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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh vitrifikasi terhadap kondisi sitoskeleton
oosit berbasis mikrotubulus menggunakan teknik imunohistokimia. Oosit dikelompokkan
dalam dua perlakuan yaitu oosit segar tanpa perlakuan vitrifikasi (kontrol) dan oosit dengan
perlakuan vitrifikasi 10, 20, 30, 40, dan 50% etilen glikol (EG). Data yang diperoleh dianalisis
secara deskriptif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi etilen glikol pada proses
vitrifikasi berpengaruh terhadap struktur sitoskeleton oosit berbasis mikrotubulus. Konsentrasi
etilen glikol 10, 20, 40, dan 50% tidak dapat memperbaiki struktur sitoskeleton pasca vitrifikasi,
namun oosit dengan perlakuan EG 30% dapat mencegah kerusakan sitoskeleton lebih lanjut.

Kata kunci: vitrifikasi, sitoskeleton, etilen glikol, oosit sapi

ABSTRACT

The objective of this research is to know the influence of vitrification method toward the
condition of bovine oocytes cytoskeleton based on microtubules using the immunohistochemistry
technique. Oocytes classified in two treatments such as fresh oocytes (control) and oocytes with
vitrification treatments of 10, 20, 30, 40, and 50% of ethylene glycol (EG). Data were analyzed by
descriptive analyzing. The results of this research indicated that vitrification treatments were affected to
microtubules organization of oocytes. Concentration of EG 10, 20, 40, and 50% of EG could not repair
cytoskeleton after vitrification, but cytoskeleton structure could be protected by EG 30%.
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PENDAHULUAN

Teknologi fertilisasi in vitro (IVF)
saat ini sedang dikembangkan untuk
menghasilkan embrio dalam jumlah besar
di luar tubuh induk. Untuk kelangsungan
IVF, sangat dibutuhkan ketersediaan sel
gamet baik sperma maupun oosit dengan
kualitas dan kuantitas yang baik. Hal ini
hanya dapat dipenuhi bila sel gamet
dibekukan  sehingga  dapat
digunakan bila dibutuhkan. Oleh karena
itu, diperlukan pengembangan teknologi

tersebut

tentang pembekuan sel gamet yang dapat
diandalkan untuk mendukung proses IVF
tersebut. Penelitian tentang pembekuan
sperma dan embrio sudah banyak yang
berhasil dilakukan sedangkan pembekuan
oosit masih banyak menemui kendala
sehingga diperlukan suatu penelitian dasar
tentang pembekuan oosit untuk mendapat-
kan informasi yang bermanfaat dalam
pengembangan teknologi pembekuan oosit.
Salah satu alternatif pembekuan
oosit yang sekarang dikembangkan adalah
vitrifikasi. Vitrifikasi adalah pembekuan sel
gamet pada temperatur rendah dengan
kecepatan  pendinginan yang cepat.
Pembekuan oosit dengan  vitrifikasi
memiliki  kelebihan yaitu mengurangi
pembentukan es intraseluler yang dapat
menyebabkan kerusakan sel seperti yang
terjadi pada pembekuan konvensional.
Masalah ~ utama  yang  membatasi
keberhasilan metode vitrifikasi adalah efek
negatif osmosis dan toksisitas krioprotektan
karena menggunakan krioprotektan
konsentrasi tinggi. Kondisi ini dapat
menyebabkan  kerusakan sel sehingga
ketahanan hidup oosit setelah vitrifikasi
rendah (Picton et al., 2000). Pembekuan
oosit  diduga  dapat
kerusakan komponen sel seperti integritas

menyebabkan
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membran sel dan depolimerisasi mikrotubul
(Agca, 2000).

