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ABSTRAK 

Mahdi, Annisa Maulidia. 2012. DIABEVAKSIN: Pengembangan Vaksinasi 
Pencegah Komplikasi Diabetes Berbasis Induksi Natural Antibodi Anti-
AGE. Tugas Akhir, Program Studi Pendidikan Dokter, Fakultas 
Kedokteran, Universitas Brawijaya. Pembimbing: Prof. Dr.dr.M. Rasjad 
Indra, MS. 

 
Diabetes mellitus merupakan penyakit degeneratif dimana terjadi kondisi 

hiperglikemia kronis yang mampu mengakibatkan berbagai macam komplikasi 
yang dipicu oleh Advanced Glycation End Product (AGE). Selama ini terapi 
menggunakan aminoguanidine dan crosslinker lainnya membutuhkan terapi 
jangka panjang dan mahal sehingga pengembangan vaksinasi akan menjanjikan 
untuk terapi di masa depan. Penelitian ini menggunakan rancangan Randomized 
Posttest Only Controlled Group Design. Penelitian ini menggunakan 40 ekor 
mencit sebagai hewan coba, yang dibagi ke dalam 5 kelompok penelitian, 
kelompok kontrol negatif, kontrol positif, vaksinasi AGE-BSA, vaksinasi KLH, dan 
vaksinasi AGE-BSA-KLH. Hasil penelitian menunjukkan bahwa vaksinasi 
menggunakan AGE-BSA, KLH maupun AGE-BSA-KLH menghambat 
peningkatan kadar AGE yang signifikan (p=0.000; p<0.05) dengan korelasi yang 
sangat kuat (r=-0.925) dan pengaruh vaksinasi terhadap penghambatan 
peningkatan AGE sebesar 84%, peningkatan anti-AGE (p=0.000; p<0.05), 
penghambatan peningkatan MDA (p=0.000; p<0.05), penurunan berat liver 
(p=0.000; p<0.05) dan penghambatan peningkatan glukosa darah pasca mencit 
divaksinasi dan didiabeteskan (p=0.000; p<0.05). Penelitian ini menunjukkan 
bahwa vaksinasi menggunakan AGE-BSA, KLH dan AGE-BSA-KLH berpotensi 
untuk menurunkan faktor pemicu komplikasi pada diabetes mellitus melalui 
penghambatan pembentukan AGE. 

 
Kata kunci: advanced glycation end products, antigen, antibodi, diabetes, 
keyhole limpet hemocyanin. 
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ABSTRACT 

 
Mahdi, Annisa Maulidia. 2012. DIABEVACCINE: Development of Vaccination to 

Prevent Diabetes Complication Based on the Induction of Natural 
Antibody Anti-AGE. Final Assignment, Medical Program, Faculty of 
Medicine, Brawijaya University. Supervisor: Prof. Dr.dr.M. Rasjad Indra, 
MS. 

 
Diabetes mellitus is one of the degenerative disease, with chronic 

hyperglycemia that will lead into increase of Advanced Glycation End Product 
(AGE). Currently, aminoguanidine and other crosslinker agent to inhibit AGE 
need to be consumed forever. Therefore, vaccine development held promising 
potential in the future. This research used Randomized Posttest Only Controlled 
Group Design with 40 Balb/C mice as experimental animals, which is divided  
into 5 study groups, negative control, positive control, vaccination with AGE, 
vaccination with KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), and vaccination with AGE-
KLH conjugates. The research results show that vaccination using AGE, KLH or 
AGE-KLH inhibit the increase of AGE significantly (p = 0.000, p <0.05) with a 
very strong correlation (r=-0925). Vaccination using AGE, KLH, or AGE-KLH 
conjugates will able increase anti-AGE level significantly (p = 0.000, p <0.05), 
inhibit the increase in MDA level(p = 0.000, p <0.05), decrease liver weight(p = 
0.000, p <0.05) and inhibit the increase of blood glucose level (p = 0.000, p 
<0.05). Therefore,vaccination using AGE, KLH and AGE-KLH conjugates may be 
a potential approach to prevent diabetic complication through inhibition of AGE 
formation. 
  
Keywords: advanced glycation end products, antigen, antibody, diabetes, 
keyhole limpet hemocyanin. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Diabetes mellitus (DM) merupakan keadaan hiperglikemia (peningkatan 

glukosa darah) kronik disertai berbagai kelainan metabolik akibat gangguan 

hormonal. Diabetes merupakan salah satu masalah kesehatan yang paling 

serius di abad 21 (Donnath et al., 2003). Jumlah penderita DM usia 20-79 tahun 

di dunia berkisar 150 juta pada tahun 2003 dan diestimasi akan meningkat 

menjadi 333 juta pada 20 tahun kedepan (International Diabetes Foundation, 

2005), dimana 90-95% penderita DM ialah menderita diabetes mellitus tipe II 

(King et al., 2003).  

Berdasarkan catatan Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) tahun 1998, 

Indonesia menduduki peringkat keenam dengan jumlah penderita diabetes 

mellitus terbanyak setelah India, Cina, Rusia, Jepang, dan Brasil. Di Indonesia, 

diperkirakan tahun 2020 nanti akan ada 178 juta penduduk di atas umur 20 

tahun, dan dari jumlah tersebut bila diasumsikan prevalensi DM 5%, maka akan 

didapatkan 9 juta penderita diabetes mellitus (Depkes, 2007). Prevalensi 

diabetes mellitus di Menado mencapai 6 %, di Kotamadya Surabaya 4,16 % 

(Suyono, 2004). Di Desa Sangsit Buleleng Bali prevalensi diabetes mellitus 7,5 

% (Suastika et al., 2004). Fenomena ini diperparah dengan adanya dugaan 

bahwa 50% dari penderita diabetes mellitus di Indonesia masih belum 

terdiagnosis (Perkeni, 2006) dan perkiraan bahwa dua-pertiga kematian akibat 

diabetes terjadi pada negara berkembang (Roglic, 2006). 
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Diabetes mellitus merupakan penyakit yang tidak dapat disembuhkan 

secara total, akan tetapi diabetes dapat dihambat dan dikendalikan 

perkembangannya. Namun, pengobatan diabetes yang tersedia saat ini 

seringkali masih memiliki banyak efek samping dan tidak mampu 

mengembalikan homeostasis glukosa normal dan harganya mahal (Rang dan 

Dale, 1991). Pada diabetes mellitus, kadar glukosa darah yang tinggi membuat 

proses glikasi lipid dan protein yang mengakibatkan peningkatan AGEs 

(advanced glycation end product) (Basta et al. 2004). Interaksi antara AGE 

dengan RAGE (receptor for advanced glycation end product) akan meningkatkan 

produksi ROS intraseluler (Yan et al.,1994; Wautier et al., 2001). Radikal bebas 

bersifat sangat reaktif karena cenderung mendapat elektron dari substansi lain 

dan mampu menyebabkan komplikasi seperti gangguan fungsi pembuluh darah, 

arterosklerosis dan lainnya (Basta et al. 2004). Salah satu marker stress 

oxidative yang berperan penting dalam pembentukan LDL sehingga dapat 

menginduksi terjadinya atherosclerosis pada pembuluh darah adalah MDA 

(Palinski dalam Nakhjavanin et al, 2010). 

