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LUCAPAN TERIMAKASIH

Penama-tama saya panjalkan pu)i syukur kehadirat ALLAH SWT atas
seqala rahmad dan kamniaNya yang divmpahkan kepada saya, sehingga
saya dapal menyelesaikan Jdise rasi in

Tenmakasih tak lefengja dan penghacgaan yang setinggi-lingginya
saya sampakan kepada Prof. Or. H. Soehariope Hardiopranjato, drh, MSc,
selaky promotor beliau felah  menghantarkan saya melewati jemjang
pendidikan tertingyi. Beliau senanliasa  menyediskan  wakiv  unluk
membimbing dengan  penub kesabaran, perhatian  dan  genantiasa
mendargng semangal serta meningkatkan rasa percaya din saya Dari beliau
saya mendapat wawasan keilmuan bagairmana seharusnya meaenadi searang
muwan  becsikap dan mengamalkan iimunya sesual dengan tangqung
jJawabinya kepada Allah SWT. Semoga Allah SWT senantiasa melimpahkan
rahmad dan hidayahMya serta inelipat gandakan pahalaMya kepada beliau

Ternmakasih sebesar-besarmya dan penghargaan yang  setingg-
Lngginya saya ucapkan kepads Prof. Suliman Bambang Sumitre, SU., DSe.,
selaky Ko-Promolor yang sedal. menyedizkan wakty uniuk berkonsultas dan
dengan pgnuh Kesabaran mendorong sayd unluk selaly berpandangan ke
depan dalam mengikuti perkembangan ilmu, mengajad dan membimbing
dalam menmngkalkan  kemampuan melakukan pekenaan d laboratorium.
Dan belau szays mendapat wawasan kailmuan bagaimana sebarusnya
menjadl secrang lmuwan berskap dan mengamalkan ilmunya sesual
dengan tanggurg jawabnya <epada Allzh SWT. Semoga Allah SWT
senantiasa melimpahkan rahmad dan hidayahMya serla melipat gandakan
pahalaMya kepada befau

Saya ucapkan lenmakasih  yang sebesar-besarnya kepada
Femenntah Rapubtik Indenesia cq Menteri Pendidikan: Nasional melalui Tim
Manajemen Program Doktar wang telah membevikan bantuan hnansial,
sehingaa menngankan beban saya dalam menyelaesaikan disertasini.

Dengan selesainya disertasi ini, perkenankan saya mengucapkan
lerimakasih yang sebesar-besariya- kepada

Rektor Universitas Artangga Frof. Or. Med Puruhilo, dr., SpB.TKY,
gerla mantan Rekior Prof H Soedario, dr . DTMEH, PR, atas kesempalan
dan fasilitas vyang diberikan kepada saya untuk mengikuti dan
menyelesakan pendidikan Progiam Doktor o Universitas Addangga.

Direklur Program Pascasarjana Umversilas Arlangga, Prof Dr Muh
Arin, dr | SpP(K} dan mantan Direktar Program Pascasarana Universitas
Airangga, Prof. Dr. Scedipno Tinpwidaro, dr SpTHT., yang telah memberi
kesempalan kepada saya untu< mengkut pendidikan Program Dokior ch
Universitas Aifangga.

Frof. Dr. Hj. Juliati Hogd A, dr., MS, SpPA. FIAC selaku  ketua
Program Studi lmy Kedokteran Program Doktor Pascasarana Universilas
Adrlangga, altas nazehat dan perhatian vang diberikan kepada saya setama
saya mengikuti Program Doktor,

Ungkapan lerima kasih saya sampaikan kepada Rektor Univentas
Brawijaya Prof. Dr. Bambang CGwurnilno, If dan mantan Rektor Universitas
Brawijaya Prof. Dr. M. Eka Afman Troena, SE, atas yn yang diberikan
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kepada sayva umuk mengikgs pendidikan BFrogram Doktor o Lneersitas

Arlangaa
kepada Dokan Fakdalas MIPA Uriverlas Brawreava H. Adam
Whirgawan, i~ M5 dan mantans Dekan Fakulias MIPA 1Inve-sitas Brawnaya

Frof. Satiman B, Sumitre, U, OSc. Saya ucapkan terimakasin atas jin dan
dororgan sepada saya untuk mengkil pesdidikan Program Doktor o
Limverstas Arlangga

Ungkapan terimakasity juga saya sampakan kepada |

Kepada Hetya Jucysan Kima FMIPA Universitas Brawijya Uswatun
Hasanah, Ir.. M5 dan Warsita, Drs . M5, mantan ketua jurusan Kimia FRMIPA
sertg Dr Hermin Sulistyartt M5c.. sekietars Jurusan Foamra FMIPA vang
selal. memben semangat untus menyelesaikan pendidikan Program Daktor
Juga kepada seluruyh s'af car karyawan Jurusan Kima FMIPA Universitas
Brawiaya sava ucapkan ter makasin atas cerhabtannya selama saya
menermpuh penddikan Pragram Dokior,

Kepada Ketua Jurusan 3iooge FMIPA Unversitas Brawijya serafinah
Indryani. Ora . M5S0 juga kepadna sel.-un staf dan karyawan Jurusan Baologi
FRAIPA Universitas Brawijya saya ucapkan tenmakasih atas perhatiannya
£2 Aama sayd menempoh pendidisan Program Doslor

Kepala Labgratorum Biokimia FMIPA Universitas Brawijaya Anna
FRogsdiana, Ora MApp 3¢ atas pn dan tesitas serda yang mendorsng
gaya unluk mengikl Program Daktor de Lnwersitas Arlangga Juga
saudara Mar yon  alas Damuannya  vyacg tak pernah lelah selama
penelitian yang saya lakukan.

Felaksana Hanan Laboratonum Biclog Malekuler FMIPA Umiversitas
Brawjaya 3n Widyart, Dra . M3 atas kerasamanya yang sangat baik
selama bekerja di labaratadiam. Sekaliqus saya ucapkan terimakasih kepada
sdr. Harmap alas bartuasnys dalam serawatan hewsn coba

Kepala Lahoratonum Biomedik Fakutas Kedoklgran Universitas
BErawaya sera Pelakgarmd hanan Laboratonum Biomeoik Fakultas
Kedokteran Uriversitas Brawisaya Pref D Muolyahadi Al dr dan Losk)
Enggar Frn.  dr. Mkes atas fasihtas dan kenasamanya yang sangat bark
seiama bekerna o lahoratoriur Sekaligus  saya ucapkan tenmakasih
wepada staf bicmedik Wibr Riawan. 55

Ucapan terimakasih yang sedaam-daiamnya saya sampakan kepada
seluruh siaf labarptonur Biok g FAMPEA Lniverstas Brawgaya - H Chant
Mahdi, Ir, M5 H  Sasangka P, Ors.. M3, Scetnsna, Drs. Msi. dan Ane
Sehardyastane, 551 M5, yang selaly memoen semangal kepada saya
untuk menyelezakan Program Coktor

Kepasy quru-gury sayd sejak sekolas Taman Kanak-kanak, Sekolah
Dasar, Sekalah Menengah Perama. Sekolah Menengah Alas, serta para
dasen saya di Fakoltas Kedokizran Hewan dan Facusé de Sciences et
Techrigque  Languedoc, lanivarste de Montpelier {1 Perancis saya
sampaikan terimakasih dan penchargaan setngg-ingginya atas didikan dan
bimbingannya Semaga Allah SWT melimpahkan rahmad dan dayahNya

Urngkapan rasa tenima kasih saya samoakan keoada para Oosen dan
panilia pengy)l dari ujian kuathkas sampal upzn tahap 1 4 Program Doktor
Hascasanana Urversitas Airlangga . Prof Porncma Suryohusodo, df, Prof
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Eddy Pranowo Soedibya, dv. MPH  Prof Di. H JGlnka, 5VD;  Prof.
Bambang Rahre dr Praf Or Soctardyo Wignyo Soekrotc, MPA Praf
DR Hgono Wibisano Siswamihard,r Prof [r Sarmanu, drhe, M3, Prof. Dr
A Fanoddin, Drs Apt, Dr Kuntore dr. WePH, Prof. Dr. Soshartono Taat
Pudra, o . M5, Whdodo | Pudprahacd)o dr . M5 MPH . DrPH. Sit Prian,
dr MPH | PhD; Fuad Amsyan. dr. PhD; D L. [hson, Soeljipto, dr, M5,
PhiZ  Aucky Hinting, dr.. PhD, Mas'ud Hanadi, drh, M.PRil., PW0: Or. Fedik
A Rantam, arh; Dt Trinil Sustawab, Ir M5 Prof [Ir & Ouran Corebima
yang 1elah menambah pangetabuar dan wawasan kelmuan saya selama
menqirull Program Doktor Pascassas ana Uriversitas Aangga.

Tenma kasih yang sebeser-besarnya saya sampakan kepada
Menten Kesshatan Republk Indonssia  ya~g memper: Kepercayaan says
sebagal angaola penealit dalam perelitian Yaxsin Repioduksi pada tanun
199% . 2000, sehinggs sangat membanilu saya daam menyelesakan
Program Doktar Pascasanana Universitas Arlangga

Trong Soendorn dr., Pl atas penyedizan teratur dan dukungannya
kepacsa saya umuk mernvelesaikin Program Doktor 9. Pascasarjana
Un versitas Artangga

Tenma %asih yang sebessr-besarnya Saya sampalkan kepada
Orektoral Jendral Penddikan Tingg. yamg mamben kepercayaan saya
Lebagal peneitl  pengembangan  vaksiy  munokenlrasess:  dengan
pemanfaatan bawvine zona pellusida, mesalul Dana Penelitian Hibah Bersaing
IAA, G2 dan Xl sehingga saya dacat melakukan penelitian secara
berlamut umurk pergembangan imur okontraseps).

Kepada para penebbl yane iergabung daam pereltian vaksin
reorodussl yang didanan Lnbang Kesznatan, Prof Sgiman B Surmitra, DSC
Tonag Soendad, dr, PRD, Aucky Hinting, dr, PRO: Or Tonil Susilawat, Ir
MS  Dr M. Sasmite Djab Ir. M5 dan Gatot Ciptadi, Ir. DE3S  saya
Jeapkan tenmakasin atas bantuan, iskus dan kerasamanya selama saya
reEngikul pend-diwan Program Dokio s

Kepaoga anggota  penelb yang  tergabong  dalam penelitian
pengembangan waksin munokcntraseps yang ddana oleh Penelitian
Hihan Bersaing 1481, 7 dan X| yaitu Prof Subman Bambang Sumitea, Or.
M. Sasmen Dyatr Ir.. M3 Suoliyeso. dr.. SpQG dan Gatot Ciptadi. b, DESS
saya ucapkan lenmakasih atas banuan, diskas dan kerjasamanya selama
saya mengkub pendidikan Praogram Sokior

Kepada Marji, Ors . Mkes, Fasulbas Tekeik Unversitas Negen Malang
wgan Cids, Ir, MSc. staf penelili 3altkabi. Matang dan Prof D A D
Corebima yang membaniy dan membenkan masukan berkaitan dengan
anales statishik data unluk penyelesalan dise1as

Kepada teman-teman sekelas pesera pendidikan Program Doktor di
Urmeersnas Aidangga yaity Teddy Chitosenc dr Spa SpAK. Spdp. (Kombirg )

Achmad Sjarwani. dr. SpB. SpBd.  Mohamad Saiful 1slam. dr So% . Moh
Hazan Machfoed dr.. M5, Ariyantd Hatsana, dr, Sp& . SpaAk | Hud.
Wnargo, dr . M3 | Spand . CA Midom, dribv . M3, Puji Sriantodrh. Mkes,
CGiempur Santoso, Ors , M5 Maijilirs.. M3 . Sugihade, s | M5 Slamet
Rivaa, darh., Mkes., Hadi lsmono, df., Mkes | Bidik Budiyanta, dri, Mles
Anwar MaTufdrh., Mkes H  lxella Rickum, SKM . MEes, QOohk
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Wahyuringsib, dr WMkes. Sulistiarea Prabowo dr, Mies, S Kunacl, g
M35 A Retng Puji Ranayu, drg , Mkes . Theresiz Indzah Budhy, drg . Mees
Indah Lizhana ¥riswandine drg., Mkes lkew Ekayanti, I, Mkes, So
Suistyornm, Ora., MPd. Snowanyuningsh. Ir, M3 blinsya T Qjailing, Ors.,
Moz | Kustivo Gunawan, de, SphE | S0BA | Syahminan, Drs., MS., Timbul
Soeocdo Dres, Mees. dan Dasrul, dri, Mikes  saya mengucapkan tenma
kasih yang 1ak terhingga atas kehbersamaan berbagi rasa suka dan duka,
berbagi cengalarnan dalam keilmuan sera kera samanya yand  teramat
bark

Ungkapan rasa tenmakasth dan penghargean yang hada tara
tngainya saya halurkan kepada almarum ayan saya Moertad) yang tidak
sempat melinat keberhasilan saya dan by saya Malichah yang sayva cinta,
dergan kasin sayang elah membesark.an, mengayami, mendidik, dan tak
hent-heminya mendoakan saya uniuk mampu menyzlesakan pendidikan
Frogram Doklor sebags jemang pend dikar tertinggr dan wntuk menjad
marusia yang berguna bagl agama, bangsa dan negara. Demikian [uga
rnepada kakak-ravak, adiv—adik sedla reporakan saya yang telah meambe;
semangat kepada saya unfuk dapat menyelesakan Program Doklor d
Unversias Airlangga.

Tenmakasih saya haturkan  <epada almarbiumah Hj.  Sorin,
Soehangya, deh; Hy Tintnm Rahayu, i H Soewignio, Drs sekeluarga;
Cjokao Wahone Sceatmad). dr, SpPD, KE;,  Prof Har Purnomo, I,
W Appsc. PhD serna  Amy MS Puln seveiuvanga, yang selalu mamberikan
sermangat dan doa kepada sava dalam menyelesaikan program Doktar o
Unrerstas Arlangga

Teomakasit juga saya sampaikan kepada sdr. Aftok Budt TS yang
dengan penoh resabaran dan dangan <etramplannya aibidang desain grafis
yang elab beglu banyak membarly saya dalam manyeiesakan penulisan
nagsan dgetas saya

Tenmakash,  kepada semua teman seawat dan iaboran  dar
Labcratonum Fisiologr Reproduks, dan lzboratanem Kebidanan FRH Unai;
khusasnya Pud)i Snanto, deh, Mkes: 36 Panba M, drh Mkes, [mam
Muslofa, dihe, Mies, smac SEKH, seta Sdn Surdi yang 1elah mempantu
lancarnya penyiapan sampel peneitian unbuk menyelesaikan progeam Cokar
il

Tenmakasih kepada Indanh L Khswanding drg, MS  yang telah
mambants lancarnya rangkaian proses wian koaifikas, syl diseras).
kelayakan dan ypan tahap 1. serta sejawal Ras Diah Tr Sihvana, deby, MM
dan Roesmab Wsinde, drh, alas partisipasinya dalam menyliapkan proses
promes u)En erouka

Tenmakasih kepada leman-lemr an saya alumon SML Negen | Tuban,
dan [KH LUnmyersitas  Airlangga yang  selan mendorong saya untuk
meanyelesaikan Program Doktor o,

Akhirnya kepada zemua pihak, ‘eman seawat yang ldak saya
sebutkan saty persatu yang telah mempantu selama masa pendidkan saya,
saya  sampakan lenmakasih setingaelingaya,  semoga Alabh SWT
Senaniasa melimpahkan rahmad dan karunmalya Amin

LI
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RINGKASAN

Fengitian  exspenmental  laboators  telah  difakekan  melalui
pemanfaatan zona pellusida 3 sapl (BZP3) Tuuan penelitian ini adaah
Jntuk membuktikan tmbulnya inferiinas sementara yanyg disebabkan cleh
peran antbodl hasi induks molgkel 8fP3 yang mengalarmm pemulusan
kaian glixan melali  proses  deglikesias) erzimats untvk  dasar
pereccanaan texnalagl anuenokontrasens

Feneinan yang dilakukan adalah studi ekspeamental @boratons
dengan > lahap penelitian | tahap |, karakternsasi glikcpraten 82P3 tahap I
karakterisas DZP3dG k%l deghkosilase secara enzimalis dengan
menggunakan enzm N-glycanase. tahap 1 adalah karakignsasi anti-02P3
dan amii-bZP3d5 mefalur evalvas  apesifisias  reaksi  meanggunakan
melcde Oof biof, Western Blal dan mdwect ELISA. tahap IV uj pengikatan
fEseptar spermatazas dengan atay lanpa kehadiran anti-0ZP3% dan ant-
bAE3HG dan tahap ¥ adalah evaluast anb-52P3 dan anb-62P3dG zebaga
penghambat fediksasi i weo

Penglitian tahap 1, karaktensast glikaproten  BZP2 bedupan  uniuk
memparzlan molekul 8ZP3 dan data karakternya FPenelban tanap im adalah
oeneltian eksploratif unluk menambah data yang sudah dimiliki cleh peneslit
oan data disapkan secara digsnptif Molekul 52P3 diperclen melalur rmetods
S05-PAGE  dilanutkan deagan metode  elektroelusi. Data  karakter
biovwirmawi yang dihasikan pada penegitian tahao | adalabh glikoproten OFF
terdirl dan 2 pita dengan metode satu dimens: S08.PAGE, dan menjad. 4
pita pacda dua dmens elektrofaresis { [EF-303-PAGE} yang diben aama
BZP1 BZP2, 5ZP2 dan BZP4.  Malekul 87P3 mempunya: kesaran berat
molewuyl 794995 + 0,057 kQa. menggunarkan metode PAS (Penodic Acid
Schiff) dkelanul setiap 2P merngardung  glikopioten B2P3 sebesar 2,99
r GG pg yang terdin dan karbohidias sepesar G811 04 pg, sedanghkan
kenduengan pralein adalah 1 26 ~ Q08 pg  yang dianalisis menggunakan
metode biyre Selanuinya dengan metode densitometer dikonfirmas bahwa
rasie molekul &IP7 dan 57P3 adalak 1.

Peneiiban tahap |, karakterisas) &2P30G  masil deghkosilas secara
enrimats menggunakan enzim A-givcanzse. Penchifian tahap 1l beduuan
umilk mendapat<an melekul  FPIGG dan data karakler bigkimeaws Hasd
penalitran menumukkan babwa H2P3d5E mempunyal berat molekal 20 462 +
003« kbDa dan malekw karbohcrat yang terpotong melalw proses
geqrkosilas sebesar MES92 % Berat molekel OZP345G i sesuz apabila
aikenfirmas) dengan sekusn asam amintg penyusunaya yailu sebanya 421
AN anmng

Penegiitan takap i, karakterisas anti-0P3 dan anti-bSP3dG meialui
evaluazl spesfitas reaks menggunakan metode Dof blof Western Blot
dan ndiregt ELISA Data ups spesifitas secara kualtalif dilakukan berdasarkan
metoae Oaf figl dibasilkan  data berupa noda bice keunguan yang
merupakan hasil  reaksi spesifih antara antigen [(BZP3 dan bZP2dG)
dengan anlibod) (anh-0LP3 aan ank-6/P34GY dengan gradas: warna  yang
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terganiung pada variass konsenlrasi antigen dan antibodi. Hasi Western biol
lzbih memperelas bahwa anti-BZP3 dan ani-bZP3dG berturut-lurul adalah
respon terhadap induksi 5ZP3 dan bZP3dG yang mempuanyai berat motekul
79,895 + 0,051 kDa dan 50,462 + 0.0C4 kDa, Hali im iru mangindikasikan
pabwa molekul 8ZP3 dan bZP345 berikatan secara spesifik dengan anti-
BZP3 dan anti-bZP3dG hasil induksinya. Sehingga dapal diyakimi bahwa data
liter 195G yang terukur pada metode indirect ELISA adalah  respon dan bZ7P3
dan &ZP3d3. Penellian wmunisasi dengan 82P3 dan bZ2P3dG pada
kelompok tikus {Raftus novergicus) janian  dengan jelas mempetinatkan
adanya perpedaan sangal nyata (p= C.0000) dalam hal imunogenitasnya,
Hasil analisis ragam  menunukkan adanya perbedasn sangat nyata
(p=00000) aleh pengarub wnunsas BZP3 dan bFP3406 terhadap nilan Gter
g yang diinduksinya. Hal ini menumukkan bahwa hilangnys ikatan glikan
atau hilapgnya  karbohidral yang terikal pada rantai molekul bZ2P3 dapat
memagkalkan sifal imunogenik berdasar pada Lter antibadi hasil induksinyga.

Peneiifian tahap IV, uji pengikatan ressptor spermatozoa dengan
atay tanpa kehadiran anti-BZP3 dan anti-5Z2P30G. Pengikatan spermatozoa
pada bZP3 dan bZP3dG  terjadi pada bagian  akrosom spermaiozoa.
Tampak jelas bahwa bisassays yang didasarkan pada intubisi spefmatozoa
benkalan pada BZP3 dipengaruhi oleh kehadican  anti-GZPY dan anli-
PZP3dG melalui gambaran berkurangnya dan menjauhnya spermatozoa
lerhadap reseplomya. Imuncadsorbsi dari antebZP3  alau  anti-bZP3dG
dengan pepiida pada molek! utuh 62P3 atau protesn inti das moiekal bZ2P3
yaiu bZP3dG  menghambat proses pengikatan spermatozoa  pada
reseptocnva. Antibodi terhadap &2F3 dan 0ZP305  lampaknya ditujukan
larhadap suatu conlincws smuing acid seguence dan tidak terhadap residuy
yang terglikosiiasi. Hal ini kemungkinan  karena afinitas inlraseluker  kebib
Lnggi pada anugen yang ldak terghkosilas.

Penehtan tahap VY, evaluasi  anti-6ZFP3 dan ant-b/P3dG sebagal
bahan penghambat feriilisas) in wivo. Penelitign imunisazi menggunakan
EZP3 maupun BZPIAG pada kelompok kelnc (Orvetolagus cuniculus) okal
dengan jelas memperihalkan adanya perbedaan yang sandat nyata
(p=0.0000) terhadap imuncgenesitas dan lama kembalinya induksi infertilitas
yang bersifal reversible. Dua molekul tersebul mempedibalkan potens
imunakonlraseptif m wivo. Secara singkat,  peneliian i telah
mendemonstrasikan bahwa antigen (FZP3dG) mampu untuk menaindu ks
infartias jangka panjang yarng bersifat reversiohe.

Dar rangkaian tabapan penelitan dapat dibuktikan babtwa 2P A6
bempctens imunogenk univk merangsang terbeniuknya anti-pZP340G quna
menghambal pangikalan reseptor spematozoa dan menginduksi infedillas
yvang bersifal reversible.  Disamping itu molekul 5Z2F3JG adalab protein
temuan bary yang diperolen melalu proses deglikosilas: enzimatis lerdhadap
mlekul native bEFS yang periu dikembangkan letih lanjul sebagai kandidat
Imunokanirasens.
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ARSTRACT

A mboratary exponmental research has been Soncucled an boving
zana pelucids-3 (bZ2P3 as a primary rescptar of sperm. In these studies,
we exarnned the contribulion of MN-lnked oligosacchande of LARS n
recognizing binding maolecule on acrosomal sperm surface that plays an
wmponant e in indouction of anti-bAP 3G amhbody and  funther leads
reversile inferilty This finding  open the possibibes o develop
immunocontracephian

Five research stages were condacied | stage 1, characlerization of
BAP3 glycoproten,  stage | characlenzation  of degiyoosyiated bSR3
ibZ2P3d5G) =tage (. characterizatian of antibodigs to 02P3 and BZP3dG.
stage PV evaluation of receotor Dindne sperm with or v thout additicn ant.-
BZPE and anti-bZP3dG and stage W, evaleabon of the funchon of antibodhes
¥ BLP3 and 2P 305G in preventing i viva ferblization.

Bovine £F3 and 5ZF340G have molecular weights of 75.585 + 0.051
kla ang 50.452 + 0 C04 kDa | resoectivrly.  Each 02P conlared 219 ~
Q.04 pg glycopratein £FP3 that consisted of 091> 0.04 pg carbohydrate
ana 1.28 + O DB pg protein By using denstaomelre B2F2 | BZP3 ratic was
11 The 3692 % of carbonydraba has been cut succesfully by
enzimatically degiycosyllaticon. The resull of  Oof Olor and Westerm figf
clearly  showed  that anbbodes to ralive and deglycosylaled bZP3 were
resporded to BZF3 and 6ZP3dG that have moiecular weights of 79.895 +
0051 kDa and 5H0462 + 0.004 kDa, respectvely. Imrumzalion studies
wih native dan deglycosylated BRSPS on rats (Raffus novergicus) show
significant diferent {p=0.00C0) of ts 'muncgenecity. The antibodies o nalve
and  Jeglvcosylated bFP3 inhibmed  sperm-egg nteraction through
Braundrg aciusively  to At and  deglycosyated  HEP3
Immuneadsorbsion of antboadies 1o core orotesn or BZP3 vkl Binds
5perm 10 s receptor, on acrgsamal stes of  sperm. Immunization of both
aghve and deglycosylated BZP3 on rabboits (Qnyctolaqgus clmouius)  were
able to induce reversible long terme infertility,  and has significant deéfferent
R=0A0CD) kg nmenogecesity Bath moaecules cerainy can e
aevaloped Az immuanocontrace plion.

W can be concluded that degivizosyiated 0283 o protes core of 6ZP3
effectively induces high titre anbibedies which it sperm-2gg interachon
and nduces lang term reversible infertdy. In addiion P 306G melecule is a
new proleirt obtained by enzymatically deghyeosylakon process of  nabve
B2P3 This mglecwe 5 needed to be further developes as candidate of

ImmunICantracanton

Key words : bowne Zona Pellucida-i (82P3), 6£P3d05, deglycosylaborn,
immunacontéaception, ferilization.

Al
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: Trfluore meatharsaufong agid

: Threonin

- Tris-hydroxy-aminomathane-chloride
: Tyrosiur Kingse

- Zona Pellusida

: Zona receptor kinase

xxil
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BHAR 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Penelitian

Pengembangan suaty imunakanirasepss mash terus dilakukan
terradao maszalan pefambaban pendoduk, satwa ar vang dlindang
dan hawan pelinaraan (Mate and MoCanney, 1998} Data popuiast
manyus'a mencapz G miliyar pada bulan axteber 1998, hal in beracdi
kenaikan 2 kal abandingkan gopulas tahun 1580 dan apabnia
dipermtungkan enad kenakan 77 puta per tahun {gata WHO dalam
Delves of 2l . 200Z) nduksi respon imun clen anugan yvang berperan
ternadap inleraks gamet secara spesfk menipskan salah saty
pendekalas unluk pergembangan iMunokontrasepss

Sal telur  (owum) mamalia Jbindungi gieh suailu selanut yang
aisebut  Aona Pellusda (2P, tersusun atas beberapa jens
Qhkaprotgin pada tiap spesies, yang diben nama FP1. ZFZ, ZP3 dan
ZP4. Aulanm’am, dkk. (2001} berbiasl melakukan solast 2P dan a0
melaln metade SDS-PAGE  yang  dilanjulkan  dengan  melodes
glektrasziisl lerhadap pita-pita glisoproten hasil  gel elektroforass
FZona Pelusida merupakan malnks cksiraselller yang berperan
penting pada imeraks spermatozos dengan seh telud untuk mengawali
vroses ferlilsas, sehingga menjadl subyek yang banyak dhpelaarn

dnbuk dapat dikembangkan menad calon munokontrasens, (Barber af

LTIV TN
ST - s
lm"""?""' - Rt

Eﬁﬁabatm
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al 2000 Paterson el &, 2000} Interaks i melibatkan reseptor
yang ada pada permukaan ZF, sehingga ZF menjad langkah yang
menarik  untok upaya pengembangan terhadap pendekatan baru
metede imunokontrasepsi  berdasarkan  tefadinya penghambalan
reaksi  anlara sel elur (ovum) dan  spermatozod (Burkin and Miller,
20001, Porcine zona pellusida [(pZF) telah diteliti mempunyai efek
wnunckontrasepsi terhadap beberapa speses mamalia (Barber & af,
20000, Hal im mengmgat babwa antibodi terhadap ZF dapat menekan
efektifitas  ferlilisasi karena selain bersifat seff reactive  terhadap
indwady yang dimunisasi juga mangenali spesies 1ain [Greenhouse ef
al.. 1999, Topier-Pelersen ef al, 2003, Tulstani, 2000; Sumilro, et af.,
2001 3 Hal ini dinyatakan pula cieh Hasegawa dan Koyama {1996)
maupun  Hinsch gl &l (1999 bahwa ZP3 mermiliki  lingkat
mempertzhankan sekuyen asam aming  yang linggi < anlara klas
mamaha, dan mempunya kesamaan sekuen asam aming  letah dan
64 % apabila dipercandingkan anlara mencit, namsker dan manusia
(Scome ef al . 1999 Zhu and Maz, 139%; Skinner f af, 1999).

Brewss and Wong (1999 dan  Tulsiam {2000} menyalakan
bahwa ZP3 dan lkus (mZP3  rmeupskan resepior spermatozoa
primer pada proses fermiisas Moekul 2P im  terglikosdlasi dan
mengandung unit yang dikenal dengan "N-linked dan C-iinked
ohgosaccharide © (Hinsch and Elaira. 1999 Loeser and Tulsiani,

1999, Skinner ef af, 19599, Tulsiani, 2000 dan Dunbar et af,, 2001}

|-or
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Hazil peneltian  Avlanmam et af (2002} meiaporkan  keberadaan
karbohidrat pada molekul HZP3  secara kuantitakf  dan kualitatif
malalui. metode  © Fedodie acid —Sehif-Reaction” (PAS-Reaction).
Selanjutnya isolal BZPT mampu mengnduksi antibodi terhadap 6283
{anti-0ZP3) dan dapat menghambat proses fertfisast in wiro dengan
mengqunakan sel eler dan spermatoros dari sapk dan kambing
{Sumibrg and Acgtaont'am, 2000, Sumitro & &f, 2002). Beberaps
panelt lan juga telah melakukas penshban tenlang  antbbodi
poliklonal terhadap molekul utuh  gikoprotein ZP3 baik secars
lefliisas i wivd maupen 0 owire. Namon data penelihan tersebut
melaporkan  masih dikobn dengan timbuloya gangguan patologi
ovarnum dan penurtnan jumlah  folkel pnmordizl. Demikian juga
pevehlian yang dilakukan oleh Sumioro ef af (2001) bahwa ada variasi
kerusakan gQambaran histoloDis  berdasar  pangamatan derzjal
perurunan  folkel pimardizl dan  ovanum kelinct yang rmendapat
munisas kualitas 0JP3 yang berbeda. Mamun kelompok kehngl yang
mendapal wnunisas BFF3 memounyal gambaran histologie yang
hampir menyerupa kelompok hewan kontrod, yailu kelompok bewan
coba kelinci yang hanya mendapat imumsas Freund's adiwvant dan
hdak berpengaruh  nyata tehadap perkembangan  gwvangm
Tenadinys perbedaan  gambatan  hstologis dduga adanya
kontaminan seperh konstnbus rescdy karbotidrat pada antigen bZ2P3

yang diifmunisasikan, sefrngga peru dilakukan permurmian antigen

'
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bZP2 melalsi proses deghkoslas,  yailu penghilangan moiekul
rarbodiral yang tenkat pada rantai polipeida bZP3 melalul ikatan
quikan.

Zona pellusda-3 mempunya deraj2t gikoslasingg  bervanasi
dengan populast karbobidrat yang sangat heterogen  yang tenkal
pada asam aming sern. trecnin atau asparagin {Telsian, 2000).
Sekuen gligosakanda yang tenkat peda glisoprowsn berperan dalam
mengawali proses fertilisasi. Pada awnal tahap fertilsasi spermatozoa
mengadakan katan dengan rama) karbobidral dan glikeprotean ZP3
yang bersifatl spesies znesifik. Nemun dari data penelilian  lain
menjeigskan bahbwa  amibod ZP3 bereaksi sangat ‘emah dengan
2P% terglkosilasi, tetam reaktivitas m dapat  diingkatkan dengan
memperbak kusitas praten sebagjal anhigen meEles penyiapan
glkoprotein yang lerdeqglikosilas (Yurewicz et & . 18932 dan Tulsian,
2000

Lalam peneitian i dilakukzn identifikas paran ikatan ghkan
pada nabve BZP3  melal proses deghkosilas enzimats  Malekl
b2 P3dG dikarakierisas terhadap kemampuannya dalam mengindoks:
respan imun humara, yang diduga dapat mengganggu pangyatan
dengan ugannya pada sparmatozoa sera menghambal proses
ferlihsas seCalg  revarsible umuk  lupan  jangka  panjang
permanfaatan 82P3 sebagal bahan uriuk calon imunokontraseps

Rumusan Masalah.
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Berdazarkan latar beiakang vang telabh dwraikan o atas,

maka pekok permasalanan yang fimaul adalan sebaga benkul

Apakzh antibodi hasil induksi bZP3 terdeglikosilasi

(bZP3d3) lebih efektif caripada anti-LZP3 hasil induksi bZP3

dalam menghambat fungsi pengikatan reseptor spermatozoa

dan proses fertitisasi secara reversible.

