan penelitian Randomised Post Test Only Control 

Group Design. Penelitian ini menggunakan 5 kelompok, 2 kelompok 

perlakuan dan intervensi, 1 kelompok perlakuan yang tidak mendapatkan 

intervensi (kontrol negatif), 1 kelompok perlakuan yang mendapat terapi 

standar (kontrol positif) dan 1 kelompok tikus sehat sebagai base line data. 

Pengukuran data dilakukan setelah intervensi.
87,88

 

Penelitian ini menggunakan 5 kelompok dengan rincian sebagai 

berikut: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4. 1 Rancangan Penelitian 
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Keterangan : 

S = Sampel  

A = Aklimatisasi 

R = Randomisasi 

I = Induksi DMT2 

V = Validasi gula darah dan HOMA-IR  

K1 = Tikus sehat tidak diberi perlakuan 

K2 = Tikus DMT2 diberi injeksi intraperitoneal NaCl 0,9% 500 µL 

K3 = Tikus DMT2 diberi metformin per oral sonde 45mg/kgbb 

K4 = Tikus DMT2 diberi injeksi intraperitoneal SH-MSC 500 µL  

K5 = Tikus DMT2 diberi injeksi intraperitoneal SH-MSC 500 µL dengan air 

alkali oral 5 mL/ hari 

O1K1 = Observasi ekspresi IRS-1 dan ekspresi AKT K1 

O2K2 = Observasi ekspresi IRS-1 dan ekspresi AKT K2 

O3K3 = Observasi ekspresi IRS-1 dan ekspresi AKT K3 

O4K4 = Observasi ekspresi  IRS-1 dan ekspresi AKT K4 

O5K5 = Observasi ekspresi  IRS-1 dan ekspresi AKT K5 

 

 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.2.1 Variabel Penelitian 

a. Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah SH-MSC dan Air Alkali 

b. Variabel Antara 

Variabel antara dalam penelitian ini adalah Ekspresi IRS-1 
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c. Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah Ekspresi AKT 

d. Variabel Prakondisi 

Variabel prakondisi dalam penelitian ini adalah DMT2 

e. Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah strain tikus Wistar, 

umur, jenis kelamin, berat badan, nutrisi/pakan tikus, dan kondisi 

lingkungan tempat pemeliharaan hewan coba. 

4.2.2 Definisi Operasional Variabel 

a. Sekretom Hipoksia-Mesenchymal Stem Cells (SH-MSC)  

  Kumpulan molekul bioaktif dari stromal vascular fraction-

derived mesenchymal, produksi SCCR Semarang, yang 

dikondisikan pada keadaan 5% Oksigen selama 24 jam, suhu    37 

ºC dan disaring dengan dengan metode TFF filter 10-500kDa. 

Validasi dengan ELISA KIT untuk kadar IL-6, TNFα, IL-10, 

TGFꞵ, VEGF, FGF dan PDGF. Diberikan secara injeksi 

intraperitoneal pada hari ke 8, 15, dan 22 dengan dosis 500 µL 

menggunakan spuit 1cc, needle 27G. 

- Satuan : uL 

- Skala   : rasio 

b. Air Alkali  

Air alkali dengan pH 8+ diperoleh dari PT. SCCR 

Indonesia melalui teknologi nanopartikel dan diberikan secara oral 
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menggunakan metode sonde sebanyak 5 mL/hari, dibagi dalam 2x 

pemberian masing-masing 2,5 mL.
6
 Diberikan selama 28 hari (hari 

ke-1 sampai hari ke-29). 

- Satuan : mL 

- Skala   : rasio 

c. Ekspresi IRS-1 

 Ekspresi IRS-1 merujuk pada tingkat atau jumlah protein 

IRS-1 yang dihasilkan dalam sel. Ekspresi IRS-1 diukur dari 

jaringan pankreas pada hari ke-30 menggunakan teknik RT-PCR 

dengan primer gen berupa Primer Rat IRS-1 Forward 5’-CTG 

CAT AAT CGG GCA AAG GC-3, Reverse 5’-CAT CGC TAG 

GAG AAC CGG AC-3’. Hasil Ekspresi IRS-1 akan dianalisis dan 

dibandingkan antar kelompok untuk menilai dampak terapi 

terhadap peningkatan sensitivitas insulin dan kontrol glikemik. 

- Satuan   : fold change 

- Skala     : rasio 

d. Ekspresi AKT 

 Ekspresi AKT merujuk pada tingkat atau jumlah protein 

AKT yang dihasilkan dalam sel. Ekspresi AKT diukur dari jaringan 

pankreas pada hari ke-30 menggunakan teknik RT-PCR dengan 

primer gen berupa Primer Rat AKT Forward 5’-

CCTCAAGAATGATGGCACCT-3’ Reverse 5’-

TTTGAGTCCATCAGCCACAG-3’. Hasil Ekspresi AKT akan 
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dianalisis dan dibandingkan antar kelompok untuk menilai dampak 

terapi terhadap peningkatan sensitivitas insulin dan kontrol 

glikemik. 

- Satuan : fold change 

- Skala   : rasio 

4.3.  Subyek Penelitian dan Sampel Penelitian 

4.3.1 Subyek penelitian 

Penelitian ini mengacu pada penelitian sebelumnya dengan 

menggunakan tikus jantan galur Wistar umur 6 sampai 8 minggu, 

berat 200 - 250 gram didapatkan dari Laboratorium Stem Cell and 

Cancer Research Indonesia, Semarang. Tikus dipelihara dalam 

kandang plastik yang berukuran 37 x 40 x 18 cm dengan kondisi 

temperatur ruangan 23-25°C, kelembaban 40-70% dan siklus gelap 

terang setiap 12 : 12 jam. Tikus diadaptasi selama 7 hari dengan diberi 

pakan standar rat chow pellet dan air minum secara ad libitum.
88

 

4.3.2 Sampel Penelitian 

4.3.2.1 Kriteria inklusi  

a) Tikus putih jantan galur Wistar 

b) Usia 6-8 minggu 

c) Berat badan 200-250 gr 

d) Sehat, tidak ada kelainan anatomi 

e) Bergerak aktif 
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f) Tidak pernah digunakan dalam penelitian lain sebelumnya 

4.3.2.2 Kriteria Eksklusi 

a) Tikus yang tidak berhasil diinduksi menjadi DMT2 setelah 

disuntik STZ, ditandai dengan kadar gula darah puasa < 126 

mg/dl dan kadar HOMA IR < 2.9 

4.3.2.3 Kriteria Drop Out 

a) Tikus mengalami infeksi atau  

b) Tikus mati selama penelitian.  

