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PRAKATA 

Penelitian Tim Hibah Pascasarjana dengan judul Penentuan Jenis Protein 

yang berperan dalam Neural Tube Defects (NTDs) Akibat Induksi 2-Methoxyethanol 

(2-ME) dengan Metode Sekuen Asam Amino pada tahun II telah selesai dilakukan. 

Diharapkan hasil penelitian ini dapat dijadikan acuan untuk penelitian teratologi yang 

lain, khususnya dijadikan acuan untuk pelaksanaan penelitian ini pada tahap 

berikutnya. 

Ucapan terimakasih penulis ucapkan kepada : 

1. Pemerintah Republik Indonesia dalam hal ini Menteri Pendidikan Nasional yang 

telah menyediakan dana penelitian melalui DIP A DP2M Direktorat Jenderal 

Pendidikan Tinggi. 

2. Rektor Universitas Airlangga melalui Ketua Lembaga Penelitian Universitas 

Airlangga yang telah memberikan kesempatan peneliti memperoleh dana 

penelitian ini. 

3. Direktur Program Pasca Sarjana Universitas Airlangga yang telah 

merekomendasikan usulan penelitian ini 

4. Direktur Sekolah Pascasarjana Universitas Gadjah Mada untuk kerjasamanya 

dengan memberikan rekomendasi kepada salah seorang mahasiswa S3 yang 

terlibat dalam penelitian ini 

5. Dekan FSAINTEK Universitas Airlangga melalui Kepala Departemen Biologi 

yang telah menyediakan sarana dan fasilitas untuk pelaksanaan penelitian ini 

6. Semua pihak yang telah membantu pelaksanaan penelitian tahun I dan II 

Laporan hasil penelitian ini masih perlu penyempurnaan di sana-sini, oleh 

karena itu kritik dan saran yang membangun dari pembaca sangat diperlukan untuk 
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menyempumakannya. Akhimya penulis berharap hasil penelitian ini dapat bermanfaat 

bagi pembaca khususnya sejawat peneliti dalam bidang kajian yang sarna. 

Besar harapan peneliti agar penelitian ini terns memperoleh dukungan dana 

dari pemerintah dalam hal ini Diqen DIKTI sampai tahap yang berikutnya, sehingga 

penelitian ini dapat tuntas terlaksana dan membantu mempercepat penyelesaian studi 

lanjut bagi staf pengajar di perguruan tinggi dalam rangka peningkatan kualitas 

sumber daya pendidik di Indonesia. 
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RlNGKASAN 

Eksensefali merupakan jenis kelainan yang bersifat fatal, kelainan otak ini 

banyak muncul akiOOt pemberian senyawa 2-methoxyethanol (2-ME). Persentase 

terjadinya kelainan eksensefali akibat pemberian senyawa 2-ME pada mencit telah 

lama dibuktikan (ferry et 01., 1996; Darmanto et 01., 1994). Proses pembentukan 

sistem saraf dikenal dengan neurulasi. Pada hewan yang tergolong vertebrata proses 

neurulasi meliputi neuru1asi primer dan neurulasi sekunder. Gangguan neurulasi 

primer menyebabkan terjadinya kelainan yang tergolong dalam neural tube defects 

(NTDs). Faktor yang menyebabkan terjadinya kelainan pembentukan neural tube bisa 

berasal dari dalam atau pun karena pengaruh bahan dari luar tubuh yang bersifat 

toksik atau teratogenik (Melvin et 01., 2000). 

Salah satu bahan kimia polutan di lingkungan yang telah diketahui 

menyebabkan terjadinya kelainan eksensefali adalah 2-methoryethanol (2-ME) (Terry 

et 01., 1996; Darmanto et 01 .. 1994). Senyawa tersebut merupakan bahan plasticizer 

yang diduga bersifat sitotoksik (ferry et 01., 1996; Ambroso et 01., 1999 ; Johanson, 

2000). 

Dari penelitian tahap I diperoleh hasil bahwa mekanisme eksensefali sebagai 

akiOOt 2-ME menyebabkan apoptosis pada neuroepitelium, maka menurunnya 

ekspresi fibronektin pada daerah neuroepitelium dan gangguan distribusi aktin yang 

menyebabkan gangguan kontriksi pada sel epithel daerah dorso lateral hinge point 

(DLHP). 
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Oalam usaha mencari jenis protein yang menjadi penentu terjadinya kelainan 

pembentukan neural tube akibat pemberian 2-ME, maka pada tahap kedua ini dengan 

cam pemberian bahan antagonis terbadap kerja fibronektin dan perbaikan terhadap 

kerusakan neuroepitelium yaitu dengan pemberian asam folat dan teofilin. 

Oalam usaha untuk permasalahan tersebut, maka mencit betina umur 

kebuntingan 08:05 (delapan bari lima jam) disuntik dengan larutan 2-ME dengan 

dosis 7,5 mrnoll kg berat badan melalui intraperitoneal dikombinasi dengan folat 

maupun teofilin dengan dosis 10,20,30 mg gr / kg BB kemudian dibedah pada usia 

kebuntingan mencapai 8,5 hari, 9,5 hari, dan 18 hari. Sebagian embrio dan fetus 

difiksasi dalam larutan bouin untuk dibuat sayatan histologis dengan pewamaan 

H&E. 

Hasil pengamatan dan analisis statistik dari data yang terkumpul menunjukan 

induksi 2-ME dosis 7,5 mmoV kg berat badan pada umur kebuntingan 08:05 

menyebabkan kelambatan fusi neural fold pada daerah pertemuan antara otak tengah 

dan otak depan. Sedangkan pemberian teofilin 30 mg/kg berat badan mampu 

menurunkan insiden eksensefali, menurunkan persentase kelainan perkembangan. 

namun tidak menunjukkan perhaikan pada penurunan berat badan fetus, penurnan 

fetus hidup maupun peningkatan kematian intrauterus. Oosis yang paling tepat dlam 

pencegahan kelaianan eksensefali adalah 30 mg/kg berat badan. 
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Hasil pemberian asam folat setelah induksi 2-ME menunjukkan asam folat 

tidak mampu mempertahankan kondisi induk mencit akibat induksi 2-ME, meliputi 

tidak mampu merunkan rata-rata angka insiden eksensefali akibat induksi 2-ME, 

namun asam fola! mampu menurunkan insiden munculnya neural tube defect dan 

kelainan ekstemal pada fetus, khususnya pada 0,5 mg/kg berat badan. 
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ABSTRACT 

AMINO ACID SEQUENSE METHODE TO IDENTIFY PROTEIN IN THE 

NEURAL TUBE DEFECTS (NTDs) CAUSED BY 2-METHOXYETHANOL 

Phthalate esters and glycol ethers are commonly used as plasticizers in the 

manufacture of flexible plastics and have become know as ubiquitous environmental 

pollutants. These research was designed to identify the protein which is responsible 

in the neural tube defects and inhibit its by using folic acid and theofilin. Pregnant 

female mice were housed in an air conditioned room, divided into eight groups. 

Groups number one were for control, group number two were treated with 7.5 

mmol/kg body weight of 2-methoxyethanol (2-ME) on 08:05 day of pregnancy. 

Another groups number three to five of pregnant mice were treated with 2-ME and 

theofilin on dose of 10 mglkg BW; 20 mglkg BW; 30 mglkg BW. Groups of six to 

eight were treated with 2-ME and Folic acid with dose of 0.5 mglkg; 1.5 mglkg; 2 

mglkg BW. Embryo were observed on gestation day of 8.5; 9 and 9.5 to study acute 

effects of 2-ME and follow up study of malformation. Fetus were observed on 

gestation day of 18 to observed the incidents of malformation. Induction of 2-ME in 

the development of neural tube caused the neural fold fusion were failed and 

develop to the neural tube defects when the embryo were observed on gestation day 

8.5; 9 or 9.5 gestation, both morphologically or histologically. The inhibitory of 

teratogenic effects of theofilin and folic acid showed that theofilin dose 30 mglkg 

BW caused decreased of incident of neural tube defects and exencephaly, decreased 

of percentage of malformation embryo. In another folic acid also caused decreased in 

the incident of exencephaly on fetus, however not for neural tube defects on embryo 

especially on dose of 0.5 mglkg BW. We also observed the expression of some 

protein which is responsible for neural tube defects such as neural adhesion molecule 

(NCAM), neurofilamen, fibronectin, tenascin, GHPOH and vimentin. Fibronectin 

were decreased in expression caused by 2-ME. 

Keyword: 2-Methoxyethanol, theophylline. folic acid, NCAM, fibronectin, tenascin 

mice, neural tube defects. 

vi 

\ 



DAFTARISI 

. ..-.- -----~ 
!'I , I L It... 

PERP USTAKAAN 
UI'II" !;I<.SITAS AIRLANGGA 

SURASAYA 

LEMBAR PENGESAHAN .... ..... .... ...................... .......... .. ..... .... ........... ...... ... ......... . . 

PRAKATA ....... ............. ... ....... .. ............ ... ...... .......... .......... ...... .......... .. ........ .... ... ...... II 

RINGKASAN ......... ..................................................... ........... ......... .. ................. ...... iii 

DAFTARISI .... ............................... ... ...... ... .......................... ... ................. ........ .. ..... . vii 

DAFTAR TABEL ............................................ ... ...... ........... .... ................................ x 

DAFT AR GAMBAR .... .......... ........... ..................... ... ......... ..... .................. ... ......... ... XI 

BAB I PENDAHULUAN 

1.1. Latar Be\akang ........ .. .. ...... .................. ..... .... .... .. .... .. .. .... .. .. ... .......... .... ... I 

1.2. Rumusan Masalah ............................................................................. ..... 6 

BAB II TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN TAHUN II 

2.1. Tujuan Penelitian ................. .... ......... .............................................. ..... .. . 8 

2.2. Manfaat Penelitian ...................................... .... .............. ..... .. .... ............... 9 

BAB m TINJAUAN PUSTAKA 

3.1. Tinjauan Tentang 2-Methoxyethanol (2-ME) ......................................... 10 

3.2. Penggunaan Senyawa 2-ME ........ .. .. .... .. .............. ........ .. ............... .... ..... 12 

3.3. Mekanisme Toksisitas 2-ME .................... ................... .... ...... ................. 12 

3.4. Pembentukkan Neural Tube .... .................. .... .... .. .. ................................. \3 

3.5. Fusi Neural Fold ...... .. .. ..... ....................... ...... ..... .. .. ............ .... .. ...... ....... 15 

3.6. Neural tube Defects (NTDs) .............................................. .. ........... ...... . 16 

3.7 Apoptosis ....... ..... .... ......... ......... ............ .. .... ... ........ ............. .. ...... ............ 18 

vii 



3.8. Tinjauan Tentang Teofilin 

3.8.1 Fosfodiesterase ............................................................................. 21 

3.8.2 Reseptor adrenergik terangkai dengan sistem 

adenilat siklase ............................................................................. 21 

3.9. Tinjauan tentang Asam Folat 

3.9.1 Struktur kimia asam folat ............................................................ 22 

3.9.2 Metabolisme asam folat .............................................................. 24 

3.9.3 Peranan asam folat untuk mencegah kelainan 

neural tube .................................................................................. 26 

3.10 Tinjauan tentang Fibronektin ............................................................... 27 

DAB IV METODE PENELITIAN 

4.1. Tempat dan Waktu Penelitian ................................................................ 29 

4.2. Bahan dan Alat Penelitian 

4.2.1. Bahan penelitian ........................................................................... 29 

a. hewan percobaan ........................................................................ 29 

b. bahan kimia ................................................................................ 29 

4.2.2. Alat penelitian ............................................................................... 30 

4.3. Cara KeIja 

4.3.1. Pemeliharaan hewan coba ............................................................. 30 

4.3.2. Pembuatan larutan 2-ME, asam folat, teofilin ............................... 31 

4.3.3. Perkawinan ................................................................................... 31 

4.3.4. Pemberian perlakuan ..................................................................... 32 

4.3.5. Pengamatan kemampuan reproduksi mencit.. ............................... 32 

4.3.6. Perlakuan terhadap teofilin terhadap peran potensi 

viii 



anti-teratogenik .............................................................................. 33 

4.3.7. Perlakuan terhadap asam folat terhadap peran potensi 

anti-teratogenik .............................................................................. 34 

4.3.8. Pembedahan ................................................................................. 35 

4.4 Variabel Penelitian ................................................................................. 36 

4.5. Pengamatan ............................................................................................ 36 

4.5.1 Kemampuan reproduksi induk mencit .......................................... 36 

4.5.2 Penentuan waktu pembentukan neural tube ................................. 37 

4.5.4 Pemeriksaan pola distribusi protein aktin .................................... 36 

4.6. Analisis Data ......................................................................................... 38 

BAB V HASIL PENGAMAT AN PEMBAHASAN .......................................... 39 

BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN ............................................................... 93 

DAFTARPUSTAKA .............................................................................................. 96 

IX 



DAFTAR TABEL 

Tabel Judul Halaman 

4.1. Kelompok perlakuan mencit betina bunting ............................................. 33 

4.2. Kelompok perlakuan untuk peran asam folat ............................................ 34 

5.1. Rekapitulasi kemampuan reproduksi induk mencit setelah pemberian 

2-ME dosis 7,5 mmol/kg bb pada UK 08:05 ............................................. 39 

5.2. Jenis kelainan ekstemal yang muncul akibat pemberian 2-ME ............... 40 

5.3. Rerata persentase sel mati pada embrio yang induknya diberi 2-ME 

pada masa kebuntingannya............................................... ... ...... ......... .... .... 48 

5.4. Kondisi induk mencit dan keadaan fetus mencit perlakuan 

kontrol; 2-ME; asam folat dan 2-ME+asam folat UK 09 :05 .................... 53 

5.5. Kelainan neural tube fetus mencit dengan perlakuan kontrol, 

2-ME; asam folat dan 2-ME+asam folat UK 09:05 .................................... 53· 

5.6. Rekapitulasi kemampuan reproduksi induk .............................................. 63 

5.7. Jenis dan persentase fetus yang mengalami kelainan ................................ 65 

5.8. Persentase angka insiden eksensefali pada mencit 

(Mus musculus.L) pada umur kebuntingan 18 hari .................................... 69 

5.9. Penampilan reproduksi induk mencit (Mus musculus.L) ........................... 70 

5.1 O. Jenis kelainan perkembangan pada mencit (Mus musculus.L) akibat 

pemberian 2-ME dan teofilin ................................................................... 71 

x 



DAFTAR GAMBAR 

Tabel Judul Halaman 

3.1. lalur metabolisme 2-ME ............................................................................... II 

3.2. Perubahan bentuk sel neural tube ................................................................. 14 

3.3. Struktur kimia xantin dan turunan xantin ..................................................... 20 

3.4. Struktur kimia asam folat dan dalam biosintesis dan reaksi metilasi ........... 23 

3.5. Metabolisme asam folat ................................................................................ 25 

5.1. Neural tube embrio mencit umur kebuntingan 8,5 hari ................................ 43 

5.2. Sayatan histologi embrio mencit UK 08:05 dengan pewarnaan H & E ........ 44 

5.3. Calon otak Embrio mencit pada umur kebuntingan 9 hari ............................ 45 

5.4. Embrio mencit umur kebuntingan 9 hari ....................................................... 46 

5.5. Embrio mencit umur kebuntingan 9,5 hari .................................................... 47 

5.6. Sayatan histologi dengan perbesaran 4X embrio UK 09:05 ......................... 58 

5.7. Uji imunohistokimiaembrio mencit umur kebuntingan 8,5 hari untuk 

mengamati peningkatan apoptosis sel neuroepitelium .................................. 50 

5.8. Uji imunohistokimia protein aktin pada embrio mencit umur 

kebuntingan 8,5 hari ...................... ..... ............... ..................... ....................... 51 

5.9. Grafik histogram rata-rata berat badan mencit UK 09:05 ............................. 55 

5.10. Grafik garis jumlah implan mencit UK 09:05 ............................................... 56 

5.11. Grafik garis jumlah fetus mencit UK 09:05 .................................................. 57 

5.12. Grafik histogramjumlah neural tube yang terbuka fetus mencit 

UK 09:05 ...................................................................................................... 58 

xi 



5.13. Grafik histogram persentase neural tube yang terbuka fetus mencit 

UK 09:05 ....................................................................................................... 60 

5.14. Kondisi perkembangan embrio saat penutupan neural tube ........................ 61 

5.15. Kelainan yang muncul pada fetus mencit dari induk yang diinduksi 

2-ME pada UK 18 hari .................................................................................. 66 

5.16. Kelainan fetus akibat induksi asam folat 1,5 mg! kg berat badan yang 

dikombinasikan dengan 2-ME ...................................................................... 67 

5.17. Kelainan fetus akibat induksi asam folat 2 mg! kg berat badan yang 

dikombinasikan dengan 2-ME ...................................................................... 67 

5.18. Kelainan perkembangan akibat pemberian kombinasi 

teofilin dan 2-ME .......................................................................................... 72 

5.19. Uji jenis DNA penyandi protein yang diperlukan dalam 

perkembangan otak ....... ............. .............. ....... ............ ...... ......... ...... ...... ........ 73 

5.20. Skema penutupan neural fold pada mencit ................................................... 77 

5.21. Siklus metabolisme asam folat. ..................................................................... 83 

xii 



1.1. Latar Belakang 

BABI 
PENDAHULUAN 

MIL I K 
PERPUSTAKAAN 

UNIVERSITAS AIRLANGGA 

SURABAYA 

Kelainan otak yang dominan muncul akibat pemberian senyawa 

2-melhoxyelhalWl (2-ME) adalah eksensefali. Persentase terjadinya kelainan eksensefali 

akibat pemberian senyawa 2-ME ini mencapai 48 % dari fetus yang dilahirkan induknya 

(Terry et ai, 1996; Prihiyantoro et aI., 2003). Kelainan eksensefali yang muncul akibat 

induksi senyawa ini sebagai akibat terjadinya keterlambatan penutupan neural lube pada 

bagian anterior. Keterlambatan penutupan neural lube ini diduga disebabkan oleh 

terjadinya peningkatan kelainan proses apical constriction akibat kematian sel 

neuroepitelium yang diinduksi oleh pemberian senyawa 2-ME sebab kematian sel 

neuroepitelium akan menyebabkan terganggunya sintesis protein yang berperan dalam 

penutupan neural lube. Penutupan neural lube merupakan suatu proses yang bersifat 

multifaktorial dan merupakan rangkaian peristiwa yang tidak hanya ditentukan oleh sel 

neuroepitelium tetapi oleh sel lain yang memerlukanlukan ekspresi protein tertentu yang 

dihasilkan oleh sel neuroepitelium atau sel lain di luar jaringan neural ektoderm. Jaringan 

mesoderm berperan penting dalam pembentukan neural lube. karena jaringan ini 

berdiferensiasi menjadi notokhord yang merupakan induktor primer neurulasi primer. 

Kerusakan notokhord akibat bahan kimia yang bersifat sitotoksik dapat menyebabkan 

kegagalan neurulasi primer (Schoenwolf and Smith, 1990). 

Sistem saraf penting bagi makhluk hidup karena berfungi mengkoordinasikan 

sistem organ lain. Oleh karena itu dalam perkembangannya dibentuk paling awal. Proses 

pembentukan sistem saraf dikenal dengan neurulasi. Pada hewan yang tergolong 
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vertebrata proses neurulasi meliputi neurulasi primer dan neurulasi sekunder. HasH akbir 

neurulasi primer adalab terbentuknya neural tube, sedangkan neurulasi sekunder meliputi 

proses diferensiasi otak dan terbentuknya medula spinalis bagian posterior. Gangguan 

proses neurulasi akan menyebabkan kelainan yang berkaitan dengan sistem organ yang 

lain (Sakai, 1989; Schoenwolf and Smith, 1990; Van der Put et 01., 2001). 

Gangguan neurulasi primer menyebabkan teljadinya kelainan yang tergolong 

dalam neural tube defects (NTDs). Insiden NTDs di dunia cukup tinggi karena 3 diantara 

1000 kelabiran mengalami kelainan ini (Juriloff and Harris, 2000; Melvin et 01., 2000). 

