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ABSTRACT

The purpose of the research was to know the effect of Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-I)
derived from pregnant crossbreed mare serum (PMS) in mice (Mus musculus) folliculogenesis.
The subject of this research were 20 female mice. The research was arranged by Completely
Randomized Design (CRD) with four treatments and five replications. The treatment were KO =
10 ng/ml of physiological NaCl, P1 = 10 ng/ml of IGF-1 PMS, P2 = 20 ng/ml of IGF-1 PMS,
and P3 = 40 ng/ml of IGF-I PMS. Observed variables are number of primary, secondary, tertiary
and de Graff follicles. During the treatment the estrus cycle was also observed. The data of
follicles number were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA), followed by HSD
(Honestly Significant Difference) test. The result showed that the addition of IGF-I PMS
significantly affect (p<0,05) on increasing of the primary and secondary follicles number. The
addition of IGF-1 PMS 20 ng/ml and 40 ng/ml can increase the primary and secondary follicle
significantly (p<0,05).
Key words: IGF-1, IGF-1 pregnant crossbreed mare serum, Folliculogenesis, Mus musculus

Pendahuluan saja. Sehingga memunculkan upaya untuk
Kebutuhan manusia akan protein hewa- meningkatkan populasi dan produktivitas
ni dari tahun ke tahun terus bertambah, ter- dari ternak.
catat di Indonesia terjadi peningkatan kon- Berdasarkan Peraturan Menteri Perta-
sumsi daging sebesar 6,65% dari tahun nian (Permentan) no. 48 tahun 2016 tentang
2013 hingga 2014 (Direktorat Jenderal Upaya Khusus Percepatan Peningkatan
Peternakan dan Kesehatan Hewan, 2015) Populasi Sapi dan Kerbau Bunting, Pasal 5
dan diperkirakan setiap tahunnya akan terus ayat 1 dan 2, upaya khusus percepatan
bertambah. Menurut data Badan Pusat Sta- peningkatan populasi sapi dan kerbau
tistik setiap tahunnya terjadi penurunan bunting dilakukan melalui sistem manaje-
jumlah perusahaan peternakan. Pada tahun men reproduksi. Sistem manajemen repro-
2011 hingga 2014 terjadi penurunan yang duksi meliputi pemeriksaan status repro-
signifikan terhadap ternak sapi yang dipo- duksi dan gangguan reproduksi, pelayanan
tong di RPH (Rumah Potong Hewan). Hal Inseminasi Buatan (IB) dan kawin alam,
ini membuat kekurangan suplai daging di pemenuhan semen beku dan N cair, pe-
pasar. Banyak upaya yang telah dilakukan ngendalian betina produktif, dan peme-
oleh pemerintah untuk megatasi masalah nuhan hijauan pakan ternak dan konsentrat.
ini, salah satunya dengan impor daging sapi Upaya untuk meningkatkan populasi dan
dari Australia namun, ini juga masih belum produktivitas ternak ini, peternak sering
mengatasi sepenuhnya karena harga daging mengalami kendala terutama masalah re-
impor tetap lebih mahal dibandingkan de- produksi. Masalah reproduksi yang biasa
ngan daging lokal dan tidak mungkin terus terjadi pada sapi induk antara lain, ternak
menerus bergantung pada impor daging bunting tetapi tidak menunjukkan tanda
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berahi, kelainan hormon reproduksi (pro-
gesteron tinggi) sehingga menyebabkan
terjadinya bunting semu dan kista luteal,
keluarnya leleran berwarna putih, keku-
ningan atau kehijauan yang berbau tidak se-
dap karena peradangan pada saluran repro-
duksi, tanda berahi yang tidak teramati pe-
ternak, kekurangan pakan sehingga menye-
babkan hipofungsi ovarium, kawin beru-
lang, dan kelainan hormon reproduksi
(estrogen tinggi) yang dapat disebabkan
oleh kista folikel (Ulum dan Purwantara,
2015)

