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ABSTRAK

Kusumaningrum, Estiani. 2012. Efek Supresi Curcumin Pada Organogenesis
Dan Morfogenesis Embrio Ayam Umur 48 Jam. Tugas Akhir. Program
Studi Pendidikan Dokter Fakultas  Kedokteran Universitas Brawijaya.
Pembimbing : (1) dr. Indriati Dwi Rahayu, M.Kes  (2) dr. Anik Puryatni,
M.Kes Sp.A(K).

Perkembangan embrio diiringi dengan peningkatan nutrisi, oksigenasi
serta pembuangan zat-zat sisa metabolisme sel. Peningkatan kebutuhan
tersebut merangsang sel-sel mesenkimal untuk menginduksi sel endotel menjadi
jaringan pembuluh darah, proses ini disebut vaskulo-angiogenesis. Sistem
vaskuler terbentuk sempurna akan memfasilitasi dan memastikan proses
organogenesis dan morfogenesis embrio berjalan tanpa ada gangguan.
Gangguan pada proses ini dapat menghambat dan menyebabkan defek
kongenital. Curcumin sering digunakan sebagai bahan makanan hingga obat —
obatan di berbagai lapisan masyarakat. Walau sudah menjadi konsumsi sehari-
hari, penelitian mengenai keamanan curcumin terhadap embrio masih sangat
terbatas dan belum bisa menjelaskan pengaruhnya terhadap kondisi fetal.
Melalui penelitian ini peneliti mengamati pengaruh curcumin secara in ovo pada
embrio ayam terutama yang terkait dengan proses vaskulo-angiogenesis yang
dapat mempengaruhi proses organogenesis. Konsentrasi curcumin sebagai
perlakuan adalah 12,5 pM, 25 puM dan 50 pM. Curcumin diinjeksikan pada telur
berusia kurang dari 1 hari dan kemudian telur diinkubasi selama 48 jam.
Berdasarkan kriteria skor embrio menurut Drake et al, hasil penelitian
menunjukan bahwa curcumin berpengaruh dalam menghambat organogenesis
pada embrio ayam dengan hasil uji anova yang bermakna secara statistik
(p<0.05). Pada aspek sirkulasi yolk sac, berdasarkan uji Chi-square diketahui
hasilnya signifikan ( p < 0.05). Curcumin juga menunjukan pengaruhnya dalam
retardasi proses flexi cranial, pada perkembangan sistem optikus dan penutupan
neuropore anterior berdasarkan umur embrio ayam dengan hasil uji Chi square
yang bermakna secara statistik (p < 0.05). Kesimpulan dari penelitian ini adalah
curcumin menunjukan pengaruhnya dalam menghambat proses perkembangan
vaskulo-angiogenesis dan menyebabkan hambatan pada proses organogenesis
embrio yang terfasilitasi oleh proses tersebut.

Kata Kunci : Embrio, Vaskulogenesis, Organogenesis, Curcumin, In ovo



ABSTRACT

Kusumaningrum, Estiani. 2012. Suppresion effect of Curcumin on
Organogenesis and Morphogenesis in 48 hours Chicken Embryo.
Final Assignment, Medical program, Medical Faculty, Brawijaya
University. Supervisors : (1)dr. Indriati Dwi Rahayu, M.Kes., (2) dr. Anik
Puryatni, M.Kes Sp.A(K).

Embryonic development is accompanied by increase need of nutrition,
oxygen and residual cell metabolism diposal. These conditions stimulate
mesecnchymal to induce endothelial cell to form vascular network, this process
called vasculo-angiogenesis. Perfect vascular network will facilitated and ensure
organogenesis and morphogenesis of embryo running without any defect. Defect
on this stage of development will inhibit and causing congenital defect.Curcumin
which commonly used as preservation of food and medicine, has been used by
many people on the world. Despite curcumin has been consumed daily, research
about curcumin safety on embryo are still limited and can not explain curcumin
negative effect on fetal condition.This study is focus to investigate curcumin effect
on chicken embryio with in ovo method, which mainly related on vascular network
defect that can affect organogenesis. Curcumin concentration used on this
research were 12,5 uM, 25 uM and 50 uM. Curcumin solution injected to chicken
egg that aged less than a day and then egg would incubate for 48 hours. Based
on Drake et al embryo scoring criteria, this study resulted show curcumin affect
in chicken embryo organogenesis with one way anova analysis outcome showed
this result is significant (p < 0.05). On yolk sac sirculation, based on chi square
test outcome showed this result is significant (p < 0.05). Curcumin also affected
growth retardation of flexi cranial, development of optical system and closing of
neuropore anterior with statistical analysis by Chi Square test outcome showed
this retardation development is significant (p < 0.05). Conclusion on this research
are curcumin show have effect to inhibited vascular network development and
can defect on embryo organogenesis that facilitated by that process.

Key words : Embryo, Vaskulogenesis, Organogenesis, Curcumin, In ovo
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Pertumbuhan fetus dalam proses kehamilan dipengaruhi oleh berbagai
faktor dalam mekanisme sistem tubuh. Bila regulasi tubuh tidak berlangsung
dengan baik maka akan mengakibatkan kondisi kehamilan yang tidak diinginkan
yang bisa berakibat pada abnormalitas dari pertumbuhan fetus hingga
menimbulkan kematian pada fetus (Chaiworapongsa et al, 2011). Berdasarkan
data epidemiologi tahun 2006 di negara USA, dari 10 penyebab tertinggi
kematian bayi, Penyebab nomor satu adalah congenital anomaly. Congenital
anomaly merupakan kelainan yang terjadi akibat gangguan proses pertumbuhan
dan perkembangan embrio. (Heron et al, 2006).

Pada kehidupan fetus intrauteri, pertukaran zat tejadi melalui proses
difusi. Sejalan dengan perkembangannya, mudigah tidak lagi dapat mencukupi
akan zat makanan hanya melalui difusi saja. Pada tingkat ini, sel - sel lapisan
mesoderm splanknik pada mudigah presomit lanjut diinduksi oleh endoderm di
bagian bawahnya untuk membentuk angioblas dan menandai awal mulanya
vaskulogenesis (Sadler TW, 1995; Ferguson et al., 2005). Perlu diketahui bahwa
organ yang pertama kali mulai berkembang adalah jantung. sel — sel angiogenik
sudah mulai muncul pada tahap presomit dari embrio yaitu hari 17 — 18. saat
awal mulanya proses vaskulogenesis. Proses ini akan menginisiasi dan
memfasilitasi perkembangan organ internal lainnya seperti otak, liver, ginjal,
usus dan lainnya yang terjadi pada minggu ketiga kehamilan. (Bie, 2001).

Vaskulogenesis diawali dengan pembentukan angioblas sebagai sel endothelial



progenitor yang akan bermigrasi dan menyusun sistem vaskular secara de novo.
Proses vaskulogenesis ini ditandai dengan pembentukan pembuluh primitif dari
sel - sel endotel (Wang and Zhao, 2010).

Proses angiogenesis, yang dikenal juga dengan istilah neovaskularisasi
ditandai dengan lanjutan pertumbuhan pembuluh darah baik sprouting maupun
remodelling. Proses ini ditandai dengan proliferasi sel - sel endotel menuju
jaringan yang akan merangsang stimulus faktor pertumbuhan (Oklu et al, 2010).
Tujuan utama dari proses ini, setiap sel yang didukung oleh kinerja sistem
vaskular dapat memperoleh nutrisi dan oksigen sesuai kebutuhan dan
mengantarkan hasil produksi sel seperti hormon, zat sisa, dan bahan vasoaktif
lainnya (Papetti and Herman, 2002). Proses vaskulo angiogenesis yang
kompleks ini membutuhkan keseimbangan antara faktor positif dan negatif dari
proses angiogenesis. Bila terjadi peningkatan faktor anti angiogenik maka dapat
memicu apoptosis sel sehingga proses distribusi udara dan nutrisi menuju sel sel
akan terhambat dan bisa mengakibatkan terganggunya proses embriogenesis
(Romero, 2010; Edwards, 2011).

Salah satu zat anti angiogenik terkandung di dalam Curcuma longa
adalah curcumin. Curcuma longa mengandung sekitar 2 - 5 % curcumin. Saat ini
sudah banyak dilakukan penelitian mengenai efek curcumin yang memiliki efek
terapi. Dalam berbagai penelitian menunjukan bahwa curcumin berperan sebagai
anti inflamasi, antioksidan (Kunchandy, 1990) anti karsinogenik (Huang et al.,
1994; Babu and Srinivasan, 1997), hipolipidemia dan anti diabetes (Arun and
Nalini, 2002). Hasil penelitian menunjukan bahwa efek anti kanker dari curcumin
disebabkan oleh salah satu sifatnya sebagai zat anti angiogenik (Li et al., 2005;

Lin et al., 2007; Oyagbemi et al., 2010).



Penelitian mengenai pengaruh curcumin terhadap embrio masih sangat
terbatas dan belum bisa merepresentasikan kondisi perkembangan fetal.
Penelitian yang dilakukan pada tahun 1980 menunjukkan bahwa curcumin tidak
meningkatkan tingkat kelainan pada kandungan, bayi yang dilahirkan dan
infertilitias pada hewan coba tikus (Vijayalaxmi, 1980). Dalam hasil penelitian
lainnya menunjukan bahwa curcumin menghambat proliferasi sel endotel
manusia secara in vitro dan menonaktifkan respons dari FGF (Fibroblast Growth
Factor) secara in vivo. (Liu et al., 2008) Pada penelitian yang dilakukan di tahun
2003 dan tahun 2010 menggunakan hewan coba zebrafish dan tikus
menunjukkan apoptosis sel pada hewan tersebut (Chen et al., 2010; Shiau et al,
2011). Sejauh ini dari penelitian tersebut, curcumin tidak dapat dibuktikan
keamanannya atau pengaruh pastinya terhadap embriogenesis.

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
curcumin pada embrio secara in ovo terutama terkait dengan proses vaskulo-
angiogenesis dan pengaruhnya terhadap organogenesis dan morfogenesis
embrio ayam. Embrio ayam diberi perlakuan dan diinkubasi selama 48 jam
sebanding dengan umur kehamilan manusia 24 hari saat sistem vasular sudah
terbentuk dan jantung mulai memompa darah sebagai tanda awal berfungsinya
sistem kardiovaskular pada tahap organogenesis (O’Rahilly, 1979; O’Rahilly and
Muller, 1987). Penggunaan embrio ayam dalam penelitian ini didukung oleh
berbagai faktor dari penelitian sebelumnya. Dari segi harga, embrio ayam lebih
murah dibandingkan dengan hewan coba lainnya. Hasil menunjukan bahwa
embrio ayam baik digunakan sebagai model pembelajaran perkembangan
hematopoiesis. Ini didukung dari berbagai model pembelajaran, embrio ayam

dapat menjelaskan informasi baik secara molekuler maupun genomik mengenai



perkembangan hematopietic dan morfogenesis serta abnormalitasnya ( Drake et

al., 2006; Sheng, 2010).

el Rumusan Masalah
Apakah curcumin dapat mempengaruhi proses tumbuh kembang pada model

coba embrio ayam?

1.3 Tujuan Penelitian

Umum:

Mengetahui pengaruh pemberian curcumin terhadap proses organogenesis dan

morfogenesis embrio ayam.

Khusus:

1. Mengetahui pengaruh pemberian curcumin terhadap sirkulasi yolk sac
embrio ayam umur 48 jam.

2. Mengetahui pengaruh pemberian curcumin terhadap flexi cranial pada
embrio ayam umur 48 jam.

3. Mengetahui pengaruh pemberian curcumin terhadap penutupan neuropore
anterior pada embrio ayam umur 48 jam.

4. Mengetahui pengaruh pemberian curcumin terhadap perkembangan sistem

optikus pada embrio ayam umur 48 jam.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik

1. Menjadi landasan penelitian selanjutnya untuk mempelajari pengaruh
keamanan curcumin terhadap proses organogenesis dan morfogenesis pada

embrio.



