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ABSTRACT

This study was undertaken to examine the effect of ovaries storage duration in PBS
medium supplemented by estradiol-17p hormone and/or FSH on in vitro maturation and
fertilization of ovine oocytes. Ovaries collected from local sheep at slaughter house were
brought to the laboratory in PBS solution supplemented by E-17p, FSH, and E-17p +
FSH (2 ng/ml in each medium) at 37C within 4, 8, and 12 hours respectively. Oosit were
aspirated from the follicles of 2-5 mm in diameter using syringe 18G containing
maturation medium (TCM-199 + 10% FCS + FSH 1 pg/ml + HCG 1 pg/ml + E-17p 1
ng/ml) and washed three times with the same medium. Ten to fifteen oocytes were
mineral oil in each culture dish. After culture for 24 hours at 38C in 5% CO2 incubator
the maturation oocytes was observed. At 24 hours after fertilization, the oocytes were
cleavage 2 cell stage and had second polar body were considered as fertilization oocytes.
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian hormon Estradiol-17p
dan/atau Follicle Stimulating Hormone (FSH) yang ditambahkan ke dalam media penyim
panan ovarium dan lama penyimpanan terhadap tingkat maturasi dan fertilisasi in vitro
oosit domba. Ovarium diambil dari RPH kemudian dimasukkan dalam media PBS yang
ditambahkan hormon E-17p, FSH, dan E-17p+FSH kemudian disimpan masing-masing
4, 8, dan 12 jam pada temperatur 37C sebelum oosit dalam folikel diaspirasi. Oosit
diaspirasi dari folikel ovarium dengan jarum 18 G menggunakan media TCM-199+10%
FCS dan dicuci tiga kali. Selanjutnya dimaturasi dalam media TCM-199+10% FCS+E-
17p+FSH+HCG (masing-masing 1|xg/ml) selarfia 24 jam dalam inkubator CO2 5%
dengan suhu 38C. Setelah maturasi, oosit diamati tingkat maturasinya yang ditandai
dengan adanya polar body pertama. Tingkat fertilisasi diamati 24 jam setelah diinsemi-
nasi yang ditunjukkan dengan adanya pembelahan atau adanya polar body kedua. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa tingkat maturasi pada media yang mengandung hor
mon FSH lebih tinggi (53,75%) dibandingkan dengan media yang mengandung hormon
E-17p dan E-17p+FSH (39,28 dan 36,38%). Sedangkan penyimpanan selama 12 jam
berbeda nyata (p<0,05) lebih rendah dibandingkan penyimpanan selama 4 dan 8 jam
pada semua perlakuan hormon. Begitu juga tingkat fertilisasi, media yang mengandung
FSH memberikan angka fertilisasi yang lebih tinggi (47,62%) sedangkan penyimpanan 4
jam berbeda nyata dengan 12 jam pada semua perlakuan hormon. Hasil ini menunjukkan
bahwa penambahan hormon FSH ke dalam media penyimpanan ovarium selama 4-8 jam
dapat meningkatkan angka maturasi dan fertilisasi in vitro oosit domba.

Kata kunci: Estradiol-17p, FSH, penyimpanan ovarium, IVM, IVF, oosit domba.
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The results indicated that supplemention of FSH in PBS medium, had significant higher
(P<0.05) on in vitro maturation and fertilization rates (53.75% and 47.62%) than
supplemented by E-17p or E-17p + FSH within 4 hours. Ovaries storage for 4 hours and
8 hours had higher significantly (P<0.05) on in vitro maturation and fertilization rates than
storage for 12 hours.

Key words: Estradiol-17p, FSH, ovaries storage, IVM, IVF, ovine oocytes.

