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IDENTIFICATION OF GDF-9 (GROWTH DIFFERENTIATION 
FACTOR-9) IN OOCYfES CUMULUS COMPLEX THAT 

COLLECTED FROM ANTHRAL FOLLICLE OF 
BOVINE WITHOUT MATURATED 

BYINYITRO 

Sigit Prayogo 

ABSTRACT 

Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9) was glycoprotein as a part of 
Transforming Growth Factor Beta (TGFP) subfamily was secreted trough 51 
kDa molecular weight oocyte. The purpose of the study was observed GDF .. 9 
into oocytes cumulus complex that were collected from bovine anthral follicle. 
Method of this study based on the specificity immunocytochemistry method 
which avidin and biotin molecules boundary into the secondary antibody 
avidin-.biotin complex shape. Total ammount of collected oocytes were 66 
(100%) and total ammount of observerd oocytes were 47 (71,21 %) positive and 
19 (28,79%) negative. Positive was marked by dark brown as an expression of 
chromogen on the SA .. HRP complex boundaries. Negative was marked by 
methylen green counterstain. However, GDP-9 was observed into the collected 
oocytes from bovine anthral follicles immaturation in vitro process. 

Key words: ODP .. 9, bovine, anthral follicle, immature 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Masalah 

Jumlah sapi potong di Indonesia pada tabun 1998 sebesar 12,19 juta 

ekor, sedangkan pada tabun 2008 hanya tinggal 10,4 juta ekor (Ditiennak~ 

2008; Husodo, 2009). Jumlah tersebut semakin menurun setiap tahunnYlL 

Setiap tahun Indonesia mengimpor sapi bidup dan daging sapi yang setara 

dengan 650 ribu ekor sapi per tahun. Sedangkan untuk konsumsi daging, 

Indonesia masih terbilang keeil seldtar 7 kilogram per hari, bila dibandingkan 

malaysia mencapai 4S kilogram per hari (Husodo, 2009). 

Menurut Mahaputra (2001), protein hewani mempunyai kandungan 

protein yang lebih baik daripada protein nabati. Hal ini disebabkan 

kandungan protein asam lemak esensial sangat dibutuhkan untuk 

perkembangan otak. Protein dibutubkan pada proses metabolisme selama 

perkembangan dan pertumbuhan. Demi mencukupi kebutuhan protein hewani, 

dibutuhkan peningkatan produktivitas temak. 

Dibutuhkan altematif upaya untuk meningkatkan populasi temak, 

diantaranya dengan bioteknologi reproduksi yaitu metode Transfer Embrio 

(TE). Untuk melakukan transfer emmo dibutuhkan embrio yang bagus dan 

dalam jumlab yang cukup. Untuk memperoleh em brio dapat dilakukan dengan 

dua cam, yaitu secara in vivo maupun in vitro. Pada proses in vitro, untuk 

mendapatkan embrio dengan kualitas yang bagus dibutuhkan proses maturasi 

terlebib dahulu. Selama proses maturasi in vitro banyak faktor yang 

1 



2 

mempengaruhi. Mengingat banyak faktor yang berperan pada proses maturasi 

oosit maka periu diketahui sintesis dan fungsinya. (Hurk and Zhao, 2005) 

Pada proses maturasi oosit, diketahui adanya peran growth factor. 

Growth Factor merupakan faldor loka! yang berperan dalam peningkatan 

proliferasi dan differensiasi sel granulosa, sehingga menyebabkan terjadinya 

ekspansi kumul~. Selama proses maturasi banyak growth factor yang 

berperan daIam proses pematangan oosit seperti : Insulin-like Growth Factor 

(lOF), IOF-Binding Protein (lGFBP), Epidermal Growth Factor (BOF), 

Transforming Growth Factor Alfa (TOFa), Transforming Growth Factor Beta 

(TGFP), Growth Differentiation factor-9 (GDF-9) (Widjiati dkk., 2008). 

Growth Differentiation Factor-9 (GDF.9) merupakan salah satu 

growth fa~tor yang mempengaruhi berbagai fungsi sel ovari termasuk sintesis 

DNA (Deoxyribonucleate Acid) pada sel granulosa dan proses penurunan 

cAMP sehingga proses meiosis dapat berlangsung (Vitt et al., 2000). GDF-9 

berfungsi sebagai regulator pada pertumbuhan dan differensiasi pada jaringan 

embrional maupun jaringan dewasa. GDF ... 9 disintesis oleh set somatik owm 

yang memiliki peran pada pertumbuhan dan fungsi oosit. Keberadaan dan 

peran GDF-9 pada oosit sangat dibutuhkan pada proses maturasi dan 

folikulogenesis ovarlum. (Mazerbourg et 01., 2003). 

Mekanisme kerja ODF .. 9 pada sel-set granulose mampu mengubah 

lingkungan intra folikular, yang akan berpengaruh pada kemampuan oosit 

untuk berkembang menjadi embrio praimplantJsi yang normal secara 

morfologis (Vitt et 01., 2000). Peran ODF .. 9 juga dibuktikan dengan adanya 
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Iaju pertumbuhan folikeI primer dan folikel p,reovum pada saat in vitro. GDF-

9 telah dibuktikan peran dan fungsinya pada saat perkembangan sel granulosa 

pada folikel anthral dan folike! preovum. (Laissue dan Maitre, 2006 ; Spicer et 

al.,2007). 

GDF-9 berperan pada awal pembentukan oosit dimana oosit masih 

belwn matang. Gambaran oosit belum matang (immature oocyte) ditunjukkan 

oleh oosit kompleks dengan kumulus oofoms dan korona radiata yang kompak 

(Rimayanti, 2005). 

