ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Jlatoe

DISERTASI

IDENTIFIKASI, ISOLASI DAN KARAKTERISASI RESEPTOR
FERTILISASI (ZONA PELUSIDA-3) KAMBING SEBAGAI
KANDIDAT BAHAN IMUNOKONTRASEPSI

Penelitian Eksploratif Laboratorik dan Fertilisasi in-vitro
Pada Hewan Model

IMAM MUSTOFA

PROGRAM PASCASARJANA
UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
2005

WILIE R
VERPOSYAEAAD

WRIVERSITAS
HYURARATA

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

IDENTIFIKAS), ISOLASI DAN KARAKTERISASI RESEPTOR
FERTILISAS! (ZONA PELUSIDA-3) KAMBING SEBAGAI
KANDIDAT BAHAN IMUNOKONTRASEPSH

Penelitian Eksploratif Laboratorik dan Fertilisasi in-vitro
Pada Hewan Model

R

DISERTASI

Untuk memperoleh Gelar Doktor
dalam Program Studi Mestematika Dan fmu Pengetahuan Alam
Pada Program Pascasarjana Universitas Airlangga
Telah dipertahankan di hadapan
Panitia Ujian Doktor Terbuka
Pada har ¢'Rabu
Tanggal : 30 Nopember 2005
Pukul 10.” WiB

Oleh :

IMAM MUSTOFA
NIM : 080013763 D

Disertasi Identifikasi, Isolasi déhkar:aktér:i_sasi Reseptor ... \ Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

LEMBAR PERSETUJUAN

Naskah Disertasi ini Telah Disetujui Tanggal 15 Desember 2005

Oleh
Promotor

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Disertasi ini telah diuji pada Ujian Disertasi Tahap 1 (Tertutup)
Tanggal 11 Oktober 2005

PANITIA PENGUJ!I DISERTASI

Ketua . Prof Dr H Agus Abadi, dr SpOG.

1
Anggota 2. Prof Dr Laba Mahaputra, drh MSc.
3. Prof Dr H Yoes Prijatna Dachlan, dr MSc.
4. Prof H Soetjipto, dr MS PhD.
5. Prof Dr Sri Kardjati, dr MSc.
6. Prof Dr H Soehartojo H, drh MSc.
7. Prof Dr J. Alex Pangkahila, dr SpAnd MSc.
8

. Dr Fedik Abdul Rantam, drh.

Ditetapkan dengan Surat Keputusan
Rektor Universitas Airlangga
Nomor 1 8122/303/PP/2005
Tanggal : 19 Oktober 2005

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

UCAPAN TERIMAKASIH

Pertama-tama saya panjatkan puji syukur kehadirat Aflah yang Maha
Pengasih lagi Maha Penyayang atas segala rahmad dan karunia-Nya sehingga
disertasi ini dapat diselesaikan.

Terimakasih tak terhingga dan penghargaan yang setinggi-tingginya saya
sampaikan kepada Prof Dr Laba Mahaputra drh MSc, sebagai Promotor yang
telah memberikan dorongan, bimbingan dan arahan, sebagai pendidik yang
senantiasa menanamkan sikap imiah dan membangkitkan inspirasi, serta
sebagai bapak yang senantiasa mengayomi.

Terimakasih tak terhingga dan penghargaan yang setinggi-tingginya saya
sampaikan juga kepada Prof Dr Yoes Prijatna Dachlan dr MSc, sebagai Ko
Promotor yang dengan penuh kesabaran dan perhatian tefah memberikan
motivasi, bimbingan dan saran, sebagai pendidik yang senantiasa membuka
lebar cakrawala berpikir, serta sebagai bapak yang senantiasa mencarikan
alternatif-alternatif solusi untuk mendapatkan hasil terbaik.

Saya ucapkan terimakasih kepada pemerintah Republik Indonesia, dalam
hal ini Menteri Pendidikan Nasional melalui Tim Manajemen Program Doktor
yang telah memberikan bantuan finansial, sehingga meringankan beban saya
dalam menyelesaikan disertasi ini.

Dengan selesainya disertasi ini, perkenankan saya mengucapkan
terimakasih yang sebesar-besamya kepada :

Rektor Universitas Airlangga, Prof Dr Med Puruhito dr SpB TKV, dan
mantan Rektor Universitas Airlangga, Prof Soedarto dr DTMH PhD, atas
kesermnpatan dan fasilitas yang diberikan kepada saya untuk mengikuti dan
menyelesaikan pendidikan Program Dokior di Universitas Airlangga.

Direktur Program Pascasariana Universitas Airlangga yang dijabat oleh
Prof Dr H Muhammad Amin dr SpP(K), yang telah memberikan fasilitas kepada
saya untuk mengikuti pendidikan Program Doktor pada program Pascasarnana
Universitas Airlangga.

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Ketua Program Studi Matematika dan fimu Pengetahuan Alam, Prof Dr
Suhariningsih Ir, dan manian Ketua Program Studi Matematika dan !imu
Pengetahuan Alam Prof Dr G N Astika, yang senantiasa memberikan dorongan
untuk segera menyelesaikan pendidikan Program Doktor ini.

Dekan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga vang dijabat
oleh Prof Dr Ismudiono drh MS, yang telah memberikan ijin dan kesempatan
kepada saya untuk mengikuti Program Doktor, yang selanjutnya senantiasa
mendorong saya untuk segera menyelesaikannya.

Ketua Lembaga Penelitan Universitas Airlangga, serta Direktorat
Pembinaan Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat Direktorat Jenderal
Pendidikan Tingg! Departemen Pendidikan Nasional, yang telah mengabulkan
beberapa usulan penelitian dalam rangka membangun payung penelitian ini.

Prof Dr H Mas'ud Hariadi drh Mphil, Dr Fedik Abdut Rantam drh, Dr
A’ulaniam drh DES, dan rekan-rekan sejawat Kusnoto drh MSi, Suwamo drh
MSi, Widiiati drh MSi, Dr Pudji Stianto drh M.Kes, atas bantuan wacana, teknis
dan dorongannya sampai terselesaikannya disertasi ini.

Para dosen Program Studi Matematika dan limu Pengetahuan Alam, dan
para dosen Matakuliah Penunjang Disertasi, yaiiu Prof H Soetjipto dr MSc PhD,
Aucky Hinting dr PhD, Dr Fedik Abdut Rantam drh, dan Dr Mulya Hadi Santosa.

Tim Peniiai Naskah Disertasi ini, yaitu yaiiu Prof Dr Sri Kardjati dr MSc,
Prof H Soetjipto dr MSc PhD, Dr Fedik Abdul Rantam drh, Prof Dr H Soehartojo
Hardjopranjoto, drh MSc, dan Prof Dr H Agus Abadi dr SpOG.

Rekan-rekan sejawat Sri Mulyati drh Mkes dan Tjuk Imam Restiadi drh
MSi, yang telah membantu membangun payung penelitian penggunaan zona
pelusida kambing sebagai kandidat bahan imunokontrasepsi dengan menjadi
Ketua Peneliti beberapa penelitian, dan merelakan saya tidak banyak membantu
dalam pelaksanaan kegiatan akademik di eks Laboratorium Kebidanan Veteriner
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Aidangga, serta senantiasa
memberikan semangat dan dorongan agar saya segera menyetesaikan Program
Doktor ini.

Vi

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Staf laboratorium : |da Prastyawati, Mbak Surti, Bapak Puryoto, Helen,
Kristanto, dan Bapak Kusen yang teiah membantu pelaksanaan teknis di
laboratorium dalam penelitian ini.

Pembantu Dekan |, Nunuk Diah Retno Lastuli drh MS, Pembantu Dekan
Hi, Dr Koesnoto Supranianondo drh MS, serta teman-teman seiawat di Unit
Penjaminan Mutu Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, yang telah
merelakan sebagian waktu tugas saya untuk menyelesaikan disertasi ini.

Teman-teman Program Doktor angkatan 2000/2001, Program Studi
Matematika dan limu Pengetahuan Alam dan Program Studi limu Kedokteran,
saya sampaikan terimakasih atas kebersamaannya untuk saling memberikan
semangat dan dorongan. Semoga persahabatan ini dapat terus terbina.

Istriku tercinta, Hariyani serta anak-anakku tersayang : Rizki Imayani
Mustofa dan Rheza Imawan Mustofa, saya sampaikan terimakasih atas
kesabaran kalian merelakan sebagian wakiu keluarga untuk menyeiesaikan
Program Doktor int.

Fihak-fihak lain yang tidak dapat disebutkan satu per satu, yang telah
membantu selama penelitian berdangsung, memberikan dorongan dan
semangat, saya sampaikan terimakasih dan penghargaan setinggi-tingginya.

Semoga Allah, Tuhan yang Maha Pengasih lagi Maha Penyayang
senantiasa melimpahkan rahmad dan karunia-Nya sebagai imbaian amal dan
budi baik mereka. Amien.

vii

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

RINGKASAN

IDENTIFIKASI, ISOLASI DAN KARAKTERISAS]I RESEPTOR FERTILISASI
(ZONA PELUSIDA-3) KAMBING SEBAGAI KANDIDAT
BAHAN IMUNOKONTRASEPSI

Penelitian Eksploratif Laboratorik dan Fertilisasi in vitro
pada Hewan Model
Imam Mustofa

Penelitian imunokontrasepsi telah dilakukan pada sejumlah spesies,
namun belum pemah dilakukan pada kambing. Sebagaimana diketahui sampai
saat ini kontrasepsi hormonal mempunyai efek samping. Peneglitian pendahuluan
menunjukkan bahwa crude zona pelusida kambing efektif menghambat
kebuntingan pada mencit. Penelitian ini bertujuan untuk menemukan protein
reseptor fertilisasi kambing {gZP3) dan uji potensi imunokontraseptifnya secara
in-vitro pada pada mencit (Mus musculus) sebagai hewan model.

Pada penelitian pertama identifikasi dilakukan untuk mengetahui
konstituen protein zona pelusida kambing, dilanjutkan dengan isolasi protein
yang diduga sebagai reseptor fertilisasi, yaitu gZP3. Karakterisasi dimaksudkan
untuk mengetahul rmassa moiekul relatif (Mr), uji densitometri, uji imunogenisitas
dan spesifisitas terhadap antibodi asal mencit (Mus musculus) dan kelinci
{Oryctolagus cuniculus) serta uji imunoflucresen. Pada penelitian kedua
dilakukan uji fertilisasi in vifro, untuk membuktikan bahwa isolat yang diperoleh
benar-benar sperm recepfor kambing. Isolat gZP3 disuplementasikan pada
media kapasitasi spermatozoa kambing, sedangkan antibodi gZP3
disuplementasikan pada media maturasi oosit kambing, selanjutnya masing-
masing secara terpisah dilakukan fedilisasi in vifro. Pada penelitian ketiga,
antibodi gZP3 disuplementasikan dalam media untuk inkubasi oosit, selanjutnya
dilakukan uji fertilisasi in-vitro dan uji Binding (Binding assay) pada oosit mencit.

