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ABSTRAK

Penelitian ini dilakukan bertujuan untuk mengetahul  pengaruh
penyuntikan antibodi poliklonal anti-inhibin terhadap jumlah sel telur yang
diovulasikan. Pembuatan antibodi pcliklonal anti-inhibin menggunakan tujuh
ekor kelinci jantan. Kelinci-kelinci tersebut diberi perlakuan dengan cara
menyuntikkan 500 pg secara sub cutan cairan folikel sapi bebas steroid yang
mengandung inhibin sebanyak fima kali dengan selang waktu penyuntikan tujuh
hari. Penyuntikan pertama menggunakan /Freund’s Complete Adjuvant dan
penyuntikan kedua sampai kelima menggunakan Freund's Incomplete Adjuvant.
Pada hari ke-21 dan ke-35 diperiksa titer antibodi poliklonal anti-inhibin dengan
menggunakan metode uji ELISA tidak langsung. Uji efektivitas digunakan tikus
betina sebanyak 40 ekor, dibagi menjadi lima kelompok perlakuan masing-masing
terdiri dari delapan ulangan, yaitu kelompok kontrol (PO) yang diberi NaCl
fisiologis dan kelompok perlakuan yang diberi antibodi poliklonal anti-inhibin
pengenceran 1/10 (P1); 1/20 (P2);, 1/40 (P3) dan 1/80 (P4) dengan titer 20.480,
Penyuntikan dilakukan pada fase proestrus dan dosis yang digunakan adalah 02
ml, kemudian dikawinkan dengan pejantan yang sudah dikastrasi. Delapan jam
kemudian dilakukan flusing (pemanenan) sel telur dengan cara merobek kantong
fertilisasi. Data yang diperoleh diuji dengan uji F dan bila terjadi perbedaan yang
nyata, dilanjutkan dengan uji BNT. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
penyuntikan pada pengenceran 1/80 dari antibodi poliklonal anti-inhibin dengan
titer 20.480 masih dapat meningkatkan jumlah sel telur yang diovulasikan
(P<0,01). Sedangkan penyuntikan pada pengenceran 1/10 dari antibodi poliklonal
anti-inhibin dengan titer 20.480 merupakan dosis terbaik yang memberikan respon
tertinggi terhadap peningkatan jumlah sel telur,

il
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang masalah

Kebutuhan akan protein hewani dirasakan sangat perlu, terutama bagi
anak-anak dimana protein akan sangat berpengaruh bagi pertumbuhan dan
kecerdasannya. Seiring dengan semakin meningkatnya jumlah penduduk di
Indonesia, pengembangan‘- usaha peternakan perlu diupayakan peningkatannya
baik secara kualitas maubun kuéntitas, mengingat tingkat produktifitas ternak di
Indonesia masih rendah. Salah satu faktor yang sangat terkait dalam
pengembangan bidang usaha peternakan di Indonesia adalah tingkat reproduksi
hewan.

Penampilan reproduksi menjadi penentu utama bagi keberhasilan
produksi ternak tersebut. Dalam hal ini kesuburan hewan betina merupakan salah
satu segi yang perlu diusahakan seoptimal mungkin agar diperoleh penampilan
reproduksi yang lebih baik. |

Menurut Hardjopranjoto (1992), dalam pengembangan populasi dan
peningkatan ternak, perlu diperhatikan penampilan reproduksi yang akan menjadi
penentu utama bagi keberhasilan produktivitas dan peningkatan mutu genetik
keturunannya, upaya ini dapat dilakukan dengan jalan peningkatan efisiensi
reproduksi.  Melalui manipulasi siklus birahi, meningkatkan mutu genetik anak

dengan kawin suntik, superovulasi dan sinkronisasi birahi dilapangan (Mahaputra,
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1992). Menurut Toelihere (1981), untuk menambah jumlah ovulasi dalam satu
siklus birahi normal dilakukan dengan jalan superovulasi.

Seperti diketahui, untuk melakukan superovulasi di lapangan selama ini
11 digunakan preparat hormon Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) yang
mempunyai daya kerja  merangsang terbentuknya folikel  ovarium dan

meningkatkan kadar estrogen darah. Efek ini identik dengan fungsi hormon

lollicle Stimulating Hormone (FSH) (Mc. Donald, 1977).
Namun kenyataannya pemakaian PMSG dalam waktu lama

menimbulkan efek samping yaitu berupa sistik folikel sebagai akibat stimulasi

yang berkepanjangan terhadap ovarium. Keberadaan sistik folikel berdampak
pada birahi yang berkepanjangan (Amstrong, et o/, 1982). Untuk itu perlu
dicarikan alternatif pengganti dari hormon tersebut. Pada tahun 1985 — 1986
Robertson ef al. sebagaimana dikutip oleh Knight ef af. (1990) dalam sebuah
penelitiannya berhasil memisahkan inhibin dari cairan folikel sapi dengan ukuran
molekul 32 kDa. Inhibin bekerja menghambat pelepasan FSH dari hipofisa
anterior tanpa mempengaruhi pelepasan [,ureini:if.zg Hormon (LH), (Ismudiono,
1996).

Salah satu masalah menarik yang perlu di ketahui dalam bidang
reproduksi ini adalah bagaimana menghambat kerja inhibin, sehingga tidak terjadi
hambatan pelepasan FSH dari hipofisa anterior. Menurut Campbell et a/. (1991)
penggunaan antibodi anti-inhibin pada konsentrasi yang tinggi mengakibatkan
peningkatan kadar FSH dalam darah sehingga merangsang pertumbuhan folikel

ovarfum dan sekresi oestradiol. Inhibin dapat digunakan sebagai antigen untuk
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menimbulkan antibodi pada tubuh hewan dalam bentuk antibodi poliklonal anti-
inhibin (Hinshelwood er «f., 1991). Antibodi poliklonal anti-inhibin dapat
digunakan untuk superovulasi karena memacu hipofisa anterior untuk
menghasitkan FSH dan LH endogen sehingga dapat merangsang pertumbuhan
folikel pada ovarium.

Pada penelitian ini dilakukan produksi antibodi poliklonal anti-inhibin
dari serum kelinci yang sebelumnya diimunisasi dengan cairan folikel sapi bebas
steroid yang mengandung inhibin, selain itu menguji efektifitas antibodi
poliklonal anti inhibin terhadap jumlah sel telur yang diovulasikan pada tikus

putih.

1.2 Perumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut maka permasalahan yang dapat
diangkat melalui penelitian ini adalah:

1. Apakah antibodi poliklonal anti-inhibin dapat diproduksi dengan penyuntikan
cairan folikel sapi bebas steroid yang 11lengaﬁdung inhibin secara berulang-
ulang pada ketlinci ?

2. Apakah penyuntikan antibodi poliklonal anti-inhibin dapat meningkatkan
jumlah sel telur yang diovulasikan pada tikus putih.

3. Apakah dosis penyuntikan antibodi poliklonal anti-inhibin berpengaruh

terhadap jumlah sel telur yang diovulasikan ?
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1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adatah memproduksi antibodi polikional

anti-inhibin untuk bahan superovulasi.

1.3.2 Tujuan Khusus

n
J.

Tujuan khusus dari penelitian ini adalah :

. Membuktikan antibodi poliklonal anti-inhibin dapat diproduksi dari kelinci

dengan penyuntikan cairan folikel sapi bebas steroid yang mengandung
inhibin secara berulang-ulang.

Membuktikan bahwa pemberian antibodi poliklonal anti-inhibin dapat
meningkatkan jumiah sel tetur tikus putih.

Mengetahui dosis terbaik antibodi  poliklonal anti-inhibin  terhadap

peningkatan jumiah sel telur tikus putih

1.4 Hipotesis Penelitian

Adapun hipotesis yang dapat dinyatakan dalam penelitian ini adalah:

1. Antibodh poliklonal anti-inhibin dapat diproduksi dengan cara penyuntikan

SKRIPSI

cairan folikel sapi bebas steroid yang mengandung inhibin secara berulang-
ulang pada kelinci.
. Penyuntikan antibodi poliklonal anti-inhibin dapat meningkatkan jumlah sel

telur pada tikus putih.
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Antibodi poliklonal anti-inhibin pengenceran 1/10 dengan titer tertinggi

adalah dosis terbaik untuk meningkatkan jumlah sel telur.

1.5 Manfaat Penelitian

(%]
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Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah:
Menghasilkan produk pilihan untuk superovulasi selain menggunakan
hormon PMSG.
Antibodt poliklonal anti-inhibin yang dihasilkan dapat pula diterapkan untuk
meningkatkan produksi sel telur pada ternak lain.
Informasi ilmiah yang didapat akan memperkaya ilmu pengetahuan di bidang

reprodukst  khususnya tentang antibodi poliklonal anti-inhibin  dan

superovulasi.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Siklus Birahi

Hewan betina yang telah dewasa kelamin akan menjalani siklus birahi
karena pertumbuhan organ reproduksi telah sempurna. Dewasa kelamin adalah
suatu keadaan dimana alat kelamin seekor hewan telah berfungsi menghasilkan
spermatozoa atau sel telur (Sukra, 1983). Menurut Hardjopranjoto (1988), siklus
birahi merupakan gabungan fungsi fisiologis alat kelamin betina dimulai saat
hewan betina mencapai dewasa kelamin. Birahi merupakan keadaan dimana
hewan betina bersedia menerima pejantan untuk kopulasi (Sukra,1983).