F aktor yang menyebabkan teljadinya kelainan pembentukan neural tube bisa berasal dari 

dalam ataupun karena pengaruh bahan dari luar tubuh yang bersifat toksik atau 

teratogenik (Melvin et 01., 2000). Salab satu baban kimia yang berupa polutan di 

Iingkungan yang telab diketabui menyebabkan terjadinya kelainan eksensefali adalab 

2-methoxyethanol (2-ME) (ferry et 01., 1996; Prihiyantoro et 01., 2002). 

Senyawa 2-ME telab diketabui sebagai baban yang bersifat teratogen karena telah 

terbukti menyebabkan kelainan pada janin apabila terdedah oleh baban ini selama masa 

kehamilan. 2-ME adalab senyawa yang tidak berwarna, bau tidak menyengat, mudab 

larut dalam air maupun ethanol, mudah terbakar dan mudab menguap pada temperatur 

kamar. Oleh karena itu senyawa ini dimanfaatkan dalam industri. 2-ME biasa digunakan 

dalam industrl cat, percetakan, baban pembersih peralatan rumab tangga, anti beku baban 

bakar jet, pelarut selulosa asetat dan resin, pengering pakaian, parfum, kosmetik, sabun 

cair, tinta, sebagai plasticizer dalam industrl plastik pembungkus makanan, baban aditif 

untuk larutan yang dapat mempercepat pengeringan vernis, cat kuku dan pembersihnya 

serta pewarna kayu (Dhalluin et al., \999; Johanson, 2000). 
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Kelainan otak yang disebabkan gangguan pembentukan neural tube adalah 

eksensefali, bila kegagalan pembentukan neural tube pada bagian anterior. Selain itu 

dikenal spina bifida yang diakibatkan gangguan pembentukan neural tube bagian 

posterior (Lakkis et a!., 1999; George et al., 2000; Matsumoto et al., 2002). 

Proses pembentukan neural tube meliputi proses induksi jaringan ektoderm yang 

pipih hingga terbentuk suatu tabung. Untuk dapat membentuk suatu tabung, maka 

jaringan yang semula berbentuk lembaran harus mengalami perubahan morfogenetik 

yang menyebabkan terjadinya perubaban bentuk sel penyusun jaringan dan interaksi 

dengan jaringan lain (Schoenwolf and Sheard, 1989; Schoenwolf and Smith, 1990; van 

der Put et al., 2001). 

Salah satu tahap yang penting dalam pembentukan neural tube, khususnya neural 

tube bagian anterior adalah pembentukan dorsa lateral hinge point (DLHP). 

Keberbasilan pembentukan neural tube bagian anterior ditentukan oleh keberhasilan 

pembentukan DLHP (Schoenwolf and Smith, 1999; Ybot-Gonzales et a!., 2002). Peran 

DLHP dalam pembentukan neural tube adalah sebagai "engsel" pada calon neural tube 

bagian anterior yang diperlukan pada saat proses konvergensi dan fusi neural fold di 

bagian dorsal midline untuk membentuk atap neural tube. 

Keberbasilan pembentukan DLHP ditentukan oleh dua proses morfogenetik yaitu 

cell wedging dan neural plate anchoring. Cell wedging adaIah perubahan bentuk sel 

neuroepitelium di daerah sekitar DLHP dari bentuk kolumnar menjadi berbentuk baj~ 

sedangkan neural plate anchoring adalah melekatnya neural plate pada jaringan di 

sekitamya, sehingga kedudukannya menjadi stabil untuk prose pembentukan neural tube 

(Schoenwolfand Smith, 1990; George et aI., 1990). 



4 

Perubahan bentuk sel neuroepitelium menjadi bentuk baji terjadi melalui 

konstriksi apikal sel neuroepitelium. Konstriksi apikal ini terjadi karena akumulasi 

protein aktin pada bagian apikal sel neuroepitelium. 

Gangguan konstriksi apikal menyebabkan tidak terbentuknya DLHP (Hildebrand 

and Soriano, 1999; Haigo and Hildebrand, 2003). Namun belum pernah dilakukan 

penelitian untuk membuktikan bahwa terjadinya kelainan pembentukan neural tube 

akibat pemberian 2-ME terjadi karena gangguan konstriksi apikaL 

Anchoring neural plate terjadi diduga karena keberadaan fibronektin yang 

mendominasi matriks ekstra seluler yang mengisi celah antara neural plate dengan 

jaringan di sekitarnya (Schoenwolf and Smith, 1990). 

Asam folat merupakan merupakan turunan dari vitamin B kompleks (B-9) yang 

disebut Juga folacine, Pertama kali ditemukan pada daun bayam. 

Penelitian Berry et al., di Cina (1999) menurunkan kelainan neural tube 85 persen 

dengan mengonsumsi asam folat 0.4 miligram sebelum dan awal kehamilan. Kebutuhan 

asarn folat pada manusia sebesar 400 mg/kg, sedangkan kebutuhan mencit akan asam 

folat dalam makanan sebesar 7.5 (7.0 - 8.0) 11g1100glhari (Antony, 2007). 

Teofilin adaIah turunan dari metilxantin yang sebagian besar terkandung dalam 

tanaman teh dan kopi. Senyawa ini mempunyai mekanisme kerja utamanya adalah 

menghambat fosfodiesterase (FDE) yang mengkatalis cAMP berubah menjadi 5'AMP 

sehingga menyebabkan protein kinase A yang semula tidak aktif menjadi aktif (Mutchler, 

1991). Peningkatan kadar cAMP dan protein kinase A di dalam sel dapat menyebabkan 

meningkatnya reseptor bagi cAMP yaitu Camp-Responsive Elemen (eRE) yang 

menstimulasi sintesis fibronektin (Roman et al., 2005). 
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Berdasarkan latar belakang di atas, maka penelitian ini perlu dilakukan untuk 

menguji pengaruh asam folat dan teofilin terltadap sintesis fibronektin dalam proses 

neurulasi. Fibronektin adalah salah satu matrik ektraseluler yang penting dalam proses 

neurulasi. Kekurangan fibronektin dapat menyebabkan kegagalan elevasi dan 

konvergensi neural fold. Fibronektin dalam proses neurulasi disintesis oleh sel pada 

daerah sekitar DLHP, sehingga kematian sel pada daerah sekitar DLHP dapat 

menurunkan sintesis fibronektin. Senyawa 2-ME adalah senyawa teratogen yang 

menyebabkan kematian sel pada daerah sekitar DLHP. Pemberian teofilin diharapkan 

mampu mempertahankan sintesis fibronektin pada set daerah sekitar DLHP, sehingga 

dapat menurunkan angka insiden eksensefali akibat induksi 2-ME. 

Berdasarkan sifat teratogenik 2-ME di atas, maka penelitian ini dirancang untuk 

mengungkapkan teljadinya eksensefali bila induk mencit umur kebuntingan (UK) 09:05 

hari diinduksi oleh senyawa 2-ME dosis 1.5 mmollkb berat badan dan mengungkapkan 

penurunan rata-rata angka insiden eksensefali dengan pemberian asam folat maupun 

teofiln dosis 2 mglkg berat badan. Selain itu penelitian berharap dapat mengungkapkan 

mekanisme kelainan pembentukan neural tube akibat pemberian 2-ME melalui 

pengamatan pada keberltasilan proses pembentukan DLHP dan anchoring neural plate. 

Diharapkan basil penelitian ini menjadi dasar untuk dapat menentukan jenis protein yang 

berperan utama dalam terjadinya NTDs akibat induksi bahan toksik dari luar. 
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1.2. RUMUSAN MASALAH 

Berdasarkan latar belakang masalah tersebut dapat dirumuskan pennasalahan 

sebagai berikut : 

I. Berapa rata-rata persentase teljadinya kelainan eksensefali akibat induksi 2-ME dosis 

7,5 mmoUkg bb pada umur kebuntingan delapan hari lima jam (08:05) ? 

2. Apakah induksi 2-ME dosis 7,5 mmoVkg bb pada umur kebuntingan 08:05 

menyebabkan teJjadinya keterlambatan fusi neural fold? 

3. Apakah terjadi peningkatan apoptosis sel neuroepitelium di daerah pembentukan 

neural tube setelah induksi 2-ME dosis 7,5 mmoUkg bb pada umur kebuntingan 

08:05 ? 

4. Bagaimana pola distribusi protein aktin sel neuroepitelium di daerah pembentukan 

neural lube setelah induksi 2-ME dosis 7,5 mmoUkg bb pada umur kebuntingan 

08:05 ? 

5. Bagimanakah kondisi induk dan fetus mencit setelah pemberian 2-ME, asam folat dan 

2-ME + asam folat pada umur kebuntingan 09:05 ? 

6. Apakah pemberian asam folat dapat meningkatkan kemampuan reproduksi induk dan 

menurunkan insiden eksensefali setelah diinduksi 2-ME pada umur kebuntingan 

08:05? 

7. Berapa dosis asam folat yang efektif untuk menurunkan insiden eksensefali secara 

intraperitoneal pada umur kebuntingan 08:05 ? 

8. Apakah pemberian teofilin dapat meningkatkan kemampuan reproduksi induk dan 

menurunkan insiden eksensefali setelah diinduksi 2-ME pada umur kebuntingan 

08:05 ? 
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9. Berapa dosis asam fola! yang efektif untuk menurunkan insiden eksensefali secara 

intraperitoneal pada umur kebuntingan 08:05 ? 

10. Bagaimanakah karakteristik protein yang berperan dalam perkembangan otak pada 

saat neurulasi ? 
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BAD II 

TUJUAN DAN MANFAA T PENELITIAN 

2.1. Tujuan Penelitian 

l. Untuk menentukan rata-rata persentase fetus yang mengalami kelainan 

eksensefali akibat induksi 2-ME dosis 7,5 mmollkg bb pada umur kebuntingan 

08:05 

2. Untuk mempelajari teljadinya keterlambatan pembentukan neural tube akibat 

induksi 2-ME dosis 7,5 mmollkg bb pada umur kebuntingan 08:0S 

3. Menentukan tingkat apoptosis sel neuroepitelium di daerah pembentukan neural 

tube setelah induksi 2-ME dosis 7,S mmollkg bb pada umur kebuntingan 08:05 

4. Memperoleh bukti teljadinya perubahan pola distribusi protein aktin sel 

neuroepitelium di daerah sekitar pembentukan neural lube pada embrio yang 

induknya diinduksi 2-ME dosis 7,S mmollkg bb pada umur kebuntingan 08:05 

S. Untuk mengetahui kondisi induk dan fetus mencit setelah pemberian 2-ME, 

asam folat dan 2-ME + asam folat pada umur kebuntingan 09:0S 

6. Mengevaluasi peran asam folat dalam meningkatkan kemampuan reproduksi 

induk setelah diinduksi 2-ME secara intraperitoneal pada umur kebuntingan 8,5 

hari 

7. Mengetahui dosis asam folat yang efektif untuk menurunkan insiden eksensefali 

secara intraperitoneal pada umur kebuntingan 8,5 hari 

8. Mengevaluasi peran teofilin dalam meningkatkan kemampuan reproduksi induk 

setelah diinduksi 2-ME secara intraperitoneal pada umur kebuntingan 8,5 hari 
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9. Mengetahui dosis teofilin yang efektif untuk menurunkan insiden eksensefali 

secara intraperitoneal pada umur kebuntingan 8,5 bari 

10. Mengetahui karakteristik protein yang berperan dalam perkembangan otak pada 

saat neurulasi 

2.2. Manut Penelitian 

Hasil penelitian tabun I berupa infonnasi mengenai umur kebuntingan yang 

pertama kali dijumpai terjadinya keterlambatan neural fold dan basil uji imunobistokimia 

diharapkan akan dapat dipakai sebagai dasar untuk melakukan ekstraksi protein pada 

tahap selanjutnya dalam upaya menentukan jenis protein yang berperan utama dalam 

teJjadinya kelainan eksensefali akibat pemberian 2-ME pada induknya. 

Hasil penelitian tabun 11 berupa informasi mengenai mekanisme dan peran 

beberapa senyawa anti teratogen (asam folat dan teofilin) dalam mencegah kelainan 

syaraf pusat pada fetus dan dibarapkan akan dapat dipakai sebagai dasar untuk 

melakukan ekstraksi protein pada tahap selanjutnya dalam upaya menentukan jenis 

protein yang berperan utama dalam teIjadinya kelainan eksensefali akibat pemberian 2-

ME pada induknya. 

Selain itu basil penelitian ini dibarapkan merupakan konfirmasi atas penelitian 

terdahulu mengenai toksisitas 2-ME, sehingga dapat dijadikan dasar pertimbangan untuk 

pengelolaan limbah dan penggunaan senyawa 2-ME dalam aktifitas industri. 
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TINJAUAN PUSTAKA 
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2-Methoxyetahnol (2-ME) adalah golongan dari glycol ethers derivat dari diol 

seperti etilen dan propil glikol. Senyawa yang mempunyai nama lain glycol monomethyl 

ether ini tidak terbentuk secara alami tetapi melalui reaksi etilen oksida dengan metanol. 

Ciri-ciri yang dimiliki 2-ME diantaranya yaitu tidak berwarna, mudah tetbakar, larut 

dalam air, mempunyai titik didih 124,6 °c dan titik beku -85,1 °c. Senyawa 2-ME 

dilaporkan banyak digunakan sebagai bahan campuran cat, tinta, laker, percetakan foto, 

zat anti beku yang ditambahkan pada bahan adiktif pompa hidrolik dan bahan bakar jet 

Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa senyawa 2-ME masuk ke dalam tubuh 

melalui kontak pada permukaan seluruh tubuh kemudian diserap melalui kulit (55%) dan 

melalui pemafasan (45%) (Johanson, 2000). 

Senyawa 2-ME yang diserap ke dalam tubuh didistribusikan secara cepat dan 

merata ke dalam seluruh jaringan, kecuali pada jaringan lemak (Johanson, 2000). Hasil 

pengamatan dengan radioaktif pada mencit dengan cara melabel EGME dengan 14C, 

menunjukkan bahwa akumulasi 2-ME banyak terdapat pada jaringan hepar, vesica 

urinaria, ren, sumsum tulang danjaringan epidermis (Ahmed et aI., 1994). 

Oi dalam tubuh senyawa 2-ME diubah menjadi Methoxyacetic acid (MAA) 

dengan bantuan katalisator alkohol dehidrogenase (ADH) melalui pembentukan senyawa 

antara berupa Methoxyacetaldehide (MALO). Senyawa methoxyacethaldehid diubah 

menjadi MAA dengan bantuan katalisator enzim aldehid dehidrogenase (ALOH) 

(Brown et al., 1984; Moslen et al., 1995). 
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Eliminasi 2-ME keluar dari tubuh yang paling dominan melalui urin, sedangkan 

sebagian keeil sisanya dieliminasi melalui saluran pemafasan, sehingga dapat diabaikan 

(Groeseneken et al., 1989). 

CH,.(>eH,-CH,·o.c-o-ct1,-Ctt, 
2-o>I.~"')«I~ _ (EGUEIo) 

! 
CHlo 0 CH; Ctil.o+t 
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1 
O<,-O-CH,-COOO 

2-ma4'1Oq'ar.etic Kid tWA) 

! 
~ CH~..o-c~-CO-CoA. ] 

2_y ....... ~1\ 

1 
CH,.o.cH,~ 

2'-''''Y·N.-,. ~ 

.. - -

cit, .O-CH,.co-Gloc 

2-<M<hoxy0C<tyl jW)~~""""" 

( KrvtJ. cyde I 

Gambar 3.1. Jalur metaboIisme 2-ME (Johanson, 2000) 
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3.2. PenggunaaB Senyawa 2-ME 

EGME tidak ditemukan secara alamiah di lingkungan. Keberadaan senyawa ini 

sebagai polutan lingkungan karena penggunaannya oleh manusia di dalam aktivitas 

industri. 

Sering dilaporkan bahwa senyawa ini digunakan sebagai bahan pencampur untuk 

pembuatan cat, laker, tinta, bahan-bahan pelapis logam, percetakan foto, digunakan 

dalam industri bahan-bahan semikonduktor, sebagai anti pembekuan yang ditambahkan 

pada bahan aditif untuk cairan pompa hidrolik dan bahan bakar jet serta bahan campuran 

untdias pembuatan plastik yang digunakan untuk pembungkus makanan (Johanson, 2000, 

Horton e/ al., 1985). 

3.3. Mekanisme Toksisitas 2-ME 

Toksisitas akibat masuknya 2-ME ke dalam tubuh disebabkan oleh metabolitnya 

berupa MAA. Berbagai penelitian telah menunjukkan bahwa penyebab tetjadinya efek 

teratologis di dalam tubuh beketja melalui gangguan pada protein yang berperan pada 

metabolisme tnbuh. Sebagai contoh MAA mengganggu protein transport, protein 

sitoskeleton atau reseptor neurotransmiter (Lee e/ al., 1993). 

Toksisitas 2-ME dalam proses perkembangan dengan cara menghambat 

proliferasi sel. Tetjadinya hambatan proliferasi sel akan meoyebabkan gangguan serius 

pada proses perkembangan untuk mengasilkan organ, sehingga gangguan terhadap 

proliferasi sel dapat menyebabkan terjadinya malformasi (Mebus e/ ai., 1989). 
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Neural tube adalah bumbung saraf yang dihasilkan melalui diferensiasi jaringan 

neuroectoderm dalam proses neurulasi. Neurulasi pada hewan mamalia yang bertujuan 

untuk membentuk sistem saraf dari jaringan neuroectoderm, tidak bisa dilepaskan dari 

peran korda mesodenn, karena merupakan induktor primer pembentukan neural tube. 

lnduksi jaringan neuroectoderm oleh korda mesoderm menyebabkan 

terbentuknya lempengan yang disebut neural plate. Sel neural ectoderm pada neural 

plate ini mengalami dua proses penting dalam rangka pembentukan neural tube, yaitu 

peningkatan kecepatan proliferasi sel dan perubahan bentuk sel. Perubahan bentuk sel 

terutama pada daerah yang nantinya akan membentuk Dorso Lateral Hingepoints 

(DLHPs) dan Median Hinge Points (MHPs). Kedua bentukan yang menyerupai engsel ini 

berfungsi mengarahkan fusi neural fold untuk membentuk atap neural tube. Bentukan 

yang menyerupai engsel ini disusun oleh sel neuroepitelium yang berbentuk baji. Sel 

neuroepitelium yang semula berbentuk kolumnar mengalami perubahan bentuk menjadi 

sel yang berbentuk baji (Ambroso et al., 1999; Hildebrand dan Soriano., 1999; Wolpert, 

2002; Haigo dan Hildebrand, 2003). 

Perubahan bentuk sel neuroepitelium pada saat neurulasi primer terjadi melalui 

proses konstriksi apikal. Konstriksi apikal adalah terjad inya penyempitan pada bagian 

ujung sel neuroepitelium, khususnya yang menghadap suatu lumen akibat konstriksi pada 

bagian tersebut. Terjadinya konstriksi tersebut akibat akumulasi aktin selama masa 

neurulasi primer. Akumulasi protein aktin disebabkan oleh peningkatan produksi protein 

Shroom di daerah apikal sel neuroepitelium selama masa neurulasi (Haigo dan 

Hildebrand, 2003). 



15 

neuroepitelium ditentukan oleh distribusi sitoskeleton di dalam sitoplasma. Protein aktin 

yang berbentuk filamen adaIah salah satu bentuk sitoskeleton, sehingga pola distribusi 

protein tersebut di dalam sitoplasma juga menentukan bentuk sel (Haigo dan Hildebrand, 

2003; Lambrechts et al., 2004). 

3.5. Fusi Neural Fold 

fusi neural fold membentuk neural lube penting bagi perkembangan embrio, 

karena kegagalan fusi tersebut menyebabkan kelainan morfologis yang serius bahkan 

bersifat lethal. Fusi neural fold pada beberapa jenis spesies diawali dari tempat yang 

berbeda di sepanjang calon neural tube. Pada manusia fusi neural fold terjadi pada 

minggu keempat kehamilan dan dimulai pada bagian caudal rhombencephalon atau pada 

bagian cranial spinal cord (Melvin et aI., 2000; Dias dan Partington, 2004; Nakatsu dan 

Shiota, 2000). Semula fusi neural fold diduga beIjalan linier dari anterior ke posterior 

atau seperti ritsluting, namun belakangan diketahui bahwa sekurang-kurangnya ada 4-6 

periode fusi neural fold pada manusia (Dias dan Partington, 2004). 

