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Akhir-akhir 11 penelitian-penelitian diarahkan pada usaha untuk
menemukan kontrasepsi secara immunologis dengan memanfaatkan potensi
protein antigenik gamet. Dengan metode immunokontrasepsi diharapkan
fertilisasi dapat dicegah tanpa mengganggu fungsi fisiologis hormona! pada
sistem reproduksi. Penelitian yang telah banyak dilakukan adalah pada ZP3 babi
dan sapi, yang pada masyarakat tertentu (Islam dan Hindu) dapat menimbulkan
masalah sosial tersendiri. Selain itu penelitian-penelitian tersebut sampai saat ini
juga belum memberikan hasil yang memuaskan, karena masth ditemukannya efek
samping selama masa pengujian.

Tujuan Penelitian adalah : mengetahui kemampuan uji imunofluoresen
natif untuk identifikasi pegenalan homogenat membran plasma spermatozoa
kambing terhadap zona pelusida kambing, dan menguji kemampuan identifikasi
pengenalan homogeat membran plasma spermatozoa sapi pada homogenat zona
pelusida kambing.

Manfaat Penelitian : hasil positif dari penelitian ini selanjutnya dapat
dipakai sebagai dasar bagi pengujian ZP3 kambing sebagai bahan vaksin
kontrasepsi di masa depan yang diharapkan tidak menimbulkan efek samping
pada sistem endokrin reproduksi.

Penelitian ini adalah penelitian eksploratif laboratorik, tidak membutuhkan
rancangan penelitian, hipotesis dan uji statistik. Bahan yang hendak diuji adalah
homogenat zona pelusida, suatu matriks ekstra seluler yang diketahui

mengandung reseptor fertilisasi. Reseptor tersebut dapat dikonfirmasi apabila






terbukti dalam uji imunofluoresen bahwa homogenat tersebut dapat dikenali oleh
homogenat zona pelusida hewan sejenis. |

Pemeriksaan mikroskopis preparat ulas spermatozoa kambing + homogenat
zona pelusida kambing + antibodi I + antibodi II yang dilabel dengan fluoresence
isothiocyanate. Gambar sel-sel spermatozoa yang berfluoresensi. Pemeriksaan
mikroskopis preparat ulas spermatozoa sapi + homogenat zona pelusida kambing
+ antibodi I (antibodi antisperma), dan antibodi II yang dilabel dengan
fluoresence  isothiocyanate  (FITC). Gambar sel spermatozoa tidak
berberfluoresensi.

Spermatozoa kambing berikatan dengan homogenat ZP kambing (hewan
sejenis), selanjutnya homogenat ZP kambing berikatan dengan antibodi 1, antibodi
I berikatan dengan antibodi Il yang dilabel dengan dengan FITC. Pemeriksaan
preparat di bawah mikroskop UV tampak sel spermatozoa memancarkan sinar
fluoresensi. Membuktikan adanya reseptor fertilisasi pada homogenat ZP
kambing, Spermatozoa kambing berikatan dengan homogenat ZP kambing,
selanjutnya dengan antibodi I dan antibodi IT dari hewan sejenis (homolog).

Penelitian Hasegawa ef a/.(2001) yaitu : spermatozoa manusia (pasien
kondisi parah, penyimpanan —196 °C) ditambahkan oosit manusia (penyimpanan
beku) ditambahkan antiserum pengenceran 1: 200 ditambahkan FITC terkonjugasi
dengan imunoglobulin kelinci, menghasilkan intensitas fluoresensi.

Spermatozoa sapi tidak mengikat dengan homogenat ZP kambing,
selanjutnya homogenat ZP kambing mengikat antibodi I dan antibodi I mengikat
antibodi II yang telah dilabel FITC. Spermatozoa sapi tidak dikenali oleh
homogenat ZP kambing, dan tidak membentuk ikatan.

Kesimpulan : uji imunofuoresensi natif dapat digunakan untuk mengenali
spermatozoa kambing dengan homogenat zona pelusida kambing, uji
imunofuoresensi natif spermatozoa sapi tidak dapat mengenali homogenat zona

pelusida kambing,

(Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga; Nomor S.K Rektor :
4874/103/2002; Nomor Kontrak : DIK. Suplemen Universitas Airlangga;, Tahun
Anggaran 2002).
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Penelitian

Metode kontrasepst hormonal (pil, implant, dan suntikan depo
progesteron) bersifat mengganggu fungsi fisiologis endokrin pada poros
hipotalamus — hipofisis — ovarium. Keluhan yang ditimbulkan bervariasi, dapat
berupa timbulnya bercak hitam di wajah (black spot sampai dengan black mask),
perubahan siklus haid yang menimbulkan ketidaknyamanan dan efek kegemukan.