Menurut Ismudiono, dkk. (2010) repro-
duksi atau perkembangbiakan merupakan
proses pembentukan individu baru, dalam
hal ini melalui proses perkawinan baik
alami maupun buatan. Menurut Nursyah
(2012) reproduksi adalah proses fisiologis
pada selurun makhluk hidup untuk
mempertahankan keturunan dan kelang-
sungan hidup. Proses ini memerlukan kerja
hormon reproduksi yaitu hormon yang
secara langsung atau tidak langsung ber-
partisipasi dalam proses reproduksi. Ova-
rium merupakan organ reproduksi yang
memiliki peran yang sangat penting.
Ovarium memiliki dua fungsi dasar yaitu
memproduksi oosit yang fertilizable dan
memiliki perkembangan yang sempurna,
serta untuk mensekresi hormon steroid yang
diperlukan untuk mempersiapkan saluran
reproduksi dalam proses fertilisasi dan
implantasi (Palermo, 2007) sehingga ketika
ovarium mengalami gangguan maka dapat
mengganggu sistem reproduksi. Banyak
penelitian yang menggunakan bahan bio-
aktif yang bertujuan untuk meningkatkan
kemampuan reproduksi.

Salah satu bahan bioaktif yang berpe-
ran dalam sistem reproduksi hewan betina
adalah Insulin-Like Growth Factor-lI (IGF-
). Suplementasi IGF-1 dalam medium
maturasi dan kultur oosit dapat menstimu-
lasi dan meningkatkan jumlah oosit yang
matang, meningkatkan hasil in vitro
fertilization (IVF) (Oberlender et al., 2013),
dan jumlah embrio yang mencapai tahap
blastosis pada beberapa jenis ternak ter-
masuk diantaranya babi dan sapi (Neira et
al., 2010), serta kerbau (Singhal et al.,
2009). Magalhaes-Padilha et al. (2012) me-
laporkan bahwa penambahan IGF-I selama
kultur folikel preantral babi dapat mening-
katkan diameter folikel, meningkatkan eks-

presi mMRNA Insulin-Like Growth Factor
Receptor-1 (IGFR-I) dengan suplementasi
Follicle  Stimulating Hormone (FSH)
selama kultur dan oosit yang dihasilkan
dapat memulai proses meiosis setelah
maturasi. Begitu juga menurut Silva et al.
(2009) bahwa IGF dapat meningkatkan
proliferasi sel-sel granulosa, steroidogene-
sis dan pertumbuhan oosit pada sebagian
besar spesies mamalia. Selain itu penelitian
yang dilakukan Echternkamp et al. (1990)
memberikan bukti yang menunjukkan bah-
wa kejadian kembar pada sapi dikaitkan
dengan peningkatan konsentrasi IGF-1 pada
serum maupun cairan folikel. IGF-I dari
ovarium dan (atau) yang berasal dari
sirkulasi sistemik, memainkan peran dalam
regulasi folikulogenesis dan merupakan
mediator dari komponen genetik dari
beberapa ovulasi pada sapi.

Materi dan Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental laboratorik dengan meng-
gunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL).
Penelitian ini menggunakan hewan coba
mencit betina galur Balb/C umur 28-32 hari
yang diperoleh dari Pusat Veterineria Far-
ma, Surabaya dan telah dinyatakan laik etik
oleh Komisi Etik Penelitian, Fakultas
Kedokteran Hewan, Universitas Airlangga.
Mencit yang digunakan sebanyak 20 ekor
dimana masing-masing dikelompokkan da-
lam 4 kelompok perlakuan. Kelompok kon-
trol (KO) diinjeksi dengan NaCl fisiologis
sebanyak 0,1 ml, kelompok perlakuan (P1)
diinjeksi dengan IGF-1 SKB dosis 10 ng/ml
sebanyak 0,1 ml, kelompok perlakuan (P2)
diinjeksi dengan IGF-1 SKB dosis 20 ng/ml
sebanyak 0,1 ml, dan kelompok perlakuan
(P3) diinjeksi dengan IGF-1 SKB dosis 40
ng/ml sebanyak 0,1 ml. Semua penyun-
tikkan dilakukan secara subkutan. Penyun-
tikan IGF-1 SKB dilakukan sebanyak 5 kali
dalam kurun waktu 5 hari. Sebelum mela-
kukan penyuntikkan semua mencit dila-
kukan pengambilan ulas vagina untuk
mengetahui status reproduksinya.

