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ANGIOTENSIN II DI PERBENIHAN ADIPOSIT YANG DIPAJAN GLUKOSA
TINGGI

(Angiotensin II on Adipocytes Culture Exposed With High Glucose)

Novi Khila Firani

ABSTRACT

Abdominal obesity is closely linked to the occurrence of metabolic syndrome. In pathomechanism of metabolic syndrome, adipocity
plays an important role as an active metabolic endocrine organ. This is accomplished the secretion of various hormones, enzymes,
cytokines, and components that play a role in the rennin angiotensin system (RAS). One of the mechanisms linking the occurrence of
hypertension in obesity is through the increased activity of RAS. Angiotensin II is the major effector of hypertension. The effect of high
glucose exposure in adipocytes culture to angiotensin II secretion up to now is yet unknown. Adipociyties culture from rat visceral adipose
tissue were exposed to 5 mM glucose concentration (as a physiological condition), 11 mM and 25 mM glucose concentration as the high
glucose condition. Measurement of the angiotensin II level which is secreted in the culture medium was done by ELISA method. The mean
(SD) levels of angiotensin Il were 56.4 (4.28), 66.05 (2.24), and 69.22 (3:49) ng/mL respectively, for adipocities cultures exposed to
5 mM, 11 mM and 25 mM glucose concentration. High glucose exposure could increase the secretion of angiotensin II significantly in
adipocytes culture. This suggests that the condition of hyperglycemia affects adipocytes dysfunction that play a role in the metabolic
syndrome pathomechanism.

Key words: Angiotensin II, adipocytes culture, high glucose exposure

ABSTRAK

Obesitas abdominal berhubungan erat dengan terjadinya gejala metabolik. Pada patomekanisme gejala metabolik, penimbunan
lemak (adiposit) berperan penting sebagai organ metabolik endokrin yang aktif. Pelaksanaannya melalui sekresi berbagai: hormon,
engim, sitokin, dan komponen yang berperan dalam sistem renin angiotensin (RAS). Salah satu mekanisme yang menghubungkan
terjadinya tekanan darah tinggi pada kegemukan adalah melalui peningkatan aktifitas RAS. Angiotensin II merupakan efektor
utama untuk terjadinya tekanan darah tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pajanan glukosa yang meninggi
terhadap sekresi angiotensin II di perbenihan adiposit dalam rongga perut (viseral). Perbenihan adiposit dari jaringan lemak (adiposa)
viseral tikus dipajan glukosa dengan kepekatan 5 mM (sebagai kondisi fisiologis), 11 mM dan 25 mM sebagai kondisi glukosa yang
tinggi. Pengukuran kadar angiotensin II yang disekresikan di medium perbenihan dilakukan dengan metode ELISA. Rerata (SD)
kadar angiotensin II adalah 56,4 (4,28), 66,05 (2,24), dan 69,22 (3,49) ng/mlL secara berturutan di perbenihan adiposit yang
dipajan glukosa 5 mM, 11 mM dan 25 mM. Pajanan glukosa yang tinggi dapat meningkatkan sekresi angiotensin II secara bermakna
di perbenihan adiposit. Hal ini menunjukkan bahwa kondisi kelebihan gula darah (hiperglikemia) berpengaruh terhadap tidak
berfungsinya adiposit, yang berperan dalam patomekanisme gejala metabolik.

