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ABSTRAK

Penelitian tentang indeks mitosis dan blastosis abnormal mencit (Mus musculus) Swiss Webster
akibat perlakuan MAA telah dilakukan. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek MAA terhadap
indeks mitosis dan blastosis abnormal mencit (Mus musculus) Swiss Webter. Embrio mencit tahap
blastosis dikoleksi dari induk mencit yang disuperovulasi dengan PMSG (Folligon) 5 I.U./ekor dan hCG
{Chorulon) 5§ 1.U./ekor. Kelompok perlakuan mencit umur kebuntingan 2 hari diberi MAA dosis 2,5
mmol/kg bb secara gavage, sedangkan kelompok kontrol hanya diberi pelarut MAA. Koleksi blastosis
dilakukan pada mencit bunting 3,5 hari yang dibunuh dengan cara dislokasi leher. Dua jam sebelum
mencit dibunuh, mencit diberi kolkhisin 2 mg/kg bb secara intraperitoneal. Pengamatan sel bermitosis
dan jumiah blastomer penyusun blastosis diperoleh dari blastosis hasil disagregasi. Indeks mitosis
blastosis mencit dihitung dengan cara menghitung jumlah blastomer yang sedang bermitosis dibagi
dengan total blastomer blastosis. Hasil pengamatan menunjukkan, bahwa pemberian MAA dapat
menurunkan indeks mitosis, jumlah blastomer blastosis, jumiah blastomer yang sedang bermitosis dan
jumiah fase metafase secara nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol. Selain itu, MAA
cenderung meningkatkan persentase blastosis abnormal seperti blastosis fragmentasi, blastomer
berdegenerasi, zona pelusida + debris, blastosis tanpa zona pelusida dan ukuran blastomer tidak sama
besar. Dapat disimpulkan bahwa, MAA bersifat sitotoksik karena menurunkan indeks mitosis blastosis
mencit secara nyata serta cenderung meningkatkan persentase blastosis abnormal seperti fragmentasi,
blastomer berdegenerasi, zona pelusida + debris, blastosis tanpa zona pelusida dan ukuran blastomer
tidak sama besar.

Kata Kunci: Asam Metoksiasetat (MAA), Indeks Mitosis, Blastosis Abnormal, Blastosis dan Mus
Musculus
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PENDAHULUAN

Asam metoksiasetat (MAA) merupakan
metabolit primer 2- metoksietanol (2-ME) dan
merupakan agen terakhir turunan Dimektosietil
ftalat (DMEP) bersifat embriotoksik dan
teratogenik. 2-ME adalah hasil metabolisme
DMEP yang masuk ke dalam tubuh mamalia.
Jadi dapat dikatakan DMEP yang merupakan
bahan peletur plastik ini, 2-ME dan MAA memiliki
sifat yang sama menyebabkan kelainan
perkembangan. Pada molaritas MAA, 2-ME dan
DMEP memiliki efek yang sama bila diberikan
pada tikus Wistar umur kebuntingan 12 hari, yaitu
menyebabkan kelainan ekor, kelainan jantung,
hidronefrosis dan anggota tubuh pendek (Hays et
al., 2000).

MAA dilaporkan dapat mempengaruhi
perkembangan embrio tahap praimplantasi dan
pascaimplantasi. Menurut Ruyani ef al. (2003)
bahwa MAA dapat mempengaruhi
perkembangan embrio mencit, artinya embrio
sangat rentan terhadap MAA. Menurut
Irnidayanti (2011) pemberian 2-ME pada mencit
black 6 umur kebuntingan 10 hari secara
intraperitoneal  dengan dosis 7,5 mmolikg bb
dapat meningkatkan ekspresi protein vimentin.
Diketahui bahwa protein vimentin diperlukan
untuk perbaikan jaringan yang rusak pada tunas
anggota. Pemberian MAA dengan dosis 4 dan 6
mmol/kg bb atau 2-ME 6 dan 10 mmol/kg bb pada
induk mencit SLc:ICR umur kebuntingan 0 hari
secara subkutan dapat meningkatkan blastosis
abnormal dan embrio yang berdegenerasi
secara nyata (Darmanto, 1994a). Selain itu,
Darmanto (1994b) juga melaporkan bahwa

penambahan 2-ME atau MAA dengan

konsentrasi 0,1, 1 atau 10 mM pada medium
kultur embrio tahap 2 sel dan dikultur selama 60
jam hanya MAA yang dapat meningkatkan
embrio abnormal secaranyata.