Badan Koordinasi Keluarga Berencana Nasional bulan Desember 2001
melaporkan bahwa peserta Keluarga Berencana aktif yang menggunakan berbagai
metode kontrasepsi adalah sebesar 67,6 % (BKKBN, 2001). Dari data tersebut
berarti terdapat 32,4 % pasangan usia subur (PUS) tidak mengikuti Program
Keluarga Berencana, yang berpotensi menimbulkan ledakan jumlah penduduk di
masa depan. Salah satu faktor yang memungkinkan ketidakikutsertaan mereka
dalam Program Keluarga Berencana tersebut diduga adalah karena ketidak-
cocokan metode kontrasepsi konvensional yang ada saat ini.

Akhir-akhir i ﬁenelitian—penelitian diarahkan pada usaha untuk
menemukan kontrasepsi secara immunologis dengan memanfaatkan potensi
protein antigenik gamet. Dengan metode immunokontrasepsi diharapkan
fertilisasi dapat dicegah tanpa mengganggu fungsi fisiologis hormonal pada
sistem reproduksi. Penelitian yang telah banyak dilakukah adalah pada ZP3 babi
dan sapi, yang pada masyarakat tertentu (Islam dan Hindu) dapat menimbuikan
masalah sosial tersendiri. Selain itu penelitian-penelitian tersebut sampai saat 1ni
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Juga belum memberikan hasil yang memuaskan, karena masih ditemukannya efek
samping selama masa pengujian.

Penelitian pendahuluan telah dilakukan yang menghasilkan kegagalan
kebuntingan pada hewan coba (Mus musculus) setelah vaksinasi dengan preparat
zona pelusida fraksi 3 kambing lokal (gZP3) tanpa ada efek samping pada
perubahan siklus birahinya (Mulyati er /., 2002).

Berdasarkan hal-hal tersebut diatas, maka direncanakan penelitian untuk
mengidentifikasi reseptor fertilisasi (egg binding protein) pada homogenat
membran plasma spermatozoa kambing untuk mengenali homogenat zona
pelusida yang diketahui mengandung glikoprotein ZP3, suatu matnks ekstra
seluler yang dapat dikembangkan sebagai bahan dasar vaksin kontrasepsi masa

depan, sebagai altematif baru metode kontrasepsi Program Keluarga Berencana.

1.2. Rumusan Masalah

1. Apakah uji immunofiuoresen natif dapat dipakai untuk mengetahui
pengenalan antara homogenat zona pelusida kambing terhadap spermatozoa
kambing ?

2. Apakah wuji immunofluoresen natif dapat dipakai untuk mengetahui
pengenalan antara homogenat zona pelusida kambing terhadap spermatozoa

sapi ?







BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Antifertilitas

Antifertilitas adalah bahan yang dapat menghambat fungsi fisiologis
sistem reproduksi hewan betina atau hewan jantan untuk tujuan pencegahan
kebuntingan. Bahan antifertilitas yang dapat menghambat terjadinya fertilisasi
disebut kontrasepsi sedangkan bahan yang bekenja setelah terjadinya fertilisasi
disebut abortivum (Rahayu, 1988). Bahan yang digolongkan sebagi antifertilitas
dapat bekerja pada berbagai posisi yaitu poros hipothalamus - hipofisis anterior,
ovarium, tuba fallopii, uterus, vagina pada wanita dan pada pria bekega pada
proses spermatogenensis (William, 1986).

Reproduksi pada mamalia dimulai dari penyatuan sel spermatozoa dengan
sel telur. Kedua gamet tersebut mengandung antigen pada permukaan selnya yang
bersifat unik, fissue spesific, imunogenik dan dapat ternikat dengan antibodi.
Pengikatan antigen tersebut dengan antibodinya akan menghambat fungsi gamet
dan dapat menimbulkan kegagalan fertilisasi (Naz er al., 1995, Aitken ef al,,
1996; Ndolo ef al., 1996), schingga dapat dipakai sebagai bahan antifertilitas.

Antifertilitas yang bekerja pada hipothalamus - hipofisa anterior
mempunyai aktifitas gonadotropin dengan mekanisme umpan balik negatif, pada
hipothalamus akan menyebabkan penurunan Gonadotropin Releasing Hormone
(Gn-RH). Selanjutnya akan berpengaruh terhadap produksi Follicle Stimulating
Hormone (FSH) dan Luteinizing Hormone (I.H) pada hipofisa anterior. Adanya

penuruan produksi FSH dan LH im dapat mempengaruhi pembentukan dan
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pematangan folikel serta proses ovulasi. Antifertilitas yang bekerja pada ovarium
dapat mempengaruhi pembentukan folikel, perkembangan folikel dan proses
ovulasi. Antifertilitas yang bekerja pada tuba fallopii akan mempengaruhi
transportasi ovum maupun spermatozoa dan proses fertilisasi serta transportasi
ovum atau spermatozoa dan proses fertilisasi serta transportasi zigot. Sedangkan
antifertilitas yang bekerja pada uterus akan mempengaruhi proses implantasi,

organogenesis serta perkembangan janin. (Lee dan Chi, 1985).