4.3.3. Cara Penentuan Sampel Penelitian 

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan 

cara Randomized Sampling. Tikus putih jantan galur Wistar dibagi 

menjadi 5 kelompok yaitu kelompok sehat, kontrol negatif ( tikus 

model DMT2 yang diberikan NaCl 0.9%), kontrol positif ( tikus 

model DMT2 dengan pemberian metformin 45 mg/kgBB secara oral ), 

perlakuan 1 (tikus DMT2 yang mendapatkan intervensi injeksi 

intraperitoneal SH-MSC dengan dosis 500 μl), dan perlakuan 2 (tikus 

model DMT2 yang mendapatkan intervensi injeksi intraperitoneal SH-

MSC dengan dosis 500 μl yang dikombinasikan air alkali secara oral 

dengan dosis 5mL/hari). 
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4.4.  Besar Sampel 

Besar sampel pada penelitian ini dihitung dengan menggunakan rumus 

sampel Federer yaitu (t-1) (n-1) ≥ 15 dengan t adalah banyaknya perlakuan 

dan n adalah banyaknya sampel setiap perlakuan. Sehingga 

penghitungannya adalah sebagai berikut: 

Rumus Federer  : (t-1)(n-1) ≥ 15 

Sampel tiap Kelompok : (5-1)(n-1) ≥ 15 

 4n-4 ≥ 15 

 4n ≥ 15+4 

 n ≥ 5 

Berdasarkan penghitungan Federer didapatkan jumlah tikus 5 ekor 

perkelompok. Masing-masing kelompok penelitian ditambah 1 ekor sebagai 

cadangan sehinga total tikus per kelompok sejumlah 6 ekor.
88

 

4.5. Alat dan Bahan  

4.5.1. Alat penelitian 

- Penggiling dengan mesh 80 mm 

- Head Stirrer 

- Rotary evaporator  

- Sentrifuge 

- Waterbath 

- Vaccum Pump 
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- Circulated Chiller 

- Set kandang dengan tempat pakan dan minum 

- alat cukur 

- sarung tangan 

- tempat fiksasi 

- objek glass 

- kaca penutup 

- pisau scalpel 

- pinset 

- freezer dengan suhu -20°C 

- microtome 

- mesin processor jaringan otomatis 

- assay plate 

- mikropipet single channel 

- mikropipet multichannel 

- incubator 

- vortex 

- Spektrofotometer 450 nm UV-Vis 

4.5.2. Bahan penelitian 

- SH-MSC 

- Air Alkali 

- Pellet 



47 
 

 

 

- Povidon iodine 

- Akuabides 

- Primer Rat IRS-1 Forward 5’-CTGCATAATCGGGCAAAGGC-3’  

- Primer Rat IRS-1 Reverse 5’-CATCGCTAGGAGAACCGGAC-3’ 

- Primer Rat AKT Forward 5’-CCTCAAGAATGATGGCACCT-3’ 

- Primer Rat AKT Reverse 5’-TTTGAGTCCATCAGCCACAG-3’ 

- Phosphat buffer saline  

- Streptozotocine 

- Nicotinamide 

- Citrate buffer 

- RNA later 

- RNAse inhibitor 

 

4.6. Cara Penelitian  

4.6.1. Ethical clearance 

Penelitian dimulai dengan pengajuan permohonan persetujuan 

etik kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan 

Agung Semarang. Langkah ini diambil setelah mendapatkan 

persetujuan proposal penelitian dari pembimbing dan penguji. 

Permohonan persetujuan etik ini diperlukan untuk memastikan bahwa 

penelitian dilakukan sesuai dengan prinsip-prinsip etika dalam 

penggunaan hewan percobaan. Selain itu, persetujuan etik juga 

menjamin bahwa perlakuan terhadap hewan coba akan dilakukan 
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dengan memperhatikan kesejahteraan dan hak-hak hewan, serta 

meminimalkan penderitaan yang tidak perlu.  

4.6.2. Pemeliharaan Hewan Coba 

Penelitian ini menggunakan tikus galur Wistar umur 6 sampai 8 

minggu,berat 200-250 gram didapatkan dari Laboratorium Stem Cell 

and Cancer Research Indonesia, Semarang. Tikus dipelihara dalam 

kandang plastik yang berukuran 37 x 40 x 18 cm dengan kondisi 

temperatur ruangan 23-25ꞵ C, kelembaban 40-70% dan siklus gelap 

terang setiap 12 : 12 jam. Tikus diadaptasi selama 7 hari dengan diberi 

pakan standar BR A591K dan air minum secara ad libitum. 

4.6.3. Induksi DMT2 

Induksi DMT2 dilakukan dengan injeksi Nicotinamide dengan 

dosis 15 mg/kg secara intra peritoneal dan setelah 15 menit dilakukan 

injeksi STZ dengan dosis 50 mg/kg berat badan yang telah dilarutkan 

dalam sodium citrate 0,1 M secara intra peritoneal dengan spuit 1 cc, 

selain itu tikus diberi minum larutan sukrosa 30% sebanyak 50 cc 

secara ad libitum selama 2 hari.
89

 Pengukuran glukosa darah puasa 4-6 

jam diambil dari pembuluh darah ekor/vena lateralis dilakukan 7 hari 

setelah suntikan STZ terakhir, masing-masing menggunakan 

glukometer glucoDR Bio-sensor. Tikus dinyatakan diabetes apabila 

glukosa darah puasa > 126 mg/dL. 
88
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4.6.4. Validasi HOMA-IR 

Validasi HOMA-IR dilakukan pada hari ke-7 setelah injeksi 

STZ. Serum darah diambil dari vena sub orbita tikus 4-6 jam puasa, 

kadar insulin dievaluasi dengan ELISA. Glukosa darah puasa dihitung 

menggunakan alat pengukur gula darah. Nilai HOMA-IR pada tikus 

diabetes yang yaitu >2.9.
90,91

 Penghitungan HOMA-IR menggunakan 

rumus : 

Insulin darah puasa (µU/ml) x glukosa darah puasa (mmol/ml) 

22,5 

4.6.5.  Pembuatan Air Alkali  

Prosedur ini dimulai dengan sintesis nanopartikel yang akan 

digunakan untuk meningkatkan pH air. Nanopartikel umumnya 

diproduksi melalui metode kimia atau fisik, seperti reduksi kimia, 

presipitasi, atau penguapan. Setelah nanopartikel sintetis berhasil 

diproduksi, mereka perlu dikarakterisasi untuk memastikan ukuran, 

morfologi, dan kemurniannya sesuai dengan spesifikasi yang 

diinginkan. 

