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ABSTRAK

Alkarimah, Annisa. 2012. STEMPOWERING (Stem Cell Empowering): Inovasi
Pengembangan Terapi Auto-Regenerasi Berbasis Mobilisasi
Hematopoietic Stem Cell Pada Mencit Model DM Menggunakan
Ekstrak Jamur Tiram (Pleurotus Ostreatus). Tugas Akhir, Program
Studi Pendidikan Dokter, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya.
Pembimbing: Dr.drg Nur Permatasari, MS.

Diabetes merupakan salah satu masalah kesehatan yang paling serius di
abad 21. Pada penderita diabetes terjadi kerusakan sel B pankreas secara
progresif. Jamur tiram (Pleurotus ostreatus) memiliki kandungan beta glucan
yang tinggi dimana pada mencit terbukti meningkatkan G-CSF. G-CSF
merupakan stimulan dalam pelepasan hematopoietic stem cell yang diharapkan
dapat meregenerasi pankreas. Penelitian ini menggunakan desain true
experimental laboratory menggunakan model mencit Balb/C diabetes yang dibagi
menjadi 3 kelompok perlakuan, kontrol positif dan kontrol negatif. Induksi
diabetes menggunakan Streptozotocin dan Nicotinamide kemudian dilanjutkan
dengan pemberian ekstrak jamur tiram pada kelompok P1, P2 dan P3 dengan
dosis 25, 50 dan 100 mg/KgBB/hari selama 7 hari. Pengukuran Hematopoietic
stem cell menggunakan penanda CD34+ dengan flowcytometry. Berat pankreas
diukur dengan timbangan dan morfologi dilihat dari histopatologi. Terapi mencit
DM dengan ekstrak jamur tiram dapat menurunkan glukosa darah sebanyak 43%
(P1), 55% (P2) and 46% (P3). Terdapat peningkatan CD34+ secara bermakna
antar perlakuan pada persentase ekspresi CD34+ (p=0,000; p<0,05) dengan
korelasi pearson 0,601, signifikansi 0,000. Terdapat perbedaan bermakna antar
perlakuan pada masa pankreas mencit (p=0,006; p<0,05) dengan korelasi
pearson 0,579 dengan signifikansi 0,001. Kruskall Wallis menunjukkan
perbedaan bermakna antar perlakuan pada persentase kerusakan sel
langerhans pankreas (p=0,005; p<0,05). Korelasi antara CD34+ dengan berat
pankreas dan glukosa darah (r=0,447; r= -0,597). Uji spearman rho didapatkan
korelasi erat antara derajat kerusakan langerhans dengan berat pankreas,
persentase glukosa dan CD34+ (r= -0,717; r=0,595; r= -0,496). Penelitian ini
menunjukkan bahwa ekstrak jamur tiram mampu menjadi modalitas
penatalaksanaan DM tipe Il dengan mekanisme mobilisasi hematopoietic stem
cell.

Kata Kunci : Diabetes, Sel Langerhans Pankreas, Hematopoietic stem cell,
Pleurotus ostreatus, G-CSF, Regenerasi, CD34

Vi



ABSTRACT

Alkarimah, Annisa. 2012. STEMPOWERING (Stem Cell Empowering):
Innovative Development of Auto-Regeneration-Based Therapy with
Hematopoietic Stem Cell Mobilization in Diabetic Mice Using
Oyster Mushroom (Pleurotus ostreatus) Extract. Final Assignment,
Medical program, Faculty of Medicine, Brawijaya University.
Supervisors: Dr.drg Nur Permatasari, MS.

Diabetes is one of the most serious health problem in the 21st century.
People with diabetes will experience progressif B cells damage. Oyster
mushrooms (Pleurotus ostreatus) is a fungus that has a high content of beta
glucan. Giving beta glucan in mice shown to increase G-CSF. G-CSF is a
stimulant in the release of hematopoietic stem cells. This study uses a true
experimental design laboratory using diabetic Balb/C mice model which were
divided into 3 treatment groups, the positive control and negative control.
Induction of diabetes using Streptozotocin and Nicotinamide and were continued
with Oyster mushroom extract for group P1, P2 and P3 dose 25, 50 and 100
mg/KgBW/day for 7 days. Hematopoietic stem cell measurements using the
marker CD34 by flowcytometry. Pancreas weight was measured with the scales
and morphology seen from histopathology. Therapy of DM mice with oyster
mushroom extract lowered blood glucose significantly by 43% (P1), 55% (P2)
and 46% (P3). There are increased CD34 significantly between treatments in the
percentage of CD34 expression (p = 0.000, p <0.05) with a pearson correlation
0,601 and significance 0,000. There are significant differences between
treatments in the pancreas of mice (p = 0006, p <0.05) with a pearson correlation
of 0,579 with a significance of 0.001. Kruskall Wallis showed significant
differences between treatments in the percentage of pancreatic Langerhans cell
damage (p = 0.005, p <0.05). The correlation between CD34 with pancreatic
weight and blood glucose (r = 0.447; r = -0.597). Spearman rho test found a
strong correlation between the degree of damage with severe Langerhans of the
pancreas, the percentage of glucose and CD34 (r = -0.717; r = 0.595; r = -0.496).
This study suggests that the oyster mushroom extract could be a modality of
treatment of diabetes mellitus type Il, which is likely the mechanism is the
mobilization of hematopoietic stem cells.

Key words: Diabetes, Cell Langerhans Pancreas, Hematopoietic stem cells,
Pleurotus ostreatus, G-CSF, Regeneration, CD34
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BAB |

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). Gambaran patologik diabetes mellitus
sebagian besar dapat dihubungkan dengan salah satu efek utama akibat
kurangnya insulin yaitu berkurangnya pemakaian glukosa oleh sel-sel tubuh,
peningkatan metabolisme lemak yang menyebabkan terjadinya metabolism
lemak abnormal disertai endapan kolesterol pada dinding pembuluh darah
sehingga timbul gejala aterosklerosis serta berkurangnya protein dalam jaringan
tubuh (Guyton, 2006).

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 Il (King et al., 2003). Berdasarkan
catatan Organisasi Kesehatan Dunia (WHQO) 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).



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).
Selama ini obat yang menurunkan resistensi insulin seperti thiazolidinediones
(glitazones) justru memiliki efek samping peningkatan resiko terjadinya myocard
infarct dan kematian yang berhubungan dengan penyakit jantung (Ligaray, 2009).

Keberadaan sel beta pankreas merupakan salah satu hal yang penting
dalam menunjang kehidupan manusia (Rhisbud dan Bonde, 2002). Regulasi
intraseluler dari sel beta pankreas masih belum diketahui secara rinci, sejauh ini
mekanisme yang sudah diketahui yaitu replikasi dari sel beta pankreas,
diferensiasi dari stem sel/sel progenitor untuk menjadi beta pankreas dan inhibisi
apoptosis sel beta pankreas (Murtaugh dan Melton, 2003; Trucco, 2005). Stem
sel ekstra-pankreas yang telah dibuktikan mampu berdiferensiasi menjadi sel
beta pankreas yang kompeten untuk sekresi insulin yaitu berasal dari liver (Yang
et al.,, 2002), usus halus (Lanus et al., 2003) dan sumsum tulang (Tang et al.,
2004).

Beta glucan merupakan salah satu konstituen pada dinding sel yeast,
beberapa bakteri dan jamur yang bisa dimakan. Jamur tiram (Pleurotus
ostreatus) merupakan salah satu jamur yang memiliki kandungan beta glucan
yang tinggi (Bobek dan Galbavy 2001). Umumnya jamur ini digunakan sebagai
bahan makanan. Hingga saat ini belum pernah digunakan secara Klinis terapi
auto-regenerasi sel beta pankreas berbasis mobiliasi hematopoietic stem cell

oleh jamur tiram.
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Diketahui bahwa pada penelitian Lin et al., (2009) membuktikan bahwa
pemberian beta glucan pada mencit mampu meningkatkan G-CSF. Pada
penelitan Goodman dan Hodgson (1990) dibuktikan bahwa peningkatan
hematopoietic stem cell yang berada dalam sirkulasi dengan pemberian G-CSF
mampu meningkatkan survival pada mencit dengan kerusakan sumsum tulang.
Selain itu, kedokteran regeneratif akan menjadi pijakan pengobatan di masa
depan (lkrar, 2010).

Sehingga dengan demikian diharapkan model pengunaan ekstrak jamur
tiram ini mampu menjadi salah satu modalitas terapi regeneratif mutakhir
berbasis alam untuk  penderita diabetes mellitus dengan brand name

"STEMPOWERING (Stem Cell Empowering)”.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah pemberian ekstrak jamur tiram mampu memperbaiki struktur dan
fungsi pankreas serta meningkatkan hematopoietic stem cell pada mencit model
DM?
1.2.1 Sub Masalah

1. Apakah pemberian ekstrak jamur tiram mempunyai pengaruh terhadap
jumlah hematopoietic stem cell (dengan penanda CD34+) dalam darah
pada mencit model diabetes mellitus?

2. Apakah pemberian ekstrak jamur tiram mempunyai pengaruh terhadap
morfologi pankreas dengan indikator berat dan histopatologi pankreas
pada mencit model diabetes mellitus?

3. Apakah pemberian ekstrak jamur tiram mempunyai pengaruh terhadap
fungsi pankreas dengan indikator kadar glukosa darah pada mencit

model diabetes mellitus?



1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Memperoleh bukti bahwa ekstrak jamur tiram bermanfaat dalam
terapi regenerasi sel pulau pankreas berbasis hematopoietic stem cell

untuk terapi DM.

1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengukur jumlah hematopoietic stem cell (dengan penanda CD34+)
dalam darah pada mencit model DM yang diberi ekstrak jamur tiram.

