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ABSTRACT

The purpose of the present study was to investigate the viability of mice and hamster embryos
developed in Kalium Simplex Optimized Medium amino acid (KSOMaa) and Hamster Embryo Culture
Medium-6 (HECM-6) medium. Female DDY mice were superovulated by injection i.p. of 5 IU Pregnant
Mare Serum Gonadotropine (PMSG) and 5 IU Human Chorionic Gonadotropine (hCG) in 48 h interval,
hamster (Phodopus campbelli) injected by 2.5 IU PMSG and 2.5 IU hCG 48 h later. Then females were
mated with fertile males. Eight-cell embryos were recovered at day 3 after natural mating. The mice
embryos were cultured in KSOMaa+5% NBCS (New Born Calf Serum) (T1) and HECM-6+5% NBCS (T2),
the hamster embryos were cultured in KSOMaa+5% NBCS (T3) and HECM-6 + 5% NBCS (T4) for further
development at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, in air for 48 h. The examinations were
replicated five times. The T1 embryos developed to compact morulla and early blastocyst 100% (140/140),
92.1% (129/140) to blastocyst and expanded blastocyst, and 22.9% (32/140) became hatching/hatched.
The T3 reached 100% (60/60) to compact morulla and early blastocyst, 85.0% (51/60) blastocyst, and
48.3% (29/60) expanded blastocyst, no embryo observed hatching/hatched. The T2 embryos had more
expanded blastocyst than T3 (P<0.05), hatching/hatched rate higher than T1 and T3 but lower than T4
(P<0.05). Shortly, KSOMaa enable to support 8-cell stage mice and hamster embryo, but the hamster
embryo developed lower at expanded blastocyst stage. HECM-6 is more appropriate than KSOMaa to
support 8-cell mice embryos development and suitable to develop 8-cell stage hamster embryos.
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PENDAHULUAN (hypoblast) dan ektoderm primitif (epiblast)
melalui pembentukan matriks ekstraseluler
Komposisi medium menentukan keber- bertipe membran basal (Nadjika dan Hilman
hasilan kultur embrio in vitro karena 1974).
kompleksitas fisiologis pada embrio praimplan- Mencit dan hamster telah digunakan secara
tasi. Metabolisme yang kompleks terjadi dalam  luas sebagai model perkembangan bagi mamalia
proses perkembangan dari zigot menjadi padaumumnya. Berbagai medium untuk kultur
blastosis yang siap mengalami gastrulasi dan  embrio mencit dan hamster telah banyak dicoba.
implantasi. Perubahan yang terjadi meliputi Lawitts dan Biggers (1993) mendesain medium
serangkaian pembelahan sel untuk membentuk ~ KSOM untuk mengatasi two-cell block yang
morula, diferensiasi sel morula menjadi dua terjadi pada banyak strain outbred dan inbred
galur sel yaitu trophoblast dan inner cell mass  mencit, pada perkembangannya medium juga
(ICM) (Rossant 1986, Alarcon dan Marikawa  dipakai dalam kultur embrio sapi (Liu dan Foote
2004), orientasi spatial kedua macam sel 1995). Medium ini disempurnakan berdasarkan
membentuk blastosis yang terdiri dari ICM dan  analisis konsentrasi K* dan Na* pada embrio
tropektoderm (TE), pengaliran cairan ke dalam  tahap 2-sel dengan metode mikroanalisis probe
blastosul (Biggers et al. 1988), dan spesifikasi  elektron (Biggers et al., 1993). Medium ini
regional ICM menjadi endoderm primitif diketahui mampu mendukung perolehan
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blastosis yang tinggi dari zigot pada strain
outbred CF1 dengan jumlah sel lebih banyak
dibandingkan menggunakan medium lain
(Erbach et al., 1994, Summers et al. 1995).
Jumlah sel blastosis hasil kultur dengan
medium KSOM setara dengan jumlah sel
blastosis yang diproduksi in vivo. Penambahan
asam amino pada medium ini menstimulasi
proliferasi sel embrio khususnya ICM dan
differensiasi ICM menjadi ektoderm dan
endoderm primitif (Biggers et al., 2000).
Modifikasi lebih lanjut dari medium ini banyak
dilakukan dengan penggantian komponen
glutamin dengan glycyl-L-glutamin untuk
menurunkan terbentuknya amonium dari
penguraian glutamin (Summers et al., 2005).