Selanjutnya, nanopartikel yang telah dikarakterisasi akan di-

disperse dalam matriks pembawa, sering kali berupa pelarut atau 

larutan stabil, untuk memastikan distribusi yang merata dalam air. 

Proses ini memerlukan perhatian khusus pada parameter-parameter 

seperti konsentrasi nanopartikel dan metode pencampuran untuk 

mencapai hasil yang optimal. 
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4.6.6. Isolasi MSC dan Pembuatan SH-MSC 

Seluruh prosedur dilaksanakan di dalam biosafety cabinet kelas 

2, menggunakan peralatan steril dan dengan menjaga tingkat sterilitas 

yang tinggi. Umbilical cord bersama janin tikus dikumpulkan dan 

ditempatkan dalam wadah steril berisi NaCl 0,9%. Dengan 

menggunakan pinset, umbilical cord dan janin tikus dipindahkan ke 

petri dish, kemudian dicuci dengan PBS hingga bersih. Setelah itu, 

umbilical cord dipisahkan dari janin tikus, dan pembuluh darahnya 

dibuang. Umbilical cord dicacah hingga halus dan diletakkan secara 

merata di atas flask 25T, lalu dibiarkan selama 3 menit agar jaringan 

melekat pada permukaan flask. Medium komplit yang terdiri dari 

DMEM, fungizon, penstrep, dan FBS ditambahkan perlahan hingga 

menutupi jaringan. Eksplan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C 

dengan 5% CO2. Sel mulai muncul setelah sekitar 14 hari sejak proses 

kultur dimulai. Penggantian medium dilakukan setiap 3 hari dengan 

cara membuang setengah dari medium lama dan menggantinya 

dengan medium komplit yang baru. Pemeliharaan sel dilakukan 

hingga mencapai konfluensi 80%. 

Setelah MSCs mencapai konfluensi 80%, medium kultur lengkap 

ditambahkan hingga volume mencapai 10 mL. Flask yang berisi MSC 

kemudian dipindahkan ke dalam hypoxic chamber. Gas nitrogen 

dialirkan melalui katup inlet, dan sebuah oxygen meter diletakkan 

pada lubang sensor untuk memantau konsentrasi oksigen di dalam 
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chamber. Nitrogen ditambahkan sampai jarum indikator menunjukkan 

konsentrasi oksigen sebesar 5%. Chamber yang berisi flask kemudian 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. Setelah periode inkubasi 

selesai, media kultur diambil dan disaring menggunakan TFF untuk 

memperoleh SMSCs. 

4.6.7. Pembacaan CD90, CD29, CD45, dan CD31 dengan Flow 

Cytometry 

1. Lepaskan sel dari flask menggunakan larutan detachment BDTM 

AccutaseTM (cat No. 561527) atau larutan detachment lainnya. 

Cuci sel-sel tersebut dan lakukan resuspensi pada konsentrasi 

1x10
7
 sel/ml dalam BD PharmingenTM Stain Buffer (cat. No. 

554656) atau Phosphate Buffer Saline (PBS). Jika jumlah sel 

terbatas, resuspensi dapat dilakukan pada konsentrasi 5x10
6
 

sel/ml. 

2. Siapkan tabung Falcon 5 ml yang berisi reagen flow cytometry 

sesuai dengan tabel 4.1. 

3. Ulangi langkah 2 untuk membuat 5 sampai 7 tabung, masing-

masing untuk sampel yang akan dianalisis. 

4. Pipet 100 µl sampel ke dalam masing-masing tabung. 

5. Vortex atau goyang tabung untuk memastikan pencampuran yang 

merata. 

6. Inkubasi selama 30 menit pada suhu kamar di dalam ruang gelap. 
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7. Cuci sampel dua kali dengan stain buffer (PBS) dan resuspensi 

dengan 300-500 µl stain buffer (PBS) atau satu kali dengan 

washing buffer (FBS). 

8. Bacalah sampel menggunakan flow cytometry. Gunakan tabung 1-

5 sebagai kontrol untuk mengatur flow cytometry. 

Tabel 4. 1. Reagen yang digunakan dalam flow cytometry 

Tabung Reagen 
Volume yang 

dimasukan 

1 FITC mouse anti-human CD29 5µl 

2 PE mouse anti-human CD90 5µl 

3 
PerCP-CyTm 5.5 mouse anti-

human CD45 
5µl 

4 APC Mouse anti-human CD31 5µl 

5 Kosong - 

6 

hMSC positive isotype control 

cocktail 
20µl 

hMSC negative isotype control 

cocktail 
20µl 

7 
hMSC positive cocktail 20µl 

PE hMSC negative cocktail 20µl 

 

4.6.8. Uji Diferensiasi MCSs 

MSCs dikultur pada kepadatan 1,5 x 10^4 sel per well dalam 24 

well plate dengan menggunakan media standar yang mengandung 

DMEM (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), ditambahkan dengan 10% 

FBS (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) dan 1% penisilin (100 U/mL) / 

streptomisin (100 μg/mL) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA). Sel-sel 

ditumbuhkan pada suhu 37 °C dengan 5% CO2 dan kelembapan ≥ 

95%. Setelah mencapai 80% konfluensi, media standar diaspirasi dan 
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diganti dengan media diferensiasi osteogenik yang terdiri dari Media 

Basal Diferensiasi Osteogenik MesenCult™ (Stem Cell Technologies, 

Vancouver, BC, Canada), ditambah 20% Suplemen Diferensiasi 

Osteogenik MesenCult™ 5X (Stem Cell Technologies, Vancouver, 

BC, Canada) dan 1% L-Glutamine (Gibco™ Invitrogen, NY, USA). 