2.2. Kontrasepsi Zona Pelusida

Zona pelusida merupakan lapisan ekstraseluler yang mengelilingi sel telur.
Zona pelusida disintesis oleh sel telur pada saat fulikulogenesis serta mempunyai
fungsi penting selama fertilisasi dan masa awal peniode embrionik (Yurewicz et
al., 1986). Zona pelusida adalah selapis sel yang terletak diluar membran vitelin
yang mengelilingi oosit dan intinya. Zona pelusida bentuknya mirip gelatin dan
kaya glikoprotein yang disekresikan oosit dan sel granulosa yang mempunyai vili-
vili kecil yang masuk ke dalam zona pelusida (Wadzicka ef al., 1991).

Salah satu bahan immunokontraseptif yang potensial adalah zona pelusida
(ZP), yai_tu suatu matriks ekstra seluler yang didapatkan dari oosit yang sedang
tumbuh atau sel telur yang telah mengalami ovulasi. Hal ini disebabkan karena
zona pelusida mamalia merupakan lapisan glikoprotein ekstra seluler yang
memegang peranan penting untuk inisiasi interaksi antara sel spermatozoa dengan
sel telur (Greenhouse er a/., 1999; Harris ef al., 1999), menghasilkan fertilisast

dan pertumbuhan pre implantasi (Gupta ef «/., 1997; Tsubamoto ef al., 1999).







2.3. Mekanisme Kontrasepsi Zona Pelusida

Tujuan utama pengembangan vaksin antifertilitas adalah untuk membuat
imunisasi aktif teradap sperma, ovum, zigot, embrio dini (pra implantasi) maupun
terhadap hormon Auman Chorionic Gonadotropin (hCG) (Jones, 1996; Kaul et
al., 1996). Namun tiga metode terakhir nampaknya akan menimbulkan probiem
etika sosial, karena dapat dikategorikan sebagai abortivum. Pada hewan coba
menunjukkan bahwa agen imunologis langsung bekerja pada gamet dapat
mencegah fertilisasi (Epifano dan Dean, 1994).

Zona pelusida mamalia diketahui mengandung tiga macam protein
terghikosilasi, yaitu ZP1, ZP2 dan ZP3 dengan berat molekul masing-masing 137,
92 dan 62 KDa (Mc¢ Cartney dan Mate, 1999). Glikoprotein zona pelusida
mengandung sejumliah antigenik determinan termasuk karbohidrat, protein dan
konformasi-konformasi epitopnya, yang imunogenesitasnya bervariasi pada
mamalia (Skiner et al., 1999).

Diantara komponen-komponen ghkoprotein tersebut ZP3 adalah yang
berperanan penting dalam fertilisasi. Hal ini terbukti pada percobaan : mencit
yang mempunyai defek pada gen pembentuk ZP3 (Ranklin er al., 1996) dan ZP3
mull mice tidak dapat membentuk zona pelusida yang dapat dibuahi sehingga
mencit tersebut steril (Ranklin er af., 1998; Ranklin et a/., 2001). Menurut Kiefer
dan Saling (2002), pembentukan matriks zona pelusida dipengaruhi oleh furin
proteolisis. Fungsi ZP3 adalah sebagai reseptor pengenalan terhadap spermatozoa,
dimana sperma terikat pada reseptor ini melalui ikatan O-finked oligosaccharide.

Peranan ZP2 adalah sebagai reseptor spermatozoa yang kedua, untuk menjaga







tetap terikatnya spermatozoa selama proses penembusan zona pelusida pada saat
fertilisasi. ZP2 dan ZP3 membentuk kerangka yang dihubungkan dengan filamen
7ZP1 secara menyilang untuk membentuk struktur tiga dimensi (Tsubamoto ef al.,
1999).

Thaler dan Cardullo (2002) melaporkan bahwa band 2 dan 3 hasil
fraksinasi spermatozoa dapat terikat secara langsung pada ZP3. lkatan antara sel
spermatozoa dengan zona pelusida memuliki afinitas yang tinggi untuk
mempertahankan posisi ikatan sel spermatozoa pada ekstra seluler matriks zona
pelustida sebelum terjadinya reaksi akrosom.

Menurut Wassarman (1990) yang dikutip oleh Bazer er al. (1993)
perickatan kepala sel spermatozoa ke zona pelusida diatur oleh reseptor pada
permukaan zona pelusida. Perlakuan ovum dengan anti zona antibodi atau dengan
enzim proteolitik tripsin dapat menycbabkan blokade perlekatan sel spermatozoa
atau pengikatannya pada zona pelusida. Ikatan antara sel spermatozoa dengan
zona pelusida dapat juga dihambat bila dilakukan pre treatment sel spermatozoa
dengan anti sperm antibody atan glikoprotein yang diekstraksi dan zona pelusida.
Antibodi terhadap sperma atau zona pelusida dapat menutup seluruh reseptor pada

permukaan sel spermatozoa dan juga pada zona pelusida.

