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ABSTRACT 

 
Oocyte vitrification today became a hope to preserve fertility. Its was a major challenge because of 

oocyte characteristic in every phase. Immature oocytes were more sensitive to osmotic stress and the 
membrane wes less stable while mature oocyte have spindles that were very susceptible to temperature 
decrease. The study aim to compare the effect of vitrification before and after in vitro maturation to the 

expression TGF  and GDF9. Oocyte of ewes divided into control groups (K0), K1 maturation prior vitrification, 
K2 vitrification prior maturation. Vitrification begins with washing oocytes in PBS supplemented of 20% 
serum for 1-2 minutes, followed by equilibration medium PBS + 20% serum + 10% ethylene glycol for 10- 
14 minutes, then transferred to 20% serum + PBS + 0.5 M sucrose + 15% ethylene glycol + PROH 15% for 

25-30 seconds. Thawing was processed by in the media: 1). PBS + 20% serum + 0.5 M sucrose, 2).PBS + 
20% serum + 0.25 M sucrose, and 3).PBS + 20% serum + 0.1 M sucrose. Immunocytochemical stain was 

performed to evaluate TGF  and GDF9 expression. Remmele scale index (IRS) was used to read the result. 

TGF  expression both in oocyte and cummulus of K0 and K1 was significant statistically difference 
(p<0.05) compare with K2. GDF9 expression both in oocyte and cummulus of K0 and K1 was significant 
statistically difference (p<0.05) compare with K2. We concluded that immature oocyte give better expression 
of TGF â and GDF9 than mature oocyte. 
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ABSTRAK 

 
Simpan beku oosit saat ini menjadi sebuah harapan untuk menyelamatkan kesuburan. Simpan 

beku oosit merupakan tantangan besar karena oosit mempunyai karakteristik pada setiap fasenya.  
Oosit immatur lebih sensitif terhadap stress osmotik dan membrannya kurang stabil sementara oosit 
matur berisi benang spindle yang sangat rentan terhadap penurunan suhu. Penelitian ini bertujuan 

untuk melihat ekspresi TGF  dan GDF9 pada oosit dan kumulus yang divitrifikasi sesudah dan sebelum 
maturasi in vitro. Oosit domba dibagi menjadi tiga kelompok, kelompok kontrol (K0), K1 dilakukan 
maturasi sebelum vitrifikasi, K2 dilakukan vitrifikasi sebelum maturasi. Vitrifikasi dimulai dengan 
ekuilibrasi oosit dalam PBS + 20% selama 1-2 menit, dilanjutkan dalam PBS + serum 20% + etilen glikol 

10% selama 10-14 menit. Oosit kemudian dipindahkan dalam medium vitrifikasi PBS + serum 20% + 
sukrosa 0,5 M + etilen glikol 15% + PROH 15% selama 25-30 detik. Thawing dilakukan dalam media: 1). 
PBS + 20% serum + sukrosa 0,5 M; 2). PBS + 20% serum + sukrosa 0,25 M; dan 3). PBS + 20% serum + 
sukrosa 0,1 M. Dilakukan pemeriksaan imunositokimia untuk melihat ekspresi TGF â dan GDF9. Ekspresi 

TGF  pada oosit dan kumulus kelompok kontrol dan K1 berbeda secara signifikan dibanding K2 
(p<0,05). Ekspresi GDF9 pada oosit dan kumulus kelompok kontrol dan K1 berbeda secara signifikan 
dibanding K2 (p<0,05). Simpulan penelitian ini adalah oosit yang divitrifikasi dalam keadaan immatur 

memberikan ekspresi TGF  dan GDF9 lebih baik dibanding yang divitrifikasi dalam keadaan   matur. 

 
Kata-kata kunci:  TGF ;  GDF9; vitrifikasi; maturasi in vitro 
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PENDAHULUAN 

 

Simpan beku oosit saat ini menjadi sebuah 

harapan untuk menyelamatkan kesuburan. 

Simpan beku oosit merupakan tantangan besar 

karena oosit mempunyai karakteristik pada 

setiap fasenya. Pada saat immatur oosit belum 

memiliki benang spindle dan materi genetiknya 

masih terbungkus dalam nukleus, akan tetapi 

pada fase ini oosit lebih sensitif terhadap stres 

osmotik, penurunan suhu dan membrannya 

kurang stabil (Massip dan Donnay, 2003; Men 

et al., 2003; Gethler et al.¸ 2005. ). Oosit matur 

memiliki benang spindle, kromosom dan 

mikrotubul yang rentan dalam proses 

pembekuan (Massip dan Donny, 2003). 