PENDAHULUAN

Dalam pelaksanaan fertilisasi in vitro, yang meliputi proses maturasi oosit,

fertilisasi dan perkembangan embrio, diperlukan oosit yang layak dibuahi
(fertilizable) sehingga embrio yang dihasilkan berkualitas baik dan dapat bertahan
hidup setelah ditransfer ke resipien. Untuk memperoleh oosit yang fertilizable secara

in vitro, maka viabilitas oosit dalam ovarium selama pengangkutan dari Rumah

Pemotongan Hewan (RPH) ke laboratorium perlu diperhatikan.

Hasil penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa tingkat maturasi dan fertilisasi in
vitro yang optimum diperoleh dari oosit sapi yang dikoleksi segera setelah
pemotongan (Kaiin et al., 1995). Namun demikian hal tersebut sulit dilakukan
mengingat jarak antara RPH dengan laboratorium, sering tidak mendukung. Oleh
karena itu, penyimpanan ovarium selama pengangkutan dari RPH ke laboratorium
untuk proses lebih lanjut memerlukan waktu dan media yang tepat agar viabilitas

oosit dapat dipertahankan.

Penelitian-penelitian terdahulu umumnya menggunakan NaCl fisiologis (0,9%)
sebagai media penyimpanan ovarium selama transportasi. Akan tetapi media

tersebut hanya dapat mempertahankan viabilitas oosit sekitar tiga jam (Shioya, 1988).
Penyimpanan ovarium dalam media Phosphat Buffered Saline (PBS) yang
mengandung antibiotika, selama 1-3 jam dapat memperbaiki hasil tingkat maturasi
dan fertilisasi in vitro (Madison et al., 1992; Lim et al., 1993). Lama penyimpanan

ovarium juga telah dilakukan pada oosit sapi yang disimpan dalam media PBS yang
mengandung antibiotik selama empat jam pada temperatur 30-35C dan

memberikan hasil tingkat maturasi dan fertilisasi yang lebih tinggi dibanding dengan
penyimpanan enam jam (Kaiin et al., 1995). Selain media penyimpanan, viabilitas
oosit juga dipengaruhi oleh suhu media tersebut. Nakao dan Nakatsuji (1992)
melaporkan bahwa apabila ovarium disimpan pada media Ringer dengan suhu 39C
dan 4C selama 6,5 jam, embrio 8 sel tidak mengalami perkembangan, sedangkan
apabila ovarium disimpan pada 20C dalam waktu dan media yang sama, embrio 8

sel dapat berkembang sampai tahap morula secara in vitro.

Dari beberapa penelitian sebelumnya yang menggunakan berbagai macam
media dan kondisi penyimpanan, belum ada yang menambahkan hormon steroid

dan gonadotropin dalam media penyimpanan ovarium yang biasanya digunakan
pada proses maturasi in vitro.
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BAHAN DAN METODE

Koleksi dan Maturasi Oosit

Penelitian ini menggunakan ovarium domba yang diperoleh dari RPH. Ovarium
dibagi dalam empat kelompok, yaitu: (1) ovarium dimasukkan ke dalam termos yang
berisi media PBS+antibiotik+Estradiol-17p (2pg/ml). (2) PBS+Antibiotik+FSH (2pg/
ml). (3) PBS+antibiotik+FSH+Estradiol-17p (masing-masing 2pg/ml). (4) PBS+ anti-
biotik. Masing-masing kelompok dibawa ke Laboratorium Bioteknologi Reproduksi,
Puslitbang Bioteknologi-LIPI, Cibinong, dan dijaga suhunya sekitar 37C. Oosit diaspi-
rasi dari ovarium yang disimpan selama 4, 8, dan 12 jam setelah domba dipotong.
Oosit diaspirasi dari folikel yang berukuran 1-3,5 mm dengan menggunakan syringe
10 ml dan jarum berukuran 18 G. Oosit dicuci sebanyak tiga kali dalam media TCM-
199 (25 mM HEPES dengan Earie Salt, GIBCO, NY, USA)+Foetal Calf Serum 10%.
Hanya oosit yang memiliki sel kumulus kompak yang dikultur dalam tetesan 100 pi
media TCM-199+antibiotik Streptomisin (50^ml) dengan Penisilin-G (100 Unit/ml)

