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ABSTRAK

Diabetes Mellitus tipe 2 (DMT2) merupakan penyakit metabolik kronik yang ditandai dengan
hiperglikemia akibat gangguan sekresi atau kerja insulin. DMT2 menjadi masalah kesehatan utama di
Indonesia dengan prevalensi dan tingkat komplikasi yang tinggi. Pemeriksaan HbA1c digunakan untuk
memantau kontrol glikemik, dimana nilai HbA1c <7% menandakan DMT2 terkontrol dan nilai HbA1c
>7% menandakan DMT2 tidak terkontrol. Gen VDR adalah gen yang menghasilkan reseptor vitamin D,
protein penting yang mengatur kerja vitamin D dalam tubuh, termasuk pengaruhnya pada
metabolisme, sistem imun, dan pengaturan insulin. Ekspresi gen VDR dapat dianalisis menggunakan
metode Real-Time PCR yang memiliki sensitivitas dan spesifisitas tinggi. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui perbedaan ekspresi gen VDR pada penderita DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol
di Klinik Delima Sehat Semarang. Metode penelitian ini menggunakan cross sectional dengan
menggunakan teknik consecutive sampling dengan jumlah responden (15 responden DMT2 terkontrol
dan 15 DMT2 tidak terkontrol). Hasil penelitian metode Real-Time PCR didapatkan dari perhitungan
rumus livak (Relative Quantification) yaitu Ekspresi gen VDR pada penderita Diabetes Mellitus tipe 2
terkontrol dan tidak terkontrol 1,45 ; 2,27 yang dapat dikatakan bahwa ekspresi gen VDR pada
penderita Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol lebih rendah, dibandingkan dengan penderita Diabetes
Mellitus tipe 2 tidak terkontrol.

Kata kunci : DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol, gen VDR, dan Real-Time PCR

PENDAHULUAN

Diabetes Mellitus (DM) adalah suatu penyakit metabolik kronik yang ditandai
adanya hiperglikemia. Penyakit DM dapat memberikan dampak komplikasi serius
terhadap kualitas hidup individu penyandangnya. DM merupakan masalah kesehatan
karena tingkat morbiditas dan mortalitasnya yang tinggi. DM berdasarkan etiologinya
diklasifikasikan menjadi empat kelompok, yaitu Diabetes Mellitus Tipe 1 (DMT1),
Diabetes Mellitus Tipe 2 (DMT2), DM gestasional dan DM tipe lain. DMT2 merupakan
penyakit kronik yang terjadi ketika pankreas tidak dapat lagi memproduksi insulin
dalam jumlah yang cukup atau dapat juga disebabkan oleh berkurangnya
kemampuan tubuh untuk merespon kerja insulin secara efektif (Fatimah, 2020).

Berdasarkan survei data Kementerian Kesehatan Rl yang dilakukan tahun 2019,

kematian yang berhubungan dengan DM menempati urutan ketiga di Indonesia yaitu
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sekitar 57,42 kematian per 100.000 penduduk, setelah stroke dan penyakit jantung.
Sebanyak 90% dari total kasus DM adalah DMT2, sehingga DMT2 merupakan salah satu
masalah kesehatan dunia. Indonesia menempati urutan keempat terbesar di dunia
untuk penyandang DM, diperkirakan akan terdapat 21,3 juta penyandang DM di
Indonesia pada tahun 2030 (Khairani, 2019).

Hiperglikemia pada diabetes melitus dimulai dengan pembentukan Hemoglobin
Alc (HbA1c) yang menyebabkan pembuluh-pembuluh darah kecil mengalami
penyumbatan Hiperglikemia ditandai dengan peningkatan kadar glukosa dalam darah
melebihi batas normal. Ketika kondisi tersebut dibiarkan akan menyebabkan
komplikasi makrovaskular dan mikrovaskular (Ing, 2020). Komplikasi akut dapat
terjadi terutama pada kelompok penderita DM tidak terkontrol. Diabetes Mellitus
juga dapat menyebabkan nefropati diabetik, retinopati diabetik, stroke, penyakit
kardiovaskular, dan penyakit pembuluh darah perifer (Wang, 2020). Proses inflamasi
kronis awal diprakarsai oleh akumulasi lemak di adiposit. Sementara aktivasi
peradangan terus meningkat, sel-sel inflamasi terutama makrofag akan masuk ke
jaringan adiposa. Makrofag bertanggungjawab untuk memproduksi dan mensekresi
sitokin inflamasi seperti IL-6 dan TNF-a (Gregor, 2019). Peningkatan kadar sitokin ini
memiliki pengaruh langsung pada intensitas sinyal insulin berkontribusi terhadap
resistensi insulin (Phosat et al., 2017).