Ada dua teknik simpan beku yaitu slow 

freezing dan vitrifikasi. Keuntungan vitrifikasi 

dibanding slow freezing adalah: pada vitrifikasi 

semua langkah terukur dan dapat dilihat, 

membutuhkan waktu yang lebih singkat 

dibanding slow freezing dan hanya dibutuhkan 

peralatan yang sederhana untuk mengerja- 

kannya (Brinsden, 2005; Chian dan Quinn, 

2010). Vitrifikasi merupakan salah satu teknik 

simpan beku yang menjanjikan karena dapat 

memenuhi tiga prinsip keberhasilan simpan 

beku yaitu tidak terbentuknya kristal es, 

menghindari efek cairan, dan menghindari syok 

osmotik (Jain dan Paulson, 2006). Pada 

vitrifikasi sel hanya terpapar krioprotektan 

dalam jumlah yang sangat sedikit dan 

pembekuan berlangsung sangat cepat. 

Simpan beku embrio saat ini lebih umum 

dilakukan dibanding dengan simpan beku oosit. 

Simpan beku oosit merupakan salah satu cara 

untuk menyelamatkan kesuburan pada wanita 

terutama pada mereka yang belum punya 

pasangan. Penelitian yang telah dilakukan 

menunjukkan hasil yang tidak konsisten pada 

fase mana oosit memberikan hasil terbaik untuk 

dilakukan vitrifikasi. Bogliolo et al. (2005), 

melaporkan bahwa vitrifikasi pada oosit kuda 

menunjukkan viabilitas yang sama pada oosit 

yang divitrifikasi dalam keadaan matur dan 

immatur. Pemeriksaan oosit sapi yang 

dilakukan vitrifikasi sesudah dan sebelum 

maturasi in vitro dengan menggunakan 

mikroskop cahaya menunjukkan kualitas sel 

kumulus, zona pelusida, rongga perivitelin dan 

sitoplasma yang normal (Faizah et al., 2014) 

Pertumbuhan dan pekembangan folikel 

diatur oleh sintesis dan sekresi beberapa faktor 

pertumbuhan yang disekresi oleh oosit menuju 

sel  granulosa  dan  mengaktifkan mekanisme 

spesifik folikel melalui regulasi parakrin. 

Penelitian saat ini menunjukkan peran faktor 

spesifik oosit yang berupa superfamili 

Transforming Growth Factor Beta (TGF ), 

termasuk di dalamnya Bone Morphogenetic 

Protein (BMP) 15 dan Growth Differentiation 

Factor (GDF9) (Piotrowska et al., 2013). Ada 

dua sitokin penanda penting dalam maturasi 

oosit yaitu TGF  dan GDF9. Transforming 

Growth Factor-  (TGF ) superfamily 

terekspresi pada sel somatik ovarium mamalia 

dan pada oosit berbagai tahapan, sehingga 

berfungsi sebagai regulator intra ovarium pada 

proses folikulogenesis (Nagashima et al., 2011). 

Transforming Growth Factor- (TGF ) 

superfamily yang penting adalah Bone 

Morphogenic Protein (BMP2, BMP4, BMP5, 

BMP6, BMP7 dan BMP 15) serta GDF9 yang 

terekspresi sepanjang proses folikulogenesis dan 

sebagai pengatur utama perkembangan dan 

pertumbuhan folikel (Knight dan Glister, 2006). 

Ketiadaan GDF9 menyebabkan folikulogenesis 

berhenti pada fase folikel primer (Dong et al., 

1996). 

Anggota TGF  superfamily yang telah 

diketahui berperan penting dalam maturasi oosit 

adalah GDF9. Maturasi oosit memegang 

peranan penting dalam keberhasilan proses 

fertilisasi in vitro dan perkembangan embrio. 

Pada saat maturasi oosit mensekresi beberapa 

faktor di antaranya GDF9. Growth 

Differentiation Factor (GDF9) memegang 

peranan penting dalam pertumbuhan sel teka 

dan granulosa sekaligus pada diferensiasi dan 

maturasi oosit (Hreinsson et al., 2002). Lebih 

jauh lagi, level GDF9 pada cairan folikel 

berhubungan dengan maturasi inti oosit dan 

kualitas embrio (Gode et al., 2011). 

Pada saat vitrifikasi semua proses 

metabolisme sel berhenti, sehingga sel dapat 

disimpan dalam jangka waktu yang lama. 

