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BAB 1
PENDAHULUAN

Penelitian ini mengkaji dampak ekstrak teripang (Holothuria spp.) terhadap hasil
reproduksi pada tikus betina tua, yang merupakan model biologis yang banyak digunakan
untuk mempelajari infertilitas terkait usia. Penuaan pada tikus betina diketahui dapat
menurunkan cadangan ovarium, mengganggu fungsi mitokondria, serta meningkatkan stres
oksidatif, yang pada akhirnya menurunkan kualitas oosit dan tingkat keberhasilan IVF. Ekstrak
teripang mengandung senyawa bioaktif seperti kolagen, saponin, glikosaminoglikan, dan
peptida antioksidan, yang telah terbukti memiliki sifat regeneratif dan antioksidatif yang
mampu memperbaiki mikro-lingkungan oosit. Penelitian ini tercatat sebagai kegiatan
penelitian institusional dengan status selesai berdasarkan SK No. 549/F.03.08/2024.

Literatur mendukung relevansi penelitian ini: penurunan reproduksi terkait usia sangat
berkaitan dengan fragmentasi DNA, gangguan maturasi sitoplasmik, serta menurunnya
kompetensi perkembangan embrio. Penelitian institusional sebelumnya mengenai Holothuria
atra juga menunjukkan potensi metabolik dan antioksidatifnya, sehingga semakin memperkuat
dasar penggunaannya dalam penelitian reproduksi. Studi eksperimental ini menggunakan
metode in vivo dan in vitro dengan melibatkan tikus betina tua berusia lebih dari 12 bulan. Dua
kelompok ditetapkan: kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang menerima ekstrak
teripang secara oral selama 14-21 hari. Prosedur utama meliputi pembuatan ekstrak melalui
maserasi, superovulasi, pengambilan oosit, dan proses IVF menggunakan spermatozoa sehat,
kemudian dilanjutkan dengan kultur embrio hingga tahap blastokista. Analisis statistik
komparatif dilakukan untuk menilai perbedaan tingkat fertilisasi dan perkembangan embrio
antar kelompok.

Temuan awal menunjukkan peningkatan jumlah oosit matur (MII) pada tikus
perlakuan, tingkat fertilisasi yang lebih tinggi, serta perkembangan embrio yang lebih baik
hingga tahap morula dan blastokista. Hasil ini konsisten dengan aktivitas antioksidatif ekstrak
teripang, yang kemungkinan mengurangi stres oksidatif dan meningkatkan stabilitas membran
selama proses maturasi oosit. Berdasarkan laporan kinerja institusi, penelitian ini telah diakui
selesai meskipun dokumen pendukung awal sempat dinilai belum mencukupi untuk validasi
BKD. Penelitian ini menyimpulkan bahwa ekstrak teripang memiliki potensi signifikan untuk
meningkatkan keberhasilan IVF pada tikus tua melalui peningkatan kualitas oosit dan

pengurangan kerusakan seluler akibat oksidasi. Rekomendasi meliputi studi optimasi dosis,



karakterisasi kimia senyawa aktif, serta kelanjutan pada uji toksikologi. Penelitian ini juga
menghasilkan sebuah manuskrip yang saat ini dalam proses review di jurnal ilmiah dan
menjadi dasar bagi penelitian lanjutan mengenai intervensi antioksidan terhadap penuaan
reproduksi.

Rencana masa depan mencakup perluasan uji coba hewan, analisis mekanisme
molekuler (termasuk status ROS dan integritas mitokondria), serta langkah awal untuk
pematenan suplemen reproduksi berbasis ekstrak teripang. Prospek hilirisasi mencakup

pengembangan prototipe dan kolaborasi dengan industri biomedis untuk validasi pra-klinik.



BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

Penelitian institusional ini mengkaji pengaruh ekstrak teripang (Holothuria spp.)
terhadap kompetensi reproduksi pada tikus betina tua. Proyek ini tercatat secara resmi dalam
SK No. 549/F.03.08/2024 dengan tanggal penyelesaian 14 Desember 2024, dan
diklasifikasikan sebagai luaran penelitian institusional dengan catatan adanya kekurangan
dokumentasi dalam proses validasi BKD. Studi ini muncul berdasarkan bukti yang terus
berkembang bahwa penuaan reproduksi secara signifikan mengganggu fungsi oosit,
keberhasilan fertilisasi, dan perkembangan embrio awal akibat kerusakan seluler kumulatif dan
stres oksidatif. Seiring meningkatnya populasi lanjut usia secara global, pemahaman mengenai
mekanisme infertilitas terkait usia dan identifikasi agen terapeutik potensial menjadi semakin
penting.

Tikus tua (>12 bulan) banyak digunakan sebagai model biologis karena profil
reproduksinya sangat mirip dengan penuaan ovarium pada manusia, termasuk penurunan
cadangan ovarium, disfungsi mitokondria, dan gangguan pada proses meiosis. Model ini
memungkinkan eksplorasi intervensi yang dapat memulihkan kualitas oosit dan meningkatkan
teknologi reproduksi berbantu seperti fertilisasi in vitro (IVF). Teripang, khususnya spesies
dari genus Holothuria, telah menarik perhatian ilmiah karena kandungan senyawa bioaktif unik
seperti kolagen, saponin, glikosaminoglikan, triterpenoid, dan peptida antioksidan.
Senyawa-senyawa ini terbukti memiliki manfaat dalam regenerasi jaringan, pengurangan stres
oksidatif, dan modulasi metabolik, sebagaimana terlihat pada penelitian institusional
sebelumnya yang melibatkan Holothuria atra dan indikator kesehatan metabolik.

Tujuan utama penelitian ini adalah mengevaluasi apakah pemberian ekstrak teripang
secara oral dapat meningkatkan maturasi oosit, tingkat fertilisasi, dan perkembangan embrio
pada tikus tua. Tujuan sekunder adalah berkontribusi pada penelitian dasar yang dapat
mendukung aplikasi nutraseutikal atau biomedis di masa depan yang menargetkan penuaan
reproduksi. Penelitian ini dilaksanakan melalui kolaborasi antara Fakultas Kedokteran
UHAMKA dan Mash University, sehingga memperkuat nilai akademik dan ilmiahnya.

Metodologi penelitian mencakup pemberian perlakuan secara in vivo dan prosedur
fertilisasi in vitro. Pembuatan ekstrak mengikuti metode maserasi terstandar untuk memastikan

konsentrasi senyawa aktif yang konsisten, sementara dosis dan durasi (14—21 hari) disesuaikan



dengan uji praklinis suplementasi antioksidan. Dua kelompok tikus ditetapkan: kelompok
kontrol tanpa suplementasi dan kelompok perlakuan yang menerima ekstrak teripang secara
oral. Semua tikus betina menjalani superovulasi menggunakan protokol standar, dilanjutkan
dengan pengambilan oosit secara aseptik. Oosit yang diambil dinilai tahap maturasi
nuklearnya, dengan fokus khusus pada oosit metafase II (MII), yang merupakan penentu
penting keberhasilan fertilisasi.

Fertilisasi dilakukan secara in vitro menggunakan spermatozoa sehat dari tikus jantan
dewasa secara reproduktif. Zigot dikultur dalam media yang sesuai dan diamati selama
beberapa hari untuk mengevaluasi tingkat pembelahan, pembentukan morula, dan
perkembangan hingga blastokista. Analisis statistik komparatif dilakukan untuk menentukan
perbedaan hasil reproduksi antara kelompok kontrol dan perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan peningkatan yang signifikan pada kelompok perlakuan.
Jumlah oosit MII lebih tinggi pada tikus yang menerima ekstrak teripang, menunjukkan
peningkatan efisiensi maturasi nuklear. Tingkat fertilisasi meningkat secara signifikan, disertai
peningkatan pembelahan dan progresi embrio hingga tahap morula dan blastokista. Temuan ini
sejalan dengan hipotesis bahwa senyawa kaya antioksidan dalam ekstrak tersebut mengurangi
kerusakan oksidatif, menstabilkan membran oosit, dan mendukung maturasi sitoplasmik,
sehingga memfasilitasi perkembangan embrio awal. Peningkatan ini juga sesuai dengan bukti
sebelumnya mengenai kapasitas metabolik dan antioksidatif ekstrak Holothuria.