Studi imunologis menggunakan antibodi AGE yang dimodifikasi mampu 

digunakan untuk mendeteksi AGE secara in–vivo. Penggunaan AGE-BSA 

(Advanced Glycation End Product Bovine Serum Albumin) sebagai antigen pada 

mencit berhasil menghasilkan anti-AGE monoclonal dan anti-AGE poliklonal 

pada kelinci (Horiuchi et al., 1991). Hal ini menunjukkan bahwa adanya respon 

imun terhadap antigen AGE. Namun persiapan antigen yang lebih baik harus 

terus dikembangkan untuk mendapatkan hasil maksimal. Diketahui KLH 

merupakan salah satu protein karier yang mampu meningkatkan antigenitas dari 

suatu zat, sehingga respon imun untuk eradikasi zat yang dikouplingkan dengan 



3

KLH akan meningkat (Kliegman et al., 2007). Untuk mengetahui peran antibodi 

tersebut yang kemungkinan bersifat protektif terhadap komplikasi diabetes 

mellitus type II melalui deplesi AGE, dengan demikian maka perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut khususnya penggunaan AGE-BSA-KLH dalam induksi 

natural antibodi pada mencit model diabetes. 

 

1.2 Rumusan masalah 

1.2.1 Bagaimana pengaruh vaksinasi dengan AGE-BSA, KLH dan AGE-BSA-

KLH terhadap kadar AGE dalam sirkulasi mencit model diabetes? 

1.2.2 Bagaimana pengaruh vaksinasi dengan AGE-BSA, KLH dan AGE-BSA-

KLH terhadap kadar anti-AGE dalam sirkulasi mencit model diabetes? 

1.2.3 Bagaimana pengaruh vaksinasi dengan AGE-BSA, KLH dan AGE-BSA-

KLH terhadap kadar glukosa darah mencit model diabetes? 

 

1.3   Tujuan Penelitian 

1.3.1 Tujuan Umum 

1. Mengetahui pengaruh dari vaksinasi AGEs-BSA-KLH terhadap 

peningkatan antibodi AGEs untuk mencegah  komplikasi diabetes 

dengan pengukuran pada marker penting penyebab komplikasi 

diabetes. 

1.3.2   Tujuan Khusus 

1. Mengetahui pengaruh vaksinasi dengan menggunakan AGE-BSA, 

KLH, AGE-BSA-KLH terhadap kadar AGE dalam sirkulasi mencit model 

diabetes. 
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2. Mengetahui pengaruh vaksinasi dengan menggunakan AGE-BSA, 

KLH, AGE-BSA-KLH terhadap kadar anti-AGE dalam sirkulasi mencit 

model diabetes. 

3. Mengetahui pengaruh vaksinasi dengan menggunakan AGE-BSA, 

KLH, AGE-BSA-KLH terhadap kadar glukosa darah mencit model 

diabetes. 

 

1.4   Manfaat Penelitian 

1.4.1 Manfaat Akademik 

1. Dapat dijadikan sebagai dasar teori untuk menambah wawasan ilmu 

pengetahuan sekaligus sebagai dasar untuk pengembangan penelitian 

selanjutnya dalam bidang kesehatan, khususnya tentang pencegahan 

diabetes mellitus menggunakan vaksinasi. 

1.4.2 Manfaat Praktis 

1. Dapat dijadikan sebagai bahan pertimbangan perusahaan industri obat 

untuk menciptakan suatu alternatif baru dalam pencegahan terhadap 

diabetes mellitus, khususnya vaksin diabetes mellitus menggunakan 

AGE-BSA, KLH, maupun AGE-BSA-KLH. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Diabetes Mellitus 

2.1.1 Definisi, Etiologi 

Diabetes mellitus adalah gangguan metabolisme yang secara genetis dan 

klinis termasuk heterogen dengan manifestasi berupa hilangnya toleransi 

glukosa. Jumlah penderita DM usia 20-79 tahun di dunia berkisar 150 juta pada 

tahun 2003 dan diestimasi akan meningkat menjadi 333 juta pada 20 tahun 

kedepan (International Diabetes Foundation, 2005), dimana 90-95% penderita 

DM ialah menderita diabetes mellitus tipe II (King et al., 2003). Berdasarkan 

catatan Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) tahun 1998, Indonesia menduduki 

peringkat keenam dengan jumlah penderita DM terbanyak setelah India, Cina, 

Rusia, Jepang, dan Brasil. Di Indonesia, diperkirakan tahun 2020 nanti akan ada 

178 juta penduduk di atas umur 20 tahun, dan dari jumlah tersebut bila 

diasumsikan prevalensi DM 5 persen, maka akan didapatkan 9 juta penderita DM 

(Depkes, 2007). 

 

2.1.2 Komplikasi Diabetes Mellitus 

Komplikasi diabetes mellitus meliputi komplikasi akut dan komplikasi 

kronis. Komplikasi akut diabetes mellitus yaitu diabetic ketoacidosis (DKA) dan 

juga hyperosmolar hiperglicemic state (HHS) (Fauci et al, 2008). Diabetic 

Ketoacidosis (DKA) lebih banyak terjadi pada diabetes mellitus tipe 1 dimana 

pada diabetes tipe ini terjadi kondisi insufisiensi absolut dari insulin sehingga  

tubuh akan mengalami kondisi asam yang berlebihan. Sedangkan HHS atau 
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hyperosmolar hyperglycemic state lebih banyak terjadi pada diabetes melltus tipe 

2 dimana terjadi kondisi insufisiensi insulin relative yang terutama ditandai oleh 

dehidrasi (Rani Azis et al, 2006).  Selain DKA dan HHS, hipoglikemi juga 

merupakan komplikasi akut dari diabetes mellitus. Hipoglikemi merupakan 

kondisi dimana kadar glukosa darah sangat rendah jauh dibawah normal 

sehingga sangat membahayakan karena bias timbul koma seperti halnya pada 

Diabetic Ketoacidosis (Michael S, German, MD, 2007). 

Komplikasi kronis diabetes mellitus meliputi berbagai organ dalam tubuh 

serta sangat menentukan mortalitas dan morbiditas dari diabetes mellitus. 

Komplikasi kronis ini dibagi menjadi mikrovaskular dan makrovaskular. 

Komplikasi mikrovaskular terjadi pada pembuluh darah terkecil, kapiler, dan 

arteriole prekapiler. Hal ini terjadi karena penebalan membrane basalis dari 

kapiler. Komplikasi ini meliputi retina, ginjal, saraf tepi (Michael S, German, MD, 

2007). Komplikasi makrovaskular diabetes mellitus penyakit cerebrovascular, 

penyakit arteri coroner, dan penyakit arteri perifer. Selain mikrovaskular dan 

makrovaskular, juga terdapat komplikasi non vaskular seperti gastroparesis, 

infeksi dan juga perubahan pada kulit (Fauci et al, 2008). 

 

2.1.3 Patofisiologi Diabetes Melitus Tipe II 

  Patofisiologi Diabetes Melitus Tipe II sangat kompleks, pada awalnya, 

terjadi kegagalan aksi insulin dalam upaya menurunkan gula darah, 

mengakibatkan sel ß pankreas akan mensekresikan insulin lebih banyak untuk 

mengatasi kekurangan insulin. Dalam keadaanini toleransi glukosa dapat masih 

normal, dan suatu saat akan terjadi gangguan dan menyebabkan gangguan 
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toleransi glukosa (IGT) dan belum terjadi diabetes (DeFronzo et al, 1992). 

Apabila keadaan resistensi insulin bertambah berat disertai beban glukosa yang 

terus menerus terjadi, sel ß pankreas dalam jangka waktu yang tidak lama tidak 

mampu mensekresikan insulin untuk menurunkan kadar gula darah, disertai 

peningkatan glukosa hepatik dan penurunan penggunaan glukosa oleh otot dan 

lemak yang mempengaruhi kadar gula darah puasa dan pospandrial yang sangat 

karakteristik pada Diabetes Melitus Tipe II. Akhirnya sekresi insulin oleh sel ß 

pankreas akan menurun dan terjadi hiperglikemia yang bertambah berat dan 

terus menerus berlangsung (Ostenson, 2001). 

