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RINGKASAN

Uji Potensi Kontraseptif Bahan Bioaktif Antibodi
Antizona Pelusida-3 Kambing (gZP3) Pada Fertilisasi In Vitro

(Sri Mulyati, Imam Mustofa, Tjuk Imam Restiadi 2003, 47 Halaman)

Penelitian tentang vaksin kontrasepsi dilakukan dalam rangka menutup efek
samping yang terjadi pada penggunaan metode kontrasepsi konvensional. Pada beberapa
penelitian imunisasi hewan coba dengan sediaan zona pelusida murni dapat secara efektif
menekan fertilitas. Penelitian sebelumnya di laboratorium kami menunjukkan bahwa
imunisasi mencit (Mus musculus) dengan 40 pg.zona pelusida 3 kambing (goat zona
pellucida 3, gZP3) menghasilkan kegagalan kebuntingan pada seluruh hewan coba. Hal
ini diduga karena antibodi gZP3, sebagai respon imun terhadap glycoprotein gZP3
menyebabkan hambatan pengeblokan interaksi sel spermatozoa dengan oosit.

Zona pelusida merupakan lapisan matrik glycoprotein yang menyelimuti sel telur.
Zona pelusida kambing mempunyai ketebalan 16,80 + 0,62 pm, membentang
menyelimuti sel telur dengan diameter 174,74 + 8,41 pum. Identifikasi gZP3 dengan
Sodium dodecyl sulphate — poly acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
menemukan bahwa massa molekul relatif (Mr) gZP3 sekitar 80 kDa.

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui peranan antibodi gZP3 yang
disuplementasikan kedalam medium maturasi oosit dan antigen glycoprotein gZP3 yang
disuplementasikan kedalam media kapasitasi spermatozoa terhadap terjadinya fertilisasi
in vitro berdasarkan tebentuknya embrio stadium cleavage.

Antibodi anti gZP3 dibuat dengan cara imunisasi mencit (Mus musculus) betina
dengan 0,1 pl suspensi yang mengandung 40 pg gZP3 dalam complete Freund adjuvant
(CFA) dengan perbandingan 1 : 1. Penyuntikan booster dilakukan dua kali dengan
interval sebelas hari dengan dosis sama dalam incomplete Freund adjuvant (IFA) (1 : 1).
Pengambilan darah untuk peneraan titer antibodi dengan teknik Elisa, dilakukan pada
hari ketujuh setelah penyuntikan booster yang terakhir.

Sampel penelitian ini adalah 120 buah komplek oosit kumulus sapi dibagi secara
acak menjadi tiga kelompok. Kelompok kontrol, maturasi oosit menggunakan media
Tissue Culture Medium — 199 (TCM-199) dengan suplemen foetal calf serum (FCS) dan
kapasitasi spermatozoa menggunakan media Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS).
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Kelompok kedua, maturasi oosit menggunakan media TCM-199 dengan suplemen 10 %
serum mencit yang diimunisasi dengan 40 pg gZP3 ; dan kapasitasi spermatozoa
dilakukan seperti pada kelompok kontrol. Kelompok ketiga maturasi oosit dilakukan
seperti pada kelompok kontrol namun pada media kapasitasi spermatozoa ditambahkan
10 % glycoprotein gZP3 sebagai antigen. Angka cleavage diperiksa 48 jam setelah
fertilisasi in vitro.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa titer antibodi pada mencit yang
diimunisasi dengan 40 pg gZP3 menghasilkan angka optical density yang lebih tinggi
(p<0,05) dibandingkan kontrol. Penambahan 10 % serum dari mencit (Mus musculus)
yang mengandung antibodi gZP3 menghasikan angka cleavage sebesar 45,55 % (41/90)
lebih rendah (p%().OS) dibandingkan kelompok kontrol yaitu sebesar 60 % (12/20).
Penambahan gZP3 10 % dalam media kapasitasi spermatozoa sapi menghasilkan angka
cleavage hanya sebesar 7,69 % (1/13) jauh lebih rendah (p<0,05) dibandingkan angka
cleavage kelompok kontrol.

Kesimpulan penelitian ini menunjukkan bahwa antibodi gZP3 maupun antigen

gZP3 dapat menurunkan angka cleavage pada fertilisasi in vitro sapi.

(Lembaga Penelitian Universitas Airlangga Surabaya. Kontrak Nomor :
21/P2IPT/DPPM/PID/111/2003 Ditjen Dikti, Depdiknas).
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SUMMARY

The Examination of Contraceptive Potential of Anti Goat Zona Pellucida 3 (gZP3)
Antibody on In Vitro Fertilization

(Sri Mulyati, Imam Mustofa, Tjuk Imam Restiadi 2003, 47 Pages)

The researches of the contraceptive vaccine have been doing to overcome the side
effects of conventional contraceptive method. Several studies, immunization with
purified zona pellucida antigen has been shown to suppress fertility very effectively.
The finding before in our laboratory define that immunization of mice (Mus musculus)
using 40 pg fraction 3 of goat zona pellucida (gZP3) result of zero pregnancy. It was
estimated that antibody directed against gZP3 glycoprotein cause infertility by an
antibody mediated disruption of sperm — egg interaction.

