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PENELITIAN

PHOSPHATIDYLINOSITOL -3KINASE (PI3K) DI PERBENIHAN 
ADIPOSIT YANG DIPAJAN GLUKOSA TINGGI DENGAN RETINOL

{The Enzyme Phosphatidylinositol -3Kinase (PI3K) in Adipocyte Culture Exposed by 
High Glucose related with Retinol}

Novi Khila Firani1, Bambang Prijadi2

ABSTRACT

Retinol is one of the active forms of vitamin A. In the previous study, it was known that retinol level in serum of DM patient was 
lower than in healthy people, which correlated with an increase of the glucose levels in these patients. The importance of retinol in insulin 
signaling mechanisms that play a role in the pathogenesis of DM is still unknown. One of the components that play a role in insulin 
signaling on adipocytes is phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), which encourages the translocation of glucose transporter-4 (GLUT4) to 
the cell surface. The aim of this study was to know the importance of retinol therapy in the levels of PI3K enzyme on visceral adipocyte 
culture with high glucose exposure (25 mM) as a model of DM in vitro by determination method. Retinol therapy was given at a dose 
of 0.1 μM, 1 μM , and 10 μM. Measurement of PI3K level was done by ELISA method. The mean (SD) levels of PI3K enzyme were 1.91 
(0.27), 0.94 (0.15), 1.98 (0.22), 1.69 (0.81), 2.04 (0.16) ng/mL respectively, for adipocyte cultures exposed to 5mM glucose (as a 
physiological condition), 25mM glucose, and 25mM glucose concentration with doses of retinol therapy 0.1 μM, 1 μM and10 μM. The 
results of this study indicated that high glucose exposure (25 mM) decreased the level of PI3K compared with adipocyte’s culture on 
5 mM glucose exposure. Retinol therapy with a dose of 0.1μM, 1μM and10 μM on adipocyte culture exposed with high glucose could 
increase the levels of PI3K. 

Key words: Phosphatidylinositol-3 kinase, adipocyte culture, high glucose exposure, retinol

ABSTRAK

Retinol merupakan salah satu bentuk aktif vitamin A. Dalam kajian sebelumnya diketahui bahwa tingkat serum retinol di 
pasien Diabetes Melitus (DM) lebih rendah daripada orang sehat dan berhubungan dengan peningkatan tingkat glukosa darah. 
Peran retinol dalam mekanisme pengisyaratan insulin di patogenesis DM belum diketahui. Salah satu komponen yang berperan 
dalam pengiriman isyarat insulin di adiposit, yaitu enzim phosphatidylinositol-3kinase (PI3K), yang mendorong perpindahan 
glucose transporter-4 ke permukaan sel. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh retinol terhadap tingkat enzim PI3K 
di perbenihan adiposit dalam rongga perut (viseral) dengan pajanan glukosa tinggi (25 mM) sebagai model DM secara in vitro 
dengan mencari penjelasannya. Retinol diberikan dengan dosis 0,1 μM,1 μM dan 10 μM. Pengukuran tingkat PI3K dilakukan dengan 
metode ELISA. Rerata (SB) tingkat enzim PI3K adalah 1,91 (0,27), 0,94 (0,15), 1,98 (0,22), 1,69 (0,81), 2,04 (0,16) ng/mL secara 
berturutan di perbenihan adiposit yang dipajan glukosa 5 mM (kondisi fisiologis), glukosa 25mM, serta pajanan glukosa 25 mM 
dengan pengobatan retinol dosis 0,1 μM, 1 μM dan 10 μM. Telitian ini menunjukkan bahwa di perbenihan adiposit dengan pajanan 
glukosa tinggi (25mM) menyebabkan tingkat enzim PI3K menurun, dibandingkan dengan yang tingkat enzim PI3K di adiposit 
pajanan glukosa 5 mM. Pemberian obat retinol dosis 0,1 μM, 1 μM dan 10 μM di perbenihan adiposit yang dipajan glukosa tinggi 
dapat meningkatkan tingkat enzim PI3K.