Kata kunci: Angiotensin II, perbenihan adiposit, pajanan glukosa tinggi

PENDAHULUAN

Kegemukan merupakan salah satu masalah
kesehatan yang saat ini menjadi epidemi di seluruh
dunia.! Kondisi kegemukan, terutama obesitas
abdominal, berperan penting dalam timbulnya
gejala metabolik, yang meliputi tekanan darah
tinggi, resistensi insulin, dan gangguan lemak
darah (dislipidemia).2 Dalam patomekanisme gejala
metabolik, adiposit berperan sangat penting. Adiposit
bukanlah merupakan sel yang statis, yang hanya
berfungsi sebagai tempat menyimpan cadangan enersi,
melainkan juga sebagai organ metabolik endokrin

yang aktif, melalui sekresi berbagai hormon, ensim,
sitokin, dan molekul yang terlibat dalam metabolisme
dalam tubuh.3->

Dalam keadaan adiposit yang patologis, dapat
terjadi abnormalitas fungsi yang berdampak dalam
kelainan metabolisme dalam tubuh, yang disebut
adiposopati. Terjadinya adiposopati dapat diawali
dengan/atau diperburuk oleh penumpukan lemak
dalam tubuh pasien yang rentan. Abnormalitas fungsi
adiposit dapat menimbulkan beberapa penyakit
metabolik seperti: diabetes melitus jenis 2, tekanan
darah tinggi dan dislipidemia, yang memicu timbulnya
gejala metabolik.6
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Di kegemukan, sebaran jaringan lemak berperan
dalam kebahayaan timbulnya penyakit tertentu.
Berdasarkan sebaran lemak dalam tubuh, ada dua jenis
penimbunan lemak, yaitu timbunan lemak di bagian
bawah tubuh yang disebut bentuk ginoid. Dan yang di
bagian perut disebut android atau lebih dikenal sebagai
obesitas abdominal atau pusat. Obesitas abdominal
diketahui berperan penting terkait timbulnya gejala
metabolik. Beberapa hasil telitian membuktikan
ada hubungan antara obesitas abdominal dan
terjadinya beberapa penyakit kardiovaskuler, seperti
penyakit jantung koroner dan tekanan darah tinggi,
serta diabetes melitus jenis 2.27 Mekanisme yang
memperjelaskan hubungan obesitas abdominal dengan
kejadian gejala metabolik masih belum jelas. Ada
dugaan bahwa adiposit intra abdominal lebih aktif
dalam mensekresi berbagai molekul yang berperan
dalam metabolisme dibandingkan dengan adiposit di
bagian lain dalam tubuh.8

Salah satu mekanisme yang menghubungkan
terjadinya tekanan darah tinggi di kegemukan
adalah melalui peningkatan aktifasi sistem renin
angiotensin (RAS). Hal ini diperkuat temuan adiposit
ini juga dapat menghasilkan angiotensinogen serta
beberapa komponen lainnya yang berperan dalam
RAS.> Angiotensin II merupakan efektor utama
yang memperantarai tekanan darah tinggi terjadi.?
Pada penelitian sebelumnya diketahui bahwa salah
satu faktor yang berperan dalam mengatur ekspresi
angiotensinogen di adiposit adalah hiperglikemia. Hal
ini berdasarkan hasil telitian secara in vivo di tikus
yang diberi pajanan glukosa tinggi yang menunjukkan
ada peningkatan ekspresi gen angiotensinogen di
jaringan adiposa.l? Kondisi hiperglikemia diketahui
dapat menimbulkan pengaruh patologis sel. Hasil
telitian di perbenihan adiposit diketahui, bahwa
pajanan glukosa tinggi menyebabkan peningkatan
reactive oxygen species (ROS) terjadi. Di samping
itu terjadi pula peningkatan sekresi sitokin
proinflamasi.l!

Tujuan penelitian ini untuk mengetahui apakah
pajanan glukosa tinggi berperan dalam peningkatan
sekresi angiotensin II di perbenihan sel adiposit,
yang berpengaruh dalam patomekanisme gejala
metabolik.

METODE

Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian percobaan di
laboratorium, menggunakan rancangan penelitian
post-test only design with control di perbenihan adiposit
yang diisolasi dari jaringan adiposa viseral tikus.