Fusi neural fold mencit terletak pada beberapa titik di sepanjang calon neural 

tube. Titik awal fusi neural fold pada mencit berada pada daerah servik di antara somit 

ketiga dan somit keempat, sedangkan arah fusi beIjalan dari caudal ke arah rostral. Fusi 

neural fold kedua teIjadi pada daerah yang semula merupakan ujung rostral neural plate, 

sedangkan arah fusinya beIjalan rostrodorsalis. Fusi neuralfoldketiga teIjadi pada bagian 

caudal diencephalon dengan arah fusi baik ke arah rostral maupun caudal. Fusi neural 

fold keempat teIjadi pada daerah yang semula merupakan ujung caudal neural plate 
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dengan arah fusi ke arah rostral (Sakai, 1989; Putz dan Morris-Kay, 1981; Jacobson dan 

Tam, 1982; Padmanabhan dan Shafiullah, 2003). 

Proses konstriksi sel neuroepitelium dipengaruhi oleh protein Shroom yang 

bersifat mengikat protein aktin (actin-binding protein) (Haigo dan Hildebrand, 2003; 

Hildebrand dan Soriano., 1999). Protein Shroom disekresikan pada sel neuroepitelium, 

khususnya yang berada pada tempat pembentukan DLHPs (Haigo dan Hildebrand, 2(03). 

Pembentukan neural tube setidaknya merupakan interaksi dari tiga faktor yaitu 

tetj adinya konstriksi apikal sel neural ektodenn, interkalasi sel notoplate yang 

berkembang dan memanjang menurut aksis anterior posterior serta dipengaruhi oleh 

induksi khorda mesoderm (Kalthof, 2001; Wolpert, 2002). 

3.6. Neural tube Defeels (NTDs) 

Neural tube defects adalah kelainan perkembangan yang diakibatkan oleh kegagaian 

fusi neural fold. NTDs meliputi anensefali dan meningomyelocele, encephalocele dan 

meningocele (Fleming, 200 I). 

Kegagalan fusi neural fold posterior mengakibatkan kelainan spina bifida, 

sedangkan kegagalan fusi bagian anterior menyebabkan kelainan eksensefali, anensefaii 

dan myelomeningocele (Sakai, 1989; Schoenwolf dan Smith 1990; Gunn et al., 1995; 

Terry et aI., 1996; Wu et aI., 1996; Lakkis et aI., 1999; Melvin et al., 2000; Dias dan 

Partington, 2004; Prihiyantoro et aI., 2002; Matsumoto et al., 2(02). Kelainan tersebut 

bersifat lethal dan biasanya menyebabkan kegagalan pembentukan organ lain. Kegagalan 

fusi neural fold Pada kelainan eksensefali menyebabkan kegagalan pembentukan 

kranium, sehingga menyebabkan jaringan otak yang terbentuk terdedah keluar, namun 
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biasanya pada kelaianan eksensefali, jaringan otak tidak terbentuk sempuma karena tidak 

terjadinya fusi neural fold. Kegagalan fusi tersebut menyebabkan tidak terjadinya proses 

neurulasi sekunder yang menghasilkan terbentuknya vesikel otak primer berupa 

prosencephalon, metencephalon dan rhombencephalon (Colas dan Schoenwolf., 2001). 

Prevalensi terjadinya NIDs pada manusia tergolong tinggi karena mencapai 

angka 3 kali kejadian diantara 10.000 kelahiran hidup, sedangkan kelainan eksensefali 

dan anencephaly terjadi I dari 1000 kelahiran (Copp et aI., 1990; Lakkis et aI., 1999; 

Melvin et aI., 2000). 

NTDs dapat disebabkan oleh faktor intrinsik berupa kelainan genetik maupun 

karena faktor metabolisme, selain itu juga dapat disebabkan oleh faktor ekstrinsik akibat 

penggunaan obat, terdedah oleh polutan yang bersifat teratogenik di lingkungan atau 

karena pengaruh temperatur yang tinggi (Melvin et al., 2000; Fleming, 2001; Fazel dan 

Jalali, 2002; Wallingford dan Harland, 2002). 

Bahan toksik yang berasal dari lingkungan dapat mengganggu proses neurulasi 

yang berakibat pada gangguan fusi neural fold mempengaruhi proses morfogenetik yang 

terlibat pada proses neurulasi. Proses morfogenetik tersebut meliputi proses intrinsik 

yang berkaitan dengan neural plate dan proses morfogenetik ekstrlnsik yang berasal dari 

sel disekitar neural fold. Sebagai contoh adalah proses pemanjangan neural plate yang 

melalui pengaturan sel, perubahan bentuk sel, pembelahan sel, pertemuan neural fold 

ditengah. Faktor ekstrlnsik yang mempengaruhi fusi neural fold adalah gaya tekanan 

statis pada sel neuroepitelium dari sel epidermis yang berada di sekitar neural fold dan 

induksi .dari sel mesodenn yang berada di bawah sel neuroepitelium. Zat toksik yang 
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masuk ke dalam tubuh tersebut dapat menyebabkan kematian sel neuroepitelium (Terry 

et 01.,1996; Ambroso et 01.,1999; Wallingford dan Harland, 2002). 

Untuk dapat menyingkapkan proses terjadinya NlDs perlu diikuti mulai dari 

perkembangan yang paling awal, mulai terbentuknya neural plate hingga terjadinya fusi 

neural fold. Dengan melakukan perbandingan secara morfologis dan histologis dapat 

ditentukan kelainan perkembangannya Oleh karena itu untuk mempelajari kelainan ini 

harus dilakukan dengan menggunakan model hewan. Model hewan yang paling baik 

untuk mempelajari NTDs adalah mencit, karena kelainan ini mudah dihasilkan pada 

meneit melalui mutasi sejumlah gen atau melalui bahan toksik yang diberikan dari luar 

(Lakkis et 01., 1999; Jurilof dan Harris, 2000). 

3.7. Apoptosis 

Apoptosis merupakan proses biologi yang menyebabkan kematian sel melalui 

fragmentasi DNA atau disebut juga sebagai program kematian sel. Program kematian sel 

ini merupakan mekanisme yang penting selama perkembangan organisme multiseluler, 

yaitu untuk menghilangkan sel yang tidak diperlukan, sel yang rusak atau sel yang sudah 

tua (Haydar et 01., 1999). 

Apoptosis berbeda dengan nekrosis pada distribusi dan reaksi jaringan sekitamya. 

Apoptosis terjadi pada sel yang letaknya tidak berdekatan serta tidak disertai reaksi 

peradangan akut pada jaringan sekitamya Nekrosis terjadi pada sel yang letaknya 

berdekatan dan dengan disertai reaksi peradangan akut pada jaringan sekitamya 

Perbedaan lainnya adalah apoptosis dipengaruhi oleh rangsang dari Iingkungan serta dari 
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perkembangan, dan juga dikontrol oleh sejumlah besar gen dari famili bcl-2, yang 

merupakan proto-onkogen dan gen supressor tumor (Boldyrev, 2000; Kanduc, 2(02). 

Pada umumnya nekrosis ditandai dengan kerusakan membran plasma, hilangnya 

kontrol terhadap gradien ion, pembesaran organel sitoplasmik, pembebasan enzim 

lisosomal, aktivasi protease dan fosfolipase, penurunan sintesis protein serta pembelahan 

DNA menjadi fragmen-fragmen DNA. Sedangkan apoptosis meliputi peningkatan kadar 

ion Ca intraseluler, peningkatan ekspresi gen serta sintesis protein dan aktivasi 

endonuklease sehingga menyebabkan pembelahan DNA. Hal tersebut di atas merupakan 

perbedaan secara biokimiawi, adapun secara morfologi nekrosis ditandai dengan 

degradasi kromatin inti, sedangkan apoptosis ditandai dengan kondensasi kromatin inti 

serta pecahnya sel menjadi beberapa fragmen kecil atau apoplolic bodies (Dha\luin et al., 

1999). Akhir proses apoptosis ditandai dengan pemutusan rantai ganda DNA dan 

degradasistrukturDNA (Boldyrev, 2000; Kanduc, 2002). 

TeJjadinya kerusakan sel akibat pemaparan terbadap bahan toksik maupun 

teratogen akan mengaktivasi ekspresi protein p53 yang dapat menginduksi ekspresi 

molekul Bax (triger kematian sel) untuk mengubah permeabilitas atau membuka gate 

membran mitokondria. Hal ini menyebabkan sitokrom c (dalam mitokondria) keluar 

menuju sitosol dan bergabung dengan molekul Apaf-I dan procaspase 9 (keduanya 

merupakan molekul proapotosis) membentuk apoplosome, kemudian apoptosome akan 

mengaktifkan caspase yang merupakan protease intraseluler sehingga menyebabkan 

teJjadinya aktifitas proteolitik yang mencema proteinstrukturdalam sitoplasma, 

kondensasi kromatin dan degradasi DNA sehingga teJjadi apoptosis (Brill et al., 1999). 
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3.8 Tinjauan Tentang Teofilin 

Teofilin (I.3-dimethilxantine) adalah alkaloid yang ditemukan pada coklat dan 

teh. Senyawa yang terkandung dalam daun teh ini mempunyai ciri-ciri tidak beIWarna, 

berbentuk serbuk kristal putih, larut dalarn air 1 gl120 ml dan rasanya pahit. Secara 

struktur hampir mirip dengan kafein (I.3.7-trimethylxanthine) maupun teobromin (3.7-

dimethyxanthine). Di dalam tubuh Teofilin dioksisidasi dalam bentuk 1.3-dimethyluric 

acid dan l-methyluric acid. Secara fisiologi, teofilin mengharnbat enzlm yang 

mengkataIis cAMP menjadi 5' -adenylic acid (AMP) (Anonimus, 1998). 
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Gambar 3.3 Struktur kimia xantin dan turunan xantin (Andersson et 01.,2004) 

cAMP merupakan second messenger yang dibentuk dari senyawa A TP oleh kerja 

enzim Adenilat Siklase dengan adanya Mg2+ yang membentuk suatu komplek dengan 

A TP untuk bertindak sebagai substrat untuk reaksi (lndah, 2004) 

ATP cAMP+ PPi+ If 

Adenilat siklase 
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Dalam sel eukariot, cAMP berikatan dengan Protein Kinase yaitu sebuah molekul 

heterotetramer terdiri atas 2 subunit regulasi dan 2 subunit katalitik. 

3.8.1 Fosfodiesterase 

Ketja yang ditimbulkan oleh hormon yang meningkatkan konsentrasi cAMP bisa 

diakhiri dengan sejumlah cara termasuk hidrolisis cAMP oleh fosfodiesterase. Enzim 

hidrolisis ini menjamin proses pergantian sinyal yang cepat dengan demikian juga 

penghentian proses biologik yang cepat begitu stimulus hormonal dihilangkan. Inhibitor 

fosfodiesterase, yang paling terkenal adaIah derivat xantintermetilasi seperti kafein dan 

teofilin, akan meningkatkan cAMP intrasel, meniru atau memperpanjang ketja hormon 

(Indah, 2(04). 

3.8.2 Reseptor Adrenergik Terangkai dengan sistem Adenilat Siklase 

Tiga sub kelompok reseptor adrenergik berhubungan dengan sistem adenilat 

siklase. Hormon yang terikat pada reseptor ~ 1 dan ~2 akan mengaktifkan enzim adenilat 

siklase, sedangkan hormon yang terikat pada reseptor u2 akan menghambat enzim ini. 

Kerja hormon epineprin dapat meningkatkan karlar cAMP dalam sel otot melalui 

pengaktifan sistem ~ adrenergik ini yang melalui perangkaian reseptor pada Potein G. 

Kemudian protein G berikatan dengan GTP yang merangsang sintesis cAMP, sehingga 

cAMP yang terbentuk mampu mengaktifkan enzim fosforilase kinase yang mengaktifkan 

protein kinase di dalam inti sel (Indah, 2004). 



22 

3.9. Tinjauan Tentang Asam Folat 

3.9.1. Struktur kimia asam folat 

Asam folat berasal dari bahasa latin yaitu folium yang berarti daun. 

Pertamakali diisolasi dari daun bayam pada tahun 1941, tetapi kemudian 

menunjukkan distribusi biologis yang amat luas. Zat dengan biopotensi asam 

folat terdapat banyak terse bar dalam berbagai bahan makanan, baik nabati 

maupun hewani. Sayur-mayur berwama hijau, buah-buahan, dan hati hewan 

mempunyai kandungan asam folat yang tinggi. Pemasakan di dapur rumah 

tangga atau pengolahan teknologi pangan dapat merusak asam folat sampai 50-95% 

dad kadar total yang ada dalam bahan mentah asalnya (Craciunescu et al., 2004). 

Asam folat memiliki beberapa nama yaitu Acidum folicum, Folacin, Folynsyre 

dan Pteroyglutamic acid. Untuk nama kimia dari asam folat yaitu N-[4-(2-amin04-

hydroxypteridin-6-methylamino)benzoyl]-glutamic acid. Karakteristik asam folat yaitu 

memiliki berat molekul 441.4, titik lebur 250" C, tidak berbau, sering ditemukan dalam 

serbuk kristal kuning kecoklatan, sukar lamt dalam air, eter, k1oroform dan aseton, tetapi 

lamt dalam NaOH. 

Asam folat adalah salah satu jenis vitamin yang diperlukan oleh tubuh. Asam 

folat diubah dalam tubuh menjadi bentuk aktif, yang akan berfungsi sebagai koenzim 

pada berbagai proses metabolisme termasuk sintesa purin dan pirimidin. Vitamin ini 

terdiri dari tiga komponen utama, yaitu: asarn glutamat, asam p-aminobenzoat dan 

suatu turunan senyawa heterosiklik dengan cincin yang berdifusi. disebut 

pteridin. 
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Gambar. 3.4 Struktur kimia asam folat (Tamura and Picciano, 2006) 

Defisiensi asam folat yang teljadi dari saat konsepsi sampai usia kehamilan dapat 

memunculkan komplikasi kehamilan berupa anemia, abortus spontan, lepasnya plasenta 

secara dini ataupun cacat bawaan seperti kelainan neural tube, jantung bawaan, serta bibir 

sumbing. Selain itu, dijelaskan pula, asam folat sangat bennanfaat dalam mencegah 

berbagai penyakit bukan bawaan yang berprevalensi tinggi seperti penyakit jantung 

koroner, stroke, alzheimer, skizofrenia, serta kanker (Tamura and Picciano, 2006). Asam 

folat wajib dikonsumsi oleh wanita hamil. Untuk terapi anemia megaloblastik, dosis per 

oral yang dianjurkan adalah 5 mglhari selama 4 bulan sampai 15 mg pada keadaan 

malabsorbsi. Wanita hamil dengan resiko kelainan neural tube, dianjurkan 

mengkonsumsi 4-5 mg asam folat sebelum kehamilan dan berlanjut sampai trisemester 

pertama. 
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3.9.2. Metabolisme asam folat 

Folat adalah bagian dari vitamin B-kompleks, terkait dengan asam 

pteroilglutamat (Pte-Glu) yang bertindak sebagai ko-faktor enzim yang 

mentransfer satu unit karbon di dalam berbagai jalur metabolik (metabolic path-

ways). Metabolisme satu·karbon yang dimediasi folat merupakan salah satu dari 

reaksi biokimia di dalam sel yang paling penting. Folat diperlukan untuk sintesis 

protein dalam asam nukleat dan mitokondria, serta metabolisme asam amino dan 

proses seluler lain yang melibatkan transfer satu unit-karbon. Folat dapat bertindak 

sebagai donor karbon atau dapat pula sebagai akseptor. Asam folat dalam organisme 

direduksi menjadi asam 7,8-dihidrofolat dengan perantaraan dihidrofolat-

dehidrogenase. Asam 7,8-dihidrofolat oleh tetrahidrofolat-dehidrogenase direduksi 

menjadi asam 5,6,7,8-tetrahidrofolat (THF). Bentuk paling dominan dari folat 

yangberedar adalah Smethyltetrahyfolic acid (5-mTHF). VitaminB 12 

mengkonversi 5-mTHF menjadi tetrahidrofolat (THF), suatu bentuk metabolik-

aktif folat lain yang diperlukan dalam berbagai proses biokimia penting. Senyawa 

ini muncul sewaktu biosintesis metionin yang dikatalisi s oleh enzim metionin-

sintetase dan ko-faktor metilkobalamin. Selama pembentukan metionin, enzim 

metionin-sintetase menggunakan 5mTHF se bagai sumber gugus metil. 

Kurangnya produksi THF oleh se l mengakibatkan sel tersebut terhambat dalam 

mensintesis asam amino purin dan timin untuk replikasi DNA dan terhambat 

memetabolisme histidin dan serin (Fleming, 2001). 
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3.9.3 Peranan asam Colat untuk mencegab kelainan neural tube 

Bouwer (1999) mengungkap bahwa kekurangan ko-enzim tetrahidrofolat 

menyebabkan terlambatnya metilasi homosistein menjadi metionin sehingga dapat 

menimbulkan hiperhomosisteinemia. Hiperhomosisteinemia dapat mengakibatkan 

tetjadinya cacat kongenital, mempertinggi resiko penyakit kardio-vaskuler, stoke, 

demensia dan alzheimer. Defesiensi asam folat menyebabkan gangguan siklus metilasi

enzim yang diikuti dengan hiperhomosisteinema, kerusakan DNA, gangguan sintesis 

protein dan penurunan kadar beberapa faktor pertumbuhan. Kesemuanya dapat 

menggangu kondisi homeostatis, yang akhirnya juga melibatkan proses fisiologis 

apoptosis dan nekrosis. Gangguan itu mengakibatkan tetjadinya kondisi yang disebut 

"kematian sel terprogram yang dipercepat" (accelerated program cell death), yang 

meningkatkan jumlah sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis (poirier, 2002). 

Pulikkunnel and Thomas (2005) mengatakan bahwa pemberian asam folat sebesar 

4 mg pada hewan coba mencit mampu menurunkan munculnya kelainan neural tube. 

Pippenger (2003) dalam penelitiannya berhasil mengurangi 86 persen resiko terjadinya 

kelainan neural tube dengan pemberian asam folat sebesar 360 flg yang diberikan pada 

hewan coba sebelum masa kebuntingan. Berry et al., (1999) melakukan penelitian pada 

para wanita di Cina bahwa dengan mengonsumsi asam folat 0.4 miligram sebelum dan 

awal kehamilan mampu menurunkan kelainan neural tube sebesar 85 persen. Kebutuhan 

asam folat sesuai standar Organisasi Kesehatan Dunia (WHO), minimal 400 mikro gram 

per orang per hari dan wanita hamil minimal sebanyak 800 mikrogram per hari. 

Jumlah asupan asam folat pada manusia yang diperoleh dari makanan sehari-hari 

sangat dipengaruhi oleh banyak hal, yaitu kandungan asam folat dalam bahan pangan, 
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kualitas absorbs usus (Boddie et al., 2(00), ada tidaknya mual, muntah dan diare 

(Holving, 1993), kebutuhan relatif yang meningkat (hamil, menyususi, penyakit kronis), 

cara menyimpan, memasak dan menyajikan bahan pangan (McNulty et aI., 2000), 

kebiasaan (habit) individu dalam meramu komposisi bahan pangan, kecukupan vitamin 

lain (vitamin B 12) untuk mengikat dan mengaktifkan aksi asam folat (Donosepoetro, 

1998). Serta kecukupan reseptor folat (jolate receptor-a, FR-a) dalam membran plasma 

sel agar folat dapat masuk sel dalam jaringan (Barber et al., 1997). 

