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Ekspresi dan Kadar GABA pada Palatum Sekunder 
Mencit Prenatal dengan Paparan Diazepam di Periode 

Organogenesis

Rika Yulia1, Kuntoro2, Heru Santoso3, dan Win Darmanto4

ABSTRACT: This study aimed to analyze changes in expression and levels 
of Gamma-aminobutyric acid (GABA) neurotransmitters in the palate of 
prenatal mice exposed to diazepam in the period of organogenesis. GABA is 
required in palate formation. About 27 mices (Mus musculus) of known age 
and weight were used. They were divided in three  groups, i.e. control group 
which were injected daily with distilled water, the second groups were in-
jected daily with diazepam 8 mg/kg/day and the third groups were injected 
daily with diazepam 16 mg/kg/day. All groups were administered intraperi-
toneally injection during the organogenesis phase (9th – 15th days). Increased 
GABA level significantly shown in treated groups. The result showed that the 
exposure of diazepam during the period of organogenesis cause increased 
of GABA level.  

Keywords: Cleft palate, organogenesis, diazepam, GABA, prenatal mice

ABSTRAK: Penelitian ini bertujuan menganalisis perubahan ekspresi dan 
kadar Neurotransmitter Gamma-aminobutyric acid (GABA) pada palatum 
mencit prenatal, yang terpapar diazepam dalam periode organogenesis. 
Paparan diazepam dalam periode organogenesis menyebabkan tidak 
terjadinya penyatuan lempeng palatum  sehingga terjadi celah palatum. 
GABA berperan dalam pembentukan palatum. Duapuluh tujuh (27) ekor 
mencit (Mus musculus) betina, bunting, yang sudah diketahui umur dan 
berat badannya digunakan dalam penelitian ini. Hewan coba dibagi men-
jadi tiga (3) kelompok, yaitu kelompok kontrol, diberi aquades, kelompok 
uji I diberi injeksi diazepam 8 mg/kg/BB dan kelompok uji II diberi in-
jeksi diazepam 16 mg/kg/BB setiap hari. Pemberian secara intraperito-
nial dalam periode organogénesis, yaitu gestasi hari ke 9 sampai 15. Hasil 
pemeriksaan imunohistokimia menunjukkan tidak terjadi peningkatan 
jumlah sel yang mengekspresikan GABA, tetapi pemeriksaan menggu-
nakan Elisa Reader, memperlihatkan terjadinya peningkatan kadar GABA 
pada kelompok uji. Análisis hasil menunjukkan bahwa paparan diazepam 
dalam periode organogénesis menyebabkan terjadinya peningkatan ka-
dar GABA jaringan palatum pada mencit prenatal.

Kata kunci: Celah palatum, organogenesis, diazepam, GABA, mencit pre-
natal
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PENDAHULUAN
   

Diazepam, suatu senyawa psikoaktif, proto-
tip dari obat sedatif golongan benzodiazepin, di-
gunakan secara luas untuk mengatasi ansietas, 
painful musculoskeletal, epilepsi dan psychoso-
matic disease (1,2). Diazepam memiliki beberapa 
efek pada proses perkembangan embrio seperti 
pembelahan sel, mitosis dan interaksi antar sel, 
sehingga memungkinkan timbulnya efek terato-
genik pada embrio (1,3). Efek teratogenik diaze-
pam, kemungkinan besar paling beresiko pada 
trimester pertama kehamilan. 

   Beberapa penelitian menggunakan hewan 
coba telah membuktikan bahwa penggunaan dia-
zepam selama gestasi dapat menyebabkan celah 
orofacial (orofacial clefting), namun sampai saat 
ini, efek pada manusia masih merupakan  kajian 
yang banyak diperdebatkan (2, 4, 5). Pemberian 
diazepam di periode organogenesis terbukti me-
nyebabkan tidak terjadinya penyatuan lempeng 
palatum sehingga terjadi celah palatum (cleft pa-
late), pada mencit prenatal (6).

   Celah palatum (cleft palate) merupakan salah 
satu bentuk cacat bawaan di daerah kraniofasial 
pada bayi baru lahir yang paling sering ditemui 
(7), dan mengakibatkan gambaran wajah yang 
abnormal dan gangguan bicara sehingga mem-
butuhkan penanganan yang ekstensif (8). Di In-
donesia cleft lip dan cleft palate adalah salah satu 
dari empat jenis cacat bawaan yang paling sering 
dijumpai (9).

Pembentukan palatum, organ yang memisah-
kan rongga mulut dan rongga hidung merupa-
kan suatu proses yang berlangsung cepat dalam 
perkembangan embrio vertebrata, membutuh-
kan beberapa tahapan kritis. Kegagalan dalam 
tahapan proses tersebut menyebabkan terjadi-
nya celah palatum (10, 11). Etiologinya sangat 
kompleks dan multifaktorial, baik faktor genetik 
maupun faktor lingkungan terlibat dan diregu-
lasi melalui mekanisme molekular yang sangat 
rumit (11). 

