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EDITORIAL

P uji dan syukur kami panjatkan ke hadirat Allah

SWT atas perkenannya FARMASAINS
Volume. 1 Nomor. 4 ini dapat kami hadirkan ke
hadapan pembaca, meski agak terlambat yang

seharusnlza yaitu Oktober 2011,
FARMASAINS volume, ini memuat 9 naskah

hasil penelitian yang beragam, farmakologi, kimia
farmasi dan farmasi komunitas yang berasal dari
instansi penulis yang beragan pula, hal ini
menandakan bahwa FARMASAINS diminati banyak
kalangan, tetapi naskah yang masuk masih
didominasi pada penulis yang berdomisili di wilayah

_ Jabodetabek, kami berharap untuk penerbitan yang
akan datang penulis naskah dapat berasal dari
.wilayah lain di luar Jabodetabek. Semoga cita-cita
menjadikan FARMASAINS menjadi sebuah jurnal
yang terakreditasi dapét terWujud.

. Tentunya tekad ini tidak akan terwujud tanpa
dukungan para dosen penulis artikel, kami berharap
naskah-naskah dibidang kefarmasian terus mengalir
ke redaksi kami, sehifhgga memungkinkan terjaganya
rutinitas penerbitan. Semoga penyajian nomor ini
bisa diterima oleh para pembaca sekalian, dan
bermanfaat terutama untuk memperkaya khazanah
ilmu pengetahuan kefarmasian.
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EKSPRES! PROTEIN CASPASE-9 DAN GAMBARAN HISTOLOG! PALATUM SEKUNDER MENCIT PREN

AKIBAT PAPARAN DIAZEPAM DI PERIODE ORGANOGENESIS

by Exposure fo L?iazepam in the Period of Organogenesis

Rika Yulia
Fakuitas Farmasi Universitas Surabaya

ATAL

Caspase-9 Protein Expression and Description of Histologic Secondary Palate on Prenatal Mice Caused

Naskah diterima tanggal 2 Oktober 2011

ABSTRACT

The aim of this research at evaluation of the teratogenic effect of diazepam intake in
the period of organogenesis to caspase-9 expression and histology study on secondary
palate development. The different steps of palatogenesis were tightly regulated and
failure of palatal shelves growth, elevation, contact, and or fusion generate a cleft palate.
Cleft palate is one of the most common congenital malformations. About 18 mices
(Mus musculus) of known age and weight were used. They were divided intwo groups :
The first groups were control group whichwere injected daily with distilled water, while
the second groups were Tnjected daily with diazepam 8 mg/kg/day. Agomalies of cleft
palate were evaluated. The histology, results showed cleft palate in the test group. The
results of immunohistochemistry showed increased expression of caspase-9 was
significant in both test groups. The Statistical results indicated that diazepam intake
" can lead to increase in palatal anomalies and caspase-9 expression. «

Keywords: diazepam, cleft palére, secondary palate, caspase-9

ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan mengevaluasi efek teratogenik paparan diazepam di periode
organogenesis pada mencit prenatal melalui pemeriksaan histologi dan ekspresi protein
caspase-9 pada pemibentukkan palatum sekunder. Proses pembentukan palatum
(palatogenesis) terdiri dari beberapa tahap dan diatur dengan ketat. Kegagalan
pertumbuhan lempeng palatum, elevasi, kontak dan atau pengabungan-dua lempeng
palatum dapat menyebabkan terjadinya celah palatum (cleft palate). Delapan belas
(18) ekor mencit (Mus musculus), betina, bunting, yang sudah diketahui umur dan berat
badannnya digunakan dalam penelitian ini. Hewan coba dibagi menjadi dua (2) kelompok:
kelompok kontrol, diberi aquades dan kelompok uji diberi injeksi diazepam 8 mg/kg/BB

setiap hari. Kelainan terjadinya celah palatum dievaluasi. Hasil histologi menunjukkan

" terjadinya celah palatum pada kelompok uji. Hasil imunohistokimia menunjukkan
peningkatan ekspresi protein casapase-9 pada kelompok uji. Analisis hasil menunjukkan
bahwa paparan diazepam menyebabkan terjadinya celah pafatum dan peningkatan
ekspresi caspase-9 pada mencit prenatal. ‘

