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ABSTRAK

Pada penelitian ini dikaji kemampuan spermatozoa domba hasil pengeringbekuan untuk melakukan
dekondensasi dan membentuk pronukleus setelah diinjeksikan ke dalam oosit dengan menggunakan
teknik intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Metode pewarnaan aceto lacmoid digunakan untuk
mengevaluasi kejadian dekondensasi dan pembentukan pronukleus pada ocosit setelah ICSIL. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa spermatozoa hasil pengeringbekuan dapat melakukan dekondensasi (2%) dan
mendukung pembentukan 1PN (34%) tetapi belum mampu mendukung pembentukan 2PN setelah
diinjeksikan ke dalam oosit. Sedangkan injeksi dengan menggunakan spermatozoa segar mampu
mendukung pembentukan 2PN (30%) dan 1PN (40%). Sebagai kesimpulan dapat dikemukakan bahwa

spermatozoa hasil pengeringbekuan mampu melakukan dekondensasi dan mendukung pembetukan 1PN
setelah ICSI.
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ABSTRACT

In this experiment, the ability of feeeze-dried ram spermatozoa to decondense and to support pronucleus
formation after injection into oocyte using ICSI method was evaluated. Aceto lacmoid staining was used
to assess decondensation and pronucleus formation following ICSI. Results of these experiments revealed
that freeze-dried spermatozoa had the ability to decondense (2%) and to induce 1PN formation (34%)
following injection into oocytes but fail to form 2PN, However, 30% of 2PN and 40% oocytes were obtained
when oocytes were injected with fresh spermatozoa. In conclusion, freeze-dried ram spermatozoa were
able to decondense and to support 1PN formation after ICSI.
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PENDAHULUAN

Pengeringbekuan merupakan salah
satu metode pengawetan spermatozoa
melalui proses pembekuan dan
penyubliman yang pada akhirnya akan
dihasilkan sediaan spermatozoa dalam
kemasan kering. Selama masa
penyimpanan, kemasan spermatozoa
hasil pengeringbekuan dapat ditempat-
kan dalam lemari es (3-5°C) atau suhu
ruang schingga tidak membutuhkan
suplail nitrogen cair yang terus-menerus
seperti penyimpanan spermatozoa dalam
kemasan beku. Hal ini akan mempermu-
dah pendistribusiannya dari satu tempat
ke tempat lain. Namun demikian
pemanfaatan spermatozoa hasil penge-
ringbekuan untuk tujuan fertilisasi sel
telur hanya dapat dilakukan melalui
teknik intracytoplasmic sperm injection
(ICSI) karena tidak bersifat motil lagi dan
telah mengalami kerusakan struktur
membran plasma dan akrosom (Saili ef al.
2005). ICSI adalah suatu metode
fertilisasi mikro menggunakan mikro-
manipulator yang terpasang pada
mikroskop. Melalui teknik ICSI kita dapat
memasukkan secara langsung sperma-
tozoon kedalam sitoplasma sel telur
sehingga beberapa hambalan dalam
fertilisasi normal dapat terabaikan.

Beberapa percobaan fertilisasi melalui
teknik ICSI membuktikan bahwa sel telur
yang dibuahi oleh spermatozoa hasil
pengeringbekuan mampu membentuk
pronukleus pada hamster (Hoshi et al.
1994) atau berkembang menjadi embrio
pada sapi (Keskintepe ef af. 2001) bahkan
dapat berkembang menjadi anak mencit
yang normal setelah ditransfer ke resipien
(Wakayama dan Yanagimachi 1998). Hal
ini dapat terjadi karena integritas DNA
spermatozoa diperkirakan masih utuh
sehingga mampu mendukung proses
fertilisasi dengan baik.

Daya tahan inti spermatozoa terhadap
suhu rendah telah dibuktikan dengan
lahirnya beberapa anak hasil inseminasi
dengan menggunakan spermatozoa beku
(Watson 1990). Selain itu, DNA spermato-
zoa mempunyai pelindung yang dapat
mengamankannya dari pengaruh fisik
dan kimia. Spermatozoa juga tahan
terhadap suhu panas, bahkan sperma-
tozoa yang dipapar pada suhu 90"C selama
30 menit pun masih mampu membentuk
pronukleus (Yanagida et af. 1991). Daya
tahan inti spermatozoa terhadap proses
pengeringan telah dibuktikan pula
melalui pengeringbekuan spermatozoa
manusia yang dilanjutkan dengan
penyimpanan di dalam desikator selama
beberapa bulan masih mampu
mendukung pembentukan pronukleus
(Katayose et al. 1992).

