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Abstract

This study aims to determine the number of Purkinje cells of mice cerebellum of pups after
induction of Ochratoxin A during organogenesis period. Thirty pregnant mice were divided
randomly into 5 groups of 6. Ochratoxin A was dissolved in sodium bicarbonate, and
']mim'stered orally on seventh to fifteenth days of gestation at dosage of 0.5, 1.0, 1.5 mg/kg bw.
The remaining animals were used as an untreated control, and placebo were given by Sodium
Bicarbonate. Dams were maintained until delivery. At 21 days of age, the offspring were
sacrificed and taken his brain. Brains of mice subsequently prepared by parafin method and
stained using Haematoxylin Fosin staining. Data Analysis using one way ANAVA and DMRT
for the significance. The results showed that Ochratoxin A given to pregnant mice during the
period of organogenesis canses impaired growth of Purkinje cells of mice treated with the more
marked decline in the number of Purkinje cells compared with contrel and placebo.
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Abstrak

Penelitian ini bertujuan mengetahui jumlah s.l-‘urkinje cerebellum anak mencit umur 21 hari
(pascasapih) setelah induksi Ochratoksin A selama periode organogenesis. Tiga puluh ekor
mencit bunting dibagi secara acak menjadi 5 kelompok perlakuan dengan masing-masing 6
ulangan. Ochratoksin A dilarutkan dalam Sodium Bicarbonat, diberikan secara oral pada saat
'a.hun tingan hari ke 7 sampai hari ke -14. Dosis perlakuan Ochratoksin A adalah 0.5 ; 1,0; 1,5
mg/kg bb dan scbagai kontrol tidak diberi perlakuan, serta kontrol placebo diberi perlakuan
pelarut Sodium Bicarbonat. Induk mencit dipelihara sampai melahirkan. Pada umur ke 21 hari
(pascasapih), anak mencit dikorbankan dan diambil bagian otaknya. Otak mencit selanjutnya
dipreparasi dengan metode par.“ln dan pewarnaan menggunakan pewarnaan Haematoksilin
Fosin. Data jumlah sel Purkinje dianalisis dengan Anava Satu Arah dan dilanjutkan dengan uji
DMRT untuk mengetahui beda nyata antar perlakuan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
Ochratoksin A yang diberikan pada mencit bunting selama periode organogenesis
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan jumlah sel Purkinje mencit perlakuan yang ditandai
dengan semakin menurunnya jumlah sel Purkinje dibandingkan dengan kontrol dan kontrol
placebo.

Kata kunci: Cerebellum, ochratoksin a, sel purkinje
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Pendahuluan toksis. Ochratoksin A (OA) merupakan derivat
dihydro-1socoumarm  yvang dukat peptida
Ochratoksin A merupakan mikotoksin dengan phenylalanine dan banyak ditemukan

utama dari kelompok ochratoksin vang bersifat pada gandum, minyak tumbuhan, kopi, anggur
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dan daging unggas (Miraglia dan Brera, 2002).
Struktur OA yang mirip dengan struktur asam
amino phenylalanine (Phe), menyebabkan OA
dapat menghambal enzim yang menggunakan
Phe seperti Phe-tRNA - synthetase. Hal 1m
menyebabkan terjadinya penghambatan sintesis
protein, disamping merangsang peroksidasi
lemak (Marti, 2006).

Ochratoksin A telah dilaporkan bersifat
toksin untuk beberapa jenis dan menyebabkan
nefropati, nekrosis limfoid. enteritis, dan
kerusakan hati. Dan  beberapa  penelitian
terdahulu OA  menimbulkan  berbagai
malformasi pada hewan tikus, hamster, dan
avam. Ochratoksin A tidak hanya toksis
terhadap ginjal. carcinogen, immunotoksik.
toksin hati. dan neurotoksis. tapi juga teratogen
{(Wangikar er al, 2004a). Baru-baru ini,
dilaporkan bahwa mikrosefali diinduksi pada
tikus yang mendapat perlakuan pralahir dengan
OA. Malformast mi, termasuk mikroselali,
diinduksi dengan frekuensi yang sama dengan
asupan oral OA. Ochratoksin A juga dikenal
untuk memimbulkan cacat tabung saraf (Newral
Tube Defects/NTDs) dalam  embrio  tikus
(Wangikar ef al, 2004b; Ohta et al, 2006,
Ueta et al, 2009). Sampal saat ini belum ada
laporan bahwa OA menginduksi NTDs pada
manusia, tetapi OA telah terdeteksi dalam
darah dan air susu ibu (Postupolski er al,
2006).