Hasil penelitian pertama menunjukkan bahwa zona pelusida kambing
terdin dari tiga konstituen, yaitu gZP1, gZP2, dan gZP3 dengan massa molekul
relatif (Mr) berturut-turut 120, 94, dan 82 kDa. Analisis Densitometri gel hasil
SDS-Page menunjukkan bahwa masing-masing band gZP1, gZP2, dan gZP3

vili
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pada ge! sesuai dengan puncak-puncak densitograf. Berdasarkan luas daerah di
bawah kurva densitograf, kompoisisi gZP1, gZP2 dan gZP3 berturut-turut adalah
6,93 %, 29,60 % dan 63,47 %. Uji SDS-PAGE ulang dan analisis Densitometri
menunjukkan bahwa protein yang diisolasi adalah benar dari band ketiga (gZP3)
hasil SDS-PAGE profein zona pelusida kambing. Protein gZP3 bersifat
imunogenik pada mencit (Mus musculus) betina dan kelinci (Orycfolagus
cuniculus) jantan, menghasilkan titer antibodi (p<0,05) setelah imunisasi.
Analisis Dot blof menunjukkan bahwa protein gZP3 dapat dikenali oleh antibodi
gZP3 asal mencit betina dengan intensitas lebih tinggi dibandingkan antibodi
gZP3 asal kelinci jantan. Analisis imunoflucresen menunjukkan bahwa antibodi
gZP3 dapat mengenali homogenat zona pelusida kambing, dan protein gZP3
dapat mengenali membran plasma spemrmatozoa kambing.

Penelitian kedua membuktikan bahwa isolat protein gZP3 merupakan
reseptor fertilisasi. Uii biologis dengan teknik fertilisasi in-vitro : antibodi gZP3
dalam media maturasi oosit kambing maupun protein gZP3 dalam media
kapasitasi spermatozoa kambing menurunkan (p<0,05) angka cleavage.

Penelitian ketiga menunjukkan potensi imunokontraseptif protein gZP3
pada hewan coba model. Antibodi gZP3 menghambat (p<0,05) fertilisasi oosit
mencit secara in-vitro dan menurunkan (p<0,05) Binding Index antara
spermatozoa dengan oosit mencit (Mus musculus).

Berdasarkan hasil-hasil penelitian di atas, disimpulkan bahwa isolat gZP3
peneiitan ini adalah protein reseptor fertilisasi pada zona pelusida kambing.
Protein gZP3 tersebut efektif sebagai bahan imunokontrasepsi pada mencit
(Mus musculus) sebagai hewan model. Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk
menemukan peptida yan memiliki homologi sekuen asam amino gZP3 dengan
ZP3 manusia (Homo sapiens), dan ménguji potensi imunokonfraseptifnya pada
primata dengan pengamatan efek utama pada infertilitas serta, efek samping
pada siklus menstruasi dan perubahan histologi ovariumnya. Periu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk pengujian peptida tersebut dengan teknik Human
sperm-oocyte binding assay atau Human Hemi zona assay.

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

SUMMARY

IDENTIFICATION, ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
FERTILIZATION RECEPTOR (ZONA PELUSIDA-3) OF GOAT
AS CANDIDATE OF IMMUNOCONTRACEPTION SUBSTANCE

Explorative Laboratoric Experiments and In-vitro Fertilization
On Animal Modet

Imam Mustofa

The researches of immunocontraception have done in several species,
but haven’t yet been done in goat. As well as known that hormonal contraception
up to now is still having side effect. In preliminary study, crude of goat zona
pellucida protein was effective prohibitted of graviditation of mice. The aim of
this study was to find the fertilization receptor protein of goat (gZP3) and to test
of its immunocontraceptive potential in-vitro on mice (Mus musculus} as animal
model.

The first research was conducted to identify protein constituent of goat
zona petlucida, before continuing with an isolation of protein wich was predicted
as fertilization receptor protein i.e. ZP3. The characterization was aimed to
identify relative molecular mass (Mr), gauging with densitometry, test of
immunogenicity and specificity on mice (Mus muscuius) and rabbit (Oryctolagus
cuniculus) and test of immunofluorescence. The second research was  in-vitro
fertilization of goat, to prove that obtained isolate was representing receptor of
sperm. Isolate of gZP3 was incubated on goat sperm, while antibody of gZP3
was incubated on goat oocyte, then each of them was in-vitro fertilized
separately. The third research, antibody of gZP3 supplemented into M-16 media
for oocyte incubation, continued with in-vitro fertilization assay and Binding
Assgay on mice (Mus muscuius) as model.

Results of identification, isolation and characterization of fertilization
receptor at goat zona pellucida (gZP), showed that zona peliucida of goat
consisted of three constituents that were gZP1, gZP2, and gZP3 with relative
molecular mass (Mr) were 120, 94, and 82 kDa respectively. Gel analysis result
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of SDS-PAGE with densitometry indicated that each band of gZP1, gZP2, and
gZP3 were in accordance with the tops of densitograph. Based on the wide of
area under curve of densitograph, composition gZP1, gZP2 and gZP3 were 6.93
%, 29.60 % and 63.47 % respectively. The results of gel analysis by using SDS-
PAGE and densitometry indicated that isolate protein was true from the third
band (gZP3) of SDS-PAGE result of goat zona pellucida protein. Protein of gZP3
was immunogenic on fernaie mice and male rabbit, it could produce antibody
(p<0,05) after immunization. Result of dot biotting analysis showed that gZP3
protein could recognized gZP3 antibody of the female mice with higher intensity
compared to gZP3 antibody of male rabbit. Immunofluorescence staining
technique indicated that protein of gZP3 could recognize plasma membrane of
goat sperm.

The second research indicated that gZP3 protein isolate was fertilization
receptor in goat. Biological test by using in-vitro fertilization technique, antibody
of gZP3 which was supplemented in the maturation media of goat cocyte in-vitro
could decrease (p<0,05) of cleavage rate. Protein of gZP3 which was
supplemented in the capacitation media of goat sperms decreased (p<0,05) of
cleavage rate.

The third research indicated that by using in-vitro fertilization technique,
antibody of gZP3 resulted in biocking of fertilization (p<0,05), and decreasing
{p<0,05) The Binding Index between mice sperm and mice ococyte.

Based on the resuits of the research above, it was conciuded that gZP3
isolate was fertilization receptor protein at the goat zona pellucida. This protein
was effective as immunocontraceptive on mice (Mus muscuius) as a model.
Hence, it is suggested to conduct further research to find a peptide with amino
acid sequence homology of gZP3 and human ZP3, and triai of its
immunocontraceptive potency on primates to observe its main effect on infertility
response and its side effects on menstruate cycle and ovarian histological
changes. Further research is required to test its peptide by using Human spem-
oocyte binding assay or of Human Hemi zona assay.

Xi
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ABSTRAK

IDENTIFIKASI, ISOLASI DAN KARAKTERISASI RESEPTOR FERTILISASH
(ZONA PELUSIDA-3) KAMBING SEBAGAI KANDIDAT
BAHAN IMUNOKONTRASEPSI

Penelitian Eksploratif Laboratorik dan Fertilisasi in vitro
pada Hewan Model

Imam Mustofa

Penelitian imunokontrasepsi telah dilakukan pada sejumlah spesies,
namun belum pemah dilakukan pada kambing. Sebagaimana diketahui sampai
saat ini kontrasepsi hormonal mempunyai efek samping. Penelitian pendahuluan
menunjukkan bahwa crude zona pelusida kambing efektif menghambat
kebuntingan pada mencit. Penelitian ini berfujuan untuk menemukan protein
reseptor fertilisasi kambing (gZP3) dan uji potensi imunokontraseptifnya secara
in-vitro pada pada mencit (Mus muscuius) sebagai hewan model.

Penelitian pertama terdir dan SDS-PAGE protein zona pelusida kambing,
isolasi, penghitungan massa moiekul relatif, densitrometri, dot blot, dan uiji
imunofluoresen protein gZP3. Penelitian kedua ditakukan uji fertilisasi in-vitro,
untuk membuktikan bahwa isolat yang diperoleh adalah sperm receptor
kambing. Isolat gZP3 disuplementasikan pada media kapasitasi spermatozoa
kambing, sedangkan antibodi gZP3 disuplementasikan pada media maturasi
oosit kambing, selanjutnya masing-masing secara terpisah dilakukan fertifisasi
in-vitro. Penelitian ketiga, antibodi gZP3 disuplementasikan dalam media untuk
inkubasi cosit, selanjutnya dilakukan uji fertilisasi in-vifro dan uji 8inding pada
oosit mencit (Mus musculus) sebagai model.

Penelitian pertarmna menunjukkan bahwa protein zona pelusida kambing
terdiri dari tiga konstituen, yaitu gZP1, gZP2, dan gZP3 dengan massa molekul
retatif (Mr) berturut-turut 120, 94, dan 82 kDa, dan dengan komposisi 6,93 29,60
dan 63,47 %. Hasil analisis Dot blot menunjukkan bahwa protein gZP3 dapat
dikenali oleh antibodi gZP3 asal me. it vetina dengan intensitas lebih tinggi
dibandingkan antibodi gZP3 asal kelinci jantan. Analisis imunofluoresen
menunjukkan bahwa protein gZP3 dapat mengenali membran plasma
spermatozoa kambing. Penelitian kedua membuktikan bahwa isolat protein
gZP3 merupakan reseptor fertilisasi. Uji biologis dengan teknik fertilisasi in-vifro :
antibodi gZP3 dalam media maturasi oosit kambing maupun protein gZP3 dalam
media kapasitasi spermatozoa kambing menurunkan (p<0,05) angka cleavage.
Penelitian ketiga menunjukkan bahwa antibodi gZP3 menghambat (p<0,05)
fertilisasi oosit mencit secara in-vitro dan menurunkan {p<0,05) Binding Index
antara spematozoa dengan oosit mencit (Mus musculus).

Berdasarkan hasil penelitan di atas, disimpulkan bahwa isolat gZP3
adalah protein reseptor fertilisasi pada zona pelusida kambing yang efekiif
sebagai bahan imunokortrasepsi pada mencit (Mus musculus) sebagai model.

Kata Kunci : Zona peliucida-3 kambing, imunokontrasepsi, fertilisasi in vitro.

xii
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ABSTRACT

IDENTIFICATION, ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
FERTILIZATION RECEPTOR (ZONA PELUSIDA-3) OF GOAT
AS CANDIDATE OF IMMUNOCONTRACEPTION SUBSTANCE

Explorative Laboratoric Experiments and In-vitro Fertilization
On Animal Mode!

Imam Mustofa

The researches of immunocontraception have done in several species,
but haven't yet been done in goat. As weli as known that hormona! contraception
up to now is still having side effect. In preliminary study, crude of goat zona
pellucida protein was effective prohibitted of graviditation of mice. The aim of
this study was to find the fertilization receptor protein of goat (gZP3) and to test
of its immunocontraceptive potential in-vitro on mice (Mus musculus) as animal
model.