Resistensi insulin tidak terlepas dari peran Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a).
Beberapa penelitian yang mengevaluasi fungsi imun pada pasien DM tipe 2, terdapat
gangguan imunitas alami maupun imunitas adaptif. Beberapa gangguan tersebut
antara lain berupa penurunan sekresi sitokin interleukin 1 (IL-1) dan interleukin 6
(IL-6) oleh sel neutrofil maupun monosit, penurunan mobilisasi, kemotaksis dan
fagositosis oleh sel-sel fagosit, penurunan respons sel T, peningkatan jumlah TNF-a,
dan gangguan imunitas humoral. Sehingga terganggunya sistem pengaturan kadar
glukosa darah dan dapat terjadi down-regulation enzim phosphoenolpyruvate
carboxykinase yang diperlukan pada glukoneogenesis, sehingga terjadi peningkatan
glukoneogenesis di hati (Lestari, 2021).

Kondisi Diabetes Mellitus terkontrol dan tidak terkontrol dapat ditentukan
berdasarkan kadar HbA1c. HbA1c mencerminkan kadar glukosa darah rata-rata
selama 2-3 bulan terakhir dan direkomendasikan sebagai pemeriksaan penunjang

diagnosis dan monitoring DM. Berdasarkan nilai HbA1c, DMT2 diklasifikasikan
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menjadi dua kelompok, yaitu DMT2 terkontrol (HbA1c <7%) dan tidak terkontrol
(HbA1c >7%). Pasien dengan DMT2 tidak terkontrol berisiko lebih tinggi mengalami
komplikasi dibandingkan pasien dengan DMT2 terkontrol. Pemeriksaan laboratorium
ini salah satu yang direkomendasikan oleh Pengurus Pusat Perkumpulan
Endokrinologi Indonesia (PP Perkeni) sebagai pemeriksaan penunjang untuk
mendiagnosis Diabetes Mellitus (Walraven et al., 2019).

Reseptor vitamin D (Vitamin D Receptor/VDR) merupakan reseptor inti yang
mengatur transkripsi gen setelah diaktifkan oleh 1,25dihidroksivitamin D (kalsitriol),
VDR ditemukan hampir di seluruh jaringan tubuh, termasuk sel B pankreas yang
berperan dalam sintesis dan sekresi insulin. Defisiensi vitamin D dan gangguan
ekspresi gen VDR telah dikaitkan dengan peningkatan resistensi insulin serta risiko
terjadinya DMT2. Konsentrasi kalsitriol dan kalsifediol juga berkorelasi signifikan
dengan resistensi insulin, dan defisiensi vitamin D diketahui mempercepat terjadinya
resistensi insulin (Stefikova et al., 2018).

VDR terdapat hampir di semua jaringan, termasuk sel B pankreas. Hal ini sesuai
dengan banyaknya peranan vitamin D termasuk regulasi sintesis dan sekresi insulin
serta modifikasi respon imun yang dapat melindungi individu dari perkembangan DM.
Jumlah gen VDR yang ada di dalam tubuh tergantung pada gen VDR yang
diekspresikan di dalam sel. Untuk menentukan ekspresi gen VDR secara molekuler
bisa menggunakan metode Real-Time PCR (Vural & Maltas, 2017).

Ekspresi gen VDR di dalam sel menentukan seberapa efektif respon tubuh
terhadap vitamin D. Penelitian menunjukkan bahwa pada penderita DMT2, ekspresi
gen VDR cenderung meningkat dibandingkan individu normal, meskipun terdapat
variasi yang cukup besar antar individu. Salah satu metode yang banyak digunakan
untuk mengukur ekspresi gen VDR adalah Real-Time PCR, karena memiliki
sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi serta mampu mendeteksi perubahan ekspresi
gen secara kuantitatif dalam waktu singkat. Penelitian-penelitian sebelumnya telah
menggunakan RealTime PCR untuk mengukur ekspresi gen VDR pada pasien DMT2,
namun hasilnya menunjukkan variasi yang besar dan belum dapat dirata-ratakan.
Real-Time PCR merupakan salah satu teknik amplifikasi asam nukleat in vitro yang
paling banyak dipelajari dan digunakan secara luas. PCR digunakan untuk

menggandakan jumlah molekul DNA pada target tertentu dengan menganalisis
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molekul DNA baru yang berkomplemen dengan molekul DNA target melalui enzim
dan oligonukleotida sebagai primer dalam suatu thermocycle (Yusuf, 2021).