Pada manusia OA juga bisa bersifat
karsinogenik. Berat molekul OA yaitu 403,82
dalton menyebabkan toksin 1m  mampu
melewati barier plasenta dan masuk ke tubuh
embrio hewan (Marti, 2006). Ochratoksin A
dapat  berkontribusi  pada  parhogenesis
nenrodegenerative (misalnya Alzheimer dan
penyakit Parkinson’s) proses apoplosis sel-sel
neuron ferlibat didalammya (Sava ef al,, 2006:
Zhang et al., 2009).

Ochratoxin =~ A dilaporkan  bersifat
neurotoksik pada tikus jantan dewasa vang
diber1 pakan mengandung OA. Neurotoksisitas,
ditandai dengan penurunan Konsentrasi asam
laktat dehidrogenase pada jaringan otak,
terutama  dalam  mesencephailon  ventral,
hippocampus dan eerebelfum. Biokonsentrasi
OA di beberapa wilayah otak tidak berkorelasi
dengan tingkat toksisitas (Belmadani et al.,
1998). Sistem saraf perifer tikus dewasa muda.
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OA mengurangi konduktast saluran ion K dan
dapal mengganggu proliferasi seluler dan
pengaturan proses selular selama myelogenesis
(Carratu et al., 1998).

Kultur sel otak tikus. 10-20 nM OA
memperhihatkan peningkatan ekspres: gen yang
menyebabkan radang otak (mRNA dan
peroxisome  proliferator-activated-recepior,
haem oxygenase-l1. dan menyebabkan sintesis
oksida nitrat) dan menurunkan ekspresi dari
glial fihrillary acidic protein, yang merupakan
bagian dari filamen intermedia astrocyt (Zurich
et al., 2005). Pada sel-sel otak tengah embrio
tikus. dosis 0.5 dan 1 ig OA/mL menycbabkan
terjadinya pengurangan jumlah sel hidup, dan
menginduksi faktor trankripsi aktivator protein-
| (AP-1) dan nuciear factor-kappa B (NF«B)
mengaktifasi  nmewrite  owigrowth  pada
konsentrasi tinggi (Hong er al., 2002).

Berdasarkan literatur  dapat  diketahui
bahwa OA mempunyai sifat yang merugikan
bagi manusia. Hal mi berarti, makanan dan
bahan makanan harus dyaga kehigienisannya
supaya Gdak terkontamunasi jamur vang
memproduksi  OA.  Informasi  mengenai
pengaruh OA  terhadap perkembangan otak
masih sangat kurang, terutama yang berkaitan
dengan kontaminasi OA selama periode
organogenesis. Pada periode organogenesis
diketahui bahwa otak mengalami perturnbuhan
dan perkembangan yang luar biasa, dari
pembentukan  ofak  sampai  terbentuknya
susunan saral’ pusat. Jadi dapat diasumsikan
bahwa apabila periode mi terjadi gangguan
terutama dari toksikan akan mempengaruhi
proses pembentukan otak yang selanjutnya
akan menghambat pembentukan otak secara
sempurna, Hal im1 mengakibatkan cacal pada
otlak yang pada akhimmya akan berpengaruh
terhadap kecerdasan dan perilaku individu
tcrsv:hd-.’

Penchitian 1 sangat penting dilakukan
untuk  memberikan  informasi  mengenai
pengaruh OA selama periode organogenesis
terhadap perkembangan otak fetus mencil.
terutama  terhadap jumlah sel Purkinje
cerebellum. Hal-hal yang belum dilakukan
pada penelitian terdahulu adalah pemberian
OA dosis teratogenik secara oral setiap hari
pada masa neurulasi (organogenesis) yaitu
umur 7-14 han kebuntingan untuk melihat
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pengaruhnya terhadap jumlah sel Purkinje
cerebellurm anak meneit umur 21 hari.