Goat zona pellucida surround egg cell with 174,74 = 8,41 um diameter and 16,80
+ 0,62 pum thickness. Identification using Sodium dodecyl sulphate — poly acrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), the relative molecular mass (Mr) of gZP3 is nearly 80
kDa.

The aim of the study was to demonstrate the role of anti gZP3 antibody of mice
serum immunized with gZP3 antigen supplemented in medium of oocyte maturation and
gZP3 antigen supplemented in sperm capacitation medium on successfully of cattle in
vitro fertilization based on the formation of cleavage.

Anti gZP3 antibody produced of mice (Mus musculus) immunized with 40 pg of
fraction 3 of goat zona pellucida. Each of eight mice injected three times, once as the
first immunization and twice as booster in 11 days interval respectively. The first
immunization, gZP3 suspension was diluted with Complete Freund’s Adjuvant (CFA),
meanwhile the booster gZP3 suspension was diluted Incomplete Freund’s Adjuvant
(IFA) 1:1. Seven days after the last injection, the mice bleed to took serum for antibody
measurement using Elisa technique.

The sample of this research were 120 cumulus oocyte complex (COC) of catlle .
divided randomly into three goups. The first, control group COC matured in Tissue
Culture Medium - 199 (TCM-199) suplemented with foetal calf serum (FCS),
meanwhile the capacitation of bull sperm using Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS).
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The second group COC matured in TCM-199 suplemented with 10 % serum of mice
immunized with 40 pg gZP3 ; and sperm capacitation take care like the control group.
The third group, COC matured like in the control group but supplemented with 10 %
glycoprotein gZP3. The cleavage harvested following 48 hours of in vitro fertilization.

The result show that immunization of mice using 40 pg gZP3 in Freund adjuvant
with twice booster indicated increasing (p<0,05) of optical density compared to the
control group. The supplementation of 10 % mice serum immunized with 40 pg in
medium of oocyte maturation indicated the lower cleavage rate (45,55 %, 41/90)
compared to control group (60 %, 12/60). Meanwhile, supplementation of 10 % gZP3
antigen in capacitation medium showed cleavage rate only 7.69 % (1/13) (p<0,05).

The conclusion of this research indicated that anti gZP3 antibody and gZP3

antigen decreased cleavage rate of cattle in vitro fertilization.

Research Institution of Airlangga University, Surabaya.
Funding by the Project of Basic Research
Contract Number : 21/P2IPT/DPPM/PID/11/2003
Directorate General of Higher Education, Department of National Education
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maka penelitian sampai dengan penyusunan laporan ini dapat dilaksanakan.

Penelitian ini dilakukan dalam rangka mencari alternatif tentang masalah
kontrasepsi konvensional yang sudah dipakai selama ini dan banyak menimbulkan
keluhan bagi pemakainya. Penelitian ini mencoba mengalihkan pemakaian kontrasepsi
konvensional tersebut kepada imunokontrasepsi yang diharapkan langsung bekerja pada
target organ schingga tidak mempunyai efek samping bagi pemakainya. Dengan
penerapan hasil penelitian ini diharapkan gZP3 yang berasal dari ovarium kambing yang
diambil dari Rumah Potong Hewan di Surabaya dapat diproduksi menjadi salah satu
imunokontrasepsi alternatif.

Pada kesempatan ini disampaikan terimakasih dan penghargaan yang setinggi-
tingginya kepada :

1. Rektor Universitas Airlangga, atas kepercayaannya mengabulkan proposal penelitian

ini untuk dilaksanakan.

2

Ketua Lembaga Penelitian Universitas Airlangga, atas kelancaran mulai proses
pengajuan proposal sampai dengan pelaporan akhir hasii penelitian ini.
3. Dekan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga.
4. Kepala Laboratorium Kebidanan Veteriner FKH Unair beserta seluruh stafnya.
5. Pihak-pihak lain yang tidak dapat disebutkan satu persatu.

Sebagai hasil karya manusia, disadari sepenuhnya adanya beberapa kekurangan
di  beberapa bagian laporan ini. Saran dan kritik yang bersifat membangun sangat
diharapkan baik untuk kematangan peneliti maupun agar laporan penelitian ini dapat

memberi manfaat kepada pihak-pihak yang berkepentingan.

Surabaya, 15 September 2003
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