 

2.2 Advanced Glycation End-Products (AGE)  

2.2.1 Sifat Biokimia dari AGE 

  Faktor yang menjadi kunci dalam pembentukan AGE ialah kecepatan dari 

terjadinya proses glicoksidasi protein, derajat hiperglikemi dan banyaknya 

pemicu terjadinya stress oksidatif (Schmidt et al., 1994; Brownlee, 1995). Jika 

salah satu atau lebih dari kondisi tersebut terpenuhi, maka protein intraseluler 

dan ekstraseluler memungkinkan untuk mengalami glikasi dan oksidasi. Proses 

pembentukan AGE yang disebut sebagai reaksi Maillard, dimulai dari Schiff base 

dan Amadori product. 1-amino-1-deoxyketose yang diproduksi dari reaksi antara 

grup karbonil dari glukosa tereduksi dengan protein, lipid dan asam nukleat 

(Tanaka  et al., 1988). Pada saat proses reorganisasi reaksi Amadori, grup 

karbonil yang sangat reaktif yakni α-dicarbonyls atau oxoaldehydes yang juga 

meliputi 3-deoxyglucosone and methylglyoxal terakumulasi, fenomena ini disebut 

juga sebagai terjadinya stress karbonil (Baynes dan Thorpe, 1999). α-dicarbonyls 

telah dibuktikan mampu bereaksi dengan amino, sulfhydryl dan grup fungsional 
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guanidine pada protein (Lo  et al., 1994). Reaksi ini berakibat terjadinya 

denaturasi, perubahan warna kecoklatan dan cross link dari protein target (Frye 

et al., 1998). Selain itu, α-dicarbonyls juga mampu bereaksi dengan grup 

fungsional lysine dan arginine protein yang pada akhirnya menghasilkan 

komponen AGE yang stabil seperti Nε-(carboxymethyl)lysine (CML), yang 

merupakan AGE non fluoresen (Ahmed et al., 1986).  

 

 
2.2.2 Peningkatan Stress Oksidatif Melalui Aktivasi Advanced Glycation 

End-Products (AGE) 

AGEs merupakan produk akibat glikasi nonenzimatik protein yang beragam 

dalam struktur kimiawinya. FFI, AFPG, N-carboxymethyl lysine, pyrralin, dan 

pentosidin adalah contoh dari AGEs (Wautier et al., 2001). Glukosa adalah suatu 

aldehid yang bersifat reaktif, yang dapat bereaksi secara spontan, walaupun 

lambat dengan protein. Melalui proses yang disebut dengan glikosilasi non 

enzimatik, protein mengalami modifikasi. Gugus aldehid glukosa bereaksi 

dengan gugus amino yang terdapat pada suatu protein, membentuk produk 

glikosilasi yang bersifat reversibel (Halliwell dan Gutteridge, 1999). Produk ini 

mengalami serangkaian reaksi dengan gugus NH2 dari protein dan mengadakan 

ikatan silang membentuk advanced glycation end-products (AGEs) (Wautier et 

al., 2001). 

Glukosa dapat juga menjalankan glikasi secara langsung, dimana molekul 

glukosa secara kovalen berikatan dengan protein membentuk Schiff base. 

Molekul-molekul ini dapat melakukan penataan ulang membentuk Amadori 

adduct. Amadori adduct kemudian mengalami dekomposisi menjadi 

deoxyglucone, yang dianggap lebih reaktif dibanding gula turunannya. 
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Pembentukan AGEs juga disebut dengan reaksi Maillard, yang merupakan 

rangkaian reaksi kimia yang terkait dalam rangkaian yang sangat rumit. 

Pembentukan AGEs melalui jalur klasik yaitu lewat reaksi Maillard antara glukosa 

atau gula tereduksi lainnya dan residu N-terminal amino acid dan atau gugus 

amino protein yang dikenal dengan Schiff base yang menghasilkan Amadori 

product seperti fructose lysine (Wautier et al., 2001).  

Sebagian besar AGEs adalah bentuk yang tidak stabil, senyawa reaktif dan 

produk akhirnya sulit untuk dianalisis dengan lengkap. Akumulasi AGEs pada 

kolagen dapat menurunkan elastisitas jaringan ikat sehingga menimbulkan 

perubahan pada pembuluh darah dan membran basalis. AGEs dapat dibentuk 

pada beberapa kondisi selama fermentasi, memasak, atau oksidasi di atmosfer. 

AGEs bersifat toksik dan dapat menginduksi mutagenesis bakteri. AGEs 

dibentuk dalam jumlah berlebih selama proses penuaan, diabetes mellitus, dan 

gagal ginjal. Terbentuknya AGEs dapat merusak sel karena mengganggu 

struktur protein intrasel dan ekstrasel seperti kolagen. Pada endotel 

mikrovaskular manusia, AGEs menghambat produksi prostasiklin dan 

mengakibatkan agregasi trombosit, stabilisasi fibrin hingga memudahkan 

trombosis (Wautier et al., 2001). Komplikasi diabetes akibat peningkatan AGE 

adalah penyakit vascular sistemik (percepatan atherosclerosis), penyakit jantung, 

penyakit mikrovaskular pada mata sebagai penyebab kebutaan dan degenerasi 

retina (retinopati diabetik), katarak, kerusakan ginjal sebagai penyebab gagal 

ginjal serta kerusakan saraf tepi (neuropati diabetik)  (Halliwel dalam Setiawan, 

2005) 

Pada diabetes, AGEs didapatkan di dalam beberapa jaringan, seperti hati, 

ginjal, dan eritrosit yang lebih peka ke dalam pembentukan AGEs dibandingkan 
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jaringan yang lain. Ikatan glukosa kepada gugus amino seperti apo B dan pada 

lipid di dalam LDL memudahkan terjadinya oksidasi LDL. Sehingga pembentukan 

AGEs menjadi salah satu penyebab terjadinya komplikasi pada diabetes (Mohora 

et al, 2006). AGE  bekerja melalui 2 jalur, jalur pertama yaitu dengan merubah 

struktur intrasel maupun ekstrasel  protein, jalur kedua yaitu dengan berikatan 

dengan reseptornya (RAGE) yang merupakan salah satu bentuk immunoglobulin 

yang terletak di membran plasma dari monosit, makrofag, sel endotel dan sel-sel 

vaskuler. Kedua jalur AGE tersebut menyebabkan terjadinya kerusakan sel dan 

juga gangguan vaskuler. Jalur AGE yang berikatan dengan reseptornya ini 

selanjutnya akan menyebakan terbentuknya ROS dan menginduksi terjadinya 

respon inflamasi yang berkelanjutan. AGEs yang terikat pada reseptor di cell-

surface yang disebut RAGE yang terdapat di sel endotel, mesangial dan 

macrophages, menyebabkan terjadinya aktivasi postreseptor yang akan 

menghasilkan intraselular ROS dan pengaktifan ekspresi gen tertentu. Ekspose 

AGEs pada sel endotel akan mengaktifkan NF-KB, meningkatkan produksi 

molekul adhesi (termasuk vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)) dan 

aktivitas NOS, serta menurunkan kadar GSH. Ini semua merupakan dampak 

buruk secara langsung akibat kadar glukosa yang tinggi pada endotelium 

vaskuler (Mohora et al, 2006). . AGEs berperan dalam proses aging dan 

berperan penting dalam proses komplikasi kronis dari diabetes seperti kerusakan 

vaskuler dan juga berperan dalam komplikasi dari sindrom metabolik. (Basta et al 

2002). Selain itu penelitian Tan et al (2002) mendapatkan hasil bahwa 

ditemukannya AGE dalam plasma pada hewan coba model  diabetes dan juga 

pada pasien diabetes yang mengalami penyakit kardiovaskuler dan kerusakan 

sel endotel. 
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Gambar 2.2.1 Jalur produksi radikal bebas dalam kondisi hiperglikemi  