Kata kunci: Phosphatidylinositol-3kinase, perbenihan adiposit, pajanan glukosa tinggi, retinol
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detik diperkirakan ada satu orang yang meninggal 
karena DM.1 Kejadian penyakit ini di Indonesia 
terus meningkat dan diperkirakan pada tahun 2025 
Indonesia akan menempati peringkat kelima jumlah 

PENDAHULUAN

Diabetes Melitus (DM) tipe 2 merupakan penyakit 
degeneratif yang dapat menyebabkan kematian akibat 
berbagai komplikasi yang ditimbulkan. Setiap 10 
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penyakit DM tertinggi di dunia dengan pengidap 
DM sebanyak 12,4 juta jiwa.2 Diabetes melitus tipe 2 
memiliki patogenesis dengan kompleks yang memicu 
kondisi gula darah berlebihan (hiperglikemia). Pada 
awal terdapat resistensi sel target insulin. Resistensi 
ini dapat berupa jumlah tempat reseptor di membran 
sel yang responsif terhadap insulin berkurang, atau 
kelainan pada penerusan isyarat insulin pascareseptor 
insulin.3 Resistensi insulin menyebabkan glucose 
transporter-4 (GLUT4) menjadi tidak terekspresi 
di membran sel adiposit. Glukosa tidak dapat 
memasuki jaringan dan bertahan di plasma darah, 
mengakibatkan kepekatan glukosa plasma menjadi 
tinggi (hiperglikemia).4

Patogenesis terjadi akibat resistensi insulin dimulai 
dari reseptor insulin yang berada di membran sel. 
Dalam kondisi normal, insulin yang berikatan dengan 
reseptor di membran sel merangsang aktivitas tirosin 
kinase intrinsik, menyebabkan fosforilasi reseptor 
insulin dan perekrutan molekul yang berperan 
dalam penerusan isyarat insulin lainnya di intrasel, 
seperti insulin receptor substrates (IRS-1). Peristiwa 
ini kemudian mendorong jalur biokimiawi yang 
lebih rumit, antara lain akan terjadi aktivasi enzim 
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) yang dapat 
merangsang translokasi GLUT4 ke permukaan sel.4 

PI3K merupakan salah satu enzim yang bertanggung 
jawab dalam pengiriman isyarat insulin intrasel. Dalam 
kondisi resistensi insulin terjadi penurunan enzim 
PI3K sehingga menyebabkan gangguan pengambilan 
glukosa oleh sel di jaringan.5

Vitamin A atau retinol merupakan molekul yang 
penting dalam metabolisme intrasel. Pada penelitian 
sebelumnya diketahui bahwa tingkat serum retinol di 
pasien DM lebih rendah dibandingkan dengan orang 
normal, yang bernasab dengan penaikan tingkat 
glukosa serta tingkat HbA1c di pasien DM.6,7 Peran 
retinol dalam penerusan isyarat insulin di adiposit 
belum diketahui, sehingga perlu diteliti pengaruh 
pemberian retinol di perbenihan adiposit yang dipajan 
glukosa tinggi sebagai model kondisi DM secara in 
vitro, melalui pengukuran tingkat enzim PI3K sebagai 
salah satu komponen yang bertanggungjawab dalam 
pengiriman isyarat insulin di adiposit. 

METODE

Penelitian ini merupakan kajian percobaan di 
laboratorium, menggunakan rancangan post-test 
only design with control di perbenihan adiposit yang 
diisolasi dari jaringan dalam rongga perut (viseral) 
tikus. Pengulangan perlakuan dilakukan sebanyak 
empat kali.

