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RINGKASAN

METALIA GUNSARI. Integritas Morfologis dan Kinematika Spermatozoa
setelah Swim-up dan Perkiraan Kemampuan Fertilisasinya. Dibimbing oleh
MOHAMAD AGUS SETIADI, IMAN SUPRIATNA dan EKAYANTI
MULYAWATI KAIIN.

Pada tahap fertilisasi in vitro, spermatozoa yang diperoleh dari ejakulat tidak
dapat membuahi oosit secara langsung. Spermatozoa harus mengalami kapasitasi
dan reaksi akrosom. Saat terjadi reaksi akrosom, spermatozoa akan melepaskan
enzim akrosomal yang digunakan spermatozoa untuk menembus lapisan pelindung
0osit. Secara in vitro spermatozoa dibiarkan berinteraksi dengan oosit agar terjadi
fertilisasi pada media fertilisasi. Namun demikian, sebelum berinteraksi dengan
00sit, spermatozoa diberikan perlakuan khusus seperti swim-up dan sentrifugasi
dengan tujuan memilih spermatozoa motil serta memisahkan spermatozoa dengan
komponen yang tidak diperlukan sehingga memungkinkan terjadinya fertilisasi.
Oleh karena itu penelitian dilakukan untuk mengamati kualitas dan perubahan
morfologi yang terjadi pada setiap tahapan fertilisasi in vitro, seperti motilitas total,
motilitas progresif, viabilitas, integritas membran plasma, abnormalitas, kinematika
dan perubahan tudung akrosom. Hal ini bertujuan untuk dapat memperkirakan
kemampuan fertilisasi dan menentukan waktu yang efektif terpaparnya
spermatozoa dengan oosit.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini berupa semen beku dari sapi
Peranakan Ongole yang di thawing dalam waterbath yang sudah diisi air dengan
suhu 37 °C selama 30 detik. Sampel kemudian diswim-up dengan cara 200 uL
ditempatkan pada bagian dasar tabung Eppendorf sebanyak 3 buah yang berisi
media swim-up masing-masing 1.000 pL. Tabung Eppendorf dimiringkan dengan
sudut 45° dan diinkubasi dalam inkubator CO2 pada suhu 39 °C selama 1 jam.
Ketiga tabung Eppendorf tersebut bagian atas media swim-up diambil sebanyak 700
pL. dan disentrifugasi dengan kecepatan 1.600 rpm selama 8 menit. Selanjutnya,
supernatan dibuang dengan menyisakan pelet sekitar 400 pL. Sebanyak 200 pL
spermatozoa yang telah diswim-up ditempatkan dalam 800 pL media fertilisasi
dengan konsentrasi akhir spermatozoa mencapai 10 juta/ml, dan diinkubasi pada
inkubator CO2 dengan suhu 39 °C selama 3 dan 6 jam.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa setelah swim-up terjadi peningkatan
motilitas spermatozoa sebesar 70,45%, viabilitas 76,17%, membran plasma utuh
78% yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan lainnya (p < 0,05). Hasil
pengamatan CASA menunjukkan setelah swim up, VCL dan VSL spermatozoa
meningkat hingga setelah inkubasi 3 jam dan 6 jam pada media fertilisasi (p <0,05).
Terjadi peningkatan perubahan tudung akrosom seiring berjalannya waktu inkubasi
(p < 0,05). Indikasi reaksi akrosom sudah terjadi sebanyak 37% setelah inkubasi
media fertilisasi 3 jam dan meningkat pada inkubasi ke 6 jam sebesar 63,17% (p <
0,05).

Pada kondisi in vitro, spermatozoa tetap bisa mengalami kapasitasi dan reaksi
akrosom karena didukung oleh kondisi lingkungan eksternal (media fertilisasi).
Natrium bikarbonat (NaHCOs) dalam media fertilisasi berfungsi meningkatkan
aktivitas adenylyl cyclase, yang memicu peningkatan cAMP (cyclic AMP) dan
memicu terjadinya pelepasan tudung akrosom. Tudung akrosom akan lepas saat
memulai proses penetrasi dengan zona pelusida. Tudung akrosom mengandung p



enzim yang diperlukan untuk menembus zona pelusida saat proses penetrasi. enzim
yang diperlukan untuk menembus zona pelusida, yaitu hialuronidase dan akrosin.
Enzim hialuronidase akan melarutkan asam hialuronat pada korona radiata.
Akibatnya ikatan antarsel dapat dipisahkan dan memudahkan terjadinya peleburan.
Akrosin berfungsi untuk mendegradasi glikoprotein pada zona pelusida.
Eksositosis enzim hidrolitik dari vesikel akrosomal juga berfungsi untuk fusi
membran sperma dengan oosit untuk fertilisasi.