Kata kunci : diazepam, celah palatum, palatum sekunder, cespase-9

-

PENDAHULUAN

Obat merupakan salah satu faktor resiko
eksternal penyebab kelainan bawaan (anomali
kongenital) pada janin, balk struktural maupun
fungsional, sehingga penggunaan obat selama
kehamilan sebalknya dihindari (De Santis et a/, 2004),
Namun demikian, maslh banyak wanita hamil yang
mengkonsumsi satu atau lebih Jenis obat selama
kehamilan (Headlsy et al., 2004). Pengaruh buruk cbat,
tergantung pada sifat obat, dosis, lama paparan dan

Alamat korespondensi:
amail : rika_y@ ubaya.ac.id

umur kehamilan pada saat minum obat (Mulder and
Dencker, 2006)

Diazepam, merupakan senyawa psikoaktif
golongan benzodiazepln yang pengunaannya semakin
meningkat, bahkan paling banyak digunakan di Amerika
Serikat (Cannizzaro et al, 2005; Marunuccl L, 2008).
Beberapa pensliti menyatakan bahwa dlazepam bersifat
teratogen, menyebabkan terjadinya oral cleff, namun
efek pada manusia masih merupakan kajlan yang
banyak diperdebatkan (igbal et al, 2002; Gidal, et a/.,
2008).

Celah palatum (cleft palats), salah satu bentuk
kelainan oral cleft merupakan salah satu bentuk cacat

180

it



-

Ekspres! Profeln Caspasa-2 ... (Rika Yula)

bawaan di daerah kraniofasial pada bayi baru lahiryang
paling sering ditemui (Iseki et al, 2007). Cacat ini
mengakibatkan gambaran wajah yang abnormal dan
gangguan bicara sehingga membutuhkan penanganan
yang ekstensif (Meng et al, 2008). Pembentukan
palatum, organ yang memisahkan rongga mulut dan
rongga hidung merupakan suatu proses yang
berlangsung cepat dalanr perkembangan embrio
vertebrata, membutuhkan beberapa tahapan kritis.
Kegagalan dalam tahapan proses tersebut
menyebabkan terjadinya celah palatum {Gritli-Linde,
2007; Sheng-Jun, et al, 2008).

Proses penyatuan lempeng palatum dibutuhkan
program kematian sel (apoptosis). Apoptosis
merupakan proses yang penting dalam perkembangan
atau pembentukkan organ, peristiwa tersebut dapat
dipengaruhi oleh sejumlah faktor eksternal baik secara
in vitromaupun in vivo (Vitale, et al., 2005}.

Proses apoptosis melibatkan serangkaian kerja -

enzim dan protein. Suatu penyimpangan pemillihan gen
yang terekspresi atau protein yang tersintesis
menyebabkan perkembangan abnormal atau kelainan
embrio. Bila hal tersebut terjadi pada saat sel atau
jaringan akan membentuk organ, akan terjadi kelainan
atau malformasi. Caspase-9 merupakan salah satu
protein caspase inisiator terjadinya apoptosis
(Darmanto, 2007; Vitale, et al., 2005).

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi pengaruh
pemberian diazepam di periode organogenesis
terhadap gambaran histologi dan eksprési protein
caspase-9 pada palatum sekunder mencit prenatal.

METODOLOGI

Hewan 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 induk. Bahan

uji Diazepam yang digunakan adalah valium produksi -

Roche, setiap ampul berisi 5 mg/ml.
Mencit bunting diperoleh dengan cara
mengumpulkan dua ekor mencit betina yang sedang

(A)
Gambar 1. 55l Histologi Kelompok Uji § (A) dan Uji Il (B)
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dalam fase estrus dalam satu kandang dengan satu ekor
mencit jantan fertil semalaman. Apabila besok 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 diberi diazepam dengan dosis § mg/KgBB
dan kelompok uji 11 diberi diazepam dengan dosis 16
mg/KgBB. Pemberian bahan dilakukan secara
intraperitonial selama fase embriogenesis yaitu gestasi
hari ke 9 sampai 15.

Induk mencit dikorbankan dengan cara dislokasi
servikal pada gestasi hari ke 15. Induk mencit dibedah,
embrio diambil, dibersihkan dengan larutan fisiologis.
Bagian kepala embrio diambil. Embrio difiksasi dalam
larutan buffer formalin 10 %, kemudian jaringan diproses
dalam pemprosesan rutin sampai dalam bentuk blok
parafin dan dipctong dengan potongan seri. Palatum
embrio diperoleh dengan membuat irisan frontal kepala
(5 umy}, diwamai dengan hasmatoxylin-eosin (HE).