Untuk perbenihan adiposit diperoleh dari hasil 
isolasi preadiposit dari jaringan adiposis viseral tikus 
Rattus norvegicus galur Wistar jantan yang berusia 
antara 2–3 minggu. Jaringan serat (fibrosa) dan 
pembuluh darah terlebih dahulu dibuang, kemudian 
jaringan adiposis dicuci dengan larutan Phosphate 
Buffer Saline (PBS) sebanyak 10 mL dan selanjutnya 
dicacah. Suspensi jaringan tersebut diinkubasi dengan 
0,2% Collagenase jenis I selama 45 menit, suhu 37OC 
dengan pengocokan. Inkubasi dihentikan dengan 
menambahkan media perbenihan Dulbecco’s modified 
eagle medium (DMEM) yang ditambahkan dengan 15 
mmol/L4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid buffer solution (HEPES), 14 mmol/L NaHCO3, 
33 μmol/L biotin, 17 μmol/LD-pantothenate dan 10% 
fetal bovine serum (FBS). Suspensi sel diputar dengan 
kecepatan 1500 rpm selama tujuh (7) menit, sehingga 
didapatkan pelet yang mengandung fibroblast-
like preadipocyte. Lebih lanjut sel di diresuspensi 
dengan media perbenihan, kemudian diputar dengan 
kecepatan 1500 rpm selama tujuh (7) menit. Pelet di 
diresuspensi lagi dengan media perbenihan. Suspensi 
sel ditumbuhkan di lempeng perbenihan dengan 
inkubasi pada suhu 37 OC, 5% CO2 selama 24 jam. 
Sel dicuci setiap tiga (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, 
serta 66 nM insulin, 100 nM deksametason, 0,5 
mM isobutylmethylxanthine (IBMX) dan 10 μg/mL 
transferin, untuk merangsang diferensiasi preadiposit 
menjadi adiposit yang matur.8

Medium perbenihan adiposit dipajankan glukosa 
dengan kepekatan 5 mM sebagai kondisi fisiologis 
yang bertugas sebagai pengendali normal. Adiposit 
dipajankan, juga dengan glukosa berkepekatan 25 
mM sebagai kondisi glukosa tinggi yang merupakan 
model resistensi insulin dalam in vitro. Sel diinkubasi 
selama 24 jam,9 kemudian diberi retinol pada media 
perbenihan adiposit dengan kepekatan retinol 0,1 μM, 
1 μM, 10 μM.9

Sel adiposit jumlah sekitar 5,0x102 sel, dilisiskan 
terlebih dahulu dengan 100 μL lysis buffer 
(mengandung 62,5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% 
glycerol, 50 mM dithiothreitol, dan 0,1% bromophenol 
blue. Kemudian diukur tingkat enzim PI3K dengan 
metode ELISA. Sejumlah 50 μL sampel dan larutan 
baku dimasukkan ke dalam sumuran, diinkubasi 
selama dua (2) jam kemudian dicuci dengan larutan 
wash buffer 200 μL sebanyak lima (5) kali. Larutan 
Biotinylated Phosphatidylinositol-3 kinase II Antibody 
ditambahkan sebanyak 50 μL dan diinkubasi selama 
dua (2) jam. Pencucian dilakukan lagi dengan 
larutan wash buffer 200 μL, selanjutnya ditambahkan 
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streptavidin-peroxidase conjugate sebanyak 50 μL dan 
diinkubasi selama 30 menit, kemudian dicuci. Larutan 
chromogen substrate ditambahkan sebanyak 50 μL dan 
diinkubasi selama 20 menit, kemudian diberi larutan 
stop solution 50 μL. Serapan warna yang terbentuk 
dibaca menggunakan microplate reader di dengan 
panjang gelombang 450 nm.10 

Untuk mengamati morfologi adiposit dilakukan 
dengan metode mengecat dengan Oil Red O. Sel di 
setiap perlakuan dilekatkan dengan formalin 10%. 
Sel dicuci dengan air suling kemudian dikeringkan, 
lebih lanjut sel ditetesi propylene glycol dua (2) kali, 
masing-masing selama lima (5) menit, kemudian 
ditetesi pewarna Oil Red O selama tujuh (7) menit. Sel 
dicuci dengan air suling kemudian ditetesi hematoxylin 
selama satu (1) menit. Sel dicuci lagi dengan air suling 
dan ditunggu sampai kering, setelah itu diamati 
dengan mikroskop cahaya Olympus pada perbesaran 
400x.11