Salah satu jenis metode pendeteksi ekspresi gen VDR pada penelitian ini
menggunakan Real-Time PCR, karena memiliki tingkat sensitivitas dan spesifitas
yang tinggi, serta dapat mendeteksi sampel dalam jumlah yang banyak dan waktu
yang singkat dibandingkan dengan metode lainnya. Pengujian menggunakan Real-
Time PCR telah dilakukan pada penelitian sebelumnya, seperti penelitian (Vural &
Maltas, 2017) Uji RT-qPCR pada gen reseptor vitamin D pada pasien Diabetes mellitus
tipe 2 dan hipertensi di Turki. Penelitian (Ainun et al., 2021) Kuantifikasi gen VDR
pada penderita Diabetes mellitus tipe 2 dengan metode Real-Time PCR. Berdasarkan
hasil yang diperoleh dapat dihitung peningkatan jumlah gen VDR pada penderita
Diabetes Mellitus tipe 2, namun tidak dapat di rata-ratakan jumlah gen VDR, karena
terdapat variasi jumlah peningkatan gen VDR, oleh karena itu metode menggunakan
Real-Time PCR pada ekspresi gen VDR telah banyak dilakukan pada penelitian
sebelumnya, namun minimnya penelitian mengenai deteksi ekspresi gen VDR pada
penderita DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol sehingga perlu dilakukan
pengembangan penelitian.

Meskipun telah banyak dilakukan penelitian mengenai ekspresi gen VDR pada
pasien DMT2, sangat sedikit studi yang secara khusus membandingkan ekspresi gen
VDR antara pasien DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol. Padahal, perbedaan
ekspresi gen VDR pada kedua kelompok ini dapat memberikan wawasan baru
mengenai mekanisme molekuler yang mendasari perbedaan status kontrol glikemik
dan potensi pengembangan biomarker molekuler untuk monitoring serta prognosis
DMT2.

Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian mengenai perbedaan ekspresi
gen VDR pada penderita DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol dengan metode Real-
Time PCR sangat penting untuk dilakukan. Penelitian ini diharapkan dapat
memberikan pemahaman tentang peran VDR dalam patofisiologi DMT2 dan membuka
peluang pengembangan strategi diagnosis melalui pemeriksaan berbasis molekuler

untuk pengelolaan DMT2 yang lebih baik.
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BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian yang digunakan oleh peneliti adalah observasional analitik
serta melalui rancangan cross-sectional. Rancangan crosssectional merupakan
rancangan penelitian yang melakukan pengukur atau pengamatan pada saat yang
bersamaan dalam sekali waktu. Bertujuan untuk mengukur gen VDR pada penderita
DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol dengan metode RealTime PCR.

Pengambilan Darah Vena

Pengambilan sampel dilakukan pada darah vena mediana cubiti, dengan
tahapan sebagai berikut :

Peneliti menyiapkan alat serta melabel tabung darah dengan jelas dan terbaca.
Selanjutnya salah satu tangan responden diletakkan lurus diatas meja dan
dipasangkan torniquet kira-kira tiga jari diatas siku, tangan responden diminta untuk
digenggam, kemudian dicari area untuk penusukan spuit, lalu area tersebut difiksasi
menggunakan alkohol swab dengan arah melingkar dari dalam keluar dan ditunggu
hingga alkohol menguap. Spuit ditusukan pada area yang sudah disiapkan dengan sisi
miring jarum menghadap keatas dengan sudut +25 derajat. Saat Penusukan sudah
benar maka akan keluar sedikit darah diujung spuit lalu hisap darah sedikit kemudian
genggaman tangan responden dibuka dan torniquet dilepas, selanjutnya hisap darah
sampai spuitnya penuh, kemudian letakan kapas diatas jarum dan tarik spuit secara
perlahan hingga terlepas, lalu tutup area tusukan tadi dengan plester. Darah yang
diperoleh dipindahkan dari spuit ketabung darah sebanyak 3ml secara perlahan
sampai habis. Tabung yang berisi darah kemudian disimpan pada suhu 2-8°C sampai
proses selanjutnya dilakukan (Nugraha, 2018).

Ekstraksi RNA (column)

RNA diekstraksi menggunakan metode column dengan tahapan sebagai berikut,
darah vena yang sudah diambil dan disimpan ke tabung vakum tutup ungu, kemudian
dipipet sebanyak 300 pL dan ditambahkan RBC Lysis Buffer 1 ml pada masing-masing
microtube. inkubasi 10 menit kemudian disentrifuge dengan kecepatan 3.000 rpm
selama 5 menit, setelah itu dibuang supernatannya, lalu bagian bawah yang putih
diambil (leukosit), sisa leukosit ditambah RB Buffer 400 pL sama B-mercaptoethanol
4 pL, kemudian dihomogenkan dengan pipet, inkubasi 5 menit, kemudian

disentrifuge dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit, kemudian dipindahkan
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supernatan ke microtube yang baru sebanyak 1,5 ml. Tambahkan 70% RNAse free
ethanol 1 ml, kemudian pindahkan kedalam RB column, disentrifuge dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit, lalu buang larutan yang dibawah. Tambahkan
W1 buffer 400 pL, lalu sentrifuge lagi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit,
buang larutan yang dibawah, tambahkan wash buffer 600 pL kedalam RB column,
lalu disentrifuge lagi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 2 menit, buang larutan
yang dibawah. Setelah itu mengeringkan column disentrifuge dengan kecepatan
12.000 rpm selama 3 menit, lalu pindahkan RB column ke microtube 1,5 ml,
kemudian tambahkan Elution Buffer 50 pL inkubasi 3 menit, baru disentrifuge lagi
dengan kecepatan 12.000 rpm selama 3 menit. Setelah itu diuji kuantitatif RNA
diukur menggunakan Spektrofotometer nanodrop sedangkan untuk kualitatif RNA
diperiksa menggunakan Elektroforesis. RNA hasil ektraksi dari leukosit kemudian
disimpan pada freezer -80°C.
Optimasi PCR

