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Penclitizn ini bertujuan unuk mendapatkan level optimal Hepes dalam medium
TCM- 199 dalam proses pemetangan oosit in viro

Ouosit denzan kumuelus kompak dan mempunvai sitoplasma vane homoger:
dimatangkan dengan mengwunakan empar macam mediz TCM-199 vang di buffer
dengan 0, [0, 20, 3¢ mAl Hepes Oosit dalam masing-masing medivm dikilur dafam
incubator COy dan inkubater tanpa CO- Kultur dilakukan s=lams 24 Jam pada guhu
3C Angkes pemetangan oosit dievaluasi dengan pewarnasn oceln, dimana tingkar
pematangan dibagi atas § kategor. Darz Lematanesn oosit dianzlisa secera statistl
dengan analvsis of variance dan data kumolus densan Chi-scuare (Steel and Torrie
CEETR

Hasil Penelitian menunjukkan bahwa angka pematangan oosit pada medinm
tanpa Hepes dan diinkubatar tanps €O lebih rendah dari perlzkuan lan (P = 0.05)
Disamping it terdapar interaksi antara penembaban Hepes dan keberaduan CO- gi
incubator  Tingkat perkembiangan sel kumulus pada kondist dengan tanpa CO» dan
tanpa penambahan Hepes paling rendah diantara perlakuan dan tenimagi adalah pada
tanpa CO: dan mendapat 20 mM Hepes

Diapat disimpulkan babwa proses pematangan in vitro dapal dilakukan pada
kondisitanpr CO- dengan menambahkan 20 mM Hepes dalan: medium permatanian

Kata kunct Tk Hepes, maturasi in vitro
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PENDAHULUAN

Produksi embrio secarz in vitre telah banvak dilakukan pada berbagai jenis
ternak seperti sapd, domba, kambing dan kerbau. Namun masib dibadapkan kepada
tingkat efistenst yang masih rendah baik dan segi hasil mavpun biaya vang diperiukan
untuk produksi embrio. Untuk produksi embrio secara in vitro oosit dapat diperoleh
dari ovarium hewan wvang dipotong maupun dari hewan vang  masin hidup,
Pemantaatan ovarium hewsn yang dipotong scbapai sumber oosit akan lebib murah
karepa tidak dimanfaastksn legi. MNamun demikian pemanfasiannya masith dibatasi
karcpa pemomengan hewan ternak vang tersehar dalam jumlah kecil teratama ternak
kecil seperti damba dan kambing, Disamping itu masa viabilitasnya reebatas. Untuk
imi diperiukan teknologi vang dapat memungkinkan proses produksi embrie in vitro
sesegera mungkin

Proses produkst embrio in vitro dilekukanr dalam kondisis lingkungan yang
terkontrol vaitu pada suhu 39 °C dan udara mepgandung §% CO. dan 20% O
Keberadaan €O dalam  inkubator sangal penting karena  berperanan  dalam
mempariabankan pH medium yang optimum bagi pertumbuban embrio vaitn sekitar
7.2 =74, Sclama prosss invitro C0 disuplai dac tabung gas, hal ini merupakan salah
satu pembalas penerapan produksi embrio in vitro diluar laboratorum. Untuk
mennpkathan feksibelitas diperlukan teknologt vano memungkinkan untuk mengeant:
samber atau peranan OOy dalam mempertahankan medium.