Siklus birahi pada hewan menunjukkan variasi yang berbeda pada setiap
spesies hewan. Pada umumnya setiap perubahan siklus birahi yang terjadi secara
normal menunjukkan perubahan-perubahan vang sifatnya teratur. Jarak antara
birahi yang satu dengan yang berikutnya disebut satu siklus birahi (Partodihardjo,
1992).

Hewan yang memperlihatkan satu kalj periode birahi dalam satu tahun
disebut hewan monoestrus seperti harimau dan singa. Hewan yang dalam setahun
memperlihatkan periode birahi dua kali disebut diestrus contohnya anjing dan
kucing yang telah didomestikasikan. Hewan-hewan yang periode birahinya lebih
dari dua kali dalam satu tahun disebut poliestrus seperti sapi, mencit, tikus dan

babi (Sukra,1983).
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2.1.1 Faktor Yang Mempengaruhi Siklus Birahi

Timbulnya birahi yang pertama pada sebagian besar mamalia
disebabkan oleh perubahan-perubahan dari hipofisa. Pada saat sekresi hormon
gonadotropin  cukup tinggi dalam darah maka akan mempengaruhi aktivitas
ovarium untuk menghasilkan sel telur dan munculnya gejala birahi secara klinis
(Guyton, 1983 ; Hardjopranjoto, 1988‘).

Banyak faktor yang mempengaruhi lama siklus birahi seperti musim dan
cahaya matahari, suhu, makanan, pekerjaan, penyakit, gangguan hormonal,

genetik dan kebuntingan (Hardjopranjoto, 1988).

2.1.2 Mekanisme Siklus Bil:;ahi

Siklus birahi pada mamalia umumnya terbagi menjadi empat periode
menurut perubahan-perubahan yang tampak maupun yang tidak tampak dari luar
selama siklus biraht yaitu proestrus, estrus, metestrus dan diestrus. Siklus birahi
diatur oleh mekanisme endokrin dan neuroendokrin yaitu hormon-hormon
Gonadotropin  Releasing  Hormon  (GnRH) .berasal dari  hipothalamus,
gonadotropin dari kelenjar hipofisa anterior dan hormon steroid yang disekresikan

oleh ovarium (Ismudiono, 1996 ; Partodiharjo, ]99;2).
Mekanisme siklus birahi diatur oleh kelenjar hipotisa anterior. Pelepasan
hormon gonadotropin (FSH, LH dan L TH) dari kelenjar tersebut dipengaruhi olch
umpan balik dari kadar hormon progesteron dan estrogen dalam darah. Kadar

estrogen vang rendah dalam darah akibat dari folikel yang belum berkembang

akan menggertak hipofisa anterior untuk melepaskan FSH. Folicle Stimulating
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Hormon (FSH) menyebabkan pertumbuhan folikel dan dalam pertumbuhannya
folikel tersebut menghasilkan estrogen dan inhibin. Inhibin bekerja dengan jalan
menghambat kerja FSH melalui mekanisme umpan balik negatif dari hipofisa
anterior, sedang estrogen bekerja sebagai umpan balik positif pada hipothalamus
untuk mensekresi LH.  Sentakan LH menyebabkan terjadinya ovulasi yang
dilanjutkan pembentukan korpus luteum untuk menghasilkan progesteron.
Progesteron bekerja sebagai umpan balik negatif terhadap hipothalamus dan
hipofisa anterior. kadar estrogen mencapai konsentrasi tertinggi pada saat folikel
mencapai tahapan folikel de Graaf yang berisi ovum yang telah masak. Estrogen
bekerja merangsang hipofisa anterior ~ mengeluarkan LH untuk proses ovulasi
(Lunnentel, 1978). Setelah ovulasi, kadar LH dalam darah akan menurun dengan
cepat, tetapi tidak sampai pada kadar basal (Partodiharjo,1992).

Setelah ovulasi co'rpus luteum tumbuh dari sisa-sisa folikel yaitu sel-sel
granulosa, sel teka interna dari folikel yang mengalami proses luteinisasi dibawah
pengaruh hormon LH dan LTH dari hipofisa anterior. Selanjutnya progesteron
mulai dihasilkan oleh corpus luteum yang mengakibatkan hambatan terhadap
sekresi FSH, sehingga pertumbuhan folikel yang baru dapat dicegah
(Hardjopranjoto, 1988).

Adanya corpus luteum menandai fase metestrus, hal ini mengakibatkan
kadar hormon progesteron meningkat. Tingginva kadar progesteron akan
menghambat pelepasan FSH, schingga pertumbuhan folikel terhenti untuk
sementara waktu. Kadar hormon estrogen di dalam darah sudah sedemikian

rendah sehingga rangsangan terhadap hipofisa anterior untuk mengetuarkan LH
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juga berhenti, Akibatnya pengaruh LH terhadap corpus luteum akan terhenti.
Tidak adanya pengaruh dari LH maka corpus luteum akan mengalami regresi.
Regresi corpus luteum bisa diakiba.tkan oleh adanya faktor luteolitik dari
endometrium yakni PrOstag,;landin Fae (PGF2,) yang bekerja pada ovarium dan
menyebabkan regresi korpus luteum. Kondisi tersebut menandai berlangsungnya
fase diestrus dalam siklus birahi hewan betina, Regresi corpus luteum
menyebabkan sekresi progesteron terhenti, selanjutnya kadar progesteron di dalam
darah menurun dan akan disekresikan FSH. Dengan demikian mulailah hipofisa
anterior mengeluarkan FSH kembali yang diperlukan untuk perkembangan
folikel-folikel baru. Demikian seterusnya mekanisme tersebut akan terulang
kembali didalam siklus birahi hewan betina selama proses reproduksi masih

berlangsung (Turner dan Bagnara, 1988).

2.1.3 Siklus Birahi Pada Tikus
Tikus termasuk hewan poliestrus, artinya terjadi lebih dari dua kali estrus
dalam satu tahun. Siklus birahi terbagi menjadi empat periode yaitu proestrus,
estrus, metestrus dan diestrus (Baker ef o/, 1979 ; Toelihere, 1985). Masing- -
masing periode dapat diketahui dengan pemerik.saan ulas vagina, mengamati
tingkah laku hewan tersebut dan perubahan alat kelamin luar (Norris, 1990 0 )
Dibandingkan dengan mamalia yang lain siklus birahi pada tikus berjalan
dalam waktu yang relatif pendek yaitu 4-5 hari (Hafez, 1993). Dalam satu siklus

birahi didapatkan adanya perubahan-perubahan yang tampak maupun yang tidak
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tampak dari luar selama siklus birahi. Menurut Baker e/ af. (1979), Hafez (1993),

Turner dan Bagnara (1988) perubahan-perubahan tersebut antara lain :

1.

LS

SKRIPSI

Periode proestrus ditandai dengan perubahan tingkah laku tikus betina yang
mulai menerima pejantan walaupun belum melakukan kopulasi.  Proestrus
disebut juga fase persiapan yang ditandai folikel mulai membesar serta dengan
vulva sedikit bengkak serta pH vagina 5,4. Pada sediaan ulas vagina tampak
adanya sel-sel epithel befinti berbentuk koma vang panjang. Periode ini
biasanya berlangsung kurang lebih 12 jam.

Periode estrus adalah periode terpenting dalam siklus birahi. Periode ini
ditandai dengan penurunan aktivitas berlari, telinga gemetar, mau menerima
pejantan, folikel besar dan mengalami pematangan, vulva membengkak,
vagina kering, ditandai dengan terlihatnya sel-sel epithel vang telah
mengalami kornifikasi pada preparat ulas vagina. Periode ini berlangsung
kurang lebih 12 jam.

Periode metestrus, ditandai dengan vulva yang masith membengkak sampai
tidak bengkak, adanya masa perkejuan dalalﬁ vagina. Pada preparat ulas
vagina terlthat adanya leukosit dan masih ada beberapa sel yang mengalami
perkejuan.  Tingkah laku yang tampak adalah tikus betina tidak mau
menerima pejantan. Periode int berlangsung kurang lebih 12 jam.

Periode diestrus merupakan periode terpanjang (60 — 70 jam). Periode ini
ditandat dengan vulva tidak membengkak, serta pH vagina 6,1 dan pada
preparat ulas vagina terlihat sel-seliepithel dan sel-sel leukosit. Tingkah laku

yang tampak adalah tikus betina tidak mau menerima pejantan.
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2.2 Pertumbuhan Dan Perkembangan Folikel

Pertumbuhan dan perkembangan folikel dibagi menjadi empat tahap.
Tahap pertama terjadi pada waktu hewan betina masih dalam kandungan sampai
setelah lahir. Tahap ini terjédi pertumbuhan folikel primer yang berasal dari satu
primordial sel yang membelah diri. Pada folikel primer, sel telur (oosit primer)
dikelilingi oleh sel-sel kecil yang disebut sel granulosa (Partodihardjo, 1992).