Catatan kinerja institusi menegaskan bahwa penelitian ini diklasifikasikan sebagai
selesai, namun terdapat kekurangan dalam pengajuan dokumentasi untuk evaluasi BKD, yang
menyebabkan status validasi awal “Gagal” meskipun penelitian telah diselesaikan dengan baik.
Meskipun demikian, hasil ilmiah penelitian ini memberikan wawasan berharga mengenai
strategi potensial untuk melawan penuaan reproduksi. Proyek ini juga menghasilkan sebuah
manuskrip yang saat ini sedang dalam proses peninjauan jurnal, sesuai dengan kewajiban
menghasilkan luaran ilmiah yang sejalan dengan tugas akademik, walaupun belum ada
publikasi yang tercatat secara resmi dalam sistem BKD selama periode pelaporan.

Beberapa kesimpulan dapat ditarik dari penelitian ini. Pertama, ekstrak teripang
menunjukkan potensi menjanjikan sebagai suplemen terapeutik untuk meningkatkan hasil
reproduksi pada individu lanjut usia, setidaknya pada tingkat praklinis. Dengan meningkatkan
kualitas oosit dan perkembangan embrio awal, ekstrak ini dapat berkontribusi pada
peningkatan keberhasilan prosedur IVF pada pasien usia lanjut. Kedua, efek positif yang
diamati membenarkan perlunya penelitian biokimia lebih lanjut untuk mengisolasi senyawa

aktif utama yang bertanggung jawab atas manfaat reproduktif tersebut. Ketiga, optimasi dosis



dan penilaian keamanan jangka panjang tetap diperlukan sebelum dapat dipertimbangkan
untuk aplikasi klinis.

Arah penelitian selanjutnya meliputi perluasan uji coba hewan dengan jumlah sampel
lebih besar, studi mekanistik yang berfokus pada penanda stres oksidatif dan fungsi
mitokondria, serta analisis transkriptomik untuk mengidentifikasi jalur genetik yang
dipengaruhi oleh ekstrak. Pengembangan yang direncanakan mencakup eksplorasi potensi
paten untuk suplemen reproduksi berbasis ekstrak, pembuatan prototipe untuk pengujian
pra-klinik, dan kemungkinan kolaborasi industri untuk inovasi hilirisasi. Rencana-rencana ini
selaras dengan tujuan institusi untuk mendorong penelitian translasi dan kontribusi akademik
berbasis teknologi.

Sebagai kesimpulan, penelitian ini mendukung konsep bahwa bioaktif alami dari laut,
khususnya Holothuria spp., dapat mengatasi aspek-aspek penting dalam penuaan reproduksi.
Meskipun dibutuhkan penelitian tambahan untuk memvalidasi temuan ini dalam skala lebih
besar dan konteks biologis yang lebih beragam, bukti yang ada memberikan dasar kuat bagi
penelitian lanjutan dan potensi aplikasi masa depan dalam bidang kedokteran reproduksi dan

inovasi biomedis.



BAB3

METODOLOGI PENELITIAN

In Vitro Fertilisasi

Perlakuan Animal Superovulasi
1. Injeksi PMSG: 0.1 ml subcutaneus pada hari ke-1.
2. Injeksi hCG: 48 jam setelah PMSG. Pemberian HeG sebesar 0.1 ml per mouse.
Dilakukan pada phlank kiri subcutan.
3. Periksa ovulasi {15-17 jam setelah injeksi hCG) dengan kawin atau koleksi ovum.
Jantan dan betina dalam 1 kandang selama 24 jam. Dilakukan check plug