Data dianalisis sebagai kelompok dan disajikan 
dalam bentuk rerata dan simpang baku [rerata 
(SB)]. Data diuji secara analisis ragaman untuk 
membandingkan perbedaan rerata di setiap kelompok 
serta diuji regresi-kenasaban untuk mengetahui 
pengaruh pemberian retinol terhadap tingkat enzim 
PI3K, dengan nilai p <0,05 kondisi tersebut dapat 
dianggap bermakna.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengamatan morfologi sel di perbenihan adiposit 
menggunakan pengecatan Oil red O. Pada pengamatan 
morfologi adiposit menggunakan pengecatan Oil red 
O untuk mendeteksi keberadaan tetes lemak (lipid 
droplet), karena secara fisiologis adiposit berperan 
sebagai tempat menyimpan cadangan tenaga berupa 
triasilgliserol yang tampak sebagai tetes lemak yang 
berwarna merah. Sebagai lawan warna (counterstain) 
digunakan hematoxylin untuk mewarnai bagian sel 
lainnya yang tampak berwarna biru (Gambar 1). Di 
Gambar 1 dibuktikan bahwa sel yang diamati adalah 
adiposit. Gambaran ini sesuai dengan ciri adiposit 
yang matur menurut Junqueira,12 yang menyebutkan 
bahwa adiposit matur dari jaringan adiposis memiliki 
bentuk sel bulat dengan tetesan lemak yang sangat 
besar, sehingga menempatkan inti sel (nukleus) dan 
sitoplasma di bagian tepi sel. 

Ukuran rerata tingkat enzim PI3K di perbenihan 
adiposit disajikan di Tabel 1. Didasari analisis telitian 
didapatkan perbedaan bermakna (p=0,016) antara 
rerata tingkat enzim PI3K di perbenihan adiposit 
yang dipajan glukosa 5 mM sebagai kondisi fisiologis/
glukosa normal dan glukosa 25 mM sebagai yang 
tinggi, yaitu bersangkutan dengan model kondisi 

penyakit DM di in vitro. Tingkat enzim PI3K di 
perbenihan adiposit dengan pajanan glukosa 25 mM 
lebih rendah dibandingkan dengan tingkat enzim PI3K 
di perbenihan adiposit glukosa normal.

Pemberian obat retinol di perbenihan adiposit 
yang mendapat pajanan glukosa tinggi menunjukkan 
ada peningkatan tingkat enzim PI3K yang nyata 
dibandingkan dengan tingkat enzim PI3K pada 
perbenihan adiposit yang dipajan glukosa tinggi 
tanpa pengobatan retinol, yaitu dengan dosis retinol 
0,1 μM (p=0,011), 1 μM (p=0,046) dan yang 10 μM 
(p=0,008). Pemberian retinol di perbenihan adiposit 
yang dipajan glukosa 25 mM menyebabkan tingkat 
enzim PI3K tidak berbeda bermakna (p=0,994) 
dengan yang tingkat enzim PI3K di perbenihan 
adiposit di kondisi glukosa normal (tingkat glukosa 5 
mM). Hasil uji regresi kenasaban menunjukkan ada 
pengaruh pemberian retinol yang bermakna terhadap 
peningkatan tingkat enzim PI3K di perbenihan adiposit 
yang dipajan glukosa tinggi (r=0,754; p=0,009). 