Pembedahan Hewan Coba dan Pem-
buatan Sediaan Histopatologi Ovarium
Mencit

Pada akhir penelitian hewan coba
dikorbankan dengan cara dianatesi dengan
eter hingga mati dan kemudian dilakukan
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pembedahan untuk mengambil ovarium
kirinya. Setelah diambil, ovarium kiri dipi-
sahkan dari jaringan lemaknya dan dima-
sukkan dalam formalin 10% untuk mem-
fiksasi jaringan. Setelah 1-2 hari terfiksasi,
ovarium Kiri masuk ke tahap selanjutnya
untuk pembuatan preparat histopatologi
ovarium mencit. Pembuatan preparat histo-
patologi ovarium mencit dilakukan dengan
teknik rutin pewarnaan Haematoxylin-Eosin
di Laboratorium Patologi Veteriner, Fakul-
tas Kedokteran Hewan, Universitas Air-
langga.

Identifikasi dan Penghitungan Folikel
Ovarium Mencit

Preparat ovarium yang telah jadi di-
amati dibawah mikroskop dengan perbe-
saran lensa okuler 10x serta lensa objektif
yang bervariasi mulai perbesaran 4x-40x.
Klasifikasi folikel didasarkan pada ukuran
oosit pada folikel dari masing-masing tahap
perkembangan, pada ukuran folikel diten-
tukan oleh jumlah sel yang menyelimuti
folikel, dan morfologi folikel (Pedersen
and Peters, 1968). Folikel primer terdiri
dari satu lapisan sel granulosa pipih dan
kubis atau hanya kubis saja, folikel se-
kunder terdiri dari dua atau lebih lapisan sel
granulosa kubis (Gougeon et al. 1996) ,
folikel antral kecil (folikel tersier) memiliki
rongga tersegmentasi dengan dua atau lebih
antrum, dan folikel antral besar (folikel de
Graff) memiliki satu rongga yang disebut
antrum yang terus menerus membesar
(Griffin et al. 2006). Penghitungan jenis
folikel (baik preantral dan antral) pada
ovarium dihitung dengan cara memeriksa
seluruh lapang pandang. Kemudian data
dikumpulkan dan dianalisis.

Analisis Data

Data jumlah folikel primer, sekunder,
tersier dan de Graff setelah diberi perlakuan
IGF-1 SKB dianalisa dengan menggunakan
Uji ANOVA (Analysis of Variance).
Apabila terdapat beda nyata (p<0,05), maka
dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Jujur
(BNJ) (Kusningrum, 2011). Adapun analisa
dan pengolahan data untuk penelitian ini
menggunakan program statistik komputer
dengan menggunakan software SPSS 20
(Statistical Product and Service Solution
20).

Hasil dan Pembahasan

Hasil Identifikasi dan Penghitungan
Jumlah Folikel Ovarium Mencit (Mus
musculus) Perlakuan Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1) Serum Kuda Crossbreed
Bunting

Hasil penghitungan jumlah folikel pri-
mer ovarium mencit setelah diberi Insulin-
like Growth Factor-l1 (IGF-1) Serum Kuda
Crossbreed Bunting (SKB) menunjukkan
adanya peningkatan jumlah folikel primer
pada ovarium mencit (Mus musculus). Pem-
berian Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-I)
serum kuda crossbreed bunting menun-
jukkan perbedaan yang nyata (P<0,05) pada
jumlah  folikel primer mencit (Mus
musculus) pada perlakuan P1, P2, dan P3.
Dosis IGF-I SKB 20 ng/ml dan 40 ng/ml
(P2 dan P3) dapat meningkatkan jumlah
folikel primer ovarium mencit (Mus
musculus) (P<0,05).