   Neurotransmitter diduga berperan dalam 
elevasi lempeng palatum (Shelf elevation). Neu-

rotransmitter Gamma-aminobutyric acid (GABA), 
suatu  neurotransmitter inhibitori utama pada 
sistem saraf pusat, diketahui tidak saja meregu-
lasi aktivitas neuron tetapi juga migrasi sel, sur-
vival, proliferasi dan diferensiasi baik sel neuron 
dan non-neuron (10). GABA dibutuhkan dalam 
pembentukkan palatum (12). Keberadaan GABA 
endogen atau asam glutamate dekarboksilase 67 
(Gad 67), salah satu enzim yang berperan dalam 
sintesis GABA, telah terdeteksi pada lempeng pa-
latum (10). Untuk itu perlu dilakukan penelitian 
untuk mengetahui pengaruh diazepam terhadap 
neurotransmitter GABA. 

METODE PENELITIAN

Bahan Penelitian 
Bahan uji Diazepam yang digunakan adalah va-

lium produksi Roche, setiap ampul berisi 5 mg/ml.

Sampel penelitian  
Sampel yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah mencit putih (Mus musculus), strain 
BALB/C, betina, dewasa, bunting, berat badan 
20-40 gram serta embrio mencit yang diperoleh 
pada gestasi hari ke 15 dari masing-masing in-
duk. Jumlah sampel yang digunakan 27 ekor, 
dibagi menjadi tiga (3) kelompok, yaitu kelom-
pok kontrol, uji I dan uji II, masing-masing sem-
bilan (9) ekor. 

Mencit bunting diperoleh dengan cara me-
ngumpulkan dua ekor mencit betina yang sedang 
dalam fase estrus dalam satu kandang dengan 
satu ekor mencit jantan fertil semalaman. Apa-
bila esok harinya dijumpai sumbat vagina, maka 
pada hari itu ditetapkan sebagai gestasi hari ke-0. 
Setelah bunting, mencit dikelompokkan menjadi 
tiga kelompok secara random yaitu kelompok 
kontrol yang diberi larutan fisiologis, kelompok 
uji I diberi diazepam dengan dosis 8 mg/KgBB 
dan kelompok uji II diberi diazepam dengan do-
sis 16 mg/KgBB. Pemberian bahan dilakukan se-
cara intraperitonial selama fase embriogenesis 
yaitu gestasi hari ke 9 sampai 15.
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Gambar 1. Grafik Rerata Jumlah Sel Epitel Pala-
tum Mencit Prental yang Meng-
ekspresikan GABA

Gambar 2. Sel Epitel Palatum Mencit Prenatal yang mengekspresikan GABA
Keterangan : Kelompok Kontrol (A), Uji I (B) Uji II (C)
Teknik imunohistokimia mengunakan rabbit poliklonal anti GABA, pengamatan menggunakan mikro 
kop cahaya perbesaran 400x. Tanda panah menunjukkan ekspresi GABA

Pengumpulan sampel embrio
Induk mencit dikorbankan dengan cara dislo-

kasi servikal pada gestasi hari ke 15. Induk men-
cit dibedah, embrio diambil, dibersihkan dengan 
larutan fisiologis. Bagian kepala embrio diambil. 

Pemeriksaan Imunohistokimia
Untuk penilaian ekspresi GABA, potongan 

jaringan diproses dengan teknik imunohisto-
kimia menggunakan antibodi monoklonal, yaitu 
monoklonal anti GABA, sesuai protokol standar. 
Pemeriksaan imunohistokimia menggunakan 
metode peroksidase, yaitu enzim oksidoreduk-
tatif horse radish peroksidase (HRP) de ngan do-
nor electron 3,3’ diaminobenzidine (DAB). Hasil 
pengecatan dengan metode ini akan menimbul-
kan warna coklat. 

Pemeriksaan kadar GABA
Kuantifikasi GABA dilakukan dengan menggu-

nakan pemeriksaan Enzym Linked Immunossor-
bant Assay (ELISA).

HASIL DAN PEMBAHASAN
   

Hasil imunohistokimia menunjukkan rerata 
jumlah sel epitel palatum mencit prenatal yang 
mengekspresikan GABA terjadi peningkatan ber-
makna hanya pada kelompok uji II, yaitu kelom-

pok yang mendapat pemberian diazepam dosis 
16 mg/kgBB (Gambar 1 dan 2). Hasil ini tidak se-
suai teori yang ada karena diazepam adalah ago-
nis GABA, bekerja meningkatkan GABA, sehingga 
seharusnya pemberian diazepam dengan dosis 8 
mg/KgBB juga mening katkan jumlah GABA. Salah 
satu penyebab, diperkirakan karena GABA bersi-
fat ekstraseluler, sehingga pengamatannya men-
jadi lebih sulit.

