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1990). Laporan sebelumnya juga menyebutkan 
bahwa, beberapa orang telah keracunan 2-ME 
melalui penetrasi ke dalam kulit dan saluran 
pernafasan (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. 1989). Sifat teratogenik 2-ME pada 
hewan percobaan, diduga disebabkan oleh hasil 
metabolisme 2-ME di dalam sel hati menjadi 
methoxy-acetic acid (MAA), oleh bantuan 
katalisator alcohol dehydrogenase (Brown et al. 
1984; Moslen et al. 1995).  

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 
somit yang selanjutnya memunculkan kelainan 
rangka tulang belakang dan tulang rusuk, medula 
spinalis terdedah; dan eksensefali (Darmanto et al. 
1994; Darmanto 1998). Beberapa peneliti telah 
melaporkan bahwa setelah pemberian MAA 
dengan dosis tunggal 10 mmol/kg berat badan 
pada hari kebuntingan 11 pada mencit Jcl:ICR 
(Rasjad et al. 1991), AJ (Sudarwati 1993), Swiss 
Webster, (Suripto et al. 1996), menunjukkan 94% 
tunas anggota fetus mengalami abnormalitas. 
Sifat embriotoksik dan teratogenik senyawa 
MAA telah terbukti pada mamalia, terutama 
pada embrio periode preimplantasi maupun 
postimplatasi. Sifat embriotoksik ini sama 
dengan yang disebabkan oleh senyawa 2-ME 
(Darmanto et al. 1994).  

Anggota tubuh merupakan model yang baik 
untuk mempelajari pola perkembangan dan juga 
untuk memahami kemungkinan gangguan 
perkembangan yang disebabkan oleh teratogen 
tertentu (Ruyani et al. 2008). Hasil penelitian 
Rasjad et al (1991), menunjukkan bahwa pola 
distribusi dari cacat anggota yang disebabkan 
oleh MAA, suatu metabolit dari 2-metoksietanol, 
disebabkan oleh adanya perbedaan dalam 
jumlah dan distribusi kematian sel yang terjadi 
pada bagian keping mesoderm anggota. Hasil 
pengamatan secara mikroskopis menunjukkan 
bahwa tanda-tanda kelainan tunas anggota yaitu 
beberapa sel mengalami nekrosis pada mesenkim 
dan AER (Apical Ectoderm Ridge), yang diamati 2 
jam setelah pemberian MAA pada umur 
kebuntingan ke 10,5 hari, setelah 6 jam 
menunjukkan hipoplasia pada AER. AER itu 
sendiri berperan dalam mekanisme 
pembentukan kelainan anggota, karena terjadi 

perubahan degenartif struktur dan penyusutan 
yang lebih cepat pada fetus perlakuan 
dibandingkan dengan kontrol (Sudarwati 1995). 
). Hasil penelitian Mebus and Welsch (1989), 
menunjukkan bahwa pemberian MAA dapat 
mengganggu ketersedian basa purin dan 
pirimidin. Hal ini diharapkan dapat 
mempengaruhi sintesis DNA dan atau sintesis 
RNA, sehingga menyebabkan kematian sel, yang 
pada akhirnya mempengaruhi proliferasi dan 
differensiasi sel di dalam perkembangan embrio. 

Dalam proses pembentukan tunas anggota 
tubuh yang normal terdapat beberapa tahap 
yaitu tahap proliferasi, migrasi, differensiasi dan 
tahap kematian sel. Pada embrio umur 
kebuntingan (uk-10 hari), merupakan tahap awal 
pembentukan tunas anggota awal, dimana sel-sel 
mengalami proliferasi dengan membentuk AER.  