The first research was consist of SDS-PAGE of goat zona pellucida
protein, isolation, calculation of relative molecular mass (Mr), densitometry, dot
blotting and test of immunofiuorescence of gZP3 protein. The second research
was in-vitro fertilization, to prove that obtained isclate was representing
fertilization receptor of goat. Isolate of gZP3 was incubated on goat sperm, while
antibody of gZP3 was incubated on goat cocyte, then each of them was in-vitro
fertilized separately. The third research, antibody of gZP3 supplemented into
media for oocyte incubation, continued with in-vitro fertilization and binding
assay on mice.

The result of the first research indicated that zona pellucida of goat
consisted of three constituents that were gZP1, gZP2, and gZP3 with relative
molecwuiar mass 120, 94, and 82 kDa, and it composition were 6.93, 29.60and
63.47 % respectively. Dot blotting analysis showed that gZP3 protein could
recognized gZP3 antibody of the female mice with higher intensity compared to
0ZP3 antibody of maie rabbit. Immunofluorescence staining technique indicated
that protein of gZP3 could recognize plasma membrane of goat sperm. Secondly
research indicated that gZP3 protein isolate was the receptor of fertilization.
Biolegic test by using in-vitro fertilization technique : antibody of gZP3 which was
supplemented in maturation media of goat oocyte of in-vitro decreased (p<0,05)
of the cleavage rate. Protein of gZP3 which was supplemented in capacitation
media of goat sperm could also decreased (p<0.05) the cleavage rate. The third
research indicated that by using in-vitro fertilization technique, antibody of gZP3
blocked (p<0.05) the fertilization, and decreased (p<0.05) The Binding index
between mice sperm and mice oocytes.

The results of this study concluded that gZP3 protein isolate was the
fertilization receptor protein at the goat zona pellucida. This protein was effective
as immunocontraceptive on mice (Mus musculus) as an animal model.

Key Words : Goat zona pellucida 3, immunocontraception, in-vitro fertilization
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang Permasalahan

Majalah Population Report tahun 1992 memprediksi bahwa penduduk
dunia pada akhir tahun 2002 adalah sebesar 6.362 juta jiwa, namun
kenyataannya saat ini berjumiah 6.330 juta jiwa. Hal sebaliknya terfjadi pada
penduduk indonesia, yang diprediksi 214 juta jiwa temyata justru lebih tinggi,
yaitu 228 juta jiwa (Hartanto, 2002). Kenyataan tersebut sesuai dengan data
tahun 2002 yang menunjukkan bahwa peserta Keluarga Berencana (KB) aktif
adalah sebesar 67,6 % (BKKBN, 2002). Berdasarkan data tersebut berarti
terdapat 32,4 % pasangan usia subur (PUS) tidak mengikuti Program KB, yang
berpotensi menimbulkan ledakan jumiah penduduk di masa depan. Keadaan
populasi penduduk yang besar dapat menimbulkan masalah serius dalam hal
penyediaan pangan dan gizi, perumahan, kesehatan, lingkungan hidup serta

sumber daya alam (Hartanto, 2002).

Metode kontrasepsi yang dipakai penduduk Indeonesia sebagian besar
adalah metode kontrasepsi yang menggunakan bahan hormonal, yaitu metode
suntikan 59,28 %, pil 28,39 %, dan implan 4,24 % (BKKBN, 2002). Bahan
kontrasepsi hormonal yang digunakad pada umumnya adaiah hormon steroid,
yaitu progesteron atau kombinasinya dengan estrogen. Hormon reproduksi
eksogen tersebut dimaksudkan dengan sengaja untuk mengganggu fungst
fisiologis poros endoksin : hipotalamus — hipofisis — ovarium agar tidak terjadi

ovulasi (Hartanto, 2002).
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Penelitian metode kontrasepsi alternatif dengan prinsip imunologi yaitu
dengan memanfaatkan protein imunogenik gamet dilakukan untuk menambah
ragam pilihan cara berkontrasepsi. Sistem kontrasepsi ini berupa injeksi suatu
bahan imunogen yang diharapkan menghasilkan antibodi untuk secara langsung
mencegah konsepsi. Bahan imunogen tersebut dapat berasal dari spermatozoa,

oosit atau zona pelusida (Baird dan Glasier, 1999).

Imunisasi kontrasepsi di masa mendatang akan menjadi suplemen yang
penting pada program KB. Imunisasi kontrasepsi diharapkan mempunyai
spesifisitas yang tinggi (hanya bekerja pada gamet), tidak bereaksi dengan sel
somatis (Barber dan Fayrer-Hosken, 2000). Selain itu, efek samping yang
rendah, harga yang lebih murah dan pemakaiannya tidak sesering preparat

kontrasepsi hormonal yang ada saat ini (Paterson et af, 2002).

Salah satu bahan imunokontrasepsi yang potensial adalah zona pelusida,
yaitu lapisan glikoprotein pembungkus oosit yang sedang tumbuh atau sel telur
yang telah mengalami ovulasi, Zona pelusida pada oosit mamalia antara lain
berfungsi dalam pengenalan awal dan sebagai pengikat spermatozoa terhadap
oosit sehingga memainkan peranan penting pada proses fertilisasi (Rankin dan
Dean, 2000). Zona pelusida mengandung sejumlah antigenik determinan
termasuk karbohidrat, protein, dan konformasi-konformasi epitopnya. Imu-
nogenesitas komplek glikoprotein ini bervatiasi (Skinner ef al., 1998}, namun
terdapat homologi susunan asam amino antar protein zona pelusida pada

mamalia (Zhu dan Naz, 1999).
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Zona pelusida mamalia terdiri dari dua, tiga atau empat konstituen,
namun pada umumnya mengandung tiga macam konstituen protein terglikosilasi
yang berdasarkan nomenklatur disebut sebagai Zp1, ZP2, dan Zp3 (McCartney
dan Mate, 1999 ; Wassarman et a/, 2001). Di antara komponen-komponen
glikoprotein tersebut, ZP3 berperan penting dalam fertilisasi karena ZP3
berfungsi sebagai reseptor primer pengenalan terhadap spermatozoa. Oleh
karena itu, di antara komponen-komponen ZP tersebut, ZP3 merupakan antigen
yang potensial untuk target imunokontrasepsi (McCartney dan Mate, 1899 |

Sumitro dan Aulanni'am, 2001).

Keberhasilan imunckontrasepsi ditentukan oleh kemampuan bahan
imunogen tersebut untuk mencegah fertilisasi tanpa menimbulkan pengaruh
pada poros endokrin hipotalamus - hipofisis — ovarium. Sebagai bahan
imunisasi kontrasepsi masa depan, percobaan imunisasi pada hewan dengan
menggunakan zona pelusida diharapkan tidak menimbulkan perubahan pada
siklus birahi, profit hormonal, dan perkembangan folikel pada ovariumnya
(Barber dab Fayrer-Hosken, 2000). Namun, kenyataannya, harapan-harapan
tersebut sampai saat ini belum dapat diwujudkan sehingga peneiitian-penelitian
dan pengujian-pengujian tersebut sampai saat ini juga belum mencapai tahap

produksi imunogen kontrasepsi secara komersial.

Penelitian-penelitan tentang imunokontrasepsi zona pelusida sampai
saat ini belum mencapai produk akhir yang siap dipasarkan. Hal ini disebabkan

masih adanya kontroversi terhadap efek samping yang ditimbulkannya berupa
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patologi ovarium. Penekanan terhadap fertilitas setelah imunisasi hewan coba
pada beberapa penelitian, temyata menyebabkan efek samping terjadinya
gangguan fungsi ovarium berupa hambatan folikulogenesis dan percepatan
penurunan jumlah folikel primordial yang bersifat irreversibel. Pada wanita,
gangguan folikulogenesis tersebut akan menyebabkan perubahan profil endoktin
reproduksi yang selanjuinya berakibat pada perubahan siklus haid, sedangkan
percepatan pengurangan sel-sel benih akan menyebabkan menopause lebih dini

(Paterson et af, 2002).

Penggunaan ZP3 babi pada masyarakat muslim dapat menimbulkan
masalah sosial tersendini. Sedangkan penelitian menggunakan ZP3 sapi di
Indonesia dihadapkan pada kendala adanya peraturan yang melarang
pemotongan hewan besar betina bertanduk yang masih produktif, sehingga

relatif sulit mendapatkan ovarium sapi.

Zona pelusida kambing sebagai bahan antifertilitas sampai saat ini belum
pernah diteliti oleh fihak lain. Penelitian pendahuluan imunisasi hewan coba
menggunakan crude zona pelusida kambing (goat zona pellucida, gZP) ternyata
dapat mencegah kebuntingan dan tidak menyebabkan perubahan populasi
folikel primer (Mustofa dkk, 2001). Sehubungan dengan hal tersebut, maka
dilakukan penelitian untuk menguji potensi imunokontrasepsi zona pelusida-3
kambing (gZP3) pada hewan coba model yang kelak diharapkan dapat
dikembangkan menjadi bahan dasar bahan kontrasepsi alternatif pada Program

Keluarga Berencana.
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1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan hai-hal tersebut di atas, maka dilakukan penelitian
kualitatif eksploratif laboratorik untuk mengidentifikasi, mengisclasi dan
karakterisasi protein gZP3 dari zona pelusida kambing. [sclat protein
gZP3 yang diperoleh selanjutnya dipakai sebagai bahan dalam penelitian
eksperimental. Rumusan masalah yang diajukan pada penelitian

eksperimental adalah :

1.2.1. apakah isolat protein gZP3 yang diperoleh tersebut merupakan
reseptor fertilisasi, sehingga :
a. antibodi gZP3 membiok kemampuan oosit kambing untuk

dibuahi pada teknik fertilisasi in vitro?

b. protein gZP3 memblok kemampuan spermatozoa kambing

untuk membuahi cosit kambing pada teknik fertilisasi in vifro ?