Isolasi dan Perbenihan Adiposit

Untuk pembuatan perbenihan adiposit diperoleh dari
hasil isolasi preadiposit jaringan adiposa viseral tikus
Rattus norvegicus galur Wistar jantan yang berusia 2-3
minggu. Jaringan serat (fibrosa) dan pembuluh darah
terlebih dahulu dibuang, kemudian jaringan adiposa dicuci
dengan 10 mL larutan phosphate buffer saline (PBS),
selanjutnya dicacah. Suspensi jaringan tersebut diinkubasi
dengan 0,2% Collagenase jenis I selama 45 menit, suhu
379C dengan pengocokan. Inkubasi dihentikan dengan
menambahkan media perbenihan Dulbecco’s modified
eagle medium (DMEM) yang ditambahkan dengan 15
mmol/L  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid buffer solution (HEPES), 14 mmol/L NaHCO;, 33
umol/L biotin, 17 pmol/L D-pantothenate dan 10% fetal
bovine serum (FBS). Suspensi sel diputar 1500 rpm selama
7 menit, sehingga didapatkan pelet yang mengandung
fibroblast-like preadipocyte. Selanjutnya sel diresuspensi
dengan media perbenihan, kemudian diputar 1500 rpm
selama 7 menit. Pelet diresuspensi lagi dengan perantara
yang sama. Suspensi sel ditumbuhkan di culture plate
dengan inkubasi pada suhu 37 9C, 5% CO, selama 24 jam.
Sel dicuci setiap 3 hari sekali. Setelah mencapai monolayer,
preadiposit ditumbuhkan dalam media adipogenik, yaitu
DMEM/F12 dengan ditambahkan 100 U/mL penisilin
dan 100 U/mL streptomisin, 66 nM insulin, 100 nM
deksametason, 0,5 mM isobutylmethylxanthine (IBMX)
serta 10 pg/mL transferin, untuk merangsang pembedaan
preadiposit menjadi adiposit yang dewasa.!?

Pajanan Glukosa

Di medium perbenihan adiposit dipajankan glukosa
dengan 3 kepekatan yang berbeda, yakni: 5 mM
sebagai kondisi normal (fisiologis) bertugas untuk
pengendali normal, berkepekatan glukosa 11 mM dan
sebanyak 25 mM sebagai kondisi glukosa tinggi. Sel
diinkubasi selama 24 jam kemudian variabel penelitian
diukur."!

Pemeriksaan Morfologi Adiposit dengan
Pengecatan Oil Red O

Untuk mengamati morfologi adiposit, maka
dilakukan pengecatan dengan metode Oil Red O.
Di setiap sel diperlakukan difiksasi menggunakan
formalin 10%. Sel kemudian dicuci dengan akuades
lalu dikeringkan. Kemudian sel ditetesi propylene
glycol dua (2) kali, masing-masing selama 5 menit,
lalu ditetesi pewarna Oil Red O selama 7 menit.
Sel kemudian dicuci dengan akuades dan ditetesi
hematoxylin selama 1 menit. Sesudah itu sel dicuci
lagi dengan akuades dan ditunggu sampai mengering,
setelah itu diamati dengan mikroskop cahaya Olympus
pada perbesaran 400x.13
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Pengukuran Kadar Angiotensin IT dengan
Metode ELISA

Sejumlah 50 wlL sampel dan larutan baku
dimasukkan ke dalam sumuran, diinkubasi selama
2 jam kemudian dicuci dengan larutan wash buffer
200 uL sebanyak 5 kali. Larutan Biotinylated
Angiotensin I Antibody ditambahkan sebanyak 50 uL
dan selanjutnya diinkubasi selama 2 jam. Pencucian
dilakukan lagi dengan larutan wash buffer 200 uL,
selanjutnya ditambahkan streptavidin-peroxidase
conjugate sebanyak 50 uL dan diinkubasi selama 30
menit, kemudian dicuci. Larutan chromogen substrate
ditambahkan sebanyak 50 uL dan diinkubasi selama
20 menit, kemudian diberi larutan stop solution 50
wuL. Serapan masuk warna yang terbentuk dibaca
menggunakan microplate reader di panjang gelombang
450 nm.14