Hasil penghitungan jumlah folikel
sekunder ovarium mencit (Mus musculus)
setelah diinjeksi Insulin-like Growth Fac-
tor-1 (IGF-1) dari serum kuda crossbreed
bunting (SKB) menunjukkan adanya
perubahan. Pemberian Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1) dari serum kuda cross-
breed bunting menunjukan perbedaan yang
nyata (P<0,05) terhadap jumlah folikel
sekunder ovarium mencit (Mus musculus)
pada perlakuan P1, P2, dan P3. Dosis IGF-I
SKB 20 ng/ml dan 40 ng/ml (P2 dan P3)
dapat meningkatkan jumlah folikel sekun-
der ovarium mencit (Mus musculus) diban-
dingkan dengan kelompok kontrol (KO)
(P<0,05). Selain itu, Dosis IGF-1 SKB 20
ng/ml dan 40 ng/ml (P2 dan P3) juga
berbeda nyata (P<0,05) dengan kelompok
P1 dalam meningkatkan jumlah folikel
sekunder ovarium mencit (Mus musculus).

Hasil penghitungan jumlah folikel ter-
sier dan de Graff ovarium mencit (Mus
musculus) setelah diinjeksi Insulin-like
Growth Factor-l1 (IGF-I) dari serum kuda
crossbreed bunting (SKB) tidak menun-
jukkan adanya perubahan. Pemberian In-
sulin-like Growth Factor-lI (IGF-1) dari
serum kuda crossbreed bunting tidak
menunjukan perbedaan yang nyata (P>0,05)
terhadap jumlah folikel tersier dan de Graff
ovarium mencit (Mus musculus) pada
perlakuan P1, P2, dan P3.

Gambar masing-masing folikel terdapat
pada Gambar 1. Data hasil penghitungan
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jumlah folikel primer, sekunder, tersier, dan
de Graff ovarium mencit (Mus musculus)
setelah diinjeksi IGF-1 SKB disajikan
dalam Tabel 1, sedangkan grafik jumlah
folikel primer, sekunder, tersier dan de
Graff ovarium mencit (Mus musculus)

setelah diinjeksi IGF-I SKB dapat dilihat
pada Gambar 2.

Pembahasan
Ovarium sangat penting untuk mensu-
plai sel-sel germinal yang dibutuhkan untuk

kelangsungan hidup suatu spesies dan juga
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Gambar 1. Hasil identifikasi folikel ovarium mencit (Mus musculus). (A) Folikel primer, (B)
Folikel sekunder, (C) folikel tersier (Haematoxylin-Eosin, 400x) dan (D) folikel de
Graff (Haematoxylin-Eosin, 100x).

Tabel 1. Rerata dan simpangan baku jumlah folikel primer, sekunder, tersier, dan de Graff
ovarium mencit (Mus musculus) setelah diberi perlakuan IGF-1 SKB

Perlakuan Jumlah Folikel (x+SD)
Folikel Primer Folikel Sekunder Folikel Tersier Folikel de Graff
KO 9,40° + 6,58 6,20°+ 3,11 4,60% + 2,88 3,404+ 2,79
P1 14,00? + 2,82 8,40° + 2,88 8,40° + 2,88 3,000+ 1,22
P2 23,80+ 7,19 21,60° + 6,34 8,60° + 4,27 3,60°+ 1,14
P3 20,40 + 4,87 20,00° + 10,12 11,0+ 4,41 5,40° + 1,81
Keterangan : Superskrip yang berbeda pada satu kolom menunjukkan perbedaan
yang nyata (p<0,05)

P1 =diinjeksi 10 ng/ml IGF-1 SKB
P2 = diinjeksi 20 ng/ml IGF-1 SKB
P3 = diinjeksi 40 ng/ml IGF-1 SKB

