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ABSTRAK 

2-Metlwxyetlumol (2-ME) atau nama lainya ethylene glycol monomethyl 

ether (EGME) merupakan contoh senyawa glycol ether, telah diketahui sebagai 

bahan pecemar lingkungan bersifat toksik maupun teratogenik pada beberapa 

spesies mamalia. (Darmanto el al., 1998). Polysaccharide Krestine (PSK) hasil 

ekstraksi dari jamur diketahui mampu menekan munculnya kelainan anggota mencit 

akibat induksi 5-azacytidine (Kurushita, 1990), menekan munculnya hidrosefalus 

(Aolad et al., 2000) dan menunda proses apoptosis sel jaringan embrio akibat 

radiasi sinar-X (Kagohashi, et al., 2000). Penelitian dirancang untuk 

mendemonstrasikan kemampuan PSK dalam menurunkan angka insiden kelainan 

janin dan kematian sel calon otak akibat induksi 2-ME. Mencit umur kehamilan 

(UK) tertentu yaitu UK 7, UK 9, UK 13 dan UK 15 hari diinjeksi dengan 2-ME 

dosis 7 mmol/kg BB untuk UK7 dan dosis 11 mmol/kg BB untuk UK 9 dan UK 13 

hari dan dosis 15 mmol/kg BB. Pada selang waktu satu jam setelah penyuntikan 2-

ME mencit disuntik dengan PSK dosis 150 mg/kg BB. Mencit dibunuh pada selang 

waktu 12 dan 24 jam setelah penyutikan PSK untuk diamati efek akutnya berupa 

kematian sel pada jaringan calon otak embrio secara histologi. Sebagian mencit 

dibunuh pada UK 18 hari, untuk diamati insiden munculnya kelainan ekstemal dan 

internal, sebagian kelainan diamati pada waktu postnatal. Hasil pengamatan 

menunjukkan bahwa PSK mampu menurunkan persentase kematian embrio 

intrauterus mencit khususnya pada perlakuan 2-ME pada UK 13 hari, mampu 

menurunkan insiden kelainan ekstemal khususnya pada perlakuan 2-.ME pada UK 9 

hari, menurunkan angka insiden kelainan palatosisis pada kelompok UK 15 hari, 

namun tidak menunjukkan penurunan persentase untuk kelainan otak dan anggota. 

PSK mampu menurunkan angka kematian sel pada jaringan calon otak khususnya 

pada perlakuan UK 9 hari, menaikkan kadar oksidant darah induk mencit yang 

diukur dengan kemampuan peredaman oksidant terhadap senyawa radikal bebas 

DPPH. Dari hasil tersebut dapat disimpulkan PSK mampu mengurangi efek tosik 2-

ME pada embrio berupa kematian sel, sehingga mampu mengurangi angka insiden 

kelainan janin dan kematian embrio. 
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BAB I 

PEN DAll lJ LUA 

1.1. Latar Belakang Permasalahan 

Pada dasawarsa terakhir ini , telah dilaporkan adanya dampak negatif dari 

bahan-bahan kimia pencemar lingkungan menyebabkan gangguan sistem reproduksi , 

tennasuk efek teratogenik baik pada hewan maupun manusia (Colborn et al., 1993 ). 

Phenomena ini diduga sebagai akibat dari keterlibatan dari gangguan sistem endokrin 

(Ema, 2000). Gangguan pengendalian hormon selama perkembangan prenatal dan 

postnatal diduga akan mempunyai efek pada kemampuan reproduksi dan 

perkembangan fetu s. Suatu fakta bahwa adanya pengaruh honnon selama masa 

kehamilan mampu menyebabkan gangguan pada sistem syarafpusat (Hutchison et al., 

1997). Oleh karena itu adanya program unggulan yang dicanangkan oleh para 

toksikolog dunia khususnya di Jepang memfokuskan penelitian bahan-bahan kimia 

pencemar lingkungan yang mengganggu sistem syaraf dan endokrin sebagai prioritas 

utama dalam projek penelitian (Japan Environment Agency, 1998; Ema. 2000). 

Senyawa phthalate ester (ester ftalat) adalah salah satu bahan dasar plastik 

(plasticizer), limbah senyawa ini sering menjadi bahan polutan. Kelompok senyawa 

ftalat ester ini diantaranya adalah glycol ether yang umumnya digunakan juga sebagai 

bahan plastik dan pelarut dalam industri cat, minyak rem dll (Singh et al., 1972, 

Krasavage et al. , 1985) 2-Methoxyethanol (2-ME) atau nama lainya ethylene glycol 

monomethyl ether (EGME) merupakan contoh senyawa glycol ether dan telah 

diketahui sebagai bahan pecemar lingkungan, khususnya lingkungan perairan atau 

sungai (Miller et al. , 1983 ). Senyawa tersebut diketahui bersifat toksik maupun 

teratogenik (penyebab cacat kandungan) pada beberapa spesies mamalia 
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(Fcuston et al., 1990, Dannanto et al., 1998). Laporan scbclumnya juga menyebutkan 

bahwa, beberapa orang telah keracunan 2-ME melalui penetrasi ke dalam kulit dan 

saluran pemafasan (Dugard et al., 1984 ). Sekitar 100.000 orang teracuni 2-ME 

pertahun, dari jumlah tersebut diduga adalah kaum wanita yang masih dalam masa 

subur atau mampu melahirkan (Scoot et al., 1987). Sifat teratogenik 2-ME pada 

hewan percobaan, diduga disebabkan oleh hasil metabolisme 2-ME di dalam sel liver 

menjadi methoxyacetic acid (MAA), dengan bantuan katalisator alcohol 

dehydrogenase (ADH) (Brown et al., 1984, Moslen et al., 1995). MAA juga telah 

terbukti bersifat embriotoksik dan teratogenik pada mamalia baik embrio 

preimplantasi maupun postimplatasi, sifat toksik ini sama dengan yang disebabkan 

oleh 2-ME (Darmanto et al., 1994a, Dannanto et al., 1994b, Dannanto et al., 1994c, 

Greene et al., 1987). Penelitian lain telah membuktikan bahwa 2-ME menyebabkan 

gangguan pada sistem reproduksi berupa kerusakan pada jaringan testis, khusunya 

pada proses spennatogenesis, menyebabkan apoptosis (kematian sel) pada spermatosit 

tikus, mannut, kelinci (Ku et al., 1995, Wine et al, 1997). 2-ME juga diketahui sangat 

potensial meyebabkan kelainan perkembangan otak yaitu menyebabkan otak terdedah 

(excencephaly) (Ketti et al., 1996) Penelitian kami sebelumnya menyebutkan bahwa, 

2-ME menyebabkan kelainan pada fetus mencit yang induknya diberi 2-ME maupun 

MAA, kelainan yang muncul terutama adalah kelainan rangka anggota, kelainan 

rangka aksial, sebagai akibat kerusakan jaringan embrional somite yang selanjutnya 

memunculkan kelaianan rangka vertebrae dan tulang rusuk, medula spinalis terdedah 

(spina bifida); dan kelainan otak (exencephaly) (Darmanto et al., 1994a, Darmanto et 

al., 1998) 

Seiring dengan telah ditemukannya banyak senyawa teratogenik dan 

mekanisme munculnya kelainan bawaan, para ilmuwan juga telah berusaha 
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menemukan dan mencari bahan-bahan anti teratogenik, scperti yang tclah 

dipublikasikan sebelumnya oleh Nomura et al., 1983 dan Gotoh et al., 1988, 

menunjukkan adanya kemampuan kofein, obat-obat anti nyeri, khemoterapi kanker 

dan asam retinoid, mampu menekan munculnya kelainan akibat bahan teratogenik. 

Kubota et al., 2000, juga melaporkan adanya senyawa kofein mampu memperbaiki 

kerusakan pada embrio tikus akibat induksi logam berat cadmium. 

Polysaccharide Krestine (PSK) hasil ekstraksi dari jamur Basidiomycetes, 

pertama kali dikenalkan sebagai kelompok bahan terapi kanker (Kondo et al., 1981 

dan Tsukagoshi et al., 1984 dalam Kagohashi et al., 2002), mampu menekan 

munculnya kelainan anggota mencit akibat induksi 5-azacytidine (Kurushita, 1990). 

Berikutnya PSK juga diketahui menekan terjadinya proses apoptosis patologis dan 

kelainan pada mata akibat radiasi sinar X (Matsui et al., 1995). 

Penelitian kami sebelumnya menemukan juga radiasi sinar X pada periode 

awal kehamilan menyebabkan hidrosefalus (akumulasi cairan cerebrospinal pada 

ventrikel cerebrum) dan penggunaan ekstrak miselia jamur Corio/us versicolor yaitu 

PSK (Krestin) setelah radiasi sinar-X mampu menurunkan angka insiden hidrosefalus, 

kerusakan jaringan otak dan menunda proses apoptosis dan ekspresi protein p53 

(protein yang meningkat saat apoptosis) (Aolad et al., 2000a, Aolad et al., 2000b, 

Kagohashi et al., 2002). 

Penelitian ini dirancang agar bisa mengungkapkan mekanisme penghambatan 

proses kematian sel embrional ( apoptosis ), kerusakan susunan jaringan embrional 

baik pada somite maupun jaringan embrional sistem syaraf oleh bahan anti oksidan 

PSK. Dengan diketahui model mekanisme penghambatan munculnya kerusakan 

jaringan dan cacat lahir, diharapkan mampu menemukan pula bahan atau metode yang 
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dapat menccgah munculnya kclainan ckstcmal maupun internal atau kerusakan otak 

akibat bahan polutan lingkungan seperti penggunaan anti oksidan. 