(Schalkwijk, 2005) 

 

 

Gambar 2.2.2  Mekanisme AGE dalam menyebabkan disfungsi vaskuler (Guyton 

dan Hall, 2004) 
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2.2.3 Autoantibodi terhadap Advanced Glycation End Product (AGE) 

AGE yang terdiri atas berbagai macam jenis bahan protein yang terglikasi 

memiliki sifat antigenik (Horiuchi et al., 1991). Penelitian Baydanoff et al., (1996) 

menunjukkan bahwa keberadaan AGE dalam tubuh mencit mempu menjadi 

antigen yang menstimulasi respon imun untuk memproduksi autoantibody. Selain 

itu, Vay  et al., (2000) menunjukkan bahwa autoantibody terhadap albumin serum 

yang termodifikasi oleh AGE maupun IgG yang termodifikasi oleh AGE 

ditemukan pada manusia sehat maupun penderita DM. 

Selama ini, peran antibody anti-AGE pada penderita diabetes masih 

kurang banyak diketahui apakah bersifat protektif atau justru malah 

memperparah terjadinya komplikasi vaskuler. . Penelitian Turk et al., (2001) 

menunjukkan antibody anti-AGE  mampu berikatan dengan antigen yang 

termodifikasi oleh AGE untuk membentuk imun kompleks yang soluble dalam 

tubuh. Selain itu, disebutkan bahwa terdapat korelasi berkesebalikan yang 

sangat erat antara kadar AGE dalam serum dengan kadar AGE-IC pada sampel 

darah penderita DM (r=-0.8). Penelitian Baydanoff et al., (1996) menunjukkan 

bahwa keberadaan AGE dalam tubuh mencit mempu menjadi antigen yang 

menstimulasi respon imun untuk memproduksi autoantibody.  

Vay  et al., (2000) menunjukkan bahwa autoantibody terhadap albumin 

yang termodifikasi oleh AGE ditemukan pada manusia sehat maupun penderita 

diabetes mellitus. Antibody anti-AGE dapat dibentuk dengan induksi dari 

berbagai macam jenis protein yang terglikasi oleh AGE (Turk et al., 2001). Meski 

belum dijelaskan secara lebih lanjut manakah struktur yang menjadi epitope 

terbanyak dari berbagai jenis bahan AGE. Pembuktian secara kualitatif 

menggunakan immunohistokimia menunjukkan bahwa anti-AGE dari salah satu 
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bahan tertentu mampu bereaksi dengan AGE yang terbentuk dari AGE dengan 

bahan lainnya (Turk et al., 2001). 

 

2.2.4 Jalur Eliminasi AGE pada Tubuh 

Jalur eliminasi AGE secara in vivo dilakukan secara endositosis oleh 

beberapa jenis sel. Takata et al., (1988) menunjukkan bahwa protein 

termodifikasi AGE secara efisien dieliminasi dari sirkulasi melalui endositosis dari 

sel sinusoidal hepatosit. Selain itu makromolekul AGE juga dieliminasi melalui 

makrofag, liver endothelial cell dan kupfer cell melalui reseptor scavenger (Bard 

et al., 1998) Hal serupa dialami oleh oxLDL yang juga diendositosis oleh liver 

endothelial cell dan kupfer Cell (VanBerkel et al.,1991). Jalur eliminasi AGE 

melalui endositosis oleh makrofag meliputi berbagai macam reseptor, diduga dua 

pertiga dari endositosis oleh makrofag dan diperantarai oleh reseptor 

macrophage scavenging reseptor sedangkan sepertiganya difasilitasi oleh 

FcγRII-B2 CD36, SR-BI, RAGE dan MARCO reseptor (Bard  et al., 1998). 

 

2.3 Protein Karier KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) 

 KLH adalah suatu protein dengan berat molekul yang besar yang berasal 

dari hemolimfa moluska laut (Megathura  crenulata) (Siwek et al., 2010). KLH 

merupakan model protein dengan solubilitas yang tinggi dan mudah dikenali oleh 

sel-sel imun seperti sel T-helper (Bliss et al., 1996). Pada prinsip vaksinasi, 

reaksi imun dengan pembentukan antibodi melalui rangsangan sel imun yang 

bertugas mengenali antigen seperti MHC. Sel-sel yang bertugas dalam 

pengenalan antigen tersebut lebih mengenali antigen dengan berat molekul yang 

besar dan memiliki komplek kimiawi yang lebih banyak (Abbas, 2007., Sell, 
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1996). KLH sebagai protein karier mampu meningkatkan antigenitas dari suatu 

zat, sehingga zat yang dikouplingkan dengan KLH akan meningkatkan 

pembentukan antibodi sebagai suatu respon imun tubuh terhadap antigen 

(Kliegman et al., 2007) 

 Pada suatu penelitian, induksi KLH pada tikus model diabetes mampu 

menurunkan level glycated peptides dan secara jelas menurunkan albuminaria, 

proteinuria, dan deposit dari glycation end products  pada ginjal, dan juga 

menurunkan kerusakan sel secara histology (Shcheglova, 2009). Dalam 

penelitian yang sama juga telah dilakukan AGE yang dikouplingkan dengan KLH 

dalam uji coba in vitro, dari penelitian tersebut didapatkan bahwa AGE-KLH 

meningkatkan respon imun melalui respon IgG yang lebih cepat daripada IgG 

pada keadaan normal (tanpa AGE-KLH) dan IgG bekerja lebih selektif pada L 

chain yang merupakan salah satu molekul mayor protein yang mengalami 

glikosilasi pada serum model diabetes (Shcheglova, 2009). 

 

2.4  Prinsip Vaksinasi 

Vaksin dapat didefinisikan sebagai keseluruhan atau sebagian 

mikroorganisme yang diberikan untuk mencegah timbulnya penyakit infeksi. 

Vaksin dapat terdiri atas seluruh mikroorganisme yang inaktif, beberapa bagian 

dari organisme, kapsul polisakarida terkonjugasi oleh protein karier, 

mikroorganisme yang dilemahkan, dan toxoid (Kliegman et al., 2007). 

Agen vaksin dapat mengandung berbagai variasi kandungan selain antigen 

utama untuk vaksin. Suspending fluid dapat berupa air steril atau saline tetapi 

dapat berupa cairan yang kompleks yang mengandung beberapa protein dan 

kandungan lain yang berasal dari sistem biologis yang digunakan untuk 
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pertumbuhan immunobiologik. Preservative, stabilizer, dan antimicrobial agent 

digunakan untuk menghambat pertumbuhan bakteri dan untuk mencegah 

degradasi dari antigen. Komponen tersebut dapat berupa gelatin, 2-

phonoxyethanol, dan agen antimikrobial yang spesifik.Adjuvan digunakan dalam 

berbagai vaksin untuk menambah respon imun (Kliegman et al., 2007). 