Folikel primer kemudian berkembang menjadi folikel sekunder yang sel-
sel telurnya dikelilingi oleh dua lapis sel granulosa. Dibandingkan dengan folikel
primer, folikel sekunder mempunyai pembungkus tipis yang disebut membrana
vitelin dan pembungkus yang lebih tebal disebut zona pelusida. Folikel sekunder
ukuranya lebih besar dan terletak agak jauh dari permukaan ovarium.
Pertumbuhan folikel primer menjadi folikel sekunder merupakan pertumbuhan
tahap kedua dan terjadi setelah hewan betina lahir serta mengalami proses
pendewasaan tubuh (Ismudiono, 1996; Partodihardjo, 1992).

Tahap ketiga terjadi pertumbuhan folikel sekunder menjadi folikel tersier
yang mempunyai ukuran lebih besar dan letaknya lebih jauh dari permukaan
ovarium. Tahap ini terjadi diwaktu hewan menjadi dewasa dan akan mengalami
birahi yang pertama kali. Folikel tersier punyz; ruang yang disebut antrum
folikuli. Antrum ini pada permulaannya hanya satu kemudian bertambah banyak
yang berisi cairan folikel. Sel telur pada tahap imi disebut ootid (Partodihardjo,
1992).

Tahap terakhir yaitu tahap keempat, terjadi perubahan pada folikel tersier

menjadi folikel de Graaf yang merupakan bentuk terakhir dan terbesar. Pada
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tahap 1ni terjadi hanya beberapa har menjelang birahi dan sering disebut tahap
pemasakan. Pada sapi dengan diameter folikel mencapai 9-20 mm yang banyak
mengandung cairan folikel didalamnya, pada tahap inilah cairan folikel diambil
dan diidentifikasi adanya hormon inhibin (Beard et «!., 1991).

Folikel de Graaf dilapisi oleh dua lapisan stroma, yaitu teka interna dan
teka eksterna, sel terbungkus oleh massa sel yang disebut kumulus oophorus
(discus poligerus). Sel telur dengan sel yang membungkusnya menonjol kedalam
ruang antrum vang penuh dengan caran folikel (Hardjopranjoto, 1988;

Partodihardjo, 1992).

2.3 Ovulasi

Ovulasi adalah pelepasan ovum dari folikel de Graaf pada ovarium.
Jumlah ovum yang diovulasikan oleh kedua ovarium (ovulation rate) pada satu
siklus birahi adalah berbeda-beda menurut jenis hewan, umur dan hereditasnya '
(Toelihere,1985). Waktu ovulési sebagian besar mamalia adalah pada periode
akhir birahi (Hafez, 1993 ; Salisbury dan Vandemark, 1985).

Pada golongan mamalia terdapat dua macam ovulasi yaitu ovulasi
spontan (spontaneus ovulation) dan ovulasi t-ergertak (induced ovulation).
Ovulasi spontan adalah ovulasi yang terjadi tanpa adanya ransangan apapun dan
prosesnya akan diulangi secara teratur pada sctiab satu siklus birahi. Sedangkan
ovulasi tergertak adalah ovulasi yang terjadi karena adanya ransangan pada servik
sewaktu proses koitus (Breazile, 1971 ; Hardjopranjoto, 1988 ; Nalbandov,

1990).
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Tikus merupakan hewan mamalia yang mempunyailovulasi spontan,
dimana ovulasi terjadi disebabkan oleh stimulasi hormon LH. Penyuntikan LH
dapat menyebabkan perkembangan folikel, tetapi tidak segera diikuti oleh ovulasi,
karena LH memerlukan waktu untuk menjalankan peranannya dalam proses
ovulasi. Misalnya, pada kelinci, ovulasi terjadi 10 jam sesudah kopulasi
(pelepasan LH) atau sesudah penyuntikan LH (Toelihere, 1985). Akibat stimulasi
dari hormon LH, jumlah aliran darah yang menuju ke ovarium menjadi
meningkat. Peningkatan ini menurut Toelihere (1985), membawa pengaruh
terhadap terlepasnya enzim proteolitik seperti kolagenolase ke dalam cairan
folikuler. Enzim ini menyebabkan melemahnya dinding folikel pada daerah
avaskuler pada folikel de Graaf yang disebut stigma. Terjadinya robekan pada
daerah stigma tersebut diikuti dengan keluarnya cairan folikel. Dalam waktu
yang singkat, se! telur bergerajk menuwu ke bagian yang sobek dan masuk ke

dalam infundibulum dari tuba falopii dengan bantuan rambut getar.

2.4 Struktur Kimia Dan Mekanisme Kerja Inﬁibin

Inhibin adalah hormon yang diproduksi oleh sel sertoli dalam tubulus
seminiferus dari testis hewan jantan dan sel gréinulosa dari folikel de Graaf
ovarium hewan betina yang disebut juga dengan folliculostatin. Sekresi inhibin
oleh kedua jenis hewan ini dapat menghambat pelepasan FSH dari hipofisa

antertor tanpa mempengaruhi pelepasan LH (Braid er a«f, 1991; Ismudiono,

1996).
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Ditinjau  dan struktur kimianya inhibin adalah termasuk hormon
glikoprotein dengan berat molekul 32 kDa. dan mempunyai 2 ikatan peptida
yaug disebut sebagai subunit o dan subunit § (Ward and Steinberger, 1988).

Sintesis inhibin dalam sel sertoli pada testes dan sel granulosa dari folikel
diatur oleh hormon-hormon dari hipothalamus dan hipofisa anterior.
Gonadotropine releasing hormone (GnRH) dari hipothalamus bekerja pada sel
basopil dari hipofisa anterior untuk mensekresikan gonadotropin. GnRH berikatan
dengan reseptor yang ada dipermukaan sel membran dari sel basopil hipofisa
anterior. Tkatan tersebut akan mengaktifkan enzim adenilat siklase, suatu enzim
yang diperlukan untuk katalisa Adenosine Triphosphate (ATP) menjadi Cyclic
Adenosine  Monophosphate  (cAMP).  Selanjutnya c¢AMP  mengaktifkan
proteinkinase dan mempengaruhi proses fosforilasi protein di dalam inti sel
sechingga terjadi transkripsi DNA dan menghasilkan mRNA dan tRNA.
Massenger RNA  keluar dari inti menuju ribosom pada retikulum endoplasmik,
selanjutnya berjajar dipermukaan ribosom membentuk polisom. Transkripsi RNA
yang membawa asam amino bergerak menuju ribosom, asam-asam amino yang
dibawah tRNA akan diterjemahkan oleh mRNA melalui proses translasi dan
transkripsi untuk dibentuk protein khusus sesu.ai dengan kodon-kodon dari
mRNA. Protein yang ,terbéhtuk (FSH dan LH) bergerak menuju golgi aparatus
untuk dipadatkan membentuk granula sekretoris. Granula sekretoris bergerak ke
tepi menuju dinding sel membran untuk dikeluarkan isinya menuju peredaran

darah (Austin and Short, 1984).
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Inhibin yang dihasilkan oleh sel sertoli melalui mekanisme umpan balik
negatif akan menghambat sekresi FSH dari hipofisa anterior. Sedangkan
testosteron vang dihasilkan oleh sel leydig dibawah pengaruh LH mempunyai
mekanisme umpan balik l;egatif terhadap hipothalamus dan hipofisa anterior
sehingga menghambat sekre;i gonadotropin oleh hipofisa anterior (Tomaszewska
dkk, 1991)

Inhibin yang dihasilkan oleh sel-sel granulosa dart foltkel ovarium akan
menghambat sekresi FSH melalui mekanisme umpan balik negatif terhadap
hipofisa anterior sedangkan estradiol dapat bekerja sebagai umpan balik positif
pada hipothalamus. Gertakan LH menyebabkan terjadinya ovulasi dan terbentuk
corpus luteum. Corpus luteum menghasilkan progesteron yang bekerja sebagai
umpan balik negatif terhadap hipotalamus dan hipofisa anterior sehingga FSH dan
LH tidak di produksi oleh hipofisa anterior dan berakibat pertumbuhan folikel
dan proses ovulasi tidak terjadi sampai pada saat corpus luteum mengalami regresi

(Tomaszewska dkk, 1991).

2.5 Respon Imun

Respon imun diperlukan untuk tiga hal yait.u, pertahanan, homeostatis dan
pengawasan. Respon imun dapat diartikan sebagai suatu sistem agar tubuh dapat
mempertahankan keseimbangan antara lingkungan diluar dan didalam badan.
Tidak semua suntikan antigen menimbulkan respon imun.  Respon imun

tergantung dosis, waktu pemberian dan sifat antigen (Widjaja, 1988).
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Respon imun dibedakan menjadi dua macam yaitu respon 1mun spesifik
dan respon imun nonspesifik. Respon imun spesifik merupakan suatu reaksi
hospes terhadap benda asing yaitu mencakup rangkaian interaksi seluler yang
diekspresikan dengan penyebaran produk-produk sel spesifik. Respon imun
spesifik dibedakan dengan respon nonspesifik dalam hal spesifitas, heterogenik,
dan memori. Spesifitas merupakan kemampuan respon imun dengan kepekaan
yang tinggi. Produk-produk respon imun akan bereaksi seluruhnya dengan yang
identik atau yang sama dengan benda yang terdahulu yang memulai respon
(Bellanti, 1993).