Adanya fakta bahwa 2-ME diketahui bersifat teratogenik, yaitu memunculkan 

kelainan anggota, rangka, syaraf, kerusakan jaringan testis dan apoptosis pada 

beberapa sel spermatogenik, dan disisi lain PSK telah diduga bersifat anti oksidan dan 

diketahui man1pu menurunkan angka kelainan bawaan dan apoptosis akibat radiasi 

sinar-X, maka jika PSK diberikan pada mencit segera setelah pemberian 2-ME, 

diduga mampu menurunkan efek akut 2-ME bempa apoptosis, menurunkan kelainan 

yang mu.neut. Selain hal tersebut peneliti juga ingin mengetahui apakah mekanisme 

kerja PSK sebagai basil dari sifat anti oksidannya. 

1.2. Rumusan Masalah 

Dari uraian fakta tersebut diatas, masalah pada penelitian ini dapat dirumuskan 

sebagai berikut : 

l. Apakah PSK mampu menurunkan daya embriotoksisitas 2-ME yang diukur 

dengan angka insiden kematian embrio intrauterus ? 

2. Apakah PSK mampu menurunkan insiden kelainan ekstemal khususnya otak, 

anggota dan palatosisis akibat induksi 2-ME pada UK 7, 9 dan 13 hari ? 

3. Apakah PSK mampu mencegah atau menurunkan persentase kematian sel akibat 

induksi 2-ME ? 

4. Apakah terjadi kenaikan kadar senyawa antioksidan dalam darah induk mencit 

setelah pemberian PSK? 
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BAB II 

TINJAUAN PUST AKA 

2.1. Tinjauan Tentang 2-methoxyethanol (2-M E) 

2.1.1. Struktur kimia senyawa 2-Methoxyethanol 

5 

Senyawa 2-ME dalam tubuh mengalami metabolisme menjadi Methoxyacetic 

acid (MAA), dengan bantuan katalisator alkohol dehidrogenase (ADH), Sebelum 

menjadi MAA terlebih dahulu melalui pembentukan senyawa antara berupa 

Methoxyaceta/dehide (MALO). Senyawa methoxyacethaldehid diubah menjadi MAA 

dengan bantuan katalisator enzim aldehid dehidrogenase (ALDH) (Brown et al., 

1984; Moslen et al., 1995). 

2.1.2. Metabolisme Senyawa 2-Methoxyethanol 

Senyawa 2-ME dalam tubuh mengalami metabolisme menjadi Methoxyacetic 

acid (MAA), dengan bantuan katalisator alkohol dehidrogenase (ADH), Sebelum 

menjadi MAA terlebih dahulu melalui pembentukan senyawa antara berupa 

Methoxyacetaldehide (MALD). Senyawa methoxyacethaldehid diubah menjadi MAA 

dengan bantuan katalisator enzim aldehid dehidrogenase (ALDH) (Brown et al., 

1984; Moslen et al., 1995). 

Toksisitas senyata 2-ME terhadap mikroorganisme di alam tergolong rendah 

karena dapat mengalami biodegradasi (Epa, 1986). Namun waktu paruh senyawa 

tersebut di dalam tubuh berkisar 20 jam, sehingga mengakibatkan terjadinya 

akumulasi di dalam tubuh (Scott et al., 1989). Akumulasi MAA di dalam tubuh 

embrio dapat mencapai dua kali lipat dibandingkan akumulasinya di dalam tubuh 
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induknya scbab senyawaq MAA di dalam tubuh embrio lebih lambat didegradasi 

(Scott et al., 1989). 

2 methoxyethanol .____> 
NAO 

Alkohol 
Dehidrogenase 

2-methoxyacethaldehid 

NAO il Aldchid 
dchidrogcnasc 

2-methoxyacetic acid 

Gambar 2.1. Bagan Metabolisme 2-ME (Moslen et al, 1995) 

2.1.3. Embriotoksisitas dan teratogenisitas 2-ME 

7 
Toksik 

_i 

Pada akhir-akhir ini telah banyak dilaporkan adanya dampak negatif dari 

bahan-bahan kimia pencemar lingkungan berupa gangguan pada sistem reproduksi, 

termasuk efek teratogenik baik pada hewan maupun manusia (Colborn, 1993; Ema, 

2000). 

Dimethoxyethyl phthalate sebagai salah satu .kelompok senyawa phthalate 

esther umumnya digunakan sebagai bahan dasar plastik (plasticizer), limbah senyawa 

ini sering menjadi bahan polutan (Darmanto, 1998). Kelompok senyawa turunan 

DMEP ini diantaranya adalah glycol ether yang juga digunakan sebagai bahan dasar 

plastik dan pelarut dalam industri cat (Singh et al., 1972). Senyawa 2-ME merupakan 

contoh senyawa glycol ether dan telah diketahui sebagai bahan pencemar lingkungan, 

khususnya Iingkungan perairan (Miller et al., 1982). Senyawa tersebut diketahui 

bersifat toksik maupun teratogenik pada beberapa spesies mamalia (Feuston et al., 

1990; Dannanto, 1998). 
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Pcmberian 2-ME pada tikus Sprague-Dawley bersama-sama air minum 

dengan dosis 73 mg/kg bcrat badan/hari menyebabkan kematian embrionya, 

sedangkan pada dosis yang lebih rendah menyebabkan kelainan pada jantung. 

Pengamatan pada anak tikus umur 48-65 hari menyebabkan kematian sebanyak 50% 

dan kesalahan tingkah laku pergerakan berenang di air (Nelson et al., 1989). 

Senyawa 2-ME yang diberikan pada tikus Spra!,'1.le-Dawley dengan dosis 

tunggal secara topikal di leher bagian atas dengan dosis 500, I 000 atau 2000 mg/kg 

berat badan pada umur kebuntingan IO atau 12 hari, menyebabkan penurunan berat 

badan fetus, peningkatan resorbsi, peningkatan kelainan ekstemal dan internal 

(kardiovaskuler dan sistem urinaria ), kelainan rangka yaitu tulang penyusun anggota, 

terutama tulang jari, kolumna vertebralis dan terutama pada ekor (Feuston et al., 

1990). 

Beberapa hewan percobaan selain tikus juga menunjukkan respon teratogenik 

terhadap 2-ME, baik yang diberikan melalui pernafasan maupun pencernaan. 

Pemberian 2-ME pada mencit CD- I melalui "gavage" dengan dosis tunggal 500 

mg/kg berat badan pada umur kebuntingan 7-10 hari dapat menyebabkan eksensefali 

( otak tidak tertutup tulang tengkorak), sedang pemberian 2-ME pada umur 

kebuntingan 11 hari menyebabkan kelainan pada jari berupa syndactily, o/igodactily 

dan brachydactily. Hasil penelitian tersebut juga menunjukkan bahwa anggota depan 

lebih peka terhadap pemberian 2-ME dari pada anggota belakang (Horton et al., 

1985). 

Penelitian dengan menggunakan Macaca fascicularis yang diberi perlakuan 2-

ME secara "gavage" pada masa organogenesis umur kebuntingan 20-45 hari dengan 

dosis 0,4 7 mmol/kg berat badan, menyebabkan kematian embrio dan ectrodactily 

(Scott et al., 1989). 
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Pada penelitian lain menyebutkan bahwa beberapa orang telah keracunan 2-

ME yang masuk melalui kulit dan saluran pernafasan (Dugard et al., 1984 ). Pada 

penelitian kami menunjukkan bahwa MAA bersifat embriotoksik dan teratogenik 

pada mammalia, baik embrio preimplantasi maupun postimplantasi, sifat toksik ini 

sama dengan yang disebabkan oleh 2-ME (Darmanto et al., 1994 ). 

Senyawa 2-ME juga diketahui sangat potensial menyebabkan kelainan 

perkembangan otak yaitu eksensefa/i (otak tidak tertutup tulang tengkorak) (Ketti et 

al., 1996). Penelitian lain menyebutkan bahwa 2-ME menyebabkan kelainan fetus 

mencit, yang induknya diberi 2-ME maupun MAA, kelainan yang muncul terutama 

adalah kelainan rangka anggota, kelainan rangka aksial (rangka vertebrae dan tulang 

rusuk) dan kelainan otak (Darmanto, 1998). 

2.2. Tinjauan Tentang Polisakarida K.restin (PSK) Sebagai Antioksidan 

Ada berbagai macam bahan berkhasiat yang dapat diperoleh dari jamur, 

diantaranya adalah polisakarida krestin yang tersusun oleh kombinasi dari asam 

amino dan beta-glucan yaitu pada ikatan '3-1,4; '3-1,3 dan '3-1,6 melalui ikatan 0- atau 

N-glycoside (Tsukagoshi, S., et al. 1984) struktur ini tidak berpengaruh pada proses 

pencemaan, sehingga sangat efektif ketika digunakan secara oral. 

Dengan struktur seperti itu, Polisakarida ini dapat turut serta dalam fungsi 

biologis makhluk hidup yaitu dalam aktivitas immun tubuh seperti interaksi lock and 

key antara rantai cabang dengan reseptor berbagai macam sel immun. Reseptor dari 

beta-glucan telah ditemukan pada beberapa sel immun yaitu natural killer cell, 

neutrofil, monosit/makrofag, sel limfosit T dan B (Tsukagoshi et al, 1984 ). 