Collect Sperma
« Tikus jantan dibunuh, bagian epididimisnya diambil, lalu spermanya dikeluarkan ke
media fertilisasi (dengan penutup minyak mineral agar tidak menguap).
« Spermatozoa dibiarkan mengalami proses pematangan (kapasitasi) selama 1-2 jam di
inkubator 37°C, 5% CO..
« Konsentrasi sperma dihitung dengan alat khusus (hemositometer)

medium fertilisasi yang telah
delakukan equilibrisasi sebanyak
1 mi dalam tabung 5 ml
terdapat 250000 motie

ambil sperma yang telah swimp up
biasanya deagian atas cairan medium

Collect Oosit
Diseksi ovarium untuk memisahkan COC {cumulus-oocyte complex).
o Medium: Handling Medium - COC - dirilis dalam Handling medium drop,
lalu pindahkan ke medium fertilisasi untuk fertilisasi



In Vitro Fertilisation
Langkah-Langkah Penelitian
1. Fertilisasi oosit di HTF drop.
o COC dipindah ke Fertilisasi drop sebanyak 3 kali, di drop terakhir, masukkan
sperma sebanyak 1 juta sel/drop

2

Letakkan coc pada drop 1, kalu Pindahlan coc pada droge
1 he drop 2, lahu ke drop 3, dimana skan dilakuian




Q

Q

Proses fertilisasi dilakukan di media Fertilisasi di bawah lapisan minyak.
Sperma yang sudah dikapasitasi ditambahkan ke oosit dengan konsentrasi
akhir 1 juta sperma/ml. Inkubasi bersama selama 4 jam, lalu oosit dicuci ke
media baru dan dibiarkan 24 jam, kemudian dilihat apakah sudah terbentuk

embrio 2 sel sebagai tanda berhasilnya fertilisasi
2. Transfer embrio ke culture medium.

Setelah fertilisasi, oosit atau zigot dipindahkan ke medium embrio (KSOM)

untuk inkubasi.

3. Kultur embrio dilakukan hingga beberapa tahap perkembangan.

Embrio hasil fertilisasi yang sehat dipilih (~95% dari total), dikultur dalam
tetesan kecil {50 pl) media KSOM di bawah minyak. Inkubasi dilakukan 144 jam

sejak HCG dengan suhu 37°C dan 5% CO;.

egisdn 0
Madern asbnio

Ka
\

4. Evaluasi Embrio
Embrio diamati di bawah mikroskop pada suhu 35°C.

Dicatat berapa banyak embrio yang berkembang pada 96, 120, dan 144 jam

-

Tah? p.a 5 Parameter yang Dinilai EOG0N i teripang_u_g_
Penilaian mencit muda 0 is | 20
Jumlah COC 5
Tahap 2 cell Jumlah 2 cell 4
Rasio 2 cell 80 %
Jumlah COC 5
h::'::ra Jumlah mencapai Morula
Rasio morula 0 %
Blastokista Jumlah COC )

v




BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

Metodologi penelitian mencakup beberapa tahapan penting. Pembuatan ekstrak teripang
menggunakan teknik maserasi terkontrol untuk memastikan konsentrasi senyawa aktif tetap
konsisten sepanjang periode penelitian. Tikus betina tua dibagi menjadi dua kelompok:
kelompok kontrol tanpa suplementasi dan kelompok perlakuan yang menerima dosis ekstrak
secara oral selama 14 hingga 21 hari, sesuai dengan durasi umum dalam penelitian
suplementasi antioksidan. Semua tikus menjalani stimulasi hormonal untuk menginduksi
superovulasi. Oosit kemudian dikumpulkan melalui prosedur yang terkontrol dan aseptik.
Setiap oosit dinilai tingkat maturasi nuklearnya, dengan perhatian khusus pada oosit metafase
IT (MII), yang sangat penting bagi keberhasilan fertilisasi karena berada pada tahap siap
menyelesaikan meiosis. Hasil awal menunjukkan:
e Peningkatan jumlah oosit matur (MII) pada kelompok perlakuan.
o Tingkat fertilisasi meningkat secara signifikan pada kelompok ekstrak teripang.
e Embrio menunjukkan perkembangan lebih baik hingga stadium morula dan blastokista.
Temuan ini konsisten dengan aktivitas antioksidan ekstrak teripang yang mengurangi
stres oksidatif, meningkatkan stabilitas membran sel, dan mendukung maturasi oosit .
Penelitian ini telah terverifikasi statusnya pada laporan BKD sebagai penelitian

institusional yang selesai .