Media diferensiasi diperbarui setiap 3 hari. Setelah sekitar 21 hari, 

matriks tulang yang terbentuk dapat divisualisasikan menggunakan 

pewarnaan dengan 1 mL larutan Alizarin Red 2% (Sigma, St. Louis, 

MO, USA). 

Untuk uji diferensiasi adipogenik, prosedur serupa diterapkan. 

Setelah media kultur diganti dengan Basal Diferensiasi Adipogenik 

MesenCult™ (StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada), 

ditambah 20% Suplemen Diferensiasi Adipogenik MesenCult™ 5X 

(StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada) dan 1% L-

Glutamine (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), media diferensiasi 

diperbarui setiap 3 hari selama sekitar 30 hari. Diferensiasi adipogenik 

divisualisasikan dengan pewarnaan menggunakan Oil Red O (Sigma, 

St. Louis, MO, USA). 

4.6.9. Proses Hipoksia dan TFF 

1. MSC yang telah mencapai 80% konfluensi ditambahkan medium 

komplit hingga 10 mL. 

2. Flask yang telah berisi MSC kemudian masukkan ke dalam 

hypoxic chamber. 
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3. Gas nitrogen disalurkan melalui katup inlet dan oxygen meter 

ditempatkan pada lubang sensor untuk mengukur konsentrasi 

oksigen di dalam chamber. 

4. Nitrogen ditambahkan hingga jarum indikator menunjukkan 

konsentrasi 5% oksigen. 

5. Chamber yang telah berisi flask diinkubasi selama 24 jam pada 

suhu 37
0
C. 

6. Setelah 24 jam, media kultur diambil dan saring dengan 

menggunakan TFF untuk mendapatkan SMSCs. 

4.6.10. Validasi SH-MCSs 

Kandungan molekul proinflamasi, antiinflamasi, dan faktor 

pertumbuhan dalam SH-MSC divalidasi menggunakan ELISA Kit. 

Analisis dilakukan untuk mengukur kadar molekul proinflamasi 

seperti SDF-1, VEGF, dan IL-10. 

4.6.11. Perlakuan Hewan Coba 

Setelah tikus model DMT2 terbentuk, tikus kontrol negatif (K2) 

disuntik intraperitoneal dengan NaCl 0,9% pada dosis 500 µL. 

Sebagai Kontrol Positif (K3) dilakukan pemberian per oral dengan 

metode sonde, metformin 45 mg/kgbb. SH-MSCs diinjeksi secara 

intraperitoneal pada dosis 500 µL pada hari ke-8, ke-15, dan ke-22 

untuk K4 dan K5.
92

 Selain itu, K5 juga mendapatkan asupan oral air 

alkali 5 mL/hari melalui sonde hingga hari ke 29.
93

 Terminasi dan 

pengambilan sampel dilakukan pada hari ke-30. 
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4.6.12. Pengambilan Sampel Darah Tikus 

Pengambilan sampel darah tikus melalui vena orbital 

menggunakan tabung hematokrit. Sentrifuse pada kecepatan 3000 

rpm selama 10 menit untuk mendapatkan serum. Pengambilan serum 

dilakukan pada hari ke 7 setelah induksi STZ untuk analisis kadar 

insulin. 

4.6.13. Pengambilan Sampel Jaringan Pankreas Tikus 

1. Pengambilan sampel dilakukan di hari ke-30 

2. Sterilkan pisau bedah, pinset, tabung sampel, serta siapkan 

larutan saline, nitrogen cair, dan formalin untuk fiksasi. 

3. Matikan tikus secara etis menggunakan inhalasi isofluran atau 

CO2, sesuai protokol yang disetujui komite etika. 

4. Letakkan tikus pada punggungnya di atas permukaan steril, lalu 

rentangkan kaki dengan pin. 

5. Buat sayatan di garis tengah perut untuk membuka rongga perut 

dan expose hati. 

6. Potong jaringan hati sekitar 50-100 mg menggunakan pisau 

bedah steril, lalu simpan dalam tabung yang berisi RNA later. 

4.6.14. cDNA sintesis 

1. Ambil sampel pankreas seberat 100 mg, potong kecil-kecil, lalu 

masukkan ke dalam tabung yang telah berisi 50 mL RNA Iso 

Plus. 
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2. Hancurkan potongan jaringan menggunakan micropestle, 

tambahkan lagi 50 mL RNA Iso Plus, dan biarkan selama 5 

menit pada suhu ruangan. 

3. Tambahkan 20 mL kloroform ke dalam larutan, kemudian aduk 

hingga campuran tampak berwarna putih susu. 

4. Inkubasi campuran tersebut selama 2–3 menit pada suhu 

ruangan, kemudian sentrifugasi pada kecepatan 15.000 rpm 

selama 15 menit pada suhu 4°C. Setelah sentrifugasi, akan 

terbentuk tiga lapisan: lapisan atas berupa RNA dalam fase cair, 

lapisan tengah berisi DNA (fase setengah padat), dan lapisan 

bawah mengandung sisa-sisa sel. 

5. Pindahkan lapisan atas yang berisi RNA ke tabung sentrifuge 

baru, ukur volumenya, lalu tambahkan isopropanol dengan 

volume yang sama dengan lapisan RNA tersebut. 

6. Goyangkan tabung hingga terbentuk serat-serat putih, lalu 

sentrifugasi kembali pada 15.000 rpm selama 10 menit pada 

suhu 4°C. Setelah itu, buang supernatan dan biarkan pelet putih 

terlihat di dasar tabung. 

7. Keringkan pelet, tambahkan 100 mL etanol 70% yang dilarutkan 

dalam larutan DEPC (Diethyl pyrocarbonate), aduk kembali, 

dan sentrifugasi lagi pada kecepatan 15.000 rpm selama 5 menit 

pada suhu 4°C. 
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8. Buang supernatan, tambahkan 30–50 µL DEPC, dan inkubasi 

larutan tersebut pada suhu 55°C selama 10 menit. Larutan RNA 

total yang diperoleh kemudian disimpan pada suhu -80°C. 

Kuantifikasi RNA dilakukan menggunakan Nanodrop dengan 

target konsentrasi sebesar 3000 ng. 

9. Untuk sintesis cDNA, campurkan RNA yang telah dikuantifikasi 

dengan 1 µL Oligo(dT) dan PCR water hingga mencapai volume 

10 µL. Campuran ini diinkubasi selama 5 menit pada suhu 70°C. 