HECM dengan beberapa serinya (HECM-6,
9, dan 10) merupakan medium yang diformu-
lasikan untuk medukung perkembangan embrio
hamster praimplantasi (McKiernan dan
Bavister 2000; Ludwig et al., 2001a,b). Medium
tersebut tidak mengandung fosfat karena fosfat
dapat mengubah fisiologi embrio hamster
sehingga menurunkan kapasitas pertumbu-
hannya (Ludwig et al., 2001a), sedangkan fosfat
merupakan komponen dari KSOM yang
digunakan untuk embrio mencit. Penambahan
sedikit glukosa pada HECM meningkatkan
keberhasilan implantasi dan viabilitas fetus
setelah transfer tetapi kadar glukosa tinggi
menekan jumlah sel blastosis yang terbentuk
(Ludwig et al., 2001b).

Pengujian kapasitas perkembangan embrio
mencit dan hamster dapat menentukan jenis
medium yang cocok untuk masing-masing
embrio dan medium yang dapat dipakai oleh
keduanya secara bersamaan. Informasi
mengenai satu jenis medium yang mampu
mendukung perkembangan embrio dari kedua
jenis hewan bermanfaat dalam memproduksi
khimera. Pada hewan khimera hasil gabungan
antar spesies yang sama maupun interspesies,
kemampuan menumbuhkan embrio khimera
hasil rekonstruksi secara in vitro sangat krusial
(Boediono et al., 1999; Shiue et al., 2006).

METODE PENELITIAN

Superovulasi dan Koleksi Embrio

Mencit betina berumur 2-3 bulan
disuperovulasi dengan menyuntikkan 5 IU
PMSG (Foligon, Intervet, Netherland) dan 5 ITU
hCG (Chorulon, Intervet, Netherland) dengan
selang 48 jam secara intraperitoneum, 24 jam
sebelum injeksi PMSG (Foligon, Intervet,
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Netherland) mencit diinjeksi GnRH (20 mg/kg
Fertilerin, intramuskuler) (Kanter et al., 2004).
Hamster mini rusia (Phodopus campbelli)
disuperovulasi dengan menginjeksikan 2,5 TU
PMSG dan 2,5 IU hCG intraperitoneum dengan
selang 48 jam. Superovulasi pada hamster jenis
ini belum ada laporan sebelumnya, penggunaan
protokol superovulasi didasarkan pada hasil
penelitian pendahuluan.

Kawin alam dilakukan masing-masing
menggunakan pejantan yang sejenis dengan
betina. Jantan dan betina dicampur dengan rasio
1:1 setelah injeksi hCG pada betina. Untuk
memastikan keberhasilan perkawinan
dilakukan pemeriksaan vaginal plug. Koleksi
embrio dari tuba fallopii dilaksanakan pada hari
ke-3 setelah kawin. Mencit dan hamster
dikorbankan dengan cara dislocatio cervicalis.
Tuba falopii diambil melalui pembedahan dari
mencit dan hamster kemudian dilakukan
koleksi embrio dengan menoreh tuba falopii
menggunakan jarum 26G pada medium PBS
ditambah 2% NBCS (New Born Calf Serum).
Embrio yang diperoleh diamati secara morfologis
dan diseleksi lebih lanjut untuk mengumpulkan
embrio tahap 8-sel.