Vaksin dapat menginduksi imunitas melalui stimulasi dari pembentukan 

antibodi, imunitas seluler, maupun stimulasi keduanya. Perlindungan yang 

diinduksi oleh kebanyakan vaksin diyakini dimediasi secara primer oleh limfosit 

B, yang menghasilkan antibodi. Antibodi tersebut dapat menginaktivasi toksin, 

menetralkan virus dan mencegah penempelan ke reseptor seluler, memfasilitasi 

fagositosis dan pembunuhan bakteri, berinteraksi oleh komplemen untuk 

melisiskan bakteri, dan mencegah adhesi bakteri ke permukaan mukosa 

(Kliegman et al., 2007). 

Kebanyakan respon limfosit B membutuhkan bantuan dari limfosit T, CD-4 

sel helper. Limfosit T tersebut akan menginduksi antibodi dalam jumlah banyak, 

dimulai dari IgM secara primer sampai IgG yang persisten dalam waktu lama, 

dan menginduksi memori. Vaksin limfosit T dependen yang merupakan turunan 

protein dapat menginduksi respon imun secara baik, baik pada bayi yang baru 

lahir. Secara kontras, antigen polisakarida dapat menginduksi limfosit B tanpa 

bantuan dari limfosit T. Vaksin limfosit T independent tersebut hanya 

menghasilkan respon imun yang lemah pada anak-anak kurang dari dua tahun, 

imunitas jangka pendek, dan tidak adanya dari respon booster pada paparan 

ulangan antigen. Untuk mengatasi masalah tersebut, polisakarida harus 

dikonjugasi, atau digabungkan secara kovalen kepada protein karier, mengubah 

vaksin tersebut menjadi vaksin limfosit T dependen. Vaksin terkonjugasi dapat 
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menginduksi antibodi lebih banyak, sel memori dapat memberikan respon 

booster pada paparan ulangan antigen, dan imunitas jangka panjang (Kliegman 

et al., 2007). 
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BAB III 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

3.1 Kerangka Konsep 
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Pada pasien diabetes mengalami peningkatan kadar glukosa dalam 

darah. Melalui serangkaian proses dengan melakukan ikatan silang dengan 

protein maka gugus aldehid glukosa tersebut bisa membentuk advanced 

glycation end-products (AGEs). AGEs ini bisa menyebabkan rusaknya sel karena 

mengganggu struktur protein intrasel dan ekstrasel seperti kolagen. Pada endotel 

mikrovaskular manusia, AGEs menghambat produksi prostasiklin dan 

mengakibatkan agregasi trombosit, stabilisasi fibrin hingga memudahkan 

trombosis.  Selanjutnya AGEs tersebut akan berikatan dengan reseptor yang 

terdapat pada sel endotel, mesangial, dan makrofag yaitu RAGEs sehingga 

terjadi aktivasi postreseptor yang akan menghasilkan intraselular ROS dan 

pengaktifan ekspresi gen tertentu.  ROS tersebut yang bisa menginduksi 

terjadinya berbagai komplikasi diabetes, dengan salah satu marker pentingnya 

ialah MDA yang berperan dalam modifikasi LDL. AGEs tersebut berupa molekul 

protein BSA (Bovine Serum Albumin) yang mengalami glikosilasi (AGEs-BSA) 

dan sifatnya sebagai immunogen masih lemah. Diketahui bahwa KLH (Keyhole 

Limpet Hemocyanin) adalah molekul protein dengan HMW (High Molecul Weight) 

dan memiliki potensi yang kuat untuk dikenali oleh sel-sel imun. Kombinasi 

AGEs-BSA-KLH akan meningkat berat molekulnya dan akan lebih mudah 

dikenali oleh sel imun sebagai antigen. Sehingga AGEs-BSA tersebut akan 

dikombinasi dengan KLH sebagai protein karier untuk meningkatkan 

immunogenitas dari AGE.  

 Pada prosesnya ialah, AGEs-BSA-KLH ini menginduksi kerja dari sel-sel 

imun dalam tubuh, dengan aktivasinya sel dendrit yang akan menghasilkan 

teraktivasinya limfosit T yang berperan dalam reaksi pembentukan antibodi 

terhadap AGEs. Limfosit T akan menghasilkan sel-sel CD4+ dan CD8- yang 



19

pada awal induksi AGEs-BSA-KLH akan mengalami penurunan lalu akan 

meningkat jumlahnya setelah beberapa waktu dari induksi sebagai respon tubuh 

membentuk antibodi yang akan menyerang AGEs. Sehingga pada akhirnya, 

limfosit T ini yang berperan dalam menyerang antigen AGEs tersebut akan 

menyebabkan penurunan kadar AGEs pada darah. Dengan penurunan AGEs ini 

menimbulkan efek penurunan juga pada pembentukan ROS, dengan marker 

pentingnya adalah penurunan MDA. Proses tersebut akan menurunkan 

terjadinya komplikasi diabetes yang disebabkan oleh reaksi dari AGEs dan 

pembentukan ROS.  

 

3.2 Hipotesis Penelitian 

Berdasarkan prinsip diabevaksin dengan AGE-BSA-KLH terhadap mencit 

model diabetes dan prinsip reaksi imunitas pada tubuh terhadap AGE sebagai 

salah satu produk dari peningkatan kadar glukosa, maka akan didapatkan hasil 

penghambatan peningkatan kadar AGE dalam serum dengan induksi vaksin anti 

AGE-BSA tersebut yang telah dikombinasikan dengan protein karier KLH melalui 

reaksi imun pembentukan antibodi terhadap AGE tersebut. Penghambatan 

peningkatan kadar AGE tersebut selanjutnya juga bisa menyebabkan penurunan 

pada kadar MDA sebagai salah satu marker penting terbentuknya ROS. 

Sehingga dengan penurunan AGE dalam serum tersebut akan mencegah proses 

menuju komplikasi diabetes seperti terbentuknya ROS.   
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

4.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan desain true experimental laboratory dengan 

metode Randomized Posttest Only Controlled Group Design.  Desain Penelitian 

adalah sebagai berikut: 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2 Variabel Penelitian 

4.2.1 Variabel Bebas Penelitian 

Vaksin diabetes mellitus dengan menggunakan berbagai bahan yaitu KLH, 

AGE-BSA-KLH dan AGE-BSA-KLH yang dibagi dalam kelompok: 

1. KN (-): kelompok kontrol negatif (mencit yang tidak diberikan induksi 

STZ dan tanpa diberikan vaksinasi). 

2. KP (+): kelompok kontrol positif (mencit yang diberikan induksi STZ  

Pemberian diabevaksin selama 
6 minggu (3x booster) 

ELISA untuk 
mengukur AGE 

Bedah Mencit Minggu ke-3 setelah induksi STZ 

Induksi DM dengan STZ 

Pembuatan Diabetes 

KP 3 KP 2 KP 1 KP(+) KN (-) 

Mencit Balb/c berumur 8 mingguPembuatan AGE-BSA (2 minggu)
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tanpa diberikan vaksinasi). 

3. KP1: kelompok mencit yang diberikan vaksinasi KLH 100 µl/ injeksi 

lalu diberikan STZ. 

4. KP2: kelompok mencit yang diberikan vaksinasi AGE-BSA 100 µl/ 

injeksi lalu diberikan STZ.   

5. KP3: mencit yang diberikan vaksinasi AGE-BSA-KLH 100 µl/ injeksi 

lalu diberikan STZ. 

 

4.2.2  Variabel Tergantung Penelitian 

  1. Kadar glukosa darah mencit 

  2. Kadar AGE serum mencit 

  3. Kadar Anti-AGE serum mencit 

 

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biomedik, Laboratorium 

Mikrobiologi, dan Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas 

Brawijaya Malang. 