Penelitian yang ditujukan untuk
menguji kemampuan spematozoa hasil
pengeringbekuan dalam mendukung
proses fertilisasi sel telur melalui teknik
ICSI, masih terbatas pada hewan
percobaan seperti kelinci (Liuef al. 2004),
tikus (Said 2003), mencit (Wakayama dan
Yanagimachi 1998), hamster (Hoshi et al.
1994), hewan ternak seperti babi (Kwon ct
al. 2004), sapi {Keskintepe et al. 2001) scrta
manusia (Katayose et al. 1992). Oleh
karena itu perlu dilakukan penelitian
dengan menggunakan hewan uji yang lain
seperti domba untuk mengetahut apakah
keberhasilan penerapan metode ini pada
hewan percobaan juga dapat diperoleh
pada hewan ternak domba.

BAHAN DAN METODE

Pengambilan dan Penyiapan Sper-
matozoa

Semen diperoleh dari seekor domba
jantan lokal yang dikoleks) dengan
menggunakan vagina buatan. Untuk
mendapatkan sediaan spermatozoa dalam
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bentuk kering diterapkan metode
pengeringbhekuan yang diadopsi dari
Kaneko ef al. (2003) dengan sedikit
modifikasi. Secara jelas dapat diuraikan
sebagai berikut. Sprematozoa terlebih
dahulu dibebaskan dari plasmanya
dengan menggunakan metode swim up.
Sebanvak 100 ul(2x 107 spermatozoa/ml)
semen domba dimasukkan ke dalam {ube
1.5 ml kemudian ditambahkan secara
perlahan-lahan medium pelarut ethvlene
glveol-his lheta-aminoethyl ether]-
N NN N-tetraacetic acid (KGTA), ethylene
diamine tetraacetic acid (EDTA) atau
phosphate buffer saline (PBS) sehanvak 1.3
ml dengan pH 8.0. Selanjutnya dilakukan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 10
menit agar spermatozoa dapat berenang
ke permukaan medium. Fraksi spermato-
zoa vang berada di bagian atas tube
diambil secara perlahan-lahan dan
dipindahkan masing-masing schanyak
100 ul ke dalam tube berpenutup ulir 1.5
ml (Crvo-tube, Greiner). Tube tersebut
selapjutnya dimasukkan ke dalam
nitrogen cair hingga proses pengering-
bekuan dimulai. Proses pengeringbekuan
diawali dengan pemasangan tube ke alat
pengeringbekuan, selanjutnya mesin
dijalankan dan proses pengeringbekuan
berjalan hingga terbentuk tepung
spermatozoa di dalam tube tersebut. Tube
selanjutnyva dilepas dari mesin pengering-
bekuan, ditutup rapat, divakum menggu-
nakan spoit 10 ml dan disimpan di dalam
lemari es hingga digunakan.

Penyiapan Oosit

Oosit  diperoieh dari ovarium yang
dikoleksi dari rumah potong hewan.
Ovarium selanjutnya dimasukkan ke
dalam medium NaCl fisiologis (0.9%) dan
dibawa ke laboratorium dalam waktu
kurang dari 3 jam hingga proses aspirasi
dilakukan. Aspirasi oosit menggunakan
spoit 5 ml dan jarum 18G dengan medium

TCM-199 yang ditambah 2% fetal bovine
serum (FBS) dan antibiotik. Selanjutnya
oosit dikumpulkan dan dicuci beberapa
kali dj dalam medium maturasi (TCM-199,
NaHCO,25 mM, FBS 10%, estrogen 1 my/
ml, FSH 10 pg/mi, LH 10 pg/ml dan
antibiotik). Semua oosit hasil aspirasi
belum matang sehingga harus
dimatangkan sesuai dengan proscdur
standar maturasi oosit. Proses maturasi
dimulai dengan menempatkan oosit ke
dalam spof (50 ply medium maturasi (10-
15 sel telur/spot). Selanjutnya cawan
tersebut dimasukkan ke dalam inkubator
CO, 5%, suhu 37° C selama 24 jam.
Evaluasi oosit yang matang dilakukan di
bawah mikroskop inverted dengan
indikator adanva badan kutub pada oosit.
Oosit yang mempunyai badan kutub
pertama (oosit matang) selanjutnya
dipisahkan pada spot yang lain sambil
menunggu proses 1CSI dilakukan