Kultur Embrio In Vitro

Medium yang digunakan untuk kultur
embrio dalam penelitian ini adalah KSOMaa
(Summers et al., 2005) yang mengandung fosfat
(KH,PO,) dan 5,56 mM glukosa, serta HECM-6
(McKiernan dan Bavister, 2000) yang tidak
mengandung fosfat dan glukosa (Tabel 1).
Semua garam, karbohidrat, asam amino, dan
serum diperoleh dari Sigma Chemical Co (St.
Louis, MO, USA). Embrio mencit dan hamster
tahap 8-sel hasil koleksi dikumpulkan masing-
masing dalam medium PBS+2% NBCS,
selanjutnya dicuci 3 kali dalam medium kultur
dan ditempatkan dalam drop berisi 20ul medium
ditutupi mineral oil (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO, USA). Embrio mencit ditempatkan
dalam medium kultur KSOMaa + 5% NBCS dan
HECM-6 + 5% NBCS, embrio hamster dikultur
menggunakan KSOMaa + 5% NBCS dan
HECM-6+5% NBCS. Masing-masing perlakuan
diulang 5 kali. Kultur dilaksanakan selama 48
jam pada kondisi udara 5% CO, dengan suhu
37°C. Perkembangan embrio diobservasi setiap
24 jam. Setiap tahapan perkembangan yaitu
morula kompak, blastosis awal, blastosis,
blastosis lanjut, hatching, dan hatched dihitung
dan diamati morfologinya.
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Tabel 1. Komposisi medium KSOMaa dan analisis statistika, data berupa proporsi
HECM-6 ditransformasi lebih dahulu.
Jumlah (mmol/L) HASIL DAN PEMBAHASAN

Komponen
KSOMaa' HECM-62 Perkembangan embrio mencit dan hamster
tahap 8-sel dalam medium KSOMaa dan HECM-
NaCl 95 113,8 6 menunjukkan bahwa secara keseluruhan ke-
KCl 2,5 3,0 dua macam medium mampu mendukung
KH,PO, 0,35 - pertumbuhan embrio mencit dan hamster tahap
MgCl,6H,0 - 2,0 8 sel sampai mencapai tahap blastosis (Tabel 2,
MgSO,7H,0 0,2 - Gambar 1). Perbedaan mulai tampak ketika
CaCl, - memasuki tahap blastosis lanjut dan proses
CaCl,2H,0 1,71 1,0 hatching/hatched. Embrio hamster yang dikul-
NaHCO, 25 25 tur dalam medium KSOMaa (T3) perkemba-
Na-laktat 10 4.5 ngannya menurun secara signifikan (P<0,05)
Na-piruvat 0,2 - dibandingkan perlakuan T1, T2, dan T4 (Tabel
Glukosa 5,5 2). Pada T2 embrio mencit yang dikultur dalam
EDTA 0,61 - HECM-6 mampu tumbuh setara dengan embrio
Glutamin 2,0 0,2 mencit yang dikultur dalam medium KSOMaa
NEAA Solution (%) 1 1 (T1) sampai tahap blastosis akhir, bahkan
EAA Solution (%) 1 1 hatching/hatched rate yang diperoleh lebih

1) Summers et al. (2005) dengan sedikit modifikasi
pada komposisi asam amino

2) McKiernan & Bavister (2000) dengan sedikit
modifikasi pada komposisi asam amino

Analisis Data

Pengolahan data menggunakan program
Minitab ver 12. Data disajikan dalam bentuk
rata-ratatstandar deviasi dan dianalisis
menggunakan sidik ragam. Perbedaan antar
perlakuan ditentukan dengan uji Tukey. Pada

tinggi dibandingkan T1 (P<0,05). Pada T3 tidak
diperoleh satu pun embrio hamster yang berhasil
hatching atau hatched, sedangkan embrio
hamster pada T4 mendapatkan angka hatching
paling tinggi.

Pengaruh komposisi medium terhadap
perkembangan embrio tahap 8-sel sejalan
dengan proses fisiologis yang terjadi. Pada tahap
8-sel embrio mencit dan hamster mengalami
perubahan konfigurasi blastomer karena adanya
proses kompaksi (Hogan et al., 1994, Piedrahita
et al., 1992). Secara umum, proses kompaksi

Tabel 2. Perkembangan embrio mencit dan hamster tahap 8-sel setelah kultur selama 48 jam

Jumlah Tahap perkembangan dan jumlah embrio yang berkembang (%)