2.4. Peranan Kontrasepsi Zona Pelusida
Preparat zona pelusida dapat dipakai sebagai vaksin untuk mengendalikan
populasi satwa liar di habitatnya (Bradley er ai., 1999), yaitu rusa (Miller et al.,

1999), kera baboon (Martinez dan Harris, 2000), serta pada gajah Afrika (Fayrer-







Hosken ¢t al., 1999). Pada manusia, vaksin kontraseptif di masa mendatang akan
memjadi suplemen yang penting pada program keluarga berencana. Hal imi
disebabkan karena spesifisitas yang tinggi (hanya bekerja pada gamet), efek
samping yang rendah, harga yang lebih murah dan penggunaannya tidak sesering
pada penggunaannya preparat kontrasepsi hormonal yang ada saat im (Naz er a/ ,
1995; Peterson ef «f., 1999).

Penelitian pendahuluan yang telah dilakukan menunjukkan bahwa
vaksinasi mencit (Mus musculus) betina dengan preparat crude zona pelusida
kambing lokal dalam Freud adjuvant, ternyata dapat mencegah kebuntingan pada
seluruh hewan coba setelah hewan coba perlakuan dikawinkan. Pemernksaan
preparat histologis ovarium hewan coba menunjukkan adanya gambaran
penurunan jumlah folikel sekunder sampai dengan folikel de Graaf, sedangkan
folikel primer dan korpus luteum tidak berubah. Tidak terganggunya folikel
primer disebabkan pada folikel tersebut karena pada oogonium belum dilapisi
oleh zona pelusida, schingga tidak menjadi target dari antibodi yang terbentuk
akibat vaksinasi. Korpus luteum yang ada pada gambaran histologis tersebut
diyakini sebagai sisa korpus luteum sebelumnya vang tidak mengalami regresi.
Tidak regresinya korpus luteum tersebut disebabkan oleh terganggunya fungsi
fisiologi endokrin akibat tidak berkembangnya folikel. Infertilitas hewan coba
pada penelitian pendahuluan tersebut diikuti pula dengan perubahan siklus birahi
hewan coba (Mustofa et al., 2001). Teradinya efek samping yang tidak
diinginkan tersebut sama dengan laporan Paterson ef o/. (1999), yaitu terjadinya

gangguan folikulogenesis setelah vaksinasi dengan preparat zona pelusida.







Menurut Lindau-Shepard et al. (2001) dalam perkembangan folikel
terdapat reseptor FSH di permukaan zona pelusida yang juga dapat bereaksi
secara immunologis dengan antibodi. Dengan demikian reseptor tersebut dapat
mengalami blokade oleh antibodi dengan dilakukannya vaksinasi menggunakan
preparat crude zona pelusida. Oleh karena itu, vaksinasi menggunakan epitop
zona pelusida yang hanya berperan dalam pengenalan terhadap spermatozoa
{ZP3) diyakini akan menimbulkan efek antifertilitas tanpa diikuti oleh timbulnya
efek samping pada siklus perkembangan folikel maupun siklus birahi

Namun penelitian lanjutannya dengan menggunakan zona pelusida fraksi
3 kambing (gZP3) dalam Freund Adjuvant, secara in vivo menunjukkan bahwa
vaksinasi mencit (Mus musculus) dapat mencegah kebuntingan pada seluruh
helwan coba tanpa ada perubahan siklus birahi (Mulyati ef @/, 2002). Siklus birahi
yang tidak berubah merupakan petunjuk tidak terjadinya perubahan profil

hormonnya. Sifat preparat kontrasepsi yang demikianlah yang dikehendaki.







BAB 111
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian

1. Mengetahui kemampuan uji imunofluoresen natif untuk identifikasi
pengenalan homogenat membran plasma spermatozoa kambing terhadap zona
pelusida kambing.

2. Menguji kemampuan identifikasi pengenalan homogenat membran plasma

spermatozoa sapi pada homogenat zona pelusida kambing.

3.2. Manfaat Penelitian
Hasil positif dari penelitian ini selanjutnya dapat dipakai sebagai dasar bagi
pengujian ZP3 kambing sebagai bahan vaksin kontrasepsi di masa depan yang

diharapkan tidak menimbulkan efek samping pada sistem endokrin reproduksi.







BAB 1V
MATERI DAN METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorik, sehingga tidak
membutuhkan hipotesis dan uji statistik. Pada penelitian in1 bahan yang hendak
diuj1 adalah spermatozoa yang mengandung matriks ekstra seluler yang diketahui
mengandung reseptor fertilisasi. Terdapatnya reseptor tersebut dapat dikonfirmasi
apabila terbukti dalam uji imunofluoresen bahwa spermatozoa tersebut dapat
dikenali oleh homogenat zona pelusida hewan sejenis. Selanjutnya homogenat
zona pelusida kambing tersebut dapat dikembangkan menjadi bahan dasar vaksin
kontrasepsi di masa depan apabila homogenat tersebut dapat pula dikenali oleh
homogenat spermatozea manusia. Indikator bagi reaksi pengenalan tersebut
adalah antibodi sekunder : antibodi anti ZP  kambing yang diperoleh dari
serum hasil vaksinasi pada mencit betina; dan élntibodi sekunder : antibodi anti

imunoglobulin kelinci berlabel FITC (R-1008, Sigma).