Primer dispindown hingga turun ke dasar tabung kemudian ditambahkan TE
buffer ke masing-masing primer sesuai dengan berat molekul masingmasing primer,
lalu divortex. Primer kemudian dipindahkan ke dua tabung masing-masing sebanyak
90 pL dan 10 pL. Pindahkan 4 uL primer forward dan reverse ke microtube baru.
GoTag Green ditambahkan kedalam microtube kemudian ditambahkan 38 pL NFW
dan 4 pL sampel human ke dalam microtube lalu homogenkan. Pindahkan
masingmasing 25 uL ke dalam microtube baru hingga menjadi 4 microtube. Suhu TM
Primer dihitung (TM (Primer Forward + TM Primer Reverse):2) yaitu (58,15+59,4):2=
58,77 jadi TM 59°C. Selanjutnya setiap tabung dioptimasi pada 3 suhu yaitu 57°C,
59°C, 60°C selama 1 jam 4 menit. Pembuatan agar untuk elektroforesis
menggunakan agarose 0,5 gram dilarutkan dengan TAE buffer 25 ml, homogenkan
dengan cara dipanaskan menggunakan microwave, sesudah larut ditambahkan
Florosafe DNA Stain 0,5 pL Setelah suhu agar menjadi suam-suam kuku tuangkan
kedalam cetakan, tunggu hingga agar mengeras 5-10 menit. Kemudian dipipet ke
dalam setiap sumur loading dye 1 pL dan sampel RNA 5 pL, lalu tunggu proses
elektroforesis selama 20 menit. Baca hasil dari elektroforesis menggunakan Geldoc.
Hasil elektroforesis yang terbaca disimpan sebagai acuan untuk kualitas RNA.

Ekspresi gen VDR
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RNA yang telah disimpan dilakukan pengenceran menggunakan NFW untuk
mendapatkan konsentrasi yang sama yaitu 50ng/pL dengan volume 30 pL.
Selanjutnya dilakukan pemipetan sebagai berikut kedalam masing-masing lubang
PCR plate, 10 uL Sensi Fast Sybr, 0,8 puL Primer Forward 10 uM, 0,8 uL Primer Reverse
10 uM, 0,2 pL Reverse Transcriptase, 0,4 Ribosafe RNAse

Inhibitor, 3,8 pL H20 dan 4 pL RNA 50ng/ pL. Pemipetan dilakukan selang seling
dengan primer GAPDH dan VDR secara bergantian masingmasing sampel kemudian
ditutup menggunakan optical seal. Setelah selesai dipipet ke masing-masing lubang
plate kemudian di sentrifus menggunakan centrifuge plate. Plate kemudian
dimasukkan ke mesin PCR, diatur pada komputer dengan suhu 45°C 10 menit, 95°C
2 menit (Pre Denaturasi), 95°C 5 detik (Denaturasi), 60°C 30 detik(Annealing), dan
72°C 5 detik (Extention), dilakukan 40 siklus selama 1 jam lebih. Plates yang selesai
di PCR akan nengeluarkan hasil data berupa amplification plot, melt curve, dan CT.
Analisis Data

Analisis data ekspresi gen VDR menggunakan rumus livak, pertama CT target
gen dinormalisasi dengan CT housekeeping gene menghasilkan ACT yang selanjutnya
akan digunakan untuk menghitung AACT dinormalisasi dengan kelompok kontrol.
AACT yang didapat digunakan untuk mendapatkan relative quantification dengan
rumus 2-22 CT_ Relative quantification yang didapat akan dilakukan uji statistik
dengan SPSS (Statistical Product and Service Solution), yaitu dilakukan uji
normalitas menggunakan ShapiroWilk karena sampel berjumlah <50. Data diuji
normalitasnya, hasil analisis data pada kelompok DMT2 terkontrol didapatkan
distribusi yang tidak normal dengan nilai p = 0,003 (p < 0,05). Sedangkan pada
kelompok DMT2 tidak terkontrol, data berdistribusi normal dengan nilai p = 0,540 (p
> 0,05). Berdasarkan hasil tersebut, uji yang digunakan selanjutnya adalah uji Mann
Whitney. Hasil uji menunjukkan nilai p = 0,001 (p < 0,05), sehingga disimpulkan
bahwa data tersebut berdistribusi normal. Artinya, terdapat perbedaan ekspresi gen
VDR pada penderita Diabetes Mellitus Tipe 2 terkontrol dan tidak terkontrol di Klinik

Delima Sehat Semarang.