2. Mengamati perbaikan struktur histologi dan berat pankreas pada mencit
model DM yang diberi ekstrak jamur tiram.

3. Mengukur perbaikan fungsi pankreas dengan indikator kadar glukosa

darah pada mencit model DM yang diberi ekstrak jamur tiram.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Bagi Akademisi
Dapat dijadikan sebagai dasar teori untuk menambah khasanah ilmu
pengetahuan dalam bidang kesehatan modern berbasis regeneratif untuk

pengobatan diabetes mellitus berbasis bahan alam Indonesia.

1.4.2 Manfaat Bagi Praktisi
1. Dapat dijadikan informasi untuk meningkatkan pengetahuan
masyarakat dalam pemanfaatan tanaman obat tradisional khususnya
jamur tiram sebagai obat alternatif dalam bentuk esktrak sebagai
modalitas terapi mutakhir berbasis alam menggunakan jamur tiram
yang efektif, alamiah, aman dan lebih terjangkau dalam terapi

diabetes mellitus.



meningkatkan ragam produksi obat berbasis bahan alam, khususnya

2. Dapat dijadikan sebagai bahan pertimbangan industri obat untuk
ekstrak jamur tiram.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 Definisi, Etiologi, dan Klasifikasi

Diabetes mellitus merupakan penyakit =~ gangguan kronik pada
metabolisme yang ditandai dengan hiperglikemia yang berhubungan dengan
abnormalitas metabolisme karbohidrat, lemak dan protein, disebabkan oleh
defisiensi insulin relatif atau absolut. Diabetes melitus adalah gangguan
metabolisme yang secara genetis dan Kklinis termasuk heterogen dengan
manifestasi berupa hilangnya toleransi glukosa. (Inzuchi SE, 2003). Jika diabetes
telah berkembang penuh secara klinis, maka diabetes mellitus ditandai dengan
hiperglikemia puasa dan postprandial, aterosklerotik dan penyakit vaskular
mikroangiopati, dan neuropati (Resnick, 2001; Mansjoer, 2007).

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 Il (King et al., 2003).

Menurut anjuran Perkumpulan Endokrinologi Indonesia (PERKENI),
sesuai dengan anjuran American Diabetes Association (ADA) 2007, DM
diklasifikasikan secara etiologi menjadi diabetes tipe 1, diabetes tipe Il, diabetes
dalam kehamilan, dan diabetes tipe lain (Mansjoer, 2007). DM tipe 1 atau yang
dulu dikenal dengan nama Insulin Dependent Diabetes Melitus (IDDM), terjadi

karena kerusakan sel beta pankreas (reaksi autoimun). Bila kerusakan sel beta



telah mencapai 90% maka gejala DM mulai muncul. DM tipe Il merupakan 90%
dari kasus diabetes mellitus yang dulu dikenal sebagai non insulin dependent
Diabetes Melitus (NIDDM) dan mempunyai pola familial yang kuat. DM tipe Il
seringkali terjadi resistensi insulin disertai defisiensi insulin relatif sampai defek
sekresi insulin disertai resistensi insulin (Price, 2006).

Pada DM tipe | dan Il terjadi kerusakan sel B pankreas secara progresif.
Patogenesis DM tipe |l lebih bervariasi dibandingkan DM tipe | terdiri dari
kerusakan relatif sel 3 pankreas dengan derajat yang berbeda tergantung tingkat

resistensi insulin (Cnop et al., 2005)

2.2 Pulau Langerhans

Pulau Langerhans membentuk 5% dari total massa pankreas dan
terdistribusi ke seluruh jaringan eksokrin pankreas dan banyak dilalui oleh
kapiler-kapiler darah (Clark, 2003). Pulau yang terdiri dari sel-sel yang
mengandung insulin (sel-B, 70-80%), glukagon (sel-a, 15-20%), somatostatin
(sel-6, 5-10%), dan pankreas polipeptida (sel-PP, 15-20%) serta memiliki granul
sekretorik (ghrelin) dengan morfologi karakteristik yang berbeda (1%) (Wierup et
al., 2002).

2.2.1 Sel B Pankreas

Sel B pankreas pankreas adalah sel endokrin yang sangat khusus

dalam memproduksi, menyimpan, dan mensekresi insulin, satu-satunya

hormon hipoglikemik fisiologis dalam tubuh (Russ et al., 2008). Sel B

pankreas pankreas merupakan sel yang paling sensitif dengan

keberadaan glukosa di dalam darah (Ebong, 2006). Penderita diabetes

akan mengalami perubahan morfologi pada sel B pankreas, baik dalam

ukuran maupun jumlahnya (Guz et al., 2001; Butler et al.,, 2001).
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Resistensi insulin dan defek pada sekresi insulin merupakan faktor risiko
utama untuk DM tipe Il. Penurunan fungsi secara progresif pada sel B
pankreas menyebabkan intoleransi glukosa, yang kemudian akan diikuti
dengan diabetes tipe 2 (Kahn, 2003). Penurunan massa sel 3 pankreas
cenderung memainkan peran dalam patogenesis DM tipe Il manusia
(Butler et al., 2001), seperti halnya pada hewan model penyakit (Kaiser et
al., 2003) (Rhodes, 2005).

Oleh karena itu, jumlah sel B pankreas di dalam pulau Langerhans
merupakan parameter yang penting dalam menentukan tingkat kerusakan

pankreas.

2.2.2 Gambaran Morfologis Kerusakan Pankreas

Pada hewan coba yang diinduksi diabetes mellitus akan terlihat
morfologi pankreas dengan pulau Langerhans yang irregular, penurunan
jumlah sel B disertai degranulasi dan nekrosis, serta didapatkan
proliferasi dan dilatasi struktur duktal (Like dan Chick, 1970). Secara
umum, hasil penelitian Andayani (2003) menunjukkan bahwa tikus yang
diinduksi DM mengalami penurunan jumlah pulau Langerhans.

Pada pewarnaan HE, akan terlihat pulau Langerhans lebih pucat
dibandingkan dengan sel-sel kelenjar acinar disekelilingnya sehingga
pulau Langerhans mudah dibedakan. Penderita DM akan mengalami
perubahan morfologi pada pulau Langerhans, baik dalam jumlah maupun

ukurannya (Guz et al., 2001; Butler et al., 2001).

2.3 Hematopoietic Stem Cell
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Hematopoietic stem cell adalah sel induk dewasa yang memiliki potensi
untuk memperbaharui diri dan berdiferensiasi menjadi sel darah yang berfungsi
dalam beberapa aktivitas biologis: keseimbangan homeostasis, fungsi kekebalan
tubuh, dan respon terhadap mikroorganisme dan inflamasi. Selain itu HSC
diketahui dapat berdiferensiasi menjadi sel khusus (sifat plastisitas) seperti
adipocytes (Sera et al., 2009), kardiomiosit (Pozzobon et al., 2010), sel-sel
endotel (Elkhafif et al., 2011), fibroblas / myofibroblasts (Ebihara et al., 2006),
sel-sel hati (Khurana et al., 2008; Sellamuthu et al., 2011), osteochondrocytes
(Dominichi et al., 2004), dan sel pankreas (Minamiguchi et al., 2008; Tang et al,
2004).

Hematopoietic stem cell termasuk dalam jenis stem sel yang berasal dari
sumsum tulang jaringan dewasa (Lin et al., 2009). Pada sinusoidal di endothelial
niche terdapat Hematopoietic Stem Cell (HSC) dengan jumlah yang signifikan
yang siap untuk masuk kedalam darah perifer dan berdiferensiasi. Sebagian
besar HSC berada dalam fase dorman dan akan merespon sinyal setelah
keseimbangan sel darah atau pooling terganggu baik disebabkan oleh
rangsangan intrinsik atau ekstrinsik. Pengamatan terhadap jumlah HSC dapat
diukur dengan menggunakan penanda CD34+ dan CD 133+ (Adam dan
Scadden, 2006).

2.4 Jamur Tiram

Kingdom : Fungi

Phylum : Basidiomycota
Class ; Agaricomycetes
Order : Agaricales

Family : Pleurotaceae
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Genus : Pleurotus

Species : Pleurotus ostreatus

Gambar 2.1 Jamur Tiram (NCBI, 2010)

Indonesia merupakan salah satu negara yang dikenal sebagai gudang
produksi jamur (Astuti dan Nurbana, 2006) . Jamur tiram (Pleurotus ostreatus)
merupakan salah satu jenis jamur kayu yang banyak ditemukan di Indonesia.
Tubuh jamur tiram memiliki warna putih, coklat, atau merah jambu, dengan atau
tanpa tangkai, dengan bentuk tudung berupa lingkaran penuh atau setangah
lingkaran (Achmad et al.,2011)

Salah satu kandungannya yaitu beta 1-3/1-6 D glucan yang juga disebut

sebagai pleuran sebagai komposisi utama jamur ini (Lindequiest et al., 2005).

2.5 Beta glucan

Beta glucan adalah polisakarida yang merupakan konstituen dari dinding
sel yeast, fungi, dan bakteri patogenik tertentu. Kemampuan beta glucan dalam
menginduksi respon imunitas tubuh dan mempercepat penyembuhan diketahui

melalui aktivasi sistem komplemen, serta makrofag dan natural killer enhancing.
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Selain itu beta glucan memiliki aktivitas antikanker dan menghambat
pertumbuhan tumor pada promotion stage (Akramiene et al., 2007).