Di samping itu terjadi pula migrasi sel-sel 
miogenik pada bakal tunas anggota. Struktur 
muskular tunas anggota sebagian berasal dari 
miotom somit. Migrasi sel-sel miogenik, dimulai 
segera setelah pembentukan tunas anggota. Sel-
sel tunas anggota mempunyai kemampuan 
untuk beragregrasi membentuk dua massa otot 
yaitu massa otot premuskular dan massa otot 
dorsal, yang berada pada stadium awal 
differensiasi miogenik (Ewan and Everett 1997). 
Sel-sel miogenik yang terakumulasi di dalam 
tunas anggota, mengekspresikan protein 
vimentin (Hayasi et al. 1993). Hasil Penelitian 
Vaittinen et al (2010), menyatakan bahwa 
vimentin berperandalam miogenesis, baik 
berperan secara fungsioanal dalam konstruksi 
maupun restorasi serabut-serabut otot rangka. 
Keberadaan ekspresi protein vimentin 
berhubungan dengan fungsi selular sel selama 
perkembangan embrio. Jadi dapat dikatakan 
bahwa vimentin terekspresi pada awal 
organogenesis, yang ditandai dengan adanya 
agregrasi dan kondensasi prekartilago (Viebahn 
et al. 1988). vimentin berperan untuk 
mentranspor kinase ke inti sel. Kinase tersebut 
mengaktifkan dan mempengaruhi ekspresi gen 
neuron sedemikian rupa, sehingga neuron dapat 
memberi respon terhadap kerusakan yang 
terjadi. Hal ini membuktikan bahwa vimentin 
diperlukan dalam mereparasi jaringan yang luka 
melalui migrasi sel-sel dan pembentukan 
jaringan (Moon et al. 2004). 

Ekspansi sel-sel yang beragregrasi tersebut, 
akan terhenti ketika mencapai bentuk kondensasi 
prekartilago. Bentuk kondensasi prekartilago 
akan memicu differensiasi kartilago, yang pada 
akhirnya terbentuk kartilago (Lee et al. 1998). 



 

Proses perkembangan ini mencakup aktivitas sel-
sel, berupa migrasi sel, adhesi sel, signal 
intraselular dan proliferasi sel. Proses proliferasi 
dan migrasi sel-sel miogenik ini, dipengaruhi 
oleh fibronektin. Protein ini membantu 
memfasilitasi migrasi sel-sel miogenik, sebagai 
tempat perlekatan dan mengarahkan migrasi.  

Neurofilamen adalah kelompok protein 
pemandu sel pada saat organogenesis, apabila 
tingkat ekspresi senyawa ini terganggu oleh 
senyawa 2-ME, diduga akan memunculkan 
kelainan yang terjadi pada anggota. Namun 
kelainan yang terjadi berupa kelainan polidaktili, 
disebabkan oleh kematian sel bukanlah satu-
satunya jalur mekanisme penyebab munculnya 
kelainan jari. Penelitian lain menyebutkan bahwa 
adanya kegagalan dalam fungsi otot polos 
longitudinal dan sirkuler pada kasus stenosis 
pyrolus, diketahui berkaitan dengan tidak 
terekspresinya ncam dan neurofilamen atau 
menandakan tidak adanya inervasi pada jaringan 
otot polos (Kobayashi et al. 1995). Perkembangan 
kuncup anggota masa embrio akan terganggu, 
dengan adanya penurunan ekspresi protein 
neurofilamen (Nicholas et al. 2003). Berdasarkan 
hasil tersebut diduga terdapat suatu jenis protein 
tertentu yang terganggu ekspresinya akibat 
induksi senyawa 2-ME. Pada penelitian ini 
diungkapkan ekspresi protein-protein akibat 
induksi senyawa 2-ME pada masa kritis 
perkembangan tunas anggota, secara real time 
RT-PCR. Hal ini diharapkan dapat diketahui 
protein-protein yang terekspresi selama 
pembentukan tunas anggota dan juga 
diharapkan dapat membantu mengungkapkan 
peran protein dalam memuncul kelainan tunas 
anggota.  

