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Abstrak. Gunawan M, Kaiin EM, Andini DS, Anggraini CMP, Haifa R, Widyawati Z, Setiorini. 2017. Pengaruh ukuran Laser Assisted
Hatching terhadap viabilitas blastokista awal mencit (Mus musculus) pasca vitrifikasi sebagai upaya konservasi satwa langka. Pros
Sem Nas Masy Biodiv Indon 3: 376-380. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bahwa ukuran penipisan zona pelusida dengan Laser
Assisted Hatching dapat memengaruhi viabilitas kultur embrio pascavitrifikasi. Embrio uji yang digunakan dalam penelitian yaitu
embrio blastokista awal pascavitrifikasi yang dibagi menjadi lima perlakuan (KK 1, KK 2, KP1, KP2, dan KP3) dengan lima kali
ulangan. KK 1 merupakan kelompok kontrol normal yang divitrifikasi tanpa penipisan zona pelusida dan dikultur selama 72 jam, KK 2
merupakan kelompok kontrol perlakuan tanpa vitrifkasi dengan penipisan 1/2 zona pelusida dan dikultur selama 72 jam, KP1, KP2, dan
KP3 merupakan kelompok perlakuan blastokista awal yang divitrifikasi dan diberikan perlakuan penipisan zona pelusida masing-masing
dengan ukuran 1/4 dari keliling zona pelusida, 1/2 keliling zona pelusida dan 2/3 keliling zona pelusida secara berurutan. Berdasarkan
hasil penelitian persentase viabilitas embrio setelah kultur 72 jam pada KK 1, KK 2, KP1, KP2, dan KP3 secara berturut-turut yaitu
68,33%; 80,00%; 66,67%; 78,33%; 65,00. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ukuran penipisan 1/2 keliling zona pelusida (KP2)
merupakan ukuran yang paling efektif untuk membantu meningkatkan viabilitas blastokista awal karena ukuran tersebut mendekati
perkembangan embrio pada KK 2.

Kata kunci: Blastokista awal, Laser Assisted Hatching, penipisan zona pelusida, vitrifikasi

Abstrak. Gunawan M, Kaiin EM, Andini DS, Anggraini CMP, Haifa R, Widyawati Z, Setiorini. 2017. The effect of Laser Assisted
Hatching size on mice's (Mus musculus) of early blastocyst viability post vitrification as a rare endangered conservation effort. Pros
Sem Nas Masy Biodiv Indon 3: 376-380. The aim of this study was to find out that the zona thinning of embryo with Laser Assisted
Hatching can assist in the viability of embryo culture post vitrification. The embryo test used in the study was early blastocyst post
vitrification divided into five treatments (KK 1, KK 2, KP1, KP2, and KP3) with five replications. KK 1 is a normal control group that is
vitrified without thinning of the zona pellucida and cultured for 72 hours, KK 2 is a treatment control group without vitrification with
zona thinning of 1/2 zona pellucida and cultured for 72 hours, KP1, KP2, and KP3 are blastocyst treatment groups a vitrified and
thinning of pellucid zone treatment of each 1/4 of the of the pellucid zone, 1/2 of the pellucid zone and 2/3 of the pellucid zone in
succession. Based on the results of the research, the percentage of viability KK 1, KK 2, KP1, KP2, and KP3 are respectively 68.33%;
80.00%; 66.67%; 78.33%; 65.00. The results of this study indicate that the thinning 1/2 of the zona pellucida (KP2) is the most effective
measure to help improve the development of early blastocyst culture and viability as it approximates embryonic development in KK 2.

Keyword: Early blastocyst, laser assisted hatching, thinning zona pellucida, vitrification

PENDAHULUAN

Indonesia merupakan salah satu negara dengan
keanekaragaman hayati kedua tertinggi di dunia setelah
Brazil. Sejumlah besar spesies hewan dan tumbuhan di
dunia ditemukan di Indonesia. Spesies tersebut tersebar di
17.000an pulau yang dimiliki Indonesia. Spesies mamalia
jumlahnya mencapai 515 spesies, namun saat ini

populasinya di Indonesia mengalami kepunahan hingga
20% (Rainforest Action Network 2016). Salah satu upaya
yang tepat untuk mengatasi kepunahan tersebut ialah
Teknologi Reproduksi Berbantuan (Assisted Reproduction
Technology) (Madihah et al. 2006).