Menurut penelitian Juliprihanto (2010), GDF-9 teridentifikasi pada 

oosit yang dikoleksi dati folikel anthral yang dimaturasi secara In vitro 

menggunakan metode inununositokimia, yang menunjukkan basil GDF-9 

positif sebesar 71,87%. aerdasarkan peran ODF .. 9 terjadi pada awal 

pertumbuhan oosit yaitu oosit masih belum matang, maka pada penelitian ini 

akan dilakukan identifikasi GDF-9 pada oosit yang dikoleksi dati folikel 

anthral tanpa proses maturasi, guna mengetahui adanya kemungkinan GDF-9 

pada oosit yang belum matang. 

1.2 Rumusan Masalab 

Darllatar belakang di atas dapat diambil suatu permasalahan mendasar 

apakah Growth Differentiation Factor (GDF-9) dapat diidentifikasi pada oosit 

kumulus kompleks sapi yang dikoleksi dari folikel antbral yang tidak 

dimaturasi secara in vitro? 
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1.3 Landasan Teori 

Dari penelitian yang dilakukan oleh Widjiati dan Rimayanti, ( 2002 ) 

diketahui bahwa oosit yang dipanen dari folikel ukuran 3 .. 12 nun persentase 

jumlah oosit yang mencapai tahap metafase n adalah 50%, sedangkan oosit 

yang dipanen dari folikel ukuran kurang dari 3 mm hanya mencapai 12%. Hal 

ini menunjukkan bahwa kualitas yang dihasilkan dari folikel berdiameter besar 

lebih baik dari pada oosit yang dipanen dari folike} berdiameter kecil. 

Demikian juga. tingkat fertilisasi oosit yang dikoleksi dati beberapa ukutan 

folikel berpengaruh terhadap angka fertilisasi. Folikel ukuran 1-2 mm; 3-5 mm 

dan 6 .. 8 mm menghasilkan angka fertilitas yang bervariasi, secara berurutan 

adalah 53%, 90%, dan 91,6%. 

Folikel yang berdiameter besar mengandung oosit yang semakin 

matang. Hal tersebut tidak luput dari GDF-9 yang telah dibuktikan peran serta 

fungsinya pada saat perkembangan sel granulosa pada folikel antbral dan 

folikel preowm. (Laissue dan Maitre, 200~; Spicer et al., 2007). 

Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9) berfungsi sebagai stimulator 

pada saat perkembangan folikel primer. GDF ... 9 bekerja mengatur proliferasi 

sel granulosa dan mengatur fungsi sel kumulus sejak. masa preovulasi. fJka 

teJjadi peningkatan aktivitas reproduksi betina maka diikuti dengan 

peningkatan kadar GDF-9 yang dapat dideteksi melalui hybridasi ovarium 

(Tamer dan David, 2005). 

Growth Differentiation Factor (GDP-9) memungkinkan terjadinya 

ekspansi kumulus dan peningkatan Luteinizing Hormone (LH) dalam set 
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granulosa. Mekanisme GDF-9 dalam LH akan menurunkan cAMP sebingga 

merangsang peduasan kumulus kompleks oosit dan memproduksi asam 

hialuronat yang dapat di indikasi pada oosit yang telah matang (Vitt et al., 

2000). 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi Growth 

Difforentiation Factor-9 (GDF-9) pada oosit kumulus kompleks sapi yang 

dikoleksi dati fo~el anthral yang tidak dimaturasi secara in vitro. 

1.5 Manfaat Penelitian 

Manfaat yang dapat diambil adalah untuk mengidentifikasi Growth 

Difforentiation Faclor .. 9 (GDF-9) pada oosit kumulus kompleks sapi yang 

dikoleksi dari folikel anthral yang tidak dimaturasi serta mampu mendukung 

infonnasi ilmiah penelitian tentang GDF-9. Hasil penelitian ini diharapkan dapat 

diaplikasikan pada media in vitro dengan penambahan GDF .. 9 sebagai substansi 

atau bahan tambahan pada media kultur in vitro. 
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TINJAUAN PUSTAKA 



BAB 2 TlNJAUAN PUSTAKA 

2.1 A1at Reproduksi Hewan Betina Sapi 

Alat reproduksi betina meliputi dua buah ovarium, dua buah tuba falopii, 

uterus, vagina dan vulva. Pada umumnya, ovarium terdapat dua buah, yaitu kanan 

dan kiri yang terletak di dalam rongga pelvis. Tuba falopii merupakan saluran 

reproduksi betina yang keeil, berliku ... liku dan kenya! serta terdapat sepasang dan 

merupakan saluran penghubung antara ovarium dan uterus. Uterus biasanya 

memiliki dua buah tanduk, satu buah tubuh, dan satu buah leber rahim. Tipe 

bentuk uterus sapi adalah tipe bipartitus yaitu hanya mempunyai satu servik uteri, 

korpus uterinya jelas dan cukup panjang serta kedua komua uteri dan kotpus 

dipisahkan oleh septum ( Hafez, 2000) .. 

Vagina merupakan saluran kelamin betina yang berfungsi sebagai tempat 

penumpahan semen. Vagina juga merupakan jalur pengeluaran fetus dan plasenta 

pada saat partus (Tomaszewka et al., 1991). 

2.2 Ovarium 

Pada mamalia ovarium merupakan alat kelamin betina yang bertanggung 

jawab atas diferensiasi . dan pelepasan oosit matang untuk fertilisasi dan 

perkembangbiakan dari spesies. Ovarium juga sebagai organ endokrin yang 

memproduksi hormon steroid yang memungkinkan berkembangnya ciri-ciri 

seksual hetina sekunder dan mendukung kebuntingan (Hafez, 2000). 

6 
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Secara nonn~ stuktur ovarium sangat bervariasi tergantung pada spesies, 

umur dan tahap siklus birahi. Ovarium sapi berbentuk. ovoid dan kira-kira 

berukuran 4 x 1,2 x 1,5 em (Gilbert, 1988). 