Zat ini terdapat pada jamur Corio/us versicolor dari kelas Basidiomycetes 

(Kobayashi., et al. 1995, Tsukagoshi., et al. 1984 ). Strnktur tubuh dari Corio/us 
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versico/or adalah berupa kumpulan miselium yang membentuk tubuh buah sehingga 

disebut mushroom, dimana dinding sel dari miselium tersebut tersusun oleh kitin. 

Struktur dari kitin mirip dengan selulose yang terdapat pada tanaman tinggi, sehingga 

menyebabkan jamur ini memiliki struktur yang rigid. Pada kitinlah terdapat 

polisaccharida yang merupakan komponen yang aktif Kitin dapat dicema oleh 

manusia, karena itu dapat digunakan pada manusia (Yang et al., 1993 ). 

Selain PSK ada 2 jenis polisakarida lain yang diekstrak dari miselium jamur 

tersebut, yaitu Small Peptide of Corio/us versico/or (SPCV) dan Polysaccharida 

Peptide (PSP) (Yang et al., 1992). Dan kedua zat tersebut telah dibuktikan mampu 

untuk melawan terbentuknya sel kanker atau sebagai anti kanker. 

Polisakarida krestin memiliki karakteristik berupa serbuk atau bubuk berwama 

coklat, larut dalam methanol, pyridine, chloroform, benzene dan hexane, serta 

memiliki kelarutan yang sangat tinggi dengan air. Didalam larutan yang menggunakan 

pelarut air, PSK memiliki pH sekitar 7 atau pH normal. Berat molekul dari PSK 

adalah 9.4 KD (Tsukagoshi., et al. 1984). Terdiri atas protein yang tersusun atas asam 

amino-asam amino seperti asam aspartat, asam glutamat, valin, leusin, lysine, arginin, 

dan lain-lain serta monosakarida, yaitu glukosa yang merupakan komponen penyusun 

yang terbesar (74,6 %), galaktosa, mannosa, xylosa dan fucosa (Tsukagoshi., et al, 

1984). 

2.3. Tinjauan Tentang Mencit 

Mencit yang digunakan terasuk dalam klas mamalia, Ordo: Rodensia, Famili: 

Muridae dan spesies: Mus musculus (Jasin, 1984) 

Mencit mempunyai kemampuan hidup selama 2,5 - 3 tahun. Mencit tergolong 

hewan menyusui yang dapat dikawinkan pada umur 8 minggu dengan lama 
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kebuntingan 18 - 20 hari. Masa reproduksinya antara 2 - 14 bulan dengan siklus birahi 

setiap 4 - 5 hari. Mencit rata-rata melahirkan pada umur kebuntingan 19 hari dengan 

rata-rata jumlah anak 10 ekor dan menyusui anaknya selama 21 hari (Rugh, 1968). 

Perkembangan embrio mencit terjadi segera setelah terjadi fertilisasi yaitu 

setelah pertemuan ovum dan sperma yang akan membentuk pronuklei jantan dan 

betina. Kemudian pada umur kebuntingan 1 hari akan terjadi pembelahan menjadi 1 -

2 sel di dalam oviduk. Keesokan harinya terjadi pembelahan lagi membentuk 2 - 16 

sel dan akan berrnigrasi dari oviduk menuju uterns. Pada umur kebuntingan 3 haii sel 

ini akan mengalami fase mornla. Kemudian pada umur kebuntingan 4 hari terbentuk 

blastula dan terjadi implantasi awal di dinding uterus (Rugh, 1968). 

Pada umur kebuntingan 7 hari mulai terjadi pembentukan otak yang diawali 

dengan terbentuknya neural plate. Pada umur kebuntingan 11 hari terjadi evaginasi 

epifisis dan hipofisis otak. Sefalisasi terjadi pada embrio saat berusia 13 hari. Fetus 

mencit akan lahir pada umur kebuntingan 18 - 20 hari (Rugh, 1968). 

Pada penelitian ini perlakuan dilakukan pada umur kebuntingan 7 hari ( tahap 

pembentukan neural tube); dan 15 hari merupakan awal perkembangan cerebellum, 

sehingga merupakan masa kritis untuk kelainan cerebellmn. 

2.4. Perkembangan otak 

2.4.1. Perkembangan neural ectoderm 

Hasil proses gastrnlasi pada embrio mamalia menghasilkan tiga lapisan 

tubuh yaitu ektoderm, mesoderm dan endoderm. Ektoderm berdiferensiasi menjadi 

skin ektoderm dan neural ektoderm. Selanjutnya neural ectoderm akan berdiferensiasi 

menjadi sistem saraf. melalui pembentukan neural tube. Neural tube berkembang dari 
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hasil induksi chorda mesodenn terhadap neural ectoderm, schingga terbentuk tabung 

yang disebut neural tube. 

Pembentukan neural tube terjadi pada saat terbentuknya somite mesoderm 

ke-4. Penutupan neural tube terjadi pada bagian tengah embrio kemudian berjalan 

kearah aterior dan posterior. Penutupan neural tube pada bagian anterior tidak 

bersamaan dengan bagian posterior, sehingga terbentuk rongga yang disebut anterior 

neuropore dan posterior neuropore. Penutupan kedua neuropore ini juga tidak 

bersamaan. Pada mencit neuropore anterior menutup pada satu jam pertama umur 

kebuntingan 9 hari (tingkat 18 somite ), sedang neuropore posterior menutup pada 12 

jam pertama hari kebuntingan ke-9 (tingkat 24 somite) (Rugh, 1968). 

2.4.2. Proses proliferasi sel saraf 

Perkembangan otak ditandai dengan terjadinya proliferasi, m1gras1, 

penempatan sel dan laminasi sel saraf (Curran et al., 1998). Pada awalnya otak 

tersusun dari ventrikel yang lebar (neural tube) yang dikelilingi oleh lapisan sel-sel 

yang aktif berproliferasi, disebut neuroepithelium. Perkembangan otak umumnya 

diawali di bagian dorsal dari neural tube, sebagai akibat dari proliferasi sel 

neuroepithelium yang mengelilingi ventrikel. Perkembangan dari neural tube adalah 

terbentuknya vesicula telencephalic (Bayer et al., 1993). Pelebaran vesicula 

telencephalic menghasilkan sepasang ventrikel lateral (ventrikel I dan II) dan 

selanjutnya mengalami proses evaginasi ke arah vertikal membentuk ventrikel III 

yang dikelilingi oleh diencepha/on. Pada bagian atas diencepha/on dapat dijumpai 

thalamus, sedang di bagian bawahnya terdapat hypothalamus (Bayer et al., 1993 ). 

Neuroepithelium terns aktif berproliferasi dan menjadi berlapis sel yang 

selanjutnya menjadi korteks cerebral (Bayer et al., 1993), sehingga sel-sel yang 
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mendominasi korteks cerebral adalah cortical neuroepithelium. Lapisan korteks 

cerebral tersusun dari dua lapisan yaitu intermediate zone dan cortical plate. 

Intermediate zone terdiri dari sel-sel saraf muda sebagai hasil proliferasi dari sel 

neuroepithe/ium dan cortical plate. Lapisan tersebut merupakan lapisan tipis sel-sel 

saraf korteks muda di bawah membran pial. Pada bagian tersebut tampak terjadi 

pertumbuhan choroid plexus di dalam ventrikel lateral. 

2.4.3 . Proses migrasi dan penempatan set saraf 

MIL/I( 
PERPVsy 

tTN1v1:Rs1y As A KAAN 
S V AIRLANGQ 

ftABAyA ~ 

Pada perkembangan otak hewan mamalia terjadi migrasi sel dan penempatan 

yang benar dari sekitar 100 milyar set saraf, yang masing-masing membuat ribuan 

hubungan satu dengan yang lain (Curran et al. , 1998). Dalam proses pembentukan dan 

perkembangan otak, diperlukan rangkaian interaksi sel-sel yang sering melibatkan 

migrasi dan reorganisasi sel pada waktu dan tempat yang tepat. Jenis sel tertentu 

bermigrasi dari satu sisi tempat asal ke tempat tujuan akhir dengan jarak yang relatif 

jauh. Proses ini sering melibatkan beberapa jenis cell adhesion molecule (CAM), 

seperti neurofilamen, neural cell adhesion molecule (NCAM), fibronectin, tenascin 

dan reelin. (Darmanto et al. , 2000). 

Gangguan migrasi sel dan atau penempatan telah diketahui berkaitan dengan 

kerusakan atau tidak normalnya sistem saraf, contohnya terjadi displasia korteks 

cerebral yang sering menimbulkan epilepsi bawaan dan ketidaknormalan susunan sel 

saraf korteks yang menimbulkan schizophrenia (Mischel et al., 1995; Ross et al. , 

1996). Arah migrasi neuron yang abnormal menyebabkan ma/positioning sel saraf 

korteks dan menampakkan kelainan bempa menurunnya fungsi kognitif dan retardasi 

mental (Darmanto et al., 1999). 
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2.4.4. Proses perkembangan cerebellum 

Cerebellum merupakan bagian otak yang berperan sebagai pengatur 

keseimbangan pada tubuh, keterampilan gerak dan tingkah laku. Perkembangan 

cerebellum mencit dimulai sekitar umur kebuntingan 13 hari (Rugh, 1968). 

Perkembangan terbesar cerebellum terjadi saat minggu pertama setelah kelahiran. Hal 

ini sesuai dengan fungsi cerebellum sebagai bagian dari susunan saraf pusat seperti 

yang telah disebutkan diatas. 

Perkembangan dan pertumbuhan cerebellum diawali dengan munculnya calon 

sel granulosa dan selanjutnya bermitosis untuk memperbanyak diri. Calon sel 

granulosa berproliferasi dari lapisan terluar korteks cerebellum untuk membentuk 

external granular layer (EGL) (Hatten et al., 1993, Darmanto et al., 2000). 