Zat yang bersifat embriotoksik dan
teratogenik dapat menurunkan atau menaikkan
indeks mitosis embrio tahap praimplantasi.
Pemberian siklofosfamid (CPA) pada induk
mencit CBA 60 jam sefelah kopulasi dengan
dosis 4, 20 dan 60 mg/kg bb secara subkutan
menyebabkan terjadinya penurunan jumlah
blastomer blastosis serta cenderung
meningkatkan indeks mitosis (Kola et al., 1986).
Berbeda dengan hasil penelitian Kola dan Folb
(1986) bahwa pemberian klorpromazin pada
induk mencit CBA 56 jam setelah
kopulasi,dengan dosis 10 atau 15 mg/kg bb
secara subkutan dapat menurunkan indeks
mitosis dan jumlah blastomer penyusun blastosis
secara nyata. MAA yang diketahui bersifat
embriotoksik dan teratogenik apakah juga dapat
mempengaruhi indeks mitosis dan blastosis
abnormal mencit Swiss Webster. Oleh karena itu,
perlu diketahui bagaimana efek MAA terhadap
indeks mitosis dan blastosis abnormal mencit
(Mus musculus) Swiss Webter,

BAHAN DAN METODE
Superovulasi Mencit Betina Dewasa

Hewan yang digunakan adalah mencit
Swiss Webster hasil pembiakkan di Rumah
Hewan Sekolah Tinggi limu hayati (STIH) Institut
Teknologi Bandung (ITB). Tujuan pembiakan
untuk mendapatkan mencit betina dengan umur
dan berat yang sama. Mencit betina yang
digunakan sebanyak 30 ekor dengan berat
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badan 25-30 gram dan berumur antara 10-12
minggu. Mencit jantan yang digunakan juga
sebanyak 30 ekor berumur 12-14 minggu.
Rumah hewan mencit diberi penerangan listrik
dari pukul 06.00-18.00 WIB. Mencit betina
dewasa disuperovulasi dengan hormon PMSG
(Folligon) dan hormon hCG (Chorulon) kemudian
dikawinkan dengan mencit jantan pada sore
harinya, bila pada pagi hari ditemukan sumbat
vagina mencit betina dinyatakan bunting 0 hari
(Hogan, 1986; Taylor, 1987). '

Perlakuan MAA

Bahan uji adalah asam metoksiasetat
(MAA) cair yang diproduksi oleh Wako Pure
Chemical Industries Ltd dengan pelarut
akuabides steril. Mencit betina umur kebuntingan
2 hari diberi pelarut MAA yaitu akuabides steril
sebanyak 0,1 mi/10 g bb selanjutnya
dikategorikan sebagai kelompok kontrol,
sedangkan kelompok perlakuan diberi MAA
dosis 2,5 mmolkg bb secara gavage sebanyak
0,1 ml110 g bb. Mencit perlakuan dan kontrol
selanjutnya dipelihara sampai umur kebuntingan
3,5hari,

i{oleksi Blastosis dan Blastosis Abnormal
Untuk mendapatkan blastomer yang
sedang mengalami pembelahan mitosis, mencit
kelompok kontrol dan perlakuan diberi kolkhisin
dosis 2 mg/kg bb secara intraperitoneal dengan
voiume 0,1 ml110 gram bb dua jam sebelum
dislokasi leher (Kola et al., 1986; Stem, 1979).
Vancit betina umur kebuntingan 3,5 hari diangkat
organ uterus. Lalu uterus diletakkan di dalam
kaca arloji yang bersisi PBS. Kedua ujung tanduk

uterus dipotong, dengan menggunakan jarum 28
G dan “syringe” 1 ml dibilas (flushing) dengan
PBS yang ditampung di kaca arloji kering. Di
bawah mikroskop bedah, blastosis mencit yang
didapatkan diseleksi termasuk blastosis
abnormal.

