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ABSTRAK

Tujuan penelitian adalah mengetahui ultrastruktur oosit pasca vitrifikasi menggunakan transmisi elektron mikroskop. Ovarium dikumpulkan
dari rumah potong hewan dan oosit dikoleksi dengan cara aspirasi dari folikel menggunakan jarum ukuran 18 G. Setelah dilakukan klasifikasi
kualitas oosit, maka oosit yang berkualitas A dimaturasi secara in vitro. Oosit hasil maturasi dipaparkan ke dalam larutan vitrifikasi yang
mengandung 30% EG + 0,5 M sukrosa dengan lama waktu paparan 3 menit, oosit dimasukkan ke dalam ministraw 0,25 cc (French straw),
kemudian dipaparkan pada uap nitrogen selama 10 detik dan dimasukkan dalam kontainer nitrogen cair. Setelah 3 minggu ministraw diambil dan
dilakukan penghangatan (warming) di udara selama 10 detik, dimasukkan dalam waterbath suhu 35° C selama 30 detik. Isi ministraw dituangkan
ke dalam cawan petri dan oosit dibilas dua kali dengan sukrosa 0,5 M. Selanjutnya dilakukan pengamatan ultrastruktur oosit dengan transmisi
elektron mikroskop. Hasil penelitian menunjukkan oosit hasil vitrifikasi mempunyai zona pelusida yang abnormal (fraktur), membran plasma
mengalami lisis, beberapa butir korteks mengalami degenerasi dan perpindahan butir korteks di ruang perivitelin. Kesimpulan dari penelitian
ini adalah terdapat perubahan ultrastruktur pada oosit setelah vitrifikasi.

Kata kunci: ultrastruktur, oosit, vitrifikasi, kambing

ABSTRACT

The aim of this research was to analyzed ultrastructural of cryopreserved oocyte using vitrification method by transmission electrone
microscope (TEM). Ovarium was collected from slaughter house and oocyte was collected by aspirated using 18 G needle form follicle. The
classification of oocyte quality was perform, then grade A quality oocytes was maturated in vitro. Maturated oocyte was exposed to vitrification
solution containing 30% EG + 0.5 M sucrose for 3 minute, then oocyte was put into translucent ministraw 0.25 cc (French straw), followed by
exposed to nitrogen gas for 10 second and stored in liquid nitrogen container. After 3 weeks ministraw was collected and thawed for 10 second,
then placed in waterbath at 35° C for 30 second. Ministraw contained was put out into petridish and oocyte was washed twice with 0.5 M
sucrose. The results of the research showed that cryopreserved oocyte using vitrification caused ultrastructural change: zona fracture, lysis of
plasm membrane, change of cortical granule position to perivitelin space and degeneration of cortical granule. The conclusion of this
research was that vitrification caused ultrastructural change in goat oocyte.
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PENDAHULUAN

Produksi embrio in vitro merupakan alternatif yang
bisa dimanfaatkan untuk mendapatkan embrio dalam
program transfer embrio. Produksi embrio secara in
vitro yang meliputi maturasi oosit, fertilisasi dan kultur
in vitro telah dilaporkan pada hewan ternak kambing
dan sapi (Wahjuningsih dan Djati, 2011; Wahjuningsih
dan Ritasari, 2012). Aplikasi teknologi fertilisasi in
vitro akan lebih fleksibel dan bermanfaat apabila dapat
memanfaatkan oosit beku (frozen oocyte) berkualitas
baik karena oosit segar memiliki viabilitas yang sangat
terbatas sehingga tidak dapat disimpan dalam waktu
yang lama pada suhu kamar (Celestino et al., 2008;
Cobo et al, 2010; Wahjuningsih et al., 2010). Sampai
saat ini keberhasilan kriopreservasi oosit yang telah
dilaporkan masih sangat terbatas dan hasilnya sangat
variatif (Vajta, 2000; Acker dan Locksley, 2003;
Hovatta, 2004; Lucci et al., 2004). Walaupun terdapat
metode konvensional, namun saat ini metode vitrifikasi
lebih sering diaplikasikan (Shaw et al., 2000; Kasali,
2002; Bonetti et al., 2011).