Migrasi sel granulosa dipandu oleh glial fiber dari sel Bergmann melintasi 

calon molecular layer (Rakic ei al., 1981 ). Ada dua jenis sel glial di dalam 

cerebellum, yang pertama yaitu radial glial, mempakan bentukan fiber memanjang 

dari bagian ventricular zone menuju daerah pial surface (lapisan terluar cerebellum) 

(Shiga, 1983). Radial glial ini diduga dibentuk oleh sel astroglia muda, yang bergerak 

dari daerah ventrikuler menuju daerah korteks, sehingga radial glial atau disebut juga 

radial fiber memanjang sepanjang perjalanan astroglia (Ono et al., 1989). Pada hewan 

dewasa sel astroglia ini berkembang menjadi sel astrosit yang terletak di daerah white 

matter. Jenis fiber yang kedua adalah Bergmann fiber atau glial fiber, memanjang 

hanya di daerah korteks cerebellum atau tepatnya di daerah external granular layer 

yang dalam perkembangannya menjadi daerah molecular layer. Fiber sel Bergmann 

berasal dari proses diferensiasi dari radial glial fiber yangjuga merupakan sel astrosit 

yang terletak di bagian intermediate zone, dan bermigrasi berlawanan arah dari sel 
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granulosa, selanjutnya menempati posisi tepat dibawah lapisan sci Purkinje (Choi et 

al., 1980). 

Glial fiber berperan penting dalam proses migrasi sel granulosa muda dari 

external granular layer menuju bagian internal granular layer (IGL). Gangguan 

struktur glial fiber dan radial fiber pada masa kritis embrio tikus telah dilaporkan 

menyebabkan stratifikasi sel saraf di bagian korteks cerebral tidak beraturan, meliputi 

susunan sel Purkinje, set Bergmann dan set granutosa (Dannanto el al., 1998; 

Dannanto el al., 2000). 

Dalam proses pertumbuhan dan perkembangan cerebellum, sel Purkinje lahir 

dari bagian neuroepilhelium dari rhombic lip (calon cerebellum). Set Purkinje muda 

bennigrasi dari ventricular zone menuju ke bagian korteks dan dipandu oleh radial 

g/ial fiber (Goffinet et al., 1984). Berbagai protein ekstraseluler seperti CAM (Cell 

Adhesion Molecule) terlibat dalarn migrasi set Purkinje, terutarna dalarn contact 

guidance antara sel Purkinje dengan g/ial fiber (Crossin et al., 1990). Pada awal 

rninggu pertarna setelah lahir, sel Purkinje yang berada di daerah korteks cerebellar 

tersusun beberapa lapis sel. Sekitar satu minggu pertama kelahiran, sel Purkinje 

membentuk satu lapis sel (Altman et al., 1978). Sel muda astroglia bennigrasi dari 

ventricular zone menuju ke daerah korteks tempat sel Purkinje membentuk satu lapis 

sel. Sel astroglia ini mempunyai radial fiber dan selanjutnya disebut sebagai radial 

g/ial (Choi et al., 1980). Set astroglia dewasa umurnnya berada tepat dibawah lapisan 

sel Purkinje, sehingga sel ini dianggap sebagai sel muda dari sel Bergmann. Jenis 

CAM seperti tenascin, neural cell adhesion molecule (NCAM),fibronectin dan ree/in 

diketahui berperan penting dalarn proses migrasi, penernpatan sel saraf dan 

perkembangan otak (Darmanto et al., 1999). 
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2.5. Apoptosis 

Apoptosis itu sendiri merupakan proses biologi yang diikuti adanya proses 

perubahan sci, berupa rangkaian perubahan secara morfologi yaitu: kondensasi 

kromatin, membran bergelembung, rragmentasi sel menjadi potongan-potongan kecil 

atau badan apoptotik. Tidak seperti nekrosis, apoptosis diinduksi oleh perkembangan 

dan rangsangan lingkungan yang dikendalikan oleh sejumlah besar gen famili bcl-2, 

famili caspase (ICE yang berhubungan dengan enzim protease), beberapa 

protooncogen dan kelompok gen penekan tumor (Yang and Korsmeyer 1996). Pada 

proses perkembangan kanker, diasumsikan bahwa penghambatan terhadap apoptosis 

diduga sebagai titik awal tidak adanya kematian sel yang akan mermunculkan sifat 

tumorogenik (Schultehermann et al., 1996; Goldsworthy et al., 1996). Mekanisme 

yang pasti mengenai apoptosis masih bervariasi antara peneliti satu dengan yang 

lainya. Beberapa laporan menunjukkan bahwa apoptosis diikuti adanya gangguan 

rangkaian biokimia seperti : ( l) gangguan pada asimetris fosfolipid dari membran 

sitoplasma, sehingga menyebabkan fosfatidilserin terdedah ke lapisan luar membran; 

(2) gangguan pada membran mikondria sehingga melepaskan komponen membran 

intermitokondria seperti sitokrom C dan apoptosis inducing factor (AIF); (3) aktivasi 

berjenjang dari endonuklease, akan menyebabkan kerusakan DNA nukleosomal dan 

pembelahan protein esensial seperti P ARP, lamin, actin dan fodrin, yang mana protein 

ini sering disebut sebagai substrat kematian (Kluck et al., 1997; Kroemer et al., 1997). 

Seperti yang ditunjukkan Wyllie 1980, apoptosis ditandai dengan adanya pemutusan 

rantai ganda DNA inti, dan degradasi dari struktur rangkaian DNA yang merupakan 

tanda akhir dari proses apoptosis (Duval dan Wyllie 1986). Hal ini ada kemungkinan 

bahwa bahan-bahan karsinogen disekitar sel mungkin mempengaruhi masing-masing 

proses tersebut dan merubah suatu respon apoptosis. 
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TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1. Tujuan Kusus Penelitian 

I. Untuk mengetahui kemampuan PSK dalam mengurangi sifat embriotoksisitas 

2-ME 

2. Untuk mengetahui kemampuan PSK menghambat munculnya kelainan 

eksternal khususnya kelainan otak, kelainan anggota dan palatosis akibat 

induksi 2-ME pada UK 7, 9 dan 15 hari. 

3. Untuk mengetahui kemampuan PSK dalam menghambat kematian set akibat 

induksi 2-ME . 

4. Untuk menmgetahui kemampuan PSK dalam menaikan kadar senyawa 

antioksidan dalam darah induk mencit setelah pemberian 2-ME 

3.2. Tujuan Umum Penelitian 

Mengingat makin meningkatnya insiden cacat lahir berupa kelainan 

anggota, rangka dan sistem syaraf pusat seperti autisme, shizophrenia dan mental 

retardation, khusunya di Indonesia, dan masih Sedikitnya peran sertanya lembaga 

penelitian dalam mencegah munculnya kelainan bawaan seperti kelainan sistem 

syaraf pusat, maka penelitian ditujukan untuk mencari model mekanisme 

pencegahan kerusakan set embrional munculnya beberapa kelainan bawaan akibat 

bahan pencemar dengan menggunakan bahan alam hayati berupa ekstrak jamur 

Corio/us versicolor dari kelas Basidiomycetes. Dari phenomena penggunaaan PSK 

sebagai bahan yang mempu mencegah munculnya efek teratogenik 2-ME pada 

perkembangan anggota, rangka dan otak, diharapkan daJjdt tnenjadi model s~tµ 
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mekanisme pencegahan munculnya cacat lahir atau kelainan perkembangan sistem 

syaraf pusat. 

3.3. Manfaat Penelitian 

Pentingnya penelitian ini menyangkup beberapa aspek, tidak hanya aspek 

hasil penelitian, kemajuan ilmu dan teknologi, tetapi juga salah satu usaha untuk 

meningkatkan proses belajar mengajar, baik untuk staf pegajar juga mahasiswa. 

Pelaksanaan penelitian dirancang bekerja sama dengan mahasiswa program skripsi, 

sehingga diharapkan mampu membantu kelancaran studi mahasiswa melalui; 

pemendekan masa studi, biaya skripsi dikurangi dan pemanfaatan laboratorium 

semaksimal mungkin. 

Ditinjau dari segi keilmuan, berikut di bawah ini merupakan ura1an 

keutamaan dari rencana penelitian ini. Hasil penelitian ditargetkan mampu 

meyelesaikan masalah yang timbul akibat dapak pecemaran linglnmgan khususnya 

limbah plastik terhadap munculnya kelainan bawaan, baik kelainan ekstemal pada 

anggota maupun kelainan internal berupa kelainan rangka, khususnya sebagai 

akibat kerusakan jaringan somite yang mampu menyebabkan kelainan vertebrae. 

Dari phenomena penggunaaan PSK sebagai bahan yang mempu mencegah 

munculnya efek teratogenik 2-ME pada perkembangan anggota, rangka dan otak, 

diharapkan uasaha terhadap pencegahan munculnya kelainan perkembangan janin 

dapat berhasil dengan baik. 
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

18 

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Mei tahun 2003 sampai bulan 

September 2003 di Laboratorium Biologi Reproduksi Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Airlangga Surabaya. 

4.2. Materi Penelitian 

4.2.1 Hewan coba 

Hewan yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus musculus) 

betina dara strain BALB/C yang berumur delapan minggu. Pemeliharaan hewan coba 

dilakukan di dalam kandang berupa bak plastik dengan tutup kawat kasa beralas 

sekam yang ditempatkan di rumah hewan Fakultas MIPA Universitas airlangga. 