Untuk penilaian ekspresi protein caspase-9,
potongan . jaringan diproses dengan teknik

“imunchistekimia menggunakan antibodi monoklonal,

yaitu monokiohal anti-caspase-9, sesuai protokol
standar. :

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pembentukkan wajah dan rahang merupakan
suatu proses yang melibatkan migrasi sel, proliferasi,
diferensiasi dan apoptosis. Normainya, langit-langit
mulut dilapisi palatum keras dan iunak (hard and soft
palate) yang memisahkan rongga mulut dan rongga
hidung (Gritli-Linde, 20086 ; Charoenchaikom et af,, 2009).
Hasil pemeriksaan histologi menunjukkan bahwa
pada kelompok uji tidak terjadi penyatuan lempeng
palatum pada embrio usia gestasi hari ke 15, sehingga
terbentuk celah palatum (cleft palate). Sedangkan pada
kelompok kontrol tetjadi penyatuan lempeng palatum,
sehinggd terjadi pemisghan'antara rongga hidung dan
mulut. Seharusnya pada gestasi hari ke 15 sudah terjadi
penyatuan kedua lempeng palatum (palatal fusion),
tetapi pada embrio kelompok uji baik pada pemberian
diazepam dosis 8 mg/KgBB dan 16 mg/KgBB, tahap

(8)
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bawaan di daerah kraniofasial pada bayi baru fahir yang
paling sering ditemui (Iseki et af, 2007). Cacat ini
mengakibatkan gambaran wajah yang abnormal dan
gangguan bicara sehingga membutuhkan penanganan
yang ekstensif {Meng et al., 2009). Pembentukan
palatum, organ yang memisahkan rongga mulut dan
rongga hidung merupakan suatu proses yang
berlangsung cepat dalam- perkembangan embrio
vertebrata, membutuhkan beberapa tahapan kritis.
Kegagalan dalam tahapan proses tersebut
menyebabkan terjadinya celah palatum (Gritli-Linde,
2007; Sheng-Jun, et al, 2008).

Proses penyatuan lempeng patatum dibutuhkan
program kematian sel {apoptosis). Apoptosis
merupakan proses yang penting dalam perkembangan
atau pembentukkan organ, peristiwa tersebut dapat
dipengaruhi oleh sejumlah faktor eksternal baik secara
in vitro maupun in vivo (Vitale, et al., 2005).

Proses apoptosis melibatkan serangkaian kerja

enzim dan protein. Suatu penyimpangan pemilihan gen

yang terekspresi atau protein yang tersintesis

menyebabkan perkembangan abnormal atau kelainan

embrio. Bila hal tersebut terjadi pada saat sel atau -

jaringan akan membentuk organ, akan terjadi kelainan
atau malformasi. Caspase-9 merupakan salah satu
protein caspase inisiator terjadinya apoptosis
(Darmanto, 2007, Vitale, ef al., 2005).

Penelitian ini bertujuan mengevajuasi pengaruh
pemberian diazepam di periode organogenesis
terhadap gambaran histologi dan ekspresi protein
caspase-9 pada palatum sekunder mencit prenatal.

METODOLOGI

Hewan 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 induk. Bahan

uji Diazepam yang digunakan adalah valium produksi -

Roche, setiap ampul berisi 5 mg/mi.
Mencit bunting diperoleh dengan cara
mengumpulkan dua ekor mencit bétina yang sedang

(A)
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dalam fase estrus dalam satu kandang dengan satu ekor
mencit jantan fertil semalaman. Apabila besok 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 diberi diazepam dengan dosis 8 mg/KgBB
dan kelompok uji Il diberi diazepam dengan dosis 16
mg/KgBB. Pemberian bahan dilakukan secara
intraperitonial selama fase embriogenesis yaitu gestasi
hari ke 9 sampai 15. ’

Induk mencit dikorbankan dengan cara dislokasi
servikal pada gestasi hari ke 15. Induk mencit dibedah,
embrio diambil, dibersihkan dengan larutan fisiologis.
Bagian kepala embrio diambil. Embrio difiksasi dalam
larutan buffer formalin 10 %, kemudian jaringan diproses
dalam pemprosesan rutin sampai dalam bentuk biok
parafin dan dipotong dengan potongan seri. Palatum
embrio diperoleh dengan membuat irisan frontal kepala
(5 ym), diwamai dengan haematoxylin-eosin (HE).