Masalah yang timbul dari proses vitrifikasi adalah
toksisitas  krioprotektan.  Penelitian  sebelumnya

menunjukkan bahwa etilen glikol (EG) mempunyai
efek toksik yang lebih rendah dibandingkan
krioprotektan yang lain (Hochi et al., 1995), namun
evaluasi  pengaruh sitologis setelah  perlakuan
menunjukkan kerusakan permanen yang tidak tampak
setelah paparan krioprotektan (Han dan Bischof, 2004;
Coticchio et al.,, 2010). Penelitian ini bertujuan
mengamati ultrastruktur oosit oosit hasil in vitro
maturation (IVM) vyang telah mengalami proses
vitrifikasi menggunakan EG 30% dengan lama paparan
3 menit.

MATERI DAN METODE

Koleksi Oosit

Ovarium dikumpulkan dari rumah potong hewan
(RPH) dalam keadaan segar dan dimasukkan dalam
medium berisi NaCl 0,9% + penisilin 100 IU +
streptomisin 100 1U pada suhu 35° C. Oosit dikoleksi
dengan cara aspirasi dari folikel menggunakan jarum
dengan ukuran 18 G (Wahjuningsih, 2004). Medium
aspirasi terdiri atas tissue culture medium (TCM) 199
powder (Gibco) ditambahkan 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES, Sigma), dan
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sodium bicarbonate (NaHCO;, Sigma) difiltrasi
menggunakan membran filter diameter 0,22 pm
(Sartorius). Evaluasi kualitas oosit immature dilakukan
berdasarkan kriteria Hozumi (2001). Hanya oosit
yang mempunyai sitoplasma kompak secara
sempurna dengan sel-sel kumulus beraturan menempel
pada keseluruhan bagian oosit (kualitas A) yang
digunakan.

Maturasi Oosit In Vitro

Setelah dilakukan klasifikasi kualitas oosit, maka
oosit yang berkualitas A dimaturasi secara in vitro
dengan medium TCM199 + fetal calf serum (FCS)
10% + pregnant mare’s serum gonadotropin (PMSG)
10 1U + human chorionic gonadotropin (hCG) 10 IU
selama 24 jam dalam inkubator pada suhu 39° C dan
5% CO,, kelembaban 95%.

Vitrifikasi Oosit dan Warming

Oosit  hasil IVM dipaparkan ke dalam larutan
vitrifikasi yang mengandung 30% EG + 0,5 M sukrosa
dengan lama waktu paparan 3 menit, kemudian oosit
dimasukkan ke dalam ministraw transparan 0,25 cc
(French straw), kemudian dipaparkan pada uap
nitrogen selama 10 detik dan dimasukkan dalam
kontainer nitrogen cair. Setelah 3 minggu ministraw
diambil, dan dilakukan penghangatan (warming) di
udara selama 10 detik lalu dimasukkan dalam
waterbath suhu 35° C selama 30 detik. Isi ministraw
dituangkan ke dalam cawan petri dan oosit dibilas dua
kali dengan sukrosa 0,5 M.