3.10 Tiojauao Teotaog Fibrooektio 

Fibronektin (FN) adalah suatu glikoprotein dimerik yang banyak ditemukan di 

permukaan sel, bermacam-macarn cairan tubuh, jaringan ikat dan membran basalis. FN 

disintesis oleh bermacam-macam sel dan hubungannya erat dengan fibroblas, sel endotel, 

kondrosit, sel glial, sel amnion, miosit, trombosit, dan monosit. Peran utamanya adalah 

sebagai pelekat sel dengan matriks ekstraselular melalui reseptor integrin. Oleh karena itu 

peranannya sangat penting dalam pergerakan sel embrio, pertumbuhan fibroblas, 

pertahanan polaritas membrana basalis, adesi substrat sel, inflamasi dan penyembuhan 

luka, serta dapat berperan dalam opsonisasi (Dewi dan Rastini, 2007). 

Menurut George et ai, (1993) fibronektin merupakan matrik ektraseluler penting 

dalam embriogenesis. Kekurangan komponen ini dalam neurulasi dapat menyebabkan 

neural tube tidak terbentuk secara sempuma, terjadi pemendekan sumbu anterior sampai 

posterior tubuh embrio. 
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METODE PENELITIAN 

4.1. Tempat dan Waktu Penelitian 
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Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Reproduksi Universitas 

Airlangga mulai bulan Maret 2008 sampai dengan Desember 2008. 

4.2. Baban dan Alat Penelitian 

4.2.1. Baban penelitian 

a. Hewan percobaan 

Hewan pereobaan yang digunakan adalah meneit strain BALB/e (Mus 

musculus) betina bunting dengan umur kebuntingan 8 hari lima jam (08:05) dan 

umur kebuntingan 9 hari lima jam (09:05). Hewan pereobaan diperoleh dari 

Pusat Veterina Farma (pUSVETMA) Surabaya kemudian dipelihara di rumah 

hewan Jurusan Biologi FMIPA Universitas Airlangga. 

b. Baban kimia 

Bahan kimia yang akan digunakan antara lain meliputi 

I. Bahan kimia untuk perlakuan adalah senyawa 2-ME dengan kemumian 95% 

(Wako Pure Chemical Insdustries, Japan) dan akuabides. 

2. Bahan kimia untuk pembuatan preparat histologi adalah larutan Bouin, 

buffer formalin, alkohol, xylol, parafin, zat pewama Hematoksilin dan 

Eosin. 
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3. Bahan kirnia untuk perneriksaan apoptosis dengan rnenggunakan kit 

apoptosis (Apoptag<l> S7165). 

4. Senyawa asam folat dan teofilin. 

4.2.2. Alat penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah kandang tempat 

pernel iharaan rnencit, seperangkat alat bedah, seperangkat alat UDtuk pembuataan irisan 

histologi dan rnikroskop stereo, rnikroskop bedah. 
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4.3. Cara Kerja 

4.3.1. Pemeliharaan bewan coba 

Mencit dipelihara dalam kandang berupa bak plastik yang dialasi dengan sekam 

dan diberi penutup kawat. Pemeliharaan mencit jantan dan mencit betina ditempatkan 

pada kandang yang terpisah. Pakan berupa pelet "Par L" disediakan secara "ad libitum" 

yang ditempatkan di sebuah wadah yang terbuat dari kawat kasa dan diletakkan di atas 

kawat penutup. Minuman berupa air POAM juga disediakan secara "ad libitum ". 

Kandang mencit diletakkan pada rak di dalam rumah hewan. 

4.3.2. Pembuatan larutan 2-ME, asam folat dan teofilin 

Bahan uji yang diberikan pada penelitaian ini adalah larutan 2-ME dan teofilin, 

bempa cairan dengan kemumian 99,0 % sebagai pelarut digunakan aquabidest steril. 

Oosis yang diberikan setiap bahan uji 2-ME yaitu 7,5 mmol/kg berat badan sedangkan 

teofilin 10, 20, 30 mgfkg berat badan. Asam folat dibuat dengan dosis 2 mgt kg berat 

badan dilarutkan dalam aquadest steril. 

4.3.3. Perkawin8n 

Mencit dikawinkan dengan cara mengumpulkan mencit betina dan men cit jantan 

dalam satu kandang pada untuk 17.00, kemudian diamati adanya sumbat vagina pada 

untuk 07.00 keesokan harinya. Adanya sumbat vagina menandakan telah terjadi kopulasi. 

Mencit betina yang ada sumbat vagina dianggap sedang bunting umur nol bari 5 jam 

(00:05). Berdasarkan basil pengamatan Rugh (1968) ovulasi pada mencit terjadi pada 
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untuk 02.00, sehingga diasumsikan bahwa kopulasi teljadi bersamaan atau segera setelah 

terjadinya ovulasi. 

4.3.4. Pemberian perlakuan 2-ME 

Mencit betina bunting hasil perkawinan dibagi secara aeak menjadi kelompok 

perlakuan.dan kelompok kontroL Masing-masing kelompok terdiri atas tiga ekor induk 

meneit bunting. Kelompok perlakuan dibagi menjadi dua kelompok yaitu kelompok 

perlakuan 2-ME. Hewan eoba kelompok perlakuan disuntik larutan 2-ME dengan dosis 

7,5 mmollkg berat badan melalui intraperitoneal pada umur kebuntingan 08:05 dan umur 

kebuntingan 09:05, sedangkan kelompok kontml disuntik akuabides steril pada umur 

kebuntingan yang sarna. 

4.3.5. Pengamatan kemampuan reproduksi induk meueit 

Pengaruh pemberian 2-ME dosis 7,5 mmollkg berat badan pada induk meneit 

urnur kebuntingan 08:05 hari terhadap kemampuan reproduksi induk meneit ditentukan 

melalui variabel jurnlah implantasi, berat badan fetus, persentase kematian intrauterin dan 

persentase teljadinya kelainan ekstemal pada fetusnya. Induk meneit yang sedang 

bunting 18 hari dibedah kemudian diambil fetusnya kemudian dilakukan pengamatan. 



33 

4.3.6. Perlakuao temaclap teofilin terllaclap poteosi aoti-teratogeoik 

Periakuan diberikan pada 25 ekor mencit betina bunting, yang terbagi atas 

5 kelompok perlakuan. Pemberian perlakuan dengan penyuntikkan secara intra peritoneal 

dengan pembagian sesuai tabel berikut. 

Tabel 4.1. Kelompok perlakuan mencit betina bunting 

Jumlab Volume 
Waktu 

.Waktu Kelompok perlakuao pemberiao 
ioduk peoyuotikao 

perlakuao 
pembedabao 

Aquabidestilaa .teril 5 ekor O,lmVIOgbb UK 08:05 UK 08:05 

Lanlt .. l-ME dosis 7,5 IBmoIIkg 

BERATBADAN 5 ekor 0,1 mVIOgbb UK 08:05 UK 08:05 

LaruaD 2-ME 7,5 mmollkg 

BERAT BADAN + lanaD teofiliB 5 ekor 0,1 mVIO g bb UK 08:05 UK 08:05 
10 grlkg BERATBADAN 

LarutaD l-ME 7,5 mmollkg 

BERAT BADAN + IanaD teoflliD 5 ekor 0,1 mVIO g bb UK 08:05 UK 08:05 
20 gr/kg BERAT BADAN 

LarutaB 2-ME 7,5 mBlollkg 

BERAT BADAN + Iantaa teoflliD 5 ekor 0,1 mVIO g bb UK 08:05 UK 08:05 
30 gr/kg BERAT BADAN 

Keteraogao : UK (umur kebuntmgan), bb (berat badan) 
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4.3.7 Perlakuaa terIladap peran asam rolat terbadap potensi anti-teratogenik 

Penelitian dibagi empat kelompok yaitu perlakuan P-I (kontrol suntik 

aquabidestilata steril), P-2 (2-ME), P-3 (asam folat) dan P-4 (2-ME + asam folat). 

Masing-masing kelompok menggunakan lima ekor mencit. Sedangkan UDtuk pembagian 

kelompoknya adaIab sebagai berikut : 

TabeI4.2. Kelompok perlakuan untuk peran asam folat 

Kelompok 

P-I 

P-2 

P-3 

P-4 

Keterangan 
UK 09:05 

UK 09: II 

Keterangan 

Kelompok kontrol diberi aquabidestilata steril 0.3 ml (bahan pelarut 2-
ME dan asam folat) secara intraperitoneal pada uk 09:05 hari dan 
dibedah uk 9.11 hari. 

Kelompok perlakuan diberi 2-ME dosis 7.5 mmollkb berat badan 0.3 ml 
secara intraperitoneal pada uk 09:05 dan dibedah uk 9.11 hari. 

Kelompok perlakuan diberi asam folat dosis 2 mg! kg berat hadan 0.3 ml 
secara intraperitoneal dilakukan tiga kali pada uk 0, 3, dan 9. Meneit 
dibedah uk 09:05 dan dibedah uk 9.11 hari. 

Kelompok perlakuan kombinasi suntik 2-ME dosis 7.5 mmo\Jkb herat 
badan dan asam folat dosis 2 mg! kg berat badan secara intraperitoneal 
masing-masing sebanyak 0.3 mL lnduksi asam folat dilakukan pada tiga 
leali yaitu uk 0, 3, dan 9. lnduksi 2-ME dilakukan bersamaan dengan 
induksi asam folat ketiga yaitu uk 09:05 dan dibedah uk 9.11 hari. 

Hari ke sembilan, lima jam setelah kopulasi (kopulasi diasumsikan 
terjadi jam 02.00). Penyuntikan dilakukan jam 07.00. 
Hari ke sembilan, sebelas jam setelah kopulasi (kopulasi diasumsikan 
teIjadijam 02.00). Pembedahan dilakukanjam 13.00. 



35 

4.3.8. Pembedaban 

Pembedahan dilakukan dengan tujuan memperoleh embrio dan fetus mencit untuk 

diarnati perkembangan otaknya. Induk mencit yang telah diperlakukan pada umur 

kebuntingan 08:05 selanjutnya dibedah pada umur kebuntingan 08:12, 09:00,09:12 dan 

18:00. 

Untuk memperoleb fetus mencit dari induk pada saat umur kebuntingan 18 hari, 

maka induk mencit dikorbankan dengan cara dislokasi serviks, kemudian dibuka pada 

bagian abdomen yang dilanjutkan dengan membuka uterus dan diambil fetusnya. Fetus 

mencit yang diperoleh selanjutnya ditimbang dan diarnati adanya kelainan eksternal 

dengan menggunakan mikroskop bedah. Lima puluh persen fetus mencit yang diperoleh 

selanjutnya difiksasi dalam larutao Bouin, sedangan sisanya difiksasi dengan larutan 

buffer formalin. 

Induk mencit pada umur kebuntingan 08: 12, 09:00; 09: 12 diambil embrionya 

dengan cara memotong uterus pada ruas diantara dua vesikel yang berisi embrio. 

Selanjutnya potongan uterus yang berisi satu embrio tersebut ditekan dengan 

menggunakan pinset, sedemikian rupa sehingga terjadi peningkatan tekanan di dalam 

uterus. T ekanan yang tinggi di dalam uterus tersebut akan melontarkan embrio keluar 

kemudian ditampung di dalam cawan petri yang berisi garam fisiologis. Semua proses 

pengambilan embrio tersebut dilakukan di bawah mikroskop stereo. 

Setengah bagian dad embrio mencit yang diperoleh difiksasi dengan larutan 

Bouin selama 2 jam selanjutnya disimpan dalam alkohol 70"10, sedangkan 50% sisanya 

disimpan dalam larutao fiksatif buffer formalin. Embrio yang difiksasi dengan larutan 

Bouin digunakan untuk pengamatao kelainan internal. 
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4.4. Varia bel Penelitian 

Penelitian ini terdiri alas 3 variabel penelitian : 

I. Varibel bebas (independent variable) dalam penelitian eksperirnental adalah 

perlakuan, sehingga variabel bebas pada penelitian ini yaitu 2-ME dosis 7,5 

rnrnoVkb berat badan, dosis teofilin dan dosis asam folat uk 9.11 hari. 

2. Variabel tergantung (dependent variable) yaitu a) Kondisi induk mencit dengan 

sub varia bel berat badan induk, jumlah fetus dan berat implan, berat badan rata

rata fetus mencit, jumlah implantasi fetus mencit, jumlah fetus yang mati, jumlah 

yang hidup, fetus menciljumlah resorbsi; b) Kelainan neural tube meliputi: 

jumlah neural tube terbuka dan persentase insiden neural tube terbuka, fetus 

dengan kelainan otak; c) Kelainan eksternal, kelainan internal; d) kondisi 

histoogis neural tube defect, jumlah sel apoptosis; d) profil jenis protein 

ekstraselluler pada neural tube defect. 

4.5 Pengamatan 

4.5.1. Kemampuan reproduksi induk mencit 

Pengaruh pemberian 2-ME dosis 7,5 rnrnoVkg berat badan pada induk mencit 

umur kebuntingan 08:05 hari terhadap kemampuan reproduksi induk mencit ditentukan 

melalui variabel jumlah impIantasi, berat badan fetus, persentase kematian intrauterin dan 

persentase terjadinya kelainan ekstemal pada fetusnya. Induk mencit yang sedang 

bunting 18 hari dibedah kemudian diambil fetusnya kemudian dilakukan pengamatan. 
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4.5.2. Penentuan waktu pembentukan neural tube 

Penentuan waktu pembentukan neural tube dilakukan dengan pengamatan secara 

morfologi menggunakan mikroskop stereo dan pengamatan secara histologi dengan 

membuat preparat histologi. 

4.5.3 Pemeriksaan persentase apoptosis sel neuroepitelinm 

Pemeriksaan apoptosis menggunakan ApopTag® Red In Situ Apoptosis Detection 

KIf (S7165). Pengamatan apoptosis dilakukan dengan menggunakan mikroskop stereo. 

Sel neuroepitelium yang mengalami apoptosis akan tampak berwama ooldat. Pengamatan 

dilakukan dengan cara menghitung jumlah sel dalam satu lapang pandang dengan 

perbesaran lensa obyektif 40X. Setiap kelompok perlakuan terdiri atas tiga embrio dan 

setiap embrio diamati sepuluh lapang pandang. Selanjutnya dihitung rata-rata jumlah sel 

neuroepitelium perlapang pandang. 

4.5.4 Pemeriksaan pola distribusi protein aktin 

Protein aktin akan di dalam sitoplasma sel neuroepitelium akan terwarnai ooidal. 

Oleh karena itu sel neuroepitelium yang teramati dengan warna ooldat, khususnya pada 

sel yang menghadap lumen diasumsikan terdapat akumulasi protein di daerah apikal sel. 
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4.6. Analisis data 

Persentase kelainan neural tube dilakukan melalui pengamatan morfologi, 

maupun kelainan fetus baik internal maupun ekstemal, jumlah implantasi persen fetus 

hidup dan mati dianalisis dengan uji non paramaetrik menggunakan uji Man Whitney. 

Bernt badan fetus dianalisis dengan uji 1, Analisis data secara statistik dalam penelitian ini 

dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak SPSS for Windows versi 11,5. 



39 

BABV 

RASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1 Jenis Kelainan Akibat 2-ME 

Kemampuan reproduksi induk mencit setelah perlakuan 2-ME dosis 7,5 mmollkg 

bb pada umur kebuntingan 08:05 tercantum dalam tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Rekapitulasi kemampuan reproduksi induk mencit setelah pemberian 2-ME 
dosis 7,5 mmollkg bb pada UK 08:05 

Jumlah Jumlah 
Rerata Rerata 

Rerata Rerata 

No. PerIakuan Jumlah berat badan 
Persentase persentase 

Induk Fetus Implantasi (x±SE) 
kematian Kelainan 

(x±SE) Intrauterus Ekstemal 

I. Kontrol 3 19 

I 
6,33±O,67 1.0947 0 0 

, ! 

2. 
--r o

• 

4 28 7,00±1,22 
I 

1.0964 l- 0 14643· 
2-ME 1 I ' 

I I - , 
* berbeda oyata deogao kootrol pada tiogkat kepercayaao 950/. 

Pada penelitian ini berat badan fetus mencit dan jumlah implantasi kelompok 

perIakuan yang disuntik 2-ME dosis 7,5 mmollkg bb pada umur kebuntingan 08:05 hari 

tidak berbeda secara nyata dibandingkan dengan kontrolnya, namun tetjadi perbedaan 

secara nyata persentase rata-rata fetus yang mengalami kelainan ekstemal. Hal ini 

menunjukkan bahwa embriotoksisitas mencit kurang menonjol bila dibandingkan sifat 

teratogenitasnya. 
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Rincian jenis dan persentase kejadian kelainan ekstemal akibat pemberian 

2-ME dosis 7,5 mmoUkg bb pada induk mencit dengan umur kebuntingan 08:05 seperti 

tercantum dalam tabel 5.2. 

Tabe15.2 Jenis kelainan ekstemal yang muncul akibat pemberian 2-ME 

No. 
Jenis Jnmlah Jumlah Jumlah Fetus 

Perseatase 
Kelaianan Induk Fetus den~an kelainan 

1. Eksensefali 4 28 II 39,29 . 
2. Ekorkecil 4 28 I 3,57 
3. Anus tidak ada 4 28 I 3,57 
4. Makroglosus 4 28 4 14,29 
5. Kelainan telinga 4 28 I 3,57 
6. o~gelid 4 28 1 3,57 
7. Talipes 4 28 1 3,57 
8. Makrophtalmia 4 28 1 3,57 
9. Anophtalmia 4 28 2 7,14 
10. Kinky tail 4 28 I 3,57 
11. Palatoschysis 4 28 I 3,57 

Jenis kelainan ekstemal yang paling banyak terjadi akibat pemberian 2-ME dosis 

7,5 mmoVkg bb pada umur kebuntingan 08:05 adalah eksensefali (39,29"10). Hal ini 

karena pada umur kebuntingan 8 hari bertepatan dengan dimulainya masa organogenesis 

sistem saraf, sehingga apabila terdedah senyawa teratogenik, maka akan menyebabkan 

malformasi organ tertentu yang dibentuk pada masa organogenesis tersebut. Umur 

kebuntingan 8,5 hari (08: 12) bertepatan dengan neurulasi primer yang merupakan masa 

pembentukan neural tube, sehingga masuknya bahan teratogenik pada waktu tersebut 

akan menyebabkan terganggunya pembentukan neural tube. Ganggguan pada 

pembentukan neural tube, khususnya bagian anterior menyebabkan terjadinya kelainan 

eksensefali. 
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MWlculnya jenis kelainan yang lain akibat induksi senyawa 2-ME karena 

bersamaan dengan pembentukan neural tube juga terjadi pembentukan organ yang lain, 

namWl persentase kejadiannya tidak setinggi eksensefali, karena pemberian perlakuan 

yang bertepatan dengan masa pembentukan neural tube bagian anterior. 

Pembentukan neural tube adalah meliputi beberapa peristiwa morfogenesis yang 

berkaitan dengan ekspresi gen tertentu. Masuknya bahan lOksik ke dalam tubuh induk 

pada saat kebWltingan dapat menyebabkan terjadinya kerusakan gen yang berakibat 

gangguan ekspresi protein. Beberapa gen yang diduga berkaitan erat dengan terjadinya 

NTDs adalah pl90RhoGAP, Shroom, AbVArg, Mena, Vinculin dan MarcksfMacMarcks 

(WU et al., 1996; Hildebrand and Soriano 1999). 

Pembentukan neural tube adalah meliputi beberapa peristiwa morfogenesis yang 

berkaitan dengan ekspresi gen tertentu. Masuknya bahan toksik ke dalam tubuh induk 

pada saat kebuntingan dapat menyebabkan terjadinya kerusakan gen yang berakibat 

gangguan ekspresi protein. Beberapa gen yang diduga berkaitan erat dengan terjadinya 

NTDs adalah pl90RhoGAP, Shroom, AbVArg, Mena, Vinculin dan MarcksfMacMarcks 

(WU et aI., 1996; Hildebrand and Soriano 1999). 