Cari pokok permasalahan lersebul, dapat dibuat beberapa

submasalah seperi tersebul dibawah o

321,

3.2.2

3.2.3

324

Apakah  hilangnya ikalan glikan pada 5ZP3dG
menyebabkan  adanya  perbedaaan karakier
bigkimiawi dengan bHZP3 7

Apakah  hilangnya ikatan glkan pada BZ2P3
mempenganyhi profl antiboedi hasil induksinya ?
Bagamana mekanisme peran  antibod hasil induks
bZP3 dan BZP3HG dalam  penghambalan fungsi
pengikatan reseplar  spermatozos 7

Apakah antibodi hasl induks 85P3dG berpotensi
mengharmbat proses lernihsas secara reversibie lehh
efektil dibandingkan dengan antibodi hasil inguksd

LZP3 7?7
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1.2, Tujuan Penalittan

1.3.1. Tupuan Umum

Tujuan umum penalitian im adalah. untuk mengkaj peran
katan glikan pada molekut glikoprolenn  bZP3 yana mangalami
proses deglikosilasi datam menginduksi  anti-BE2P3dG, serta
mengungkap peran anli-5ZP3dC lerhadap panghambatan fungsi
pengikatan reseptor spermatozoa untuk dasar pengembangan

Imunokonlraseps.

1.3.2. Tujuan Khusus

Disertasi

1. Untuk memperoleh bukti  peran ikatan glikan pads makekul
BZP3 terhadap karakter biokimiawi

2 Untuk memperclen bukti bahwa pemulusan ikatan glikan pada
mdekul ZP3 dapat meningkatkan polensi  imunogenik dalam
membangkitkan respon imun humoral.

3 Unigk mengkap peran  anli-bZP3 dan ant-bZP3d40G dalam
menghambat fungsi pengikatan spermatosoa.

4  Untuk mengkaip peran anti-bZF3 dan anti-52P3dG  dapat
menginduksi pgnghambalan  proses fertilisasi yang bersifat

revarsible.
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Manfaat Penalittan

1.4.1. Manfaat Keilmuan ;

1 Menjelaskan efek deglikosilasi pada 0ZP3  terhadzp karakler
tgkimiawi  molakul BAP3  serla peran pengikalan reseplor
spermatozoa.

2. Bovine Z2P-3 yang terdeglikosilas (WZP3dGY menupakan temuzn
bard yang bersdal imunogenik  untuk membangkitkan respan
imun humaral dan mampd menghambat proses fertilisasi secara

revorsihle

1.4.2. Manfaat Praktis

Disertasi

Bila penelitian ini dapat mengungkap mekantsme dan fungsi
antibodi  hasil  imduksl resepior primer spermatozoa yang
mengalam deglikosilasi (bLP3dG)  untuk dikembangkan sebagai
dasar perancangan wmunckonirasepsi yang  efektif, aman dan

revarsiolg terkonbrol,
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BAR 2

TINJALIAN ELISTAKA

2.1. Morfalagi Dan Organisasi Genomilk Zona Pellusida

Fada mamalia. sel telur [av.m) dilindungi oleh suatu selapu
yang dizebut Zona Pellusida (ZP) yang tersusun atas beberapa
jens Qikoprotein pada tiap speses. Awal interaksi antara sel telur
dan spermataroa pada kelompok mamalia difasilitasi ol ZP
(dsmond, 986 Franken. 1998 Buarkin and  Miler, 2000,
Wassarman. 2002). Zena pellusida mempunyai beberapa  fungs,
salu diamaranya adalah sebagar reseplor spermatozoa {(Yonezawa
et al. 1898, Tulsani, 2000% Spermatezoa dalam proses fertlisasi,
berindak sebagal aniigen dan o dilam ZP terdapat reseptor yang
mengenali spermatozoa, sehingga terjads ikatan sel lelur dengan
spermatozoa  serta memunghkinea sy teradingg  fertlisas (Topfer-
Petersan of . 2000).

Taya ef @ (1995) menyatikan hbahwa ZP2 babi [p2P2)
MErnounyai kesamaan sekuen asam aming dengan lkus dan manusia
secdra berurutan sebesar 54 dan 63 persen. Zona pellusida-3 (ZP3)
manusa dan kus palog banyak memilkl kesamaan asam aming
mencapar 77% dan masing-masing mem liki rantal polipeplida 424
agam amino Zona oellusida-? (2P2) 1kus dan marusiz masmg-

masing mengandung 713 dan T4E asam aming dan H1 %
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diantaranya adalah icentlk (Ranakin 2 af, 1988} Selanjutiya  hasi
penelban Scobie  &f ai (1999 bahwa ZP3 tikus memiiki sekuen
asarm aming yang dipetahankan den memilki  %esamaan  sekuen
asam aniro dengan mengit. hamsier dan manusia  lebih  dan 66 %
Gen ZP2 dan £F3 paga manusia dipzriahankan sampai 60-70 % dan
dikenali oler sekuen asam aming 7P fixus, sedangkan ZP1 tkus
harnya 38% sekuen asam amino  tetap dipertahankan dan dapat
dikenal oleh ZP1 marusia (Frasad e! 2l 2000). Hasil peneltian yang
dilaporkan cleh  Zhu dan Maz (1999 yaile ZP3 maemilik tingkat
Kesamaan urulan asam aming yang bnggl pada beberapa klas
mamalia, bahkan antara babi {ungudala) dan kelinsi {ogomomha)
menunukran Iingka! kesarmaan mencapar 95 4% Dala NCEI {2002}
tentang sekuen raota: ponpeptda penyusun molekul ZP3 beberapa
mamaua  dkelans mempuyal "conserved region” yaity unatan asam
aming sepedi pada Tabel 2.1, Mamun belum semua sekuen gsam
amire penyusun ZP diketahue diketanui fungsinya.  seperti yang

aiternukan pada 2P1, ZP2 dan ZP3 {Jowne et al, 20029,

y
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Tabael 2.1 Sekuen Asam Aminc Yang D perahankan Pada

Disertasi

Beberapa Mamalia (NCBI 2002)

Klas Mamalia | Lokasi dan Setuen Lokas dan Sekuen
asaM ameQ yang  3sam aming yang
. ___ Uipertahankar (1) | dipertahankan (2]
Marusia Flecryprognyss : Crwhegptifl
_ . _{137-150; . 4358-367}
Babi Fiechyprggnyss Orwvtwgplifl !
. (136143 (355-364) :
Sapi ' Fiechyprognyss Drwiwgphf
B o [136-148) o [399-364)
Tikus Piecryprggnyss : Crwhvgplifl
S . 138149 . 1380-369)_
keline Fechyprggnyes Crvbegplifl
(134-144)  _ (350-359)

Wassarman [1993) telah mempelaan crganisasi molekuler
dari rmatrik zona pellusida. dan berdasarkan motnitas elektroforetik
dan grkopretain im dkelompekkan dalam ZP1 uxus  (mZP1) yang
merupakan dimer mempunyal berat maiekul (200 kDay mZPz (120
kda) dan mZP3 (B3 kDay  Selanjutnya cleh pengliti lain. ZP pada
babi dapat dipisahkan 4 melekul g ikeproten pZF pZP2. pZP3 dan
pfP4, dengan berat molekul Bertarot-torat acala* 92000, 69 000
55.000 dan 23 000 Dalton (Hinsch ef al, 1983) Kuda ef al [1995)
melaperkan bahwa 2P pada bab  terar dari 2PA. ZPB dan 7P,
dmana pada FC  dibedakan me-yad. ZP2—q dan ZP3-[. ZPC-3
dgan olen peneltl lain disebut pZP 3-8 mempunyal persamaan sekuan
gsam amind dengan m2P3 {moLse-ZP3)  Glikoprotein-ZP pada
renct erdirt dan 3 molekal  glkaprotein yaitu mZPY, mZP2 dan

m£P3, demikian juga pada lkus dengan menggunakan metpde

1
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S505-PAGE dapat dpisahkan menjad 3 enis yaky ZP1, P2 dan
ZP3 tJakson ef al | 19535

Hasil peneltian yang dilzkukan Aulanniam, dkk. (2001}
telah berhasil memisabkan 4 molekal zona pellusida sapi, yang diber
nama bZP1. BZP2, BIP3 dan HZ1°4.  Adanya ikatan glikan pada
moigkul 5P 3 dilaporkan nigh Sumitro dan Aulanni’am {2000% mealalui
matode reaks Penodc acd -Schmif-Reaction © [PAS-Reaction).
Perbandingan mai protemn antara ZP2 dan ZP2 mendekati
verbardingan rasio .1, dimana juctah mol ZP1 adalah 0.9 % dari
jumlah mgl ZFZ dan 2R3 [Green, 18997) Selanuinya Mcleskey &t al.
(1988) melaparkan batwa glikoprotein ZP3 mescit mempunyai berat
malekyl B3 kDa terdin dars rantal pephida dengan berat rolekul 44
kDza dan terdapat  tiga atau empal molekul obkgosakaraida yang
lerkat melahl N-teked  dan  sgemiah Q-knked  algosacoharide
yang belum dapal ditentukan

Gambaran strukiur melekul glikepratein ZP yang berbentuk

‘lamen seperdi pada Gambar 2 %

!
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2R
il S
Pt R “Carbohydrate
< rasiducs

Gambar 2.1 Sirukngs Gl koprotern Zona Pellusida Wang
Beiba~tyx Fildaman iGaroan 19975

Gambar 2 1 menunukksn adarya gambaan molekol AP
dan AP3 rremberts tlames helerodimiee ZP2 dar ZPS e boskatan
membentak ulangan helercdime: dengan porbandangan 13, ZP1
weidn glas cua pohpenthida yanc dhubungkan oeh katae disulfida.
menshubungkan filamen filamen ZP2 dan ZP2. serla mempanya,
ungs manans rtecgmas £F

Sona Polluana perporan dalam proses pengendtian gamet
tgdreEhc  recogmngo. akhivasl  spormatoroa dar pencegatan
tetadap pohsprimy Pengenalan game! im dapat mengundubkes st
sianal ransduks yars mengtdaslkar suaiu redks akrosan,
eksoslos 5 dan ejad penetras erhadap ZF qan selanjuinya terad
‘un. demgan selapul wileln dan oosil iKerr &r & 2938 Shirgkawa

ard Myazak 1999 Haly and Tolsaes, 20008

,,_-‘—_;-1711""'_\
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2.2. Biosintesis Zong Pallusida

Disertasi

Zona Pellusida yang merupakan matnk exstraseluler dari sel
lelur  disintesis selama perkembangan falkular serta menyelmus
membran plasma se! felur, namun sampail saat ini mekansmes
sinless dan sekresi serla penggabungan dan melekul glikoproten ZF
masin pelum seluruhnya lerung=anp, dan sudah dipstajar  melala
penggunaan antibedi terhadap 2P ZP2 dan ZP2 dan tikus (El-
Mestraby ot @i, 2002; ¥wefer and Schng, 2002). Narmun sampan saat
in vieh beberapa penebtl masih dikenal ada 3 tecri yvang diosulkan
tentang lerjadinva sintesis glikoprotein ZP yaitu, (1) hanya cleh
peran oosit, {2y hanya olen =2l fal<el dan [3) clen peran keduanya
yalt.. lah o0sit dan sel folikel (Kimura ef aft, 1994 dan Epifano st 3/,
15985) Tecn pedama menerangkan babwa ZP disimesa dae
disekres gleh cosit yang sedang tumbuh selama 2-2 minggu penoda
cerkemoangan  Meningkatnya dameter ocost dikub dengan
rmemngkatnya ketebalan ZP. Ketebalan ZP dapat mencapal ~ 7 am
mengelling oosit tikus yang sedarg berkembang penah (diarmeter
aosit 83 pe) fWassarman et 2l 1596). Selanjutnya teon yang ke-3
vle* beberapa peneht diyakini jahwa pada beberapa spesies
rmamaha sintesis glikeprolein ZP leradi oleh peran oosid dan sel
‘olizel [Dunbar et 5., 1994, Singwat:r et /.19%5 and Groatenhuis &

al . 1996} Pada penelilian Totzawear et al. (19598) meyakin Dahwa

| A
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foetus sapi baik owarium maupun sel folikelnya bemeran pada
sintesis ZP selama perumbighan pre dan post natal

Pada fage profase-! dan perkembangan oosit manusia dapat
teridentifikasi  glikoprotein ZP3  dan ZP2  dengan berat rmolskul
berturut-iurul adalah 5260 kDa dan 80 — 110 kDa. Selanjutnya pada
fase metaphase | Udak lampak aclanya modifikasi dari ZP3, tetap
pada 2PZ mangalami protechsia terbalas  pada domam asam amino
sampai dihasilkan ZP2 dengan berat molekul menjadi 60 -73 kDa,
ZP2 yang spesifik terhadap pratease ini dilepaskan selama terjadi
eksosilosis dan granula kortikal yang legadi selama fase meiosis
pada tahap maturasi sampa lefadinya fus dengan spermatozos
sebagal langkah memblokir polispermi. Dengan  menggunakan
metode non radivakif pada ir sidu hibndisasi, dielaskan bahwa
mRNA yang mengkode glikoproteir ZP3 ditemukan pada cwarium,
gosit dan embrig. Pada ovanum diginbus mRNA berkarelasi dengan
tahap perkembangan fMikel. Sedangkan pada folikel pimordial dan
fohkel primer, mRMNA sangat dominan pada oost, yaite ditemukan
pada cosit juga pada fdlikel sakunder dan lersier. Pada embno umur
2 har yang dhasikan melalyi ferilisasi i wiro, hdak ditemukan
mRNA yang menghode 2ZP3. Namur melalu melodes immunobiotiing
menggunakan antibodi poliklonal monospesiik terhadap ZP3 babi
nampak pita yang glas pada bermt molekul 47 kDa pada preparat

kortex ovanum sapi. anak sap dan lefus sapi sebaik pada sel folikel.

L4
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Selama penode perkembangan folwwar  ZF disintesis oleh osik
sejgs dar  folikel primer sampas olikel sekunder dan terswer dan
setelan fertilisasi sintes:s ZF i berakhr  [Evan, 2000, Zbhao and
Dean, ¢302)

Protein ZP antara lain berperran dalam kamunikas & antars
oost dan se! folkel selama oogenesis, mealindungi perkembangan
aoalt dan embng, serta mengatyr prioses fertilisas (Wassarman ef al.,
1998,  Ferubahanm stroktus ke mfarmasi praolein £F dapat
menyebabkan terganggunya fungsi salah saty protewmn, dan hal sni
diduga berpengarub terhadap falikulogenesis dan femilisas (Rankin
et g, 1999 Wassarnan <f & . 1958). Mamun hal ini kemungkinan
dizepabkan oleh  imumisas menggunakan ofude P yang
rrangandung berpagal macam £ yaitu AP, ZPZ2 dan AF3

(Wassarman =t al | 1954}

2.3 Imunagenisitas Dari Zona Pellusida

Disertasi

Zopa Pellusida berperan dalam proses pengenalan gamet
igametc recogrition).  akbivas) spermatozoa  dan  pencegahan
lernadap polspermi, sehingga glikoproter yang menyelimet cosit
merypakan  targel munokontrasapst  [Barber &t oal, 2002
Wassarman 2002, Paterson et &, 20027 Mencit  yang mendapal
imunisasi isolat glikeprotein ZP da+ bahi {pZF) dapal menginduks)

ther  anbisera yang tingg. Semus anusera  kecuall ant-pfP2

14
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menurjukkan interspesifik reaks silang dengan manusia, keling dan
hamster ZP, selamutnya penambahan anlisera terhadap pZP1,
pZP3 dan pZP4 menunjukkan penghambatan yang kust terhadap
pengikatan dengan spermatozoa manusia dan penstrasi kedalam ZP
manusia {Hasegawa and Koyama, 1998).

Zona pelivsida-3  telah dipakai sebagai imunegen pada
imumszasi aktif  dan mampu menghambal interaksi spermatozos
dengan sel lelur pada ferdisasi in vitro. Antibodi hasit induksi oleh
ZP3 ini mampu menekan lebih dari 60 % proses hinding anlara
spermatozoa dan sel telur manusia. Selanjutnya pada studi in vivo
mampl menginduks titer anbibodl vang tiggi dan tidak ditemukan
adanya kerusakan fungs ovarium {Palerson ef af | 2002),

Terikatnya spermatozoa pada ZP terjadi melaln  interaksi
spesifik yang merupakan kunci pengatur proses ferilisasi. Plasma
spermatozoa mengandung molekul yang diperukan untuk interaksi
dengan ZF, dimana molekul ZP3 digambarkan sebagai reseptor
urtuk terjadinya reaksi akrosom (Hinsch &l &, 1999). Mencit mutan
yang hdak mempunyal ZP3 meskipun dikawinkan dengan jantan fertil
tetap  sterl (Rankin ef af, 1998; FRarkin and Dean, 1996). Zona
peluzida-3 pada beberapa spesies berperan uwntuk  merangsang
lenadnya reaks akrosom spermalcezoa, yang merupakan prasaral
unluk lenadinya ferblisast melaln pelepasan enzim  hidrolitik

{Breilban and Spungin. 1997). Pada proses reaks akrosom tedadi

10
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proses  eksositosis  dar korboo  granulosa pada membran
soermatozea  yarg mengandung zenyawad kimia (seperll protease)
yang mMempunyal perar pentbag untok menembus P Tersadnya
rcadsl akrosom  Udak lepas dari peran ZP3 dan apabila tenad

hambatan terhadap nteraksi ini maka fertilisasi tidak akan teradi.

Komposis Karbohadrat Dalam Glikoprotein Zona  Pellusida

lkatan glixgpratert membentuk bagian struklui membran,
sehngga dapal  mempengarubn lipid dan membran Glkopratern
Fada membran mempunyan 5aby atau lehin bagian dan rangkaian
pepbda, yang didomenast oleh asam aming hidropobik, sehingga
pada pagian ini eradi nubungan dengan lapisan lipid dar membran.
Hamprr semua prolen pada permukaan sebelan luar seb hewan
adalah ghikoprotemn (Lenhminger, 19%5). Menurst Aviles f all [1987)
dan Franken (1998) bahwa grkooroteir 2P mempunyal persamaan
fungs. yang sangatl penting  selama berlangsungnysa proses ferthisas
dianiara klas mamaia

Keberadaan karbohideat cenderung membuat ghkoproten
lep-h lanl daiam ar karena sifat dan karbohoral pang hidioflik
Sara gdan Mas (1998), Snowatz et & (1948 ), Halla dan 1uls@an
(#000) menyatakan bahwa karbohidral pada molekul glikopioter
P mempunyal peran dalam interaks pomer yang tenadi antars

spermatoroa dan sel telur pada beberapa spesies yang berbeda

iT
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Sekuen cligosakands yang erkat pada glikopratein ikut berpecan
dalam menginisiasi proses fertiisasi. Hasi penelitian Loeser st al
{1999) menunjukkan bahwa sejumiah spermatozoa secara signifikan
mangalami rekas skrosom lebih besar dengan adanya mannose-
B5A, N-acelyiglucosaming-85A dan N-Acelylgalciosaminge -8B354,
danpada tanpa adanya mergka. Katbohidrat vang berkamdung pada
Qlikoprotein pada kKeadaan terteniu menentukan spesifisitas dan
glkoprotemn

Glikoprotein adalah protein yang mempunyai rantai kovalen
oligosakarida (glikan) yang berikalan kowvalen pada °© polypepide
hackbones * penyusun glikoprotein.  Hal ini menunjukkan babwa
suaty Qikoprotein adalzh suzaty malekul yang lerdini dan saty atag
letnh rantai kovalen karbohidrat  rang  berdkatan dengan protein
{Green, 1997) Sakarida terikat pada rantai polipetida melalui dua
jenis ikatan yang disebut  ° O-finked sacchande * dan AN-Linked
Sacchande ©.  Q-linked sacchande terad pada 3sam aming serin
(Ser) dan teeonin (Thr), sedangkan  ikatan N-foked saccharide
terjadi pada asam amino asparagin Asn) (Reginald & Charles, 1996,
Barber &f al. {2000);, Dunbar ef al., 2001).

M-linked saccharide teradi melalui  ikatan P—-SIcNAC-AsD,
dimana Azn terdapat pads urutan Asn-X-SerThr atu  Asn-X-Cys.
Pada vmumnya N-finked sacchamde i mempunyai cabang manosa

gengan b GicMAc. Hasl deglikosilasi secara enzimatis akan

I8
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didapatkan N- dan O-sakarida (Baroer et ar, 2000)

iH,‘l_"iH
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.I._ ] = e 1 H E
T | IO TR A S
; " H;ﬁ a £h, —C Hé‘\é %f - }
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1= CH,
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fa} (b}

Gambar 2.2. {a) O-Linked Szccharnde . (b)Y Dan A-Linked Sacchande
{Reginald & Crarles 1956 }

Malekul karbohidat menambah  besarnva  molakul
ghkgprotein.  dengan  bedambabnya wmlah  gikosaminoglisan
Kompleks molekul yang merupakan ikalan antara rarbohidrat
cengan protein i mempunyar peran pentng dalam inlerasi
spermatezoa  dengan ZP pada  beberapa  spesies  Namun
olgnsakanda  dari melekul ZP3 yang  perinteraks dengan
sCermalnzoa sampal sekarang belam tendentifikasi, namun dengan
melepas atau memblokir Y-acelyglecosamme dalam residu ZPS
dapat rmemblokir pengikatan dengan spematozoa (Makang and
Yorezawa Z007, Miler ef &, 2002)

Hazl penglittan yang dilakukan logser of af (19993}

menunjukikan adanya resigu guia  yang berikatan kovalen pada

rantai prowein £P2 tkus (mIP3) mampu menginduks: reaks

14
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dkrosom pada spermatozod bkos yang terkapasitasi. Setanjuinga
drelaskan qleh Laeser of ai (19899 babwa residu karbohidra pada
mZP2 diduga dikenal oleh enzim ghycasidase {galactasyliransferase)
Melalur peng'lian o) secglycoprotes dalam menginduksi regks
gerosom  Mesglygoprofein (NGPS)  adalah  glkoprotemn sinketis
dengan suatu moenosaxanda yarg dikelahul dapal betkomugasi

dengan BSA

Deglikpsilasi Pada Molekul Glikaprotein Zona Pellusida
Cegilkosilasl  adalah  suata  proses  pemuglusan  rantal
rarbohigrat yang eckal oada rantal karbon palipetida dalam malaekul
ghkoorotein. Karbahedral yang terkzndung dalam  molekul ZP dduga
mempunya. peran dalam inergks antara spermatozoa dan sel telor.
karena banyaknya enzim yang dikeluarkan oleh spermatozos sast
reaks akrosom  dan akan bereaksi dengan substrat yvang diternui o
sexiar =2 telur. sehingga selanjutnya dapat menembus rangkaian
pohoeptida dan malekel glikoproten ZPY untuk mengawal prases
fedilsasl {Aviies ef al | 1997)  Rangkman karpohidrat yang  terikal
pada  makekel ZPS ditipotesakan  sebaga bentuk  branfennary,
inantennary slaupyn  iefrganfennsry teratama  melale Gkatan M-

Gignsgcchande, separt fedihat pada Gambar 2.3 (Tulzian, 2000)
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Gambar 2.3. Hipotesa Struktur Molekal Glikan Pada FP3 Tikus
{Tulsi@ni, 2000

Permulusan molekyl im dapat dilskokan secara non
enZzimatis dan enzimatis {(Yonezawa e af, 19858). 3elama i
deglikosilasi pada melekul glkoproten zecara non  enzimabs
dilakitkan menggunakan TFMS ({nfucro methanasuifonic acid) dan
amsol serta secara enzimats menggunakan enzim glycanase atau
endo-exo-givcoimidrolase. Hasil deglikosilasi terhadap total molekul
ZF dapat dipisahkan menjad 66 kDa |, 32 kDa. 32 kDa dan 32 kDa,
yang secara befurul-torul dibedi nama yaitu 2P, pfP2, pZP3—
dan pZP3-{} {Hasegawa & Koyama, 1996 dan Topfer-Petersen ef

al. 2000).

21
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Gambar 2.4, Fidrgiizis Melekul Glikan Yang Tenkat Pada
Aspargqin (Asn) Dalam Rantai polpeptida (Barber st
&l., Z000).

Bebarapa penalti setuju bahwa interakss spermatozoa dan
=gl telur difazilitaz  gigh karbohidrat yang mentnger suatu jakar
signan fransduksi yang berak:bat peretrazi dan fuss dan membran
plasma spermatozoa sefda membran luar akresam (Tulsian. 20000,
B.kY aganya beberapa molekul pulatwe  sugar-tinding pada
membran plasma spermatazoa mrenunjukkan babwa  beberapo
imeraks) reseptor igan harys terad sebelum imeraks spermatozos
dan sel 1eher Hasd peneltian yang dilakukan Talsian (20000
neunjukkan bahwa interaks. pertara artara spermatczea dan zong
pelysida merupakan suaty proses bmgng yang kompleks yang
mencarminkan rteraks antara  protein bermukaan spermatozod
dar sona pellusida. Hal imi berar banwa reseptor protemn
spermalozoa pada ZP terulup oleh suaty malekul karbohidrat yang
kompleks, dimana molexul ini harus tertepas atau terfugronzis ek

dulu oleh enmim yang dihasiikan pada tudung spermalozoa agar
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spermalozoa mencapa danlal protein yang merapakan ressptornya

yaitu molekul protesn dan 2R3

fsambar 2.5 [lustrasi /P3 3ebagai Reseplar 3permalozoa
Benkatan Dengan Galase-1 Pada Permukaan

Akroson Spermatozoa (Miller, 19933}

Gambar 2.5 mernunmukkan bahwa 2P3 memponyal Tungsi
dalam menginduksi reaksi akrotom.  Dari Gambar 2 3 ini dapat
dielaskan bahwa Gaftase-! {57 $galactosyliransferase/GaiT-1)
pada permukasn spermatozos  hanya dapat berikatan dengan
malkekul FP3, tidak pada molekul ZP yang lain, meskipun tiga
matekul ZF yang lan juga  mempuhyai residu N-acefyi-
glucosaming. Hal im artinya bahwa GalT-1 hanya berikatan pada
residu  Macelyigiucosanmne  yang  spesifik. Enzim #7.4-
galactosyltransferase mempunyai beberapa fungsi yaitu, (1) prolein
mulifungsy, {2) resepior pengikat dan (3) mengakiifkan lransduks

signal dan rekasi akrosom. Selanutnya  diaporkan  antibedi

RE
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terhadap GalT-1 dapat menghambat ikatan spermatozoa dengan
ZP3 yang akhirnya menghambat katan spermatozoa dengan sel
telur. Namun data penelilian pada spermatozoa tikus yang sudath
mengalami delesi pada GalT-1 masih mampu berikatan dengan ZP
tetapi itdak mampu menginduksi reaksi akrosam. Sampai saat ini
peran GalT-1 yang jlas adalah terkaitan dengan  signal
fransduction yaitu (1) GaliT-1 membentuk suatu kompleks dengan
heterodimeric G Proteir  dan  mangaktifkan  signal dan
menyebabkan eksasitgsis spermatozca  dan  (2) GalT-1
mengakiifkan resepltor proteine kinase unluk leriadinya reaksi

akrosom (Loeser ef af, 195949).

2.6. Fertlisasi

Disertasi

Fertilisasi adalah proses penggabungan 2 gamet untuk
menghasilkan ndividu baru yang diawali dengan pengenalan gamet
yang bersifat spesifik spesies.  Proses ini berangsung beberapa
tahap dengan multi komponen yang teribal, yaitu anlara glikoprotein
ZF dan reseptor permukaan spermatgzoa (Gosh and Datta, 2003:
Talbot ef al, 2003). D-mannosylaled ghcoproleins merupakan
komposisi terbanyak dan ZP kerbaue  merupakan ligan untuk
pengikalan pada permukaan  spermalozoa yang diberi nama
hyaluronan binding proteirr (HABP1) { Gosh and Dalta, 2003). Hatini

sejalan dengan pendapat Aitken (1995) bahwa adanya molekul

24
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ramplementer (specihc sperm binding proten) mutlak diperlukan
untuk keberbasilan fertilisasi (Sitren, 1985)

Froses ferihsas: terdiri dari 4 tahap yatu, (1) kontak dan
peENQEnaEn antara spermatczoa dan sel weldr, {25 regulas masyknya
spermalozoa ke dalam sel telur, (3) fusi maten genelik spermatozoa
dan s&l telur sena {4) akbvasi metabolisme zigot untuk mengawali
perkembangan.

rozes  ferilksas  wang  dawal  dengan  pengenalan
spermatozoa dengan sel lelar segera dikull dengan terivalnya
sperrndlozoa  pada 2P Selanjulnga dikuti induksi reaksi akrosoem
dengan dbebaskannya enzim projease pada granula korteks yang
terlivat  calam  modifikass  molekul ZP.  Peristiwa ;i yang
menyebabkan 1efjadinyg perubahan akimtas biolegis ZP. namun
perubanan 1 tidak terdeteksi metalul eiektreforesis dua dimensi
(Wassarman, 1998, Peristwa i mempunyai beberapa  fungs
FERUNG yaitu sebagai sarana interiksi gamet yang bersifat spesifik
gpesies. mencegah pouspermi dan melindungl embrio pada zaal
Inplantas

Proses ferilzas yang merupgkan nterakse 2 gamet
merupakan suatu contol dan proses seluler yang melibatkan  sel
adresi  spesifik. el signaling, regulasi eksositosis, migrasi sel,

penggabungan set dan regulas dan sikius sel (Miller ef g, 2002)
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S<oma mocel fortihsas djeisskan oleh Miller & &, {2002) sepet

pacd Gamoar 2 6.

Gambar 2.6 Skema Model Proses Serbhisasi { Miler et af |, 2002)

Gambar 26 menggambarkan  scermatozoa  terkavasitas:
mengikal ZH3 melalul sualu resepbor yang womplek, seperh GalT-4
Pengikatan pada GalT1 mengakiifkan rangkaian proses nduksi
“eaks gkrosom untuk seanutnya akar menembus P, terjad fus
gengan  membran  plasma oozt meln fami ADAM pada
sparmatozod dan  bernterakz dengan kompleks inbegrin-fransfonn
pada el telor Gabungan in Zean mengakbifkan oosit untuk
melepaskan granula kcrtek unluk rrelakukan moeddkas  moleral ZP
agar tdak gapat mengikal sparmatozoa (Miller gf 3. 2002 Talbot af
gl 2003 ) Rangkaan proses ni juga dijelaskan oeh Wassarman et

gl 2001 umuk menggambarkan prohl fertilisas pada mamaha

Th
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dengan menggunakan hikus sebagai model yang terjach melalu S
tahap  vyaitw. {1} Pengikatan secarz spasifik $pesiez antara
spermalozoa dan sel lelur, (2) peran mZP3, Ca”’, G prolein dan
reakst akrosom, (3} penelrasi ZP oleh spermatozoa, (4]  peran
ADAM, integon dan interaksi spermalozoa dengan sel lelar, (5] fos

spermatozoa dengan sel welur.
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Gambar 2.7 Interaksi Prolein ZP3 Dengan Ligannya Pada
Membran Spermatoraa { Snell and White, 1998)

Gambar 2.7, menelaskan bagamana ZF berkemampuan
melekat dan bennteraks dengan spermatozoa. Secara jelas

nampak bahwa prolen ZP3 berperan penting untuk mengswal
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vroses  fertilisasi melaiui pengikatan pada beberapa reseptor
soermatozca yaitu gataciosyltransferase. sp28 dan P23 (zrk).
Galaclosyltransferase  merupakan suaty enzim yang  berperan
sangat penting unluk pergikatar dengan ZP, dimana enzim i
menganal M-acetyiglucosaming dan ZF3. Sp36 adalah protein
yang secara spesifk mengikat fada residu galaktosa pada ZP3.
Selamjutnya reseptor ke- tiga yaity  zrk adalah suatu enzim yang
mempunyai berat moleko sebesar 85 kDa dan merupakan protemn
transmembran yang mempunyai 2 fungsi pengikatan pada sisi
exstra dan intraseluler. Sisr ekstraseluler secara spesifik mengikat
ZP3, sedangkan pada sisi infraseluler mempunyai aktivitas tyrosin
kinase Sehingga dapat dijelaskan bahwa protein 95 wDa
rmerupakan reseptor ferosie Kingse yang mengawati  leradinga
reans akrosam melaw proses fosforlase pada target protesnnya.
Gambar 27 i juga dapat menjzlaskan kermungkinan terjadinya
hambatlan terhadap pengkatan scermatozoa dengan ZP3  melalui
penghambatan oleh enzim maupun clel antibodi terhadap ke tiga

resepior bersebot

2.7. Peran fona Pellusida 3 Dalam Proses Fertilisasi
Zona pelusida mamalia adalan matrks ekstraseluler yang
mengelilingl oosit dan  strukiur ZP letap bertahan selama ovulas,

fertlisasi, dan awal perkembangan embrno preimplantasi. Zona
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pellusida berfungsi sebagal petindung avum yang bary didvalasican
dan sebagai struktur proteksi bagi perkembangan embric setelah
faritlisas.