2. Menjadi dasar dilakukan uji keamanan konsumsi bahan-bahan olahan
kunyit yang mengandung curcumin pada ibu hamil di trimester pertama
kehamilan

1.4.2 Manfaat Praktis

Apabila curcumin terbukti berpengaruh pada proses organogenesis dan
morfogenesis embrio, maka konsumsi bahan olahan kunyit yang mengandung
curcumin dengan dosis tertentu pada masa kehamilan trimester pertama

sebaiknya dikurangi.
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2.1 Sistem Vaskularisasi awal Pertumbuhan Embrio

2.1.1 Kondisi Sebelum Tahap Vaskulogenesis

Dalam teorinya, Perkembangan vaskular sebagian besar ditentukan oleh
program genetik. Namun, dalam penelitian membuktikan bahwa faktor non
genetik berperan dalam memodulasi perkembangan vaskular, proses
remodelling dari pleksus kapiler hingga membentuk arteri dan vena. Tahapan
penting dimulainya proses vaskulogenesis adalah kondisi hypoxia yang
menstimulasi proses ini. Pada proses perkembangan embrio, distribusi O,, nutrisi
dan faktor pertumbuhan lainnya diawali dari proses difusi. Sejalan dengan
perkembangan embrio, diperlukan mediator yang lebih kompleks dalam
memenuhi kebutuhan setiap sel embrio (Abbas, 2003). Keadaan ini memicu
kondisi hypoxia yang mengakibatkan tersekresinya Hypoxia Inducible Factor-71a
(HIF-1a), yang berasal dari kompleks faktor transkripsi heterodinamik, yaitu
ekspresi dari HIF-18. Sel -sel pembuluh darah baru yaitu hemangioblas
merespons keadaan hypoxia. HIF-1 juga menginduksi faktor molekuler yang
berperan dalam perkembangan vaskuler seperti VEGFs dan reseptornya. Sel -
sel angioblas pada lapisan mesoderm bermigrasi dan mulai begabung
membentuk pulau - pulau kecil yang dikenal dengan istilah blood island (Patel-

Hett and D'Amore, 2011).



2.1.2 Vaskulogenesis

Vaskulogenesis merupakan proses diferensiasi secara in situ dan
pertumbuhan pembuluh darah dari jaringan mesodermal berasal dari sel — sel
hemangioblas. Proses ini dimulai dari daerah splanchnopleural terdiri dari
endoderm dan splanchnopleural mesoderm (Karoline, 2008). Proses
pembentukan pembuluh darah baru secara de novo dari sel - sel prekusor
endothelial yang disebut angioblas, melalui proses diferensiasi. Tahap
selanjutnya setelah diferensiasi sel adalah proliferasi sel angioblas dan
menggabungkan diri menjadi jaringan dasar pembuluh darah yang disebut
dengan pleksus kapiler primer, yang akan merangsang tebentuknya awal
pembuluh darah. Proses vaskulogenesis terdiri dari tiga tahapan. ( Hiratsuka et
al., 2005 )

Pertama diawali dari haemangiogenic stem-cell yang menginduksi
diferensiasi sitotrofoblas melalui regulasi dari VEGF ( Vascular Endothelial
Growth Factor ). Tahap kedua ditandai dengan proses pembentukan prevaskular
dan proliferasi didukung oleh faktor pertumbuhan yang diproduksi oleh sel
sitotrofoblas dan sel hofbauer. Tahap ketiga adalah proses remodelling, yaitu
diferensiasi oleh sel perivaskular dan juga induksi FGF dan VEGF dalam
meneruskan proses transisi dari vaskulogenesis dan angiogenesis yang ditandai
dengan terbentuknya pleksus vaskular ( Wang and Zhao, 2010).

2.1.2.1 Vaskulogenesis Ekstraembrionik

Proses ini pertama kali terbentuk dari blood island yang membentuk
formasi di yolk sac. Sel — sel angoblas berproliferasi, migrasi dan berhubungan
satu sama lain untuk membentuk pembuluh darah primitif. Perkembangan

pembuluh darah pada tahap ini terjadi diferensiasi angioblas menjadi sel — sel



endotel yang nantinya akan membentuk lumen dari vaskular dan deposit pada

membran dasar. Pada lokasi yolk sac sendiri, vaskulogenesis yang terjadi

menghasilkan pleksus vaskular primitif. Blood island yang merupakan kumpulan

sel- sel hemangioblas berdifirensiasi secara in situ membentuk lapisan luar dari

angioblas dan prekusor hematopoietik yang berasal dari inner mass.
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Gambar 2.1 Skema Vaskulogenesis Ekstraembrionik (Patel-Hett and D'Amore,

2011).

2.1.2.2 Vaskulogenesis Intraembrionik

Vaskulogenesis intraembrionik diinisiasi dari pembentukan kapiler pada

mesenkim cranial

dan endokardium. Pembuluh darah berkembang dan

membentuk para aortic mesoderm, Endokardium, aorta dorsalis dan ventralis,

vena cardinal dengan tujuan pembentukan alantois (Patel-Hett and D'Amore,

2011).



2.1.3 Angiogenesis

Angiogenesis merupakan tahapan pembentukan pembuluh darah baru
melalui proses sprouting dari pembuluh darah sebelumnya. Proses ini terjadi
dimulai pada jaringan somatopleural yang terdiri dari ektoderm dan mesoderm
Somatopleural. Setelah pembentukan pleksus kapiler, Pembuluh darah
mengalami proses remodelling dengan pemanjangan pembuluh darah petama
kalinya dan pembentukan cabang cabang pembuluh darah baru dari cabang
utama. Tahap angiogenesis yang normal kebanyakan tejadi pada tahap embrio,
yang mendukung pembentukan pembuluh darah untuk vaskularisasi pada tahap
perkembangan embrio. Angiogenesis juga terjadi saat dewasa pada siklus
ovarium, penyembuhan luka dsb. (Oklu et al, 2010).

Proses remodeling dari pembuluh darah baru membutuhkan koordinasi
dari beberapa mekanisme yang terjadi pada mikrovaskular. Ketika proses
pemanjangan terjadi, sel sel perisit dihilangkan dari percabangan pembuluh
darah oleh angiopoietin-2 (Ang-2). Kemudian tejadi proses degradasi dan
remodeling dari membran dasar sel endotel dan matriks ekstraseluler oleh enzim
protease seperti Matriks Metalo Proteinase (MMP) dan terbentuk pula matriks
baru yang disintesis dari sel sel stromal. Matriks baru ini bergabung bersama
faktor pertumbuhan seperti FGF, VEGF untuk memperkuat proses migrasi dan
proliferasi sel endotel. proses pembelahan sel sel endotel terus terjadi sampai
membentuk struktur seperti pipa. Pada tahap ini, sel otot polos, sel perisit dan sel
mesenkim mulai menempati permukaan abluminal dari endotel dilanjutkan

dengan aliran darah pada pembuluh darah baru tesebut (Gavard et al, 2006).



2.2 Peran Molekuler pada Tahap Vaskuloangiogenesis

Berbagai jalur molekuler berperan dalam diferensiasi dan spesifikasi sel
prekusor endothelial seperti famili Transcription Growth Factor-8 (TGF-B)
khususnya Bone Morphogenic Protein (BMP) dan faktor pertumbuhan lainnya
seperti fibroblast growth factor (FGF), Vascular Endhotelial Growth Factor
(VEGF) faktor lainya. Jalur molekuler yang paling berperan adalah VEGF. Peran
molekuler sangat penting baik sebagai regulator positif maupun negatif. Dalam
studi genetik, Hasil menunjukan bahwa VEGF dan reseptornya yaitu VEGFR1,
VEGFR2 dan VEGFR3 berperan utama pada tahap vaskulogenesis. Pada
penelitiannya, embrio tikus yang kekurangan VEGFR-2 mengalami kematian di
awal proses perkembangannya, tepatnya di awal proses vaskulogenesis dan
hematopoiesis (Pudliszewski and Pardanaud, 2005).

Pertumbuhan dan perkembangan vaskular yang terhambat akan
berakibat pada abnormalitas pembentukan blood island dan migrasi sel endotel.
Adapun dalam penelitian menunjukan bahwa VEGFR-1 juga berperan sebagai
regulator positif dalam proses migrasi dan regulasi permeabilitas vaskular. Peran
negatifnya adalah menghambat ikatan antara VEGF dan VEGFR- 2. Apabila
kerja Negatif dari VEGFR-1 ini belebihan maka akan menimbulkan abnormalitas
pada proses vaskulo angiogenesis. Ikatan antara VEGF dan VEGFR2 berefek di
segala aspek dalam proses normal maupun patologis dari pembentukan

pembuluh darah (Papetti and Herman, 2001; Olsson et al, 2006).
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Gambar 2.2 Hipotesis Keseimbangan faktor angiogenik ( Yeo, 2000 ).

2.2.1. Requlasi Positif Proses Vaskuloangiogenesis

Pada proses angiogenesis yang normal, proses regulasi yang kuat
mendukung proses proliferasi sel membentuk jaringan pembuluh darah. Proses
ini tidak lepas dari berbagai faktor pertumbuhan polipeptida, interaksi antar
matriks, ikatan antar molekul dan efek hemodinamik sebagai regulator positif dan
negatif yang mempengaruhi proses normal dari angiogenesis. Regulator positif
dari proses ini khususnya didukung oleh berbagai peran molekuler. Berbagai
faktor pertumbuhan yang turut berperan pada tahap vaskulogenesis di antaranya
VEGF, FGF, hedgehog family, TIE-2, neuropilin, TGF-8 dan masih banyak lagi
faktor lainnya (Olsson et al, 2006).

Pada tahap angiogenesis, terdapat faktor pro angiogenik yang
mendukung jalannya proses ini seperti bFGF, VEGF, TGF-8 PDGF dan
angiopietin - 1 dan beberapa faktor pertumbuhan lainnya. BFGF dan VEGF
berperan pada fase proliferasi dan maturasi sel endotel. (Dvorak and Hampl,
2005). TGF-B berberan dalam menstabilkan jaringan kapiler yang sudah matang
dengan memperkuat struktur Ekstracellular Matrix (ECM) dan spesifikasi sel
endotel. Sedangkan PDGF berperan dalam menerima sel - sel perisit untuk

mengatur fleksibilitas kapiler (Karoline, 2008).



2.2.1.1. Vascular Endhotelial Growth Factor (VEGF )

VEGF merupakan regulator yang paling penting dalam perkembangan
pembuluh darah pada proses embriogenesis dan juga membantu pembentukan
pembuluh darah pada manusia dewasa. VEGF bekerja terutama pada sel — sel
endotel yang diproduksi oleh berbagai jenis sel termasuk Vascular Smooth
Muscle Cells (VSMC) dan Fibroblas. Selain berperan dalam proses
perkembangan vaskular, Efek VEGF juga banyak diteliti dan memiliki banyak
peranan sebagai neuroprotektif, mendukung perkembangan paru - paru,
pertumbuhan tulang, homeostasis ginjal dan sistem reproduksi serta
hematopoiesis. (Takahashi and Shibuya, 2005; Dulak, 2010). VEGF, faktor
pertumbuhan utama yang mendukung proses vaskulogenesis, berperan pada
tahap migrasi sel angioblas dari mesoderm dan diferensiasi menjadi sel endotel
(Olsson et al, 2006). Selain itu VEGF juga berperan dalam proliferasi sel — sel
endotel pada proses angiogenesis.

2.2.1.2. Fibroblast Growth Factor (FGF)

FGF juga faktor molekular yang berperan pada awal perkembangan
pembuluh darah. Pada mamalia, FGF dan famili terdiri dari 18 Faktor endokrin
peptida. FGF-2 merupakan kelompok FGF yang paling berperan dalam
menginduksi sel — sel angioblas dari mesoderm (Cox and Poole, 2000). FGF
berperan dalam proliferasi, dan proses sprouting dari vaskular pada tahap
angiogenesis (Karoline, 2008).

2.2.1.3. Transcription Growth Factor- (TGF-f3)

TGF-B dan famili seperti TGF- B (TGF- 81, TGF- B2, TGF- 3), smads,

bone morphogenetic proteins (BMPs) aktivator dan inhibitor (Rossant and

Howard, 2002). TGF-B8 adalah sitokin dengan salah satu fungsinya meregulasi



dalam tahap diferensiasi sel endotel, pembentukan jaringan vaskular dan
mempertahankan integritas dinding pembuluh darah (Pepper, 1997; Bertolino et
al., 2005; Wu, et al., 2006). TGF-8 famili merupakan protein multifungsi yang
menginisiasi respon seluler dengan berikatan pada dua tipe reseptor yaitu
Reseptor | dalam proses aktivasi dan Il sebagai reseptor serine/threonine kinase.
Dalam penelitian uji genetik, TGF- B1 dan reseptornya diteliti bekerja pada
proses pertahanaan integritas vaskular embrio (Pepper, 1997).

2.2.2. Requlasi Negatif Proses Vaskuloangiogenesis

Pertumbuhan dan perkembangan pembuluh darah tidak hanya
membutuhkan faktor positif dalam tahapannya. Regulator negatif yang dikenal
dengan istilah anti angiogenik pun dibutuhkan untuk menstabilkan keadaan dan
menghindari abnormalitas yang tejadi baik tingkat sel, jaringan maupun organ.
Namun apabila peran anti  angiogenik tersebut berlebihan maka dapat
menyebabkan gangguan pada proses pertumbuhan dan perkembangan sistem
vaskular. Mekanisme apoptosis dari sel - sel endotel dibutuhkan untuk
menghambat proses proliferasi dan remodeling yang belebihan. (Dardik et al,
2004). Pada tahap ini apoptosis menyeimbangkan kerja PDGF dan FGF.
Mekanisme lainnya adalah MMP inhibitor yang mensupresi proses angiogenesis,
baik proses pemanjangan maupun remodeling. Selain itu terdapat pula peran
endostatin yang memecah fragmen C terminal dari kolagen XVII dan juga
berikatan dengan VEGF dengan tujuan mengganggu ikatan dengan VEGFR

( Karoline, 2008).

