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Abstrak

Maturasi oosit merupakan salah satu langkah penting dalam pelaksanaan fertilisasi in vitro untuk
pelaksanaan transfer embryo. Oosit hasil koleksi baik secara aspirasi maupun slicing pada umumnya
belum mencapai fase MIl yang dibutuhkan untuk fertilisasi in vitro sehingga perlu dilakukan maturasi
oosit. Tujuan penelitian adalah untuk mengetahui tingkat maturasi oosit sapi bali pada media TCM 199
dengan penambahan hipotaurin. Oosit berasal dari ovarium yang diperoleh dari rumah potong hewan
Pesanggaran Denpasar dan dikoleksi dengan metode slicing. Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) yang terdiri dari tiga kelompok yaitu kelompok | / kontrol (Po. media maturasi
tanpa hipotaurin), kelompok Il (P1: media maturasi dengan penambahan hipotaurin dengan konsentrasi
2 mMol dan kelompok 1l (P2: media maturasi dengan penambahan hipotaurin dengan konsentrasi 4
mMol dengan masing-masing kelompok terdiri dari 27 ulangan. Maturasi oosit dilakukan dengan cara
inkubasi selama 24 jam dalam inkubator dengan suhu 38,5 °C dengan tekanan CO, 5 %. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa tingkat ekspansi sel kumulus hingga tahap cumulus oocyte complexes (COCs)
pada kelompok P1 tidak berbeda nyata dibandingkan kelompok PO (p>0,05), namun kelompok P2
menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05). Pada tingkat kematangan inti, penambahan hipotaurin
tidak menyebabkan perbedaan yang nyata (p>0,05) pada tingkat GVBD, namun pada tingkat Ml
terdapat perbedaan yang nyata (p<0,05) antara kelompok PO dengan P1 dan P2, sedangkan pada tingkat
MII tidak terdapat perbedaan yang nyata (p>0,05) antara PO dengan P1 namun berbeda nyata (p<0,05)
antara PO dengan P2. Dari hasil peneltian dapat disimpulkan bahwa penambahan hipotaurin dengan
konsentrasi 4 mM pada media maturasi oosit TCM 199 dapat meningkatkan tingkat ekspansi sel
kumulus mencapai COCs dan meningkatkan tingkat kematangan inti mencapai fase MlI.

Kata kunci: Hipotaurin; maturasi oosit; oosit; sapi bali.

Abstract

Oocyte maturation is an important step in the implementation of in vitro fertilization for embryo
transfer. Oocytes collected by aspiration and slicing in general have not yet reached the MII phase
needed for in vitro fertilization so oocyte maturation is necessary. The purpose of this study was to
determine the maturation level of bali cattle oocytes on TCM 199 medium with the addition of
hypotaurine. Oocytes were derived from ovaries obtained from the Pesanggaran Denpasar abattoir and
collected using the slicing method. This study used a completely randomized design consisting of 3
groups, namely group | / control (PO: maturation medium without hypotaurine), group Il (P1:
maturation medium with the addition of 2 mMol hypotaurine), and group Il (P2: maturation medium
with the addition of 4 mMol hypotaurine). Each group consisted of 27 replications. Oocyte maturation
was carried out by 38.5 °C incubation, for 24 hours, with a pressure of CO, of 5 %. The results showed
that the cumulus cells expansion rate up to cumulus-oocyte complexes (COCs) stages in the P1 group
were not significantly different than the PO group (p> 0.05), but the P2 group showed a significant
difference (p <0.05). In term of nuclear maturity, the addition of hypotaurine did not cause a significant
difference (p> 0.05) at the GVVBD level; but the M1 level of the PO was significantly different from that
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ofP1 and P2 groups(p <0.05); while at the MII level, there was no significant difference between PO
and P1 (p> 0.05), and that PO was significantly different to P2 (p <0.05). Collectively, it can be
concluded that the addition of 4 mMol hypotaurine to TCM 199 oocyte maturation media increases the
rate of expansion of cumulus cells reaching COCs and increase the level of nuclear maturity reaching

the MII phase.