B-(1,3 / 1,6)-D-glucan, isolasi polisakarida insoluble dari jamur Pleurotus
ostreatus, merupakan suplemen nutrisi yang memiliki efek sebagai
imunomodulator non spesifik dengan aktivitas antioksidan (Noséal'ova et al.,,
2001). Studi pada mencit menunjukkan bahwa beta glucan spesifik dari jamur
seperti Pleurotus ostreatus, Sclerotinia sclerotiorum dan Sparassis crispa, dapat
meningkatkan hematopoiesis dan melindungi sel sumsum tulang dari radiasi dan
kemoterapi (Kodama, 2002).

Peningkatan kadar G-CSF akibat beta-glucan dalam sumsum tulang akan
meningkatkan ikatan G-CSF dengan reseptornya G-CSFR di monosit sehingga
sel osteoblast lineage tersupresi. Dengan menurunnya lineage sel osteoblast
maka akan terjadi penurunan ekspresi CXCL12/SDF-1, VCAM-1 dan kit ligand
yang kesemuanya ialah reseptor untuk HSC (Link, 2010). Dengan demikian
maka akan terjadi penurunan adhesi CXCL12/SDF-1 dengan molekul CXCR4,
VLA-4 dengan VCAM-1 dan c-kit dengan kit ligand pada hematopoietic stem cell

dan akhirnya hematopoietic stem cell dilepaskan kedarah perifer.



BAB llI

KERANGKA KONSEP

3.1 Kerangka Konsep Stempowering
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Gambar 3.1 Bagan pelaksanaan penelitian Stempowering

3.2 Hipotesis Konsep STEMPOWERING

Pada kondisi diabetes mellitus, terjadi kerusakan sel pulau langerhans

pankreas yang berisi sel alfa, beta dan delta. Fenomena ini mengakibatkan

terjadinya penurunan produksi insulin, penurunan masa pankreas yang pada

akhirnya akan mengakibatkan terjadinya hiperglikemia kronis pada diabetes,

hiperglikemia dalam jangka panjang akhirnya mengakibatkan komplikasi diabetes

yang berbahaya.

Hipotesis dari penelitian ini mengacu pada rumusan masalah dan sub

masalah, yakni:
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1. Pemberian ekstrak jamur tiram mampu meningkatkan hematopoietic stem cell
(dengan penanda CD34+) pada mencit model DM:

Jamur tiram (Pleorotus ostreatus) merupakan salah satu jamur dengan
kandungan beta glucan yang tinggi (Lindequiest et al., 2005). Dimana beta
glucan mampu meningkatkan G-CSF, G-CSF akan mensupresi osteoblast
lineage yang mengikat hematopoietic stem cell, sehingga hematopoietic stem
cell yang berada dalam sirkulasi darah akan meningkat (Link, 2010)..

2. Pemberian ekstrak jamur tiram mampu memperbaiki morfologi pankreas dan
berat pankreas pada mencit model DM.

Pada kerusakan jaringan, salah satunya pada pankreas akan terjadi
peningkatan ekspresi SDF-1 yang bisa berikatan dengan hematopoietic stem
cell (Lindequiest et al., 2005). Dengan demikian hematopoietic stem cell akan
berikatan dengan jaringan yang rusak dan berdiferensiasi menjadi sel alfa,
beta dan delta dalam pulau langerhans pankreas mencit.

3. Pemberian ekstrak jamur tiram mampu memperbaiki fungsi pankreas dengan
indikator kadar glukosa darah pada mencit model DM.

Pada kondisi diabetes, kerusakan sel dalam pulau langerhans memiliki
peranan penting dalam terjadinya hiperglikemia dikarenakan terjadi
penurunan insulin (Butler et al., 2001). Dengan diperbaikinya sel beta dalam
pulau langerhans, maka produksi insulin akan meningkat dan akhirnya

kejadian hiperglikemi dapat dicegah.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain true experimental laboratory yang
Metode yang digunakan yaitu Randomized Posttest Only Controlled Group
Design. Rancangan penelitian yang dipakai adalah rancangan acak kelompok
(RAK). Induksi STZ mengacu pada dosis (Hasmono et al., 2008) yaitu 100mg/kg,
dosis ini optimal untuk menghasilkan diabetes mellitus tanpa menimbulkan
kematian pada mencit .Dosis esktrak mengacu pada penelitan Lin et al., (2009)
dengan pemberian ekstrak beta glucan 6 mg/kg BB didapatkan peningkatan G-
CSF yang signifikan. Maka digunakan variasi dosis 25 mg/kg BB, 50mg/kgBB

dan 100 mg/kgBB.

30 ekor mencit Balb/c (Usia 6-8 minggu, berat badan 25-35 g, sehat)
|
Randomisasi tikus ke dalam 5 kelompok

KN KP P1 P2 P3
| [ [ [
STZ STZ STz STZ
Tiram | Tiram I Tiram 1l
\ 4 A 4 v v v

Mengamati fungsi pankreas dengan pengukuran kadar glukosa darah pada hari
1, 6 dan 12 pasca terapi

Euthanasia mencit pada hari-7

Pengukuran jumlah HSC mencit (marker CD34+) pada darah mencit
menggunakan flowcytometri

Mengamati perbaikan berat dan histologi pankreas mencit dengan timbangan
dan histo PA

Gambar 4.1 Rancangan Penelitian
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1. Kelompok KN (n =6) : mencit sehat tanpa diberikan perlakuan apapun.

2. Kelompok KP (n =6) : mencit diinduksi STZ tanpa diberikan ekstrak
jamur tiram.

3. Kelompok P1 (n = 6) : mencit diinduksi STZ dan diberikan ekstrak jamur
tiram dengan dosis 25 mg/kg BB.

4. Kelompok P2 (n = 6) : mencit diinduksi STZ dan diberikan ekstrak jamur
tiram dengan dosis 50mg/kgBB.

5. Kelompok P3 (n = 6) : mencit diinduksi STZ dan diberikan ekstrak jamur
tiram dengan dosis 100 mg/kgBB.
Untuk desain pemberian ekstrak mengacu pada penelitian Ebong (2006)

Pemberian ekstrak dilakukan dengan jarak tiap 12 jam sekali selama 7 hari

(pukul 06.00 dan pukul 18.00).

4.2 Sampel
4.2.1 Kriteria Inklusi Sampel
a. Mencit galur Balb/C berjenis kelamin jantan
b. Berumur 6-8 minggu dengan berat badan 20-25 gram

c. Kondisi sehat yang ditandai dengan gerakan yang aktif

4.2.2 Sampel
Selanjutnya jumlah mencit dihitung dengan rumus (Andayani, 2003)
Dimana: p (n-1)>15 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
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Jadi dalam penelitian ini jumlah sampel tiap perlakuan minimal 5 ekor
mencit sehingga jumlah total mencit yang dibutuhkan sejumlah 25 mencit.
Namun untuk mengurangi terjadinya lose of sample di tengah-tengah
penelian karena mencit mati, maka jumlah sampel ditambah 1 tiap perlakuan

menjadi 30 mencit.

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel Bebas Penelitian
Pemberian ekstrak jamur tiram (Pleurotus ostreatus) dengan dosis

25 mg/kg BB, 50mg/kgBB dan 100 mg/kgBB.

4.3.2 Variabel Tergantung Penelitian
Jumlah hematopoietic stem cell dari darah dihitung dengan
penanda CD34+, berat dan morfologi pankreas pada mencit kontrol dan

perlakuan serta kadar glukosa darah mencit.

4.3.3 Definisi Operasional

1. Jamur Tiram yang digunakan yaitu Jamur dengan Jenis Pleurotus
ostreatus. Jamur ini diperoleh dari UPT Materia Medika Batu,
Jawa Timur. Selanjutnya jamur tiram ini diekstrak dengan pelarut
etanol dengan metode sochlet.

2. Hewan coba yang digunakan adalah mencit galur Balb/C karena
galur ini mampu memperagakan status imunitas manusia dalam
diabetes mellitus (Amirshahrokhi et al., 2008), mengingat peran
beta glucan disini sebagai imunomodulator (Lin et al., 2009).
Mencit diperoleh dari laboratorium biokima- biomol MIPA berumur

6-8 minggu dengan berat 20-25 gram.
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3. STZ (SIGMA) didapat dari lab biomedik, mencit diadaptasi selama
tujuh hari sebelum diinduksi STZ.

4. Hematopoietic stem cell pada darah dikur menggunakan metode
flowcytometry dengan penanda antibodi CD34+.

5. Glucometer merek TrueTrack dengan stripnya, didapatkan dari

CV. Indonetwork.

4.4 Tempat dan Waktu Penelitian
4.4.1 Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Farmakologi,
Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran, Laboratorium Biokimia dan
Biomol Fakultas MIPA Universitas Brawijaya Malang dan Laboratorium

Patologi Syaiful Anwar Malang.

4.4.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Maret 2011 — Juni 2011

4.5 Instrumen Penelitian
4.5.1 Alatdan 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.

4.5.2 Alat dan Bahan Untuk Induksi Mencit Model Diabetes Mellitus
Spuit injeksi intraperitonial, streptozotocin (STZ), nicotinamide,

kapas alkohol.
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4.5.3 Alat dan Bahan Pembuatan Ekstrak Jamur Tiram
Bahan untuk ekstraksi adalah etanol 95%, jamur tiram Alat untuk
ekstraksi adalah pisau, blender, neraca analitik, kertas saring, beaker

glass 500mL dan rotary evaporator vacum.

4.5.4 Alat dan Bahan Pemberian Ekstrak Jamur Tiram
Timbangan OHAUS dengan kapasitas maksimal penimbangan
210 gr dengan ketelitian 0,1 mg, mortar, gelas ukur, pengaduk, sonde

lambung mencit.

4.5.5 Alat dan Bahan untuk Penimbangan Mencit dan Pankreas

Timbangan digital

4.5.6 Alat dan Bahan untuk Pembedahan Mencit
Pisau bedah, papan bedah, pinset, Potter-Homogenizer, asam

alkohol.