Hasil darr beberapa penelitian menunjukkan bahwa penggunzan grane! dapat
digunakan sebagar sumber CO; untuk pematangan, fertilisasi dan kullur embrie pada
sapl (Suzuki, ef al, 1993, Suzuk, ef wf, 1996 dan Khano, er of, 1999 Selain dengan
cara tersebur pH medivm dipal diperlahankan dengan menambahkan suata buifer alau
penyanggs seperti hepes, tocine, dan lam-lain {Freshnev, 1987).  Hepes merupakan
penyangga yang sangat efeknf untuk mempertahankan pH pads kisaran 7.2-7.6. Hasil
pematangan oosil kambing (Le Gal, 1992, Martino, er o, 1993 3 dan sapi (Bard, er o,
1993) menunjukkan bahwa penambahan penyangea im dalam mediom  dapat
memberikan kondist opumal begl pematangan oosit. Salsh satu factor pembatas
penggunaannya dalam medium adalah karena Hepes dapat menwrunkan proporsi zigot
vang berkembang sampai tahap blastosiz.  Oleh karena ity diperlukan konsentrasi
optimal penggunannyva dalam medium.

Penelitian imi berwjuan untuk mendapatkan level terbak Hepes dalam medium
TCH-199 untuk pematangan oosit tanpa CCh, Dan hast] yang diperoleh diharapkan
dapat membamu produks) embrio 1o vitro pada Jaboratoriun vang belum memiliki
fasilitas COs ataw selama transportast dalam upave penvelamatan hewan langka
{endangered specias )

MATERI DAXN METODA PENELITIAN
Kaoleksi oosir

Ovarium dar Rumah Potong Hewan dibawa kelaborstorivm dengan termos
vang bensi media Nall fisiclogis (0.9%) pada temperatur 35 0C, Koleksi oosit dan
ovarium dilakukan dengan cara menyayat ovarium (slicing) dan oosit vang terlepas



diamati dibawah mikroskop, Oosit vang digunakan dalam pematangan adalah oosit
yang dikelilingi sel-sel kumulus dan mempunysi sitoplasma vang homaogen.

Pematangan oosit In vitrg

Oosit vang diperoleh dicuct tiga kali dalam medium PBS Dan dilaniutian
Calam medium pematangan TCM-199. Pematangan cosit menggunakan empat macarm
mediem vaitu medium TCM-199 yvang mengandung 0 mM, 10 mM, 20mM dan 30mM
Hepes. Masing-masing medium juga disuplemerasi dengan 10 ug FSH/ml, 10% Calf
Serum (C8) dan 50 ug pentamisin'm!. Pematangan cosit dilakukan dalam 100 (drop}
dari mesing-masing medium pematangan yang ditatup dengan minvak mineral dalam
petridish 30 mm.  Masing-masing perlakuan medium kemudian diinkubast dalam
incubator COy dan tanpa CO4 pada temperaty 3% 'C celama 24 jam. Oosit setzlah
pematangan dizmati tingkat perkembangan sel-sel kumulusnyva. Sel-sel kumulus
dikelompokkan atas lima kelompok dan diberi Skore 0 untuk sel kumulus vang tidak
ekspansi, 1 untuk sel kumulus yang ekspansi satu lapis, 2 untuk sel kumulus yang
ekspansi dua lapis, 3 uktuk sel kumulus yang ekspansi lebih dard tiga lapis dan 4 untuk
sel kumulus vang ekspansi lebih tiga lapis diikuti oleh ckspansi zona peliucida,

Evaluasi Pemartangan

Pamatangan cosit ditentukan berdasarkan keberadaan Metafase plate 11 (M 11
yang diamati setelah pewarnaan orcein. Prosedur pewarnaan ditakukan menurut vangs
dikemukakan oleh Mermillod, er af, {19933  Oosil selanjuinya diwamai dengan
pewamaan orcen 1% selama 10 mentt lalu dicuci denmgan gliserol asetat dan
dikeringkan. Keberadaan Metafase plate 11 (MID) dizmati dibawah mikroskop denpan
pembesaran 40 x 10,

Peubal yang Diamati

1. Persentase oosit vang matang {mencapat metafuse 11 M1 dar masing-masing
perlakuan level hepes dalam medium TCM-199

2, Persentase oosit yang mencapal metafase 11 (MII} dari masing perlakuan
tnkubasi {inkubator CO2 dan tanpa C0O2)

3. Persentase cosit dengan tingkat ekspansi sel kumulus 3 sampai 4 lapis untuk
masing medium dan incubaor.

4. lImreraksi level Hepes dalam medium permatangan dengan sistim inkubasi

Analisis Dara.

ata angka pematangan oosit diolah secara statistik dengan Rancanpan Acak
Lengkap polz faktonial 4 x 2 (4 level Hepes dalam medium) dan jika rerdapat
perbedaan antara perlakuan dilakukan uji lanjus mengeenakan ujl Durece s Multipls
Range Test.

HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Angha Maturasi
Angka maturasi oosit setelah pematangan oosit selama inkubasi 24 jam
mengeunaken 4 macam media vang berbeda yaimn TOM-199 dengan 30 mb



penyanggza Hepes vang dunkubasi dalam 2 macam imkubator yaitu inkubator CO» can
tanpa CO; dapat dilibat pada Tabel 1.

Tabel 1. Angka Pematangan Cosit Menuret Perlakuan Medium dan Inkubasi

(%0)

Sistem ‘ konsentrast HEII-E‘:S- | Rata-rata |
Inkubasi QmM [ 10mM 20mM [ 30mM | ,
FC0: | &l38 | 64,10 ao00 | 51l 3927 |
- | (2741) (25/39) | (24/40) (E631) |

| Tanpa CO, | 3235 | 5365 | 6410 5833 52,11
L B4 | e | @SBy (1631) L |
| Rata-rata | 9371 | 11775 | 12410 1015, 54 |11.38

Pada tabel diatas terlihal bahws rata-rata dari anpgka pematanegan oosit untuk
perlakuan medium TCM-199 tanpa penyangga Hepes | TCM dengan 10 mM
penyangga Hepes, TCM-199dengan 20 M penyangga Hepes dan TCM-199 dengan
30 mM penvangga Hepes dalam mcubator OO berturut-turut adalah 61 38, 6410,
GOOG dan 3161 %, Sedangkan anghka pematangan oosit untuk perlakuan medium
TCM-159 lanpa penyangaa Hepes | TCMI199 dengan 10 mM penvangea Hepes, TOM-
199 dengan 20 mM penyvangga Hepes dan TCM-199dengan 30 mM penyangga Hepes
dalam inkubalor CO2 berturut-turut adalah 32.35, 3365, 64,10 dan 5833 % Angka
rala-rafa pematangan untuk perlakuan mcebator CO: dan tanpa CO- masing-masing
adalah 3927 dan 5211 %, Angka pematangan oosit dalam penelitian ini lebih rendab
dari angka pematangan cosit kambing mengpunakan 20 mM Hepes vattu 86 % vang
dilaporkan oleh De Smedt, ef of (1992), 69 %% (Le Gal, 1996) dan 74.3 "a{Martino, o
al,, F993

Hasil anglisa statistik angka maturas: diantarg kedua faktor perlakuan vang diugi
tidak meounjukkan perbedaan vang nvata (P = 0,050 namun terdapatr interaksi (P =
(.0%) antara kedua fakior vang diuji tersebut. Hal ini berarti babwa penambahan Hepes
pada level 10 mM sampai 30 wmM dalam medium pematangan TCM-199 tidak
menyebabkan pengaruh terhadap angha pematangan oosit. Measkipun demikizn angka
rematangan tertingel pada inkubator tanpa CO2 dicapai pada penggunaan 20 m Hepes,
pada perlakuan [0 mM Hepes pada incebalor tanpa CO2, kemungkinan panggunasn
Hepes pada level terscbut belum mampu untuk mempershankan pH optimal,
sermentars penggunaan 30 mM Hepes menvebabkan penurunan vang dibawah kondisi
oplimal bagl pematangan oostt. (Guler, ef af) 2000) vang menambahkan 35 mb Hepes
dalam mediwm menyvebabkan meningkalnya oosit vang mengalami fragmentasi,