+ 10% FCS (Gibco, NY, USA)+FSH (Ovagen, NZ)+HCG (Chorulon, Intervet) +Estra-
diol-17(3 (Sigma) masing-masing lpg/ml, dalam cawan petri (35 mm, Neuclon, Inter-
med, Denmark) dan ditutup dengan minyak mineral (Sigma). Selanjutnya disimpan
dalam inkubator CO2 5% pada suhu 38,5C. Pengamatan tingkat maturasi berdasar-
kan pada terbentuknya polar body pertama setelah dikultur selama 24 jam dengan
menggunakan mikroskop phase contras (nikon) pembesaran 200 kali. Persentase
tingkat maturasi adalah jumlah oosit yang maturasi dibagi jumlah oosit yang dimatu-
rasi. Oosit yang telah matang dipindahkan ke dalam tetesan 50 pi media fertilisasi BO
(Bracket dan Oliphant, 1975) yang ditambah Bovine Serum Albumin (BSA) (SIGMA)
dengan.50 jjJ Heparin (Novo, Japan) dan telah ditutup dengan minyak mineral. Ke-
mudian oosit diinseminasi dengan spermatozoa domba segar yang telah dikapasitasi.

Preparasi Sperma dan Fertilisasi In Vitro

Spermatozoa domba segar yang ditampung dengan menggunakan vagina tiruan,

diambil sebanyak 0,1 ml. Kemudian diencerkan dengan 5 ml larutan pengencer

semen BO yang mengandung 10 pM Caffein Sodium Benzoat (SIGMA). Spermatozoa
dicuci dua kali dalam media BO dengan cara sentrifugasi 2.500 rpm selama lima
menit. Pada akhir pencucian sperma diencerkan dengan media fertilisasi BO yang
mengandung heparin 50pl+BSA 0,2 g untuk mencapai konsentrasi 5x106 sel/ml.
Sebanyak 50 ^i larutan spermatozoa dimasukkan ke dalam spot media yang berisi
10-15 oosit selanjutnya dikultur dalam inkubatur CO2 5% pada suhu 38,5C.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh hormon E-17(3 dan/atau FSH
yang ditambahkan ke dalam media penyimpanan ovarium serta lama penyimpanan
terhadap tingkat maturasi dan fertilisasi in vitro oosit domba.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil persentase maturasi secara in vitro dari ovarium yang disimpan dalam

media penyimpanan yang ditambah berbagai macam hormon dan lama
penyimpanan dapat dilihat pada Tabel 1.

Pada Tabel 1 tersebut, tampak bahwa persentase maturasi in vitro oosit domba
yang diaspirasi dari ovarium yang disimpan selama empat jam pada media yang
mengandung FSH berbeda nyata (p<0,05) lebih tinggi dibandingkan dengan ^varium
yang disimpan dalam media yang mengandung Estradiol-17|3, Estradiol-17p+FSH,

vdan kontrol. Sedangkan penyimpanan dalam media yang mengandung Estradiol-

17P+FSH dan disimpan selama 12 jam diperoleh persentase maturasi yang berbeda
nyata (p<0,05) lebih rendah dibandingkan dengan kontrol dan perlakuan lainnya.
Penyimpanan ovarium selama empat jam pada media yang mengandung hormon

Estradiol-17p maupun kombinasi Estradiol-17p+FSH, hasilnya lebih rendah
dibandingkan kontrol (38,42%; 35,89% vs 53,38%). Sedangkan penyimpanan ovarium
selama delapan jam pada media yang mengandung FSH persentase maturasi lebih
tinggi (55,17%) dibandingkan dengan kontrol dan perlakuan lainnya. Persentase
maturasi lebih rendah pada semua perlakuan yang mengandung hormon estradiol

dibanding dengan kontrol kecuali pada media yang mengandung FSH apabila
ovarium disimpan selama 12 jam.