Teknologi reproduksi berbantuan dapat mengatasi
masalah reproduksi makhluk hidup di antaranya, untuk
mengatasi infertilitas pada mamalia dan memaksimalkan
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proses peningkatan mutu produksi hewan (Madihah et al.
2006). Teknologi yang biasa digunakan meliputi
manipulasi embrio, pembekuan embrio, dan transfer
embrio. Salah satu cara yang tepat untuk mengatasi
kepunahan populasi mamalia ialah dengan penyimpanan
embrio (kriopreservasi embrio) (Simione 2009).

Teknik  kriopreservasi  embrio, adalah  teknik
penyimpanan embrio pada suhu -196°C. Prinsip teknik
tersebut, adalah mencegah kerusakan sel dengan cara
memperlambat aktivitas metabolisme dalam sel pada suhu
rendah (-196°C) (Batuhan et al. 2010). Metode tersebut
dapat dibagi menjadi kriopreservasi konvensional
(pembekuan secara lambat) dan vitrifikasi (pembekuan
secara cepat). Krioprotektan adalah zat kimia yang
dibutuhkan pada proses kriopreservasi embrio untuk
mencegah terbentuknya kristal es dan melindungi sel
selama proses pembekuan sehingga viabilitas dan
perkembangan embrio tetap terpelihara (Amorim et al.
2011). Krioprotektan intraseluler adalah etilen glikol (EG)
dan dimetil sulfoksida (DMSO) (Kasai et al. 2002). Selain
itu krioprotektan ekstraseluler adalah protein, polimer, dan
sukrosa (Rizal 2002). Oleh karena itu, pada penelitian ini
menggunakan kombinasi EG dan DMSO sebagai
krioprotektan  intraseluler =~ dan  sukrosa  sebagai
krioprotektan ekstraseluler.

Upaya pelestarian spesies dengan teknik vitrifikasi
embrio telah berkembang dengan pesat, namun masih
terdapat beberapa kendala, antara lain penurunan viabilitas
embrio dan pengerasan zona pelusida (Chi 2002). Zona
pelusida akan mengalami pengerasan akibat proses
vitrifikasi pada suhu rendah. Hal ini akan menghambat
proses hatching pada embrio sehingga pertumbuhan embrio
kurang optimal (Hsieh et al. 2002). Oleh karena itu perlu
dilakukan teknik dalam mengatasi masalah pengerasan
zona pelusida embrio pascavitrifikasi.

Manipulasi zona pelusida dilakukan dengan beberapa
metode misalnya dengan penipisan zona pelusida. Wang et
al. (2016) menyatakan bahwa teknik penipisan zona
pelusida lebih mudah dilakukan dan tidak menimbulkan
resiko besar. Teknik penipisan zona pelusida dilakukan
dengan tiga cara yaitu secara mekanik, kimia, dan laser.
Teknik penipisan zona pelusida menggunakan laser lebih
aman dibandingkan teknik lainnya (Wang et al. 2016).

Laser Assisted Hatching (LAH) adalah teknik
penembakan zona pelusida dengan menggunakan sinar
infrared. Teknik tersebut telah diterapkan pada embrio
mencit (Lee et al. 2015) dan embrio manusia (Wang et al.
2016). Viabilitas dapat diketahui dengan melakukan kultur
embrio. Kultur embrio dilakukan dengan menggunakan
medium yang sesuai, agar embrio dapat tumbuh dan
berkembang dengan baik (Widjiati et al. 2012). Medium
kultur yang digunakan adalah medium CZB (Chatot
Ziomek Bavister).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
variasi ukuran penipisan zona pelusida menggunakan laser
1/4 dari keliling zona pelusida, 1/2 dari keliling zona
pelusida dan 2/3 dari keliling zona pelusida terhadap
viabilitas dan proses viabilitas pada embrio pascavitrifikasi.
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BAHAN DAN METODE

Penelitian ini telah disetujui oleh Komite Etik
Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran, Universitas
Indonesia, Salemba, Jakarta. Semua percobaan dengan
mencit dilakukan sesuai dengan standar International
Conference on Hormonization Good Clinical Practice
(ICH-GCP).