4.1. Materi Penelitian
4.1.1. Bahan Penelitian

Bahan penelitian adalah ovarium kambing asal Rumah Potong Hewan
(RPH) Pegirikan Surabaya, semen kambing, ssmen sapi, antibodi I/ primer yaitu
anttbodi anti zona pelusida dar mencit, antibodi II / sekunder (Anti Rabbit IgG
dengan label fluoresence isothiocyante | FITC) Phosphate Buffer Saline (PBS)
(sigma), Bovine Serum Albumin (BSA) (sigma), NaCl fisiologis, antibiotika
gentamicin, methano! dan aquades.
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4.1.2. Peralatan Penelitian

Peralatan penelitian yang digunakan adalah : skalpel, gunting, pinset, spuit
disposibel 5 ml dengan jarum 18 G, spuit tuberkulin dan jarumnyva, cawan petn
diameter 35 mm dan 90 mm, tabung koleksi, mikropipet 10 p! dan 50 pl
{Eppendorf varipipette) dengan ujung pipet (pipette tip), sentrifugator (Hettich
EBA 3S), timbangan mikro (Electronic Balance CHYO JP2-160), tabung
Ependroff, mikroskop disecting (Meiji, Japan), mikroskop Ultra Violet (Nikon,
Japan), Ultrasonic Homogenizer dengan probe 2 mm, gelas obyek dan gelas

COVCI.

4.2. Metode Penelitian
4.2.1. Preparasi Zona Pelusida

Ovarium kambing diperoleh dari RPH. Pegirikan Surabaya dicuci dengan
NaCl fisiologis dimasukkan thermos dan dibawa ke Laboratorium Kebidanan
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Selanjutnya dilakukan
penanganan aspirasi cairan folikel secepatnya dengan spuit disposibel 5 ml
dengan jarum 18 G yang telah berisi cairan PBS. Aspirasi oosit dikerjakan dengan
melakukan penusukan dari beberapa folikel dengan diameter 2-3 mm pada satu
avarium selanjutnya ganti ovarium berikutnya, selanjutnya cairan folikel
ditampung pada tabung koleksi. Cairan folikel koleksi dituangkan ke cawan petn
dan ditempatkan pada lapang pandang mikroskop disecting.

Zona pelusida dipisahkan dengan cara memecah oosit untuk dikeluarkan

isinya pada pemeriksaan mikroskop disecting sesuai dengan prosedur yang telah
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dilakukan Mustofa er al. (1999) dan Utama ef «f/. (2000), yang merupakan
protokol baku di Laboratorium Kebidanan Sub Lab. Fertilisasi In Vitro. Zona
pelusida yang diperoleh tersebut telah bebas dari sel-sel kumulus maupun vitelus
dikoleksi dalam tabung Eppendorf sampai jumlahnya terpenuhi.

Zona pelusida yang terkumpul dicuci tiga kali masing-masing dengan
sentrifugasi 700 g selama 10 memt. Pelet (Pellet) zona pelusida yang diperoleh
dimasukan pada vial plastik, selanjutnya dilakukan fraksinasi dengan metode
sonikasi menggunakan Ultrasonic Homogenizer. Pekerjaan preparasi goat Zona
Pellucida (gZP) mi dilakukan di Laboratorium fropical Disease Center (TDC)

Universitas Airlangga.

4.2.2. Pembuatan Antibodi Anti Zona Pelusida

Antibodi anti zona pelusida (ZP) dibuat dengan cara melakukan vaksinasi
pada mencit betina dengan 150 pul suspenst yang mengandung 200 ug homogenat
zona pelusida kambing dalam Complete Freud Adjuvant (CFA) dengan
perbandingan 1 : 1. Penyuntikan booster dilakukan dua kali dengan interval
sebelas hari dengan dosis sama dalam /ncomplete Freud Adjuvant (IFA) dalam
perbandingan 1 : 1.

Pengambilan darah untuk mendapatkan antibodi anti zona pelusida
dilakukan pada hari ketujuh setelah penyuntikan booster yang terakhir. Darah
untuk koleksi serum diambil dan sudut mata luar mencit dengan pipet mikro
hematokrit, darah yang menetes ditampung dalam tabung Eppendorf kemudian

didiamkan 10 menit dalam suhu kamar. Serum diperoleh dengan cara melakukan
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sentrifugasi darah dalam tabung Eppendorf dengan kecepatan 400 g selama 15
menit, sehingga terbentuk dua lapisan. Supernatan yang terjadi merupakan serum,
dipisahkan dengan cara menghisap dengan pipet pelan-pelan, sedangkan endapan
berupa eritrosit dibuang. Serum yang merupakan antibodi anti zona pelusida

tersebut disimpan beku dalam lemari es sampai dengan saatnya dibutuhkan.