Pada penerusan isyarat insulin di adiposit, peran 
enzim PI3K sangat penting. Insulin yang berikatan 
dengan reseptornya di membran sel adiposit akan 
memicu aktivitas tirosin kinase intrinsik, yang 
selanjutnya menyebabkan fosforilasi reseptor insulin 
dan pengerahan molekul lainnya yang berperan dalam 
penerusan isyarat intrasel, seperti insulin receptor 
substrates (IRS) 1 dan 2. Peristiwa ini lebih lanjut 
memulai jalur yang lebih rumit dari reaksi fosforilasi 
dan defosforilasi, antara lain akan terjadi aktivasi 
enzim PI3K yang dapat mendorong perpindahan 

 

 

Gambar 1. Morfologi perbenihan adiposit dengan pengecatan 
Oil red O yang diamati dengan mikroskop cahaya 
pembesaran 400x. 
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GLUT4 ke permukaan sel untuk pengambilan glukosa 
dari dalam sel.4 

Kerja insulin banyak yang bergantung kepada 
aktivitas enzim PI3K, termasuk dampak perangsangan 
pengangkutan glukosa, pembuatan glikogen dan 
dampak penghambatan lipolisis dan transkripsi gen 
glukoneogenesis.4 Kondisi glukosa tinggi di perbenihan 
adiposit dapat menyebabkan resistensi insulin. Dalam 
kondisi resistensi insulin terjadi penurunan aktivitas 
enzim PI3K, sehingga menyebabkan gangguan 
pengambilan glukosa oleh sel.5 Dalam telitian ini 
diketahui bahwa tingkat enzim PI3K di perbenihan 
adiposit yang dipajan glukosa tinggi (25 mM) lebih 
rendah dibandingkan dengan tingkat enzim PI3K 
di perbenihan adiposit yang dipajan glukosa 5 mM 
sebagai kondisi glukosa yang normal. Namun belum 
diketahui apakah terjadi penurunan fosfosrilasi insulin 
reseptor dan IRS-1 yang merupakan mediator awal 
dalam penerusan isyarat insulin intrasel. Telitian 
yang dilakukan oleh Ying, et al.13 terkait perbenihan 
adiposit diketahui bahwa pajanan glukosa 25 mM 
dapat menyebabkan resistensi insulin. Hal tersebut 
dibuktikan dengan kejadian penurunan fosforilasi 
insulin reseptor dan IRS-1.13

Tingkat serum retinol ternyata dapat berpengaruh 
pada timbulnya penyakit DM Hasil meneliti 
sebelumnya diketahui bahwa tingkat serum retinol 
di pasien penyakit DM lebih rendah dibandingkan 
dengan orang yang normal, yang berhubungan dengan 
peningkatan tingkat glukosa serta HbA1c.6,7 Retinol 
adalah senyawa poli isoprenoid yang mengandung 
cincin sikloheksenil, yang merupakan salah satu 
bentuk metabolit dari vitamin A yang memperlihatkan 
aktivitas biologis. Dari ketiga bentuk metabolit vitamin 
A yang meliputi retinol, asam retinoat dan retinal, 
hanya retinol yang memiliki aktivitas penuh vitamin 
A.14  Vitamin A di dalam hati disimpan dalam bentuk 
ester (di dalam) liposit, sebagai molekul komplek 
lipoglikoprotein. Untuk pengangkutan ke jaringan, 
vitamin A dihidrolisis dan retinol yang terbentuk 
akan berikatan dengan protein pengikat aporetinol 
atau Retinol Binding Protein (RBP). Holo-RBP yang 
dihasilkan diproses dalam alat apparatus golgi dan 
disekresikan ke dalam plasma. Ketika berada di dalam 
sel luar hati, retinol terikat dengan protein pengikat 

retinol yang terikat sel atau Cellular Retinol Binding 
Protein (CRBP). Jaringan adiposis diketahui juga 
merupakan tempat penyimpanan vitamin A selain di 
hati.15

Selama ini salah satu permasalahan yang menyertai 
penatalaksanaan diabetes yaitu ketepatgunaan 
pengobatan dalam menurunkan kondisi hiperglikemia 
dan resistensi insulin. Pengobatan yang digunakan 
untuk pasien penyakit DM masih terbatas dalam 
pemberian insulin dan empat jenis agen antidiabetik 
oral yang bekerja merangsang sekresi insulin pankreas, 
menurunkan hasilan glukosa hati, memperlambat 
pencernaan dan penyerapan karbohidrat di usus, 
atau dengan meningkatkan kepekaan reseptor 
insulin. Dalam penatalaksanaan tersebut mempunyai 
efikasi yang masih beragam.16 Berdasarkan telitian 
sebelumnya diketahui bahwa tingkat serum retinol 
di pasien penyakit DM lebih rendah dibandingkan 
dengan orang yang normal. Oleh karena itu, muncul 
pemikiran untuk meneliti peran retinol sebagai salah 
satu pilihan penatalaksanaan penyakit DM.

