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ABSTRAK

JIHAN ATIQAH PERMATASARI. Analisis Ekspresi Gen pepck dan srl pada
Model Diabetes Drosophila melanogaster (dibimbing oleh Firzan Nainu dan
Muhammad Nur Amir).

Di Indonesia, kasus diabetes mellitus (DM) sebesar 11,3% dan
diperkirakan terus meningkat apabila tidak ditangani dengan baik. DM
merupakan suatu kondisi kelainan metabolisme pada tubuh yang ditandai
dengan tingginya kadar glukosa dalam darah. Peningkatan kasus tersebut
menyebabkan berkembangnya riset mengenai model hewan diabetes, salah
satunya penggunaan Drosophila melanogaster. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui analisis ekspresi gen pepck dan srl pada model diabetes
Drosophila melanogaster. Penelitian ini diawali dengan membuat model
diabetes melalui variasi pakan diet tinggi gula (DTG) dengan 4 konsentrasi
sukrosa yang berbeda, yaitu kontrol (4,5%), DTG 1 (15%), DTG 2 (24,5%),
dan DTG 3 (34,2%). Kemudian, penelitian ini dilakukan pengukuran panjang
dan berat badan larva, uji kadar glukosa, serta analisis ekspresi gen pepck
dan srl dari masing-masing kelompok. Hasil yang diperoleh menunjukkan
bahwa peningkatan kadar sukrosa akan menurunkan panjang dan berat
badan larva, meningkatkan kadar glukosa dalam D. melanogaster, serta
memengaruhi ekspresi gen srl, tetapi tidak memengaruhi ekspresi gen pepck.

Kata kunci : Diabetes mellitus, Drosophila melanogaster, sukrosa, pepck, srl



ABSTRACT

JIHAN ATIQAH PERMATASARI. Analysis of pepck and srl Gene Expression
in Drosophila melanogaster Diabetes Model (supervised by Firzan Nainu and
Muhammad Nur Amir).

In Indonesia, the prevalence of diabetes mellitus (DM) is 11.3% and is
expected to continue the increase if not handled properly. DM is a condition of
metabolic disorders in the body characterized by high levels of glucose in the
blood. The increase in cases has led to the development of research on animal
models of diabetes, one of which is the use Drosophila melanogaster. This
study aims to analyze the expression analysis of pepck and srl genes in
Drosophila melanogaster diabetes model. The research began by creating a
diabetic model through high sugar diet (HSD) feed variations with 4 different
sucrose concentrations, namely control (4,5%), HSD 1 (15%), HSD 2 (24,5%),
and HSD 3 (34,2%). Then, this research measured the length and body weight
of the larvae, glucose test, and analyzed the expression of pepck and srl genes
from each group. The results obtained indicate that an increase in sucrose
concentration will decrease the length and body weight of larvae, increase
glucose levels in the D. melanogaster, and affect the expression of the sr/
gene, but it does not affect the expression of the pepck gene.

Keywords: Diabetes mellitus, Drosophila melanogaster, sucrose, pepck, srl
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pada tahun 2021, International Diabetes Federation (IDF) menyatakan
bahwa terdapat sekitar 537 juta jiwa dengan umur 20-79 tahun yang menderita
diabetes (Boyko et al., 2021). Jumlah ini diperkirakan terus meningkat hingga
lebih dari 1,31 miliar jiwa pada tahun 2050 apabila kondisinya tidak ditangani
dengan baik (Ong, 2021). Akibat dari banyaknya kasus tersebut menyebabkan
diabetes termasuk penyakit dengan pertumbuhan paling cepat (Boyko et al.,
2021). Pada wilayah Asia Tenggara, Indonesia berada pada peringkat ke-3
dengan jumlah kasus penderita diabetes sebesar 11,3% (Resti & Widya,
2022). Adapun jenis diabetes yang banyak terdapat di Indonesia, yaitu
diabetes mellitus tipe 2 dengan jumlah kasus sebesar 90% dari semua kasus
diabetes (Fadilla et al., 2023).