2.3 Klasifikasi Perkembangan Embrio
Pembahasan secara sistematis mengenai perkembangan embrio

manusia pertama kali disampaikan oleh Wilhelm His, dan publikasi dan revisi



selanjutnya oleh Franklin Mall in 1914.Dilanjutkan oleh George Streeter (Streeter,
1951). Pembahasan tidak berhenti disitu saja, namun terus berlanjut hingga
sistem tahapan yang disampaikan oleh Ronan O’Rahilly in 1973 dan revisinya
oleh O’Rahilly dan Miller di tahun 1987 dengan publikasinya mengenai The
Carnegie Stages System (CSEHED) (O’Rahilly and Muller, 1987). Berdasarkan
pada CSEHED, periode perkembangan embrio tediri dari 23 tahapan. pada
penelitian di berbagai hewan coba, umur embrio yang digunakan dimulai sejak
stage 9 dari CSEHED. Hal ini disebabkan oleh embrio hewan coba pada tahapan
sebelumnya belum bisa diamati dengan jelas dan kurang representatif.
(Hamburger and Hamilton, 1951; O’Rahilly, 1979; O’Rahilly and Muller, 1987).

Tabel 2.1 Data Perbandingan Umur Embrio (Species/Days) (Hamburger and
Hamilton, 1951; O’Rahilly, 1979; O’Rahilly and Muller, 1987 )

Species Stage 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Human Days 20 22 24 28 30 33 36 40 42 44 48 52 54 55 58
Baboon Days 23 25 27 28 29 30 31 33 35 37 39 41 43 45 47
Rhesus Monkey Days 21 22 25 28 29 30 32 34 36 37 38 40 42 44 46
Marmoset Days 57 60 64 67 74
Mouse Days 9 9.5 10 10.5 11 115 12 125 13 13.5 14 14.5 15 155 16
Rat Days 10.5 11 115 12 12.5 13 135 14 14.5 15 155 16 16.5 17 17.5
Chinese Hamster Days 10 10.5 11 11.5 12 12.5 13 135 14 14.5 15 15.5 16 16.5 4%/
Guinea Pig Days 14.5 15 155 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29
Rabbit Days 8 8.5 9.5 10.5 11 12 125 | 135 14 145 | 15.5 16 16.5 17 18
Sheep Days 15 16 175 | 18,5 | 19.5 | 20.5 22 23 245 | 255 | 27.5 | 29.5 30 33
Pig Days 14 15 16 17 18 19 20.5 | 21.5 23 24 255 | 275 29 30.5 | 325
Chicken Days 1 15 2 225 | 25 3 3.25 | 3.75 | 4.75 55 | 625 | 725 | 7.75 | 85 10
Dog Days 27 28 29 30 34 36 37



http://php.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=Pig_Development
http://php.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=Chicken_Development
http://php.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=Dog_Development

2.3.1. Proses Embriogenesis Sebelum Vaskuloangiogenesis

Pada tahap embriogenesis sebelum adanya vaskulogenesis, proses
gastrulasi sudah terjadi sejak awal minggu pertama proses implantasi yang
setara dengan embrio umur 7 hari. Pada minggu pertama, terjadi proses
pembelahan hingga terbentuk morula. Ketika morula memasuki rongga rahim
pada hari ketiga setelah pembuahan, mulailah terlihat sebuah rongga, dan
terciptalah blastokista. Pada minggu kedua kehamilan diawali dengan munculnya
hipoblas dan epiblas di awal minggu kedua. Hipoblas dan epiblas ini nantinya
bersama — sama akan membentuk cakram mudigah bilaminer. Pada akhir
minggu ketiga, proses gastrulasi telah berjalan sempurna yang ditandai dengan
pembentukan 3 lapisan, ektoderm, mesoderm dan endoderm yang akan menjadi
dasar dalam pembentukan jaringan dan organ pada embrio. Pada minggu ketiga
perkembangan embrio, primitive streak yang bersumber dari proliferasi sel
ektoderm juga mulai menyusun lapisan mesoderm dan endoderm. Penebalan
dari sel ektoderm akan membentuk neural plate yang merupakan awal dari
perkembangan sistem saraf. ( Bie, 2001; Altshuler et al., 2003 )

Tabel 2.2 Perkembangan Organ Internal ( Bie, 2001 ).

Organ First day of development
Heart 17
Central nevous system 18
Liver / Gall bladder 18
Kidney 22
S0mites 20-30
Lungs 25
Gonads (indifferent) 23
Thyroid gland 33
Pancreas 30




2.3.2. Proses organogenesis pada embrio hingga tengah minggqu ke-4

2.3.2.1. Stage 9 ( embrio manusia umur 20 — 22 hari; 1 — 4 somit; Embrio ayam

umur 24 — 36 jam)

Pada stage 9, proses gastrulasi pada embrio sudah mencapai tahap akhir
ditandai dengan pembentukan trilaminar disc. Munculnya somit dimulai pada
stage 9 dari umur embrio. sekitar 1- 4 pasang somit mulai muncul yang
diasumsikan akan berkembang membentuk bagian oksipital embrio. satu pasang
somit di bagian kaudal akan ikut membentuk piringan notochord. Pada tahap ini,
lempeng saraf yang terbentuk pada stage 8, sudah membentuk kedalaman,
namun masih tetap terbuka. Fase tersebut dikenal dengan istilah neural groove
Perkembangan sistem kardiovaskular pada tahap ini ditandai dengan mulai
terbentuknya vascular tube di beberapa bagian seperti korion, vesikel plasenta
dan embrio proper bersama dengan amnionnya. Hubungan antara pembuluh
darah ini terjadi secara bertahap, dan berkembang di tempat berbeda sesuai
tahapannya. (O’Rahilly and Muller, 1987; Gilbert-barness et al., 2004 )

2.3.2.2. Stage 10 (embrio manusia umur 22- 24 hari; 4 — 12 somit; embrio ayam

umur 36 —48 jam )

Pada tahap ini, sulkus optikus mulai terbentuk. Arcus pharyngeal pertama
mulai muncul. Proses perkembangan intraembrio sejauh ini terdiri dari beberapa
peristiwa, seperti proses cardiac looping mulai ada, perkembangan sulcus
laryngeotracheal. Dalam sistem saraf, tahap perkembangan somit 4 - 12 ini
merupakan tahap penting ditandai dengan peninggian neural groove hingga
membentuk neural fold. Neural fold saling mendekat di garis tengah, dan
akhirnya bersatu yang menandai awal pembentukan neural tube. Penyatuan ini

dimulai pada daerah leher dan berlanjut ke arah sefalik dan kaudal. Namun pada



ujung cranial dan kaudal mudigah, penyatuan agak tertunda sehingga neropore
anterior dan posterior tersebut membentuk hubungan langsung antara rongga
neural tube dengan amnion. Perkembangan sistem saraf di awal pertumbuhan
embrio melalui mekanisme kompleks yang melibatkan perubahan pola, bentuk
dan migrasi dari sel neural dalam perkembangan neural tube dan penutupan
pada bagian rostral yang dikenal dengan istilah neuropore anterior (Brook et al.,
1991; Copp et al., 1988; Estibeiro et al., 1993; Padmanabhan, 2006). Seiring
dengan pembentukan neural tube, pada tahap ini pula, neuropore anterior juga
mulai menutup. Pelebaran tabung ini pada bagian akhir cephalic sudah mulai
terlihat yang mengindikasikan adanya flexi cranial. Flexi cranial diartikan sebagai
keadaan menekuknya area kepala secara ventral menuju area yolk sac dan
ditandai dengan adanya tonjolan ventral dan pemanjangan area prosencephalon
(Bellairs and Osmond, 2005). Sedangkan pada perkembangan organ mata,
sulcus optikus sudah mulai berkembang dari area forebrain(O’Rahilly and Muller,
1987; Gilbert-barness et al., 2004).

2.3.2.3. Stage 11 (embrio manusia umur 24 - 28 hari; 12 — 20 somit; embrio

ayam umur 48 — 54 jam)

Secara ekstenal perkembangan dari tahap ini terjadi proses penutupan
neuropore anterior. Proses evaginasi dari optik sudah terbentuk dari sulkus
optikus. Pada perkembangan mata, optic vesicle dan otic pit juga sudah
mengalami proses pembentukan. Pada intra embrio, perkembangan sinus
venosus sudah mulai terjadi. Proses penutupan neuropore anterior juga sudah
terbentuk sempurna. Selain itu, neural tube juga sudah sempurna terbentuk

(O’Rahilly and Muller, 1987; Gilbert-barness et al., 2004 ).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8275849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16732763

24 Curcumin

Kunyit (Curcuma longa) mengandung banyak bahan fitokimia, seperti
curcumin, demethoxycurcumin, bisdeethoxycurcumin, zingiberene, curcumenol,
curcumol, eugemol, tetrahydrocurcumin, triethylcurcumin, turmerin, turmerones
dan turmeronols ( Aggarwal et al, 2006). Zat dari kunyit yang memberi warna
kuning adalah curcumin. Curcuma longa mengandung sekitar 2 - 5 % jumlah
curcumin. Curcumin berupa bubuk berwarna kuning — oranye memiliki
karakteristik kurang larut dalam air, tetapi dapat larut dalam ethanol,
Dimethylsulfoxide ( DMSO ) dan Aseton. Curcumin yang memiliki rumus molekul
C,1H2006 dan berat molekul 368.37 g/mol ini meleleh pada suhu 183° C.

Sejak dahulu, sudah banyak dilakukan penelitian mengenai efek
curcumin yang memiliki efek terapi. Dalam bebagai penelitian, hasil menunjukan
bahwa curcumin berperan sebagai anti inflamasi, antioksidan (Kunchandy, 1990)
anti karsinogenik (Huang et al., 1994; Babu and Srinivasan, 1997), hipolipidemia
dan anti diabetes ( Arun and Nalini, 2002). Hasil penelitian menunjukan bahwa
efek anti kanker dari curcumin karena zat ini besifat anti angiogenik (Li et al.,

2005; Lin et al., 2007; Oyagbemi et al., 2010).

25 Farmakokinetik dan Farmakodinamik Curcumin

Proses farmakokinetik dari curcumin pada tikus sudah diteliti dalam 30
tahun terakhir. Berdasarkan beberapa riset yang ada, curcumin memiliki
metabolisme yang cepat dan efisien yang menyebabkan berkurangnya
bioavailabilitas dari curcumin. Pada penelitian dengan menggunakan hewan
coba tikus, dosis 1 g/kg berat badan tikus, curcumin mengalami proses
administrasi dalam tubuh tikus hingga dapat dideteksi pada feses dan pada urin.

pada artikel lainnya, absorbsi dari curcumin via oral mencapai hingga 60 %. Pada



penelitian bioavailabilitas curcumin, ekskresi yang paling banyak adalah melalui
feses. Pada penelitian lainnya, paparan curcumin melalui jalur intravena dan
intraperitoneal pada tikus, ternyata ditemukan jumlah yang besar pada proses
metabolisme di saluran empedu. Setelah dosis intravena diinjeksikan, sekitar 50
% dosis dieksresikan pada saluran empedu dalam waktu 5 jam. Interpretasi dari
penelitian yang dibuktikan dapat dijelaskan bahwa biotransformasi dari curcumin
pada proses absorbsi terjadi di usus dan mengalami siklus enterohepatik. Pada
penelitian klinis, curcumin memiliki bioavailabilitas sistemik yang rendah bila
diberikan melalui oral. ( Perkins et al, 2002; Joe et al, 2004 )

Proses farmakodinamik dari curcumin juga sudah banyak diteliti dan
membantu dalam proses patofisiologi penyakit. Banyak riset menjelaskan bahwa
curcumin berperan sebagai chemoprevention dari kanker. Curcumin
menginhibisi dan meregulasi negatif dari protein kinase dan reseptornya.
curcumin juga mensupresi faktor — faktor inflamasi seperti Tumor necrosis factor
(TNF) dan Nuclear factor Kappa-B (NF-«kB) yang berperan pula dalam
patofisiologi kanker.Berbagai aktivitas baik sebagai anti inflamasi, anti kanker,
antioksidan ini juga mengindikasikan bahwa curcumin dapat berperan pula di
banyak jalur dalam berbagai level dan menghambat proses angiogenesis, ikatan

antar sel dan enzim seluler. ( Sharma et al, 2001; Joe et al, 2004 )

2.6 Peran Curcumin dalam Menghambat Proses Angiogenesis

Sampai saat ini mekanisme awal curcumin dalam proses angiogenesis
belum sepenuhnya dimengerti. Curcumin berperan dalam berbagai mekanisme
pada proses angiogenesis normal sebagai penghambat dan mensupresi faktor
faktor molekuler yang berrperan dalam proses ini. Contohnya, curcumin

menghambat proliferasi pada berbagai jalur molekular diantaranya VEGF, FGF,



dan TGF-B. Semua faktor tersebut merupakan pro angiogenik menduduki
mekanisme berbeda dan saling melengkapi satu dengan yang lainnya.

