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Apa yang pernah ada akan ada lagi, dan apa yang pernah dibuat akan dibuat lagi; tak
ada sesuatu yang baru di bawah matahari..................... ..

(Pengkhotbah. 1:9)

Semua yang benar, semuua yang mulia, semua yang adil, semua yang suci, semuu yang
manis, semua yang sedap didengar, semua yang disebut kebajikan dan patut di puji
pikirkanlah semuanya itu... ... ... ...

(Filipi 4: 8)

Sebab segala sesuatu adalah dari Yesus, dan oleh Yesus dan kepada Yesus, bagi

Yesuslah kemuliaan sampai seluma-lamanya... ... .. .. .. ..

(Roma 11:36}

Kawyo ind Kupersembahkan Untuk:
Ruth Lidyawatt & Chaystie Dendrar Priscyllio
Istri doww anakkuw tercinta.................
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RINGKASAN

Salah satu penyebab terjadinya iﬁfertilitas yang berasal dari wanita adalah
terjadinya kasus anovulasi dan oligoemenorhea. Untuk menangani kasus-kasus
tersebut digunakan obat-obatan yang menginduksi tenadinya ovulasi. Obat-obatan
vang sering digunakan untuk menginduksi ovulasi tersebut adalah klomifen sitrat.
Klomifen sitrat efektif untuk menginduksi terjadinya ovulasi karena dapat bertindak
sebagai inhibitor kompetitif estrogen pada jaringan-jaringan hipotalamus, hipofisis
dan ovarium. Klomifen sitrat berhasil meningkatkan laju ovulasi maupun laju
fertilisasi. Keberhasilan induksi ovulasi ini htidak diimbangi dengan keberhasilan
nuntuk meningkatkan laju kehamilan. Rendahnya laju kehamilan ini diduga disebabkan
klomifen sitrat bersifat embriotoksik, sehingga embrio yang dihasilkan berkualitas
jelek. Perkembangan embrio di dalam saluran reproduksi wanita ditentukan oleh
lingkungannya, Keberadaan zat-zat yang bersifat embriotoksik akan mempengaruhi
perkembangannya. Untuk membuktikan embriotoksisitas klomifen sitrat, maka
dilakukan penelitian dengan menggunakan hewan coba mencit.

Penelitian ini  merupakan penelitian eksperimental sesungguhnya,
menggunakan rancangan faktorial dengan faktor dosis dan waktu kawin. Dosis yang
digunakan meliputi 0 pg/g bb (Dosis 0), 2,5 pg/gbb (Dosis 1) dan 5,0 pg/g bb (Dosis
2), sedangkan waktu kawin meliputi; Setelah disuntik satu kali kemudian dikawinkan
(W1), disuntik dua kali kemudian dikawinkan sore harinya (W2), disuntik dua kali
selanjutnya dikawinkan pada sore hari keesokan harinya (W3). Masing-masing
kelompok terdini atas 5 ekor mencit. Mencit dikawinkan dengan cara dikumpulkan
dalam satu kandang dengan mencit jantan pada pukul 17.00 kemudian dilihat adanya

sumbat vagina pada keesokan barinya. Ditemukannya sumbat vagina dianggap
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sebagai umur kebuntingan nol hari. Pada umur kebuntingan tiga hari mencit dibunuh
dengan cara dislokasi serviks kemudian dibedah. Ovarium mencit dipotong untuk
dihitung jumlah korpus luteumnya dengan menggunakan mikroskop bedah,
selanjutnya dilakukan flushing uterus untuk mendapatkan embrio. Embrio hasil
flushing ditampung dalam gelas arloji kemudian dihitung di bawah “inverted
microscope” dan ditentukan stadium perkembangannya. Data hasil pengamatan
dianalisis dengan menggunakan Anava dan dilanjutkan dengan uji Duncan bila
terdapat interaksi yang bermakna antara faktor dosis dan waktu kawin.

Hasil analisis statistik menunjukkan bahwa terdapat interaksi yang nyata
antara dosis dan waktu kawin terhadap perbedaan rata-rata jumlah rata-rata korpus
tuteum dan rata-rata jumlah embrio pada taraf sigmfikansi 0,05, namun tidak terdapat
interaksl yang nyata terhadap perbedaan rata-rata persentase blastokis. Perbedaan
rata-rata persentase blastokis tersebut disebabkan oleh pengaruh dosis pemberian
klomifen siirat. Terdapat korelasi antara peningkatan dosis klomifen sitrat dan
penurunan persentase blastokis.

Dan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa meningkatnya jumlah
korpus luteum dan jumiah embrio dipengaruhi oleh mteraksi antara dosts klomifen
sitrat dan waktu kawin mencit, sedangkan penurunan persentase blastokis dipengarchi
oleh dosis pemberian klomifen sitrat. Pada penelitian selanjutnya periu dilakukan

pengamatan terhadap kualitas oosit serta viabilitas embrio yang dihasilkan.
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ABSTRACT

The objective of this study is to investigate the effect of clomiphene citrate
on ovulation, fertilization and embryonic development in mice The ovulation process
was detected indirectly by counting the number of corpus luteum, fertilization was
detected by-the number of embryo and embryonic development was detected by the
percentage of blastocyst formation.

The design of the study is true experimental using 3x3x5 factonal includes
dose factor (3), mating times (3) and replications (3). The dose factor consist of ©
pg/g, body weight.; 2.5 ng/g body weight. ; 5,0 w/g body weight. The mating time
consist of after once njection;. afier twice injection ; a day after twice injection. On
the 3 day of gestation, mice were sacrificed by cervical dislocation, then ovary and
uterus were collected. Corpus luteum was counted by dissecting microscope and the
embryos were collected by flushing uterus. Embryos were obtained and counted then
development stages of embryo were observed.

From this study it may be concluded that clomiphene citrate increased

ovulation rate and fertilization rate but decreased embryos quality.

Key word: Clomiphene Citrate, E_intllg_r’yo, Preimplantation, Blastocyst
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PENDAHULUAN i FEARIS)

1.1. Latar Belakang Permasalahan

Salah satu penyebab terjadinya infertilitas yang berasal dari wanita adalah
terjadinya kasus anovulasi dan oligomenorhea. Untuk menangani kasus tersebut
digunakan obat-obatan yang menginduksi terjadinya ovulasi (Greenblatt, 1979).

Obat yang sering digunakan untuk menginduksi ovulasi adalah klomifen sitrat
karena bersifat antiestrogen. Klomifen sitrat efektif untuk menginduksi ovulasi karena
dapat bertindak sebagai inhibitor kompetitif reseptor estrogen pada jaringan
hipotalamus, hipofisis dan ovarium (Adashi, 1984). Ikatan antara klomifen sitrat dan
reseptor estrogen pada organ tersebut menyebabkan terjadinya hambatan umpan balik
negatif dari ovarium menuju hipofisis dan hipotalamus. Akibat hambatan tersebut
hipotalamus tetap mensekresikan gonadotropin releasing hormon (GnRH) dan
hipofisis juga tetap mensekresikan gonadotropin. Kadar gonadotropin yang tinggi di
dalam darah menginduksi pertumbuhan folikel dan pada akhirnya menginduksi
terjadinya ovulasi (Katzung, 1998).

Klomifen sitrat digunakan sebagai obat untuk menginduksi ovulasi karena efektif
dan harganya yang relatif murah. Sejak tahun 1961 klomifen sitrat telah digunakan
sebagai bahan untuk menginduksi ovulasi. Di samping beberapa keuntungan
penggunaan klomifen sitrat sebagai bahan induksi ovulasi, ada beberapa pengaruh
negatif yang ditimbulkannya. Keuntungan penggunaan klomifen sitrat adalah efektif
untuk menginduksi ovulasi dan jluga meningkatkan laju fertilisasi, tetapi kelemahan
klomifen sitrat sebagai bahan induksi ovulasi adalah laju kehamilannya rendah dan

tingginya angka kejadian aborsi spontan.

1
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Laju ovulasi pasca terapi klomifen sitrat dapat mencapai 70%, tetapi laju
kehamilan hanya mencapai 25-30% (Schmidt, et al., 1985)

Penelitian dengan menggunakan hewan coba juga menunjukkan bahwa perlakuan
dengan klomifen sitrat sebelum ovulasi menyebabkan kegagalan implantasi.
Dilaporkan juga bahwa induk mencit yang bunting disuntik klomifen sitrat pada han
keempat menyebabkan kelainan daerah kepala pada fetus yang dilahirkan (Dziadek,
1993). Pengaruh-pengaruh negatif yang terjadi pasca penggunaan klomtfen sitrat
diduga disebabkan sifat embriotoksik kiomifen sitrat.

Embrio yang merupakan hasil konsepsi dalam masa perkembangannya sangat
tergantung kepada lingkungan di dalam saluran reproduksi wanita. Dalam keadaan
normal, saluran reproduksi wanita dan cairan yang ada di dalamnya adalah medium
yang paling ideal untuk perkembangan embrio (Gordon, 1994). Penggunaan klomifen
sittat untuk menginduksi terjadinya ovulasi akan berpengarub pada embrio yang
dihasilkan.

Penambahan klomifen sitrat pada medium pertumbubhan embrio mencit secara in
vitro menyebabkan terjadinya degenerasi embno. Selain itu klomifen sitrat juga
menghambat pembelahan sel-sel embrio. Pengaruh klomifen sitrat pada pembelahan
sel embrio ini bahkan masih tefadi setelah 72 jam penambahan pada medium
pertumbuhannya.

Untuk membuktikan sifat embriotoksik klomifen sitrat ini, dilakukan penelitian
pengarub klomifen sitrat pada embrio preimplantasi secara in vivo. Pada penelitian ini
digunakan hewan coba berupa mencit yang disuntik klomifen sitrat sebelum masa

ovalast.
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1.2. Rumusan Masalah
Penelitian ini dirancang untuk menjawab permasalahan sebagai berikut.

1. Apakah pemberian klomifen sitrat pada induk mencit sebelum ovulasi dapat
menyebabkan peningkatan yjumlah korpus luteum ?

2. Apakah pemberian kiomifen sitrat pada induk mencit sebelum ovulasi dapat
menyebabkan peningkatan jumlah embrio yang dihasilkan 7 |

3. Apakah pembenan klomifen sitrat pada induk mencit sebelum ovulasi dapat

menyebabkan penurunan persentase embrio yang mencapai tahap blastokis?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan umum
Untuk mengetahui perkembangan embric mencit preimplantasi akibat

pemberian klomifen sitrat pada induknya.
—T

1.3.2. Tujuan khusus
1. Untuk mengetahui pengaruh klomifen sitrat terhadap penambahan jumlah korpus
——
luteumnya.
2. Untuk mengetahui pengaruh klomifen sitrat terhadap jumilah embrio yang
dihasilkan
3. Untuk mengetahui penurunan persentase embrnio yang berhasil mencapai tahap

blastokis.
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1.4. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk

1. menjelaskan penyebab rendahnya laju kehamilan setelah pemberian klomifen
sitrat;

2. dapat memberikan gambaran mengenai frekuensi dan wakiu pemberian klomifen
sitrat berkaitan dengan optimaslisasi perkembangan embrio;

3. sebagai bahan pertimbangan untuk menggunakan bahan atau metode alternatif

untuk induksi ovulasi.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Mengenai Klomifen Sitrat
2.1.1. Struktur kimia

Kiomifen sitrat adalah salah satu derivat triphenylethylen dengan struktur
dasar stilbesterol. Secara struktura! klomifen sitrat analog dengan senyawa estradiol
(E2 ), sehingga dapat berikatan dengan estrogen. Perbedaan antara estradiol dan
klomifen sitrat adalah bahwa klomifen sitrat tidak dapat menginduksi pembentukan
reseptor estrogen. Memiliki dua bentuk isomer dalam susunan c¢is dan trans. Isomer
dalam susunan cis sering juga disebut sebagai enclomiphene, sedangkan yang berada
dalam susunan trans disebut zuclomiphene. [somer zuclomiphene bersifat estrogenik,
sedangkan isomer enclomiphene bersifat antiestrogenik. Rumus bangun klomifen

sitrat dapat dilibat pada gambar 1 {Greenblatt, 1979).