Diabetes mellitus (DM) merupakan suatu kondisi adanya kelainan
metabolisme pada tubuh yang ditandai dengan tingginya kadar glukosa dalam
darah (hiperglikemia) akibat kekurangan insulin, resistensi insulin, ataupun
keduanya (Hardianto, 2020). Kadar glukosa darah yang terus meningkat dan
tidak ditangani dengan baik dapat menyebabkan komplikasi penyakit yang
lain, seperti nefropati diabetik, neuropati diabetik, retinopati diabetik,
ketoasidosis diabetik, hingga kematian (Renaldi et al., 2022). Diabetes mellitus

terbagi menjadi 2 tipe, yaitu tipe 1 dan tipe 2. Diabetes mellitus tipe 1 terjadi



akibat hasil dari reaksi autoimun pada protein sel beta pankreas sehingga
insulin tidak dapat diproduksi, sedangkan diabetes mellitus tipe 2 terjadi akibat
faktor genetik yang berhubungan dengan gangguan sekresi insulin, resistensi
insulin serta faktor lingkungan yang berhubungan dengan obesitas, olahraga,
stress, dan penuaan (Lestari et al., 2021).

Penggunaan hewan coba Drosophila melanogaster (D. melanogaster)
sangat sesuai sebagai model diabetes karena hewan ini memiliki insulin
producing cells (IPCs) yang secara fungsional memiliki kemiripan dengan
pankreas pada manusia. IPCs pada D. melanogaster memproduksi molekul
yang dikenal sebagai Drosophila insulin-like peptides (DILP) yang prinsip
kerjanya serupa dengan insulin yang diproduksi oleh sel beta pankreas pada
manusia. Oleh karena itu, pemberian pakan diet tinggi gula (DTG) akan
berpengaruh terhadap produksi DILP sehingga kadar glukosa dalam cairan
tubuh (hemolymph) D. melanogaster akan meningkat (Nainu, 2018; Baenas &
Anika, 2022).

Terdapat berbagai gen pada D. melanogaster yang berkaitan dengan
pengujian diabetes mellitus yang berhubungan dengan metabolisme dari D.
melanogaster, dua di antaranya gen yang mengkode phosphoenolpyruvate
carboxykinase (pepck) dan spargel (srl). Gen pepck ini berperan dalam proses
glukoneogenesis sehingga berperan utama dalam regulasi homeostasis
glukosa (Onken et al., 2020). Gen srl berperan dalam penggunaan oksigen di
mitokondria sehingga mengatur produksi ATP dan protein pada matriks

mitokondria dalam jalur insulin-TOR (Mukherjee & Atanu, 2013).



Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Musselman et al. (2011),
ekspresi gen pepck berpengaruh terhadap pemberian pakan DTG pada larva
dari induk yang diberikan pakan kontrol. Hasil penelitian yang diperoleh
menunjukkan bahwa ekspresi gen pepck akan meningkat saat diberikan
pakan DTG dalam jangka waktu yang lama. Meskipun penelitian tersebut telah
berhasil menganalisis gen pepck, tetapi saat ini belum terdapat penelitian yang
melakukan analisis ekspresi gen pepck pada larva D. melanogaster yang
pemberian pakan DTG dimulai dari induk hingga larvanya (Musselman et al.,
2011).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Baenas et al. (2016),
ekspresi gen PGC-1a yang homolog dengan gen srl pada lalat buah
berpengaruh terhadap kadar glukosa. Hasil yang diperoleh menunjukkan
bahwa penurunan kadar glukosa akan meningkatkan ekspresi gen srl pada
lalat dewasa jenis w’’’® (Baenas et al., 2016). Lalat jenis w’'’® merupakan
salah satu lalat tipe liar yang mengalami degenerasi retina sehingga memiliki
mata yang berwarna putih (Ferreiro et al., 2018). Namun, saat ini belum
terdapat penelitian yang melakukan analisis ekspresi gen sr/ pada larva D.
melanogaster jenis Canton S.

Oleh karena itu, pada penelitian ini penulis akan melihat pengaruh
ekspresi gen pepck dan srl pada model diabetes pada hewan uji Drosophila
melanogaster.