Keywords: Bali cattle; hypotaurine; maturation: oocyte

PENDAHULUAN

Teknologi dalam bidang reproduksi
telah  banyak  dikembangkan  untuk
meningkatkan kualitas maupun kuantitas
ternak, salah satunya dengan teknik In Vitro
Fertilization (IVF) yang memerlukan oosit
matang. In Vitro Maturation (IVM)
merupakan salah satu tahapan penting dalam
proses IVF, karena keberhasilannya sangat
tergantung dari kualitas oosit yang di
maturasi  (Harissatria, 2012). Tingkat
maturasi oosit dinilai berdasarkan dua
kriteria yaitu pada tingkat maturasi inti
(nuclear  maturation) dan  maturasi
sitoplasma  (cytoplasmic ~ maturation)
(Nurcahyo dan Ciptono, 2013). Proses
maturasi nukleus erat kaitannya dengan
aktivitas RNA yaitu ditandai dengan
perubahan nukleus dari fase diplotene ke
metaphase 1l (Yulnawati, 2006). Indikator
keberhasilan maturasi oosit ditandai dengan
adanya ekspansi kumulus oophorus (Ciptadi
etal., 2011).

Keberhasilan proses maturasi atau
pematangan oosit secara in vitro sangat
ditentukan oleh jenis suplemen, kualitas
oosit, dan media maturasi yang digunakan
(Wattimena, 2011; Daoed et al., 2013),
sedangkan menurut Sayuti et al. (2007)
menyatakan bahwa diameter folikel sebagai
tolak ukur keberhasilan VM. Kemampuan
maturasi oosit secara in vitro lebih rendah
daripada in vivo (Adifa et al., 2010),
sehingga medium maturasi oosit pada
produksi embrio in vitro sering ditambahkan
berbagai komponen, antara lain hormon
gonadotropin, serum, dan antioksidan.

Dalam proses maturasi oosit akan terjadi
metabolisme sel yang menghasilkan oksidan
(radikal bebas) yang dapat menyebabkan
kematian sel oleh karenanya penambahan
antioksidan  pada medium  maturasi
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merupakan hal yang sangat penting (Bintara
etal., 2015; Argawal et al., 2005). Secara in
vivo, Kkerusakan seluler akibat paparan
radikal bebas dapat dicegah menggunakan
endogenous antioksidan yang dimiliki oleh
sel, contohnya enzim superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) dan glutathione
(GSH) (Gupta et al., 2008). Namun pada
proses in vitro, level dari endogenous
antioksidan lebih rendah dibandingkan pada
in vivo terutama pada saat kultur dari oosit
dan embrio. Faktor rendahnya level
endogenous antioksidan mengindikasikan
perlunya dilakukan penambahan
antioksidan pada media maturasi (Wang et
al., 2007).

Hipotaurin (2 Amino ethane sulfinic
Acid/CoH7/NO,S) adalah  salah  satu
antioksidan yang banyak ditemukan pada
tuba falopii dan cairan folikel yang
berfungsi mempertahankan embrio dari
oksidatif stress (OS) (Guerin et al., 2001),
melindungi kehidupan spermatozoa, proses
kapasitasi dan fertilisasi dari kerusakan
akibat peroksidasi (Guerinet et al., 1995),
mencegah peroksidasi lemak membran
(Tadolini et al., 1995), mencegah terjadinya
reaksi H,02 menjadi H,0 + Oz oleh enzim
superoxide dismutase (Pecci et al., 2000).

Penambahan hipotaurin pada beberapa
media kultur telah dilaporkan. Pemayun et
al. (2012) melaporkan penambahan
hipotaurin dosis 4mM dan 8mM pada media
kultur ~ sel  vesikula seminalis dan
endometrium  mampu meningkatkan
produksi sel. Pada media perkembangan
embrio secara in vitro, hipotaurin dilaporkan
berperan melindungi kondisi lingkungan
seperti  peroksidasi  lipid  membran,
kerusakan atau hambatan pembelahan
embrio akibat radikal bebas yang terbentuk
selama perkembangan embrio. Namun,
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penggunaan hipotaurin sebagai antioksidan
pada media maturasi oosit sapi bali belum
pernah dilaporkan, maka perlu diteliti untuk
mengetahui tingkat maturasi oosit sapi bali.

METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Rancangan peneltian yang digunakan
dalam peneltian ini adalah Rancangan Acak
Lengkap dengan 3 kelompok yaitu
kelompok | (PO) tanpa hipotaurin,
Kelompok Il (P1) penambahan hipotaurin
konsentrasi 2 mM dan kelompok Il (P2)
penambahan hipotaurin 4 mM dengan
masing-masing kelompok terdiri dari 27
ulangan. Oosit yang akan dimaturasikan di
koleksi dari ovarium yang berasal dari

rumah  potong hewan Pesanggaran.
Penelitian dilakukan di Laboratorium
Genetika dan  Teknologi  Reproduksi

Fakultas Kedokteran Hewan Universitas
Udayana.

Prosedur Kerja

Koleksi oosit dilakukan dengan teknik
slicing (pencacahan) dari ovarium (Wang et
al., 2007). Oosit yang terlepas dari ovarium
langsung diamati di bawah mikroskop, dan
oosit yang digunakan dalam pematangan
adalah oosit yang dikelilingi oleh sel-sel
kumulus  kompak dan  mempunyai
sitoplasma yang homogen (Harissatria,
2012). Oosit yang diperoleh selanjutnya
dipindahkan kedalam cawan petri yang telah
berisi PBS untuk pencucian oosit. Oosit
hasil koleksi ditempatkan pada cawan petri
yang telah berisi media maturasi dan oosit
selanjutnya ditambahkan dengan mineral oil
sehingga menutupi seluruh permukaan
media maturasi, kemudian diinkubasikan
pada inkubator CO: dengan temperatur
38,5°C dengan tekanan CO2 5% selama 24
jam.

Tingkat Maturasi Oosit

Indikator yang digunakan untuk
menentukan tingkat maturasi oosit adalah
tingkat ekspansi sel kumulus dan tingkat
kematangan inti oosit. Pengamatan terhadap
tingkat ekspansi sel kumulus dilakukan
dengan mengamati tingkat perkembangan
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sel kumulus yang mengelilingi oosit dan
selanjutnya dilakukan skoring terhadap
tingkat perkembangan sel kumulus (Ciptadi,
2011; Miclea et al, 2012). Untuk
mengetahui  tingkat  kematangan inti
dilakukan dengan cara terlebih dahulu
membersihkan sel kumulus dari oosit dan
selanjutnya dilakukan pengamatan terhadap
inti oosit. Tingkat kematangan inti yang
dapat diamati adalah germinal vesicle (GV),
germinal vesicle breakdown (GVBD),
metafase | dan metafase Il (MIl) (Vodkova
et al., 2008; Davachi et al., 2014).

Analisis Data

Data yang diperoleh ditabulasikan dan
diuji homogenitasnya menggunakan uji
Levene dan normalitasnya menggunakan uji
Kolmogorov-Smirnov selanjutnya
dilakukan  analisis  statistik ~ dengan
menggunakan analisis varian (ANOVA).
Bila terdapat perbedaan yang nyata (p<0,05)
pengujian dilanjutkan dengan uji berganda
Duncan. Penghitungan statistik dilakukan
menggunakan program SPSS 25.0 for
Windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil
Tingkat Ekspansi Sel Kumulus

Salah satu indikator kematangan oosit
adalah tingkat ekspansi sel sel kumulus yang
mengelilingi oosit. Tingkat ekspansi sel
kumulus dibagi menjadi 3 yaitu : tingkat 1
(nude), dimana tidak ada lapisan sel
kumulus yang mengelilingi oosit, tingkat 2
(partial), terjadi ekspansi sel kumulus yang
mengelilingi sebagian dari dinding oosit dan
tingkat 3 (ekspanded), terjadi ekspansi sel
kumulus yang terdiri dari 5 lapis sel yang
mengelilingi  seluruh  dinding  oosit
membentuk cumulus oocytes complexes
(COCs).