Sistem imun nonSpesiﬁk merupakan pertahanan tubuh terdepan dalam
menghadapi serangan berbagai macam organisme oleh karena dapat memberikan
respon langsung terhadap antigen. Sistemn tersebut disebut nonspesifik karena
tidak ditujukan terhadap mikroorganisme tertentu, telah ada dan siap berfungsi
sejak lahir yang berupa permukaan tubuh dan berbagai komponen dalam tubuh.
Komponen sistem imun nonspesifik dapat dibagi sebagai pertahanan fisik dan
mekanik, pertahanan biokimia, pertahanan hu1ﬁoral dan pertahanan seluler

(Widjaja, 1988).

2,6 Antigen Dan Imunogen

Antigen merupakan suatu bahan yang dapat bereaksi dengan produk
respon imun dan merupakan sasaran respon imun. Sedangkan imunogen adalah
suatu bahan atau molekul yang dapat menimbulkan respon imun, humoral atau

seluler. Pada umumnya imunogen adalah antigen meskipun tidak selalu demikian
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(Widjaja, 1988). Suatu bahan atau molekul dapat bersifat imunogen, tergantung
pada beberapa faktor, yaitu: Komposisi kimiawi, ukuran molekul, komplek
kimiawi, susunan genetik dari hewan itu sendiri, keasingan dan metode

pelaksanaannya (Goodman, 1 994).

2.7 Antibodi Poliklonal Anti-Inhibin

Produksi serum hiperimun adalah imunisasi dengan sengaja terhadap
hewan dengan suatu imunogen yang spesifik dalam rangka untuk mendapatkan
suplat antibodi terhadap imunogen (Smith, 1995). Antibodi yang dikoleksi dari
hasil hiperimunisasi dikenal sébagai antibodi poliklonal.

Makromolekul dengan berat molekul lebih besar dari 5000 dalton
misalnya polipeptida besar dan protein dapat merangsang respon imun yang kuat
terutama jika dicampur dan berikatan dengan adjuvan (Smith, 1995). Sedangkan
preparat hormon dengan berat molekul yang besar mempunyai sifat imunogenik
schingga dapat dimanfaatkan sebagai antigen untuk dapat menginduksi timbulnya
antibodi spesifik terhadap antigen tersebut. Inhibir; mempunyai berat molekul 32
kDa dan termasuk glikoprotein sehingga merupakan hormon yang potensial dalam
menstimulir pembentukan antibodi yaitﬁ antibodi ir;hibin (Glencross et al., 1994).

Pemilihan spesies hewan coba untuk memproduksi antibodi poliklonal anti
intubin didasarkan pada banyaknya volume serum yang dibutuhkan, hewan jenis
apa saja yang tersedia dan pertimbangan dari pengalaman peneliti. Biasanya para

peneliti lebih menyukai hewan coba kelinci oleh karena hewan ini murah,
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gampang dipehihara, daya tahannya tinggi dan mudah diambil darahnya (Smith,
1990).

Menurut Harlow and Lane (1988) pemilihan adjuvant dapat
mempengaruhi cara penyunt_ikan, bila menggunakan adjuvant yang daya serapnya
lambat terutama adjuvant oif sepertl Freund, harus diusahakan agar penderitaan
hewan dibuat sekecil mungkin. Dosis imunogen yang dianjurkan untuk kelinci

adalah 50-1000 ug.

SKRIPSI ENGARIJH PENYUNTIKAN ANTIBODI POLIKLONAL... MUHAMMAD MUFIDUL K.




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

BAB III

MATERI DAN METODE

3.1, Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kemajiran Fakultas
Kedokteran Hewan. Pemeriksaan cairan folikel bebas steroid yang mengandung
inhibin dilaksanakan di Laboratorium Dengue Haemorrhagic Fever, Tropical
Disease Centre, Universitas Airlangga. Produksi antibodi dilaksanakan di Induk
Kandang Hewan Percobaan (IKHP) Pusat Veterinery Farma (PUSVETMA). Uji
ELISA difakukan di Laboratorium Virologi dan Immunologi Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga. Uji éfektiﬁtas pada tikus sekaligus penghitungan
jumlah oosit dilakukan di Laboratorium Embriologi Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga. Waktu penelitian dilaksanakan mutai tanggal 20 Maret

2000 dan berakhir tanggal 12 Februan 2001.

3.2. Materi Penelitian
a. Hewan Percobaan

Kelinet jantan yang sudah dikastrasi berumur enam bulan sebanyak tujuh
ekor dengan berat rata-rata 700 gram berasal dari Pusat Veterinery Farma
(PUSVETMA). Tikus putih betina galur wistar, sebanyak empat puluh ekor,
umur dua setengah sampai tiga bulan dengan berat rata-rata 200 — 250 gram, tikus
jantan delapan ekor, umur lima bulan dengan berat rata-rata 300 — 400 gram

sebagai pejantan pemacek.
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b. Bahan Peneclitian

Dalam penelitian ini bahan-bahan yang diguﬁakan meliputi: ovartum sapi,
larutan NaCl fisiologis, charcoal, eter, alkhohol 70%, aquadest, phospat buffer
saline (PBS), freund's adjuvan-completefadjuvan lengkap, freund's adjuvant-
incomplete/adjuvan tidak lengkap, konjugat (goat-anti rabbit Ig G labeled alkaline

phosphatase), substrat 4-NPP (para nitrofenil fosfat).

c. Alat-alat
Perlengkapan yang digunakan pada penelitian ini adalah:

Mikoskop Differential Interferon Contrast (DIC), mikroskop inverted stereo, alat
untuk uji ELISA (ELISA reader, micro plate, pipet mikro, erlenmayer),
seperangkat alat SDS-PAGE, timbangan analitik, refrigerator, Syringe (10 ml, 2,5
ml, tuberculin), tabung venojec 10 ml, gelas obyek, gelas penutup, gelas beker,
aluminium fo#/, ultrafilter 1 um dan 0,2 pm, sentrifus, mixer mini, eppendroff,
termos es, kantong plastik, cawan petr dispo:;ible (nuclon), pipet mulut

modifikasi, alat bedah mikro (gunting, scalpel, pinset), bunzen, kapas,

Gambar 1. Alat-alat untuk flushing sel telur tikus.
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d. Kandang Penelitian

Kandang kelinci berupa kandang postal yang terbuat dari tembok dengan
ukuran 2 x 2 m, dilengkapi dengan tempat makan dan minum. Untuk kandang
tikus terdiri atas dua macam kandang, yang pertama dari bak plastik dengan
ukuran panjang, lebar, dan tinggi masing-masing 50 x 30 x 20 cm yang ditutup
dengan ram kawat disertai tempat makan dan minum. Kandang yang kedua adalah
kandang individual untuk proses perkawinan yang terbuat dari bak plastik dengan
ukuran panjang, lebar, dan tinggi masing-masing 35 x 25 x 15 cm yang ditutup

dengan ram kawat,

e. Makanan
Makanan kelinci berupa sayuran yang diperoleh dari Pasar Keputran
Surabaya, dan untuk tikus berupa konsentrat ayam broiler (CP 511), dan air

minum yang diberikan secara ad libitum.

3.3. Metode Penelitian
Prosedur penelitian ini dibagi menjadi tiga tahap

Tahap I: Ekstraksi Cairan Folikel Sapi

Ovarium sapi dikoleksi dari Rumah Potong Hewan (RPH) Pegirian dengan
syarat ovarium tersebut terdapat folikel dominan (de Graaf) dengan diameter > 9

mm dipermukaan ovarium. Ovarium dibilas dan dibersihkan dengan NaCl
fisiologis, kemudian dimasukkan dalam termos es yang berisi NaCl fisiologis,

selanjutnya dibawa ke Laboratorium Kemajiran untuk diaspirasi cairan folikelnya.
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Cairan folikel yang didapat di sentrifus dengan kecepatan 2000 rpm
selama 15 menit pada suhu 4 °C untuk menghilangkan runtuhan sel. Selanjutnya
cairan folikel ditambahkan charcoal dengan dosis 30 mg/ml, kemudian dilakukan
pengadukan dengan mixer mini dengan suhu 4 °C, selama 12 jam. Selanjutnya
untuk mendapatkan cairan folikel sapi bebas steroid (< 0,3 % resido steroid),
larutan tersebut di sentrifus deﬁgan kecepatan 30.000 rpm selama satu jam pada
suhu 4 °C dilanjutkan dengan filtrasi bertahap dengan menggunakan mikrofilter
ukuran membran 1 um dan 0,2 um (Knight ef a/., 1990).