1.2.2. apakah protein gZP3 mempunyai potensi imunokontrasepsi pada

hewan coba model, sehingga :

a. antibodi gZP3 dapat memblok kemampuan oosit hewan coba

mencit (Mus musculus) untuk mencegah pembuahan in vitro ?

b. antibodi gZP3 dapat memblok kemampuan oosit hewan coba
mencit (Mus musculus) untuk mencegah ikatannya dengan

spermatozoa dalam Binding Assay ?
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1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

a. Melakukan identifikasi, isolasi dan karakterisasi protein

reseptor ferlilisasi pada zona pelusida-3 kambing.

b. Menguji potensi imunokontrasepsi zona pelusida-3 kambing

pada mencit (Mus musculus) sebagai model secara in vitro.
1.3.2. Tujuan Khusus

a. Mengetahui jumlah konstituen zona pelusida kambing,
menghitung massa molekul relatif (Mr) dan menemukan
proporsi massa masing-masing konstituen yang sampai saat
ini belum diketahui, serta menguji spesifisitas antibodinya
dengan metode Dot Blotting.

b. Membuktikan bahwa isolat gZP3 merupakan protein reseptor
yang dapat mengenali spermatozoa kambing dengan teknik
imunofluoresen.

c. Membuktikan bahwa isolat gZP3 merupakan protein reseptor
fertilisasi, sehingga antibodi ¢gZP3 dapat menghambat
kemampuan oosit kambing untuk dibuahi oleh spermatozoa

secara in vitro yang diukur berdasarkan Angka Cleavage.
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d. Membuktikan bahwa isolat gZP3 merupakan protein reseptor
fertilisasi yang dapat menghambat kemampuan spemmatozoa
kambing membuahi oosit secara in vitro yang diukur

berdasarkan Angka Cleavage.

e. Menguji kemampuan antibodi hasil imunisasi mencit (Mus
musculus) dengan gZP3 dalam menghambat fertilisasi in

vitro pada oosit mencit {Mus musculus) sebagai model.

f.  Menguji kemampuan antibodi hasil imunisasi mencit (Mus
musculus) dengan gZP3 dalam mencegah ikatan (Binding)
secara in vitro antara spermatozoa dengan oosit mencit (Mus

musculus) sebagai model.

1.4. Manfaat Penelitian

Disertasi

1.4.1. Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menyediakan informasi
tentang zona pelusida kambing yang selama ini belum pemah
diteliti. Informasi tersebut meliputi konstituen zona pelusida
kambing berikut massa molekul relatif dan proporsi massa
masing-masing, imunogesisitas dan spesifisitasnya, peranan
9ZP3 sebagai reseptor fertilisasi kambing, serta potensi protein

¢gZP3 sebagai bahan imunokontrasepsi pada hewan coba model.
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1.4.2. Manfaat Praktis

1.4.2.a. Memanfaatkan zona pelusida kambing sebagai kandidat

bahan dasar imunokontrasepsi.

14.2b. Menambah ragam pilhan cara berkontrasepsi untuk

mengendalikan jumlah penduduk di masa depan.
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

Masalah kependudukan merupakan masalah serius di era modern ini,
sebab sangat terkait dengan penyediaan bahan makanan, pakaian dan tempat
tinggal. Perkembangan jumiah penduduk daiam suatu negara yang tidak
terkendaii akan berdampak pada timbulnya permasalahan-permasalahan sosial,
kelestarian sumber daya alam dan lingkungan hidup. Solusi dan rmasalah
tersebut adalah dilaksanakannya program Keluarga Berencana (KB), yang
bertujuan untuk mewujudkan kesehatan ibu dan anak serta keluarga yang
sejahtera dan bahagia. Program KB dilaksanakan antara lain dengan
penyediaan berbagai variasi metode kontrasepsi (alat atau obat kontrasepsi,
Alokon) agar pasangan usia subur mempunyai berbagai pilihan untuk
mendapatkan metode yang dianggap paling sesuai.

2.1 Kontrasepsi

Kontrasepsi berasal dari kata kontra dan konsepsi, yang berarti meiawan
atau menghambat terjadinya pembuahan (konsepsi} sel telur oleh spematozoa
dengan tujuan untuk mencegah kehamilan (Baird dan Glasier, 1999). Metode
kontrasepsi dapat diterapkan pada wanita maupun pada pria, namun sebagian
besar diperuntukkan bagi wanita. Hal ini disebabkan pada wanita hanya
menghasitkan satu sel telur datam satu siklus menstruasi sehingga apabila satu
sel telur tersebut telah dihambat maka fertilisasi gagal terjadi. Sebaliknya pada
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pria tanpa dipengaruhi oleh suatu siklus tertentu, dan setiap kali ejakulasi secara

normal mengeluarkan berjuta-juta set spermatozoa.

Selanjutnya metode kontrasepsi yang dibahas adalah kontrasepsi untuk
wanita, baik kontrasepsi konvensional yang telah dipakai masyarakat selama ini

maupun metode imunokontrasepsi yang sedang dikembangkan.

Bahan yang dapat digolongkan sebagai kontrasepsi konvensional dapat
bekera pada berbagai posisi, yaitu poros hipotalamus - hipofisis anterior -
ovarium, tuba Fallopii, uterus dan vagina. Bahan kontrasepsi yang bekerja pada
poros hipotalamus - hipofisis mempunyai akfivitas pada gonad dengan
mekanisme umpan balik negatif. Pada hipotalamus antifertilitas tersebut bekerja
menurunkan Gonadofropin Releasing Hormone (Gn-RH), yang akan
berpengaruh untuk menurunkan pelepasan follicle stimulating hormone (FSH)
dan luteinizing hormone (LH) dari hipofisis anterior, sehingga menghambat
pembentukan dan pematangan folikel serta proses ovulasi. Bahan kontrasepsi
yang bekerja pada tuba Fallopii mempengaruhi transportasi ovum maupun

spermatozoa sehingga mencegah terjadinya fertilisasi (Baird dan Glasier, 1999).

2.1.1 Imunokontrasepsi

Metode kontrasepsi yang saat ini sedang diteliti adalah metode
kontrasepsi yang menggunakan prinsip immunologi, yaitu metode
imunokontrasepsi. Imunokontrasepsi dilakukan dengan penyuntikan

protein imunogenik gamet berupa sperma, oosit, atau zona pelusida.
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Imunisasi  suatu individu dengan bahan imunogen diharapkan
menghasilkan respon imun humoral berupa antibodi untuk secara
langsung mencegah konsepsi (Martinez dan Harris, 2000). Bahan
imunokontrasepsi dipersyaratkan memiliki sifat reversibel, efisiensi tingg;,
tidak menimbulkan efek samping, aplikasinya mudah, jumiah
pemberiannya sedikit, aktivitas panjang sekurang-kurangnya satu tahun,

dan harga terjangkau (Barber dan Fayrer-Hosken, 2000).

Salah satu bahan yang potensial sebagai kandidat bahan
imunokontrasepsi adalah zona pelusida. Hal ini disebabkan zona pelusida
memainkan peran penting uniuk memulai interaksi antara sel sperma-
tozoa dengan sel felur. Pemblokan reseptor fertilisasi pada zona pelusida
secara imunologis akan mencegah konsepsi (Greenhouse ef al, 1999 ;

Harris ef al, 1999 ; Tsubamoto et af, 1999).

Penelitian tentang imunokontrasepsi yang telah banyak dilakukan
adalah menggunakan ZP3 babi (porcine zona pellucida-3, pZP3) dan ZP3
sapi (bovine zona pellucida-3, bZP3) (Sumitro dan Aulanni'am, 2001).
Beberapa zona pelusida spesies lain yang diteliti adalah zona pelusida
mencit (Mus musculus), manusia (Homo sapiens), kelinci (Oryctolagus
cuniculus), Tikus (Rattus norvegicus) dan kera Bonnet (Macaca radiata)
{Skinner et al, 1999 ; Rankin dan Dean, 2000). Protein zona pelusida
tersebut telah diimunisasikan pada hewan coba dalam bentuk ZP3 natif

(Paterson et al, 1999), protein ZP3 rekombinan (Paterson et al, 2002),
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maupun menggunakan protein ZP3 degiikosilasi (Henderson ef al, 1987a
: Henderson et al, 1987b ; Dunbar ef af 1989 ; Milletich dan Broze, 1990

: Paterson et al, 1992 ; Aulanni’am, 2003 ; Aulanni'am ef af, 2003).

Barber dan Fayrer-Hosken (2000) menyebutkan bahwa
pengujian antifertiitas menggunakan ZP habi maupun sapi telah banyak
dilakukan pada rodensia, kuda, anjing, primata, dan gajah. Bahan ZP
dapat dipakai sebagai imunisasi untuk mengendalikan populasi satwa liar
di habitatnya. Penelitian-penelitian yang dilakukan oleh Miller ef a/ (1999)
pada rusa, Fayrer-Hosken ef af (1999) pada gajah Afrika, serta Martinez
dan Harris (2000} pada kera baboon tetah membuktikan peranan preparat

ZP natif maupun rekombinannya untuk menimbulkan infertilitas.

Respon antifertilitas setelah imunisasi hewan coba dengan
bahan yang berasal dari zona pelusida pada beberapa penelitian,
temyata menyebabkan efek samping hambatan folikulogenesis dan
percepatan erosi folikel primordial yang bersifat irreversibel (Paterson et
al, 2002). Efek samping tersebut selanjuinya berakibat pada
terganggunya profil hormonal, perubahan siklus birahi, dan menopause
dini pada hewan coba. Efek samping demikian dilaporkan terjadi pada
kelinci, anjing dan kuda, atau siklus menstruasi pada primata (Barber dan

Fayrer-Hosken, 2000).

Pada penefitian pendahuluan, imunisasi mencit (Mus musculus)

betina dengan preparat crude zona pelusida kambing lokal dalam Freund
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adjuvant, temyata mencegah kebuntingan hewan coba. Pemeriksaan
histologis ovarium hewan coba menunjukkan adanya penurunan jumlah
folikel sekunder sampai dengan folikel de Graaf, sedangkan folikel primer
dan korpus luteum tidak berubah. Folikel primer tidak terganggu karena
pada folike! tersebut oogonium belum dilapisi oleh zona peiusida
sehingga tidak menjadi target darn antibodi yang terbentuk akibat
imunisasi. Korpus luteum yang ada diyakini sebagai sisa korpus luteum
siklus sebelumnya yang tidak mengalami regresi. Korpus luteum tidak
mengalami regresi disebabkan terganggunya fisiclogi endokrin akibat
tidak berkembangnya folikel. Perubahan struktur histologis ovarium

tersebut diikuti pula dengan perubahan siklus birahi (Mustofa dkk, 2001).

Terjadinya efek samping vang tidak diinginkan pada penelitian
pendahuluan di atas temyata sama dengan laporan Paterson et al (2000},
yaitu teradinya patologi ovarium vyang difandai dengan gangguan
folikulogenesis, namun pada peneliian pendahuluan tersebut tidak
disertai penekanan terhadap prmordial follicle pool Menurut Lindau-
Shepard et al (2001) dalam perkembangan folikel terdapat reseptor FSH
di permukaan zona pelusida sehingga folikulogenesis terganggu.
Reseptor tersebut dapat mengalami blokade oleh antibodi dengan

dilakukannya imunisasi menggunakan preparat crude zona pelusida.

Oleh karena itu, imunisasi yang menggunakan komponen zona

pelusida kambing yang hanya berperan dalam pengenalan terhadap
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spermatozoa, yang diduga adalah zona pelusida 3 (ZP3), diyakini akan
menimbulkan respon imun yang bekerja sebagai kontrasepsi tanpa diikuti
oleh timbuinya efek samping pada siklus perkembangan folike! maupun
siklus birahi. Hasil penelitian ternyata memberikan kenyataan seperti
harapan di atas. infertilitas pada hewan coba setelah imunisasi dengan
gZP3 (goat zona pellicida 3) bersifat tergantung dosis (dose dependent).
Hewan coba mencit (Mus musculus) kontrol semuanya bunting,
sedangkan hewan coba kelompok periakuan yang diimunisasi dengan 190,
20, dan 40 pg berturut-turut menyebabkan kebuntingan sebesar 50, 20,
dan 0 %, yang berarti terdapat peningkatan angka infertilitas 50, 80, dan

100 %, linier dengan pertambahan dosis (Mustofa dkk, 2004a).