Analisis secara statistik terhadap masing
masing tingkat ekspansi sel kumulus
menunjukkan bahwa pada ekspansi tingkat
1, tidak terdapat perbedaan yang nyata
(P>0,05) antara kelompok kontrol dengan
perlakuan 1 dan antara perlakuan 1 dengan
perlakuan 2, namun antara kelompok
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kontrol dengan perlakuan 2
perbedaan yang nyata (P<0,05).

terdapat

Tingkat Kematangan Inti

Indikator tingkat kematangan oosit
dapat dilihat dari tingkat kematangan intinya.
Oosit matang yang siap di fertilisasi adalah
oosit dengan tingkat kematangan inti
mencapai fase M 11 (Tabel 2).

Analisis secara statistik terhadap tingkat
kematangan inti setelah inkubasi selama 24
jam menunjukkan bahwa pada tingkat
Germinal Vesicle Break Down (GVBD)
tidak terdapat perbedaan yang nyata (P>0,05)
diantara ketiga perlakuan yang diberikan,
pada tingkat Metafase | (M 1) tampak
perbedaan yang nyata (P<0,05) antara
perlakuan kontrol dengan perlakuan 1 dan
perlakuan 2 sedangkan antara perlakuan 1
dan perlakuan 2 tidak terdapat perbedaan
yang nyata (P>0,05), pada tingkat Metafase
Il ( MII) tampak tidak ada perbedaan yang
nyata (P>0,05) antara perlakuan kontrol
dengan perlakuan 1 sedangkan antara
perlakuan kontrol dan perlakuan 1 tampak
perbedaan yang nyata (P<0,05) dengan
perlakuan 2.

Pembahasan

Dalam pelaksanaan produksi embrio
secara in vitro melalui fertilisasi in vitro,
maturasi oosit merupakan salah satu tahapan
penting. Oosit yang akan difertilisasi secara
in vitro dapat berasal dari ovarium yang
diperoleh dari rumah potong hewan. Koleksi
oosit dapat dilakukan secara aspirasi folikel,
sayatan (dissection) maupun pencacahan
(slicing, slashing) terhadap ovarium (Gabr
et al., 2015). Oosit yang berhasil dikoleksi
dari ovarium umumnya tidak dapat secara
langsung digunakan dalam fertilisasi in vitro
karena belum matang atau belum mencapai
fase metafase 11 (M 1), oleh karena itu perlu
dilakukan pematangan (maturasi) oosit
dalam media maturasi dan diinkubasikan
pada temperatur 38,5 °C dengan tekanan
oksigen 5 %.

Selama proses maturasi oosit pada
temperatur dan tekanan oksigen tertentu
akan  menyebabkan terbentuk  ROS
(Reactive Oxygen Species) yang bersifat
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oksidator dan dapat bereaksi dengan protein,
asam nukleat, lemak dan molekul lain yang
selanjutnya dapat merubah strukturnya
sehingga terjadi kerusakan sel atau jaringan
(Donelly et al., 2000; Van Soom et al.,
2002). Reactive Oxygen Species dapat
menyebabkan  disfungsi  mitokondria,
kerusakan DNA, RNA, dan protein serta
menghambat fusi sperma-oosit sampai
menyebabkan apoptosis (Gupta et al.,
2008). Untuk mengatasi terjadinya
kematian sel akibat adanya ROS selama
proses maturasi oosit, pada media maturasi
oosit ditambahkan antioksidan.

Dalam penelitian ini, penambahan
hipotaurin dengan konsentrasi 4 mMol pada
media  maturasi  oosit  menghasilkan
peningkatan  prosentase  oosit,  baik
persentase pada pada tingkat ekspansi sel
cumulus (88,89 %) maupun pada fase MlI
(70,37 %). Hasil ini tidak jauh berbeda
seperti yang dilaporkan oleh Puspitasari, et
al., (2017) yang menambahkan «a —
tocopherol konsentrasi 100 pM pada
media maturasi DMEM menyebabkan
tingkat ekspansi sel kumulus mencapai
70,83 % dan fase MII mencapai 62,5 %.
Bintara dkk. (2015) melaporkan bahwa
penambahan B-mercaptoethanol konsentrasi
50 uM pada medium maturasi oosit domba
diperoleh hasil 77.78% yang mencapai fase