Untuk mengurangi kerusakan sel
pada proses vitrifikasi dapat dilakukan
dengan menggunakan krioprotektan yang
toksisitasnya rendah. Etilen glikol (EG)
merupakan salah satu jenis krioprotektan
yang banyak digunakan untuk pembekuan
embrio sapi, kambing, tikus (Mc Ginnis et
al., 1993) dan oosit tikus (Salehnia et al.,
2000). Etilen glikol mempunyai efek toksik
yang rendah dibandingkan jenis krio-
protektan yang lain (Triwulaningsih, 1997).
Namun informasi mengenai pengaruh
pembekuan oosit sapi dengan metode
vitrifikasi menggunakan krioprotektan EG
masih terbatas khususnya terhadap ke-
rusakan komponen sitoskeleton yaitu
mikrotubul sehingga diperlukan suatu
penelitian awal untuk mengetahui kondisi
sitoskeleton setelah vitrifikasi.

MATERI DAN METODE

Bahan yang digunakan yaitu oosit
sapi hasil aspirasi dari ovarium, NaCl 0,9%
steril (Merck), air bebas ion/deionize water
(PT. Otsuka-Lawang), etilen glikol (Merck),
sukrosa (Merck), nitrogen cair, streptomisin
(Meiji, Indonesia), penisilin  (Meiji,
Indonesia), paraffin oil (Merck), alkohol
70% (One Med), aquades, teepol 1%, asam
asetat glasial (Merck), etanol (Merck),
metanol (Merck), hidrogen peroksida
(H202) (Santa Cruz), Triton X-100, antibodi
primer (mouse antif3 tubulin monoclonal
antibody), antibodi sekunder (goat anti mouse
anti igG  biotinlated), formaldehid 37%
(Merck), DAB (3,3-diaminobenzidine tetra-
hydrochloride) (Santa Cruz), Fetal Bovine
Serum (FBS) (GIBCO), aluminium foil,
Phospat  Buffer Saline (PBS), Streptavidin
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Horseradish  Peroxidase (SA-HRP) (Santa
Cruz), EGTA (Ethylene Glycol Bis (f -
aminoethyl ether) (Sigma), MgCl> (Sigma),
gliserol (Merck), Nonidet P-40, PMSF
(phenyl methyl sulfonyl fluoride) (Sigma),
Hepes (N-(2-hydroxy ethyl) pircazine-N'-2-
ethane sulfonic acid).

Koleksi Ovarium

Ovarium yang didapatkan dari RPH
segera dibersihkan dari lemak sekitarnya.
Ovarium selanjutnya dimasukkan ke
dalam botol berisi NaCl fisiologis 0,9%
hangat yang sudah diberi penisilin 100
IU/ml (0,006 g/100 ml) dan streptomisin
100 IU/ml (0,01 g/100 ml). Botol berisi
ovarium dimasukkan ke dalam termos yang
berisi air hangat (+38° C), kemudian dibawa
ke laboratorium untuk dilakukan aspirasi.
Lama waktu antara pemotongan sapi
sampai aspirasi oosit maksimal 5 jam. Di
laboratorium, botol yang berisi ovarium
dipindah ke waterbath yang suhunya diatur
sebesar 380 C.

Aspirasi dan Pencucian Oosit

Aspirasi dilakukan menggunakan
disposible syringe 10 ml dengan ukuran
jarum 18 G. Pengambilan cairan folikel
dilakukan dengan cara menusuk jaringan di
sekitar folikel dengan disposible syringe yang
sebelumnya diisi dengan PBS. Setelah
semua cairan folikel terhisap, cairan folikel
yang didapat dimasukkan ke dalam tabung
reaksi steril dalam waterbath suhu 38° C dan
ditunggu selama +10 menit. Kemudian 2/3
cairan bagian atas dibuang dengan cara
dipipet dan cairan yang tersisa ditambah
dengan larutan pencuci oosit (PBS) sampai
mencapai 3/4 volume tabung. Cairan
folikel yang dicuci tersebut dimasukkan
kembali dalam waterbath selama +10 menit.
Pencucian oosit dilakukan sebanyak tiga

kali. Cairan folikel yang telah dicuci
dituang ke dalam cawan petri steril
diameter 5 cm untuk evaluasi kualitas
oosit menggunakan mikroskop binokuler.
Evaluasi  oosit ditentukan  menurut
Madison dan Grave (1992). Oosit yang
dipakai dalam penelitian ini adalah oosit
dengan kualitas A. Selanjutnya oosit hasil
seleksi (oosit kualitas A) dipindahkan ke
cawan petri lain yang berisi PBS untuk
pencucian dengan menggunakan pipet
pasteur yang dimodifikasi sehingga ukuran
ujungnya sebesar diameter oosit.

