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RINGKASAN 

Aplikasi human Menopause Gonadotropin (hMG) Hasil Isolasi (hibah bersaing 2008) 
untuk in vitro Fertilisasi dan Memanipulasi Pertumbuhan Folikel Sapi Perah Penderita 

Hypofungsi Ovarium. 

HERRY AGOES HERMADI 
WURLINA 

MAS'UD HARIADI 

human Menopause Gonadotropin (hMG) adalah human FSH-LH merupakan hormon 

glikoprotein yang dijumpai di dalam urin perempuar.. pascamenopause, sehingga disebut 

sebagai FSH-LH like. human FSH mempunyai berat molekul sekitar 30 kDa dan LH 28,5-

30 kDa. 

Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan hMG ekstraksi dan hMG terelusi dari 

urin perempuan pascameP..opause dan mengkaji peran hMG terbentuknya cleavage embrio 

sapi secara in vifi·o. vage embrio sapi secara in vitro. 

Hasil pemcrik.::aar.. :mmpel urin yang dipakai dari perempuan pascamenopause dengan 

SDS-PAGE yaitu mempunyai BM 30 kDa yang merupakan glikopmtein. Glikoprotein ada!ah 

molek!.d protein y:mg ~erikatan dengan molekul karbohidrat, menggunakan Glycoprotein 

Carbohidrct Estimation Kit 23260. Kadar glikoproteii\ protein dan karbchidrat dari molekul 

hMG kadar glikoprotein 99860,00 ug/ml (Hibah Bersaing 2008). 

Uji biologis hMG ekstraksi dan hMG terelusi terhadap kecepatan waktu terbentuknya 

cleavage embrio sapi secara in vitro. Pematangan oosit sapi yang dilakukan selama 20 jfull 

dan 24 j~m terhadap 5 perlakuan dengan 5 ulangan dan masing-masing ulangan 10 oosit 

sehingga total terdapat 500 oosit dengan klasiftkasi sebagian besar mempunyai kumulus 

lengkap. Pemeriksaan tahap perkembangan kematangan sel telur adanya pronukleus betina 

pacta sitoplasma dan polar bodi I (PBI) pada perivitelin space sebagai kriteria morfologi 

teijadinya kematangan oosit secara in vitro diperoleh pada kelompok kontrol, perlakuan P1, 

P2, P3 dan P 4• Inti sel oosit cukup besar terletak pada posisi eksentrik dan mengandung dua 

nuklei kromatik dengan pewarnaan Aceto orcein 1%. Bentukan pronukleus betina tampak 

putih agak transparan. Perkembangan sitoplas :ta sangat baik dengan adanya perkembmgan 

inti. Teijadi peregangan ikatan antar kumulus st:cara meluas hila dibandingkan sebelum 

maturasi. Polar bodi II, yang merupakan indikator telah teijadinya fertilisasi, kejadian ini 
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kecil, tidak semua polar bodi II dapat dilihat karena letak oosit yang berubah-ubah, 

sedangkan polar bodi II berada relatip tetap pada salah satu sisi oosit yang berbentuk bola. 

Pengaruh interaksi antara perlakuan dan waktu untuk jumlah ovum yang mengalami 

fertilisasi in vitro menunjukkan tidal<. terdapat perbedaan bermakna perbedaan sangat 

bermakna (p<0,05) dengan perlakuan kombinasi hMG ekstraksi, hMG terelusi 1 - 2ug/ml dan 

control PMSG 5 IU-20 jam dan 24 jam 

Sebagai kesimpulan pemutusan ikatan glikan pada molekul FSH-LH Like (hMG) dari 

urin perempuan pascamenopause dapat digunakan untuk terbentuknya cleavage oosit sapi 

secara in vitro. 
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SUMMARY 

The Aplication of human Menopause Gonadotropin (hMG) Isolated (hibah bersaing 
2008) Toward cleavage Embryo Invitro and Manipulation of Friesian Holstain Cow 

Hypofunction 

HERRY AGO ES HERMADI 
WURLINA 

MAS'UD HARIADI 

hMG is glycoprotein human FSH-LH extracted from urine of woman postmenopause. 

hMG consist of FSH and LH while its activites shows as FSH-LH Like. human FSH weights 

molecule is around 30 kDa and LH 28.5-30.0 kDa. By administration of hMG we expect that 

the in vitro formation of cleavage will be done. The duration of the of cleavage at fertilization 

in vitro process is normally 24 hours. 

This research was aim to produce extracted hMG, elusion of hMG from urine of 

postmenopause ·.voman and studies the role of omission of tying for the formation of 

cleavage cattle embryo in vitro. 

Urine samples from po3tmenopause women used in the research. The methods used 

for analysis urine s~mples in the first research stage were electro elusion SDS-PAGE stress 

Gen Bioreagen) molecule hMG recognized by moncc:onal antibody against hMG. That was 

band result MW 30 kDa which was glycoprotein. Glycoprotein is protein molecule that 

attached to carbohydrate molecule by using Glyccprotein Carbohidrat Estimation Kit 23260. 

The concentration rate of glycoprotein was 99860.00 f.lglml (PAS).(Hibah Bersaing 2008). 

Biological test extracted hMG. elusion of hMG and PMSG 5 ill as control the time 

of tb~ formation of cleavage cattle embryo in vitro. Matwation of cattle oocyte done during 

20 hours and 24 hocrs from 5 restating used 500 oocytes with classification most of having 

complete cumulus. Inspedion of developmental phase of egg cell maturity were by the 

existence of female pronucleus at cytoplasm and polar body I (PBI) at perivitelline space as 

morphology criterion the maturity 0f oocyte in vitro had already happen at group of control, 

treatment of PI, P2, P3 and P4. The nucleus of the oocyte was quite big, located ini eccentric 

position and contained two chromatic nuclei with coloration of Aceto orcein 1%. Female 

pronucleus was seen white rather transparant. The development of cytoplasm was very good 

with existence of development of nucleus. Happened stretching of tying between cumuluses 

in extends if compared to before maturation. The polar body II, which i3 indicated that 

fertilization had already happen, this incidence was small case not all polars tody II visible 

because situatio11 of fickle oocyte, while polar body II was located permanently at one of 

svheti~;al uucyic: sidt:. 
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Interaction influence between treatment and time of the number ovo underwent in 

vitro fertilization showed non significantly difference (p>0,05) with treatment of combination 

I - 2 ug/ml extracted hMG, elusion of hMG and PMSG 5 IU as control group on 20 hours 

and 24 hours IVM. 

In conclusion, disconnection of FSH-LH-like (hMG) from urine of postmenopause 

woman yielded of cleavage cattle embryo in vitro 8- 16 cells. The character of glycoprotein 

obtained from urine of postmenopause woman could be identified with molecular weight 30 

kDa. 
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ABSTRACT 

The Aplication of human Menopause Gonadotropin (hMG) Isolated (hibah bersaing 
2008) Toward Cleavage Embryo In Vitro and manipulation of Friesian Holstain Cow 

Hypofunction 

The aimes of this study was to produce hMG from the urine of women post
menopausal and to evaluate the influence of hMG extraction (as raw material) glycoprotein 
molecule underwent hMG after elution from SDS-PAGE in the onset of cleavage embryo of 
bovine in vitro. 

Urine samples were collected from postmenopausal women hMG from the urine of 
the 30 postmenopausal wome11 was confirmed with the 30 kDa molecular weight 
glycoprotein characteristic. l- 2 ug/ml hMG extraction (as raw material) glycoprotein 
molecule underwent hMG after elution from SDS-PAGE hMG and 5 IU PMSG (pregnant 
Mare Serum Gonadotrophin) the onset of cleavage embryo 8 - 16 cells of bovine in vitro 
from 24 to 20 hours (p < 0.05). 

Keywords: hMG extraction (as raw material), hMG after elution, embryo cleavage, in vitro 
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1.1 Latar Belakang Masalah 

BABI 

PENDAHULUAN 

Kondisi populasi ternak sapi secara Nasional menurun 1,22% pertahun, kondisi 

ini disebabkan oleh beberapa faktor seperti tingkat kebutuhan daging sapi yang tinggi. 

Kebutuhan protein asal hewan secara Nasional 6 gram!kapita/hari , namun baru tercapai 

5,34 granVkapita/hari. Disamping itu pemanfaat3..'1 tekr.ologi inseminasi buatan, embrio 

transfer belum maksimal hasilnya dan sering terjadi gangguan reproduksi pada ternak 

(Ditjenak, 2006). 

Salah satu gangguan reproduksi yang disebabkan oleh faktor hormonal sering terjadi 

pada sapi dapat mcngganggu proses rn&turasi, fertilisasi sel telur dan produksi emhrio, 

adalah hypofungsi ovarium. Prioritas penanggulangan gangguan keseimbangan harmon 

Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan Luteinizing Hormone (LH: yang rendah pada 

hypofungsi ovarium adalah membenahi penyebab utamanya seperti, faktor manajemcr., 

ransum pakan sapi yang cukup dengan kualitas yang baik dan seimbang, diharapkan Body 

Score Condition (BSC) tel3h mencapai nilai lebih dari dua, dilanjutkan dengan pemberian 

kombinasi FSH-LH atau FSH-LH like. Preparat FSH-LH like yang dimaksud sebagai 

contoh adalah Pregnant Mare Serum Gonadotrophin (PMSG) dan human Menopause 

Gonadotrophin (hMG) (Alcivar et a/., 1992; Hadley, 1992; Harjopranjoto, ! 995; Roche, 

1996). 

Kebutuhan harmon gonadotrophin untuk tujuan terapi kemajiran dan superovulasi 

pada produksi embrio sapi selama ini d1penuhi dari PMSG, human Chorionic 

Gonadotrophin (hCG), FSH - LH dari ekstrak hypojisa hewan dan FSH - LH 

r~;;wmbinan prouu.K oiotcknoiogi. i-enggunaar1 hMu untu.k superovuiasi pada sapi putong 
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pertama kali diperkenalkan oleh Alcivar et a/. ( 1992) Penelitian pendahuluan dengan 

mengunakan hMG untuk induksi birahi dan kebuntingan pada temak kambing pertama 

dilakukan di universitas airlangga menunjukkan hasil yang cukup baik (Ratnani dan 

hermadi, 1992). Sampai akhir tahun 1995, kebutuhan dunia akan hormon gonadotrophin 

yang berasal dari urin perempuan menopause dipenuhi dari China, India, Eropa dan 

Amerika Latin untuk pabrik hMG (Menotropin) di USA. Konsumen hMG pun terbatas 

pada kesehatan reproduksi manusia dan tidak pada hewan (Lunenfeld, 2004). 

hMG yang dihasilkar. dari urir. perempuan menopause masih memberikan efek 

terapi yang baik dan relevan pada perempuan resipien atau penderita infertil, bahkan 

setelah terapi hMG dapat dilanjutkan langsung dalam proses In Vitro Maturasi (IVM) dan 

In Vitro Fertilisasi (IVF) pada manusia (Daya et a!., 1995; Kubo, 2005). Terapi dengan 

hMG menghasilkan koleksi oosit dan perkembangan embrio yang sangat memuaskan, 

yang hampir sama bila dibandingkan dengan menggunakan reccmbina11t human FSH 

(rhFSH). Pemberian hMG yang dilanjutkan dengan perlakuan IVF dapat memicu mitosis 

oosit hingga fase metafase (Agarwa! et a!., 2000; Imthum, et a!. 1996; Mercan et a!., 

1997). hMG efektif terhaJap terapi infertilitas maupun perlakuan sebelum IVF untuk 

merangsang proses rnuturasi folikel , o·vulasi dan respon ovariu..rn, sena pertumbuhan 

embrio yang dihasilkan disamping harganya yang jauh lebih murah (Huang et a/., 2004; 

Koninckx, 2001; Westergaard eta/. , 1996). Pada hewan temak, hMG mempunyai peluang 

untuk dikembangkan karena sumbemya yang mudah diperoleh (AJ, jvar eta/., 1992). 

Sumber hMG diperoleh saat perempuan memasuki usia 50 tahun. Diperkirakan 

menopause pada perempuan terjadi saat usia 50 tahun yang ditandai dengan penurunan 

aktivitas ovarium karena folikel primordial tidak ada lagi, sedangkan kelenjar hypojisa 

anterior tetap memproduk::; ~ FSH-LH Pada saat itu perempuan memasuki gejala peri -
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menopause dan berakhir pada kondisi post - menopause. Kondisi menopause 

menyebabkan kadar hormon estrogen dan progesteron menurun karena tidak ada proses 

steroidogenesis dan disertai dengan peningkatan kadar hormon FSH-LH. yang tinggi 

dalam serum darah terekspresi di dalam urin, disebut sebagai hormon kombinasi FSH-LH 

Like atau dikenal sebagai hMG (Mayer and Hoyer, 2005). 

human FSH-LH adalah glikoprotein mempunyai struktur dan berat molekul hampir 

sama dengan Bovine FSH-LH pada sapi . Berat molekul Bovine FSH dan LH masing

masing adalah 30 kDa (Cheng. 1976). hMG adalah hormon glikoprotein yang terc:iiri dari 

gabungan dua hormon FSH dan LH, sehingga disebut sebagai FSH - LH Like. Human 

FSH mempunyai berat molekul sekitar 30 kDa dan LH 28,5 kDa. Struktur hFSH terdiri 

dari subunit a dan J3. Sub unit a mempunyai 92 asam amino dan J3 111 asa.m amino. Sub 

unit a dan p, masing- masing mempunyai dua ikatan karbo!lidrat. Dua ikata.n karbohidrat 

ini berperan seca:a if' vivo untuk mempertahankar. waktu paruh (half- life) aktivitas 

biologisnya di dalarn darah (Motta et al. , 1996; Shoham, 2007). Produksi FSH dan LH oleh 

hypofisa anterior, dipicu oleh aktivitas Gonadotrophin hormone (GnRh). Kedua hormon 

ini sebelum mencapai ovarium, terlebih dahulu mengalami glikosilasi di dalam darah dan 

selanjutnya FSH beketja pada sel granulosa da'l LH pada sel theca di folikel ovarium. 