Dalam penelitian secara in vivo menggunakan hewan coba tikus, selain
berperan sebagai anti angiogenik pada tahap angiogenesis normal, curcumin
juga dilaporkan dapat menginhibisi angiogenesis pada proses patologis yaitu
kanker prostat. Atas dasar berbagai riset tersebut, peran curcumin dalam dunia
kedokteran terus dikembangkan. Bebagai pengobatan dan suplemen curcumin
juga tersedia untuk mengatasi berbagai masalah kesehatan. Namun perlu
diperhatikan lagi efek curcumin yang dapat mempengaruhi pertumbuhan janin
berdasarkan sifatnya sebagai zat anti angiogenik (Chen et al., 2010; Shiau et al,

2011).

2.7 Efek Curcumin pada embrio

Penelitian mengenai pengaruh curcumin terhadap embrio masih sangat
terbatas dan belum bisa merepresentasikan kondisi perkembangan fetal. Dalam
beberapa tahun terakhir, marak penelitian yang menunjukan efek terapi dari
curcumin. Namun penelitian tentang pengaruh curcumin pada embrio sangat
kurang dan belum bisa digeneralisasi pengaruhnya pada manusia. Sejauh ini
belum diketahui bukti nyata pengaruh curcumin terhadap perkembangan embrio.
Penelitian yang dilakukan pada tahun 1980 menunjukkan bahwa curcumin tidak
meningkatkan tingkat kelainan pada kandungan, bayi yang dilahirkan dan
infertelitias pada hewan coba tikus (Vijayalaxmi, 1980).

Curcumin yang memiliki peran sebagai antioksidan dan anti inflamasi
pada mekanisme stres oksidatif yang disebabkan menjadi dasar pada penelitian
Hsuuw et al di embrio tikus pada fase blasokista. Hasil penelitian tersebut

menunjukan curcumin mencegah Methylglyoxal (MG) sehingga kerusakan pada



perkembangan embrio tidak terjadi (Hsuuw et al, 2005). Namun pada penelitian
lainnya, menunjukan hasil bahwa curcumin mensupresi proses maturasi dari
oosit embrio tikus Penelitian ini dilaksanakan secara in vitro dan in vivo.
Penelitian secara in vitro dari perlakuan curcumin menunjukan penurunan berat
pada embrio tikus. Penelitian secara in vivo pada embrio tikus, curcumin

menunjukan efeknya dalam menurunkan maturasi dari oosit embrio. Kemudian

perlakuan dengan caspase-3-specific inhibitor efektif menghambat curcumin.

Kesimpulan dari penelitian tersebut adalah mekanisme curcumin dalam
menurunkan maturasi oosit embrio tikus melalui jalur apoptosis (Chen and Chan
2012).

Pada penelitian Yadav and Aggarwal menunjukan bahwa curcumin
menghambat proliferasi Human Umbilical Vein Endhotelial Cell (HUVEC) secara
in vitro dan menonaktifkan respons dari FGF-2 secara in vivo (Yadav and
Aggarwal, 2011). Pada penelitian yang dilakukan di tahun 2003 dan tahun 2010
menggunakan hewan coba zebrafish dan tikus menunjukkan apoptosis sel — sel
embrio. Adapun akibat yang ditunjukan pada penelitian tersebut adalah retardasi
dalam proses absorbsi di yolk sac, ukuran tubuh yang mengecil dan edema pada

perikardium (Shiau et al, 2011).



BAB llI

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Teori
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Keterangan Skema :

Pada minggu ketiga kehamilan, Sel - sel hemangioblast yang bersumber
dari lapisan mesoderm, mulai berproliferasi dan bermigrasi membentuk blood
island. Proses ini tidak lepas dari peran molekuler, HIF( Hipoxia Inducible Factor )
dan VEGF ( Vascular Endothelial Growth Factor ). Proses berlanjut dengan tahap
diferensiasi dari sel - sel Hemangioblas menjadi sel endotel yang diperankan
oleh FGF ( Fibroblast Growth Factor) dan VEGF dan mengawali tahap
vaskulogenesis. Pada tahap vaskulogenesis tejadi proliferasi sel endotel dengan
bantuan TGF- B8 ( Tumor Growth Factor), FGF dan VEGF. Selain itu terjadi
proses pembentukan vascular tube hingga terbentuk pembuluh darah primitif.
Setelah proses vaskulogenesis, tahap selanjutnya adalah proses angiogenesis.
pada tahap angiogenesis tejadi proses sprouting dan remodelling dari pembuluh
darah yang diperankan terutama oleh FGF, TGF-8 dan VEGF. Proses stabilisasi
vascular network oleh peran TGF-B juga tejadi pada proses angiogenesis.

Proses vaskularisasi sel endotel hingga tahap angiogenesis yang sesuai
akan mendukung proses organogenesis dan morfogenesis. Proses
organogenesis dan morfogenesis tidak lepas dari peranan FGF, VEGF dan TGF-
B. Curcumin yang merupakan zat yang bersifat anti angiogenik berperan dalam
menghambat proses vaskuloangiogenesis, organogenesis hingga morfogenesis.
Pada skema, curcumin menghambat pada beberapa tahap di jalur tersebut.
Pertama, curcumin menghambat sekresi HIF yang menginisiasi proses migrasi
dan pembentukan sel angioblas dari lapisan mesoderm embrio. Kedua, curcumin
menghambat proses diferensiasi sel hemangioblas menjadi sel endotel dengan
mensupresi FGF; VEGF. Ketiga, curcumin juga menghambat tahapan sprouting

dengan menekan pembentukan TGF-B, FGF dan VEGF. Curcumin yang



menghambat proses vaskulo-angiogenesis melalui supresi faktor molekular yang
juga memfasilitasi organogenesis dan morfogenesis embrio dapat menyebabkan
akibat yang berhubungan antara dua proses penting tersebut. Penelitian ini
dilaksanakan dengan menggunakan indikator perkembangan embrio sesuai
penelitian Hamburger-Hamilton dan Drake et al yaitu pengamatan pada sirkulasi
yolk sac, flexi cranial, neuropore anterior dan sistem optikus. (Hamburger and

Hamilton, 1951; Drake et al., 2006).

3.2 Hipotesa

Berdasarkan kerangka konsep di atas, maka hipotesis utama dari
penelitian ini adalah Curcumin dapat menghambat proses vaskulo-angiogenesis
yang terjadi pada embrio ayam dengan umur 48 jam.
Di samping itu dapat diuraikan sub hipotesis dari penelitian ini sebagai berikut :
1. Paparan curcumin menghambat perkembangan sirkulasi yolk sac pada
embrio ayam.
2. Paparan curcumin menghambat proses flexi cranial pada embrio ayam.
3. Paparan curcumin menghambat proses penutupan neuropore anterior
pada embrio ayam.
4. Paparan curcumin menghambat perkembangan sistem optikus pada

embrio ayam.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan eksperimental murni dengan menggunakan
rancangan randomized control group post test design untuk mengetahui
pengaruh  curcumin  terhadap proses vaskulo-angiogenesis disertai
organogenesis dan morfogenesis embrio ayam umur 48 jam. (Rahayu,2011).
Embrio ayam diberi perlakuan dan diinkubasi selama 48 jam sebanding dengan
umur kehamilan manusia 24 hari saat sistem vasular sudah terbentuk dan
jantung mulai memompa darah sebagai tanda awal berfungsinya sistem
kardiovaskular pada tahap organogenesis (O’Rahilly, 1979; O’Rahilly and Muller,
1987). Penggunaan embrio ayam dalam penelitian ini didukung oleh berbagai
faktor dari penelitian sebelumnya. Dari segi harga, embrio ayam lebih murah
dibandingkan dengan hewan coba lainnya. Hasil menunjukan bahwa embrio
ayam baik digunakan sebagai model pembelajaran perkembangan
hematopoiesis. Ini didukung dari bebagai model pembelajaran, embrio ayam
dapat menjelaskan informasi baik secara molekuler maupun genomik mengenai
perkembangan hematopietic dan morfogenesis serta abnormalitasnya. ( Stern,

2004; Sheng, 2010).

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi
Populasi yang digunakan sebagai hewan coba adalah embrio ayam.

Spesies ayam adalah Gallus gallus strain Cobb. Tahap perkembangan embrio



ayam mengikuti tabel Hamburger dan Hamilton.
4.2.2 Sampel

Besar sampel penelitian ditentukan berdasarkan rumus Steell dan Torrie

(1991).
N = (Za + ZB) 2 .02 Keterangan :
dz n = Besar sampel
Za = Harga standar a 0,05 (satu arah) = 1,65
ZB = Harga standar g = 0,84
g = Standar deviasi
d = Beda mean kelompok kontrol dan perlakuan

Dengan menganggap bahwa populasi berdistribusi normal dan
perbedaan rata-rata antara kelompok kontrol dan kelompok perlakuan
mempunyai perbedaan (d) sebesar o (1 standar deviasi) sehinggac 2/d 2 =1,
maka n = (Za + ZR) ? . Berdasarkan perhitungan rumus tersebut maka n = 6,2
sehingga besar sampel minimal yang digunakan adalah 7 butir telur tetas untuk

setiap kelompok.

4.3 Variabel Penelitian

4.3.1 Variabel Bebas

Paparan curcumin

4.3.2 Variabel Terikat

> Sirkulasi yolk sac embrio ayam umur 48 jam
> Flexi cranial embrio ayam umur 48 jam

> Neuropore anterior embrio ayam umur 48 jam
> Sistem optikus embrio ayam umur 48 jam

4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Anatomi histologi dan



laboratorium Biomedik Universitas Brawijaya Malang, dilaksanakan dalam waktu

3 bulan ; terhitung April 2012.

4.5 Instrumen Penelitian
Untuk perlakuan

> Mesin penetas

> Disposible syringe 1 cc

> Disposible syringe 5cc
Falcon

Jarum suntik 1,5 inchi, 20G.
Plester bulat kecil (Plesterin)
2 buah handuk kering
Vinyltape

Spidol

YV Vv VW VYV V VY VY

Lancing device

Untuk pengambilan bahan coba

> Dissecting set

> Alcohol Swab

> Tisu

> Petri dish

> Ice tray untuk fiksasi organ
> Bingkai kertas saring ukuran 1,4 X 1,4 cm
Untuk fiksasi bahan coba

> Formaline 10 %

Untuk Pengecatan Imunohistokimia

> Pipet tetes



> Objek glass

> PBS steril

> H,0, 3 %

> Methanol

> 0,25% triton-x100
> Buffer BSA
Antibodi VEGF
Anti- Rabbit
SAHRP Kit
Akuades steril
DAB

Buffer DAB

Mayer

YV ¥V VWY V¥V VY V VY V¥V

Tap water

A\

Entellan

>
o))

Definisi Operasional

a. Embrio ayam adalah embrio dalam telur ayam yang telah dibuahi pada
stadium HH 11-12.

b. Paparan curcumin adalah pemberian curcumin secara in ovo melalui
injeksi curcumin ke dalam yolk telur ayam.

C. Paparan curcumin adalah pemberian curcumin secara in ovo melalui
injeksi curcumin ke dalam yolk telur ayam tetas.

d. Waktu pemaparan adalah waktu saat injeksi curcumin ke dalam telur
ayam yang berusia kurang dari satu minggu dari waktu ditelurkan, dan

dilanjutkan dengan penginkubasian telur selama 48 jam.



e. proses organogenesis dan morfogenesis pada embrio ayam berdasarkan

pengecatan Imunohistokimia dengan parameter yang diamati flexi cranial,

neuropore anterior dan sistem optikus.