Hasil tersebut menunjukkan bahwa oosit yang dikoleksi dari ovarium yang
disimpan selama 4, 8, dan 12 jam dalam media yang mengandung FSH dapat
meningkatkan persentase maturasi in vitro oosit domba. Hormon FSH biasanya

digunakan untuk memperbanyak dan mematangkan folikel secara in vivo pada saat
superovulasi. Penambahan FSH dalam media penyimpanan secara in vitro dapat

Kultur Oosit dan Etnbrio In Vitro

Pengamatan fertilisasi dilakukan setelah 24 jam oosit dikultur bersama dengan
spermatozoa. Oosit yang telah difertilisasi dicuci 3-4 kali dengan cara pipetting
menggunakan TCM-199. Sebanyak 10-15 oosit yang telah dicuci ditransfer ke media
bekas maturasi (co-culture) yang telah membentuk sel monoleyer dari sel folikel.
Pengamatan fertilisasi berdasarkan pada terbentuknya polar body kedua atau terjadi
pembelahan sel, setelah dikultur selama 24 jam dengan menggunakan mikroskop
phase contras (nikon) pembesaran 200 kali. Persentase fertilisasi adalah jumlah oosit
yang difertilisasi dibagi jumlah oosit yang maturasi.

Analisis Statistik

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan Sidik Ragam yang dilanjutkan
dengan Uji Duncan. Setiap perlakuan diulang tiga kali.
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Keterangan: a" Nilai dengan huruf berbeda pada kolom yang sama berbeda nyata(p<0,05)
c" Nilai dengan huruf berbeda pada baris yang sama berbeda nyata (p<0,05)
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menstimulasi proliferasi sel granulosa untuk memperbanyak jumlahnya dalam
rangka membentuk reseptor-reseptor FSH. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Yen
(1990), bahwa sel granulosa akan memproduksi reseptor FSH dengan cara
meningkatkan jumlah sel granulosa: Sel granulosa pada folikel akan membentuk sel
cumulus oophorus yang diperlukan dalam proses maturasi secara in vitro sebagai
sumber nutrisi dan growth factor

Penambahan estradiol secara tunggal maupun yang dikombinasikan dengan FSH
dalam media penyimpanan ovarium selama 4, 8, dan 12 jam, menyebabkan tingkat
maturasi in vitro oosit domba menurun. Hal tersebut disebabkan kadar estradiol

dalam folikel ovarium beberapa kali lebih banyak dibandingkan dengan penambah
an estradiol atau FSH secara tunggal. Dalam hal ini FSH akan mestimulasi sel granu
losa untuk merubah androgen dan testosteron yang tersisa setelah domba dipotong,

menjadi estradiol melalui proses aromatase. Bersamaan dengan proses tersebut

estradiol eksogen secara perlahan-lahan merusak sel granulosa dengan cara me-
ngurangi DNA dalam sel granulosa, estradiol eksogen maupun endogen bersama-

sama mempengaruhi viabilitas oosit karena oosit dari folikel kecil (2-5mm) tidak me-
nyukai suasana estradiol. Hal ini akan mempengaruhi pertumbuhan dari oosit ketika
dimaturasi secara in vitro karena sel granulosa merupakan sumber nutrisi untuk

proses pematangan oosit melalui mikrovilli pada zona pellucida (Richards, 1978).