Analisis Statistik

Data dianalisis sebagai data kelompok dan
disajikan dalam bentuk rerata dan simpangan baku
[rerata (SD)]. Data diuji dengan uji analisis ragaman
untuk membandingkan perbedaan rerata di tiap
kelompok serta dilakukan uji regresi- kenasaban
untuk mengetahui apakah pengaruh pajanan glukosa
terhadap angiotensin II, dengan nilai p<0,05 dapat
dianggap bermakna.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Morfologi Perbenihan Adiposit

Pemeriksaan morfologi perbenihan adiposit
menggunakan pengecatan Oil red O untuk menemukan
adanya tetesan lemak (lipid droplet), karena secara
fisiologis sel lemak berperan sebagai tempat
menyimpan cadangan enersi berupa triasilgliserol yang
tampak sebagai tetesan lemak yang berwarna merah.

Sebagai counterstain digunakan hematoxylin untuk
mewarnai bagian sel lainnya yang tampak berwarna
biru (Gambar 1).

Kadar Angiotensin II pada Kultur Adiposit

Hasil ukuran rerata kadar angiotensin II yang
disekresikan di perbenihan adiposit yang dipajan
glukosa 5 mM, 11 mM dan 25 mM dengan ELISA
disajikan di Tabel 1.

Didasari hasil telitian didapatkan perbedaan yang
bermakna antara rerata kadar angiotensin II berkadar
glukosa 25 mM dan 11 mM yang disekresikan oleh
perbenihan adiposit yang dipajan glukosa tinggi, dan
kadar angiotensin II yang disekresikan oleh perbenihan
adiposit yang berkadar glukosa normal (5 mM). Hasil
uji regresi kenasaban menunjukkan pengaruh pajanan
glukosa yang bermakna terhadap kadar angiotensin II
(r= 0,89; p=0,001).

Kondisi hiperglikemia berperan penting dalam
mempengaruhi pengembangan patologis adiposit.
Glukosa dapat masuk ke dalam adiposit melalui
pembauran yang memudahkan dan diperantarai oleh
glucose transporter (GLUT). Ada beberapa isoform
GLUT yang diketahui tersebar di beberapa jaringan,
yakni GLUT1 sampai dengan GLUT6. Di adiposit,
pengangkutan glukosa melibatkan GLUT1 dan GLUTA4.
GLUT1. Pengangkut tersebut merupakan pembawa
glukosa (glucose transporter) yang dominan di jaringan
yang tidak bergantung insulin, seperti otak dan

Tabel 1. Rerata (SD) kadar angiotensin II di perbenihan sel
adiposit

Rerata (SD)
kadar angiotensin II

Kelompok pajanan
glukosa perbenihan sel

adiposit (ng/mL)
Glukosa 5 mM (pengendali 56,4 (4,28)
normal)
Glukosa 11 mM 66,05 (2,24)
Glukosa 25 mM 69,22 (3,49)
G ¥
$
AN
[
| \ [
: i 4-..

Gambar 1. Morfologi perbenihan adiposit dengan pengecatan oil red O yang diamati dengan mikroskop cahaya dengan perbesaran

400x
Keterangan:
A. Perbenihan adiposit yang dipajan glukosa 5 mM
B. Perbenihan adiposit yang dipajan glukosa 11 mM
C. Perbenihan adiposit yang dipajan glukosa 25 mM

Angiotensin II di Perbenihan Adiposit yang Dipajan Glukosa Tinggi - Firani 187



eritrosit. Namun, pengangkut tersebut didapatkan juga
di sel otot kerangka (skelet) dan adiposit, sedangkan
GLUT4 merupakan pembawa glukosa yang bergantung
pada insulin yang dominan di sel otot skelet dan
adiposit.1>

Hasil amatan morfologi adiposit menggunakan
pengecatan Oil Red O (lihat Gambar 1), di situ terlihat
bahwa pada perbenihan sel adiposit dengan pajanan
glukosa 5 mM dalam kondisi fisiologis memiliki ciri
morfologi sel adiposit yang normal (lihat Gambar 1A).
Gambaran ini sesuai dengan ciri sel adiposit dewasa
menurut Junqueira,'® yang menyatakan bahwa sel
adiposit dewasa dari jaringan lemak memiliki bentuk
sel bulat dengan tetesan lemak yang sangat besar,
sehingga menempatkan nukleus dan sitoplasma di
bagian perifer sel.