Fertilisasi adalsh proses panggabungan 2 gamel untuk
manghasilkan indsyidu bary yang diawali dengan pengenalan gamet
yang bersifat spesies speshk. Proses mi berangsung karena adanya
mileky! komplemenler (Specific sparm binding profein ) yang mullak
diperlukan untuk keberhasilan fertilisas. Ada 4 tahap utama dalam
proses ferilisasi, yailu kontak dan pengenalan anlara spermatozoa
dengan sel lelur, regulasi masuknya spermalozea ke dalam sel telur,
fusi materi genelk spermatozoa dengan sel teluwr dan aktivasi
melabolisme zigel untuk mengawzh perkembangan (Gilbert, 1997).

Froses ferilisasi vang diawah dengan  kontak  dan
pengenslan spermatozos dengan sal telur. Proses ini segera diikuti
dengan proses terikatnya spermalozoa pada 2P, Selanjuinys diku
mduksi reaksi akrosom dengan dibebaskannys enzim protease pada
granula koreks yang teribat daiam prozes modifikazi molekal ZP
{Avilkes el al., 19965,

Fona  pellusida-?  pada  beberapas spesies terbukti
mengnduksl reaksi akrosom pada spermatoroa,  yandg merupakan
suatu proses mutlak untuk terjading fertiizasi (Bauskin et af, 1999},
Tenkatnya spermatozoa pada ZP adaizh inleraksi spesifik yang

merupakan kungi pengatur proses fedilisasi. Proses fertiisasi pada

29
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mamalia sangat kompteks, dimulai dengan lranspor sel gamet dalam
saturan reproduksi sampan berakhir pada fusi membean spermaldzoa
dan set talur (Talbot ef &l 2003). Hal lan yaite bahwa  spermalozoa
haarus melewati sel kumuolus, melekat pada ZP3 dan memulai reaksi
akrosom untuk dapat menermbups ZP. Setelabh penembusan ZP,
maka spermatoroa berads dalam rwang perivilelin dan menempe
pada membran wvilelin. Flazma spermatozoa mengandung malekul
vang diperiukan  untuk  intersksi dengan 2P Molekul  ZP3
digambarkan sebagai ligan dan sabalknya protein plasma membran
disabul sebagai feseptor untuk terfadinya reaksi akrosom {Hinsch at
al. 1999,

Interaks spernmatozoa dan sl elor terjadi melala beberapa
fase pada permukaan sei lelur, yand diawali dengan perlekatan pada
matrik eksiraseluler dan selanuinya  pada plasma membran  zel
telur (Evan, 2000; Burkin and Muller, 20000, Pada rangkaian proses
interaksl  lersebut zona pellusida, sualy matnk ekslraseluler pada
sel telur memegang peranan sangal penting. Proses hinding 7P
pada spermalozoa malibatkan resaplor, baik yang ada pada oosit
maupun spermatoroa (Talbot 2 al, 2003). Menurut Morales dan
Langs, 1996 (1992) spermatczoa tikus memiliki protein reseplior yang
khusus  untuk mengikal 2P, yaitu reseplor pada  permukasn
spermatozoa, yaitu gataclosyl fransferase, D-manosidase, protein

krosin Kinase dan lektin. Reseptor spermatozoa tikus memiliki berat

0
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moekul 35 kDa yang dildentifikasi sebagal grotoin lirosin kinase
iPTK) yang merupakan ligan dari 2 P35,

Morales  and  Lanos (1996  dan  Tubsiam {2000
berpendagal cahwa ZP2 beranggung |awab terhadap finding pada
spermatozoa. sera kot berperany sebagal induser teradinya reaks
akrosom  [hia wenis dan 4 melekul glikoprotein yang berperan datam
proses ferfilsas:s yvadu ZP2  berperan sebagai reseptor sekunder
snermatozoa dan £ZP3 berperan sebagai reseptor primer  [Bauskin
et al, 19598,

faona  pellusida-3 dan  beberapa  spesies terbukli
menginduksl reaksi akrocsom pada spermatozoa yany merupakan
sualuy  groses  mutlak  untuk teradinya ferilisas) {Salng  and
Carvaliada . 1996 Bauskin &f al, 1999, Shirakawa and Miyazak,
1999, Bastiaan et al.. 2002, Schufiner et 2, 2002; Talbot ef al,
2003) Tenkawnya spermalozoa pada ZP adaiah interaksi spesifik
YaANG MEerupaxan Unc pengatur prases teflisas  Beberapa penelil
melakukar studi tentang kemarnpuan ZP menginduksi  reaksi
grrosom.  yang  selanutnya  dikembangkan  unluk  investigasi
infertilitas pada pna dan memprediksi kegagalan fertlisasi pada
pasen yang melakukan fertlisas o owirg (Bastizan et &, 2002,
Feterhuizen ef &), 2001* Fsterhuizen et af, 2001

Spermatosoa harus mengalami reaksi akrosom sebelem

menyeniuh membran piasma sel teur pada saat fertlisasi. Akrosom
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merupakan struktur sepert lscaom yang terdapat pada bagian
anterior kepaia spermatosoa (Rankin of & . 1998) dan herfungs
sebagal vesikel sekretori membran kepsla spermatoroa di berbaga
spesies hewan. lermasuk semua klag mamalia. Pelepasan isi vesikel
teriadi melald proses eksositosis yang dikenal sebagai reaksi
akrcsom yang meibatkan fus antzra memoran plasma dan mermbran
akrozom  luar spermalozoa dan pelepasan enzim-enzim o yang
terdapat pada membran akrosem, dianiaranya Byaluromdase oan
akrosin.  Froses tersebut harus lengkap, sehingga spermatozoa
mampu berikatan dengan sel telur paga akhir proses feriisasi.
lermasuk fusi gamet (Shirakaws dan Mivazaki, 19993,

Fears akrosom pada spermalczaa mamala secara in vl
distimulas oleh pengikatan matrks ekstrasetuler sel telur yaitu ZP
Stuch in wivo menunjukkan babws ZP2 terlarut merupakan salab
salu dan ghkoprotein utama dalam ZP. dapat menginduksi reaksi
akrogsom spermatozoa mamalia (Shrakawa dan Mivazasi, 1499)
Hasil peneltian yang diakukan Iachmawall [2002] menunjukkan
barwa konsentraz 7.5 ol LZP3 selama 4% menit mampu
menginduksi reaksi akrosom spermatozoa kambing sebesar 89 44 %
oan  gap sebesar 100 % mejalu percobaan o wire. ZP3 dapal
merangsang leradinya reaks| akiosom dengan agregasi reseptor
membran  kepala spermatozoa  inkupasi  spermatozos dengan

fragment ZP3 memicu lenadinya kapasitasi pada spermatozoa tikus.
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Hal ini dikarenakan ZP3 merangsang resksi  akiosom  melalyi
erassfinking reseptornya [Levton and Saling. 1988).

O'Toole &t al, (20000 berpendapat babwa reaksi akrosom
terjadi sabasar 89% {109 dan 122 sparmatozoa tikus) menunjukkan
respon Cat dan dideteksi pada 8,2 + 4,1 menit {dengan kisaran 5,7—
244 menit) setelah penambaban ZPY Yanagimachi  {1994)
meryatakan bahwa untuk menjalani reaksi akrosom pada wakiu dan
tempat yang tepat, spermatczoa harus mampy bertahan cukup lama,
dirmana kosentrasi K’ intraseluler dijaga tetap tinggi dan konsentrasi
Na' dan Ca® intraseluler dijaga tetap rendah yang sangat penting
bagi kelangsungan hidup spermatozoa, selain i juge berfungsi
sebagar  perindungan  dar  reakst  akrosom  premalur  bagi
spermatozoa,  keadaan ini diatur okeh  ikatan MNa+t-K-ATPase
(memompa ion Na™ keluar dan jon K™ masuk kedalam sel) dan Ca®—
K-ATPase {memompa Ca”* keluar dari sel).

Garmmbar 2.8 menjeiaskan adanya hipolesa peran zona
pellusida dalam menginduksi reaks akrosom. Yanagimachi (1994);
Basstian af al, {1999); Puruhit &f af, {1999); Shirakawa dan Miyazaki
(1939), Baker of af {2002) menyatakan bahwa reaksi akrosom
terjadi setelah perlekatan antara spermatoroa dan sel telur dengan
adanya paran zona pellusida—3 (ZP3). Selanjulmya Yanagimachi
(1994}, Breitbart and Spungin (1997) Shirakawa and Miyvazaki (1999)

serta Schuffner af af, {2002) meyakini bahwa sedikiinya ZP berikatan

i
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dengan plasma membran spermratozea pada dua reseptor yang
pereeda  Saty resepter (RYy acdalan Gi-coupled  receptor  yang
mesgakhifkan enzim phosphoipase G (PLC) beta 1, dan reseptar
yang laim adalah reseptor herosm kinase (TH) yvang tenkat pada FLC
gamma. Peangikatan pada cesepler in meregqulas adenylat cyclase
(ACT umiuk meningkatkan produks: cAMP (siklik AMP) dan
mengaklifasi protein kinase A [PKA). PRA akan mengaktifas) channe!
voiatge-dependant Ca®' pada membpran  bagan luar dengan
melepaskan Ca®  dari dalam akrasom menuu ke sitosol yang

meryebabran teraklifkannya PLC.

BCroSame redgbich

Gambar 2.8 . Jalur Induksi Zona Pellusida pada Reaksi Akrosom
(Yaragimach. 1554)

G4
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Phosphaolinase C memecah Fhosphalidiinesito! diphosphate
(PIP) meradi diacyigiyceral (DALG)  dan lrosilol tephosphalie {IPy).
IP» akan meningkatkan konsentrasi Ca®  intraseluler  melalui
pelepasan Ca® dar gudang Ce&® intraseluler. Sefanjutnya DAG
yang lerbentuk akan mengakiifkan FHC dependent —Ca’"  [Protemn
Finase] mealui proses fosforlas. Sebagian P33 tecmetilasi memadi
IP4 [Inostol fefraphosphalel  yand berfungs mengatur pembukaan
channel voltage-dependent cat yang menyebabkan pemasukan
Cas dan ekstraseluler Sebagan bezar Za** ini Derperan langsung
pada fosflipid membran untuk tejadinga fusi membran Protein G
yang leiaktivas juga menstimulasi phosphofinase A2 {PLAY melalui
pemecahan  phosphatidy! cholne (PC) menadi yscphosphakdy
choline {LC) dan asam arachidonzt (AA). dimana keduanya sangat
fusogenik. Secara bersamaan Phoxphalpase B (PLD) diaktivas) olgh
Protein G memecah PComenadi asam fosfatidid (PA} dan Cholie
(Ch), yvang juga bersifal fusogenk. Demikian juga Ca” bersifat
fuscgenik  dengan melakukan netralsase muoatan negabf dan
membran, sehingga menyebabkan terjadinya fase transisi dan
separas! dar  fosfolipd membran. Aktivasi lerhadap protein S juga
mengaktifkan ademdate cypclase (AC) yang menstimulast produksi
cyche Adenosin Mono Fhosphate (c6MPY. cAMP yang diproduksi o
akan mengkatifkan enzim Protein Krnase (PE-A) yang penting untuk

terjadnya reaks akrpsom  Protein G dan TH juga mengaktifkan

35
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pertukaran Na'f H' menyebabkan sugsang basa di dalam sitosol.
Perukaran influk Na™ dan effluk H', meningkatnya pH menyebabkan
tenadinya fus: membran dan eksositosis akrosomal,

Spermatozoa yang mengalami reaks akrosom  dalam
aksinya  menembus  ZF akan  kehilangan  semua komponen
akrozomnya, kecuali segmen ekuator dan membran akrosom bagian
dalam yang menukup bagian depan.  Setengah kepala yang
berhubungan langsung dengan ZFF  dapal menembus ZP dengan
menggerakkan ekor Gerakan ekar i pentng ualuk kKeberhasilan
pangtrasi ZP.  Yanagimachi {1994 menyebutkan ada dua hipolesis
penembusan spermalozos  pada ZF, yaitu tpotesis mekamk dan
pnzimaliz.  Hipatesis mekanik menjelaskan bahwa penembusan
spermatozoa dalam sel telur  terjadi  dengan cara membuka ZP
secara mekank melalm pergerakan ekor yang sangat kualk yang
mampu menghasilkan tenaga sebesar 100 ph yang cukup kual untuk
menembus ZP. Hipotesis yang ke dua adalah hipolesis enzimatis,
terjadi oleh peran enzim yang dilepaskan oleh spermatozea, salah

satunya adalah hyaluromdase yang dilepas oleh spermatozoa.

Antibadi terhadap ZP3 (anti-Z2P3) Dan Penghambatan Fertilisasi
Imumzasi hewan betina dengan ZP3 mum dan spesies
berbeda dapal menghasilkan antibodi terhadap ZP3 dan hewan yang

diimurisasi. Hal ik menunjukkan bahwa ardibodi s8if reacive dapal

36
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dihazslkan oleh hewan meialn inunisasi dengan antigen  yang
mempunyal sifat reaksi slang yang luas, Lebih [anjul dikemukakan
bahwa antibodi termadap antigen ZP3 telah ditunjukkan mampu
menghalangi ferilsas:  wiro maupun in vive {Jackson ef &, 19498,
Gregnhouse et &/, 1889).

Beberapa penebt felah  melakukan penelitian  dengan
mengu)i ZP3 sebagal wnancgen untuk mengnduks respon imen
humorai. yang diyakin dapat menganggu binding antara ZP3 dan
hgannya yang ada pada membran spermatozea. Zona pellusda-3
telan dipaka: sebagar imunogen peda imunisasi aktf dan mamgy
menghambat interaks) spermatozea dengan sel telur pada fertilisasi
i witng. Anbibodi hasil induksr ZP3 ini mampu menskan [ebih dan 80
B oroses bmding antara spermztozoa dan sel lelur manusia.
Selanjutnya pada studi ir wive mzmpu menginduksi titer antibodi
vang bnggl dan tidak difemukan adanya kerusekan fungsi ovaram
(Paterson et &, 2002).

Mahoar (2002) melaparken keberadaan apti-bZP3 pada
gambaran wmunchistokioma sediaan ovarnum keling yang mendapat
imunmisas BZP3. Selanjulnya juga dilaporkan bahwa  imunisasi BZP3
pada kelornpok kelinc ldak  mermmbulkan gangguan terhadap
gambaran histolog ovanum maupun perkembangan folikel. bmunisasi
gengan bZP3 pada kelompok keling: dihasilkan rataan jumlah folikel

primardial  yang sama dengan kontral  melalui | pewarnaan

a7
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BAB .

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Konseptual Penelitian

Disertasi

Interaksl pertama antara spermatozoa dan zora pellusdsa
Merupakan suaty proses bindieg gang kompleks yang  retbatkan
reseplor. baik yarg ada pada sel telur maupun spermatozos [Hinssh
et &l 19394, Naz ef al, 2000 Tulsiari, 2000; Taket et af. 2003). Halini
berar bahwa reseplar proten sperm atozoa pada 2P terulue oleh suaty
molekul karbohidrat yang kompleks, dimana matekul ini harus terlepas
atau terhidechsis lebin dule aleh enzim yang dibasilkan pada wdung
spErmatozea  agar  spermatozod mencapal rantgi o protein yang
merypakan rezeplar prirngrnya yaitu nolkeku proten dan ZP3

Zona  pellusida-3  merupakan malekul  glikoprotein  yang
terglkgsias melalu M- gan O- bnkel chigosacehanide (Tulsian. 2000
Tasbot et al, 2003 Anlibodi werhiadap ZF3 telah diyakini mampu
menghalang fedilisas n wiie maupun o wive { Jackson ef 3., 1988,
Greenhouse gt 4., 1899). Beberapa penelifi 1elah melakukan penehtian
aengan mengu ZP3 sebaga wmunogen uniuk mengindoksi respon
rrun humoral, yang diyakine dapat mrenganggu &erding antara ZP3 dan
hgarnya yang ada gada membran spermatozoa Mamen dan dala

penelilian fan menjelaskan bahwa  anlbodi ZP3 bereaksi sangat
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lemah dengan ZP3 terghkosilasi, tetap reaklltas 0 diduga dapal
diingkatran dengan memperbaiki kualilas protein yang dipakal uniuk
induksi  anti-ZP3  (Tulsiani, 2000 Antiboedi hasil induksi ZP3
terdeqikosilasi diguga akan menghambat  pengikatan  resephor
spermatozoa, sehingga diduga dapat menghambat proses fertlisasi

secara reversibie.

3.2. Hipotesis Penealittan
Berdasarkan rumusan masalah, kapan teon dan kerangka
wonseptual penahtian, maka hipotesis easitian adalah ¢
Antihodi hasil induksi BZP terdeglikosilasi (bZP3dG) [ebih
efektif daripada anti-2ZP3 hasil induksi bZP3 dalam mengnambat
fungsi pengikatan reseptor spennatozoa dan  proses fatilisasi
secara reversible,
Adapun perjabaran dare hipoesis in atau sebagail sub hpotess
adaiah bahwa.
3.2.1. Hilangnya skatan ghkan pada bHZP3NG menyebabkan
adanya perbedazan karakter biokenizwn dengan BIP3A.
A 22 Hilamgnya ikatan glikan pada bHZP3 mempengaruhi profl

antivods has) induksinya.

40
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323 Antbodi  hasil induksi BZP3 dan bZP3dG  mampu
menghambat fungsi pengikatan reseptor spermatozoa.

324, Antibodi hasil induksi bBZP3dG lehin efektf menghambat
proses fertilisasi secara reversibie dibandingkan dengan

antibodi hasil induksi 52P3.

41
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N-glycanase > Bovine Zona Pellusida-3

Pellusida-3 (BZP3 )

¥

Mampu menginguksi
anyi-8£LP3

Sintesis anli-EZP3

Daya hambat
fertilisasi cukup

Disertasi

Tardeglikosilasi (bZP3dG)

'

Hilangnya komponen glikan
rmendorong sifat imunogenik
yang lebih spesifik

y

Lebih mampu menginduksi
anti-hZP3dG

Sintesis anti-LfP3dG
bertahan I2tih lama

Daya hambat ferfilisazi
kuat

—p

Dagar Perencanaan
Taknologi
Imunokontragepsl

Gambar 3.1, Skematis Kerangka Konseplual Paneltian

42

Analisis Antibodi Hasil Induksi ... Aulanni "Am



4.1,

Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

BAB 4
METCDE PEMELITIAN
Rancangan Penelitian
Pangltian inl adalah studi eksperimental  laboratonum
ekplaratf. Dalam cangka membukhkan tpotesis. stratleg: penelitran
Nl dapat dibagankan melalul beberapa tahapan penalitian yaitu -
1. Karaktesizas glikoprotein hZPG
2. Karakterigas: 5ZP3dG hasil deglikesilas) secara enzimatiz dengan
menggunakan enzim N-glycanase
3. Karaklerisasi ant-bZP2 dan ami-bZP3dG melalwi  evaluasi
spesifisitas reaks menggunakan metode Dot biot, Weslern Sial
dan inchrect ELISA,
« Lj  pengkatan reseplor spermatozoa dengan atau tanpa
sehadican ani-0ZP3 dan anti-bZP3d G,
S5 Ewmluasi  ant-BZP3 dan anmi-bZF3d; zebagar penghambat

fertilizasi m wive

43
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-'_Ir{nl-e_ksi [fl;earium J

Koleksi Casit |
Izalas) blP
. S —
[solal 2P
y
I SOS-PAGE
i Femitungan | Fenenti:an Rasea pita ¥
berat matekul [ | pratein Hasid SDS- PAGE | ' Elokirgelus:
hZP3 h melalui mete de -
o Densitomeln ‘
1
- e _1- -
l bzP: |
—iyry |
Penentuan

Fandungan probein.
kartahidrat dan
Qukppratein

Gambar 4.1. Bagan Rancangan Peneiban 1
Karaklensasi Glkoprotemin 82P3

-
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bZF3

1

Deglikozilasi LZP3 Melalui proses enzimatis
menggunakan N-{Giycanase

l

BELP3dG

|

SDS-PAGE

|

Perhitungan berat
malekil BZ P0G

Gambar 4.2. Bagan Rancangar Panslitian 2 -
Karaklensast GZP3dG Hasl Deglikosilzsi Secara
Enamabs Dengan Merggunakan Enzim A-glycansse
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wzpy | L bZPG |

IrmLrsas sub kulan

x

| Ratfus novercwo s jantan ‘
Golfur Wistar

_ — — - .- —_— e ——— e —

Rezpan imum humaral
fanti-bZ P32 dan ami-BZP 340}

l : !

frar Biat i Weslerr hial 1 Indirect ELISA

Disertasi

Gambar 4.} Bagan Rancangan Peneltign 3
Karaktensas Anti-BZP3 Dan Anti-bZP3dG Melalu
Evaluas) Spesifitas Reaks) Menggunakan Metode
Dot Biat . Western Blo! dan indirec! ELISA
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bZP3 BZP3dG

Imunisasi Sub kutan

r

Oryelolagus cuniclius
Beatina

I
, l

Respon imun humcr sl Fertilisasi in viva
(anti-bZP3 dan anti-bZP3dG)

r

L i N ;
F
ndi - fashirg Bmbrio

-

Profil Titer anti-bZP3
dan amti-bZP3dG

Gambar 4.5, Bagan Rancangan Penelitian 5 ;

Evaluas Arnti-bZP3 Dan Anii-bZP3d Sebagai
Panghambat Ferilisasi fn Vive
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Panelitian 1 adalah percobaan untuk melakukan karaktersast
dan molekut 57P3. Pada lahap ini dilakukan penentuan kandungan
prolen, karbohidrat dan glikoprotein dan isolat 2P maupun BZP3.

Peneldian 2 yamu penebiian untuk menghilangkan karbohidrat
yang tenkat melalni N-lnked Obgosacchande pada randai polipelida
molekul bZP3 menggunakan enzim N-ghycanase. Pada tahap ini dilakukan
penantuan berat maolekul dar molekwl 8ZP3 hasil deglikosilasi (BZP3dG).

Feneliban 3 adalah pengiian  untuk mengetahui kemampuan
bZFP3 dalam menginduksi anli-BZP3 juga 6ZP3dG dalam menginduksi
anti-ZP3dG pada kelompok hewan ooba tkys putih jantan {Rafus
novergicus) galur wistar. Uji spesifitas antara imunggen dan antibodi yang
dilimbulkan diup manggunakan metode Daf biot, dilanjutkan Weastem blak
unluk mengeatahui kebenaran hasil induksi {ani-bZF3 dan anti-bZ2P3dG)
dengan molekul penginduksi (82F3 dan 5ZP3dG). Pada penelitian 3 imi
juga diakukan pemeriksaan anlibodi haszil induksi AZF3 dan 0ZP3dG
melainl metode indirec! ELISA uniuk mengetahui profil antibodi  hasil
induksinys.

Fengliian 4 adalah penelitian unluk mengetabyi  fungsi
pengikatan antara spermatGzoa dengar resaptomya yaitu BZP3  baik
yang uluh ataupun yang telah mengalam deglikosilas: dengan atau tanpa
kehadiran anti-bZP3 maupun anti-bZP3dG. Data pada peneliian tahap
ini adalah berupa gambar fotografl yang direkam menggunakan kamera

digital dan disimpan sebagai file JPG menggunakan perangkat funak

4
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Adope Photoshopse melaln komputer  mecggunakan program
AverTWrcoia

Fereltian 5 adalah panelitian  untuk mengetamhoi kemampoan
BZ2P3 datam menginduksi anti-bZP3 uga BZP34G daiam mengnduks:
ant-5ZPInG  pada kelompok hewan coba keling betina {Onectolagus
comiguius) lokal,  Up profl ant-BZP3 dan ant-RZP3d5 damat melalu
tretode drect ELISA. sedangkan uji infertilitas dan kembalinya ferlilitas
dlarukan melaluy metede fushing embng pada kgiompok kKeling: pasca

ETILMISAS.

4.2, Populasi Dan Sampel Penelitian

4 21 Pensliian 1. Karakwernsas ghkoproten bIP3.
Sampel pada penelitan 1 1m adalah cwariom sapl yang  dipercleh
dafn Rumah Potong Hewan (RPH),  kemudian dilakukan aspirasi
uniuk mendapatkan oosil sebagar Daham unluk sQias:  dan
karaklerizas BZFS.

4.2 2 Peneltian 2° Karakterisas HZP3dG hasil deglikositass secara
enzrnabis dengan menggunzkan enzim N-glyednase
Sampel pada penalilian 2 adalah solat BZP3 yang diperclen dar
penelitian 1.

423 Penglitian 3 HKarakterizasi ant-0ZP3 dan anb-bZP3dG melalui
evailasl  spesiitas  reaks  nenggunakan metode Dot blol

Waslern Blat dan indirect ELISA

A
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Sammpe! peneltian 3 adaian 0°P3. GARPADG dan Freund’s adiuvant
=schagal <arra pada reunisasl secara sub <wan pada kelompon
Tisws pulis antan (Ralfes novespews) galus wistar dergan jumlah
pergulangan 8 kall

4.2 4 Peneltian 4. Evaluasi peran  |katan glkan pada gukoprotein 8283
melalu up pengikatan resepbor Spermaloros
Sampel peneltian 4 adalan 52P3 dan £ZP3d0 dengan  jumilahb
pengalancan & «adi

4 2 & Penslitan & Evalyas anh-0£P3 dan ant-LZ2P 2040 sebaga bahan
penghambal feritisas m owwo,
Sampel perelmar S adalah 52P3, BZFP340G dan Freend's agiovant
sebagal kontral pada imy1sas secara sub ku'sn paoa kelompak
kelinz batnd (Qnaonlzgus cuicldies) betina dengan Jumlah

penguiangan 3 kal

4.3 Variahe! Penelitian
4.3.1, ldenbfikas Variabel Pengiitian
Vanabel pada rencana penelitianim yaitu 1) vanabel bebas,
21 vanabel erga~tung dan 21 vanable kendal.
- Vanghel babas meaaput
Dosiz bAP3 dar BARE terdeghiknseas (OSP3dG] uniug
SrmumsdAm kelompok hewsan

- U imunaggis dengan metade dof kiod westem
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bigt dan mdrect ELISA
- Pengikalan reseptor  spermatozoa
- ujidaya hambat fertlisasi s vivo
- Vanabel tergantung melpuli .

- Wer anb-HSP3 dan anti-BSPIdG  pasca imumisasi
peErsentase  angka fertilsas v berdasarkan
ditemukannya embrio pasta Imunisasl.

- VWamabel kendat meliput
- cara  deglkosilas #ZP3 0 yabe menggunakan enzim N-

Ghycanasa dan dmur hewan coba

4.3.2, Definisi Qperasional Yariabel
1. Karakier anti-LZ2F3 oan  anti-0, P 338G mebpuot .
a. Mikai  tter  ant-£7F3 dan ant-fF3dG pasca
imunizas) melalul metede indires! ELISA
b. spesifisitas r2akesr antara 0ZP3 terhadap ant-HZF
seTta BEP 34 terhadap anl-6Z2P3d0G
menggunakan metade Dol dal dan Weslerm ol
¢ Paran katan ghkan pada molekul BZP3  diamati melalul o)
pengtkatan reseptor spermatozea dengan atay tanpa kehadiran
anti-hZP3 dan ant-5ZP3diz
3. Daya hambat feritizas - adalah penghambatan fertlisas 7 wee

pada ketompok hewan coba keline betina yang dimunisas bZP3
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dan &FP3dG. diukur me'alui ditemukannya embria fase marula

Pa5CA IMUMISaS

4.4, Bahan Penehtian

4.4 1. Bahan peneltian erupa ovanum segar dar sapi yamg diperoleh
dari  beberapa Rumah Patong Hewan (RPH) & Malang dan
Surabaya. Ovanum segera disimpan dalam MaCl fisiologis 0.9 %

yang mengandunyg penisihn - 05 ILUL dan Streptomisin 100 pg L.

4.4 2 Reagen Kimia:

Beberapa bahan kimia vang dipakai dalam penelitian ini
adalah . Na-citrat (Sgrma, 545841y, ddHzO;, Deomiead waler
inancpurel,  Tween-20 (Borad, cat. 170-6331),  phosfat buffer
gakn-Tween (PES-T. pH 7 4}  bufer Carbonat-picarhonat | NaCl
(Sigma, S5-TB93); asam siteal (Sigma, C-0508910  penisillin [Meijih;
streptomisin (Megn: sodium azide (sigma, $-B032); “Glycoprotern
Carbohpdral Estimalion B " (Pierce. cat. Moo 2326800,
"Giycopratewr Slaming /1 ° [Perce, cal 24562), amanum sulfat
{Sgma, A-2938); Armonium Persulfat (4PS, Biorad cat 161-0700),
Casen [Sigma.C-5890). Bowvine Serwm Albumin (BSA, B 4287),
buter tns-glsin,  bufer fosfal,  s-aknlamid {plus gne, cat, 17-
13041);  pohaknlamid (Promega. YWi11A),  Sodivm  Deodooy

Sulfonat (SDS, Riorad, Cal 161-9301)  TEMED (Sigma),

-1
L
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mercapteethanal (Bqorad, cat, 161-0710)  Commasie Briliant Blue
R250 (Sigrma C-7920) Conmasz Brilam Blue G250 {2igma G-
7920); Bromophenal blye (Merck  §922.0025); marker pratein
iBiorady, Glisin [Sigma G7:03), Ampholite (Sigma, A10043), M-
Glycanase | Rec. N-glycanase™ . Glyko, E-5008)  kloroform
(Merck]. ethanal {Merck), mathansl (Merck. 822158). Comples!
Freund’s Adwvand (CFA, Sigma FLE5) incomplest Freund's
Agiuvant {IFA, =migma FS50EY anti-Ral-lgs AP conjugate
{Pramega), Anl-Rabbit-1gs Alkalne fosfatase cormugate (Biorad.
53531 Dethanolaminge Sigma  00S83%  oNFP  ipars-Nitro-
phenylphosphat, Sigma WN9338); Membran Milraselulosa, Mg,

pSigma. MO250

443 Hewan Coba : Tikus putih jantan (Satus novergicus) galur Wistar
umyr 3 bulan, yang dipgroleh dan PUSVETMA Surabaya, dan
kelinc betina (Orpcicfagus cumiclits) lakal yang telah beranak satu

kal. yang chperclen dan Peternak di kota Baty Malang

4 4 4 Purglatan .
Alat yang dipakai dala peneltian ini adalah  waterfath
freezer -407 rofrigarated coptefuge. seperangkat peralatan gelas,
sprnge disposable 18 G dan 21 G [Terumo Co., Europe), cawan

pelrl diameter &, pinset, pipet pastewd steril,  Polypropylen

£
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tubes 15 ml; oven; mikroskop invened, mikroskop cahaya;
neraca analilk merk Saronus bipe PE - €20, pH meter merk
School-Gerale tipe CG £20; Autocfave; Biorad elekirophoresis
{Vertikal dan Horisontal); spektofotometer Uv-Vis, micropiped,
tip-micropipet;  kantong  dialisis  (Sigma, D8652), dot blotter
(Blorad). transfer blotier ‘Biorad), ELISA reader {Biorad), plate

ELISA dan mikroskop (Nikon microscope OPTIPHOT-2).

4.5. Lokasi Dan Waktu Penelitian
Penelitian ni dilakukan di Laboratonum  Bickimia,  B.ologi
Molekuler Fakultas MIPA serta Biomedik Fakultas Kedokteran,
Universitas Brawijaya, Malang. Wakiu Penelitian mulsi butan

Januan 2002 sampal Januark 2003

4.6. Prasedur Pengumpulan Data Penelitian

Penelitian | - Karakterisasi b28*3 Dari Dosit Sapi

Melode Pengumpuian Sampel Owvarium -

sampel ovanum diperoleh dari sapi yang dipolong di beberapa
RPH didaerah Kodya Matang dan Surabaya segera  dimasukkan dalam
farutan NaCl 0,9 % steril yang mengandung  antibiotik Pemisilin 100
IWiiter dan Streptomisin 100 pgdliter. Ovanum yang dipercleh seseqgera
mungkin dibersihkan dari jaringan ikat dan lemak, kemudian dicusi dengan

NaCl 0.8 % steril mengandung perisilin 100 IMiker dan streptemisin 100
5%
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pgtiter | dan diiakukan pengumpulan  cost melalui aspirasi pada folikel

yang berdarmeter 3 mm - 5 mm

Mefode Pengumpufan OQosit!