Setiap pagi diberi makan berupa pelet Par L dan minum secara ad libitum. 

4.2.2. Bahan penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah ( 1) pakan men cit 

berupa pelet Par L, (2) air minwn, (3) larutan 2-methoxyethanol produksi dari W AKO 

Pure Chemical Industries, Ltd. Jepang, (4) aquadest steril (5) larutan fiksatif 

4.2.3. Alat penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah (1) kandang berupa bak 

plastik dengan tutup kawat kasa beralas sekam, (2) tempat pakan dan minwn, (3) 

timbangan, (4) syringe 1 cc, (5) alat bedah dan (6) mikroskop. 
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4.3. Prosedur Penelitian 

4.3.1 Persiapan 

19 

Mencit betina dara dan jantan yang diperoleh dari Pusat Veteriner Fanna 

(PUSVETMA) Surabaya diaklimatisasi selama dua ming!:-,'ll sebelum digunakan 

sebagai hewan coba. Setiap pagi diberi makan berupa pelet Par L dan diberi minum 

secara ad libitum. Mencit barn dikawinkan setelah berat badannya mencapai 20 gr 

atau lebih. 

4.3.2 Tahap mengawinkan 

Mencit yang telah mencapai berat badan minimal 20 g ditempatkan dalam satu 

kandang dengan mencit jantan, namun dipisahkan oleh sekat. Tujuan pemisahan ini 

adalah untuk menginduksi masa estrus betina. Setelah dilakukan pemisahan selama 

tiga hari, maka sekat dibuka untuk terjadinya proses perkawinan. Bila ditemukan 

sumbat vagina, maka pada hari tersebut ditetapkan sebagai umur kebuntingan nol hari. 

4.3.3 Cara Kerja 

Larutan 2 ME yang digunakan dalam penelitian ini meliputi dosis yaitu I 0 

mmol/kg bb, dengan volume penyuntikan 0,1 ml/10 g berat badan. Pemberian larutan 

2 ME dilakukan pada umur kebuntingan 7, 9, 15 , dan 17 hari. Pemberian senyawa 2-

ME dikelompokkan dalam kelompok perlakuan sebagai berikut : 

Mencit betina hamil dikelompokkan menjadi enam kelompok. 

Kelompok I: Mencit disuntik 2-ME secara intraperitoneal saat umur kehamilan ke 7 

hari (untuk memunculkan kelainan otak), 9 hari (untuk memunculkan 

kelainan anggota dan rangka) dan 15 hari (untuk memunculkan kelainan 

otak) pada pukul 10 AM dengan dosis 7,5 mmol/kg BB, dan 11 mmol/kg 
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BB, sesuai dengan pcneltian scbelumya mampu memunculkan kelainan 

anggota dan rangka (Dannanto 1998). Mencit dikorbankan pada umur 

kehamilan ke 18 (sehari sebelum lahir) dan diamati kondisi embrio, 

kematian, persentase kelainannya baik ekstemal maupun internal. 

Kelompok II: Mencit setelah diperlakukan seperti kelompok I, dibunuh pada selang 

waktu 12 jam dan 24 jam setelah penyuntikan 2-ME, untuk dibuat 

sayatan dan diamati jumlah kematian set pada jaringan embrional calon 

otak secara konvensional dengan hematoksilin eosin. 

Kelompok III: Mencit setelah diperlakukan seperti kelompok I, selang waktu satu jam 

berikutnya, mencit tersebut disuntik PSK secara gavage dengan dosis 

150 mg/kg bb. Selanjutnya mencit dikorbankan pada umur kehamilan 

18 untuk diamati persentase kelainan yang muncul, seperti pada 

kelompok I. 

Kelompok IV: Mencit diperlakukan seperti pada kelompok III, hanya dibunuh pada 

selang waktu 12 jam dan 24 jam setelah penyuntikan PSK, 

selanjutnya dibuat sayatan dan diamati jumlah kematian sel pada 

jaringan embrional calon otak secara konvensional dengan 

hematoksilin eosin seperti kelompok II. 

Kelompok V: Kelompok kontrol, mencit diperlakukan seperti kelompok I, hanya saja 

disuntik dengan larutan pelarut aquadest. 

Kelompok VI: Kelompok kontrol untuk kondisi jaringan embrional, mencit 

diperlakukan seperti kelompok V, tetapi embrio di ambil pada selang 

waktu I 2 jam dan 24 jam, selanjutnya diamati seperti kelompok IV. 
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Kelompok VII: Kelompok mencit disuntik 2-ME dan salu jam berikutnya disuntik 

PSK, sepcrti kelompok Ill, selanjutnya 12 jam setelah penyuntikan 

PSK diukur kadar anti oksidan dalam darah mencit dengan metode 

immunoflourescence. 

4.4 Pengukuran Kadar Antioksidan 

4.4.1. Analisis kemampuan PSK (krestin) sebagai antioksidan secara in vitro 

Menentukan IC5o aktivitas anti radikal bebas Scavenger dengan membuat 

larutan senyawa PSK (krestin) mumi dalam berbagai konsentrasi yaitu 62,5 ppm, 125 

ppm, 250 ppm, 1000 ppm, I 0000 ppm yang kemudian ditambahkan pereaksi DPPH 

0,004% dalam pelarut methanol (Jojeux, 1995, dalam Mahmiah, 2003). 

Larutan DPPH sebanyak 3,9 ml ditambahkan methanol 0,1 ml dicatat 

absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Beckman pada panjang gelombang 497 

nm, 517 nm dan 537 nm (sebagai larutan standar). PSK (krestin) dengan berbagai 

konsentrasi juga ditentukan absorbansinya. 

Observasi aktivitas anti radikal bebas senyawa terhadap pereaksi DPPH dapat 

dihitung absorbansinya sebagai berikut: 

Absorbansi hitung A.511run = Am run -Am+ Am 

2 

Perhitungan kapasitas anti radikal bebas sebagai prosen peredaman absorban 

menggunakan rumus sebagai berikut: 

% peredaman DPPH = 1 - cbsorban hitung bahan uji ] I 00% 

Absorban hitung DPPH (standar) 

Analisis data daya hambat IC50 (inhibitor concentration 50%) ditentukan 

berdasarkan analisis regresi linier % peredaman DPPH terhadap konsentrasi senyawa. 
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Jika IC50 <l000 ppm maka senyawa tersebut mempunyai aktivitas sebagai anti radikal 

bebas (Cos, 1998, dalam Mahmiah, 2003 ). 
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5. l. Hasil Pengamatan 

5.1.1. Kelainan perkembangan embrio mencit prenatal akibat induksi 2-M E 

Tabel 5.1 menunjukkan adanya efek 2-ME dapat mempengaruhi kemampuan 

reproduksi, meliputi persentase fetus hidup, persentase kematian intra uterus, berat 

badan fetus dan beberapa kelainan seperti kelainan ekstemal (kelainan otak berupa 

eksensefali) khususnya pada perlakuan 2-ME pada umur kehamilan 7 hari .. Dari data 

tersebut diketahui bahwa 2-ME mampu menyebabkan penurunan persentase fetus 

hidup, peningkatan kematian intra uterus, penurunan berat fetus dan peningkatan 

munculnya kelainan ekstemal. 

Pemberian senyawa polysaccharide krestine tidak menunjukan adanya 

peghambatan terhadap efek 2-ME pada penurunan kemampuan reproduksi induk 

mencit pada kelompok UK 7 haari . 

Tabel 5. I. Kemampuan reproduksi induk mencit setelah diberi PSK dengan dosis 150 
mg/kg berat badan yang sebelumnya diinjeksi 2-ME dengan dosis 7,5 
mmol/kg berat badan pada umur kebuntingan 7 hari yang diamati pada 
umur kebuntingan 18 hari 

Perla- Dosis L Implan- % % Berat badan % 
kuan 2-ME Induk tasi fetus kematian fetus (gram) kelainan 
(hari) (mmol/ (x) hidup intrauterus (x ± SEM) ekster-

kgbb) (x) (x) nal *) 
Kontrol 0 10 9,3 97,6 2,9 1,22 ± 0,05 1 

2-ME 7.5 9 8,2 79,4 20,5 0,91± 0,05 30,3 

UK7 7,5 10 7, 1 67,6 32.4 0,93 45,8 
2ME+ 
PSK 
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*) Kelainan ekstemal yang muncul berupa : Eksensefali, hematoma, kinky, ekor 
rudimenter, simpodia, genital tubercle agenesis, imperforata anus, mata membuka. 

Kontrol : Induk mencit hanya diberi akuabides steril. 
Perlakuan 2-ME: induk mencit diberi 2-ME dosis 7,5 mmol/kg bb 
Perlakuan 2-ME + PSK : induk mencit diberi 2-ME dosis 7,5 mmol/kg bb dan PSK 

dosis 150 mg/kg bb 

Tabel 5.2. Kemampuan reproduksi induk mencit setelah diberi PSK dengan dosis 150 
mg/kg berat badan yang sebelumnya diinjeksi 2-ME dengan dosis 7,5 
mmol/kg berat badan pada umur kebuntingan 9 hari yang diamati pada 
umur kebuntingan 18 hari 

Perla- Dosis I lmplan- % % Berat badan . % 
kuan 2-ME Induk tasi fetus kematian fetus (gram) , kelainan 
(hari) (mmol/ (x) hidup intrauterus (x ± SEM) ekster-

kg bb) (x) (x) nal #) 
Kontrol 0 10 9,3 97,6 2,9 1,22 ± 0,05 1 

' 
2-ME 11 7 8,6 42,1 58,5 9,03 ± 1,2 

I 
83,8 

l 
I 

2-ME+ 11 9 8,25 40,2 58,7 0,89 ± 0,7 I 59,4* 
i 
I 

PSK 
I 

* berbeda secara signifikan dibandingkan dengan kontrol pada a 0,05 
#) Kelainan ekstemal yang muncul berupa : Eksensefali, hematoma, kinky, simpodia, 

mata membuka. 