BAHAN DAN METODE 

Hewan percobaan 
Mencit Black-6 yang digunakan dalam 

penelitian ini berasal dari Charite-Universutats 
Medizin Berlin. Adanya vagina plug merupakan 
tanda telah terjadi kehamilan hari ke nol (Rugh, 
1968). Mencit hamil dibunuh secara dislokasi 
serviks pada umur kebuntingan 10 hari (uk-10). 
Sampel tunas anggota diisolasi dibawah 
mikroskop cahaya, kemudian dimasukkan ke 
dalam tabung yang berisi RNA-latter, untuk 
analisis RNA dan DNA. Uji RNA dengan 
RNeasy Kit Real Time RT-PCR.  

Bahan, dosis dan pengumpulan sampel 
2-ME dalam bentuk cair yang diperoleh dari 

Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Japan 
(Nomor produk: 135-07762) dilarutkan dalam air 
steril, diberikan secara injeksi peritoneal dengan 
dosis 7,5 mmol/kg berat badan pada uk-10 hari. 
Mencit kontrol hanya diberi akuades steril 
dengan dosis yang sama. Mencit bunting uk-12 
dibunuh secara dislokasi serviks, otak diisolasi 
dan dimasukkan dalam larutan RNA latter, 
kemudian disimpan untuk analisis lanjut pada 
suhu -20oC.  

Real Time RT-PCR 
Total RNA dari jaringan tunas anggota 

diekstraksi dengan RNeasy kit berdasarkan 
manufactur’s protocols. cDNA disintesis dari total 
RNA menggunakan Qiagen One step RT-PCR Kit 
(Cat. No. 210210). Reaksi PCR menggunakan 
enzim AidTM H Minus M-MuLV RT (Cat. No. 
130125486) pada suhu 95oC, 7 min, PCR 45 siklus 
(20 det, 95oC; 60 oC, 20 det; 72 oC, 30 det), 42oC, 
selama 1 jam 15 menit, dandiikuti dengan 
pemanjangan suhu 70oC selam 5menit; 70oC, 5 
menit.  

Analisis kuantitatif dilakukan dengan Real-
Time PCR. Analisis Polymerase chain reaction (PCR) 
dilakukan dengan menambah masing-masing 
9.00 µl dari cDNA tunas anggota perlakuan atau 
kontrol dan 1 µl Primer-Mix ke dalam masing-
masing tabung yang berbeda. Pada eksperimen 
kami, Primer-Mix terdiri dari 4 jenis primer yaitu 
vimentin dan Nfh, Nfm, dan Nfl. Pada sampel 
tunas anggota baik kontrol maupun perlakuan, 
di tambahkan komponen reaksi yaitu aqua, 
SYBER Green, 2x Bioline buffer. Selanjutnya reaksi 
Real Time RT-PCR menampilkan berbagai seri 
cDNA target yang diikuti oleh Oligonucleotide 
primers. Primer yang digunakan dalam 
penelitian ini disintesis ke Biotez Berlin- Buch 
GmbH, Berlin, Jerman. Informasi primer-primer, 
dapat dilihat pada Table 1.  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil kopi DNA sacara real time RT-PCR dari 
otak mencit black-6 menggunakan primer 
vimentin, neurofilamen high, neurofilamen 
medium dan neurofilamen low (gambar 1). Pada 
gambar di atas terlihat bahwa ekspresi vimentin 
pada masa perkembangan awal tunas anggota 
sangat tinggi. Protein lainnya seperti nf-low 
tampak sebaliknya yaitu relatif menurun, bila 
dibandingkan dengan kelompok kontrol.  
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untuk mentranspor kinase ke badan sel dan 
menuju inti sel. Kinase tersebut mengaktifkan 
dan mempengaruhi ekspresi gen neuron 
sedemikian rupa, sehingga neuron dapat 
memberi respon terhadap kerusakan yang 
terjadi. Moon et al (2004), menyatakan bahwa 
vimentin banyak terekspresikan pada jaringan 
yang mengalami kerusakan. Oleh karena itu 
diduga bahwa tingginya ekspresi protein 
vimentin ini pada embrio uk-12 hari, 
berhubungan dengan proses proliferasi dan 
migrasi sel-sel yang diperlukan untuk perbaikan 
jaringan tunas anggota, akibat pemberian 2-ME. 
Dalam penelitian ini, pemberian 2-ME dilakukan 
pada uk-10 hari dan pengamatan dilakukan pada 
embrio uk-12. Pada 48 jam setelah pemberian, 
dimana belum berakhirnya usaha pemulihan. 
Hal ini menyebabkan ekspresi vimentin yang 
sangat tinggi, sangat diperlukan untuk proses 
proliferasi dalam perbaikan jaringan. Hasil 
penelitian Ruyani (2008) menyatakan bahwa 
Setelah pemberian 2-ME pada mencit Swiss 
webster pada uk-11 hari dengan dosis 10 
mmol/kg berat badan, dapat mengubah profil 
protein tunas anggota depan. Hasil metabolit 2-
ME, yaitu MAA, langsung berpengaruh terhadap 