Metode penelitian
Pemeliharaan hewan uji

Mencit dewasa (Mus musculus L.) galur DDY
dipelihara dalam bak kandang plastik. Bak kandang plastik
tersebut berisi serbuk kayu yang berfungsi sebagai alas
untuk menyerap kotoran. Mencit diberi makanan dan
minuman secara ad libitum (tanpa batas). Berat mencit
untuk perlakuan dipelihara hingga mencapai kurang lebih
35-50 gram. Kandang-kandang plastik yang berisi mencit
ditempatkan di dalam rumah hewan dan diterangi lampu
tube lamp dengan siklus terang selama 12 jam (pukul
08.00-20.00 WIB) dan siklus gelap 12 jam (pukul 20.00-
08.00 WIB) setiap hari. Sirkulasi udara dibantu dengan
menggunakan exhaust fan.

Superovulasi

Mencit betina galur DDY berumur 10-15 minggu
disuperovulasi dengan penyuntikan hormon PMSG
(Folligon) dengan dosis 5 1U/0,1 mL, 48 jam kemudian
mencit tersebut disuntik dengan hormon hCG (Chorulon)
dengan dosis 5 IU/0,1 mL secara intraperitonial.
Kemudian, mencit dikawinkan secara alami dengan
mencampurkan mencit jantan galur DDY dalam satu
kandang dengan perbandingan kawin 1:1. Tanda terjadinya
perkawinan dilakukan dengan pemeriksaan vaginal plug
pada pagi hari berikutnya.

Koleksi embrio

Pengambilan embrio uji dilakukan dengan cara
pembedahan bagian abdomen (perut) mencit betina yang
bunting hari ke 4 untuk mendapatkan embrio tahapan
blastokista awal. Mencit betina yang telah dibius
sebelumnya, dibedah kemudian dilakukan isolasi bagian
uterusnya untuk dilakukan flushing uterus. Flushing uterus
dilakukan dengan menggunakan medium CZB (Chatot
Ziomek Bavister) Hepes.

Vitrifikasi

Vitrifikasi dilakukan dengan sistem Closed Pulled
Straw menggunakan krioprotektan etilen glikol (EG) dan
dimetil sulfoksida (DMSO) dengan konsentrasi 15%, serta
sukrosa sebanyak 0,5 M. Vitrifikasi dilakukan dalam
beberapa tahapan yaitu tahapan adaptasi dengan cara
menempatkan embrio dalam medium CZB + HEPES
selama 5-10 menit. Selanjutnya embrio dipaparkan ke
dalam medium ekuilibrasi (medium CZB Hepes + serum
20% + 10% EG + 10% DMSO) selama 3 menit, lalu
embrio dipindahkan ke dalam medium vitrifikasi yaitu
mCZB Hepes + serum 20% + 0,5 M sukrosa + 15% EG +
15% DMSO). Selanjutnya embrio akan dikemas didalam
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straw ukuran 0,25 mL dengan bantuan syringe 2,5 mL dan
disimpan dalam nitrogen cair selama 24 jam.

Thawing

Thawing (pencairan embrio) dilakukan dengan
mencelupkan straw berisi embrio ke dalam water bath
dengan suhu 37°C selama 30 detik, kemudian dikeringkan
dan diketuk-ketuk agar medium didalam straw tercampur.
Selanjutnya straw dibuka diatas kaca arloji yang berisi
medium CZB. Kemudian embrio dipindahkan ke dalam
medium mCZB Hepes yang ditempatkan pada kaca arloji.
Embrio diamati di bawah mikroskop stereo dan selanjutnya
dipindahkan ke dalam medium adaptasi (mCZB + 5%
BSA) dalam bentuk spot 30 pL untuk 5-10 embrio.