1.2 Rumusan masalah



Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah bagaimana profil ekspresi gen pepck dan srl pada model
diabetes Drosophila melanogaster?

1.3 Tujuan penelitian

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan penelitian ini

adalah untuk mengetahui profil ekspresi gen pepck dan srl pada model

diabetes Drosophila melanogaster.



BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

1.1 Diabetes Mellitus
I1.1.1 Definisi

Diabetes mellitus (DM) merupakan suatu penyakit metabolik yang
ditandai dengan tingginya kadar gula darah atau hiperglikemia akibat kelainan
sekresi insulin, kerja insulin, ataupun keduanya. Gejala dari DM, yaitu
polidipsia, poliuria, polifagia, penurunan berat badan, dan penglihatan yang
kabur. Penyakit ini apabila tidak terkontrol akan menyebabkan penderita
pingsan, koma, hingga kematian akibat ketoasidosis (Kharroubi & Hisham,
2015).

11.1.2 Klasifikasi dan patofisiologi
1.1.2.1 Diabetes mellitus tipe 1 (DMT1)

Kasus DMT1 sebesar 5-10% dari seluruh kasus diabetes. DMT1 terjadi
akibat kelainan autoimun yang ditandai dengan hancurnya sel B pankreas
yang dimediasi sel T sehingga terjadinya defisiensi insulin dan hiperglikemia.
Selain itu, DMT1 dipengaruhi oleh faktor genetik dan lingkungan.
Perkembangan autoimun pada sel 3 pankreas paling cepat terjadi pada bayi
dan anak-anak, sedangkan pada orang dewasa perkembangannya bertahap

(Banday et al., 2020).



1.1.2.2 Diabetes mellitus tipe 2 (DMT2)

Kasus DMT2 sebesar 90-95% dari seluruh kasus diabetes. DMT2
terjadi akibat resistensi insulin dan disfungsi sel 3 pankreas. Resistensi insulin
terjadi akibat terganggunya jalur seluler sehingga respons dan sensitivitas sel-
sel di dalam tubuh akan menurun. Adapun penurunan sensitivitas insulin akan
memicu terjadinya hiperfungsi sel B pankreas sehingga akan meningkatkan
kadar insulin dalam sirkulasi (hiperinsulinemia) yang dapat mencegah
terjadinya hiperglikemia, tetapi apabila kondisi ini terus berlangsung
mengakibatkan tubuh tidak mampu menyeimbangkan penurunan sensitivitas
insulin secara memadai sehingga terjadinya defisiensi insulin. Hal tersebut
mengakibatkan terjadinya hiperglikemia (Banday et al., 2020).

Namun, perkembangan DMT2 berkembang sangat lambat. Adapun
patogenesis DMT2 sering dikaitkan dengan pertambahan usia, obesitas,
riwayat keluarga diabetes, kurangnya aktivitas fisik, dan gaya hidup (Banday
et al., 2020).
1.1.2.3 Diabetes mellitus gestasional (DMG)

DMG merupakan salah satu jenis diabetes akibat intoleransi glukosa
yang didiagnosis sejak awal atau selama kehamilan, biasanya terjadi pada
trimester kedua atau ketiga. Adapun risiko GDM ini akan meningkat seiring
dengan bertambahnya usia, obesitas, riwayat gangguan toleransi glukosa
sebelumnya, serta faktor kehamilan sebelumnya dengan bayi besar (Banday

et al., 2020).



1.1.2.4 Diabetes mellitus tipe lain

Diabetes mellitus tipe lain ini berhubungan dengan berbagai kondisi,
seperti cacat monogenik pada sel 3 pankreas, kelainan genetik pada kerja
insulin, endokrinopati, patologi eksokrin pankreas, dan mutasi gen (Banday et
al., 2020).
1.2 Drosophila melanogaster
1.2.1 Deskripsi Drosophila melanogaster