Proses vitrifikasi diharapkan tidak 

memengaruhi kematangan Oosit Kumulus 

Kompleks (OOK), karena OOK yang divitrifikasi 

sebelum dilakukan In Vitro Maturation (IVM), 

tetap mencapai tingkat maturasi yang sama 

dengan yang vitrifikasi setelah IVM. Penelitian 

tentang pengaruh vitrifikasi terhadap maturasi 

oosit pada sel kumulus dan oosit sampai saat 

ini belum banyak dilaporkan. Penelitian ini 

bertujuan untuk membandingkan ekspresi TGF 

 dan GDF9 sebagai penanda maturasi pada oosit 

yang divitrifikasi sesudah dan sebelum maturasi 

in vitro. 
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METODE PENELITIAN 

 

Pematangan Oosit 

Ovarium didapatkan dari rumah potong 

hewan setempat. Ovarium disimpan dalam 

NaCl 0,89% yang telah diberi tambahan 

gentamycin sulfat 50 g/mL, pada suhu 30-35ºC. 

Koleksi oosit dilakukan dengan melakukukan 

aspirasi pada folikel berukuran 3-5 mm dengan 

menggunakan jarum 18 G yang dihubungkan 

dengan spuit 10 mL berisi 1 mL Phosphate 

Buffer Saline (PBS) yang telah diberi tambahan 

0,3% Bovine Serum Albumine (BSA) dan 50 

ìg/mL gentamycin. Oosit domba yang 

digunakan adalah oosit immatur yang memiliki 

kumulus minimal tiga lapis. Penelitian ini 

adalah penelitian komparasi eksploratif 

laboratoris dengan rancangan post test only 

control group design. Oosit dibagi dalam tiga 

kelompok: (i) kelompok kontrol (n=30) oosit 

hanya dilakukan IVM, (ii) Kelompok 1 (n=32), 

oosit dilakukan IVM dilanjutkan vitrifikasi 

dan (iii) kelompok 2 (n=21), oosit divitrifikasi 

dilanjutkan dengan IVM. Maturasi in vitro 

menggunakan medium Tissue Culture 

Medium (TCM) 199 dilakukan dalam 

inkubator CO2 dengan 38ºC, 5% CO2, 

kelembapan 95% selama 24 jam.   Oosit yang 

matur ditandai dengan kumulus yang 

mengembang, hanya oosit yang matur 

dilanjutkan untuk dilakukan vitrifikasi. 

Vitrifikasi dilakukan dengan menggunakan 

hemistraw sehingga krioprotektan yang 

digunakan sangat sedikit. Vitrifikasi diawali 

dengan pencucian oosit dalam medium dasar 

PBS yang disuplementasi serum 20% selama 1- 

2 menit, dilanjutkan dengan tahapan ekuilibrasi 

oosit dalam medium PBS + serum 20% + etilen 

glikol 10% dengan volume 20μL selama 10-14 

menit. Oosit kemudian dipindahkan dalam 

medium vitrifikasi PBS + serum 20% + sukrosa 

0,5 M + etilen glikol 15% + PROH 15% dengan 

volume 10μL selama 25-30 detik. Thawing 

dilakukan dengan mencelupkan hemistraw 

tersebut ke dalam media thawing. Oosit 

direndam secara berturut dalam media: 1). PBS 

+ 20% serum + sukrosa 0,5 M, 100μL; 2). PBS 

+ 20% serum + sukrosa 0,25 M, 20μL; dan 3). 

PBS + 20% serum + sukrosa 0,1 M, 20 μL 

 

Pewarnaan Imunositokimia 

Ekspresi TGF-â dan GDF9 dilihat melalui 

pewarnaan imunositokimia. Pemeriksaan 

imunositokimia dilakukan dengan melakukan 

pencucian preparat dengan PBS selama 2x5 

menit,  dilanjutkan  dengan  H
2
O

2  
selama 10 

menit, diberikan antibodi (monoklonal) primer 

selama 60 menit, tahap selanjutnya adalah 

pemberian biotinylated link selama 30 menit, 

dilanjutkan dengan pemberian streptavidin 

selama 30 menit, kemudian diberi 

diamonibenziddine (DAB). Chromagen 

diencerkan 2% dengan DAB plus subtrat selama 

6-10 menit. Dilakukan pencucian dengan PBS 

2x5 menit untuk setiap pergantian tahap untuk 

membersihkan sisa bahan yang menempel. 

Counterstain dengan methyl green 3 selama 5- 

10 menit pada suhu ruang kemudian diperiksa 

di bawah mikroskop cahaya. Hasil pewarnaan 

dinilai secara semikuantitatif menurut metode 

Remmele yang dimodifikasi (Novak et al., 2007) 

yang merupakan hasil perkalian antara skor 

persentase sel immunoreaktif dengan skor 

intensitas warna pada sel imunoreaktif. 