Owanum sapl dambil dan EPH. dicuo 3 kall dengan NaCl 0.9 %
suny  38°C yang mengandung antibiotik  Owarium diambil dengan
menggunakan pinset steril dan pzrmgkaan dikeringkan dengan fissue
glerl. Syringe 225 G dusi dengan 1.5 ml medom pencuc, setanjulnya
diusukkan ke bag@an parenkim ovanum dekgl wesika folikel (bagian
worteks). Folikel dengan diameter 3-3 mm yang berada dekat titik lusuk
jarum diasprasi, setelah zernua termisap xemudian dimasukkan dalam
tabung reaksi dan ditambahkan medium pesces dan disimpan dalam
waternatn pada suhu  38'C selama 10 ment.  Bagian atas medium
pencuci diambil dan digant medw.m pencuc yang bang dan dismpan
calam waterbath selama 10 meni dan diulasng sebanyak 2 kali, Cairan
asebirasl yang sudah dicugi sebanyak 3 kal tersebut dituangkan ke dalarn
cawan petri sieril diameter 50 mm. Semua 2osit yang didapat, diperiksa
dengan mikrogkop nwerted  pembesaran 100X Oosit  diambl
menggunakan ppet pasteur yang  lubangrya dibuat sama dengan

diarreter gos:t

56
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Metode Isqlasi Zona Pellusida Sapr {hZP)

Isalasi bZP dilakukan dengan metode mekank Metode mekamk
dilakukan dengan ¢ara menyobek dinding oosit dan mengeluarkan isinya
Penyobekan dilakukan dibawah mikroskop cahaya dengan  pembesaran
100X menggunakan modified fne pipet (Sumibm and Aulanniram, 2000

dan Aulanni'am, dkk , 2001)

Metade isolasi hZP3

solast natve glikoprotein BZP3 dilakukan dengan metwode
elektroelusi  (Sumitro and Awlann'am, 2000 peda ofa yang muncul
datam runring S0D5-PAGE terhacap tolal ZP yang telah dikenfirmasi
dengan pewarnaan “Glyeoprofeit Stamng K dan Ferce (No Cat
24582

Lntuk memperoleh pita dar &2F3 dilakukan elektroelust datam
Electroglution chamber terhadap hasil runring SOS-PAGE sarmpel bZP3.
Adapun  caranya adatah satu suriuran get hasil 5DS-PAGE bans
marker dengan pewarnaan Comnase Briant Blue R-250, dan salu
sumoran  yang bens sampel dwarnal “Glhycoprolein Stairimg Kd Y dan
Fierce (Mo Cal 24562} Bagian gel yang lain dipctong pada posis pra
EAF3.  potongan pita pada gel i dimasukkan dalam kantong selofan
(kantong dialisisy dan diglektroelos dalam 2.5 mM o buffer Tris-glizin {pH
B,3 3 pada kandis kanstan current 20 mA. 250 volt pada suhy 4°C (Coal

Hoom) selama 12 [am  Hasil elekioelusi ini kemugdian dikaraklensas

%7
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berdasarkan kandungan protein, karbolidrat dan glikopratein sera  berat
moiekul (BM). Setanjutnya  isolal bZP3 dipakai sebagai bahan induksi
twosintesizs  antibadi  terhacdap BZP3 (anti-02P3) dan dilakukan proses
deglikoslas  uniuk mendapatkan bZP3 lerdeglikosilasi (BZP3dG) serts
anl-eZP3dG. Kemudian dilakukan karaktersas  berdasarkan svaluasi
spesifitas reaksi imunologis menggunakan metade Dot blot dan Wesiern

biot untuk selanjutnya dievaluasi sebagai bahan panghambal fertilizasi.

Metode Karakterisasi Bickimiawi bZP3

Karaklensasi 5FP3 dilakikan  unluk  mengetahon  sifat-sifat
bk nni g masing-masing glikoprotein B67F  hasil solast  yailu;
kandungar protein, karbohidrat dan glikoprotedin (Walker, 1994 | Sumitro |
dkk.  1988). Karaklerisasi parameter dialas  dilakukan dengan
menggunakan “Glpcogplein Carbofydrate Eskmation #¢ ° dan Pierce
{No. Cat. 23280} dan metods Biuret secara spekirofotometn. Penenluan
kandungan glikoprolein dan karbohidrat  dari sampel dilakukan sebagai
berikut .

Disiapkan 2 appendorf, 2 eppendor dis 04 ml gltkoprotein
assay bulffor sebagai blanko dan 1 epperndorf dist 16,7 b sampel ZP dan
diencerkan sampal voluma G4 ml dengan petarut ghkoprotein assay
buffer. Kemudian masing - masing eppendof dilambankan 0.2 ml Kalium
Periodat 10 mM., dihomogenkan dengan variex, dan dinkubast pada subu

ruang selama 10 menit. Selanjutnyva masing - masing eppendor di

3k
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tambahkan 08 ml ghkaproten deteckon reagent 0,5%, dibomogenkan
dengan vortex dan dihkubasi pada suhu ruang sefama 1 jam. Kemudian
diukur serapannya menggunakan spektrofolometer LV- Vis pada 2 maks.
520 nm dan diularngi 3 kali.

Kandungan glikoprolein dart karbohigrat dan sampel diperoleh
dengan  membandingkan deagan lafutan  standar  proternys,
MEenggunakan rmys :

Glikoprateinimg/mi} =

1 LY g
erfverrfeenss soegaed = o proteinimaiml) = pengenceran

crfererrbarner & fancfg

Karbchigdrat (mgfmih =

Kandungan glikoproten = % total Karbohdrat standar

Penentuan Protein menggunakan metode Biurel diawal dengan
pembuatan kurva standar BS5A (Lampiran 34). Preparasi pengukuran
privein dan sampel dilakukan sehagsi berkut

Kandungan protein ZP ditentukan menggunakan reagen biuret
dengan paenambahan larutan standar BSA. Diambil 0.5 mL sampsl ZF
ditambrah 1 mL larulan standar B5A 5000 gpm dan 4 mL reagen Durel,
kemudian dikocok dan didiamkan selama 30 ment pada subu kKamar.
Kemudian divkur sevapannyz dengan spekircfolometer UY - VIS pada
amaksimum yaitu 550 nm. Sebagal blanke dipipet 1.5 mL ar dan

ditambah 4 mL reagen biuret, dikgeok dan didiamkan selama 30 menit

54
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pada suhua kamar, kemodian dgkur serapaanya dan diilang 3 kali.
Kandungan protein ciperaleh denguan cara mengkonvers data absorbans
ke «pnsenirast melalu: persamaan reqres linier kunva standar BSA,

menurut Harmilton, §1992) rnenggunakan romus

Y :
Y=aX , K= di mana X= kansentras: iotal protein

Fenentuan Berat Malekul protein dan 8ZP3gG dengan metode
S03-PAGE menggunakan pewarnzan  Commasie Brnfffand Blue R-250,
sedangkan wrtuk berat rolekul rel3tif glkoprotein £2P2  menggunakan
‘Gecoprolen Staming K - dari Fierce (No. Cat. 24562

Penentuan Berat Molekul Proatein (EM) dan pita-pita pratein yang
muncul  ditentukan  dengan  mengguenakan  protem slandar  vang
dignutkan dengan  menghitung mobilitas relatif [(BF ) menurut Surmitro
Ak, (1008}

Oua dimensi elektroforesis (IEF-S5D5-PAGE) dilakukan wntuk
mengetanul migrast masing-masing pita hasii saly dimens S05-PACE
Adapun langkah metode ine adalah sebanai berikut

lzolat ZF sebanyak 600-700 ZF difarutkan dalam 20 pl larotan
brez 8.5 M oyang mengandung. 2% ampholing [(pH 4-7) 5% B-
mercaptoetanal. 1% NIP 40 Samoel dinkubas pada suhu ruang selama
30 ment, kemudian dismpan pada -20 "C dan sebelum direamng sampel
dipanaskan pada air mendidih zelama 2 menit.

Gel dibuat dan larulan yang mengandung; 4% Akrilamid, 0.2%

M N meshylens bisacoylamid, 6,9 Munza 2% amphaling [pH 2,5-9 dan 4-

il
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&,9) dan disusun pada a'at rseefecnic focusng Tangki bawah diss dengan
1 mh H;PCh sedang tancks atas dis dengan 20 mM Na3l, kemudsan
Mlakukan pre-ming pada 400 ved selama 30 menit.

Sampol dimasukkan surmuran gel  dan dilakukan rerning cada
kanstan woil 400 W selama 3.5 jam, kemudian gel dikeluarkan, @an
dire~dam dalam B2.5 mmaol Tns-Cl bufer pH B8 2 % 8DE, &%
rrercaptcethandl selama 30 min

Gel hasil isoelectn: focousmg kermudian difatakean diatas 10% gel
akrlamd Running elektroforesis 505 PAGE  dilzkukan pada constan
curent 20 mé =glama 1 |am. Selanutnya gel dikeluarkan dan drakukan
pewarnaan dengan mergounakarn ' Ghycogrpfem Starng K" darn Poerce
{No Cal 245529,

Rasia antara molekul 57F yang muncul  determukan melalu
denstogram menggunakan denstometer terhadag hasi runming 505-
PAGE 10 %, Analisa densitometnk terhadap gel hasil elefrotocesis dratas
zebuah lempeng aluminum yang dibasabn dengan sedikit akoades, unluk
rmenghindan agar gel bdak mengering. Gel dimasukan ke dalam Scanming
chamber, lampu ilumimasl dinyalakan dan darahkan pada pila-pita pada
gel yang akan di-scan Satu sumoran (wel) tersebut digrahkan agar
dilewah aleh cahaya luminas yang merupakan scberkas cabaya hijau
yang berupa gars tips. Pada prosas im terdentifikas lebar dan panjanyg
surruran yang akan di-scan Langkah  selanutnya adalah mengisikan

parametar yang peflu dickur (lebar pita, panang sumuran dan panjag

al
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gelombang) pada perangkzt lunak yang membaca dar mengolah hasil

scamning. Selanjulnya scamiihg chamber ditutup dan proses scanmmig

dilangsungkart.

Panglitian 2 : Karakterisasi bZP3dG Hasdl Daglikosilazi Secara
Enzimatis Dengan Enzim N-gfycanase

Froses deglikosilasi  terhadap molekul 57P2 dilakukan  menurnt
malode Tulsan (20000, Enzim  A-ghcanase yang dipakan adalah

PNGaseF (Mo cat. E-5006 |, produk Genzyrne Coorporation ).

Tahap-tahap penalitian 2 :
Metade Deglikasidasi bZP3
lsolat pEF3 sebanyak 500 pg  ditambahkan dalam 45 pl 1x bufer
inkubasi. Kemudian dilambahkan 2 5 pl 505 dengan konzentrasi akhir
adatah 0.1 % dan dilakukan proses denaturasi terhadap glikoprotein
melalui pemanasan 100 °C selama 5 menit, dan selanjutnya dibiarkan
sampan dingin.  Chitarmbzahakan 2, 5 pb KP-A0 dangan konsentrasi akhir
adalah 0,75 % dan ditambahkan 2ul.  M-Glycanase semalam pada subu
57 °C. Selanjutnya disimpan pada -20 °C.
Isolal HZP3dG  dikaraklersasi berat molekul protein melalui
305-PAGE. Selanjulnya HZP3dG dipakal zebagan bahan induksi
biosintesis  ant-bZP3dGE  dan dikarakberisast berdasarkan evaluasd

gpesifitas reaksi immungiogis menggunakan metode  Dof bfof dan

42
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Western Blot  untuk selanjutnya dievaluzsi sebagai bahan penghambat

fertilisasi i v,

Metode Karakterisasi Biokimiawi bZP3dG

Karaktensas BZ2P3JG dilakukan  untuk mengelahu sifalsifat
biockimiawi bSP3dG mehputr berat maolekul protein inti berdasarkan
metads SDE-PAGE menggunakan pewamaan Commasie Bafian! Dlue
R-250 dengan menmentukan dengan manggunakan protein standar yang
dlarutkan dengan  menghilung mokibtas relatif [Rf ) menurat Sumtro

dik. (1958}

Penelitian 3: Karmakterisas: Anti-bZP3 Dan Anti-bZP3dG Melalui
Evaluasi Spesifitas Reaksi Meonggunakan Metode
fot Blot, Westermn Blot Dan indirect ELISA

immunisasi Tikus Dengan bIP2 Dan GZP3a:

Hewan coba yang duimunisas bZP3 dan 8ZF3dG adalah Tikus
jantan  {(Raftus novergicas)  galur Wastar,  selelah diaklimatisasi
dikelompokkan memade 3 perlakuan (tiap periakuan dilakukan 3 kali
ulangan, tiap vlangan 2 ekor). Adapun pedakuan yang dibenkan adalah

sebagai benkut
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a. Perlakuan 1{ Kantral)

Enam befas ekor tikus diimunisast  lanpa &ZP3 ataw
LZP3dG, vatu hanya dengan Freunds Adjuvant (CFA dan
IFA) 100 plfekar. IFA ditenkan unluk bovcster.

k. Parlakuan 2

Enam belas ekor tikus dirmunisas dengan isolat 52P3
dengan Freund's Adivwart [(CFA dan  IFA)  dengan
perbandingan dosis antara adjuvant dengan 5ZP3 adalah -
101, yaitu 120 pg/150 pl. IFA diberikan untuk boostar.
c. Perlakuan 3
Enam belas ekor tkus dimunisasi dengan isolat b2ZP3
terdeghkosilasi (hZP3-D3G) dengan camer Freund's Adjuvanl
{CFA dan IFA j dengan perbandingan dosis &ZP3 @ adjuvant
101, yaity 150 pgf150 pl,. IFA diberikan untuk boaster.

Fada hewan percobaan yang dimmunisasi | dilakukan bocster
dengan dosis yang sama menggunakan bHZP3 dan bZP3AG  dan
pamanenan berdasarkan prosedur standar {Bigsysterm, 1599)

Imunisasi pertama dilakukan pada perlakuan konbel hanya
digunakan CFA, sedangkan pada periakuan 2 dan 3 dinjeksikan berturut-
turt dengan 120 ul 8FF3 dan 180 pl bAP3AG ke dalam Complele
Fraund’s Adiuvant. Imeksi dilakukan di bagian suh cotant pada beberapa
sis. Imunisasi ke dua dan ke tiga dilekukan menambahkan 150 pl BZP3

dan  HZP3JG ke dalam Incowmplele Freund's Adiuvant yang disebut

A4
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sehaga: boaster | pada har ke 28 dan bocster I pada hart ke 90 pasce
imunisasi pertama.  Pengambilare darah dilakukan melalui vena lateralis
ekar. volume darah yang didapatkan berasar antara Z250-500ul tap ekar

tkus (Biosystemn, 19849,

Pengambifan Serum

Darah yang diambil melal.n vena fateratis ekor, ditampung dalam
tabung ependarf, didiamkan seiditar 16 menit dalam =sghuy kamar,
kemudian disentrifugas) dengan kzoepatan 1500 rpm selama 15 meanit
sehingga terbeniuk dua lapsin  Supernatannya merupakan serum dan
kemudian dimasukkan pada cryotube unluk selamutaya drismpan dalam
freezer dengan suhu —70°C atau digunakan untuk ocemurnian 1gG dan
pengukuran titer  anti-BZP3 dan ant-bZP3dG dengan metode irdirect
ELISA, spesfitas reaks terhadap b.2P2 dan ZP3dG melalui metode Dol

bilat dan Westerr biot,

Pemanenan Anti-BZP31 Dan Anti-tZP3dG Dari Serum

serurn yang  diperoleh dimornikan dengan penambaban
Amanium Sulfat jenuh (545 50 %) dengan perbandingan volume vang
sarra artara serum dengan SAS 50 %, dihomogenkan selama  f menit,
didiarmkan selama 10 menit pada suhu 5 "C. Serurm ini kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 30C0 rpm selama 30 menit pada suhu

4°C. Supernatan dibuang, presipital ditambahkan 545 50 % sebanyak

Al
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sepulub kalk valume,  serum dihcmogenkan kemudian disentrifugasi l3q:
dengan kecepatan yang sama selamma 30 mend  Supernatan dibuang,
prespitat ditambabkan 0,05 M hafer fosfat pH 7 dengan  volume yang
sama, dmasukkan ke dalam kantong sedofan. dilakukan dialisis dalam
001 M bufer fosfat pH 7 pada suhu 5% © selama 24 jam, akhur dialisis
gidatuly dengan mengu) bufer dial &s diluar  ka-tong selofan dengan
arutan Balll,  (apabila sudah tidak terbentuk endapan pubh BaSoh
giaisis  dibentikan).  Anti-E£PS dan ami-62P3dG yang dibasilkan
thaimpan dalam freazer dengan suhu  —70°C uniuk uj immunobiotfing

desgan rretode Dot blot dan Westesm bl dan indires! ELISA

Pengukuran Titer Anti-5ZP3 Dan Anti-bZ2P3dG

Fada pengukurar: tiler anti-f ZP3 dan anli-b7P3dG dipaka metode
indirect ELISA  untuk mengetabun ter dar anli-8ZP3 dan anb-H2 P3G
MEqoplate 96 well di coaling derngan 5ZP3 atau 2P 346 sebanyak 7100
LI kemud.an dinkubasikan pada 4“0 setama 24 jam Setelah o dilakukan
pencucian dengan O 05% FBS-Tween 20 zebanyak & kali dan  diblck
dengan B5A grade 3 dengan kansientras 1% kemudian dicusl seper
dizias. Setelan tu direaksikan dzngan aof 0203 atau anti-bAF3d0G
aebanyak 100 Wl dan dimkubasikan pada suhu 37°C selama 1 opam.
aelanuinya dicugl B kali dan direaksikan dengan antibad kedua  konjugat
Alkalin fosfatase dan deinkubasikan cada 37°C selama 1 Jam kemuadian

dicuc gan akhirnya dfambahkan substrat pNPP dan jika warna pada

fal
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kanirgl sudah berubah menjadi kumng maka reaks: dinenlikan  Hasil hiter

anti-BSP3 dan anli-57P3d G dibaca sada ELISA reader sistem BI0-RAD

Matode Dof Giot

Isotat 82P3 dan BZP34G dalam PBS-Na Arxida 1% diteteskan
pada membran mtroselolusa yang ‘elah dibasahi dengan PES. Membran
yang bensi antigen ini kemudian dibfoking dengan hipking buffer selama 1
jam  dan selanjutnya dicuc dengan 005 % PES-Tween 20 (3 menil
yang diulang 3 kai }, Hasilnya kemudian diinkubasi  dengan serum {anti-
bZPF3 atau anti-0ZP3dG) dalam PBS-Skint Mitk 1 % selama 2 jam.
Selanutnya dilskukan pencucian dengan 0,05 % PBS-Tween 20 {3 menit
vang diulang 3 kal). Ha=il yang didapalkan mkubasi kembali dengan
antibodi sekunder {Anfr Rat fgG AP Corfugate ) selama 1 jam dan dicuei
kembali dengan PES-Tween 20 0,04% % selama 3 menil yang diulang 3
kah Kemudian dlakukan inkubasi dalam substral Wesiern Blue dan

dikeringkan pada suhu kamar.

Melode Western Blot
Weslem biot dilakukan dengan menggunakan agmen pita 5ZP3

dan bZP3dG yang telah dirunming dalam 305-PAGE dalam kondisi
tereduksi dan ditransferkan pada membrane MNikgsellulosa. Membran
dizlok dengan 3 % BSA dalam 20 mM Tris-Ct pH 7.5 dan 150 mM NaCi
selama salu jam, selanjutnya dinkubasi dalam  TrisMaCl  yang

mengandung 1% BS5A  demgan anti-bZP3 alau anli-bZP3dG, sehagai

67
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anbhod primer. Kemadian diceo dalam Tos-Cl yang mengandung 0,05 %
Tween 20 Selanuinya membran dainsubas: dengan antibedi sekunder
fanti-Rat 196G labei AP, pengenceran 1-1000) dan dtambahkan substrat

western olue

Penclitian 4 © Uji Pengikatan Reseptor Spermatezoa Bengan Atau
Tanpa Kehadiran Anti-b2P3 Dan Anti-BZP3dG.

Penyiapan Spermatoroa

Semen sapi yvang dipercleh dilakukan pemenksaan rmakroskopis
wvalt, woiume, wartna, bau, oH dan Konmstenm dan pemenksaan
s rdskaois meliputi matilitas individu. metilitas massa, persentase hidup
dan xansentras Wy kualitgs serren sap meliooh motilitas indiwcu.
nersenlase hidup dan kansentrazi. Selanjutnya semen sap digncerkan
dengan medium Bracked ang Oiliphant's [BOY Selanjutnya dilakukan uy
pengikatan  reseplor BAP3, EZP3diE dengan spermalozoa dengan dan

tanpa kehadiran anli-6ZF3 dan atau ant-bLP3dG

Metode Ui Pengikaten Reseptor Spermatozoa

lsclal 8£P3 dan b7P340 calam PES  dengan dan tanpa anh-
bZF3 dan anti-bZP3dG dilapiskan pada glass shde yang telah dimodifikasi
dengan melakukan grafir bentukan gans meman:ang pada bagan tengah.
Kemudian dilakukan bipcking dengan PBS .Skim 5 % semalam didzlam

raang dingin Sebelum direaksikan ditambahkan spermatozoa pada glass

68
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shide tersebut, maka teriebih dahulu dilzkukan pencucian giass shide
dengan PBS-Tween 20 0,05% sebanyak 3 kali tiap 3 menit. Reaks
spermatozoa dengan reseptornya dilakukan selama 45 menit pada suhu
37 °C. Selanmutnya dicuci dangan FBES-Tween 20 0,05 % {3 menit yang
diutang 3 kali), difiksasi dengan 2% glularaldehid dan  dilakukan
pewamaan menggunakan CBB G250 (Comasie Brfkan! Blwe G-250).
FPengamatan dilakukan dibawah mibraskos dan data berupa gambar yang
direkam menggunakan kamera dicital dan disimpan sebagai file JPG
menggunakan perangkat lunak Adope Fhotoshope matalur komputer

menggunakan program AverTvmedia.

Penelitian & : Evaleas:i Anti-bZP2 Dan  Anbi-BZP3dG  Terhadap
Daya Hambat Fertilisasi in Vivo

Liatuk kepecuan  fertilisasi m vivo dipakal kelompok hewan coba
kelinor betina dan kelinci jantan fokal (Ornvctolagus curicoivs), yang
diperoleh dar Peternak di Kodya Baty, Imunisasi diberkan dosis yaihy @
200 pg/400 pi. Perlakuan yang diberikan adalah .

T} Immunisasi hanya dengan  Freund's adiuvan!
{2} Immumsas denganaisolal BZP3 dalam Freund's adprvant
{3} Immurisas dengan isclat 8B2P3dSG dalam Freund's
adiuvarnt
Titer antibodi terhadap 7P3 dan 8ZP3dG diokur dengan
melode indirect ELISA pada har ke 38, 45, 52, 66, 73, 80, BY, 105,

na
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1120 179, 125, 135, 140, t4Y dan 154 pasea imunisasi. Daya hamkbat
‘eruisas dan kembalinya daya ferilitas damali dengan  melakukan

fiushing embrio.

Penyiapan Hewan Caoba

Hewan coba yang dipzka dalam penelmian ini adalah kelinc
oetna [(Qryctolagus coniclius) Iokal.  yang berasal gan Batu yang telah
Beranak satu kah, mendapal perlakuan muisas dan hewan jantan
disiapkan untuk wi terhadap days kamoa: fertilisasi.

Hanr ke-80. 90, 120, 150, 20 dan 210 pasca imunrsas hewan
coba dikawnkan dengan cara merma sukkan dalam kandany pejantan ratio
="' 5% Kebneo yang telah dikawinksn, 72 jam kemudian dikorbankan dan
dbedan selanutnya diambi saluran -eproduksinys yang ferdin gdan owiduk
dan uterus. Kemudian dibersinkan dite jaringan rkal dan lemak yang ada

gsekitamya, dan dicuci dengan MaCl fisiglogiz 0.9 %

Metode Flushing Embrio :

Saluran reproduks keling ywang BeErupa oviduk dan uterus
dipisahkan aniara bagian kanan dan bagian ki Setelah tu disakukan
Pfushng embrio pada masing-masing kagian tersebut, dengan cara
menggelontor saluran reprodukss dan pangkal ovidak hingga  wiecus
dengan 10 ml FBES menggunakan spuit impeks: 2259 G Hat ine difakukan

sebanyak 2 kalk Embro hasil flushirg dilampung dalam cawan Pein dan

H
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diamati fase perkembangan embric dengan menggunakan mikroskop

invirted, serta dilitung jumlah embng yang dihasilican.

4.7. Anzlisis Data
4.7.1. Penelittan | : Karakterisasi Glikoprotein bZ7P3

Fenelilian 1 ini merupakan penelitian eksploralf, sehingga tidak
ada analisis stalistik, dala disgjikan secars deskriptif. Parameter yang
divkur pada penelitian 1 adalah kerakler biokimwawi meliputi kandungan
glikoprolein, karbohidrat,  protein dan molekul 5ZP dan 5ZP3, berat
molekyl pita-pita 8ZP dan bZP3 serla rasio mol dan pita-pita yang muncul

hazil S0O5-PAGE

4.7.2. Penaiitian £ : Karaktensasi & P34d0G Hasil Deglikosilasi Secara
Enzimatis Menggunakan Enzim AN-glycanases.

Fenelitian 2 ini merupakan penelitian eksploralf, sehingga Ldak
adz analzis stalistik, data disajikan secara deskrptif. Parameter yang

ciukur pada pensitian 2 adatah berat molekul 5ZP34G hasif SOS-PAGE.

4.7.3. Penelitian 3 : Karaktensasi Anti-b2P3 Dan Anti-0ZP3dG Melalus
Evaluasi Spesifitas Reaksi Menggunakan Metods
Dat blgt . Weslam Blol dan  indireci ELISA,

Fenelitian 3 int terdapat 3 perlakuan imunisasi menggunakan (1)

hanya Freend's adjiuvan, {(2) AZP3 dalzam Freund's adivvant dan (3]

Tl
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£2P3aG dalam Freund's adiovand, yang diberikan dengan lama imunisasi
yang berbeda

Raritangan peneltian yang digunakan adalah Rancangan Acak
Lengkap pola fakianal (3x15) mengounakan & ksl ulangan, tiap ulangan
2 ekot thus jantan (Ratfus novergicus) galur Wigtar,  Faktor pertama
Fakior pertamna acalah jenmis antigen (3 macam. yaitu  Freund's adivvan!,
LZ2P3 dalam  Freund s adipvant dan bZP2dG dalam Freund's aduvant)
dan faktor kedua adalah lama imunisas (han ke - 36, 45 52, &9 66, T3,
B 87 105, 912 1% 126, 133, 140dan 147 pasca imunsasi.

Analisiz ragam digunakan untuk mengup pengarvn pedakuan

terhadap prafil antibod

4.7.4, Penelitian 4 ; Evaluasi Peran lkatan Glikan Pada  Glikoprotein
bZF3  Melala Ui Fengkatan Reseptor
Spermatozoa
Fada ) pengkalan ~eseptor spermatozoa ini bdak dipedukan
arnalsis  stalistik, karena meropakan  penelitian eksploratit untuk )
pengikalan reseptor sparmatozoa dendan dan tanpa kehadiran ant-H7 P 3

dan anh-bP3d G, Adapun hasileya disajkan secara deskriptif.

4.7.5. Penelitian 5 : Evaluas Anl-bZP3 Dan Ant-BZ2P 303G Sebagai
FPenghambar Ferilisasi fn ¥nea

Fenelan 3 ini mengu)i  profil antibodi hasil induksi seda dava

hambat fertilizase oleh 3 perlakpan imunisasi menggunakan (1) hanya

T2
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Freund 5 adipvant, (27 203 dalar Freund’s adiuvan! dan (3 BZ2P3dG
dalam Freund's adiuwvant.

Feneliian we-3  untuk matihat profl anbbedi Rasd indoks 3
perakuan  Rancangan Acak Lengkap (RALY  pola faktorial 3 X 16,
menggusakan & ulangan. Faktor pertarma adalah jenis antigen (3 macam,
vaitu  Freund's Adwvant. BZP3 dalam Freund's aguevant dan HZP3dG
dalam Freund's adivvan!) dan faklor kedua adalab lama imuresasi [Har
ke — 38 45, 92, 66, 73, B0, A7, 105, 112, 119 126, 123, 140, 147
dan 1324 pasca imumisas)]) Hewan coba yang dipakai adalah kel
betina [Oneclofagus curicu! 8] okal vang permah beranak satu kali.

Selamutnya  penellizn 5 juga dilakukan untuk menguji daya
Fambat fertilisas rmenggunakan Rancangan Acak Lengkap pola Faktonal
2x5 dergan § ulangan Faktor perama adalah jenis antigen [3 macam,
yaita  Freund's Adwvant, BZPY dalam Freund’s aguevant dan BZP34G
dalam Freund's adiuvan!l dan fakior kedua adalah lama imumsas {fan
ke 60 S0, 120 150, 180 danm 210 pasca munsasiy Hewan coba vang
dipgkan adalah kelinc betina (Orpclidlagus cunicwius) lokal yang pemah
beranak satuy kall

Analsiz ragam digunakan ek mengup pengareh pedakuan

lerhagap orchil antibadi dan nilai daya hambat fertilisas
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lsplasi HZP3 dan oosit Sap

Menggunakan — metode
mekanik yang dilanjutksn
dengan elekimelusi hasil

pita 305-PAGE
Rasio pita &7P hasil
S505-FAGE melaiut

metode Dengitemetn

Karakterisasi kandungan
protein, karbohidrat dan
glikoprotein MEngor-
nakan metode spekiro-

e gilasi  yang  diwarpai

fotornetn

4

+ Deglkasilasi solat bZP3
sacara enzimatis dengan
enzim N-Givcanase

« SDE-PAGE hasil degliko-

dengan pewarnaan unfuk
pratein dan glikoprobein

« Uji peran ikatan glikan
melalui i pengikatan
raseptor spermatozoa

Bicsintesis anti-67P3 dan anli-bZP3d G
melalui induksi menggunakan 52P3 dan
bZP3 lerdeglivosilasl (BZP3dG)

v

Analisis reaksi HZP3 dan BZP3dG serta anti-bZ2P3
dan anti-bZP3G Terhadap Daya Hambat Fertilisas:

!

*

Profil anti-bZP3 dan andi-
bZP¥G dengan metode
indirect ELISA

Spesifitas Reaksi dengam
metode Dot Blot dan
Western Blot

i pengikatgn reseptor
spammatozoa dengan atau
tanpa kehadiran anti-6£P3
dan anbi-6ZP 3G,

« Ui Daya hambat fertilisasi
dan  kembalinya fertilitas
difakukan metalui fertilisasi
i wiva

Gambar 4.6. Kerangka Operasional Penslitian

e
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BAB &

HASIL PENELITIAN

Bagian mi memuat data panelitian  dan analsis hasd penelitan
yarg relevan  dergan fujuar dan hipotesisnya. Penyajian data hasil
penehhan ditamplkan dalam bentak tabel. grafk, foto atau gambar yang
disusun =esual rancangan pelaksangan penelitian  yang fendin gan &
tahap perelitan, yaitu .

1. Karakterisas ghkoprotein HZP3

2. Karakterisasi bZF3dG hasil deglikosiasi secara  enzimatis
Cengan menggunakan enzim M-glycanase

3. Karakterizazi anti-02F2 dan ant-0Z2F3dG melalyi evalsas
spesifilas reaks menggunakan metode Oof biot, Western Bloi
dan indirect ELISA

4. Uj pengikatan regeplor spermatozoa  dengan atau  tanpa
kehadiran anl-H L F3 dan ank-£SP3d0G

3 Ewvaluasi  anh-bZF3 dan  ant-BZP3dG sebagan penghambat

fertihaas) i viwe.

T3
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51. Karakterigazi Glikoprotein Bgvine Zona Pellugida-2
Karaktensasi ghkoprotein &2P3 bertujuan untuk memperaleh
dala bigkimiawt  melipuli kandungan protein, karbohidrat,
glikpprotein, rasio pita protem yang terkandung dan &2P serta
berat molekul 5ZF3.
Cosit hasit aspirasi yang dipakat sebagai sumber untuk
melakukan koleksi xona pellusida sapi (B2F) adalah sepert pada
Gambar 51 . Pada Gambar 5.1 zona pellusida tampak transparan

rrenyefirmut oosil.