C:“s\ H,O
T g\“c'@

Gambar 2.1. Struktur kirma klomifen sitrat
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2.1.2, Absorbsi dan ekskresi

Klomifen sitrat diabsorbsi melalui organ sistem pencernaan makanan untuk
selanjutnya diekskresikan melalui feces. Untuk mengeiiminasi 83 sampai 90%
klomifen sitrat yang masuk dalam tubuh diperlukan waktu sekitar 6,3 hari. Akumulasi
klomifen sitrat terjadi pada hepar, kantung empedu, kelenjar adrenal, kolon dan

pankreas. {Greenblatt, 1979; Katzung, 1998).

2.1.3. Mekanisme kerja

Klomifen sitrat dapat bersifat estrogenik maupun antiestrogenik. Hal ini
sangat tergantung pada jaringan yang menjadi target kerjanya, lamanya waktu
penggunaan klomifen sitrat, serta kadar estrogen endogen (Kenn et al., 1985). Bukti
bahwa klomifen sitrat bersifat estrogenik adalah dapat menyebabkan maturasi
mukosa vagina pada wanita yang telah mengalami menopause maupun pada wanita
dengan kelainan dysgenesis gonad. Sifat antiestrogenik klomifen sitrat ditunjukkan
dengan bertindak sebagai inhibitor kompetitif estrogen endogen pada jaringan
hipotalamus, hipofisis dan ovarium (Greenblatt, 1979). Mekanisme kena
antiestrogenik klomifen sitrat adalah dengan cara mengikat reseptor estrogen dalam
sitoplasma pada berbagai jaringan, khususnya pada jaringan-jaringan di hipotalamus,
hipofisis dan ovarium (Schmidt, 1986). Ikatan reseptor klomifen sitrat 1ni
menyebabkan mekanisme umpan balik negatif dari ovarium menuju ke hipofisis
tidak berfungsi. Akibatnya hipofisis tetap mensekresikan gonadotropin. Pengukuran
kadar gonadotropin pada darah tikus setelah pemberian klomifen sitrat dengan dosis
200 pg dalam 0,5 ml sesame o0il menunjukkan peningkatan kadar LH sampai 250t 44

ng/ml. {(Shimizu, 1986).
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2.2. Klomifen Sitrat Dan Ovulasi

Sejak tahun 1961 klomifen sitrat telah dikenal sebagai bahan yang dapat
menginduksi ovulasi, oleh karena itu digunakan untuk terapi wanita-wanita yang
mengalami anovulasi (Greenblatt, 1979). Terapi infertilitas pada wanita yang
disebabkan oleh kasus anovulasi dengan dosis 150 mg pada hari kedua, ketiga dan
keempat siklus menstruasinya menunjukkan hasil yang baik dengan adanya
pertumbuhan folikel. Pengukuran kadar gonadotropin di dalam darah pada manusia
juga menunjukkan terjadinya peningkatan yang berarti. Kadar FSH di dalam darah
meningkat dari 6,7 £ 0,9 mIU/m! menjadi 10,1% 0,9 mIU/ml, sedangkan kadar LH
meningkat dari 7,5 + 0,9 miU/ml menjadi 10,7 £ 1,4 mIU/m} (Kerin ef al., 1985).

Klomifen sitrat bukan saja dapat menginduksi ovulas), tetapi juga dapat
menginduksi ovulasi multipel. Hal ini dapat terjadi karena klomifen sitrat dapat
memperpanjang masa sekresi gonadotropin akibat tidak berfungsinya mekanisme
umpan balik negatif dari ovarium menuju hipofisis, sehingga terjadi penambahan
jumlah folikel yang mengalami maturasi (Kerin et al., 1985).

Kemampuan klomifen sitrat untuk dapat menginduksi ovulasi multipel
menjadi sangat penting artinya pada saat teknologi fertilisasi in vitro mula
berkembang, karena pelaksanaan fertilisasi in vitro memerlukan oosit dalam jumlah

yang banyak (Schmidt, 1985 dan Dziadek, 1993).

2.3. Klomifen Sitrat dan Sistem Reproduksi

Sistem organ di dalam tubuh telah diatur sedemikian rupa sehingga dapat
terselenggaranya fungsi fisiologis yang harmomi. Mekanisme kerja antiestrogen
klomifen sitrat sehingga menyebabkan gagalnya mekanisme umpan balik negatif dan

ovarium menuju hipofisis menyebabkan gangguan sistem organ yang lain. Tamoxifen
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yang memiliki struktur dasar yang sama dengan klomifen sitrat menyebabkan
kerusakan jaringan tuba pada wanita yang diterapi dengan bahan tersebut (Roumen,
1986).

Kadar FSH yang tinggi di dalam darah dalam waktu yang cukup iama
menyebabkan fase folikuler menjadi panjang. Hal im  menyebabkan pertumbuhan
endometrium yang tidak sempurna, sehingga reseptivitas uterus terhadap implantasi
embrio rendah . Selain itu klomifen sitrat juga menyebabkan gangguan pada kontraksi
tuba, akibamya transportasi ovum menuju tempat fertilisasi juga terganggu. Gangguan
kontraksi tuba 1ni juga dapat menyebabkan gangguan implantasi embrio. (Birkenfeld
et al., 1985; Dziadek, 1993).

Penggunaan klomifen sitrat dilaporkan juga menimbulkan efek samping lain
yang sangét merugikan di antaranya terjadi pembesaran ovarium akibat perfumbuhan
folikel, adanya korpus luteum persisten, serta munculnya kiste ovarium (Greenblatt,
1979).

Telah dibuktikan bahwa penggunaan kiomifen sitrat dapat menginduksi
terjadinya ovulasi yang dapat dibuktikan melalui pemeriksaan folikel maupun
pengukuran kadar gonadotropin di dalam darah, namun keberhasilan induksi ovulas
tersebut tidak diikuti peningkatan laju terjadinya kehamilan. Rendahnya laju
kehamilan pasca perlakuan induksi ovulasi disebabkan karena terjadinya defek fase
luteal, rendahnya reseptivitas uterus dan kualitas embrio yang rendah dan tingginya
resiko terjadinya aborsi spontan (Greenblatt, 1979).

Kelainan kongenital berupa eksensefali dapat muncul akibat pemberian
kiomifen sitrat pada induk mencit sebelum ovulasi dengan dosis 5,0 ug/g berat badan.
Kelainan kongenital lain yang dapat terjadi pada fetus yang induknya terdedah

klomifen sitrat pada saat hamil adalah kelainan hepar, talipes, mikrosefali,
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hypospadia, langit-langit bercelah, polidaktili, sindaktili, descensus testikulorum,

anensefali dan spina bifida (Greenblatt, 1979; Dziadek, 1993).

2.4. Klomifen Sitrat Dan Perkembangan Embrio

Embrio adalah masa-masa yang paling rentan terhadap pengaruh-pengaruh
lingkungan di sepanjang fase kehidupan organisme. Terdedahnya embrio oleh zat-zat
toksik dapat berakibat fatal (Schardein, 1985; Carlson, 1981).

Perkembangan embrio se¢cara in vivo sangat bergantung pada kondisi saluran
reproduksi wanita. Pada kondisi normal, lingkungan yang paling sesuai untuk
perkembangan embrio adalah di dalam saluran reproduksi wanita. Perubahan-
perubahan lingkungan internal akibat masuknya zat-zat asing yang dapat mengubah
kefaalan saluran reproduksi berpengaruh pada perkembangan embrionya {Gordon,
1994).

Pemberian klomifen sitrat sebelum ovulasi pada mencit menyebabkan
rendahnya laju implantasi embrionya, karena reseptivitas uterus terhadap embrio
sangat rendah.  Selanjutnya bila klomifen sitrat diberikan pada saat akan terjadi
ovulasi akan mengakibatkan retardasi pertumbuhan embrio (Dziadek, 1993).

Pemberian klomifen sitrat pada medium pertumbuhan embrio mencit secara in
vitro menyebabkan terjadinya degenerasi embrio, sechingga embrio gagal mencapai
blastokist. Degenerasi embrio ini meningkat sejalan dengan pertambahan konsentrasi
klomifen sitrat yang diberikan, bahkan pada konsenfrasi 100 pg/ml tidak satu pun
embrio yang dapat mencapai blastokist (Schmidt et al., 1985 dan Laufer et al., 1983).

Klomifen sitrat juga berpengaruh pada kecepatan pembelahan sel-sel embrio
mencit preimplantasi. Pemberian klomifen sitrat  konsentrasi 10 pg/ml

sudah dapat
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menyebabkan hambatan pada kecepatan pembelahan sel embrio. Proses hambatan
tersebut terjadi 48 dan 72 jam setelah pemberian klomifen sitrat (Schmidt et al., 1985

dan Laufer et al., 1983).
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BAB3
KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Konseptual

Klomifen sitrat adalah suatu senyawa non steroidal derivat triphenylethylen yang
bersifat antiestrogen. Bahan ini dapat dimanfaatkan untuk menginduksi terjadinya ovulasi.
Cara kena klomifen sitrat adalah dengan mengikat reseptor estrogen di dalam sitoplasma
pada sel-sel jaringan hipotalamus, hipofisis dan ovarium, sehingga menyebabkan rangsangan
sekresi gonadotropin, dalam hal im tegadi peningkatan sekresi FSH dan LH (Kernin et al.,
1985).

Peningkatan kadar FSH yang sangat tinggi di dalam darah dalam wakiu yang cukup
lama menyebaﬁkan fase folikuler menjadi panjang, sehingga mengakibatkan pertumbuhan
endometrium yang tidak sempurna. Pertumbuban endometrium yang tidak sempurna
menyebabkan terjadinya penurunan reseptivitas uterus terhadap implantasi embrio (Dziadek,
1993).

Klomifen sitrat juga menyebabkan gangguan kontraksi tuba, sehingga menyebabkan
gangguan transportasi embrio menuju tempat implantasi (Birkenfeld et al., 1985).

Klomifen sitrat menyebabkan perubahan sistem hormonal di dalam tubuh, sehingga
komposisi cairan fisiologis di dalam saluran reproduksi juga mengalami perubahan komposisi.
Dalam keadaan normal cairan di dalam saluran reproduksi adalah medium yang paling sesuai
untuk pertumbuhan embrio. Akibat perubahan tersebut, menyebabkan cairan dalam saluran
reproduksi wanita bukan lagi medium yang sesuai untuk pertumbuhan embrio. Sebagai
akibatnya terjadi hambatan pertumbuhan embrio (Semidt et al., 1985).

Penambahan klomifen sitrat pada medium pertumbuban embrio secara in witro

menyebabkan terjadinya hambatan pembelahan sel-sel embrio dan bahkan terjadi degenerasi
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embrio. Hambatan pembelahan sel-sel embrio tersebut masih terjadi setelah 48 sampai 72 jam
penambahan klomifen sitrat pada medium pertumbuhan embrio (Schmidt et al., 1985 dan
Laufer et al., 1983).

Berdasarkan pada konsep-konsep mengenai pengaruh klomifen sitrat terhadap fungsi
sistem reproduksi wanita tersebut, diduga bahwa rendahnya laju kehamilan dan tingginva

aborsi spontan disebabkan oleh karena terjadinya gangguan pada pertumbuhan embrionya.

3.2. Hipotesis Penelitian
Berdasarkan kerangka konseptual tersebut, maka hipotesis yang diajukan adalah
sebgaai berikut.
(1) Perlakuan induksi ovulasi dengan klomifen sitrat menyebabkan meningkatnya jumlah
korpus luteum.
(2) Perlakuan induksi ovulasi dengan klomifen sitrat menyebabkan meningkatnya jumlah
embrio yang dihasilkan
(3) Perlakuan induksi ovulasi dengan klomifen sitrat menyebabkan berkurangnya persentase

embrio yang dapat mencapai tahap blastokis
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KERANGKA KONSEPTUAL PENELITIAN
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Gambar 3.1. Skema Kerangka Konseptual Penelitian
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BAB 4
METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental sesungguhnya (true

experimental) yang dikerjakan di dalam laboratorium.