Ovarium terdiri dari bagian korteks dan medulla. Korteks merupakan 

daerah tepi yang lebar, mengandung folikel dan korpus luteum, dan dibaIut oleh 

epitel permukaan berbentuk kubus rendah. Stroma korteks berupa jaringan ikat 

longgar. Tunika albugenia tebal dan merupakan lapisan yang langsung di bawah 

epitel permukaan. Tunika albugenia dapat menipis dan bahkan menghilang karena 

terdesak: oleh perkembangan folikel ovarium serta korpus luteum selama aktivitas 

ovarium. meningkat (Gilb~1988). Sedangkan medulla merupakan bagian dalam 

yang mengandung saraf, banyak pembuluh darah dan pembuluh limfe, terdiri dati 

jaringan ikat longgar dengan jalur otot polos, berlanjut dengan otot polos 

mesovarium (Hafez, 2000). 

2.3. Oogenesis dan FoUkulogenesis 

Oogenesis merupakan proses pembentukan, pertumbuhan dan pematangan 

sel kelamin betina. Oogenesis berhenti menjelang labir dan dilanjutkan setelah 

hewan dewasa kelamin. Secara umum oogenesis dibagi menjadi tiga tahap yaitu 

proliferasi atau pembentukan oogonia, tahap pertumbuhan atau meiosis dan tabap 

pematangan atau transformasi (Tomaszewka et al., 1991 ;Poemomo dkk., 2000). 

Pada tahap proliferasi, sel germinal primordial membagi diri secara 

mitosis. Hasil proliferasi berupa oogonium. Jumlah oogonium untuk setiap 

ovarium berkisar antara 40.000 ... 300.000 babkan lebih tergantung pada jenis 
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hewan. Tahap pertumbuban dimulai sej~ fetus sampai menginjak umur dewasa 

kelamin ditandai oleh isi sitoplasma bertambah banyak oleh kuning telur 

(deuteroplasma), membran sel membentuk zona pelusida dan tetjadi proliferasi 

sel-sel folikel. Sel ... sel folikel bertindak sebagai pengasuh dan memberi ilutrisi 

pada deuteroplasma. Hasil tahap pertumbuban berupa oosit primer. Pertumbuban 

oogonium menjadi oosit primer dapat dibagi meqjadi dua tahap. Tahap pertama 

terjadi pertumbuban yang cepat disertai dengan perkembangan folikel ldra ... kira 

sampai terbentuknya antrum folike!. Tahap berikutnya oosit tidak bertambah 

besar, tetapi folikel dengan oopat bertambah besar disebabkan oleb hormon yang 

dihasilkan oleh kelenjar bipofise (Hardjopranjoto, 1995; Poemomo dkk.~ 2000). 

Tahapan pertama perkembangan folikel terjadi pada waktu hewan betina 

masih dalam kandungan dan setelah lahir. Dalam tahap ini terjadi folikel primer 

yang berasal dati satu sel epitel benih yang membelah diri (Ismudiono, 1999). 

Folikel primer paling muda dikelilingi oleh epitel pipih selapis, disebut folikel 

primordial. Pada stadium Iebih lanjut, epitel berubah menjadi kubus sebaris. 

Folikel primer berdiameter sekitar 40 pm, dikelilingi oleh membran basal dan 

terletak di bagian luar korteks di bawab epitel permukaan (Dellmann and 

Brown,1992). Folikel primordial sapi teraktivasi menjadi folikel primer pada hari 

ke .. 140 kebuntingan. Folikel primer mengandung oosit dengan diameter kira-kira 

30 J.t.m yang dikelilingi oleh sel .. sel granulose berbentuk kubus (Mayes, 2002). 

Pertumbuhan pada tahap kedua meliputi pertumbuban folikel primer 

menjadi folikel sekunder. Tidak semua folikel primer menjadi folikel sekunder 

tapi hanya sebagian saja, menurut perkiraan kurang dari sepertiga dari jumlah 
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folikel primer (Ismudiono, 1999). Pada sapi, folikel sekunder muncul pada hari 

ke-210 kebuntingan pada saat sel-sel folikuler dati folikel primer melalui 

pembelahan mitosis. Folikel sekunder setidaknya mengandung dua lapis sel-sel 

granulose dan oosit berdiameter antara 50-60 Jlm (Mayes, 2002). FoUkel sekunder 

ditandai oleh berkembangnya 3·5 11m lapis glikoprotein tebal, disebut zona 

pellucida, mengitari membran plasma oosit. Terdapat penetrasi parsial di daerah 

ini oleh mikrovili permukaan oosit. Zona pellucida dihasilkan oleh sel-sel 

granulose yang mengitari oosit (Dellmann dan Brown. 1992). 

Pada tahap ketiga, terjadi perkembangan selanjutnya folikel sekunder 

menjadi folikel tersier yang ditandai dengan Iebih banyaknya sel-sel granulose, 

sebingga folikel tampak Iebih beSS! dan letalmya lebih jauh dari pennukaan 

(lsmudiono, 1999). FoUkel tersier atau folikel antral ditandai dengan adanya 

rongga yang disebut antrum. Antrum adatah rongga yang berisi cairan folike!. 

Antrum pertama kali terdeteksi di folikel sapi yang berdiameter antara 0,12 - 0,28 

nun. folikel antral pertama muncul sekitar hari ke-230 kebuntingan pada sapi 

(Mayes, 2002). Oosit primer pada folikel tersier berdiameter 150 - 300 J.I.In 

tergantung pada spesies. Bentuknya bulat, inti terletak di tengah dengan jalinan 

kromatin tipis nuldeolus yang jelas. Karena folikel antral mulai membesar dengan 

meningkatnya cairan folikel, oosit terdesak kemah tepi (eksentrik), lazimnya ke 

bagian fulikel yang paling dekat dengan pusat ovarium. Pada folikel tersier yang 

besar, bentuk sel-sel granulose yang langsung mengitari oosit menjadi silinder 

dengan susunan radial, dikenal sebagai korona radiate. Sel-sel yang membentuk 

korona radiata dianggap menjamin nutrisi bagi oosit. Pada n1minansia, sel-sel 
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tersebut hUang sejak terjadi ovulasi (Denmann dan Brown, 1992). Pertumbuhan 

folikel tersier menjadi folikel de Graff, oleh beberapa peneliti hanya dinyatakan 

sebagai proses pemasakan saja, sebab folikel tersier hanya berbeda besarnya dan 

terjadi banya beberapa hari meqjelang estrus (Ismudiono, 1999). 