Kandungan karbohidrat honnon FSH dan LH, 27,2% ada pada glikoprotein hormon ini, 

meliputi N-Acetyl-d-glucoaminase (NAG), alpha-d-mannosa dengan perbandingan 

masing-m.lSing adalah 1 : 1, sedangkan kadar asam sialat dan fucose bervariasi. 

Glycoprotein FSH terikat dari pada asam amino aspargin 52 dan 78, sedangkar_ LH pada 

aspargin 52. Komposisi outher layer dari glikoprotein adalah monosacharida asam sialat 

dan inner layer adalah mannosa. KoiPposisi karbohidrat memungkinkan glikoprot:!in FSH 
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larut dalam air karena sifat karbohidrat yang hidrofilik (Hara eta/., 2007; Zara and Naz, 

I 998). 

Selaras dengan kemajuan bioteknologi dibidang petemakan di Indonesia khususnya 

embrio transfer dalam rangkah peningkatan populasi temak sapi bank embrio di UPT 

Cipelang sedang digalakkan. Hormon FSH - LH sangat dibutuhkan keberadaanya Uiituk 

proses produksi embrio secara in vitro. hMG terdiri dari kombinasi hormon FSH dan LH. 

Reseptor FSH di ovarium ada pada sel granulosa yang berperan langsung pada 

perkembangan folikel saat maturasi oosit (Simoni eta/., 1997). Reseptor LH lebih banyak 

di sel theca ovarium, yang berperan langsung pada proses steroidogenesis (Khas and 

Menon, 1998). Maturasi sel telur di luar tubuh (IVM) tidak akan berha::;il dengan sempurna 

apab!la tidak diciptakan kondisi yang serupa dengan di dalam tubuh induknya (In Vivo). 

Maturasi oosi! maupun pertumbuhan embrio secara fi1 Vitro diperlukan medium yang 

berfungsi sebagai tempat persediaan nutrisi dan seka!igus tempat pembuanga.'l metabolit 

nutrisi. Zat-zat ada dalam medium merupakan zat- zat yang terlarut contohnya gula, ac:;am 

amino dan ion organik yang diperlukan untuk metabolisme sel (Mahaputra dkk., 1999). 

Pada proses IVM dibutuhkan pula penarnbahan hormon FSH dan LH. Sebelum dilakukan 

IVM dan IVF pada manusia, pemberian terapi hMG ataupw1 rFSH pada rcsepient 

menunjukkan kemampuan yang sama jika diaplikasikan hingga tingkat Intra Cytoplasmic 

Injection (ICI) (Jacob et a!., 1998; Weissman et a/., 1999). Pemberian FSH-LH dengan 

komposisi yang seimbang dalam in vitro fertilisasi pada temak ruminansia memberikan 

hasil yang sangat t··lik. Dosis FSH dan LH yang diberikan, masing-masmg adalah I 0 !Jg/ml 

(Martino eta!., 1994; Goto and Iritani, 1992; Sirard and Lambert, 1985). 

4 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPEN Aplikasi human Menopause Gonadotropin (hMG) Hasil Isolasi  
(hibah bersaing 2008) untuk in vitro Fertilisasi dan Memanipulasi 
Pertumbuhan Folikel Sapi Perah Penderita Hypofungsi Ovarium 

Herry Agoes Hermadi 
Wurlina 

Mas'ud Hariadi



1.2. Rumusan Masalah Penelitian Tahap I 

Berdasarkan Jatar belakang yang telah diuraikan di atas, maka pokok 

permasalahan yang timbul adalah sebagai berikut : 

Apakah hMG hzsil penelitian hibah bersaing 2008 dapat digunakan untuk 

pertumbuhan dan perkembangan embrio sapi secara invitro 

1.3. TUJUAN KHUSUS 

Penelitian ini di rancang dengan tujuan jangka pendek dan jangka panJang 

sebagai berikut : 

1.3.1. Tujuan jangka pendek 

Tujuan jangka pcndek yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah. 

Menguji potensi biologis hMG hasil penditian hibah bersaing 2008 terhadap 

pertumbuhan dan perkembangan embrio sapi secara invitro 

1.3.2.Tujuan Jangka Panjang 

Tujuan jangka panjang yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah : 

Menentukm1 suatu model teknobgi penanganan infertilitas d3Il induksi birahi dengan 

hMG pada hewan coba lainnya dan temak komersial pada khususnya. 

1.4. Manfaat Penelitian 

Mengetahui potensi biologis hMG hasil penelitian hibah bersaing 2008 

terhadap rerturnbuhan dan perkcmbangan embrio sapi secara Invitro 

1.4.2 Manfaat praktis 
Dengan diketahuinya peran hMGdG dalam mempercepat waktu terbentuknya 

cleavage embrio sapi secara in vitro dapat rlimanfaatkan untuk mengatasi kelainan 

reproduksi sehingga menin[katkan populasi temak khususnya sapi melalui program 

pengembangan bank em brio untuk penyedian em brio beku (frozen embryo) yang diperoleh 

dari in vitro maturasi dan fertilisasi. Selanjutnya dapat diaplikasikan pada embrio transfer 

dilapangan ~..illa membantu meningkatkan populasi temak khususnya sapi di Indonesia. 
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BAB II 

TINJAUAN PUST AKA 

2.1. Follicle Stimulating Hormone (FSH) 

FSH adalah hormon glikoprotein yailg diproduksi oleh kelenjar hipofisa anterior dan 

memiliki berat molekul sekitar 30 kDa. Struktur morfologi FSH bersifat heterodimer dan 

terdiri dari sub unit a dan fJ. Sub unit a ierdiri dari 89 asam amino yang juga dijumpai 

pada semua hormon gonadotrophin. Sub unit fJ terdiri dari 116 asam amino dan bersifat 

spesifik untuk FSH. Fungsi utama FSH adalah merangsang pertumbuhan folikel pada 

hewan betina dan spermatogenesis pada hewan jantan. FSH memicu inisiasi dan aktivasi 

reseptor LH pada permukaan sel granulosa. FSH juga menstimulus aktivitas aromatase di 

dalam sel granulosa sebagai converting enzyme saat pembentukan estrogen dari androgen. 

Konsentrasi FSH sangat berkorelasi dengan gelombang pertumbuhan fo!ikel, mulai dari 

fase seleksi yang menseleksi fo!ikel subordirtP..t hinggi:! terbentuknya folikel dominan pada 

akhimya. Konsentrasi FSH juga memcpengaruhi aktivitas hormon lainnya seperti estrogen. 

activin, dan prcgresteron (Bischof and Islami, 2003; Motta et al., 1996). 

Gam bar 2.1. Struktur Molekul Glikoprotein FSH 

(Fox et al., 2001) 
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2.2. Luteinizing Hormone (LH) 

LH adalah hormon glikoprotein yang mempunyai berat molekul antara 28,5 hingga 

30 kDa dan diproduksi oleh hypojisa anterior. Seperti halnya FSH, struktur LH 

mempunyai sub unit a dan fJ. Aktivitas utama LH adalah mengatur dan memacu produksi 

androgen dalam sel-sel techa ovarium. Fungsi yang kedua. menginduksi ovulasi dengan 

menstimuli aktivitas proteolitik enzyme yang memungkinkan dinding basmen membran 

folikel pecah. Fungsi ketiga, memelihara korpus luteum selama siklus menstruasi atau 

estrus. Konsentrasi LH dikontrol oleh beberapa hormon, yaitu GnRH, estrogen dan 

progesteron (Bischof and Islami, 2003; Motta et al. , I 996). 

LH, seperti halnya FSH, termasuk Glycoprotein Pituitary Hormone (GPH) dan -

berbentuk heterodimer. Struktur LH dan FSH hampir sama. LH dan FSH dapat dibedakan 

berdasarkan bentuk spesifik loop pada fJ-subunit , yaitu pClda fJLI , fJL2. fJLJ dan pada 

terminal fJ-carboxy (Pox et al. , 2001 ). 

A Keterangan : 

A. FSH (subunit-a 
berwarna hijau dan 
subunit-P berwama biru 
terang) 

B. LH (hCG) (suburut-a 
her-W~m~ iinPP~ O~n 

Gambar 2.2. Perbedaan Struki.ur FSH dan LH 
(Fox et al., 2001) 
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2.3. Tinjauan Kerja FSH-LH Like 

Regulasi fungsi kelenjar hypofisa, khususnya hypofisa anterior, diawali dari sekresi 

GnRH oleh hypothalamus dan disebut releasing factor. Luteinizing Releasing Hormone 

(LH-RH) merupakan protein yang tersusun dari l 0 asarn amino (decapeptide) dengan berat 

molekul 1 183 dalton. Harmon ini menginduksi pelepasan LH dan FSH dari hypofisa 

anterior. Siklus birahi diatur oleh mekanisme endokrin dan neuroendokrin yaitu harmon-. 

harmon yang di sekresi oleh hypotalamus, hypofisa anterior dan ovarium (Hafez, 2000). 

Horman yang disekresi oleh hypof isa anterior dan terlibat pada mek~nisme ini adalah 

FSH, LH, dan Luteotrophic Hormone (L TH). Harmon yang disekresi oleh ovarium adalah 

estrogen dan progesteron, inhibin, follistatin , serta activin yang semuanya memiliki fungsi 

khusus dalam pengendalian siklus birahi (Hadley, 1992). 

Nalbandov (1990) menyatakau, faktur pclepasan (releasing factor) yang sel3lljutnya 

dikenal sebagl3.i GnRH secara langsung diangkut dari hypotalamus ke hypofisa anterior 

melalui s!stem portal. Hypofisa anterior akan melepaskan dua harmon gonadotrophin 

yaitu FSH dan LH. Harmon FSH berfungsi merangsang pertumbuhan dan pematangan 

folikel ovarium dengan cara menstimulasi proses sintesis protein dan meningkatkan 

aktivitas mitosis sel-sel granulosa (Darrington, 1 979). FSH berperan pada pembentukan 

antrum dan merangsang aktivitas sel-sel granulosa, serta pembentukan cairan folikel 

(Hafez, 2000). Cairan folikel mengandung estrogen yang meningkatkan fungsi FSH untuk 

me :angsang sel granulosa yang pada akhimya jumlah reseptor sel granulosa menjadi lebih 

ban yak sehingga akan lebih peka terhadap LH. Salisbury dan V ar Demark ( 1985) 

menyatakan, FSH merupakail hormon yang mengawali siklus birahi, sebab secara normal 

siklus birahi tidlllc akan terjadi sebelum folikel tumbuh dan masak. Sebaliknva sekresi FSH 

diharnbat oleh hormon progesteron yang dihasilkan oleh korpus luteum, dan estrogen yang 
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banyak dijumpai dalam cairan folikuler melalui umpan balik negatif terhadap kelenjar 

hypo.fisa anterior. Fungsi LH pada hewan betina adalah merangsang sel granulosa dan sel 

theca pada folikel yang masak (maturasi) untuk mensintesis hormon estrogen, sehingga 

menyebabkan ovulasi dan pembentukan korpus luteum. LH bekerja sama dengan FSH 

menggertak pemasakan folikel dan pelepasan estrogen. Sesudah pemasakan folikel , LH 

memicu ovulasi dengan cara menggertak pemecahan dinding sel dan pelepasan ovum. 

Stimulasi pelepasan hormon estrogen dikontrol oleh hormon gonadotrophin yang disekresi 

oleh kelenjar adenahypofisa. Kadar FSH-LH dalam darah dikontrol oleh kadar hormon 

estradiol dan progesteron. Apabila kadar estradiol dalam darah cukup tinggi maka akan 

terjadi umpan balik negatif terhadap hypofisa dan menghambat pelepasa<1 FSH. Menjelang 

ovuiasi, konsentrasi estradiol dalam tubuh tinggi dan akan menekan produksi FSH, serta 

rnenstimulus pelepasan LH yang akan diikuti oleh terjadinya ovulasi dan saat ini memasuki 

fase luteal (Roche, 1996). 