Lalat buah dengan nama latin Drosophila melanogaster termasuk salah
satu serangga yang memiliki peran penting pada ilmu genetika serta menjadi
model hewan coba di laboratorium karena ukurannya yang kecil, mempunyai
siklus hidup yang pendek, jumlah keturunan yang dihasilkan sangat banyak,
dan biaya perawatannya yang murah. D. melanogaster dengan tipe normal
memiliki karakteristik berupa mata yang berwarna merah, berbentuk bulat
agak elips dengan ukuran yang relatif lebih kecil, tubuh yang berwarna kuning
kecokelatan dengan cincin berwarna hitam di tubuh bagian belakang serta
ukuran tubuhnya berkisar antara 3-5 mm, sayap dari D. melanogaster memiliki
ukuran yang cukup panjang dan transparan. Posisi sayapnya dimulai dari
bagian toraks, vena tepi sayap (costal vein) memiliki dua bagian yang
terpotong dekat dengan tubuhnya. Pada umumnya, aristanya berbentuk
rambut dan memiliki 7-12 percabangan serta crossvein posterior yang
berbentuk lurus dan tidak melengkung. Toraksnya memiliki bulu dengan

ukuran yang bervariasi berupa ada yang panjang dan pendek, sedangkan



abdomennya bersegmen lima dan bergaris berwarna hitam (Hotimah et al.,
2017).

Saat ini, jenis lalat wild type yang melalui proses rekayasa genetik telah
banyak ditemukan, salah satunya adalah jenis Canton S. Jenis ini pertama kali
ditemukan oleh Briges dari lalat liar yang dikumpulkan dari Canton, Ohio pada
tahun 1920-an. Kemudian, jenis Canton S ini memperoleh peningkatan
penggunaan setelah dilakukan pengujian pertama oleh Seymour Benzer pada
tahun 1967. Adapun ciri utama dari jenis Canfon S adalah sensitif terhadap
oksidan (Qiu et al., 2017; Pomatto et al., 2018).

1.2.2 Taksonomi Drosophila melanogaster

Taksonomi dari D. melanogaster, yaitu (Petra et al., 2020):

Kingdom : Animalia
Phylum : Arthropada
Class - Insecta
Order : Diptera
Family : Drosophilidae
Genus : Drosophila

Subgenus : Sophophora
Species : Drosophila melanogaster
11.2.3 Siklus hidup Drosophila melanogaster
Masa hidup D. melanogaster sekitar 2-3 bulan yang diawali dengan
fase embrio, fase remaja (larva), dan fase dewasa melalui proses yang disebut

dengan metamorfosis. Adapun embrio D. melanogaster berkembang menjadi



larva instar pertama (7% instar larvae) hanya dalam sehari lalu berkembang
menjadi larva instar kedua (2"¢ instar larvae) dalam waktu sehari kemudian
berkembang menjadi larva instar ketiga (3 instar larvae) dalam waktu dua
hari. Selanjutnya, larva instar ketiga berubah menjadi pupa sekitar 2-3 hari
pada suhu 25°C lalu lalat dewasa akan keluar dari cangkang pupa (pupal
case) yang selanjutnya disebut dengan lalat dewasa setelah 3-5 hari. Adapun

siklus hidup D. melanogaster dapat dilihat pada Gambar 1 (Nainu, 2018).

peoy as
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Pupa jadi pupa
1 hari
Larva instar
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Siklus hidup Drosophila
» 1 hari

Larva
instar

ketiga 1 hari 7 Larva instar

edua

Gambar 1. Siklus hidup lalat buah D. melanogaster (Nainu, 2018)

11.2.4 Metabolisme glukosa pada Drosophila melanogaster

Glukosa merupakan sumber energi yang beredar di hemolymph dan
dimetabolisme melalui jalur glikolitik, siklus asam trikarboksilat (TCA), dan
fosforilasi oksidatif untuk menghasilkan ATP. Piruvat mitokondria D.
melanogaster akan mentransfer piruvat yang dihasilkan dalam glikolisis ke
dalam mitokondria untuk katabolisme piruvat dalam siklus TCA yang secara

sederhana diinduksi oleh pemberian gula. Peningkatan ketersediaan gula
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makanan, seperti terjadi pada kondisi DTG akan meningkatkan kadar glukosa
dalam tubuh (Chaterjee & Nobert, 2021).