4.5.7 Alat dan Bahan untuk Pemeriksaan Histopatologi Pankreas
Object Glass, Mikrotom, heater, alkohol absolut, alkohol 96%,
alkohol 85% alkohol 70%, alkohol asam, alkohol asam formalin 10%, xylol

paraffin, gliserin egg albumin, kamera digital.

45.8 Alat dan Bahan Perhitungan Hematopoietic Stem Cell
Menggunakan Flowcytometry

Mikropipet 10, 20, 200, 1000 ml, Tabung sentrifus 1,5 ml, Rak
tabung kecil, Sentrifugator, Inkubator CO2, Penangas air (37°C), FACS-

Calibur, Bahan: Sampel dengan konsentrasi tertentu, Phosphat Buffer
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Saline (PBS) 1x pH 7, Media kultur (MK), Tripsin-EDTA 0,25%, RNase,

Propidium iodide, Triton-X, Buangan untuk media bekas dan PBS.

4.5.9 Alat untuk Sanitasi dan Higienisasi
Tempat cuci tangan, sarung tangan (hand gloves), jas

laboratorium, sabun antiseptik, masker, alkohol dan cotton ball.

4.6 Prosedur Penelitian/ Pengumpulan Data
4.6.1 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

farmakologi selama tujuh hari dan dibagi enam kelompok.

4.6.2 Pembuatan Ekstrak Jamur Tiram

Jamur tiram dipotong kecil-kecil, dicuci lalu dikeringkan dan
dihaluskan menggunakan blender dan ditimbang 100 gram menggunakan
timbangan analitik. Kemudian dimasukkan kedalam beaker glass dan
ditambah dengan pelarut etanol 95 % kemudian direndam (maserasi)
selama 3 hari. Pasang evaporator pada tiang permanen agar dapat
digantung dengan kemiringan 30°-40° terhadap meja. Kemudian hasil
maserasi dimasukkan dalam labu ekstraksi. Satu set alas evaporasi
diletakkan sedemikian rupa sehingga sebagian labu ekstraksi terendam

aquades pada water bath. Water bath dihubungkan dengan sumber listrik
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dan dinaikkan suhunya sampai 70° C (sesuai dengan titik didih etanol).
Kemudian ditunggu proses berjalan (pengembunan dan pemisahan di
pendingin) sampai hasil evaporasi tersisa dalam labu ekstraksi. Hasil

evaporasi berupa cairan kental.

4.6.3 Induksi Kerusakan Sel Beta Pankreas Mencit Model Diabetes
Mellitus Tipe Il

STZ (Streptozotocin) dimasukkan kedalam 50mM-citric acid buffer
dan Nicotinamide dileburkan kedalam normal saline saat akan digunakan.
Mencit Balb/c dipuasakan semalam, lalu diinjeksikan STZ intraperitoneal
15 menit setelah injeksi 240mg/kg nicotinamide. Kerusakan Beta
Pankreas ditandai dengan adanya kondisi hiperglikemi pada hari ke-7
pasca induksi. Mencit dianggap mengalami diabetes apabila non fasting
blood glucose mencapai 200mg/dl dalam dua hari berturut-turut

(Amirshahrokhi et al., 2008)

4.6.4 Pengukuran Glukosa Darah Mencit

Konsentrasi glukosa dalam darah diukur secara enzimatik dari
10uL volume darah yang diambil dari ekor mencit, dan menggunakan
Glucotide strips dan Glucometer. Pengukuran dilakukan pada hari 1, 6,

dan 12 pasca terapi untuk mengetahui perbaikan fungsi beta pankreas.

4.6.5 Pengukuran Jumlah Hematopoietic stem cell dengan Penanda
CD34+ Menggunakan Flowcytometry

Sentrifugasi preparasi whole blood dalam suhu 4°C, dengan
kecepatan 6000 rpm selama 15 menit. Hasil sentifugasi berupa endapan

sel dicampur dengan cytoperm/cytofix sejumlah 2 kali dari jumlah sel yang
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didapat. Campuran sel dan cytoperm/cytofix disentrifugasi sehingga
didapatkan sup dan pellet. Kemudian ditambahkan BD wash pada pelet
sejumlah 4 kali dari jumlah sel yang didapat di sentifugasi pertama.
Sentifugasi campuran tersebut kemudian tambahkan lisis buffer sejumlah
2 kali jumlah sel awal yang didapat. Setelah itu tambahkan antibodi
terlabel untuk setiap sampel, lima tabung disiapkan dan diproses secara
paralel. (1) Perwanaan tunggal dengan CD34+ PE ditambahkan ke dalam
wash tube. (2) Pewarnaan ganda dengan CD34+ PE dan CD45 PerCP-
wash tube. (3) Pewarnaan ganda dengan CD34+ PE dan CD45 PerCP-
trucount tube. (4) Reagen isotop kontrol — IgG1 PE dan CD45 perCP-
wash tube. (5) Reagen isotop kontrol — IgGl PE dan CD45 perCP-
trucount tube. Seluruh sampel kemudian disimpan dalam suhu 4°C dalam

kondisi gelap dan dianalisa menggunakan flowcytometry selama 1 jam.

4.6.6 Penimbangan Berat Mencit dan Pankreas

Penderita diabetes akan mengalami perubahan morfologi pada sel
B pankreas, baik dalam ukuran maupun jumlahnya sehingga
mengakibatkan penurunan masa pankreas (Guz et al,. 2001; Butler et al.,
2001). Untuk mengetahui kenaikan jumlah perbaikan sel pankreas, hal ini
ditandai dengan rasio berat badan mencit dengan berat dari pankreas,
maka dilakukan penimbangan langsung dengan menggunakan timbangan

digital.

4.6.7 Pembuatan Preparat Histopatologi Pankreas
Pankreas diambil melalui pembedahan mencit. Pembuatan

preparat histopatologi dilakukan dengan metode paraffin. Fiksasi
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dilakukan dengan merendam jaringan pankreas mencit dalam formalin
10% selama sehari semalam (24 jam) kemudian dilanjutkan dengan
tahap pencucian menggunakan air minimal 1,5 jam. Jaringan
dimasukkan dalam alkohol 70% selama 1 jam, alkohol 80% selama 1
jam, alkohol 99 % selama 1 jam dan alkohol absolut selama 2x1 jam lalu
dalam campuran xylol : alkohol absolut = 1:1 selama 0,5 jam, dan xylol
PA selama 2x30 menit. Jaringan dipotong setipis mungkin dan
dimasukkan ke dalam melted paraffin : xylen = 1:1 sekana 1 jam,
paraffin (54-58) selama 2x1 jam. Melted parrafin dimasukkan ke dalam
cetakan berbentuk kubus lalu ditempatkan pada posisi yang diinginkan
dalam paraffin tersebut kemudian disiram lagi dengan melted paraffin
secukupnya. Blok paraffin dibiarkan sampai dingin dan dikeluarkan dari
cetakannya. Bagian blok yang dibelakang dilekatkan pada kayu
pemegang blok pada mikrotom kemudian posisi indikator yang
menunjukkan ketebalan pemotongan (6-8 mikrometer) diatur. Hasil
pemotongan saling bersambungan membentuk pita, ujung pita diangkat
dengan kuas dan direntangkan diatas permukaan air hangat (30-40°C)
secara lembut dan tanpa lipatan. Gelas objek dilapisi dengan lapisan
putih telur : gliserol = 1:1 sebagai lapisan tipis dan biarkan kering (untuk
merekatkan sediaan). Pita paraffin dan pita tersebut diangkat dengan
gelas objek. Gelas objek diletakkan di atas steamer hangat (agar pita
mengembang dan lurus tanpa lekukan) kemudian dibiarkan kering dan
sediaan melekat erat (1 hari). Jaringan yang berada di gelas objek

dimasukkan ke dalam xylol selama 3x5 menit. Lalu dikeringkan. Hasil
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diamati pada mikroskop untuk mengetahui progresivitas perbaikan sel

beta pankreas

4.7 Analisis Data
Hasil pengukuran kadar glukosa mencit, jumlah hematopoietic stem cell,
berat pankreas dan tingkat morfologi sel pankreas 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% (a = 0,05).
Langkah-langkah uji hipotesis komparatif dan korelatif adalah sebagai
berikut :
1. Uji normalitas data
2. Uji homogenitas varian
3. Uji One-way ANOVA
4. Post hoc test (uji Least Significant Difference)

5. Uji korelasi Pearson



5.1 Persentase Kadar Glukosa Darah

BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

120 KN: Kontrol Negatif
KP: Kontrol Positif
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Gambar 5.1 Persentase Kadar Glukosa Darah Mencit
Tabel 5.1 Persentase Kadar Glukosa Darah Mencit
N Kelompok HariKe- 0 HariKe- 6 (X +SD) HariKe- 12
R (n=5) (X +SD) (T+SD)
1 KN 100 % 100,72+4,76% 2 88,89+11,83% ?
2 KP 100 % 86,66+2,38% * 86,78+4,14% ?
3 P1 100 % 74,34+9,34% " 58,81+4,97% "
4 P2 100 % 76,4+5,8% ° 44,57+6,79% °©
5 P3 100 % 80,34+8,15% ? 53,4946,56% °©

Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna (p < 0,05)
KP: 100% = +163

KN: 100% = +85

Dari korelasi pearson, diperoleh korelasi antara dosis dengan glukosa

darah hari ke 12 adalah -0,657 dengan nilai signifikansi p=0,002 (p<0,01). Uji

regresi menunjukkan nilai r square 0.680 dan Adjusted r square 0.666.