Untuk memperkuat hasil imunohistokimia 
pada pemeriksaan ekspresi GABA pada jaringan 
palatum embrio mencit, dilakukan pemeriksaan 
kadar. Hasil menunjukkan perbedaan karena 
pada pemeriksaan kadar GABA dengan ELISA, 
semua kelompok uji menunjukkan peningkatan 
jumlah GABA yang signifikan (Gambar 3). Hal 
ini diperkirakan karena GABA berada diekstra-

 

   
                          (A)                                                   (B)                                                   (C) 
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Gambar 3. Grafik Rerata Kadar GABA Jaringan 
Palatum Mencit Prenatal

Rika Yulia, Kuntoro, Heru Santoso, dan Win Darmanto

seluler, sehingga deteksi dengan imunohisto-
kimia menjadi kurang akurat. Peningkatan kadar 
GABA membuktikan bahwa diazepam dapat me-
ningkatkan kadar GABA dan diduga berkorelasi 
dengan terjadinya celah palatum. 

 Hasil penelitian ini sesuai dengan pene-
litian yang dilakukan Marinucci (1), yang men-
coba menginvestigasi apakah diazepam yang 
bekerja pada gamma-aminobutyric acid receptor 
(GABRB3) mempunyai implikasi dalam regu-
lasi pembentukan palatum, menemukan bahwa 
ekspresi gen GABRB3 lebih tinggi pada pende-
rita celah palatum yang tidak terpapar diazepam 
diban dingkan yang terpapar diazepam. GABRB3 
merupakan reseptor dari neurotransmitter Gam-
ma-aminobutyric acid (GABA).

Implikasi bahwa GABA berperan dalam pem-
bentukkan palatum juga telah ditelusuri dalam 
suatu penelitian genetik pada mencit yang me-
ngalami  defisiensi subunit β3 dari reseptor GA-
BAA atau defisiensi Gad 67, ternyata semuanya 
mengalami celah palatum tanpa malformasi kra-
niofasial lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa 
GABA diperlukan dalam jumlah tertentu untuk 
pembentukkan palatum. 

Diazepam merupakan agonis GABA, secara ti-
dak langsung mengaktivasi reseptor GABAA dan 
membutuhkan GABA untuk mengekspresikan 
efeknya, atau dengan kata lain memodulasi efek 
GABA. Telah diketahui bahwa diazepam menye-
babkan perubahan alosterik, sehingga mening-

katkan kerja GABA pada reseptor GABAA. Pe-
ningkatan kerja GABA karena induksi diazepam 
diduga memiliki korelasi dengan terjadinya celah 
palatum pada embrio mencit yang terpapar dia-
ze pam di periode organogenesis.

Untuk mencegah potensi terjadinya efek tera-
togenesis dan efek buruk lainnya pada fetus atau 
bayi baru lahir, maka sebaiknya penggunaan obat 
selama kehamilan dihindari. Efek biologis suatu 
obat berkaitan dengan struktur kimia dari senya-
wa induk maupun metabolitnya, dan sifat fisika-
kimianya akan menentukan apakah obat tersebut 
menginduksi efek lokal atau sistemik. Sebagian 
besar obat menimbulkan efek setelah diabsorbsi 
dan didistribusikan dalam tubuh (efek sistemik). 
Jumlah obat yang mencapai sirkulasi sistemik 
(bioavailabilitas) merupakan faktor penting un-
tuk toksisitas sistemik.

Penentuan efek teratogenik suatu obat, meru-
pakan suatu proses yang komplek, berdasarkan 
sejumlah data eksperimen pada hewan dan pe-
ngalaman manusia. Pada umumnya data toksisi-
tas diperoleh dari eksperimen pada hewan. Ha-
sil suatu studi harus diinterpretasikan dengan 
memperhatikan hasil studi toksisitas lainnya dan 
harus mempertimbangkan keterbatasan bila data 
dari uji pada hewan diekstrapolasikan dengan 
kondisi paparan pada manusia. Memahami me-
kanisme kerja suatu zat teratogenik khususnya 
obat, penting untuk perkembangan obat di masa 
depan yang bebas resiko pada janin. 

KESIMPULAN

Paparan diazepam dalam periode organoge-
nesis menyebabkan terjadinya peningkatan ka-
dar GABA jaringan palatum pada mencit prenatal.

UCAPAN TERIMAKASIH

Penelitian ini didanai oleh DIKTI melalui pro-
gram hibah doktor.
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