Gambar 5.1. Ocsit Yang Dipakai Untuk Mendapatkan tsalat 52F3
Dengan Pewamaan Hoescht — Propidiom lodit
{Mikroskop Inverted, Pembesaran 400 X )

Katerangan . 1 skalg mikromater cbyektf =901 mm = 10 prn

Kolakgi ZF dilakukan melglui metode mekanik dibawah

mikroskop sterec menggunakan rodied fine pips!. Penantuan

6
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akan dibaca pada pangang gelombang maksimumnya, seperti pads
Gambar 5.5 Hasil pembacaan panjang gelombang maksimum darn

gal basii unning SDS-PAGE adalah 550 nm.

~PE. THLM n polds Lafiye Asninle T-IRH« 2 W
Mty Scar imbearstior Calibration SEUSHERTN sore K sE2E
. ALSor Lonve - BIRT 4 M- 553 e
AR .
k. .
' Y
Aot |
" ;
CE R i
. 1
i i !
Fails .
1 1
: 1
&a :
re 1 o
1# \ /
- —
" A S
— == 'l o -
3 e
I-E
i
it — v = = ——_ —— ——— T T T L L |
Zdw 2Ll aduM EE e 5P cRa ey
Trauk et 5T pus HO :nn2l dubatarce ngx  ul [nnl
1 o a 5 A = gl JWH
g §14 S-M BB A1 CTHWC S0F THWAE (c# [T, LIAHNER 1 a2a3gl

Gambar 5.5. Denzilogram Penentuzan Panjang Getombang
Makzsirnurn Pada Pita Glikoprotein Hasil SDS-PAGE 10 %

30
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I'rak eyl afen

Gambar 5.8 Densitogram Glikopratein £2F Hase S0O5-FPaisE

Keterangan
1: punzak dar maolelul H274
2 puncak dan malekyt 82P3
3 puncak dan  camipuran molekyl BFF1- hZP2

Fengukuran kandungan ghkoprotein,  karbohidrat  dan
proten danasolat BZF dilakukan dengan metode spektrofolometr.
Data hasl oengukuran pengukuran kardungan proten, karbamdrat

dan ghkaprote:n 52581 pada label &1

R
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Tabal 5.1. Karakter Biskimiawi 3avine Jona Pellusida (hZ™) Dan

Agwne Zona Pellysida 3 [hZP3)

Rataan |r
~ Kandungan
| dalam bZP | Tataf bZP bHZP3 Metode
. (pgrbzP) I ,
Shkoprotein '
Ctwgpy TP EO0E 2T RN eade pas
kKarbohidral | . .
(HIZF) : 3031034 ‘ | 081 CHM o Metode PAS I
Frolein . ]
Cpgzey o ARG T LA yereae Biurer.
Berat ! S05-PaGE
Mezlizkul Adadpla ; 79995 +0051 kDa | dengan ;
Relatd (kQa) : | pewama PAS |

Pengukuran glikoprot=n  dan karbohidrat berdasarkan
pricsip bahwa glikeprotein dioksidasi aleh Kaliuom Perlodat (KIO4)
menadi  aldehid.  Selanptnya  aldehid o yang  dideteksi
menggunakan reagen PAS sedangkan kandvngan protein diukur
merngguaakan metode Biuret  (data lengkap perhilungan pada

Lampiran 2.4, 3.5 dan 3.6).

Karakterisasi 8AF3dG Hasil Deglikosias: Secara Enzimatis

Mermggunakan Enzim N-glycanase

Froses deglibosilas terhadap molekul 572P3 cilakuxan
secara cnzimahis menggunakan enaim N-givcanase. Pemoatongan
terjad pada rantal karbohidrat yang tenkat pada natar palipeptda
molekul BZF3, khususnya yarg tenkat melalud kalan  A-finfed

QOhgosaccharde.  Hasl malekal bZPY terdeghkosilasi (B2P3GG)

L
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Karaktericasi Anti-bZP2 Dan Anti-AZF30G Melalui  Evaluasi
Spesifitas Reaksi Imunologis Menggunakan Metade Dot Blot,
Western Blot dan indireetf ELISA

Lji Spesifitas Anti-62F2 Terhadap bZ2F3 Dan Ant-bZF3dG
Terhadap bL7P3dG melalui Dof Bfor Dan Western hiol

Ll spesifisitas permuyuan untuk membukbkan babhwa &7FP3
dan &ZP3dE marnpu menginduks anli-bZP3  dananli-5ZP3dG.
Datla up spesifitas secara kuaktalif diakukan berdasarkan metode
Qo Hfot menggunakan alat Cal bioler (BioHad), dikasilkan data
berupa gambar wisualisasi  ternadinya reaksi spesifik  antara
anhgen (2P dan P3G dengan antbed  terhadap  native
atau  deghroswiated bSF3 (anti-L2P3 dan anti-62F3dG) berupa
noaa dicy keynguan. seperti Gambar 3 8 dan Gambar 5.9, Hasil
imrrunablotting  pada Gambar 5.8 dan £.9 memperlikatkan babwa
antiserum anti-6SF3 dan ant-E 2R3 G menganali protein ZP3 sapi
Gambar 58 dan 58 merunukkan hahwa semakin tingg
kasgentras) yang bereaks maka semakin gelap wama yang

dinasilkan

LB
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Gambar & dan 5.9 lampak ada gradasi warna noda
sebagas hasil reaks antigen (02P3 dan 82FP3dG) dengan antibods
{anti-6ZP3 dan  anli-bZP3dGh. Gradas warna ini dipengarub olef
varias kangeniras ankgen daa antibadi. Pengenceran anti-BARP3
dan anti-BZP3dG sampal  1/800 dapat dikenah aleh  anbgen
{££F3 dan BLP3dG) sampai pada pengenceran 11300

Lirttuk mengetahus bahwa motekul BRI dan £P3dG yang
mempuyal berat molekul Herturgt-turut adalah 79,995 #0051k0Da
dan 20462 £ Q04 kDa ben:gks spesifik dengan antibode has
nduksinya ([anli-f P2 dan ami-bZP3dG)  dilakukan melods
Westert tfo! menggunakan anbibadi  kgnpegat (anti-Rabhit-lgi-
atkalin fosfatase). Hasi uji Western biof nampak sepert Gambar
5.10 darn 511, ant-62P3dG  mengenal suatu protein HZP3IAG
S5 AG6Z + 0.004 kDa, sedangkan anti-62P3 mengenali bZP3 dengan

berat mofekul 79 995 + 0 05 kD .

By
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5.3.2. Ui Spesifitas Anti-bZP3 Terhadap bZP3 Dan Anti-bZP3dG
Terhadap bBZP3AG Melalui incfirect ELISA

Secara kuantitatif kemampuan BZP3 dan 8Z2P3dG  untuk
mengiduksi anti-bZP3 dan ant-bZP3dG diukur dengan metode
indirect ELISA, Percobaan dilakukan dengan menyuntikkan 203
dan 87P3dG yang telah dicampur dengan “Complet Freund’s
Agvan! (CFAY  dan ° In-complet Freund's Adiovanf  (fFAY
masing-masing untuk imunisasi pnmer dan sekunder  dilakukan
secara sub kutan kepada kelompok tikus {Raftus novargicus) galur
Vilistar

Gambar 5.12  adalah hasil litgr antibodi (1I9G) terhadap

b82FP3 dan 2P 346G pada keiompok Wkus jantan (Rafus novergicus)

galur Wistar.
05
E ool Doom”
5 & nze ! Y
’ bef PG
%E O P Ve
- ! 0.15% . . \
-’EE 01 -_/hx
§ oon \
-
SR S, ¥ 5L S S
0 50 100 150 200
Larra waktu Irnnisasi (har ho-)

Gambar 512 Profl Ant-bZP3 Dan Anti-8ZP2dG Pada
Kelompok Tikus Jantan (Raltus novergreus) galur
waskar.

Ketarangan :
Fi . semum pre-imun

L1
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5.3.2.1. Analisis Statistik Uji Spesifitas Reaksi Dengan Metaode

inchirect ELISA

Hasil pangamatan rilai titer antibedi hasil induksi $2P3 dan
bZP3dG tedampir pada Lampiran 8. Hasil analisis titer [gG ini
dilakukan untuk mengetahui apakah BZ2P3 dan HZP3dG
memplnyal profl titer 1903 yang sama pasca imursas melalui
nilai absorbansi pada panjang gelombang 450 nm.

Hasil znalisis ragam pengarub imunigasi terhadap nilai hiter
antibodi yang diinduksi 82FP3 dan 67P3dG menunjukkan adanya
perbedaan yang sangatnyata {p=0,0000%. Ringkasan hasilnys

disajikan pada Tabel 5. 2.

Tabel 5.2. Hasil Analisis Ragam Nilal Titer Antibedi Hasil Induks 5283
Dan LZP3JG Pade Yelormpok Tikus  Jantan  (Refius

Aovargicus)
- swmber [ 70 T T e T
Keragaman | % | K [ KT L e
Faklar & | 14 | DAT3 ¢ 0047 | 2164 7682 | {1 000 |
i | |
Faktor B | 2 | 0863 | Q433 | 2J927.9434 | 00000 |
- : | = P R |
AR l 28 | 0302 | 0011 | 5721395 ' 00000 |
__________ s I S Py S PR
Gatat | 315 | 0008 | o000 ! ! :
.. e — !
Tolal | 356 . 1,745 | ' | !
. . R (N R

Keterangan

A& waktu panen serum pasca munisasi { 15 X)
B : Jems imunogen {3 macam, yaitu kontrol, 52P3 dan 5ZP3d5G)

o0
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Hasil anatisis ragam pada Tabeal 5.2, menunjukkan bahwa
serakuan imunisas) menggunakan ems antigen yang bearbeda
berpengaruh  sangat nyeta (o=00000} terhadap nilai profil
antidodi hasl induksinya.  Selanjuinya hasil u) beda nyata
menggunakan BNT 1% menunjukkan perbedaan yang sangat

nyata antar perlakyan dengan p=0 01,

Tabel 5.3. Hasil Ui Beda MNyata Terkeci (BNT 1%) Rerata Tder IgG
Fada Kelompok Tikus Jantan (Saffus novergicus) Yang
Mendapat Imunisasi bSR3 Dan &7P3dG

" “Perlakuan " Rerata
B 1 St T LT e
BZP20G g 123s*
EZRZ b D d
'Hantrdl- " = ”ﬂ-_DT_m'?"- )
Keterangan - ' —

Milzn BMNT 1 % = 0.0003283
T . Milairerata yang dilamping hurof berbeda berarti berbeda
sangat nyata p=0.01

Hasil up BWT 1% pada Tabel 33 membuktkan Dahwa
hiangnya ikatan glikan pada molekul 52P3 (Z2P3dGY mampu
menginduxsi 1iler 194G lebih tingege dibandingkan dengan  antibod
hasil induks molekal BZFP3 terglkosiaz (BZP3) Sedangkan U
BWT 1%  untuk mengeiahu perbedaan titer antibod hasil
nduksi  &JF3 dan BZP3dG pada seliap permanenan  antibod

pased imunisas) ditampilkan pada Tabel 5 4
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Tabel 5.4, Hasil Ll Beda Nyata 1% (BNT 1%) Hiai Tieer Antibodi Hasil
Indukst bFP3 Dan bZP34G Pada Lama Imumisast Yang

Barbeda Fada ¥elompok Tikus Jantan (Ratfus novergicus)
| Hari Panan Rerata

imunisgsi | Ndaitiere
L. S -
Mms o o4ss
1 Da2est

66 | b oanes ¥
oo 008704 "
T3 opBads
L_..E o bo7rsof
108 poeeA2”
S 120 : 0065292 " |
_______ 52 0,05962 ' ;
Ly T e ke
WIGELE A 4170
38 . 0oanos’
BT ... 003sas™

147 _ nasa7e ™

Kelorangan ;
Milai BNT 1 % = 0.002076
* o Milai rerata yang didampingi horof berbeda berari berbeda
sangat nyata p=0.01.

Tabel 5.4, menuyUukkan batrea nilas titer igG berbeda pada
lama imumsas yang berbedsa, dan nila titer  lertinggr dare ketiga
perlakuan adalah pada han K2 126 pased imunrsasi. Sedangkan
hasiU analisis interaksi antara jenis imunogen dan lama imunisas
nampak pada Tabel 55 dan hasgil analisis BNT 1 % tedamprra

pada Lampiran 9

yr
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Tabel 5.5. Hasil Lji Bada Nyata 1% Inderaksi  Jenis imunogen Dan Lama
Imunisazs Pada Kelompok Tikus Janlan (Raftes rovergicys)

Keterangan
Milar BNT 1 % = 0 003505,

A=FA  B=bZP3 dan C=52P3aG, 128=Han ke 126 pasca imwhzasi
Milai rergla yang ddamping hird berbeda berarl barbeda sangal nyala

p=0.01

Janis imunogen dan | Rerata -I
Lama imunizagi ! Nilaifier®

SR -3 S N 1, P
811§ . __nM¥k
8125 0.2335 ¢
i3 paeE d
j.o____®8B19 __ _______.biESe
. 8133 AR
=T . 0,354 o |
- R (DS g,
cr3 o fasan
—— Beg ——— e __Amni,
CEg AL TR
' ] . 16 k|
T TUEE L U daner k]
859 010371
£125 , 0.0a712 m |
s CHEe JSSS el F I8 e 0.00450 mn !
r == 1. 1
106 .08487 0

B140 0,08325 o

B0 ! D.O8Z25 @

' Bs: 1 _ __ _DOWaEF po
p N Wy, BEO | 0.07625 p |
: C45 207325 p |
. - BTN, S |
L o= R R 1
.4 = > 005987 4
- T
B, = 7 R N e
;) Bar 1 Q04325 1|
gl47 ' 7 po3ear v

W YL . 0,01300 v
1 AT e L'LIII11E2 v
L. NS T Y Yo _0_91_15934
D __Datonh, X 001136 v
A1ZE , 001125 v

; ART . D011Z5 v
! epi S0 Bdnzs ]
| _____»e6______ ____Uoindw:
|l_____Am0 LNl
| AT13 o 0.01087 v
! A48 N L
| . ATAE _'.'|_ oL . DaioeE2 v
.- ! _ . Do1oe2 v
"_ Ald? : 00050 v !
r A4S H 00037 v i

a3
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Larma imunisasi 126 har dan jenis imunogen HZP30G
memberkan raspon humoeal terbaik berdasackan nilai tter anti-
HZP3dG. Kelompok hewan coba yang mendapat perlakuan kontrod
yaity imunisas hanya menggunakan Freund's adiovant memberikan
respon dengan nilan minimum pada setiap varias  lama imunisasi
dgngan mempunyai notast yang sama (v) pada uji BNT 1 % pada
Tabel 5.5 Hal ini mambuktikan bahwa kedua jenis imunggen yaity
BZP3 dan #2P3d3 mampu menimbulkan respon humoral optimum
pada han ke {2E pasca imunisasi, yang diamat berdasakan nilai OD

pada panjang gelombang 450 ne melalu metode ndree! ELISA.

5.4. Uji Pengikatan Reseptor Spermatozoa Denagan Atau  Tanpa
Kehadiran Anti-bZPJ3 Can Anti-bZP3dG

Uy pengikatan reseptor  spermatozoa pada peneltian ini
bertujuan untuk mengetahui sejauhmana antibodi hasil induksi bZP3
dan  bBAP3DG mampu menghambal  furgs resaptor  pnemer
spermalozoa. Gambar .13 dan 514 adalah hasil kKonfirmasi
gambaran  pengikalan reseptr spermatozca  menggunakan
spermatozoa sapl dengan pewarnzan Commasie Brilliant Blue -
250 (Madifikasi metode dan Losser and Tulsiam, 1939) Gambar ini
diperoleh dengan pengamatan di bawah mikroshop  melals
pengumpulan data gambar menggunakan kamera digital dan

disimpan sebagai fife JPG menggunakan perangkat hunak Adope

B
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Frotashope melaiul kamputer menggunakan program Aver Tvmedia.
Spermatozca terwarna birg oleh <eheradan pewarna  Commasio
Brfhiant Blug G-Z50 Interaksl antara &ZP3 dengan spermatozoa
paca dasarnya terhamoal pada saat anti-bZP3 dan anti-BLP3dG
dilambankan pada &ZP3 dan 02F330G (Gambar 5130 dan 5 1458)
Hai ni mengindkas:kan bahwa imuncgen ini dikenad secara spesifik
cleh anhibadinyg

Hazii  up pendahuluan dbasilkan babwa dosis reseptor
mempengar.hi jpmiah spermatazea yang tenkal, selanutnya dengan
varasl arlibod juga mempangaruhl jumlgh  spermalozoa yang
Lerkalan dengan malekul 8ZP3 yang dlapiskas pada plafe yang
wothin dan & well Semakin lingg dosie antibodi yang dipakai
serakin berkurang jurmlah sperritczea yang terikat paca konsentras
melekul reseptor dan sel sparmatozea yang kenstan. Dosis anmtibod:
vang diparai adalzh 1-100; 12040, 1400 TEOY 1830 dan
1-:000  SBecara umum pembenan anli-bZF3 rmaupan anki-oZP3ds

menurunkan angka pengikatan reseptor spermatozoca.

Gh
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Gambar. 3.13. Paran Anti-2P3 Dalam U)i Penghambatan
Fengikatan Reseptor Spermatozoa

Koirbarad G-t
Gambar 3 - Spamdozoa mensmpsl pada msaptomya (W2F3)
(Pembesaran 100 x)
b : Spamehzoa menjauh dar AZP3 dengan kehadimn
art-bZP3 {pembasarmn 100 x).
¢ . Perempelan spematozoa pada resepiomya
(Pembesarsn 400 x )
mefe- . Moleku bZP2 yang diapiskan pada pada Pass side
setnlah Pewamagn CBB G-250
1 skala mikmometar chyekdif =0.01 mm = 10 pm

96
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5.5 Evaluasi Anti-bZ2P3Y Dan Anti-bZP2dG Schagai Penghambat

Fertilisasi 'm Wivo

Fenelit:an tahap im sentujuan uriuk membuktikan babwa
£2P3 dan 0P340 adgalah munogen yang mampa menghambat
proses  ferilisasi o wvo pada kelompok Eelinc [(Onesctolagus
cumiclies) Ickal, sehingga parameter yang diamat adalah titer anti-
BZP3 dan ami-B2P3dG; penghambatan groses fertilsas  zerta
kembalinya farililas pasca fmuanisas.

Kelompok 1 Keiompok hewan coba kontrgl, yaty  hanya
menarima imunisas Freerd's adibvant (CFA dan 1FA). Semua
hewan pada kelompaok in memberkan respon terhadap  Wmunisas
dengan perkembangan tler antibodi anti-bZ2P3 dan anti-82ZP3dG
sangat rendah, vaitu ditunjulkkan dengan nilai absarbanm yang
sersdan berkisar antara 0,009 - 0015 {Lampiran 100 Hasil flushing
emorio ditemukan adanya embng pada tahap morula pada samua
wakiu pergamatan | Lampiran 6 dan SGambar 5.17.)

welompok 2. Kelompok yang mendapat imunisas: enolekul
bZP3 dalam Freunds adisvant (CFA dan IFA] menunjukkan
rrenunukkan  adanya  respon ferhadap  imunisas) dengan
pamientukan ani-bZP3 yang diukor melalui metode Jrdirect
ELISA {Gambar 515 dan Lampwan 10). Titer ant-BZPY teringg
dicapa pada han ke 126 pascsa #munisasi dengan nilal absorbansi

02,2925 £ 001102, Kelinol letap infertll selama 150 hari, dan awal

o
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bulan ke enam [180 han pasca kmunisas booster 1 ataw 890 han
pasca booster ke 23 dua ekor dari 8 keor kelnci yang mencapat
imaunisas bEF3AG selama 180 kan in menunjukkan kembalinya
fenlitas dengan dtemukarnya embria tahap moruia (Gambar 516
data lerinci daktam Lampiran &, Tabel LE ).

Kelompok 3 Kelompox keling yang mendapat imunisas
dengan  bZP3dG dalam fFreund’'s aduvent (CFA dan IFA) Titer
ant-BZP3AG fekih tnggi acabila dibandingkan dengan kelomook
kaniral maupun kelompak 2. Hasit analsiz ragam (ANOWA)
disajkan pada Tabel 56 dan hazil Beda Nyata Terkecil 7% [BNT

1% disajikan pada Tabel 5.7, 58 dan 5.9

nd
E 035 . o
-FI ——y T Y
T N\ & bZF r'“l
L |
tn & 078 uZ TG |
22
EE G2 5 ;ll
I ;
I
| g 0l A
H L.
o E A / 'y
: A n
! = gy ..o-‘/-f ' e
) C - ARRIR AR RIAII.
" 0 £ 150 150 2061
| Laul @ |Proy e A0 (holrt -}
I

Gambar 5.15. Profil Titer Anti- 522F3 Hasil Inguks 8273 Fada
Kelompok Keling (Oneclolagus cunicutus) Lokal,

4
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%5
1 * Rf“h‘_—q
H -!.-5 .
| ' 1
. &2 2 :
- ' . - i
F b —— T I
% i - bZP) '
3 g8 | —-bhZPMG '
1
s -
1] |, L . i

E 10 180 | L850
Hisfi W- i Cm WFrauhie - b

Gambar 5.16. Evaluasi Kembalinya Ferilitas Pasca Imumizsasi bBZP3
Dan LZP3dG Pada Kelompok Keling (Onyclolagus
cunicwius) lokal.

5.5.1. Analisis Statistik Profil 195G Hasil Induksi BZP3 Dan bBZP2dG

Pada Kelempok Hewan Coba Kelined {OQryctolagus euniculus)
Lokal Melalul irdirect ELISA

Hasil pengamatan nilar titer anlibedi hasil induksi 5ZP3 dan
bZP3dG terlampir pada Lampiran 10. Hasil analizis titer 1gG ini
ditakukan  untuk mengetalu  apakan HZP3  dan  AZP3dG
mempunyai profil titer 195G yang sama pasca imunisasi melaiu
nilai absorbans) pada pamjang gelombang 450 nm yang akan
dikaitkan dengan kermmampuan penghambatan proses ferhilisasi.

Hasi! analisis ragam pengaruh imunizasi terhadap nilar titer

anlibodi yang dinduks £2P3 dan £2P3dG  menunjukkan adanya

I M}
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perbedaan yang sangat nyata [p=00000} Ringkasan hasilnya

disapkan pada Tabpet 5 6.

Tabe! 5.6, Has| Analisis Ragam Nilar Titer Antibodi Hasil induksy hZP2
Dan &SP 3G Pada Kelampaok, Keing [ COnesctolagis cuniclihss)

Lokal.
Sumber db  JK KT F P
Karagaman _
Faktor A 45! 0914 O0081i 3369.8670.  0,0000
Faktor B . 2, 0.836. 0415 220471640  0,0000,
AE ¢ 20 04625 0015 8542126 06,0000
Galat ¢ 338, 0006! 0000 N
B A
Keterangan

A - Wakiu gaMED SETUM pASca Munisasi [ 16 X)
B : Jemis \murisasi { 3 macam, yanu konirl, b2 FS dan b2PSAG)

Hasil analisis ragam pada Tabe! 5.6 menunjukkan bahwa
perlakuan imunisast menggunakan |Ers antigen yang berbeda
berpengaruh sangat nyata p=000001 tefmadap nilan  profl
antidod hasl induksinya  Hzl im menumukkan babwa bahwa
hilangnya katan glikan pada melekyt BZP3 (bZP3dG) mampu
menginduks: ter |9 yang lebih tngg dibandingkan ¢engan
antibodl  hasil  induksi melekul BZP3  teraliknsilas)  (BIP3
Selamutniya hasl ujp beda nyata menggunakan BWNT 9%
menunpkkan perbedaan yan)] sangat nyata  anlar perlakuan

[Bnis nrunogen dengan p=0,01

101
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Tabel 5.7. Hasil Ui Beda Myawa Terkecil (BNT 1%) Rerata Titer 19G
Pada Kelompok Yelinci { Oryefolagus cunicales)) Yana
Mendapat Imunisasi BZP3 Dan pIP3dG

| Perlakuan | Rerata | Motasi

i | Wilai titar | i

T R2P3dG 0,186  a !

e — L —_ —_—
hZP3 ; 1027 b
Kontrod OOIITE  C
Keterangan - )

Milai BNT 1 9% = 0.001374
Matasi - huruf berbeda berarti berbeda sangal nyala p=0,01

Sedangkan Uji BNT 1%  uniuk mengeiahui perbedaan titer
antibodi hasil induksi BZP3 dan oZP3dE peda seliap
pemananan  antibodi pasca immumsast ditampilkan pada Tabel
58 dan hasi interaks ditarnnlkan pada Tabel 59 dan anahsis

BNT 1% tefampir pada Lampiran 11.

12
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Tabel 5.8. Hast Uji Beda Nyata Terkecl 1% [ BNT 1%} Nilai Tiker
Induksi &ZFP3 Dan bZP3dG Pada  Lama
Imunisasi Yang Berbeda Pada Kelompaok Kelingt { Orpctolagua
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Antibod  Hasil

cunicutus) Lokal.

| - — T
ememmmpseca| S} o
| IMUNISsas ~ . i _ |
- 126 | 02145. a |
| 119 "7 pesst b
112 . 01086, b
T 105 00904 d
' 73 009408 | d
133 008187 e
66 . Qo0es79i  f
a0 . 008071, g |
59 T gost71! g |
140 . 005362i h |
I  poase2' 0
52 | ood7e g
: 30 | 003967 k|
g7 ! 003B12: K
N T T 003575 Im |
: 154 ; 0.03375] m

Hatamnﬁan :

-L

Nikai BNT 1 % = 0.00317%

Micdasi : huraf berbeds barari berbeda sangal nyata p=0,01.

103
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Tabel 5.%, Hasil Uji Beda Nyata 1% (BNT 13 Terhadap Interaksi Anlara
Jenig imunogen Dan Lama Imunisasi Pada  Kelompok Keling

Disertasi

{Chryctolages cunicutus) Lokal

© Jents imunoggen dan Rerata | Motasl i
; lama imunisasi | Nl ai titer | I
giae D3zedi. 8 __
_ _Bg G000 | _ b
__enE azea e _
B11% "D aand | d )
. iz 018781 B '
BNz I A T . | |
_ LT — .. thigal () ;
cingd Ty a
. . BMm . ___ 1339 h ;
.o Bvm_ _oDzB2y. L !
; BT EA R T T T
; (38 01053 ¢ 1
: CEG i IER17 - k !
; Cey  _ v 2OBBBT S . 1 -
. B Wl ORI . W
: e5g 1] (RFAT : i
R o5 -« R I TOR192 It
_ BeD OFOs_ n
B INDSGRSElr o 8 Do gy
[ LT 1OF2ay . 0 :
—_— . Sech s 2 I1DSAS? g !
: I Ced ;o _RDeNZE g 4 ;
. __Bnay s L, Dﬁﬂr:lﬂ N f
_ C4h
RS2 [LORETZ [
CE7 005500 _f . .
B 05087 £
_ c28 05075 | 3
0154 (L4887 | =t
_ _ B&rF 7S | i LT
B33 DOAdnZ | _ou
B154 (104112 | y
ABD 14 012300 W
A5 GOLAsE | W :
ABE DoE12 w o i
Ad7 b D2 . '
AS2_ 17z W |
AL _ Lz, _wl o
Aah . Sl '
A2 ! [0} . w o
— A3 i O 01187 "~ .
Al . JEDMITs L ow
. A5 S 0 < ks - R W I
AT ! L0162 ¢ w _
_ A133 20 Ce150 0 e
A140 - LLOinZ, wy i
- Al47 ; coazf ;.
A5 i L0037 | W
Katarangan

Milza BNT 1 % = D Q03404

A =FA B=bZP3 dan C=bHZF3dG ; 125 = Han ke 126 pasta imursas)
Motass | Furuf berbeda menungukkan adanya parbadaan samlal nyata

p=0,01

Analisis Antibodi Hasil Induks! IIYERSITAS AIRLA NO@wanni "Am

104

WILIE
PRERPUSTAKLAAN

»LEANAY A

\

—_——



Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Tipr tertingg dicapal pada han ke 126 pasca mnunisasi
BZP3GG dengan nilaw rataan absorbanst 0.330 — 0,348, Kelompok
kehinoe yang mendapat imunisast 82P3d06 menghasitkan  titer
amibodi lebin besar dan kelompak kKontrah ataupun yang mandapat
imunisast dengan &82P3 (Lampican 10).  Kelompok kelingi kantrod
yang mendapat imunigasi hamys adwvan berpeda sangat nyata
dengan dua kelompak lainnya yang mendapal imumsast BZP3 dan
b2P3d(5 [ Tabel 5.7, 9.8 dan Tabel 5.9,

Kelinci tetap nfertil sekama 150 han pasca Imunizas
pertama, baik bSP3 dan LZP3d G ataw 60 hari pasca booster ke-2,
Saty ekor dan 8 ekor kelng yang mendapal immurisas bZA3dG
selama 180 har i menunukkan kembalinga fedilitas dengan
ditermukannya embria 1ahap morgia (Gambar 516, 517 dan
lLampiran & Tabel L 8], Pada har ke 210, wuh dan 8 ekar Keling
yang mendapal imunisas setama 210 hari kembah fertil dengan

ditemukannya 15 emoric morula.

1005
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Tabed 5.10 Hasil Analizis Ragam Kembalinya Foriltas Pasca
Imunisasi Oleh BZP3 [an  bZP3dG Pada Kelompok
Kelnci (Onefolagus cuniewius) Lokal

Sumber db UK

Keragaman KT F P
Faktor A 2 45411 22705 4614720 0.0000 .
Fastor 8 5° 8156 1631 331306 00000

AB . 10 45507 0468 9.2602  0.0000

Salat o 125 | 5,203 . 0249 -

Tatal .. 143 84329 | S
Keterangan :

A Jenis irmunisas [ 3 macam, yaitu kantrol, 6ZP3 dan 7P 3dS)
8- waktu flusning embrio pagca imumsas (6 X)

Hasil anaiisis ragam pada Tabel 510, menunjukkan hahwa
peviakuan  @munisash menggunakan jenis antigen yang berbeda
berpengaruh sangat nyata {p = 00000 ) terhadap kembalinya
fertitas melalui data ditermukarnya embrig. Hal int menurjukkan
bghwa bahwa hilangnya ikatan glkan pada molekul HZP3
(&£ F3dG) mampu menginduks kembalinya fertiitas lebih panjang
danpada molekul 82P3 terghkosilasi (bZP3). Sedangkan Ui
BNT 1% untuk  mengetah i perbedaan lama kembalinya
fertiktas pada setap pengamalan pasca imumsasi ditampilkan

pada Tabel 511

107
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Tabal 5.11. Hasil L) Beda Myata Terkecil 1 % { BNT 19%) Intaraks:
Kembalinya Fertilitas Pasca Imunisasi Gleh 8ZP 3 Dan
bZP3dz Pada Kelompak ketingi [ Cryctalagus cumcouiys)

Lokal
. —_ —
Jenis imunogen Rerata | _
dan lama £ - Motasi
- ' . mbrio )
IMunisas - . ) .
i _ A15E0 - - B |
ABL : 2006 &
_ATED _ . _.. 2073 =
oA 2013 o8
. A120 1 U B - B
Ago 0 20et! a
BHD | A BEd A
_. €210 s Enaicakn, N
.. __ Bigd , _DB¥s., ¢ |
cigd <"y P ias
..... - BED ST QFOROMMBeC
_B1ad L B ER I -
Bao | 0.7070. ¢ |
B120 . CLFove C
_ a0 S VT -
L8l Lo BIgIG s e
C‘IEE N D.TD_?_"EI_Z_ e
_ C150 . o7t ¢
Keterangan : T g —

Milai BMT 1 % = 0.2902.
A =FA; B= bIP3dE dan C= W2P3dG
MNotasi - hurif berbeda berar berbeda sangat nyata p=0.01.