Penelitian pada mencit (Mus musculus) sebagai hewan coba
mode!, temyata imunisasi menggunakan gZP3 bersifat reversibel. Dosis
40 ug gZP3 yang sebeiumnya telah diketahui menimbulkan infertilitas 100
% menyebabkan hewan coba bisa beranak kembaii setelah 91 hari. Masa
kebuntingan mencit (Mus musculus} maksimum adalah selama 21 hari,
dengan demikian terdapat masa infertil selama 70 hari. Siklus birahi
mencit (Mus musculus) maksimqrn adalah lima hari, sehingga masa
infertil tersebut sekitar 14 siklus birahi. Siklus birahi pada mencit (Mus
musculus) adalah identik dengan siklus menstruasi pada wanita, dengan
demikian pada wanita masa inferlil tersebut setara dengan 14 siklus

menstruasi (Mustofa dikk, 2004b).
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Pengaruh imunisasi dengan gZP3 pada infertilitas, efek samping,
dan reversibilitasnya ditentukan dari respon imun yang terjadi. Respon
imun yang diharapkan adalah respon imun humoral. infertilitas berakhir
apabila antibodi yang ada sebagai produk respon imun tidak cukup

adekuat untuk memblok reseptor fertilisasi pada zona pelusida.

2.1.2 Mekanisme Iimunokontrasepsi

Reproduksi pada mamalia dimulai dar  penyatuan sel
spermatozoa dengan sei telur. Kedua gamet mengandung antigen pada
permukaan selnya yang bersifat unik, tissue specific, dan imunogenik.
Pengikatan antigen tersebut dengan antibodinya (Gambar 2.1) akan
menimbulkan kegagalan fertilisasi (Bazer ef a/, 2000). Gangguan atau
pengeblokan karbohidrat atau protein reseptor atau modifikasi kimiawi
pada zona pelusida akan beranjut pada efek kontrasepsi (Barber dan

Fayrer-Hosken, 2000).

Periakuan ovum dengan anti zona antibodi atau dengan enzim
proteolitik tripsin dapat menyebabkan blokade periekatan sel sperma atau
pengikatannya pada zona pelusic_la. Pencermaan enzimatis pada O-linked
oligosaccharide pada ZP3 akan mengubah konformasi karbohidrat
spesifik yang berperan pada pengkatan zona pelusida terhadap

spermatozoa (Bazer et al, 2000 ; Barber dan Fayrer-Hosken, 2000).
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Gambar 2.1 Diagram alir bekerjanya 1gG pada Zona pelusida (Barber
dan Fayrer-Hosken, 2000).

Pada hewan yang diimunisasi dengan substansi yang berasal dari
zona pelusida, level IgG dalam sistem sirkulasi berkorelasi positif dengan
infertilitas yang terjadi. imunisasi hewan coba menggunakan rekombinan

zona pelusida kera Bonnet menunjukkan bahwa respon imun yang timbul
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75 % adalah isotipe 19gG,, dan masing-masing 12,5 % igGoa dan IigA
{(Govind ef al, 2000). Menurut Barber dan Fayrer-Hosken (2000), igG
tersebut akan terikat secara sterik pada glikoprotein ZP3 selama oosit
berada dalam semua fase folikel kecuali folikel primordial. Setelah
ovulasi, ikatan antara 1gG dengan ZP akan dilengkapi oleh ikatan antibodi
yang ada dalam oviduk. tkatan antara 1gG dengan ZP menyebabkan

tidak terjadi fertilisasi.

2.2 Respon imun

Respon imun dapat diklasifikasikan menjadi dua macam, yaitu respen
imun nonspesifik dan respon imun spesifik. Respon imun nonspesifik merupakan
mekanisme pertahanan tubuh yang tidak dikhususkan terhadap suatu patogen
tertentu, sedangkan terfadinya respon imun spesifik tergantung adanya
pemaparan benda asing, pengenalan, dan kemudian reaksi penolakan tubuh

secara khusus terhadapnya (Golidsby et al, 2000 ; Abbas ef af, 2003).

Pada respon imun spesifik terdapat pengenalan dan pengawasan yang
ketat terhadap benda asing. Respon imun spesifik merupakan reaksi hospes
terhadap benda asing yang mencakup rangkaian interaksi seluler yang
diekspresikan dengan penyebaran produk-produk sel yang spesifik. Respon
imun spesifik mempunyai sifat spesifisitas, heterogenitas, dan memoni.
Spesifisitas merupakan kemampuan membedakan respon imun dengan

kepekaan yang tinggi terhadap benda asing yang identik atau sama dengan
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benda asing yang telah dikenali sebeiumnya. Heterogenitas merupakan sifat
respon imun yang mampu mengintegrasikan berbagai jenis sel dan produk
untuk memberikan respon terhadap keberadaan benda asing dengan
menghasilkan produk yang heterogen pula. Memori merupakan kemampuan
respon imun untuk mempercepat dan memperbesar respon imun dengan cara
proliferasi dan diferensiasi sel-sel yang telah disensitisasi apabila terjadi
pemaparan berikutnya oleh benda asing yang sama (Goldsby et al, 2000 ;

Abbas ef al, 2003).

Pembentukan antibodi setelah imunisasi termasuk respon imun spesifik.
Antibodi sebagai respon imun adalah gama globulin yang disebut imunoglobulin
(lg). Dikenal ada fima macam imunoglobulin, yaitu {gG, IgA, tgM, IgD dan IgE
dengan waktu pemaparan, fungsi, dan afinitas terhadap jaringan yang berbeda-
beda. Imunogiobulin M {IgM} dan Imunoglobulin G (igG) merupakan respon
imun terhadap antigen protein, termasuk glikoprotein zona pelusida (Barber dan

Fayrer-Hosken, 2000).

Imunoglobulin M merupakan molekut Ig yang paling besar ukurannya
sehingga hanya terdapat intravaskuler. Imunogliobulin G adalah |g yang paling
banyak jumiahnya dalam tubuh dengan waktu paruh yang relatif cukup panjang
dibandingkan isotipe Ig yang lain, yaitu 23 han. Molekul IgG dapat mencapai
konsentrasi yang tinggi baik intravaskuler maupun ekstravaskuler sehingga

dapat hekerja pada jaringan (Goldsby et af, 2000 ; Abbas et al, 2003).
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2.21 Berdasarkan waktu pemaparan

Pembentukan antibodi dalam individu berdasarkan waktu
pemaparannya dapat dibedakan menjadi dua tahap, yaitu respon imun
primer dan respon imun sekunder {Goldsby et al, 2000 ; Abbas ef a/,
2003). Titer antibodi yang terkait dengan respon imun primer dan respon
imun sekunder serta sel-sel yang berhubungan dengan pembentukan

antibodi dilukiskan pada Gambar 2.2.

a Respon imun primer

Penyuntikan suatu substansi asing ke dalam tubuh individu
akan menghasilkan antibodi spesifik dalam darah setelah
beberapa waktu, yang disebut periode induktif atau periode laten.
Antibodi dapat dideteksi 5 - 7 han sesudah penyuntikan protein
yang iarut air. Setelah timbulnya antibodi pertama dimulailah
biosintesis aktif antibodi sehingga terjadi peningkatan konsentrasi
antibodi secara logaritmik, yang mencapai titer tertinggi seteiah
8 — 12 hari. Kadar antibodi setelah imunisasi adalah selisih
antara angka sintesis dengan angka katabolik antibodi. Apabiia
kedua angka ini sama, maka kadar antibodi konstan (fase
plateau). Apabila angka kataboiik lebih besar daripada angka
sintesis, maka respon imun memasuki fase penurunan {(Goldsby

et al, 2000 ; Abbas et al 2003). Respon imun primer pada
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umumnya ditandai oleh keberadaan imunogiobulin M (IgM) yang
lebih dominan daripada imunoglobulin G (IgG) (Goldsby ef al,

2000 ; Abbas ef al, 2003).

Primary Secondary
antihody response antibody response

First Repeated

nfection infection . 194G
Antibody- -ﬁ.
qerreunq ?%‘?gr
(‘eli

=y

Anlibody-secreting
calls in penpherat
tymphoid tissues

Ac!wated et il L]
B cell ©antibody L i A
¥l production u}-{ﬁ"’ Long-ived :&“

_}k ﬁ : : plasma cells ﬁ [
}:&ﬂ%{ -"”" %?‘ :g{{memow in bone marrow Me;ﬁ:,'
H%TB cell 8 celt

Amount of antibody

% P Long- it\red
v piasma celis

Naive B cell in bone marrow _ _
0 - 30 0 ' 3 10 >30
Days afler antigen expostire Days alter antigen exposure

Gambar 2. 2 Respon imun primer dan sekunder (Abbas et al, 2003).

b Respon imun sekunder

Pemaparan kedua terhadap protein imunogen yang sama
menyebabkan penambahan respon imun yang menyolok berupa
munculnya sel-sel imunokompeten dan antibodi yang dipercepat.
Pada respon imun sekunder periode laten lebih pendek, angka
sintesis antibodi lebih cepat, puncak titer antibodi bertahan lebih

iama, daya gabung antibodi lebih tinggi, lebih banyak terdapat
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sel memori, dan immunoglobulin yang lebih banyak adalah igG.
Dengan analisis antigenik, ditemukan perbedaan-perbedaan
berdasarkan substansi rangkaian asam amino dan ikatan
disulfida di antara 1gG, yaitu subkelas 19G1, lgG2, IgG3 dan
igG4. Antibodi 1gG3 merupakan complement activator terkuat,
dikuti 1gG1 dan IgG2, sedangkan lgG4 bukan merupakan
complement activator {Goldsby et al, 2000 ; Abbas et af/, 2003).
Struktur imunoglobulin, sebagai respon imun, berdasarkan studi

susunan asam aminonya dapat ditihat pada Gambar 2.3.

Heawy
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Disullide bond -

i domain )

Gambar 2.3 Diagram Skematis Struktur Imunoglobulin
(Abbas et al, 2003)

Imunoglobulun G (IgG) merupakan antibodi yang dominan

dalam sistem sirkulasi. Menurut Austyn dan Wood (2000) serta
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Goldsby et al (2000), struktur dasar 1gG tersusun dari sepasang
Heavy (H) chain dan Light (L) Chain. Masing-masing H dan L
chain terdiri dari V (Variable) region dan C (Constant) region,
sehingga terdapat Vu, Vi dan Cu, C. Pada V region (Vu dan V),
terdapat Antigen binding sites yang spesifik terhadap antigen
tertentu {(Gambar 2.4). Kerangka IgG pada C region (Cy dan Cy)
mempunyai aktivitas biologis yang bersifat spesifik sesuai

dengan spesies asal antibodi tersebut.

varabla regian hepervd reatln Teqinns
of heavy chain af heawy chain
- ’

hypervariabie
Fegions

antigen-hinding

variatie
reginn of ? |
fight chain o L hypervariable
"™ regions of
fight cham

Gambar 2.4 Diagram Skemafis Moiekul Antibodi dan Antigen
Binding Site (Alberts et al, 2002).