5.2 Persentase CD34+
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Gambar 5.2 Persentase CD34+ (dalam persen)

Tabel 5.2 Persentase CD34+ (dalam

No Kelompok (n=5) Persentase CD34+ (¥+SD)
1 KN 0,014+0,0055%
2 KP 0,004+0,0055 "
3 P1 0,016+0,011°
4 P2 0,04+0,0222
5 P3 0,048+0.011°

Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna (p < 0,05)

Dari korelasi pearson, diperoleh korelasi antara dosis dengan persentase

CD34+ adalah 0,786 dengan nilai signifikansi p=0,000 (p<0,01). Uji regresi

menunjukkan nilai r square 0.618 dan Adjusted r square 0.601.
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5.3 Berat Pankreas

Berikut adalah hasil pengukuran berat pankreas mencit,

Rata-RataBerat Pankreas

KN: Kontrol Negatif
0,25 KP: Kontrol Positif
P1: 25mg/BB kg
0,2 P2: 50 mg/BB kg

T
P3: 100mg/kgBB
0,15
B Rata-Rata Berat
0,1 Pankreas
0,05
O ] T T
KN KP P1 P2 P3

Gambar 5.3 Rata-Rata Berat Pankreas

Tabel 5.3. Rata-Rata Berat Pankreas

No Kelompok(n=5) Rata-Rata Berat Pankreas (¥ +SD)
1 KN 0,164+0,023°

2 KP 0,111+0,013°

3 P1 0,149+0,025°

4 P2 0,162+0,026°

5 P3 0,179+0,039°

Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05)

Dari korelasi pearson, diperoleh korelasi antara dosis dengan berat pankreas
adalah 0,579 dengan nilai signifikansi p=0,002 (p<0,01). Uji regresi menunjukkan

nilai r square 0.336 dan Adjusted r square 0.307.
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5.4 Histologi Jaringan Pulau Langerhans

Gambar 5.4 Histologi jaringan pulau langerhans dengan pewarnaan
Hematoxylen-Eosin (HE)

(a) kontrol negatif (mencit normal); (b) kontrol positif (mencit diabetes), terdapat nekrosis jaringan

yang menunjukkan destruksi pulau langerhans (tanda panah hitam).); (c) P1, 25 mg/kB (terapi) (d)
P2, 50 mg/kgBB (terapi); (e) P3, 100 mg/kgBB (terapi) (Perbesaran 400 x).

5.5 Persentase Destruksi Pulau Langerhans

PERSENTASE DESTRUKSI PULAU LANGERHANS

40

35

30 KN: Kontrol Neg'e!tif
° KP: Kontrol Positif
8 25 P1: 25mg/BB kg
€ 20 P2: 50 mg/BB kg
g 15 P3: 100mg/kgBB
& 10
= 5

0 ——* . . L B S S
-5 KN KP P1 P2 P3 kelompok

Gambar 5.5 Persentase Kerusakan Langerhans Pankreas (dalam persen)
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Tabel 5.5 Persentase Kerusakan Langerhans Pankreas (dalam persen)

No | Kelompok (n=5) Persentase Kerusakan (X +SD)
¢ KN 1,6 +2,3% °
2 KP 29+6,52% °
3 P1 2+1,22%°
4 P2 0,8+1,3% *
5 P3 0,2+0,45%°

Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna p < 0,05

Dari korelasi spearman rho, diperoleh korelasi antara dosis dengan
persentase destruksi langerhans adalah -0,676 dengan nilai signifikansi p=0,000
(p<0,01). Uiji regresi linier menunjukkan nilai r square 0.514 dan Adjusted r

square 0.493

5.6 Jumlah Rerata Sel dalam Pulau Langerhans

Jumlah Sel Pulau Langerhans

50 KN: Kontrol Negatif
KP: Kontrol Positif
P1: 25mg/BB kg
P2: 50 mg/BB kg

36,4
298 32
30 26 P3: 100mg/kgBB
20 - 204 mJumlah Sel Pulau
Langerhans

10 -
O .

KP P1 P2 P3

KN

40

Gambar 5.6 Jumlah Rerata Sel Dalam Pulau Langerhans Pankreas
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Tabel 5.6 Jumlah rerata sel dalam pulau langerhans pankreas

Persentase Kerusakan
No Kelompok (n=5) (Z+SD)
1 KN 26 +1,87% ?
2 KP 20,4+1,52% °
3 P1 29,8+1,64% ¢
4 P2 32+2,34% °
5 P3 36,4+2,7%°

Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang bermakna (p<0,05)

Dari korelasi pearson, diperoleh korelasi antara dosis dengan jumlah sel
dalam isle pankreas adalah 0.937 dengan nilai signifikansi p=0,000 (p<0,01). Uji

regresi menunjukkan nilai r square 0.879 dan Adjusted r square 0.873.



BAB VI

PEMBAHASAN

6.1 Glukosa Darah

STZ (Streptozotocin) terbukti mampu memproduksi radikal bebas pada
tubuh yang secara spesifik merusak rantai DNA pada sel beta pankreas yang
mengakibatkan gangguan fungsi sel beta pankreas dan kehancuran sel beta
pankreas melalui nekrosis (Okamoto dan Yamamoto, 1983). Hewan model DM
tipe 1l yang diinduksi STZ dan NA (Nicotinamide) memiliki karakteristik yang
sama dengan nonobese DM tipe Il yang merupakan jenis kasus diabetes
terbanyak di Asia timur (Giroix et al., 2002). Pada kondisi hormal, glukosa darah
mencit berkisar antara = 85 mg/dL, sedangkan untuk mencit diabetes tipe Il yang
di induksi STZ+NA yakni + 163 mg/dL (Firdous et al., 2009).

Analisis statistik menggunakan one way ANOVA menunjukkan perbedaan
bermakna antar perlakuan pada persentase glukosa darah mencit pada hari ke-6
(p=0.000; p<0,05) dan ke-12 (p=0.000; p<0,05). Untuk hasil akhir pada hari ke-
12, dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) dari
persentase glukosa darah antara P1l, P2 dan P3 dengan kontrol positif. Ini
menunjukkan bahwa pemberian terapi ekstrak jamur tiram pada dosis 25, 50 dan
100 mg/kgBB mampu menurunkan glukosa darah mencit. Namun tidak
didapatkan perbedaan yang bermakna antara persentase akhir dari KN dengan
KP, P1 dengan P3 dan P2 dengan P3. Dengan demikian maka dapat
disimpulkan bahwa persentase akhir dari kontrol positif dengan kontrol negatif

dikatakan tidak berbeda, namun bukan berarti hal ini menunjukkan kesamaan

30
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kadar glukosa darah akhir yang sama, Mengingat persentase didasarkan dari
kadar glukosa darah awal (100%) yang berbeda yakni dari kontrol negatif
(x85mg/dL) dan kontrol positif (x163mg/dL). Sehingga yang dapat dikatakan
tidak berbeda ialah A persentase penurunan glukosa darah yang akhirnya
menghasilkan persentase glukosa darah akhir. Penurunan persentase kadar
glukosa darah yakni KN (11,1 %), KP (13,21%), P1 (41,18%), P2 (55,43%), P3
(46,51%). Tidak adanya perbedaan yang bermakna antara P1 dengan P3 dan P2
dengan P3 menunjukkan semua dosis memiliki efektivitas yang tidak berbeda
dalam menurunkan kadar glukosa darah. Selanjutnya hubungan antara dosis dan
persentase glukosa akhir dianalisa dengan uji korelasi pearson, didapatkan
korelasi pearson -0.824 dengan signifikansi 0.000. Nilai koefisien ini
menunjukkan pula bahwa terdapat hubungan yang erat (p<0,01) dan
berkesebalikan antara pemberian dosis ekstrak jamur tiram dengan glukosa
darah mencit yakni semakin besar pemberian dosis ekstrak jamur tiram maka
semakin rendah glukosa darah mencit. Hasil analisa regresi menghasilkan
Adjusted r square 0.666 yang menunjukkan 66% penurunan kadar glukosa darah

disebabkan perlakuan.

6.2 Persentase Ekspresi Penanda Hematopoetic Stem Cell (CD34+)

Stem sel pada sumsum tulang terdistribusi dalam endosteum sumsum
tulang yakni pada sinusoidal di endothelial niche berupa hematopoietic stem cell
(HSC) dengan jumlah yang signifikan yang siap untuk masuk kedalam darah
perifer dan berdiferensiasi (Adam dan Scadden, 2006). Analisis statistic
menggunakan one way ANOVA menunjukkan perbedaan bermakna antar
perlakuan pada persentase ekspresi CD34+ (p=0.000; p<0,05). Pada tabel 2

dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) dari persentase
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CD34+ dalam darah antara KN, P1, P2 dan P3 dengan KP. Ini menunjukkan
bahwa pemberian adanya perbedaan persentase CD34+ antara mencit yang di
induksi DM dengan mencit normal dan adanya peningkatan persentase CD34+
pada terapi ekstrak jamur tiram pada dosis 25, 50 dan 100 mg/kgBB. Namun
tidak ada perbandingan yang bermakna antara KN dengan P1, antara P1 dengan
P2, antara P2 dengan P3. Selanjutnya hubungan antara dosis dan kadar glukosa
dianalisa dengan uji korelasi pearson, didapatkan korelasi pearson 0.786 dengan
signifikansi 0.000. Nilai koefisien ini menunjukkan bahwa terdapat hubungan
yang erat (p<0,01) dan selaras antara pemberian dosis ekstrak jamur tiram
dengan jumlah hematopoietic stem cell dengan penanda CD34+ yakni semakin
besar pemberian dosis ekstrak jamur tiram maka semakin banyak hematopoietic
stem cell dengan penanda CD34+ di dalam darah perifer. Hasil Adjusted r square
pada analisa regresi menunjukkan 0.601 yang artinya 60,1% peningkatan
Hemtopoietic stem cell disebabkan ekstrak jamur tiram .Mekanisme peningkatan
hematopoietic stem cell pada sel darah perifer dimungkinkan ada kesamaan
dengan penelitian sebelumnya, dimana beta-glucan yang diekstrak dari jamur
maitake Grifola frondosa mampu meningkatkan produksi G-CSF dan GM CFU
pada mencit yang diinduksi racun doxorubicin (DOX) (Lin et al., 2004). G-CSF
terbukti mampu meningkatkan peripheralisasi dari hematopoietic stem cell pada
sumsum tulang (Korbling, 1997). Peningkatan kadar G-CSF akibat beta-glucan
dalam sumsum tulang akan meningkatkan ikatan G-CSF dengan reseptornya G-
CSFR di monosit sehingga sel osteoblast lineage tersupresi. Dengan menurunya
sel osteoblast lineage maka akan terjadi penurunan ekspresi CXCL12/SDF-1,
VCAM-1 dan kit ligand yang kesemuanya ialah reseptor untuk hematopoietic