25
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m Folikel Primer m Folikel Sekunder m Folikel Tersier mFolikel de Graff

Jumlah Folikel

Gambar 2. Grafik rerata jumlah folikel primer, sekunder, tersier dan de Graff ovarium mencit
(Mus musculus) setelah diberi perlakuan IGF-1 SKB
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berfungsi menghasilkan hormon-hormon
yang berguna bagi pertumbuhan dan per-
kembangan individu betina (Hoyer, 2004.,
Bhattacharya and Keating, 2012., Anderson
and Hirshfield, 1992). Betina dilahirkan
dengan jumlah folikel primordial yang
terbatas yang nantinya akan habis dan tidak
dapat bertambah lagi. Hal ini lah yang
menyebabkan folikulogenesis disebut seba-
gai proses yang irreversibel (Edson et al.
2009., Hirshfield, 1991., dan Elvin and
Matzuk, 1998). Folikulogenesis ovarium
terdiri dari semua proses pertumbuhan
folikel, diferensiasi, serta ovulasi dan lebih
dari 99% folikel yang dihasilkan oleh
ovarium akan berdegenerasi atau menga-
lami atresia. Pada mamalia, pertumbuhan
folikel diatur oleh faktor endokrin seperti
FSH dan LH serta fakor parakrin. Diantara
faktor tersebut, suatu elemen yang disebut
sistem Insulin-like Growth Factor (IGF)
memainkan peran penting dalam memo-
dulasi aktifitas gonadotropin dalam proli-
ferasi dan diferensiasi sel-sel folikuler
(Monget et al. 1996).

Berdasarkan hasil penelitian ini, pem-
berian Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-I)
dari serum kuda crossbreed bunting dapat
menambah jumlah folikel primer dan
sekunder secara nyata (P<0,05) yang diban-
dingkan dengan kontrol. Jumlah folikel
tersier dan de Graff dari mencit (Mus
musculus) yang diinjeksi dengan Insulin-
like Growth Factor-l (IGF-I) tidak berbeda
nyata (P>0,05) dengan kelompok kontrol
(KO0). Dosis IGF-I 20 ng/ml dan 40 ng/mi
dapat meningkatkan jumlah folikel primer
dan sekunder secara signifikan (P<0,05)
dibandingkan kelompok kontrol (K0). Hal
ini membuktikan bahwa fungsi IGF-I pada
sel-sel folikel yang dapat merangsang sel-
sel reseptor tipe | pada sel-sel granulosa dan
sel-sel teka (Giudice, 1992) dan ekspresi
reseptor tersebut pada sel-sel granulosa
ditingkatkan oleh adanya estrogen dan
gonadotropin. Sedangkan ekspresi reseptor
IGF-1 dapat meningkat pada folikel antral
kecil (Wand;ji et al.,1992).

Dari hasil penelitian ini Insulin-like
Growth Factor-l1 (IGF-1) dari serum kuda
crossbreed bunting dapat meningkatkan
jumlah folikel primer dan sekunder karena
mencit yang digunakan belum memasuki
pubertas. Hal ini sesuai dengan teori per-
kembangan folikel yang dikemukakan oleh

Partodihardjo (1992) dimana pada mencit
umur pra pubertas seperti yang digunakan
pada penelitian ini dalam ovarium mencit
yang dominan adalah perkembangan folikel
primer dan sekunder.