4.2. Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah rancangan faktorial dengan jenis
perlakuan yang terdiri atas :
Faktor A : Dosis klomifen sitrat yang meliputi
D0 : Opnpg/gberat badan
D1 : 2,5 ug/g berat badan
D2  :5,0 ug/g berat badan (Dziadek,1993)
Faktor B : Waktu pemberian klomifen sitrat
W1 :satukali disuntik selanjutnya dikawinkan
W2  :dua kali disuntik selanjutnya dikawinkan
W3 : dikawinkan sehari setelah dua kali disuntik

Kombinasi perlakuan meliputi sebagai bertkut :

DOW1 DOW2 DOW3
DIWI] Diw2 DIw3
D2W1 D2wW2 D2W3

Pengulangan dilakukan sebanyak 5 kali.
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4,3, Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan berupa mencit betina dara sebanyak 45 ekor, berumur 8
minggu dengan berat badan berkisar antara 25-30 gram. Sampel tersebut
dikelompokkan dalam 9 kelompok perlakuan secara acak dalam urutan kelompok
sebagai berikut.
Kelompok I ;
Lima ekor mencit betina dara yang disuntik akuabidestilata secara intraperitoneal
selanjutnya dikawinkan pada sore harinya.
Kelompok II
Lima ekor mencit betina dara yang disuntik akuabidestilata dua hari berturut-turut
secara intraperitoneal, selanjutnya dikawinkan.
Kelompok 111
Lima ekor mencit betina dara yang disuntik akuabidestilata dua hari berturut-turut
secara intraperitoneal selanjutnya dikawinkan pada sore hari keesokan harinya.
Kelompok IV
Lima ekor mencit betina dara yang disuntik klomifen sitrat dosis 2,5 pg/g berat badan
secara infraperitoneal, selanjutnya dikawinkan pada sore harinya.
Kelompok V
Lima ekor mencit betina dara yang disuntik klomifen sitrat dosis 2,5 ug/g berat badan
dua hari berturut-turut secara intraperitoneal, selanjutnya dikawinkan pada sore

harinya.
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Kelompok V1

Lima ekor mencit betina dara yang disuntik klomifen sitrat dosis 2,5 ug/g berat badan
dua hari berturut-turut secara intraperitoneal, selanjutnya dikawinkan pada sore hari
keesokan harinya.

Kelompok VII

Lima ekor mencit betina dara yang disuntik klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g berat badan
secara intraperitoneal, selanjutnya dikawinkan pada sore harinya.

Kelompok VIII

Lima ekor mencit betina dara yang disuntik klomifen sitrat dosis 5,0 ug/g berat badan
dua hari berturut-turut secara intraperitoneal, selanjutnya dikawinkan pada sore
hannya. -

Kelompok IX

Lima ekor mencit betina dara yang disuntik klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g berat badan
dua harni berturut-turut secara intraperitoneal, selanjutnya dikawinkan pada sore hari

keesokan harinya.

4.4. Variabel Penelitian

(1) Variabel bebas meliputi dosis pemberian klomifen sitrat, waktu pemberian
klomifen sitrat dan kombinasi antara dosis dan waktu pemberiannya.

(2) Variabel kendali meliputi strain mencit yang digunakan, berat badan mencit dan
pemeliharaan mencit.

(3) Variabel terikat meliputi jumiah korpus luteum, jumlah embrio dan persentase

stadium blastokis
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4.5, Definisi Operasional Variabel

(1) Klomifen sitrat yang digunakan pada penelitian ini dalam bentuk mumi yang
diperoleh dari Sigma.

(2) Induksi ovulasi adalah suatu upaya untuk melakukan stimulasi pada organisme
agar terjadi ovulasi. Upaya yang dilakukan dengan cara memberikan zat-zat atau
obat-obatan yang cara kerjanya berkaitan dengan mekanisme pengaturan hormon.
Pada penelitian ini zat yang dipakai adalah klomifen sitrat. Mekanisme kerja
kiomifen sitrat untuk mempengaruhi sekresi gonadotropin dengan jalan bertindak
sebagai inhibitor kompetitif pada reseptor estrogen di hipotalamus, hipofisis dan
ovarium,

(3) Teknologi bantu reproduksi adalah salah satu teknologi di bidang kedokteran yang
berupaya untuk mengatasi masalah-masalah infertilitas yang disebabkan oleh
kegagalan sistem reproduksi. Metode yang digunakan dalam upaya membantu
gamet untuk melakukan fertilisasi baik secara in vivo maupun in vitro.

(4) Mencit betina yang digunakan dalam penelitian im adalah berasal dan strain Balb
C yang diperoleh dari Pemeliharaan hewan coba Fakultas Farmasi Universitas
Airlangga . Mencit yang digunakan sebagai sampel dipilih mencit yang sehat,
berumur di atas 8 minggu, dara dan berat badannya berkisar antara 25-30 gram.
Pemeliharaannya di dalam rumah hewan FMIPA Universitas Airlangga kemudian
ditempatkan dalam sebuah kandang terbuat dari plastik yang berukuran 30x20 cm
dan diben alas sekam. Makananannya berupa pelet PAR G dengan air minum
dani PDAM secara ad libirum. Penyinaran berupa cahaya lampu yang diberikan

selama 12 jam mulai pukul 06.00-18.00.
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(5) Siklus estrus adalah siklus reproduksi mencit yang meliputi fase-fase proestrus,
estrus, metestrus dan diestrus. Untuk menentukan masing-masing fase tersebut
ditentukan berdasarkan hasil analisis hapus vagina.

(6) Flushing adalah salah satu cara untuk memperoleh embrio preimplantasi dengan
cara menyemprotkan larutan Tyrode ke dalam uterus kemudian ditampung pada
gelas arloji.

(7) Perkembangan embrio preimplantasi mencit adalah tahap perkembangan embrio
mencit sebelum mengalami implantast pada endometrium uterus. Tahap
perkembangan embrio preimplantasi yang dipelajari pada penelitian ini adalah
pembentukan blastokis.

(8) Kualitas perkembangan embnio mencit adalah bentuk morfologi dan ketepatan
waktu perkembangan embrio sesuai dengan perkembangan normal embrio
mencit.

(9) Stadium perkembangan embrio adalah tahap perkembangan embrio yang dapat
dicapai pada saat dilakukan flushing pada umur kebuntingan tiga hari setelah

induknya diperlakukan dengan klomifen sitrat.

4.6. Bahan dan Alat Penelitian

(1) Klomifen sitrat produksi SIGMA

(2) Akuabidestilasta

(3) Alkohol 70%

{4) Larutan tyrode

(5) Alat-alat pemeliharaan mencit

(6) Siringe disposabel 1 ml. dan alat-alat gelas untuk flushing

(7) Alat-alat bedah
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(8) Timbangan analitik
(9) Dissecting microscope

(10} Inverted microscope

4.7. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian imi  dilakukan di Laboratorium Biologi Reproduksi FMIPA
Universitas Airlangga. Penelitian dilakukan mulai bulan Juli 1999 s/d bulan Mei

2000.

4.8, Prosedur Penelitian
Penelitian ini terdiri atas beberapa tahapan yang selengkapnya dapat diikuti
sepert1 yang tercantum di bawah ini.
1. Tahapan Persiapan yang meliput: :
(a) penyediaan dan aklimatisasi hewan coba
(b) penyediaan larutan klomifen sitrat dalam dosis 2,5 ng/g berat badan dan 5,0
ug/g berat badan dengan cara melarutkan klomifen sitrat di dalam
akusbidestilata.
2. Tahap perlakuan yang meliputi
(a) Penentuan dosis klomifen sitrat
Besarnya dosis yang digunakan dalam penelitian ini mengacu pada penelitian
Dziadek (1993), sehingga ditentukan besarnya dosis yang digunakan meliputi
2,5 ug/g berat badan dan 5,0 ug/g berat badan.

(b) Pemberian klomifen sitrat
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Klomifen sitrat disuntikan secara intraperitoneal dengan variasi penyuntikan
yang meliputi, satu kali pemberian selanjutnya dikawinkan pada sore harinya,
dua kali pemberian secara berurutan selanjutnya dikawinkan pada sore harinya
dan dua kali pemberian secara berurutan selanjutnya dikawinkan sehari
setelah suntikan kedua.

{c) Mengawinkan mencit
Untuk mengawinkan mencit dengan cara menempatkan mencit jantan dan
betina dalam satu kandang pada sore hari sekitar pukul 17.00. Keesckan
harinya diamah adanya sumbat vagina. Apabila ditemukan sumbat vagina,
maka telah terjadi kopulasi dan dianggap sebagai umur kebuntingan nol han
(UK. 0).

(d) Pengumpulan data
Pada umur kebuntingan tiga han (UX>3), mencit dibunuh dengan cara
dislokasi serviks. Selanjutnya kedua ovarium diambil untuk dihitung jumiah
korpus luteumnya. Kemudian dilakukan flushing dengan cara
menyemprotkan lamutan tyrode ke dalam uterus. Larutan tyrode yang
disemprotkan tersebut ditampung dalam gelas arloji selanjutnya embrio yang
ditemukan dihitung jumlahnya  dan diamati stadium perkembangannya

dengan menggunakan inverted microscope.

4.9. Teknik Analisis Data
Data yang diperoleh berupa jumiah korpus Juteum, jumlah embrio dan
stadium perkembangan embrionya dianalisis dengan menggunakan ANAVA,

Bila terdapat interaksi yang nyata antara faktor dosis pembenan klomifen
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BABS
HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS HASIL PENELITIAN

5.1. Hasil Penelitian

Pemeriksaan jumlah korpus luteum mencit setelah mendapat perlakuan
induksi ovulasi dengan klomifen sitrat pada berbagi dosis dan waktu kawin dengan
menggunakan mikroskop bedah, sedangkan jumlah embrio yang diperoleh dari hasil
flushing diamati dan dihitung dengan menggunakan inverfed microscope. Hasil

pengamatan tersebut disajikan sebagai berikut.

5.1.1. Data jumlah korpus luteum
Data hasil penghitungan jumlah korpus luteumn disajikan dalam lampiran 1,

sedangkan rata-rata hasil penghitungannya disajikan dalam tabel 5.1, 5.2.,5.3.

Tabel 5.1. Total rata-rata jumlah korpus luteum mencit yang diinduksi ovulasi dengan
dosis 0, 2,5 dan 5,0 pg/g berat badan

Dosis Klomifen Sitrat (ug/g berat badan)
0 2,5 5,0
Rata-rata Jumlah Korpus Luteum 10,60° 11,47° 12,67°
Simpangan baku 1,12 1,13 0,72
*¢Berbeda nyata (p<0,05)

Tabel 5.2. Total rata-rata jumlah korpus luteum yang diindukst ovulast dengan
klomifen sitrat dengan berbagai jenis waktu kawin

Waktu kawin
W1 W2 W3
Rata-rata Jumlah Korpus Luteum 11,53 11,87 11,33
Simpangan baku 0,99 1,19 1,68

TESIS
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Tabel 5.3 Rata-rata jumlah korpus luteum mencit yang mendapatkan perlakuan
induksi ovulasi klomifen sitrat dengan berbagai dosis dan jenis waktu
kawin dan jumlah pemberian

Kombinasi dosis dan Jenis Fata-rata dimiah ot Simpangan baku
: .uteum

Pemberian
DOW1 11,20 ) 0,84 .
DOW2 10,60 1,14
DOW3 10,00 1,22
DIWI 11,20 1,30
DIW2 12,40 0,55
DIW3 10,80 0,84
D2WI1 12,20 0,45 |
D2W2 12,60 0,55
D2W3 13,20 0,84 )

Keterangan DO : Dosis Opg/g bb
D1 : Dosis 2,5 pug/g bb
D2 : Dosis 5,0 ug/g bb
W1 : Disuntik sekali selanjutnya dikawinkan pada sore harinya
W2 : Disuntik dua kali selanjutnya dikawinkan pada sore harinya
W3 : Disuntik dua kali selanjutnya dikawinkan sehari kemudian
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Gambar 5.1. Histogram Rata-rata Jumlah Korpus luteum mencit
setelah perlakuan Induksi Ovulasi dengan Klomifen

Sitrat
Dosis : DO : 0 pg/g bb.
D1 12,5 ug/g bb
D2 5,0 pg/g bb
Waktu : W1 . Dikawinkan setelah disuntik
sekali
w2 . Dikawinkan setelah disuntik
dua kali
W3 . Dikawinkan sehari setelah
disuntik dua kali
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Jumlah oosit yang diovulasikan diketahui melalui penghitungan jumlah korpus
luteum. Rata-rata jumlah korpus luteum yang terhitung pada kelompok kontrot
berkisar antara 10,0 * 0,55 sampai dengan 11,2 + 0,37. Rata-rata jumlah korpus
luteum terbanyak ( 11,2+0,37) pada kelompok kontrol dijumpai pada kelompok yang
dikawinkan setelah sekali disuntik (W1). Rata-rata jumlah korpus luteum untuk
semua waktu kawin yang terhitung pada kelompok kontrol sebesar 10,6 +0,5.