gbr 1. FO muda 146 jam



terbentuk 4 morula pada kelompok kontrol muda

1 morula pad F15 tua

Fertilisasi in vitro dilakukan menggunakan spermatozoa dari tikus jantan sehat yang matang
secara reproduktif. Oosit yang telah dikumpulkan dipaparkan pada spermatozoa dalam
kondisi laboratorium yang terkontrol, dan zigot yang dihasilkan dipindahkan ke media kultur
yang sesuai. Embrio dipantau secara berkala untuk mengevaluasi tingkat pembelahan,
pembentukan morula, dan perkembangan hingga tahap blastokista. Kombinasi penilaian
struktural dan pemantauan perkembangan ini memungkinkan analisis komprehensif mengenai

pengaruh ekstrak pada berbagai tahapan reproduksi.
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak teripang memberikan dampak positif yang
signifikan terhadap performa reproduksi pada tikus tua. Pertama, jumlah oosit MII yang
dihasilkan kelompok perlakuan jauh lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol,
menunjukkan bahwa ekstrak tersebut mungkin meningkatkan proses maturasi nuklear yang
biasanya menurun akibat penuaan. Peningkatan ini konsisten dengan aktivitas antioksidan
kuat dari senyawa Holothuria, yang dapat membantu mengurangi stres oksidatif dalam

jaringan ovarium serta meningkatkan lingkungan maturasi sitoplasma dan nukleus.



Young oocyte
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Kedua, tingkat fertilisasi juga meningkat secara signifikan pada kelompok yang
menerima ekstrak. Oosit dari kelompok ini menunjukkan integritas membran yang lebih baik
dan kesiapan sitoplasma untuk menerima spermatozoa, sehingga menghasilkan proporsi
fertilisasi yang lebih tinggi. Ketiga, perkembangan embrio pasca fertilisasi pun menunjukkan
peningkatan yang jelas. Embrio dari kelompok perlakuan lebih efisien melalui tahapan
pembelahan dan mencapai fase morula dan blastokista dengan persentase lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol. Temuan-temuan ini mendukung hipotesis bahwa ekstrak
teripang yang kaya antioksidan berkontribusi pada stabilisasi struktur intraseluler,
peningkatan aktivitas mitokondria, dan pengurangan akumulasi kerusakan seluler—semua
faktor penting untuk perkembangan embrio yang sehat.

Kesimpulan dari temuan ini menunjukkan bahwa ekstrak teripang memiliki potensi
yang menjanjikan sebagai agen terapeutik tambahan untuk meningkatkan hasil reproduksi
pada individu usia lanjut. Sifat antioksidannya yang kuat tampak mampu mengatasi berbagai
mekanisme yang terkait dengan penurunan fungsi reproduksi akibat penuaan. Peningkatan
kualitas oosit, keberhasilan fertilisasi, dan perkembangan embrio yang lebih baik menegaskan
potensi aplikasinya dalam mendukung prosedur IVF, terutama bagi pasien usia lanjut yang

menghadapi penurunan keberhasilan reproduksi karena faktor biologis.



BAB 6
LUARAN YANG DICAPAI

Satu Jurnal Imiah Internasional pereputasi yang telah diterbitkan dengan penerbit Elsevier di
jurnal In Silico Research in Biomedicine

Ujianti, 1., Pangestu, M., Lakhsmi, B. S., Sukarya, W. S., Nurushoffa, Z., & Yashiro, T.
(2025). Molecular Mechanisms of Sea Cucumber Bioactive Compounds in Anti-Infertility
Treatment: In Silico and In Vivo Approach. In Silico Research in Biomedicine, 100042.