4.2.3. Imunofluoresen Natif

Semen kambing dibuat preparat ulas di atas gelas objek, kemudian
difiksasi dengan metanol selama 60 menit. Selanjutnya dilakukan pencucian
dengan Phosphate Buffer Saline (PBS) yang mengandung Bovine Serum Albumin
(BSA) 1 % selama 15 menit. Homogenat zona pelusida dari kambing
dituangkan di atas preparat kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 60
menit, selanjutnya dicuci seperti di atas. Antibodi sekunder (anti rabbit Ig G
dengan label FITC) ditambahkan, sekalt lagi dicuci. Preparat diperiksa di bawah

mikroskop Ultra Violet.
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4.3. Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang dikerjakan adalah sebagai berikut :

14

—
g-Spz H-g-ZP Abl l AbII
Penehtian [ - + + +
B
Penelitian 11 + — + +

| |
Penelitian I + + + l 4+

b-Spz H-g-ZP Abl AbIl
Penetitian 1V + - + +
Penelitian V + + + +
Keterangan :

- g-Spz : Spermatozoa kambing

- b-Spz :Spermatozoa sapi

- H-g-ZP : Homogenat zona pelusida kambing
- AbI : Antibodi primer

- AbIl : Antibodi sekunder.

4.3.1. Penelitian 1

Homogenat zona pelusida kambing dibuat preparat ulas pada gelas obyek
dan biarkan beberapa saat mengering. Fiksasi dengan methanol selama * 15
menit. Cuci dengan PBS .yang mengandung BSA 1 % selama * 15 menit.
Reaksikan dengan antibod: I (antibodi anti zona pelusida), inkubasikan pada
inkubator dengan suhu 37 °C selama 45 — 60 menit. Cuct dengan PBS + BSA 1
%. Reaksikan dengan antibodi Il (komjugate rabbit Immunoglobulin G yang
dilabel dengan FITC). Cuci dengan PBS + BSA 1 %. Preparat tersebut

selanjutnya dipertksa di bawah mikroskop Ultra Violet (pembesaran 400 kali).







4.3.2. Penelitian I1

Semen kambing dibuat preparat ulas pada gelas obyek dan dibiarkan
beberapa saat mengering. Fiksasi dengan methanol selama + 15 menit. Cuci
dengan PBS yang mengandung BSA 1 % selama + 15 menit. Reaksikan dengan
antibodi 1, inkubasikan pada inkubator dengan suhu 37 °C selama 45 — 60 menit.
Cuci dengan PBS + BSA 1 %. Reaksikan dengan antibodi II. Cuci dengan PBS +

BSA 1 %. Preparat tersebut selanjutnya diperiksa di bawah mikroskop Ultra

Violet.
4.3.3. Penclitian 11T

Spermatozoa kambing dibuat preparat ulas pada gelas obyek dan biarkan
beberapa saat mengering. Fiksasi dengan methanol selama + 15 menit. Cuci
dengan PBS yang mengandung BSA 1 % selama + 15 menit. Teteskan homogenat
ZP kambing diatas preparat ulas dan ratakan -pelan-pelan. Reaksikan dengan
antibodi I, inkubasikan pada inkubator dengan suhu 37 °C selama 45 — 60 menit.
Cuci dengan PBS + BSA 1 %. Reaksikan dengan antibodi II. Cuci dengan PBS +
BSA 1 %. Preparat tersebut selanjutnya diperiksa di bawah mikroskop Ultra
Violet.
4.3.4. Penelitian IV

Homogenat ZP sapi dibuat preparat ulas pada gelas obyek dan biarkan
beberapa saat mengering. Fiksasi dengan methano! selama * 15 menit. Cuci
dengan PBS yang mengandung BSA 1 % selama * 15 menit. Reaksikan dengan
antibodi 1 (antibodi anti znna Peluslda) kambing, inkubasikan pada inkubator

dengan suhu 37 °C selama 45 - 60 menit. Cuci dengan PBS + BSA 1 %.
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Reaksikan dengan antibodi 11 (konjugate rabbit Immunoglobufin (G yang dilabel
dengan FITC). Cuct dengan PBS + BSA 1 %. Preparat tersebut selanjutnya

diperiksa di bawah mikroskop Ultra Violet (pembesaran 400 kali).