2.2.2 Berdasarkan mekanisme efektor

Ada dua jenis mekanisme efektor pada respon imun spesifik,
yaitu respon imun humoral yang ditandai adanya produk antibodi dan

respon imun seluler yang ditengahi oleh limfosit yang tersensitisasi
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(Goldshy et al, 2000 ; Abbas et al, 2003). Mekanisme respon ilmun

humoral dan seluler dilukiskan pada Gambar 2.5.

a Respon imun humoral

Pada imunokonirasepsi, respon imun yang diharapkan adalah
respon imun humoral. Respon imun humoral ditandai oleh adanya sel-sel
limfosit yang berdeferensiasi dari sumsum tulang (bone marrow) sehingga
disebut sel B. Sel limfosit B mempunyai kemampuan bereaksi dengan
benda-benda asing yang merangsang pembentukan antibodi. Sel-sei B
berinteraksi dengan antigen, kemudian berdeferensiasi menjadi sel-sel
Blast, seterusnya menjadi sel-sel plasma yang menghasilkan antibodi

(Goldsby et af, 2000 ; Abbas ef al, 2003).

b Respon imun Seluler

Selain mekanisme respon imun humoral seperti tersebut di atas,
antigen {AQ) eksogen dapat mengalami intemalisasi untuk didegradasi
oleh sel-sel dendritk sebagai antigen presenting cells (APC) dalam
respon imun seiuler. Pepfida antigen membentuk kompleks dengan
molekul major histocompatability complex (MHC) Il yang selanjutnya
dipaparkan dipermukaan APC. Sel-sel T helper dapat mengenali
kompleks Ag-MHC Il pada permukaan sel APC melalui reseptor sel T
sehingga mengaktivasi sel T tersebut untuk memproduksi sitokin atau

limfokin. Sitokin atau limfokin menyebabkan interaksi sel T helper dengan
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oligosaccharide juga berperan dalam stabilisasi komplek /4 -~ MHC !l
(Goldsby ef al, 2000). Molekul ZP3 merupakan glikoprotein dengan ikatan

O - linked oligosaccharide {(Barber dan Fayrer-Hosken, 2000).

Gangguan fungsi ovarium akibat imunisasi dengan bahan zona
pelusida tergantung beberapa faktor yaitu kemurnian antigen,
suseptibilitas hewan coba, adjuvan, dan keberadaan epitop sel T pada
bahan zona peilusida yang dipakai sebagai imunogen. Adanya epitop sel
T pada imunogen dapat menyebabkan cophoritis. Hal tersebut dibuktikan
bahwa patologi ovarium dapat diinduksi dengan transfer sel T CD4" dari
mencit yang diimunisasi dengan bahan ZP ke mencit resipien, tetapi tidak
tefjadi melalui transfer antibodi. Se! T CD4" dari mencit juga dapat
mengenali peptida zona peiusida mencit pada antigen presenting cells
(APC) dalam ovarium, yang berakibat perekrutan makrofag, sekresi

sitokin dan peradangan ovarium (Barber dan Fayrer-Hosken, 2000).

Respon imun spesifik dapat dipicu oleh imunisasi suatu individu
dengan suatu imunogen. Daiam rangka menemukan bahan
imunokontrasepsi, imunisasi aktif dapat dilakukan terhadap sperma,
ovum, zigot, embrio dini (pra implantasi) maupun terhadap hormmon
human chorionic gonadofropin (hCG) (Jones, 1996 ; Kaul et al, 1996).
Berdasarkan efisiensi tujuan pencegahan terjadinya ferilisasi, penelitian-
peneiitian selanjutnya diarahkan untuk menemukan imunogen yang

berasal dari zona pelusida.
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2.3 Zona Pelusida

Zona pelusida adalah suatu lapisan glikoprotein yang membungkus oosit
atau sel telur. Glikoprotein zona pelusida disekresikan oleh oosit dan sel-sel
granujosa pada saat folikulogenesis, dengan ketebalan 5-10 pm (Pineda, 2003 ;

Hafez dan Hafez, 2000).

Zona pelusida mamalia terdin dari dua, tiga atau empat konstituen,
namun pada umumnya mengandung figa macam konstituen protein terglikosilasi
yang disebut sebagai Zp1, ZP2, dan Zp3 yang berbeda-beda massa molekul
relatifnya (McCartney dan Mate, 1999 ; Wassarman ef a/, 2001). Zona pelusida
(ZP} 1 mempunyai massa molekul relatif (Mr) antara 80 — 200 kDa, Mr ZP2
berkisar antara 50 — 120 kDa, dan Mr Zp3 sebesar 45 — 110 kDa (Baber dan
Fayrer-Hosken, 2000Q). Zona pelusida mencit (Mus musculus), tikus (Rattus
norwegicus), kelinci (Oryctolagus cuniculus), babi (Sus scrofa), dan manusia
(Homo sapiens} mengandung tiga jenis glikoprotein vaitu ZP1, ZP2 dan ZP3.
Zona pelusida Kera Bonnet (Macaca radiata) terdiri dari dua konstituen, yaitu
ZP1 dan ZP3 (Rankin dan Dean, 2000). Zona pelusida sapi (Bos indicus) terdiri
empat konstituen (Aulanni'am et af, 2003). Sedangkan Yonezawa ef al (2001)
dengan teknik kioning molekuier mendapatkan bahwa zcna pelusida sapi (Bos
taurus) terdiri dan tiga konstituen, yaitu ZPA (Mr = 72 kDa), ZPB (Mr = 58 kDa}

dan ZPC (Mr = 45 kDa).

Glikoprotein ZP1 merupakan dimer dari dua bagian yang identik. Ketiga

glikoprotein ZP menembus transmembran pada ujung C. Pada mencit rasio
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antara ZP2 dengan ZP3 adalah 1 : 1, sedangkan ZP1 sekitar 9 % dari jumlah
ZP2 dan ZP3. Secara anatomis ZP2 bersama ZP3 membentuk kerangka yang
dihubungkan oleh ZP1 menyilang membentuk struktur tiga dimensi (Gambar 2.6)

(Green, 1997).

~—g s

ZFZ ZF3 ZF1
o1 20004 A% (83000 &, (200006 M)

Gambar 2.6 Struktur tiga dimensi ZP1, ZP2 dan ZP3 mencit (Green, 1997).

2.3.1 Fungsi fisiologis

Zona pelusida mamalia merupakan lapisan glikoprotein
ekstraseluler yang berperan penting pada interaksi antara sel sperma-
tozoa dengan sel telur pada saat ferilisasi (Gambar 2.7). Pada sel
sperma mencit (Mus musculus) sekurang-kurangnya terdapat empat
macam protein permukaan yang besrfungsi untuk berikatan dengan zona

pelusida (Bradiey et al, 1999 ; Naz, 2000 ; Wassarman, 2002). Setelah
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berhasil menembus sel-sel kumulus oophorus, spermatozoa terikat pada
zona pelusida, mengalami reaksi akrosom, kemudian menembus zona
pelusida (Schorderet dan Huarte, 2003). Fusi kepala spermatozoa
dengan vitelus sel telur menyebabkan depolarisasi membran vitelin,
reaksi kortikal, dan pengerasan zona pelusida untuk mencegah
polispermi. Fertilisasi diakhiri dengan singami antara pronukleus dari

masing-masing gamet (Brewis dan Wong, 1999 ; Talbot et a/, 2003).

plasma :
membrane A
\ periviteliine space

- 4 acrosome reaction
. © 9

- & penetration
S egg )
corticat @
granule -~

\ \ fusion
\ ' depolarization

secretion of

polyspermy cortical granules

Gambar 2.7 Tahap-tahap fertilisasi pada mamalia (Takasaki et a/, 1999).

Di antara komponen-komponen glikoprotein pada zona peiusida

tersebut, ZP3 yang berperan penting dalam proses fertilisasi. Fungsi ZP3
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adalah sebagai reseptor primer untuk reaksi pengenalan spermatozoa
yang beranjut dengan terikatnya spermatozoa pada zona pelusida.
Spermatozoa terikat pada reseptor ZP3 melalui ikatan serin - threonin O-
finked oligosacchande. Keberadaan glycosyl transferase pada membran
plasma spermatozoa menyebabkan kepala spermatozoa dapat
menghasilkan ikatan kepada ZP3 melalui mekanisme sebagaimana
hubungan antara enzim dengan substratnya atau antara lubang kunci

dengan anak kuncinya (Bazer et af, 2000).

Karbohidrat pada glikoprotein zona pelusida bemeran penting
dalam interaksi awal sel telur dengan spermatozoa, yaitu sebagai barier
spesies, kapasitasi, dan viabilitas spermatozoa serta mencegah
polispermi. lkatan karbohidrat — protein yang membentuk glikoprotein

pada zona pelusida adalah O — linked (Baber dan Fayrer-Hosken, 2000).

Pada membran plasma spemmatozoa mencit (Mus musculus)
terdapat B1,4 — galactosyftransferase (Galtase) yang berperan sebagai
protein pengikat sel telur pada ZP3. lkatan primer antara sel spemmatozoa
dengan ZP3 mengawali reaksi akrosom. Setelah spermatozoa ferikat
pada ZP3, sel spermatozoa mengalami reaksi akrosom, yaitu membran
plasma dan membran luar akrosom akan mengadakan fusi pada
beberapa bagian sehingga menyebabkan vesikulasi membran yang
berlanjut dengan dikeluarkannya isi akrosom. Peristiwa tersebut

mengakibatkan membran luar akrosom (oufer acrosomal membrane,
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OAM) terbuka sehingga ligan yang terdapat pada membran akrosom
bagian dalam dapat mengadakan kontak dan berikatan dengan reseptor

ZP2 pada zona pelusida sel telur (Gambar 2.8) (Brewis dan Wong, 1999).

(3} Ferlilizng spermatozoon
Cunwils

Codenwna

Zina pelucida

b P

Acrosurmal cont=ms

Gambar 2.8 Diagram skematis interaksi awal gamet mamalia PM
plasma membrane, OAM : outer acrosomal membrane, NM
: nuclear membrane, 1AM : inner acrosomal membrane
(Brewis dan Wong, 1999).
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Glikoprotein ZP2 berperan sebagai reseptor spermatozoa kedua,
yang berperan untuk menjaga tetap terikatnya spermatozoa selama
proses menembus zona pelusida {(Brewis dan Wong, 1999). Penetrasi
zona pelusida oleh sel spermatozoa terjadi 5-15 menit setelah 87,4 -
galactosyliransferase {(Galtase), sebagai ligan pada sel spermatozoa
menempelkan din pada glikan Gal-B(1,3)-GalNAc, reseptor pada ZP3

(Bazer et af, 2000).