4.7

Prosedur Penelitian

4.7.1 Alur Penelitian

Memilih sampel telur ayam dengan metode
simple random sampling

y

28 telur Gallus gallus strain Cobb berusia kurang dari 1 minggu

\ 4

Dibiarkan 16 jam, posisi horizontal pada
suhu 15 to 20°C; kelembapan 75 - 80%

l

|

\4 A 4

A 4

Kelompok
kontrol (A)

r
Kelompok (B) Kelompok ( C)

Kelompok (D)

D

A 4

A 4

Tanpa perlakuan
apapun

Pemberian Pemberian
curcumin curcumin
12.5 uM 25 uM

Pemberian
curcumin
50 uM

A 4

Inkubasi selama 48 jam (suhu + 37,5°C dengan kelembaban 60-70% )

\ 4

Pengambilan Embrio Telur

\ 4

Pengecatan Hematoxylin Eosin

v

Pengamatan Organogenesis dan
Morfogenesis embrio ayam

Gambar 4.1 Bagan Alur Penelitian



4.7.2 Pembagian Kelompok

Telur ayam yang telah dibuahi dibagi menjadi 1 kelompok kontrol dan 3
kelompok perlakuan. (Chandru H and Sharada A.C. 2007; Shankar et al, 2007,
Chen et al, 2010).

Distribusinya sebagai berikut:

Kelompok A : Hanya PBS 200 pL Sebagai kontrol negatif.

Kelompok B : Dengan perlakuan curcumin 12,5 pM dalam PBS, 200 pL
Kelompok C : Dengan perlakuan curcumin 25 uM dalam PBS, 200 pL
Kelompok D : Dengan perlakuan curcumin 50 uM dalam PBS, 200 uL
4.7.3 Pra-perlakuan

Telur harus berusia kurang dari 1 minggu (dihitung dari hari saat
ditelurkan). Semua telur disimpan dalam suhu ruang, diposisikan horizontal
selama setidaknya 16 jam pada suhu 15 hingga 20°C; kelembapan 75 - 80%
untuk memastikan posisi yolk berada di tengah. Inkubator juga disiapkan stabil
pada suhu 37,5° — 38,5° C. (Fasenko, 2007).

4.7.4 Perlakuan

Semua perlakuan dilakukan in ovo secara injeksi dengan menggunakan
dispossible syringe 1 cc hingga bagian tengah telur. Injeksi dilakukan pada ujung
tumpul telur, dengan tidak merubah posisi sebelumnya. Sebelum injeksi, area
injeksi diusap dengan tissue beralkohol sekali pakai (alcohol swab disposable).
Setelah selesai injeksi, ditutup dengan vinyltape. Kemudian posisi telur dibalik
180° sesuai axisnya. Kemudian diinkubasi pada suhu 37,5° — 38,5° C selama 48
jam.

4.7.5 Perlakuan dengan Curcumin

Curcumin dengan kisaran dosis 12,5 uM, 25 pM dan 50 pM dikonversikan



dengan satuan gram (g) menjadi 4,6 mg, 9,2 mg, 18,4 mg. Kemudian, curcumin
ditimbang dan dilarutkan pada DMSO 1 mg/ml. Selanjutnya masing - masing
dosis dilarutkan pada PBS 200 pul dan larutan dimasukan pada spuit 1 cc pada
ruang kultur. Dalam berbagai dosis tersebut. Curcumin injeksikan pada yolk telur
ayam. Sebagai kontrolnya diinjeksikan PBS 200 pL.
4.7.6 Inkubasi

Inkubasi telur ditempatkan pada inkubator suhu + 37,5°C dengan
kelembaban 60-70% selama 48 jam. Telur diletakkan pada posisi horizontal
sesuai posisi setelah injeksi.

4.7.7 Pengambilan Bahan Coba

Memecahkan cangkang telur dengan mengetukkan dasar telur pada
bidang yang agak tajam, dengan tidak merubah posisi telur. Tuang telur dalam
dish yang telah setengahnya diisi dengan Larutan Natrium Clorida (NaCl) 0,9%
(NS). Ambil gambar, letakkan bingkai kertas saring di atas blastodisk (embrio)
sehingga nampak perlahan-lahan menjadi basah.Kemudian gunting vitelinne
membrane di sisi luar bingkai kertas. Angkat bingkai kertas saring, sehingga
embrio ikut menempel pada lubang di bingkai kertas saring. Masukkan dalam
larutan NS yang lain dan goyang-goyangkan beberapa kali. Kemudian pindahkan
lagi dalam larutan NS yang lain dan goyang-goyangkan beberapa kali.

4.7.8 Pengambilan Gambar

Pengambilan dilakukan dengan kamera digital sesaat setelah cangkang
telur dibuka untuk memberikan gambaran terbaik dari embrio.

4.7.9 Penyimpanan Bahan Coba

Embrio dimasukkan dalam formalin 10%. Embrio dapat disimpan selama

satu bulan, dan siap untuk dicat. Pada penelitian ini fiksasi dilakukan selama satu



minggu, kemudian dicat dalam hal ini dengan pengecatan Imunohistokimia.

4.7.10 Pengecatan Imunohistokimia

Setelah proses fiksasi yang optimal, Slide preparat embrio ayam siap
dicat dengan metode imunohistokimia. Pertama, Slide dicuci PBS steril 3x5 menit
dan dikeringkan dengan tisu. Menambahkan H,O, 3 % dalam methanol inkubasi
15 sampai dengan 20 menit dilanjutkan dicuci dengan PBS steril 3 x 5 menit.
Tahap bloking unspesifik protein, diawali dengan penambahan 0,25% triton-x100
dalam blocking buffer BSA selama 1 jam pada suhu ruang serta dicuci PBS steril
3x5 menit. Tahap selanjutnya adalah menambahkan antibodi primer pada slide
yaitu anti-VEGF dalam blocking buffer BSA. Kemudian Slide diinkubasi semalam
pada suhu 4°C dilanjutkan dengan dicuci PBS steril 3 x 5 menit.

Tahap selanjutnya adalah penambahan antibodi sekunder kit pada slide,
kemudian inkubasi selama 60 menit pada suhu kamar. Setelah itu dicuci PBS
steril 3 x 5 menit. Menambahkan SAHRP Kit pada slide embrio. Kemudian
diinkubasi 40 menit pada suhu kamar dan dicuci dengan PBS steril 3x 5 menit
lalu dicuci akuades steril 3 x 5 menit. Tahap selanjutnya adalah slide
ditambahkan dengan ( DAB: Buffer DAB = 1:50 ) lalu diinkubasi selama 20 menit
pada suhu kamar. Kemudian slide dicuci dengan PBS steril 3 x5 menit. Slide
embrio ditambahkan dengan ( Mayer : Tap water = 1 : 10 ), lalu diinkubasi 5 - 10
menit pada suhu kamar. Kemudian slide dicuci tap water steril 3 x 5 menit dan
dikering anginkan. Tahap selanjutnya adalah proses Mounting dengan entellan.
Terakhir, slide siap diamati di bawah mikroskop.

4.7.11 Pengamatan Mikroskop

Sediaan diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran mikroskop 40x

hingga 100x.



4.7.12 Pengamatan Morfologis Embrio

Setelah dilakukan pengambilan gambar secara digital, hasil foto
kemudian dicetak dalam ukuran 5R, dan digunakan untuk pengamatan lebih
lanjut Untuk indikator pertumbuhan dan perkembangan embrio dalam penelitian
ini dilakukan berdasarkan tabel skor Drake (Drake et al.,2006)

Tabel 4.1 Skor Embrio ( Drake et al., 2006 )

Parameter 0 1 2 3 4 5) 6
Yolk sac No distinct | Distinct sinus | Circulation;
circulation sinus terminalis established
terminalis vascular
network
Neuropore Open Closed
anterior
Flexi cranial No flexure Cranial flexure | Slight cranial | Cranial flexure Broad curve | Forebrain
indicated flexure and
hindbrain
axes at 90
degrees
Optic system No optic Optic vesicles
development presents

4.8  Analisa Data

Skor embrio dianalisa dengan analisis varian (ANOVA). (Dahlan, 2001).
Masing — masing aspek pada tabel skor diamati dan dianalisa dengan analisis chi
square pada sirkulasi yolk sac, flexi cranial, neuropore anterior dan sistem

optikus. Analisa data yang digunakan adalah software SPPS ver 17.




BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA

5.1 Sirkulasi Yolk Sac

Hasil pengamatan keberadaan sirkulasi yolk sac embrio yang dipapar
curcumin selama 48 jam dapat dilihat pada tabel dan grafik berikut. Pada tahap
ini, sirkulasi yolk sac terbentuk dengan adanya sinus terminalis. Pengamatan
keberadaan sirkulasi yolk sac embrio menunjukkan penurunan sesuai dengan
dosis perlakuan. Penurunan persentase sirkulasi yolk sac yang signifikan terjadi
pada dosis 25 uM. Berdasarkan uji Chi-square diketahui terdapat penurunan

yang signifikan ( p < 0.05).

Tabel 5.1. Hasil Pengamatan Sirkulasi Yolk Sac Pada Embrio Ayam
Umur 48 Jam Dengan Paparan Curcumin

Konsentrasi Total Sirkulasi + Sirkulasi (%)
Injeksi Embrio (+)
0 12 12 100
12,5 15 15 100
25 11 4 36.37
50 14 5 35.7
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Gambar 5.1 Hasil Pengamatan Sirkulasi yolk sac pada Embrio ayam
umur 48 jam

5.2 Flexi Cranial

Flexi cranial merupakan salah satu parameter yang digunakan dalam
perhitungan skor total embrio. Persentase jumlah embrio yang telah mengalami
flexi cranial disajikan dalam tabel di berikut. Pengamatan flexi cranial embrio
pada penelitian ini menunjukkan adanya kecenderungan untuk menurun sesuai
dengan dosis perlakuan curcumin. Berdasar uji statistik menggunakan uji Chi

square diketahui penurunan tersebut bermakna secara statistik (p < 0.05).

Tabel 5.2 Hasil Pengamatan Flexi Cranial pada Embrio ayam
umur 48 jam dengan Paparan Curcumin

Konsentrasi % Flexi

Injeksi Curcumin (M)

0 100
12,5 100
25 42.8

50 37.5
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Gambar 5.3 Hasil Pengamatan Flexi Cranial pada Embrio Ayam Umur 48 jam

5.3 Neuropore Anterior

Pengamatan neuropore embrio pada penelitian ini menunjukkan adanya
kecenderungan untuk menurun sesuai dengan dosis perlakuan curcumin.
Berdasar uji statistik menggunakan uji Chi square diketahui penurunan tersebut
bermakna secara statistik (p < 0.05).

Tabel 5.3 Hasil Pengamatan Neuropore Anterior pada Embrio ayam
umur 48 jam dengan Paparan Curcumin

Konsentrasi % Tertutupnya Neuropore
Injeksi Curcumin (uM) Anterior
0 100
12,5 100
25 57.14
50 25




%Tertupnya Neuropore

100
90 |
80 -
70 p
60 .
50
10 |
30
20 |
10 | -
0 25 50

0
12.5

M Anterior

100 100 57.14 25
Neuropore

Gambar 5.4 Hasil Pengamatan Tertutupnya Neuropore Anterior pada Embrio
Ayam Umur 48 jam

54 Sistem Optikus

Pengamatan sistem optikus embrio pada penelitian ini menunjukkan
adanya kecenderungan untuk menurun sesuai dengan dosis perlakuan
curcumin. Berdasar uji statistik menggunakan uji Chi square diketahui

penurunan tersebut bermakna secara statistik (p < 0.05).