Lebih lanjut, Hadley (1992) menyatakan, pelepasan FSH juga dihambat oleh inhibin 

yang dihasilkan oleh sel-sel granulosa ovarium melalui umpan balik negatif terhadap 

kelenjar hypofisa dan hypotalamus. FSH dan FSH Lik£ adalah hormon yang berperan di 

dalam menumbuhkan gelombang pertumbuha'1 folikel mulai dari sdeksi pertun1buhan 

folikel hingga menjadi folikel dominan yang akhirnya dapat menjadi ketergantungan 

terhadap LH ketika kadar FSH mulai rr.enurun. Disinilah letak perbedaan kerja sekresi dua 

gonadotropin honnon dimana keduanya dihasilkan dalam satu sel yang sama di bawah 

kontrol GnRH. Sir·tesa gonadotrophin disimpan dalam granula sekretoris di rialam 

sitoplasma. Wakto1 penyimpanan LH di dalam granula sekretoris lebih lama bila 

dibandingkan dengan FSH (Roche, 1996). 
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Pada siklus gelombang perturnbuhan folikel, banyak folikel yang timbul secara 

simultan, namun banyak pula yang menjadi atresia selama fase luteal . Walaupun demikian, 

masih ada folikel yang menjadi folikel dominan. Perubahan biokimia selama 

perkembangan folikel subordinat menjadi folikel dominan sangat tergantung pada 

konsentrasi FSH-LH dan reseptor yang ada (Roche, 1996). 

Konsentiasi hormon FSH tidak secara langsung mempengaruhi proses 

folikulogenesis. Namun, saat antrum folikel terbentuk, konsentrasi FSH sangat berperan. 

Aktivitas sel granulosa dan thrca dalam folikel dipengaruhi oleh komposisi protein-protein 

intrafolikuler seperti Inhibin, Activin, Insulin Like Growth Factor Binding Protein (IGFBP) 

dan Insulin Like Growth Factor I (IGF 1), baik secara langsung maupun tidak langsung. 

Protein-protein tersebut dapat merangsang pertumbuhan folikel dan steroidogenesis lebih 

lanjut hingga mencapai folikel dominan (Roche, 1996). 

Inhibin dalam cairan intrafolikuler memicu sintesis andrcgen yang b~rdampak pada 

tcrbentuknya :eseptor LH dalam sel theca ovarium. Pada kc,ndisi ini dimungkinkan terjadi 

mekanisme lokalfeed back (feed back foob) diantrra individual folikel yang tcrkait dengan 

perubahan inhibin, activin, dan ikatan protein (binding protein) di bawah pengaruh 

linglamgan sistemik. gonadotrophin dan G!owth Horman. Pertumbuhan folikel dominan 

dan perubahan kadar estradiol dipengaruhi oleh kadar inhibin, activin, dan IGF binding 

protein. Dugaan ini dibuktikan dengan uji immunoblot kuantitat[f terhadap konsentrasi 

IGF1, IGFBP 2 (IGF binding protein 2) dalam cairan intrafolikuler pada fase seleksi (hari 

2-4 dari siklus estrus), fase dominasi (terbentuknya folikel dominan pada hari ke 5 sikJus 

estrus) dan fase "loss of dominance" (hilangnya folikel dominan dan kembali ke fase 

seleksi, pada hari ke :}-12 dari siklus estrus) (Knight, 1991; Mather eta!., 1992; Findlay, 

i993). 
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Cairan folikel dari folikel dominan berisi aromatase inhibitor yang tidak 

mempengaruhi aktivitas FSH. Protein inhibitor ini diproduksi oleh sel granulosa dan 

disimpan di dalam cairan folikel. Sintesa protein yang dapat ditera dengan SDS- PAGE di 

dalam cairan foli kel hingga 90 kDa. Protein yang dimaksud adalah IGF- Binding protein, 

inhibin, activin, dan proteoglycans. Senyawa lai n dijumpai tissue inhibitor 

metalloproteinase (TIMP), IGFBP3 dan IGFBP4 (Roche, 1996; Webb eta/. , 2004). 

fnh ibin dan estradiol secara langsung mempengaruhi aktivitas Hypofisa anterior. 

Kedua hormon tersebut akan mereduksi proses tt1lll:lk.ripsi dan stabilitas mRNA yang 

berkaitan dengan aktivitas GnRH terhadap pelepasan FSH. Estradiol dan inhibin 

meilyebabkan penurunan FSH (Roche, 1996). 

Seleksi dominasi pada sapi terjadi selama gelombang pertumbuhan folikel. Aktivitas 

korpus lutetan di dalam kondisi ini menghasilkan progesterone. Ada korelasi antara 

produksi estradial dengan pertumbuhan folikel dan gelombang pertumbuhannya. 

Gdombang pertumbuhan folikel dilihat dari siklus birahi teljadi satu selek::. i dimana folikel 

sub ordinat berkembang menjadi dominan folikel dan yang lain berubah mengalami 

atresia Pada awal dan pertengahan fase luteal, folikel dominan yang tidak diovulasi akw 

atropi namun yang mengalami ovulasi berkembang menjadi korpus luteum. s~telah FSH 

berada di dalam folikel , 2-3 hari dari siklus birahi, folikel akan tumbuh. Pada hari ke 4 dan 

ke 5 dari siklus birahi, folikel menjadi folikel dominan dan terjdai penurunan kadar FSH. 

Pada folikel subordinat, hormon estrogen dalam keadaan inaktif karena kadar hormon 

progesteron tinggi dan kehilangan FSH rese~tor. Rendahnya konsentrasi FSH 

menyebabkan atresia folikel. Folikel dominan, aktivitas reseptor FSH di dalam sel 

granulosa menurun, karena sel granulosa banyak menghasilkan estradiol. Akhir fase 
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dominan, LH menjadi dependen, dimana folikel bisa menjadi atresia atau justru terjadi 

ovulasi (Gordon, 1993; Ireland and Roche, 1983; Moor et a f. , 1984; Roche, 1996). 

Pada hari ke 3 siklus birahi semua folikel menghasi1kan estrogen yang aktif dan pada 

hari ke 5 hanya folikel dominan saja yang berkembang. Pada kondisi ini.folikel sub ordinat 

lainnya tidak akan berkembang menjadi folikel do tninan. Produksi estradiol akan 

meningkat dan bersama inhibin menyebabkan aktivitas reseptor FSH menurun. Berat 

molekul inhibin adalah 34 k:Da (Roche, 1996). 

~\· ...... .) C:".1·:· I 

..__ _ ____ ·--·----~---··---___ i 

Gambar 2.3. Mekanisme Kerja FSH- Like Secara Seluler dan Molekuler 

(Roche, 1996) 

Model interaksi antara growth factor di dalam cairan folikel, steroidogenesis, 

Putative Aromatase Inhibiting Peptide (PAIP) dan granulosa sel dari folikel mature dan 

immature dapat dilihat pada gambar 2.6. Pada folikel immature terlihat adanya kosentrasi 

TIMP dan IGFBP yang tinggi, serta rasio activin : inhibin rendah dalam cairan folikel. 

TIMP menghambat pembelahan proteolitik IGFl dari IGFBP. Besarnya produksi TIMP di 

dalam folikel immature mengakibatkan kecilnya bioavibilitas IGFI sinergi dengan LH 

y1'lng mer~ngsang androgen yang diproduksi oleh sel theca dan dengan FSH vntuk 
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menstimuli aromatase di dalam sel granulosa. Besarnya kadar activin menurunkan 

produksi androgen oleh sel theca (Hillier et al. , 1991; Monger et al. , 1993). Pada folikel 

yang mature, sebaliknya, TIMP menurunkan kadar IGFBP, IGFBP2 dan IGFBP4 (Monger 

et al. , 1993), terdapat rasio inhibin : activin besar didalam cairan folikel. Aktivitas inhibin 

pada sel theca merangsang produksi androgen oleh LH (Findlay, 1993). Tingginya IG F I 

karena konsekuensi dari penurunan TIMP dan IGFBP juga merangsang produksi androgen 

oleh sel theca. Kadar androgen yang tinggi memicu aromatisasi pada sel granulosa 

Aromatisasi akan berjalan sempuma hila rSH ada di dalam sel granulosa. Androgen di 

produksi dalam jumlah besar dan aktivitas aromatase oleh sel granula-granula berkorelasi 

dengan produksi estradiol sebagai keluaran dari folikei dominan dan setelah itu aromatase 

inhibitorterjadi setelah aktivitas sel granulosa berakhir. 

Fase seleksi, penghambatan dari folikel dominan dan semua blok diterangkan tentang 

perubahan estradiol dan formasi inhibin terjadi secara ::;pontan selama 3 - 5 h~-i -

Peningkatan activin pada folikel sub ordinat t!dak diblokir. FSH berperan dalam 

mekanismc inhibin dimana terjadi penurunan kadar setelah hari ke 1 proses pertumbuha_q 

folikel dan terjadi penurunan pula pada kadar FSH dalam serum darah. Setelah hari ke 5 

terjadi kehilangan faktor dominasi, estrogen aktif menjadi estrogen inaktif. 

Granulcsa 

HiQ'lTI~P 

Hicyl TIM~ 

-------------"--' L H 

Gambar 2.4 .. Skema Folikulot!enis Secara Molekuler 
(Roche, 1996) 
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Pada hari ke 5-8 siklus birahi, folikel dominan kehilangan aktivitas FSH-LH receptor 

karena ada peningkatan produksi estradiol dan inhibin precursor (Jp), activin dan IGFBP2. 

Pemberian progesterone dan prostaglandin dengan dosis rendah dapat digunakan untuk 

meningkatkan LH pulsative jika pada gelombang pertumbuhan folikel yang pertama kadar 

estradiol, inhibin, IGFBP2 tidak menurun (Roche, 1996). 

2.4. Kebutuhan Kombinasi Hormon FSH-LH untuk Gangguan Reproduksi pada 

Sa pi 

Gangguan reproduksi merupakan salah satu aspek utama yang mengganggu 

pengembangan peternakan sapi di Indonesia. Beberapa teknologi mutakhir yang telah 

diciptakan digunakan untuk meningkatkan efisiensi reproduksi ternak dan mengatasi 

ganggilan reproduksi. T~knologi yang dimaksud adalah induksi birahi, penanganan kasus 

infertilitas, inseminasi buatan, su!)er ovulasi dan embrio transfer. Dampc:.k gangguan 

reproduksi yang uyata adalah popula5t sapi dan produksi susunya yang rendah. Gangguan 

reproduksi pada sapi yang paling sering terjadi adalah hypofungsi ovarium karena 

kesalahan manajemen pakan (Hardjopranjoto, 1995). 

Hypofungsi ovarium merupakan kondisi patologik karena gunggucm sekrcsi hermon 

FSH-LH, sehingga konsentrasi FSH-LH tidak seimbang. Gangguan keseimbangan FSH

LH terjadi karena kesalahan manajemen pakan, stres lingkungan dan defisiensi hormon. 

Semua kondisi negatif ini menyebabkan terganggunya poros hypothalamus - hypojisa -

ovarium dan b<-rdampak pada penurur1an sekresi GnRh oleh hipotalamus dan diikuti 

menUIUIL'lya hormon gonadotrophin FSH-LH serta mengakibatkan tidak tumbuhnya 

folikel pada ovarium (Harjopranjoto, 1995). Sapi yang menderita hypofungsi ovarium 

menunjukkan gejala anestrus dalam jangka waktu !:nna. Ukuran ovarium normal namun 

14 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPEN Aplikasi human Menopause Gonadotropin (hMG) Hasil Isolasi  
(hibah bersaing 2008) untuk in vitro Fertilisasi dan Memanipulasi 
Pertumbuhan Folikel Sapi Perah Penderita Hypofungsi Ovarium 

Herry Agoes Hermadi 
Wurlina 

Mas'ud Hariadi



permukaannya licin, karena tidak tetjadi pertumbuhan folikel (Arthur, 1993). Untuk 

menanggulangi gangguan reproduksi karena hypofungsi ovariurn diperlukan perbaikan 

faktor manajemen penyebabnya disamping pemberian preparat hormonal FSH-LH Like. 

Bila keadaannya sudah menjadi lebih baik dapat disusul dengan penyuntikan preparat 

kombinasi FSH- LH atau FSH-LH like seperti . PMSG dan hMG (Aicivar et a!., 1992; 

Hadley, 1992; Harjopranjoto, 1995; Roche. 1996). 