Interaksi vang berbeda (¥ > 0.03) antara faktor inkubasi dan penambakan Hepes
menunjukan bahwa untuk pematangan cosit diperlukan keberadzan COn,  Hasil )i
beda terkecil (L5D) menunjukan bahwa angka pematangan lebih rendah dan cosit yang
cimatangkan dalam medium tanpa Hepes pada inkubator tanpa CO; dibandingkan
dengan medium vang ditambah Hepes 10 mid, 20 md dan 30 mM sera dibandingkan
dengan angka pematangan vosit pada medium kontrol pada inkubator €0, Hal in
membuktikan bahwa untuk proses pamatangan oosit in vitto vang optimal diperlukan

frd



kondist medium yang spesilik yaitu mempunyai pH sekitar 7.1-7.6. Dalam hal ini
penambahan Hepes dalam medivm pematangan dapat menggantikan peranan dari gas
CO: yang disuplir darl luar inkubator, Dalam hal ini penambahan Hepes dalam
medium pematangan dapat menggantikan peranan dan gas CO, vang disuplic dan
incubator menurut Freshney (1987) Hepes menggunakan buffer yang cukup kuat pada
kisacan pH 7.2-7.6. Suatu rentangan pH dimana sel-sel akan berkembang biak,

2. Tingkat Perkembangan Sel Kumulus

Selain berdasarkan angka pematangan oosit, efektf medium pematangan juga
dapat diketahui dari perkembangan sel-sel kumuius, Sel kumulus mempunyai peranan
penting dalam pematangan oosit , karena juga mensekresikan protein vang berguna
dalam pematangan oosit in vitro disamping sebagai mediator dan sebstrat medium dan
posit (Chian dan Sirard, 1593)

Tingkat perkembangan =el kumulus oosit yang dimatangkan dzlam media
pematangan yang mengandung berbagai konsentrasi Hepes dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Perkembangan sef kumulus pada berbagai level Hepes dalam medium
Pematangan pada inkubasi danpan CO2 (%4

Konsentrasi Hepes

. Tin_l.'_ﬂ»;at Perkembangan

| Sel Kumulus o hmM | 1D mM f 20mM | 30 mM
I ! 25.29 | 5072 | 2437 16.07 |
Yoo ' 3391 i - -
3 44 49 EL_iREY—TF TERF - ausE |
4 817 000 [ 1534 23.66 |
5 16.8 2500 | 4727 | 3304 |

Ratz-rata persentase sel-sel Kjumulus dalam berbagai level Hepes dalam
medium pematangan pada system inkubasidalarm incubator CO2 5% hampir sama,
kecuali pada level 10 mM Hepes, Pengecualian ini kemungkinan disebebkan faktor
lain selain pengaruh level Hepes, seperti kuzlitas nosil #tau pengaruh lingkungan
lainnya, Pada sel-sel kumulus vang berekspansi terdapat sustu kecenderunpan diantars
mediem yang mendapat penambahan Hepes dan tanpa Hepes. Sebaliknya persentase
sel-sel kumulus yang berckspansi dengan skor 2 dan 3 lebih tinggi dalam medium
tanpa Hepes dant medium vang mendapat penambehan Hepes,  Fenomena im
kemungkinan sebagal respon sensifitas terhadap pH. Dengan kaa Jain ekspansi
maksimal sel-sel kumnulus cenderung diperoleh pada medivm dengan pH vang lebih,

Pada kondisi inkubast tanpa OO pada Tabel 3 terlihat bahwa oosi vang
memperlthatkan perkembangan sel-sel kumulus untk medivm vang dapat 0, 10, 20
dan 30 mM Hepes adalah 50.00, 18.18, dan 3333 %, Hasil ini menunjukan bahwa
pada kondist tanpa CO; tanpa penambaban Hepes hanya 50% vang dapat berkembang
sel-sel kumulusnya,  Kondisi in mungkin disebabkan karena sebagian lagi belum
berkembang sel-sel kumulusnya sementara pH medivm diluar pH optimal bagi
perlumbuban sel.  Menurut Fresnhney (1587) pH optima! bagi perkembangan sel



sdalahn 7.4, Selanjutnya Shamsudin, e @f (19967 mengemukakan bahwa sel Kumulus
mulai berkembang 12 jam setelah kultur,