Setelah fertilisasi, permukaan ovum berubah untuk mencegah
adanya fusi dengan sel spema yang lain. Pencegahan polispermi ini
diperankan oleh zona pelusida dan dengan biokade fisiologis kedua pada
membran vitelin. inisiasi blokade terhadap polispermi berlangsung pada
saat tenadinya penetrasi spermatozoa pada owvum, vyaitu ketika
dilepaskannya granuia kortikal ke dalam ruang peri vitelin {(Bazer ef al,

2000 ; Brewis dan Wong, 1999).

Massa material yang dilepaskan granuia kortikal sekitar 30 %
massa ZP1, yang secara dominan terdistribusikan pada lapisan dalam
zona pelusida. Penglepasan isi granuia tersebut, disebut sebagai reaksi
kortikal, menghasilkan reorganisasi ekstensif pada zona pelusida dan
pemmukaan vitelin. Reaksi kortikal menghasilkan pelepasan enzim-enzim
yang menyebabkan pengerasan zona pelusida dan inaktivasi reseptor
zona pelusida, khususnya ZP3 {(Gambar 2.9). Hal ini terjadi melalui

pelepasan enzim heksosamidase yang memecah O - linked
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oligosaccharides sehingga spermatozoa lain tidak dapat lagi terikat pada

zona pelusida (Miller et af, 2000).

bound sperm
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Gambar 2.9 Diagram Skematis Reaksi Kortikal pada Zona Pelusida
untuk Mencegah Polispermi (Alberts et al, 2002).
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2.3.2 Asam amino ZP3

Zona peilusida mengandung antigenik determinan berupa
glikoprotein yang bervanasi, namun terdapat homologi urutan asam
amino diantaranya. Spesifisitas interaksi antara spermatozoa dan ZP3
tergantung pada backbone polipeptida. Terdapat high species-specific
divergence pada sequence asam amino ZP3 pada regio yang berperan
dalam ikatan tersebut (Zhu dan Naz, 1989). Selanjutnya Zhu dan Naz
(1999) melaporkan terdapat homologi susunan asam amino ZP3 pada 13
spesies vertebrata, yaitu tikus, hamster, kelinci, babi, babi hutan, sapi,
anjing, kucing, manusia, bonnet, marmoset, ikan, dan katak. Data

persentase homoiogi beberapa spesies dikutip sebagaimana Tabel 2.1.

Pada susunan asam amino ZP3 beberapa mamalia terdapat tiga
regio, yaitu (1) feader sequence yang terdiri dari 20-25 asam amino
(berada pada posisi antara 1-129), (2) central region (posisi antara 130-
401), dan (3) C terminal region (pada posisi antara 402-518) (Zhu dan
Naz, 1999). Pada ZP3 terdapat suatu sequence asam amino tertentu
yang berperan sebagai struktur antigen spesies-spesifik (Hasegawa et al,
2002), khususnya variasi N- dan C- terminal yang ada pada central region
(Zhu dan Naz, 1999).

Diantara beberapa spesies yang diteliti Zhu dan Naz (1999),
diketahui terdapat enam conserve sequence relatif pada central region,

(1): 22 asam amino (pada posisi 128-151 : VIVSKDLFGTGKLIRP}, (2}
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: 54 asam amino (posisi 189-242 : LVYSTFLLHDPRPGNLSILRTNRAEV

PIECRYPR QGVSSQAILPTWVPFRTT),

(3) : 24 asam amino (posisi

275-298 : AHLQAEVHTGSHVPLRLFVDHCVA), (4) : 16 asam amino

(posisi 309-324 : SPYHTIVDFHGCLVDG), (5) : 28 asam amino (posisi

331-358 : SAFKAPRPRPDTLQFTVDVFVFANDSRN), dan (6) : 24 asam

amino (posisi 378-401 : LNKACSFSKSSNSWFPVEGPADIC).

Tabel 2.1. Persentase Homologi Asam Amino Penyusun Zona Pelusida 3
(ZP3) pada Beberapa Spesies Mamalia (Zhu dan Naz, 19989).
Hamster | Kelinci | Babi | Sapi | Anjing | Kucing | Manusia | Bonnet | Marmoset
Tikus 839 692 1675691 709 | 71,6 68,0 718 70,9
Hamster 695 {679 682} 70,7 | 68,5 72,7 720 711
Kelingi 954 {7041 708 | 689 72,6 721 724
Babi 8441 696 | 684 7,5 71,3 70,6
Sapi 774 | 771 75,1 742 744
Anjing 83,5 76,2 757 738
Kucing 74,5 748 721
Manusia 95,5 91,7
Bonnet 90,3

Disertasi

Berdasarkan data tersebut, kemiripan sus¢nan asam amino

(homologi} tertinggi terdapat pada spesies hewan yang sama ordo pada

klas yang sama. Homologi antara tikus dan hamster (rodenta) adaiah

sebesar 83,9 % ; antara anjing dan kucing (camivora) sebesar 83,5 % ;

antara babi dan sapi (ungulata) sebesar 84,4 % ; dan antara manusia dan

kera (primata) sebesar 95,5 % (Zhu dan Naz, 1999). Adanya homologi
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susunan asam amino ZP3 mamalia tersebut menyebabkan terjadinya
reaksi silang antigen antibodi pada Elisa. Hasegawa et al (2002)
melaporkan bahwa antiserum terhadap peptida babi, kelinci dan manusia
dapat bereaksi silang terhadap peptida yang lain dengan derajat yang
berbeda-beda. Terdapatnya homologi susunan asam amino ZP3 diantara
beberapa spesies pada mamalia, yang antara lain ditandai oleh reaksi
silang antigen — antibodi, memungkinkan dilakukannya imunisasi pada
hewan coba yang heterolog atau pada manusia untuk menginduksi

infertilitas {Srivastava et al, 2002).

Susunan asam amino ZP3 beberapa spesies pada mamalia dapat
diakses dari situs NCB! di intemet, namun sampai saat ini susunan asam
amino ZP3 kambing belum ada publikasinya. Berdasarkan data yang ada
di situs intemnet tersebut dikutipkan susunan asam amino protein ZP3 tiga
spesies, yaitu mencit (Mus musculus), manusia (Homo sapiens), dan sapi
(Bos taurus) (selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran 10). Susunan
asam amino ketiga spesies tersebut dicantumkan berdasarkan
pertimbangan bahwa mencit (Mus musculus) dipakai sebagai hewan coba
model pada peneliian ini, manusia (Homo sapiens) sebagai target
imunokontrasepsi di masa depaﬁ, dan sapi (Bos taurus), spesies yang
memiliki kekerabatan terdekat dengan kambing {(Capra hircus), yang
diteliti potensi ZP3-nya pada penelitian ini. Data susunan asam amino

ketiga spesies tersebut adalah sebagai bernkut.
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Mus musculus

Hranslation="MASSYFLFLCLLLCGGPELCNSQTLWLLPGGTPTPVGSSSPVKY
ECLEAELWTVSRDLFGTGKLVQPGDLTLGSEGCQOPRVSVDTDVWRFNAQLHECSSRY
QMTKDALVYSTFLLHDPRPYSGLSILRTNRVEVPIECRYPRQGNVSSHPIQPTWVPFR
ATVSSEEKLAFSLRLMEENWNTEKSAPTFHLGEVAHLQAEVQTGSHLPLQLFVDHCVA
TPSPLPDPNSSPYHFIVDFHGCLVDGLSESFSAFQVPRPRPETLQFTVDVFHFANSSR
NTLYITCHLKVAPANGIPDKLNKACSFNKT SQSWLPVEGDADICDCCSHGNCSNSSSS
QFQIHGPROWSKLYSRNRRHVTDEADVTVGPLIFLGKANDQTVEGWTASAQTSVALGL
GLATVAFLTLAAIVLAVTRKCHSSSYLVSLPC! (Boja et al, 2003)

Homo sapiens :

franslation="MELSYRLFICLLLWGSTELCYPQPLWLLQGGASHPETSVQPVLY
ECQEATLMVMVSKDLFGTGKLIRAADLTLGPEACEPLVSMDTEDVVRFEVGLHECGNS
MQVTDDALVYSTFLLHDPRPVGNLSIVRTNRAEIPIECRYPRQGNVSSQAILPTWLPE
RTTVFSEEKLTFSLRLMEENWNAEKRSPTFHLGDAAHLQAEIHTGSHVPLRLFVDHCY
ATPTPDQNASPYHTIVDFHGCLVDGLTDASSAFKVPRPGPDTLOFTVDVFHFANDSRN
MIYITCHLKVTLAEQDPDELNKACSFSKPSNSWFPVEGPADICQCCNKGDCGTPSHSR
RQPHVMSQWSRSASRNRRHVTEEADVTVGPLIFLDRRGDHEVEQWALPSDTSVWLLGY
GLAVWVSLTLTAVILVLTRRCRTASHPVSASE" (Wassarman, 2002)

Bos taurus

franstation="MGPCSRLFVCFLLWGSTELCSPQPFWDDETERFRPSKPPAVMVE
CQEAQLVWTVDKDLFGTGKURPADLTLGPDNCEPLASADTDGVWRFAVGLHECGNIL
QUTONALVY STFLLHNPRPAGNL SILRTNRAEVPIECHYPRQGNVSSWAIQPTWVPFR
TTVFSEEKLVF SLRLMEENWSAEKMTPTFQLGDRAHLQAQVHT GSHVPLRLFVDHCVA
SLTPDWSTSPYHTIVDFHGCLYDGLTDASSAFKAPRPRPEILQF TVDVFRFANDSRNM
IYITCHLKVTPVDRVPDQLNKACSFSKSSNRWSPVEGPTDICRCCSKGRCGISGRSMR
LSHREGRPVPRSRRHVTEEADVTVGPLIFLRKMNDRGVEGPTSSPPLVMLGLGLATVM
TLTLAAIVLGLTGRLRAASHPVCPVSASQ" (Harris et al, 1994)

2.3.3 O-Linked Oligosakarida pada ZP3

Ikatan spermatozoa pada ZP adalah suatu tahap yang dimediasi
karbohidrat. Spesifisitas interaksi antara spermatozoa dan ZP3 juga
tergantung pada glikosilasi residu asam amino pada backbone polipeptida

sebagai O-finked (Gambar 2.10).
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Gambar 2,10 Komposisi O-linked dan N-finked Oligosakarida (Van den
Steen et al, 1998).