Pengamatan indeks Mitosis Blastosis
Pengamatan indeks mitosis digunakan
metode pewarnaan kromosom dan inti sel
(Tarkowski, 1966). Prosedur sebagai berikut: 1.
Satu per satu blastosis dipindahkan dari kaca
arloji ke kaca objek menggunakan pipet yang
dikontrol dengan mulut. Untuk melepaskan zona
pelusida diteteskan satu tetes larutan Tyrode pH
2,5 (Hogan et al., 1986). Setelah zona pelusida
luruh untuk menghilangkan larutan Tyrode pH 2,5
secepatnya dicuci dengan meneteskan larutan
NaCl-0,9 % sebanyak tiga kali. Selanjutnya
larutan Tyrode pH 2,5 atau NaCl 0,9 % dihisap
dengan kertas saring. Setelah larutan dihisap,
kemudian ditetskan larutan hipotonik natrium
sitrat 0,7 % beberapa tetes dan dibiarkan selama
20 menit. Setelah sel-sel penyusun blastosis
terlihat mengembang, lalu kelebihan larutan
hipotonik dihisap dengan kertas saring. Blastosis
difiksasi dengan meneteskan fiksatif campuran
methanol dan asam asetat glasial (3:1) beberapa
tetes, sehingga blastomer penyusun blastosis
menyebar. 2. Sediaan dikeringanginkan,
selanjutnya diwarnai dengan larutan giemsa 2,5
% selama 10 menit, lalu dicuci dengan air yang
mengalir dan dikeringkan. 3. Dengan
menggunakan mikroskop, jumlah blastomer
penyusun blastosis dihitung atas dasar jumlah
inti dan jumlah blastomer yang sedang
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bermitosis yang terwamai. 4. Indeks mitosis
dihitung dengan cara menghitung jumlah
blastomer yang sedang bermitosis dibagi dengan
total sel penyusun blastosis (Kola dan Folb,
19886).

Analisis Data

Untuk mengetahui adanya pengaruh MAA
terhadap indeks mitosis dan blastosis abnormal
digunakan uiji statistik “Wilcoxon's rank sum test®
untuk data non-parametrik dan data parametrik

1965).

HASIL
Efek MAA Terhadap Indeks Mitosis Blastosis
Mencit Swiss Webster

Efek MAA yang diberikan pada induk
mencit Swiss Webster umur kebuntingan 2 hari
secara gavage dapat menurunkan indeks mitosis
blastosis mencit Swiss Wesbter. Efek MAA
terhadap indeks mitosis blastosis mencit Swiss
Webster, hasilnya tercantum pada tabel 1.

digunakan uji t-Student (Wilcoxon dan Wilcox,

Tabel 1. Efek MAA terhadap indeks mitosis blastosis mencit Swiss Webster

Dosis MAA € induk Rerata = Rerata £ Indeks Rerata =
(mmol'kg bb) blastosis blastomer blastomer mitosis (%) fase
biastosis bermitosis Tt SEM)  metaphase
(X SEM) (xt SEM) (x SEM)
0 15 47 554810095 978:053 17,78£1,10 3,312053
(kontrol) .
2,5 15 47 48,17+1,57* 5,78+0,36* 12,12+ 0,829 1,23+ 0,21*

Keterangan: @ Berbeda nyata dibandingkan dengan kontrol (p<0,05), uiji statistik “Wilcoxon's rank sum
test”, '
*: Berbeda nyata dibandingkan dengan kontrol (p<0,05), ujit-Student.