 

4.4 Subjek dan Kriteria Inklusi Penelitian 

 Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit galur 

Balb/C jantan. Pemakaian mencit sebagai hewan coba yang mudah ditangani, 

mudah dipelihara dan mudah berkembangbiak. Kriteria mencit yang digunakan 

pada penelitian ini adalah:  

1. Termasuk galur Balb/C 
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2. Jenis kelamin jantan 

3. Umur 6-8 minggu 

4. Berat badan 20-25 gram 

5. Kondisi sehat yang ditandai dengan gerakan yang aktif. 

 

4.5 Estimasi Besar Sampel 

Selanjutnya jumlah mencit dihitung dengan rumus (Indra, 1999) 

                        p(n-1) > 15 

Dimana: n = jumlah sampel tiap perlakuan 

                        p = jumlah perlakuan 

Dalam penelitian ini diketahui perlakuan (p) = 5, yaitu 1 kelompok kontrol 

negative, 1 kontrol positif, dan 3 kelompok perlakuan sehingga didapat nilai n 

sebagai berikut: 

5(n-1) > 15 

n-1 > 3 

n            > 4 

Jadi dalam penelitian ini jumlah sampel tiap perlakuan minimal 5 ekor 

mencit  sehingga jumlah total tikus yang dibutuhkan sejumlah 25 mencit. Namun 

untuk mengurangi terjadinya lose of sample di tengah-tengah penelitian karena 

mencit mati, maka jumlah sampel ditambah 1 tiap perlakuan, total mencit yang 

digunakan yaitu 30 (Sudigdo, Sofyan, 2008). 

 

 

 

 



23

4.6 Definisi Operasional  

1. Hewan coba: hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah 

mencit galur Balb/c jantan berusia 8 minggu yang dibeli dari Pusvetma 

Surabaya. 

2. Streptozotocin: pemberian streptozotocin dimaksudkan untuk 

menginduksi terjadinya diabetes mellitus dengan merusak sel beta pancreas. 

3. AGE-BSA merupakan bentuk Advanced Glycation End Product diperoleh 

dengan mereaksikan glukosa menggunakan metode Gasic-Milenkovic et 

al.,(2003) 

4. KLH: KLH digunakan sebagai protein karier, didapat dari CV Cristallindo 

Surabaya 

5. EDC: EDC merupakan crosslinker yang mampu mengikat KLH dan AGE-

BSA sehingga didapatkan ikatan yang stabil, didapat dari CV Cristallindo 

Surabaya 

6. Freund’s Complete Adjuvant (CFA) dan Freund’s Incomplete Adjuvant 

(IFA): CFA digunakan sebagai adjuvan vaksin paparan pertama sedangkan 

IFA digunakan sebagai vaksin paparan berikutnya. CFA dan IFA didapatkan 

dari Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 

 

4.7 Alat dan Bahan Penelitian 

4.7.1 Alat dan Bahan untuk Pemeliharaan Mencit 

Bahan dan alat yang diperlukan adalah kandang pemeliharaan hewan 

coba, tutup kandang dari anyaman kawat, sekam, botol minum, alat semprot, 

tempat makan, pakan cornfeed (makanan standar mencit), dan alkohol 70% 

untuk memandikan mencit yang disemprotkan tiap hari. 
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4.7.2 Alat dan Bahan untuk Pembedahan Mencit 

Alat: pisau bedah, papan bedah, pinset, Potter-Homogenizer. Bahan: PBS. 

 

4.7.3 Alat untuk Pencegahan Infeksi 

Alat: tempat cuci tangan, sarung tangan (hand gloves), jas laboratorium, 

sabun antiseptik, masker, cotton ball. Bahan: alkohol. 

 

4.7.4 Alat dan Bahan Pembuatan AGE-BSA 

BSA, 1 M glukosa , 100 mM PBS. 

 

4.7.5 Alat dan Bahan Konjugasi dan Koupling Protein Karier 

Keyhole limpet hemocyanin (KLH) 2 mg, MES (2-[N-morpholino]ethane 

sulfonic acid) pH 4.5-50.1 M, EDC 10 mg, Hapten: larutkan 1-2 mg dari hapten 

dalam coupling buffer, Purification buffer: 0.083 M sodium phosphate, 0.9 M 

NaCl, pH 7.2. A 10 ml D-Salt™. 

 

4.7.6 Penambahan Adjuvan 

Complete Freund’s Adjuvant (CFA)  1 ml 

Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA) 1 ml 

 

4.7.7 Alat dan Bahan untuk Mengukur Kadar AGE dalam Serum Mencit 

Alat: Anti-AGE ELISA Kit, tabung polypropylene, microplate, well plate, 

spuit insulin 1cc, vacutainer heparin tube. 

 

4.8 Prosedur Penelitian 
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4.8.1 Persiapan Hewan Coba 

Dilakukan persiapan pemeliharaan hewan coba mulai dari kandang 

pemeliharaan hewan coba, anyaman kawat, sekam, botol minum, alat semprot, 

tempat makan, pakan comfeed, alcohol 70%, hewan uji mencit galur Balb/C, dan 

seleksi mencit (usia, berat badan, jenis kelamin, kesehatan).Mencit 

diadaptasikan di dalam laboratorium parasitologi selama tujuh hari.  

 

4.8.2 Pembuatan Antigen AGE-BSA 

Glycated Bovine Serum Albumin (AGE-BSA) diproduksi dengan metode 

yang telah dilakukan oleh Gasic-Milenkovic (Gasic-Milenkovic et al., 2003). 1 mM 

BSA diinkubasi dengan 1 M glukosa dalam 100 mM PBS, dengan pH 7,4 selama 

6 minggu pada suhu 50oC. Glukosa yang berlebihan dibuang dengan cara 

didialisis dengan PBS. 

 

4.8.3 Pemberian perlakuan 

Mencit diinjeksi KLH, AGE-BSA, AGE-BSA-KLH dilakukan secara 

intraperitoneal. Hari pertama injeksi diberikan CFA (Complete Freund’s Adjuvant) 

dan pada 2 minggu selanjutnya dilakukan injeksi IFA (Incomplete Freund’s 

Adjuvant) tiap dua minggu sebagai booster selama 4 minggu. Setelah itu 

dilakukan pembedahan mencit dan pengambilan darah intracardial. 

 

4.8.4 Induksi Diabetes Mellitus Tipe II 

Pada hari 14 setelah injeksi KLH, AGE-BSA, AGE-BSA-KLH ,STZ 

(Streptozotocin) dimasukkan kedalam 50mM-citric acid buffer dan Nicotinamide 

dileburkan kedalam normal salin saat akan digunakan. Mencit Balb/c dipuasakan 
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semalam, lalu diinjeksikan STZ intraperitoneal 100 mg/kg. Kerusakan Beta 

Pankreas ditandai dengan adanya kondisi hiperglikemi pada hari ke-7 pasca 

induksi. 