Rata-rata jumlah korpus luteum yang dapat dihitung pada kelompok perlakuan
dosis 2,5 pug/g berat badan berkisar antara 10,8 + 0,37 sampai dengan 12,4 + 0,24
Rata-rata jumlah korpus luteumn terbanyak (12,4 + 0,24) terdapat pada kelompok
yang dikawinkan setelah dua kali (W2) disuntik dengan klomifen sitrat dosis 2,5 ug/g
berat badan. Rata-rata jumlah korpus luteum nntuk semua waktu kawin yang terhitung
pada kelompok perlakuan dosis 2,5 pg/g berat badan adatah 11,5+ 0,50.

Rata-rata jumlah korpus luteum yang dapat dihitung pada kelompok perlakuan
dosis 5,0 ng/g berat badan berkisar antara 12,2 £ 0,20 sampai dengan 13,2 + 0,37.
Rata-rata jumlah korpus luteum terbanyak (13,240,37) terdapat pada kelompok yang
dikawinkan seharn setelah disuntik klomifen sitrat dua kali secara berurutan (W3).
Rata-rata jumlah korpus luteum untuk semua waktu kawin yang terhitung pada
kelompok periakuan dosis 5,0 ug/g berat badan sebesar 12,67+0,32.

Rata-rata jumlah korpus luteum yang terhitung pada kelompok waktu kawin
sekali setelah disuntik {W1) untuk semua dosis adalah 11,53 * 0,44, sedangkan untuk
kelompok waktu kawin dua kali setelah disuntik (W2) sebanyak 11,87+0,53 dan
untuk kelompok waktu kawin sehari setelah dua kali disuntik klomifen sitrat dengan
dosis 5,0 pg/g berat badan adalah sebesar 11,33 * (,75. Rata-rata jumlah korpus

luteum yang dapat dihitung setelah pemberian klomifen sitrat sebanyak 12,07,
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sedangkan rata-rata jumlah korpus juteum vang terhitung pada kelompok kontrol

sebanyak 10,6.

3.1.2. Data jumlah embrio

Embrio yang diperoleh dani hasil flushing ditampung dalam gelas arloji,

kemudian diamati dengan inverfed microscope dan dihitung jumlahnya, Hasil

pengamatan dan perhitungannya disajikan sebagai berikut.

Tabel 5.4. Total rata-rata jumlah embrio mencit yang induknya diinduksi ovulasi

dengan klomifen sitrat pada dosis 0, 2,5 dan 5,0 ng/g berat badan

Dosis Klomifen Sitrat (yug/g berat badan)
0 2,5 5,0
Rata-rata Jumlah Embrio 10,40 10,93° 12,13 °
Simpangan baku 1,24 0,88 0,99
**Berbeda nyata (p < 0,05)

Tabel 5.5. Total rata-rata jumlah embrio mencit vyang induknya diinduksi ovulasi
dengan klomifen sitrat pada berbagai jenis jwmlah pemberian dan waktu

kawin setelah diberi perlakuan
Waktu kawin
Wi W2 W3
Rata-rata Jumlah Embrio 11,27 11,20 11,00
Stmpangan baku 0,96 1,15 1,65
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Tabel 5.6. Rata-rata jumlah embrio mencit yang induknya diinduksi ovulasi dengan
klomifen sitrat pada kombinasi dosis dan jenis waktu pembenan

Kombinasi dosis dan Jenis | Rata-rata Jumlah Embrio | Simpangan baku

Pembenan
DOW1 11,20 0,84
DOW?2 10,20 1,10
DOW3 9,80 1,48
DI1W1 11,00 1,00
DIW2 11,40 0,89
DIW3 10,40 0,55
D2W1 11,60 1,14
D2W2 12,00 0,70
D2W3 12,8 0,84
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Gambar 5.2. Histogram rata-rata Jumlah Embrio mencit yang induknya
diinduksivovulasi dengan klomifen sitrat

Dosis : DO : 0 ug/g bb.
DI : 2,5 ug/g bb
D2 :5,0 pg/g bb
Waktu : Wi . Disuntik sekali kemudian
dikawinkan
w2 : Disuntik dua kali kemudian
dikawinkan pada sore harinya
W3 © Disuntik dua kali berurtan dan

dikawinkan sehari kemudian

TESIS PERKEMBANGAN EMBRIO MENCIT ... EKO PRIHIYANTORO



IR-PERPUéTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

i

[ S T ..

LU RV N

e

P

L¥isia

i
-

A

A it e
A e e

i

!
i

!
i
i
L.

S

LSNP S .
1

Ly

.;.,-.u.'-.‘»u .

it

EKO PRIHIYANTORO

PERKEMBANGAN EMBRIO MENCIT ...

TESIS



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 29

- o ®;, - © M.10x10

. -
2 -
2 « s .I
- L
P -
. .
*, - =
.. +
-
- -
- “ - -
- -
. 4 - J'. o
- f . !‘ - L 3
- -
- v \) - -
- - ‘e +w
- o s e 2
- & - » L]
-~ g he > ?
- - .
- - «® . - 9
- 4 » - e a
- -
v -
[
-
S
° - -
<+ & -
. -
J.-f & -
V=] - * »
& d -

Gambar 5.3. Embrio mencit umur tiga hari kebuntingan yang induknya
diinduksi ovulasi dengan klomifen sitrat
1. blastocoel; 2. ICM; 3. Trofoblas; 4. Zona pellucida

Jumlah embrio menggambarkan jumlah ovum yang berhasil difertilisasi. Hasil
penghitungan jumlah embrio setelah dilakukan flushing menunjukkan bahwa jumlah
embrio yang ditemukan pada kelompok kontrol berkisar antara 9,8 + 0,66 sampai

dengan 11,2 £ 0,37. Rata-rata jumlah embrio terbesar terdapat pada kelompok waktu
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kawin setelah disuntik sekali (W1). Rata-rata jumlah embrio untuk semua waktu
kawin pada kelompok kontrol adalah sebesar 10,4 + 0,56.

Rata-rata jumiah embrio yang dapat dihitung pada kelompok perlakuan dosis
2,5 ug/g berat badan berkisar antara 10,4 + 0,0,24 sampai dengan 11,4 + 0 40. Rata-
rata jumlah embrio terbanyak (11,4 * 040) terdapat pada kelompok yang
dikawinkan setelah dua kali (W2) disuntik dengan klomifen sitrat dosis 2,5 pg/g berat
badan. Rata-rata jurnlah embrio untuk semua waktu yang terhitung pada kelompok
periakuan dosis 2,5 ug/g berat badan adalah 10,9+ 0,20.

Rata-rata jumlah embrio yang dapat dihitung pada kelompok perlakuan dosis
5,0 ug/g berat badan berkisar antara 11,6 + 0,51 sampai dengan 12,8 + 0,37, Rata-rata
jumlah embrio terbanyak (12,82£0,37) terdapat pada kelompok yang dikawinkan
schart setelah disuntik klomifen sitrat dua kali secara berurutan {(W3). Rata-rata
jumlah embrio unfuk semua waktu kawin yang terhitung pada kelompok perlakuan
dosis 5,0 ug/g berat badan sebesar 12,13+0,32.

Rata-rata jumlah embrio yang terhitung pada kelompok waktu kawin sekali
setelah disuntik (W1) untuk semua dosis adalah 11,3 £ 0,43, sedangkan untuk
keiompok waktu kawin dua kali setelah disuntik (W2) sebanyak 11,240,51 dan untuk
kelompok waktu kawin sehari setelah dua kali disuntik klomifen sitrat secara
berurutan dengan dosis 5,0 pg/g (W3) berat badan adalah sebesar 11,0 + 0,74. Rata-
rata jumlah embrio yang dapat dihitung setelah pemberian klomifen sitrat sebanyak
11,53, sedangkan rata-rata jumlah korpus luteum yang terhitung pada kelompok

kontrol sebanyak 10,40.
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5.1.3, Data persentase blastokis

3

Setelah embrio yang diperoleh dan flushing dihitung total jumlah embrio,

selanjutnya ditentukan stadium perkembangannya dengan jalan mengamati morfologi

embrio dan disesuaikan dengan atlas embrio mencit (Kaufman, 1979). Hasil

penghitungannya disajikan sebagat berikut.

Tabel 5.7.. Total rata-rata persentase blastokis setelah induksi ovulasi dengan
kiomifen sitrat pada dosis 0, 2,5 dan 5,0 pg/g berat badan

Dosis Klomifen Sitrat (ug/g berat badan)

0 2,5 5.0
Rata-rata Persentase Blastokis 96,51 75,70" 84,71°
Simpangan baku 0,36 0,30 0,49
*% Berbeda nyata (p< 0,05)

Tabel 5.8 Rata-rata persentase blastokis mencit yang induknya diinduksi ovulasi
dengan klomifen sitrat pada berbagai jenis waktu kawin dan jumiah

pemberian.

Jenis Pemberian

Wi W2 W3
Rata-rata Persentase Blastokis 81,57 86,87 88 49
Simpangan baku 0,98 0,72 0.67

Tabel 5.9. Rata-rata jumlah embrio mencit yang induknya diinduksi ovulasi dengan
klomifen sitrat pada kombinasi dosis dan jenis waktu kawin dan jumlah

pemberian
Persentase Blastokis
Kombinasi dosis dan Jenis Pembenan (Mean + SE)
DOWI1 96,52 +2,13
DOW?2 94,66 + 3 44
DOW3 98.34 + 1.66
DIWI 67,06 £ 5,17
DIW2 77,50 £ 545
DIW3 82,54 + 3,81
D2W1 81,12+ 3,19
D2W2 88,44+ 1,85
D2W3 84,58 £4,12
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Berdasarkan hasil uji tersebut didapatkan bahwa nilai signifikansi hasil uji
lebih besar 0,05, hal ini berarti varians data tersebut berasal dar populasi yang
homogen. Hasil uji normalitas distribusi data juga menunjukkan hasil bahwa data
tersebut berdistribusi normal, sehingga dapat divji dengan menggunakan ANAVA.

Hasil wji Analisis Varians data jumlah korpus luteum disajikan dalam bentuk

tabel rangkuman seperti tercantum pada Tabel 5.4.

Tabel 5.13. Rangkuman Analisis Varians Untuk Data Jumlah Korpus Luteum

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: CL

Type lll

: Sum of Mean
| Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model} 45.3782 8 5672 6.899 .000
intercept 6032.022 1 16032.022 [ 7336.243 .000
DOSIS 32.311 2 16.156 19.649 .000
WAKTU 2178 2 1.089 1.324 279
DOSIS *WAKTU  10.889 4 2.722 3.311 021
Error 29.600 36 .822
Total 6107.000 45
Corrected Total 74.978 44
a. R Squared = .605 (Adjusted R Squared = .517)

Berdasarkan tabel tersebut dapat dilihat bahwa terdapat interakst yang nyata
(p < 0,05) antara dosis pemberian klomifen sitrat dan waktu kawin, schingga
menyebabkan perbedaan rata-rata jumlah korpus luteum mencit.