Di perbenihan sel adiposit yang dipajan glukosa
11 mM dan 25 mM tampak terjadi kematian jaringan
(nekrosis) (lihat Gambar 1B dan Gambar 1C). Di
kedua perbenihan adiposit yang dipajan glukosa 11
mM dan 25 mM juga tampak sedikit tetesan lemak.
Hal ini menunjukkan bahwa terdapat gangguan fungsi
adiposit sebagai tempat penyimpanan triasilgliserol.
Menurut Robbins,'” perubahan morfologis dasar
apoptosis dan nekrosis disebabkan terjadi denaturasi
protein dan pencernaan enzimatik organel dan sitosol.
Patomekanisme kematian sel yang terjadi disebabkan
oleh jejas di sel. Hal tersebut salah satunya akibat
senyawa oksigen reaktif (ROS) di dalam sel yang
berasal dari reaksi oksidatif metabolik yang berlebihan.
ROS yang dihasilkan pajanan glukosa tinggi dan dapat
mengaktifkan apoptosis signal-regulating kinase (ASK1)
yang merupakan pengindera stres oksidatif.

Penyebab utama terjadinya stres oksidatif sel dalam
kondisi hiperglikemia selain akibat meningkatnya
pembentukan ROS mitokondria, juga disebabkan oleh
aktifitas ensim NADPH oksidase yang berperan dalam
pembentukan superoksida radikal.!® Mitokondria
merupakan organel sel yang berperan dalam reaksi
fosforilasi oksidatif dalam kaitannya dengan oksidasi
glukosa menjadi ATP, yaitu sumber enersi bagi sel.
Adanya peningkatan mitochondrial ROS dalam kondisi
hiperglikemia disebabkan oksidasi glukosa meningkat
di siklus asam sitrat, yang menyebabkan peningkatan
sumbangan elektron yang mendorong rantai angkutan
elektron di mitokondria. Akibatnya peningkatan voltase
di membran mitokondria terjadi, hingga mencapai titik
nilai ambang yang gawat (critical trheshold). Di titik
ini pengalihan elektron di dalam kompleks III menjadi
terhambat, menyebabkan elektron kembali ke koenzim
Q, dan menyumbangkan elektron ke molekul oksigen,
sehingga menghasilkan radikal superoksida.l®

Pada pajanan glukosa tinggi, selain menimbulkan
kelainan struktur sel adiposit, juga dapat menyebabkan
kelainan fungsi sel, akibat terjadi ketidakseimbangan

jalur biokimia intraseluler. Pengaruh pajanan glukosa
tinggi dilaporkan dapat mengaktifkan beberapa
jalur reaksi biokimia, yaitu: jalur polyol, heksosamin,
protein kinase C (PKC) dan Advance glicosylation end
products (AGE), yang berakibat stress-sensitive signaling
pathway teraktifasikan.!®1° Gangguan fungsi sel pada
perbenihan adiposit yang terjadi akibat terpajan
glukosa 11 mM dan 25 mM, yang salah satunya
ditandai dengan kemampuan menyimpan cadangan
enersi dalam bentuk triasil gliserol menurun,
keadaan ini terlihat dengan berkurangnya tetesan
lemak. Gangguan fungsi adiposit juga tampak pada
pengaturan sekresi protein, dalam hal ini yang diamati
adalah sekresi angiotensin II.