stem cell (Link, 2010). Dengan demikian maka akan terjadi penurunan adhesi
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CXCL12/SDF-1 dengan molekul CXCR4, VLA-4 dengan VCAM-1 dan c-kit
dengan kit ligand pada hematopoietic stem cell, sehingga perlekatan tidak terjadi
dan hematopoietic stem cell dilepaskan ke darah perifer. Sejauh ini, penelitian
menggunakan stem sel dari aspirasi sumsum tulang yang dimasukkan kedalam
sirkulasi darah tidak menunjukkan terjadinya neoplasia (Hirata et al., 2003).
Dengan demikian maka kemungkinan besar peningkatan hematopoietic stem cell

dalam sirkulasi bisa dikatakan aman dan tidak memicu kanker.

6.3 Berat Pankreas

Penderita diabetes akan mengalami perubahan morfologi pada sel beta
pankreas, baik dalam ukuran maupun jumlahnya sehingga mengakibatkan
penurunan berat pankreas (Butler et al., 2001). Sehingga, kerusakan sel beta
pankreas pada mencit akibat STZ mampu menurunkan berat pankreas. Analisis
statistik menggunakan one way ANOVA menunjukkan perbedaan bermakna
antar perlakuan pada masa pankreas mencit (p=0.006; p<0,05). Pada Tabel 3
dapat diketahui bahwa terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) dari persentase
glukosa darah antara KN, P1, P2 dan P3 dengan KP. Ini menunjukkan bahwa
pemberian adanya perbedaan antara mencit yang di induksi DM dengan mencit
normal dan adanya peningkatan massa pankreas pada terapi ekstrak jamur tiram
pada dosis 25, 50 dan 100 mg/kgBB. Namun tidak ada perbandingan yang
bermakna antara KN dengan P1, P2 dan P3, antara P1 dengan P2, antara P2
dengan P3, maupun P1 dengan P3. Sehingga dapat disimpulkan bahwa kondisi
berat pankreas bisa dikatakan tidak berbeda pada mencit normal dibandingkan
dengan mencit diabetes yang telah di terapi dosis 25, 50 dan 100 mg/kgBB.
Selanjutnya hubungan antara dosis dan kadar glukosa dianalisa dengan uiji

korelasi pearson, didapatkan korelasi pearson 0.579 dengan signifikansi 0.002.



34

Nilai koefisien ini menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang erat (p<0,01) dan
selaras antara pemberian dosis ekstrak jamur tiram dengan berat pankreas yakni
semakin besar pemberian dosis ekstrak jamur tiram maka semakin tinggi berat

pankreas mencit.

6.4 Histologi Pankreas

Sel langerhans pankreas terdiri dari sel alpha (20%) yang berisi granul
tidak larut alkohol, sel beta pankreas dengan granul larut dalam air (75%) dan sel
terbesar yaitu sel delta (5%) tetapi granul yang kurang padat dibandingkan sel
alpha (Leeson et al.,1996). Menurut Nurdiana (1998) bahwa ruang-ruang kosong
pada pulau langerhans disebabkan karena nekrosis dari sel beta di langerhans.
Analisis statistik menggunakan Kruskall Wallis menunjukkan perbedaan
bermakna antar perlakuan pada persentase kerusakan sel langerhans
pankreas(p=0.005; p<0,05). Uji Mann Whitney menunjukkan adanya perbedaan
bermakna (p<0,05) dari persentase kerusakan sel langerhans pankreas antara
KP dengan KN, P1, P2 dan P3, namun tidak terdapat perbedaan yang signifikan
antara KN dengan P1, P2, P3 yang artinya kerusakan kembali normal seperti

semula.

6.5 Jumlah Sel Pankreas

Sel pulau langerhans pankreas terdiri dari sel alpha, sel beta dan sel delta
(5%) (Leeson et al.,1996). Uji korelasi pearson antara dosis dengan jumlah sel
dalam pulau pankreas yakni 0.937 dengan signifikansi 0.000. Uji regresi linier
menunjukkan nilai r square 0.879 dan Adjusted r square 0.873 yang artinya 87%

peningkatan sel didalam pulau pankreas disebabkan dosis perlakuan.
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6.6 Hubungan Antar Mobilisasi CD34+, Perbaikan Fungsi dan Struktur Sel
Pulau Langerhans Pankreas dengan Pemberian Perlakuan

Dalam uji korelasi pearson antar variabel tidak tetap didapatkan korelasi
erat antara CD34+ dengan berat pankreas dan glukosa darah (r=0,447; r= -
0,597). Dari uji spearman rho didapatkan korelasi erat antara derajat kerusakan
langerhans dengan berat pankreas, persentase glukosa dan CD34+ (r= -0,717;
r=0,595; r= -0,496). Ini membuktikan bahwa induksi pelepasan hematopoietic
stem cell memiliki pengaruh terhadap massa dan derajat kerusakan langerhans
pankreas, sehingga pada akhirnya menurunkan kadar glukosa darah
sebagaimana Iwahasi (1998) menyatakan bahwa apabila terjadi kerusakan sel

pankreas maka akan terjadi peningkatan kadar glukosa dalam darah.
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BAB VII

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

1. Ekstrak jamur tiram pada dosis 25mg/kgBB, 50mg/kgBB, 100mg/kgBB.
mampu meningkatkan hematopoietic stem cell (dengan penanda
CD34+) pada mencit model DM

2. Ekstrak jamur tiram pada dosis 25mg/kgBB, 50mg/kgBB, 100mg/kgBB.
mampu memperbaiki morfologi pankreas dengan indikator berat dan
histologi pankreas pada mencit model DM.

3. Ekstrak jamur tiram pada dosis 25mg/kgBB, 50mg/kgBB, 100mg/kgBB.
mampu memperbaiki fungsi pankreas dengan indikator kadar glukosa

darah pada mencit model DM.

7.2 Saran
1. Perlu dipelajari efek pemberian ekstrak jamur tiram terhadap kerusakan
jaringan lain yang dialami oleh mencit model DM.
2. Perlu dipelajari parameter spesifik apakah sel pulau langerhans hanya
diregenerasi oleh hematopoietic stem cell atau oleh mekanisme lain.
3. Perlu dipelajari seberapa lama efek regenerasi ini akan mengkontrol

glukosa darah mencit pasca terapi dihentikan.

36
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LOGBOOK KEGIATAN

Waktu Kegiatan

Kegiatan

12 Februari 2011

Belanja peralatan laboratorium

Persiapan kandang mencit

13 Februari 2011

Pemesanan mencit di UGM

16 Februari 2011

Pembuatan form etik

Persiapan laboratorium parasitologi, farmakologi dan

biokimia

Penyediaan jamur maitake

15 Maret 2011

Persiapan hewan coba
Pengadaptasian mencit galur Balb/C

Pengukuran Glukosa darah mencit

21 Maret 2011

Penimbangan berat badan mencit awal

22 Maret 2011

Merancang penentuan dosis mencit pada induksi STZ dan

NA serta dosis ekstrak etanol jamur tiram

4 April 2011 Pembuatan larutan STZ dan NA untuk induksi mencit DM
tipe Il

5 April 2011 Injeksi STZ dan NA pada mencit

16 April 2011 Ekstraksi jamur maitake menggunakan metode sokhlet
Pemberian ekstrak jamur maitake melalui oral (dilakukan
dengan penyondean)

29 April 2011 Pembedahan mencit dan Penimbangan berat pankreas

Penghitungan CD34+ pada darah mencit menggunakan
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flowcytometri
9 Mei 2011 Histo PA organ pankreas untuk melihat sel beta pankreas
13 Mei 2011 Evaluasi Hasil
Pengumpulan data
15 Mei 2011 Analisa dan pengolahan data menggunakan SPSS
18 Mei 2011 Penyusunan laporan kegiatan
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METODE

A. Metode Pembuatan Larutan Nicotinamide

1
Menghaluskan/menggerus 3 tablet nicotinamide 100mg tablet
menggunakan mortar
2
3
Melarutkan gerusan dengan Normal Saline (NaCl 0,9%)
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Memanaskan larutan tersebut dengan oven agar nicotinamide
larut didalam air

Siap disuntikan intra peritoneal ke mencit ( 0,1 cc/suntikan)

B. Metode Pembuatan Larutan STZ

Melarutkan 40mg STZ dengan Normal Saline 20ml
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2
3
Apabila pH belum sampai angka tersebut ditambahkan asam
sitrat 0,01
4
Larutan STZ siap disuntikkan ke mencit

C. Prosedur pemberian pada mencit :

1.

w

Persiapan alat dan bahan : spuit 1 ml, alcohol, kapas, STZ,
niacinamie, handscoon

(sebelumnya mencit harus ditandai)