Bentuk interaksi antara faktor dosis dan waktu terhadap jumiah korpus luteum
dapat diamati dari plot profil pada gambar 5.6. Adanya interaksi ditunjukkan dengan
tidak sejajarnya ketiga garis tersebut.
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Gambar 5.6. Plot Profil data jumlah korpus luteum mencit setelah perlakuan dengan
klomifen sitrat

QOleh karena terjadi interaksi yang nyata antara faktor dosis dan waktu kawin,
maka perlu dilakukan uji pengaruh sederhana masing-masing faktor. Berikut ini
adalah hasil uji lanjut dengan menggunakan uji Duncan terhadap variabel dosis
kiomifen sitrat dan waktu kawin.

Pengaruh dosis klomifen sitrat pada waktu kawin setelah disuntik satu kali
(W1) seperti yang ditunjukkan pada pengujian treatmen 14 dan 7, ternyata
menunjukkan bahwa ketiganya terdapat pada kelompok yang sama, artinya tidak

terdapat perbedaan jumlah korpus luteum yang nyata. Hal im berarti bahwa jumlah
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korpus luteum mencit tidak akan berbeda secara nyata bila mencit disuntik sekali
dengan klomifen sitrat dosis yang diujikan kemudian dikawinkan pada sore harinya

Pengaruh dosis klomifen sitrat pada waktu kawin setelah dua kali disuntik

(W2) seperti ditunjukkan pada pengujian treatmen 2, 5 dan 8, temyata menunjukkan

bahwa ketiganya tidak terdapat pada kelompok yang sama. Hal ini berarti terdapat

perbedaan jumlah korpus luteum yang nyata (p<0,05) akibat pemberian klomifen

sitrat. Dengan demikian jumlah korpus luteum mencit akan berbeda secara nyata bila

mencit tersebut disuntik klomifen sitrat dua kali kemudian pada sore harinya

dikawinkan.

Tabel 5.14. Ujt Duncan Untuk Data Jumlah Korpus Luteum

CL
Duncan e.b
Subset

TREATMEN N 1 2 3
300 5 70,0000 B

2.00 5 10.6000

6.00 5 10.8000

1.00 5 11.2000 11.2000

4.00 5 11.2000 11.2000

7.00 5 12.2000 12.2000

5.00 5 12.4000 12.4000

8.00 5 12.6000

9.C0 5 13.2000
Lsig; 068 062 119

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type Il Sum of Squares
The error term is Mean Square{Error) = .822.

a. UUses Harmanic Mean Sample Size = 5.000.
b. Alpha = .05.
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Pengaruh dosis klomifen sitrat pada waktu kawin sehari setelah disuntik dua
kali seperti ditunjukkan pada pengujian treatmen 3, 6 dan 9, ternyata menunjukkan
bahwa penyuntikan klomifen sitrat dosis 0 pg/g bb. dan dosis 2,5 ug/g bb. tidak
menyebabkan perbedaan jumlah korpus luteum yang nyata, sedangkan penyuntikan
klomifen sitrat dosis 5,0 ug/g bb menyebabkan perbedaan jumlah korpus luteum yang
nyata {p< 0,05). Hal ini berarti bahwa jumlah korpus luteum mencit yang dikawinkan
satu hari setelah disuntik dua kali akan berbeda nyata bila dosis pembenannya sebesar
5,0 ug/g bb.

Pengaruh waktu kawin mencit pada dosis pembenian klomifen sitrat 0 ug/g bb.
seperti ditunjukkan pada hasil pengujian treatmen 1, 2 dan 3. Berdasarkan hasil
pengujian ternyata ketiganya berada pada kelompok yang sama, artinya tidak terdapat
perbedaan jumlah korpus luteum mencit yang nyata. Hal ini berarp waktu kawin
mencit tidak akan menyebabkan perbedaan jumlah korpus luteum yang nyata, bila
dosis pemberian klomifen sitrat 0 pg/g bb..

Pengaruh waktu kawin mencit pada dosis pemberian klomifen sitrat 2,5 pg/g
bb. seperti ditunjukkan pada hasil pengujian treatmen 4, 5 dan 6. Berdasarkan hasil
pengujian ternyata menunjukkan bahwa waktu kawin schari setelah disuntik dua kali
dan waktu kawin setelah disuntik satu kali tidak menyebabkan perbedaan yang nyata,.
Demikian juga dengan waktu kawin setelah satu kali disuntik dan waktu kawin
setelah dua kali disuntik, tetapi mempunyai pengaruch yang lebih kuat dari pada
pasangan pertarna. Perbedaan yang nyata (p<0,05) terjadi antara waktu kawin sehan
setelah disuntik dua kali dan waktu kawin setelah disuntik dua kali. Hal ini berarti
peningkatan jumlah korpus luteum yang nyata akan terjadi bila disuntik dengan

klomifen sitrat dosis 2,5 ug/g bb. dan dikawinkan seteiah dua kali pembenian.
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Pengaruh waktu kawin mencit pada dosis pemberian klomifen sitrat 5,0 pg/g
bb. seperti ditunjukkan pada hasil pengujian treatmen 7, 8 dan 9. Berdasarkan hasil
pengujian ternyata bahwa waktu kawin setelah dua kali disuntik dan waktu kawin
sehari setelah dua kali disuntik tidak menyebabkan perbedaan yang nyata, tetapi
kedua jenis waktu kawin tersebut menyebabkan perbedaan jumlah korpus luteum
yang nyata pada bila dibandingkan deﬁgan waktu kawin setelah disuntik satu kali.
Hal ini berarti bahwa mencit yang dikawinkan setelah dua kali disuntik dan sehan
setefah dua kali disuntik mempunyai jumlah korpus luteum yang tidak berbeda nyata

bila disuntik klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g bb.

5.2.2. Embrio
Statistik deskriptif variabel jumlah embrio seperii ditunjukkan pada
tabel benkut ini.

Tabel 5.15. Statsitik deskriptif Jumilah Embrio mencit Setelah Perlakuan Dengan
Klomifen Sitrat pada berbagai dosis.

Descriptive Statistics
Dependent Variable: EMBRYO
Std.
S TAKTU n Deviation N

%.%“ %OKT M%.zooo 8367 5
2,00 10,2040 1,0954 5
300 9,8000 1.4832 5
Total 10,4000 1,2421 15
2,00 1,00 11,0000 1,0000 5
2,00 11,4000 5944 5
3,00 10,4000 5477 5
Total 10,9333 8837 15
3,00 1,00 11,6000 1,1402 5
2,00 12,0000 7071 5
3,00 12,8000 ,B387 5
Total 12,1333 ,9804 15
Total 1,00 11,2667 8612 15
2,00 11,2000 1,1464 15
3,00 11,0000 16475 15
Total 11,1556 1,2605 45
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Sebelum dilakukan Analisis terhadap beda rata-rata jumlah embrio mencit

setelah induknya diberi perlakuan klomifen sitrat pada berbagai dosis dan berbagai

waktu kawin, maka dilakukan uji homogenitas varians dengan menggunakan uji

Levene dan uji Kolmogorov-Smimov untuk menguji normalitas distribusi data jumlah

embrio. Hasil ujt tersebut tercantum pada Tabel 5.16. dan Tabel 5.17.

Tabel 5.16. Uji Homogenitas Vanans Dengan Uji Levene Untuk Data Jumlah Embrio

Levene's Test of Equality of Error Variances 2

Dependent Variable: EMBRYO

F df1 df2 Sig.

,618 8 36 197

Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variabie is equal across groups.

a. Design: Intercept+DOSIS+WAKTU+DOSIS * WAKTU

Tabel 5.17. Uji Normalitas Untuk Data Jumlah Embrio

One-Sample Koimogorov-Smirnov Test

EMBRYO
N 45
Normal Parameters 2>  Mean 11,1556
Std. Deviation 1,2605
Most Extreme Absolute 215
Differences Positive 176
Negative -215
Kolmogorov-Smimov Z 1,444
Asymp. Sig. (2-tailed) ,031

a. Test distribution is Normal.

D. Calculated from data.
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Berdasarkan hasil uji tersebut didapatkan babwa nilai signifikansi hasil uji
lebih besar 0,05, hal ini berarti varians data tersebut berasal dari populasi yang
homogen dan berdasarkan hasil uji Kolmogorov-Smirnof menunjukkan bahwa data
tersebut berdistribusi normal, sehingga dapat diuji dengan menggunakan ANAVA.

Hasil uji Analisis Varians data jumlah embrio disajikan dalam bentuk tabel
rangkuman seperti tercantum pada Tabel 5.18..

Tabel. 5.18. Rangkuman Analisis Varians Untuk Data Jumlah Embrio

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: EMBRYQ

Type

. Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig. |
Corrected Modg 35,1113 8 4,389 4,540 001
intercept 5600,089 1 |5600,089 [5793,195 ,000
DOSIS 23,644 2] 11822 12,230 ,000
WAKTU 578 2 ,289 299 143
DOSIS * WAKT| 10,889 4 2722 2,816 ,039
Error 34,800 36 967
Total 5670,000 45
Corrected Totall 69,911 44
a. R Squared =,502 (Adjusted R Squared = ,392)

Berdasarkan tabel tersebut dapat dilihat bahwa terdapat interaksi yang nyata (p <0,05)
antara dosis pemberian klomifen sitrat dan waktu kawin, sehingga menyebabkan
perbedaan rata-rata jumlah embrio mencit.

Bentuk interaksi antara faktor dosis dan waktu terhadap jumlah korpus luteum
dapat diamati dari plot profil pada gambar 5.7. Adanya interaksi ditunjukkan dengan

tidak sejajarnya ketiga ganis tersebut.
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Gambar 5.7. Plot Prefil Jumlah Embrio Mencit Setelah Diperlakukan Dengan

maka perlu dilakukan uji pengaruh sederhana masing-masing faktor dengan

menggunakan uji Duncan.. Berikut ini adalah hasil uji lanjut dengan menggunakan

Klamifen Sitrat

Duncan terhadap variabel dosis klomifen sitrat dan waktu kawin.

disuntik terhadap jumlah embrio seperti ditunjukkan oleh hasil pengujian treatmen 1,
4 dan 7. Hasil pengujian menunjukkan bahwa ketiga dosis berada pada kelompok
yang sama, artinya tidak ada perbedaan jumlah embrio yang nyata. Hal ini berarti

bahwa ketiga dosis pemberian klomifen sitrat tersebut tidak akan menyebabkan

Oleh karena terjadi interaksi yang nyata antara faktor dosis dan waktu kawin,

Pengaruh dosis pemberian klomifen sitrat pada waktu kawin setelah sekali

perbedaan jumlah embrio yang nyata bila dikawinkan setelah disuntik satu kali,
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EMBRYOQ

Duncan ak
Subset

TREATMEN 1 2 3 4
3,00 5 9,8000
2,00 5 10,2000 10,2000
6,00 5 10,4000 10,4000
4,00 5 11,0000 11,0000 11,0000
1,00 5 11,2000 11,2000
5,00 5 11,4000 11,4000
7.00 5 11,6000 11,6000 11,6000
8,00 5 12,0000 12,0000
9,00 5 12,8000
Sig. ,085 054 ,160 ,075

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type Ul Sum of Squares
The error tetm is Mean Square(Ermor) = 967.

a. Uses Harmonic Mean Sampie Size = 5,000.
b. Alpha = ,050.

Pengaruh dosis pemberian klomifen sitrat pada waktu kawin setelah disuntik

dua kali terhadap jumiah embrio seperti ditunjukkan oleh hasil pengujian treatmen 2,

5 dan 8. Hasil pengujian menunjukkan bahwa klomifen sitrat dosis O ng/g bb. dan 2,5

pg/g bb. tidak menyebabkan perbedaan jumiah embrio yang nyata. Pemberian

klomifen sitrat dosis 2,5 pg/g bb. dan 5,0 ug/bb juga tidak menyebabkan perbedaan

jumlah embrio yang nyata, tetapi memberikan pengaruh yang lebih kuat dibandingkan

pasangan pertama. Hal ini berarti jumliah embrio mencit tidak akan berbeda nyata bila

dikawinkan setelah dua kali disuntik dengan klomifen sitrat pada dosis 2,5 atau 5,0

ug/g bb.