Untuk penilaian ekspresi protein caspase-8,
potongan jaringan diproses dengan teknik

‘imunohistokimia menggunakan antibodi monoklenal,

yaitu monoklonal anti.caspase-9, sesuai protokol
standar. :

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pembentukkan wajah dan rahang merupakan
suatu proses yang melibatkan migrasi sel, proliferasi,
diferensiasi dan apoptdsis. Normalnya, langit-langit
mulut dilapisi palatum keras dan lunak (hard and soft
palate) yang memisahkan rongga mulut dan rongga
hidung (Gritli-Linde, 2006 ; Charoenchaikom et al,, 2009),
Hasil pemeriksaan histologi menunjukkan bahwa
pada kefompok uji tidak terjadi penyatuan lempeng
palaturn pada embrio usia gestasi hari ke 15, sehingga
terbentuk celah palatum (cleft palate). Sedangkan pada
kelompok kontrol terjadi penyatuan lempeng palatum,
sehinggaterjadi pemisahan antara rongga hidung dan
mulut. Seharusnya pada gestasi har ke 15 sudah terjadi
penyatuan kedua lempeng palatum (pafatal fusion),
tetapi pada embrio kelompok uji baik pada pemberian
diazepam dosis 8 mg/KgBB dan 16 mg/KgBB, tahap

(B)
Gambar 1. Hagjl Histologi Kelompok Uji | (A) dan Uji It (B)
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(A)

B)

Gambar 2. Hasil Histologi Kelompok Kontrol

palatogenesis terhenti pada pertumbuhan vertikal
(palatal shelves elevalion). Kesulitan yang ditemui pada
pemeriksaan histologi adalah sulitnya pem6&tongan
palatum pada pemeriksaan histologi, karena ukuran
embrio yang sangat kecil, apalagi pada umur gestasi
ke 15.

Pada gambar 1. terlihat potongan frontal melalui
kepala embrio mencit usia gestasi 15 hari, kelompok
uji | yang diberi diazepam dengan dosis 8 mg/kgBB
(A), kelompok uji Il yang diberi diazepam dengan dosls
16 mg/kgBB (B). Menggunakan pewarnaan
Haemotoxylin eosin, diamati dengan mikroskop cahaya
pembasaran 40x. Lempeng palatum terlihat disisi kiri
dan kanan lidah dalam posisi vertikal. L : lidah, PS:
Palaturn sekunder :

Pada gambar 2. Terlihat potongan frontal melalui
kepala embrio mencit usia gestasi 15 hari,
mengggunakan pewamaan Haemotoxylin eosin. Kedua
lempeng telah menyatu satu sama lain, terjadi
pemisahan rongga hidung dan mulut. Gambar A, diamati

." O R W

dengan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x,
gambar B dengan perbesaran 100x. NC : nasal cavity,
NC. nasal septum, OC : oral cavity

Palatogenesis dibedakan atas 4 tahap, yaitu
pertumbuhan awai lerfipeng palatum (initial palatal
shelvas growth) dimana terjadi pembesaran lempeng
palatum dan berkembang pada posisi bilateral
disamping lidah, yang terjadi sekitar hari ke 11 pada
embrio mencit, pertumbuhan seperti mendaki (shelves
elevation) yang terjadi sekitar hari ke 12,5-14,
pertumbuhan horizontal (horizontal shelves growth)
pada hari ke 14,5-15, dan penyatuan fempeng (palata/
fusion). Tahap pertumbuhan reorientasi ke arah
horizontal hanya membutuhkan waktu yang singkat
yaitu beberapa menit hingga jam. Setelah ltu lempeng
palatum yang kini sudah menempati posisi di atas lidah
akantumbuh saling mendekat secara horizontal dari
kedua arah hingga terjadi kontak antara kedua
ujungnya. Proges tumbuh horizontal melibatkan

k]

20 -

15 4

Mean 10 -

-

Kontrol

Kelompok

Ujil ujin

Gambar 3, Grafik Rerata Jumlah Sel yang Mengekspresikan Protein
Caspase-9 Pada Kelompok Kontro!, Uji | dan Uiji (I
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(A) (8)

(€)

Gambar 4. Sel epltel yang mengekspresikan protein Caspase-8 pada kelompok kontrol {A),
kelompok uji | (B) dan kelompok ujl ll (C)

aktivitas pembelahan sel dan sintesis senyawa matriks

ekstrasel {Gritli-Linde, 2007; Charoenchaikorn et al.,

2009).