Jumiah blastomer blastosis pada kelompok perlakuan MAA (48,17 1,57) menurun secara
nyata (p<0,05) dibandikan dengan kontrol. Demikian juga jumiah blastomer yang bermitosis pada
kelompok perlakuan MAA (5,78 + 0,36) menurun secara nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok
kontrol (9,78 + 0,53). Oleh karena itu, terjadi penurunan indeks mitosis pada kelompok perlakuan MAA
(12,12 £0,82) secara nyata (p<0,05) dibandingkan dengan kelompok kontrol (17,78 £ 1,10) (Gambar 1).
Jumiah metafase pada kelompok perlakuan MAA adalah 1,23 + 0,21 menurun secara nyata (p<0,05)
dibandingkan dengan kelompok kontrol (3,31 + 0,53). Blastosis hasil disagregasi kelompok kontrol dan
kelompok perlakuan MAA dapat dilihat pada gambar di bawahini.
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dari  blastomer berdegenerasi, blastosis
fragmentasi, zona pelusida + debris, ukuram
blastomer tidak sama besar dan blastosis tanpa

zona pelusida (Gambar 2).

wm -

Gambar 1. Blastosis mencit hasil disagregasi. K:
Blastosis kelompok kontrol, P:
Blastosis kelompok perlakuan MAA,
M: Metafase, I: Inti sel.

Efek MAA Terhadap Blastosis Abnormal
Mencit

Efek MAA yang diberikan pada induk Gambar 2. Berbagai lastosis abnormal tahap
praimplantasi mencit Swiss Webster.
1. Blastosis fragmentasi, 2. Blastomer
secara gavage salah satunya adalah cenderung berdegenerasi (1 ), 3. Zona pelusida
+ debris, 4. Blastosis tanpa zona
pelusida, 5 dan 6. Ukuran blastomer
Blastosis abnormal akibat perlakuan MAA terdiri tidak samabesar.

mencit Swiss Webster umur kebuntingan 2 hari

meningkatkan blastosis abnormal (Tabel 2).

Tabel 1. Efek MAA terhadap blastosis abnormal mencit Swiss Webster

Dosis MAA Total = Total= Jenis embrio abnormal (%) @
(mmol/kg embrio blastosi Blastosis Blastomer Zona Blastosi Ukuran
bb) (x+ SEM) s fragmentasi berdegenera pelusida stanpa blastomer
(Zinduk) abnorm si + debris zona tidak sama
al (%) pelusida besar
0 391 15 6 (0,015) 1 (0,0025) 3 4 1 (0,0025)
(kontrol) (26,00 (3,80) (0,0076) (0,010)
12,17)
(15) .
25 438 51 21(0,047) 3 (0,006 8) 11 13 3 (0,0068)
(Perlakuan) (29,20£19 (11,60) (0,025) (0,029)
122) (15)

Keterangan: * Berbeda nyata dibandingkan dengan kontrol (p<0,05), @ uji statistik
Wilcoxon's rank sum test.
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Dari Tabel 2 memperlihatkan persentase
blastosis abnormal mencit Swiss Webster pada
kelompok perlakuan MAA (11,60%) meningkat
secara tidak nyata (p<0,05) dibandingkan
kelompok kontrol (3,80). Persentase blastosis
abnormal jenis fragmentasi (0,047), blastomer
berdegenerasi (0,0068), zona pelusida + debris
(0,025), blastosis tanpa zona pelusida (0,029)
dan ukuran blastomer tidak samabesar (0,0068)
kelompok perlakuan MAA cenderung meningkat
dibandingkan dengan kontrol. Jenis blastosis
abnormal ditemukan paling banyak adalah
fragmentasi (0,047) diikuti oleh blastosis tanpa
zona pelusida (0,029), zona pelusida + debris
dan blastomer berdegenerasi (0,0068) yang
sama persentasenya dengan ukuran blastomer
tidak sama besar (0,0068).

PEMBAHSAN

Pada penelitian ini MAA dosis 2,5
mmol/kg bb yang diberikan secara gavage bada
mencit Swiss Webster umur kebuntingan 2 hari
dan selanjutnya pada umur kebuntingan 3,5 hari
blastosis didisagregasi, hasilnya secara nyata
menurunkan jumlah blastomer penyusun
blastosis dan jumlah blastomer bermitosis.
Indeks mitosis secara nyata menurun
disebabkan oleh menurunnya secara nyata
jumiah sel bermitosis (Tabel 1). Diduga
penurunan indeks mitosis akibat hambatan
mitosis pada blastomer akibat perlakuan MAA.