Terdapat pula teori yang menyatakan
bahwa perkembangan folikel ovarium diba-
gi menjadi dua tahapan yaitu fase preantral
dan antral. Fase preantral meliputi folikel
primordial, folikel primer dan folikel se-
kunder. Fase preantral atau gonadotropin-
independent phase ditandai dengan per-
tumbuhan dan diferensiasi oosit yang
dipengaruhi oleh faktor-faktor pertumbuhan
melalui sistem autokrin/parakrin, seperti
Transforming Growth Factor p (TGF-p)
superfamily dan Insulin-like Growth Factor
1 (IGF-1). Fase antral atau fase gona-
dotropin-dependent ditandai dengan pe-
ningkatan pesat dari ukuran folikel itu. Fase
antral meliputi folikel de graff. Fase antral
diatur oleh Follicle Stimulating Hormone
(FSH) dan Luteinizing Hormone (LH)
serta faktor-faktor pertumbuhan lainnya.
Faktor-faktor pertumbuhan ini akan me-
rangsang proliferasi sel dan mempenga-
ruhi aktivitas gonadotropin (Webb et al.,
2004; Anwar, 2005; Gannon, 2013). Oleh
karena itu, pada penelitian ini hanya folikel
primer dan sekunder saja lah yang menga-
lami peningkatan jumlah yang signifikan
sedangkan folikel tersier dan de Graff
mengalami pertambahan ukuran.

Mekanisme kerja komplek protein
IGF-1 dan IGFBP-3 pada folikel immature
dan mature dijelaskan dalam Roche (1998)
bahwa pada folikel immature, LH akan
merangsang sel teka untuk membentuk
androgen dengan dibantu oleh IGF-1 dan
aktivin yang berada di sel granulosa. IGF-1
akan berikatan IGFBP-3 kemudian dipecah
dengan TIMP (Tissue Inhibitoring Metalo
Proteinase) yang tinggi tetapi kemampuan
memecahnya tidak terlalu besar sehingga
IGF-1 dihasilkan tidak banyak. Androgen
dibawa ke sel granulosa kemudian diubah
menjadi estradiol melalui proses aroma-
tisasi dan dirangsang oleh IGF-I dan FSH.

Pada folikel mature, LH akan me-
rangsang sel teka untuk membentuk an-
drogen dibantu oleh IGF-I dan Inhibin yang
berada di sel granulosa. IGFBP-3 akan
dipecah oleh TIMP menghasilkan 1GF-I
dalam jumlah banyak. Androgen dibawa ke
sel granulosa dan diubah menjadi estradiol
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melalui proses aromatisasi, dikontrol oleh
enzim aromatase inhibitor yang dihasilkan
oleh sel granulosa, kemudian dirangsang
oleh IGF-1 dan FSH sehingga sekresi
estradiol meningkat (Roche, 1998). Hal ini
lah yang membuat dalam pemeriksaan
siklus estrus mencit yang digunakan yang
mula-mula belum memasuki fase estrus
akan memasuki fase estrus lebih cepat dan
terus dipertahankan selama masa penyun-
tikan IGF-I.

Komplek protein IGF-1 dan IGFBP-3
berpengaruh terhadap pembentukan FSH,
dan hormon FSH tersebut yang dihasilkan
oleh hipofisa anterior akan berperan me-
rangsang pertumbuhan folikel pada ova-
rium dan juga akan merangsang pem-
bentukan reseptor LH pada sel-sel folikel
ovarium (Peters, 1985). Menurut Rochler
(1993) penyuntikan kompleks protein IGF-I
dan IGFBP-3 pada fase diestrus dapat
merangsang hipofisa anterior untuk meng-
hasilkan LH dan FSH yang mensekresikan
hormon estrogen dalam darah. Peningkatan
sekresi estradiol oleh sel-sel folikel domi-
nan saat ovulasi akan menyebabkan birahi
dan merangsang banjir LH serta penge-
luaran ovum.

Kesimpulan

Pemberian Insulin-like Growth Factor-
I (IGF-1) dari serum kuda crossbreed
bunting (SKB) dapat meningkatkan jumlah
folikel primer dan sekunder. Dosis IGF-I
SKB 20 ng/ml dan 40 ng/ml dapat me-
ningkatkan jumlah folikel primer dan
sekunder. Tidak ada dosis IGF-1 SKB yang
dapat meningkatkan jumlah folikel tersier
dan de Graff.
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