Berdasarkan periode waktu pembéntukkan
palatum tersebut, maka pemberian bahan uji diazepam
diberikan pada gestasi hari ke 9 sampai 15. Hasil

histologi, menunjukkan terbentuknya celah palatum pada’

kelompok uji, dimana pembentukan palatum terhenti pada
pada pertumbuhan vertikal (palatal shelves elevation),
yang normalnya pada embrio mencit berlangsung pada
gesiasi hari ke ke 12,5-14, Pada hari ke 15, lempeng
palatum seharusnya sudah menyatu, sehingga palatum
terbentuk sempurna, memisahkan rongga mulut dan
rongga hidung. Pada kelompok kontrot sudah terbentuk
rongga hidung, menunjukkan bahwa lempeng palatum
menyatu.

Ekspresi caspase-3 semua kelompok perlakuan
menunjukkan peningkatan signifikan {p < 0.05), tapi tidak
terdapat perbedaan hermakna antara kelompok uji | dan
uji 1l (0.429). Hail ini menunjukkan bahwa pemberian
diazepam selama periode organogenesis memicu
aktivitas caspase inisiator caspase-9 yang
mencerminkan terjadinya peningkatan apoptosis jalur
intrinsik.

Mengunakan monokional anti caspase-9,
pengamatan menggunakan mikroskop cahaya
perbesarari 400x. Tanda panah menunjukkan sel yang
mengekspresi protein caspase-9. Proses penyatuan
lempeng pembentukan palatum sekunder (secondary
palate shelt fusion) dibutuhkan program kematian sel
(apoptosis), dan proses ini dapat dipengaruhi oleh zat
teratogen (Cuervo et al, 2002). Ketidakseimbangan antara
pro dan anti-apoptotik anggoia kelompok Bcl-2 dapat
menyebabkan pelepasan faktor seperti cytochrome c,
afaf-1, apoptosis-inducing factor (AIF) dan Smac/Diablo,
yang bertanggung jawab atas terjadinya aktivasi caspase
inisiator dan eksekutor. Caspase-9 merupakan salah satu
protein caspase inisiator (Vitale, et al., 2005).

Pada penelitian ini terbukti terjadi peningkatan
ekspresi protein Caspase-9, yang bermakna pada
kelompok uji dengan metode imunohistokimia
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menggunakan antibodi spesifik untuk masing-masing
protein. Caspase-9 adalah protease inisiator apeptosis
yang diaktivasi sebagai respon terhadap kerusakan
mitokondria oleh berbagal faktar, yang menandai
terjadinya apoptosis jalur intrinsik. Apoptosis
merupakan .mekanisme kontrol yang esensial

” terhadap kualitas dan jumlah sel, yang sangat penting

dalam pembentukan atau perkembangan jaringan.
Caspase-9 merupakan inisiator caspase sentral.

Hasil menunjukkan bahwa penggunaan
diazepam pada periode organogenesis menyebabkan
terjadinya cetah palatum pada mencit prenatal. Pada
umumiya data toksisitas diperoieh dari eksperimen
pada hewan. Hasil satu 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.

Penggunaan obat selama kehamilan
sebaiknya dihindari untuk mencegah terjadinya efek
teratogenesis dan efek buruk lainnya pada fetus atau
bayi baru lahir, karena setiap obat menimbulkan’
berbagai reaksi yang tidak diinginkan (adverse effects)
dengan mekanisme ketja yang berbeda-beda dan
tingkat resiko yang beragam. Pengaruh buruk obat
terhadap janin, secard"umum dapat bersifat toksik,
teratogenik, maupun fetal, tergantung pada sifat obat,
dosis, lama paparan dan umur kehamilan pada saat
minum obat (De Santis, st al, 2004; Mulder, 2006).
Efek tersebut berkorelasi dengan konsentrasi obat
dalam serum ibu.

Diazepam dan metabolitnya, N-
desmethyldiazepam, aktif secara farmakologis, dapat
melewati plasenta secara bebas pada awal kehamilan,
karena solubilitas lipid yang tinggi. Diazepam memiliki
beberapa efek pada proses perkembangan embrio
seperti pembelahan sel, mitosis dan interaksi antar
sel, sehingga memungkinkan timbulnya efek
teratogenik pada embrio (Cannizzaro et al, 2005;
Marinucci, 2008).
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KESIMPULAN DAN SARAN
Kesimpulan

Pemberian diazepam pada periode
organogenesis menyebabkan gangguan pembentukkan
palatum sekunder sehingga terjadi celah palatum (cleft
palate) pada mencit prenatal serta meningkatkan jumlah
sel epitel palatum, yang mengekspresikan protein
caspase-9, yang merupakan protein inisiator apoptosis
mitokondria.
Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui bagaimana pengaruh diazepam terhadap
program kematian sel (apoptosis).
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