Hasl wuji Beda MNyata Terkecil 1 % pada Tabel 5.11.
menunjukkan bahwa pengaruh  lama  imunisas  terhadap
karmbahnya dava fertilitas pada perakuan kontrol berbeda sangat
nyata (p = 0,01) dengan kelompok yang mendapat imunisasi oleh

bhZP3 dan bZP3dG sampal hari ke 180 pasca imunisasi.
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BAB §

PEMBAHALSAN

Telah  dilakuksn  penslhan yang  hasid  dan  anaglisisnya

disampaikan pada Bab 5 Pada beb pembabasan im  dibghas secara

Berurutan berdasarkan [ahapan hasil pgrelitian, mulai dad  karaklensasi

ghkoprotein BZP3; karaklensasi bZP3d( hasil deglikosilasi menggunakan

enzim N-gycsnase, karaklensasi anti-BZP3 dan anbi-BZP3dG melalui

evaluasi spesifitas reaksi menggunakan metode Dol blod, Weshern Biot

dan mdirest ELISA; uji pengikatan reseptor spemmatozoa dengan atau

tanpa kehadiran ami-&ZF3 dan anti-0ZF31G serta evaluasi anti-bZP3 dan

anti-LZ2P3dG sebagai penghambal ferilisasi it vive

6.1,

Disertasi

Karakterisasi Glikoprotein bZP3

Modekul BZP3 dipgroleh melalui metode  ekekirokusi.
Karaklerisasi biokimiawi yang dilakukan ierhadap molakul bZP3
adalah mengukur kandungan glikaproten, protein dan karbohidrat
serta penaentuan berat molekul dengan metode elekiroforesis satu
dimensi.

Pengukuran kandungan protein ZP ditentukan dengan
melode Biural, yaitu suatu metode yang didasarkan pada
pembentukan kompleks yang berwama ungu. Komplkeks ini

tetbentuk apabila suatu prolein yang mempunyai empai atom
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nitrogen yang berasal dan asam amino berikatan dengan Cu®™ dan

CuS0. . Menurgt Walker (1994} reaksi biuret akan berangsurg

sebaga benkut :

~ -
m :'f-r-: :‘. H—{ —|1\\' /n_ -2 Ma
i
4 "\h ‘\ N{II

Gambar .1 Realisi Biurst

Kupn Sulfal dalam suasana basa dapal bereaksi positif
dengan protein, karena itu larnian yang akan divji terebih dahulu
dibuat bersifat alkalis, dengan penambahan NaDH dalam reagen
biuret. Kupn sulfat dalam suasana basa bereakst dengan senyawa
yang mengandung 2 atau lebih ikatan peptida menghasilkan
senyawa kompleks yang berwama ungu. Sedangkan intensitas
wama yang dihasilkan tergantung pada banyaknya ikatan peplida
yang terdapat dalam protein. Hal ini sebanding dengan jumlah
metekul prolein lotal yang ada pada molekul 5ZP ataupun bZ2P3

sampel, Semakin banyak jumlah prolein  dalam sampel maka

El1
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mtensitas warna semakin besar kargna adanya sejumlah ikatan
peplida dalam sampel.

Kandungan protein dalam  5ZP ataupun BZP3  dilentukan
dengan mengkonversl serapan pada kurva BSA yang sudah
diketahun konsentrazinya {perhitungan kandungan prolein bZP di
sapkan pada Lampwan 3.5 Tabel .3 5.1.). Dari hasil peneltian dan
analisa berdasarkan persamaan Y= 54663 » 107" X diperoleh
kangungan rerata protein dari sampel adalah 438 + 0159
untuk isslat BZF dan 128 + 008 vg  isclat BZP3.

Pengukuran glikpprotein  dan  karbohidrat  mempunyai
prinsip bahwa glikoprotein dicksicasi oteh kalium periodat menjach
aldenid. Aldetud ini akan dideteksi menggunakan reagen  deleksi
glikoprotein yailu pereaksi dan Fierce (no. kat 23260). Reagen
deleksi ghkoprotein memberikan warna ungy dengan aldehid dan
mempunyal absorbans maksimom pada 2550 nm. Absorbansi
pada 1350 nm sebanding cdengan persentase  komponen
karbohidrat dalam glikoprotein. Ha ini dapal dituktikan bahwa pada
protesn yang tdak mengandung karbohidrat seperti fysozyme dan
BSA (pada slandar) memberikan absorbansi rendah pada 2 550
nm {data tersebit dapal dilibat pada Lammpran 3 Tabel L.3.1).

Glikoprolein dalam sampel dapat dideteksi melalui reaksi
PAS {Periadic Acid Schiffy yailu suatu reaksi yang didasarkan pada

efek oksidalif 23am pericdat (MI0,) pada gugus 1.2 - glikol di dalzm

2
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~at:du Karboidrat yang menghasikar gugus aldehid, das dimana

reaksinya dapat dibuiskan scbagal bernkut

o
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gqugus 1,2- gikol pada glukosa qugLs aldehid

Gambar 6.2 . Reahksi PAS {Penodic Acid  Schfl)

|zolat 82P2 mengandung karpohidrat sebesar 0,81 = 0,04
aafbfP. sedangkan dafam penelitian Adlansi'am, dkk. (20013
didaoatean bahwa dalam =hap molekui zona pelusida
mengandung  karbohidrat sebezae 308 = 004 agibdP

Fandungan senvawa rarbobidrat yang ferukor  dalam sampel
manunjukkan Dahwa di dalam sampel tersebst mengandung
glkoprotein. Hal n sesweal dengar hasil penelihan Tulsian (20004
Babhwa FP mengandung glikoprotein yang dapat bereaksi positif
dengan melode PAS Kandungan karbonedrat pada glikoproten
sangat penting dalam hal pengenalan spermatozoa, dimana
karbohidrat tersebut tenkat pada rantai polipephda melalui N-tinkad
dan O-fnked oftgosacchardde. N-lnked Olgosaccharde pada

beberana  mamala  merupakan bentukan bi- e dan tetra

113

Analisis Antibodi Hasil Induksi ...

Aulanni "Am



Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

antennary, sehingga berat molekul karbohidrat int bisa mencapai 40
% dan total barat moleku! glikoprotein ZF3 (Tulsiani, 20003,
Fenenluan berat molekul glikoprotein 5ZP dilakukan dengan
metode elektroforesis 505 PAGE  menggunakan pewarnazn
glikoproten dari Pierce co. (No, Cat. 24562), Prinaip pewamaan
glikopretein adalah feradinya oksidas karbohidral yang  terikat
melalui ikatan proteoglikan di dalam glikaprotein menjadi aldehid

dan dapat terwarnai berupa pita berwarna merah muwda.

Didapatkan 3 pita pada hasil SDS-PAGE 10 % pada
Gambar 5 2, yaitu pita pertama (BM 99,083 - 120,205 kDa); pita ke
dua {77,268 — 82 603 kDa) dan pila ke liga { 53,826 kDz). Untuk
mengul apakah pita glikoprotein yang paling atas terdin dan dua
pita dilakukan uji elekiroforesis dua dimensi metode O°Farrell {IEF-
SDS-PAGE) dengan beberapa modifikasi, diantaranya sampel
ghkoprotein &P  dilarutkan pacla larutan 85 M urea vyang
mengandung 2 % ampholt, 3% mercaptoatancl serta pengunaan
delean 1% (NF 40} {(Walker, 1934}, Pita dengan heral mokakul
90.083-120,2556 kDa, hasil SD5-PAGE 10 % sepenli pada Gambar
52.. seteizh dilakukan dua dimensi slekiroforesis didapatkan 2
pita, yang kemudian diidentifkas: sebagai molekul 5B7P1 dan bZP2.
Selanjuinya pita HZP3 ( 79995 10.0531kDa) dan bZP4 (53,836
kDa] tetap merupskan satu pita, Hal yang $ama juga dilaporkan

oleh Kudo o &l (1938) pada ZP babi (pZP). di mana pita perlama
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dapat dipisahkan melaioi  metode dua  dimens: alertroforesis

seDagas campuran antara pZP 1 dan pfP?

ikcprotein penyusun £F babi dari hasd peneltian
Hazegawa &t al (1994), mengandung 4 |2ris glkaprotein yailu
ZP1, ZP2, ZP3 dan ZP4 dengan berat melekul antara 20 — 125
kDa Hal i mgengkin disenansan kargna ZP1 habi dapat
dipsahkan dengan rmenggunakan feduklar menpadi dud sub
profer yaly pfFZ dan pZP4 (Taya ef ai, 1533).

Berat malekut glikoprotein £ZP diantara spesies mamatia
sangat bervariasi. Pada awal perelitian yang dilakukan igh Hinsch
dan Elvira (1399, ZP tkus memounyal berat melekul antara 83-
200 kDa, yang diber nama mlFP1, mZPZ2. mEP3 dan mZP4,
sedangkan  hasil peneltian Brown ef  al {1950) menumukkar
babtwa rmolerul ghkoproten 2P harmster mempunyal kigaian berat
molgkuyl antara 20-250 kQa dan diberi nama ZP1. ZP2, ZP3 dan

ZP4

celamutnya melalui metode  gel densitometn terhadap
hasll 503-PAGE dapat ditentukan rasio antara  molekul  yang
terkandung  dalam  sampet  berdasarkan tebal  pita hasi
aladtroforess.  Anahss menggunakan alal densitometer terbadap
motekul b2ZP terdeteks adanya 3 puncak dengan luas area yang
berbeda (Gambar 280 Luas arza puncak ke 2 (75349 mm)

merupakan luas area untuk meolekal HZ2P3 dan luas area puncak 3

5=
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19874 mrn} adalah levas area urtuk campuran AZF1 dan A2FP2.
Sehmin ke dea luas aread int adalah sebesar 22791 mm yang
diasumsikas  sebagal 821 dan 0ZP4 yang masih  lergabung
da'am molekul ni, sehingga dapat diasumskan banwa rasio
molekut BZP3 dan HZP2 adaleh 11, Hal i sesuat dengan
pendapat Green (19897 hahwa resio mol proten antlara ZP2 dan
£P3 adalah 1.1, dimana jumlah mal £F1 adalah 0,9% dari jumlah
mal £ZP2 dan ZF3

Sesua dengan  sekuen acam aming boving FP1 dan data
WNCED o oo oo e (terlampir pada Lamperan 7y, 2R3
1EBrsusun atas 421 asam aming dzn terglikosilas) malalui katan M-
inked obhgosaccharde pada 4 asam aming [Aspragin atau Asn)
yaitu pada A4sn124 | Asn146, Asn 178 dan Asn271. Beral molekul
protemn rantar polpephda molekul DZP3 secara pernitungan adalah
50, 692 kD&, sedangkan hergasarkan hasil SD5-PAGE mempunyai
berat molekal  armara 50,459-50 468 kDa (perhitungan tedampir

pada Lampiran 4)

Karakterisasi bZP3dG Hasil Deglikosilast Menggunakan Enzim

MN-glvcanase,

Malekul BZP3d3 hasil deglkgsilas mempunyal berat maotekul

20462 + 0004 kDa (Gambar 5.7 dan perhitungan terlampir pada

(R Y]
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Lampiran 4], Pada tahap perzlitian ini ranta karbohidrat yang
terwat metalui N-fnked CQhgosscchande  pada rantai polipgptida
bAPE dipotong secara enazmalis menggunakan enzim N-
giycanase  Sesuai data HCBI,  molekul 82P3 mempunyai 4 posisi
M-lmked oigosacchande yailu pada asam aming Asn 124, Asn14g,
Azn 173 dan Asn271 dalam rantar polipepbda &7ZP2 Ranta
karbomidrat yang ‘erkat pada molekul ZP3 melalui N-finked
ohgosacchande ni dapat tenadi mewalue  strukbur entenarny.
friaptenary  dan  telranfenary (Yonezawa el &, 1999 Tulsiani,
2000), Sefanjutnya  cleh peneib lain dilaparkan bahwa ZP3 babi
\pZF3) terdapat 3 posisi N-linkad aligosacchande yang terdapat
pada Asn 124, AsnidE dan AsnZ71  Bentuk frismtennary dan
telragntennan,  hanya  terdapal pada  Asn271.  sedangkan
dianfennany terdapat pada Asn 124 Asni&B dan Asn 271 (Kudo e
al 1998 dan Yonezawa et af, 1999).

Secara pertntungan  berdasarkar 421 asam aming yang
menyusun bBAF3, maka molekyl i mempunya berat motekual
sehesar 50,692 kDa sedangkan  berat molekul hasil SO5-PAGE
adalah 50462 = 0004 ¥Da. Eerat molekul karbohidrat  yang
lerkandung dalam molekul 82P3 sebesar 30,533 kDa  ataw sekitar
36,92 %, Hasl penehvan Liu ef &, 1997 melaporkan bahwa berat
mplexul karboridrat yang terikat malalul f-linked oligosacchende

pada tikus mencapai 44,000 kCa dari molekul utuhnya (native
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283} yaitu 894 000 Dalton. Kandungan karbohidrat sebesar 35,92
% im masih sesuai dengan angka kisaran kandungan karbohidrat
hasil peneliti lain dari beberaps kelas mamalia, yaite mencapai
sampai setengsh dan  berat mclekul glikopratem (Tulsiam, 2000).
Adapun persentase ikatan glikar ini adsah 70-75 % untuk A
finked ohgosacchande dan 25-30 % berturut-lurut untuk O-lnked

oligosacchange [ Liu ef &/, 1997)

Karakterisasi Anti-bZ2P3 Dan Anti-bZP3dE Melatui Evaluasi
Spesifitas Reaksi Imunclegis Menggunakan Metode Dot Biod,
Weslarn Blot Dan indirect ELISA

Uy spesifitas antara glkoprotein HZP3 dergan anti-HZP3
serfa protein BZP3dG dengan anti-62F3dG  dilakukan melala up
Dot biot dan Wasterrr blof serda indirect ELISA,. Data uii spesifitas
secara  kualitatif  dilakukan berdasarkan metode Dot biod
ditampakkan sebagai noda biru keunguan, seperti Gambar 5.8
dan Gambar 5.9

Gambar 58 dan 59 mzhunukkan ada gradasi wama
sebagai hasil reaksi antigen (6223 dan AZP3dGE) dan antibog
(anti-6ZP3 dan  anti-bZP3dG}  berdasarkan variasi konseniras
anligen dan antibodi. Mokkul anti-bZP3 dan anti-bZP3d3 hasil
pengenceran 1/800 dapat dikenall cleh  apligen  dengen

pengencaran 11200, Indikator  yang meéanunivkkan adanya reaksi

118

Analisis Antibodi Hasil Induksi ...

Aulanni "Am



Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

posuf it menunjukkan bahwa bak LZFP3F dan HZP3dGE mampu
menguuduksi respon imun humoeral yvails dikenalinga 196G olen
penginduksinya yaitu 8£P3 dan 52P340G.

Noda dengan intensitas warna yang bervarias  pada
Garrbar 5 8 dan 5.9 menunukkan adanya vanasi kekuaatan reaks
a~tara antigen (bAP2 dan &ZP3d0) dengan a~tibodinya, yaitu anti-
LZP3 dan anti-HZP3dG. Gambar 5.9 mempunyal intersitas warna
yang lebit kuat dibandingkan dengan Gambar 5.8 Hal i diyakin
bahwa antibod hasil induksi motekul bZP3 yang mengalami proses
deglinesilasi enzimatis menggunasan A-glycanase lebib kuat dan
leoih soesihk bereaksi dengan ranta peptda yang ada pada
malekul &ZFP% dibandingkan dengan anbibodi terhadap molekus
a7P3 vang terglikasilasi. Hat ini karema malekul bZP3AG tidak
tertulup cleh rantalan karbohided sehmnnga pengikatan dengan
antibodi pada @y epilopnya tdak ierhalang. Disamping  itg
aihasilkan pahwa H2P34G lebih bersifat imunogenik, yang terbust
mampu mengmduks respon imun humaral lebih bak berdasar
pada mlal tter antioodi hasil irgdoksnya dibandingkan dengan
rclekul BZP3 vang masih terglikosilasi. Hasil analisiz stalistk juga
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata (p=90,0009) terhacap
nilar titer anlibod) hast induksi antara molekul 5Z2P3 dengan
bZFP3IG. Maka dapal diyakini bahwa  hilangnya ikatan ghkan pada

moiekul 5ZP3 melalau proses deghkosilasi enzimatis dapat
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meningeatkan munoreaktfitas nt prplein dan molekal 5203
terhadap antibodi hasil induksinya
Hasl uji Western bliot pada Gambar 5 10 dan 5.11 tebih
memperielas Dahwa anti-bZP3 aan anb-BZP335G  berturut-lurut
adalan respon terhadap  induks HLPE gan BZP3dG yang
mempunyar berat molekul 79,933 kDa dan 49,526  wDa.
Anbsera yang diimbulkan terhadap peptida-peptida yang terdapat
pada bZ£FP3 mavpun BZP3AG adaiah sebagal akinatl dan consanved
epilape Alau boving-spacthc ZP2 epilcpe.  Hasil Western blgl ind
mengndikasikan  bahwa molgkui 0ZP3 dan HZP3G berikatan
secara spestfk dengan anti-0ZF3 dan ant-bZP3dG pada pita
proten {tanda panah, pada Gambar 5410 dan 5.11).  Antisera
secara spesifk mangenah respecti’ peplide yang bertindak sebagai
iMmunoger dan idax bereaksi slang dengan pephda konirgl Pada
sgmbar 5 10 tampak babwa anti-62P3 mendeteksi protein bZP3
sepagal suatu oita dengan berat nolskul 77,2688 — BZBE03 kDa.
Fratein 8ZP3 dikenal mempertihatan adanya helerogenitas pada
gel elektroforauk.  Mal i mungkin disebabkan cleh glikesilasi, di
rana sult untuk mengidentifikasi dan mengkarakiensasi secars
akurat proten-proteirs ZP dengan SDS-PAGE melaln pewarnzan
Comasse brilliant blue B-250.
Berdasarkan hasil vl spesifitas reaksi dengan metode Oof

ol dan Western bigt antara 52P3 dengan ant-BZP3 serts
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0ZP3d0 dengan anti-bZPAdS  menunpkan adanya reaksi positif
Hal i dapatl diyakini bahwa data tter 195G yang terukur pada
metade wadirect ELISA pada Gambar 512 adalah respan dari
B2F%3 dan H/F3dG suatu malckul yang bersifal imurogenk dengan
berat maolekul 79,985 +0,051 kDa dan 50 462 + 0.004 ¥Da.

Gambar 512 menunjukikan adanya perbedaan  teer  anh-
BLFPE dan anli-02P3dG dan hewan coba tkus (Ratfus novergicus)
yang mendapat imunisasi denjan BZP3 dan  anl-AZP3dG
dibandingkan dengan serum preimun alagpun serum kanirel. Milal
wer  serurn presmun dan kool tampak  Derupa garis datar
dengan nilal absorbanst O 002-0 002 uptuk preimun dan 0011-
014 unluk kelompok kanirol, Sedangkan ter anti-EZF5 dan ant-

LZ2EP3dG lebin tingg dari serum praimun dan sequm kontrol

Analisis stabstk dilakukan terhadag hasil pengamatan titer
antibod pasca imunisas dengan £ZP3 dan bZP3dG vang disajkan
pada Tabel 52 Hasi anaibsis ragam menunukkan  bahwa
acanya perbedaan  nilai  titer 136 sangat nyata {p=0.0000)
disepabkan  oleh  pengaruh munisasi B2P3 dan AZ2E3dG
Demikan juga hasl up Beda Nyata Terkecil (BNT 1%} pada Tahel
73 menunukkan bahwa nilai rerata yang didampingi huruf {notas:
vang perbeda menunjukkan adanya perbedaan yang sangat nyata
(p~0.01) terhadap pembentukan 190G selama waktu 147 har

imunisasi  Imunisasi dengan L7F3dG menghastkan nila fataan
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titer lebih hesar apabila dibandingkan dengan imusisasi aleh hZP3,
yaitu 0,12348 untux bZP3dG dan 10,1030 untuk kelomook likus yang
mendapat imunisas dengan BZP3. Hal im menunjukkan bahwa
hilangrya ikatan gukan atau hiangnya karbohidrat yang terikat
pada rantar malekul bZP3 melaii ikatan Ainked afigosaccharide

dapat meningkatkan Wter antibodi “asl nduksinya

Hasil uji pada analisis ragam dan oji BNT 1% (Tabel 52, 5.3;
54 dan 5.5; dapal membuktikan hahwa hi:anagnya ikatan glinan
pada malekul BEZP3 (6ZF34G) mampu menginduks: titer igG yang
leth tinggr dibandingkan dengan  antioodi hasil induksi molekul
BZP3 terglikoslasl (B2P3)  Dersjal glikosilasi sptop atay siss yang
dekal gengan epilop mungkin menyebabkan sualu sterc hindrance
untuk pesgikatan antibodi.  Antibadi terhadap B2 dan bZFP3dG
tampaknya dituukan terhadsp  suaty conlmous  Fmima acd
sequerice dan tidak terhadap residu yang terglikosilas. Hal i
kemungkinan karena afinitas intraseluler iebih tinggi pada  antigen
yang lidak teiglikosilasi dan interaks) terhadap antibodinya terjadi

tanpa haiangan ruang

Imunisasi 82F3 dan HZP3AG pada kelompok tikus dapat
meningkatkan ter (93, Pada kelampok konkrol  didapatkan birar
vang relalif keoil (1/4000), yaitu 0.711- 0.015. Keberadaan anh-
bZP3dG dan anti-bZP3 berahan relatif lama sampar pada han ke-

140 [Gambar £ 12), yaitu masih [eh Lngge daripada  respon hari
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ke 38 pasca imurisasi dengan EZP3dG dan BZP7 dengan 2 kat

boostier

Profl titer pasca imunisasi dengan BZP3 dan bZF3dG
mempunyai kecenderungan yang sama yaitu mencapal puncak
setelan booster pertama dan ked Ja vaitu pada han ke 73 dan 126
pAsca imunisasi. Trer 1gG m bisa beriahan pada angka 0.0833 -
00224 sarmpal har ke 140 dar pada hari ke 147 nilai titer gt
bordasarkan milai absarbans pada panjang gelombang 40% nm
adalah 0,410 Meskipun terjadi penurunan pada hari ke 147 pasca
unisas.  namun nlai tikermya samean han ke 140 masih lebih
tinggi dari hari ka 38  Hasil analisis interaks: pada kelompek yang
mendapat imunisas jeris menogen yang berbeda dengan varass
lama imunisasi, nampak bahwa imuncgen bZP3dG pads lama
nnunisasi ke 126 mampu menghasikan nilay Uter antioodi 1ertngg
iTabel 5.5%, Hasil penelitian 1im sesuai dengan  hasil beberaps
penelitian terdahuly, yaitu imunsas hewan betna dengan ZP3
murrti dari spesies berbeda dapat menghasilkan antibodi terhadap
2P3 dari hewan yang demumisasi. Hal im diguga dsebabkan
terjadinya antibodi self reachve pang dapat dihasilkan cleh hewan
meigly imumsas) dengan anbigen yang mempunyal sifat reaks
silang yang luas. Demikan juga penelitian  pada menclt  yang
mengapat imunisasi  isolat ghkoprotein ZP dari babi (pZP) dapat
menginduksi antisera dengan tiler antibedi yang tinggr (Hasegawa

EE , R
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and Kayama. 1995). Penelitian yang diakukan oleh Henderzon ef
& (189R% dongan mengguaakan ZP3 mampu menginduks anti-
p2P3 pada hewan coba marmut. Antibodi hasih induksy aleh afPa
ni mampu mengsan  lebin dan 60 % prases bindmg antara
spermatozoa dengan  2el telur manusa pada fertiisasy ;m vitro
Selanjulnya pada studl n wivo, mampu menginduks) titer antibod.

dengan konsentrasi yang Lnggl {Paterson et al., 2002}

Peringkatan titer pada kelompok tikus (Raffus novergicus)
galur wislar yang mendapat imunisasi b2F3dG juga sejalan dengan
penslitian yang ditakukan Tulsian {2000) yang menunjurkan barwa
nteraksi perama antara spermatozea dan ZF merupakan suatu
proses dinging yang kampleks yang menceiminkan inleraksi antara
provewn permukaan spermatozea dan ZP. Hal wu Derars bahwa
reseptor prolein spermatozoa pada ZP tefutup oleh sualu molekul
karbamdrat yang kampleks, dimana malekul in: harus tefepas atau
tertidralisis iebin dulu el enzim yang dihaslkan pada tudung
spermatpzog agar spermatozoa mencapal ramal prolein yang

merupakan eseotonnya, yanu molekul protein dan ZP32
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Ujp Pengikatan Reseptor Spermatezéa Dengan Atau Tanpa
Kehadiran Anti-bZP3 Dan Anti-LZP340G

L pengikatan reseptor spermatozoa pada peneltian ni
menggunakan spermatozoa sapl denganftanpa kehadiran anti-
BZF3 dan anti-bZP30DG (Gambar 513 dan 5 14) Penelitian ni
membukbikan adanya receplor biding antara soermatazoa dengan
reseptornya yaty motekul BZP3 dan BZPXdG Gambar 513 dan
5.14 menunjukkan fnding dan spermattzez eruiama tenad pada
membran  bagan  kepala spermatozoa. Hal im sejalan dengan
hasll penellian Burkin gan Miler (2000% yang menyatakan bahwa
‘zona profem Gmdiing” teradi pada bagian akrosom spermatozoa.
Meanurut Snell and White (1996 7 ada bga resepler ZPS yang ada
pada membran bagian kepala spermatozea yang herperan penting
erhadap LR LA Spermalnzoa dengan P, yaitu

galactosyltransferase, sphé dan PS5 {zrk).

Penelhan pendateluan unluk mengetahul bahwa terjad
bindimg ££F3  dengan igan yang bDerada pada membran
spermatozoa  dilakukan dengan wjl menggunakan  watias dosis
&LPY maupun BFR3IAG sebaga reseplor primer soermatoros.
serta perghambatan yang diaku<an dengan kehadiran anli-h£F3
maupun ani-0ZP3dG. Hasil yang didapat adalah semakin hngg
dosis BZP3 maupun HZP3dG mara semakin banyak spermatosoa

yang terikat. Namun dengan kehadran anh-8ZP2 dan anti-

| 2=
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0P 3dG dengan beberapa varias konsentrasi jumlah spermatozns
yang terikat pada 6AP3 dan BIP3IGG men@ad  oerkorang.
Penyalutan rescptor i dirmaksudkan entuk menulup (memenubn
reseptor yang terlibat dalam pengikatan, sehingga diharapkan

teer|ad) efek snhibisi dan Wahapan penelban ini,

Tampak jelas bahwa hioassays yang didasarkan pada
inhibis1  pengikatan spermatozaa pada ZP3 dipengaruhi aleh
kehadiran ant=6ZF% dan  ant-BZP3dG melalw  gambaran
berkurangnya  dan  menjaubriya spermatoros erhadap
reseptarrya, yaitu &ZF3 dan 2P32d40G Hasil penehbian ime mampu
mambuktikan babwa  motekal 0ZP3 maupun BAPIAG sebagal
rrunogen mampd menginduksl respoan mun hurcra. yang
dibuktikan dapat mengganggu linding antara ZP3 dengan hgannya
pada membran spermatozoa. Selanutnya  dhbukltikan  banwa
antibodi hasiy induks) 52P3 maupur 82P 305G 0 mampy menekan
pengikatan spermatoroa dengan ligannya berurut-turul sebesar
7257 % dan 7551 % melaiui up hambatan pengikatan reseptor
dengan hgannya secara in owibio, Hal iml sesual dengan hasil
penehbian pada ZP3 yang memhasl penelitan yang dilakukan Naz
dan Packianathan {2000] dan  Naz < & (20000  dengan
menggunakan sintesis pephda (dodecamer sekusn asam aminod
yang disusun bergdasarkan sekuen asam amne ZP manusia (hEP)

yang diber nama YLM12. Hasil yang didapat adatah  bahwa
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kehadiran kehadiran  ant-YLP12 (fragmen  Fab™  antibodi)
menghambal proses Ginding spermatozos  (bagan akrosoma)
dengan reseptor, yailu synihelz pephde, YLP12. Hasil penelitian
ini juga sejalan dengan penelitian yang dilakukan Carmona &f al
(2002} yaitu protein dengan berat molekul &8 kDa {P88) yang
dikenal dengan nama Arndsulfalase A (AS-A) merupakan protein
pada permukaan spermatozes yang berikatan dengan ZP3, dan
saelanjutnya dikatakan babwa AS-A merupakan ligan ZP3. Peneliti
lamn A melapirkan  bahwa  beds1-dgalaciosyiiransferase-1
{(GALT-1} yang ditemukan padz permukaan spermatozoa tikus jugs
merupakan igan ZP3 (Tengowsk: ef af,, 2001 Julberut of ar, 20021,
Selamuinya  Miller ef af (2002} melaparkan babwa spermalozoa
Likus yang tetah dililangkan GALT-t masih dapal melakukan
bindimg ZP3, letap bidak mampua menginduks: reaksi akiosom.
Peneliti tain  melzporkan bahws  anti-GALT-1 dan anti-AS5-A
dapat menghambat feritisasi, dirmana GALT-1 merupakan ligan
ZP3. Hal ini dibuktikan melalui i hambatan binding spermatozoa
oleh anli-GALT-1 pada kultur spermatozoa babi { Tengowski & al,
2000; Julerut et @l 2002}

imphkasi dan hasil peneliban tahap won adalah pika
spermatozoa yang berkatan pada regeplomya (BZP3 dan bZP34G)
tidak disupresi secara sempums, maka ferhlisasi akan terjadi

Demikian juga lampak bahwa bZF3 yang terdeglikosilasi (bZP3dG)
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leb h bersifat giass adhessve karena hilangnya rantas Karbohidrat
Ha! inl mungkin disehabran oleh progressive crogs-tinking dar
zona pephdes yang terpapar bagus pada glass siide dengan fatauf
tanpa kehaditan anti-bZFP3dG, can spermatizoa terhambat untuk
melakukan teding pada reseptornya, mungkin i merupakan

saigh satu fakicr

Penelitian yand dilakukan cleh Henderson et af (159%8)
dengan menggunakan REP3 (pig Zong Pellusiga-3y  mampu
meaginduksi anti-gfF3 pada hewan ooba marmut serla mampu
menekan lebih dari 60 % proses Binding antara spermatozoa
dengan sel telur manusia pada ferhlisase i viire. Lrotan interaksi
resepior-ligan yang tepat dapat bervariasi. Hal i tampaknya
memberi konstribust terhadap spesifitas speses selama ferlilisas
Lintuk memahami mekanisme  yang mendasar  turding 0
memeriukan pengetahuan beberapa malekul yang ikut berinteraks
gan dasar strurtural secara mabskuler dar beberapa interakss.
Dangan demikian dapat disimpulkan bahwa afinitas intraseluler

munghin lepih binggi bia antygen beak tergikosilas

Imunoadsorbs dgan anb-62F% atauw  ant-B2F34G dengan
peobida pada molekul utuh  (ralve] BEF3 atau proten inti dar
molekul BZP3 yaits 82P3dG menghambal proses pengikatan
tencing reseptor pada ligan, bagian akrosom spermatozaa. Hal ini

sejalan dengan penehtian Hinsch af 2 [1998) bahwa lerkatnya

11K
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spermalozoa pada ZP terjadt melalui  interaksi spesifik yang
merupakan kungl pengatur proses fertiizasi. Plazma spermatozoa
rmengandung molekul yang dipsslukan unluk mteraks dengan ZP3.

Hasil penelitian 1ni nampak bahwa terjadi hambatan  Linding
dengan spermatezoa oleh kehadiran antibodi basil induksi oleh
BZF3 dan BZ2P3dG terhadap reseptor primer spermalozoa
tersebut.  Unluk membukbkan bahwa hambatan  bicding receptor
dengan ligannya pada membran spermatezoa  didukung  oleh
hasil dot bigf, waslernr blot dan irdirect ELISA, yaitu kespesifikan
antara 5ZFS dengan anti-bZF5 dan &ZP2d40G dengan anti-BZP3dG
{Gambar 5.8 59 510 dan 511} Hal ini menandakan bahwa
623 dan &7F30G merupakan kompleman  dan reseptor padsa

permUkaan spermateozoa.

Evaluasi Anti-bZP3 Dan Anti-BbZP3dG  Sebagai  Bahan
Penghambat Fectilisasi in Vivo

Imunisast menggunakan 5273 maupun A7P3dGE dengan
jelas memperliihalkan adanya perbedaan imonogenesitas yang
sangat nyata (p=0.000) antara ghoosyiated dan deglycosylated
polypeptides (Tabel 5.7). Dosis 200 pg bZP3 maupun bZP3dG
menggunakan  Freund’s adiuvant, cukup dapal menghasikan
peningkatan respon antibodi (sampai pada titer 178000}, dan dapal

bertzahan zelama lebih dad 210 hari  Bowine zona pellusida-3 dan
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87P3d yang dipakar sebagar imunogen dalam penelitan ind
mampd menghamipat ferilisasi v wive  lmonisasi  primer deogan
BZP3d(G. menghasilkan sualu respon anlibodi yang lebkih tinggi
dibandingkan dengan  64P3.  Hal im  memperhhatkan bahwa
hilangnya ranta sise karbohigrat dari HZP3 secarz sigmifikan
{p=0,0000] dapal meningkatkan imunoreaktivitas  inti protein dan
molekul BZP3  terhadap anbibodi hasil induksinya {Tabel 5.6; 5.7,
58 dan 5%9)  Hal ini menurjukkan bahwa hilangnys rantai
karboibvdrat  molekol 5SP3 melalui  M-lnked Obgosaccharnids
mempunyat konstnbusi terhadap lergadinya sterfc findrance dan
ranlai peplida yang dikenall cleh zantibpdinya. Selanjutnya juga
didapat informasi babwa pengkalan anti-bZP3dG pada HZF3
menyebabkan lenadinya slerc hindrance dan lgan untuk tenadinyz
pengikalan pada binding recegliar dar sparmatozod, sehingga tidak

dapal dikenall 1zgi oleh resepbornya.