Untuk mengetahui bahwa cairan folikel sapi bebas steroid yang
mengandung inhibin (CFSBSI) tersebut mempunyai berat molekul 32 kDa maka
dideteksi dengan Sodium Diodesil Sulphate Poli Akrilumid Gel Elekiroforesis
(SDS-PAGE) di Laboratorium Dengue Haemorrhagic Vever, Tropical Disease
Centre dan dilanjutkan dengan spektrofotometer untuk mengetahui kandungan
essensial protein yang terkandung di dalam CFSBSI tersebut. (prosedur SDS-
PAGE dapat dilihat pada lampiran 1). |
Tahap II: Produksi Antibodi Poliklonal Anti-inhibin

Pada tahap ini digunakan kelinci scbanyak iujuh ekor dengan perlakuan
sebagai berikut:

1. CESBSI 500 ug + Freund's Complete Adjuvant = 0,5 mi
2. CFSBSI 500 pg + Freund's Incomplete Adjuvant = 0.5 ml
3. CFSBSI 500 ug + Freund's Incomplete Adjuvant = 0,5 ml
4. CFSBSI 500 ug + freund's Incomplete Adjuvant = 0,5 ml

5. CFSBSI 500 pg + Freund's Incomplete Adjuvant

0,5 mil
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Prosedur Perlakuan

- Kelinci diadaptasikan dengan lingkungan percobaan selama dua minggu.

- Pada minggu pertama sebelum penyuntikan, masing-masing kelinei
diambil darahnya sebanyak 1 ml dari vena Auricularis sebagai sampel
kontrol negatif.

- Penyuntikan dilakukan secara sub cutan dengan selang waktu
penyuntikan tujuh hari.

- Pada hari ke-21 sebelum penyuntikan keempat, kelinci diambil darahnya
sebanyak 1 ml dari vena Auricularis guna dilakukan uji ELISA.

- Pada hart ke-35, dilakukan pemanenan serum antibodi poliklonal anti-
inhibin (Ab. Po. Anti-inhibin). Darah diambil dani jantung (intra cardial)

sampai habis dan dilakukan uji ELISA. (prosedur ELISA tertampir).

penyuntikan [ penyuntikan I penyuntiken [l penvuntiken IV penvunttkan V panen

I

7 hari 7 hari Thari | Thari 7 hari
pengambilan sampel sampel
sampel negatif uji ELISA I uji ELISA 11

Gambar 2. Jadual penyuntikan produksi Ab. Po. Anti inhibin pada kelinci.

Gambar 3. Pengambilan darah kelinci secara intra cardial.
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Tahap III : Uji Efektivitas pada Tikus

Tikus yang digunakan sebanyak 40 ekor tikus betina umur 2,5 -~ 3 bulan
dan 8 ekor tikus jantan yang sudah dikastrasi. Penyuntikan Antibodi poliklonal
anti-inhibin pada tikus betina dilakukan secara intra peritonial pada fase proestrus.

Prosedur jadwal penyuntikan glapat dilahat pada gambar 4.

5 jam | 3 jam
Proestrus ! /J\
¥ 4
Ab. Po. Anti-Inhibin dikawinkan panen sel telur

Gambar 4. Jadual pelaksanaan panen sel telur.

Sebelum penyuntikan antibodi Poliklonal anti-inhibin, dilakukan pemeriksaan
ulas vagina untuk menentukan fase birahi dan tikus tersebut.
Secara keseluruan dosis yang digunakan masing-masing perlakuan
adalah sebagai berikut;
a. Kontrol  (Po); NaCl fisiologis 0,2 ml.
b. Perlakuan I (P,); Ab Po anti-inhibin 0,2 ml (pengenceran 1/10)
c. Perlakuan I (P;); Ab Po anti-inhibin 0,2 ml (pengenceran 1/20)
d. Perlakuan I (P;); Ab Po anti-inhibin 0,2 ml (pengenceran 1/40)
¢. Perlakuan [ (P,); Ab Po anti-inhibin 0,2 ml (pengenceran 1/80)
Delapan jam setelah penyuntikan dilakukan panen sel telur, dengan cara
memisahkan dan mengangkat tuba fallopii dart uterus dan dilakukan pencucian
tuba fallopii dengan PBS. Setelah bersih, tuba fallopii ditempatkan pada cawan

petri untuk dilakukan panen sel telur dengan cara merobek kantong fertilisasi i
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bawah mikroskop DIC dengan menggunakan kanula (syringe tuberculin). Qosit
yang telah dipanen dipindahkan pada cawan petri lain yang sudah ditetesi PBS

agar memudahkan dalam proses penghitungan.

Gambar 5. uterus dan tuba fallopii tikus Gambar 6. kantong fertilisasi.

3.4. Parameter Pengamatan
Pada penelitian ini peubah yang diamati adalah titer antibodi yang
dihasilkan setelah pembacaan uji ELISA dengan ELISA reader dan jumlah sel

telur yang dihasilkan pada masing-masing pengenceran.

3.5. Rancangan Penelitian dan Analisis Data

Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini  adalah
rancangan acak lengkap dengan lima perlakuan dan delapan ulangan. Analisis
data dilakukan dengan menggunakan uji F. Jika terdapat perbedaan yang nyata
antar perlakuan dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil (BNT) 1 9%

(Kusriningrum, '1989).
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BAB IV

HASIL PENELITIAN

4. 1. Produksi Antibodi Poliklonal Anti Inhibin

Hasil pengujian cairan folikel sapi bebas steroid yang mengandung
inhibin dengan menggunakan SDS-PAGE diketahui berat molekul inhibin adalah
32.kDa. Kemudian dilanjutkan dengan peneraan kadar protein menggunakan

spektrofotometer. Kadar protein yang diperoleh adalah 9.637 ug/ml.

66 kDa
46 kDa

32 kDa

14 kDA

Gambar 7. Inhibin dengan Berat Mo]ekul 32 kDa. pada sapi.

Pembacaan hasil titer antibodi polikional anti-inhibin menggunakan
ELISA Reader dengan panjang gelombang 405 nm pada masa inkubasi selama
15 menit. Titer antibodi ditunjukkan dengan nilai absorban kerapatan optik
(optical densty, OD) pada pengenceran tertinggi yang besarnya 2 x dari Cut Of
Value (COV). Nilai Cut Of Value (COV) adalah nilai rata-rata dari sampel
kontrol negatif. Adapun hasil pemeriksaan titer antibodi poliklonal anti-inhibin

yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 1 dan Tabel 2 dibawah ini.
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Tabel 1. Hasil Pemeriksaan Uji ELISA pada Pembacaan 15 Menit setelah Tiga Kali
Penyuntikan

PENGENCERAN

1/40 1780 /160 § 1/320 | 1/640 | 1/1280 | 1/2560 | 1/5120 | 1/10240 | 1/20480 | 1/40960

KELINCI
~

1 0,121 | L5317 | 1410 | 1,070 | 1,032 | 0,979 ) 0,783 0,663 051 0,317 0,196 0,143

I 0,132 ] 2,336 | 2,309 | 1,617 | 1,616 ) 1,437 y 1,281 1,049 | 0639 | 0,528 0,371 0,227

HI 0,172 | 2,783 | 1,500 | 2,367 § 2,013 | 1,560 | 1,558 1,539 1,069 | 0,650 0,446 0312

IV 0,147 | 2343 | 2118 | 1,750 | 1,367 { 1,275 | 1,145 0,923 0,734 | 0,508 0,290 0,205

Y 0,325 | 2,290 | 2,079 [ 1,891 § 1,508 : 0,833 | 0,680 0,461 0,366 0,276 0,248 0,046**

Yi 0,045 | 2,672 | 1346 [ 1,824 1 1445 | 1071 | 0.648 0,530 410 0,241 0,229 0,038

VIL | 0,150 | 2,432 | 2,189 | 8401 | 1,020 | 0,783 | 0,523 3,471 0,373 0,235 0,230 0,157

VIID | 0,143 | OUT | 2,744 | 2,203 | 1,426 | 0,908 | 0,606 0,476 0,304 0,260 0,192 0,156

Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Uji ELISA pada Pembacaan 15 Menit setelah Lima Kali

Penyunttkan

g PENGENCERAN

=

£ K | 180 | 17160 | U320 | 1/640 | 1/1280 | 1/2560 | 1/S120 | 1710248 | 1/20480 | 1/40960 | 1/81920

I 0070 | 2797 | 2625 | 2519 | 2324 | 2121 | 1516 | 0967 | 0535 |03 |ores | o010

11 0072 | OUT [ OUT [ OUT | 2420 | 2031 | 1,525 | 1077 | 0573 10337 {0209 |0Q122

HI 0,073 | OUT | OUT | 2,731 § 2,445 | 2242 } 1,759 | 1,167 | 0441 [ 0383 10270 | 0,144

v 0,069 | OUT | 2911 | 2,663 [ 2,310 | 1,715 | 1419 | LLIto | 0700 | 0414 | 0244 | 0,135 i

v 0,084 | OUT | 2,585 | 2,554 | 2,171 | 1,537 | 1,147 | 0822 | 0506 [0309 | 0143 | 0130

VI 0,076 | OUT | 2,748 | 2,402 | 2,118 | 1,543 | 1223 | 0836 | 0548 | 0325 | 0167 |0137
vil 0092 | OUT | OUT | 2,774 | 2,397 | 1,879 | 1269 | 0836 | 0493 {0297 | 0,44 | 0066
VIL o075 | our {our | 2931 | 259 | 1618 | 1375 | 0895 | o518 | 0354 0,038 | 0027

KETERANGAN : - ** adalah kontrol PBS
- K adaizh serum kelinci kontrol negatif {(sebelum perlakuan)
- 1-VII adalah serum kelinci satu sampai tujuh
- VIII adalah serum campuran kelinci satu sampai tujuh
- Out adalah nilai yang melebihi kemampuan nilai baca ELISA Reader.
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Keterangan :

1-10 : titer antibodi,
8 :titer 20.480,
1-VIL : serum kelingi 1 sampai 7.