10. Selanjutnya, gabungkan campuran A dengan campuran B yang 

terdiri dari 4 µL buffer 5X, 5 µL air yang telah diolah dengan 

DEPC, dan 1 µL enzim ReverTraAce. Inkubasi campuran 

tersebut pada suhu bertahap: 25°C selama 5 menit, 42°C selama 

50 menit, dan 85°C selama 5 menit. Proses ini menghasilkan 

cDNA. 

4.6.15. Pembacaan ekspresi gen IRS-1 dan AKT dengan RT-PCR 

1. Ekspresi gen IRS-1 dan AKT dianalisis menggunakan metode 

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). 

2. Reaksi PCR dilakukan dengan mencampurkan 3 µL cDNA 

sampel, 12,5 µL Taq master mix yang berisi dNTPs, Taq DNA 

polymerase, reaction buffer, dan MgCl2, 0,6 µL primer spesifik 

untuk gen target (primer forward dan reverse), serta 8,3 µL 

Nuclease Free Water. 
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3. Primer yang digunakan untuk gen IRS-1 adalah Forward: 5′-CTG 

TCA CGG AGA CCA ATG TGG-3′ dan Reverse: 5′-AAG GCG 

TAG CTG AAC AAG GTG-3′; Sedangkan untuk gen AKT, 

mengunakan primer Forward: 5′-CTG CTG AGG AGG ATT 

GTC CAC-3′ dan Reverse: 5′-CAC AAC AGC AAG GAG GTG 

A-3′. 

4. Produk PCR kemudian diuji menggunakan metode RT-PCR 

dengan perangkat Illumina. 

5. Tingkat ekspresi gen diukur dengan menghitung rasio terhadap 

gen housekeeping, kemudian data dianalisis menggunakan 

perangkat lunak EcoStudy. 

4.7. Tempat dan Waktu Penelitian 

Pembuatan SH-MSC dan Air Alkali dilakukan di Laboratorium SCCR 

Indonesia Semarang. Pemeliharaan, induksi hewan coba, dan perlakuan 

hewan coba dilakukan di Animal Model Research Center SCCR Indonesia. 

Penelitian di lakukan pada bulan Desember 2024 - Januari 2025.  

4.8. Analisa Data 

Analisis data dilakukan dengan software SPSS. Uji deskriptif 

digunakan untuk mengukur Ekspresi IRS-1dan AKT pada Tikus Wistar dari 

penelitian ini. Skala data yang digunakan adalah skala rasio. Setelah itu data 

diperoleh data diuji dengan Shapiro-Wilk dan Levene untuk analisis 
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normalitas dan homogenitas. Uji beda menggunakan analisis One-Way 

ANOVA dengan uji Post Hoc LSD. 
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4.9. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

  
Gambar 4. 2 Alur Penelitian 

K4 (Injeksi 

IP SH-MSC 

500 uL H8, 

H15, H22 ) 

Tikus Putih Jantan Galur Wistar 

25 Ekor 

Randomisasi (hari ke-0) 

Induksi DMT2 (Hari ke 1-7) 

STZ 50mg/kgbb IP Larutan 

Sukrosa 30% 50cc ad libitum 

Validasi Gula darah dan HOMA-

IR (Hari ke 7) 

K1 

(Kontrol 

Tikus 

Sehat) 

Terminasi dan pengambilan sampel di Hari 30 setelah perlakuan   

SH-MSC 

Analisis RT-PCR IRS-1 dan AKT  

Analisis Statistik 

Air alkali  

PH 8+ 

Aklimatisasi 7 hari 

K3 

(metformin 

(45mg/kgbb 

per oral) H8, 

H15, H22 

K5 (Injeksi IP 

SH-MSC 500 uL 

H8, H15, H22 

dan Air alkali 5 

ml P.O, H1-29) 

K2 (Injeksi 

IP NaCl 

0,9% 500 

uL) H8, 

H15, H22 

Validasi Gula darah 

dan HOMA-IR 

Tanpa induksi DMT2 
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1. Hasil Penelitian 

5.1.1. Hasil Validasi EH-MSC 

MSC diperoleh melalui proses isolasi di Laboratorium SCCR 

Indonesia, Semarang, dengan memanfaatkan tali pusat tikus pada usia 

kehamilan 21 hari sebagai sumber sel. Setelah isolasi, sel-sel tersebut 

ditumbuhkan dalam flask berisi media DMEM. Pada pasase kelima, 

morfologi sel diamati menggunakan mikroskop. Hasil pengamatan 

mengungkapkan bahwa sel-sel tersebut memiliki ciri khas MSC, 

yakni berbentuk memanjang seperti spindle (fusiform) dan mampu 

menempel pada permukaan flask (Gambar 5.1A). 

Untuk memastikan identitas MSC, dilakukan analisis flow 

cytometry guna mengukur ekspresi penanda permukaan sel. Teknik ini 

digunakan untuk mendeteksi keberadaan protein spesifik pada 

membran sel, yang menjadi kunci dalam mengonfirmasi karakteristik 

MSC. Penanda yang diteliti meliputi CD90 dan CD29 yang 

merupakan penanda positif MSC, serta CD45 dan CD31 sebagai 

penanda negatif MSC. Hasil analisis menunjukkan bahwa sel-sel 

tersebut secara dominan mengekspresikan CD90 (99,98%) dan CD29 

(95,25%), sementara ekspresi CD45 (0,12%) dan CD31 (0,05%) 

sangat minimal (Gambar 5.1B). Hasil ini memperkuat kesimpulan 
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bahwa sel yang dikultur memenuhi kriteria MSC berdasarkan profil 

ekspresi penanda permukaan sel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5. 1. Validasi Karakteristik MSC. (A) morfologi MSC 

berbentuk spindle-like pada pembesaran 100x. (B) 

Analisis flow cytometry ekspresi surface marker CD90, 

CD29, CD45, dan CD31. 