Pelaksanaan intracytoplasmic sperm
injection (ICSI)

Metode I1CST yang digunakan pada
penelitian ini merupakan metode mikro
fertilisasi yang dikembangkan oleh
Budiono (2001) dengan sedikit modifikasi.
Secara garis besar prosedur vang
dimaksud adalah sebagai berikut .
Pertama-tama dibuat drop medium I1CSI
(TCM-199, NaHCo3 5 mM, HEPES 20
mM. FBS 5% dan antibiotik) masing-
masing sebanyak 5 ul pada cawan petr.
Drop pada sisi kiri diisi dengan oosit
matang (terdapat badan kutub pertama,
PB-1) sebanyak tiga sampal lima ocosit
vang telah dibebaskan dari kumulus
dengan menggunakan enzim hyaluro-
nidase, sedangkan pada drop sist kanan
merupakan drop yang berisi spermatozoa
hasil pengering bekuan. Di dalam
pelaksanaan ICSI, spermatozoa terlebih
dahulu ditempatkan pada ujung injection
pipet yang berdiameter kurang dari 10 pm
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sebelum diinjeksikan ke dalam sitoplasma
oosit yang telah difiksir dengan
menggunakan holding pipet yang
berdiameter 50-100 pgm. Pipet injeksi
harus berada pada posisi 90 derajat dari
posisi PB-I oosit. Hal ini dimaksudkan
agar pada saat pipet injeksi masuk ke
dalam sitoplasma oosit, tidak akan
merusak inti sel yang berada di dekat PB-
I. Selanjutnya, spermatozoa diinjeksikan
ke dalam sitoplasma oosit dan pipet injeksi
ditarik keluar sitoplasma.

Inkubasi Oosit setelah ICSI

Setelah 1CSI dilakukan, oosit
dikeluarkan dari drop ICSI dan dicuci
beberapa kali di dalam medium inkubasi
(TCM-199, NaHCo3 25 mM, FBS 10% dan
antibiotik). Oosit yang telah dicuci
dipindahkan ke dalam drop medium
inkubasi (50 xl), untuk selanjutnya
dimasukkan ke dalam inkubator CO, 5%
dan suhu 38°C selama 10 jam.

Evaluasi Oosit setelah ICSI dan
Analisis Data

Oosit hasil ICSI yang telah diinkubasi,
selanjutnya dievaluasi dengan meng-
gunakan metode pewarnaan aceto lacmid
(Toyoda dan Chang 1974). Prosedur
pewarnaan aceto lacmid dapat dijelaskan
sebagai berikut. Qosit yang telah
diinkubasi selama 24 jam diletakkan di
atas obyek glas dan diberi gelas penutup.
Selanjutnya oosit berturut-turut dibilas
dengan glutaraldehid 2,5%, difiksasi
selama 24 jam di dalam formalin netral
10%, dibilas dengan etanol 95% dan
diwarnail dengan aceto lacmoid serta
dibilas acetoglycerol untuk member-sihkan
sisa pewarna. Pengamatan oosit hasil
pewarnaan dilakukan dibawah mikroskop
cahaya dengan lensa objek 40X. Oosit hasil
ICSI dikategorikan ke dalam 4 kelompok,
vaitu oosit dengan spermatozoa
dekondensasi (DS), oosit dengan satu

pronukleus (1PN), oosit dengan dua
pronukleus (2PN) dan oosit tidak
teraktivasi,

Data tentang perkembangan sper-
matozoa dan pembentukan pronukleus
setelah ICSI dengan menggunakan
spermatozoa hasil pengeringbekuan dan
spermatozoa segar pada masing-masing
perlakuan dibandingkan dengan meng-
gunakan independent-samples t-test yang
terdapat dalam program SPSS versi 13
dengan taraf pengujian 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji biologis dilakukan baik pada
spermatozoa segar maupun spermatozoa
hasil pengeringbekuan menggunakan
metode ICS], yaitu memasukkan sperma-
tozoon secara mekanik ke dalam
sitoplasma sel telur dengan bantuan alat
mikromani-pulator di bawah mikroskop
tnverted. Data hasil ICSI yang
menjelaskan kejadian aktivasi sel telur
yang diindikasikan oleh kemampuan
spermatozoa untuk berde-kondensasi dan
mendukung pembentu-kan pronukleus
setelah ICSI disajikan pada Tabel 1.