Tabel 3. Perkembangan Sel Kumublus Pada Berbaga Level Hepes Dalam
Medium Pematenian Pada Inkubasi Tanpa COZ (%)

Tingkat Perkembangan | ~_ FKonsentrasi Hepes '
sel kumulus DmM |10 mM 20 mM | 30 mM
] 5000 . 1318 000 | 333
I 2 19.33 | 2777 20,00 | 14.81 |
! 3 | 2308 27.27 | 500 14.81 |
! 4 | 769 (.00 2000 | 1481 |
' 5 00w 27.27 3500 | 2227 |

Persentase oasit dengan kumulus vang tidak berkembang vang relauf ungg
pada panggunaan Hepes 30 mM diduga disebabkan karena tingginya konsentrasi Hepes
dalam medium. Menure fwasaki e of (20000 menyatakan balrwa pengzeunazn Hepes
pada level tnpoi akan mendorony legadinya defragmentast oosit

KESIMPULAN

Diapat disimpulkan bahwa penambaban Hepes dalam medium TUM-199
menghasilkan angka pematangan cosit baik vang diinkubasi pada kondisi ©O; maupun
tanpa CO0,. Uniuk pematangan oosit pada kondisi tanpa CO; angka pematangan yang
aptimal dapat dipcreleh dengan menambahkan20 mM Hepes dalam medium TUM-145

DAFTAR PUSTAKA

Chian, B Cand M A Sitard. 19935, Bffect of cumulus cells and hormones during invitro
maturation on pate nogenctic activition of bovine oocytes. Theniogenology, 43
LE6

De Smedt, Crozer, N, M. Ahmed-ali, A Martino and Y, Cognie. 1992 In witro
maturation and fertilization goat oocvies. Theriogenology. 37 ¢ 1049-1066

Fresnhney, LE. 1987, Cultvre of Animal Cells. A manuzgl of Basic Technigue. Alan
R Liss, Inc. New York

Khan, M.AL Y. Kikkawa, C Seemantri, 8. Saha, M5 Murakami, A. Boediong and T.
Suzuki. 1996, Effect ofpas atmosphere on development of bovine embrvos

using
A simple portable incubator. Japan EmbryoTrasfer Soc. 113-123

Le Gal, F. 199 In vitro materation and ferithzation of goat oocyies {rozen at the
germinal vesicle stage.  Theriogenalogy. 45 2 L147-1183,

Marting, A, T.Mogas. M), Palomo and M T, Paramia. 1995 In vitro maruration and
[ertilization of prepubertal goats oocytes. Theriopenelogy, 43 1 473-485,
Shamsuddin, M., Redriguez-Martinez, and B. Larson. 1998 Maturation-related
changes in bovine oocytes under different culture condition.  Anim. Reprod,

Sci. 31 04860



steel, RGO and Torrie. 1984, Prosedur dan Metode Statistik. Suatu Pendekatan
Biometok, Alih bahasa B Soemantri. Gramedia, Jakara.

Suzuki, T, C, Sumantr, and A. Boediono, 1995, Development of simple partable
carbon diexide incubator for in vitro of bovine IVF embrvos. Theriogenalogy,
41 : 307,

Suzeki, T, C. Sumantri, N.HA. Khan, M Muorakami and % Saha 1999
Development of simple, portable carbon dioxide ingubator for in vitroof bovine
IVF embrvos. Anim Reprod. Sci 54 : 149-157

Thempson, J.G. 1996,  Defining the requirements for bovine embryo culture.
Theriogenology, 45 : 97-100,

£