Suntikkan 0,1 mL (4strip) secara i.p niacinamide

Tunggu hingga 15 menit

Suntikkan 0,1 mL (4strip) STZ secara i.p

Notes: STZ harus didalam tabung pendingin
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D. Metode Preparasi Sample Flowcytometri
Whole blood + EDTA
Pindah tabung epp:ndoﬁ
+ ficoll (1:1), diteteskan di diiding perlahan
Sentrifuge 25 derajat, 1530 rpm, 30’
Plasma buang, sel2 darah buang ‘/\‘ buffy coat ambil

+ PBS (1:1) > untu% mencuci

Sentrifuge 25 derajat, 2500 rpm, 10’

Sup buang pe

Pelet dihomogenkan dengan vortex

Singkatsaja u/ hindari kerusakan sel

+antibody @+ 50 pL

Inkubasi 4° C, dark,*15-20

Baca flowcyto



HASIL FLOWCYTOMETRY

A. Kelompok Kontrol Negatif

]
800 1000

0 200 400 600
SSC-Height
Quadrant Statistics
File: Data.001 Log Data Units: Linear Values
Samgle ID: Patient ID:
Tube: Untitied Panet United Acqusiton Tube List
Acquisition Date: 02-May-11 Gate: No Gate
Gated Events: 100000 Total Events: 100000
X Parameter: SSC-Height (Linear) Y Parameter: CD34PE (Log)

Quad Location: 402, 100

Quad Events 9% Gated % Total XMean XGeoMean YMean Y GeoMean

w (1_) 000 0.00 28500 285.00 248.05 248.05

R 1 000 0.00 591.00 591.00 €79.25 679.25
LL 99853 9985 9985 4759 34.07 1.27 1.20
LR 145 015 0.15 55830 §36.29 5.53 454

B. Kelompok Kontrol Positif

T T T

T
400 600 800 1000
SSC-Height

Quadrant Statistics

File: Data.004 Log Data Units: Linear Values
Samgple ID: Patient ID:

Tube: Untitied Panet Umited Acqusiton Tube List
Acquisition Date: 02-May-11 Gate: No Gate

Gated Events: 100000 Total Events: 100000

X Parameter: SSC-Height (Linear) Y Parameter: CD34PE (Log)

Quad Location: 397, 100

Quad Events % Gated % Total XMean XGeoMean YMean Y GeoMean

w 0.01 001 78.00 62.62 1237.99 650.36
R 000 000 867.80 84533 47955 404.61
LL 99815 9982 9982 51.32 34.94 1.40 1.28

LR 174 017 047 s77.22 552.01 7.95 469



C. Kelompok Perlakuan 1
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Quadrant Statistics
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File: Data.018
Sample ID:
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Acquisition Date: 02-May-11
Gated Events: 100000

X Parameter: SSC-Height (Linear)
Quad Location: 397, 100
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Log Data Units: Linear Values
Patient ID:

Panet United Acquaton Tube List
Gate: No Gate

Total Events: 100000

Y Parameter: CO34PE (Log)

XMean XGeoMean YMean Y GeoMean
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R 1 001 001
LL 99578 9958 99.58
R 390 039 039

D. Kelompok Perlakuan 2

116.84 8563 44493 325.96
887.77 858.17 570.90 386.76

47.16 36.57 1.46 1.32
£88.03 650.80 9.00 4.42

400 600
SSC-Height

Quadrant Statistics

File: Data.006
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Acquisition Date: 29-Apr-11
Gated Events: 100000

X Parameter: SSC-Height (Linear)
Quad Location: 402, 100

Events 9% Gated % Total

Log Data Units: Linear Values

Patient ID:

Panet Umited Acquantion Tube List
te: No Gate

Total Events: 100000

Y Parameter: CD34 PE (Log)

XMean XGeoMean YMean Y GeoMean

CE;) 004 0.04
000 0.0
99186  99.19 99.19
77 078 078

5F5 Ak

140.14 104.02 903.30 485.22
659.50 657.56 1273.32 518.61
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repository

E. Kelompok Perlakuan 3

Sample ID: E77 Patient ID:

Tube: Untitied Panet United Acqusiton Tube List
Acquisition Date: 29-Apr-11 Gate: No Gate

Gated Events: 100000 Total Events: 100000

X Parameter: SSC-Height (Linear) Y Parameter: CD34 PE (Log)
Quad Location: 402, 100

Quad Events % Gated % Tota XMean XGeoMean YMean Y GeoMean
w 0.06 006 160.02 132.18 1734.06 707.42

w 001 001 61247 €08.08 470.09 279.65

LL 98577 9858 9858 9655 73.& 291
R 1361 136 136 54843 19.57

§
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DOKUMENTASI PENELITIAN

Pembuatan STZ dan Nicotinamide

Dosis ekstrak yang siap diberikan pada
mencit

Proses euthanasia mencit dengan Pembedahan Mencit
kloroform
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Sentrifugasi Darah

Alat Flowcytometri

Penyondean mencit




ETHICAL CLEARANCE

KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS BRAWIJAYA

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
("ETHICAL CLEARANCE")

No. 048 / EC / KEPK-S1-JK-PKMP/ 02 / 2011

Setelah Tim Etik Penclitian Mahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya

mempelajari dengan seksama rancangan penelitian yang diusulkan :

Judul

Peneliti

Unit / Lembaga

Tempat Penclitian

Stempowering (Stem Cell Empowering): Inovasi Pengembangan
Terapi Auto - Regenerasi Pankreas Berbasis Mobilisasi
Hematopoittic Stem Cell Pada Mencit Model DM
Menggunakan Ekstrak "ymur Tiram (Pleurotus Ostreatus)

Makhyan Jibril A NIM : 0810710073
Aditya Satriya Nugraha  NIM : 0810710001
Dicky Stevano Zukhri NIM : 0810710006
Annisa Alkarimah NIM : 0910710035
Durrotul Ikrimah NIM : 0910710007

Jurusan Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
Malang

Laboratorium Farmakologi, Laboratorium Biomedik Fakultas
Kedokteran, Laboratorium Biokimia dan Biomol Fakultas
MIPA Universitas Brawijaya dan Laboratorium Patologi
Anatomi RSU dr. Saiful Anwar Malang

Maka dengan ini menyatakan bahwa penelitian tersebut telah memenuhi syarat atau laik

etik.

\
\

"

Prof br.de Teguh W. Sardjono, DTM&H, MSc, SpParK

"'Nr-gx,;k v

\%, \&!r:,tm/wo 198002 1 001

N

57



FORMULIR ETIK PENELITIAN KESEHATAN

Peneliti :
| Makhyan Jibril A

(0810710073),

| Aditva Satriva Nugraha (0810710001),
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| Dibawah bimbingan komisi pembimbing
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|

| Judul  Penelitian

Stempowering  (Stem Cell Empowering): Inovasi |
Pengembangan Terapi  Auto-Regenerasi  Pankreas

Berbasis Mobilisasi Hematopoietic Stem Celi Pada |
Mencit Model DM Menggunakar Ekstrak Jamur Tiram |
(Pleurotus Ostreatus). |

Subyek : Mencit mmodel Dm galur Balb/C jantan

+

Perkiraan waktu Penelitian : 3 bulan

| Ringkasan usulan  penelitian  yang  mencakup objektifftujuan  penelitian,
| manfaat/relevanst dari hosil penclitian dan alasan/motivasi untuk melakukan
| penelitian,

Tujuan penzlitian

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jamur tiram mempunyai pengarul:
terhadap jumlal hematopoietic stem cell (dengan penanda CD34+) dalarn darali
pada mencit model diabetes.

1

2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak jamur tiram terhadap struktur pankreas

dengan irdikator dan histopatologi pankreas pada mencit model diabetes.

3. Mengetahui pengaruh ekstrak jamur tiram terhadap fungsi pankreas dengan

indikator kadar glukosa darah pada mencit model diabetes? .
| Manfaat Kei'muan:

1. Dapat dijadikan sebagai dasar teori untuk meningkatkan khasanah ilmu

[ ]

pengetaiwan masyarakat dalam pemanfaatan jamur tiram dalam bentuk ekstrak |
sebagai modalitas terapi mutakhir berbasis alam menggunakan jamur tiram |
yang efektif, alamiah, aman dan lebih terjangkau dalam terapi diabetes |

. Dapat dijadikan sebagai dasar teori untuk memberikan informasi di kalangan
perindustrian obat tentang  efektivitas jamur tiram dalam bentuk ekstrak |
sebagai modalitas terapi mutakhir berb~sis alam menggunakan jamur tiram
vang mungkin di masa mendatang dapat meningkatkan ragam produksi obat
regenerasi yang alami. |
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Masalah ctik (nvatakan pendapat anda tentang masalah etik yang mungkin

dihadapi)

- Masalah per~-vatan mencit harus lebih diperhatikan, keteraturan perawatan
mencit dan kandang, serta Keteraturan pemberian makanan

- Cara cuthanasia mencit. mencit dibunuh dengan cara dimasukkan kaleng berisi
ether dan ditutup rapat, ditunggu sampai mencit meninggal

- Cara pengambilan darah mencit untuk diukur menggunakan glukometer—>

| pengambilan diambil dari vena ekor mencit dengan sedikit dilukai

Bila penelitian ini menggunakan subyek manusia, apakah percobaan pada hewan
sudah dilakukan? Bila belum, sebutkan alasan untuk pemulai penelitian ini pada
manusia

Penelitian tidak dilakukan pada manusia, tetapi pada hewan coba mencit model
DM galur Balb/C jantaa

" Prosedur penelitian yang dilakukan :

Persiapan Hewan coba
Dilakukan persiapan pemeliharaan hewan coba mulai dari kandang pemeliharaan

| hewan coba, anyaman kawat, sekam, botol minum, alat semprot, tempat makan,

pakan comyfeed, alcohol 70%, hewan uji mencit galur Balb/C, dan seleksi mencit
(usia, berat badan, jenis kelamin, kesehatan). Mencit diadaptasikan di dalam
laboratorium farmakologi selama tujuh hari dan dibagi enam kelompok.

| Pembuatan Ekstrak Jamur Tiram
Jamur tiram dipotong kecil-kecil, dicuci lalu dikeringkan dan dihaluskan |

menggunakan blender dan ditimbang 100 gram menggunakan timbangan analitik.
Kemudian dimasukkan kedalam beaker glass dan ditambah dengan pelarut etanol
95 % kemudian direndam (maserasi) selan.a 3 hari. Pasang evaporator pada tiang

| permanen agar dapat digantung dengan kemiringan 30°-40° terhadap meja.
Kemudian hasil maserasi dimasukkan dalam labu ekstraksi. Satu set alas |

evaporasi diletakkan sedemikian rupa sehingga sebagian labu ekstraksi terendam
aquades pada water hath. Water bath dihubungkan dengan sumber listrik dan
dinaikkan suhunya sampai 70° C (sesuai dengan titik didih etanol). Kemudian
ditunggu proses berjalan (pengembunan dan pemisahan di pendingin) sampai
hasil evaporasi tersisa dalam labu ekstraksi. Hasil evaporasi berupa cairan kental.