Folikel de Graff berkembang terus, diikuti oleh perkembangan inti dan 

sitoplasma ovum, pada tahap pematangan ini terjadi sekresi hormon estrogen yang 

dihasilkan oleh sel theca, yang akan merangsang pelepasan leuteinizing hormone 

(LH), sekresi LH akan menggertak terjadinya owlasi. Ssa! akan tetjadi pelepasan 

polar body I dan ovum memasuki pembelahan meiosis n (Hafez, 2000). 

2.4. Growth Differentiation Factor (GDF-9) 

Growth Difforentiation Factor (ODP-9) adalah suatu glikoprotein yang 

termasuk dalam subfamili dari Transforming Growth Factor Beta (TGFP) yang 

disekresi oleh oosit dengan berat molekul S 1 kDa Seperti ligan-ligan dari famili 

lGFp lainnya, ligan ODF-9 diketahui berhubungan dengan serine/threonine 

kinase. Growth Diffirentiation Factor (GDF-9) mempunyai kemampuan untuk 

merangsang proliferasi set granulosa dan mengbambat differensiasinya. 

Kekurangan GDF-9 akan menyebabkan perkembangan folikel terhenti, tidak 

adanya lapisan sel theca di sekeliling foUkel, serta berkurangnya kemampuan 

pembelahan meiosis pada oosit (Vitt et al., 2002). 

Growth Differentiation Factor (GDP-9) merupakan faktor differensiasi 

dan pertumbuhan sarna seperti faldor tumbuh kembang lainnya yaitu 

Transforming Growth Factor Beta (TOFP), Mullerian Inhibitory Substance 
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(MIS), Activin dan Inhibin, termasukjuga Bone Morphogenetic Protein (BMP's) 

(Mazerbourg et al., 2003). Growth Differentiation Factor (GOP-9) ditemukan 

pertama kali pada awal. 1990 pada rodentia (Me Pberron dan Lee, 1993), pada sapi 

dan kambing (Bodensteiner et al., 1999), pada manusia (Aaltonen et al., 1999) 

dan juga pada ovarium bahi. Growth Differentiation Factor (GDF-9) berperan 

dalam proses pematangan sel telur yang merupakan ligan spesifik reseptor TGFp 

sehiogga akan menghalangi transfer cAMP dari granulosa ke oosit akibatnya 

cAMP dalam oosit turon dan proses maturasi dapat berjalan. Kekurangan GDF-9 

akan mengganggu proses pematangan sel telur ( Sendai et al., 2001). 

Banyak. penelitian telah membuktikan pentingnya peran ODF-9 sebagai 

stimulator pada saat perkembangan folikel primer. Penm ODF .. 9 juga dibuktikan 

adanya laju pertumbuhan folikel primer, folikel preanthral, dan folikel preovum. 

Berubahnya cumulus dan peningkatan produksi androgen pada sel theca mungkin 

teJjadi sebagaimana sel granulosa merangsang produksi inhibin. 

Pada folikel primordial tidaJc diketemukan protein GDF-9 brena reseptor 

mRNA ODF-9 bam disekresikan pada stadi~ folikel primer (Sou et al., 2006). 

ODF-9 bekerja sinergis dengan BMP-l 5 dalam mengatur proliferasi sel granulosa. 

Munculnya GDF-9 digunakan untuk mengatur fungsi sel kumulus sejak masa 

preovulasi. (Sophie, 2004). 

Growth Difforentiation Factor (GDF-9) memungkinkan terjadinya 

ekspansi kumulus dan peningkatan LH dalam sel granulosa. Mekanisme GDF-9 

dalam LH akan menurunkan cAMP sebingga merangsang perluasan kumulus 
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kompleks oosit dan memproduksi asam hialuronat yang dapat di indikasi pada 

oosit yang telah matang (Vitt et al., 2000). 

2.5. Ujl ImmuDositokimia 

Seperti diketahui bahwa uji imunositokimia adalah suatu uji diagnosis 

yang spesifik dan saat ini telah berkembang pesat berkat adanya antibodi 

monoldonal dan dapat digunakan untuk berbagai penelitian sebagai uji penunjang 

dalam menentukan diagnosis secara tepat adanya bentuk kelainan jaringan baik 

pada tumbuh ... tumbuhan, hewan dan manusia (Wasito, 1997) .. Immunositokimia 

digunakan pada sel sedangkan immunohistokimia pada tingkat jaringan namun 

prinsip yang digunakan sama. 

PacIa tahun 1974, perwamaan Imuno yang pertama diaplikasikan pada 

jaringan formalin fiksatif dan paraffin embedding. Pada masa yang sama, 

penggunaan antibodi monoklonal juga diperkenalkan. Sepuluh tabun kemudian, 

prosedur jembatan peroxidase telah dikembangkan, diantaranya Guesdon 

memperkenalkan teknik labeled avidin-biotin (LAB) pada tahun 1979 dan Hsu 

memperkenalkan teknik avidin biotin complex (ABC) pada tabun 1981. Teknik 

ini menggunakan avidin atau streptavidin yang berafinitas tinggi untuk biotin 

yang berkesan dan memberikan basil yang lebih baik dibandingkan teknik 

Peroxidase ... anti peroxidase (Jasani, 1993). 
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Gambar 2.1 . Prinsip pemeriksaan uji immllnosi tokimia dengan metode 
streptavidin-biotin complex. (Cha ll, 2004) 
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Teknik avidin biotin mengambil prinsip ikatan pad a avid in. Primer 

biotinylated atau antibodi kedua ditambahkan ke dalam objek dalam hal ini bisa 

jaringan atau sel. Langkah ini diikuti dengan memasukkan av idin. kemudian 

enzim biotinylated, fiuorochrome, atau penunjuk elektron mikroskop ik 

ditambahkan untuk melihat gambaran ikatannya. Oleh karena itll antibodi yang 

berbiotin atau lektin adalah jembatan bagi avidin yang berfungsi sebagai penunjllk 