 

Setelah validasi melalui metode flow cytometry, sesuai dengan 

kriteria yang ditetapkan oleh International Society of Cell Therapy 

(ISCT), MSC harus memiliki kemampuan untuk berdiferensiasi 

A 

B 
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menjadi berbagai jenis sel. Untuk menguji hal ini, sel-sel diinduksi 

guna mengevaluasi potensi diferensiasinya. Dalam penelitian ini, 

kemampuan diferensiasi MSC diuji untuk membentuk sel-sel dewasa, 

seperti osteosit dan adiposit, dengan menggunakan medium khusus 

yang dirancang untuk memicu proses diferensiasi. Verifikasi 

kemampuan diferensiasi ini sangat penting untuk memastikan sifat 

multipoten MSC, yang merupakan karakteristik dari sel punca. Hasil 

penelitian mengungkapkan bahwa MSC berhasil berdiferensiasi 

menjadi osteosit, yang dikonfirmasi melalui pewarnaan positif dengan 

Alizarin Red, serta menjadi adiposit, yang teridentifikasi melalui 

pewarnaan Oil Red O. Temuan ini membuktikan bahwa MSC 

memiliki kemampuan untuk berkembang menjadi sel-sel fungsional 

tertentu ketika diberikan kondisi yang tepat (Gambar 5.2 A dan B). 

  

 

 

 

Gambar 5. 2. Kemampuan MSC berdiferensiasi menjadi osteosit pada 

pewarna alizarin red dan (B) Adiposit pada pewarnaan 

oil red o (ditunjukkan dengan panah hitam, perbesaran 

400x). 

MSC selanjutnya diinkubasi dalam lingkungan hipoksia 

dengan konsentrasi oksigen 5% selama 24 jam menggunakan chamber 

hipoksia. Setelah masa inkubasi, medium kultur yang mengandung 

A B 
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sekretom MSC dipanen dan disaring melalui metode Tangential Flow 

Filtration (TFF) dengan rentang ukuran molekul 10-100 kDa untuk 

memperoleh SH-MSC. Hasil analisis profil protein SH-MSC 

ditampilkan dalam Tabel 5.1.  

Tabel 5. 1. Profil Sitokin SH-MSC 

Paramater Hasil Standar Metode Analisis 

VEGF 1064,74 pg/mL >500 pg/mL ELISA 

SDF-1 7374,95 pg/mL >500 pg/mL ELISA 

IL-10 523,23 pg/mL >500 pg/mL ELISA 

 

5.1.2. Hasil Validasi Diabetes Melitus Tipe 2 

Validasi pembentukan model DMT2 pada tikus dilakukan 

mengukur GDP dan HOMA-IR didapatkan hasil seperti pada tabel 

5.2. 

Tabel 5. 2. Hasil Validasi Tikus DMT2  

Parameter Nilai Standar Nilai Analisis 

Gula Darah Puasa 105 mg/dL 481 mg/dL 

HOMA-IR 0,77 20,91 

 

Setelah tikus tervalidasi mengalami DMT2, tikus yang tanpa 

induksi STZ digunakan sebagai kontrol sehat (K1), sedangkan tikus 

yang mengalami DMT2 akibat induksi STZ dibagi menjadi 4 

kelompok perlakuan secara acak yaitu K2 (tikus DMT2 diinjeksi IP 

NaCl 500 uL), K3 (Tikus dengan metformin per oral dosis 45 
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mg/kgBB), K4 (tikus DMT2 dengan injeksi IP SH-MSC 500 uL pada 

hari ke-8, 15 dan 22), K5 (tikus DMT2 dengan injeksi IP SH-MSC 

500 uL pada hari ke-8, 15 dan 22 dan air alkali 5 ml pada hari ke 1 

sampai 29). 

Pengambilan sampel jaringan dilakukan pada hari ke-30 

setelah diterminasi. Jaringan pankreas kemudian dihomogenisasi 

menggunakan trizole RNAse inhibitor untuk menghambat kerusakan 

RNA yang diekstraksi. Setelah RNA didapatkan, analisis ekspresi 

IRS-1 dan AKT dilakukan menggunan RT-PCR. 

5.1.3. Ekspresi IRS-1 

Hasil penelitian pengaruh pemberian SH-MSC dan air alkali 

terhadap ekspresi IRS-1 pada tikus model DM2 menemukan bahwa 

kelompok K1 (tikus sehat), nilai ekspresi IRS-1 berada pada base line 

sebesar 1,00±0,00. Sementara itu, kelompok K2 menunjukkan 

peningkatan ekspresi sebesar 2,24±0,87. Pada kelompok K3 terjadi 

peningkatan ekspresi IRS-1 menjadi 3,41±1,13, kemudian K4, 

ekspresi IRS-1 meningkat lebih tinggi dibandingkan K2, dengan nilai 

4,59±0,87. Sedangkan kelompok K5, yang menerima kombinasi SH-

MSC dan air alkali, menunjukkan peningkatan ekspresi tertinggi 

dengan nilai 7,57±1,23.   

Uji normalitas Saphiro-Wilk menunjukkan data terdistribusi 

normal dan homogen (P>0,05). Berdasarkan data yang normal dan 
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homogen, dilanjutkan dengan uji beda menggunakan uji ANOVA. 

Hasil analisis menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan 

antar kelompok (P<0,05), mengindikasikan bahwa perlakuan yang 

diberikan memiliki efek yang nyata terhadap ekspresi IRS-1. 

Deskripsi dan analisis data ditampilkan pada tabel 5.3. 

Tabel 5. 3. Data Hasil Analisis Ekpresi IRS-1 

  Kelompok 

Variabel K1 

Rerata±SD 

K2 

Rerata±SD 

K3 

Rerata±SD 

K4  

Rerata±SD 

K5  

Rerata±SD 

P 

IRS-1 1,00±0,00 2,24±0,87 3,41±1,13 4,59±0,87 7,57±1,23  

Shapiro 

Wilk 

-  0,160  0,400 0,448 0,252   

Lavene test      0,462 

One Way 

Anova 

     0,000 

 

Berdasarkan data ekspresi IRS-1 yang memiliki beda nyata 

setelah uji parametrik One Way ANOVA. Selanjutnya, untuk 

mengevaluasi hubungan antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc LSD, 

karena data bersifat normal dan homogen. 