Vitrifikasi Oosit

Oosit kualitas A hasil aspirasi
diperlakukan dalam 2 perlakuan yaitu oosit
segar tanpa perlakuan vitrifikasi (kontrol)
dan oosit dengan perlakuan vitrifikasi
menggunakan 10, 20, 30, 40, dan 50% EG+
0,5 M sukrosa. Oosit dimasukkan ke dalam
ministraw transparan 0,25 cc (French straw),
masing-masing diisi 10 oosit dan dilakukan
pemaparan selama satu menit. Setelah oosit
dimasukkan ke dalam straw, ujung straw
ditutup dengan cara menjepitnya dengan
pinset panas. Setelah pemaparan, straw
diuapkan selama 10 detik pada uap
nitrogen dan langsung dimasukkan ke
dalam nitrogen cair.

Pencairan (thawing)

Setelah dibekukan selama satu
minggu, straw yang berisi oosit diambil
dengan menggunakan pinset dan dilakukan
penghangatan (warming) selama 10 detik di
udara. Kemudian straw dimasukkan dalam
penangas air suhu 350 C selama satu menit.
Straw digunting pada kedua ujungnya dan
isinya dituang ke dalam cawan petri.
Selanjutnya oosit dibilas dua kali dengan
sukrosa 0,5 M dan tiga kali dengan PBS
untuk menghilangkan krioprotektan.
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Analisis Sitoskeleton Oosit Berbasis
Mikrotubulus

Analisis mikrotubulus dilakukan
dengan menggunakan metode imunohisto-
kimia berdasarkan Ito et al. (1994) dan
Maciver (2001) dengan modifikasi. Sel
kumulus pada oosit kontrol dan oosit yang
mengalami vitrifikasi dan thawing di-
hilangkan dengan cara dipipet berulang-
ulang dengan pipet pasteur. Oosit yang
sudah dihilangkan sel kumulusnya difiksasi
selama 30 menit dalam drop yang berisi
larutan fiksatif pada cawan petri. Setelah
itu, oosit dicuci tiga kali dalam drop berisi
PBS masing-masing 5 menit. Selanjutnya
oosit dimasukkan dalam drop hidrogen
peroksida (H202) 1% selama 5 menit dan
dilanjutkan dengan pencucian mengguna-
kan PBS tiga kali masing-masing selama 5
menit. Oosit dimasukkan dalam 0,3% Triton
X-100 dan 2% formaldehid dalam PBS
selama 1 jam.

Selanjutnya oosit diletakkan dalam
10% FBS selama 10 menit pada suhu
ruangan selanjutnya dimasukkan ke dalam
drop antibodi primer (1:200) selama 8 jam
(overnight). Setelah itu, dilakukan pencucian
dengan PBS sebanyak 3 kali, masing-
masing selama 5 menit, kemudian
dimasukkan antibodi sekunder (1:200)
selama 30 menit. Selanjutnya oosit dicuci
dalam PBS sebanyak 3 kali masing-masing 5
menit dan dimasukkan ke dalam SA-HRP
selama 20 menit. Oosit dicuci PBS 3 kali,
masing-masing 5 menit, kemudian
dimasukkan dalam drop DAB selama 5
menit. Langkah berikutnya oosit dicuci
dengan aquades 2 kali masing-masing 5
menit dan dilanjutkan dengan mounting
menggunakan entelan. Oosit diletakkan
dalam drop entelan pada gelas obyek dan
ditutup dengan cover glass. Selanjutnya di-
lakukan pengamatan terhadap mikrotubulus
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oosit dengan menggunakan mikroskop
cahaya.