 

4.8.5 Pengukuran Ekspresi AGE serum dengan Metode ELISA 

Isolasi darah dari mencit melalui injeksi intra-cardial, simpan dalam 

vacutainer heparin untuk mencegah koagulasi. Masukkan darah kedalam 

eppendorf, sentrifugasi 2000rpm lalu setelah sel darah merah mengendap, ambil 

serum. Sentrifugasi serum, encerkan serum dengan Assay buffer dengan 

perbandingan 1:10, 10μL Sampel + 90 μL Assay Buffer. Hasil kemudian 

dimasukkan kedalam mikroplate ELISA diinkubasi pada suhu  4oC selama 

semalam. Suspensi sampel dicuci dengan PBS-Tween sebanyak 3 kali @5 

menit. Penambahan 50μL blocking buffer (BSA 1% dalam PBS selama 45 

menit). Pencucian reagen dengan PBS-Tween selama 3 kali @5 menit. Inkubasi 

dengan 100μl antibodi primer dalam larutan PBS-BSA 1% dengan perbandingan 

1:500 selama 2 jam. Suspensi diambil dan dicuci kembali dengan PBS-Tween 3 

Kali @5 menit. Dilanjutkan dengan inkubasi antibodi sekunder dalam tris buffer 

salin dengan perbandingan 1:2500 dan diinkubasi 90 menit. Suspensi diambil 

dan dicuci dengan PBS-Tween selama 2 @ 5 menit. Penambahan 50μL substrat 

pNPP dan diinkubasi selama 30 menit. Reaksi  dicuci dengan PBS-Tween 

selama 2 @ 5 menit. Substrat TMB dimasukkan dan diinkubasi selama 30 menit 

Reaksi dihentikan dengan menambahkan NAOH 1 N selama 15 menit. Hasil 

dibaca pada ELISA reader dengan λ 405 nm. 
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4.8.6 Analisis Data 

Hasil pengukuran AGE serum dan grade morfologi endotel aorta kontrol 

dan perlakuan dianalisa secara statistik dengan menggunakan program SPSS 

17.0 for  Windows XP dengan tingkat signifikansi  0,05 (p = 0,05) dan taraf 

kepercayaan 95% (α = 0,05) Langkah-langkah uji hipotesis komparatif dan 

korelatif adalah sebagai berikut : Uji normalitas data, Uji homogenitas varian , Uji 

One-way ANOVA, Post hoc test (uji Least Significant Difference), Uji korelasi 

Pearson. 
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BAB V 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

5.1 Hasil Penelitian 

5.1.1 Kadar AGE dalam Sirkulasi Mencit 

Hasil penelitian kadar AGE pada sirkulasi mencit disajikan dalam grafik 

dibawah ini: 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

Gambar 5.1.1  Kadar AGE dalam sirkulasi mencit. Notasi yang berbeda   

menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05). 

Hasil analisis Anova menunjukkan perbedaan signifikan pada kadar AGE 

(p=0.000; p<0.05), Korelasi Pearson menunjukkan korelasi berkesebalikan yang 

sangat kuat dan signifikan (r=-0.925; p=0.000) antara vaksinasi dengan kadar 

AGE. Uji regresi linier menunjukkan bahwa 84% penghambatan peningkatan 

AGE diakibatkan vaksinasi (r square = 0.856; adjusted r square=0.849). 

   a             b                  b                c                 c 
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5.1.2  Kadar Anti-AGE dalam Sirkulasi Mencit 

Hasil penelitian kadar AGE pada sirkulasi mencit disajikan dalam grafik 

dibawah ini: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1.2.  Kadar Anti-AGE dalam sirkulasi mencit. Notasi yang berbeda me-

nunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05). 

Hasil analisis Anova pada kadar Anti-AGE menunjukkan perbedaan 

signifikan (p=0.000; p<0.05). 

 

5.1.3 Kadar Kompleks Imun 

 Hasil analisis Anova menunjukkan perbedaan signifikan pada kadar Imun 

Kompleks (p=0.000; p<0.05). Korelasi pearson menunjukkan korelasi 

berkesebalikan yang kuat dan signifikan (r=0.862; p=0.000) antara vaksinasi 

dengan kadar kompleks imun. Uji regresi linier menunjukkan bahwa 73% 

peningkatan imun kompleks diakibatkan vaksinasi (r square=0.744; adjusted r 

square=0.731) seperti yang tersaji dalam grafik dibawah ini: 

   a           ab          b           ab          b 



A. B. 

30

 

 

 

 

  
 

 

 

 
Gambar 5.1.3 Kadar kompleks imun  

5.1.4 Berat Organ Mencit  

Hasil penelitian berat organ mencit disajikan dalam grafik dibawah ini: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1.4. A. Berat pankreas mencit. B. Berat hepar mencit 

B. 



31

Hasil analisis Anova menunjukkan berat pankreas (p=0.001; p<0.05), 

berat hepar (p=0.003; p<0.05). Korelasi pearson menunjukkan terdapat korelasi 

sedang dan signifikan (r=-0.498; p=0.010) antara vaksinasi dengan berat hepar. 

 

5.1.5 Glukosa Darah Mencit  

Hasil penelitian berat organ mencit disajikan dalam grafik dibawah ini: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.1.5 Glukosa darah mencit 

Hasil uji anova menunjukkan tidak adanya perbedaan yang signifikan 

antar kelompok pada glukosa darah awal (p=0.376; p<0.05); glukosa darah 

pasca vaksinasi (p=0.490; p<0.05) namun, ada perbedaan yang signifikan pada 

glukosa darah pasca diabetes (p=0.000; p<0.05). Korelasi pearson menunjukkan 

korelasi berkesebalikan yang kuat dan signifikan (r=-0.765; p=0.000) antara 

vaksinasi dengan kadar glukosa darah pasca diabetes. Uji regresi linier 

menunjukkan bahwa 56% penurunan kadar glukosa diakibatkan vaksinasi (r 

square=0.585; adjusted r square=0.565). 
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5.2 Analisis Pathway 
 
 

 

 

 

 

 

 

No Keterangan Korelasi Signifikansi Persentase
Efek 

a 
b 
c 
d 
e 
f 
g 
h 
i 
j 
k 
l 
m 
n 
 

Vaksinasi-AGE 
Vaksinasi-antiAGE 
Vaksinasi-Imun Kompleks 
AGE-Berat Pankreas 
AGE-MDA 
AGE-Berat Hepar 
Kompleks Imun-Berat Pankreas 
Kompleks Imun-MDA 
Kompleks Imun-Berat Hepar 
MDA-Berat Pankreas 
MDA-Berat Hepar 
Berat Pankreas-Kadar Glukosa 
MDA-Kadar Glukosa 
Berat Hepar-Kadar Glukosa 

-0.925 
0.321 
0.753 
-0.177 
0.784 
0.492 
0.090 
-0.689 
-0.469 
-0.153 
0.481 
-0.122 
0.500 
0.428 

0.000* 
0.111 
0.000* 
0.388 
0.000* 
0.012** 
0.732 
0.002* 
0.058 
0.456 
0.013** 
0.551 
0.009* 
0.029** 

84.9% 
- 
53.9% 
- 
59.8% 
21.1% 
- 
45.3% 
16.7% 
- 
19.9% 
- 
21.9% 
14.9% 

 
* Signifikan pada p<0.01 (2 Tailed) 
** Signifikan pada p<0.05 (2 Tailed) 
 

Tabel 5.2.1 Analisis Data
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BAB VI 

PEMBAHASAN 

6.1 Kadar AGE, Anti-AGE dan Imun Kompleks pada Mencit 

AGE yang terdiri atas berbagai macam jenis bahan protein yang terglikasi 

memiliki sifat antigenik (Horiuchi et al., 1991). Penelitian Baydanoff et al., (1996) 

menunjukkan bahwa keberadaan AGE dalam tubuh mencit mempu menjadi 

antigen yang menstimulasi respon imun untuk memproduksi autoantibodi. Pada 

penelitian ini telah dibuktikan bahwa vaksinasi AGE-BSA maupun AGE-BSA-KLH 

meningkatkan kadar anti-AGE yang signifikan dibanding dengan kontrol positif 

(p=0.000). Antibodi anti-AGE dapat bereaksi dari berbagai macam jenis protein 

yang terglikasi oleh AGE dan membentuk AGE-Immune Complex (Turk et al., 

2001). Hal ini dibuktikan dengan adanya peningkatan kompleks imun pada 

kelompok vaksinasi AGE-BSA maupun AGE-BSA-KLH. Hal ini mengakibatkan 

peningkatan jalur eliminasi AGE melalui endositosis oleh makrofag melalui 

FcγRII-B2 receptor (Bard  et al., 1998). Dengan demikian, maka akan terjadi 

penurunan kadar AGE pada sirkulasi. Hal ini dibuktikan dengan adanya 

perbedaan yang signifikan pada kadar AGE antara kontrol positif  dengan mencit 

yang divaksinasi AGE-BSA (p=0.000) dan AGE-BSA-KLH (p=0.000) 

(Gambar.5.1.1). 