Fertilisasi in vitro oosit yang dikoleksi dari ovarium yang disimpan dalam media
penyimpanan yang ditambah berbagai macam hormon dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 1. Pengaruh berbagai macam hormon dan lama penyimpanan terhadap persentase maturasi in vitro oosit
domba.
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Keterangan:ab Nilai dengan huruf berbeda pada kolom yang sama berbeda nyata (p<0,05)
Cld Nilai dengan huruf berbeda pada baris yang sama berbeda nyata (p<0,05)

Dari tabel tersebut menunjukkan bahwa persentase in vitro oosit domba dari
ovarium yang disimpan selama empat dan delapan jam pada media yang
mengandung FSH berbeda nyata lebih tinggi dibandingkan dengan ovarium yang
disimpan dalam media yang mengandung Estradiol-17(3, Estradiol-17(3+FSH, dan
kontrol (yang disimpan selama delapan jam). Sedangkan penyimpanan ovarium
selama 12 jam dalam media tanpa atau dengan penambahan hormon memberikan
hasil yang tidak berbeda nyata (p<0,05). Hasii tersebut didukung oleh hasil penelitian
Kaiin et al. (1995), bahwa tingkat fertilisasi dan pembelahan embrio sapi tertinggi
diperoleh dari oosit yang dikoleksi dari ovarium yang disimpan kurang dari empat
jam dalam media PBS, dengan demikian untuk memperoleh tingkat fertilisasi in vitro
yang optimal, diperlukan oosit yang belum mengalami kerusakan pada
sitoplasmanya atau derajat kerusakannya masih rendah (Shioya et al., 1988; Kaiin et
al, 1995).

Secara alamiah, suatu sel di dalam tubuh akan mengalami kerusakan bila terjadi
perubahan lingkungan yaitu dari lingkungan tubuh ke lingkungan di luar tubuh. Hal
tersebut diakibatkan oleh perbedaan konsentrasi cairan di dalam sel (intraselluler)
dengan cairan di luar sel (extraselluler) sehingga terjadi perpindahan cairan dari dan
keluar sel yang disebut plasmolisis (Harper, 1981). Demikian pula halnya dengan pe
nyimpanan ovarium selama 12 jam dalam media PBS yang mengandung hormon
maupun kontrol, di mana persentase fertilisasi in vitro oosit domba rendah. Hal
tersebut disebabkan kemampuan larutan untuk menjaga tekanan osmosis, telah

menurun, sehingga terjadi kerusakan dalam sitoplasma oosit. Hasil tersebut sejalan
dengan pendapat Shioya et al. (1988), bahwa semakin lama penyimpanan ovarium
sapi dalam NaCl fisiologis 0,9% pada temperatur 38C akan menurunkan angka
fertilitas dan perkembangan embrio sampai tahap blastosis akibat kerusakan dalam
sitoplasma oosit.

Penambahan hormon estradiol-17J3 secara tunggal maupun kombinasi dengan
FSH tidak berpengaruh nyata. Hal tersebut merranjukkan bahwa dengan atau tanpa
penambahan hormon ke dalam media penyimpanan ovarium tidak mempengaruhi
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Tabel 2. Pengaruh berbagai macam hormon dan lama penyimpanan terhadap persentase fertilisasi in vitro oosit
domba.
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Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh maka dapat diambil kesimpulan

sebagai berikut:
1.Lama  penyimpanan  ovarium selama  empat   jam dalam media

penyimpanan memberikan tingkat maturasi dan fertilisasi in vitro oosit

domba yang paling baik.
2.Penambahan FSH dalam media penyimpanan ovarium memberikan hasil

tingkat maturasi dan fertilisasi in vitro oosit domba yang paling tinggi.

3.Penambahan hormon estradiol-17p dan/atau FSH dalam media pe
nyimpanan tidak memberikan pengaruh pada tingkat fertilisasi in vitro.

tingkat fertilisasi in vitro oosit domba. Hal tersebut dikarenakan pada saat proses
fertilisasi, pengaruh hormon yang berada dalam media penyimpanan ovarium sudah
berkurang. Tingkat fertilisasi in vitro tergantung pada derajat kesempumaan maturasi
oosit termasuk sel cumulus, zona pellucida dan membran vitellin (Shamsuddin et at,

1993)
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