Tabet 5.2 Menunjukkan adanya efek 2-ME pada UK 9 hari, dapat 

mempengaruhi kemampuan reproduksi, meliputi persentase fetus hidup, persentase 

kematian intra uterus, berat badan fetus dan beberapa kelainan seperti kelainan 

ekstemal (khususnya kelainan anggota dan ekor). Dari data tersebut diketahui bahwa 

2-ME mampu menyebabkan penurunan persentase fetus hidup, peningkatan kematian 

intra uterus, penurunan berat fetus dan peningkatan munculnya kelainan ekstemal. 

Pemberian senyawa polysaccharide krestine pada UK 9 hari mampu 

menunjukan adanya hambatan terhadap efek 2-ME berupa penurunan persentase 

kelainan ekstemal yang muncul, khusunya kelainan anggota dan ekor. 
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Tabel 5.3. Menunjukkan adanya efek 2-ME pada UK 15 hari, dapat 

mempengaruhi kemampuan reproduksi, meliputi persentase fetus hidup, persentase 

kematian intra uterus dan beberapa kelainan seperti kelainan eksternal (khususnya 

kelainan ceilosisis dan palatosisis). Dari data tersebut diketahui bahwa 2-ME mampu 

menyebabkan penurunan persentase fetus hidup, peningkatan kematian intra uterus 

dan peningkatan munculnya kelainan eksternal. 

Pemberian senyawa polysaccharide krestine pada UK 9 hari mampu 

menunjukan adanya hambatan terhadap efek 2-ME berupa penurunan persentase fetus 

hidup dan peningkatan kematian intrauterus. 

Tabel 5.3. Kemampuan reproduksi induk mencit setelah diberi PSK dengan dosis 150 
mg/kg berat badan yang sebelumnya diinjeksi 2-ME dengan dosis I I 
mmol/kg berat badan pada umur kebuntingan 15 hari yang diamati pada 
umur kebuntingan 18 hari 

Perla- Dosis L Imp Ian- % % Berat badan % 
kuan 2-ME Induk tasi fetus kematian fetus (gram) kelainan 
(hari) (mmol/ (x) hidup intrauterus (x ± SEM) ekster-

kg bb) (x) (x) nal #) 
Kontrol 0 10 9,3 97,6 2,9 1,22 ± 0,05 i 1 

I 
2-ME 11 9 8,7 70,6 29,3 1,0±0,l 

I 
20,6 

2-ME+ 11 6 8,6 95,6* 2,2* 1,03 ± 0,3 18,75 

PSK 

#) Kelainan ekstemal yang muncul berupa : Hematoma, kinky, ekor rudnnenter, mata 
membuka, Palatosisis, Ceilosisis. 

Pada tabel 5.4 persentase kelainan ekstemal yang spesifik sesuai dengan UK 

pemberian 2-ME. Pada Uk 7 nampak 30,3 % kelainan ekstemal yang muncul, sekitar 

12, 9 % adalah kelainan exencephaly atau otak terdedah. 
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Tabel 5.4. Persentase kelainan ekstemal dan exencephaly yang muncul akibat induksi 
2-ME pada umur kehamilan ke 7 dan diamati pada umur kebuntingan 18 
hari. 

Jumlah ' Dosis 
Perla- Jumlah i 

fetus ' 2-ME % Kelainan 
kuan induk 

I % Exence-
' (mmol/ 

(hari) mencit 
yang ckstcmal * phaly 
diamati i kg bb) 

Kontrol 10 110 I 0 I 0 i 

' ; 
f--

! 

I 

2-ME 9 47 ! 7,5 30,3 12,9 
I 

2-ME + 10 50 7,5 45,8 18,5 
PSK ! 

I 

*) Kelainan ekstemal yang muncul berupa : Eksensefali, hematoma, kinky, ekor 
rudimenter, simpodia, genital tubercle agenesis, imperforata anus, mata membuka, 

Sedangkan pada UK ke 9 (tabel 5.5) hampir seluruh kelainan ekstemal yang 

muncul tampak didominasi oleh kelainan anggota dan ekor. Dari 83,8 % kelainan 

ekstemal yang muncul, sekitar 53,85 % nya berupa kelainan anggota dan ekor. Berdasarkan 

data pada table 5.5 dapat diketahui bahwa, kejadian kelainan ekstemal tertinggi terjadi 

pada kelompok perlakuan UK 9 yaitu mencapai 83,8 persen dari fetus hidup sebanyak 

23 fetus. Hal ini sesuai dengan masa perkembangan organogenesis, karena pada UK 9 

merupakan masa terbentuknya kuncup anggota. 

Tabet 5.6. 2-ME yang diberikan pada umur kehamilan 15 hari menginduksi 

kelainan langit-langit berceah (palatosisis) dan bibir bercelah (ceilosisis). Tampak dari 

20,6 % kelainan yang terjadi 10,3 persennya adalah palatosisis dan ceilosisis. 

Pemberian senyawa polysaccharide krestine pada UK 15 hari, mampu menurunkan 

persentase insiden palatosisis yang muncul akibat 2-ME. 
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Tabel 5.5. Persentase kelainan ekstemal dan kelainan anggota maupun ckor yang 
muncul akibat induksi 2-ME pada umur kehamilan ke 9 dan diamati pada 
umur kebuntingan 18 hari. 

Perla- Jumlah Jumlah fetus Dosis 

kuan induk yang 2-ME % Kelainan 
% Anggota diamati (mmol/ ekstemal (hari) mencit 

kg bb) 
Kontrol 10 110 0 1 0 

2-ME 9 23 11 83,8 53,85 

2-ME+ 
9 32 11 59,4 53,1 

PSK 

Tabel 5.6. Persentase kelainan eksternal dan kelainan palatosisis yang muncul akibat 
induksi 2-ME pada umur kehamilan ke 15 dan diamati pada umur 
kebuntingan 18 hari. 

Perla- Jumlah 
Jumlah fetus Dosis 

% Palatosisis 
kuan induk 

yang 2-ME %Kelainan 
dan 

(hari) mencit 
diamati (mmol/ ekstemal 

ceilosisis. 
kg bb) 

Kontrol 10 110 0 1 0 

2-ME 9 61 11 20,6 10,3 

2-ME+ 6 30 11 18,75 0 
PSK 

-· 

Pengamatan histologis yang dilakukan untuk mengamati adanya penipisan 

kortek cerebmm, yang mempakan indikasi adanya gejala mikrosefali, menunjukan 

angka yang cukup tinggi yaitu sebesar 25 % pada kelompok perlakuan UK 7 hari. 

Selain itu juga ditemukan kelainan bempa pelebaran rongga ventrikel yang 

mempakan indikator gejala hidrosefalus. Persentase kejadian kelainan pelebaran 

rongga ventrikel tertinggi pada kelompok perlakuan UK 7 sebesar 35%. Pengamatan 

pada anak mencit postnatal yang dilakukan pada umur 10 hari, menunjukkan adanya 

kelainan pada cerebnun dan cerebellum yang cukup tinggi yaitu masing 66 % baik 
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pada kelompok perlakuan UK 15 hari (data tidak ditunjukan). Kelainan cerebrum 

maupun cerebellum sebesar 66 %, terlihat yang diamati pada masa postnatal terlihat 

muncul pada perlakuan UK 15 hari. 

Tabel 5.7. Persentase lnsiden kelainan dinding cereberum (Cerebral kortek) dan 
cerebellum yang muncul akibat induksi 2-ME pada beberapa umur 
kehamilan dan diamati pada umur kebuntingan 18 hari. 

% lnsiden Kelainan Otak 
% Kelainan 

Perla- Jumlah 
Jumlah Dosis (jumlah fetus yang 

cerebrum/ 
kuan induk 

fetus 2-ME diamati) 
Cerebellum 

(hari) mencit 
yang (mmol/ Penipisan 

Pelebaran Pada post-diamati kgbb) kortek 
cerebrum 

ventrikel natal (Fetus) 

Kontrol 13 110 0 0 0 0 

UK7 11 47 7,5 25(6) 35 (6) -

UK9 5 18 10 - - -

UK 15 7 51 10 - - 66(12) 

Berdasarkan data pada tabel 5.1, 5.2 dan 5.3 tersebut persentasi kejadian 

kelainan yang muncul cukup tinggi, sehingga peneliti ingin mencari mekanisme 

munculnya kelainan tersebut dengan metode "follow up study" perkembangan embrio 

segera setelah setelah pemberian 2-ME, yaitu mulai 12 jam, 24 jam dan 48 jam 

setelah pemberian 2-ME, yang merupakan efek akut dari 2-ME berupa kematian set/ 

apoptosis. Data efek akut 2-ME pada embrio dapat dilihat pada tabel 5.8 

Tabet 5.8 menunjukkan adanya efek akut akibat 2-ME berupa kematian set 

pada jaringan embrio, khususnya pada jaringan calon otak. Kematian sel tersebut atau 

kemungkinan berupa apotosis terjadi pada saat 12 dan 24 jam setelah pemberian 2-

ME. 
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Tabel 5.8. Kemampuan penghambatan PSK dalam menghambat kematian sci pada 
jaringan otak akibat induksi 2ME dosis I I mol/kg BB pada umur 
kehamilan 9 hari. 