Pengaruh dosis pemberian klomifen sitrat pada waktu kawin sehari setelah

disuntik dua kali terhadap jumiah embrio seperti ditunjukkan oleh hasil pengujian
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treatmen 3, 6 dan 9. Hasil pengujian menunjukkan ketiga dosis memberikan pengaruh
yang nyata (p<0,05) pada jumlah embrio. Jumlah embrio hasil kawin sehan setelah
dua kali disuntik akan berbeda secara nyata bila diinduksi ovulasi dengan klomifen
sitrat dosis 0, 2,5 dan 5,0 ug/g bb.

Pengaruh waktu kawin pada pentberian klomifen sitrat dosis 0 pg/g bb. seperti
ditunjukkan oleh hasil pengujian treatmen 1, 2 dan 3. Hasil penguyian menunjukkan
bahwa waktu kawin sehari setelah disuntik klomifen sitrat dosis 0 ug/g bb. sebanyak
dua kali dan waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat dosis 0 ug/g bb sebanyak
dua kali tidak menyebabkan perbedaan jumlah embrio yang nyata. Waktu kawin
setelah disuntik klomifen sitrat dosis 0 ng/g bb. sebanyak dua kali dan waktu kawin
sctelah satu kali disuntik klomifen sitrat dosis 0 pg/gbb. juga tidak memberikan
pengaruh yang nyata, sedangkan waktu kawin setelah satu kali disuntik klomifen
sitrat dosis 0 pg/g bb. dan waktu kawin sehart setelah disuntik klomifen sitrat dosts
Oug/g bb. sebanyak dua kali menyebabkan perbedaan rata-rata jumlah embrio yang
nyata (p< 0,05.).

Pengaruh waktu kawin pada pemberian klomifen sitrat dosis 2,5 ug/g bb.
seperti ditunjukkan oleh hasil pengujian treatmen 4, 5 dan 6. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa waktu kawin seharni setelah disuntik klomifen sitrat dosis 2,5
ug/g bb. dan waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat dosis 2,5 pg/g bb.
sebanyak satu kali tidak berbeda nyata. Waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat
dosis 2,5 pg/g bb. sebanyak satu kali dan waktu kawin setelah disuntik klomifen
sitrat dosis 2,5 sebanyak dua kali juga tidak menyebabkan perbedaan jumlah embrio
yang nyata, sedangkan waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat dosis 2,5
sebanyak dua kah dan waktu kawin sehari setelah disuntik klomifen sitrat dosis 2,5

ug/g bb. menyebabkan perbedaan rata-rata jumlah embno yang nyata.
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Pengaruh waktu kawin pada pemberian klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g bb.
seperti ditunjukkan oleh hasil pengujian treatmen 7, 8 dan 9. Hasil pengujian
menunjukkan bahwa ketiga jenis waktu kawin tidak menyebabkan perbedaan jumlah
embrio yang nyata pada. Hal ini berarti jumlah embrio yang dihasilkan akan sama
untuk semua jenis waktu kawin bila disuntik dengan klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g.

bb.

5.2.3. Persentase blastokis
Statistik deskriptif variabel persentase blastokis seperti ditunjukkan pada tabel
berikut ini.

Tabel 5.20. Statsitik deskriptif persentase jumlah blastokis mencit setelah perlakuan
dengan klomifen sitrat pada berbagai dosis.

Descriptive Statistics
Deperident Variable: PERSBLST
Std.

DOSIS WAKTU Mean Deviation N

1.00 1.00 96.5200 47736 5
2.00 94.6600 7.6862 5
3.00 98.3400 3.7119 §
Total 96.5067 5.4539 15

2.00 1.00 67.0600 11.5502 5
2.00 77.5000 12.1895 8
3.00 82.5400 8.5116 5
Total 75.7000 12.0746 15

3.00 1.00 81.1200 7.1426 5
2.00 88.4400 41374 5
3.00 84,5800 9.2085 5
Total 84.7133 7.2988 15

Total 1.00 81.5667 146387 15
2.00 86.8667 10.8689 15
3.00 88.4867 10.0806 15
Total 85.6400 12.1258 45

Sebelum dilakukan Analisis terhadap beda rata-rata persentase blastokis

mencit setelah diberi perlakuan klomifen sitrat pada berbagai dosis dan berbagai
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jumlah pemberian, serta waktu kawin, maka dilakukan uji homogenitas varians
dengan menggunakan uji Levene dan uji Kolmogorov-Smimov untuk menguyi
normalitas distribusi data jumlah korpus luteum. Hasil uji tersebut tercantum pada
Tabel 5.21. dan Tabel 5.22.

Tabel 5.21. Uji Homogenitas Varians Dengan Uji Levene Untuk data Persentase
Blastokis

Levene's Test of Equality of Error Variances ?

Dependent Variable: PERSBLST

F df1 df2 Sig.

1.009 8 36 447
Tests the null hypothesis that the error variance of the
dependent variable is equal across groups.

a. Design: Intercept+DOSIS+WAKTU+DOSIS * WAKTU

Tabel 5.22, Uji Normalitas Untuk Data Persentase Blastokis

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
PERSBL
ST
N 45
Normal Parameters ab  Mean 85.6400
Std. Deviation 12.1258
Most Extreme Absofute 162
Differences Positive 118
Negative -.152
Kolmogorov-Smimov Z 1.016
Asymp. Sig. (2-tailed) 253
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

Berdasarkan hasil uji tersebut didapatkan bahwa nilai signifikansi hasil uji

lebih besar 0,05, hal ini berarti varians data tersebut berasal dan populasi yang
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homogen dan berdasarkan hasil uji Kolmogorov-Smirnof menunjukkan bahwa data
tersebut berdistribusi normal, sehingga dapat diuji dengan menggunakan ANAVA .

Hasil uji Analisis Varians data jumlah embrio disajikan dalam bentuk tabel
rangkuman seperti tercantum pada Tabel 5.23.

Tabel. 5.23. Rangkuman Analisis Varians Untuk Data Perseniase Blastokis

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: PERSBLST

Type HI

Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Modef 4057 5242 8 | 507.191 7.570 .000
Intercept 330039.4 1 1330039.4 [4925.831 .000
DOSIS 3266.201 2 1 1633.101 24.374 .000
WAKTU 393.004 2 | 196.502 2.933 .066
DOSIS * WAKTY 398.319 4 99.580 1.486 227
Error 2412.064 36 67.002
Total 336509.0 45
Corrected Tolal |6469.588 44

a. R Squared = .627 (Adjusted R Squared = ,544)

Berdasarkan tabel tersebut dapat dilihat bahwa interaksi antara dosis klomifen
sitrat dan jumlah pemberian, serta wakiu kawin setelah pemberian tidak memberikan
pengaruh yang nyata terhadap persentase blastokis mencit.

Berikut inz ditampilkan grafik persentase blastokis yang disebabkan oleh
faktor dosis pemberian klomifen sitrat dan jumlah pembenan, serta wakiu kawin

setelah pemberian perlakuan.
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Gambar 5.8. Plot Profil Persentase Blastokis

Oleh karena tidak terdapat interaksi yang nyata, maka perlu diuji pengaruh

utama masing-masing faktor. Berdasarkan Tabel 5.23 temyata hanya pengaruh utama

faktor dosis yang menunjukkan perbedaan persentase blastokis yang nyata (p < 0,03),

sedangkan faktor waktu tidak menyebabkan perbedaan persentase blastokis yang

nyata. Untuk itu perlu dilakukan wji lanjutan untuk pengaruh utama faktor dosis.

Berikut ini adalah hasil uji lanjutan dengan menggunakan uji Duncan.

Hasil uji lanjutan pada faktor dosis menunjukkan terdapat perbedaan

persentase blastokis yang bermakna di antara dosis 0 pg/gbb dan 2,5 pg/gbb, 0 dan 5

ug/g bb serta di antara 2,5 dan 5,0 ug/g bb.
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PERSBLST

Duncan 2P
Subset

DOSIS N 1 2 3
2,00 15 75,7000
3,00 15 84,7133
1,00 15 86,5067
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on Type il Sum of Squares
The error term is Mean Square(Ermror) = 67,002.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.
b. Alpha = ,05.

Berikut ini adalah hasil uji lanjutan untuk faktor waktu kawin mencit terhadap

rata-rata persentase blastokis.

Tabel 5.25. Hasil w31 Duncan faktor waktu kawin

PERSBLST

Duncan *°
Subset

WAKTU N 1 2
1,00 15 81,5667
2,00 15 86,8667 86,8667
3,00 15 88,4867
Sig. ,085 591

Means for groups in homogeneocus subsets are displayed.
Based on Type lil Sum of Squares
The error term is Mean Square(Error) = 67,002.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.
b. Alpha = ,05.
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Hasil uji lanjutan menunjukkan bahwa antara waktu kawin setelah disuntik
klomifen sitrat satu kali (W1) dan waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat dua
kali (W2) dan antara waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat dua kali (W2) dan
waktu kawin setelah sehari disuntik klomifen sitrat dua kali (W3) tidak menyebabkan
perbedaan persentase blastokis yang nyata pada p< 0,05., tetapi antara wakiu kawin
setelah disuntik klomifen sitrat satu kali (W1) dan waktu kawin sehan setelah disuntik
klomifen sitrat dua kali (W3) menyebabkan perbedaan persentase blastokis yang

nyata.
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BAB 6
PEMBAHASAN

Sejak tahun 1961 klomifen sitrat telah berhasil digunakan untuk terapi kasus-
kasus oligomenorhea maupun amenorhea. (Greenblatt, 1979). Namun keberhasilan
klomifen sitrat untuk menginduksi ovulasi tidak disertai dengan peningkatan laju
kehamilan, bahkan disertai dengan terjadinya peningkatan aborsi spontan. Beberapa
orang peneliti menyatakan bahwa rendahnya laju kehamilan disebabkan oleh rendahnya
kualitas embrio (Schmidt et al., 1985 dan Laufer et al., 1983). Klomifen sitrat dapat
menghambat pembelahan sel embrio, sehingga bila embrio terdedah oleh klomifen sitrat
akan mengalami keterlambatan perkembangan.

Pada penelitian ini ingin diketahui pengaruh klomifen sitrat yang diberikan secara
in vivo terhadap aktifitas ovarium, keberhasilan fertilisasi sampai kepada perkembangan
embrio preimplantasinya. Aktifitas ovarum dilibat dari jumlah korpus luteum,
keberhasilan fertilisasi dilihat dari jumlah embrio dan perkembangan embrioc diamati dari
persentase blastula dari embrio yang diperoleh dari hasil flushing uterus. Bertkut ini

pembahasan masing-masing variabel.

6.1. Korpus Luteum

Hasil analsis varian terhadap jumiah korpus iuteum menyatakan bahwa terdapat
interaksi yang nyata antara faktor dosis dan waktu kawin terhadap perbedaan rata-rata
jumlah korpus luteum. Hal int menunjukkan bahwa jumlah korpus luteum pada mencit
yang diinduksi ovulasi dengan klomifen sitrat dipengaruhi oleh dosis pemberian dan

waktu kawin mencit,

33

TESIS PERKEMBANGAN EMBRIO MENCIT ... EKO PRIHIYANTORO



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

54

Pengujian pengaruh sederhana faktor dosis pada waktu kawin setelah disuntik
klomifen sitrat dua kali (W2) menunjukkan bahwa terdapat perbedaan jumlah korpus
Juteum yang bermakna pada setiap peningkatan dosis yang diberikan. Hal ini berarti
bahwa setiap peningkatan dosis pembenian klomifen sitrat menyebabkan peningkatan
jumlah korpus luteum.