Telitian ini membuktikan bahwa pemberian retinol 
di ketiga dosis, yakni 0,1 μM, 1 μM dan 10 μM di 
perbenihan adiposit yang mendapat pajanan glukosa 
tinggi (25 mM) menunjukkan ada peningkatan 
tingkat enzim PI3K yang nyata dibandingkan dengan 
yang tingkat enzim PI3K di perbenihan adiposit yang 
dipajan glukosa tinggi tanpa pengobatan retinol, serta 
tingkat enzim PI3K pada kelompok adiposit yang diberi 
obat retinol tidak berbeda bermakna dengan yang 
tingkat enzim PI3K pada perbenihan adiposit dipajan 
glukosa normal (5 mM). Hal ini menunjukkan bahwa 
pemberian retinol di kondisi glukosa tinggi dapat 
mengimbas peningkatan tingkat enzim PI3K, yang 
selanjutnya diharapkan dapat menurunkan resistensi 
insulin di adiposit di kondisi glukosa tinggi.

Peran retinol dalam meningkatkan tingkat enzim 
PI3K pada penelitian ini diduga melalui isyarat yang 
melibatkan CRBP. Protein pengikat vitamin A intrasel 
terdapat dua jenis, yaitu Cellular Retinol-Binding Protein 
(CRBP) dan Cellular Retinoic Acid-Binding Protein 
(CARBP). Cellular retinol-binding protein berperan 
dalam perpindahan retinol dari membran plasma ke 
tempat pengikatan khusus untuk retinol dalam inti 
sel di beberapa komponen kromatin. Mekanisme yang 

Tabel 1. Rerata (SB) tingkat enzim PI3K di perbenihan adiposit

Kelompok pajanan glukosa di perbenihan adiposit dengan 
pengobatan retinol

Rerata (SB) tingkat enzim
 PI3K (ng/mL)

Glukosa 5 mM (pengendali normal) 1,91 (0,27)
Glukosa 25 mM 0,94 (0,15)
Glukosa 25 mM + Retinol 0,1 μM 1,98 (0,22)
Glukosa 25 mM + Retinol 1 μM 1,69 (0,81)
Glukosa 25 mM + Retinol 10 μM 2,04(0,16)
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tepat bagaimana retinol mempengaruhi metabolisme 
di dalam inti sel, pengaturan penampakan genom dan 
pengimbasan diferensiasi di jaringan adiposis masih 
dalam penyelidikan. Setelah pengikatan retinol oleh 
CRBP, selanjutnya zat tersebut diangkut ke dalam 
sel dan terikat dengan protein di nukleus. Di dalam 
nukleus, retinol mungkin terlibat dalam pengendalian 
ekspresi gen tertentu,14 diduga zat tersebut juga 
terlibat dalam pengendalian pembuatan enzim PI3K 
di adiposit, tetapi dugaan ini masih perlu dibuktikan. 

SIMPULAN DAN SARAN

Pajanan glukosa tinggi (25 mM) di perbenihan 
adiposit menyebabkan penurunan tingkat enzim PI3K 
dibandingkan dengan yang dipajan glukosa 5 mM 
sebagai kondisi fisiologis. Pengobatan retinol dosis 
0,1 μM, 1 μM, dan 10 μM di perbenihan adiposit yang 
dipajan glukosa 25 mM diketahui dapat meningkatkan 
tingkat enzim PI3K. Perlu dibuktikan lebih lanjut 
mengenai peranan retinol dalam pengendalian 
ekspresi gen di adiposit, khususnya yang terlibat dalam 
pengendalian pembuatan enzim PI3K.
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