28

hasil positif
setefah 3 kali
penyuntikan

W hasil positif
setelah 5 kali
penyuntkan

VH
7 1 titer 10.240
9 : titer 40.969 ;

n w v v

Cc

C : serum campuran kelinci 1 sampai 7.

Gambar 8. Diagram Batang Titer Ab. Po. Anti-Inhibin yang masih Menunjukkan Nilai
Positif pada Tabel 1 dan 2.

4. 2. Uji Efektifitas

Nilai rata-rata uji efektifitas antara perlakuan dengan kontrol setelah

dilakukan uji statistik menunjukan perbedaan yang nyata (P<0,01). Rata-rata

jumlah sel telur yang dihasilkan setelah dilakukan penghitungan adalah sebagai

berikut :

Tabel 3. Rata-rata Jumlah Sel Telur Tikus Putih setelah Disuntik Ab. Po. Anti-Inhibin

Dusis Ab Po Anti Jumlah Rata-rata Jumlah Qosit
Inhibin Ulangan + 8D
P1 8 20,50 + 3,16°
P2 8 18,12 + 0,99
P3 8 1537 + 1,06°
P4 8 1400 + 151°
PO 8 837 + 092°¢

Keterangan ; P1: pengenceran 1/10, P2 : pengenceran 1/20, P3 : pengnceran 1/40,
P4 : pengenceran 1/80, PO : NaCl fisiologis, superskrip yang berbeda
Pada baris menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,01).
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Rata-rata Jumlah Sel Telur

25
20-

PO P1 P2 P3 P4
PERLAKUAN

Gambar 9. Diagram Batang Rata-rata Jumlah Sel Telur Tikus yang Dipanen antara

Kelompok Kontrol dan Kelompok Perlakuan Ab. Po. Aati-lnhibin,

Gambar 10. Sel Telur Tikus yang Dibungkus oleh Sel Kumulus yang masih Kompak.
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BAB YV

PEMBAHASAN

5.1. Produksi Antibodi Poliklonal Anti.lnhibin

Prinsip dari sistem imun adalah berfungsi sebagai pelindung bagian tubuh
hewan terhadap masuknya organisme, berupa produk beracun atau benda asing,
vang bekerja melalui reseptor dengan spesifitas yang rendah sampai tinggi.
Produksi antibodi mémasukkan antigen pada tubuh secara berulang-ulang
disebut  produksi serum hiperimun atau poliklonal antibodi (Smith, 1995).
Anﬁgen yang digunakan untuk menginduksi respon dapatan antibodi disebut
dengan imunogen (Harlow and Lane, 1988).

Pada penelitian ini sebagai benda asing (antigen) yang dimasukkan dalam
tubuh hewan adalah inhibin yang diperoleh dari cairan folikel sapi bebas steroid.
Produk antibodi yang dihasilkan disebut antibodi poliklonal anti-inhibin. Inhibin
termasuk hormon glikoprotein dengan berat 1ﬁolekul 32 kDa, schingga
merupakan antigen yang potensial dalam menstimulasi pembentukan antibodi.
Kelinei yang dumunisasi dengan antigen inhibin 500 Hg secara berulang-lulang
diharapkan dalam sirkulast darahnya diperoleh antibodi poliklonal anti-inhibin,
merupakan imunoglobulin yang terbentuk sebagai akibat reaksi tanggap kebal
terhadap antigen yang dikenal pada tubuh kelinci tersebut.

ELISA (£nzym-Linked ]n;ﬁmunosorben Assay) adalah salah satu metode
yang sensitif untuk mendetekst antibodi, antigen, hormon maupun bahan toksik.

Metode ini merupakan pengembangan dari  sistem deteksi dengan
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immunoflouresence atau radioaktif (Rantam, 2000). Dalam menentukan
keberadaan antibodi yang diharapkan diperlukan teknik seleksi yang cepat,
sederhana dan hasilnya tidak meragukan. Pembacaan ELISA dapat dilakukan,
baik secara kualitatif (dengan mata telanjang/visual) atau secara kuantitatif
(dengan spektofotometer). Secara kualitatif ELISA dibaca dengan melihat
perubahan warna ant;ita kelompok yang diperiksa dibandingkan dengan
kelompok kontrol (positif dan negatif). Namun demikian adakalanya untuk
pembacaan titer (semi-kuantitatif) amat sulit untuk membedakan antara batas
penge;nceran yvang masih positif dengan kontrol negatif. QOleh karena itu secara
semi-kuantitatif, selayaknya ELISA dibaca dengan fotometer (EL'SA Reader)
dengan berdasarkan pada nilai absorban kerapatan optik (optical density, OD)
(Suwamo, 2000).

Pembacaan ELISA dalam penelitian ini menggunakan metode positif atau
negatif. Semua sampel yang m‘émberikan nilai absorban diatas nilai rata-rata
kontrol negatif (cuf of value, COV), misalnya 0,2 atau 0,4 cianggap positif.
Untuk sampel kecil (<10) COV dipatok pada 2-3 kali rata-rata kontrol negatif;
sedangkan untuk sampel 10-100, COV dipatok pada rata-rata kontrol negatif plus
2-3 8SD.

Pada penelitian ini dilakukan uji ELISA sebanyak dua kali. Uji ELISA
yang pertama dilakukan setelah tiga kali penyuntikan sedang uji ELISA yang
kedua setelah lima kali penyuntikan. Hasil penelitian pada uji ELISA vyang
pertama menunjukkan nilai COV (rata-rata kontrol negatif) sebesar 0,142 *

0,016. Sampel dianggap positif jika nilainya dua kali lebih besar dari nilai COV.
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Dari data hasil uji ELISA yang pertama (Tabel 1) menunjukkan bahwa pada
kelinci  ke-1 sampai pada titer '10.240 masih menunjukkan gejala positif, begitu
juga pada kelinci ke-5, 6, 7 dan serum campuran. Sedang pada kelinci ke-2 dan
ke-4 pada titer 20.480 masih menunjukkan gejala positif. Pada kelinci ke-3 titer
yang didapat merupakan titer yang tertinggi karena sampai pada titer 40.960
masih menunjukkan gejala positif.

Adanya titer yang berbeda ini disebabkan karena respon tiap individu
dalem meﬁanggapi antigen yang masuk berbeda-beda. Nilai titer yang rendah
setelah dilakukannya uji ELISA disebabkan karena respon imun yang jelek pada
hewan. Namun demikian faktor yang mengoptimalkan respon dipandang dart
sudut kualitas antibodi yang diproduksi dapat dipengaruhi cleh beberapa faktor
diantaranya: sifat alam imunogen, adjuvant, hewan yang dipilih, rute injeksi dan
dosis (Smith, 1995).

Hasil uji ELISA yang kedua (Tabel 2) setelah lima kali penyuntikan
menunjukkan nilai COV sebesar 0,076 =+ 0,07.8. Pada tabel 2 tersebut
menunjukkan bahwa sampai titer 40.960 pada serum kelinci ke-1, 2, 3, 4 dan 6
masih menunjukkan gejala positif, sedangkan pad'a serum kelinci ke-5, 7 dan
serum campuran sampal titer 20.480 masih menunjukkan gejala positif.
Berdasarkan data hasil ELISA kedua tersebut dapat dilihat bahwa telah terjadi
peningkatan titer antibodi pada tiap-tiap kelinci yang telah divaksin dengan

inhibin secara sub cutan, sehingga titer antibodi yang didapat bisa lebih

maksimal.
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Pemberian adjuvant dimaksudkan untuk memperkuat respon timbulnya
antibodi, karena antigen yang masuk kedalam tubuh akan direasorbsi secara
perlahan, tetes demi tetes sehingga mempunyai jangka wakiu yang lama dalam
tubuh (Tizard, 1987). Menurut Bellanti (1993), adjuvant akan memperbesar
respon imun bila disuntikkan ‘bersama-sama dengan imunogen. Fungsinya
dianggap menambah area permukaan atau memperlama penyimpanan antigen
dalam tubuh, memberi kesempatan pada sistem limfoid untuk menuju ke antigen
(adjuvant Freund).