2.5. human Menopause Gonadotropin (hMG) Sebagai FSH-LH Like. 

ltMG sebagai FSH-LH Like pertama kali diproduksi yang dikemas dalam bentuk 

hormon injeksi 150 IU untuk kepentingan kesehatan reproduksi manusia. Komponen 

penting yang paling menunjang dari hMG adalah kandungan FSH-LH yang seimbang, 

yaitu dikenal dengan istilah komposisi FSH : LH 50% : 50%. Konciisi dernikian scmgat 

menguntungkan, me!1gir1gat pemberia.1 FSH-LH yang tidak seimbang kornposisinya dapat 

berdampak !Jada tetjadinya sistik ovari atau sistik folikel. Tetjadinya sistik ovari atau s!stik 

folikel sebagai dampak pemberian preparat kombinasi FSH-LH yang tid3k seimbang 

contohnya PMSG mengandung FSH : LH 75% : 25%. Sangatlah kecil terjadinya sistik 

ovari pada ~rr.berian preparat kombinasi LH - FSH yang seimbang (Giudice eta/., 1994; 

Hrujopranjoto, 1995; Westergaad, 1999). Prep&rat kombinasi FSH-LH, pertama kali 

digunaka.1 untuk terapi gangguan reproduksi pada sapi adalah PMSG. Namun, pe:nberian 

preparat PMSG dapat dapat berdan .pak timbulnya antibodi PMSG (anti PMSG). Anti 

PMSG yang terbentuk menyebabkan dosis injeksi yang diberikan lebih besar saat 

IJenyuntikan yang ke dua, oleh sebab itu perlu dicarikan aaematif pengganti hormon 

PMSG, diantaranya adalah hMG (Harjopranjoto, 1995). 
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Pada kondisi menopause teijadi peningkatan kadar FSH-LH dalam darah dan 

hormon FSH-LH dalam urin disebut hMG. Di sisi lain, kadar androstendion, testosteron, 

dan IGF menurun, serta fase folikuler yang diperpendek (Francis and Phyllis, 2003). 

Perempuan menopause memperlihatkan tanda-tanda tidak menstruasi yang permanen, serta 

kadar FSH-LH dalam darah dan urin tinggi. hMG mempunyai aktivitas yang menyerupai 

dengan FSH-LH, sehingga dapat disebut sebagai FSH-LH like. hMG ditemukan oleh 

Donini dan Montezelo pada tahun 1949 yang selanjutnya dipasarkan oleh Serono dengan 

merk dagang Pergonal. hMG mengandung hormon FSH dan LH dengan perbandingan 1 : 

1. hMG merupakan hormon Gonadotrophin yang terdapat di dalam urin perempuan yang 

telah mengalami menopause. Kandungan FSH dan LH (ICSH) dalam hMG telah diketahui, 

. Kandungan FSH-LH dalam hMG dC!Il aktivitas biologisnya dijabarkan oleh Second 

International REferences Pr.Jparation for hun?on Menopausal Gunadotrophin yang 

pertama kali dibahas pada tahun 1964 oleh expert commited on biological standards of 

WHO (Anonimus, 1994). Urin pada p~rempuan menopause sebagai sumbtr hMG (FSH

LH Like). Kapan seorang perempuan akan memasuki masa menopause? masa ini sulit 

diduga <!atangnya, tapi kini para ahli di berbagai negara telah mengembangkan metode 

1lfltuk memprediksi kapan menopause akan tiba. Prediksi dilakukan berdasarkan ukuran 

ovarium seorang perempuan atau berapa banyak sel telur yang masih tersisa dengan 

menggunakan ultrasonografi (USG). Perempuan dilahirkan dengan tntal telur sekitar 

800.000 buah dan jumlah ini akan berkurang sejalan dengan bertambahnya usia. Pada saat 

usia mencapai ± 37 tahun, sel telur yang masih ters ~~ sekitar 25.000 buah, selanjutnya 

teijadi penurunan sel telur yang semakin cepat dan ovarium akan terns menyusut hingga 

st:iuruh telur habis dan masa menopause tiba. Percmpuan biasanya mencapai masa 

menopause pada usia 50 tahun, dengan toleransi waktu 7 atau 8 tahun. Seorang perempuar: 
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yang mengalami menopause memperlihatkan penurunan konsentrasi hormon estrogen 

yang signifikan. Menopause pada perempuan dibedakan menjadi dua, yaitu peri -

menopause dan post - menopause. Peri - menopause merupakan fase transisi yang 

ditandai oleh munculnya kondisi "hot flushes" yang terjadi karena gangguan fungsi 

thermoregulator. Gejala klinis lain yang muncul adalah pengeroposan tulang, kekeringan 

vagina, penurunan fungsi cardiovascular, hypoestrogenic dan hilangnya siklus menstruasi 

Sering kali datangnya menopause dikaitkan dengan proses penuaan (Francis and Phyllis, 

2003). 

Pada 1993 Metrodin-HP (FSH highly purified) diperkenalkan. Sediaan ini hampir 

tidak mengandung LH. Metrodin-HP jauh lebih baik dari Metrodin dan Pergonal karena 

sudah lebih murni (FSH > 95%) dan protein urin jumlahnya sangat sedikit (< 5%). 

Permir..taan FSH meningkat ten1s pada awal 1997. FSH dapat dibuat dengan rekayasa 

genetika, diseb!.lt sebagai FSH recombinant (rFSH). Serono memascrkan FSH recombinant 

tersebut drngan nama dagang Gonal-F. Gonal-F telah disahkan oleh European A1edicines 

Evaluation Agency (EMEA) dan FDA. FSH rekombinant oleh sel China Hamster Ovary 

(CHO) melalui teknologi DNA diproduksi Rekombinan yang terdiri dari sub unit a 

(disusun oleh 92 asam amino) dan sub unit j3 ( disusur. oieh 111 asam amino) (Silitonga, 

2006). 

2.6. Aplikasi hMG Sebagai FSH-LH Like untuk Terapi Gangguan Keseimbangan 

Hormonal, IVM dan IVF. 

Penggunaan beberapa preparat hormonal sebagai kombinasi FSH-LH Like seperti 

:-=>MSG dan hMG untuk tujuan perbaikan reproduksi belum banyak dilakukan di pertenakan 

sapi. Salah satu tujuan pemberiar, PMSG da."'l hMG adalah induksi birahi, p~nanganan 
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infertilitas karena hypofungsi ovarium. PMSG merupakan hormon gonadotrophin dengan 

berat molekul antara 28.000 - 30.000 dalton. Struktur PMSG sama dengan hormon 

gonadotrophin pada urnumnya, yaitu struktur sub unit a dan /1 PMSG tersusun dari 

glikoprotein dengan kandungan karbohidrat sebesar 40% dan asam sialat sebesar 1 0,4%. 

Adanya k.andungan asam sialat yang tinggi dapat memperpanjang waktu paruh PMSG 

dalam plasma darah sehingga mempunyai daya kerja yang lebih kuat. Asam sia1at !1UQ 

berfungsi untuk melindungi PMSG dari degradasi yang dilakukan oleh sel-sel hati (Hafez, 

2000). Sulitnya memperoleh preparat FSH menyebabkan hormon PMSG merupakan 

alternatif untuk teknik superovulasi dan terapi hypofungsi ovarium (Ismudiono, 1999). 

Madyawati dkk (1994) dalam penelitiannya menggunakan PMSG pada sapi perah untuk 

induksi birahi dan terjadi kebuntingan. Srianto ( 1995), melaporkan kebuntingan kcmbar 

pada sapi perah dapat diinduksi dengan menggunakan hormun PMSG dosis renrlah dan 

teijadi peruoahan hormon steroid di dalam d2.fah. Musto fa dkk. ( 1999), menyebutkan 

bahwa pemberian PMSG dengan berbagai variasi dosis akan menyebabkan teijadinya 

perubahan kadar hormon estrogen dalam darah. PMSG sangat potensial dalam 

menstimu1asi fungsi ovarium, namun mempunyai waktu paruh yang panjang sehingga 

memungkinkan menginduksi perubahan folikel dan sering teijadi efek samping dalam 

bentuk sistik folikel . 

Alcivar et a!. ( 1992); Critser et a!. (1982); Gonzalez et a!. (1990), melakukan 

aplikasi hMG pad .1 sapi dan mengamati perubahan hormon-hormon endokrin pada sapi 

potong betina yang disuperovulasikan dan dibandingkan dengan FSH-p (porcine Fo/licl_, 

Stimulating Hormone). Hasil pembandingan itu memperlihatkan efek hMG jauh lebih baik 

c:ari pada FSH-p bila ditinjau dari kaoar hormon E2 17B (estrogen). Ratnani dan Hermadi 

(1992), telah melakukan penelitian pendahuluan untuk mengkaji pengaruh injeksi hMG 
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dengan hirahi dan kehuntingan pada kamhing. Hasil penelitian memperlihatkan hasil yang 

cukup memuaskan hila dihandingkan dengan kontrol. Pada sapi, estrus akan terlihat 46 ± 2 

jam setelah pemherian hMG. Pengukuran terhadap kadar hormon-horrnon gonadotrophin 

memperlihatkan kadar FSH, LH dan Estrogen darah, masing-masing adalah 45 ± 1 J.lg/ml, 

42 ± 5 }lg /ml dan 40 ± 2 pg/rnl (Alcivar et a!., l984a; Alcivar et a/., 1984b; Alcivar et 

a!., 1992). Sugano et al. (200 1 ), melakukan super ovulasi pada sapi Japanese Black cattle 

dengan hMG dan FSHp dari hasil penelitian ini direkomendasikan untuk menggunakan 

hMG pada tindakan super ovulasi. Lehih detail lagi Suztlki et a!. (2003), melakukan 

optimalisasi dengan keherhasilan tinggi menggunakan hMG untuk tujuan super ovulasi 

pada guinea pigs, perkembangan dan perturnbuhan gelomhang folikel serta identifikasi 

reseptor FSH yang homolog. 

Sangat m•1dah melakukan ekstrak:ii urin dari perempuan menopause, walaupun 

dilakukan secara hertahap (Giudice et a!., 1994). Saat pertama ujicoba hMG dijumpe<i 

alcrgi lokal yang ringan dan kejadian ini tidak sela!u konsisten (Rogers et a:., 1995). Efek 

yang terpenting diketahui adalah terjadi peningkatan konsentrasi cstradioi yang di produksi 

oleh sel granulosa setelah pemberian hMG secara in Vitro. Peningkatan kadar estradiol 

sehagai alr...ihat pemberian hMG tida.'< drastis, sehingga terbentuknya sistik ovari jarang 

terjadi (Teissier eta!., 1999). 

hMG, walaupun dihasilkan dari unn perempuan menopause, tetapi masih 

memberikan efek terapj pada perempuan resepient atau penderita, hahkan hMG dapat 

dilibatkan langsung dalarr. proses IVF (In Vitro Fertilisasi) pada manusia (Daya et a/., 

1995). Jumlah oosit yang dikoleksi dan perkemhangan emhrio perempuan pen&::rita 

infertilitas lehih baik hila di~erapi dengan hMG dibandingkan dengan recombinant izuman 

FSH (Hung et a/., 2000). Penggunaan pada pasien yang dit.erapi der.gan hMG, 85% 
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oositnya mencapai fase metafase saat perlakuan IVF (Agarwal eta/., 2000; Imthurn eta!. , 

1996; Mercan eta/., 1997). 

Pembandingan efektivitas FSH dengan hMG dilakukan pula hingga tingkat 

intracytoplasmic sperm injection setelah pemberian keduanya secara terpisah menunjukkan 

hasil yang baik (Jacob et a/., i998; Weissman et a!. , 1999). Cara pemberian hMG 

diberikan secara berurutan selama 5 hari dan dikombinasikan dengan injeksi PGf2a. 

Selanjutnya dilakukan inseminasi buatan tiga kali berturut-turut dengan interval 12 jam 

(Alcivar eta!., 1992; Lauria et ai .. 1982a; Lauria et a!.. l982b ). 

Molekul karbohidrat menambah besarnya molekul glikoprotein hormon, dengan 

bertambahnya jumlah glicosaminoglican. Kompleks molekul yang merupakan ikatan 

antara karbohidrat dan protein ini mempunyai peran penting dalam aktivitas· hormon 

(Aulani ' am, 2003). 
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BABIII 

METODE PENELITIAN 

3.1. Kerangka Umum Pemecahan Masalah 

Pemecahkan masalah dalam penelitian ini dibuat kerangka umum yang nantinya 

akan dijabarkan kedalam metode yang lebih khusus dan terperinci. Pada garis besarnya 

penelitian ini dilakukan secara bertahap adalah sebagai berikut: 

3.2. Bahan dan Peralatan Penelitian 

Bahan dan reagen yang dipakai dalam penelitian ini adalah !solat hMG yang 

diperoleh dari hasil extraksi urin perempuan menopause dan melalui karakterisasi dan 

isolasi dengan t~kn!k SDS-PAGE dan Elusi. phosphate buffer saline (PBS) pH 7, PMSF, 

etan.ol absolut, buffer Tris-HCL, NaN3(Sodium Azide), TCM (Tissue Culture Medium) 

Sedangkan peralatan yang ciigunakao adalah microplate, , vacuum pump, vortex, gunting, 

pipet eppendorf, pipet Pasteur, plastik tip, cawan petri, gunting, kantong selofan, s~ntrifus, 

tabung reaksi, magnetic stirrer, incubator C02, refrigerated centrifuge, freezer, autoclaf, 

peralatan gelas, peralatan seksi, vaccutainer. 

3.3. Bahan dan Peralatan Penelitian 

Alat-Alst Untuk in vitro Maturasi dan Fertilisasi pada penelitian I 

lnkubator C02 (Carbon Dioxide Incubator), mikroskop dengan jenis Dissection 

Microscope untuk koleksi dan evaluasi oosit, inverted lvficroscope untuk pemeriksaan oosit 

secara rinci, penangas air, untuk menghangatkan media dan untuk aktivasi serum. 