Chromagen yang digunakan adalah DAB 

sehingga bila terjadi ikatan antigen dan antibodi 

akan menvisualisasikan warna kecoklatan. 

Ekspresi yang positif ditandai dengan warna 

kecoklatan (coklat muda untuk ekspresi yang 

lemah, coklat sedang untuk ekspresi yang 

sedang dan coklat tua untuk ekspresi yang 

kuat) pada oosit dan sel kumulus. Analisis data 

dilakukan dengan mengunakan uji sidik ragam 

satu arah. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini bertujuan untuk 

membuktikan pengaruh vitrifikasi terhadap 

kematangan oosit yang ditandai dengan adanya 

ekspresi TGF  dan GDF9. Hasil penelitian 

terkait ekspresi TGF  dan gambaran 

imunositokimia pada oosit dan sel kumulus yang 

divitrifikasi sesudah dan sebelum maturasi in 

vitro disajikan pada Tabel 1 dan Gambar 1. 

Hasil penelitiaan menunjukkan bahwa ekspresi 

TGF  pada kelompok oosit yang divitrifikasi 

sebelum maturasi in vitro menunjukkan hasil 

paling tinggi dibanding kelompok yang 

divitrifikasi sesudah maturasi in vitro dan 

kelompok kontrol. 

Hasil yang sama didapatkan Widjiati et al. 

(2012) yang mengidentifikasi TGF  pada OOK 

sapi setelah dimaturasi in vitro selama 20 jam. 

Transforming Growth Factor Beta (TGF ) juga 

diidentifikasi pada oosit babi yang dilakukan 

maturasi in vitro yang menunjukkan bahwa 

TGF  berperan penting dalam proses maturasi 

oosit (Budna et al. (2017). 

Hasil yang berbeda didapatkan   Aruna- 
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Tabel 1. Ekspresi Transforming Growth Factor Beta (TGF ) pada oosit domba dan kumulus 
 

Kelompok Ekspresi TGF  oosit ± SD Ekspresi TGF  kumulus ± SD 

IVM (K0) 4,05±3,54 3,60±3,93 
IVM+Vitrifikasi (K1) 6,15±2,70 3,10±3,69 

Vitrifikasi+IVM (K2) 9,72±2,76*
 8,22±4,15*

 

* = signifikan (p<0,05)   

 

Tabel 2. Ekspresi Growth Differentiation Factor (GDF9) pada oosit domba dan kumulus 
 

Kelompok Ekspresi GDF9 oosit ± SD Ekspresi GDF9  kumulus  ± SD 

IVM (K0) 2,99±1,57 2,68±1,69 
IVM+Vitrifikasi (K1) 3,58±1,05 1,67±1,48 

Vitrifikasi+IVM (K2) 9,37±2,84* 8,52±3,66* 

* = signifikan (p<0,05)   

 
 

Gambar 1. Ekspresi Transforming Growth Factor Beta (TGF ) dengan pemeriksaan 

imunositokimia pada sel kumulus dan oosit domba a. Kontrol b. K1 c. K2. Ekspresi 

TGF  tampak pada sel kumulus dan oosit yang berwarna kecoklatan (Mikroskop Nikon, 

400 kali) 

 
 

 

Gambar 2. Ekspresi Growth Differentiation Factor (GDF9) dengan pemeriksaan imunositokimia 

pada sel kumulus dan oosit domba a. Kontrol b. K1 c. K2. Ekspresi GDF 9 tampak 

pada sel kumulus dan oosit yang berwarna kecoklatan (Mikroskop Nikon, 400 kali) 
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kumari et al. (2010) yang melakukan penelitian 

pada folikel antral domba. Penambahan TGF  

pada oosit yang didapatkan dari antral folikel 

tidak mendukung oosit mencapai tahap MII 

dibandingkan dengan penambahan growth 

factors yang lainnya. 

Hasil penelitian terkait ekspresi GDF9 dan 

gambaran imunositokimia pada oosit dan sel 

kumulus yang divitrifikasi sesudah dan sebelum 

maturasi in vitro seperti disajikan pada Tabel 

1   dan  Gambar  1. Hasil  penelitiaan 

menunjukkan bahwa ekspresi GDF9 pada 

kelompok oosit yang divitrifikasi sebelum 

maturasi in vitro menunjukkan hasil paling 

tinggi dibanding kelompok yang divitrifikasi 

sesudah maturasi in vitro dan kelompok kontrol. 