Analisis Data

Data yang diperoleh dari penelitian
dianalisis dengan wuji deskriptif dengan
membandingkan secara langsung kondisi
mikrotubul pada perlakuan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengamatan struktur sitoskeleton
oosit menggunakan metode imunohisto-
kimia. Analisis hasil pengamatan dilakukan
dengan membandingkan struktur sito-
skeleton berbasis mikrotubulus pada
masing-masing perlakuan secara deskriptif.

Hasil pengamatan  menunjukkan
adanya perbedaan struktur mikrotubul
oosit kontrol dan oosit hasil vitrifikasi.
Mikrotubul ~ merupakan  struktur sel
penyusun spindel meiotik yang berperan
penting dalam pembelahan sel. Pada oosit
kontrol mikrotubul terlihat seperti benang-
benang  berwarna  kecoklatan. Pada
konsentrasi EG 10, 20, 40, dan 50% etilen
glikol struktur mikrotubulus tidak tampak
seperti pada kontrol, tetapi menunjukkan
adanya depolimerisasi.

Untuk menjaga fungsi oosit, struktur
sitoskeleton berbasis mikrotubulus harus
dapat dipertahankan. Dalam hal ini EG
30% terbukti dapat mencegah ke-rusakan
lebih lanjut dari sitoskeleton. Pada Gambar
1 terlihat bahwa oosit dengan perlakuan EG
30%, struktur sitoskeleton terlihat seperti
benang yang berarti masih bisa mengalami
recovery, sedangkan pada konsentrasi EG
10, 20, 40, dan 50%, sitoskeleton oosit
tampak mengalami kerusakan.

Penelitian Shaw et al. (2000)
menunjukkan bahwa proses pendinginan
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merupakan masalah dalam kriopreservasi
oosit mamalia. Semua oosit tahap M-II
rentan terhadap kerusakan pendinginan
karena spindel yang menarik kromosom
pada bidang metafase dan mengalami
depolimerisasi ketika suhu diturunkan.
Lane et al. (1999) dan Picton et al. (2000)
menyatakan bahwa mikrotubul yang
menyusun spindel oosit sangat sensitif
terhadap  kerusakan  akibat  proses
pendinginan. Aman dan Parks (1994)
menyatakan bahwa pendinginan oosit sapi
40 C atau 25° C menyebabkan sebagian atau
seluruh spindel mengalami kerusakan dan

beberapa kromoson menyebar atau terurai.

Mekanisme kerusakan mikrotubul
oosit akibat proses vitrifikasi disebabkan
oleh banyak faktor. Beberapa penelitian
menyatakan bahwa kerusakan tersebut
terjadi karena depolimerisasi tubulin yang
menyusun mikrotubul. Menurut Karp
(1984) mikrotubul dalam sel memiliki
stabilitas yang berbeda meskipun secara
morfologi kelihatan sama. Mikrotubul
spindel meiotik dan sitoskeleton sangat
labil sehingga sensitif terhadap kerusakan,
sedangkan mikrotubul pada silia dan

Gambar 1. Struktur sitoskeleton oosit. a: Kontrol; b: EG 10%; c: EG 20%; d: EG
30%; e: EG 40%; dan f: EG 50%

147



J. Ked. Hewan Vol. 2 No. 2 September 2008

labil mikrotubul spindel meiotik dan sito-
skeleton menunjukkan bahwa mikrotubul
merupakan suatu polimer yang terbentuk
melalui ikatan non kovalen pada sub unit
monomernya. Perlakuan yang menyebab-
kan hilangnya struktur tersebut biasanya
disebabkan depolimerisasi mikrotubul. Hal
ini dimungkinkan karena depolimerisasi
dapat menyebabkan kondisi mikrotubul
oosit yang mendapat perlakuan vitrifikasi
terurai menjadi bentuk monomer.