Refrigrator untuk menyimpan media dan persediaan bahan kirnia timbangan (Analytical 

Balance) untuk preparasi media. 
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Fasilitas sterilisasi (leering dan basah) Heating Blocks, Cawan petri, pipet dan 

peralatan aspirasi folikel seperti alat suntik plastik yang berukuran I, 5, atau I 0 ml dengan 

jarum berukuran 18 gauge dan termos. Milipore filter dengan diameter 0,22 urn Mikropipet 

yang terdiri dari pipet pemegang dan pipet pengisap Cawan pembiakan (cultur dish) 

dengan ukuran 35 mm. Bilik Steril. 

Bahan ovarium yang akan diaspirasi folikel yang berisi sel ovum sapi diambil dari 

rumah potong hewan. 
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3.4. Metode Penelitian 

Digambarkan dalam kerangka penelitian secara skematis Elisa reader adalah sebagai 

berikut: 

Kerangka Penelitian Secara Skematis 

Tahap I Tahun Ke satu 2010 

T ahap I tahun kesatu 

Uji Biologi hMG hasil penelitian fVF sel telur sa ~i 

Protein hMG basil ekstraksi dan elektroelus 

- · 

, 

Penambahan hMG pada invitro Maturas 

--

Dilanjutkan dengan invitro tertilisasi 

Pengw rnatan jumlah embrio cleavage hing~ a 8- 16 sel 

Diketahui dosis invitro pada proses IVF pada sapi I 
i 
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3.5.1. Metode Penelitian 

3.5.1.1 Pembuatan hMG 

hMG dan urine wanita post menopause ditampung 100 ml dilakukan sentrifugasi 

dengan kecepatan 500 rpm selama 15 menit dengan suhu 4°C. Sentrifugasi ini bertujuan 

untuk memisahkan sel-sel metabolit. Selanjutnya urine kemudian dilakukan pengadukan 

dengan mini mixer pada suhu 4 °C selama 12 jam (Hermadi, 200 I). 

Diambil 200 Jll sampel urin ditambah PBST-PMSF 5x volume sampel urin hingga 

homogen Dimasukkan ke dalam microtube Disonifikasi 10 men it Divortex Disentrifugasi 

6000 rpm selama 15 menit diperoleh supernatant Ditambah etanol absolut dingin 1 : 1 

Diinkubasi dalam refrigerator selama 1 jam atau semalam Disentrifugasi l 0.000 rpm 

selama 15 menit hingga diperoleh endapan Dikeringanginkan hingga bau etanol hilang 

Ditamba.~ buffer tris Cl 20 mM di peroleh ptotein urine hMG melekat pada dasar tabung 

disebut urin hMG hasil ekstraksi sebagai bahan penelitian invitro. 

Sebagian dari bahan basil ekstraksi hMG diperiksa lanjutan dengan SDS-PAGE 

nan elektroelusi. 

Gel SDS-PAGE yang tidak diwarnai dipotong s~panjang pita yang dikehendaki. 

Masing-masing potongan gel dimasukkan ke dalam kantong nilon. Selanjutnya 

dimasukkan dalam block glass yang mengandun[ PBS, setelah itu di stirer selama 24 jam. 

Setiap 6 jam dilakukan pcDggantian PBS. Untuk mengetahui bahwa protein sudah 

mengalami elusi maka potongan gel diwarnai dengan pewarnaan silver, hila tidak terdapat 

pita artinya protein sudah ter-elusi. hMG hasil elusi sebagai bah an penelitian in vitro. 

3.5.1.2. Uji Biologis Maturasi dan Fertilisasi Oosit Sapi In Vitro. 

Pengisapan (Aspirast) Oosit 

Setelah ovarium dari rumah potong hewan dicuci 2 - 3 kali dengan larutan garam 

fisiologis dan ditempatkan dalam gelas beker diatas penangas air dengan suhu 3 7° C, 

selanjutnya ovarium diarnbil satu persatu menggunakan pinset steril dan permukaannya 

dikeringkan dengan kert~ tissue steril. Dengan menggunakan syringe disposib/e steril 

ukuran 10 ml dan jarum suntik ukuran 18 G diisi dengan 1 - 1,5 ml media OWS (Oocyt 

Washing Medium). Pengisapan dilakukan dengan menusuk bagian parenkim ovarium dekat 

pada gelembung folilcel selanjutnya ujung jarum diarahkan pada folikel-folikel yang 

berdiameter kurang lel-:ih 5 mm yang berada dekat titik tusuk jarum (tanpa mencabut jarum 
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terlebih dahulu). Setelah seluruh cairan folikel terhisap atau apabila alat suntik telah berisi 

3 - 4 ml cairan folikel, jaru.m dicabut dan cairan folikel dimasukkan dalam tabung reaksi 

dengan hati-hati untuk menghindari kerusakan mekanis pada oositnya dan disimpan dalam 

penangas air. Selanjutnya ditunggu sampai oosit turon ke dasar tabung, kemudian endapan 

dievaluasi dengan Menempatkan pada cawan petri berukuran besar dan diperiksa dibawah 

mikroskop stereo (Mahaputra dkk., 1999). 

Koleksi Oosit 

Untuk mengamati oosit, maka cairan folikel hasil pengisapan dituangkan ke dalam cawan 

petri dan diperiksa dibawah mikroskop stereo dan apabila telah ditemukan oosit, 

selanjutnya oosit diambil dengan pipet pastur modifikasi yang berdiameter sama dengan 

oosit, dan diletakkan pada cawan petri yang lain yang berukuran lebih kecil yang berisi 

media pencuci. Selanjutnya cosit diperiksa lagi di bawah mikroskop untuk ditentukan 

kualitasnya (Mahaputra dkk., 1999). 

Uji Biologis hMG terhadap kecepatan waktu terbentuknya cleavage oosit sapi 

secara in vitro 

Setelah diadakan penentuan kualita~ oosit semua oosit terlebih dahulu di<.:uci C:::.lam 

medium pencuci sebanyak 3 - 4 kali dan pencucian terakhir dengan Tissue Culture Medium 

] 99 (TCM 199) sebanyak 2,5 - · 3,0 ml. Kemudian oosit yang tidak terdapat kumulus debris 

dipindah ke dalam medium pematangan dalam bentuk tetes (drop) masing- masing 100 

J.Ll.dalam cawan petri masing - masing 20 oosit Totd oosit yang digunakan dalam 

penelitian ini 100 oosit yang telah disiapkan 2 jam sebeltli11nya dalam inkubator C!h 5%. 

Masing-masing medium terdiri dari : 

P1 = Pernberian hMG hasil ekstraksi urine dosis I 1 J.Lg/ml secara in vitro 
P2 = Pemberian hMGhasil ekstraksi urine dosis I 2 J.Lg/rnl secara in vitro 
P3 = Pemberian hMG hasil elusi dosis II 1 J.Lg/ml secara in vitro 
P4 = Pemberian hMG hasil elusi dosis II 2 J.Lg/ml secara in vitro 
K = Kelompok kontrol, tidak diberi hMG tetapi PMSG 5 IU 

Medium-medium pematanga'l dibuat dalam cawan petri yang steril ukuran 35 mm dalam 

bentuk tetes sebanyak 4 tetes, yang masing-maf.ing tetes volumenya 100 J.Ll. Dalarn tiap 

tetes medium dapat dibiakkan sebanyak 5 oosit dan selanjutnya ditutup dengan minyak 

mineral. Pembiakan dengan ketiga medium dilakukan dalam inkubator yang mengandung 
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5% C02 dengan kelembaban 95 - 100 % dan suhu 39° C Masing-masing media yang 

diinkubasi dilakukan selama 24 jam (Mahaputra, 2007). Tahap selanjutnya adalah In Vitro 

Insemination (IV I). Dua jam sebelum inseminasi 2 straw mini yang mengandung 10-15 

juta/ sel mani hidup dilakukan thawing selama 1 menit di dalam air hangat 37oC. Di lain 

tempat sudah disediakan 3 ml EBSS (Earle 'Balance Salt Solution PH 7,4) di dalm vial 

plastik berbentuk kerucut volume 11 ml. Seluruh isi straw ditumpahkan di atas permukaan 

wedia EBSS lalu disentrifus l800g selama 10 menit, lalu filtrat dibuang hingga tinggal 

pelet. Tindakan ini diulang 2 kali .:;ehingga pellet terakhir setelah ditambahkan EBSS 

spermatozoa yang mati dapat berenang ke atas ke permukaan media EBSS (swim up) 

dalam waktu 30 menit, sehingga spermatozoa yang kurang baik motilitasnya atau mati 

tetap bcrada di dasar vial atau maximum dipertengahan media dalam vial. Dengan 

demikian untuk mendapatkan spennatozoa motil dan tidak ada kontaminan debris maka 

spermatozoa diambil dari permukaan media. Bersamaan itu pula pada tempat cawan petri 

lain sudah disiaphn " Rosett Like Patern" dibuat dari media EBSS yang ditempatkan pada 

bagian senter sebanyak 1 00 Ill dan dikelilingi dengan ± 15 Ill media EBSS dalam 6 drop 

mengelilingi sekitzmya. Masing- masing drop selanjutnya dihubungk£111 dari senter ketepi 

sehingga merupak:an bentukan rosset. Di masing - masing ujung roset dimaukk.an 10 oosit 

yang sudah Jiinkubasi se!erna 24 jam dalam proses matur~i. Sedangkan spermatozoa 

yang sedang mengalami waktu kapasitasi melalui proses thawing, pencucian dan swim up 

ditempatkan sebanyak 30 Ill yang mengandung total 1,25 - 1,5 X l 0,6 spermatozoa motil 

disentral media. Dengan demikian spermatozoa motil akan terseleksi menca."i jalan masuk 

ke dalam ujung rosset yang ada oositnya. Setelah waktu dibedakan 20,24 dan 26 jam saat 

fertilisasi di dalam iilkubator 5% C02 suhu 38,5oC, maka oosit yang telCih dibuahi dicuci 

dengan TCM 199, lalu dipindahkan kembali ke dalam drop maturasi diikuti 

perkembanganya hingga selama 24 jam berikutnya. Dengan demikian setelah 24 jam 

fertilisasi, observasi cleavage dilakukan dengan melihat jumiah blastomer di dalam em brio 

(Mahaputra, 2007). 
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BABIV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. HASIL PENELITIAN 

Uji Biologis hMG terhadap Terbentuknya Cleavage Embrio Sapi secara In Vitro 

Telah dilakukan ekstraksi hMG dari urine wanita post menopause ditampung 

sebayak 100 ml dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 500 rpm selama 15 menit dengan 

suhu 4C. Sentrifugasi ini bertujuan untuk memisahkan sel sel metabolit. Selanjutnya 

200ul urine ditambahkan PBST-PMSF 5x volume sampel urin hingga homogen 

Dimasukkan ke dalam microtube Disonifikasi 10 menit Divortex Disentrifugasi 6000 rpm 

selama 15 menit diperoleh supernatant Ditambah etanol absolut dingin 1 : 1 Diinkubasi 

dalam refrigerator selama 1 jam atau sem~am Disentrifugasi 10.000 rpm se1ama 15 menit 

hingga diperoleh endapan Dikeringanginkan hingga bau etanol hilang Ditambah buffer 

tris Cl 20 mM di peroleh ptotein urine hMG melekat pada dasar tabung disebut arin h1WG 

hasil ekstraksi sebagai bahan penelitian in vitro. 

Sebagian dari bahan hasil ekstraksi h..\1G diperiksa lanjutan dengan SDS-f'AGE 

dan diperolch hasil hMG elektroelusi. 

Gel SDS-PAGE yang tidak diwarna.i dipotong sepanjang pita yang 

dikehendaki. Masing-masing potongan gel dimasukkan ke dalam kantong nilon. 

Selanjutnya dimasukkan dalam block g!ass yang mengandung PBS, setelah itu di stirer 

selama 24 jam. Setiap 6 jam dilakukan penggantian PBS. Untuk mengetahui bahwa protein 

sudah mengalami elusi maka potongan gel diwarnai dengan pewarnaan silver, hila tidak 

terdapat Hasil penelitia.11 ekstraksi urine yang mengandung protein hMG. Hasil peneraan 

selanjutnya dengan metode Biuret untuk penentuan _..:adar glikoprotein hMG diperoleh 

99860 •Jg/ml. 
Pematangan oosit sapi yang dilakukan selama 20 jam dan 24 jam dari 5 ulangan 

memakai total oosit 500 buah dengar::. klasifikasi sebagian besar mempunyai kumulus 

lengkap. Kondisi tanpa kumulus (denuded oocyte) pada penelitian iai tidak digunakan. 