MII. Sejalan dengan fungsi hipotaurin
sebagai antioksidan yang berperanan
melindungi kondisi lingkungan seperti

peroksidasi lipid membran dengan bereaksi
terhadap OH* (Barnett and Bavister, 1992).
Seperti yang dilaporkan oleh Murray (1993)
dan Agrawal et al. (2005) bahwa dalam
metabolisme sel diperlukan keseimbangan
antara pro-oksidan dengan antioksidan, dan
keseimbangan dapat berubah apabila terjadi
peningkatan produksi oxygen species yang
sangat besar. Perubahan ini bisa terjadi pada
metabolisme normal untuk menghasilkan
ATP  melalui  fosforilasi  oksidatif
dimitokondria dan dalam proses ini akan
menghasilkan hasil sampingan berupa
reactive oxygen species (ROS) yang
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merupakan sekelompok senyawa oksigen
yang bersifat reaktif.

Dalam kondisi normal, 85 - 90% oksigen
diperlukan  oleh  mitokondria  untuk
menghasilkan ATP dan sekitar 1 - 3 % dari
jumlah oksigen tersebut akan dirubah
menjadi radikal superoksid anion (O*") yang
merupakan salah satu bentuk ROS melalui
reaksi univalent (Halliwell and Gutteridge,
1999). Dilaporkan pula bahwa salah satu
ROS yaitu OH" merupakan molekul reaktif
yang dapat bereaksi dengan protein, asan
nukleat, lipid yang selanjutnya akan
merubah strukturnya dan akan
menyebabkan kerusakan jaringan. lon OH"
juga dilaporkan dapat memodifikasi purin
dan pirimidin dan akan menyebabkan
kerusakan pada DNA (Donnelly et al.,
2000). Hipotaurin juga dilaporkan banyak
ditemukan pada cairan tuba falopii dan
cairan folikel yang berfungsi
mempertahankan embrio dari oksidatif
stress (OS) (Guerin et al., 2001), melindungi
kehidupan spermatozoa, proses kapasitasi
dan fertilisasi dari kerusakan akibat
peroksidasi (Guerin et al., 1995), mencegah
peroksidasi lemak membran (Tadolini et al.,
1995), mencegah terjadinya reaksi H>O>
menjadi H.0 + O;" oleh enzim superoxide
dismutase (Pecci et al., 2000).

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa penambahan hipotaurin 4 mM pada
media maturasi oosit TCM 199 dapat
meningkatkan tingkat ekspansi sel kumulus
mencapai COCs dan meningkatkan tingkat
kematangan inti mencapai fase MII.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
terhadap fertilitas oosit hasil maturasi dan
kualitas embrio yang dihasilkan melalui
proses fertilisasi in vitro.
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Tabel 1. Tingkat ekspansi sel kumulus setelah inkubasi 24 jam

Jumlah Jumlah (Persentase)
Kelompok Oosit 1 2 3
PO 27 7 (25.92)? 10 (37.03)? 10 (37.03)?
P1 27 5 (18.52)%® 8 (29.63)® 14 (51.85)?
P2 27 1 (3.70)° 2 (7.41)° 24 (88.89)°

Notasi huruf superskrip yang berbeda pada satu kolom menunjukkan perbedaan yang nyata
(P<0,05).

Gambar 1. Tingkat ekspansi sel cumulus : (a) Ekspansi tingkat 1 (Nude),
(b) Ekspansi Tingkat 2 (Parsial), (c) Ekspansi Tingkat 3 (COCs).

Tabel 2. Tingkat kematangan inti setelah inkubasi 24 jam
Jumlah (Persentase) Tingkat Maturasi Inti Oosit

Kelompok  Jumlah Oosit

GV GVBD M I M I
PO 27 - 7(25.93% 13 (48.15° 7 (25.93)°
P1 27 - 5(18.52)° 12 (44.44)° 10 (37.04)
P2 27 - 3(11.11*  5(1852)  19(70.37)°

Notasi huruf superskrif yang berbeda pada satu kolom menunjukkan perbedaan yang
nyata (P<0,05).

Gambar 2. Berbagai tingkat kematangan inti oosit : (a) GVBD, (b) Ml, (c) MII
Tanda panah menunjukkan polar body.
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