Secara umum adjuvant yang digun;kan dalam produksi serum
hiperimun atau antibodi poliklonal adalah adjuvant Freund, baik Freund
Complete (lengkap) maupun [ncomplete (tidak lengkap). Adjuvant Complit
digunakan sebagai induksi pertama sedang untuk injeksi booster digunakan

adjuvant Incomplete (Smith, 1995).

5.2. Uji Efektifitas

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektifitas dari antibodi
poliklonal anti-inhibin dalam menetralkan daya kerja 1inhibin sehingga
dtharapkan terjadi sekresi FSH dari hipofisa anterior. Superovulasi adalah proses
biologi pertumbuhan, pematangan dan pelepasan sel telur dari folikel dalam
jumlah melebthi ovulasi alamiah.

Penyuntikan antibod: poliklonal anti inhibin secara intra peritonial pada
tikus betina, berpengaruh nyata terhadap jumlah sel telur yang diovuvlasikan. Hal

ini bisa dilihat dari perbandingan antara tikus kontro! dengan tikus perlakuan.
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Dari hasil penelitian ini terdapat kecenderungan bahwa semakin tinggi dosis
antibodi poliklonal anti inhibin akan diikuti semakin tingginya jumlah sel telur
yang diovulasikan.

Jumlah sel telur yang diovulasikan dalam satu siklus biraht secara normal
adalah 8-12 dengan jumlah anak rata-rata 9 (Hafez, 1993). Pada perlakuan
kontrol yang mendapat suntikan 0,2 ml NaCl Fisiologis ditemukan jumlah sel
telur dengan rata-rata 8,375 = 0,916, Hal ini berbeda dengan perlakuan P4 dan
P3 yang mendapat suntikan 0,2 mli Ab. Po. Anti inhibin dengan dosis
pengenceran 1/80 dan 1/40, jumlah sel telur yang diovulasikan semakin
meningkat yaitu rata-rata 14,000 + 1,512 dan 15,375 + 1,061.

Pada perlakuan P2 dan P1 yang mendapat suntikan 0,2 ml Ab. Po. Anti
inhibin dengan dosis pengenceran 1/20 dan 1/10 terlihat semakin jelas
peningkatan sel telur yang diovulasikan dengan rata-rata 18,125 + 0,991 dan
20,500 £ 3,162. Hal ini membuktikan bahwa pada pengenceran tersebut antibodi
poliklonal anti inhibin mampL; menghambat kerja inhibin sehingga terjadi
peningkatan sekresi FSH yang mengakibatkan mgningkatnya jumlah sel telur
yang diovulasikan melebihi rata-rata kondisi normal.

Hormon-hormon polipeptida yang dihasilkan oleh hipofisa anterior dibagi
menjadi tiga kelompok, yaitu kelompok kortikotropin, glikoprotein dan
somatomamotropin (Djojosoebagio, 1996). Dalam kaitannya diatas inhibin
merupakan salah satu kelompok dalam golongan glikoprotein yang mempunyai
daya kerja menghambat sintesis dan sekresi gonadotropin dari kelenjar pituitari,

terutama pengeluaran FSH (Findlay er o/, 1990). Hal ini diperkuat oleh
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pendapat Knight (1990) dan Robertson ez al (1990) bahwa inhibin dengan berat
molekul antara 30-32 kDa mempunyai daya kerja sebagai penekan pengeluaran
FSH.

Sedangkan menurut Hﬁfez (1993) FSH berperan dalam proses
folikulogenesis yakni meningkatkan jumlah folikel pada stadium pertumbuhan,
selanjutnya folikel akan berkembang menjadi folikel primer kemudian menjadi
folikel sekunder selanjutnya menjadi folikel tersier yang ditandai adanya
perkembangan sel granulosa sehingga folikel tampak lebih besar dan akhimya
menjadi folikel de Graaf. Pada saat ini sel granulosa mensintesa inhibin. Inhibin
yang dihasilkan oleh sel-sel granulosa ini akan menghambat pengeluaran FSH
melalui mekanisme umpan balik terhadap hipofisa anterior, sehingga dengan
pemberian antibodi poliklonal anti inhibin akan menghambat aktifitas kerja
intibin dari sel granulosa dengan demikian FSH akan tetap disekresi dan folikel
lain akan tetap tumbuh. Hal ini terbukti dari hasil penelitian, jumlah sel telur
yang dihasilkan oleh tikus betina yang disuntik aﬁtibodi poliklonal anti-inhibin
jumlahnya lebih banyak dibandingkan jumlah sel telur yang dihasilkan oleh tikus
betina yang tidak diberi perlakuan (Campbell et al., 1991).

. Secara nyata ada dua bentuk inhibin tipe o dan {3, dimana pada bagian

sub unit o. secara umum sama, tetapi berbeda pada sub unit . Diperkirakan pada

sub unit o sendiri dapat membentuk antibodi sebagai dasar vaksin untuk
menetralkan semua tipe inhibin (Findlay e «f, 1993).
Menurut O’shea et @/ (1982) menyatakan bahwa imunisasi pada domba

dengan menggunakan preparat kasar dari bovine follicle fluid (BFF) atau cairan
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folikel sapi dapat meningkatkan jumlah ovulasi dan jumlah anak per kelahiran.
Peningkatan kemumian BFF imunogen (dengan cara [mmuno Affinity
Chromatography), bisa meningkatkan respon dan menyebabkan adanya korelasi
yang bagus antara pcningkqtap titer antibodi dengan peningkatan jumlah ovulass
(O’shea er af, 1989). |

Pada tabel 3 dapat dilihat bahwa semakin besar dosis antibodi poliklonal
anti inhibin vyang digunakan dapat meningkatkan jumlah sel telur yang
diovulasikan. Hal ini membuktikan antibodi poliklonal anti inhibin mampu
menghambat atau menetralkan kerja inhibin dalam menghambat sekresi FSH
sehingga mengakibatkan terjadinya sekresi FSH ditandai jumlah sel telur yang

diovulasikan melebihi jumlah normal.
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BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Dari hasil penelitian ini dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

1.

Antibodi poliklonal anti-inhibin dapat diproduksi dan kelinci melalui
penyuntikan berulang-ulang dengan cairan folikel sapi bebas steroid yang
mengandung inhibin,

Penyuntikan antibodi poliklonal anti-inhibin pada tikus putih dapat
meningkatkan jumlah sel telur yang diovulasikan.

Pengenceran 1/10 darilantibodi poliklonal anti-inhibin dengan titer 20.480
adalah dosis terbaik yang memberikan respon tertinggi terhadap peningkatan
Jumlah sel telur yang diovulasikan dan responnya semakin menurun pada

pengenceran 1/20 sampai 1/80.

6.2 Saran

Saran yang dapat disampaikan dari penelitian ini adalah:

SKRIPSI

1. Antibodi poliklonal anti-inhibin dapat digunakan untuk superovulasi pada
tikus, perlu dipertimbangkan penggunaanya pada hewan ternak lain.

2. Perlu dipertimbangkan penggunaan antibodi poliklonal anti-inhibin
terhadap resiko timbulnya reaksi sensitifitas,

3. perlu  dipertimbangkan proses pembuatan, penyimpanan dan
penggunaannya mengingat antibodi poliklonal anti-inhibin peka terhadap

perubahan temperatur

ENGARIJH PENYUNTIKAN ANTIBODI POLIKLONAL... MUHAMMAD MUFIDUL K.



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

 RINGKASAN

MUHAMMAD MUFIDULKHOIR. Pengaruh Penyuntikan Antibodi
Poliklonal Anti-Inhibin Terhadap Jumlah Sel Telur Tikus Putih (Rattus
norveicus).

Antibodi poliklonal adalah antibodi yang dihasilkan dari proses imunisasi
dengan sengaja terhadap hewa.m dengan menggunakan antigen tertentu dalam
rangka untuk mendapatkan suplai antibodi dari serum hewan yang dilmunisasi.

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa antibodi poliklonal anti
inhibin dapat diproduksi dengan cara menyuntikkan cairan folikel sapi bebas
steroid yang mengandung inhibin yang ditambahkan dengan adjuvan secara
berulang-ulang pada kelinci secara subl cutan. Dan antibodi yang dihasilkan diuji
efektivitasnya dalam menginduksi peningkatan jumlah oosit yang diovulasikan
pada tikus putih.

Hewan percobaan yang digunakan adalah 40 ekor tikus betina umur 2.5 —
3 bulan dibagi menjadi lima perlakuan masing-masing terdiri dari delapan

ulangan. Perlakuan PO merupakan kontrol yang mendapatkan suntikan 0,2 mi

NaCl fisiologis. Sedangkan perlakuan P P2 P; dan Py, masing-masing mendapat
suntikan antibodi polikional anti-inhibin sebanyak 0,2 ml dengan pengenceran
1/10, 1/20, 1/40, dan 1/80 pada titer 20.480.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa sampai pada pengenceran 1/80
titer 20.480 masih terjadi superovulasi dan semakin meningkat pada pengenceran
1740 dan 1/20. Sedangkan pada pengenceran 1/10 titer 20.480 memberikan hasil

tertinggi terhadap jumlah sel telur yang ovulasikan.