Menurunnya indeks mitosis disebabkan
oleh terhambatnya sintesis DNA pada tahap
interfase. Mebus dan Welsch (1989)
menyatakan, bahwa MAA dapat mengganggu
ketersediaan unit 1-karbon untuk sintesis basa

purin dan pirimidin. Gangguan terhadap
ketersediaan basa purin dan pirimidin tersebut
dapat berpengaruh terhadap sintesis DNA atau
RNA dan dapat mengganggu proliferasi sel
secara normal dalam perkembangan embrio. Hal
yang sama dilaporkan oleh Alberts (1993),
bahwa sel mamalia yang sedang berada pada
fase S, bila sintesis DNA dan DNA polymerase
dihambat, maka sel tidak akan memasuki mitosis
hingga hambatan hilang dan replikasi terjadi
sempurna. Hasil serupa dilaporkan oleh Kola
dan Folb (1986), bahwa pemberian klorpromazin
dapat menurunkan indeks mitosis, karena terjadi
hambatan sintesis DNA pada tahap interfase.

Jumlah blastomer blastosis yang
diperbleh dari hasil perhitungan sel pada sediaan
pewarnaan kromosom menurut Tarkowski (1966)
membuktikan, bahwa pemberian dapat
menurunkan jumlah blastomer blastosis. Hasil
yang sama telah dilaporkan beberapa peneliti
yang menggunakan teratogen seperti : CPA,
klorpromazin, dan mikotoksin (Kola et al., 1986:
Kola dan Folb, 1986; Haryono, 1996; Sumarmin,
1998; Sukaryana. 1998). Pada penelitian ini MAA
dapat menginduksi kematian sel blastomer
blastosis sehingga dapat menurunkan jumlah
blastomer blastosis. Pemyataan ini didukung
oleh Ruyani (2003) bahwa perlakuan MAA dapat
menyebabkan turunnya produksi LBP-p40 yang
berperan dalam fragmentasi DNA. Fragmentasi
DNA menginduksi kematian sel apoptosis pada
lapisan lembaga mesoderm tunas anggota.

MAA dapat menyebabkan patogenesis
blastomer blastosis dan merusak zona pelusida
blastosis sehingga menyebabkan
kecenderungan blastosis abnormal mencit Swiss
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Webster. Menurut Darmanto (1994a) bahwa
pemberian MAA pada induk mencit SLc:ICR
umur kebuntingan 0 hari dengan dosis 4 dan 6
mmol/kg bb secara subkutan dapat
meningkatkan blastosis abnormal dan embrio
berdegenerasi. Pada penelitian ini, jenis
blastosis abnormal fragmentasi, blastomer
berdegenerasi, zona pelusida + debris dan
ukuran blastomer tidak sama besar diduga
akibat sipat patogenesis MAA terhadap
blastomer blastosis, sedangkan embrio tanpa
zona pelusida diduga akibat luruh atau rusaknya
zona pelusida akibat MAA. Menurut Rasjad, dkk.
(1991) MAA dapat menyebabkan patogenesis
pada tunas anggota. Pendedahan MAA pada
induk mencit Jcl:ICR umur kebuntingan 10,5, 11
atau 11, 5 hari dengan dosis tunggal 10 mmol/kg
bb secara oral dan diamati 2, 4, dan 6 jam setelah
perlakuan terbukti menyebabkan kematian sel-
sel mesenkim maupun sel pematang ektoderm
apika (AER). Oleh karenaitu, dalam penelitian ini
patogenesis blastomer menyebabkan blastomer
mati akhirnya muncul embrio abnormal.

KESIMPULAN

MAA yang diberikan pada induk mencit
Swiss Webster umur kebuntingan 2 hari secara
gavage dengan dosis 2,5 mmolkg bb dan
diamati pada umur kebuntingan 3,5 hari bersifat
sitotoksik, yaitu menurunkan indeks mitosis
blastosis secara nyata serta cenderung
meningkatkan blastosis abnormal jenis
fragmentasi, blastomer berdegenerasi, zona
pelusida + debns, blastosis tanpa zona pelusida
danukuran blastomer tidak samabesar.
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