4.3.5. Penelitian V

Semen sapi dibuat preparat ulas gelas obyek dan biarkan beberapa saat
mengering. Fiksasi dengan methanol selama £ 15 menit. Cuci dengan PBS yang
mengandung BSA 1 % selama + 15 menit. Teteskan homogenat ZP kambing dan
ratakan dengan hati-hati. Reaksikan dengan antibodi I kambing, inkubasikan pada
inkubator dengan suhu 37 °C selama 45 — 60 menit. Cuci dengan PBS + BSA 1%.
Reaksikan dengan antibodi II. Cuci dengan PBS + BSA 1 %. Preparat tersebut

selanjutnya diperiksa di bawah mikroskop Ultra Violet.
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BAB V
HASIL PENELITIAN

Hasil penelitian dari pengamatan visui/ preparat natif yang dibuat pada
gelas obyek dan penelitian I, II, III, IV dan V selanjutnya dilthat di bawah

mikroskop Ultra Violet (UV) pembesaran 400 kali adalah sebagai berikut :

5.1. Penelitian I

Pemeriksaan mikroskopis dengan mikroskop UV, preparat ulas homogenat
zona pelusida (ZP) kambing yang ditambahkan antibodi 1 / antibodi primer
(antibodi anti ZP ) kambing, selanjuinya ditambakan dengan antibodi II /
antibodi sekunder (conjugate rabbit Immunoglobulin G yang dilabel dengan
fluoresence isothiocyanate. Menghasilkan gambar sel-sel homogenat zona

pelusida yang berfluoresensi.

5.2 Penelitian 11

Pada pemeriksaan mikroskopis preparat ulas dart spermatozoa kambing
yang ditambahkan antibodi I (antibodi anti ZF ) kambing selanjutnya dengan
antibodi 11 (conjugate rabbit Immunoglobulin G yang dilabel dengan fluoresence
isothiocyanate, ternyata tidak menghasilkan gambaran sel spermatozoa yang

berfluoresensi.
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5.3. Penelitian 111

Pemeriksaan mikroskopis preparat ulas spermatozoa kambing ditambahkan
homogenat zona pelusida kambing, selanjutnya ditambahkan antibodi 1, dan
antibodi II yang dilabel dengan fluoresence isothiocyanate. Menghasilkan gambar
sel-sel spermatozoa yang berfluoresensi. Tampak dengan jelas sel speratozoa

memancarkan sinar hijau fluoresen, terutama di bagi kepala spermatozoa.

54.Penelitian IV
Pada pemeriksaan mikroskopis preparat ulas keempat yaitu dan
spermatozoa sapi yang ditambahkan antibodi I selanjutnya ditambahkan antibodi

i1, ternyata tidak menghasilkan gambaran sel spermatozoa yang berfluoresenst.

5.5. Penelitian V

Pemeriksaan mikroskopis preparat ulas spermatozoa sapi ditambahkan
homogenat zona pelusida kambing, selanjutnya ditambahkan antibodi I (antibodi
anti ZP ) kambing, dan antibodi II yang dilabel dengan fluoresence

isothiocyanate. Menghasilkan gambar sel spermatozoa yang tidak berfluoresensi.

18







Gambar 1. Homogenat zona pelusida kambing yang berfluoresensi (Penelitian I)
Mikroskop Ultra Violet pembesaran 400 kali

Gambar 2. Spermatozoa kambing yang tidak berfluoresensi (Penelitian II)
Mikroskop Ulira Violet pembesaran 400 kali
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Gambar 3. Spermatozoa kambing yang berfluoresensi (Penelitian I1I)
Mikroskop Ultra Violet pembesaran 400 kah

Gambar 4. Spermatozoa sapi yang tidak berfluoresensi (Penelitian 1V).
Mikroskop Ultra Violet pembesaran 400 kali







Gambar 5. Spermatozoa yang tidak berfluoresensi (Penelitian V)
Mikroskop Ultra Violet pembesaran 400 kali
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BAB Vi
PEMBAHASAN

6.1. Penelitian |

Hasil dart penelitian I menunjukkan bahwa homogenat zona pelusida yang
berasal dari oosit kambing mampu berikatan dengan antibodi primer. Antibodi I
tersebut berasal dan serum hasil dari vaksiasi homogenat zona pelusida (ZP)
kambing pada mencit. Antibodi | tersebut adalah spesifik terhadap ZP kambing.
Antibodi primer selanjutnya berikatan dengan antibod: sekunder yang berasal dari
serum kelinci yang telah dilabel dengan fluoresence isothiocyanate (FITC).
Sehingga pada pemeriksaan preparat natif dengan mikroskop Ultra Violet (UV)
tampak fraksi zona pelusida memancarkan warna fluoresensi.

Menurut Istianah (2000), zona pelusida kambing yang disuntikkan pada
mencit betina akan merangsang timbulnya anﬁbodi spesifik dan antibod: non
spesifik. Respon imun spesifik merupakan pertahanan tubuh terdepan dan dapat
memberikan respon langsung terhadap antigen. Bila zona pelusida ini baru
pertama kali masuk ke dalam tubuh, maka sistemn fagositik polimorfonuklear
(PMN) dan sistem fagositik morfonuklear akan mengikat, menelan dan
menghancurkan zona pelusida melalui proses yang dikenal sebagai fagositosis.
Apabila tidak semua antigen yang masuk ke dalam tubuh dihancurkan, maka
antigen ini akan merangsang respon imun spesifik untuk menghasilkan
imunoglobulin (Ig).