Perlakuan Waktu i Jumlah induk Rata-rata Jumlah 
Pengamatan i mencit/ fetus 
(Setelah ijeksi) i yang diamati Sel mati/sel Persen 

i yang diamati 
Kontrol 12jam 

I 
5/45 1,5 / 536,2 0.25±0.28 a ! 

2-ME 12.iam I 5/47 42,7 / 544,0 7,85 * b 
2-ME 24jam i 5/50 86.5 I 684.4 12.76 ± J.4 * C 

2-ME + PSK 21 jam __ i 3/20 14.65 I 590.5 2.51 ±0.7 * d 
----- ---- -- -- ----- ·--- ---- - - ... . - - -- - - -- ------ - - -· 

* berbeda secara signifikan dibandingkan dengan kontrol pada a 0,05 
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Kematian sel terindentifikasi pada selang waktu 12 dan 24 jam setelah pemberian 

2-ME. Kematian sel tersebut terlihat tinggi pada selang waktu 24 jam setelah 

penyuntikan 2-ME. Pemberian senyawa polysaccharide krestine pada UK 9 hari 

mampu menghambatan kematian sel secara signifikan pada selang waktu 24 jam 

setelah injeksi 2-ME yaitu terjadi penurunan sekitar 5 kalinya (12.76 % dibanding 

2,51 %). 

Tabet 5.9 menunjukkan efek akut 2-ME berupa kematian sel juga terlihat 

pada jaringan calon otak cerebellum, khususnya dibagian external granular layer dari 

cerebellar cortex. Kematian sel tersebut teramati pada selang waktu 12 jam dan 24 

jam setelah injeksi 2-ME. Kematian sel terl1hat Iebih tinggi pada selang pengamatan 

24jam. 

Pengamatan efek akut terhadap 2-ME juga ditunjukkan pada saat 2-ME 

diijeksikan sehari menjelang kelahiran yaitu UK 18, dimana pada UK 18 adalah masa 

pertumbuhan cerebellum yang paling pesat diharapkan sangat sensitive terhadap 

bahan toksik. Hasil pengamatan menunjukkan 2-ME mampu menginduksi kematian 
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sel pada selang waktu pengamatan 12 jam sctelah injeksi sebesar 4 % dan pada selang 

waktu 24 jam sebesar 11,5 %. 

Tabel 5.9 Rata-Rata Persentase Kematian Sel Calon Cerebellar Corlex (cerebellum) 
Fetus Mencit (Mus muscu/us) yang diinduksi 2-ME dosis 15 mmol/kg BB, 
pada UK 15 hari diamati pada selang waktu 12 dan 24 jam setelah injeksi 2-
ME. 

Perlakuan Pengamatan J umlah induk / Rata-rata 

Setelah 2-ME jumlah fetus Set Mati % 

Kl Kontrol Ukl 5+12 jam 5141 11,1 /819 0,005 

Pl 2-ME Ukl 5+12 jam 5 I 42 64,2/665,9 0,03* 

K2 kontrol Uk15+24 jam 5/41 11,1 /819 0,005 
-------- ·------- ~ -·-----

P2 2-ME Uk15+24 jam 5/39 81,8/893,2 0,013* 

Tabel 5.10. Rata-Rata Persentase Kematian Sel Calon Cerebellar Corlex ( cerebellum) 
Fetus Mencit (Mus musculus) yang diinduksi 2-ME dosis 18 mmol/kg 
BB, pada UK 18 hari daiamati pada selang waktu 12 dan 24 jam setelah 
injeksi 2-ME. 

-
perlakuan Pengamatan Jumlah Rata-rata 

Setelah Injeksi 2- Induk/ umlah Sel Persen 
ME fetus Mari/Total 

sel 
Kl Kontrol Ukl8+12jam 35 0,55 /176,3 0,29 

Pl 2-ME Uk18+12jam 31 6,4 I 155,9 4,00* 

K2 kontrol Ukl8+24 jam 36 0,9 I 181,6 0,48 

P2 2-ME Uk18+24 jam 34 9,5 I 74,7 11,5* 
--

Dari hasil pengamatan keseluruhan terhadap efek akut 2-ME terhadap 

kematian sel baik pada Uk 9, UK 15 maupun UK 18, semua menunjukkan persentase 
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kematian sel yang tinggi pada selang waktu 24 jam setelah injeksi 2-ME, dari pada 

selang 12 jam setelah injeksi. 

Pertanyaan yang muncul adalah apakah efek akut dari 2-ME, hanya 

men!,11nduksi kematian sel atau menginduksi adanya kerusakan atau penghambatan 

sintesis protein tertentu yang dapat menghambat perkembangan normal embrio, 

khususnya perkembangan otak. Sehingga pengamatan berikutnya adalah untuk 

mengetahui ekspresi protein tertentu yaitu yang mempakan protein yang berperan 

dalam perkembangan inervasi pada embrio. Pada penelitian ini kami juga telah 

mencoba pengamatan terhadap ekspresi neurofilamen yang terdapat pada embrio UK 

I 2 hari yang telah diperlakukan dengan 2-ME pada umur 9 hari. 

T elah dibuktikan bahwa kegagalan ekspresi neurofilamen mengakibatkan 

kegagalan perkembangan embrio, yang diduga sebagai akibat gangguan migrasi sel 

neuron saat perkembangan embrio. 

Pengamatan histologi secara konvensional dengan pewarnaan hematoksilin 

eosm pada kelainan eksensefali, menunjukkan bahwa kedua ventrikel lateral 

( ventrikel l dan II) masih terbentuk, walaupun cranium tidak terbentuk, namun 

ventrikel ke III membuka mengahadap keluar, seperti terlihat pada gambar 5 .1. 

Dengan adanya kematian sel atau apoptosis, berarti diharapkan akan 

terdeteksi adanya proses kerusakan jaringan embrio dan proses pemulihannya. 

Ketidak sempurnaan proses pemulihan kerusakan jaringan ini akan memunculkan 

suatu kelainan, atau menyebabkan penurunan ekspresi protein tertentu yang juga akan 

menyebabkan munculnya kelainan, baik kelainan eksternal maupun internal dalam hal 

ini kelainan otak atau rangka. 
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Pengamatan secara in vitro terhadap kadar antioksidant dalam senyawa 

polysaccharide krestine dalam meredam senyawa DPPH sebagai senyawa radikal 

bebas dapat dilihat pada gambar berikut dibawah (Gambar. 5.1 ). 

Ekstrak jamur Carlo/us versicolour yang rnengandung Polysachharide 

krestine mempunyai kandungan antioksidant yang sangat rendah bila dibandingkan 

dengan antioksidant standart DPPH (gambar 5.1 ). 

Grafik % peredaman DPPH oleh senyawa Polisaccharide 
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16.86 17.88 
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18.08 19.1 21 

% peredaman 

1000 

y = 225x-287.5 

R2 = 0.871 

--Series1 
--Series2 
-Linear (Series1) 

Gambar 5.1. Kemampuan (kadar) antioksidan larutan PSK terhadap peredaman 

terhadap radikal bebas DPPH secara in vitro yang diamati dengan 

metode flourencense dengan pemabanding larutan standart DPPH. 
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Tabel 5.11: Persen peredaman DPPH secara in vivo oleh PSK dalam darah mencit 
kontrol dan darah mencit yang sebelumnya diinjeksi 2-ME. 

Konsentrasi 
Darah (ppm) 

10.000 

5.000 

2.500 

1.250 

625 

312.5 

Rata-rata 

Kontrol 

Rerata % Percdaman PSK Terhadap Radikal Bebas DPPH 

Kontrol 2-ME (11 2-ME ( 11 mmol/kg 
mmol/k:g B) BB) dan PSK (150 

mg/kg BB) 
7,505 9,69 36,97 

2,89 13, 17 36,53 

2,52 8,23 35,42 

2,17 8,76 36,58 

4,66 12,04 51,38 

3,33 10,67 46,3 

3,85 10,67* 40,53* 

I B % Pereda man I 

2-ME 

••. r 45 
' 

... 40 
,--,--,--~~1-35 
_____ ..._30 

2-ME+ PSK 

• 25 
20 
15 
10 
5 
0 

Gambar 5.2: Persen peredaman PSK dibandingkan dengan 2-ME terhadap radiakal 

bebas DPPH secara in vivo pada darah mencit. 

Pengamatan secara in vivo terhadap kadar antioksidan PSK yang diukur 

melalui kemampuan peredaman PSK terhadap DPPH (radikal bebas) dalam tubuh 

mencit, dibandingkan dengan antara mencit kontrol dengan mencit yang diinjeksi 2-
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ME sebelumnya dapat dilihat pada tabel 5.11. Pemberian PSK secara gavage mampu 

meningkatkan kadar antioksidant dalam darah induk mencit yang diukur melalui 

kemampuan peredaman terhadap oksidant DPPH, bila dibandingkan dengan kontrol 

dan induk mencit yang hanya diberi 2-ME. 

4.2. Pembahasan 

Pemberian 2-ME pada mencit umur kehamilan tertentu dapat menyebabkan 

kelainan ekstemal maupun internal. Pada penelitian ini terutama terlihat pada 

kelompok perlakuan UK 7 hari. Hal ini menunjukkan bahwa 2-ME dosis 7,5 mmol/kg 

bb bersifat teratogenik pada mencit. Sebelumnya 2-ME dan derivatnya seperti MAA 

juga telah diketahui bersifat teratogenik khususnya menyebabkan kelainan pada 

anggota, tulang vertebrae dan rusuk (Horton et al., 1985; Morrissey et al., 1989; 

Darmanto et al., 1994a; Darn1anto 1998; Feuston et al., 1990) dan bersifat 

embriotoksik baik pada masa organogenesis maupun pada embrio praimplantasi 

(Darmanto et al., 1994b, Darmanto et al., 1994c). 