Nilai persentase rata-rata sel telur
yang teraktivasi setelah diinjeksi dengan
spermatozoa hasil pengeringbekuan dari
semua periakuan berkisar 0 - 60% (rata-
rata 36%), sedangan ICSI menggunakan
spermatozoa segar mencapai 70%. Kondisi
aktivasi dibagi ke dalam beberapa
kategori, yaitu sel telur dengan dua
pronukeus (2PN), sel telur dengan satu
pronukleus (1PN), sel telur dengan
spermatozoa yang terdekondensasi (DS),
dan sel telur dengan spermatozoa yang
tetap dalam kondisi terkondensasi (CS)
atau sel telur yang tidak teraktivasi.

Data pada Tabel 1 menunjukkan
bahwa spermatozoa hasil pengering-
bekuan yang diinjeksikan ke dalam sel
telur domba hanya 2% yang berkembang
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Tabel 1 Perkembangan spermatozoa dan pembentukan pronukleus setelah ICSI pada sel

telur domba

Jumlah Jumlah oosit teraktivasi dengan: Jﬁrplah
Sumber . oosit tdk
spermatozoa Ogisiﬁj}erlac?ig DS(%)  1PN(%) 2PN(%) Total (%) t@fa(lj_}i}’asi
el
EDTA] 20 0(0)a 9(45)c  0(0)a 7 (45)¢ 11 (55)¢
EDTA-2 20 0(0)= 10 (50) 0 (0)2 10 ¢50)« 10 (50)¢
EDTA-3 20 0 (0} 8 (40)¢ 0 (0)n 8 (40)¢ 12 (60) ¢
KGTA-1 20 0(0)> 10 (50) ¢ 0(0y» 10 (50)« 10 (50)¢
EGTA-2 20 2 (10)® & (40) D (D)o 10 (50)¢ 10 (50)¢
EGTA-3 20 2 (10)* 10 (50)« 0(0)a 12 (60) «d § (40w
PBS-1 20 0(0)» 2 (10)® 0(0)= 2 (10)® 18 (90) b
PBS-2 20 0 (0)= 4(20)® 0 (0) 4(20)b 16 (80)®
PBS-3 20 C (0)» 0 (0) 0(0)a C (D)o 20 (100) =
Kontrol 20 G () 8 (40)¢ 6(30)0

6130)4d

Angka yung ditkuti huruf superskript berbeda pada kolom yvang sama menunjukkan perbedaan

vang nvata pada taraf uji 5%
! 2 m F

ke tahap dekondensasi dan 34% mampu
mendukung pembentukan 1PN, tetapi
belum mampu mendukung pembentukan
2PN. Sedangkan spermatozoa segar telah
mampu mendukung pembentukan 2PN
(30%) dan 1PN (40%) (Gambar 1).
Persentase tertinggi (60%) sel telur
vang teraktivasi setelah diinjeksi dengan
menggunakan spermatozeoa hasil
pengeringbekuan ditunjukkan cleh
perlakuan EGTA-3 yang berbeda nyata
febih tinggl (P<0.05) dibandingkan
dengan perlakuan PBS-1 (14%), PBS-2

20 dan FBES-3 (0%). Walaupun
persentase keberhasilan sel telur

teraktivasi yang diinjeksi dengan
menggunakan spermatozoa hasil
pengeringbekuan, khususnya pada
perlakuan EGTA-3, tidak berbeda nyata
tengan injeksl vang menggunakan
spermatozoa segar (kontrol), tetapi secara
umum dapat dikatakan bahwa injeksi

dengan menggunakan spermatozoa segar
dapat mencapai rata-rata keberhasilan
aktivasi sel telur vang nyata lebih besar
(70%:) dibandingkan dengan injcksi vang
menggunakan spermatozoa hasil
pengeringbekuan.