(marker) molekul yang berbiotin . (Jasani, 1993). 
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BAD 3 MATERI DAN :METODE 

3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian dilakukan pada bulan Maret sampai Desember 2009 di 

Laboratorium Fertilisasi In Vitro dan pemeriksaan uji Immunositokimia di 

Laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga 

Surabaya. 

3.2 Materi Penelitian 

3.2.1 Bahan Penelitian 

Penelitian ini menggunakan 64 ovarium sapi yang diperoleh dati 

Rumah Potong Hewan (RPH) sebagai sampel penelitian. Sampel selanjutnya 

dibawa ke Laboratorium Fertilisasi In Vitro Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Airlangga untuk dilakukan koleksi oosit PemiJiban sampel 

menggunakan metode Accidental sampling. Media kimia yang dibutubkan 

adalah Phosphate Buffer Saline (media pencuci oosit), medium TCM ... 199, 

Bovine Serum Albumin (BSA) 3%, Gentamycin Sulfat, Aceto orcein, Alkohol 

70%, NaHC03, dan aquadest. 

3.2.2 Alat PeneHtian 

Peralatan yang digunakan meliputi : Jangka sorong, jarum. suntik 18-

0, mikroskop inverted, syringe dispossable 10 cc, erlenmeyer, gunting, 

laminar flow, pinset, selang infus, gelas ukur, petridish dispossable 
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(nuclonGl), pipet pasteur, petridish glass, beaker glass, pembakar bunsen, 

filter miliphore diameter 0.2 Jlm (Whatman ®, German Science), mikropipet 

otomatis, gelas objelc, dan gelas penutup. 

3.3. Prosedur Pengumpulan Data Penelitian 

3.3.1 Koleksi Oosit 

Ovarium sapi diperoleh dari Rumah Potong Hewan (RPH) dan 

disimpan dalam NaCI fisiologis yang diberi tambahan Gentamycin Sulfat 50 

fJ.g/ml. LaIu ovarium dicuci dengan NaCI fisiologis yang diberi Oentatnycin 

Sulfat sampai beberapa kali pencucian hingga cairan pencuci menjadi jernih. 

Oosit diambil secara aspirasi dengan menggunakan jarum ukuran 18-0 yang 

dihubungkan dengan syringe sepuIuh miIimeter dan berisi satu milimeter PBS 

yang telah diberi tambahan 3% BSA dan SO Jiglml Gentamycin Sulfate LaIu 

dilakukan koleksi oosit dari folikel anthral, oosit dicuci secara berturut-turut, 

tiga kali di dalam medium PBS dan tiga kali d.i dalam TCM 199. 

3.3.2 Pemeriksaan GDF .. ' dengan Immunositokimia 

Penelitian ini menggunakan teknik Avidin-biotin Complex yang 

pertamakali di temukan oleh Hsu pada tabun 1981 ( Jasani, 1993). Oosit 

dengan kompleks kumulus difiksasi pada gelas objelc, selanjutnya dilakukan 

fiksasi agar oosit dengan kompleks kumulus menempel pada gelas objek. 

Selanjutnya dilakukan pewarnaan immunositokimia dengan metode avidin

biotin complex untuk mengetahui adanya GDP-9. Dalam penelitian ini oosit 
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kumUlus kompleks yang telah dikoleksi diatas gelas objek yang telah dilapisi 

poly L-lysine dan difiksasi Ialu dikeringkan dalam udara terbuka. Setelah 

kering kemudian dibilas dengan PBS 1 ()o1o 2 kali masing-masing 5 menit 

Lalu diberi H202 3% setelah itu didiamkan 10 menit dan dibilas kembali 

dengan PBS. Kemudian antibodi GDF-9 (GDF9 Antibody (N-term) Purified 

Rabbit Poly clonal Antibody) yang telah diencerkan dengan diluent-Ab 5% 

diteteskan dan didlamkan 45-60 menit Lalu diberi streptavidin dan ditetesi 

dengan biotinylated link. Setelah itu di counterstaining me~hylen green 

kemudian diamati di bawah mikroskop. Hasil yang positif akan terlibat wama 

kecoldatan. 

3.4~ Analisls Data 

Penelitian identifikasi GDF-9 ini menggunakan metode eksploratif 

Iaboratorik. Pengumpulan data dilakukan dalam lingkungan yang terkontrol 

dan terkendali dengan asumsi kondisi diusabakan sama. 



Aspirasi Folikel 
Anthral 

Koleksi Oosit 
Kumulus Kompleks 

Pemeriksaan 
Immunositokimia + GDF 9 

Analisis Data 

Gambar 3.1. Kerangka Operasional Penelitian 
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Ovarium sapi diambil oositnya dari folikel anthral secara aspirasi. 

Lalu oosit tersebut dikoleksi dan dilakukan pemeriksaan immunositokimia 

Kemudian dilakukan analisis data dengan metode eksploratif laboratorik. 