Kelainan perkembangan otak berupa penipisan k011eks cerebrum dan atau 

pelebaran ventrikel lateral telah diamati pada. kelompok perlakuan baik pada 

kelompok UK 7, UK 9 dan UK 15 hari. Pengamatan pada kelainan perkembangan 

otak ini ditujukan untuk mengetahui efek 2-ME pada jenis kelainan mikrosefalus 

(otak mengecil) yang ditandai dengan penipisan dari korteks cerebrum dan kelainan 

hidrosefalus ditandai dengan pembesaran hidrosefalus. Selain tanda tersebut 

hidrosefalus juga ditandai dengan pelebaran ventrikel diikuti pembesaran kepala atau 

cerebrum akibat pengumpulan cairan otak yang abnormal di dalam ventrikel yang 

sering disebut dengan hidrofelus intemus. Bentuk kelainan hidrosefalus lainnya 

adalah penimbunan cairan otak diantara otak dan duramater (hidrosefalus ekstemus) 
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(Moore, 1974 ). Pada penelitian hidroscfalus yang ter:jadi adalah hidrosefalus intemus 

pada bagian cerebrum dan diensefalon. Penelitian sebelumnya dengan meng!:,runakan 

derivat 2-ME yaitu MAA yang diberikan pada mencit A/J juga telah diketahui 

menyebabkan kelainan hidrosefalus (Darmanto et al., 1994a), Kelainan hidrosefalus 

umumnya disebabkan oleh penyumbatan aquaeductus sylvii, sehingga akan 

menghalangi cairan otak dalam ventrikel lateral dan ventrikel Ill mengalir ke ventrikel 

ke IV atau subarachnoidea (Aolad et al., 2000a). Namun pada penelitian kami 

sebelumnya dengan menggunakan mencit Slc-lCR yang diradiasi dengan sinar X pada 

UK7 .5 hari, hidrosefalus yang terjadi lebih disebabkan oleh penurunan kemampuan 

sel untuk berproliferasi di bagian ependymal pada saat perkembangan otak dan akibat 

gangguan perkembangan choroid plexus pada ventrikel (Aolad et al., 2000a). Choroid 

plexus merupakan jaringan yang terdapat dalam ventrikel yang berperan dalam 

mengatur proses sekresi dan resorpsi cerebrospinal fluid (cariran otak) (Aolad et al., 

2000a). Mikrosefalus ( otak kecil) pada penilitian ini dideteksi dengan adanya 

penipisan korteks cerebrum, diduga disebabkan oleh adanya hambatan migrasi sel 

neuron di bagian cerebrum sehingga menyebabkan salah posisi sel neuron berupa 

"ectopic gray matter'', dan ditandai dengan ketidak normalan dari ''radial glial cell" 

yang berfungsi sebagai pemandu migrasi sel neuron. Mekanisme kelainan 

mikrosefalus ini pernah dilakukan penelitian pada mencit yang diradiasi sinar-X (Sun 

et al., 1996; Sun et al., 1997). 

Selain mikrosefalus dan hidrosefalus yang lain yang cukup menonjol adalah 

eksensefali. Kelainan eksensefali dicirikan dengan adanya otak yang terdedah, 

cranium tidak terbentuk, yang merupakan akibat dari tidak menupnya neural tube saat 

masa pembentukan neural tube. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa 2-ME 

mampu mernbuka kembali neural tube yang telah menutup. Sehingga ada dua 
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kemungkinan penyebab eksensefali akibat induksi 2-ME ini. Pertama 2-ME mampu 

menyebabkan neural tube rusak atau membuka kembali, hal ini dapat dinyakinkan 

karena masa pemberian 2-ME terjadi pada waktu neural tube telah menutup. 

Kerusakan pembuluh darah otak pada mencit yang diinduksi 2-ME, 

merupakan faktor yang mendukung adanya munculnya kegagalan perkembangan 

nonnal dari otak, melalui penghambatan suplai makanan atau oksigen ke jaringan 

calon otak. 

Harapan dari hasil penelitian ini selain mengetahui rnekanisme munculnya 

kelainan otak, juga rnembuktikan bahwa Polysaccharide krestine (PSK), marnpu 

rnencegah kerusakan jaringan otak akibat 2-ME, yaitu kita gunakan sebagai bahan 

antiteratogenik, melalui mekanisrne rnencegah aptosis. 

Pengarnatan terhadap kernampuan PSK marnpu mengurangi persentase 

kelainan yang muncul, berupa penurunan persentase kelainan ekstemal hanya terjadi 

pada UK 9 hari. Namun pada UK 15 terlihat PSK mampu rneningkatkan persentase 

fetus hidup dan penurunan persetase kematian intrauterus. 

Bagaimana PSK mengharnbat munculnya kelainan yang muncul, 

rnekanismenya dapat diterankan melalui kemampuan PSK dalarn menghambat 

kematian sel akibat induksi 2-ME. Terbukti PSK marnpu menghambat kematian sel 

pada semua kelompok umur perlakuan yaitu mulai UK 9, UK15 dan UK18. 

Penghambatan tersebut jelas terlihat pada selang waktu 24 jam setelah injeksi 2-ME. 

Kemampuan PSK rnengharnbat apoptosis, sebelumnya juga telah dibuktikan 

oleh Kagohashi et al., 2000. PSK marnpu menunda proses apoptosis akibat Radiasi 

sinar. Apakah kemampuan PSK menghambat menculnya kelainan seperti pada UK 9 

atau penurunan persentase kematian intra uterus melalui kandungan antioksidant ?. 

Pada tabel 5 11 dan gambar 5.2 dapat dilihat bahwa PSK mampu yang disuntikkan 
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dalam tubuh mencit mampu berperan sebagai antioksidant dalam darah sehingga 

mampu menetralkan radikal bebas yang dihasilkan oleh DPPH, bila dibanding dengan 

darah tanpa PSK. Kemampuan peredaman PS tersebut sangat berbeda secara 

signifikan bila tanpa PSK, sehingga dapat disimpulkan kemampuan PSK menurunkan 

efek toksik dan teratogenik dari 2-ME sebagai kerja antioksidant PSK yang mampu 

mengurangi sifat toksik dari 2-ME. 
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5. 1. Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

38 

1. PSK mampu menurunkan persentase kematian embrio intrauterus mencit 

khususnya pada perlakuan UK 13 hari. 

2. PSK mampu menurunkan insiden kelainan eksternal secara khususnya pada 

perlakuan UK 9 hari dan kelainan palatosisis pada perlakuan UK 15, namun 

tidak untuk kelainan otak dan anggota. 

3. PSK mampu menurunkan angka kematian sel pada jaringan calon otak 

khususnya pada perlakuan UK 9 hari. 

4. PSK mampu menaikkan kadar oksidant darah mencit yang diukur dengan 

kemampuan peredaman oksidant terhadap senyawa radikal bebas DPPH. 

5.2 Saran: 

1. Untuk memastikan peran PSK dalam menghambat kematian sel akibat induksi 

2-ME perlu diukur oksidant dalam jaringan embrio setelah pemberian 2-ME 

atau pemberian PSK. 

2. Perlunya diukur adanya perubahan sifat terhadap immunokompeten sel pada 

tubuh induk yang diberi 2-ME maupun 2-ME dan PSK. 
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Lampiran I: Tabel Kematian Set Neuron Akibat induksi 2-ME dan 2-ME diikuti 
PSK yang Diamati 24 jam Setelah Injeksi 

No 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 

Se! 
Mati 

56 
70 
71 
11 1 
104 
64 
195 
124 
82 
89 
110 
91 
70 
66 
93 
71 
59 
86 
71 
55 

Total 2-ME 
sel (% sel 
diamati mati) 

496 I I .29 
612 11.44 
585 12.14 
828 13.41 
702 14.81 
488 13. I 1 
1508 12.93 
1112 11.15 
652 12.58 
788 11.30 
784 14.03 
625 14.56 
585 11.97 
520 12.70 
792 11.74 
431 16.47 
494 11.94 
723 11.89 
511 13.89 
462 11.90 

Kontrol 
Se! Mati 
(%) 

0 
0.40 
0.41 
0 
0.30 
0.25 
0.23 
0.32 
0.48 
0 
0.13 
0.36 
0 
0.85 
0.98 
0 
0 
0 
0.23 
0 

Se! 
Mati 
2-ME 
+PSK 
10 
12 
31 
24 
29 
7 
18 
19 
22 
15 
12 
12 
8 
13 
14 
9 
11 
16 
7 
4 

Total (% sel , 
Se! mati) ! 
diamati ME+PSK i 

563 
333 
788 
768 
836 
446 
654 
751 
779 
592 
282 
780 
507 
699 
660 
414 
365 
627 
742 
224 

1.78 
3.60 
3.93 
3.12 
3.47 
l.57 
2.75 
2.53 
2.82 
2.53 
4.25 
2.54 
1.58 
1.87 
2.12 
2.17 
3.01 
2.55 
0.94 
1.75 

i 

Rata- 86.5 684.4 12.762 0.25±0.28 14.65 590.5± 2.51±0.79 
rata ±31.3 ±1.4 ±7.1 
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