Pematangan oosit ekstra folikuler atau in vitro pada penelitian ini dapat dievaluasi 

secara visual ekstra ~epat dengan mengambil satu oosit dalam setiap perlakum dan kontrol 
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dengan beberapa kriteria morfologi secara kualitatif. Penilaian maturasi morfologis pada 

beberapa sampel oosit immature dari semua plate in vitro sebelum dimaturasi nampak sel 

kumulus kompak dan lengkap dan termasuk fase 1 di mana kompleks kumulus ooporus

korona radi~ta yang komp;ti( dan oosit tidak jelas seperti pada Oosit tanpa sel kumulus 

(denuded oocyte) pada penelitian ini tidak digunakan. Oosit matang secara morfologis 

terbagi menjadi dua fase yang merupakankelanjutan proses maturasi yaitu fase 4 dan fase 

5. Fase 4 yang dimaksud terbentuk komp!eks korona radiata-kumulus ooporus longgar 

sedikit berlendir. Oosit tampak lebih jelas tetapi belum memiliiJ benda kutub I pada 

Gambar 4.1 .. Fase 5 yang dimaksud adalah kompleks dengan korona radiata-kumulus 

ooporus yang longgar, cukup berlendir oosit tampak jelas dan memiliki pronucleus betina 

dan benda kutub I (metafase II) seperti . Kondisi oosit pasca matang (post mature oocyte) 

korona mulai lepas, sedikit kumulus ooporus yang berlendir atau sama sekali tanpa 

kumulus dan oosit merniliki benda kutub I. Pada sel telur yang tidak mature tidak terjadi 

perkembangan pada sitoplasmanya dimana korona radiatanya bervariasi, kumulus lepas 

atau sama sekali tanpa kumulus dan oosit mengalami degenerasi atau disebut seba.gai 

degenerated oocyte dari klasifikasi tersebut, maka sel telur yang baik untuk harapun dapat 

dibuahi adalah yang b~rkumulus lengkap dan kumulus sebagian. 

Pembesaran 400 X, menunjukkan oosit matang (mature) Hasil penelitian 

yang telah dilakukan, pemeriksaan tahap perkembar,gan kematangan sel telur adanya 

pronukleus betina pada sitoplasm& dan polar bodi I (PBI) pada perivitelin space 

sebagai kriteria morfologi terjadinya kematangan oosit secara in vitro diperoleh pada 

kelompok kontrol, perlakuan P1, P2, P3 dan K. Inti sel oosit cukup besar terletak 

pada posisi eksentrik dan mengandung dua nuclei kromatik. Secara keseluruhan oosit 

dalam penelitian ini mempunyai diameter sekitar 140 mikron. 

Kematangan sel telur secara in vitro pada peneliti~..n ini tampak terlihat setelah dilakukan 

pewarnaan Aceto orcein 1% untuk mengamati tahap kematangannya tampak bahwa sel 

telur yang dikultur telah mencapai kematangan inti. Dibutuhkan pcmbesaran 400 X untuk 

pemeriksaan visual kualitatif pronukleus betina dengan pewarnam, Aceto orcein 1%. 

Bentukan pronukleus betina pada Gambar 4.1 tampak putih aga.lc trar..sparan. Perkembangan 

sitoplasma sangat baik dengan adanya perkembangan inti. Terjadi p~regangan ikatan antar 

kumulus secara meluas hila dibandingkan sebelum maturasi. 
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Gambar 4.1. Oosit berkumulus setelab pematangan. 

Setelah proses maturasi in vitra dilakukan selama 20-24 jam dengan pemberiar.. 

berbaga1 dosis hMG basil e.kstraksi da.1 !JMC terelusi masing-masing 1 dan 2 J.lg/ml pada 

kelompok perlakuar. dan PMSG 5 lU pada kelompok kontrol diperoleh data hasil 

penelitiar. sebagai berikut: setelah waktu kapasitasi spermr.::::=:: ::t selam::.t 3 jam selesai, 

segera oosit dimasukkan ke dalam media fertilisasi yang berisi sel mani. Pengamatan 

dilakukan selama 20-24 jam masuknya kepala sef mani kedalam zona pellucida lalu dari 

rongga perivetteline bergerak dan robeknya akrosom dan selaput kepala. Bila kepala sel 

mani telah mencapai sitoplasma oosit maka segera teijadi perubahan-perubahan. Polar bodi 

II, yang merupakan indikator tetah teijadinya fertilisasi kcjadian ini kecil tidak semua polar 

bodi II dapat dilihat karena letak oosit yang berubah-ubah, sedangkan polar bodi II berada 

relatip tetap pada salah satu sisi oosit yang berbentuk bola. 

Demikian pula adanya pmnucleus betina suatu indikasi oosit matang meskipun 

tidak selalu j11ga nampak dan pronucleus jantan menandakan adanya fertilisasi indikator 

dalam penelitir- n ini tidak digunakan karena hanya memantau perkembangan hasil 

fertilisasi oosit dan sperma sapi secara in vitro dimulai dari cleavage embrio selama 2 hari 

atau 48 jam -c 'eavage diperoleh perkembangan blastomere hingga mencapai 8, 16 sel. 

Hasil pe11gamatan secara mikroskopik perkembangan hasil fertilisasi in vitro 

hingga cleavage menjadi 8- 16 sel embrio dapat diHhat pada Gambar 4.2 dan 4,3. 
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Gambar 4.2. Perkembangan basil fertilisasi irz vitro 8 dan 16 sel embrio dengan 
pembesaran 100 x. A= 8 sel, _; = 10 se1. 

Gambar 4.3. Perkembangan hasil fertilisasi in vitro 8 dan 16 sel embrio dengan 

pembesaran 2CO x. A = 8 sel, B = 16 sel. 

Hasil analisis dengan uji Ana·:a Faktorial menunjukkan bahwa, Rara-rata jumlah 

ovum yang mengalami fertilisasi in vitro untuk perlakuan (trial) pad:>. berbagai waktu 

ter:st:but uavat dilihat pada tabie 4.1. dan 4.2. 
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Tabel 4.1 Hasil Uj i Biologi Fertilisasi In Vitro Dimulai dari Cleavage Hingga 8-16 sel 
(y4%) dan Transformasi Arc.sin..J(y4%) terhadap Trial Berbeda pada 
B b . W ktu er a~ a a a 

Trial 8-16 sel (y4%) Transformasi Arc.sin.Y(y4%) 
Mean ± so Mean ± so 

hMG ekstraksi 

l )lg/ml 
13.333 ± 10.3704 18.3210 ± 12.31418 

hMG ekstraksi 
14.048 

2 Jlg/ml 
± 9.4744 19.8000 ± 10.75039 

hMG elusi 

1 )lg/ml 
17.139 ± 12.6808 21.8950 ± 12.50623 

hMGelusi 
2)lg/ml 

12.870 ± 12.5433 17.6880 ± 12.93671 

PMSG 5IU 16.859 ± 5.9250 23.9420 ± 4.60976 

Nilai rata-rata dan SO jurnlah oosit yar..g mengalarni fertilisasi in vitro dan cleavage 

rnencapai embrio hingga 8-16 sel sel pada berbagai perlakuan untuk 20 jam dan 24 jam 

masing-masing sebesar 1 2.~53 ± 8. 7796 dar. 16.846 :t 11.3046. Hasil tersebut tidak 

memmjukkan perbeclaan bermakna (p>0,05) (Tabel 4.2). 

Tabel 4.2. Hasil Uji Biologi Perl~embangan Fertilisasi In Vitro H:ngga 8-16 sel (y4%) 
dan Transformasi Arc.sin.Y(y4%) terhadap Waktu Berbeda pads Derbagai 
Trial 

Time 
8- 16sel (y4%) Transformasi Arc.sin.Y(y4%) 
Mean ± SD Mean ± SD 

20 jam 12.853 ± 8.7796 18.5452 ± 10.58616 
- --

24jam 16.846 ± 11.3046 22.1132 ± 11.04765 

Pengaruh interaksi antara perlakuan dan waktu untuk jumlah oosit yang mencapai 

perkernbangan 8-16 sel sel ernbrio tidak bermakna (p>0,05). Nilai rata-rata dan SD 

jurnlah oosit yang mengalami fcrtilisasi in vitro dan cleavage meri.capai embrio 8-16 sel 

untuk perlakuan kombinasi hMG ekstraksi 1 Jlg/ml -20 jam, hMG ~kstraksi 1 )lg/ml -24 

jam, hMG ekstraksi 2 )lg/ml -20 jam, hMG ekstraksi 4 flg/rn! -24 jam, hMG elusi 1 flg/ml 

-20 jam, hMG elusi 1 )lg -24 jam, hMG e/usi 2 flg/ml -20 jam, hM0 elusi 4 )lg/ml -24 jam, 

PMSG 5 IU-20 jam dan PMSG 5 IU-24 jam masing-masing sebesa; 10.667 ± 10.588, 16.0 
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± 10.588, 8.763 ± 9.338, 19.333 ± 6.703, 18.056 ± 5.727, 16.222 ± 18.081, 9.922 ± 9.969, 

15.818 ± 15.261, 16.859 ± 6.284 dan 16.859 ± 6.284 (Lampiran 1). 

4.2 Pembahasan 

Analisis Statistik Hasil Uji Biologis Pemberian ekstraksi hMG, hMG 

terelusi dan PMSG Terbentuknya Cleavage Embrio Sapi In Vftro Hingga 8 -16 sel 

dengan Uji Anava FaktorialAnalisis statistik hasi! uji biologis pemberian ekstraksi 

hMG, hMG dan PMSG terbentuknya cleavage embrio sapi in vit.ra hingga S -16 sci 

(y4%) dan transforrnasi Arc.sin...J(y4%) secara lengkap dapat dilihat pada Lampiran I. 

Setelan dilakukan analisis statistik dengan uji Anava pola faktorial antara perlakuan 

(trial) dan waktu (Tabel 4.3) dapat diketahui bahwa tidak ada perbedaan bern1akna 

(p>0,05) jumlah embrio sapi yang mencapai 4 sel baik terhadap trial . waktu, maupun 

interaksi antara trial dan waktu. 

Tabel 4.3 Uji Anava Faktorial Hasil Uji Biologis Pemberian ekstraksi hMG, hMG 
terelusi dan PMSG Terbentuknya Cleavage Embrio Sapi In Vitro Hingga 
8 -16 sel Sel 

Tests of Between-Subjects Effe~ts 

D'!per.dent Variable: Arc.sir. /(y4%} 

Type III Sum 
Source of Squares df Mean ~uare F Sig. 
Model 21558.207a 10 215 5.821 17.658 .000 
Trial 267.929 4 66.982 .549 .701 

Time 159.133 I I 159.133 1.303 .260 
Trial• Time 467.327 4 116.'n2 .957 .442 
Error 4883.557 40 122.08'.1 

Total 26441.765 50 

a. R Squared= .815 (Adjusted R Squared= .769) 
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Arc.sin V(y32%) 

Tuke HSD 
a.b 

Trial N 
PMSG 151U JO 

hMG 4 J.!g 10 

hMG IJ.!g 10 

hMGdG I J.!g 10 

i1MGdG 4 J.!g 10 

Sig. 

Means fo• gr:wps in b.omogeneous subsets are displayed . 
13ased on Type Ill Sum of Squares 
The error term is Mean Square( Error) = 52 .116. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size= 10.000. 

b. Alpha = .05. 
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4.9160 

.792 
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3.0980 

3.2220 
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BABV 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian hibah bersaing 2008 dan diaplikasikan pada 

hi bah bersaing 20 l 0 dari analisa data yang dilakukan dapat dibuat kesimpulan 

umum yaitu: FSH-LH like (hMG) dari urin perempuan pascamenopause 

menghasilkan hMG ekstraksi dan hMG terelusi untuk cleavage oosit sapi secara in 

vitro". 

5.2 Saran 

Berdasarkw hasil analisis dan temuan dalam penelitian ini dapat diberikan saran 
sebagai berikut : 

l. hMG hasil ekstraksi dan hMG hasil elusi dapat dimanfaatkan p n h •lr terbenr..tknya 

cleavage embrio :;api s:;:cara fn vitro pada produksi embrio sapi. 

2. Urin perempuan pascamenopause di Indonesia sebagai sumber hMG merupakan 

FSH-LH like dapat digunakan untuk hormon reproduksi yang dapat berperan dalam 

penanganan gangguan reproduksi pada ternak kht;susnya sapi. 

3. "Specimen!" yang berlimpah, hormon ini dapat dirpoduksi baik untuk kepentingan 

penanggulangan gangguan reproduksi pada manusia atau hewan. 
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Lampiran 1. 