Anahsis slatistik menggurakan anahsizs ragam [(ANOYA)
dilakukan terhadap hasil pengamatan bter antibodi yang disajikan
pada  Tabel 56 menunjukkan adanya perhedaan yang sangai
nyata (p=0.0000) anlara perlakuan imumisas: dengan BZP3 dalam
Freund’s aduvanl, £2ZP3dG dalam Freund's adiuvant, dan
perakuan  kentrgl yang mendapat imunisasi banya dengan
Freund's adjuwan! terhadap nilai tler IgG.  Maka selanjutnya

dilakukan up beda nyata terkecl (BNT 1%] antara periakuan pada
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Tabsl 5.7, 5.5 dan 5.9 menunjukkan bahwsa nilal rerata  yang
didampingi huruf (natasi) berbeda sangat nyala {p=0.01) terhadap
kemampuan menginduksi g,

|munisasi menggunakan LZPY dalam Freund s adivvan! dan
5ZP3dG delam Freund's adjuvan! serta perakuan kontrol yang
mendapal imunisasi  hanya dengan Freund's  adiuwani
rmenunjukkan basil analisis ragam  yang barbeda sangal nyata
fp=0,01} (Tabel 5.7}, Selanjutnya pada Tabel 5.8 nampak bahwa
lama imunisast ke 126 menghasikan respon  sintesis antibod
terlingg dan pada Tabel 59 menunjukkan bahwa imunisasi
menggunakan SZP3dG pada lama imunisasi 126 han manunjukkan
hasil respen antibodi tefinggi. Dengan demikian memang benar
bahwa hilangnya ikatan gliken pada molekul AZP3 mampu
menghasilkan fiter 1g9G lebih finggi dibandingan pada kelompok
yang mendapat imunisasi native 5ZP3. Hal ini juga didukung hasil
peneltian Mahriam (2002) bahwa kualitas kemumian imunogen
mempangaruhi proses folikulogenesis pada kelempok kelined yang
mendapat parlakuan barbagai kualitas HZP3.

Meskipun ada perbedsan  imunggenitas antarz  native
givcoprafein {6Z2P3) dan inti protein  BZP3dG polvpeptide, telah
ditunjukkan bahwa kedua molekul tersebut memperlihatkan potensi
kontraseptif pada in wve. Semua kelincl membern respon lerhadap
rounisas  LAP3 maupun AZ2FMG dengan pembentukan antibodi
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terhadap BZF3 dan HZF3dG. Kelinci yang menghamdkan  titer
antibody  yang boggqe  terhadap  dJdegheosyiated  polypeptide
{bZ2F31G) memperlihatkan percde inferilitas zelama 210 har.
Titer anttbodi tertinggi pada semua kelinci yang diimunisas dengan
BZP3 dicapai  pada lama imunisasi 126 hari, yailu 0,279 - 0,348
dan mampu menginduksi infertilitas sampai 180 han (Gambar 515
dan 5 16}

Data penelitiar  Mahnani  {2002) yvang dilzkukan
berdasarkan pemenkssan histodogis terhadap insan avanum yang
tarpapar oleh beberapa jenis antigen yang berbeda, yaitu  crrde
ooait, crde BZP dan B7F3, dihasikan gambaran histologis yandg
berbeda. Dari ke tiga jenis anligen yang digunakan hanya b2ZP3
yang tidak mengganggu proses folikulogenesis. Selanjutnya
apabila dibandirgkan antara kontrol imunisasi dengan 5ZF3
melalui  pengamatan pilae rataan  folikel  (primordial, pomer,
sekundar dan lemsier } serta compus luleum dikazilkan nilai yang
hampir sama {(Lamgiran 12). Sedangkan pada perlakuan imunisasi
dengan crude agsil dan crude BZP menunjukkan jumlah folikel
yang cenderung menwrun.

Deglikcsilas terhadap molekul ZP2 dapat memperbaiki
kualitas andibodi  hasil induksinga. Hal imi mengingat bahwa

kontamingsi pada preparasi /P adalah alasan primer dntuk
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terjadinya  disfungsi  owarium  yang eramat pada penelitian
munisas yang telah diakukan o'eh beberapa peneliti terdanuly
Petbedaan yang sangat nyata {p=0,0000) terhadap respan
induksi antibod dan daya hambat fertditas terlhat  pada
kelgmpok kelingl yang mengdapal imunisast BZP3 dan H2P34G
tGampar 596, 57 sernta Tabe! 5.6 Secara tgantis, ada alazan
untuk mempercaya: bahwa zore pofypealdes mengandung epitop
yang mempusyal potend untuk renginduoks sel T tesulama sifal
sitoloksik pada casit { Sun et al.. 1999). Hal ini mengingat imunisas:
oush antigen derlarut seperti B2P3 dan LZP 354G akan ditangkap oleh
sel dendritik melalui tahap endositosis yang diperantaral aleb
reseptor dan dipresentasikan pabda membrac bersama molekul
MHE  kas Il Romplek  peptida-MHC kelas 1 kemudan
dipresentasikan dengan densitas tingg pada permukaan 52l pada
spat sel dendntik berdiferenstasi. Pada saat sel dendntik matang,
pangoantian peptida yang terkat pada MHC menjadi berkurang,
dan peptda imunogenk terekspres) pada permukaan sel Sel
dendritik yang membawa antigen bervmgras menuu kelenjar getah
terung lokal molai Imfatik aferen  Sel dendritk kelemar getah
oening yang membawa antgen kemudian merangsang sel T untuk
barproliferasi dan melakukan akhitas sitotoksk (Steinman, 1999)
Mekanisme & mana induksi imunitas terhadap ZP yang

menyebabkan penurunan  populasi folikel prmordial belum jelas.
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Penelitian vang ditakukan Mahazani (20020 menggambarkan bahwa
wounisasi 82P3 pada kelompok kelnci dak berpengaruh lerhadap
perkembangan fodikel. Hal ini sejalan dengan yang dikemukakan
olel Skinnar & al  (1998) bahwa perdurnbuhan folikular
dipertahankan di bawah umpan talik negatf terhadap populasi
folikel vang sedang hertumbuh, naka sualu deples yang dunduksi
cleh anbtbodi pada folikel malur dapat menyebabkan suaiu
akselerasi kronik pada kecepatan rekruittnen folikel primordist,
sehingga poct folikel primordial akan menjadi terdeplesi secara
premalur. Kemungkinan lain, pawleg ovarium mebbatkan suatu
reaksi transien, nonspesifik, inflamasi di datam ovarum sebagai
respon terhadap adanya imunoglobulin yang berkaitan pada
permukaan ZF. Peristiwa =zemacam im dapatl mengakibatkan
adanya deplasi yang cepat dari populasi folikel pimordial sebagai
konsekuensi dari kerentanan diclyafe-stage cogytes terhadap
fevcocyte-derived oylokines dan free oxygen radicals. Bagavans af
al. (19%4) melapockan bahwa kera Bonnet yang mendapat
imunisasi menggunakan pZP3 murni sangat efektif menghasilkan
nferhlitas dan tidak menunjukkan gangguan pada cvanum, Lebh
lanjut juga disebutkan bahwa hasil laparoskop menuhjukkab
ovarium nampak normal, perkembangan folikel dan korpus uteum

yang normal,  jumlah folikel tidak berkurang sera telak ada
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imunisasi bZP3dG menunjukkan kembalinya daya fedilitas dengan
dremurannya embric fase morula pada hari ke 180 pasca
imunisasi. PFada dua kelompok i sampai pada har ke 180 masih
mampu menginduks infertiltas sampar 87,50 % dan 7500 % Dan
pada harn ke 210 pasca imunisas sermea keline yang mendapat
munisast  bak BZP3 dan OZP34G nampek kembalingya daya
fertiltas dengan diternukannya embria dengan metode fushing
embng  Dari hasid 3 kelompok Kerncl in nampak bahwa imunisas
AZP3AG mempunyal efek perghambatan fedilitas [ebih besar dan
lebih lama dibandingkan kelorook «elinci yang mendapatkan
imunisasl oleh bZP3

Hasll  analisis  slatishk  menggunakan  aralisis  ragam
(ANOVA) dilakukan terhadap hasil pengamalan daya hambat
fert.lilasas: berdasackan ditemukannya embio melalo meatods
filishing embrio disaikan pada Takel 510 menunjukkan adanya
perbedaan yang sangat nyata (p=00000) antzra perlakuan.
Imunigasi pada kelompok kelinei {Onectolagus cumicufies)  lokal
dengan 8ZP3 dalam Freund's adwwvant, 82P3dG dalam Freund's
adivvartt dan perlakuan kontral yang mendapat imunisasi hanys
dengan Frevngd’s advand  terhadap kembalinya ferilifas.  Maka
selanjutnya dilakukan up beda nyata terkecil (BNT 1%} antara
petlakuan pada Tabal 517, menunjukkan babwa nilal rerata yang

ddampingl  hurgf (netas) berbeda  menunukkan respon yang
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berbeda sangat nyata (p=0.1) terhadap kembalinys fetilitas
Infertilitas yang diinduksi oleh imonisasi dengan &ZP3dG maupun
BZP3dG  mampu beraban sampai 180 han.  Dengan demikian
meamang benar bahwa imunisati dengan 52P3 maupaun BZP3dG
mampu menghambat fertilisasi secara reversibfe. Demikian juga
dihagilkan bahwa hilangnya ikatan glikan pada molekul HZP3
mampy  mengembalkan daya fertitas letwh lama  daripada

kelompok yang mendapat mmunisas: nainee LAP3.
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BAE 7

KESIMPULAN JAN SARAN

7.1, Kesimpulan
Darn hasil analisis penehtian dan pembabasan dapal dibust
kesimpulan seper yang tersebut dipawah in
1.1, Hilangnya tkatan glikar hasil deglikosilasi dengan A-
giycanass menghasikan antigen dengan 8M lehih keal dan
meningkatkan spesidistas reaksi dengan antibodi  hasil
induksinya dibandingkan dengan native bIP3
7.1.2. Hitangnya ikatan glikan moleku #ZP3 melalyi deglikosilas
menggunakan N-ghvcaniase memilixi potensi imunogeni
untuk mengingduksi ferhentuknya ant-H2P3dG dalam serum
lebih kuat dibandingkan dengan  ralive &67P3
713 Antibodi hasil ingukst molekul 82ZP3  yang terdeghkostasi
mampu menghambat  pengikalan reseptor sparmatozoa
letih kgt dibandingkan dengan Aative £2P3 menggunakan
metode uy pengkatan reseplor spermatezoa
714 Anttbodl hasl nduks moalekul 82P3 yang laerdeglikosilasi
mampu menghambal feriisas i vivg  secara reversiilte
lebih lama dibandingkan dengan native B2ZP3.
Akhinya  berdasarkan  kesimpulan  yang  berrubungan

dengan hipatesis, maka terbuktiah hipotesis penelitian bahwa
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Hilangnya jkatan glikan pada molekul bZP3 menghasikan
anti-GZF 334G yang letih efektd  menghambat fungsi pengikatan
reseptar spermatozoea, sehingga dapat menghambat proses
ferilisasi secara reversible. Disamping itu molekul 5Z2P3G adalah
protein temuan baru yang dipercleh melahn proses deglikasias
enzimais lerhadap molekul native B2P3 yang perlu dikembangkan

leipih lanjut sebagai kandidat imunokontrazeps.

7.2, Saran.
tMeskipun telah diketahu batwa antibodi basil induks malekul
BZP3 vamg lerdeglikosilast mampu menghambat pengikatan dengan
spermatozoa melalui metode uji pangikatan regeptor spermatszaa
dan menginduks terladinya inferditas sementara, namun masih perlu
dikenfirmasi lebih lanjut bagaimana pearubahan stnakbur BIP3 secars
malskuler ledadi aleh keberacaan  antr-bZP3dG sehingga mampu

menghambat pengikatan reseplor spematozoa.
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LAMPIEAN 1. Pembuatan Reagensia
1. Larutan Nall fisiclogis 0.9%.
Pinrnbang 4.5 g NaQl 003 g pencillie. 0.05% g streptaricin.
dilarutkan dengan akuades daam beaker glass 50 ml kemudiar
dituangkan ke labu ukwr 500 mf dan diencerkan samoai volumes
tanda balas
2 Buffer Fosfato2MpHT
2.1 larutan NaH:PO, 0.2 M (EM=1153,98 g/mol)
Berat MaH;POL, yang diperlukan.
wo= BM x M
= 119,499 gfmol = 002 mal
=Z2313928 g
Uniue 100 ml larutan diperlukan 23998 gram NMaH PO,
Cuhimbang 2,3998 grarm NaH:PJ, . dilarutkan dalam akuades sambil
diaduk dan dipindahkan dalem labo gk 00 ml, kemudiEan
ditambah akuades sampas fanda Latas
2.2 larutan 0,2 M NasHPO, 7H,C (BM=267 .96 g/mol)
Barat Ma:HPDy, yang diperukar
w = BMx M
- 287 96 gimot ¥ (.02 mol
= 53482 g
Lintak, 100 mt darutan diperlukan 53592 gram Na;HP Gy 7HO

Citirnbang 53592 gram Ma;HPC L THO. dilarutkan dalarm asuades
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Lanjeulan tampiran 1
sarnbil diaduk dan dimasukka4 dalam labu ukur 100 ml, kemudian
ditambah akuades =ampai tanda batas.

2.3 buffer fosfat 0.2 M pH 7

Ciambit dergan gelas ukur 50 ml larutan 0.2 M NaH;PD,, ditambah
larutan &0 ml 0.2 M NaHPD, 7H-0. dan pH lantan divkur dengan
EH rneter hingga pH mencapa) skala 7.

3. Larutan PB & (Phosphat huffer Saline) + Pan- Strep.
Dimbarg 4.0 g WaCl. 0.1 g KCI. 1.42 g NaxHPOy, 0.1 0 KHaP Oy,
G.03 g penmcilln. 905 g streptomicin dilarutkan dengan akuades
dalarm beaker glass 50 ml Kertudian dituangkan ke labu ukor 500
mL dan dignsersan sampat volo me tanda batas

4. Reagen Biuret
Diimbang G115 g Cul0eS5HO dan 06 g MakKC,Os4HO,
dilarutkan dalam 50 mlb akuades. ditambahkan 30 ml NaQH 10%,
diaduk, dan diencerkan dalam 100 ml akuades stenl

5. Larutan Stok BS5A 10,000 ppm
Catembang 1,00 g BSA, dilarutkan dalam 20 ml akuades.
ddambabkan 3 tetes NaDH 3% dan diencerkan dalam 100 el
akuades stert

6. Larutan K0, 10 mM
BM NalC., =214 g/mol

B KO, = 250 g/mol

ol
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Lanjutan lampiran 1

230 p i el

Konvers: = x 2 mp
214y ral
= 23 mg =0023 9
0023
Mol = S -—7 = 0,0001 [
230 S maol HOT mo
_ 000 mol _

Molantas - - = =00t M =10 mM

Ditimbang 0,023 g KIDy dan dilarutkan dalam 10 ml glikeproten
assay buffer Kemudian disimpan dalam lamar es.

7. Larutan Glikoprotein Detection Reagent 0,5%
Omimbang Q05 g givcoprolein deteclion reagent dan dilarutkan
datam 10 mL NalH 1N Ker udiar disimpan dalam emari es

9. Larutan APS { Ammonium perzulfat } 10 % [wiv)
Dmmbang 0.5 g ammoniur persulfat dan dilarutkan dengan 5 mL
akuades, divartex kemudian disimpan pada suhu 4 .

10. Larutan Poliakrilamida T- Akril

Ciiimbang 2,92 g akrilamida dan 0,08 g bisakrilamida, dilarutkan
dengan 7 ml gkuades dengan menggunakan pengaduk magrheti,
kemudian diencerkan dalam 10 mbL akuades steri

11, Larutan Upper Gel Buffer (pH 7.0 }
Ditimbang O 75 g Trs dan (.04 g 808, dilarutkan dengan 5 ml
akuades, dlambahkan HE zampai pH 7 Kemudian dencerkan

dalarm 10 ml akyades steril
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L afyulen lampsran |
12. Larutan Lowar Gal Buffer (pH 7.0)
Diimbang 1,82 g Tris dan 0,04 g SDS, dilarulkan dengan 5 mi
gkuades dan dilambahkan HCF gampai pH 7. Kemudian diencerkan
dalam 10 mL akuades steril.
13. Running Buffer

Citimbang 3,03g Tris, 144 g glisin dan 1.0 g SDS | kemudian
dhlarutkan dalam 1hiter skuades steril.

14. Larutan Running Sampel Buffer [(R3B)
D ambil dengan mikropipet 1,0 mL $2,5 mM Tns HCI pH 658, 1.6
mil 10% glisercd, 1.6 ml 2% 50%, 0.4 ml 5% merkaptoetanaol dan 0,2
ml 0.1% bromofengl bue. kemudian diencerkan dalam & ml
akuades steril.

15. Penyiapan Larutan Sepasmating Gel 12 % dan 10 % serta Stacking

Gal 3%
Tabel L.1. 1 Kompeosigi Larutan Separating Gefl 12 % (1 plate}
Bahan | 12 % 10 %
) Volure (pl) volume (ul)
LGB X 1300 1500
T - @kl : 200 1987 5
dd HZO | 1700 . 2510
APS 10% _ BO | 30
TEMED : 8 ! 15
152
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Laryuian lampiran !

Tabel L.1.2 Kemposisi Larutan Stacking Gel 3% (1 plate)

Bahan Volume ( 11}
UGB 415
T- akril 267
agd H20 g75
AFE 10% 20
TEMED i 2 B

16. Pemyiapan Gal lsoelektrik fokusing (2 ml)

Bahan | Jumlah

Urea (8,5 M} 11.02 gram
| Poli (30% akritamid, 1,5 % bis) | 266 .l

dd H2Q . 1000 ul )
Ampholit 4-7 "0 |
Amphalit 3.5-9.5 | 30 1
APS 5 ul !
TEMED 2t {

17. Larutan Staining
Ditmbang 0,25 gram Coomassie Briiand Blua R-250 ditambah 45,4
mL metangs absolut; 9.2 ml asam asetat glasial dan akuades
gampai 100 ml,

48. Larutan Destaining
Diambil dengan gelas ukur 7 ml asam asetat glasial dan 7 ml

metanol abssiut ke dalam labu ukur 100 mi dan ditambah akuades

sampai tanda baias.

133
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Lanjutan lampran 1

19. Larutlan HaOH 1 N
Citrmbang 1,00 g NaQH dan digrutkan dalam 10 mi akuades.
Kermudian dienceran dalam 25 ml akLades steril
20, Pembuatan Larutan NaQOH 10%,
Ditimbang 1.00 g NaOH dan diarutkan galam 7 ml akuades
Kermudian diencerkan dalam 10 ml akuades starl
21, Larutan NaDH 3%
Chtimbang 03 g MNaOH dan dilarutkan dalam 7 ml akyadez.
Kemudian diencerkan dalam 10 ral akuades stenl
22 Saturated Ammaonium Sulfat 50 % (8AS 50 %)
Citirnbang 31.4 gram {NHahsia, dilarotkan dalam akuades sambil
thaduk dan dipindahkan dalem tabuo ukur 100 mb kemodian
gifarmbah akuadas sampal tanda batas.
23. Blacking Bulfer
Ditrmbang 2.5 gram susu tanpa lemak dan ditambahn FBS sampai
S0 ml
24, PBS - Tween 20 0,05 %%
Cipipet dengan mikropipet .05 ml Tween 20 dan ditambah PB3
sampa: velume 100 ml.
25. Tris Buffored Saline [TBS)
Oitimbang 2,17% gram  MaCl dan 03025 gram tns base,

dlarvikan dalam 200 ml akuades dan digtur pHova sampal 7.4,

14
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Lanjutan tampiran 1
Apanila larutan oersifal basa, ditambah dengan HCl 9. N dan
apabila tardtan bersfat asam, diambah dengan NaOH 01N
Kemudan ke datam larutan ditambabkan akuades sampan volume
1 liter

26, Natrium azida 0,02 %

Dibmbang Q002 gram rabtriom azica, dlarutkan dalam + 5 mi
akuvades, kemudian dipindabksn ke dalam labu ukur 10 ml dan
ditambah akuades sampa tand:s batas,

27 Pembuatan Medm Bracke! ard Olphants (B0 Stok
Medium BO Stok

, Bahan | Komposisi (mh) | Jumlah {gramiliter)
NaCi ! 185 6,45 '
Kl 4.0 0.3 '

| MaH:PO, 2H.0 0 0113 '

- MgCls BH:0 0,50 0,106
Cally. ZH.0 2,04 (.33
MaHC O 57 _ 3,104

- Fenrcrllm 1 | 0,06
Streptomyecin ' o1

Semua bahan dilarutkan secara berurutan kedalam 1000 ml deronized
water stenl agar menghasilkan meciom yang jernih. Medium disimpan
galam refrigeralor untuk stok selama * bulan
28 Pembuatan Pewarna CB8 G-250
15 mg {omassie Bnlhant Blue G-250 dilarutkan dalam 10 mil asam

perkiorat 3,9 Y. kemuwdian disanng dengan kertas whatman Mo
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L enjstan lampiaEn |
29. Tabel Komposisi Protein Standar produksi Bio-Rai

""" Berat Molekul |
Protain (Dalton) i
Rabbit sheletal muscle myasin 200040 |
| £ cak frgslactosidase 116 250
I Rabbit muscle phosphorylase £ G740
| Bowing serum albuirin 66.20t)
| Hen egg white ovalburmin 45.000
| Bowine carbonye anhydrase 31.006
1 Soybean irypsin infbior 21,500
wiILEEK
AT
SURABAYA

1%k
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Lampiran 2. Diagram Alur Percobaan

Lampiran 2.1
Lampiran 2.2
Lampiran 2.3
Lampiran 2.4
Lampiran 2.5
Lampiran 2.6
Lampiran 2.7
Lampiran 2.8
Lamgiran 2.9
Lampiran 2.10

Lampiran 2,11

Disertasi

Diagram Alur Koleksr Caran Folikel
Diagram Alur Koleks oozt
Diagrarm Alur Isolasi Zona Pellusida Sapl

Penyiapan Samnpel 6£2F Untuk  Pengukuran
Fandungan Proten. Glkoprotein Dan Karbahidrat
Fengukuran Protein Metode Biuret

Fenentuart Berat Molekul Dengan Elekiroforesis
sShE-FAGE

Pengukuran  kandungan  Ghkoprotein Dan
Farbatedrat

lzolast Dan Punfikas Ant-bfP2 Dan  Ang-
full o Tu [0

hi D Blot Terhadap &2P3 Atau bZRP3dG
Dengan Anti-bAZF3 Atau Anb-bSF 340G

Lk Western blei Terhadap b2P2 Dengan Anti-
bBZFP3 Dan HZP3G Dengan Anti-bZP3dG

Ui Binding Reseptar BLPIDLPZISE  Dengan
Spermatozoa Dengan Dan Tanpa Fenambahan
Anti-02P3 Maupun Ant-bZ P3dis

Analisis Antibodi Hasil Induksi ...
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Lanjulan lampiran 2

Lampiran Z. 1. Diagram Alur Koleksi Cairan Folikel

Chwvarium sapi |

= di lambshkan NaC} fisiniogis 9%

- diaspHrasi menggunakan spuil
injeksi 22,5 G yang diisi sediki
PBS

¥
{ Cairan folikel ‘

- 1/3 bagian atas dibuarg, 143 bagian
t2ngah diempalkan wadah [ain

- 13 bagian bawsah  dicuo dengan
PBS sebanyak 3 kali sstiap
20 rraenit

¥

Cairan folikel
Yang Stdah Dicuci

—

| 38
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Lanutan fampran ¢

L. 2.2 Diagram Alur Koleksi 0osit

Cairan fohkel
Yang Sudah Dicwc

—_ —— - . —_

- dipindankan ke cawan petn

- dipenksa dibaveah mikroskop dan
drambil cosinya

- liap cawan peli bernisi 100 cosit

— — — — 1r

Ocosit terkoleksi idisimpan di freezer |
20 "C atau langsung dilakukan sclas) bZP ) |

—_ e e —

| =l
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Lamulan lampiran 2

L.2.3, Diagram Alur Isolasi Zonza Pellusida Sapi

Coasit hasil kolekst
Malam bufer PBS

- pemecahan ZF secara mekanik
Jengan Fine pipel
- dipindahkan ke cawan lain bens PAS
- dweuct dalam bufer #RS
- disentrifugasi 6000 rpme 4 %% sefama 20 mend

- P y
ENQapan aupornatian
t£0na Fellusida)|

| ]

e — —

— e — — — . =

L= _|

L.2.4, Penyiapan Sampel 5ZP Untuk Pengukuran Kandungan Protein,
Glikoprotein Dan Karbehidrat

E&ZP

ditambahkan buMer 20 mM Tns G pH B
divartex

dunkutas pada 58 "C selama 20 mend
disimean —20 "C dalam freezer

__*
[ HAP terlarut

43
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L anjutan lampran 2

L.2.5. Pengukuran Prowein Metode Biurst
L..2.5.1. Pembuatan Kurva Stanclar BSA

9 labung reaksi diist Tral larutan BSA
konsentras: 1000-9Mppm

-ditambahkan 4 mi reagen biure +
&5 mL air

- dikocok dan didramkan 30 ment paca
sufu kernar

« divkur serapannya pada 3 maks 350 nm

+

Kurya Standar BSA

L 2.5.2 Pengukuran Kandungan Protein Sampel 5ZP Dan bZP3

0.5 mL sampel 82F atau 27P3

- ditambahkarn 1 mb larulan BSA

- dilambahkar 4 ml reagen biured

- dikgook, didiamkan 30 ment pada
suhw karnar

- thukur serapannya pada . 550 nm

L
Ditwtureg kandungan protein
dengan menginterpolasikan
dengan kurva standar B34

(¥}
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Lanutan lampwen 2

L.2.6 Pengukuran Kandungan Glikoprotein Dan Karbohidrat

2 eppandorf digi 0,4 mL
glikoprotein assay bufer

1 eppendor! disi 16.7 , L sampel +
383,31 Lglikoprotein assay bufer

Disertasi

- masig - masing dlambahkan 0,2 mi
Kalium Perodat 10 mM

- divoreh dan salanjuinya dinkubasi
sedama 10 ment pada suhw kamar

- masing - masing ditarnbahkan 0.6 mL
reagen deteka ghikoproden 5%

- divortek dan selanjutnya dinkubasi
selama 1 jam pada suhu kamar

« diukur serapannya pada 2 550 nm

¥
Hasil dihitung
berdasarkan rurnuys

L

Analisis Antibodi Hasil Induksi ...
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Lanjutan lampiran 2
L 2.7. Penentuan Berat Mclekul Dengan Elektroforesis SOS-FAGE

separating gei J - Sacking g
I
- dimasukkan dalam plafe elekiraforesis |- dituang di alas separaing gef
- dibiarkan 10-30 mend yang telah mengeras
- dipasang sisiran

- dibjarkan 10-30 mend

:

gef dalam pfate

- dipasang pada alat elekiroforesis
- running buffer dtuang ke dalaim bejana elektmforess

8 ul protein standar dan sarmpel

- diinjeksikan ke dalarm fiap sumuran
- dilzkukan permisahan dengan arus kanslan 40 mb sampai
prolein slandar dan sampel berada 0.5 cm di atas dasar gef

gel + protein slandar dan sampel

- direndam dafam larutan stainrrg =ambi digoyang
gelama 2 x 30 menit

- dheucs dengan lamtan sesfaining sambil digoyang
sampal ge! menjadi bening

pita protein standar _-| | pita prolein sampe|

J- dibuat kurya standar l denlerpodasikan pada kurva standar
kirva standar beral molekul sampel
63
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Lanjulan fampwan 2

L.2.3. Isolasi Dan Purifikasi Anti-bZ2F1 Dan Anti-bZ2P3aG

[rarah hewan coha yang
mendapat immnisasi

P32 atau HZP3AG

-l

disentnfugas pads 1500 rpm selama 30
rmenil pada subu ruang

v

supernatan
{serum)

!

presipitat |

- ditambah SAS 50% {1:1}

- dibiarkan beberapa mend dan
dihomogenkan

- disenlrifugasi pada 3030 rpm,

20 memit | 47

!

i supernalan

v

presipitet J

- dilambah 5A5 S0°%% 10 kali
wIHUmE SErum

« diromogenkan

- disernfugas 3000 rpm selama
30 raend pada suhu 49

{_

{ sUpermalan [

*

presipinat |

-ditambah 005 M PES pH 7

(11
- Dhalisiz semalam pada kondisi dingin
(Cocl Reom) dalam 0.01 MPES pH 7.

w

———

Anti-82F3 alad anli-inZ P3dG JI

]

Disertasi

|
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Laiyutan farmnpian 2

L.2.9. Uji Dot Blot Terhadap bZP3 Atau bZP3dG Dengan Anti-bZF3
Atay Anti-bZP3dG

I {:;J;tigen}

- dienicerkan dadam PBS natrium azida 1%

- ditedaakan pada meimbran nilroseulasa
yvarg telah dibasahi dengan PES yar
ierangkan pada ala: col Meder

- didepas selama 30 menil

k|
membran + Antigen (Ag)

- memdran dipolong-poorg

- dibdockng dengan PES shen ek 5% zefama 1 am
Eaminl digoyaryy

- PBE shm mifk dibuang, kemudian chcuci dengan
PES Tween 20 015% selama 323 meni

« dunkubass dalam sefum [anhbod) wang lalah
diaricarkan dafam PBS st sul 1% selama 2 jam
sarmbl digoyarg

L

membran + Ag-Antibodi primer

- dicuds dargan FBS Twaean 20 0,05% selama
Ixd ment
- ditnkubasi dalarm Amf Rabdd gz Caniugate AF
selama ¥ jam sambil  digoyang

¥
membran + Ag-Ab primar —Ab sekuider kpnjupat AP

- dicusi dengan FES Tween 20 005% celama
Za3 vl

- dinkubag dg subsirat Western blua selama 30

menit jam sam bl tigovang {dalam ruang gelap ),
- ditamhah akugdes

- @A ke rrk.an

| |
[ ada noda berwarna hdak ada noda berwarna
{reakst spesifitas +) (Gpesiftaz -}

Keterangan : Antigen | 6ZP3 alau bZP3dG
Anlibodi primer - anti-bZP3 atao anti-bZP3dG

LEN

Disertasi Analisis Antibodi Hasil Induksi ... Aulanni "Am



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Lanfutan lampiran 2
L.2.10. Uji Westerrr Blot Terhadap LZP3 Dengan Anti-bZP3
Can H2P3dG Dengan Anti-b2PIdG

Gl

Membran PYDF

=]

Martas Whalmian

——
| Tangfer Bufer X ¢ 20 mert

L

Etanial 1 el

Tansfer Bufer 2 x 20 menii

Trarmfes 2420 menil

Disusun sandwich dengan urlan kertas sanng - mamban PYDF - gel

hasil etekirolrasis - kartas sanng, dam tilakukan ransfer, gengan
teg

argan konsian 15 W, aws =0 36 A 42 menit
| FF AN

-

L

Mambran PYDF . direndam
dalam 5 o6 Blotbe (50 menil)

Wasfurtg Suffer x5 menil

l

Inkyubasi anlibgc grimar secyalam, sarbl digdglas

L

Wastureg Brffer 4xb memt ‘

Inkubas arlibod sekynger sambil dwgilas 80 manil J

Wiastung Quifier dx3 ment

¥

Drtarbatikan Subsiral untuk blolvs sanmpar 1erlinat warna band

| faify
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ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

L snptan fampirsn 2

Kehadiran Anti-bZP3 Maupun Anti-bZP3dG

{Reseptar]

————r

= drncerkan dalam PES matum azida 1%
- diterwrelkan lakasi guresan dj glass slide
- diinkubasi semalem pada nuang dingan

L
Glass slide + reseplor |

Fa% Tween 20 0.05% setama 255 menit
mefgandurg BSb 1% | selama 45 maril
ITETHE

- Fiksasi derygan Jlutaral dehef

- diwarme dergar CEE G-230

!