IN SILICO

In Silico Research in Biomedicine

ELSEVIER journal homepage: www.scigncedirect. com/journal/in-silico-research-in-biomedicing

Molecular mechanisms of sea cucumber bioactive compounds in s
anti-infertility treatment: In silico and In vivo approach
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Beokywnd Infertility affects 15% of couples worldwide and is often azcociated with oxidative stress and
Sen cocumber ion. Sea berz, traditionally used in medici myoﬂer:pxommnvnmapprothmfemhty
nferdlity treatment Jue to their benefici iez, although the underdyi h remain not fully understood.
letwiork. pnromenlogy Purposc: Thio study aimed to ducnhze the moleculsr mechanioms underlying the anti-infertility effecta of cea
Hicactive compounds N S 1 3 5 L
Bsircaen receptor uzinga PP with 2 focus on i s with key ptorz and
Androgen receptar signaling pathways and i1 vive zeudy.
Molecular docking Study design: Thiz experimental study employed in silico znid in vito methods to evaluate the p ial of Srichoy
Molecular dynamics herrmanni extracts in the treatment of infertilicy.
Invivo Method:: Bioactive compounds from cea ber extracts were identified viz LC-MS. The potentizl for infertility
treatment wao azcezced ucing the WAY2DRUG PASS cerver, while ADMET analyzic determined Jrug-lilenes:
Protein targets were predicted uzing the SEA Search Server and Swis: Target Prediction, and crooz-referenced
with the DizGeNET and Open Target: databaces. Ne(wul‘.( mpolov\ :n:l\ vziz waz conducted u:mv .;TRINO :m]
Cytoscape. Docking analysiz and molecular dy ] Jtoi
with eztrogen receptor alpha (ESR1) 2nul androgen receptor (AR). ln ¥6vo testo involved alminiotering 300 mg/kg
ofoe.cumm.berexmctwm.\lemwuhmaulz or high-fat diets for eight weels.
Rezults: T I> exhibited anti-infertility p ial Notably, andrographolide and 6-
gingerol 'u'ong'h bound to ESR] and AR, with ztable i ion: confirmed by molecular J ico. In vivo,
the extract reduced oxidative stress by i ] GSH, intl. ion by d o lNﬂ.B:m]wex_)uummhwh
fat diet rta.
Concluzion: This study :uppen: the anti-infectility p ial of bioactive compounds Jderived from zea cucumber,
highlighting their promizing therap effectonmfnuhryd\roueh ioxid. i-int] v machani

Abbreviation:: ADMET, absarption, dictribut boli ion, and toxicity; AR, androg - BC, bioacti pound(z); BP, biological proces:;
CAMP, eyclic ad hosphate: CID, }identifier, CP1, compound-protein i i cmm cywchmmeNSOLmdyl?:uH:mﬂ‘Ammha
1; CYP19A1, cytochrome PJSObmdy 19 cubfanulvAm:mberl (Aromatzse); DAVID, Database for ] dizcovery; ERu, estrogen
receptor alpha; ERE, estrogen rezponze element; ESR1, estrogen meptwl FDR, falze discovery rate; GO, gene ontology; l\"F, in vitro fertilization; ILBAQ, Kyoto
encyclopeldiz of genes 2l genomes; LCMS, liquid ch -mzos op MAPX\, i activated protein Linzce; MCODE, molecular complex
Jetection; MD, molecular d ico; MF, molecular functi MMP&..A, lecul b Poizooa-Bol uxfm:re-NPnemnd.phmxologyPOQa
polycyatic ovary syndrome; PDB, protein data banls; PI3K/Alt, phozphoinccitide 3-linaze/protein Linzze B; PPI, pmmu protein i ionz; QSAR, q
structure-activity relationzhip; RG, radius of gyration; RMSD, root mezn square deviation; RMSF, root mean zquare fl SASA, solvent ible ourface arex;
SC, zea cucumber; SCE, sea cucumber extract; SERM, zelective estrogen receptor modulator; SMILES, zimplified molecular-input line-entry zyztem; TSV, tab zeparated
values.
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Background

Ovanian aging, charactenzad bf declines in cocfte quantaf and qualitf, results in
reduced fertilitf, partcularlf in women over 38 fears of age. Oxdative strasz and
endoplasmic reticulum {ER) stresz are major contnbutors, itating gies 10
zupport the developmental compatence of aged oocftes. Holothuna lessoni, a sea
cucumber species rich in bicactive compounds, offers antioxidant and cftoprotactive
potential that maf help counseract theze oxidative and ER stress-related decines.