]
Metode Penelitian

Waktu dan Tempat

Penelitian m1 dilaksanakan pada bulan
Jum sampai Nopember 2010, di Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPI)
Universitas Gadjah Mada dan Laboratorium
Bmbriologi Histologi Hewan Fakultas Biologi
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta.

Bahan dan Alat

Bahan vang digunakan dalam penclitian
i1 adalah : hewan up vaitu 30 ekor mencit
(Mus musculus 1) betina bunting, umur £+ 2
2.5 bulan, berat 25-30 g. Hewan uji diberi
pakan berupa pellet Par G. Ochratoksin A
untuk perlakuan dan sodium bikarbonat sebagai
pelarutnya. Bahan untuk preparasi cerebellum
yaitu : fiksatif Buffer Formalin (4g NaH,PO,:
6.5g Na-HPO,. Aquadest 900ml. formaldehyde
37% 100ml). alkohol 100% (absolut). alkohol
bertingkat (alkohol 96%. 90%. B0%. 70%.
60%. 30%, 40%. 30%), parafin, xylol, toluol.
erlich’s hematoxylin, eosin y, gelas benda,
gelas @nutup, dan entellan.

Alat vang digunakan dalam penelitian ini
adalah  kandang untuk  pemeliharaan  hewan
percobaan, jarum berkanul (Garum  cekok)
ukuran 1 ml untuk pembenan perlakuan, satu
set alat bedah (dissecting ser) untuk membedah
hewan perlakuan. satu set alat untuk preparasi
cerchellum (staining jar, rotary microtom,
oven, hot plate), mikroskop dan fotomikrografi
fbagai alat dokumentasi.

Perlakuan

Penelitian 1ni menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan dan
masing-masing 6 ulangan. Sebelum perlakuan.
ditentukan dosis perlakuan ochratoksin A. Dan
hasil uji pendahuluan didapatkan bahwa dosis
teratogenik dalam penelitian ini adalah 0.5
mg/kg bb, 1.0 mg/kg bb dan 1.5 mg/kg bb.

Tiga puluh ekor mencit betina bunting
dikelompokkan menjadi 5 kelompok secara
acak, masmg-masmg kelompok terdint dan 6
ckor mencit. Dosis perlakuan untuk masing-
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masing kelompok adalah kontrol (akuades),
kontrol placebo (sodium hicarbonat), perlakuan
OA Dosis 0.5mg/kgbb/hari. perlakuan OA
Dosis 1.0mg/kgbb/har1. perlakuan OA Dosis
1.5mg/kgbb/har.

Perlakuan secara oral menggunakan
jarum berkanul (jarum cekok) dengan volume 1
ml selama 8 hari berturut-turut secara oral,
yaitu mulai hari ke-7 sampai dengan hari ke-14
kebuntingan.

Pengambilan Data

Anak meneit dipehhara sampai umur 21
hari, kemudian dikorbankan menggunakan
chloroform untuk diambil otaknya. Otak vang
sudah dikeluarkan dari tengkoraknva kemudian
difiksasi ke dalam larutan Buffer Formalin
selama kurang lebih satu hari. Selanjuinya, otak
preparasi menggunakan metode parafin dan
pewarnaan  Haematoxylin - Fosin - (Suntoro,
1983). Otak setelah difiksasi kemudian dicuci
dalam alkohol bertingkat mular alkohol
konsentras: 30%, 40% | 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 96% sampm ke alkohol 100%. Dan
alkohol 100% kemudian otak fetus mencit
dimasukkan ke dalam Toluol selama satu
malam. Proses selanjuinya yaitu Embedding
atau melakukan infiltrasi parafin ke dalam otak
diproses dalam oven dengan suhu 58-65"C dan
pembuatan blok Specimen (blok parafin yang
berisi olak) selanjuinya dims dengan tebal Spm
menggunakan rofary microfom. ditempel pada
gelas benda dan diwarnai dengan Haematoxylin
Fosin. Jumlah sel Purkinje dihitung pada tap
penampang sagital cerebellum mencit, dengan
ulangan penghitungan 10 kali setiap slide
preparat.