Statistik Hasil Uji Biologis Pemberian hMG, hMGdG dan PMSG Terbentuknya 
Cleavage Embrio Sapi In Vitro Hingga 8 Sel dengan Uji Anava 
Faktorial 

Univariate Analysis of Variance 

Between-Subjects Factors 

Value Label N 
Trial 1 hMG ekstraksi urine 1 !lg 10 

2 hMG ekstraksi urine 2 !lg 10 

3 hMG elusi I ).lg 10 

4 hMG elusi 2 )..lg 10 
5 PMSG 51 U 10 

Time 1 20 jam 25 

I 2 24 jam 25 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable: Arc.sinV(y4%) 

Trial Time Mean Std. Deviatio!l N 
hMG ekstraksi 20jam 15 .338C 13 .241 G6 5 
urine 1 ).lg 24 ]am 21.3040 11.98401 5 

Total 18.3210 12.3 1418 ]I) 
--

hMG ektraksi 20jam 13.7860 12.04184 5 
urine 2 ).lg 24jam 25.8140 4.96066 5 

Total 19.8000 10.75039 10 

hMG elusi I ).lg 20ja!Tl 24.8980 4.42001 5 

24jam 18.8920 17.60204 5 

Total 21.8950 12.50623 10 

hMG elusi 2 1-1g 20jwn l-t7620 12.75582 5 

24jam 20.6140 13.87234 5 

Total 17.6880 12.93671 10 

PMSG 5 IU 20jam 23.9420 4.88939 5 

24 jam 23.9420 4.88939 5 

Total 23.9420 4.60976 10 

Total 20 jam 18.5452 10.58616 25 

24 jam 22.11321 11.04765 25 

Total 20.3292 10.85897 50 
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Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: Arc.sinV(y4%) 

Type 111 Sum 
Source of Squares df Mean Square 
Model 21558.2073 10 2155.821 
Trial 267.929 4 66.982 
Time 159.133 I 159. 133 
Tri a l • Time 467.327 4 116.832 
Error 4883.557 40 122.089 
Total 26441.765 50 

a. R Squard = .815 (Adjusted R Squared = .769) 

Post Hoc Tests 
T rial 

Multir.le Comparisons 

Dependent Variable: Arc.sinV(y4%) 

T k HSD u ey 

Mean 
(I) Trial (J) Trial DitferenceJ.l-J) 
hMG elr.~trabi hMG ekstraksi urine 2 J.!& -1.4790 
urine! J.Lg hMG elusi I J.Lg -3 .)740 

hMG elusi 2 J.Lg .633\l 

PMSG 5 IU -5 .6210 

hMG ckstra.ksi hMG ekstraksi ! J.Lg 1.4790 
urine 2 J.Lg hMG t:lt.:si I J.:g -2.0950 

hMG elusi 2 J.Lg L.ll20 

PMSG51U -4.1420 

hMG elusi 1 J.Lg hMG ekstraksi I flg 3.5740 

hMG ekstraksi urine 2 J.Lg 2.0950 

hMG elusi 2 J.Lg 4.2070 

PMSG5 IU -2.0470 

hMG elusi 2 flg hMG ekstraksi I J.Lg -.6330 

hMG ekstraksi urine 2 J.Lg -2.1120 

hMG elusi l J.Lg -4.2070 

PMSG 5 IU -6.2540 

PMSG5 IU hMG ekstraksi I J.Lg 5.6210 

hMG ekstra.ksi urine 2 j.lg 4.1420 

hMG elusi I J.Lg 2.0470 

nMG elusi 2 J.Lg 6.2540 

Based on observed means. 
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F Sig. 
17.658 .000 

.549 .701 

1.303 .260 

.957 .442 

Std. Error Si£ 
4.94144 .998 

4.94144 .950 

4.')4144 1.000 

4.94144 .786 

4.94 144 .998 

4.94 144 .993 

4.94!44 .993 

4.94144 .917 

4.94144 .950 

4.94144 .993 

4 .94144 .913 

4.<J4144 .994 

4.94144 1.000 

4.<J4144 .993 

4.94144 .913 

4.94144 .713 

4.94144 .786 

4.94144 .917 

4.94144 .994 

4.94144 .713 
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Homogeneous Subsets 

,\rc.sinV(y4%) 

T k HSDab u ey 

Subset 

Trial N I 
hMG elusi 2 ~g 10 17.6880 

hMG ekstraksi urine I ).1g 10 18.3210 

hMG ekstraksi urine 2 ~g 10 19.8000 

hMG elusi I ~g 10 21.8950 

PMSG SI U 10 23.9420 

Sig. .713 

Means for groups in homogeneous subsets are di splayed. 
Based on Type lfl Sum of Squares 
The error term is Mean Square( Error) = 122.089. 

a. Uses Hannonic Mean Sample Size = I 0.000. 

b. Alpha= .05. 
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Lampiran 2. Prosedur Ekstraksi Urine Menopause 

200 J.Ll sampel urin 

... ~ 

Homogenat 

... v 
Supernatan 

' v 
Endapan 

Protein 

• ditambah PBST-PMSF 5x volume sampel urin 

• Dimasukkan ke dalam microtube 
• Disonifikasi ! 0 menit 
• Divortex 
• Disentrifugasi 6000 rpm selama 15 menit 

• Ditambah etanol absolut dingin 1 : 1 
• Diinkubasi dalam refrigerator selama 1 jam atau 

semalam 
• Disentrifugasi I 0.000 rpm selama 15 menit 

• Dikeringanginkan hingga hau etanol hilang 
• Ditambah buffer tris Cl 20 m~.1 

46 

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPEN Aplikasi human Menopause Gonadotropin (hMG) Hasil Isolasi  
(hibah bersaing 2008) untuk in vitro Fertilisasi dan Memanipulasi 
Pertumbuhan Folikel Sapi Perah Penderita Hypofungsi Ovarium 

Herry Agoes Hermadi 
Wurlina 

Mas'ud Hariadi



Lampiran 3. Alir Kerja SDS- PAGE 5% (Ratam, 2003). 

Diagram Alir SOS -PAGE 541
/;, 

.Eie'-iroolloresis dal!m Bio-Rac 

Pcncucian 

Larulan Glis~r.")i J n~~ . 
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Lampiran 4. Pembuatan Reagen 

1. Phosphate Buffer Saline pH 7,4 
No. Bahan 
1. KCL 
2. KH2P04 
3. NaC I 
4. Na2HP04. 7H20 (berurutan sambil diaduk) -
5. ddH2G 

2. Phosphate Buffer Saline-Tween 0.05% 
No. Bahan 

1. PBS 
2. Tween 20 

3. PBST -PMSF 4mM (Poly Methyl Su/fonil Flouride1 

~ l. PBST 
1 2. PMSF dalam DMF 

4. Lower Gel Buffer pH 8,8 
No. Bahan 
1. 

f--
Tris Base 

2 . SDS 
3. ddH20 

5. Upper Gel Buffer pH 6,8 
No. Bahan 

1. Tris Base 
2. SDS 
3. ddH20 

6 T 139% . -aery I 0 

No. Bahan 
1. Bisakrilamid 
2. Akrilamid 
3. jdHzO 

7. Running Buffer pH 8,3 
No. Bahan 
1. Tris Base 
2. Glisin 
3. SDS 
4. ddHzO 

Lanjutan Lampirata 6 
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Jumlah 
0, 1 g 
0,1 g 
4g 

1,08 g 
Hingga 500 mL 

Jumlah 
100 mL 
50 ).lL 

90mL 
IOmL 

Jumlah 
1,82 g 
0,04 g 
10 mL 

Jumlah 
0,75 g 
0,04 g 
lOmL 

Jumlah 
0,08 g 
2,92 g 
10mL 

Jumlah 
3,03 g 
14,4 g 
0,04 g 

Sampai t L 

J 

J 
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8. RSB (Reducing Sample Buffer) 
No. Bahan Jumlah 
I. SDS 10% I 0,2mL 
2. B-merkaptoetanol 0,05 mL 
3. Gliserol 10% 0,2mL 
4. Bromphenol Blue 0,025 mL 
5. ddH20 0,4mL 

9. APS 10% 
Bahan Jumlah 

0,1 g 
1 mL 

10 St .. . QJnJn![ 

No. Bahan Jumlah 
1. Comassie Brilliant Blue 0.25_g_ 
2. Metanol Absolut 45,4 mL 
3. Asam asetat glasial 9,2mL 
4. ddH20 Sam_I>ai 100 mL 

llD . estammg 
I. Metanol Absolut 70mL _I 
2. Asam asetat glasial 70mL ~ 
1. ddH20 Samnai 100 mL __ 

12. NaOH 1 N 
No. Bahan Jumlah 
1. NaOH 4_g_ 

100 mL (80 mL digunakan untuk 
2. Akuades melarutkan dan sisanya ditambahkan 

pada labu ukur hingga tanda batas) 

13. Nai04 
No. Bahan Jumlah 
1. Nai04 0,021 _g_ 
2. GAB Sam_Qai 10 mL 

14. detection Reagent (DR) 
No. Bahan Jumlah 
1. DR 0,05 g 
2. NaOH 1 N Sam2ai 10 mL 
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Lampiran 5. Formula Bahan Kimia (Washing Medium) 

TL HEPES STOCK (Washing Medium) (Mahaputra dkk., 1999) I Zat Kimia mM akhir g/500 ml 

I NaCI 114 3,33 
1 KCI 3,2 0,120 

NaHCOJ 2 0,084 
NaH2P04H20 0,4 0,028 
A tau 

Na Lactat (60% syr) 10 930 u 
He pes 10 1,200 

Penicillin 100 IU I ml 0,0325 

Phenol Red - 0,005 

CaCl22H20 2,0 0,150 

MgC126H20 0,5 0,050 

Cara M~mbuat : 

1. Semua bahan kimia dicampur dan ditambahkan T.J Baker sebanyak volume yang 

diingiekan lalu di kocok sampai semuanya larut. Kemudian diusahakan pada 

volu!TI.e akhir, pH menjadi 7,4 dengan osmolaritas 255-270 OGJ.0Sm. 

2. Larutan difilter dan dimasukk:rn dalam botoi steril dan simpan dalam lemari es 4 

derajat celcius untuk 1-2 minggu. 

TLH epes (W hi M d. )(Mah as ng e 1um aputra, 1999) 
Zat Kimia 100 ml SO ml 

~--- ·---
Tl He pes Stock 99ml 4~,5 ml 

Pyruvat 1,0ml 0,5 ml 

Gentamycin 50 ul 25 ul 

BSA Fraksi V 0,300 g 0,150 g 

Semua bahan dicampur dan masukkan di dalam waterbath 39 °C, setelah larut disaring 

dengan milipore 0,22 urn. 
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Lampirao 6. Formula Bahan Kimia Media Maturasi dan Fertilisasi (Mabaputra 
dkk., 1999) 

STOCK TCM I99 (Maturasi) : 

IOOO ml 

Medium 199 (powder) 

NaHCOJ 

Mediun Maturasi : TCM 199 

Stock ""!.'CM 199 

FCS 

Pyruvat 

Gentamycin 

9 ml 

I ml 

I 00 ul 

Sui 

9,9 gram 

2,2 gram 

Media pencuci sperma atau media fertilisasi (Earle' s balanced salt solution) terdiri dari: 

EBS~ 

pyruvate 

0,87 g 

!OOmg 

BSA.fraction V F Af 2,5 g 

gentamycine 

aquatiest 

2,5 mg 

100 ml 

pH 7,7 dengan NaOH 1 N 

filter stok dengan milli!JOre 0.22 Jlffi 
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Lampiran 7. Cara kerja Pewarnaan Aceto Orcein 1% 

PEW ARNAAN ACETO ORCEIN 

(Untuk pewamaan Pronukleus setelah 18-20 jam) 

Media pewarna : Aceto Orcein 1% 

1. Orcein 
2. Acetic Acid 

Cara Kerja: 

1.0 Gr 
45 .0 ml 

1. Panaskan Acetic Acid (dalam baker glass) de:-tgan bun~en selarna 20 detik; dan 
tambahkan Orcein. 

2. Campur hingga merata dan segera angkat dari api , taruh pada suhu kamar. 
3. Setelah dingin (= suhu kamar) tambahkan 55 ml di stilled water (OW) 
4. Filtrasi 
5. Taruh dalarn botol gelap dan tutup rapat. Simpan di tempat yang gelap (bisa digunakan 

selama 6 bulan). 

Media Penghilang Warna : Arceto Glycerol 

I. Acetic acid 20 ml 
2. Glycerin 20 ml 
3. DW 60ml 
4. Campur hingga merat:l dan simpan dalam botol gelap dan tutup rapat. Simpan di 

tempat yang gelap (bisa digunakan selama 6 b'.ll an) 

Media Fiksasi 

1. Acetic Acid 1.0 bagian 
2. Ethanol absolut 3.0 bagian 
3. Simpan dalam suhu kamar dalarn bctol tertutup rapat (dalam ruang gelap) 

Prosedur Penawar-an 

I. Setelah difiksasi selama 3-4 hari, ambil gelas objek perlahan-lahan. 
2. Teteskan staining media (Aceto Orcein) pada salah satu sisi cover glass dengar.. 

menggunakan potongan kertas filter, sehingga media pewama mewarnai oosit. 
3. Diamkan pewamaan selama 1 menit : tekan lagi perlahan-lahan bila ocsit tidclc 

terfiksasi dengan baik (bergerak). 
4. Dengan cara yang sama, gantikan media pewarna den~an media penghilang warna 

(Aceto Glycerol) sarnpai semua warna terhisap. 
5. Fiksasi ujung cover glass dengan cutex bening. 
6. Amati di bawah mikroskop. 
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I.PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Salah satu gangguan reproduksi yang disebabkan oleh taktor hormonal sering terjadi 

pada sapi dapat mengganggu proses maturasi, fertilisasi sel telur dan produksi embrio, adalah 

hypofungsi ovarium. Prioritas penanggulangan gangguan keseimbangan honnon Follicle 

.\"timuluting Hormone (FSH) dan /_u/eini::ing Hormone (LH) yang rendah pada hypofungsi 

ovarium adalah membenahi penyebab utamanya seperti , taktor manajemen, ransum pakan 

sapi yang cukup dengan kualitas yang baik dan seimbang, diharapkan /3(}(zv i'>'core Condition 

(BSC) telah mencapai nilai lebih dari dua , dilanjutkan dengan pemberian kombinasi FSH- LH 

atau FSH- LH like. Preparat FSH-LH like yang dimaksud sebaga i contoh adalah l>regnunt 

Mare Serum Gonadotrophin (PMSG) dan human Menopause Gonadotrophin (hMG) (Alcivar 

eta!., 1992; Hadley, 1992; 1-larjopranjoto, 1995; Roche, 1996). 