Perlakuan embrio

MK BAw Bl BLj Hled
Mencit-KSOMaa 140 140 140 129 129 32
(T1) (100,0)* (100,0)2 (92,1) (92,1)° (22,9)°
Mencit-HECM-6 52 52 52 52 48 30
(T2) (100,0)2 (100,0)2 (100,0)2 (92,3)® (67,7
Hamster-KSOMaa 60 60 60 51 29 0
(T3) (100,0)2 (100,0)2 (85,0)® (48,3) (0,0)*
Hamster-HECM-6 46 46 46 46 46 34
(T4) (100,0)2 (100,0)2 (100,0)2 (100,0)® (73,9)¢

Ket.: MK: Morula kompak; Baw: blastosis awal; Bl: blastosis; BLj: blastosis lanjut; H/ed: hatching/hatched
Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (P<0,05)
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Gambar 1. Embrio mencit (A) dan hamster (B) tahap :1. 8-sel, 2. morula kompak, 3. blastosis,

4. blastosis lanjut, dan 5. hatching .

merupakan salah satu perbedaan krusial antara
embrio mamalia dengan embrio hewan lainnya.
Blastomer-blastomer sampai tahap 8-sel
membentuk konfigurasi longgar antar blastomer
dengan banyak ruang di antaranya. Setelah
cleavage ketiga, blastomer-blastomer mengalami
perubahan fisiologis yang dramatis yang
menginisiasi proses kompaksi (Gilbert, 1996).
Selanjutnya morula kompak mulai mengalami
perubahan morfologis membentuk blastosis,
proses diferensiasi pertama pun dimulai dengan
berubahnya sel-sel blastomer menjadi dua
macam populasi sel yaitu ICM dan trophoblast
(Alarcon dan Marikawa 2004).

Dinamika fisiologis tersebut melibatkan
proses-proses seperti sintesis protein, sintesis
asam nukleat, dan transport ion yang memer-
lukan energi, meningkatkan kebutuhan dan
menaikkan aktivitas metabolik. Setiap
perubahan proses metabolik menyebabkan
kegagalan embrio tumbuh sempurna (Brison
dan Leese 1994; Biggers et al., 2004).

Glukosa merupakan substrat energi, dan
fosfat penting untuk produksi ATP, sumber
energi dasar untuk aktivitas sel. Pada hamster
kombinasi glukosa dan fosfat menghambat
pertumbuhan (Schini dan Bavister 1988),
menurunkan respirasi (Seshagiri dan Bavister
1991) dan menghancurkan mitokondria (Ludwig
et al., 2001a). Penurunan kapasitas perkemba-
ngan di akhir tahap blastosis dan kegagalan
embrio hamster untuk hatching pada T3
kemungkinan karena efek kombinasi glukosa
dengan konsentrasi cukup tinggi dan fosfat
(KH,PO,) yang ada dalam KSOMaa bukan
pengaruh tunggal fosfat. Pengaruh negatif
tersebut telah dicoba dieliminasi dengan
pengaturan konsentarasiion Na*dan K*. Schini

(Bar =50 pm)

dan Bavister (1988) menemukan bahwa pada
embrio hamster tahap 8-sel fosfat saja tidak
menyebabkan hambatan perkembangan embrio,
tetapi pada tahap lebih awal, konsentrasi rendah
hingga 500 nM menghambat perkembangan
embrio hamster (Schini dan Bavister, 1988;
Ludwig et al., 2001). Fenomena serupa terjadi
pada embrio mencit (Lawitts dan Biggers 1991).

KSOMaa cukup efektif dalam mendukung
pertumbuhan embrio mencit tahap 8-sel (T1)
tetapi belum memadai untuk embrio hamster
(T3) sampai tahap blastosis lanjut. Medium ini
diketahui mampu mendukung perolehan
blastosis yang tinggi dari zigot mencit dengan
strain yang mengalami 2-cell block. Jumlah sel
yang diperoleh lebih banyak dibandingkan
menggunakan medium lain bahkan setara
dengan jumlah sel blastosis yang diproduksi in
vivo (Erbach et al., 1994; Summers et al., 1995,
2005). Asam amino yang ditambahkan pada
medium ini menstimulasi proliferasi sel embrio
khususnya ICM dan differensiasi ICM (Biggers
et al., 2000).