Induksi Kerusakan Beta Pankreas Model Diabetes Mellitus Tipe I1

STZ (Sueptozotocin) dimasukkan kedalam S50mM-citric acid buffer dan |

Nicotinamide dileburkan kedalam normal saline saat akan digunakan. Mencit
Balb/c dipuasakan semalam, lalu diinjeksikan STZ intraperitoneai 15 menit
setelah injeksi 240mg/kg nicotinamide. Kerusakan Beta Pankreas ditandai dengan
adanya kondisi hiperglikemi pada hari ke-7 pasca induksi. Mencit dianggap
mengalami diabetes apabila non fasting blood glucose mencapai 200mg/dl dalam
dua hari berturut-turut (Amirshahrokhi er al., 2008)

Pengukuran Glukosa Darah Mencit

Konsentrasi glukosa dalam darah diukur secara enzimatik dari TOuL volume
darah yang diambil dari ekor mencit, dan menggunakan Glucotide strips dan
Glucometer. Pengukuran dilakukan pada hari 1, 3, 5 dan 7 pasca terapi untuk
mengetahui perbaikan fungsi beta pancreas.

Pengukuran  Jumlah Hematopoictic _stem cell dengan Penanda CD34
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Menggunakan Floweytometri

60

Sentrifugas preparasi whole blood dalam suhu 4'C. dengan kecepatan 6000 rpm '
selama 15 menit. Hasil sentifugasi berupa endapan sel dicampur dengan |

cytoperm/cytofix sejumlah 2 kali dari Jumlah sel yang didapat. Campuran sel dan
cytoperm/cytofix disentrifugasi sehingga didapatkan sup dan pellet. Kemudian
ditambahkan BD wash pada pelet sejumlah 4 kali dari jumlah sel yang didapat di
sentifugasi pertama. Sentifugasi campuran tersebut kemudian ‘ambahkan lisic
buffer sejumlah 2 kali jumlah sel awal vang didapat. Setelah itu tambahk:

antibody terlabel untuk setiap sampel, lima tabung disiapkan dan diproses secara |

paralel. (1) Perwanaan tunggal dengan CD34 PE ditambahkan ke dalam wash
tube. (2) Pewarnaan ganda dengan CD34 PE dan CD45 PerCP-wash tube. (3)
Pewarnaan ganda dengan CD34 PE dan CD45 PerCP-trucount tube. (4) Rezgen
isotop kontrol - IgG1 PE dan CD45 perCP-wash tube. (5) Reagen isotop kontrol
- IgG1 PE dan CDA45 perCP-trucount tube. Seluruh sampel kemudian disimpan
dalam suhu 4°C dalam kondisi gelap dan dianalisa menggunakan flowcytometri
selama 1 jam.

Penimbaugan Berat Mencit dan Pankreas

Penderita diabetes akan mengalami perubahan morfologi pada sel B, baik dalam
ukuran maupun jumlahnya sehingga mengakibatkan penurunan masa pankreas
(Guz er al,. 2001; Butler er al, 2001). Untuk mengetahui kenaikan iumlah
perbaikan sel pankreas, hal ini ditandai dengan rasio berat badan mencit dengan
berat dari pankreas. maka dilakukan penimbangan langsung  dengan
menggunakan timbangan digital.

Pembuatan Preparat Histopatology Pankreas

Pankreas diamb:] melalui pambedahan mencit. Pembuatan preparat histopatologi
dilakukan dengan metode paraffin. Fiksasi dilakukan dengan merendam jaringan
pankreas menc* dalam formalin 10% selama schari semalam (24 jam) kemudian
dilanjutkan der.gan tahap pencucian menggunakan air minimal 1,5 jam. Jaringan
diniasukkan < ‘am alkohol 70% selama | Jam, alkohol 80% selama 1 jam,
alkohol 99 % selama 1 jam dan alkohol absolut selama 2x] jam lalu dalam
campuran xylol : alkohol absolut = 1:] selama 0.5 Jam, dan xylol PA selama 2x30
menit. Jaringan dipotong setipis mungkin dan dimasukkan ke dalam melted
paraffin : xylen = 1:1 sekana | jam, paratfin (54-58) selama 2x1 jam. Melted
parrafin dimasukkan ke dalam cetakan berbentuk kubus lalu ditempatkan pada
posisi yang diinginkan dalam paraffin tersebut kemudian disiram lagi dengan
melted paraffin secukupnya. Blok paraffin dibiarkan sampai dingin dan
dikeluarkan dari cetakannya. Bagian blok yang dibelakang dilekatkan pada kayu
pemegang blok pada mikrotom kemudian posisi indikator yang menunjukkan
ketebalan pemotongan (6-8 mikrometer) diatur. Hasil pemotongan saling
bersambungan membentuk pita, ujung pita diangkat dengan kuas dan
direntangkan diatas permukaan air hangat (30-40°C) secara lembut dan tanpa
lipatan. Gelas objek dilapisi dengan lapisan putih telur : gliserol = 1:1 sebagai
lapisan tipis dan biarkan kering (untuk merekatkan sediaan). Pita paraffin dan pita
tersebut diangkat dengan gelas objek. Gelas objek diletakkan di atas steamer
hangat (agar pita mengembang dan lurus tanpa lekukan) kemudian dibiarkan
kering dan sedizan melekat erat (1 hari). Jaringan yang berada di gelas objek
dimasukkan ke dalam xylol selama 3x5 menit. Lalu dikeringkan. Hasil diamati
nada mikroskop untuk mengetahui progresivitas perbaikan sel beta pankreas




Bahaya potensial yang langsung atau tidak langsung. segera atau kemudian dan
cara-cara untuk mencegah atau mengatasi kejadian (termasuk rasa nyeri dan
keluhan lain)

Injeksi STZ ntraperitoneal apabila tidak tepat bisa mengenai organ visceral dan
membunuh mencit >solusi dikerjakan bersama sang ahli dar berlatih sebelum
melakukan perlakuan scbenarnva

Aspirasi akibat salah menyonde->solusinya dilakukan bersama ahli dan berlatih
terlebih dahulu

Pengalaman te:Gahulu (sendiri atau orang lain) dan tindakan yvang hendak
diterapkan.

Pengalaman terdahulu : sudah pernah melakukan perabedahan pada mencit
Sudah pernah melakukan pengambilan darah dari ekor mencit

Sudah pernah mengeuthanasia mencit menggunakan ether

Sudah pernah menyonde mencit

Bila penelitian ini menggunakan orang sakit dan dapat memberi manfaat untuk
subyek yang bersangkutan, ura‘kan manfaat itu ?
Penelitian menggunakan mencit model Dm galur Balb'C jantan

Bagaimana memilih pasien/suxarclawan sehat
Penelitian menggunakan mencit model Dm galur Balb/C jantan

B

Bila penelitian ini menggunakan subyvek manusia, jelaskan hubungan antara
peneliti dengai subyek yang diteliti
Penelitian menggunakan mencit model Dm galur Balb/C jantan

14. | Bila penelitian ini menggunakan orang sehat. jelaskan cara pemeriksaan

kesehatannya
Penelitian menggunakan mencit model Dm galur Balb'C jantan

16.

Rila penclitian ini menggunakan subyek manusia, jelaskan bagaimana cara

Jelaskan cara pencatatan selama penelitian. efek samping dan komplikasi bila ada
Pencatatan pada log book dilakukan setiap kali pada saat pemberian perlakuan,
pengukuran glukcsa dan pembedahan mencit

Efek samping aan komplikasi yang bisa terjadi dari injeksi intraperitoneal adalah
bisa terjadi kematian mencit jika cara injeksi salah

-

memberitahu dan mengajak subycek (lampirkan contoh surat persetujuan subyek)
Bila pemberitahuan dan kesediaan subyek bersifat lisan atau bila karena sesuatu
hal subyek tidak dapat atau tidak perlu dimintakan persetujuan, berilah alasan
yang kuat untuk itu,

Penelitian menggunakan mencit model DM galur Balb/C jantan

Bila penelitian ini menggunakan subvek manusia. apakah subyek mendapat ganti
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rugi bila ada efek samping? Berapa banyak?
Penelitian menggunakan mencit model DM galur Balb/C jantan

18. | Bila penelitizn ini menggunakan subyek manusia, apakah subyek diasuransikan?
Penelitian menggunakan mencit model DM galur Balb/C jantan
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