Senyawa 2-ME adalah senyawa toksik yang menyebabkan terjadinya fragmentasi 

DNA, sehingga menyebabkan terjadinya kematian sel dengan ciri yang sarna dengan 

apoptosis (Ambroso et al., 1999). 
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5.2 Keterlambatao fusi neuralfold 

Neural tube terbentuk setelah tetjadinya konvergensi dan fusi neural fold di 

dorsal mid line new alaxis membentuk atap. Proses tersebut meliputi proliferasi dan 

perubahan bentuk sel neuroepitelium, perlekatan neural plate dengan jaringan sekitarnya 

dan fusi sel neuroepitelium. Proses pembentukan neural tube yang sempuma melibatkao 

protein yang merupakan ekspresi gen. Oleh karena itu kerusakan gen akibat masuknya 

senyawa toksik akan menyebabkan tetjadinya NTDs. 

Atap neural tube dibentuk secara bertahap mulai dari umur kebuntingan 8 hari 

sampai dengan umur kebuntingan 10 hari. Pada penelitian ini diamati proses 

pembentukan neural tube pada umur kebuntingan 8,5, 9 dan 9,5 hari untuk mengetahui 

tetjadinya keterlambatan pembentukan atap neural tube akihat pemberian 2-ME pada 

umur kebuntingan 08:05 hari. Dengan diketahuinya umur kebuntingan yang 

menunjukkan keterlambatan pembentukan atap neural tube dapat digunakan sebagai 

dasar untuk mengungkapkan jenis protein yang bertanggungjawab pada gangguan 

pembentukan atap neural tube yang mengakibatkan tetjadinya NTDs atau eksensefali. 

Fusi neural fold membentuk atap neural tube tetjadi secara bertahap. Fusi 

pertama tetjadi di daerah sambungan antara otak depan dan otak tengah yang segera 

diikuti dengan fusi neural fold pada bagian paling anterior otak depan (Kaufman, 1992; 

Kaufman dan Dubard, 1999). Pada penelitian ini embrio kelompok perlakuan tampak 

mengalami keterlambatan fusi neural fold pada daerah tersebut (Gambar 5.1). 
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--
~~;;;:;;~K~o~ntrol Perlakuan 

Gambar 5.1 Neural tube embrio mencit umur kebuntingan 8,5 hari; a. neural fold; b. 
neural groove; c. titik fusi pertama pembentukan atap neural tube. 

Hal ini menunjukkan bahwa delapanjam setelah pemberian 2-ME pada induknya 

teiah Iftlenunjukkan pengaruh negatif pada proses pembentukan neural tube embrio. Hal 

ini sejalan dengan hasil penelitian Ambroso et al. (1999) bahwa enam jam setelah 

pemberian 2-ME pada induk mencit telah menyebabkan teIjadinya peningkatan kematian 

sel neuroepitelium daerah pembentukan neural tube. 



KODtrol 

GambarS.2 

b 

c 

PerlakuaD 

Sayatan histologi neural tube embrio mencit UK 8,5 dengan 
pewamaan H&E dan perbesaran 4X ; a. neural fold daerah caIon 
otak depan b. neural fold daerah caIon otak belakang; c. fusi 
neural fold yang pertama eli daerah pertemuan antara otak tengah 
dan otak depan. 
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Hasil pengamatan whole mount (Gambar 5.2) juga menunjukkan teljadinya 

kelainan fusi neural fold pada daerah pertemuan antara otak depan dan otak tengah akibat 

pemberian 2-ME pada induknya. Keterlambatan fusi neural fold eli daerah terse but akan 

menutup kemuelian atau mungkin proses fusi neural fold eli daerah tersebut berhenti dan 

eIilanjutkan fusi neural fold pada titik penutupan selanjutnya. Bila proses fusi neural fold 

titik berikutnya tidak terganggu, maka proses fusi neural fold antara satu titik dengan titik 

yang lain adaIah peristiwa yang saling terpisah dan tidak berhubungan. Bila e1iamati pada 

fetus yang mengalami kelainan eksensefali menunjukkan bahwa daerah fusi neural fold 

yang lain tidak mengalami gangguan. Jaringan otak yang terdedah biasanya hanya teljadi 

eli daerah pertemuan antara otak tengah dan otak depan. Jadi mungkin fusi neural fold 

pada beberapa titik penutupan bersifat independen. 

Pengamatan pada embrio umur kebuntingan 9 hari menunjukkan fakta yang sarna 

bahwa pada titik fusi neural fold pertama menunjukkan perbedaan jarak neural fold yang 

semakin jelas. Selain itu daerah fusi neural fold yang lain tampak tidak terpengaruh 

dengan keterlambatan pada titik fusi yang pertama tersebut. 



Kontrol ---a - a --
b ---

c ---
Gambar 5.3 Calon otak Embrio mencit pada wnur kebuntingan 9 hari a. calon 

otak depan; b. calon korda spinalis; c. calon ektremilas depan 
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Pada saat wnur kebuntingan 9 hari embrio mencit sedang mengalami 

penyempurnaan terbentuknya prosencephalon, mesencephalon dan rhombencephalon 

(Kaufman dan Dubard, 1999) dan pada saat yang bersarnaan terjadi fusi neural fold di 

daerah serviks menuju ke arab anterior. Hasil pengamatan di alas menunjukkan terjadinya 

perbedaan antara embrio dalam kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. 

Perbedaannya adaIah jarak neural fold di daerah serviks antara kelompok kontrol dan 

perlakuan berbeda Pada kelompok perlakuan jarak antara kedua neural fold relatif lebih 

lebar dibandingkan dengan kontrolnya (ditunjukkan oleh tanda panah berwama merah). 

Gangguan fusi neural fold ini lebih jelas tampak pada hasil pengamatan pada 

embrio wnur kebuntingan 9,5 hari. Embrio kelompok kontrol yang diamati dari sisi 

lateral tampak telah terjadi pembentukan neural tube yang sempurna, sedangkan embrio 

pada kelompok perlakuan tampak adanya bentukan yang menonjol menyerupai fetus 

yang mengalami kelainan eksensefali. Bentukan tersebut sebenarnya adalah neural fold 

yang belwn berfusi di daerah sambungan antara otak depan dan otak tengah. 



- a ..... ----------
Gambar S.4 Embrio mencit wnur kebuntingan 9,5 hari a. neural fold yang 

belwn berfusi; b. archus mandibularis; c. organ visceral 
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Pengamatan embrio mencit wnur kebuntingan 9,5 hari dari arab ventral (Gambar 

5.5.), khususnya embrio kelompok perlakuan, tampak bahwa neural fold mengarab ke 

lateral. Seharusnya fusi neural fold terjadi di daerah dorsal mid line neural axis. Hal ini 

mungkin berkaitan dengan ke1ainan sintesis fibronektin akibat peningkatan kematian sel 

neuroepiteliwn setelah pemberian 2-ME pada induknya. 



Kootrol Perlakuao c 

a 

b 

Gambar 5.5. Embrio mencit umur kebuotingan 9,5 hari a. calon otak tengah; b. 
kuocup ekstremitas posterior; c. neural fold yang belum menutup 
dan tidak mengalami konvergensi ke daerah midline. 
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Fibronektin berperan dalam perlekatan DUfF calon neural lube pada jaringan di 

selcitamya. Kelainan sintesis fibronektin mengakibatkan kedudukan calon neural tube 

tidak kokoh, sehingga pada saat fusi neural fold dimana pada saat itu terjadi juga 

regangan longitudinal berkaitan dengan perkembangan embrio. Akibat regangan yang 

kuat, sedangkan DLHP calon neural lube tidak kokoh kedudukannya maka neural fold 

yang seharusnya berfusi di daerah dorsal mid line neural aksis menjadi mengarah ke 

lateral. 

Pengamatan secara histologi pada embrio umur kebuotingan 9,5 hari (Gambar 

5.6) menuojukkan bahwa neural fold di daerah fusi pertama pada embrio kelompok 

perlakuan menuojukkan jarak yang lebih lebar dibandingkan dengan embrio pada 

kelompok kontrol. 
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b 

a c 
c 

Gambar 5.6 Sayatan histologis otak embrio mencit dengan pewamaan histologis dengan 
perbesaran 4X embrio umur kebuntingan 9,5 hari.a. neural fold, b. calon 
otak tengah. c. calon otak depan. 

5.3 Apoptosis Sel Neuroepitelium 

Rekapitulasi rerata kematian sel neuroepitelium akibat pemberian senyawa 2-ME 

dosis 7,5 mmollkg bb pada induk mencit umur kebuntingan 08:05 jam tercantum dalam 

tabeI4.3. 

Tabel4.3 Rerata persentase sel mati pada embrio yang induknya diberi 2-ME pada masa 
kebuntingannya. 

Umur 
Kelompok Renta persentase 

No. Kebuntingan Jumlah embrio Sel mati 
(hari) Perlakuan (%) 

I 8,5 
Kontrol 3 0,5972" 
2-ME 3 0,8558" 

2 9,5 
Kontrol 3 0,6031 0 

2-ME 3 0,69920
' 

• berbeda signifikan pada a = 0,05 dibandingkan kontrolnya 
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Berdasarkan basil aoaIisis statistik dengan uji t, menunjukkan bahwa rerata 

persentase sel neuroepitelium yang mati akihat pemberian 2-ME berbeda nyata baik pada 

embrio mencit umur kebuntingan 8,5 hari maupun embrio mencit umur kebuntingan 9,5 

hari. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa 2-ME bersifat sitotoksik pada sel 

neuroepitelium. Hasil penelitian Terry et al.(\9%) dan Ambroso et al. (1999) juga 

menyatakan hal yang sarna bahwa teIjadi peningkatan kematian sel neuroepitelium di 

daerah pembentukan neural tube secara nyata dibandingkan dengan kontrolnya 

Selisih rata-rata persentase kematian sel neuroepitelium pada embrio umur 

kebuntingan 8,5 hari antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan adalah 0,2586%, 

sedangkan pada embrio umur kebuntingan 9,5 hari selisih rata-rata persentase kematian 

sel neuroepitelium adalah 0,096\. Tampak bahwa selisih rata-rata persentase kematian 

selnya cenderung terjadi penurunan. Hal ini berarti teIjadi upaya recovery kematian sel 

akibat pemberian 2-ME. Namun sekalipun teIjadi upaya recovery kematian sel 

neuroepitelium kelainan eksensefali tetap terjadi. Hal ini mungkin kurang tingginya 

tingkat recovery atau hasil recovery tersebut mencegah teIjadinya gangguan fusi neural 

fold berikutnya, sehingga bila diamati bagian lain dari pembentukan atap neural tube 

tidak mengalami gangguan. 

Menurut Ambroso et al. (\ 999) dan Johanson (2000) kematian sel neuroepitelium 

akibat pemberian 2-ME mempunyai ciri yang sarna dengan apoptosis yaitu teIjadi 

fragmentasi DNA. Pada penelitian ini dilakukan uji imunohistokimia terhadap kematian 

sel neuroepitelium akibat pemberian 2-ME. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa 

kematian sel neuroepitelium adalah apoptosis seperti tampak pada gambar 5.7. 



Kontrol Perlakuan 

Gambar 5.7. Uji imunohistokimia embrio mencit umur kebuntingan 8,5 hari 
untuk mengamati peningkatan apoptosis sel neuroepitelium. Tanda 
panah menunjukkan sel neuroepitelium yang mengalami apoptosis. 
Perbesaran 100X. 
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Jumlah sel neuroepitelium yang mengalami apoptosis di daerah pembentukan 

neural tube pada kelompok perlakuan lebih banyak dibandingkan dengan kelompok 

kontrol. Hal yang akan diungkapkan lebih jauh dalam penelitian ini adalah teIjadinya 

gangguan sintesis protein yang berperan pada proses fusi neural fold membentuk atap 

neural fold akibat peningkatan kematian sel tersebut. Pengamatan peoingkatan apoptosis 

sel neuroepitelium merupakan dasar pemikiran terhadap teIjadinya gangguan sintesis 

protein, karena apoptosis teIjadi karena adanya fragmentasi DNA. Pada tingkat kerusakan 

yang parah akibat fragmentasi DNA akan menyebabkan kematian sel, namun bisa jadi 

pemberian 2-ME menyebabkan kerusakan DNA yang tidak terlalu parah sehiogga tidak 

menyebabkan kematian sel neuroepitelium tetapi hanya mengalami kelainan pada DNA. 

Kelainan DNA inilah yang diduga menyebabkan gangguan sintesis protein tertentu yang 

berperan dalam fusi neural fold membentuk atap neural tube. 
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5.4 Pola distribusi protein aktin sel neuroepitelium di daerah pembentukan 
neural tube 

Ada dua jenis protein yang diduga lruat mengalami gangguan sintesis akibat 

peningkatan kematian sel neuroepitelium tersebut yaitu Shroom dan fibronektin. Shroom 

adalah protein ekstraseluler yang bersifat actin·binding protein yang dihasi1kan sel 

neuroepitelium pada masa neurulasi (Hildebrand dan Soriano., 1999). Protein Shroom 

yang disintesis terse but mengakumulasi aktin di daerah apikal sel neuroepitelium, 

sehingga tetjadi perubahan bentuk sel neuroepitelium dari kolumnar menjadi bentuk baji 

melalui konstriksi apikal (Kalthoff, 2001 ). 

Kontrol Perlakuan 

Gambar 5.8 Uji imunohistokimia protein aktin pada embrio mencit umur 
kebuntingan 8,5 hari dengan perbesaran I OOX a. inti sel b. aktin 
yang terakumulasi 

Pada gambar di atas tampak pada kelompok kontrol protein aktin yang 

terakumulasi di sitoplasma berwarna kecoklatan, sedangkan embrio kelompok perlakuan 

tidak dijumpai adanya akumulasi protein aktin karena tidak ada warna kecoklatan di 

sekitar inti. Mungkin aktin tersebar merata di seluruh sitoplasma atau mungkin sel 

neuroepitelium di daerah pembentukan banyak yang mati sehingga tidak dijumpai adanya 

akumulasi aktin. Akwnulasi aktin pada daerah apikal sel berperan dalam perubahan 
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bentuk sel newuepitelium dari kolumnar menjadi haji. Perubahan bentuk sel ini pentiog 

untuk pembentukan DLHP yang mengarahkan konvergensi neuralfoldke mid line neural 

axis. 

Fibronektin adalah matriks ekstraseluler yang berperan dalam perlekatan DLHP 

pada jaringan sekitamya, sehingga kedudukannya menjadi kokoh untuk menjamin 

teIjadinya fusi neural fold di daerah mid line neural axis (Schoenwolf dan Smith, 1990). 

Dugaan tersebut diatas akan dibuktikan kebenarannya dalam penelitian ini 

melalui teknik proteomik. Teknik ini berusaha menemukan keberadaan kedua jenis 

protein tersebut melalui pembacaan sekuen asam amino pada saat diketahuinya teIjadi 

gangguan fusi neural fold. Penentuan umur kebuntingan teIjadinya keterlambatan fusi 

neural fold menjadi dasar penelitian berikutnya. 

5.5 KOBdisi induk meocit dan keadaao fetusoya deogao perlakuan 
kootrol; 2-ME; asam folat dao 2-ME + asam folat UK 09:05 

5.5.1 Kemampnao reproduksi 

Kondisi induk mencit pada penelitian ini dicerminkan melalui pertambahan berat 

badan induk, jumlah fetus dan herat imp Ian. Berat badan awal mencit diketahui bunting 

(HO) pada semua perlakuan adalah seragam yaitu 25 g. Hal ini sesuai dengan Wolpert 

(2002) mengatakan berat badan ideal tikus betina saat memasuki masa produktif 

reproduksi yaitu berkisar 25-30 g. Perhitungan berat hadan akhir saat mencit akan 

dikorbankan juga diukur (H9.11). Perlakuan ini bertujuan untuk mengetahui apakah ada 

pengaruh terhadap berat badan induk mencit dari pemberian induksi 2-ME ataupun asam 

folat. Pemberian 2-ME dosis 7.S mmoVkg BB pada umur kebuntingan (uk) 9.05 dalam 
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penelitian ini, umwnnya menyebabkan penurunan rata-rata berat badan induk selaroa 

kebuntingan. 

Tabel 5.4 Kondisi induk mencit dan keadaan fetusnya dengan perlakuan kontrol; 
2-ME; asam folat dan 2-ME + asam folat UK 09:05 

No Perlakuan Jumlah Jumlah Berat Berat implan (g) 
Induk Fetus Badan X±SD 

Induk(g) 
X±SD 

I Kontrol 5 21 cd 30.02±1.04 
c 0.0881±0.004c 

(P-I} 
21.94±0.66

d 2 2-ME 5 14d 0.0383±0.003 
{P-2} 

3 Asaro folat 5 27
8 

30.50±0.99 
8 0.090 I±O. 006" 

(P-3) 

4 2-ME+Asam folat 5 19
86 

22.70±0.36 
6 0.0626±0.006 

(P-4} 

Keterangan :. : tidak berbeda nyata dari PI pada P > 0,05 

b : tidak berbeda nyata dari P2 pada P > 0,05 

c : tidak berbeda nyata daTi P3 pada p > 0,05 
d : tidak berbeda nyata dari P4 pada p > 0,05 

Tabel 5.5 Kelainan neural tube fetus mencit dengan perlakuan kontrol; 
2-ME; asam folat dan 2-ME + asam folat UK 09:05 

No Perlakuan Jumlah Jumlah Persentase neural 
Induk neural tube tube Terbuka 

Terbuka 

I Kontrol (P-I) 5 0< 
2 2-ME (P-2) 5 12" 
3 Asam folat(p-3) 5 0

8 

4 2-ME+Asam folat 5 9
6 

(p-4} 

Keterangan: " : tidak berbeda nyata dari PI pada p > 0,05 

b : tidak berbeda nyata dari P2 pada p > 0,05 

C : tidak berbeda nyata dari P3 pada p > 0,05 
d : tidak berbeda nyata dari P4 pada p > 0,05 

(%) 

85" 
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Hasil analisis varians satu jalur rata-rata berat badan induk setelah pemberian 

2-ME dosis 7.5 mmol/kg BB pada UK 09:05 dapat dilihat pada Lampiran 8. Hasil uji 

post hoc LSD, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rata-rata berat badan induk 

meneit yang signifikan (berbeda nyata) diantara uk 9.11 dengan p < 0.05. Pemberian 

asam folat dosis 2 mg/kg BB juga menunjukkan peningkatan rata-rata berat badan induk 

yang signifikan dengan p < 0.05 pada kelompok perlakuan. 

Hasil uji BNT yang disajikan pada lampiran 5 terlihat bahwa rata-rata berat badan 

induk antara kelompok perlakuan menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (berbeda 

nyata) pada a = 0.05. Kelompok perlakuan P-2 (2-ME) menunjukkan penurunan rata-rata 

berat badan induk yang signifikan (berbeda nyata) p < 0.05 dengan semua kelompok 

perlakuan. Selanjutnya perlakuan P-4 (2-ME+asam folat) juga teJjadi penurunan rata-rata 

berat badan induk yang signifikan (berbeda nyata) p < 0.05 dengan semua kelompok 

perlakuan. Kelompok perlakuan P-3 (asam folat) menunjukkan peningkatan rata-rata 

berat badan induk yang signifikan (berbeda nyata) p < 0.05 dengan kelompok perlakuan 

P-2 (2-ME) dan P-4 (2-ME+asam folat). Kelompok perlakuan P-l (kontrol) menunjukkan 

rata-rata berat badan induk yang bermakna (berbeda nyata) p < 0.05 dengan kelompok 

perlakuan P-2 (2-ME) dan P-4 (2-ME+asam folat). 

Hal yang berbeda teJjadi pada kelompok perlakuan P-l (kontrol) dan P-3 (asam 

folat) menunjukkan tidak berbeda nyata (p > 0.05). Hasil yang sarna juga diperlihatkan 

pada kelompok perlakuan P-2 (2-ME) dan P-4 (2-ME+asam fol31) teIjadi rata-rata berat 

badan yang tidal< signifikan (tidal< berbeda nyata). Hasil tersebut daP31 dilihat dalam tabel 

5.3 dan gambar 5.9 
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Gambar 5.9 Grafik histogam rata-rata berat badan induk mencit UK 09:05 (g) 
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Pemberian 2-ME dosis 7.5 mmol/kg BB pada UK 09:05 juga menyebabkan 

penurunan terhadap rata-rata berat implan. Hasil rata-rata tersebut dapat dilihat pada tabel 

5.2 dan Gambar 5.6. 