Adapun perbedaan jenis gula yang umum bersirkulasi pada D.
melanogaster dengan mamalia. Pada mamalia, glukosa adalah gula utama
yang bersirkulasi, sedangkan trehalosa adalah gula yang banyak terdapat di
D. melanogaster. Trehalosa pada hemolymph digunakan untuk memenuhi
kebutuhan energi otot-otot terbang pada D. melanogaster. Oleh karena itu,
kadar gula yang bersirkulasi pada D. melanogaster akan meningkat seiring
dengan peningkatan kandungan gula pada makanan dan kelebihan energi dari
makanan akan disimpan dalam bentuk glikogen. Pada larva, glikogen
ditemukan di dinding otot dan lemak tubuh yang akan disalurkan saat larva
kelaparan untuk mempertahankan kadar gula yang bersirkulasi, tetapi
glikogen dari lemak tubuh larva saat berpuasa akan dicegah setelah tahap
pupa dan disimpan untuk digunakan selama proses metamorfosis (Chaterjee
& Nobert, 2021).

Pada D. melanogaster, air liur dikeluarkan untuk mencairkan dan
mencerna makanannya. Air liur ini mengandung enzim pencernaan, seperti
amilase dan sukrase. Enzim amilase digunakan untuk menghidrolisis pati
menjadi disakarida dan enzim sukrase digunakan untuk menghidrolisis
sukrosa menjadi monosakarida glukosa dan fruktosa. Pada bagian tengah
usus D. melanogaster, protein transpor akan memindahkan monosakarida ke
hemolymph dan konsentrasi glukosa akan tetap rendah dengan mengubahnya

menjadi trehalosa (Szyszka & Giovanni, 2018).
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1.3 Gen
11.3.1 Gen pepck

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (pepck) akan mengkatalis laju
glukoneogenesis sehingga berperan dalam homeostatik glukosa. Pada
mamalia, pepck terbagi menjadi dua, yaitu pepck-C atau pepck-1 yang
terdapat pada sitosol dan pepck-M atau pepck-2 yang terdapat di mitokondria,
tetapi pepck-M yang memiliki peran yang lebih besar dalam regulasi
metabolisme (Onken et al., 2020).

Jalur pensinyalan yang diinduksi insulin (lIS) adalah sistem yang
berfungsi untuk mengontrol pertumbuhan, metabolisme, dan diferensiasi pada
hewan. Mediator transkripsi IS yang paling terkenal adalah dFOXO yang
berfungsi untuk mengatur glukoneogenesis melalui aktivasi ekspresi pepck
sehingga dapat menjelaskan peningkatan kadar glukosa pada hemolymph
yang diamati pada larva ataupun lalat dewasa (Mattila & Ville, 2017).

Salah satu gejala dari diabetes mellitus adalah polifagia yang berarti
sering lapar (Kharroubi & Hisham, 2015). Salah satu gen yang dapat
memberikan informasi mengenai tanda kelaparan adalah gen pepck dengan
mekanisme dFOXO akan merangsang ekspresi gen yang mengkode protein
glukoneogenesis untuk memasok sel dengan glukosa dan asam amino agar
kebutuhan nutrisi dan energi pada sel terpenuhi (Tauber et al., 2020). Oleh
karena itu, gen pepck ini dapat menjelaskan mengenai kondisi diabetes pada

D. melanogaster.
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Gambar 2. Data ekspresi gen pepck (FlyBase)
11.3.2 Gen srl

Gen spargel (srl) pada D. melanogaster homolog dengan peroxysome
proliferator-activating receptor gamma coactivator -1a (PGC-1a). PGC-1a
merupakan koaktivator utama pada mamalia yang berperan dalam
homeostatik energi, glukoneogenesis, oksidasi asam lemak, dan pengaturan
toleransi termal. Kesamaan PGC-1a dengan srf terletak pada RNA recognition
motif (RRM) dan serine-arginine repeat (RS). Pada D. melanogaster, srl
berfungsi pada jalur insulin-TOR. Jalur insulin-TOR dapat dilihat pada Gambar
3 yang menjelaskan bahwa sr/ berperan pada bagian akhir jalur insulin-TOR
sehingga akan memengaruhi pertumbuhan dan poliferasi organisme serta
menurunkan fungsi dari mitokondria. (Mukherjee & Atanu, 2013).