Tabel 5.4. Uji Post Hoc LSD Ekspresi Gen IRS-1 

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi 

K2 K3 0,066 

 K4 0,001 

 K5 0,000 

K3 K4 0,064 

 K5 0,000 

K4 K5 0,000 

 

Data hasil uji post hoc LSD tersebut ditampilkan dalam Tabel 

5.4. Berdasarkan hasil analisis data ditemukan bahwa K4 tidak 
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berbeda secara signifikan dibandingkan dengan K3 (P>0,05), namun 

berbeda signifikan dibanding K2 (p<0,05), sedangkan K5 berbeda 

secara signifikan dengan seluruh kelompok (p<0,05). Berdasarkan 

hasil penelitian, terdapat pola peningkatan ekspresi gen AKT seperti 

yang terlihat pada gambar 5.3 

 

Gambar 5. 3 Pola Peningkatan Ekspresi Gen IRS-1 

 

5.1.4. Ekspresi AKT 

Hasil analisis ekspresi AKT menggunakan RT-PCR 

menunjukkan bahwa Kelompok K1 menunjukkan ekspresi baseline 

1,00±0,00. Kelompok K2 mengalami peningkatan ekspresi menjadi 

2,88±1,59. Kelompok K3 memiliki ekspresi sebesar 3,26±0,76, 

sedangan Kelompok K4 menunjukkan peningkatan signifikan menjadi 

8,59±2,04 dan Kelompok K5 mencapai ekspresi tertinggi, yaitu 

12,66±3,87.  
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Uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji homogenitas lavene test 

mengonfirmasi distribusi data normal dan  homogen (P>0,05), 

sementara uji ANOVA (P<0,05) menunjukkan perbedaan signifikan 

antar kelompok, membuktikan bahwa perlakuan yang diberikan secara 

nyata memengaruhi ekspresi AKT pada tikus model DMT2. Data 

ditampilkan pada Tabel 5.5. 

Tabel 5. 5. Data Hasil Analisis Ekpresi AKT 

   Kelompok 

Variabel K1 

Rerata±SD 

K2 

Rerata±SD 

K3 

Rerata±SD 

K4  

Rerata±SD 

K5 

Rerata±SD 

P 

AKT 1,00±0,00 2,88±1,59 3,26±0,76 8,59±2,04 12,66±3,87  

Shapiro 

Wilk 

-  0,060 0,127 0,257  0,077   

Lavene 

test 

     0,095 

One Way 

Anova 

     0,000 

 

Berdasarkan data analisis One Way ANOVA terhadap ekspresi 

AKT yang berbeda nyata. Selanjutnya, untuk mengevaluasi hubungan 

antar kelompok, dilakukan uji Post Hoc LSD, karena data bersifat 

normal dan homogen. Hasil uji Post Hoc LSD ditampilkan pada Tabel 

5.6. 

Tabel 5. 6. Uji Post Hoc LSD Ekspresi Gen AKT 

Kelompok Kelompok Perbandingan Signifikansi 

K2 K3 0,786 

 K4 0,000 

 K5 0,000 

K3 K4 0,001 

 K5 0,000 

K4 K5 0,007 
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Data hasil uji post hoc LSD tersebut ditampilkan dalam Tabel 

5.6. Berdasarkan hasil analisis data ditemukan bahwa K4 dan K5 

berbeda signifikan dibanding dengan K2 dan K3 (p<0,05). 

Berdasarkan hasil penelitian, terdapat pola peningkatan ekspresi gen 

AKT seperti yang terlihat pada gambar 5.4. 

 

Gambar 5. 4 Pola Peningkatan Ekspresi Gen AKT 

   

5.2. Pembahasan 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi SH-

MSC dan air alkali secara signifikan meningkatkan ekspresi IRS-1 dan AKT 

pada pankreas tikus model DMT2. Menurut penelitian terdahulu, 

peningkatan ini dapat disebabkan oleh berbagai mekanisme molekuler yang 

melibatkan penghambatan stres oksidatif, penurunan inflamasi, serta 

aktivasi jalur pensinyalan insulin melalui PI3K/AKT.
36,94,95
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Insulin Receptor Substrate-1 adalah protein kunci dalam transduksi 

sinyal insulin.
28

 Penurunan ekspresi IRS-1 akibat peningkatan stres oksidatif 

dan inflamasi kronis menyebabkan DMT2.
28

 Protein dalam SH-MSC 

diketahui mengandung berbagai growth factor dan miRNA yang berperan 

dalam regulasi IRS-1. Beberapa faktor penting yang terlibat meliputi HGF 

yang dapat meningkatkan ekspresi IRS-1.
96,97

  

Penelitian terdahulu melaporkan miRNA yang terkandung dalam SH-

MSC seperti miR-21 diketahui mampu menghambat ekspresi NOX4, yang 

merupakan salah satu sumber utama produksi ROS.
98

 Dengan menekan 

produksi ROS, SH-MSC membantu menjaga stabilitas IRS-1, 

memungkinkan aktivasi jalur pensinyalan insulin yang lebih optimal.
99,100

 

Stres oksidatif merupakan salah satu penyebab utama resistensi insulin pada 

DMT2, dimana kelebihan produksi ROS di pankreas mengakibatkan 

kerusakan sel β dan gangguan fungsi insulin.
101–104

 ROS yang berlebihan 

dapat merusak protein, lipid, dan DNA, sehingga menghambat mekanisme 

fosforilasi yang diperlukan dalam pensinyalan insulin. Pada kondisi normal, 

aktivasi IRS-1 bergantung pada fosforilasi tirosin, namun dalam kondisi 

DMT2, peningkatan ROS memicu fosforilasi serin pada IRS-1, yang justru 

menghambat aktivitasnya.
105–107

 SH-MSC yang dikondisikan dalam 

hipoksia diketahui memiliki kemampuan antioksidan yang kuat melalui 

produksi SOD, CAT, dan GPx.
108

 Enzim-enzim ini bekerja sama untuk 

menetralkan ROS dengan cara mengubah radikal superoksida menjadi 
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senyawa yang lebih stabil seperti H₂ O₂ , yang kemudian dipecah menjadi 

air dan oksigen.
108

    

Selain stres oksidatif, inflamasi kronis juga memainkan peran penting 

dalam resistensi insulin. Kondisi DMT2 sering dikaitkan dengan aktivasi 

NF-κB, yang meningkatkan produksi sitokin pro-inflamasi seperti TNF-α, 

IL-6, dan IL-1β. Sitokin ini berperan dalam menghambat jalur pensinyalan 

insulin dengan cara meningkatkan fosforilasi serin pada IRS-1, yang pada 

akhirnya menghambat aktivasi PI3K/AKT.
36,94,95

 SH-MSC memiliki 

kemampuan imunomodulator yang dapat menekan inflamasi melalui 

produksi IL-10 dan TGF-β, dua sitokin anti-inflamasi yang menekan 

aktivasi NF-κB, sehingga mengurangi produksi TNF-α dan IL-6.
16,109–112

 