Hasil ana1isis varians satu jalur penurunan rata-rata berat implan mencit setelah 

pemberian 2-ME dosis 7.5 mmol/kg BB pada 9.05 dapat diLihat pada Lampiran 9. Hasil 

uji post hoc LSD, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan rata-rata berat implan yang 

signifikan (berbeda nyata) dengan p < 0.05. Hasil uji BNT yang disajikan pada lampiran 

5 terlihat bahwa rata-rata berat implan antara kelompok perlakuan menunjukkan adanya 

perbedaan yang nyata (berbeda nyata) pada a = 0.05. Kelompok perlakuan P-2 (2-ME) 

dan P-4 (2-ME+asam folat) menunjukkan bahwa terdapat penurunan rata-rata berat 

implan yang signifikan (berbeda nyata) dengan p < 0.05 terhadap semua perlakuan. 

Kelompok perlakuan P-3 (asam folat) menunjukkan peningkatan rata-rata berat 

impLan signifikan (berbeda nyata) dengan p < 0.05 dengan kelompok perlakuan P-2 (2-

ME) dan P-4 (2-ME+asam folat). Hal yang berbeda ditunjukkan pada kelompok 

perlakuan P-3 (asam folat) yang mengalami rata-rata berat implan tidak signifikan 
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dengan perlakuan P-\ (kontrol). Hasil ini menunjukkan bahwa peniogkatan rata-rata berat 

badan implan pada perlakuan P-3 (asam folat) tidak memberikan pengaruh terhadap P-l 

(kontrol). 

BERAT IMPLAN UK 9.05 (g) 

JJ 0.1 '" 
~ 0.08 ~ 
:., 0.06 

I 0.04 
~ 0.02 

o 

Perlaku;m 

• BERAT IM PLAN 
Ig) UK 9.05 

Gambar 5.10 Grafik histogam berat implan mencit UK 09:05 

Hasil analisis varians satu jalur jumlah fetus mencit setelah pemberian 2-ME 

dosis 7.5 mmol/kg BB dan asam folat dosis 2 mglkg BB pada UK 09:05 dapat dilihat 

pada Lampiran 10. Hasil uji post hoc LSD, menunjukkan bahwa terdapat perbedaan 

penurunan jumlah fetus yang signifikan (berbeda nyata) UK 09:05 dengan p < 0.05. Hasil 

jumlah fetus mencit dapat dilihat dalam tabel 5.2. dan Gambar 5.7. 
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Gambar S.11 Grafik garis jumlah fetus mencit UK 09:05 
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Hasil uji BNT yang disajikan pada lampiran 10 terlihat bahwa jumlah fetus antara 

kelompok perlakuan UK 09:05 menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (berbeda 

nyata) pada (l = 0.05. Kelompok perlakuan P-2 (2-ME) menunjukkan penurunanjumlah 

fetus yang signifikan (berbeda nyata) p < 0.05 dengan semua kelompok perlakuan, 

kecuali pada P-4 (2-ME+asam folat). Kelompok perlakuan P-3 (asam folat) menunjukkan 

peningkatan jumlah fetus yang signifikan (berbeda nyata) p < 0.05 dengan kelompok 

perlakuan P-2 (2-ME) dan P-4 (2-ME+asam folat). 

Jumlah fetus tidak signifikan (berbeda nyata) p > 0.05 ditemui pada kelompok P-2 

(2-ME) dan P-4 (2-ME+asam folat), serta P-l (kontrol) dengan P-3 (asam folat) dan P-4 

(2-ME+asam folat). 



58 

5.5.2 Kelainan neural tube fetus mencit setelah pemberian 2-ME, asam folat dan 
2-ME + asam folat UK 09:05 

Kelainan neural tube fetus mencit pada penelitian ini dicerminkan melalui insiden 

jumlah neural tube terbuka dan persentase insiden neural tube terbuka. Pemberian 2-ME 

dosis 7.5 mmoUkg SB pada umur kebuntingan (uk) 9.05 hari dalam penelitian ini secara 

umum menyebabkan neural tube terbuka selama kebuntingan. Hasil tersebut dapat dilihat 

dalam tabel 5.3; Gambar 5.8 dan 5.9. 

Jumlah Bumbung Neural 
Terbuka UK9.0S 

, 

Perla kua 11 

JumlJh Bumbung 
NcurJI TcrbukJ 

UK 9.05 

Gambar 5.12 Grafik histogam jumJah neural tube terbuka 
pada fetus UK. 09:05 

Hasil uji Kruskal Wallis membuktikan bahwa pengaruh pemberian 2-ME 

menunjukkan adanya kelainan neural tube terbuka yang berbeda secara nyata (P<0.05) 

diantara ke\ompok perlakuan. Dari basil uji Kruskal Wallis tersebut kemudian 

dilanjutkan uji dua sarnpel independent Mann Whitney untuk mengetahui dua ke\ompok 

perlakuan yang berbeda. Hasil uji Kruskal Wallis dan Man Whitney mengenai jumlah 

neural tube terbuka. 
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Perlakuan P-J (asam Colat) menunjukkan jumlah neural tube signifikan atau 

berbeda nyata (p<O.05) dengan perlakuan P-2 (2-ME) dan P-4 (2-ME+asam Colat). Hasil 

berbeda ditemukan pada perlakuan P-J (asam Colat) dengan P-l (kontrol) yang 

menunjukkan jumlah neural tube tidak berbeda nyata (P>O.05). Perlakuan P-2 (2-ME) 

menunjukkan jumlah neural tube signifikan atau berbeda nyata (p<O.05) dengan 

perlakuan pol (kontrol) dan P-J (asam Colat). Hasil berbeda ditemukan pada perlakuan P-

2 (2-ME) dengan P-4 (2-ME+asam Colat) yang menwijukkan jumlah neural tube tidak 

berbeda nyata (P>O.05). 

Berdasarkan basil anaIisis Kruskal Wallis persentase neural tube sete[ah 

pemberian induksi 2-ME dosis 7.5 mmol/kg BB menunjukkan bahwa terdapat perbedaan 

persentase neural tube terbuka yang signifikan pada UK 09:05 dengan P<0.05. Langkah 

selanjutnya dilanjutkan uji dua sampel Mann Whitney untuk mengetahui dua kelompok 

perlakuan yang berbeda. Hasil uji Mann Whitney menunjukkan bahwa perlakuan P-2 (2-

ME) menunjukkan persentase neural tube signifikan atau berbeda nyata (P<O.05) dengan 

perlakuan P-I (kontrol) dan P-J (asam Colat). Hasil berbeda ditemukan pada perlakuan P-

2 (2-ME) dengan P-4 (2-ME+asam Colat) yang menunjukkan jumIah neural tube tidak 

berbeda nyata (P>O.05). 

Perlakuan P-3 (asam Co[at) menunjukkan jum[ah neural tube signifikan atau 

berbeda nyata (p<O.05) dengan per[akuan P-2 (2-ME) dan P-4 (2-ME+asam folat). Hasil 

berbeda ditemukan pada perlakuan P-3 (asam Co[at) dengan P-l (kontro[) yang 

menunjukkan jum[ah neural tube tidak berbeda nyata (P>O.05). Hasil uji Kruska[ Wallis 

dan Man Whitney terhadap persentase neural tube terbuka 
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Persentase neural tube yang terbuka dipengaruhi oleh berapa jumlah neural tube 

yang terbuka, sehingga diantara dua variabel ini memiliki hubungan yang signifikan. Jika 

jumlah neural tube yang terbuka banyak maka kadar persentase kelainan neural tube 

terbuka juga besar. Hal ini sesuai dengan basil penelitian yaitu pada perlakuan P-2 

memiliki 12 jumlah neural tube terbuka, sedangkan pada perlakuan P-4 hanya 9. Hasil 

persentase pada perlakuan P-2 menunjukkan basil terbesar yaitu 85% sedangkan P-4 

hanya 49.66%. 

Persentase Bumbung 
Neural Terbuka 
~K9.US 

I 41 
."., 1 ~, I 

Perlakuan 

• Pcrscntasc 
Bumbung Neural 

TIYbuka (%) UK 

9.05 

Gambar 5.13 Grafik histogam persentase neural tube terbuka pada fetus UK 
09:05 



61 

Morfologi Fetus Mencit 

Berdasarkan basil pengamatan morfologi fetus mencit yang dibedah dari 

induknya saat pemberian 2-ME dosis 7.5 mmolJkg BB pada umur kebuntingan 9.05 hari 

menyebabkan kelainan neural tube yaitu eksensefali. Eksensefali ditandai dengan 

membukanya neural tube. Berbagai bentuk eksensefali dapat dilihat pada gambar 5.10 -

5.13. 

B D 

Gambar 5.14. Kondisi perkembangan embrio saat penutupan neural tube UK 9,5 
hari; A: PI (\control); B: P2 (-ME); C: P3 (asam folat) ; D: P4 (2-ME + 
Asam Folat) Keterangan : tanda panah neural tube yang terbuka 
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Berdasakan hasil pengamatan mofologi, fetus dengan perlakuan 2-ME (P-2) pada 

UK 09:05 mengalami keterlambatan penutupan neural tube yang ditandai dengan tanda 

panah menunjukkan lubang pada neural tube yang belum menutup. Lubang tersebut 

adalah bagian neuropore anterior membuka, tetapi pada bagian dorsal tidak membuka 

Hasil berbeda tampak pada kelompok P-l (kontrol) yang mengalami penutupan neural 

tube. 

Efek pemberian asam folat 2 mgfkg BB secara intraperitoneal kepada induk 

mencit UK 09:05 yang telah terinduksi 2-ME temadap penurunan angka insiden tidak 

terdapat perbedaan secara nyata pada semua kelompok perlakuan (P>O.05), walaupun 

terdapat kecenderungan penurunan persentase angka insiden eksensefali akibat 

pemberian 2-ME bila dikombinasikan dengan asam folat. 
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5.6 Pengamatan Potensi Asam Folat Yang Diamati Pada Fetus Umur 
Kebuntingan 18 Hari 

Data pengamatan meliputi kemampuan reproduksi induk dan insiden eksensefali 

pada fetus. Kemampuan reproduksi tersebut antara lain berat badan fetus, jumlah 

implantasi, kematian intrauterin, jumlah fetus hidup dan kelainan eksternal. Rekapitulasi 

kemampuan reproduksi tercantum pada tabel 5.6. 

Tabel 5.6. Rekapitulasi kemampuan reproduksi induk 

kemampWlll reproduksi x Berat x Jumlah x "10 x % x % 
Hadan Implantasi Kematian Fetns Kelainan 

Fetus(g) intrauterin Hidup Eksteraal 

Kontrol 1,314 10,2 0 100 0 

2-ME 1,194 r 27,7" 77,2" 26,91" 

2-ME + asam folat 6,8" \00'" 0'" 0" -
0,5 mglkg berat badan 

2-ME + asam folat 1,239 8,2 9,7 90,24 5,4 
1,5 mglkg berat badan 

2-ME + asam folat 0,848<IP 58" , 62,068 41,378 16,66 
2 mglkg berat badan 

.. 
" berbeda secara nyata Jlka dlbandmgkan dengan kontrol a > 0,05 dengan 

menggunakan uji Mann Whitney 
b berbeda secara nyata jika dibandingkan dengan 2-ME (7. > 0,05 dengan menggunakan 

uji Mann Whitney 
" berbeda secara nyata jika dibandingkan dengan kontrol (7. > 0,05 dengan 

menggunakan uji ANOVA 
~ berbeda secara nyata jika dibandingkan dengan 2-ME (7. > 0,05 dengan menggunakan 

ujiANOVA 

Berat badan fetus dari kelompok perlakuan 2-ME cenderung mengalami 

penurunan jika dibandingkan dengan kontrol, tetapi setelah diuji secara statistik, herat 

badan fetus dari perJakuan 2-ME tidak menunjukkan hasil yang berbeda nyata bila 
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dibandingkan dengan kontrol. Pemberian asam folat dosis 1,5 mglkg berat badan saat 

umur kebuntingan (uk) 0, 3 dan 8 bari mampu mempertahankan berat badan fetus dari 

induk yang teIah diinduksi 2-ME pOOa uk 8 hari. Hal ini dibuktikan melalui uji Mann 

Whitney, yang menunjukkan bahwa pemberian asam folat dosis 1,5 mglkg berat badan 

yang dikombinasi dengan 2-ME memberikan hasil yang tidak berbeda nyata dengan 

kontrol. Selain itu berat badan fetus dari kelompok perlakuan tersebut lebih tinggi 

daripada perlakuan 2-ME yang dikombinasi dengan asam folat dosis yang lain. 

Rata-rata jumlah implantasi kelompok kontrol sebesar 10,2. Pemberian perlakuan 

asam folat dosis 1,5 mglkg berat badan yang dikombinasi dengan 2-ME menunjukan 

hasil yang tidak berbeda nyata dibanding dengan kontrol dan cenderung mengalami 

peningkatan dibandingkan dengan perlakuan yang lain. 

Fetus yang mati selama masa perkembangannya akan diresorbsi oleh induknya. 

Rata-rata persentase kematian intrauterin kelompok perlakuan asam folat dengan dosis 

0,5 mglkg berat badan yang dikombinasi dengan 2-ME sebesar 100 %. Hal tersebut 

berbeda nyata jika dibandingkan dengan kontrol dan perlakuan 2-ME. Rata-rata kematian 

intrauterin dari kelompok kontrol sebesar ° % dan perlakuan 2-ME sebesar 21,1 %. 

Perlakuan asam folat dosis 1,5 mglkg berat bOOan yang dikombinasi dengan 2-ME 

cenderung menurunkan insiden kematian intrauterin jika dibandingkan dengan kelompok 

perlakuan yang lain. 

Rata-rata persentase fetus hidup pada kelompok perlakuan 2-ME, kombinasi asam 

folat dosis 0,5 mglkg berat badan dan 2-ME, kombinasi asam folat dosis 2 mglkg berat 

badan dan 2-ME menunjukkan hasil yang berbeda nyata jika dibandingkan dengan 

kontrol. Perlakuan asam folat dengan dosis 1,5 mglkg berat badan yang dikombinasi 



65 

dengan 2-ME cenderung mampu meningkatkan rata-rata persentase fetus hidup jika 

dibandingkan dengan perlakuan 2-ME. 

Kelainan ekstemal yang muncul pada penelitian ini meliputi kelainan ekstremitas, 

kepala dan ekor. Tabel 5.5 menunjukan jenis dan persentase kelainan ekstemal fetus. 

Tabel 5.7. Jenis dan persentase fetus yang meDgalami kelainan 

Perlakuan Kelainan Persentase 
Kontrol 0 0 

eksensefali 15,38 % 
2-ME hematoma 7,69 % 

cheiloschizis 3,84 % 
2-ME + asam Colat - -

0,5 mglkg berat badan 
2-ME + asam Colat Sindaktili 2,7 % 

1,5 mg{kg berat badan Brakhidaktili 2,7 % 
2-ME + asam folat Agenesis ekor 8,33 % 

2 mglkg berat badan Kinky tail 8,33 % 

Kelompok kontrol tidak ditemukan adanya kelainan ekstemal. Persentase 

kelainan ekstemal paling tinggi terdapat pada induk yang diberi perlakuan 2-ME pada uk 

8 hari. Jenis kelainan yang ditemukan antara lain 15,38 % fetus mengalami eksensefali, 

7,69 % mengalami hematoma dan 3,84 % mengalami cheiloschizis. 



A B c 
Gambar 5.12 Kelainan fetus akibat induksi asam folat 1,5 mg/kg berat badan 

yang dikombinasikan dengan 2-ME. A. Normal; B. Sindaktili; C. 
Brakhidaktili 
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Kelainan fetus yang lain juga ditemukan dari induk yang disuntik asam folat dosis 

2 mg/kg berat badan diikuti pemberian 2-ME. Pada perlakuan tersebut muncul agenesis 

ekor dan kinky tail masing-masing sebesar 8,33 %. Gambar 5.16 menunjukan insiden 

kelainan agenesis ekor dan kinky tail 

Gambar 5.13 Kelainan fetus akibat induksi asam folat dosis 2 mg/kg berat badan yang 
dikombinasi dengan 2-ME. A. Agenesis ekor; B. Kinky tail 



68 

Insiden kelainan ekstemal kelompok perlakuan 2-ME memiliki perbedaan yang 

signifikan dengan kelompok perlakuan kontroL Kelompok perlakuan asam Colat dosis 1,5 

dan 2 mglkg berat badan yang dikombinasi denga 2-ME tidak menunjukan basil yang 

berbeda nyata jika dibandingkan dengan kontroL Perlakuan asam Colat dosis 0,5 mglkg 

berat badan yang dikombinasi dengan 2-ME menunjukan hasil yang berbeda nyata jika 

dibandingkan dengan 2-ME. Insiden eksenseCali hanya ditemukan pada induk yang diberi 

perlakuan 2-ME dengan dosis 7,5 mmollkg berat badan pada uk 8 hari. 

5.6 Poteusi Teofdin Dalam Menuruukao Aogka Insideo Kelainao Akibat Ioduksj 
2-ME 

Efek pemberian teofilin kepada induk mencit yang telah terinduksi 2-ME terhadap 

penurunan angka insiden tidak terdapat perbedaan secara nYata pada semua kelompok. 

Kemampuan reproduksi mencit akibat pemberian 2-ME dan teofilin ditampilkan dalam 

tabel 4.2. Uji One-Way Anova menunjukkan adanya perbedaan secara nyata rata-rata 

berat badan fetus, kemudian dilanjutkan dengan uji BNT untuk mengetahui 2 kelompok 

perlakuan yang mengalami perbedaan. Perlakuan 2-ME tidak terdapat perbedaan rata-rata 

berat badan yang berarti apabila dibandingkan dengan kontroL Kelompok perlakuan 2-

ME yang dikombinasikan dengan teofilin dosis 10 dan 20 mg! kg BB tidak terdapat 

perbedaan rata-rata berat badan secara nyata apabila dibandingkan dengan perlakuan 2-

ME, sedangkan perlakuan 2-ME yang kombinasikan dengan teofilin dosis 30 mg I kg BB 

terdapat perbedaan rata-rata berat badan secara nyata apabila dibandingkan dengan 

perlakuan 2-ME. 
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perIakuan (P>O.05). Namun, terdapat keccnderungan penurunan persentase angka insiden 

eksensefali akibat pemberian 2-ME bila dikombinasikan dengan teofilin dosis 20 dan 30 

mglkgBB. 

TabelS.8 Persentase 80gka insiden eksensefali pada mencit (Mus musculus L.) pada 
umur kebuntingan 18 hari 

Kelompok Hewan Percobaan % Eksensefali 

Kontrol 0 

2-ME 7,5 

2-ME + Teofilin 10 mglkg BB 20 

2-ME + Teofilin 20 mglkg BB 6,8 

2-ME + Teofilin 30 mglkg BB 0 

Kemati80 intrauterus adalah jumlah total rata-rata kemati80 fetus dan embrio yang 

diresorbsi. Efek pemberian 2-ME yang dikombinasikan dengan teofilin terhadap 

kematian intrauterus dengan uji Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan secara nyata 

(P<0.05). Uji 2 sampel independen Man Whitney U menunjukkan perlJedaan tersebut 

terdapat pada perlakuan 2 ME dan 2-ME kombinasi teofIlin dosis 10 dan 30 mglkg BB 

bila dibandingkan dengan kontrol. Namun, tidak terdapat perbedaan yang berarti efek 

perlakuan 2-ME kombinasi teofilin dosis 10, 20 dan 30 mglkg BB bila dibandingkan 

dengan perlakuan 2-ME. 



Tabel 5.9 Penampilan reproduksi induk mencit (Mus musculus L.) 