SKRIPSI ENGARIJH PENYUNTIKAN ANTIBODI POLIKLONAL... MUHAMMAD MUFIDUL K.




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 19

Berdasarkan hasil penilitian disarankan untuk menggunakan antibodi
poliklonal anti-inhibin sebagai alternatif lain untuk superovulasi selain hormon

PMSG dalam mendukung keberhasilan transfer embrio.
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Lampiran 1.

CARA KERJA SDS-PAGE

1. Membuat Running gelombang ultrasonic 12%

Acrylamide 2.5
Tris Hcl Ph 8,8 s 1.2
SDS 0,5% 1,2
Aquadest 1,1
Temed 50
APS 30

2. Masukkan lewat dinding sampai kira-kira 1cm dari atas.

3. Tambahkan butanol kira-kira | ml.
4. Biarkan 25 menit.

5. Membuat stacking gel

Acrylamide 0,66
Tris Hcl Ph 6,8 0.8
SDS 0,5% 0,8
Aquadest 0.8
Temed 4

APS 10% 20

ml
ml
ml
mi
Ll
ul

ml
m|
mi
mil
pl
ul

45

6. Buang butanol jika gel sudah beku dan bersihkan, lalu masukkan stacking gel

lewat dinding sampai penuh.

7. Masukkan combs dan biarkan 25 menit.

8. Ambil combs dan bersihkan dari sisa-sisa dengan E buffer,

9. Masukkan sampel kira-kira 15 il yang telah di denaturasi dengan lamli buffer

(panaskan 15 menit 100°C).

10. Ambil cetakan gel dan masukkan ke alat elektroforesis.

11. Jalankan listrik V: 125, MA: 40, 70 menit.

12. Setelah warna biru turun, matikan alat.
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. Ambi} gel dan letakkan pada petridisc dan lakukan pencucian.

. Pencucian I

Metanol 50 % (metanol 25 cc + Aquadest 25 c¢)
Acetic acid 7,5 % (Acetic acid 3,75 cc + Aquadest 46,25 cc)
Goyang selama 30 menit.

. Buang larutan tadi dan masukkan pencucian [1:

Metanol 5% (metanol 2,5 cc + aquadest 47,5 cc)
Acetic acid 7,5% (Acetic acid 37,5 cc + Aquadest 46,25 cc)
Goyang selama 30 menit.

Buang larutan tadi dan masukkan pencucian I11:
Glutaral dehid 10% (glutaral 10 cc + Aquadest 90 cc)
Goyang 30 menit.

Buang larutan tadi dan masukkan pencucian 1V:
Aquadest 100 cc, goyang 30 memit.

Buang larutan tadi dan masukkan pencucian V:
Aquadest 100 cc, goyang 30 menit.

Buang larutan tadi dan masukkan pencucian VI:
Aquadest 100 cc, goyang 30 menit.

. Buang larutan dan lakukan pewarnaan :

AgNo; (0,8 gram) + 4 ml DW, campurkan kedalam larutan :

NaOh 0,36% 21 ml
NH: 25% 1,4 ml
Aquadest 73,6 mi

Goyang 15 menit.

. Cuci dengan aquadest 100 ml 2 kali masing-masing 2 menit.

Beri pengembang warna

Formaldehide 37% 50 ul
Asam sitrat 100l
Aquadest 100 ul

Tunggu 5 menit.

. Stop reaksi dengan acetic acid 10% (1 cc as. Asetat + 9 cc Aquadest).
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Lampiran 2.

CARA KERJA ELISA INDIREK UNTUK
PEMERIKSAAN ANTI INHIBIN

1. Encerkan antigen inhibin dengan coating buffer, sehingga diperoleh larutan
dengan konsentrasi 5 pug/100 pl. Masukan 100 pl ke dalam setiap sumuran
mikroplate ELISA

2. Inkubasi semalam ( + 18 jam ) pada suhu 4° C

LI

Cucit dengan NaCl - Triton lima kali

4. Tambahkan 150 pl blocking buffer (BSA) pada setiap sumuran
5. Inkubasi satu jam pada suhu 37° C

6. Cuci dengan NaCl -~ Triton‘lima kali

7. Encerkan antibodi kelinci anti inhibin (Ab,, Ab,, Abi. Ab,, Abs, Abg, Abg,
Abnmix) dengan blocking buffer pada 1/10 dengan menggunakan tabung mikro.
Encerkan lagi antibodi tersebut sehingga diperoleh pengenceran 1/40, 1/80,
....... 1/40.960 dengan menggunakan mlkroplate lain (bukan mlroplate
ELISA). Kemudian pindahkan:

-Ab, pada baris A,

-Ab; pada baris B;

-Ab; pada baris C,

-Ab, pada baris D,

-Abs pada baris E;

-Abg, pada baris F,

-Aby pada baris G;

-Abmpuran Pada baris H,

-Abionirol negatif pada baris A, By, C,, Dy, Ei. Fy, Gy dan H,
-PBS pada baris E; dan F}»

8. Inkubasi satu jam pada 37" C

9. Cuci dengan NaCl —~ Triton lima kali
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Encerkan konjugat goat-anti-rabbit yang dilabel enzim AP pada 1/2000
dengan blocking buffer. Tambahkan 100 u! pada setiap sumuran

inkubasi satu jam pada 37° C

. Cuci dengan NaCl — Triton lima kali

. Larutkan substrat 4-NPP dengan bufer substrat dan tambahkan 100 pl pada

setiap sumuran
Inkubasi 30-90 menit dalam ruang gelap pada suhu kamar atau 37° C

Hentikan reaksi dengan menambah larutan stopper 50 1l pada setiap sumuran

. Baca nilai absorban pada panjang gelombang 405 nm dengan ELISA reader

Interpretasikan hasilnya
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Lampiran 3. Sidik Ragam Hasil Penghitungan Jumlah Sel Telur Tikus Putih

PERLAKUAN l
REL. 5 1710 [ P2: 120 | P3: 1/40 | P4: 1/80 | P0: Nac1 | TOTAL
1 24 19 16 12 7 78
3 25 17 17 13 g 80
3 73 8 s 14 10 80
4 8 s 4 17 g 75
‘ 5 71 20 16 4 5 80
; 6 18 s I 0 8 7
7 7 8 6 3 9 7
8 18 17 s s g 7
TOTAL | 164 145 23 12 67 611
% 30.50 18.13 1537 14,00 §37
611)
FK = ( = 9333,025
20
KT = 10117-9333.025
= 783975
JKP = 80083 ..o
= 677.350
JKS = 783.975 - 677.350
= 106625
, . . F tabel
SK db JK KT F hit R R
Perlakuan | 4 677.350 | 169.3375
Sisa 35 106,625 |3.0464 | 55.586%* | 2.65 3.77
Total 39 783.975

Keterangan : F hitung > F tabel
Bermakna HO ditolak, H1 diterima.
Artinya lima jenis perlakuan tersebut memberikan perbedaan yang
sangat nyata terhadap jumlah sel telur yang diovulasikan.

Selanjutnya diteruskan dengan uji BNT 1%
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2KTS

1
VA O4Ad
=2.714 X ‘[%‘E’i

=2,724 X 0,8727

BNT1% =t 14, X

=2,3772
Perlakuan | Rata-rata Beda rata-rata BNT 1%
Pt TPy [ eray T (xPy) | 6P
Pl 20’500 ]2’]25* 6’5‘ 5,125' 2,375 2.3772
P2 18,125 9,75* 4.125* 2,75+
P3* 15,375 7.0* 1,375
Pa°c 14,000 5.625*
ps ¥ B,375
Pl P2 P3 P4 PO
™ * -& ® g
a
*—o
b
®
——eo

Keterangan:
Dari penghitungan sel telur menunjukkan perlakuan kontrol (P0) berbeda nyata
dengan perlakuan 1, 2, 3 dan perlakuan 4. Tetapi perlakuan 1 tidak berbeda

dengan perlakuan 2, perlakuan 2 berbeda dengan perlakuan 3, dan perlakuan 3
tidak berbeda dengan perlakuan 4.
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Lampiran 4. Data Biologis Tikus Putih (Ratrus norvegicus)

Lama hidup © 2-3 tahun, dapat sampai 4 tahun

Lama bunting . @ 20-22 har

Kawin sesudah beranak : 1-24 jam

Umur disapih : 21 hari

Umur dewasa : 40-60 hari

Umur dikawinkan : 10 minggu ( £ 2,5 bulan )

Sillus kelamin . poliestrus

Siklus birahi : 4-5 hari

Lama estrus . 9-20 hari

Perkawinan . Pada waktu estrus

Ovulasi : 8-11 jam sesudah estrus, spontan
Fertilisasi : 7-10 jam sesudah kawin

Berat dewasa : 300-400 gram jantan, 250-300 gram betina
Berat lahir : 5-6 gram

Jumlah anak . rata-rata 9

Suhu (rektal) : : 36"-39°C (rata-rata 37°C)

Puting susu : 12 putting, 3 pasang didaerah dada dan perut. 7
Plasenta . diskodal hemokorial

Uterus © 2 kornua, bermuara sebelum servik
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