Selain itu, SH-MSC juga diketahui meningkatkan produksi PGE2 yang 

berperan dalam menekan respons inflamasi berlebihan. Penurunan inflamasi 

ini berkontribusi terhadap peningkatan stabilitas IRS-1, yang pada akhirnya 

meningkatkan respons sel terhadap insulin.
16,109–112

 

Selain meningkatkan ekspresi IRS-1, kombinasi SH-MSC dan air 

alkali juga berperan dalam peningkatan ekspresi AKT, yang merupakan 

komponen kunci dalam jalur pensinyalan insulin.
16,109–112

 Aktivasi AKT 

sangat penting dalam berbagai proses biologis, termasuk regulasi 

transportasi GLUT4 ke membran sel untuk meningkatkan penyerapan 

glukosa, serta pencegahan apoptosis sel β pankreas.
4
 Pada kondisi DMT2, 

penurunan IRS-1 menyebabkan gangguan aktivasi PI3K, yang pada 

akhirnya menghambat fosforilasi AKT. Dengan meningkatnya ekspresi IRS-
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1 akibat terapi SH-MSC dan air alkali, aktivasi PI3K meningkat, sehingga 

memungkinkan fosforilasi AKT yang lebih optimal. SH-MSC juga 

diketahui mengandung HGF, yang berperan langsung dalam meningkatkan 

ekspresi dan aktivasi AKT.
113–115

   

miR-21, salah satu mikroRNA utama dalam SH-MSC, berperan 

penting dalam modulasi jalur sinyal insulin. miR-21 diketahui dapat 

meningkatkan ekspresi IRS-1 dengan menekan sinyal inflamasi yang 

biasanya menurunkan IRS-1 dalam kondisi resistensi insulin. Dengan 

menghambat sitokin pro-inflamasi dan stres oksidatif, miR-21 menciptakan 

lingkungan yang lebih kondusif bagi aktivasi IRS-1, sehingga meningkatkan 

transduksi sinyal insulin. Selain itu, miR-21 secara tidak langsung 

meningkatkan fosforilasi AKT, yang merupakan langkah kunci dalam 

pengambilan glukosa dan metabolisme seluler. Dengan menghambat PTEN, 

regulator negatif jalur PI3K/AKT, miR-21 meningkatkan aktivasi AKT, 

yang pada akhirnya memperbaiki sensitivitas insulin dan fungsi sel β 

pankreas.
116–119

 

Air alkali dalam penelitian ini juga berperan dalam menunjang 

efektivitas terapi SH-MSC. Beberapa studi menunjukkan bahwa air alkali 

mengandung banyak ion hydrogen sehingga dapat berperan sebagai ion 

scavenger yang dapat mengurangi stres oksidatif dan inflamasi.6,7,71 Selain 

itu, air alkali mendukung aktivitas enzim-enzim antioksidan seperti SOD 

dan CAT yang juga berujung pada penekanan stres oksidatif dan 

inflamasi.72,76,77 Ketika inflamasi berkurang, aktivasi jalur NF-κB dan JNK 
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juga menurun, yang berarti produksi sitokin proinflamasi berkurang. Hal ini 

memungkinkan IRS-1 mengalami fosforilasi tirosin yang lebih baik, yang 

meningkatkan aktivasi PI3K/Akt dan memperbaiki sensitivitas 

insulin.7,8,71,72,76,77   

Berdasarkan hasil penelitian ini, kombinasi SH-MSC dan air alkali 

meningkatkan ekspresi IRS-1 dan AKT melalui berbagai mekanisme, 

termasuk penghambatan ROS, penurunan inflamasi, serta aktivasi jalur 

pensinyalan PI3K/AKT melalui peningkatan enzim antioksidan dan regulasi 

NOX4, penekanan NF-κB. Dengan demikian, hasil penelitian ini 

menunjukkan bahwa kombinasi SH-MSC dan air alkali berpotensi sebagai 

terapi alternatif untuk meningkatkan sensitivitas insulin dan memperbaiki 

fungsi pankreas pada kondisi DMT2. Namun demikian, penelitian ini 

memiliki keterbatasan karena tidak mengkaji ekspresi dari NOX4 dan Nf-kb 

yang merupakan faktor kunci dalam penurunan ROS dan inflamasi.  
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BAB VI 

SIMPULAN DAN SARAN 

6.1. Kesimpulan 

Hasil penelitian tentang pengaruh injeksi SH-MSC dan air alkali 

terhadap ekspresi IRS-1 dan AKT pada tikus jantan galur Wistar model 

DMT2 menunjukkan hal-hal berikut: 

1. Pemberian SH-MSC dan Air Alkali berpengaruh terhadap ekspresi 

IRS-1 dan ekspresi AKT pada Tikus Jantan Galur Wistar Model 

DMT2  

2. Terdapat pengaruh signifikan terhadap peningkatan ekspresi IRS-1 

pada kelompok K4 dan K5 dibandingkan dengan kelompok kontrol. 

3. Terdapat pengaruh signifikan terhadap peningkatan ekspresi AKT 

pada kelompok K4 dan K5  dibandingkan dengan kelompok kontrol. 

6.2. Saran 

1. Penelitian ini masih terbatas pada hewan coba sehingga diperlukan 

penelitian lanjutan ke manusia. 

2. Penelitian diharapkan dilanjutkan dengan mengkaji peran SH-MSC 

yang dikombinasikan dengan obat standar pada DMT2.  

3. Melakukan penelitian selanjutnya dengan pemeriksaan histopatologi 

pankreas untuk evaluasi efek terapi pada tingkat jaringan. 

4. Melakukan penelitian tentang  uji keamanan jangka panjang 

kombinasi SH-MSC dan air alkali 
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5. Studi yang akan datang diharapkan untuk mengkaji ekpresi NOX4 dan 

Nf-κb yang merupakan faktor kunci dalam penurunan ROS dan 

inflamasi. 
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