BAB4 

HASIL PENELITIAN 



BAB 4 HASIL I'ENELITlAN 

Hasil identifikasi dari Groll'lh Differentiation Factor -9 (GOF-9) yang 

diperoleh dari oosit yang tidak dimaturasi dengan metode immllnos itokimia 

diperoleh data sebagai berikllt: 

Tabel 4 . I. Jumlah oos it dan persentase GOF-9 

JUMLAH 
PENGAMATAN 

GOF-9 GOF-9 
KELOMPOK OOSIT 

POSITIF NEGATIF 

ANTHRAL 66 47 (7 1,2 1 %) 19 (28,79%) 

Gambar 4. I. Oosit kllmu lus kompleks yang menunjukkan adanya 
GOF-9 ( pembesaran 400 X ). Warn a coke lat gelap 
(yang ditunjllk dengan tanda panah) menunjllkkan 
adanya ikatan antara GOF-9 dengan antibodi GOF-9. 
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Gambar 4.2. Oosil kumulus kompleks yang tidak menunjllkkan adanya 

GDF-9 ( pembesaran 400 X ). Tanda panah menllnjukkan 
granulosa yang tidak memvisuali sasi warna coklat 
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Dari tabel di alas tampak bahwa pengamatan jumlah oosit yang tidak 

dimatllras i menunjukkan adanya GDF-9 cukup tinggi yaitu sebesar 7 1,2 1 % 

sedangkan yang tidak ditemukan GDF-9 sebesar 28,79 %. Adanya ikatan 

antara antigen dan antibodi GDF-9 divi sualisas ikan dengan warn a cokelat 

gelap pad a sel granulosa oosit. 
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BAB 5 PEMBAIIASAN 

Hasil penelitian ini yaitu teridentifikasinya GOF -9 pada folikel anthral 

yang tidak dimaturasi dengan persentase 71,21% yang terlihat dan adanya warna 

ooIdat gelap pada oosit kumulus kompleks. Wama coklat gelap pada sel granulosa 

oosit merupakan visualisasi adanya ikatan antara antigen dan antibodi GOF-9. 

Adanya oosit kumulus kompleks yang tidak mengandung GDF-9 kemungkinan 

belum disekresikannya GDF-9, karena GDF-9 sangat diperlukan saat proses 

folikulogenesis dan maturasi oosit (Vitt et oJ., 2000). Tidak ditemukannya GDF-9 

pada oosit kumulus kompleks akan divisualisasi dengan warna bijau sesuai 

dengan wama counterstain methylen green 

Pada basil diatas menunjukkan bahwa pada oosit kumulus kompleks yang 

belum matang juga dihasilkan GDF-9 yang diuji dan dibuktikan dengan 

imunositokimia. Metode yang digunakan pada imunositokimia ini berprinsip dari 

basil reaksi antigen-antibodi dapat diidentifikasi pada spesimen karena antibodi 

diikat oleh suatu penandalmarker yang dapat divisualisasi, sehingga dapat 

menandai keberadaan bahan aktif tersebut Bahan aktif itu harus terkumulasi 

dalam jumlah yang cukup di dalam sel atau jaringan sebingga dapat diikat oleh 

antibodi spesifik dan dapat divisualisasikan (Nurbidayat, 2002). 

Metode imtnunositokimia ini menggunakan metode Avidin-Biotin 

Complex. Antigen dalam hal ini GDF .. 9 diikat oleh antibodi dalam dua tahap. 

Antibodi primer berikatan secara langsung dengan GDF-9, selanjutnya antibodi 

primer berikatan dengan antibodi sekunder yang telah mengalami biotinilasi. Pada 
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setiap tangan antibodi sekunder telah terkonjugasi dengan biotin yang berikatan 

dengan molekul avidin. Komplek ikatan avidin-biotin antibodi ini yang dapat 

mengindentifikasi lokasi dari GDF·9. Dalam hal ini menggunakan kespesifikan 

ikatan antara molekul avidin dan biotin SA-HRP (Streptavidin Horseradish 

Peroxidase) yang terdapat pada antibodi sekunder yang membentuk kompleks 

avidin biotin melalui molekul avidin (Nurhidayat, 2002). 

Kromogen yang digunakan adalah DAB (3,3-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride). Dalam larutan kromogen ini telah mengandung peroksida 

(H202) sebagai substansi penanda yang akan membentuk kompleks dengan enzim 

peroksidase dalam kompleks SA-HRP. Kompleks yang terbentuk dalam 

kromogen DAB akan mengbasilkan warna cokelat gelap. Kromogen ini 

mempunyai ikatan yang sangat kuat dengan peroksida sebingga dengan proses 

dehidrasi dan clearing tidak akan mengalami perubahan wanta. Visualisasi detail 

menggunakan counterstain dengan metbylen green (Beesley, 1995). 

Peran Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9) pada folikel preantbral 

adalah untuk pembentukan dan ekspansi kumulus atau sel granulosa sedangkan 

pada folikel an~ GDF-9 bekerja sinergis dengan LH untuk proses ovuIasi. 

Adapun peran GDF-9 pada oosit yang dimaturasi maupun yang tidak dirnaturasi 

adalah sama yaitu untuk mencapai tabap metafase II yang diindikasi pada oosit 

yang telab matang (widjiati, 2008). 

Growth Factor seperti ODF-9 Wi berperan dalam peningkatan proliferasi 

dan diferensiasi sel granulosa sehingga menyebabkan terjadinya ekspansi 

kumulus. Hal ini penling dalam proses folikulogenesis dan maturasi oosit (Vitt et 
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al., 2000). Peran GDF .. 9 hanya terbatas pada saat perkembangan folikel primer 

dan folikel besar atau folikel anthral (Mazerbourg et al., 2003). 

GOF-9 merupakan protein yang mempengaruhi berbagai fungsi oosit 

tennasuk sintesis DNA pada membran sel granulosa dan proses penurunan cAMP 

sehingga proses meiosis dapat berlangsung. Penurunan cAMP merupakan awal 

pennulaan proses meiosis. Tabapan meiosis dipertabankan oleh transfer cAMP 

dan sekresi LH akan menghalangi transfer cAMP ke oosit sebingga terjadi 

penurunan cAMP (Vitt et 01., 2000). 