HASIL

Penelitian yang berjudul “Perbedaan Ekspresi gen VDR pada Penderita Diabetes
Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak terkontrol dengan Metode Real-Time PCR” telah
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disetujui oleh Lembaga Komisi Etik dari Komisi Etik Penelitian Kesehatan Fakultas
Ilmu Keperawatan dan Kesehatan Universitas Muhamamdiyah Semarang
No.065/KE/01/2025 pada tanggal 31 Januari 2025. Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan Mei 2025 di Laboratorium Biologi Molekuler Universitas Muhammadiyah
Semarang dan Laboratorium Riset Terpadu FK-KMK Universitas Gadjah Mada.
Pengambilan sampel darah pada penderita Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol dan

tidak terkontrol di Klinik Delima Sehat Semarang sebanyak 30 orang.

Tabel 1. Hubungan jenis kelamin DMT2 dengan ekspresi gen VDR

No. Jenis Kelamin Rerata + SB Median
(Minimal;Maksimal)

1. Perempuan 2,98+ 1,15 1,42 ;5,2

2. Laki-laki 0,74 + 0,39 0,17 ; 1,36

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan bahwa pada jenis kelamin perempuan
dengan nilai rerata (1,01) sedangkan jenis kelamin laki-laki dengan nilai rerata (0,26)
yang dapat dikatakan bahwa pada jenis kelamin perempuan ekspresi gen VDR lebih
tinggi dibandingkan dengan jenis kelamin laki-laki, berarti terdapat hubungan jenis
kelamin dengan ekspresi gen VDR. Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Nuryah (2017) tentang hubungan karakteristik dengan kejadian DM,
menemukan bahwa kejadian DM lebih banyak terjadi pada jenis kelamin perempuan
(0,65) dibandingkan dengan jenis kelamin laki-laki (0,35). Berdasarkan analisis
antara jenis kelamin dengan kejadian DM, prevalensi kejadian DM pada wanita lebih
tinggi dari pada laki-laki.

Wanita lebih berisiko mengidap diabetes karena secara fisik wanita memiliki
peluang peningkatan indeks masa tubuh yang lebih besar. Sindroma siklus bulanan
(premenstrual syndrome), pascamenopouse yang membuat distribusi lemak tubuh
menjadi mudah terakumulasi akibat proses hormonal tersebut sehingga wanita
berisiko menderita diabetes mellitus (Nuryah, 2017).

Data penelitian ini disajikan dalam bentuk narasi, tabel, dan gambar. Tahapan
penelitian ini meliputi, pengisian informed consent dan kuesioner, pengambilan
darah sebanyak 3cc, ekstraksi RNA, dan ekspresi gen VDR menggunakan Real-Time
PCR.
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Ekstraksi RNA

Ekstraksi RNA, darah atau whole blood dilisiskan menggunakan RBC lysis buffer
untuk mendapatkan leukosit selanjutnya diekstraksi menggunakan metode column
untuk memurnikan asam nukleat dari protein terkait dan kontaminan lainnya, DNA
akan tertahan dalam fase organik dan RNA akan tetap berada dalam fase berair
(Mohabty et al., 2019), kemudian diambil supernatan dengan hati-hati agar
diperoleh RNA murni kemudian ditambahkan RB buffer dan Bmerchaptoethanol
untuk mengendapkan RNA yang telah diekstraksi, lalu dicuci menggunakan 70%
RNAse free ethanol. RNA yang diperoleh kemudian dipindahkan ke RB column lalu
dilarutkan dengan W1 buffer , wash buffer, RNAse free water dan disimpan pada
freezer -80°C (Guzman et al., 2023). Hasil ekstraksi RNA dilihat kualitasnya dengan
elektroforesis agarose 1%, pada Gambar 5 tampak 2 band rRNA 28S (4,8kb) dan 18S
(2,0 kb). Kuantitas RNA diukur konsentrasinya dengan rasio absorbansi, nilai rasio
kuantitas RNA yang didapat pada A260/280 adalah 1,8-2,0 dan A260/230 >1,8, nilai
rasio ini termasuk dalam kuantitas RNA dengan kemurnian yang baik (Taylor et al.,
2010). Pada uji kuantitas didapatkan juga nilai konsentrasi RNA (Lampiran 5), yang

kemudian digunakan untuk menyiapkan RNA konsentrasi 50ng/pL.