Berdasarkan data berbagai tahapan perlakuan paparan pada produksi
embrio in vitro, kualitas spermatozoa masih memenuhi syarat untuk melakukan
fertilisasi dan dengan inkubasi minimal 6 jam diprediksi menghasilkan tingkat
fertilisasi yang baik.

Kata kunci: integritas morfologis; kinematika; reaksi akrosom; spermatozoa; swim
up.



SUMMARY

METALIA GUNSARI. Morphological Integrity and Kinematics of
Spermatozoa after Swim-up and Estimation of Fertility Ability. Supervised by
MOHAMAD AGUS SETIADI, IMAN SUPRIATNA dan EKAYANTI
MULYAWATI KAIIN.

During the in vitro fertilization stage, spermatozoa obtained from ejaculate
cannot directly fertilize the oocyte. The sperm must undergo capacitation and the
acrosome reaction. During the acrosome reaction, the sperm release acrosomal
enzymes, which they use to penetrate the protective layer of the oocyte. In vitro,
spermatozoa are allowed to interact with the oocyte in fertilization media to enable
fertilization. However, before this interaction, the sperm undergo special treatments
such as swim-up and centrifugation to select motile sperm and separate them from
unnecessary components, thereby increasing the chances of successful fertilization.
Therefore, research is conducted to observe the quality and morphological changes
that occur at each stage of in vitro fertilization, including total motility, progressive
motility, viability, plasma membrane integrity, abnormalities, kinematics, and
acrosomal status. This aims to estimate fertilizing potential and determine the
optimal timing for sperm-oocyte interaction.

The samples used in this study were frozen semen from Ongole crossbred
cattle. The semen was thawed in a water bath at 37 °C for 30 seconds. Next, a
swim-up technique was performed: 200 uL. of thawed semen was placed at the
bottom of each of three conical Eppendorf tubes, each containing 1 mL of swim-up
medium. The tubes were tilted at a 45° angle and incubated in a CO: incubator at
39 °C for 1 hour. After incubation, 700 pL of the upper layer of swim-up medium
from each tube was collected and centrifuged at 1600 rpm for 8 minutes. The
supernatant was discarded, leaving approximately 400 pL of pellet. Then, 200 pL
of the swim-up spermatozoa pellet was transferred into 800 uL of fertilization
medium, achieving a final sperm concentration of 10 million/mL. This mixture was
incubated in a CO: incubator at 39 °C for 3 and 6 hours, respectively.

The study results showed that the swim-up treatment significantly increased
sperm motility (70.45%), viability (76.17%), and intact plasma membranes (78%)
compared to other treatments (p <0.05). CASA analysis revealed that after swim-
up, both curvilinear velocity (VCL) and straight-line velocity (VSL) increased
following 3 and 6 hours of incubation in fertilization media (p < 0.05). Additionally,
the incidence of the acrosome reaction increased over time (p < 0.05), with 37% of
sperm showing acrosome reaction after 3 hours, rising to 63.17% after 6 hours in
fertilization medium (p <0.05).

In vitro, spermatozoa can still undergo capacitation and the acrosome
reaction because they are supported by the external environment (fertilization
medium). Sodium bicarbonate (NaHCOQ:3) in the fertilization medium functions to
increase adenylyl cyclase activity, which triggers a rise in cAMP (cyclic AMP) and
induces acrosome cap release. The acrosome cap detaches at the start of penetration
into the oocyte. The acrosomal cap contains enzymes required to penetrate the zona
pellucida during penetration. The enzymes released at this stage are hyaluronidase
and acrosin. Hyaluronidase dissolves hyaluronic acid in the corona radiata,
consequently dismantling intercellular bonds and facilitating fusion.
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Acrosin  functions to degrade glycoproteins in the zona pellucida.
Exocytosis of hydrolytic enzymes from the acrosomal vesicle also serves to fuse
the sperm membrane with the oocyte for fertilization.

Based on the data from the various treatment steps during in vitro embryo
production, the sperm quality remained sufficient for fertilization, and with a
minimum of 6 hours incubation, it is predicted that a good fertilization rate can be
achieved.

Keywords: acrosome reaction; integrity morphology; kinematics; swim up.
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