GDF-9 mengbambat produksi cAMP yang distimulasi FSH, dan berperan 

pada pross steroidogenesis melalui sebuah pathway terlepasnya stimulasi cAMP. 

GDF-9 berfungsi sebagai ligand spesifik bagi reseptor tipe I yang beriteraksi 

dengan reseptor tipe n TGFp setelah pengikatan ligand dan fosforilasi reseptor 

menyebabkan transduksi sinyal (Duffy, 2003). ODF-9 bersifat autokrin dan 

berinteraksi dengan reseptor serine kinase spesitik yang ada di sel granulosa. 

Sebelum proses maturasi oosit, sekresi GDF-9 berjalan pada sel granulosa. Hal ini 

terdeteksi dengan pewarnaan immunositokimia (Widjiati, 2007). 

Dapat teridentifikasinya ODF-9 pada granulosa darl oosit tnenunjukkan 

bahwa tanpa proses maturasi pun granulosa oosit masih dapat menunjukkan 

adanya GDF .. 9. Hal ini membuktikan peran GDF-9 telah dimulai pada oosit di 

dalam folikel antbral. Tapi masih perlu diadakan penelitian lebih lanjut tentang 

identifikasi oosit kumulus kompleks yang dikoleksi dari folikel sebelum antrbral 

untuk mengetahui sejak kapan GDF-9 ini berperan da1am folikulogenesis. 
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BAB (; KESIMPULAN DAN SARAN 

6.1. Kesimpulan 

Berdasarkan basil penelitian yang telah dilakukan dapat diambil 

kesimpulan bahwa GDF .. 9 teridentifikasi pada oosit kumulus kompleks sapi 

yang dikoleksi dari folikel anthral yang tidak dimaturasi dengan metode 

immunositokimia yang divisualisasikan wama cokelat gelap pada lapisan 

granulosa oosit kumulus kompleks sebagai indikasi ikatan GDF-9 dengan anti 

GDF-9 sebesar 71~1 %. 

6.2. Saran 

Berdasarkan basil penelitian, maka dapat disarankan yaitu : 

1. Dapat digunakannya metode immunositokimia untuk men~dentifikasi 

GDF .. 9 pada folikel anthral yang tidale dimaturasi secara in vitro. 

2. Perlu perbandingan ada tidaknya GDF .. 9 pada foUkel selain folikel anthral 

dan pengkajian Iebih lanjut tentang mekanisme GDF-9 pada proses 

folikulogenesis serta dibandingkan peran GDF-9 antara oosit yang 

dimaturasi dan tidak dimaturasi. 
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RINGKASAN 

Untuk melakukan transfer embrio dibutuhkan embrio yang bagus dan 

dalam jumlah yang cukup. Untuk memperoleh embrio dapat dilakukan dengan 

dua cara, yaitu secara in vivo maupun in vitro. Pada proses in vitro, untuk 

mendapatkan em brio dengan kualitas yang bagus dibutubkan proses maturasi dan 

fertilisasi in vitro terlebih dahulu. Selama proses maturasi in vitro banyak faldor 

yang mempengaruhi, salah satunya adalah Growth Differentiation Factor-9 

(GDP ... 9). Growth Differentiation Factor-9 (GDF ... 9) merupakan salah satu growth 

factor yang mempengaruhi berbagai fungsi sel ovari termasuk sintesis DNA 

(lJeoxyriho Nucleic Acid) pada sel granulosa dan proses penurunan cAMP 

sebingga proses meiosis dapat berlangsung. GDF ... 9 berfungsi sebagai regulator 

pada pertumbuhan dan differensiasi pada jaringan embrional maupun jaringan 

dewasa. 

Tujuan dati penelitian ini adalah untuk: mengidentifikasi Growth 

Differentiation Factor-9 (GDF-9) pada oosit kumulus kompleks sapi yang 

dikoleksi dari folikel anthral yang tidak dimaturasi secara in vitro. Matlfaat yang 

dapat .diambil adalah untuk megidentifikasi Growth Differentiation Factor-9 

(GDF-9) l'ada oosit kumulus kompleks sapi yang dikoleksi dari folikel anthral 

tanpa proses maturasi oosit dan mendukung informasi ilmiah penelitian tentang 

ODF-9. Hasil peneijtian ini diharapkan dapat diaplikasikan pada transfer embrio 

dengan penambaban GDF-9 sebagai substansi pada media kultur in vitro. 
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Penelitian ini menggunakan ovarium sapi yang diperoleh dari Rumah 

Potong Hewan (RPH) sebagai sam pel penelitian. Sampel selanjutnya dibawa ke 

Labomtorium Fertilisasi In Vitro Fakultas Kedokteran Hewan Universitas 

Airlangga untuk dilakukan koleksi oosit kumulus kompleks. Selanjutnya 

dilakukan pewarnaan immunositokimia dengan metode avidin-biotin complex 

untuk mengetahui adanya GDF-9 di laboratorium Patologi Fakultas Kedokteran 

Hewan Universitas Airlangga. Hasil identifikasi dari Growth Difforentiation 

Factor -9 (GDP-9) yang diambil dari oosit kumulus kompleks yang tidak 

dimaturasi dengan metode immunositokimia menunjukkan adanya GDF ... 9 cukup 

tinggi yaitu sebesar 71,21 % sedangkan yang tidak ditemukan GDF-9 sebesar 

28,79 %. GDF-9 ditandai dengan warDa cokelat pada sel granulosa oosit karena 

adanya ikatan antara antigen dan antibodi GDF-9. 