Pengamatan dibawah mikriskop
[ Mikon microscope QP TIFHOT-2)

HMeterangan : Fada perlakuan ada yang rengalami penambahan anti-bZFPJ3

Disertasi

dan anli bZPAdG dilempelka1 bersama reseptar

167
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- dhibdogking dengan PBS siom mik 5% selama 1 jam
- PRBS skim milk dibuang, kemmudian dicucs dengan

- diambahkat spermalozoa dalam medem BO

- dicuci gengant  PBS Tween 20 005% selama 3xb
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Larmpiran 3. Pengukuran Kandungamn Glikoprotein dan Karbohidrat

bZP dan BZP1

L.3.1. Protein Standar
Tabel L.3.1 Komposisi Pratein Standzir Absorbansi pada 550 nm

Protein | Konsentrasi | Marbohidrat | Absorbansi pada |
protein Total 550 nm
{ mg/mL ) i %) s
Blanko 0 o 0111
Lysozyrne 25 o 0217
Bovine 5.A 2.5 sedikit 0,280
Chvalburmin £ ] 3.2 0,414
i Apo- 0,25 5.8 0,747
: Transferirt
Fetuin 0,25 22,8 0.520
: 25 229 5,26 /perhitungan
: w41 - AcK 0,25 41,4 0.6
; glikoprotgin | 2,5 41,4 &,1/perhitungan

L.3.2 Perhitungan Kandungan Glikopictein Dan Karbohidrat bZ2P

nhﬁumangi S pu_:l_ c

Ghkoprotein{mg/mlLy =
o {mg/mL} absorbansi standar

protein(mgfmLy » pengenceran
KarbotndratimgimL) = Kandungan glikoprotein = % total karbohidrat

standar

Keterangan :

abszorbansi standar = 0,803

Konsentrasi prolein standar = 0,25 mgimL
% total karbohidral standar = 41 4%

Fenygencaran = 24 x

| &8
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Lamulan lampiran 3

673
Glkaproter { mgfmL) = hid - 0,25 mgfml Al
16015 [0}

= 6.5833 mgfmlL

Karbohdrat (mafmLy = 6,683 mg/ml - 41.4%
= 2787 mgimi

Kandunmgan gikopratein 170 bA2P dalam 0,19 mt
=63 Lgmbl - 019 mL
= 128377 ;0
. - | 28U 77
Kandungan ghkoprotein selizp be'P = o

=747, 04

Kandungan karbohidral dalam 70 bZF dalam 0 19 mi
=27 pafmi o« 0,189 mL

= 395y
Kandungan karbohrdrat dalam setrap bZP = “'-: ¢:1
= 3.00 »gf
Rata-rata = Lr-l"'"*

. -4 FAT~ A =T b+ T U
Rata-rata kandungan glikoprolein per £F = — .-— Sy — e

=747 .qi2F
R IR f:l__- .'3{'9_- .'5__[]1-'-
!
= 405 g ZP/oosit
Rata-rala kandungan protein per £P =747 —30%,q//fF

Rata-rata kendungan karbchidrat per 2F =

I
Simpargan baku kandurgan glikapralen per 2p
233 3D -2 RN
i K
= 0,08

simpangan bako = \'l i

EE S R PRI ] C
3

simpangas baka kandungan karbanidrat par ZF =

hd

-| ﬁ "}
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Lanivtan lamoran 3

L.3.3 Perhitungan Kandungan Glikoprotein Dan Karbohidrat hZP3

absa s senpe]

Slikaprotein{madml) = A

alvserbans standar
protem{mgiril) - oengenceran
Karbohidrat{irmgiml) = Kandungan jlikoprotain =% totatb karbobidead
slandar

Keterangan

absarbans standar = 0603

Konsenlras protein standar = 0,25 mgdml
Y tena) karbohidrat standar = 41,4"%

Pengenceran = 24 ¥

. I 1
Glikogrotemn | mg/ml) = ? - 0,25 mafml = il

|'|_|'-.|_'I_1. 4 h_-\'

= 7300 mg/mL

Karbabudrat fmg/mLy = 7300 mgfml - 41,.4%
=3 0Z2 mygimL

Kandungan glikoproten datam 2000 WZP3
= 7500, g/mL - 06 mL
= 43580,
Kancunga- ghkoprotemn setap 0IP3 = o
QK

=218.4g

Kandungan karbonidrat dalam 2000 »ZP3 dalam 0.6 ml
= 3022 gl - 05 ML

= 18137 , g

EEETRT
00
=057 g

Kandungan karoohdral pe- AP0 =

[ 7

Disertasi Analisis Antibodi Hasil Induksi ... Aulanni "Am



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Lanjuian lampiren 3

"
Rata-rata X
n
7 T

Rala-rata kandungan ghkoprotein per ZP = 28 T_-Z'].E_: 2204219

=218 , g /2P

+ (192

Rata-rata kandungan karbohidrat per ZP = " *”’H’q 32403

=081 . g fZF/o0sit
Rata-rata kandungan protein per 2P =219-~-091 . gfZP

= 1.2'& n g szfmslt

5 XF 0

1" |

lem 4o s
Simpangan baky =1|I_I ZL

Simpangan baky kandungan glikoprot2in ped ZP o
JENERTI A YA

Ty
% D'Dq. e - — . —_
Simpangan baku kandungan karbohidral per ZP = 1II!il-"‘j':‘:' {‘f“’ Fis
= 0.04

17|
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Larutan lampiran 3

Lampiran 3.4, Pembuatan Kurva &tandar BSA dan Pengukuran
Kadar Protein bZP

L.341. Penentuan ; maks. Larutan BSA 5000 ppm

Tabel L.2.4.1. Nilai Absorbansi Largtan Standar B5A 5000 ppm Pada
FPerentuan Panang Gelombang Maksimum

| Panjang Gelombang  Absorbansi
| Jans ek .

5N D 2E0
1D 020
X hZ20 0280
; 530 0,291
' S40 _ 0,306
545 , o312
BEO* 0315
Las - G.a10
RED g ta
465 : 4 298
A7 2791
aE0 0 2&s
Lag 0273
E00 0,272

* Panjang Gelombang Maksimum

Absorbanst Laratan Stambar B55% SN pieen
0.3 .

A7 - /\\
1. .
) / T

[

wlisnplagiosg

nas -
ARl Au A0 A4 Rl SED L0 20

Fanpang pelosnlieing (rm)

Gambar L_3.4.1 Kurva Panang Gelombang maksimuan:
larutan B3A 3000 ppm
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Lamulan fampran .3
L3.4.2 Pembuatan Kurva Standar B34

Tabel L.3.4.21. Absorbansi Lar tan Standar BSA
 Konsentrasi | - _Ab_schE}.s,_T__ -__;___.:_Ab.swhar‘rsi
X{ppmy LE Y2 ¥s | Rata- rata
1000  00sF 0054 Tomeo T coss
2004 0,093 0098 SR 0,101
3000 0146 C.145 Q12 0,147
A0CH] {0,208 L2217 ;o B.210 0218
5000 0,311 0,284 - 0,309 0,301
6000 0325 0,326 ©0,33] 0.328
7000 0389 0393 . 0,398 0,393
2060 0440 0431 0428 .433
S000 0,483 0482 0,478 0,481

Tabet L 3.4.2.2 Analisa Regresi L nier Kurva Standar BEA

X {ppm} Y Rata- W L AETerd Y
rata i '

oo T poss 108 T ss T DDO3g

Cozopo T opt T ade® T T=oe T ooior
Tapon 0 o147 g0t T T aer T pozT
00 o216 16100 BE4 00800
50000 0401 2510F 0 1RO 00908
OO 0,325 26.10° 1968 0,107
7000 0393 a0 275 01544
5000 0 0,433 G40® 0 34B4 0 01875
goon 0481 810% 0 4328 02313
Jurmiah oAsAg? 15579 - D.8563
gz —=RY o I o ges g

VS g |

P *'1‘
MILTE
. MR TUIET AR
i 7. WA EEATTAT Ak
qUsADA L
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Laruitan lampran 3

ANy b5 T
o~ = 0,6573
VXY PSR

Murra Standar BSA

05
a45
Lt -
oas |
T3
0.2%
12 IR AR T
O.04h
a1
ala

abs rrbans

L —

= =ran ACHA] G0 BOCO
K oitsonl sy ppat)

Gambar L.2.4.2. Kurva Stanoar B5A

L.3.5 . Perhitungan Kandungan Protein bIP

Kandunga~ protein 2P dinitung dengan cara mengkanvers) data
absorbansi ke konsentrazi melalul persamaan regresi limer korva slandar
BSA Y= 54663 10° X1 Contoh permtungan unlue nla absorbansi protein
adaah sehagal Lenkut -
Absarbans = 0 509
¥ =5 4683 10T X

Y (R
= o= .
SARGE |1 = i
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Lanjutan lamgrran 3

= 0632 82 ppen, di mana X adalah konsentrasi protein tolal
Ronsentrasi protein H2ZF -
= konsentrasi protetin Wotal — konsentras) prolein standar vang
ditzmbahran.
= EB547 857 — 3000

= B52 820 ppm

- 65282 wghtl » | ml= 130564 pgiml
1 I

1960 2P daam 0.5 mL = OB mL = 1305300 ngimL
= 65287 ug
'\.ﬂ'!‘ 1 r
Per ZPipasit = (3282 g =4 35 ugidPloosit

15040
Dengan cara yang sama maka akan diperoleh data seperti pada
Tabel L2571

Tabkel L.3.5.1. Kandurgan Protein Sampel bZP
Jumlah ZP  Absorbansi ¢ Kand. Protein per |

Toesit) . BZP AP
150 D.30% 435 :
150 0 380 4,35
150 0.310 447
150 B30 4.35

Rerata 433 5 015
BRI AT PR

Simpangan baku -

Vo o

75
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Laryutan lampiran 3

Simpangan baku kandungan protein per aosil

76,7484 - (17,327 4

Ny 3

=015

L.3.6 . Pethitungan Kandungan Protein bZP1

Kandungan protein 2P dihitung dengan cara mengkonversi data
abzorpanst ke konsentrasi melzlun persamaan regresi linier kurva standar
BSA (Y= 5466310 X). Contgh perhitungan untuk nitaw ahsorbansi prolem
adalah sebagai berikut -
Absorbansi = 1,325
Y = 54663 1077 X

Y 03

54663 10 53,4663 107"

= 596750 ppm, di mana X adalah konsertras prolemn otal
Konzentrasi prolem B8P3
= konsentrasi prot. total — konsenlrasi  prolesn standar yang

ditambahkan

BOET, 30 — 2000

987 50 ppm

= 967.50 « girl - é mL = 1935 [ ghml

900 2F dalam 0, & mL prolein Hasil e ekiroetus

= 05 mL = 1335 pgiml

[
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Lampiran 4. Pembuatan Murva Standar Masa Molekul Relatif Protein

L.4.1 Pembuatan Kurva Berat Molekul Protein Standar

Standar Dan Penentuan Masa Mglekul Relatif {Mr.}
Sampel Glikoprotein BZP3 Dan Protein 5ZP3dG

Penentuan berat molekul cilakukan dengan bantuan protein

standar. Unmuk menenfukan berat molekul glikoprotesn dilakukan dengan

menggunakan rumus -

Rf =

menghitung Rt {Retardation Factor) dari
IR ]_'u.‘l::_];t‘l:_’ll-...ﬁ:', [l AT [L:hy Al
ek prerocrakin warg din teiopm aeeal

MASTHg

Tabel L4 .1 Milai Bf Dan Berat Molekul Protein Standar

RE {X)
0,064
G177
0,223
0271
0.364
i

Disertasi

Berat Malekul
_{ Daften |
200,000

116 250
97.400
g6 200
do 00gd
S37.000

Analisis Antibodi Hasil Induksi ...

I
. Log berat mulehui m i

65,3010
00654
4,922
4 8208
4 6532
44912

4
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Lamjuian lampiran 4

Hurye Proleln Slandsr

- —t

YR D028 N

I beral mobekul

Gambar L.4.1. Kurva Berat Mokekul Protein Standar

Dari perzamaan regrest linier Y = a + bX

a = 22421
b=-09323
Maka Y = 52421 -0 B328X

R=086

L.4.2. Perhitungan Berat Molekul Sampel hZP3
{ 305%-PAGE Satu Dimensi)

Perhitungan berat molekul sampel dengan mengukur harga R dari
masing — masing sampel dengan mengkonversikan dalam persamaan
regres linier. Berikut adalah conteh perhitungan beral molekul sampel

risalnya nilaw Rf = 0379

174
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Lanputan famigyran 4
maka dikonversikan dalam persamaan Y = 52421 - 0 8328X
Y =5,2421 - 0,9328 (0,37
= 4 B8S
maka barat molekul anti log 4,868 = 77 446 kDa

Milai BM sampel dapal dilinat pada Tabel L 4.2 sebagai berikut

Tabel LA4.2 Nilai Berat Molekul Dan Pita-Piia Sampel 52F

| JumiahzP [ Rf [LogBM| BM ! Jenig ZP |
L i __ 1 [Dalton) .
| 1000 0,172 | 5080 | 120285 |, bZP12
! ' 0264 | 4996 | 99,083 !
i | 0,348 | 4,817 | §2603 | H2P3 |
! | 0.380 | 4,888 | 77.268 |
: 0,548 | 4731 : 3826 bzPa |
i 1000 | 6,172 | 5080 i 120255 bZF1-2 |
. : 0.264 | 4996 ;' 98777 [
| 0,348 | 4,917 | B2603 bZP3 |
| 0279 | 4889 | 77.445 '
. | 0548 | 4731 | 53,826 ¢ bZP4
1000 oz T SpE0 T 120356 1 b2PTZ
o284 4gme | 63777 !
0,348 ! 4917 | 82603 | H2ZP3 !
| 0375, 4288 | 77.446 | |
| 0.548 | 4731 l 53 826 I bZP4 |

Rataan bZP1-bZP2 . 109,685 + 1,128 kDa

bZP3 . 70,995+ 0,051 kDa

bZP4 . 5:,826 t 0,000xDa

180
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Lanjutan lammiran 4

L.4.3, Permtungan Berat Molekuw! Sampe! bZF3dG
{ SD5-PAGE Satu Dimensi)

Perhitungan beral molekul sampel dengan mengukur harga Rf dar
masing — masing sampel dengan rnengkonyersikan dalam persamaan
reqgrest inier Berikut agdalah conteh perhitungan beral rolekul sampsel -
misalnya nilai Rf= 0578
maka dikgnversikan dalam pereamazn ¥ = 52421 - 0 9328%

Y= 52421 - 0,9328 (0,578}
= 4 7029
maka berat molekul anfi log 4, 7029 = 53.459 Dalton = 50,455 kDa

Milai BM sampal dapat dilivat pada Tebel L 4 3 sebagai benkut

Tabel L.4.2 HNilai Berat Malekul Relatif (BMY Dan Pra AZP3dEG

Rf ~ LopBM EM - Rataan
. .. . {Daron) |I_BM 23D {kDa)
0 o7y 4 7039 50 468
0578 4. 70249 50 455 . 50, 452 t 0,004
H g 70249 A0 459
14
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Lampiran 5. Hasil Pemenksaan Kualdas Semen Sapi

Tabel L. &. 1. Hasil Pemeriksaan Semen Sam

S
: Yolume (ml) 1201
. Moalilitas individu {%) : 7040/
- Molilitas massa ! 24 |
: pH | 6,96 + 0,11 |
! Viabilitas {%) 1 77 08 + 4,50
. Warna ; Putin susu
‘Konerstensi Sl Ted W Sedang
_Konsentrasi { x 10%mi) . 121350+ 178,65 |
182

Disertasi Analisis Antibodi Hasil Induksi ... Aulanni "Am



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Lampiran 6. Data Embrio Kelinci Pasca Imunisasi Dengan bZP3 Dan bZP 3G

________ e _ R IR
Kelompok Hari Ke- o ’*dfﬂl.ﬂ_ngan ________ o Tatal -
1 2 3 a4l s | s [ 7 {8 1 |
_&0 7 4 1 3 | 2 4 3| 5 7 4 , 32 4000
| %0 € | 5 | 4 | 3 | 8 | 4 "2 1°3 3 w0 | 370 |
R 4 E | 3 | & 2 3 3 a4 | 3o | 370 |
Kontrol - gs T 3 T8 6 [ 2 | 3 | 3 | 47 2| a3 | 41s]
%0 _ ) 5 | & | 4 2 3 (. 4 ]3| 4| 31 | 3875 |
I N 1T 4 6 | 4 = 3 0 6 |3 |"a |31 3,B75
TTTTTTYTTRE T (o e v "o e o o @8]
% 1.0 0 | 0] o 0 0 o0, .9, 0 1 0 |
120 o y 0 0 0 0 o : 0 : v
[ =] . . L%, o — . - — —
P os D e le Lo e o "o o 0 o]
| 180 o i [ e 0 1 | 0 o | o 12 0.2
B 10 3 - 4 3 T . 3 4 24 3,000 ]
———efo20 3 2 | 4 | 3 ) 2 ¢ 4 |24 | 3
60 o | 0 6 [0 o "o o[ o ] b |
|80 | O o g | © 0 o |8 1.0 O o
120 T o 0 0 0 0 00 d | o 0
bZPdG E 0 0 0 0 [ 0 | 0 j ot 0 o
180 0 1 {1 o 0 0 0 0 [ 1 | 1125
_ <10 2 3 3 1 2 |0 |2 |2 3 13 | 1875 |

133
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Lampiran 7 Sekueen Asam Amine boving Zorng Pellucda- 3 NCEl 7002)

fmgpeseifve filwgstelc splgpiwddet erfrpskppa vmy. . R
Il - | .- . - R
Bt . - - - I
W I RN —- N I

L HE. Pwsp vegptdicrc cskgregisg rsmrishreg rpyprsrrhy teeadvitvgp

¥ Liftrkmadr gvegptsspp Hymiglglat ymtltiaaiv Ig
#z1|§]

184
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Lampiran 8. Data ELISA Titer antibodi (Igiz) Pada Tikus {Raftus norvegicus)

Han KLF Ulangan
1 2 3 4 5 5 7 B
P Bo03 ) 000d | Oobs | 000y | doba | o003 | ooos | oood
— : 1
Komimd LI ER el 3 ,! 0011 2.0 o0 o1 o0 0011
3 bZP: | 0048 | Oode | 0051 | cose | post | oos | oase | pos2
bZP20G | 0p6d [ 005 | oo | 0osd | pos2 | Doe | 0052 | o.Ded
Kool | 0003 » 001 * ez | 01 | et | ooz ¥ oces | pon
45 | p2e3 | 0063 | oost P pos2 | cos2 | 0058 | nosz | oosr | noep
bZFias | name | m:r?:TT_n o7 | o072 1 oéra [ oora [ oors T pors |
Moelrgl | 901 | a0t | o0t | agi2 | ooet | 0011 | opz | 0009
52 | b2Pa | O6es | Q086 | O0BS | OGB7 ! GOGA | Q07 [ 0066 | 0008
5eF3dG | 0053 | coea [ oooe | 0052 § ooax [ ooss [ ooar | ooes
komirel | 0611 | np1z | oo 1 o012 [ oo | ooz [ om0z
5 | &2P3 | 0004 [ 0103 [ o102 | 0wz | o103 | oiwd | 010z | 010 |
B2B34G | G1r | D118 | G119 | 0118 | 6497 | 0417 | @0% ; og |
| Konbeol | 001 | 0012 | @011 _; 0912 | 001t | 0Qi_| 0012 | o011 |
86 | BZP3 | 0123 | 0124 | 0712 | 6124 | 0123 | 0422 | 0121 | 012
|bZP3G | 0138 | 0108 [ 0139 | 0138 | 014 [ 0138 [ 0137 ¢ 0141
| Koarral | 0012 [ o1 | oot | 0012 | 003 | D002 | 001F D012
73 | 6ZFY | 011 | 0118 | 0118 | 0308 | 0108 | 011 | 0117 | 0105 |
BEF3AG 1 013 | 033 | 3431 § 6.039 | 6131 | 6128 | 0732 | 013
Fortral Q.01 1] 012_ I:I- 011 |' IEI l.'JiE' o 011 Q.07 .8 i
a0 | b2P3 | 0.672 | 0078 | 0076 ; 0076 | 0076 | D076 | LO7E | 0078
‘pZF3dG | 00B4 | 0084 | 0085 | 006z | 0087 | DOB | o0k | 0om
| entol 1 o0g1 | 002 | 0er | oo [ ema | opz | ooz | oo
87 [ 2P | 0044 | 0042 | 0043 | €23 | D045 | o0dd | 0.043 | 0043 |
[erPaac [ tgss | o054 | oose | 0055 | ooss | poss | 0056 | ooss
[ Kot | 091 [ ooz | oot @ ot | oon § e | oo1z | oon
WS | ezP3 | 0085 | 008 [ 0oas : 0085 | 0pBS ; o087 | 0oBs | ooes
[bZPiac | 0067 | o088 | 0097 | omar | 0097 | ooor | 0066 | 0098
Mkonwad | 012 | 0012 | 06 | o0 [ wos | ooz | ooz | 0o
Mz Upzpa | o1 | 0108 | o108 | pies | 011 | o408 | 0488 | 0115
I'nzP3eG | 014 | 0138 | 0338 | 6139 [ 041 | 074 T 0138 | 01ad
| Kortrod | 0.009 | 001 | oof | o013 | 002 | 0012 § 6031 | 001 |
12 "hzpa o821 0420 | 0qe2 | pteq | gara [ 0vE | gras | pags
PhZF3dG | 024% | U244 | Dza6 | ouds | 024 | 024 | 0241 | 0246
T Kontpl | 0.2 | 0009 § 0.013 ; 0012 | 0011 | @012 | 001 ; 0017
126 | pZF3 | 0223 | 0273 | D4 | 072 | 0227 | 0221 | 0224 | 0228
' nzps.:usa Dza% | 0287 | 0208 | G287 | 028 | 0289 | H28y | 0238
| Kenbed f 0012 ¢ oO1 | oo | &e12 [ om [ 0011 | 001 | 001 |
133 . 6ZP2 ; 0179 i 078 | 0476 | 0174 | Q175 | D17H | 9174 | 0479
“bZP3G | 0192 | 02 | 9497 | 0167 | 0198 | 0188 | 0.1%7 | 0.139
| Kenrgt | 001 ) 0013 ) 0011 | @01 | goos | do1z | 6812 5 00N
140 , bZF3 | 0UPZ | 008z | DoBz | NOAS | 0085 | 0084 | 0084 ; 0.022 |
TbZPAIG [ 0.0 ; D0G5 | 0084 | 0054 | 0034 | 00t [ DO L O0g7
Hombbed 1 001 1 0612 | 001 | 0.1 1 000d | 0011 | 0008 @ 001t |
147 | pZP% | G041 | G041 | 0089 | 0041 | 0039 | 0.037 | 0033 | (03 |
| bZF30G | 0051 | 0051 + 0051 | 0047 | 0049 | D048 | 0047 | 0046
185
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Lampiran 9. Hasil Analisis Inleraks) 3 Jons mILNOGEN’{ Frounds Adjuvant,
pZPA pZPY  dalam Freund's Adiuvan! dan bZP3dG  dalam
Freund's Adjuvant ) Oengan 15 Variasi  Lama imunizasi
Pada WKelompok Tikus (Raffus novericus)

Error Meao Square = ], 90de-005
Errar Degraes of Freedom = 315
o, of ohservaticns io calcalate & pean = H

Least Significant Difference Test
LEY wvalue = 0. 0C2595 at alpha = #.10

Q'r.‘l.g:l.n.l.l. Ordex Rankad e r
- TN i= B&.41075 L Wean i = O_MTE A
F o T 2 = W73 Haan i3 = a_Z243g b |
Haan 1= 2. DELYY q |7 Y LY O.X2AE C
[T 4 = p_pyA3T L4 [ Y] L 0_149M1 4}
ey 5 - b O4142 4] Haan g = o125 h
p T LY &= DUTIZS b [TTNT Y Al = o.1TEY r
Haan T = [D.O1LAEZ L Hep 0 = 13594 1
e by = & 47637 r Haan 1% = _13AK =
[ T¥-] #om G, p1RY ® HRLT 1B = [ P L.} -1
T, 19 = &, Q331737 W [T - 41321 I
[T 1T = a._ 1027 L Hanrn 17 = a. 1184 ¥
M 12 = .11 g Tehiak 1T = 0.111& R
Hean 13 = §_pLILE W o A = 0.1 i
My Bl = | & I Waar I = o 1827 [
Mg iy it - .ol & MAar  FT = 0, 0T H
wean 1k = 0_DLYEZ v Mimbyy 4T = §,0RAn L]
Tl 1T = &, 11314 K Haar 3= B.DMEY H
[ YE ] i = &,1201 - [TFNY Y TE = O MERT o
haan 19 = D J11T% W apns; 41 = ., a3Es [}
Haan 24 = B _4TEZES r [T 21 = p_DFEFEN 2
Hann 1l = B_OE2TS ] Hasrn H = {_ATERT P
1Y 22 = 3.0113% W i ™ 20 = O, 07823 *
Hean 23 =~ Jd.pa328 - Hean b= O_OTIEE B
Hean Id = J_p5SdE7 n AT, 5 ou i )62 4
L] 25 = 0.01313% ¥ s 1 = QLT o
L] AL = Q. .@kT & gy I = A _Oapd &
s It = Q_DeILT H [ PN 2 = B_05TS L]
b, T EF = a.01Z200 L [ 1] A5 = 3. {4deln k|
Hean 3 o= O,1097 .4 Mpan I3 = {_fd3zs T
M i = d_13%d - po 7T di = 0. 0¥xa37 o
Hasn 31 = 4.01007 L) Hearn 21 = 0.0LI0 W
ikt 32 - ¥ _LBEZS = Mgkl IF = o 011E2 w
Hean 33 = B 3403 b Hanm o= B, 01334 ir
Hakn 3 e O_GL134 v ey I = Doo11Y L
- T MW 2232 4 Mean 24 = D _DILZS LS
MaEA @ I6 = O.ZETE A Masn 27 = 49.00L1% n
allu?y AT = B 0A0ER v Webgyy, 10 = & dp128 L4
Mepwz I = O 1TEY T Hesn 11 = D_DBYI1LY v
I A4 = 1.1%81 ] Haan 40 m O _OILQD w
Mabbyy AR = D.021G0 w Mpan N1 = O_OLDET v
Heag il = U_MNa% L} iean I = G, BTy W
Haaen 12 = 4 _{ri5a - A o= A, 01T L
mury 2 = 2,81050 ¥ ity 1= a_DLIOLY L
Hoao A1 = [ 33537 = Hean 43 = 3. J1850 v
| Y. 45 = {1 04450 ] | "L 4 o O,.010%T W

186
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Lampiran 10 Data ELISA Tiler antibodi {1gG) Pada fslinc (Onpcfolagus curicuius }

Langan '
'| H he- I| KiF Totsl ¢ Asdasn
. \ 1 z 3 + 5 5 7 £
I 0 | Premun | 0003 | 0.007 | 0.002 0.004 | 0003 [ 0.003 [ do | o003 [pam | ood
' { mented | 0on1 [ oz [oon ] a0z Fobid [ opiz [ e [ ooy | eows | ooires
% To2ey | owss | ooe | 004 0.043 § 0.043 | 0545 | ool [ 0.8 | 0357 | DB
5 | bZF3dG | 0.054 | D445 | 0.051 | 0048 | 0.05 | 0.8 [ 0,053 | 0052 | o406 | 005075
! Kowtied | G012 ) 001 | Q012 1 G000 b Q4 | G | 0012 | D3 | 0.087 ) D213
| bEFY 005y [ oot | pood | otsz | post | ao5]oosy| oo5]o408 Q0
bIPMAG | 0.055 | ousd | 0058 | o058 | G0 | ooss | ootn | pabse | 0454 [ Dozers
Wompod | 0.012 | 0012 | 0.012 | O.012 | D4 | D42 [ 0811 | S012 { 0.097 | D012+
52 | e2Pa 0.05 | 0055 | 0.056 | 0.057 | D066 | 0055 | 0.057 | 0054 § 0445 | 00413
l bIF3AG | 0055 | OOGH | DG | 06 | 0069 | 0061 § 00657 | 0062 | 0481 | DUGOED
Ko § 0003 | 0092 ) 0.3 | 0MH3 | 0013 | 0.043 § D02 | 0012 § Db [ 001283 )
38 | nzPa 0.077 "nﬁ‘i'n.n:r: pa7s [ 0o7s [ 0.ofs | 0ovg [ 0ors | 0587 | 007443 |
BIP3a | oD8d | 0085 [ 0083 | 008 | 0087 | 0.087 H_lhllgl 0.085 | D637 | O.0a5EE |
[ Korwrol | 0013 | 0072 | 0013 | 0012 | 0071 [ 0012 | 0012 | 0o12 | 0087 | ame1d
6& bZRS 0087 | A.08N | DoAZ | DgEA | g0y A.085 | 0gmh  ooss | 08e7 | G0RH3
B2PO0G | 0096 | G069 [ G091 | s | 04 ) 00 | poed [ 0097 | D785 | 0.00813
Kol | 013 | 0013 Lomz | 0612 | boie oA | Bl | 6oz | 0054 1 001175
T [b2P3 042 | 0438 [ 6138 [ 0r2 10238 fons | 03] 617 [ 1901 1 092638
| BZPG | 094 10185 | D152 | 0167 093 | 0924 | D135 ¢ 04T | 1154 ) 004425
| Momrel | GOdZ | 002 | G002 | 0012 0012 | 0.011 | D913 ) 0012 | 0104 0.013
| &0 [wzr3 body (00| oo? [ oor ! ooez [ ours | doss |ooas | Gede [ 0orees
BZPIOG | D063 | 0.084 | DOEA | 0.08C | 0092 | 0084 | 0.006 ) 0.00 | $719 | D.DEBER
Moorgl | 0gm Jomy [ ooz [aniz fomz | os Jama | oan | 007 | amng
87 [ bdP3 [ 00ad | 00w [ 0047 Jonde [ oous [ 0w | 0048 | hoal ] 0308 | peris
| | bEF3HG | G055 | 0054 [ 9054 | 0.055 | p0ss | Duose | 0056 | Gass . DA D55
i § Wontrol [ 0D | OE [ 011 ¢ 0012 | 001 [ o0 | oo [ BOng | OO | HANTA
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Lampiran 11. Hasil Analisis Interaks: 3 |enis imunogen (Frewnd's Aduwvant,

Disertasi

&ZP3 dalam Freund's Adivvant dan bZ2P3005 dalam Freund s
Admwivan! ) Dengan 1€ Yanasi Lama  |munisas Fada
Helompok  Reline  [(Oryclolagues coniculug) Lakal.
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Lampiran 12. Pengamalan Jumlah Folkel Jarngan Crvarium Kelinci Pasca
Imunisaal Dengan Beberapa Kulitas Prolein ZP sapi.

Tabel L. 12.1 Rataan Jumlzh Folikegl Pada Jaringan Qyarium Kelinci Pasca
Imunisasi Protein bZP { Mahnam, 2002

| IL “Jumlah folikel
| Perlakuan |_I'=prﬁ_§ Fpr | Fs | Ft Fa [ Cr ] &1 | Ca
: ot Tny, 4, 8 | 3 |_1_,t"2 tamtrgr
oz Tzl e s U8 [T1 Taol 2z ° o
P 4 -} p— | . | | | ! :
| o3 | 111 | & 2 AR e O | 1 - !
Y | | | | 1 | | :
04 111 & ¥ 4 3 0 1 |

N o) M C 5L e 1 S R
i Z1 136 | I FSEN L T ARG 1 O I 0 0 1
F 7o P iyng LR SRR Pl — o
| I e B | 10 | O | 1 2 | 1 |

— 4 | - « A :
P2 TH13fINTN g T o™ | o | g |
! L gl SN L | [ —. —
i 24 | 116§ 12 1 10 - 4 | 1 |1 ; 1 1 @
! zPa'[wBTza'l 24 T 4 {"4';":':‘2’{ o

| 1 1 1 | | Fl !
K. | 1958 s, 2O 0 N T [ | 2 O

- - —i s P (B R L 1 1 1 1
Keterangan :

o1 o Crude oocit, 50 buah K : Kenlrgl {Frecnd's Adjuvanl)

Q2 . Grude cosit, 100 buah Fpm  : Folikel primordial

03 : Crude oosit, 150 buah Fp . Fokiked prirmer

Q4 D Drude oosit, 200 buah Fx : Folikel sakundar

21 o Crude ZF, 50 buah Ft : Folike] tersier

£ 2 o Crude ZF 100 buah Fa : Folikel atresia

3 ;o Grude ZP, 130 buah Gr . Karpus rubrum

£4 . Crude ZF, HM buah Cl : Korpus luteum

ZF3 . BZF3 Ca : Korpus atresi
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