Kebutuhan hormon gonadotrophin untuk tujuan t~rapi kemajiran dan superovulasi 

pada prnduksi ctnhrio sapi selama ini dipenuhi dari PMSG, '"m1.an ()wrionic 

Gonadotrophin (hCG), FSH - i...,}-! dari ekstrak hypofisa hewan dan FSH - LH recombinan 

produk bioteknologi . Penggunaan hMG untuk superovulasi pada sapi potong pertama kali 

diperkenalkan oleh Alcivar et a!. (1992) Penelitian pendahuluan dengan mengunakan hMG 

untuk i:1.duksi birahi dan kebuntingan pada ternak kambing pertama dilakukan di universitas 

airlangga menunjukkan hasil yang cukup baik (Ratnani dan hem1adi, 1992). Sampai akhir 

tahun 1995, kebutuhan dunia akan hormon gonadotrophin yC~ng berasal dari urin perempuan 

menopause dipenuhi -lari China, India, Eropa dan Amerika Latin untuk pabrik hMG 

(Menotropin) di USA. Konsumen hMG pun terbatas pada kesehatan reproduksi manusia dan 

tir.iak P'ldil hew'ln (Lunerfdd, 2004 ). 

hMG yang dihasilkan dari urin perempuan menopause masih memberikan efek 
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terapi hMG dapat dilanjutkan langsung dalam proses In Vilro Maturasi (IVM) dan In Vitro 

Fertilisasi (IVF) pada manusia (Daya et a/., 1995; Kubo, 2005). Terapi dengan hMG 

menghasilkan koleksi oosit dan perkembangan cmbrio yang sangat memuaskan, yang hampir 

sama bila dibandingkan dengan menggunak2n reco111hinom human FSH (rhFSH). Pemberian 

hMG yang dil anjutkan dengan perlakuan I VF dapat mcmicu mitosis oosit hingga fase 

metafase (Agarwal et o/. , 2000; lmthurn, '! I ul. 1996: Mcrcan el a!. , 1997). hMG ~fek tif 

terhadap terapi in fert i I i tas n~aupun per! ak uan se:bc lum IV F untuk merangsang proses maturasi 

folikel , ovulasi dan respon ovarium, serta pertumbuhan cmbrio yang dihasilkan disamping 

harganya yang jauh lebih murah (Huang et of., 2004: Koninckx, 2001 ; Westert;aard eta/., 

1996). Pada hewan ternak, lzMG mempunya i peluang untuk dikembangkan karena sumbemya 

yang mudah diperoleh (A lcivar eta/., 1992). 

Sumber /zMG dipercleh saat perempuan memasuki us1a 50 tahun. Diperkirakan 

menopause pada perempuan terjadi saat usia 50 tahun yang ditandai dengan penurunan 

aktivitas ovari"m karena fo likei primordial tidak ada lagi , sedangkan kelenjar hy pofisa 

anterior tetap memproduksi FSH-LH . P3da saat itu perempuan memasuki gejala p eri 

menopause dan berakhir pada kondisi post -- melwpause. Kondisi menopause menyebabkan 

kadar hormon es;rogcn dan progesteron menurun ka:-ena tidak ada proses sleroidogenesis 

dan disertai dengan peningkatan kadar hormon FSH-LH . yang tinggi daiam serum darah 

terekspresi di dalam urin, d1sebut sebagai hormon kombinasi FSH-LH Uke atau dikenal 

sebagai hMG (Mayer and Hoyer, 2005). 

ilik (Hara eta!. , 2007; Zara and Naz, 1998). 

Selaras dengan kemajuan bioteknologi dibidang petemakan di Indonesia khususnya 

embrjo transfer dalam rangkah peningkatan populasi temak sapi bank embrio di UPT 

Cipelang sedang digalakkan. Hormon FSH - LH sangat dibutuhkan keberadaanya untuk 

prmes produksi embrio secara in vitro. hMG terdiri dari komhinasi hormon FSH Ql:ln ~H. 

' • ' ' l j .' ' ' I I ' I I I I I 1 ' I I I ' I I I r I I I I I { ' r 1 l 1 H r • • ' T r • • • • 1 o ~ .", 1 J t : I • I ' ' ! ' ' ' , ,,. · I I ' I II/ i ! ' 
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Reseptor FSH di ovarium ada pada sel granulosa yang berperan langsung pada perkembangan 

folikel saat maturasi oosit (Simoni et a/. , 1997) Reseptor LH lebih banyak di set theca 

ovarium, yang berperan langsung pada proses stcm lilogenesis (Khas and Menon, 1998). 

Maturasi sel telur di lu ~! r tubull (IVM ) tidak akan berhas il dengan sempurna apabila tidak 

diciptakan kondisi yang scru pa dcngan di dalam tu huh induknya (In Vivo). Maturasi oosit 

maupun peiiumbuhan ~~mh ri o sec<tra In l 'ir•·o di pcrluka n medium yang berfungs i sebagai 

tempat persedi c.c. n nutris i J an sd aligus tempat pcmhuangan metabolit nutrisi . Zat-zat ada 

dal am medium merupakan za t - zat yang terl arut contohnya gula, asam amino rlan ion 

organik yang diperlukan untuk metaholisme sel (Mahaputra dkk., 1999). Pada proses IVM 

dihutuhkan pula penambahan hormon FSH dan LH Schebm dilakukan IVM dan IVF pada 

manusia, pembcrian terapi hMG ataupun rFSH pada rcsepient menunjukkan kemampuan 

yang sama jika diaplikasikan hingga tingkat Intra ( :u oplosmic Injection (lCI) (Jacob et 

a!., 1998: Weissman er a/., 1999). Pernberian FSH- LH dengan komposisi yang seimb;mg 

dalam i!l vitro fert i li ~as i f)ada ternak rlllr.inansia memberikan hasil yang sangat bak Dosis 

FSH dan LH yang diberikan, masing-masing adalah I U pg/ml (Martino et a/. , 1994: Goto 

and iritani , 1992; Sirard and Lambert, 1985). 

1.2. Rumusan Masalah Penelitian Tahap I 

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan di atas, maka pokok 

pennasalahan ydng timbul adalah sebagai berikut : 

Apakah hMG hasil penelitian hibah bersaing 2008 dapat digunakan untuk 

pertumbuhan dan perkembangan embrio sapi secara invitro 
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1.2. Rumusan Masalah Penelitian Tahap II 

a. Apakah hMG hasil penelitian hibah bersaing 2008 berpengarauh terhadap 

perkembangan dan pertumbuhan folikel dan ovarium pada sapi perah penderita 

hypofungsi dengan pantauan USG. 

1.3. TliJUAN KHUSUS 

Penelitian ini dir<tncang dengan tujuan jangka pendek dan jangka panjang sebagal 

bcriku! : 

1.3.1. Tujuan jangka pendek 

Tujuan jangka pendek ya ng akan dicapai dalam penc:litian ini adalah. 

a. Menguji potensi biologis hMG hasil penelitian hibah bersaing 2008 terhadap 

pertumbuhan dan perkembangan embrio sapi secara invitro 

b. Menguji potensi biologis hMG hasil penelitian hiba]l ber~aing 2008 terhadap 

perkembangan dan pertumbuhan folikel dan ovarium pada sapi perah penderita 

hypofungsi dengan pantauan USG. 

1.3.2.Tujuan Jangka Panjang 

Tujuan jangka panjang yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah : 

Menentukan suatu model teknologi penanganan infertilitas dan induksi birahi dengan 

hMG pada hewan coba lainnya dan temak komersial pada khususnya. 

II. Inovasi Penelitian 

Produksi hMG clari uri.te perempuan menopause di Indonesia sebagai sumber FSH 

- LH like yang sangat dibutuhkan untuk tujuan fertilisasi invitro dan penanganan masala~ 

infertilitas pada sapi kususnya hypJfungsi ovarium sebagai pengganti PMSG (Pregnant Mare 

serum Gonadotropin) yang harganya sangat murah dibandingkan Q;:;ngan prcduk dari luar 

negeri yang selama ini sulit dijurnpai dipasaran di indonesia. 
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2.1. Metode Penelitian 

Digambarkan dalam kerangka pcnelitian secara skematis tiga tahap dari tahun 2010 

s/d 2011 adalah sebagai berikut: 

Kerangka Pcneli~ian Seca ra Skematis I 

Tahap I Tah un h:.c satu 2010 

l 
Ta har1 ! tahu n ~esatu 

Uji Biologi hMG hasil pcnelitian lVF sel telur s p1 

Protein hMG hasil elektroelusi 

l 
Gbahan hMG pada invitro Matur s1 

l 
Dilanjutkan dengan invitro fertilisasi 

l 
I 

Pengamatan _j urn lah em brio d~a age 

Diketahui dosis invitro pada proses IVF pada sapt 
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Digambarkan dalam kerangka penelitian secara skematis tiga tahap dari tahun 2011 

adalah sebagai berikut: 

Kerangka Penclitian Seca ra Skematis 

II 

Tahap II Tahun Kedua 2011 

D 
lJji coba dosis hMG untuk terapi hypofungsi ovarium sebelum 

perlakuanhewan coba sapi perah diberikan perbaikan mutu pakan 

selama l bulan 

Pemilihan Sapi dengan BCS 

2 

n 
Pemeriksaan Kondisi Ovarium dengan USG sebelum dan sesudah 

perlakuan 
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2.2. Jadwal Kerja Penelitian 

Tahun Pertama 2010 

No Kegiatan 

I Persiapan bahan dan alat penelitian 

2 Ekstraksi urine hMG 

-.. Perlakuan SDS - PAGE ..) 

4 Pemeriksaan berat molekul hMG 

5 Purifikasi hMG elektroelusi 

6 Uji Biologis hMG pada IVF sapi 

7 Analisis Data 

8 Seminar Pelaroran 

Tahun Kedua 201 1 

No Kegiat&n 

I Persiapan ektraksi hMG Sepahadex 

2 Persiapan pemilih2n sapi perah 

-.. Penjadwalan penyuntikan hMG ..) 

4 Ujicoba Lapangan lnjei<si hMG 
-

5 Pengamatan Birahi + IB + USG 

6 Pencatatan data hsl penelitian 

7 Analisis Data 

8 Seminar Pelaporan 

. Juni 

X 

X 

I 
J 
I 

Juni 

X 

X 

VIII 

Bulan 
J li li Agust. Sept b . Okt. 

X 

X X X 
- ·-

X X X 

X X X 

X X X 

X X 

X 

Bulan 
J uli 1 

<\gust. Sept b. Okt. 

X 

X X X 

X X X 

X X X 

X 

X X 
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Ill. Konstribusi Terhadap Pembangunan 

Upaya meningkatkan mutu genetik dan productivitas ternak, pemerintah telah 

mcmilih bioteknologi untuk mcncapai tujuan tersebut, hal ini didukung dengan keluarnya 

kcputusan menteri riset dan teknologi atau ketua BPPT No. 542 I KPIM/ VIII 1992 yang 

mcm:tapkan program unggul an bidang bioteknologi peternakan yang meliputi : 

( I ) Meningkatkan mutu genctik tcrnak dengan prioritas pada sapi perah. 

(2) Peningkatan kemampuan reproduksi dan populasi ternak secara cepat dengan prioritas 

pada sapi perah dalam kaitannya memproduksi hormon sendiri terutama hMG sebagai 
' 

FSH - LH like untuk invcrtilita5 pada ternak kususnya sapi. 

(3) Koordinasi produksi baha 11 biologi dan diagnosa uini penyakit ternak . 

IV. Manfaat Bagi lnstitusi 

Penelitian ini telah melibatkan mahasiswa S1 sebanyak 5 orang untuk 5 judul 
skripsi . 

V. Publikasi llmiah y;:~ng Direncanakan 

Telah dikirimkan kemaja lah journal Internasional Pertanika dengan editor J->n~f .Jamri 

.-!.sud J)/ ._\1 Phd Dari Unh'ersity Futm lvfalaysia (UPM) Serdang Selangor. Dijadwalkan 

publikai awal tahun 2011 . 
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