Analisis Ultrastruktur Oosit

Pengamatan ultrastruktur oosit dengan transmisi
elektron mikroskop (TEM) berdasarkan Fuku et al.,
(1995) dan Djuwita (2001) setelah dimodifikasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian sebelumnya diketahui bahwa
kualitas oosit terbaik dihasilkan pasca vitrifikasi
menggunakan EG 30% dengan lama paparan 3 menit,
selanjutnya pada penelitian ini dilakukan pengamatan
ultrastruktur. Zona pelusida (ZP) oosit setelah
vitrifikasi dapat diklasifikasikan berdasarkan morfologi
normal dan tidak normal. Oosit hasil vitrifikasi
menunjukkan bentuk yang abnormal (fraktur) seperti
yang disajikan pada Gambar 1, sedangkan oosit segar
(tidak mengalami vitrifikasi) mempunyai zona pelusida
yang masih utuh seperti yang disajikan pada Gambar 2.
Interaksi spermatozoa dan sel telur terjadi melalui
beberapa fase pada permukaan oosit, yang diawali
dengan perlekatan pada matriks ekstraseluler dan
selanjutnya pada membran plasma oosit (Evan, 2000).
Pada rangkaian proses interaksi tersebut ZP memegang
peranan penting. lkatan spermatozoa pada ZP adalah
interaksi spesifik yang merupakan kunci pengatur
proses fertilisasi. Setelah penembusan ZP maka
spermatozoa berada dalam ruang perivitelin dan
menempel pada membran vitelin. Proses vitrifikasi
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dapat merusak ZP, membran plasma, dan sitoplasma
sehingga menyebabkan oosit berdegenerasi (Coticchio
et al., 2010; Gualtieri et al., 2010). Terjadinya
abnormalitas pada ZP seperti fraktur menyebabkan
hambatan terjadinya proses fertilisasi. Fuku et al.
(1995) dan Men et al. (2003) menyebutkan bahwa
pembekuan dapat menyebabkan perubahan ZP, yaitu
terjadinya pengerasan (hardening) yang menyebabkan
penurunan angka fertilisasi.

Perubahan ultrastruktur yang terjadi pada oosit
setelah vitrifikasi adalah terjadinya perpindahan posisi
serta degenerasi dari butir-butir  korteks serta
terbentuknya vesikel besar. Peneliti lain juga
mendapatkan beberapa butir korteks mengalami
degenerasi dengan eksositosis seperti yang terlihat dari
adanya sisa-sisa butir korteks di ruang perivitelin
(Noyes et al., 2010; Salvetti et al., 2010).

Fusi dari kortikal granula dalam oosit dengan
membran plasma oosit dan deposisi kandungan kortikal
granula dalam ruang perivitelin menyebabkan reaksi
zona untuk memblok polispermi. Hambatan terhadap
polispermi adalah peristiwa awal yang sangat penting
selama aktivasi oosit. Fertilisasi oosit yang telah
mengalami kerusakan menyebabkan reaksi Kortikal
granula tidak sempurna yang akan mengakibatkan
polispermi (Burkin dan Muller, 2000). Perubahan pada
butir-butir korteks diduga sebagai faktor penyebab
terjadinya polispermi pada oosit setelah vitrifikasi
(Wahjuningsih et al., 2010).

Hasil penelitian Fuku et al. (1995) menunjukkan
bahwa oosit hasil vitrifikasi menunjukkan membran
plasma mengalami lisis, butir korteks, dan mitokondria
berdegenerasi. Kerusakan tersebut karena Kristal es
yang terbentuk (Bonettiet al., 2011). Faktor yang
dapat menyebabkan terjadinya kerusakan adalah
terjadinya dehidrasi baik dari suspensi media intra
dan ekstra seluler sehingga oosit mengalami
pengerutan maupun pembengkakan (swelling) sehingga
strategi yang digunakan untuk menghindari toksisitas
larutan vitrifikasi adalah memperpendek waktu
pemaparan. Namun jika waktu pemaparan terlalu
pendek, maka penyerapan krioprotektan tidak cukup,
sehingga esintra seluler masih dapat terbentuk (Kasai,
2002).

KESIMPULAN

Terdapat perubahan ultrastruktur oosit metafase |1
(M-11) kambing setelah vitrifikasi yaitu abnormalitas
zona pelusida, membran plasma, perpindahan posisi,
serta degenerasi dari butir-butir korteks.
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Gambar 2. Oosit tanpa perlakuan vitrifikasi (ZP= zona pelusida, V= vesikel)
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