Pemberian klomifen sitrat pada waktu kawin setelah disuntik klomifen sitrat satu
kali {W1) tidak memberikan pengaruh yang nyata pada semua tingkat dosis yang
diujikan. Hal in1 mungkin disebabkan jumlah pemberian klomifen sitrat yang kurang dan
tenggang waktu antara pemberian dan waktu kawinnya yang kurang panjang, sehingga
pengaruh pemberian klomifen sitrat belum menunjukkan pengaruh yang nyata. Bila
dilihat pada pengaruh sederhana faktor waktu kawin pada dosis 5,0 ug/g bb. mendukung
hal ini karena pada pemberian dosis 5,0 pug/g bb. dan dikawinkan setelah sekali
pemberian menghasilkan jumlah korpus luteum yang paling sedikit dibandingkan dengan
dosis yang lain. Menurut Adashi (1984) klomifen sitrat merupakan inhibitor kompetitif
mhibitor pada reseptor estrogen ditingkat jaringan hipotalamus, hipofisis dan ovanum,
sehingga memberikan efek hambatan pada mekanisme umpan balik negatif dari ovarium
menuju ke hipofisis dan hipotalamus. Untuk dapat terjadi peristiwa tersebut memeriukan
waktu yang lama , sehingga induksi ovulasi dengan klomifen sitrat pada waktu kawin
setelah disuntik sekali tidak efektif untuk menekan mekanisme umpan balik negatif.

Pembenian klomifen sitrat pada waktu kawin sehari setelah dua kali disuntik
klomifen sitrat, ternyata pemberian klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g bb. menyebabkan
Jumlah korpus luteum yang paling banyak karena waktu yang diperlukan untuk terjadinya

hambatan pada mekanisme umpan balik negatif dapat terpenuhi. Sekalipun dosis
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pemberian klomifen sitrat tinggi (5,0 pg/g bb) tetapi kalau tenggang waktu antara
pemberian dan waktu kawin kurang panjang , maka tidak akan memberikan respon yang
maksimal.

Menurut Katzung (1998) klomifen sitrat mempunyai waktu paruh yang panjang,
hal inilah yang menyebabkan klomifen sitrat dapat memberikan efek posistif pada waktu
kawin sehari setelah disuntik dua kah dengan klomifen sitrat (W3).

Berdasarkan hal tersebut, maka untuk memperoleh jumlah korpus luteum yang
banyak, maka dosis pemberian klomifen sitrat yang digunnakan adaiah 5,0 pg/g bb.,

kemudian mencit dikawinkan setelah disuntik dua kali berturut-turut.

6.2, Embriﬁ

Hasil analsis vantan terhadap jumlah embrio menyatakan bahwa terdapat interaksi
yang nyata antara faktor dosis dan waktu kawin terhadap perbedaan rata-rata jumlah
embrio. Hal ini menunjukkan bahwa embrio hasil fertilisasi tergantung pada pengaruh
dosis klomifen sitrat yang diberikan dan waktu kawin induknya.

Hasil pengujian pengarub sederhana faktor dosis pada waktu kawin sehan setelah
disuntik dua kali dengan klomifen sitrat (W3) menyebabkan perbedaan jumlah embrio
yang nyata pada setiap tingkat dosis yang diujikan dan peningkatan jumlah embrio
sejalan dengan peningkatan dosisnya. Hal ini sesuai dengan hasil pengujian pengaruh
sederhana faktor dosis pada wakitu kawin sehari setelah disuntik dua kali dengan
klomifen sitrat (W3) terhadap jumlah korpus luteum.

Pengaruh sederhana faktor dosis terhadap waktu kawin setelah satu kali disuntik

dengan klomifen sitrat (W1) tidak menunjukkan perbedaan rata-rata jumlah embrio yang
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nyata. Artinya mencit yang dikawinkan setelah sekali disuntik dengan klomifen sitrat,
dengan ketiga macam dosis yang diujikan tersebut, tidak akan menyebabkan perbedaan
yang nyata pada rata-rata jumlah embrionya. Mungkin tenggang waktu antara pemberian
klomifen sitrat dan waktu kawinnya kurang panjang untuk dapat menghambat mekanisme
umpan balik negatif.

Pengaruh sederhana faktor dosis terhadap waktu kawin setelah dua kali disuntik
dengan klomifen sitrat (W2) menunjukkan kecenderungan peningkatan dosis sejalan
dengan pertambahan dosis. Perbedaan rata-rata jumlah embrio yang nyata terdapat antara
kelompok pemberian dosis 0 pg/g bb. dan 5,0 ug/g bb.. Hal ini berartt bahwa bila
klomifen sitrat diberikan dua kali kemudian dikawinkan perlu dosis 5,0 png/g bb. untuk
menimbulkan respon positif.

Pengaruh sederhana dosis pemberian klomifen sitrat pada waktu kawin sehari
setelah disuntik klomifen sitrat scbanyak dua kali (W3) memberikan respon yang positif
karena setiap peningkatan dosis menyebabkan perbedaan jumlah embrio yang berbeda
nyata. Hal ini mungkin disebabkan tenggang wakftu antara pemberian klomifen sitrat dan
waktu kawin yang relatif panjang, sehingga telah terjadi ikatan antara reseptor estrogen
dan klomifen sitrat yang berakibat terhambatnya mekanisme umpan balik negatif dari
ovarium menuju hipoofisis dan hipotalamus.

Hasil pengujian pengaruh sederhana waktu kawin terhadap dosis 5,0 pg/g bb.
menunjukkan bahwa semua jenis waktu kawin memberikan pengaruh yang sama pada
jumlah embrio. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kiomifen sitrat pada dosis yang
tinggi tidak perlu mempertimbangkan waktu kawinnya untuk memperoleh jumlah embrio

yang banyak. Selain itu juga menggambarkan bahwa kualitas oosit yang diovulasikan dan
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selanjutnya difertilisasi tidak dipengarubi oleh waktu kawinnya. Jadi untuk memperoleh
Jumlah embrio yang banyak dengan menggunakan bahan induksi ovulasi klomifen sitrat,
maka dosis klomifen sitrat yang paling baik digunakan adalah 5,0 pg/g bb., kemudian

mencit dikawinkan sehan setelah disuntik dua kali berturut-turur,

6.3. Blastokis

Hasil analsis varian terhadap rata-rata persentase blastula menyatakan bahwa
tidak terdapat interaksi yang nyata antara faktor dosis dan waktu kawin terhadap
perbedaan rata-rata persentase blastula, tetapt pengaruh utama faktor dosis pemberian
klomifen sitrat menyebabkan perbedaan persentase blastula yang nyata pada tingkat
kepercayaan 95%. Hal imt berarti perbedaan rata-rata persentase blastula hanya
disebabkan oleh pengaruh faktor dosis pemberian klomifen sitrat. Hasil uji lanjut dengan
menggunakan wj Duncan pada faktor dosis menunjukkan ada perbedaan rata-rata
persentase blastula yang nyata antara kelompok dosis 0 pg/g bb. dan kelompok 2,5 ug/g.
bb maupun 5,0 ug/bb. Demikian juga antara kelompok dosis 2,5 ng/g bb. dan 5,0 ng/bb.
Hal ini berarti embriotoksisitas klomifen sitrat semakin meningkat sejalan dengan
peningkatan dosis.

Penggunaan klomifen sitrat sebagai bahan induksi ovulasi ternyata memberikan
pengaruh yang nyata pada penuruan persentase blastula. Penurunan persentase blastula
ini disebabkan karena terjadi hambatan perkembangan embrio. Secara normal embrio
telah mencapai tahap blastula pada umur kebuntingan tiga hari, adanya bahan-bahan

embnotoksik dapat menyebabkan hambatan perkembangan embrio. Schmidt (1985) dan
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Laufer (1983) menyatakan bahwa klomifen sitrat dapat menghambat pembeiahan se!
embrio secara in vifro. Efek embriotoksitas klomifen sitrat tersebut masih muncul
walaupun setelah tiga hari penambahan dalam medium perkembangannya. Penurunan
persentase blastula pada penelitian ini juga disebabkan karena pengaruh pemberian
klomifen sitrat, tetapi pemberian klomifen sitrat secara in vivo. Walaupun pemberian
klomifen sitrat sebelum ovulasi, ternyata masih dapat memberikan pengarch pada
perkembangan embrio. Hal ini disebabkan oleh waktu paruh klomifen sitrat yang relatif
lama (Katzung, 1998). Pada penelitian ini dijumpai embrio pada tahap perkembangan
morula, delapan sel dan embrio mati pada umur kebuntingan tiga han. Hambatan
perkembangan inilah yang menyebabkan rendahnya laju kehamilan pada wanita yang
diinduksi ovulasi dengan klomifen sitrat.

Bila dilakukan perhitungan rasio jumlah korpus luteum terhadap jumiah blastokis
yang ditemukan diperoleh hasil bahwa pada kelompok kontrol mencapai 0,9, kelompok
yang disuntik dengan klomifen sitrat dosis 2,5 pg/g bb mencapai 0,7 dan kelompok yang
disuntik klomifen sitrat dosis 5,0 ug/g bb. mencapai 0,8 hal im menunjukkan bahwa
terdapat penurunan jumlah oosit yang diovulasikan hingga mencapai tahap blastula. Hal
ini mungkin diakibatkan sampel yang digunakan untuk penelitian memiliki siklus estrus
vang normal. Penggunaan klomifen sitrat akan lebth bermanfaat bila dibenkan pada
keadaan siklus estrus yang tidak normal atau anovulasi. Penggunaan klomifen sitrat pada
keadaan siklus estrus yang normal mungkin akan mengakibatkan efek-efek samping yang
justru merugikan. Penurunan persentase blastokis yang ditemukan pada kelompok yang
disuntik dengan klomifen sitrat pada dosis 2,5 ug/g bb. lebih rendah dari kelompok yang

disuntik dengan klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g bb, mungkin diakibatkan oleh perbedaan
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siklus antara masing-masing sampel pada saat disuntik kiomifen sitrat atau mungkin
diakibatkan oleh penggunaan klomifen sitrat untuk induksi ovulasi pada mencit dengan

siklus estrus normal.
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BAB 7
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian mengenai perkembangan embrio mencit setelah
perlakuan induksi ovulasi dengan klomifen sitrat yang diberikan dalam beberapa dosis
dan dikombinasi dengan waktu kawin setelah pemberian perlakuan, maka dapat
dismpulkan seabagai benkut.

1. Mengit yang diinduksi ovulasi dengaan klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g bb. kemudian
dikawinkan sehari setelah disumtik berturut-turut  menyebabkan terjadinya
peningkatan jumlah korpus luteum.

2. Mencit yang diinduksi ovulasi dengan klomifen sitrat dosis 5,0 pg/g bb. kemudian
dikawinkan sehari setelah disuntik dua kali berturut-turut menyebabkan terjadinya
peningkatan jumlah embrio.

3. Persentase embrio mencit yang mencapai tahap blastokis menurun sejalan dengan

peningkatan dosis pemberian klomifen sitrat.