Analisis Data

@ Daa mengenai jumlah sel Pukinje
dianalisis dengan Anava Satu Arah dan
dilanjutkan  dengan up  DMRT  untuk
mengetahul beda nyata antar perlakuan pada
tingkat kepercayaan 5% dan 1%.

Hasil dan Pembahasan
Berdasarkan hasil penelitian dapat dilihat

bahwa Ochratoksin A yang dibenikan sclama
periode organogenesis mempengaruhi jumlah
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sel Purkinje cerebellum anak mencit umur 21
hari (pasca sapih) (Tabel 1 dan Gambar 1). Dari
penghitungan jumlah sel Purkinje. rata-rata
Jumlah sel Purkinje untuk kelompok kontrol
adalah 387.6 + 525 scl, kelompok kontrol
placebo adalah 382.6 £ 4,17 scl, sedangkan
perlakuan 0,5 mg/kg bb adalah 3704 £ 4,12
sel, perlakuan 1.0 mg/kgbb adalah 361,0 3,16
sel dan perlakuan 1.5 mg/kg bb adalah 352.1 =
396 sel Dari data di atas dapat dilihat
terjadinya  penurunan  jumlah  sel  Purkinje
cerebellum pada kelompok perlakuan yang
semakin kecil seiring semakin tingginya dosis
pemberian ochratoksin A yang diberikan jika
dibanding dengan kelompok kontrol dan
kontrol placebo.

Dari  hasil  perhitungan =~ ANAVA
menunjukkan bahwa antar kelompok, baik
kontrol maupun kelompok perlakuan terdapat
perbedaan yang bermakna (P<0,05) Setelah uji
DMRT, didapatken hasil bahwa terdapat beda
nyata antara kelompok kontrol dan placebo
dengan kelompok perlakuan. sedangkan antara
kontrol dan placebo tidak ada beda nyata.
Pemberian  Ochratoksin A terhadap induk
bunting pada masa organogenesis dapat
menyebabkan penurunan rerata jumlah sel
purkinje cerebellum fetus, yang sejalan dengan
semakin besarnya dosis OA yang diberikan.

Mekanisme yang dapat menyebabkan
penurunan jumlah sel Purkinje adalah kematian
sel (apoptosis). Faktor yang memicu terjadinya
apoptosis yaitu stress oksidatf. kebutuhan
darah di otak vang tidak adekuat. disfungsi
mitokondria dan gangguan konsentrasi kalsium
dalam sel. Stress oksidatif ini menyebabkan
kerusakan komponen selular, seperti membrane,
DNA dan protein (Zhang e/ al, 2009;
Jankowski er al., 2009). Ochratoksin A memicu
stress  oksidatil  melalui  berbagan  macam
mekamsme. Jalur metabolisme OA dapat
mengakibatkan pembentukan reactive oxygen
species (ROS) sehingga menurunkan kadar
antioksidan.  Pajanan  OA  menyebabkan
penurunan  kadar glutahion. peningkatan
katalase dan superokside dismutase. Metabolit
OA  menginduksi pembentukan ROS di
mikrosom  yang merangsang pembentukan
hydrogen  peroksida  merupakan  sebuah
kofaktor untuk aktifitas enzimatik dari LOX
(lypooxygenase) scperti enzim COX
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(cyvclooxygenase)  enzim  dengan  aklifitas
peroksidase (Hoeller ef al . 1997)

Pembentukan kadar ROS yang dipicu
oleh OA menyebabkan kerusakan sel dan
memicu  kematian dengan  mempengaruln
fungs1 mitokondna (Marti, 2006). Selam
sebagai penghasil energi, mitokondna juga
menyimpan Kalsium dan meregulasi kadar
kalsium dalam sel, yang diperlukan untuk
proses komunikasi kimia antara neuron. Ketika
mitokondria  tidak  berfingsi, mereka akan
mengalami proses vang disebut Mitochondrial
Permeability Transition (MPT). Selama proses
ini, saluran membranc mitokondria akan
terbuka. dan melalw saluran  tersebut
mitokondria melepaskan kalsium dan sitokrom.
Keduanya merupakan aktivator caspase. vang
berperan dalam proses apoptosis.