Dalam hasil telitian ini terjadi peningkatan sekresi
angiotensin I yang bermakna pada pajanan glukosa 11
mM dan 25 mM dibandingkan dengan adiposit yang
dipajan glukosa 5 mM. Hasil uji regresi-kenasaban
menunjukkan bahwa glukosa berpengaruh secara
bermakna terhadap peningkatan kadar angiotensin
II.. Mekanisme peningkatan kadar angiotensin
II di adiposit pada pajanan glukosa tinggi diduga
melalui beberapa jalur biokimia yang diaktifkan
akibat peningkatan ROS, yang menyebabkan
penurunan aktivitas ensim glyceraldehyde-3 phosphate
dehydrogenase (GAPDH) yang mengkatalisis reaksi
pembentukan 1,3 difosfogliserat dari gliseraldehida-
3-fosfat. Ada empat jalur reaksi biokimia yang
diaktifkan dalam kondisi hiperglikemia, yaitu jalur
polyol, jalur heksosamin, jalur PKC dan jalur AGE.1°
Aktifasi jalur polyol menyebabkan peningkatan hasilan
sorbitol yang bersifat toksik, yang selanjutnya dapat
mengaktifkan enzim p38 mitogen-activated protein
kinase (MAPK).18:20 Jalur penting lain yang diaktifkan
dalam kondisi hiperglikemia yaitu aktifasi ensim
PKC. PKC adalah ensim yang memfosforkan substrat
protein dalam sisa serin atau treonin. Aktifasi PKC
dapat menimbulkan berbagai pengaruh pada ekspresi
beberapa gen intrasel.?!

Pajanan glukosa tinggi berpengaruh secara
bermakna terhadap perubahan fungsi benihan adiposit
sebagai salah satu sel yang dapat mensekresikan
angiotensin I1..%22 Di adiposit, angiotensin II
berperan yang sangat penting, yakni meningkatkan
pertumbuhan dan pendewasaan adiposit.22-23 Namun,
dari telitian lain ditemukan bahwa angiotensin II
dalam kadar tinggi berpengaruh anti adipogenik,
sehingga menyebabkan penurunan pembedaan
adiposit. Pengaruh anti adipogenik dari angiotensin
IT ini diduga melalui peningkatan aktifitas ensim
MAPK atau extracellular signal-regulated kinase
(ERK).24 Hal ini juga terbukti dalam telitian ini,
tampak bahwa perbenihan adiposit yang terpajan
glukosa tinggi 11 mM dan 25 mM mengalami
nekrosis yang sebanding dengan peningkatan sekresi
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angiotensin II. Didasari hasil telitian ini diketahui
bahwa pajanan glukosa tinggi menyebabkan terjadi
peningkatan sekresi angiotensin II. Peningkatan
sekresi angiotensin II di benihan adiposit yang dipajan
glukosa tinggi menyebabkannya mengalami nekrosis,
yang berdampak terjadi adiposopati, sehingga
terjadi gangguan adiposit. Gangguan adiposit ini
yang menjelaskan patomekanisme gejala metabolik
dalam kondisi obesitas abdominal. Oleh karena itu
perlu penelitian lebih lanjut untuk membuktikan
peran inhibitor angiotensin II di benihan adiposit
guna mencegah gejala metabolik dalam kondisi
kegemukan.

SIMPULAN DAN SARAN

Dalam telitian ini didapatkan peningkatan sekresi
angiotensin II benihan adiposit yang terpajan glukosa
tinggi 11 mM dan 25 mM, dibandingkan dengan
pajanan glukosa 5 mM sebagai pembanding normal.
Pajanan glukosa tinggi dapat meningkatkan kadar
angiotensin II yang disekresi oleh adiposit secara
bermakna. Perlu diteliti lebih lanjut masalah kajian ini
untuk membuktikan peran inhibitor angiotensin II di
benihan adiposit dalam menghambat gejala metabolik
di obesitas abdominal.
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