ekspresi gen yang kemudian berpengaruh pula 
terhadap keberadaan protein tertentu. Sehingga 
tingginya ekspresi protein vimentin diperlukan 
sesuai dengan fungsi seluler untuk perbaikan 
jaringan akibat 2-ME. 

Ekspresi protein Neurofilamen-low kelompok 
perlakuan, tampak rendah dibandingkan dengan 
kontrol. Ekspresi ketiga sub- unit neurofilamen 
bervariasi, baik di antara populasi neuron-
neuron maupun pada akson-akson pada stadium 
perkembangan. Ekspresi ketiga subunit 
berhubungan dengan berbagai macam fungsi 
dari sel-sel selama stadium perkembangan 
(Viebhan, 1988). Seperti yang telah diketahui 
bahwa, neurofilman berperan dalam 
morfogenesis neuron (Matus, 1988; Robinson dan 
Anderton, 1988; Riederer,1990; Riederer,1992), 
terutama untuk mempertahankan kekakuan sel, 
disamping itu juga berperan untuk memandu 
transport intraselular ke akson dan dendrit. 
Bersama-sama dengan protein sitoskeleton 
lainnya, neurofilamen berperan untuk 
membentuk dan mempertahankan bentuk sel 
dan menfasilitasi transpor partikel-partikel serta 
organel-organel di dalam sitoplsma (Liu et al. 
2004).Mengingat suplai syaraf dan otot ke dalam 

Table 2. Kondisi siklus DNA protein-protein otak embrio UK-12 hari akibat induksi 2-ME secara real-time 
reverse transcription- polymerase chain reaction (RT-PCR). 
   

 
 



 

tunas anggota mulai terjadi pada embrio uk-13, 
maka ekspresi protein neurofilamen-low juga 
tampak terekspresi rendah pada kontrol. Dari 
data yang diperoleh menunjukkan bahwa 
ekspresi protein neurofilamen low yang rendah 
setelah pemberian 2-ME pada uk-10 hari, diduga 
bukan disebabkan oleh terganggunya sintesis 
RNA dan DNA oleh 2-ME. Rendahnya ekspresi 
protein neurofilamen low bukan disebabkan oleh 
senyawa 2-ME, mengingat inervasi syaraf terjadi 
pada uk-ke 13 hari. Sedangkan protein 
neurofilamen-medium dan neurofilamen-high, 
mulai tampak diekspresikan, yang cenderung 
meningkat dibandingkan dengan kontrol. 

KESIMPULAN 

Dosis tunggal 2-ME 7,5 mmol/kg berat badan 
yang diberikan secara intraperitoneal pada uk-10 
hari, menyebabkan peningkatan ekspresi protein 
vimentin. dan penurunan ekspresi protein 
neurofilamen pada tunas anggota depan embrio 
mencit, bukan disebabkan oleh 2-ME.  
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