Penelitian [ in1 merupakan penelitian kontrol, karena ZP kambing mampu

mengikat antibodi vang terbentuk dari hasil vaksinasi homogeat 7P kafnbing.
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Zona pelusida kambing mempunyai reseptor untuk mengikat antibodi primer.
Selanjutnya berikatan dengan antibodi sekunder yang merupakan ligand sehigga

terjadi binding.

6.2. Penelitian I

Hasil dari penelitian II spermatozoa kambing tidak dapat mengikat
antibodi 1, karena spermatozoa tidak mempunyai reseptor terhadap antibodi |
(antibodi dari ZP kambing). Selanjutnya antibodi I tidak dapat berikatan dengan
Antibodi 1. Kejadian ini nampak terlihat pada mikroskop UV gambaran sel
spermatozoa tidak berfluoresensi.

Pada penelitian Il ini menjelaskan bahwa spermatozoa kambing tidak akan
berikatan dengan antibodi I karena reseptor yang dimiliki spermatozoa tidak
cocok terhadap antibodi I, selanjutnya tidak mepgikat ligand dari antibodi II dan

akhmya tidak terjadi binding.

6.3. Penelitian I1I

Pada penelitian III spermatozoa kambing berikatan dengan homogenat ZP
kambing (hewan sejenis), selanjutnya homogenat ZP kambing berikatan dengan
antibodi I, antibodi I berikatan dengan antibodi Il yang dilabel dengan dengan
floresence isothiocyanate. Sehingga pada pemeriksaan preparat di  bawah
mikroskop UV tampak sel spermatozoa memancarkan sinar fluoresensi.

Penelitian III ini merupakan pembuktian adanya reseptor fertilisasi pada

homogenat ZP kambing. Sehingga spermatozoa kambing berikatan dengan
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homogenat ZP kambing, selanjutnya dengan antibodi 1 dan anttbodi 11 dari hewan
sejenis (homolog).

Zona pelusida mamalia merupakan lapisan glikoprotein ekstra seluler yang
memegang peranan penting pada proses inisiasi interaksi antara sel speratozoa
dengan sel telur (Greenhouse et af., 1999), selanjutnya menghasilkan fertilisasi
(Tsubamoto ef af., 1999).

Hastl dari penelitian III ini ditunjang penelitian Hasegawa ef a/.(2001)
yaitu . spermatozoa manusia (pasien kondisi parah, penyimpanan -196 °C)
ditambahkan oosit manusia (penyimpanan beku) ditambahkan antiserum
pengenceran 1. 200 ditambahkan FITC terkonjugasi dengan imunogiobulin
kelinct, ternyata menghasilkan intensitas fluoresensi pda pemeriksaan mikroskop

Ultra Violet

6.4. Penelitian 1V

Hasil dari penelitian IV menunjukkan bahwa spermatozoa sapi tidak dapat
mengikat antibodi 1 (antibodi antt ZP kambing), karena spermatozoa sapi tidak
mempunyai reseptor terhadap antibodi I. Selanjutnya antibodi I tidak berikatan
dengan Antibodi II. Kejadian ini dimanifestasikan pada pemeriksaan preparat
natif, spermatozoa sapi tidak berfluoresensi.

Penjelasan penelitian IV bahwa spermatozoa sapi tidak berikatan dengan
antibodi I karena reseptor yang dimiliki spermatozoa sapi tidak sesuai dengan
antibodi I, selanjutnya tidak mengikat ligand dan antibodi 11 dan akhmya tidak

terjadi binding,
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6.5. Penelitian V

Pada penelitian V ini menunjukkan spermatozoa sapi tidak terikat/
mengikat dengan homogenat ZP kambing, selanjutnya homogenat ZP kambing
mengikat antibodi I dan antibodi I mengikat antibodi II yang telah dilabel FITC.
Tahap akhir dari pembuatan preparat adalah pencucian dengan PBS + BSA 1 %,
sehingga zat fluoresen tersebut akan luntur tercuci, dan preparat tidak
menimbulkan sinar fluoresensi.

Kejadian pada penelitian V ini dimungkinkan karena spermatozoa sapi
tidak dikenali oleh homogenat ZP kambing, dan tidak membentuk ikatan. Boleh
dikatakan reseptor spermatozoa sapi tidak sesuai (tidak homolog) dengan reseptor

pada ZP kambing.
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BAB Vil
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan
Penelitian imt menghasilkan kesimpulan sebagai berikut :
1. Uji imunofuoresensi natif dapat digunakan untuk mengenali spermatozoa
kambing dengan homogenat zona pelusida kambing.
2. Uji imunofuoresensi natif spermatozoa sapi tidak dapat mengenali homogenat

zona pelusida kambing.

7.2. Saran
Penelitian ini perlu ditindaklanjuti dengan penelitian lanjutan pada hewan-
hewan lainnya baik satu spesies atau antar spesies yang pada akhimya mengarah

ke manusia.
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