Adanya oosit kumulus kompleks yang tidak mengandung GDF-9 

kemung1dnan belum disekresikannya GDF-9, brena GDF-9 sangat diperlukan 

saat proses folikulogenesis dan maturasi oosit. Tidak ditemukannya GDF .. 9 pada 

oosit kumulus kompleks akan divisualisasi wama hijau sesuai dengan warDa 

counterstain methylen green. Dapat teridentifikasinya GDF .. 9 pada granulosa dar! 

oosit menunjukkan bahwa tanpa proses maturasi pun granulosa oosit masih dapat 

menunjukkan adanya ODF-9. Hal ini membuktikan peran GDF-9 telah dimulai 

pada oosit kumulus kompleks di dalam foUkel antbral. 
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Lampiran 1. Katalog GDF9 Antibody (N-Term) 

~~ABGENT ._~ ~_.t ..... , ... ae'" 

GDF9 Antibody (N-term) 
Purified Rabbit Polyclonal Antibody (Pab) 

AnlrnalID: R8223S Catalog ,,: AP2069a 

Source: Rabbit Lot #: SH030124H 

Background: 
GOF91s a member oftM bone mo,phOgeneUc proteIn 
(BMP) family and the TGF·beta superfamily. this group of 
proteins Is characterized by a polybasic proteolytic , 
PfO:c:easlng aito which Is cleaved to produce a mature 
protein contalnlng seven consetVed cysteine residues. The 
members of this family are regulalOt& of cellgrowlh and 
differentiation In both embryonIC. and adult tlssues.Growth 
factors synthesized by owrfan somatic ceUs cflrecUy affect 
oocyte growth and functlon. GOAls expressed In aacytes 
and Is thought to be ~uIred for ovarian folBcutogenesls. 

W88tem Blotting and tHe: 

150 
100" 
75' 
50·~ 

37~ 

TIIo atICI-GOFi ".finn 
Pitt (cat. tAP206lt4) Is 
ulOd In We..., !!lot 10 
detect GD" In HUO 
ccPtraata. 

SIzo:0.1 mg 

COncentraUon; 0.25 mglmJ 

Accession: NP JJ0:i251 
MofecufarWelsht: $1443 De 

Speclflclty: 
Human: Positive 

Appllcatfons: 
The 5-Jggested dUutlon is: 
eus.'. 1:1,000 
Western bfotUng 1:100-500 
Irnrnut1OhfstOChemis1ry 1 :50-100 

Isotypo: Rabbit 19 
.Descrlptlon: Thls anUbody Is generated from rabbits 

Immunized With a KlH conjugated 
eynthoUc peptide (10-30 88111 length) at 
Ute N·tenn of firat 60 8a of human 

Storag,: 

Format: 

GOF9. . 

Mafn~n refrigerated at 2.a·C for up to 
8 ~ths. For long term storage store 
at-20·C. 
Purlff~ rabbit poJyclonal antibody 
IUPPlled In PBS Wi1h 0.09% fNN) 
sodium ,*0. This antibody is purified 
throUgh a proteln'G c:otumn and eluted 
,gut wfttt~,htgb end ~ ~,bufretS .. ~, 
and n8utraUzect Immediately after 
elution-then foHowed by dialysis against 
PBS. 

PrecautIOns: ThIs prod~ 18 far research use only. 
Not for use In diagnostic or therapeUtIc 
pocedures. __ I' 

Retated Products: 
1. SP2069a: Blocking Peptide 

Background References: 
1. Uao, WJ<.. et of., J. Bfal. Chem. 278(6):3713-

3719 (2003). 
2. Vftt. U.A.,et at. Bioi. Reprod. 67(2):4730480 

(2002). 
3. Aaltonen, J .. et al, J. Clin. EndocrfnoL Melab. 84 

(8):2744-2750 (1999). , 
4. DOng, J., at al. Nature 383(6600):531·535 

(1996). 
5:-Mc(3ralh, SA~ et 81.. ~ol. Endocrfnol 9(1):131-
136(1~. . 

C 20.07 Abgenl AU Rlghts Reserved • Privacy Policy • Terms of Use • ~yright and Trademart< 
8310 Nancy Ridge.Or. Ste 106, Sen DIego. CA 92121. USA. Tel: 858.622.0099lnfo@8bgent.com 



Lampiran 2. Komposisi media TCM dan PBS dalam 100 ml 

TCM (100 ml) 

TCMPowder 

NaHC0 3 

Gentamycin 

OW 

BSA 

PBS (100 mJ) 

PBS 

Antibiotik 

BSA 

Sumber : Widjiati, 2008 

0,95 g 

0,22g 

10 J.1Vm1 

100ml 

0,003 g (dim~ukkan terakhir dan tidak boleh 
diaduk atau digoyang) 

100ml 

1,0 p1Iml 

0,003 g (dimasukkan terakhir dan tidak boleh 
diaduk atau digoyang) 
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Lampiran 3. Prosedur Inununositokimia 

GeIss obyek perIu dilapisi poIy-L-Iysine sebelum objek dilekatkan kemudian 
didiamkan beberapa menit 

STAINING PROTOCOL 

.. PBS (10%) 2 kali @ 5 menit 

- PBS (10%) 2 kali @ 5 mewt 

33 

- Antibodi primer diencerkan dengan diluent Ab 5% diteteskan pada objek, 
45-60menit 

... PBS (10%) 2 kali @ 5 menit 

.. Biotinylated Link (yellow) drops selama 30 meDit 

- PBS (1 Q%) 2 kali @ 5 menit 

- Streptavidin (red) drops selama 30 menit 

.. PBS (10%) 2 kali @ 5 menit 

... DAB (3,3' -diaminobenzidine) chromogen 6-10 meDit (diencerkan dengan 
diluent 2%) 

.. PBS 5 menit 

... Aquadest 5 menit 

COUNTERSTAIN: • Methylen green 5 ... 15 menit 

Sumber: Laboratorium Patologi Veteriner Universitas Aidangga Surabaya 



Lampiran 4. Foto-foto penelitian 

Tanda panah menunjukkan oosit kumulus 
kompleks yang akan dikoleksi dan 

diidentifikasi dengan metode 
irnmunositokimia 
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