Kerusakan mikrotubul oosit hasil
vitrifikasi juga dapat disebabkan oleh
paparan krioprotektan yang digunakan.
Menurut Agca (2000) krioprotektan mem-
punyai efek merugikan pada organisasi
sistem mikrotubul oosit tikus. Paparan oosit
tikus menggunakan 1,5 M DMSO tanpa
pendinginan  menyebabkan terjadinya
aneuploidi pada embrio. Lim ef al. (1999)
menyatakan bahwa oosit sapi yang telah
mencapai tahap metafase II sangat sensitif
terhadap krioprotektan dan didapatkan
spindel metafase II abnormal setelah
paparan krioprotektan selama satu menit.
Saunders dan Parks (1999) berpendapat
bahwa kombinasi paparan oosit sapi
dengan krioprotektan EG yang disertai
pendinginan dapat mengacaukan
organisasi mikrotubul dibandingkan hanya
melalui pendinginan. Selain itu EG
dilaporkan dapat meningkatkan terbentuk-
nya spindel yang abnormal dan merusak
konfigurasi kromosom.

Faktor lain yang mempengaruhi
terjadinya kerusakan mikrotubul adalah
kemampuan memperbaiki kerusakan. Oosit
sapi memiliki kemampuan rendah untuk
memperbaiki kerusakan mikrotubul
sehingga bila terjadi kerusakan pada
mikrotubul biasanya bersifat permanen

(Albert, 2001; Campbell et al., 2001).
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Penelitian ini menggunakan oosit
yang telah mengalami maturasi yang
sebagian besar pada tahap pembelahan
metafase II. Pada tahap ini, oosit mengalami
maturasi inti dan maturasi sitoplasmik,
polar bodi keluar dan kromosom meng-
alami kondensasi serta tersusun pada
spindel metafase. Mikrotubul spindel
meiotik tidak terlindungi oleh membran inti
seperti pada tahap GV sehingga lebih
mudah mengalami kerusakan akibat proses
pendinginan dan pemaparan larutan
krioprotektan (Child, 1996; Desai dan
Mitchison, 1997).

Menurut Arav et al. (1993) oosit sapi
yang sudah mencapai tahap metafase II
mempunyai  struktur spesifik seperti
spindel meiosis yang sangat sensitif
terhadap paparan krioprotektan dan suhu
yang sangat rendah. Kondisi ini meng-
akibatkan terjadinya depolimerisasi tubulin.
Picton et al. (2000) menyatakan bahwa
pendinginan oosit pada suhu 20° C dapat
menyebabkan kerusakan permanen pada
spindel meiotik, sedangkan pada suhu di
bawah 0° C terjadi depolimerisasi spindel
dengan cepat. Kerusakan yang terjadi
akibat pendinginan oosit metafase meiosis
I meliputi reduksi spindel, disorganisasi
mikrotubul (Pickering et al., 1990), hilang-
nya kromosom dari spindel meiotik (Wood
et al., 1997) dan hilangnya kestabilan ikatan
kromosom (Fabbri et al., 2001).

Kerusakan mikrotubul oosit pada
perlakuan vitrifikasi dapat menyebabkan
abnormalitas pada kromosom. Hal itu
berhubungan dengan peranan mikrotubul
dalam  pembelahan  sel. = Organisasi
mikrotubul sangat penting untuk penyatuan
yang tepat dan pemisahan kromosom
ketika pembentukan spindel kembali pada
saat suhu kembali normal (Picton et al.,
2000). Selanjutnya Shaw et al. (2000)
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menyatakan bahwa meskipun mikrotubul
dapat mengalami perakitan kembali setelah
suhu normal kembali, pendinginan dapat
meningkatkan terjadinya aneuploidi karena
kromosom tidak tersusun dengan benar
pada spindel yang baru terbentuk.

KESIMPULAN

Konsentrasi etilen glikol pada proses
vitrifikasi berpengaruh terhadap struktur
sitoskeleton o0o0sit berbasis mikrotubulus.
Konsentrasi etilen glikol 10, 20, 40, dan 50%
tidak dapat memperbaiki struktur sito-
skeleton pasca vitrifikasi, namun oosit
dengan perlakuan EG 30% dapat meng-
hambat kerusakan sitoskeleton.
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