Secara umum fenomena ini mungkin
disebabkan oleh kerusakan faktor
paternal selama proses pengeringhekuan
sehingga proses fertilisasi menjadi
terhambat. Yanagimachi (2001} melapor-
kan bahwa sentrosom spermatozoa
mamalia turut berpartisipasi dalam proses
fertilisasi, sedangkan sentrosom sper-
matozoa hewan rodensia tidak dibutuhkan
pada proses feriilisasi karena sentresom
maternal telah cukup melakukan tugas
terscbut.

Peristiwa aktivasi sel telur hingga
terbentuknya pronukleus hetina pada
fertilisas1 umumnya disebabkan cleh
spermatozoa melalui suatu zat yang
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Gambar 1
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Sel telur dengan 2PN (A), sel telur dengan 1PN (B), sel telur dengan

CS—>

spermatozoa yang terdekondensasi, DS {C), dan sel telur dengan
spermatozoa yang tidak berkembang,CS (D)

disebut oocyfes activating factor (QOAF).
Zat .ni akan merangsang pengeluaran ion
kalsium intrasecluler melalui second
messenger tnositol tri phosphate (IP3).
Peningkatan mobilisasi ion kalsium di
dalam sel akan merangsang terjadinya
proses meiosis kedua yang menyebabkan
keluarnya polar body kedua (PB II) dan
terbentuknya pronukleus betina. Pada sisi
lain, pembentukan pronukleus jantan
sangat tergantung pada kondisi
sitoplasma sel telur. Spermatozoa yang
diinjeksikan ke dalam sel telur yang
belum matang atau belum mengalami
germinal vesicle breakdown (GVBD) tidak
akan menycbabkan dekondensasi pada
int} spermatozoa (Thadani 1980).
Sebaliknya jika spermatozoa dimasukkan
ke dalam sel tetur yang telah mengalami
GVBD, maka akan terjadi dekondensasi

inti spermatozoa dan selanjutnya terjadi
pembentukan pronukleus jantan
(Balakier dan Tarkowski 1980).

Salah satu faktor yang dicurigai
sebagai penyebab proses dekondensasi inti
spermatozoa adalah glutathion (GSH)
yang terdapat secara alami di dalam
sitoplasma sel telur. Glutathion berfungsi
mereduksi ikatan sulfihidril protamin
pada inti spermatozoa sehingga kromatin
terbuka (dekondensasi) dan selanjutnya
pembentukan pronukleus jantan dapat
berlangsung dengan baik (Mahi dan
Yanagimachi 1975). Kegagalan pemben-
tukan pronukleus jantan pada sel telur
vang diinjeksi dengan spermatozoa hasi
pengeringbekuan mungkin disebabkan
oleh kurang berfungsinya GSH pada scl
telur sehingga inti spermatozoa tetap
terkondensasi. Hal ini dapat dilihai dari
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rendahnya rata-rata angka dekondensasi
'2%) pada semua perlakuan yang
menggunakan spermatozoa hasil
pengeringbekuan,

Hal lain yang mungkin menyebabkan
tidak terbentuknya pronukleus jantan
pada sel telur yang diinjeksi dengan
spermatozoa hasil pengeringbekuan
adalah tidak adanya tindakan aktivasi
buatan selama masa inkubasi sel telur
sctelah ICSI. Beberapa peneliti
mengungkapkan bahwa pembentukan
pronuklieus jantan tidak hanya
bergantung pada terjadinya GVBD pada
sel telur tetapi juga sangat tergantung
pada proses aktivasi (Niwa dan Chang
1975; Balakier dan Tarkowski 1980;
Perreault ef af. 1984). Selanjutnya
dikatakan bahwa walaupun telah terjadi
dekondensasi inti spermatozoa setelah
ICSI, tetapi pronukleus jantan tidak akan
terbentuk hingga dilakukan aktivasi.

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menyimpulkan
bahwa spermatozoa domba hasil penge-
ringbekuan mampu mengaktivasi sel telur
yang dibuktikan dengan kejadian dekon-
densasi spermatozoa dan pembentukan
1PN, tetapi belum mampu mendukung
pembentukan 2PN. Sedangkan injkesi
dengan menggunakan spermatozoa segar

telah mampu mendukung pembentukan
2PN dan 1PN.
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