Diabetes mellitus menyebabkan tidak terjadinya metabolisme
mitokondria sebagai respons terhadap glukosa sehingga glukosa tidak dapat
meningkatkan sintesis ATP untuk cadangan energi (Haythorne et al., 2019).
Adapun gen yang dapat menjelaskan mengenai energi mitokondria yang
berpengaruh terhadap pertumbuhan sel pada D. melanogaster adalah gen sr/
(Mukherjee & Atanu, 2013). Oleh karena itu, gen srl ini dapat menjelaskan

mengenai kondisi diabetes pada D. melanogaster.
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Gambar 3. Jalur insulin-TOR (Mukherjee & Atanu, 2013)
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Gambar 4. Data ekspresi gen srl (FlyBase)

1.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan salah satu metode
dengan menggunakan teknik enzimatik yang berfungsi untuk mereplikasi DNA
yang berukuran pendek dengan bantuan suatu primer DNA secara in vitro.
Metode PCR ini pertama kali dikenalkan oleh Karry Mullis beserta rekan-
rekannya pada tahun 1983 (Kusnadi & Esti, 2020).

Seiring dengan kemajuan teknologi terdapat berbagai jenis PCR, salah
satunya real time Reverse Transcription—Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR). RT-PCR merupakan metode PCR yang digunakan untuk memperkuat,
mengisolasi, ataupun mengidentifikasi urutan RNA dari suatu sel ataupun

jaringan. Prinsip dari RT-PCR adalah mengubah RNA menjadi cDNA dengan
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menggunakan enzim reverse transcriptase sehingga banyak digunakan untuk
menentukan ekspresi dari suatu gen (Rahman et al., 2013).

RT-PCR termasuk alat yang sederhana, murah, sensitif, dan spesifik
untuk menentukan ekspresi gen. Real time PCR merupakan metode kuantitatif
untuk menentukan jumlah salinan dari templat PCR, seperti DNA atau cDNA
yang terdiri dari probe-based dan intercalator-based. Prinsip dasar dari real
time RT-PCR adalah isolasi total RNA, reverse transcription, dan PCR.
Reverse Transcription melibatkan sintesis DNA dari RNA dengan
menggunakan DNA polimerase yang bergantung pada RNA. PCR akan
mengamplifikasi satu atau beberapa salinan DNA sehingga menghasilkan
ribuan hingga jutaan rangkaian DNA tertentu (Mo et al., 2012).

Pada proses PCR terbagi menjadi tiga tahap yang terjadi pada 20
sampai 30 siklus, yaitu (1) denaturasi templat DNA (denaturation); (2)
penempelan primer pada templat (annealing); dan (3) pemanjangan primer
(extension) (Rahman et al., 2013).

1. Denaturasi

Tahap denaturasi DNA terjadi pada suhu sekitar 94°C-96°C selama 5
menit. Tahap ini terjadi proses pemecahan ikatan hidrogen yang
menghubungkan untai ganda DNA menjadi untai tunggal serta terjadinya
proses pengaktifan Taq polymerase (Rahman et al., 2013).

2. Annealing
Tahap annealing terjadi pada suhu sekitar 50°C-60°C selama 1-2 menit

yang bergantung pada primer yang digunakan. Tahap ini terjadi penurunan
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suhu untuk penempelan primer pada untai tunggal DNA. Oleh karena itu, suhu
sangat berperan pada tahap ini karena suhu yang salah akan menyebabkan
primer tidak menempel pada DNA templat (Rahman et al., 2013).
3. Ekstensi

Tahap ekstensi terjadi pada suhu yang bergantung pada DNA
polymerase, tetapi tahap ini digunakan Taq polymerase sehingga suhunya
sekitar 75°C. Pada tahap ini, DNA polymerase akan menyambungkan antara

primer dengan DNA templat yang bekerja sepanjang untai DNA (Rahman et

al., 2013).
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Gambar 5. Komponen dan proses PCR (Kusnadi & Esti, 2020)