Keberadaan glukosa sampai 5,56 mM dalam
KSOMaa tidak menjadi menghambat pertum-
buhan embrio mencit. Secara alamiah, glukosa
ada dalam saluran reproduksi betina pada
seluruh spesies yang pernah diuji dengan
kisaran 0,5-3,0 mM (Ludwig et al., 2001b).
Walau pun metabolisme glukosa rendah pada
tahap awal perkembangan embrio, glikolisis
meningkat tajam di tahap blastosis pada
hamster (Barnet et al., 1993), mencit (Lane dan
Gardner 1998). Pada mencit, glukosa meru-
pakan preferensi sumber energi untuk pemben-
tukan ICM (Hewitson dan Leese 1993).
Pemaparan embrio hamster pada heksosa
(glukosa dan fruktosa) dengan kadar rendah
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terbukti meningkatkan viabilitas fetus (Ludwig
et al., 2001b). Mekanisme yang membuat glukosa
menyebabkan ketidakseimbangan metabolisme
seperti pada embrio hamster belum diketahua.
Salah satu kemungkinan adanya “crabtree
effect” yaitu glukosa menstimulasi glikolisis
yang menghabiskan cadangan fosfat seluler,
akhirnya menghambat fosforilasi oksidatif
(Sheshagiri dan Bavister 1991).

Hal yang menarik dari penelitian ini adalah
kemampuan HECM-6 dalam mendukung
perkembangan embrio mencit tahap 8-sel.
Medium ini tidak mengandung glukosa dan
sebagai sumber energi digunakan natrium
laktat. Embrio yang berhasil hatching lebih
tinggi (P<0,05) dibandingkan hasil kultur
menggunakan medium KSOMaa. Ketiadaan
komponen KH, PO, dalam medium tersebut
diduga mereduksi efek negatif fosfat terhadap
pengorganisasian mitokondria dalam sitoplas-
ma, dengan demikian proses metabolisme
berjalan lebih baik. Tingginya angka hatching/
hatched menunjukkan bahwa embrio mem-
punyai energi yang cukup untuk memecah dan
keluar dari zona pelusida. Belum diketahui
apakah hal tersebut berkaitan dengan penggu-
naan laktat sebagai sumber energi. Embrio
hamster yang dikultur dalam medium HECM-
6 juga memperoleh angka hatching yang tinggi
(73,9%). Keberhasilan hatching yang tinggi
menunjukkan metabolisme berjalan dengan
baik, komposisi medium dapat mendukung
perkembangan embrio secara sempurna. Pada
hamster jenis lain yaitu golden hamster
(Mesocritus auratus), embrio diketahui
menghasilkan faktor proteolitik berupa enzim
pronase yang terlibat dalam mekanisme
hatching yang tidak ditemukan pada spesies
hewan lain (Mishra dan Seshagiri 2000). Proses
hatching umumnya terjadi akibat tekanan
mekanik yang meningkat pada blastosis lanjut,
menyebabkan timbulnya lubang kecil pada zona
dan blastosis secara perlahan akan keluar
melalui lubang tersebut. Informasi mengenai
embrio hamster mini rusia yang dipakai dalam
penelitian tersebut sangat terbatas. Sejauh ini
belum ada laporan mengenai produksi dan
kultur embrio pada hamster mini rusia
(Phodopus campbelli) serta adanya faktor
proteolitik pada embrio tahap blastosis.

Keberhasilan hatching yang tinggi pada T4
mungkin hanya merupakan kontribusi faktor
medium yang cocok dengan kebutuhan fisiologis
dari embrio hamster mini rusia, atau mungkin
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juga dibantu faktor proteolitik jika memang ada.
Walau pun demikian terdapat indikasi bahwa
faktor medium dominan dalam menentukan
keberhasilan hatching seperti tercermin pada
perlakuan T3, tidak ada embrio hamster yang
berhasil hatching setelah kultur dengan medium
KSOMaa.

SIMPULAN

KSOMaa mampu mendukung perkemba-
ngan embrio tahap 8-sel pada mencit dan
hamster, tetapi persentase perkembangan
embrio hamster lebih rendah memasuki tahap
blastosis lanjut. Embrio mencit dan embrio
hamster tahap 8-sel tumbuh lebih baik dalam
medium HECM-6 dibandingkan KSOMaa.
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