7.2. Saran

Penggunaan klomifen sitrat akan lebih bermanfaat bila digunakan untuk induksi
ovulasi dengan indikasi siklus menstruasi tidak normal atau anovulasi, oleh karena itu
perlu dilakukan penelittan dengan hewan coba yang mengalami gangguan siklus
menstruasi atan mengalami kegagalan ovulasi. Selain itu perlu dilakukan penelitian
mengenai pengarch klomifen sitrat pada perkembangan oosit dan viabilitas embrio hasil

fertilisasi oosit yang diovulasikan karena pengaruh klomifen sitrat.
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Lampiran 1 Data Hasil Pengamatan

No *"I-qu“ “(ng/g-bb) ASTL
I. 1 0 I 100
2. 2 0 1 92
3. 3 0 1 91
4, 4 0 1 100
5. 5 0 i 100
6. 1 0 2 100
7. 2 0 2 100
8. 3 0 2 90
9 4 0 2 83
10 5 0 2 100
11, i 0 3 100
12. 2 0 3 92
13. 3 0 3 100
14, 4 0 3 100
15. 5 0 3 100
16. 1 2,5 1 50
17. 2 2,5 ] 80
18, 3 2.5 I 64
19. 4 2.5 1 75
20. 5 2.5 1 67
21. 1 2,5 2 91
22. 2 2,5 2 83
23. 3 2,5 2 58
24, 4 2,5 2 75
25, 5 2,5 2 80
26. 1 2,5 3 90
27, 2 2.5 3 70
23, 3 2.5 3 82
29. 4 2,5 3 91
30, 5 2,5 3 80
3L ] 5,0 1 83
32. 2 5,0 1 75
33. 3 5.0 [ 90
34, 4 5.0 1 73
35. 5 5,0 ] 35
36. ] 5,0 2 83
37. 2 5,0 2 85
38, 3 5,0 2 92
30 4 5.0 2 91
40, 5 5.0 2 92
41, 1 5.0 3 85
42, 2 5.0 3 92
43. 3 5,0 3 69
44, 4 5.0 3 26
45. 5 5.0 3 92

TESIS PERKEMBANGAN EMBRIO MENCIT ... EKO PRIHIYAM3ORO




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
66

LAMPIRAN 2 -
ANALISIS STATISTIK UNTUK DATA
JUMLAH KORPUS LUTEUM
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ariate Anaiysis of Variance

vaen-Subjects Factors

_ N

L] 1.00 15
200 15
3.00 15

{TU  1.00 15
200 15
3.00 15

Descriptive Statistics
wdent Variable: CL
Std.

S WAKTU Mean Deviation

| 1.00 11.2000 8367 5
2.00 10.6000 1.1402 5
3.00 10.0000 1.2247 5
Total 10.6000 1.1212 15

' 1.00 11.2000 1.3038 5
2.00 12.4000 5477 5
3o 10.8000 .83s7 5
Total 11.4867 1.1255 15

| 1.00 12.2000 A472 5
2.00 12.6000 5477 5
3.00 13.2000 8387 5
Total 12.6667 7237 15

il 1.00 11.5333 9904 15
2.00 11.8667 1.1872 15
3.00 11.3333 1.6762 15
Total 11.5778 1.3054 45

rene’s Test of Equality of Error Variances®

ndent Variable: CL

F

df1

df2

Sig.

1,086

8

36

395

the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
Design: intercept+DOSIS+WAKTU+DOSIS * WAKTU
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Tests of Between Subjects

ependant Vanable: CL

N UNIVERSITAS AIRLANGGA
cts

Type ill
Sum of Mean
Source Squares df Square F Sig.
Corrected Model 45,3782 8 5.672 6.899 0600
Intercept 6032.022 1 £032.022 7336.243 .000
DOSIS 32311 2 16.156 19649 000
WAKTU 2.178 2 1.088 1.324 279
DOSIS “ WAKTU | 415 889 4 2.722 3.311 021
Error 29.600 36 .B22
Total 6107.000 45
Correcied Total 74.978 44
a. R Squared = 605 (Adjusted R Squared = .517)
itimated Marginal Means
Grand Mean
spendent Variable: CL
95% Confidence Interval
Lower Upper
Mean Std. Error Bound Bound
11.578 .135 11.304 11.852 |
ofile Plots
Estimated Marginal Means of CL
14
134
e 12
= )
i}
=
] .
£ 114 DOSIS
=4
o
= 1.00
3 104
o] 2.00
£
Q9 . N o 3.00
1.00 200 3.00
WAKTU
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r Tests

One-Sample Kotmogorov-Smimov Test

CL

45

al Parameters2®  Mean 11.5778
Std. Deviation 1.3054

st Extreme Absolute 227
ETences Pasitive 31
Negative -227

mogorav-Smirnov Z 1.522
mp. Sig. (2-tailed) 020

Test distribution is Normal.
Calculated from data.
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riate Analysis of Variance

ween-Subjects Factors

—

TMEN 1.00
2.00
3.00
4.00
5.00
.00
7.00
8.00

9.00

th tnh th tn th thoonoen

Tests of Between-Subjects Effects

lent Variable: CL
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Type

Sum of Mean
e Squares df Square F Sig.
cted Model 45.378% 8 5872 6.899 .000
2pt 6032.022 1} 6032022 | 7336.243 000
TMEN 45378 8 5672 6.899 000

29.600 36 822

6107.000 45

sted Total 74978 44

Squared = 605 (Adjusted R Squared = .517)

Joc Tests

TMEN

geneous Subsets
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CL
)
Subset
TMEN N L 2 3
5 10.0000
5 10.6000
5 10.8000
5 11.2000 11.2000
5 11,2000 11.2000
5 12.2000 12.2000
5 12.4000 12.4000
5 12.6000
5 13.2000
.068 .062 119

ar groups in homogeneous subsets are displayed.

n Type Il Sum of Squares

r term is Mean Square(Error) = .822.

gs Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

ha = .05,
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LAMPIRAN 3
ANALISIS STATISTIK UNTUK DATA
JUMLAH EMBRIO
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ariate Analysis of Variance

veen-Subjects Factors
N
IS 1.00 15
2.00 15
3.00 13
U 1.00 15
200 15
3.00 15
Descriptive Statistics

wient Variable: EMBRIO

Std.

IS WAKTU Mean Deviation N
1.00 11.2000 .8387 5
2.00 10.2000 1.0954 5
3.00 9.8000 1.4832 5
Total 10.4000 1.2421 15
1.00 11.0000 1.0000 5
2.00 11.4000 8944 5
3.00 10.4000 5477 5
Total 10,9333 8837 15
1.00 11.600C0 1.1402 5
2.00 12.0000 F071 L
3.00 12.8000 8367 5
Total 12,1333 .9904 15

| 1.00 11.2667 9612 15
2.00 11.2000 1.1464 15
3.00 11.0000 1.6475 15
Total 11.1556 1.2605 45

ene’s Test of Equality of Ervor Variances?
ident Variable: EMBRIO

F

df1

df2

Sig.

618

8

36

I57

the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
Jesign; intercept+DOSIS+WAKTU+DOSIS * WAKTU
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Tests of Between _sublﬁ-PERE TAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
ent Variable: EMBRIO
Type it
Sum of Mean
e Squares df Square F Sig.
ted Model 35,1119 8 4,389 4.540 .001
2pt 5600.08% 1 5600.089 5793.195 .000
3 23.844 2 11.822 12.230 .000
U .578 2 .289 .299 743
3T WAKTU 10.889 4 2722 2816 039
34.800 36 867
5670.000 45
“ted Total 69.911 44
Squared = .502 (Adjusted R Squared = .392)
ated Marginal Means
Grand Mean
ent Variable: EMBRIO
95% Confidence Interval
Lower Upper
n Std. Ervor Bound Bound
158 147 10.858 11.453
> Plots
Estimated Marginal Means of EMBRIO
13,0 ,
|
g
12,5
12,0
S |
11,51 1
1,01 DOSIS
10,5 J 1.00
|
10,01 ; 2.00
95| o e 3.00
1.00 2.00 3.00
WAKTU
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Tests
One-Sample Koimogorov-Smimov Test
EMBRIO

45
al Parametersab  Mean 11.1556
Std. Deviation 1.2605
Extreme Absolute 215
ences Positive 176
Negative -218
Jgorov-Smimov Z 1.444
p. Sig. (2-tailed) 031

est distribution is Normal.
alculated from data.

Page 1
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riate Analysis of Variance

~een-Subjects Factors

TMEN  1.00
200
3.00
4.00
5.00
6.00
7.00
8.00
9.00

hnn O B L OnoOn (0

Tests of Between-Subjects Effects

lent Variable: EMBRIO

Type i

Sum of Mean
) Squares Square F Sig.
cted Model 351112 8 4.389 4.540 .001
ept 56060.089 1 5600.089 | 5793.195 .000
TMEN 35111 8 4389 4.540 .00

34.800 36 967

5670.000 45

:cted Total 89.911 44

Squared = .502 {Adjusted R Squared = .392)

Hoc Tests

\TMEN

ygeneous Subsets
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EMBRIO
..a.b
B Subset
WEN 1 2 3 4
5 9.8000
5 10.20C0 10.2000
5 10.4000 10.4000
5 11.0000 11.0000 11.0000
5 11.2000 11.2000
5 11.4000 11.4000
5 11.6000 11.6000 11.6000
5 12.0000 12.0000
5 12.8000
085 054 .160 075

for groups in homogeneous subsets are displayed.
on Type lll Sum of Sgquares
or term is Mean Square(Error) = .967.

ses Harmonic Mean Sampile Size = 5.000.

Ipha = .05.
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LAMPIRAN 4
ANALISIS STATISTIK UNTUK DATA
PERSENTASE BLASTULA
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IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

iriate Analysis of Variance

een-Subjects Factors
_ N
S 1.00 15
200 15
3.00 15
fUu 100 15
2.00 15
3.00 15
Descriptive Statistics

lent Variable: PERSBLST

Std.

S WAKTU Mean Deviation N
1.00 96.5200 47736 5
2.00 94 6600 7.6862 5
3.00 98.3400 37119 5
Tatal 96.5067 5.4539 15
1.00 67.0600 11.5502 5
2.00 77.5000 12.1895 5
3.00 -82.5400 8.5116 5
Total 75.7000 12.0746 15
1.00 81.1200 7.1426 5
2.00 88.4400 44374 5
3.00 84 5800 9.2085 5
Total 847133 7.2988 15
1.00 81.5667 14,6387 15
2.00 B6.8667 10,8689 15
3.00 88.4867 10,0806 15
Total 85.6400 12.1258 45

ne's Test of Equality of Error Variances®
jent Variable: PERSBLST

df1

df2

Sig:

1.009

8

36

A7

he null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
asign: Intercept+DOSIS+WAKTU+DOSIS * WAKTU
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Tests of Between-Subjects Effocts

jent Variable: PERSBLST
— Type Hl

Sum of Mean
e Squares df Square F Sig.
cted Model 4057.524* 8 507.191 7570 000
ept 330039,43 1 | 330039,43 4925831 000
5 3266.201 2 1633.101 24374 {000
Ty 393.004 2 196.502 2933 .066
STWAKTU | 308319 4| o9s80 1.486 227

2412.064 36 67.002

336500,02 45

cted Total | 6469.588 44

Squared = 627 (Adjusted R Squared = .544)

ated Marginal Means

Grand Mean

lent Variable: PERSBLST

95% Confidence Interval

Lower Upper
an Sid. Emor Bound Bound
.640 1.220 £83.165 88.115
e Plots

Estimated Marginal Means of PERSBLST

10

100

90 4

704

g0

1.00

WAKTU

TESIS

200

3.00

DOSIS

1.00

200

300
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Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
T PERSBLS
T
45
al Parametersad Mean 85.6400
Std. Deviation 12,1258
Extreme Absolute 152
ences Positive 118
Negative -.152
sgorov-Smirnov Z . 1016
p. Sig. (2-tailed) .253 |
est distribution is Normal,
alculated from data.

Page 1
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riate Analysis of Variance

ween-Subjocts Factors

TMEN _ 1.00
2.00
3.00
400
5.00
6.00
7.00
8.00
9.00

hthihhh O n n

Tests of Between-Subjects Effects

lent Variable: PERSBLST

Type Hi

Sum of Mean
e Squares Square F Sig.
cted Model 4057.5243 8 507.191 7.570 000
ept 330039,43 1 | 33003943 4925 831 .000
TMEN 4057.524 ] 507.190 7.570 000

2412.064 36 67.002

335509,02 45

ted Total 6469.588 44

Squared = 627 {Adjusted R Squared = .544)

Joc Tesis

TMEN

geneous Subseis
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PERSBLST
na.b
| Subset
ATMEN 1 2 3 4
L 5| 67.0800
5| 775000 | 77.5000
5 81.1200
5 §2.5400
5 845800 | 84.5800
5 88.4400 | 884400 | 88.4400
5 846600 | 94.6600
5 96.5200
5 98.3400
051 065 073 088

‘for groups in homogeneous subsets are displayed.
on Type Il Sum of Squares
or term is Mean Square{Esror) = 67.002.

ses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.

Ipha = .05.
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