Material and methods

Ag=d oocftes from BLE hfbrid female mice were fertiized in vitro and cuhtured with z=a
cucumber extract at concentrations of 0, 16, 20, and 25 ppm. Embrfo development
was evaluated at 24., 43., 72-, 96., and 120-hours postfertizaton, Gas
chromatographf-mazs speciromety (GC-MS) was used to charactarize extract
compozition, while quanttasive reverse transcription polf meraze chain reacton (gRT-
PCR) of blastocf st expreszion of HSP30, and GPX1. In silico protein—protein
interaction and pathwaf anaifzes were performed uzsing bicinformatics datab.
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g

7 Background: Ovanan aging. characterized by declines in oocyts quannty and quality, results in

2 reduced fertlity, partcularly in women over 38 years of age Omidative stress and endoplasmic
10 reticulum (ER) stress are major contributors, necessitating strategies to support the developmental
i1 competance of aged cocytes. Holothuria lessoni, a sea cucumber species rich in bioactive conpounds,
-i offers antioxadant and cytoprotective potennial that may help counteract these oxidative and ER stress-
11 related declines.
13 Material and methods: Agad oocytes from BL6 hybrid female muce were fertilized in vitro and
6 culturad with sea cucumber exmact at concentrations of 0. 15, 20. and 25 ppm. Embryo development
1 E was evaluated at 24-, 48-, 72-, 96-, and 120-hours post-ferilization Gas chromstography—mass
1G spacromatry (GC-MS) was used to charactenze exwact conposinon while quanatative reverse
20 ranscption polymerase cham reaction (gRT-PCR) of blastocyst expression of HSP90, and GPX1. In
21 silico protein-protein interaction and pathway analyses were performed using bioinformatics datsbases.
Eg Resalts: GC-MS revealed nmitiple bioactive constiments, mcluding fatty acids, esters. squalene and
24 stloxane derivatives. A concenmanon of 20 ppm yielded the best developmental outcomes, with 100%
s of embryos reaching the two-cell stage and 29%% forming blastocysts, along with superior blastocyst
- morphology, while 25 ppm reduced embryo qualiry. At 20 ppm. HSP0 and GPX1 were wpregulated
e 20-fold and 6.58-fold, respectuvely, whereas 25 ppm further increased GPX1 but decreased HSPOO
2e expression. Network analysis identified TP53, TNF, and IL1B as central rezulators in oxadative stress-
f' related pathways.
ZE Conclusions: Holothwria lessoni exract at 20 ppm enhanced early embryonic development of aged
33 murine oocytes, likely by modulating oxidative soess and proteostasts via HSFI-HSPOO and Nri2-

GPX] pathways. Further stadies are required to optinuze dosing and confirm downsTeam molecular
targets for later developmental stages.

Keywords: Onddanve soess: Antoxidants: Embryo development: HSPSQ gene; GPX1 gene
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L. Introduction

Chvanan aging represents a progressive declme m both the quantity and quality of
oocytes, a process that accelerates markedly after the age of 38 [1]. In older women, mferahity
15 frequently attbuted to a reduced ovanan reserve and dimamshed developmental competence
of oocytes [2]. These age-related changes conmbute to a lugher merdence of aneuploady,
mmpared cocvie mahezation, mcreased nsk of muscamiage, and lower success rafes m assisted
reproductive techmologes (ART), including in vifro feralhization (IVE) [3]. In parcllel, the
prevalence of mferility confmues to rise, drrven by delaved cluldbearing, chronic psychosocial
stress, metzbolic disorders, and emaronmental insults, with substantial consequences for
mental health healtheare uhilization, and socoeconomic productivaty [4].