28S (4.8 kb)
18S (2.0kb)

28S (4.8 kb)
18S (2.0kb) |-

Gambar 1. Hasil Elektroforesis RNA Total (A. RNA responden DMT2 terkontrol, dan B. RNA
responden tidak terkontrol)

Isolat RNA total yang diperoleh dalam penelitian ini mempunyai kualitas yang
baik, ditunjukan dengan flourosensi pita 18S dan 28S rRNA dengan ketebalan dan
ketajaman yang baik. rRNA adalah penyusun ribosom yang mengikat mRNA dan tRNA
selama proses sintesis protein, serta merupakan jenis RNA yang paling besar sehingga

paling dominan menjadi tampilan hasil elektroforesis (Felipe et al., 2023).
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Kemurnian RNA ditunjukkan pada Absorbansi A260/280 dan A260/230. Absorbansi
A260 digunakan untuk melihat serapan asam nukleat, A280 untuk melihat ada
tidaknya protein, fenol, atau kontaminan lain, dan A230 untuk melihat serapan

terhadap karbohidrat, fenol dan kontaminan (Leninger, A., 1975).

Ekspresi gen VDR
Ekspresi gen VDR diukur menggunakan Real-Time PCR atau gqPCR dengan

metode one step yaitu, proses pembentukan cDNA dan proses amplifikasi dilakukan
di tabung dan waktu yang sama. Kurva qPCR berupa melting curve dan amplification
plot. Melting curve digunakan untuk melihat spesifitas primer yang ditunjukkan pada
Gambar 6 terdapat 1 peak suhu melt curve yang berarti amplification plot yang
didapat valid berasal dari satu target amplifikasi. Amplification plot dalam tampilan

log ditunjukkan pada Gambar 7.

Meit Curve
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Gambar 2. Melting Curve GADPH dan Gen VDR dari Real-Time PCR

Amplification Plot
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Gambar 3. Amplification Plot GADPH dan Gen VDR dari Real-Time PCR

Hasil amplification plot digunakan untuk mendapatkan nilai CT. Nilai CT akan

dinormalisasi dengan menggunakan housekeeping gene atau GAPDH (glyceraldehyde-



504 |

3phosphate dehydrogenase) untuk mendapatkan nilai delta CT. Nilai delta CT
digunakan untuk menghitung relative quantification. Relative quantification
dihitung menggunakan rumus livak 2-AACT (Lampiran 6). Data distribusi hasil
pemeriksaan ekspresi gen VDR pada Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak
terkontrol dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 1. Distribusi hasil pemeriksaan ekspresi gen VDR berdasarkan dengan rumus livak

No. Kasus DM Rerata + SB Median
(Minimal;Maksi
mal)
1. Terkontrol 1,45+1,31 0,16;5,19
2. Tidak terkontrol 227+139 0.18 ;4,70

Ekspresi gen VDR pada penderita
Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak terkontrol
5

0
DMT2 Terkontrol DMT2 Tidak Terkontrol

Gambar 4. Grafik Relative Quantification Ekspresi gen VDR pada Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol
dan tidak terkontrol

Grafik Relative Quantification Ekspresi gen VDR pada Diabetes Mellitus tipe 2
terkontrol dan tidak terkontrol didapatkan dari perhitungan rumus livak pada hasil
akhir yaitu Relative Quantification (Lampiran 6). Data ditunjukkan pada Tabel 5.
Ekspresi gen VDR pada penderita Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak
terkontrol 0,50 : 0,77 yang dapat dikatakan bahwa ekspresi gen VDR pada penderita
Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol lebih rendah, dibandingkan dengan penderita
Diabetes Mellitus tipe 2 tidak terkontrol. Grafik perbandingan Ekspresi gen VDR pada
Penderita Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak terkontrol ditunjukkan pada
Gambar 8.

Data hasil relative quantification digunakan untuk uji statistik menggunakan
SPSS. Pertama dilakukan uji normalitas, yang digunakan adalah uji Saphiro Wilk
karna data <50 dasar pengambilan keputusan dapat dilihat pada nilai p. pada tabel
uji normalitas: jika p > 0,05 maka data berdistribusi normal, dan jika p < 0,05 maka
data tidak berdistribusi normal. Hasil uji normalitas penelitian ini dapat dilihat pada
Tabel 6.
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Tabel 2. Uji Normalitas Data DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol

Data Uji Saphiro Wilk
P
DMT2 0,003
Terkontrol
DMT?2 0,540
Tidak
terkontrol

Tabel 6. menunjukan hasil uji Saphiro Wilk, data pada DMT2 terkontrol
didapatkan distribusi yang tidak normal (nilai p = 0,003 < 0,05) sedangkan pada data
DMT?2 tidak terkontrol berdistribusi normal (nilai p = 0,540 > 0,05). Dari data tersebut
dapat disimpulkan uji yang dipakai untuk pemeriksaan ekspresi gen VDR dari sampel

penderita DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol adalah uji Mann Whitney.
Tabel 3. Uji Mann Whitney DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol

Variabel Uji Mann Whitney
p
DMT2  Terkontrol 0,001
dan DMT2
Tidak

Terkontrol

Tabel 7. menunjukan hasil Uji Mann Whitney, ekspresi gen VDR dari sampel
penderita DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol nilai p yaitu 0,001 dimana nilai p
<0,05 yang berarti ada perbedaan ekspresi gen VDR pada penderita Diabetes Mellitus

tipe 2 terkontrol dan tidak terkontrol di Klinik Delima Sehat Semarang.

PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan ekspresi gen VDR pada
penderita DMT2 terkontrol dan tidak terkontrol di klinik Delima Sehat Semarang,
didapatkan hasil bahwa ekspresi gen VDR pada penderita DMT2 terkontrol lebih
rendah dibanding DMT2 tidak terkontrol, namun secara statistik tidak terdapat
perbedaan yang bermakna.

DMT2 merupakan penyakit kronis yang tidak menular dan berlangsung lambat
karena etiologi yang multifaktorial. Hiperglikemia adalah faktor utama yang
berperan penting dalam menyebabkan kerusakan jaringan tubuh pada penderita DM,
yang disebabkan oleh peningkatan stres oksidatif (Hameed et al., 2015). Resistensi
insulin, gangguan sekresi insulin dan hiperglukagonemia merupakan determinan
penting dalam perjalanan alamiah dan patogenesis hiperglikemia pada DMT2,

sejumlah penelitian telah menunjukkan bahwa peradangan subklinis memainkan
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peran penting dalam patogenesis resistensi insulin dan DMT2. DMT2 berubah dari
gangguan metabolisme menjadi peradangan sebagai efek dari sitokin pro inflamasi
seperti TNF-a dan IL-6 yang telah dilaporkan dalam jalur sinyal insulin dan akhirnya
mengembangkan resistensi insulin di sel pankreas yang memperburuk DMT2 (Daniele
etal., 2016).

Studi terbaru melaporkan vitamin D reseptor (VDR) berkontribusi dengan
munculnya DMT2. Peran yang ditunjukan oleh kehadiran vitamin D antara lain
memperbaiki fungsi pankreas dan sensitivitas insulin. Peran vitamin D terhadap
kejadian DM sebagai bentuk aktif vitamin D berfungsi mengatur sirkulasi kadar
glukosa yang beredar melalui mekanisme VDR dari sel B pankreas dan memodulasi
sekresi insulin, bentuk aktif vitamin D meningkatkan sentivitas insulin melalui
menstimulasi reseptor insulin dan meningkatkan respon insulin untuk transportasi
glukosa, bentuk aktif vitamin D juga mengatur keseimbangan kalsium dalam
ektraselular dan intraselular sel B pulau Langerhans di pankreas, yang penting dalam
proses mediasi proses intraseluler insulin responsif jaringan.

Dengan kata lain, ada hubungan antara metabolisme glukosa dengan jalur
vitamin (Vitamin D pathway) (Betty & Elly, 2021). Gen VDR merupakan faktor
determinan sekresi insulin yang berfungsi mengaktifkan atau mengubah vitamin D
menjadi bentuk aktif. Sel 8 memerlukan reseptor yang spesifik untuk mengaktifkan
hormon 1,25-dihidroksivitamin D (1,25(0OH);D). Vitamin D yang cukup dapat
menghentikan diferensiasi sel B pankreas. Diferensiasi merupakan salah satu
penyebab kegagalan sel B pankreas dalam memproduksi hormon insulin. Pada awal
perkembangan diabetes mellitus, sel B memiliki gangguan sekresi insulin fase
pertama, yang mana produksi insulin tidak dapat mengompensasi resistensi insulin
sel target. Jika hal ini tidak ditangani dengan baik, kemungkinan rusaknya sel B
pankreas akan meningkat dalam waktu dekat dan berakibat pada turunnya
kemampuan sel B dalam memproduksi hormon insulin (Betty & Elly, 2021).

Gen yang terlibat dalam jalur metabolisme insulin dianggap sebagai kandidat
yang baik untuk patogenesis diabetes tipe 1 dan tipe 2. Salah satu gen ini adalah gen
reseptor vitamin D (VDR). VDR tersebar di berbagai jenis sel, termasuk otak, prostat,
payudara, plasenta, dan kekebalan tubuh. Selain itu, vitamin D telah diduga memiliki
sejumlah fungsi lain di luar sistem kerangka. Polimorfisme gen VDR berperan dalam

patogenesis DMT2. Varian gen reseptor vitamin D (VDR) dapat berperan pada
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munculnya DMT2 melalui perubahan metabolisme kalsium dan modulasi sekresi
insulin (Betty & Elly, 2021).