Tabel 5.4 Hasil Pengamatan Keberadaan Sistem Optikus pada Embrio ayam
umur 48 jam dengan Paparan Curcumin

Konsentrasi % Keberadaan

Injeksi Curcumin ( puM) Sistem Optikus

0 100
12,5 90.9
25 42.87

50 37.5
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Gambar 5.5 Hasil Pengamatan Keberadaan Sistem Optikus pada Embrio Ayam
Umur 48 jam

5.5 Skor Total Embrio

Dalam penilitian ini skor total embrio terdiri dari sirkulasi yolk sac,
neurupore anterior, sistem optik dan flexi cranial. Sistem pembobotan tiap
parameter tidak sama, dengan flexi cranial sebagai indikator dengan rentang nilai
paling luas sehingga skor total embrio banyak dipengaruhi oleh parameter ini.
Hasil perhitungan skor total berdasarkan uji ANOVA bermakna secara statistik (p
< 0.05)

Tabel 5.5 Hasil Perhitungan Jumlah Skor Embrio Total pada Embrio Ayam Umur
48 jam dengan Paparan Curcumin

Konsentrasi | Skor SD SEM
(UM)

0 11.43 0.532 0.202
12.5 11.09 1.221 0.368
25 7.43 2.699 1.020
50 6.63 1.188 0.420




BAB VI
PEMBAHASAN

6.1 Pembahasan Hasil Penelitian

Proses embriogenesis diawali dari perkembangan sistem kardiovaskular.
Sistem kardiovaskular ini akan menopang perkembangan sistem tubuh lainnya.
Sistem vaskular terbentuk diawali dari proses vaskuloangiogenesis yang akan
menggantikan proses difusi sebagai sistem transportasi nutrisi dan O, pada
embrio ( Crivellato, 2011 ). Tahapan vaskuloangiogenesis akan berlanjut hingga
membentuk jaringan pembuluh darah dan pleksus vaskular dari embrio.
Vaskularisasi tersebut akan memainkan peranannya dalam perkembangan sel —
sel yang akan mendukung proses organogenesis pada embrio. ( Coultas et al.,
2005 ; Cleaver and Melton, 2003). Proses tersebut didukung oleh berbagai faktor
molekular baik pertumbuhan dan transkripsi sebagai pro angiogenik bagi
embrio.Adapun faktor pro angiogenik tersebut diantaranya VEGF, bFGF, TGF-j3,
dan masih banyak lagi faktor pendukung lainnya baik molekuler maupun seluler.
( Adams and Alitalo, 2007 )

Dalam penelitian ini, fokus penelitian ditujukan pada pengaruh curcumin
pada peranannya menginhibisi faktor — faktor pro angiogenik. Curcumin
memainkan peranan penting pada hampir seluruh faktor molekular yang
mendukung vaskuloangiogenesis ( Yadav and aggarwal, 2011 ). Pada penelitian
ini curcumin diteliti dalam pengaruhnya menghambat sirkulasi embrio.
Berdasarkan hasil penelitian tersebut maka penelitian ini ingin membuktikan
peran curcumin sebagai anti angiogenik dalam menghambat proses

embriogenesis dan organogenesis dengan beberapa parameter sesuai tahapan



perkembangan hewan coba embrio ayam umur 48 jam yang dievaluasi adalah
sirkulasi yolk sac, flexi cranial, neuropore anterior dan sistem optikus.

6.1.1 Pengaruh Pemberian Curcumin terhadap Sirkulasi Yolk sac

Sistem sirkulasi merupakan bagian penting di awal fase pertumbuhan
embrio. Seiring dengan berjalannya pertumbuhan embrio, kebutuhan oksigen
dan nutrisi juga semakin meningkat. Perkembangan sirkulasi embrio akan
mendukung tersedianya oksigen dan nutrisi ke seluruh jaringan embrio yang
tidak dapat lagi difasilitasi melalui proses difusi. Titik awal dari semua proses
tersebut adalah kondisi hipoksia yang merupakan kondisi ketika kebutuhan O,
dan nutrisi meningkat seiring dengan perkembangan embrio. Kondisi hipoksia
akan mencetuskan ekspresi faktor molecular yaitu Hipoxia Inducible Factor 1-
alfa (HIF1-a) (Kelly et al, 2003). Keadaan hipoksia tersebut secara fisiologis
memicu migrasi sel — sel hemangioblast yang membentuk blood island
berdiferensiasi menjadi sel endotel dan memulai proses vaskulogenesis pada
embrio.

Vaskulogenesis yang merupakan tahap awal dari sistem sirkulasi
berlangsung terjadi baik intra maupun ekstraembrionik. Yolk sac ekstraembrionik,
allantois dan plasenta adalah sumber vaskular dan lokasi hematopoietic
progenitor cell yang akan menginisiasi proses vaskulogenesis. (Patel-Hett and
D'Amore, 2011). Terbentuknya sirkulasi yolk sac merupakan pertanda proses
vaskuloangiogenesis berjalan dengan baik. Perkembangan pembuluh darah
pada yolk sac terbentuk dari pleksus vaskular yang terus mengalami
remodelling dan sel — sel endhotel yang mengalami proliferasi (Lucitti et al,
2007). Proses ini akan mendukung transportasi O, dan nutrisi untuk

kelangsungan hidup embrio (Walls et al, 2008).



Berdasarkan hasil penelitian ini, perlakuan injeksi curcumin menyebabkan
penurunan presentasi sirkulasi yolk sac sesuai dosis perlakuan pada embrio
ayam. Menurut uji statistik chi square penurunan tersebut signifikan (p < 0.05).
Hasil penelitian ini menunjukan peranan curcumin sesuai dosis perlakuan
memberikan pengaruh negatif pada pembentukan sirkulasi yolk sac dan bisa
menjadi penyebab terjadinya kelainan pertumbuhan pada embrio hingga
kegagalan pertumbuhan embrio. Pada tahap embrio ayam umur 48 jam,
keadaan sirkulasi yolk sac adalah terbentuknya jaringan vaskular yang sudah
terkoordinasi dengan baik dan berhubungan. Keberadaan sirkulasi yolk sac
akan mendukung transportasi oksigen dan nutrisi untuk keberlangsungan hidup
sel — sel embrio ( Le et al, 2004 ).

Secara garis besar, hasil penelitian efek curcumin pada sirkulasi yolk sac
ini menunjukkan bahwa curcumin tidak menunjukkan pengaruh yang berarti pada
kelompok A dan kelompok B dengan dosis 12,5 uM. Namun Pengaruhnya pada
kelompok C menunjukkan perbedaan yang sangat signifikan dibandingkan dosis
sebelumnya. Pada kelompok D perbedaannya pengaruhnya tidak terlalu besar
terhadap dosis C. Curcumin memberikan pengaruhnya yang paling bermakna
pada kelompok C dan D yang sebagian besar sampel ditandai dengan tidak
adanya penampakan sinus terminalis sebagai tanda awal perkembangan
sirkulasi yolk sac. Hal ini membuktikan bahwa curcumin pada batas dosis
tertentu akan memperlihatkan pengaruhnya pada perkembangan vaskular dan
pembentukan sirkulasi yolk sac pada embrio.

Pada penelitian ini, curcumin menunjukan efek yang bermakna pada
keberadaan sirkulasi yolk sac. Bila sirkulasi yolk sac tidak terbentuk sempurna

dan sesuai tahapan yang ada maka kondisi ini dapat mengakibatkan



perkembangan sistem sirkulasi yang terhambat dan bisa berefek pada
kelangsungan hidup embrio itu sendiri. Mekanisme penghambatan yang
diakibatkan oleh curcumin diduga bekerja pada faktor — faktor molekular yang
mendukung proses vaskuloangiogenesis. Hasil penelitian ini didukung oleh
penelitian Bae et al, yang menjelaskan bahwa curcumin menghambat kerja HIF-
1a. HIF-1a merupakan faktor molekular yang terekspresi pada kondisi hipoksia
ketika sel — sel mengalami peningkatan lebutuhan O, dan nutrisi. Akibat yang
ditimbulkan bisa berefek pada terbentuknya jaringan vaskular yang tidak
sempurna dan tidak bisa menyeimbangkan akan kebutuhan embrio pada tahap
tersebut. Hal ini dapat memberikan efek paling fatal untuk kelangsungan hidup
embrio itu sendiri.

Proses vaskuloangiogenesis, tidak lepas dari peranan faktor — faktor
molekular yang mendukung proliferasi sel, remodelling dan sprouting dari
jaringan vaskular yang telah terbentuk. Adapun faktor - faktor tersebut adalah
VEGF, FGF, TGF-B. VEGF merupakan faktor pertumbuhan utama yang
mendukung proses vaskulogenesis (Patan, 2001). Faktor ini berperan pada
hampir seluruh tahapan vaskuloangiogenesis di antaranya migrasi sel angioblas
dari mesoderm dan diferensiasi menjadi sel endotel, remodelling vaskular serta
sebagai faktor saat keadaan meningkatnya permintaan O, pada jaringan vaskular
(Olsson et al, 2006).

Dalam penelitian pendukung lainnya curcumin juga dibuktikan bekerja
sebagai anti- angiogenik berdasarkan aspek molekular. Didukung oleh penelitian
Singh et al dengan menggunakan objek penelitian human umbilical vein
endothelial cells (HUVECSs), curcumin berikatan dengan DNA dan menghambat

proses sintesis HUVEC yang merupakan sumber utama asupan nutrisi dan O,



bagi calon embrio. Hasil lainnya menunjukan bahwa curcumin mensupresi
pertumbuhan FGF ( Mohan et al, 2000). Telah diketahui bahwa FGF akan
menstimulasi kerja dari MMP. Disini, curcumin sebagai anti angiogenik
menunjukan efeknya pada FGF signaling pathway dengan menghambat ekspresi
MMP dan bisa berdampak pada proses sprouting dan remodelling sel endhotel
yang terhambat. Berdasarkan hal tersebut, nantinya bisa mempengaruhi sirkulasi
baik ekstra maupun intraembrional termasuk sirkulasi yolk sac.

Adapun faktor molekular lainnya yang berkembang dalam pembentukan
sirkulasi yolk sac adalah TGF-B8. Peran dari TGF—8 sendiri telah diuji pada
berbagai penelitian. Hasil menunjukan bahwa proses supresi dan delesi dari TGF
— B menyebabkan kecacatan pada perkembangan sirkulasi yolk sac dan
berakibat pada setengah penurunan presentasi hingga setengah dari
kelangsungan hidup embrio tersebut. (Dickson et al., 1995; Goumans and
Mummery, 2000; Letterio et al., 1994). Hal ini dikarenakan tahap awal sistem
transportasi yang dihambat akan berakibat pada proses terbentuknya sirkulasi
dan berujung pada retardasi perkembangan sistem kardiovaskular.

Berbagai penelitian telah membuktikan bahwa curcumin banyak berperan
positif pada terapi tumor yang selama ini telah diuji dari sisi molekular dan sudah
dikembangkan dalam berbagai bentuk suplementasi bagi manusia. Berdasarkan
mekanisme kerjanya terhadap tumor, curcumin menunjukan perannya sebagai
zat anti angiogenik yang bisa berakibat pada tersupresinya faktor molekular
sebagai modulator sinyal — sinyal pertumbuhan yang memvaskularisasi tumor
tersebut (Vacca et al, 2000; Perry et al, 2010). Prinsip kinerja tersebut
dihubungkan dengan pengaruhnya pada vaskularisasi embrio. Hambatan pada

proses vaskulogenesis embrio yang berhubungan dengan diferensiasi, sprouting,



dan remodelling vaskular, akan berdampak pada embriogenesis dan
organogenesis disebabkan oleh terhambatnya nutrisi dan O, yang
ditransportasikan ke sel — sel embrio (Zwerts et al, 2007).

6.1.2 Pengaruh Pemberian Curcumin terhadap Adanya Flexi Cranial dan

pengaruhnya pada Organogenesis jantung

Flexi cranial diartikan sebagai keadaan menekuknya area kepala secara
ventral dan ditandai dengan adanya tonjolan ventral dan pemanjangan area
prosencephalon. ( Bellairs and Osmond, 2005 ) Flexi cranial merupakan salah
satu kriteria pada skor total embrio. Berdasarkan kriteria klasifikasi tahap
pertumbuhan embrio ayam menurut hamburger and hamilton, pada embrio ayam
umur 48 jam sudah tampak slight flexure dari cranial yang melingkupi area
forebrain. Adanya flexi cranial menandakan bahwa perkembangan otak
khususnya forebrain berjalan sesuai tahap umur embrio. Pada tahap tersebut
pula Sistem kardiovaskular baik jantung yang posisinya masi ada di regio kepala,
dan pembuluh darah masih mengalami proliferasi dan perkembangan dari sel —
sel pembentuknya (Memon, 2010). Apabila ada gangguan pada proses flexi
tersebut maka kemungkinan disebabkan oleh faktor — faktor abnormalitas dari
perkembangan sel — sel neural dan cardiac embrio tersebut.

Hasil penelitian menunjukan bahwa injeksi curcumin sesuai dosis perlakuan
menyebabkan adanya hambatan pada proses flexi cranial embrio ayam umur 48
jam tersebut. Menurut data statistik, terjadi hambatan pada proses fleksi cranial
dan menunjukan hasil siginifikan seiring dengan pertambahan dosis curcumin (p
=0.00). Sama halnya pada hasil penelitian pada faktor sirkulasi yolk sac, hasil
pengamatan pada proses flexi dari cranial embrio ayam umur 48 jam pada

kelompok A yaitu kelompok control dan kelompok B sudah terdapat slight flexure



yang melingkupi area forebrain. Pada kelompok C ditemukan perubahan yang
signifikan dari dosis sebelumnya yang hanya ditandai adanya indikasi flexi
cranial yang berdampak pada terhambatnya proses flexi cranial embrio tersebut.
Sedangkan pada dosis 50uM, terdapat beberapa sampel dengan tidak adanya
indikasi flexi cranial.

Menurut penelitian Manner et al (1993) flexi cranial pada embrio
menyebabkan kelainan pada proses perpindahan posisi jantung ke posisi yang
lebih rendah dari kepala dan juga pada proses cardiac looping. Mekanisme
hubungan tersebut adalah terbentuknya fleksi dari cranial hingga batas
normalnya menentukan jarak yang normal penghubung antara vena dan arteri
pada jantung. Apabila proses cardiac looping tidak berjalan semestinya maka
jarak antara aliran masuk dan aliran keluar darah dari jantung juga abnormal.
Pada akhirnya tahapan ini berakibat pada deformitas dari dinding jantung dan
sekat- sekatnya.