Ochratoksin A mempengaruhi aktivitas
fakior pertumbuhan yang meregulasi proliferasi
dan kelangsungan hidup sel Sgjumlah faktor
pertumbuhan dibutuhkan untuk pembelahan sel
yang normal. termasuk dua faktor yang disebut
Insulin Like Growth Factors (1GF) I dan 1L
Keduanya berfungsi mengikat moleku! protein
yang disebut reseptor IGF-1 pada permukaan
sel (Purves et al, 2001). Ochratoksin A
memberikan pengaruh melalui aktifitas reseptor
IGF-1, meskipun IGF-I masih berikatan dengan
reseptornya tetapr fungsi reseptor memberikan
signal dihambat, dan pembelahan sel tidak
terjadi. Tal ini menunjukkan bahwa OA dapat
mencegah produksi sel sistem saraf’ pusat vang
normal  dengan  mempengaruln  faktor
pertumbuhan (Zhang ef al., 2009).

Sel Purkinje cerebellum dalam keadaan
normal berbentuk monolayer di bawah EGL
(Exiernal Gramilar Layer), dan dendrit lumbuh
bercabang di lapisan molekul  (Molecular
laverML). Sel granular terletak di korteks
berkembang secara mitosis dan mensintesis
Reehn, kemudian bermugras: ke bagian dalam
melalm ML dan lapisan sel Purkinje (PCL)
untuk membentuk lapisan granular internal
(Internal Granular Layer/IGL) (Gambar 2 dan
Gambar 3). Reelin adalah protein  vang
disekresikan oleh sel granular eksternal selama
migrasi awal dan berfungsi sebagai molekul
adhesi matriks yang membantu penentuan
posisi dan pengaturan pola sel saraf (Goffinet,

1995: Darmanto. 2004 ).
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Tabel 1. Rerata jumlah sel Purkinje cerebellum anak mencit umur 21 hari (pascasapih) setelah induksi
Ochratoksin A sclama periode organogenesis.

Induksi Ochratoksin (mg/kg bb) Rerata Jumlah Sel Purkinje
Kontrol 387.6 = 5.25a
Placebo 3826+4.17a
0.5 mg/kg 3704 +4.12b
1.0 mg/ke 361,0 £ 3,16¢
1.5 mg/kg 352,14 3,96d
Keterangan: huruf yang sama menunjukkan tidak ada beda nyata.
o 3000 4
,E 380,0 -
g 3700 -
-
- 3600 -
& 3500 -
g 00 -
=
330.0 ———— —— d il
K FCR Pl P2 F3
Induksi Ochratoksin

Gambar 1. Rata-rata jumlah Sel Purkinje Cerebellum Anak
Mencit umur 21 hari setelah induks: Ochratoksin
A selama periode organogenesis.

Keterangan : K = Kelompok Kontrol
PCE = Kelompok Placebo
PI = Kelompok Perlakuan 0,5 mg/ke bh

PIl = Kelompok Perlakuan 1.0 mg/'kg bb
PIII = Kelompok Perlakuan 1.5 mg/kg bb

Gambar 2. Penampang sagital cerebellum fetus meneit
umur 21 hari. Perbesaran 40x

Keterangan : ML = Molecular layer
PCL = Purkinje Cell Laver
GCL = Grannule Cell Layer
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Gambar 3. Penampang sagital cerebellum fetus mencit umur 21

hari. Perbesaran 400x.
Keterangan : PC = Purkinje cell
GC = Granule cell

Simpulan dan Saran

Simpulan

Ochratoksin A menyebabkan penurunan
jumlah sel Purkinje cerebellum anak mencit
umur 21  hari, mempengaruhi koordinasi
neuromuscular dan neurosensoris mencit.

Saran

Untuk mengetahui penvebab lerjadinya
kelainan foliasi dan ketidakteraturan susunan
sel Purkinje cerebellum anak mencit umur 21
hari perlu dilakukan penelitian mengenai profil
protein otak meneit, untuk mengetahw ekspresi
protein Reelin vang berperan dalam proses
perkembangan cerebellum.
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