Hasil penelitian yang berbeda didapatkan 

oleh Azari et al. (2017) bahwa ekspresi GDF9 

pada OOK sapi yang divitrifikasi sebelum 

maturasi in vitro menunjukkan hasil yang lebih 

rendah dari kelompok kontrol. Penelitian pada 

oosit hewan yak (Bos grunniens) juga 

menunjukkan survival rate yang lebih tinggi 

pada kelompok oosit yang divitrifikasi setelah 

maturasi in vitro (Wei at al., 2017). Lebih jauh 

penelitian untuk melihat ekspresi gen pada oosit 

yang divitrifikasi dalam keadaan immatur dan 

matur menunjukkan ekspresi gen yang berbeda, 

oosit yang  divitrifikasi ketika immatur 

mengekspresikan 12 upregulator genes dan 19 

downregulators genes sementara oosit yang 

divitrifikasi dalam  keadaan matur 

mengekspresikan 47 upregulators genes dan 

enam doenregulators genes (Huang et al., 2018). 

Hasil yang didapat pada penelitian ini 

sejalan dengan hasil penelitian Ebrahimi et al. 

(2010) bahwa vitrifikasi yang dilakukan sebelum 

maturasi in vitro dengan menggunakan cryotop 

tidak berpengaruh pada ekspresi GDF9 dan 

angka maturasi oosit. Rao et al. (2012) juga 

mendapatkan hasil yang sama, bahwasanya 

vitrifikasi oosit immatur dengan menggunakan 

hemistraw tidak berpengaruh pada ekspresi 

GDF9, akan tetapi ekspresi GDF9 yang tinggi 

justru menurunkan angka maturasi oosit. Chen 

et al. (2014) juga mendapatkan hasil yang sama, 

bahwa vitrifikasi pada oosit immatur 

menunjukkan peningkatan ekspresi GDF9, tapi 

didapatkan penurunan morfologi oosit, 

maturasi, dan kemampuan perkembangan oosit 

pada tahap selanjutnya. Hal ini menunjukkan 

bahwa peningkatan ekspresi GDF9 tidak 

mampu menjaga viabilitas dan perkembangan 

oosit setelah proses vitrifikasi, akan tetapi pada 

penelitian ini tidak dilakukan penilaian terhadap 

maturasi dan morfologi oosit. Ekspresi GDF9 

pada waktu yang berbeda menunjukkan hasil 

yang berbeda. Ekspresi GDF9 semakin menurun 

pada maturasi antara 0-24 jam baik pada oosit 

maupun sel kumulus (Kathirvel et al., 2013). 

Tingginya ekspresi TGF  dan GDF9 pada 

kelompok yang divitrifikasi sebelum maturasi 

in vitro menunjukkan bahwa vitrifikasi tidak 

memengaruhi ekspresi TGF  dan GDF9 pada 

oosit dan sel kumulus. Vitrifikasi tidak merusak 

oosit, sel kumulus dan komunikasi di antara 

keduanya. Komunikasi antara sel kumulus dan 

oosit sangat berperan dalam proses maturasi 

oosit. Tharasanit et al. (2009) menunjukkan 

bahwa vitrifikasi oosit immatur dengan 

kumulus kompleksnya mengakibatkan 

kematian kumulus sel hanya di bagian tepinya 

saja, bukan pada bagian dalam yang dekat 

dengan oosit. Actin sitoskeleton pada kumulus 

yang masih hidup juga masih terorganisir 

dengan baik, begitu juga gap junction antar sel 

kumulus. Oosit dengan gambaran kumulus 

kompleks yang mengalami kematian pada 

beberapa tingkatan tetap dapat mencapai 

maturasi. Faktor yang disekresi oosit terutama 

anggota TGF  superfamily berperan dalam 

menjaga rendahnya kejadian apoptosis pada sel 

kumulus dengan cara melokalisir penurunan 

BMP15 dan BMP6 (Hussein et al., 2005). 

 

SIMPULAN 

 

Oosit yang divitrifikasi terlebih dahulu lalu 

dimaturasi memberikan ekspresi TGF  dan 

GDF9 lebih baik dibanding yang dimaturasi 

kemudian divitrifikasi Hal ini memberikan 

harapan memvitrifikasi oosit tanpa didahului 

proses stimulasi. 

 

SARAN 

 

Perlu dilakukan penelitian untuk melihat 

penanda maturasi yang lain dan dilanjutkan 

dengan fertilisasi in vitro untuk mengetahui 

kemampuan fertilisasi oosit setelah vitrifikasi. 
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