Berbagai faktor pertumbuhan dan faktor transkripsi ikut terlibat pada
proses perkembangan jantung. Faktor utama yang menginduksi perkembangan
jantung adalah BMPs dan FGF. BMPs merupakan turunan dari TGF- yang
berfungsi menginduksi terbentuknya Kkartilago dan tulang melalui proses
diferensiasi chondroblast dan sel — sel osteloblast. BMPs berperan penting pada
tahap awal induksi dari jantung, mengontrol perkembangan hingga proses akhir
proses diferensiasi menjadi cardiomyocytes. Dalam berbagai riset FGF juga telah
diuji perannya dalam proses seluler seperti migrasi sel, angiogenesis,
diferensiasi pertahanan sel dan apoptosis. FGF dan BMP saling mendukung
dalam memainkan peranan sebagai faktor molekular penginduksi sel — sel

cardiac ( Wagner and Siddiqui, 2007).



Dalam riset yang mendukung, curcumin sebagai zat anti angiogenik
menghambat proses tersebut dalam berbagai jalur molekular termasuk
penghambatan pada hampir keseluruhan faktor pertumbuhan dan transkripsi
diantaranya jalur FGF dan TGF-B. Pengaruh curcumin pada penelitian ini, bila
dihubungkan dengan faktor molekular yang dihambatnya maka akibat yang
ditimbulkan adalah kecacatan pada vaskular embrio hingga bisa berakibat pada
abnormalitas perkembangan jantung. Berdasarkan riset sebelumnya dan
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa bila ada hambatan pada perkembangan
jantung dan vaskular diduga berdampak pada terhambatnya proses flexi cranial
embrio tersebut.

6.1.3 Pengaruh Pemberian Curcumin terhadap Tertutupnya Neuropore Anterior

Neuropore anterior merupakan salah satu faktor dari skor total embrio yang
dievaluasi. Point tersebut dinilai dari keadaan terbuka atau tertutupnya neuropore
anterior. Evaluasi terhadap neuropore anterior berdasarkan kriteria hamburger
hamilton pada tahap perkembangan embrio ayam umur 48 jam adalah
keberadaan tertutupnya neuropore anterior yang mendasari pembentukan otak
dan sistem saraf bagian rostral (Hamburger and Hamilton, 1951; Gilbert, 2000).

Pengamatan neuropore anterior embrio pada penelitian ini menunjukkan
adanya kecenderungan untuk menurun sesuai dengan dosis perlakuan
curcumin. Berdasar uji statistik menggunakan uji Chi square pun diketahui
penurunan tersebut bermakna secara statistik (p < 0.05). Berdasarkan hasil
penelitian, terdapat perbedaan yang kurang signifikan antara kelompok kontrol
dan kelompok B dengan perlakuan injeksi curcumin 12,5 pM. Sedangkan
perubahan yang signifikan terlihat pada kelompok C dengan dosis injeksi 25uM.

Pada pemberian dosis 50 uM untuk kelompok D tidak ditemukan perbedaan



yang signifikan terhadap dosis sebelumnya yaitu pada kelompok C..
Berdasarkan hasil tersebut dapat diambil kesimpulan bahwa curcumin
menunjukan efek penghambatan pada dosis tertentu yaitu dosis 25 uM pada
proses perkembangan awal sistem saraf, khususnya pada penutupan neuropore
anterior.

Perkembangan sistem saraf pada awal perkembangan embrio tidak lepas
dari pengaruh sistem vaskular. (Zwerts et al, 2007) Jaringan dari pembuluh darah
terus berkembang dan sangat berperan dalam memenuhi kebutuhan hidup sel
pada perkembangan organ embrio (Cleaver and Melton, 2003; Nikolova and
Lammert, 2003; Mizugishi et al, 2005). Pada proses penutupan neuropore
anterior sangat erat kaitannya dengan proses pembentukan neural tube yang
didukung perkembangan sel — sel neural. Pada perkembangan otak dan neural
tube dibutuhkan pembuluh darah yang menginduksi proliferasi, migrasi dan
diferensiasi angioblast dan sel endothelial dari presomitic mesoderm dan lateral
plate mesoderm. (Pardanaud and Dieterlen-Lievre, 1993; Wilting et al., 1995;
Klessinger and Christ, 1996; Kurz et al., 1996; Pardanaud et al., 1996; Ambler et
al.,, 2001; Hogan et al., 2004). Berdasarkan penelitian Zwerts et al menjelaskan
hubungan sistem vaskular dengan terjadinya abnormalitas pada neural tube
embrio. Hasil penelitian menunjukan inaktivasi dari sel — sel endothel
menyebabkan perdarahan embrio, abnormalitas pada jantung dan penutupan
neural tube (Zwerts et al, 2007). Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan
bahwa terhambatnya perkembangan sistem vaskular juga berhubungan erat
dengan penutupan neural tube.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Hogan et al, proses vaskularisasi

dalam perkembangan neural tube embrio tikus tergantung dari proses sprouting



dari Peri-Neural Vascular Plexus (PNVP) yang mengelilingi neural tube.
Berdasarkan tingkat molekular dari penelitian sebelumnya, faktor — faktor saling
behubungan dan bekerja sinergis dalam mendukung proses vaskularisasi neural
tersebut (Hogan et al 2004). Seperti uraian pada pembahasan sebelumnya,
Nutrisi dan O, untuk pertumbuhan sel — sel embrio dimediasi oleh sarana sistem
vaskular yang berjalan dengan baik. Begitu pula pada sel — sel neural yang
membentuk neural tube. Hubungan tersebut dapat ditinjau berdasarkan aspek
molekularnya. Faktor penting yang mendukung proses ini adalah VEGF yang
berperan pula secara spesifik dalam penutupan neural tube khususnya pada
keadaan peningkatan oksigen yang dibutuhkan untuk pertumbuhan sel — sel
pada penutupan neural tube. VEGF juga terekspresi pada motor neuron dan
daerah sekitarnya yang mendukung proses sprouting dari PNVP untuk
mendukung sistem transportasi O, dan nutrisi sel-sel neural (James et al, 2006).

Penghambatan proses vaskuloangiogenesis yang disebabkan oleh pengaruh
curcumin diduga tidak hanya berdampak pada sistem vaskular tetapi juga pada
seluruh mekanisme yang mendukung perkembangan sistem tubuh lainnya yang
tervaskularisasi. Dalam berbagai penelitian pada sel — sel neural, curcumin diteliti
memiliki peran neuroprotektif termasuk mendukung proses neurogenesis (Dong
et al, 2012).

Namun Pengaruh curcumin pada perkembangan neural masih perlu diuji
untuk memastikan peranannya sebagai faktor pendukung atau penghambat.
Berdasarkan penelitian Kim et al, melalui uji pada Neuro Progenitor Cell (NPC),
curcumin mendukung proliferasi pada dosis rendah yaitu 500nM. Sedangkan
pada dosis di atas 10 puM. curcumin menunjukan efeknya dalam menghambat

proliferasi NPC. Berdasarkan hasil penelitian tersebut dapat dikaitkan dengan



6.1.4

hasil penelitian ini untuk mengetahui pengaruh curcumin dalam penutupan
neuropore anterior yang membutuhkan kinerja dari sel — sel neural ditunjukan
terutama pada kelompok C 25 uM terjadi penurunan persentasi tertutupnya
neuropore anterior yang signifikan. Hal ini diduga pengaruh curcumin pada
embrio adalah dapat menghambat baik melalui supresi pada sistem vaskular
maupun neural (Kim et al, 2008).

Pengaruh Pemberian Curcumin terhadap Keberadaan Sistem Optikus

Sistem optikus diawali dari interaksi dan koordinasi antara neuroepitelium,
permukaan ektoderm dan mesenkim ekstraokular yang bersumber dari neural
crest dan mesoderm.Keberadaan sistem optikus diawali dari perkembangan 2
sulkus optikus yang muncul pada neural folds regio forebrain (Sadler TW, 1995).
Pembentukan area mata bersumber dari neuroepitelium dari bagian ventral
forebrain yang mengalami evaginasi dan memanjang melalui mesenkim menuju
permukaan ektoderm.. Proses tersebut terjadi ketika neural fold mulai untuk
menutup pada minggu ketiga perkembangan embrio. Neural fold mengalami fusi
sehingga terjadi proses evaginasi dari sulkus optikus. Perkembangan tersebut
menginisiasi perkembangan bilateral optic vesicle.

Penelitian pada embrio ayam umur 48 jam ini, sistem optikus yang diamati
adalah pada pembentukan optic vesicle. Sama halnya dengan hasil penelitian
pada pengamatan terhadap Sirkulasi yolk sac, flexi cranial dan neuropore
anterior, Pada pengamatan terhadap perkembangan sistem optikus, curcumin
menunjukan pengaruh hambatannnya yang signifikan pada dosis 25uM. Tidak
terdapat perubahan yang bermakna antara kelompok kontrol dan kelompok B

dengan dosis 12.5 uM. Begitu juga pengaruh yang dihasilkan pada kelompok D



dengan dosis injeksi 50 uM dan Kelompok C tidak terdapat perubahan yang
bermakna.

Proses evaginasi optic vesicle juga diiringi dengan perkembangan
vaskular primer yang bersumber dari perineural vascular plexus yaitu choroidal
vascular. Proses vaskularisasi tersebut akan menutrisi dan menyalurkan O,
dalam mendukung pertumbuhan optic vesicle (Geniez, 2006).Dalam per
tumbuhan choroidal vascular juga didukung oleh berbagai faktor molekular
seperti basic fibroblast growth factor (bFGF) dan vascular endothelial growth
factor (VEGF). Sama halnya dengan proses vaskuloangiogenesis di tiap
pertumbuhan embrio, faktor molekular yang mendukung proses tersebut
berfungsi dalam proses remodelling dan sprouting pembuluh darah (Gogat et al,
2004; Marneros 2005).

Curcumin memberikan pengaruh dalam menghambat perkembangan
vaskular berserta faktor molekular seperti faktor pertumbuhan dan transkripsi
untuk sel — sel endhotel tersebut. Begitu juga pada vaskularisasi sistem optikus
tersebut. Perkembangan sistem optikus yang bersumber dari sel- sel neural
ektoderm dari area forebrain saling berhubungan bila terdapat hambatan pada
salah satu proses perkembangan tersebut. Pada penelitian dengan hewan coba
embrio tikus, pengaruh teratogenik pada proses gastrulasi menunjukan
hambatanya pada perkembangan sistem optikus. Penelitian yang mendukung
hubungan tersebut juga ditemukan pada manusia umur kehamilan 3 minggu
yang setara dengan pertumbuhan embrio ayam umur 48 jam, pengaruh ethanol
menunjukan kerusakan primer pada area forebrain dan kemudian meluas pada
abnormalitas sistem optikus yaitu microphthalmia, anterior segment dysgenesis

(Peters' anomaly), iris dan optic nerve colobomas, and persistent hyperplastic



primary vitreous (Cook C, 1995). Pengaruh zat tersebut juga dihubungkan
dengan pengaruh curcumin pada penelitian ini. Curcumin diduga menghambat
perkembangan sistem optikus melalui menghambat sel- sel neural ektoderm
sebagai sumber perkembangan sistem optikus. Selain itu curcumin diduga
berperan dalam mensupresi faktor — faktor pertumbuhan yang menutrisi
vaskularisasi sistem optikus.

6.1.5 Pengaruh Pemberian Curcumin terhadap Skor total Embrio

Skor total embrio pada penelitian ini yang terdiri dari sirkulasi yolk sac,
flexi cranial, neuropore anterior dan sistem optikus merupakan modifikasi oleh
penelitian Drake et al. Peneliti tidak menggunakan seluruh kriteria skor pada
penelitian Drake et al disebabkan oleh bebrapa faktor diantaranya perbedaan
pengecatan dan juga berdasarkan pada hasil akhir embrio yang diamati. Skor
total embrio menggambarkan hasil pengamatan makroskopis terhadap sistem
saraf, sistem optikus dan sirkulasi yang bisa diamati pada embrio ayam umur 48
jam dengan pengecatan imunohistokimia.