Laser Asissted Hatching

Perlakuan laser dilakukan pada satu per satu embrio
dengan menggunakan mikroskop inverted (Observer. Al,
Zeiss) dengan perbesaran lensa 25L melalui komputer
program spesialisasi OCTAX Eyeware (2.0.0.128).
Pengaturan penipisan ketebalan dan keliling zona pelusida
diatur dalam komputer program spesialisasi dengan
penipisan 60-80% dari keliling zona pelusida. Kontrol
normal (KK1) merupakan embrio blastokista awal setelah
vitrifikasi kemudian di kultur. Kontrol perlakuan (KK2)
merupakan embrio blastokista awal tanpa vitrifikasi dan
dilakukan penipisan dengan ukuran 1/2 keliling zona
pelucida. Perlakuan Laser Assisted Hatching merupakan
embrio blastokista awal setelah vitrifikasi kemudian
dilakukan penipisan zona pelucida sesuai dengan arah
jarum jam. Arah jarum 12.00-03.00 untuk ukuran penipisan
1/4 keliling zona pelusida (KP1), arah jarum jam 12.00-
06.00 untuk ukuran penipisan 1/2 keliling zona pelusida
(KP2) dan arah 12.00-07.00 untuk ukuran 2/3 keliling zona
pelusida (KP3).

Kultur in vitro embrio

Embrio dipindahkan kembali ke medium adaptasi
(mCZB Hepes + 10% BSA) dan selanjutnya dipindahkan

Tabel 1. Persentase viabilitas embrio hasil kultur 72 jam
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kedalam medium CZB kultur dalam bentuk spot 50 pL
untuk 5-10 embrio. Embrio dikultur dalam inkubator 5%
CO, dengan suhu 37,5°C. Setelah itu, dilakukan pewarnaan
dengan pewarna Hoechst/PI untuk melihat morfologi
normal dan degenerasi.

Analisis data

Data dianalisis secara statistik menggunakan program
komputer Statistical Product and Service Solution (SPSS)
versi 16.00. Data diuji normalitasnya dengan uji Saphiro-
Wilk dan diuji homogenitasnya dengan uji Levene. Data
yang normal dan homogen tersebut kemudian diuji dengan
uji  parametrik analisis variansi (ANAVA). Data
selanjutnya diuji dengan uji perbandingan berganda Least
Significance Difference (LSD).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Persentase viabilitas embrio 72 jam pada kelompok
perlakuan KK1, KK2, KP1, KP2, dan KP3 secara berturut-
turut yaitu 68,33%; 80,00%; 66,67%; 78,33%; 65,00%
(Table 1). Gambar 1 menunjukkan embrio yang terbentuk.

Pembahasan

Persentase viabilitas embrio mencit setelah kultur 72
jam yang diperoleh masing-masing kelompok secara
deskriptif cukup beragam (Tabel 1). Hasil yang beragam
kemungkinan disebabkam oleh beberapa faktor diantaranya
vitrifikasi dan ukuran penipisan zona pelusida (Wang et al.
2016). Hasil statistik menunjukkan bahwa viabilitas embrio
bersifat normal dan homogen, sehingga keberagaman
viabilitas yang diperoleh tidak signifikan secara statitistik.
Hasil rerata viabilitas embio setelah kultur 72 jam
berdasarkan uji ANAVA menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan nyata pada setiap kelompok perlakuan.

Jumlah Perlakuan
Ulangan mbrio KK 1 KK 2 KP1 KP2 KP3
n % n % n % n % n %
1 50 6 60 8 80 6 60 9 90 8 80
2 50 7 70 8 80 6 60 8 80 6 60
3 50 6 60 8 80 7 70 7 70 7 70
4 50 7 70 7 70 8 80 8 80 7 70
5 50 7 70 8 80 6 60 8 80 5 50
6 50 8 80 9 90 7 70 7 70 6 60
Rata-rata 68,33% 80,00° 66,67° 78,33% 65,00%
SD 7,53 6,32 8,16 7,53 10,49

Keterangan: ®™° Huruf superskrip yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0.05) dengan uji ANAVA
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Gambar 1. Embrio dengan morfologi normal dan degenerasi melalui pewarnaan Hoechst/PI. Keterangan: A. Blastokista awal morfologi
normal, B. Blastokista awal normal hasil pewarnaan, C. Blastokista awal degenerasi, D. Blastokista awal degenerasi hasil pewarnaan