Sangat penting untuk produksi bentuk aktif dari vitamin D, setelah diambil oleh
sel target, vitamin D3 mengikat reseptor yang sesuai VDR. VDR aktif mengikat
elemen respon vitamin D (VDREs) yang terletak di daerah promotor gen target,
sehingga mengontrol transkripsi (Wu S, et al., 2012). Disfungsi VDR dan defisiensi
vitamin D3 dapat menyebabkan perkembangan tulang yang buruk dan kesehatan
yang buruk, serta meningkatkan risiko banyak penyakit kronis, termasuk diabetes
tipe 1, artritis reumatoid, penyakit Crohn, penyakit menular, dan kanker (Holick,
2010). Para peneliti menemukan bahwa vitamin D dapat merawat sel beta pankreas
dari proses diferensiasi melalui peningkatan ekspresi gen pada reseptor vitamin D di
dalamnya.

Penelitian Erkus et al., (2019) di Turki menyatakan bahwa kadar vitamin D
ditemui lebih tinggi secara signifikan pada pasien DMT2 yang terkontrol bila
dibandingkan dengan pasien DMT2 yang tidak terkontrol. Penelitian ini juga
menjelaskan bahwa kadar vitamin D memiliki hubungan yang kuat dan terbalik
dengan kadar HbA1c. Kadar vitamin D diketahui lebih rendah pada pasien yang
memiliki kadar HbA1c yang tinggi. Penelitian Abdo et al., (2023) di Yaman dan
Penelitian Felicio (2021) di Brazil juga menyatakan bahwa terdapat hubungan yang
signifikan antara kadar vitamin D dengan kadar HbA1c pada penderita Diabetes
Mellitus tipe 2. Pasien

DMT2 dengan kadar HbA1c >7% memiliki kadar vitamin D yang lebih rendah bila
dibandingkan dengan pasien yang memiliki kadar HbA1c <7%. Studi di Indonesia yang
menggunakan Real-Time PCR untuk mengukur ekspresi gen VDR pada DMT2 belum
banyak dilakukan. Penelitian sebelumnya menunjukkan adanya peningkatan ekspresi
gen VDR pada DMT2 secara umum, namun variasi antar individu sangat besar dan
belum dapat dirata-ratakan secara pasti, yang menunjukkan bahwa ekspresi gen ini
cenderung meningkat pada pasien DMT2 dibandingkan kelompok normal, dengan
variasi antar individu yang besar. Seperti pada penelitian Vural & Maltas (2017)
menyatakan bahwa ekspresi gen VDR pada DMT2 bervariasi, belum spesifik pada
kelompok terkontrol atau tidak, penelitian Ainun et al (2021) menyatakan bahwa
ekspresi gen VDR pada DMT2 cenderung meningkat (nilai CT lebih rendah), variasi

besar. Sampai saat ini, belum ditemukan penelitian yang secara spesifik
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membandingkan ekspresi gen VDR antara pasien DMT2 terkontrol dan tidak
terkontrol dengan metode RealTime PCR. Penelitian lebih lanjut dengan desain yang
membedakan secara jelas antara kelompok terkontrol dan tidak terkontrol masih
sangat dibutuhkan untuk menjawab penelitian seperti hal ini secara spesifik.

Analisa uji statistik menggunakan Uji Mann Whitney terhadap perbedaan
ekspresi gen VDR pada Penderita Diabetes Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak
terkontrol dengan metode Real-Time PCR didapatkan hasil dengan nilai p 0,001
dimana nilai p <0,05 maka dapat disimpulkan bahwa Minor diterima dan Mayor
ditolak, yang berarti ada perbedaan Ekspresi gen VDR pada Penderita Diabetes
Mellitus tipe 2 terkontrol dan tidak terkontrol dengan metode Real-Time PCR.
Menurut penelitian yang dilakukan oleh (Angria, 2024) menunjukan bahwa 27% dari
seluruh sampel DMT2 memiliki mutasi pada salah satu alel gen VDR Fok1 yang akan
berpengaruh pada ekspresi gen VDR.

Keterbatasan dalam Penelitian ini menggunakan Real-Time PCR mengukur
ekspresi gen tingkat mRNA, sedangkan proses dalam tubuh diatur oleh protein aktif.
Proses translasi mRNA menjadi protein merupakan proses yang panjang dengan
faktor-faktor epigenetik yang dapat berpengaruh pada proses translasi. Selain itu,
penelitian ini terfokus dengan ekspresi gen VDR tanpa memeriksa kadar vitamin D

pasien, pada penelitian ini juga tanpa pemeriksaan gen VDR Fok1.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa ekspresi gen VDR
pada penderita DMT2 terkontrol lebih rendah dibanding DMT2 tidak terkontrol,
namun tidak terdapat perbedaan yang bermakna. Berdasarkan hasil dari penelitian
yang telah dilakukan, saran yang diharapkan dari penelitan ini adalah :

1. Disarankan untuk melakukan pemeriksaan polimorfisme genetik VDR,
terutama varian Fok1, dengan metode PCRRFLP guna mengetahui ada atau
tidaknya mutasi pada gen VDR.

2. Disarankan adanya pemeriksaan vitamin D dan faktor epigenetik yang

berperan dalam proses translasi sampai menjadi protein aktif.
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