)( Kematian intra uterus 

I. Jumlah )( 

I. implantasi Berat 
Prl 

indu 
fetus perinduk Embrio Fetus Total badan fetus 

k 
hidup 

)( :I:: SD resorbsi mati (%) x :!::SD 
(%) (%) 

K 5 52 10,4 ± 0,894 0 0 0 1,31 ± 0,909 

PI 5 31 8,2± 1,923 29,612 5 34,612' 1,194 ± 0,241 

P2 5 31 7,6 ± 2,073 31,642 11,85 43,492' 1,024 ± 0,145 , 

P3 5 31 7,8 ± 2,049 7,5 10 17,5 1,082 ± 0,144' 

P4 5 19 6,6.± 1,40 39,730 5,77 45,5' 0,956 ± 0,153 oh 

Keterangan: K: kontrol ; PI : perlakuan 2-ME; P2 : perlakuan 2-ME + teofilin 
10 mgfkg BB; P3 : perlakuan 2-ME + teofilin 20 mgfkg BB; P4 : 
perlakuan 2-ME + teofilin 30 mgfkg BB: Prlk : perlakuan 

a : Berbeda nyata dari kontrol pada p < 0,05 

b : Berbeda nyata dari PI pada P < 0,05 

C : Berbeda nyata dari P2 pada P < 0,05 
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Kelainail 
perkembangan 

(%) 

0 

42' 

25' 

11,97 

0'" 

Bentuk dan persentase kelainan perkembangan tercantwn dalam tabel 5.7 Hasil 

uji Kruskal Wallis menunjukkan adanya perbedaan kelainan perkembangan secara nyata 

(P<0.05). Uji 2 sampel independen Man Whitney U menunjukkan bahwa perbedaan 

kelainan perk.embangan terdapat pada per\akuan 2-ME dan 2-ME yang dikombinasikan 

teofilin dosis 10 mgfkg BB bila dibandingkan dengan kontrol. Perlakuan 2-ME 

kombinasi teofilin dosis 20 kg BB tidak ada perbedaan kelainan perkembangan secara 

nyata (P>O.05) bila dibandingkan kelompok kontrol dan 2-ME. Pada perlakuan 2-ME 
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yang dikombinasikan dengan teofilin 30 mglkg BB terdapat perbedaan secara nyata 

apabila dibandingkan dengan 2-ME. 

Beberapa kelainan perkembangan yang muncul akibat pemberian kombinasi 2-

ME dengan teofilin antara lain hematoma, eksensefali, cheilochizis, palatoschisis, 

Craniofacial, makroglosus, open eyelid dU. Kelainan perkembangan dengan persentase 

insiden paling tinggi yaitu eksensefali dan Cheilochizis. 

Tabel S.10 Jenis kelainan perkembangan pada mencit (Mus musculus 1.) 
akibat pemberian 2-ME dan teofilin. 

Jenis kelainan perkembangan 
Perlakuan Cheilochw 

paJato-
Makro- Ope" Eksensefali Hematoma chisis 

(".) (%) 
s 

(%) 
gIosus eyelid 

(%) (".) (".) 

KODtrol 0 0 0 0 0 0 

2-ME 7,5 4 20 0 0 2,5 

2-ME+ 
20 0 0 10 10 IS 

TEO 10 

2-ME+ 
6,8 0 2 3,33 0 2 

TEO 20 

2-ME+ 
0 0 0 0 0 0 

TEO 30 

Crtutio-
facial 

(%) 

0 

0 

10 

0 

0 



Gambar 5.14. Kelainan perkembangan akibat pemberian kombinasi teofilin dan 
2-ME, A. Kontrol B. Eksensefali pada perlakuan 2-ME c. 
Cranio/acia pada perlakuan 2-ME kombinasi teofilin 10 mg/kg BB 
D. Makroglosus, Hematoma pada perlakuan 2-ME kombinasi 
teofilin 10 mg/kg BB 
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- -- - -- -- - - -

- -- -- --

Gambar : Uji jenis DNA penyandi protein yang dipedukan dalam 
perkembangan otak : Lane 1-9 : GAPDH, Fibronektin, 

Vimentin, Tenascin, NCAM, Neurofilament h, Neu m, Neu L. 
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5.5. PEMBAHASAN 

KODdisi iIIduk meDcit daD keadaaD retusnya setelah pemherian 2-ME, asam rolat 
dan 2-ME + Asam rolat UK 09:05 

Kondisi induk meneit ditandai dengan pertambahan berat badan induk, jumlah 

fetus dan berat imp Ian. Pemberian 2-ME dosis 7.5 mmollkg BB pada UK 09:05 dalam 

peneIitian ini umumnya menyebabkan penurunan rata-rata berat badan, berat implan dan 

jumlah fetus berbeda nyata pada p < 0.05. Hal ini membuktikan bahwa 2-ME dosis 7.5 

mmollkg BB bersifat toksik bila diberikan meneit bunting. Toksisitas senyawa 2-ME 

menyebahkan gangguan pada kecepatan pertumbuhan fetus. Gangguan pertumbuhan ini 

dapat diakibatkan oleh banyak faktor salah satunya yaitu kematian sel dan sintesis protein 

yang diperlukan dalam perkembangan fetus terganggu yang sehingga dapat menggangu 

kecepatan metabolisme dan perkembangan fetus. Hal ini sesuai dengan pengamatan 

Johanson (2000) menyebutkan bahwa senyawa 2-ME dapat menyebabkan gangguan 

kecepatan metaboJisme pada meneit. 

Hasil rata-rata berat badan induk meneit pada perlakuan P-4 (2-ME + asam folat) 

lebih tinggi dari perlakuan P-2 (2-ME). Perbedaan berat badan induk ini diakibatkan pada 

perlakuan P-4 terdapat perlakuan kombinasi 2-ME dengan asam folat. Asam folat diduga 

membantu meperbaiki efek toksik yang dikeluarkan oleh 2-ME. Bahan toksik dari 2-ME 

dapat menggangu metabolisme tubuh induk meneit sehingga menyebabkan induk 

menjadi kurang nafsu makan sehingga berat badan tubuh induk menjadi tidak optimal. 

Pemberian asam folat dosis 2 mglkg BB menunjukkan terjadinya peningkatan 

berat badan induk secara bermakna. Asam folat termasuk dalam kelompok vitamin B 

komplek yang memiliki fungsi menambah nafsu makan bagi yang mengkonsumsinya, 

sehingga terjadi peningkatan nafsu makan pada induk meneit dan mengakibatkan 
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penambahan berat badan induk. Pada penelitian ini kelompok perlakuan P-3 (asam folat) 

menunjukkan peningkatan tertinggi berat badan induk, berat implan dan jumlah fetus 

seeara bennakna pada semua kelompok perlakuan. 

Pemberian 2-ME pada induk meneit temyata tidak memberikan pengaruh yang 

berbeda secara nyata terbadap kondisi induk secara keseluruhan pada perlakuan 

kombinasi 2-ME dengan asam fola!. Hal ini menunjukkan bahwa mekanisme kerja asam 

folat dalam menghambat kelainan neural tube perlu studi lebih lengkap. 

Kelaioao neural tube fetus meocit setelah pemberiao 2-ME, asam folat dao 2-ME + 
asam folat UK 09:05 

Kelainan neural tube fetus meneit berupa jumlah neural tube yang terbuka dan 

insiden rata-rata persentase neural tube yang terbuka telah diamati pada empat kelompok 

perlakuan pada UK 09:05 hari. Pengamatan pada kelainan perkembangan neural tube 

yang terbuka ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh 2-ME pada kelainan eksensefali 

yang ditandai dengan keterlambatan penutupan neural tube saat proses neurulasi terjadi 

pada fetus meneit. 

Proses penutupan neural tube pada beberapa jenis spesies diawali dari tempat 

yang berbeda-beda di sepanjang calon neural tube. Pada manusia penutupan neural tube 

terjadi pada minggu keempat kehamilan dan dimulai pada bagian caudal 

rhombencephalon atau pada bagian kranial spinal cord (Melvin et al., 2000; Dias and 

Partington, 2004; Nakatsu and Shiota, 2000). Semula diduga penutupan neural tube 

seperti proses penutupan neural tube berjalan linier dari anterior ke posterior atau 

sebaliknya seperti ritsluiting, namun belakangan diketahui bahwa ada empat periode 

penutupan neural tube pada meneit (Dias and Partington, 2004). 
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Oi dalam fetus, neural tube terbentuk pada usia kebuntingan 8-10 hari. 

pembentukan neural tube membutuhkan beberapa peristiwa morfogenetik meliputi 

elevasi neural fold. neural plate bending dan konvergen extention. neural tube terbentuk 

secara normal apabila kedua jaringan dari neural fold berkonvergensi dan berfusi satu 

sarna lain di dorsal midline. 

Proses pembentukan neural tube masih menjadi obyek perdebatan dalam 

menentukan awal tempat penutupan dan jumlah penutupan neural fold sepanjang rostral 

sarnpai kaudal. Awalnya fusi neural fold digambarkan sebagi titik tunggal penutupan 

neural fold yang berjalan dari rostral sampai akhir caudal neuropore. Namun 20 tabun 

kemudian muncul sebuah hipotesis yang menyatakan bahwa terdapat banyak titik 

penutupan neural fold pada hewan model dan manusia. Terdapat empat titik penutupan 

yang telah diidentifikasi pada hewan coba, titik penutupan pertama terletak pada daerah 

servik diantara somit ke III dan IV pada caudal hindbrain dan berjalan ke arab rostral 

menutup rhombencephalon kemudian berjalan ke daerah kaudal. Penutupan neural fold 

kedua terjadi pada daerah prosenchephaon-mesenephalon, sedangkan arab penutupannya 

berjalan rostrodorsal. Titik penutupan ke tiga dimulai dari kaudal sampai rostral neural 

plate. Penutupan terakhir terlihat pada daerah kaudal akhir dari neural plate menutup 

sarnpai bertemu dengan penutupan pertama (Sakai, 1989; Detraid et ai, 2005 ). 



1 

Gambar S.lS Skema penutupan neural fold pada tikus; pros, prosensefalon; 
mes, mesensefalon; rh, rhombensefalon (Detraid et aI, 2005). 
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Gambaran morfologi (Gambar 5.7) yang diperoleh dari hasil penelitian tampak 

bahwa perlakuan P-2 yang diberi induksi 2-ME pada UK 09:05, mengalami kegagalan 

penutupan neural tube sehingga daerah kepala fetus menjadi berlubang dan fetus tersebut 

mengalami eksensefali. Hal ini disebabkan karena keterlambatan penutupan didaerah 

neuropore anterior. Menurut Kaufman (2002), Usia 9 hari fetus mencit memiliki 15 - 20 

pasang somite dan neuropore anterior dan kaudal mulai terbentuk dan mulai menutup 

saat jumlah somite sebanyak 30-35 saat usia 9.5 hari. 2-Methoxyethanol menyebabkan 

kegagalan penutupan neuropore anterior dan keterlambatan penutupan neural fold terjadi 

pada daerah prosenchephalon-mesenephalon. 

Kelainan neural tube dapat disebabkan oleh banyak faktor yaitu faktor intrinsik 

berupa kelainan genetik maupun karena faktor metabolisme dan faktor ekstrinsik akibat 

penggunaan obat, terdedah oleh polutan yang bersifat teratogenik di lingkungan atau 

karena pengaruh temperatur yang tinggi (Melvin e/ aI., 2000; Fleming e/ aI., 2001; Fazel 

dan Jalali, 2002; Wallingford and Harland, 2002). 
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Bahan toksik yang berasal dari lingkungan dapat menggangu proses neurulasi 

yang berakibat pada gangguan penutupan neural tube mempengaruhi proses 

morfogenetik yang terlibat pada proses neurulasi. Proses morfogenetik tersebut meliputi 

proses intrinsik yang berkaitan dengan neural plate dan proses morfogenetik ekstrinsik 

yang berasaI dari sel disekitar neural fold. Sebagai contoh adalah proses pemanjangan 

neural plate yang melalui pengaturan sel, perubahan bentuk sel, pembelahan sel, 

pertemuan neural fold ditengah. Faktor ekstrinsik yang mempengaruhi penutupan neural 

tube adalah gaya tekanan statis pada sel neuroepitelium dari sel epidermis yang berada di 

sekitar neural fold dan induksi dari sel mesoderm yang berada dibawah sel 

neuroepitelium. Zat toksik yang masuk ke dalam tubuh tersebut dapat menyebabkan 

kematian sel neuroepitelium (Wallingford et aI., 2002; Ambroso et al., 1999; Terry et al., 

1996). 

Suatu zat yang bersifat toksik atau teratogenik akan menyebabkan terjadinya 

kelainan perkembangan apabila masuk pada saat masa kritis perkembangan organ. 

Terpapamya jaringan yang akan berkembang menjadi calon otak ini oleh bahan toksik 

akan menyebabkan kegagalan proses neurulasi. Fetus yang mengalami kegagalan 

neurulasi tidak memiliki neural tube yang sempurna, karena calon neural tube yang 

berasal dari neural plate yang berupa lempengan kemudian berfusi pada bagian mid 

dorsal untuk membentuk tabung (Dias and Partington, 2004). Pemyataan di atas sesuai 

dengan hasil pengamatan morfologi fetus meneit uk 9.11 hari yang diberi bahan teratogen 

2-ME UK 09:05 mengalami kelambatan penutupan neural tube. 

Perlakuan pada penelitian ini mulai diberikan pada umur kebuntingan 9.05 hari 

karena diduga mulai terjadinya proses akhir penutupan neural tube. Hal ini sesuai dengan 
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Colas and Sehoenwolf (200 I) menyatakan bahwa pembentukan otak meneit dimulai pada 

uk 7 hari yang diawali dengan pembentukan neural plate (keeping otak), pada uk 08:05-9 

hari neural tube dan neurophore bagian anterior menutup, kemudian uk 9.5 proses akhir 

penutupan neural tube teljadi. 

Umur 9.05 hari merupakan masa kritis pembentukan neurulasi pada meneit. 

Penutupan neural tube membentuk bumbung saraf penting bagi perkembangan fetus 

meneit, karena kegagalan penutupan tersebut menyebabkan kelainan mofologis yang 

serius bahkan bersifat lethal. Kegagalan penutupan neural tube posterior mengakibatkan 

kelainan spina bifida, sedangl<an kegagalan penutupan bagian anterior menyebabkan 

kelainan eksensefali, anencephali dan meningomyelocele (Sakai, 1989; Schoenwo1f and 

Smith, Terry et al., 19%; Wu et al., 1996; Lakkis et a/., 1999; Melvin et al., 2000; 

Matsumoto et ai., 2002; Prihiyantoro el a/., 2002; Gunn el ai., 2003; Dias and Partington, 

2004). Kegagalan penutupan neural tube pada kelainan eksensefali menyebabkan 

kegagalan pembentukan kranium sehingga menyebabkan jaringan otak yang terbentuk 

terdedah keluar, namun biasanya pada kelainan eksensefali, jaringan otak tidak terbentuk 

sempuma karena tidak teljadinya penutupan neural tube. Kegagalan penutupan tersebut 

menyebabkan tidak teljadinya proses neurulasi sekunder yang menghasilkan 

terbentuknya vesikel otak primer berupa prosencephalon, metencephalon dan 

rhombencephalon (Colas and Schoenwolf., 200 I). 

Kerusakan penutupan neural tube pada UK 09:05 disebabkan daya toksisitas 2-

ME mampu menyebabkan neural tube rusak atau membuka kembali sehingga ditemukan 

jumlah persentase neural tube yang terbuka pada kelompok P-2 (2-ME) lebih banyak 

yaitu 85 % dibandingkan P-4 (2-ME+asam folat) hanya 49.66 %. Fenomena ini dapat 
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diyakinkan karena masa pemberian 2-ME tetjadi (UK 09:05) merupakan akhir penutupan 

neural tube. Penutupan neural tube diawaIi pada uk 8 hari dan selesai sempurna 

penutupannya pada uk 9.5 hari (Rugh, 1968; Kaufinan, 1992). 

Pada hasil pengamatan mofologi, fetus dengan perlakuan P-2 (2-ME) mengalami 

keterlambatan penutupan neural tube yang ditandai dengan bagian neuropore bagian 

anterior membuka, tetapi pada bagian dorsal tidak membuka Hal ini disebabkan neural 

tube bagian posterior menutup paling akhir. Proses penutupan neural tube, khususnya 

pada bagian anterior diawali dengan pembentukan Dorso Lateral Hinge Point (DLHP). 

Kegagalan pembentukan DLHP akan berakibat kegagalan penutupan neural tube. 

Untuk tetjadinya pembentukan DLHP yang sempuma melalui proses dua 

morfogenetik yang penting yaitu cell wedging dan neural plate anchoring. Kedua proses 

morfogenetik ini dikendalikan oleh protein yang dihasilkan oleh sel neuroepitelium, 

maupun sel penyusun jaringan mesoderm yang ada disekitar neural tube (George et al., 

1993; Wallingford and Harland, 2002; van der Put et al., 2001). 

Toksisitas akibat masuknya 2-ME ke dalarn tubuh disebabkan oleh metabolitnya 

berupa MAA (methoxyacetic acid). MAA dapat menyebabkan kelainan pada anggota, 

tulang vertebrae dan rusuk (Horton et al., 1985; Darmanto et al., 1994a) serta bersifat 

fetustoksik baik pada masa organogenesis maupun saat fetus praimplantasi {Darmanto et 

aI., 1994b; Darmanto et al., \994c}. MAAjuga menyebabkan tetjadinya efek teratologis 

di dalam tubuh bekeIja melalui gangguan pada protein yang berperan pada metabolisme 

tubuh. MAA menggangu protein transport, protein sitoskeleton dan reseptor 

neurotrasmiter (Lee et 01., 1993). Salah satu jenis protein yang berperan pada proses 

penutupan neural tube pada mamalia adalah protein Shroom yang dikode oleh gen shrm. 
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Protein Shroom bersifat mengikat protein aktin (alctin-binding protein) yang membentuk 

sitoskeleton (Haigo et al., 2003; Hildebrdan and Doriano, 1999). Protein Shroom 

disekresikan pada sel neuroepitelium, khususnya pada sel neuroepitelium yang berada 

pada tempat pembentukan DLHPs. Terbentuknya DLHPs ini penting untuk penutupan 

neural tube sebab kegagalan pembentukan DLHPs menyebabkan kegagalan penutupan 

neural tube (Haigo et al., 2003). 

Keberadaan MAA dalam jaringan fetus menyebabkan terhambatnya sintesis DNA 

dan RNA. Proses oksidasi 2-ME yang terjadi di mitokondria hepar menyebabkan 2-ME 

menjadi MAA dapat menghasilkan radikal bebas seperti CIHC3-, HO·, H202, OH, 02 dan 

NO. Radikal bebas ini untuk memperoleh pasangan elektron dari DNA, membran sel, 

membran lisosom, mitokondria, enzim-enzim, lemak, protein serta komponen jaringan 

lain. Radikal hidroksil (OH) adalah oksidan yang sangat reaktif dan tidak stabil sehingga 

menyerang membran sel dan DNA. Dampak dari hidroksil dapat menimbulkan 

perubaban DNA berupa hidroksilasi basa timin dan sitosin, pembukaan cincin purin dan 

pirimidin serta terputusnya rantai fosfodiester DNA (Kumiawati, 2005). Dengan adanya 

penurunan ketersediaan purin dan pirimidin di dalam jaringan dapat menganggu proses 

proliferasi dan diferensiasi sel pada fetus yang aktif melakukan sintesis DNA maupun 

RNA (Rumanta et al., 2001). 