Hasil uji LSD menunjukkan adanya perbedaan nyata
antar kelompok. Hasil persentase terbesar terdapat pada
kelompok perlakuan 2 (KP2) yaitu kelompok embrio
pascavitrifikasi dengan LAH penipisan 1/2 keliling zona
pelusida sebesar 78,33% dan hasil terkecil terdapat pada
kelompok perlakuan 3 (KP3) yaitu kelompok embrio
pascavitrifikasi dengan LAH penipisan 2/3 keliling zona
pelusida sebesar 65%. Hal tersebut disebabkan oleh
perlakuan vitrifikasi pada embrio sehingga embrio
mengalami pengerasan zona pelusida dan mengganggu
perkembangan embrio serta menyebabkan viabilitas embrio
menurun. Pengerasan ini diakibatkan adanya pendinginan
pada tahapan vitrifikasi yang dapat menghambat
metabolisme embrio hingga mengalami kematian
(Boediono et al 2005; Lee et al. 2015). Namun dengan
adanya teknologi penipisan zona pelusida dapat membantu
meningkatkan viabilitas embrio. Teknologi
mikromanipulasi embrio dengan laser (LAH) dapat
dilakukan dengan penipisan (Rink 1996). Pada penelitian
ini ukuran penipisan dapat memengaruhi keadaan embrio
pascavitrifikasi. Kelompok perlakuan 2 (KP2) adalah
perlakuan LAH yang paling efektif, karena penipisan
dilakukan di area alami hatching sehingga embrio dapat
melakukan hatching secara sempurna (Sung et al 2014;
Hammadeh et al 2011). Sebaliknya embrio yang
mengalami penipisan 1/4 dan 2/3 mengalami pertumbuhan
yang lebih lambat dibandingkan 1/2. Hal tersebut
dikarenakan pada penipisan 1/4 embrio masih terhalang
oleh zona pelusida yang mengeras, sehingga perkembangan
terjadi tidak sempurna. Sedangkan penipisan 2/3 dianggap
dapat merusak embrio karena blastosol yang ada didalam
embrio akan terkena radiasi akibat dari paparan laser
(Popula 2004). Zona pelusida sendiri juga memiliki fungsi
yang penting bagi embrio selama masa perkembangannya
yaitu untuk melindungi embrio secara mekanik dan sebagai
perantara transportasi zat selama perjalanannya di dalam
uterus pada proses in vivo dan di dalam medium pada
proses in vivo (Sadler 2012).

Pewarnaan embrio dilakukan untuk dapat melihat ciri-
ciri morfologi embrio yang normal dan degenerasi.
Pewarnaan yang dilakukan pada penelitian ini
menggunakan pewarna Hoechst dan PI (Propidium-Iodida).
Penggunaan pewarna tersebut untuk mewarnai embrio
setelah kultur 72 jam. Pewarna Hoechst mudah berikatan

dengan inti blastomer dibandingkan dengan pewarna lain.
Hal ini dikarenakan pewarna Hoechst memiliki
permeabilitas yang tinggi terhadap sel sehingga mudah
masuk ke dalam inti blastomer (Hawes et al. 2000).
Pewarna hoechst akan memendarkan cahaya warna biru
pada mikroskop fluoroscense dengan panjang gelombang
cahaya 330-380 nm (Joung et al. 2012).

Embrio yang hidup akan menunjukkan fluoresensi yang
maksimal yang disebabkan oleh ikatan senyawa pewarna
tersebut dengan daerah pada rantai DNA blastomer yang
banyak mengandung pasangan basa A-T (Hawes et al.
2000). Pewarna PI juga digunakan untuk melihat embrio
dengan morfologi embrio degenerasi. Pewarna PI berfungsi
untuk mewarnai embrio yang mati dengan memendarkan
warna merah. Embrio yang mengalami kematian akan
mengalami kerusakan, yaitu ditandai dengan berkurangnya
kemampuan permeabilitas embrio (Triwulanningsih et al.
2002). Hal ini menyebabkan pewarna Hoechst tidak dapat
berpenetrasi dengan inti blastomer, sebaliknya pewarna PI
akan mudah terserap ke dalam membran blastomer dan
kemudian memendarkan warna merah pada mikroskop
fluorosense yang diamati. Pewarna ini yang menjadi
indikator bahwa embrio mengalami degenerasi atau
kematian blastomer (Triwulanningsih et al. 2002).

Dpat disimpulkan bahwa variasi ukuran penipisan zona
pelusida menggunakan 1/4 dari keliling zona pelusida, 1/2
dari keliling zona pelusida, dan 2/3 dari keliling zona
pelusida berpengaruh terhadap viabilitas blastokista awal
pascavitrifikasi; dengan ukuran yang paling efektif yaitu
penipisan 1/2 dari keliling zona pelusida.
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