Berdasarkan uji statistik One Way- ANOVA, hasil menunjukan bahwa
pengaruh curcumin pada skor total embrio bermakna secara statistik sesuai
peningkatan dosis dengan p < 0.05. Hasil ini didukung dari masing — masing
analisis statistik point yang terdapat dalam skor total embrio bahwa dapat
dibuktikan curcumin berpengaruh dengan hasil statistik bermakna terhadap
proses organogenesis dan morfogenesis pada embrio ayam umur 48 jam.
Keterkaitan sistem vaskular yang menopang proses pertumbuhan dan
perkembangan sistem lainnya pada embrio dapat menghasilkan kesimpulan
bahwa gangguan yang terjadi pada sistem vaskular diduga berdampak pula pada

sistem lainnya. Hal ini disebabkan fungsi vaskular sebagai sistem transportasi



utama dalam mengangkut O, dan nutrisi yang mendukung pertumbuhan dan

perkembangan setiap sistem lainnya.

6.2 Implikasi Terhadap Bidang Kedokteran

Curcumin merupakan zat dari bahan alam yang banyak terkandung di
dalam kunyit ( Curcuma longa ). Sejak zaman dahulu, curcumin sendiri telah
banyak dimanfaatkan dalam berbagai kehidupan manusia, seperti dalam bidang
kuliner, kosmetik hingga untuk keperluan medis. Dalam bidang kedokteran
sendiri, curcumin telah banyak dimanfaatkan sebagai suplementasi, pengobatan
berbagai penyakit seperti malaria, sakit perut, cacingan, penyembuhan luka dsb.
Curcumin pun telah lama dikenal sebagai antioksidan, anti angiogenik, anti virus,
anti bakteri, ( Aggarwal et al, 2006 ) antiinflamasi dan penelitian yang marak
beberapa tahun ini adalah efeknya sebagai pensupresi sel —sel kanker.
Pertumbuhan kanker merupakan proses pertumbuhan abnormal dari sel — sel
tubuh dikarenakan berbagai faktor seperti genetik, makanan dan lingkungan.

Mekanisme kerja curcumin sebagai anti angiogenik dihubungkan dalam
mekanisme pertumbuhan kanker. Berbagai riset telah membuktikan bahwa
curcumin merupakan zat anti angiogenik yang bekerja melalui jalur molekular
dalam menghambat pertumbuhan yang mendukung perkembangan vaskular.
Curcumin juga banyak diteliti dalam pengaruhnya mensupresi pertumbuhan sel —
sel kanker melalui mekanismenya sebagai anti angiogenik. Curcumin bekerja
dalam mensupresi faktor molekular seperti jalur VEGF, HIF, FGF, TGF-fB,
angiopoietin-1 dan berbagai faktor pendukung proses angiogenesis yang
memvaskularisasi sel — sel kanker. Proses vaskularisasi pada sel — sel kanker
memiliki mekanisme yang hampir sama dengan embrio. Sedangkan penelitian

mengenai pengaruh curcumin pada embrio masih terbatas. Kebanyakan



penelitian membahas pengaruh curcumin sebatas menyebabkan kematian sel —
sel embrio, namun kurang menjelaskan mekanisme kerja curcumin serta dampak
ke abormalitas yang terjadi pada embrio. Selain itu akibat yang ditimbulkan pun
kurang bisa digeneralisasi terhadap pengaruhnya ke manusia.

Pada manusia sendiri, belum ada penelitian mengenai pengaruh
konsumsi curcumin pada ibu hamil. Selain itu penelitian mengenai efek toksisitas
dan teratologis dari curcumin juga masih terbatas. lbu hamil rentan terhadap
pengaruh dari lingkungan dan dapat berakibat pada perkembangan embirio.
Konsumsi curcumin dalam berbagai bentuk sediaan bisa jadi mempengaruhi baik
kondisi ibu hamil maupun calon bayi. Pada penelitian ini, curcumin diketahui
dapat mempengaruhi kelainan pada proses organogenesis melalui
penghambatan proses vaskulo-angiogenesis yang memfasilitasi proses tersebut.
Maka, Pengaruh curcumin dalam penelitian ini bisa berdampak pada kelainan
kongenital yang terjadi pada bayi, hingga kematian janin. Oleh karena itu, Peneliti
menganjurkan untuk mengurangi konsumsi berlebih dari curcumin dalam
keadaan hamil, disebabkan oleh pengaruh curcumin yang bisa menjadi
penyebab dalam kelainan janin baik dalam sistem kardiovaskular dan sistem

lainnya yang bergantung pada sistem kardiovaskular.

6.3 Keterbatasan Penelitian

Penelitian dengan menggunakan embrio ayam ini menggunakan metode
randomized control group post test design dengan eksperimental murni ini
bertujuan untuk mengamati morfologis dan struktur anatomis embrio pada umur
48 jam. Penelitian ini menggunakan sampel sesuai rumus Steell dan Torrie
dengan jumlah sampel minimal masing — masing 7 butir telur ayam. Berdasarkan

kepada penelitian yang telah terlaksana, peneliti menemukan berbagai hambatan



yang diharapkan dapat dievaluasi dan menjadi bahan pertimbangan dalam
melakukan penelitian yang serupa atau penelitian lanjutan untuk ke depannya.

Lokasi merupakan salah satu hambatan dalam penelitian ini. Hal ini
disebabkan oleh lokasi pembelian telur dan lokasi inkubasi telur tergolong jauh
sehingga kemungkinan untuk telur bertumbuh walaupun ditempatkan di bawah
suhu ruang dapat terjadi. Selain itu masing — masing telur juga diduga tidak
bersumber dari satu individu sehingga kemungkinan untuk pertumbuhan embrio
yang tidak sama terjadi dalam penelitian ini. Namun perbedaan anatomi dan
morfologi yang diamati menurut tabel scoring embrio Drake et al ( 2006 )
menunjukan hasil yang bermakna sehingga perbedaan tersebut bisa diabaikan.

Dalam penelitian ini, pengamatan anatomi dan morfologi embrio ayam
umur 48 jam dilakukan setelah pengecatan imunohistokimia. Penelitian
imunohistokimia sendiri dilaksanakan selama 2 hari. Namun dalam proses
pengecatan tersebut dapat terjadi perubahan struktur morfologis dan anatomi
yang membuat evaluasi kurang maksimal. Hal ini disebabkan karena sebagian
besar point skor seperti neuropore anterior, flexi cranial dan sistem optiikus untuk
pengamatan struktur morfologis dan anatomi tidak dapat dievaluasi dengan
maksimal sebelum pengecatan. Oleh karena itu, diperlukan penelitian dengan
menggunakan metode lain yang lebih sesuai untuk pengamatan anatomis dan
morfologis embrio.

Keterbatasan lainnya dalam penelitian ini adalah hasil penelitian yang
menunjukan pengaruh curcumin pada proses organogenesis embrio ayam belum
bisa digeneralisasikan kepada embrio manusia ditinjau dari aspek dosis yang
digunakan. Faktor induk merupakan faktor yang paling berperan dalam proses

ini. Pada penelitian ini dengan menggunakan embrio ayam, paparan curcumin



langsung ditujukan pada embrio. Sedangkan pada manusia, diduga terdapat
intervensi dari ibu yang bisa menimbulkan pengaruh pada proses farmakokinetik

dari curcumin terhadap embrio.
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7.1

7.2

BAB VII

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

4

Curcumin menyebabkan gangguan pada sirkulasi yolk sac embrio
ayam melalui pengaruhnya terhadap retardasi perkembangan
pembuluh darah.

Curcumin menyebabkan gangguan pada perkembangan jantung dan
otak pada embrio yang ditandai dengan retardasi bentuk flexi cranial
yang tidak sesuai dengan perkembangan usia.

Curcumin menyebabkan gangguan pada perkembangan persarafan
dan calon sistem pengelihatan yang ditandai dengan tetap
terbukanya neuropore anterior dan tidak adanya sistem optikus pada
embrio yang diberi perlakuan.

Dosis batas curcumin yang memberikan efek signifikan yaitu pada

konsentrasi 25 pM.

Saran

Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai jumlah curcumin yang

aman di konsumsi oleh ibu hamil
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LAMPIRAN 1
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Gambar 1 (a) bahan pengambilan embrio;(b)alat dan bahan injeksi;(c) inkubator;
(d)alat bahan fiksasi embrio;(e)telur ayan;(f)alat bahan pengecatan
imunohistokimia



LAMPIRAN 2

DOKUMENTASI KEGIATAN
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Gambar 2(a) Penimbangan curcumin; (b)Injeksi telur; (c)Inkubasi telur;
(d)Pengambilan embrio dengan kertas saring; (e)Pengawetan; (f)Pengecatan
imunohistokimia



Gambar 3. Embrio Ayam dengan Pengecatan Imunohistokimia



LAMPIRAN 3

DATA STATISTIK UJI CROSSTABS DENGAN ANALISIS CHI SQUARE PADA

SIRKULASI YOLK SAC

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Sirkulasi * Jenis_Perlakuan 33 100.0% 0 .0% 33 100.0%

Sirkulasi * Jenis_Perlakuan Crosstabulation

Count
Jenis_Perlakuan
Dengan Injeksi | Dengan Injeksi
Tanpa Perlakuan| Dengan Injeksi 2X 4x Total

Sirkulasi 2 0 0 6 11

3 7 4 2 14

4 0 7 0 8
Total 7 11 8 33

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)

Pearson Chi-Square 31.622° 6 .000
Likelihood Ratio 36.285 6 .000
Linear-by-Linear Association 9.453 1 .002
N of Valid Cases 33




LAMPIRAN 4

DATA STATISTIK UJI CROSSTABS DENGAN ANALISIS CHI SQUARE PADA

FLEXI CRANIAL

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Flexi_Cranial * 33 100.0% 0 .0% 33 100.0%
Jenis_Perlakuan

Flexi_Cranial * Jenis_Perlakuan Crosstabulation

Count
Jenis_Perlakuan
Dengan Injeksi | Dengan Injeksi
Tanpa Perlakuan| Dengan Injeksi 2X 4x Total
Flexi_Cranial 1 0 0 4 5 9
2 0 4 2 3 9
3 4 7 1 0 12
4 3 0 0 0 3
Total 7 11 7 8 33
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 31.464° 9 .000
Likelihood Ratio 37.494 9 .000
Linear-by-Linear Association 20.512 1 .000
N of Valid Cases 33




LAMPIRAN 5

DATA STATISTIK UJI CROSSTABS DENGAN ANALISIS CHI SQUARE PADA

NEUROPORE ANTERIOR

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent Percent N Percent
Anterior_Neuropore * 33 100.0% 0 .0% 33 100.0%
Jenis_Perlakuan

Count

Anterior_Neuropore * Jenis_Perlakuan Crosstabulation

Jenis_Perlakuan

Tanpa Dengan Injeksi

Perlakuan |Dengan Injeksi 2X Dengan Injeksi 4x Total

Anterior_Neuropore 2 0 0 3 6 9
3 7 11 4 2 24
Total 7 11 7 8 33
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-

Value df sided)
Pearson Chi-Square 16.795% 3 .001
Likelihood Ratio 20.115 3 .000
Linear-by-Linear Association 14.463 1 .000
N of Valid Cases 33




LAMPIRAN 6

DATA STATISTIK UJI CROSSTABS DENGAN ANALISIS CHI SQUARE PADA

SISTEM OPTIKUS

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Sistem_Optikus * 33 100.0% 0 .0% 33 100.0%
Jenis_Perlakuan
Sistem_Optikus * Jenis_Perlakuan Crosstabulation
Count
Jenis_Perlakuan
Tanpa Perlakuan| Dengan Injeksi | Dengan Injeksi 2x | Dengan Injeksi 4x Total
Sistem_Optikus 0 0 1 4 5 10
2 7 10 3 3 23
Total 7 11 7 8 33
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 11.701° 3 .008
Likelihood Ratio 13.637 3 .003
Linear-by-Linear Association 10.055 1 .002

N of Valid Cases

33




LAMPIRAN 7

DATA STATISTIK UJI ONE-WAY ANOVA PADA SKOR TOTAL EMBRIO

Skor_Total

Descriptives

95% Confidence Interval for

Std. Mean
N Mean Deviation | Std. Error [Lower Bound| Upper Bound [Minimum | Maximum
Tanpa Perlakuan 7 11.43 .535 .202 10.93 11.92 11 12
Dengan Injeksi 11 11.09 1.221 .368 10.27 11.91 8 12
Dengan Injeksi 2x 7 7.43 2.699 1.020 4.93 9.92 5 12
Dengan Injeksi 4x 8 6.63 1.188 420 5.63 7.62 5 8
Total 33 9.30 2.616 .455 8.38 10.23 5 12
Test of Homogeneity of Variances
Skor_Total
Levene Statistic dfl df2 Sig.
5.991 3 29 .003

Post Hoc Tests

Homogeneous Subsets

Skor_Total

Tukey B**®
Subset for alpha = 0.05

Jenis_Perlakuan N 1 2
Dengan Injeksi 4x 8 6.63
Dengan Injeksi 2x 7 7.43
Dengan Injeksi 11 11.09
Tanpa Perlakuan 7 11.43
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