Berdasarkan hasil penelitian juga dibuktikan bahwa asam folat tidak memberikan 

pengaruh yang signifikan terhadap pencegahan kerusakan jaringan otak akibat pemberian 

2-ME, namun terdapat kecenderungan penurunan persentase angka insiden eksensefali 

akibat pemberian 2-ME bila dikombinasikan dengan asam folat. Asaro folat sering 

digunakan sebagai bahan antiteratogenik melalui mekanisme mencegah terjadinya 



82 

gangguan pada sintesis DNA saat proses neurulasi berlangsung. Fenomena ini dapat 

dibuktikan melalui perlakuan P-4 (2-ME +asam fola!) terjadi penurunan persentase neural 

tube yang terbuka yaitu 49.66 % , P-2 (2-ME) sebesar 85 %, sedangkan pada perlakuan 

P-3 (asam folat) disemua umur kebuntingan tidak dijumpai kelainan neural tube. Asarn 

folat diperlukan pada perkembangan fetus sebagai faktor pemicu bagi perkembangan 

zigot ke tahap pre-implantasi fetus. Kekurangan asam folat akan berakibat buruk bagi 

pertumbuhan dan perkembangan janin seperti menyebabkan gangguan dalam proses 

migasi, implantasi, fetusgenesis dan organogenesis janin pasca konsepsi. Masalah pokok 

dalam perkembangan fetus adalah pemerataan pembelahan seL Dalam masalah ini, asam 

folat mempunyai posisi sentral yang sangat penting karena peranannya dalam sintesis 

asam nukleat. Asupan asam folat yang rendah selama kehamilan akan menggangu 

pertumbuhan dan replikasi sel dalam fetus dan plasenta. Selama kebuntingan, ketiadaan 

kadar asam folat dalam bahan pakan berkaitan dengan tingginya resiko persalinan 

preterm, berat implan yang ringan dan retardasi pertumbuhan fetal. 
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Gambar 5.16 Siklus metabolisme asam folat (van der Put et af., 2001) 

Defisiensi asam folat dapat menyebabkan perubahan metabolik mengarah paling 

tidak pada tiga masalah, yaitu hiperhomosisteinemia, mutasi genetik dan gangguan 

sintesis protein, yang ketiganya didasari oleh gangguan dalam siklus metilasi. 

Hiperhomosisteinemia dapat menggangu proses fetusgenesis bahkan dapat 

mengakibatkan abortus karena kegagalan proses migasi dan implantasi fetus, kelahiran 

preterm, solusio (pelepasan dini) plasenta dan rendahnya berat badan baya (Margawati, 

1999; Johnson, 2000). Sewaktu masa pertumbuhan fetus, sintesis asam nukleat dan 

protein berada pada posisi puncak dan selama masa ini kebutuhan folat maternal 

meningkat tajam. Bila folat tidak mencukupi, sintesis asam nukleat terhambat dan sel-sel 

tidak mampu memfasilitasi DNA untuk mitosis. Terhambatnya siklus metilasi 

mengakibatkan ketidakmampuan DNA untuk mensintesis protein, lipid dan mielin 

(Acuna et aI., 2002). Hiperhomosisteinemia juga menyebabkan peningkatan radikal 

bebas oksigen (RBO), kemudian kenaikan peroksidasi lipid, diikuti kerusakan membran 

sel dan berakhir dengan kernatian sel. Sintesis protein dan kerusakan DNA saling 
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berkaitan dan mempengaruhi, keduanya dapat menimbulkan gangguan dalam sintesis 

gowth factor dan akhimya memicu "kematian sel terprogam dipercepat" yaitu apoptosis 

yang terjadi lebih awal dan jumlah yang lebih banyak. 

Asam folat dalam organisme direduksi menjadi asam 7,8-dihidrofolat 

dengan perantaraan dihidrofolat-dehidrogenase. Asam 7,8-dihidrofolat oleh 

tetrahidrofolat-dehidrogenase direduksi menjadi asam 5,6,7,8-tetrahidrofolat 

(THF). Bentuk paling dominan dari folat yang beredar adalah 5-methyltetrahyfolic 

acid (5-mTHF). VitaminB12 mengkonversi 5-mTHF menjadi tetrahidrofolat 

(THF), suatu bentuk metabolik-aktif folat lain yang diperlukan dalam berbagai 

proses biokimia penting. Senyawa ini muncul sewaktu biosintesis metionin yang 

dikatalisis oleh enzim metionin-sintetase dan ko-faktor metilkobalamin. Selama 

pembentukan metionin, enzim metionin-sintetase menggunakan 5mTHF 

sebagai sumber gugus metil. Kurangnya produksi THF oleh sel mengakibatkan sel 

tersebut terhambat dalam mensintesis asam amino purin dan timin untuk 

replikasi DNA dan terhambat memetabolisme histidin dan serin (Tamura and 

Picciano, 2006). 

Bouwer (1999) mengungkap bahwa kekurangan k<H!nzim tetrahidrofolat 

menyebabkan terlambatnya metilasi homosistein menjadi metionin sehingga dapat 

menimbulkan hiperhomosisteinemia. Hiperhomosisteinemia dapat mengakibatkan 

terjadinya cacat kongenital, mempertinggi resiko penyakit kardio-vaskuler, stoke, 

demensia dan alzheimer. Defesiensi folat menyebabkan gangguan siklus metilasi-enzim 

yang diikuti dengan hiperhomosisteinema, kerusakan DNA, gangguan sintesis protein 

dan penurunan kadar beberapa faktor pertumbuhan. Kesemuanya dapat menggangu 
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kondisi homeostatis, yang akhimya juga melibatkan proses fisiologis apoptosis dan 

nekrosis. Gangguan itu mengakibatkan teljadinya kondisi yang disebut "kematian sel 

terprogam yang dipercepat" (accelerated progam cell death), yang meningkatkan jumlah 

sel yang mengalami apoptosis dan nekrosis (poirier, 2002). 

Kenaikan kadar homosistein terdeteksi dalam darah dan cairan amnion para ibu 

yang mengandWlg bayi dengan kelainan neural tube. Untuk mengendalikan 

hiperhomosisteinemi ada beberapa cara antara lain menggWlakan methionine-synthetase 

(MS), suatu enzim yang berkaitan dengan vitamin B 12, berfungsi mengkatalisasi 

konverai 5-methyltetrahydrofolate dan homosistein menjadi metionin dan tetrahidrofolat. 

Penurunan MfHFR menyebahkan kenaikan kadar homosistein dan menggangu pasokan 

donasi gup metal ke makro molekul lewat siklus folat homosistein. Metanalisis 

menyebutkan bahwa varian termolabil dari MTHFR secara bermakna mempunyai 

korelasi dengan berbagai kasus kelainan neural tube (AcWla et al., 2002). 

Pulikkunnel and Thomas (2005) mengatakan bahwa pemberian asam folat sebesar 

4 mg pada hewan coba mencit mampu menurunkan munculnya kelainan neural tube. 

Pippenger (2003) dalam penelitiannya berhasil mengurangi 86 persen resiko terjadinya 

kelainan neural tube dengan pemberian asam folat sebesar 360 I1g yang diberikan pada 

hewan coba sebelum masa kebuntingan. Berry et ai., (1999) melakukan penelitian pada 

para wanita di Cina bahwa dengan mengonsumsi asam folat 0,4 miligam sebelum dan 

awal kehamilan mampu menurunkan kelainan neural tube sebesar 85 persen. 

Menurut Santoso (2005), ada tiga cara menambah asupan asam folat pada 

manusia, yaitu dengan : I) memperbanyak konsumsi bahan pakan alami yang tinggi 

kandungan asam folat, 2) suplementasi tablet asam folat 3-5 mglhari dan 3) fortifikasi 
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asam folat dalam bahan baku pangan (misalnya tepung gandum) dengan takaran 400-600 

I1g1hari. Dari ketiga cam tersebut, fortifikasi merupakan pitiban paling baik. Kandungan 

asam folat dalam bahan pangan alami tidak stabit, dipengaruhi oleh proses penyimpanan, 

cam memasak dan menyajikan. Suplementasi dengan tablet zat sintetik asam folat 

bersifat lebib stabil dan efektif, tetapi dari Segi stategi kurang menguntungkan karena 

compliance (ketaatan) masyarakat yang rendah. 

McNulty et al. (2000); Kongins et al. (2001) serta Quinlivan dan Gegory (2003) 

menganjurkan fortiftkasi asam folat dalam tepung gandum sebagai pitiban utama 

penambah asupan asam folat bagi penduduk dalam upaya pencegahan cacat bawaan 

kelainan neural tube. Progam fortifikasi asam folat di Indonesia, bila disetujui menurut 

Santoso (2005) sebaiknya menggunakan garam dapur karena bahan pangan ini sehari-hari 

dikonsumsi oleh masyarakat luas. 

Dengan demikian tidak seluruh hipotesis penelitian ini secara umum dapat 

dibuktikan. Data penelitian menunjukkan bahwa asam folat 2 mgfkg BB kurang 

membantu dalam mempertahankan kondisi induk mencit bunting yang terkontaminasi 2-

ME 7.5 mmol/kg BB. Asam folat juga tidak mampu menurunkan rata-rata angka insiden 

eksensefali akibat induksi 2-ME. Hasit penelitian ini dapat menambah kejelasan tentang 

terjadinya eksensefali, dikaitkan dengan korelasi induksi 2-ME dan asam folat. Secara 

ekstrapolatif dapat dikatkan bahwa defisiensi asam folat dapat menyebabkan terjadinya 

eksensefali. 
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Peran Asam Folat Dalam Menurunkan Insiden Kelainan Pada Fetus Umur 
Kehamilan 18 Han 

Berdasarkan data yang ada, pemberian asam folat sebesar 1,5 mglkg berat badan 

yang dikombinasikan dengan 2-ME lebih mampu meningkatkan dan mempertahankan 

berat badan fetus daripada perlakuan yang lain. Kemampuan untuk mempertahankan dan 

meningkatkan berat badan fetus ini diduga karena suplementasi asam folat dengan dosis 

1,5 mglkg berat badan terserap oleh tubuh sehingga dapat meningkatkan dan menjaga 

keseimbangan metabolisme tubuh. Asam folat dalam bentuk poliglutamat diubah menjadi 

monoglutamat di jejenum. Bentuk monoglutamat ini berupa 5-Methylenetetrahydrofolate 

(5-MTHF) sehingga mampu melewati plasenta (Van der Put et aI., 200 I). 

Sirkulasi asam folat antara induk dan fetusnya di dalam sel diatur oleh folate 

receptor (FR) yang terdapat di plasenta. Ada 2 jenis FR yang dikenal yaitu FR a. dan 

FRj3. Sirkulasi asam folat dari induk ke fetusnya melalui 2 tahap yaitu terikatnya 5-

MTHF pada FR a. di permukaan korion selanjutnya FR!3 mengikat asam folat untuk 

masuk ke peredaran darah fetus (Vander Put et at., 200 1). 

Transportasi asam folat pada dosis tinggi terjadi melalui carrier-mediated atau 

reduced folate carrier (RFC). Pada sistem ini mengakibatkan terakumulasinya 

methotrexate dan antifolat yang lain (Vander Put et at., 200 I). Menurut Fleming (200 1), 

antifolat mengurangi konsentrasi asam folat dalam tubuh sehingga dapat berpengaruh 

pada perkembangan fetus dan berpotensi UDtuk mengakibatkan kelainan tubuh. Hal inilah 

yang diduga mengakibatkan fetus dari perlakuan asam folat dengan dosis 2 mg/kg berat 

badan yang dikombinasi 2-ME mengalami penurunan berat badan. 

Pada masa awal perkembangan embrio teljadi peningkatan sintesis DNA. Asaro 

folat diperlukan sebagai donor metil dalam sintesis timidin dan purin yang digunakan 
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untuk replikasi DNA. Aktifitas 2-ME yang bersifut teratogenik dan embriotoksik ini 

dihambat oleh tetrahydrofolate (TIfF) yang merupakan bentuk aktif dari asam folat 

dalam sel. (Neill, 1998 ; Van der Put et aI., 200 1). 

Fetus pada perlakuan asam folat dosis 0,5 mglkg berat badan yang dikombinasi 

dengan 2-ME mengalami kematian intrauterin dan tidak terdapat fetus yang mampu 

bertahan hidup. Kematian intrauterin pada kelompok perlakuan ini Iebih tinggi daripada 

perlakuan 2-ME. Kematian pada perlakuan 2-ME disebabkan karena senyawa ini 

memiliki potensi embriotoksik dan teratogenik akibat aktifitas MAA yang merupakan 

hasil metabolisme 2-ME (Lee et al., 1993). Senyawa MAA ini diduga dapat 

meningkatkan konsentrasi homocystein sehingga dapat mengganggu metabolisme 

kelompok metil dan metilasi DNA yang memegang peran penting dalam ekspresi gen 

(McKay et al., 2004). 

Pada induk yang diberi perlakuan asam folat 1,5 mglkg berat badan yang 

dikombinasi dengan 2-ME mampu mempertabankan jumlah fetus yang hidup dan 

mengurangi kematian intrauterin. Hal ini dikarenakan tubuh dapat menyerap asam folat 

sehingga kebutuhan sel akan tetrahydofolate (THF) untuk melaksanakan reaksi metilasi 

yang mengubah metionin menjadi homocystein dapat terpenuhi. 

Insiden eksensefali hanya ditemukan pada perlakuan 2-ME dan tidak ditemukan 

pada pedakuan kombinasi dosis asam folat dengan 2-ME. Hal ini mengindikasikan 

bahwa pemberian dosis asam folat sebesar 1,5 dan 2 mglkg berat badan mampu 

mencegah insiden eksensefali yang disebabkan oleh 2-ME. Menurut Pulikkunnel & 

Thomas (2005), kurangnya asupan asam folat dapat menyebabkan gangguan pada enzim 

yang digunakan dalam metabolisme asam folat (MTHFR, MS, dan lain-lain), 
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polimorfisme pembawa asam folat dan gangguan pada reseptor folat dalam sel sehingga 

dapat memicu timbulnya eksensefaIi. 

Gangguan atau rusaknya enzim yang dibutuhkan dalam metabolisme asam folat 

mengakibatkan konsentrasi homocystein meningkat. Homocystein ini beqJeran sebagai N

methyl-D-Aspartate (NMDA) yang memiIiki efek neurotoksik dan eksitotoksik. Dampak 

homocystein pada sel neural antara lain menyebabkan apoptosis sel, gangguan pada 

mitokondria dan perubahan ekspresi gen selama perkembangan. Folate receptor (FR) 

penting untuk asimilasi dan distribusi folat. Pada mencit peran FR ini homolog dengan 

folate binding protein (FBP) (Lutz, 2008). Fetus mencit yang memiliki gangguan pada 

FBP memiliki kecenderungan untuk mengalami eksensefali (Pulikkunnel & Thomas, 

2005). 

Kelainan lain yang ditemukan pada penelitian ini yaitu hematoma, sindaktili, 

brakhidaktili, cheiloschizis, agenesis ekor dan lcinky tail. Hematoma disebabkan oleh 

peningkatan permeabilitas pembuluh darah (Taylor, 1986), sedangkan agenesis ekor 

teIj adi karena gangguan saat pembentukan somit daerah ekor sehingga tidak terbentuk 

sampai ekor (Rugh, 1968). 
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Peran Teofilin Dalam Menghambat Efek 2-Methoxyethanol 

Efek pemberiaD teofilin pada induk mencit (Mus musculus 1..) terhadap rata-rata 
angka insiden eksensefali akibat induksi 2-ME 

Rata-rata angka insiden eksensefali akihat pemberian kombinasi teofilin dengan 

2-ME tidak ada perbedaan secara nyata. Pemberian teofilin pada dosis 30 mg/kg herat 

badan tetjadi kecenderungan penurunan angka insiden eksensefali. 

Pada penelitian ini induksi 2-ME pada induk mencit betina pada usia kebuntingan 

08:05 hari meyebabkan hasil metabolisme 2-ME yaitu MAA terdistribusi ke dalam 

jaringan embrio mencit. Akurnulasi MAA dalam jaringan embrio menyebabkan 

meningkatnya kematian sel neuroepitelium, sehingga pemberian 2-ME dapat menggangu 

proses neurulasi (Darmanto et al., 2007). Tergangunya proses neurulasi akibat 

perkembangan toksisitas 2-ME menimbulkan beherapa dampak kelainan seperti 

eksensefali atau spina bifida. Beberapa hal yang dimungkinkan yaitu terganggunya 

aktifitas seluler yang tidak normal sehingga mewujudkan bentukan sel yang tidak normal 

danstruktuJjaringan tidak sempuma. 

Teofilin di dalam sitoplasma mempunyai peranan dalam pengaktifan protein 

kinase melalui mekanisme penghambatan enzim fosfodiesrase. Pengaktifan protein 

kinase ini akan meningkatkan faktor transkripsi eRE (cAMP respon element) yang 

menstimulasi transkripsi gen di dalam inti sel diantaranya fibronektin (Roman et aI, 

2005). 
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Kemampuan reproduksi induk mencit (Mus musculus L.) akibat iDduksi 2-ME dan 
Teofilin 

Efek pemberian teofiliD pada induk mencit yang telah diiDduksi 2-ME secara 

intraperitoneal pada tahap organogenesis telah menghambat perkembangan fetus. Selain 

itu, efek pemberian 2-ME kombinasi teofiliD mengalami kecenderungan penurunan rata-

rata jumlah implantas~ penurunan rata-rata berat badan fetus dan peningkatan persentase 

kematian intrauterus secara nyata apabila dibandingkan dengan kontrol. Namun, 

pemberian kombinasi 2-ME dan teofilin pada dosis 20 dan 30 mglkg BB tidak berbeda 

nyata terhadap kelainan perkembangan apabila dibanding dengan kontrol. 

Pertambahan berat badan fetus teljadi karena hasil pertambahan protein dan 

lemak yang berasal dari induk. Penurunan berat badan pada fetus mempunyai kaitan yang 

erat dengan intrauterin growth restriction (IUGR). Terdapat banyak faktor yang 

mempengaruhi terjadinya IUGR diantaranya yaitu malnutrisi, disfungsi plasenta, kelainan 

perkembangan, ganguan metabolisme induk, gangguan kromosom, zat toksik dan obat-

obatan (Diderholm, 2005). 

Selain itu MAA Juga dapat meningkatkan permeabilitas membran yang 

menyebabkan influk ea2+bedebih. Melimpahnya ion ea2+ di dalam sel akan menghambat 

fosforialsi oksidatif dalam proses respirasi sel, sehingga perolehan A TP berkurang karena 

dipakai untuk memompa ion Ca2+ yang bedebih. Di samping itu melimpahnya ea2+ juga 

akan mengaktitkan enzim protease dan fosfolipase yang dapat mendegradasi protein 

sitoskleton yang digunakan untuk membangunstruktursel, karena ion ea2+ juga sebagai 

mediator teIjadinya apoptosis (Rumanta et al., 200 I). 

Dannanto (2006) mengungkapkan, bahwa pemberian 2-ME pada hewan coba 

menyebabkan timbulnya beberapa kelainan ekstemal. Timbulnya berbagai kelainan 
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tersebut disebabkan tingginya kematian sel dan menurunnya tingkat ekspresi protein 

neurofilamen selama proses organogeneis. 

Menurut Schardein (1985), awal mula efek teratogenik suatu bahan kimia 

mungkin bisa melalui kematian sel dan perubahan siklus pertumbuhan sel, akan tetapi 

proses tersebut merupakan awal berbagai kerusakan yang ditampilkan diantaranya 

kegagalan proses morfogenetik, kegagalan interaksi jaringan bahkan malformasi dan 

kematian fetus. Kematian intrauterus atau kehilangan implantasi adalah manifestasi dari 

hubungan temporal perkembangan bahan toksik. Apabila perkembangan intoksikasi di 

awal kebuntingan, embrio akan di resorbsi sedangkan perkembangan intoksikasi terjadi 

pada akhir kebuntingan maka akan terjadi kematian fetus. 

Kelainan perkembangan akibat pemberian 2-ME yang dikombinasikan dengan 

teofilin tidak berbeda nyata dengan kontrol pada dosis teofilin 20 dan 30 mglkg BB. 

Teofilin adalah senyawa turunan metilxantin bersifat inhibitor non spesifik enzim 

fosfodiesterase yang menyebabkan meningkatnya kadar cAMP dalam sitoplasma. Di 

dalam sitoplasma cAMP sebagai second messenger yang mempunyai variasi respon 

seluler seperti pengaktifan hormon peptida dan neurotransmiter. cAMP dapat berikatan 

dengan protein kinase A (PKA) memfosforilasi faktor transkripsi protein atau yang biasa 

disebut cAMP respon binding protein (CREB). CREB diidentifikasi sebagai faktor yang 

berikatan dengan DNA dan sebagai efektor pada banyak sinyal yang aktif merespon 

faktor perkembangan atau growth factor (Sundaram,2003). 
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