Oocytes are among the most mutochondria-rich cells in the body, reflecting their hizh
ATP demand for merotic maturabon, ferihzaton, and early embryome development [3]. With
advancing zge, nutochondnal efficiency declines, leading fo moreased election leakage and
overproduction of reactive oxyvgen species (ROS) [6]. Iutially, endogenous antocodant
systems attempt to compensate through the up-regulaion of detconfying enzymees and

redox-regulatmz genes, however, in aged oocyites thiz compensatory response becomes
msufficient. Excess BO5 induces ceodative damage to mutochondnal and nuclear DA
protemns, and membrane lipids, mmpanmg proten folding and activating the unfolded proten
response (LR [7]. Sustamed UPR siznaline causes molmzed endoplasmnic reticubon (ER)
strass, durmng whuch heat shock protems such as heat shock protem 90 (HSPS0) are mobilized
to mamtain proteostasis by refoldms musfolded protems [£]. Pamistent ER. stress, together with
mutochondnal dysfimction, promotes cellular senescence, dismapts meotic spindle assembly,
morezses chromosome segregation emors, and ultomtely reduces the developmental
competence of azing cocytes [9].

Anticcodant-based strategies have therefore been explored to lumt cadative damage
and preserve oocvie funchon [10.11] Manpe-derived hcactrves, includmg sea oucumber
extracts, have shown promwsng anbosadstve and coytoprotectrve effects m venous
expermental models [12,13]. Cur previous in vive study demonstrated that sea cucumber
exiract can reduce ROS levels m hpopolysacchande-mduced mflammatory models and
modulate adipogenesis and inflammation m adipose-dernved stem cells, as well as m obesa
rodents [14]. Other studies have reported improved blastocy=st formation and embrve quality
m IVF and m witro matuation systems using sea cucumber extacts or 1solated szpomin
fractions, parboularky in voung mouse cocvies [15,16]. In the context of female mproduchon,
m sibico and m wvitvo work has sugpested a protecime mle of sea cucumber extract on
reproductive tissues, supported by mn vive findings of imereased estadiol levels followins
supplementation [17,18]. In addihon, one of the most creazl melecular chaperones immrolved
mn embryonic development 15 HSP2), particularly the soform HSPODAAL HEPODAA]L
fimchons a5 a kev support profein that mamtams the proper fimchomng of muiltiple entical
pathways dunng oocyie mahuaton and early embryvome development. In the absence of
H5PR0AAL, these developmental processes become mefficent and embrvo quality 15
sigmficantly reduced [19]. HSPS0 also helps counteract the effects of increased ROS by
mediating the unfolded protem response. This condiion leads to elevated HEPO) expression
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RENCANA TINDAK LANJUT DAN PROYEKSI HILIRISASI

Rencana Tindak Lanjut:

1.
2.
3.

Penelitian lanjutan pada hewan coba dengan dosis bertingkat dan kontrol ketat.
Pengujian toksisitas akut dan subkronik ekstrak.

Uji mekanisme molekuler: ekspresi gen antioksidan, status ROS, integritas
mitokondria.

Penyusunan proposal paten untuk ekstrak teripang sebagai kandidat suplemen

reproduksi.

Proyeksi Hilirisasi:

1.
2.
3.

Pengembangan suplemen peningkat kualitas reproduksi berbahan teripang.
Potensi kolaborasi industri kesehatan dan farmasi.

Penyusunan prototipe dan validasi pra-klinik.

Timeline Kegiatan

1.

Pengumpulan bahan teripang — Minggu 1

2. Ekstraksi dan pemurnian — Minggu 1-2

3. Aklimatisasi tikus — Minggu 2

4. Pemberian perlakuan ekstrak — Minggu 2—-5
5.
6
7
8

Prosedur superovulasi dan pengambilan oosit — Minggu 5

. IVF dan kultur embrio — Minggu 5-6
. Analisis data — Minggu 6—7

. Penyusunan laporan dan manuskrip jurnal — Minggu 7-10

Timeline Penelitian

Bulan 1: Persiapan bahan dan ekstrak.

Bulan 2: Perlakuan hewan dan pengambilan sampel.

Bulan 3: Proses IVF dan analisis.

Bulan 4: Penyusunan laporan dan artikel ilmiah.