Sementara itu, pada kelompok yang divaksinasi dengan KLH saja 

ternyata juga mengalami penghambatan peningkatan kadar AGE dibanding 

dengan kontrol positif (p=0.000) (Gambar.5.1.1). Ternyata KLH merupakan 

glikoprotein konjugat yang diketahui memiliki kesamaan struktur dengan konjugat 

karbonil reaktif (Wagner et al., 1995). KLH telah dibuktikan imunogenik dan 
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mampu mengakibatkan produksi antibodi anti-KLH yang reaktif terhadap karbonil 

pada mencit (Armentano  et al., 2006). Diduga anti-KLH akan bereaksi dengan 

karbonil reaktif dan menurunkan produksi AGE, khususnya yang berasal dari IgG 

terglikasi yang mengespresikan L-Chain (Gugliucci dan Menini, 1998). Hal ini 

ditunjukkan dengan tidak meningkatnya anti-AGE secara signifikan pada 

kelompok KLH (Gambar.5.1.2). Dengan demikian maka vaksinasi menggunakan 

AGE-BSA, KLH maupun AGE-BSA-KLH berpotensi sebanyak 84% untuk 

menghambat peningkatan kadar AGE dalam sirkulasi mencit model diabetes. 

Pada kelompok vaksinasi KLH dan AGE-BSA-KLH, terdapat peningkatan kadar 

imun kompleks yang signifikan dibanding kontrol positif (p=0.000) (Gambar 

5.1.3). Hal ini menunjukkan bahwa terjadi reaksi antara antibodi-antigen pada 

vaksinasi mencit. 

 

6.2 Berat Hepar dan Pankreas Mencit 

Penderita diabetes akan mengalami perubahan morfologi pada sel beta 

pankreas, baik dalam ukuran maupun jumlahnya sehingga mengakibatkan 

penurunan berat pankreas (Butler et al., 2001). Pada gambar.5.1.4 A ditunjukkan 

perbedaan yang signifikan antara kontrol positif dengan AGE-BSA (p=0.015) 

maupun AGE-BSA-KLH (p=0.001). Hal ini menunjukkan bahwa terdapat 

perbaikan sel pankreas pada kelompok vaksinasi AGE-BSA dan AGE-BSA KLH. 

Pada kondisi diabetes, terjadi peningkatan berat hepar akibat hipertrofi yang 

dipicu peningkatan glukosa darah (Horie et al., 1997). Pada gambar 5.1.4B dapat 

dilihat bahwa terdapat perbedaan yang signifikan antara kontrol positif dengan 

KLH (p=0.009) maupun AGE-BSA-KLH (p=0.016). Hal ini menunjukkan bahwa 
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peningkatan berat hepar akibat hipertrofi dapat dihambat dengan vaksinasi KLH 

dan AGE-BSA-KLH. 

 

6.3 Glukosa Darah Mencit 

STZ (Streptozotocin) terbukti mampu merusak rantai DNA pada sel beta 

pankreas yang mengakibatkan terjadinya peningkatan kadar glukosa darah 

(Okamoto dan Yamamoto, 1983). Pada kondisi normal, kadar glukosa darah 

puasa mencit berkisar antara ± 85 mg/dL, sedangkan untuk mencit diabetes 

yakni  ± 163 mg/dL (Firdous et al., 2009). Pada kelompok vaksinasi, terjadi 

penghambatan peningkatan kadar AGE yang kemungkinan juga mengakibatkan 

penurunan ROS. Hal ini didukung dengan penghambatan peningkatan MDA 

yang merupakan produk dari ROS. ROS merupakan faktor yang mengakibatkan 

terjadinya resistensi insulin di IRS-1 (Baynes dan Thorpe, 1999). Penurunan 

ROS akan mengakibatkan resistensi tidak terjadi dan glukosa darah terserap 

dengan baik, sehingga kadar glukosa dalam darah pada kelompok vaksinasi 

tidak akan meningkat. Penghambatan peningkatan kadar glukosa yang signifikan 

dibanding kontrol positif tampak pada kelompok vaksinasi KLH (p=0.000) dan 

AGE-BSA-KLH (p=0.000) (Gambar.5.1.5). 
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BAB VII 

PENUTUP 

7.1 Kesimpulan 

1. Vaksinasi dengan AGE-BSA, KLH dan AGE-BSA-KLH mampu 

menghambat peningkatan kadar AGE pada mencit model diabetes. 

2. Vaksinasi dengan AGE-BSA dan AGE-BSA-KLH mampu meningkatkan 

kadar anti-AGE pada mencit model diabetes. 

3. Vaksinasi dengan KLH dan AGE-BSA-KLHvmampu menghambat 

peningkatan kadar glukosa darah pada mencit model diabetes. 

 

7.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut secara in vitro untuk mengetahui 

efek antibodi hasil vaksinasi AGE-BSA, KLH, dan AGE-BSA-KLH pada 

sel HUVEC manusia untuk mengetahui mekanisme kerja antibodi. 

2. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk mengetahui efek penggunaan 

vaksinasi pasif dengan antibodi monoklonal anti-AGE maupun anti-KLH 

pada hewan coba model diabetes. 
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Lampiran 2 
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Lampiran 3 

Hasil Analisis Data 

 

ANOVA 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Berat_Vaksinasi Between Groups 111.096 4 27.774 5.038 .003

Within Groups 159.875 29 5.513   
Total 270.971 33    

Berat_Diabetes Between Groups 46.007 4 11.502 1.346 .277
Within Groups 247.875 29 8.547   
Total 293.882 33    

Glukosa_Awal Between Groups 3154.529 4 788.632 1.099 .376
Within Groups 20811.500 29 717.638   
Total 23966.029 33    

Glukosa_Vaksinasi Between Groups 2814.809 4 703.702 .815 .526
Within Groups 25032.750 29 863.198   
Total 27847.559 33    

Glukosa_Diabetes Between Groups 161201.816 4 40300.454 12.345 .000
Within Groups 94671.625 29 3264.539   
Total 255873.441 33    

Berat_Pankreas Between Groups .019 4 .005 5.856 .001
Within Groups .024 29 .001   
Total .043 33    

Berat_Hepar Between Groups 1.149 4 .287 5.287 .003
Within Groups 1.576 29 .054   
Total 2.725 33    

Berat_Aorta Between Groups .001 4 .000 13.898 .000
Within Groups .001 29 .000   
Total .002 33    

Kadar_AGE Between Groups 407.194 4 101.798 300.169 .000
Within Groups 9.835 29 .339   
Total 417.029 33    

Immune_complex Between Groups 531952.391 4 132988.098 19.523 .000
Within Groups 115804.100 17 6812.006   
Total 647756.491 21    
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Kadar_MDA_Trans Between Groups .001 4 .000 13.437 .000
Within Groups .001 29 .000   
Total .001 33    

Kadar_anti_AGE Between Groups 6.876 4 1.719 .961 .000
Within Groups 51.858 29 1.788   
Total 58.733 33    

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 