Pada mencit ujung karboksil mZP3 adalah penting untuk terikatnya
spermatozoa. Regio ini dikode oleh ekson gen nomor 7 dan terdiri dari
lima asam amino serine (Ser-329, —331, —332, —333, —334) sebagai posisi
yang potensial untuk terikatnya O-linked (Gambar 2.11). Motif ikatan
glikosilasi O-linked pada lima asam amino serin adatah satu asam amino
serin dipisahkan oleh satu asam amino lain dar empat asam amino serin

yang lain. Urutan asam amino Ser — asam amino X — Ser-Ser-Ser-Ser,

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

38

merupakan sinyal species-specific lerikatnya O-linked oligosakarida pada
mencit. Pada murine residu serine berada pada posisi 331 — 335 (Zhu
dan Naz, 1999). Pada kedudukan O-finked tersebut tidak dijumpai asam
amino prolin, tetapt pada umumnya terdapat sembilan asam amino
(empat diantaranya adalah sistein) membentuk konformasi ikatan O-

linked oligosakarida (Van den Steen ef al, 1998 ; Zara ef al, 1998).

Glikosilasi O-linked sangat penting pada tahap pengenalan antara
oosit dan spermatozoa pada fertilisasi. lkatan antara spermatozoa
dengan oosit yang bersifat species specific terutama ditentukan oleh
struktur rantai oligosakarida pada ZP3. Glikosilasi O-finked dengan ujung
B-GalNAc atau ujung B-GlcNAc menengahi ikatan dengan spermatozoa,
namun yang lebih sering adalah ujung p-GalNAc (Gambar 2.11).
Oligosakarida sintetis dengan terminal Gal menghambat ikatan
spermatozoa pada oosit, sedangkan oligosakarida dengan terminal
GicNac tidak efektif (Van den Steen et al, 1998).

Rantai O-linked oligosakarida pada ZP3 berperan sebagaé binding
epitope pada spermatozoa. Diketahui terdapat empat macam
monosakarida yang berperan penting pada pengenalan spermatozoa,
yaitu a-gaiactose, p-N-acetylglucosamine (GIcNAC), fucose, dan mannose
(Talbot ef af, 2003). Perubahan struktur oligosakarida berakibat
perubahan kemampuan ikatan spemmatozoa dengan sel telur yang

bersifat species-specific.
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Gambar 2.11 Struktur molekui O-inked N-acetylgalactosamine dan N-
linked N-acetylglucosamine (Zara et al, 1998).

Suatu penelitian dilakukan pada tikus uniuk membawa gen human
sperm-receptor (hZP3) sebagai hewan transgenik. Oosit dari tikus betina
homosigot mZP3* tidak memitiki ZP dan infertil, sedangkan oosit mencit
mZP3”" yang membawa gen hZP3 memiliki ZP yang tebal, terdiri dari
mZP1, mZP2, dan hZP3. Namun, human sperm temyata gagal berikatan

dengan ZP oosit tikus transgenik tersebut, sedangkan spermatozoa tikus
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dapat terikat dan betina tersebut feril. Hal ini disebabkan O-flinked
oligosakarida pada hZP3 hewan transgenik tersebut lebih bersifat
‘mouse-like’, daripada ‘human-like’, karena konstituen hZP3 pada oosit
tikus tersebut disintesis oleh oosit tikus (Wassarman et al, 2001).
Pentingnya glikosilasi tersebut adalah sebagai species barrier dan
mencegah polyspemia dengan mengaktifkan signal fransduction.
Glikosilasi bukan hanya berperan pada fertilisasi oosit oleh spermatozoa

tetapi juga penting untuk terjadinya kapasitasi dan viabilitas spermatozoa.

2.3.4 Uji reseptor pada zona pelusida

Dalam penelitian-penelitian untuk menemukan protein gamet
sebagai kandidat bahan imunokontrasepsi, perhatian diarahkan pada
reseptor fertilisasi yang ada pada zona pelusida. Pengujian reseptor
fertilisasi tersebut dimaksudkan untuk mengidentifikasi keberadaan
protein, mengidentifikasi fungsi atau untuk menguji potensi

imunokontrasepsinya.

a Uji imunofluoresen

Uji indirect immunofiuorescence dapat dipakai untuk
mengidentifikasi keberadan reseptor fertiisasi pada zona
pelusida. Uji tersebut berdasarkan prinsip reaksi antigen
(reseptor fertilisasi pada zona pelusida) dengan antibodi

spesifiknya. Visualisasi terhadap reaksi tersebut dilakukan
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dengan menggunakan antibodi sekunder, yaitu antibodi terhadap
antibodi spesifik tersebut yang terlabel dengan fiuoro iso thio
cyanate (FITC). Penguijian keberadaan reseptor fertilisasi, bahan
yang digunakan dapat berupa bahan histologis ovarium {Govind
et al, 2000 ; Srivastava et al, 2002) ; oosit (Hasegawa ef al, 2002
: Hemachand et al, 2002) ; embrio (Hemachand et al, 2002) atau

spermatozoa (Hemachand ef a/, 2002 ; Carmona et al, 2002).

Keberadaan egg binding protein pada spermatozoa dapat
diidentifikasi dengan cara yang sama, yaitu menggunakan
antibodi terhadap spermatozoa (Carmona ef al, 2002). Oleh
karena itu, dalam perkembangannya uji tersebut dapat juga
dilakukan untuk mengetahui hubungan reseptor ferilisasi pada
zona pelusida dengan figannya, yaitu egg binding protein pada
permukaan membran plasma spermatozoa. Hemachand et af
(2002) melakukan pengujian keberadaan egg binding protein
pada permukaan membran spemmatozoa dengan mereaksikan
preparat ulas spermatozoa dengan ZP3 (reaksi reseptor — ligan)
selanjutnya direaksikan dengan antibodi zona pelusida dan

divisualisasikan dengan antibodi sekunder terlabel FITC.

b Fertilisasi in vitro (Fiv)

Teknologi fertilisasi in vitro dapat digunakan untuk

mengidentifikasi fungsi reseptor gamet pada peristiwa fertilisasi
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Teknologi fertilisasi in vitro terdiri dari beberapa tahap, yaitu
maturasi oosit, preparasi sperma, dan inseminasi in vitro
{Mahaputra dan Mustofa, 2000). Pengujian reseptor fertilisasi
dengan teknik fertilisasi in vitro dilakukan dengan perlakuan pada
oosit (Rankin ef al, 2001 ; Hasegawa et al, 2002), atau pada

spermatozoa (Naz dan Zhu, 1998 ; Ramalho-Santos ef af, 2000).

Maturasi ocosit merupakan satu tahap penting dalam
rangkaian fertilisasi in vitro. Keberhasilan maturasi oosit in vitro
sangat menentukan keberhasilan fertilisasi in vitro. Hanya oosit
yang matang yang akan berhasil dibuahi oleh sel spermatozoa

(Mahaputra dan Mustofa, 2000).

Pengumpulan oosit kambing atau sapi dapat ditakukan
dengan aspirasi folikel berpenampang 1 - 5 mm pada ovarium
dengan menggunakan jarum 18G yang dihubungkan dengan alat
suntik yang berisi cairan pencuci cosit (Oosit Washing Solution,
OWS). Oosit yang didapat masih memerlukan proses
pematangan uniuk mencapai stadium metafase I (memiliki
pronucleus dan polar body ). Pertumbuhan in vitro tersebut
membutuhkan media dengan suplementasi hormon gonadotropin
dan steroid (Hafez dan Hafez, 2000}, agar kondisi fingkungannya
sesuai dengan kondisi fisiologis yang terjadi in vivo. Qosit yang

telah matang vaitu pada tingkat metafase |, sama dengan oosit
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yang baru mengalami ovulasi sehingga siap bersingami dengan
sel spermatozoa. Suplementasi serum sapt birahi dapat
dilakukan untuk meningkatkan hasil proses pematangan oosit,
sehingga perkembangan embrio lebih baik setelah oosit matang
tersebut diinseminasi in vitro (Mahaputra dkk, 1988 ; Mustofa

dkk, 1999 ; Restiadi, 2001).

Pada fertilisasi in vitro mencit (Mus musculus), oosit matang
diperoleh secara in vivo dengan cara melakukan superovuiasi
pada mencit betina. Superovuiasi dilakukan dengan penyuntikan
pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) 5 iu subkutan.
Penyuntikan human chorionic gonadotropin (hCG) 5 iu subkutan
dilakukan 48 jam kemudian, selanjutnya hewan coba
dikumpulkan dengan pejantan yang telah divasektomi untuk
merangsang ovulasi. Oosit dikoleksi dari kantung oosit pada

oviduk 17 jam setelah penyuntikan hCG (Rankin ef al, 2001).

Preparasi spematozoa dilakukan untuk mendapatkan sel
spermatozoa dengan motilitas tinggi sehingga mempunyai
kemampuan membuahi (Mahaputra dan Mustofa, 2000). Sebagai
persiapan untuk inseminasi, semen beku terlebih dahuiu di-
cairkan kembali di dalam air hangat 37°C selama satu menit
untuk kemudian dicuci dengan pencuci semen (Semen Washing

Solution, SWS). Setelah pencucian, sel spermatozoa dilakukan
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kapasitasi dalam medium fertilisasi selama 1 - 3 jam, baru
diambil 5 - 20 pl (tergantung konsentrasi sel spermatozoa motil)
dengan mikropipet untuk dimasukkan dalam tetes medium
fertilisasi (Mahaputra dan Mustofa, 1999 ; Restiadi, 2001). Selain
dengan medium di atas, kapasitasi dan fertilisasi sel
spermatozoa dapat pula dilakukan dengan memakai larutan

EBSS (Mahaputra dan Mustofa, 1899).

Pada fertilisasi in vitro mencit (Mus musculus) spematozoa
motil diperoleh dengan cara pembilasan kauda epididimis mencit
pejantan fertii yang telah dikurbankan. Konsenfrasi sperma
dibuat menjadi 2 x 10° sel / ml dalam tetes 50 pl M16. Kapasitasi
dilakukan pada inkubator 5 % CO», suhu 35 ° C selama satu jam

(Rankin et al, 2001).

Beberapa teknik dapat dilakukan untuk proses inseminasi in
vitro atau fertilisasi in vifro. Ada yang memasukkan oosit ke
dalam media fertilisasi yang sudah berisi se! spematozoa, ada
pula yang menempatkan oosit dalam media fertilisasi, baru
dimasuki sel spemmatozoa dengan konsentrasi yang telah
dihitung (Mahaputra dan Mustofa, 2000 ; Restiadi, 2001). Pada
mencit, Rankin ef a/ (2001) memasukkan oosit sebanyak 15 — 20
buah ke dalam tetes spermatozoa, ditutup minyak parafin

kemudian diinkubasi pada inkubator 5 % CQ,, suhu 37 ° C untuk
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fertilisasi. Embrio fase dua sel diperoleh pada oosit yang

mengalami ferfilisasi empat jam kemudian.

¢ Binding assay

Binding assay merupakan bioassay fungsi ikatan
spermatozoa dengan zona pelusida khususnya komponen
glikoprotein zona pelusida sebagai sperm binding protein
terhadap egg binding protein pada membran plasma
spermatozoa (Franken et al, 1991). Pada membran plasma
spermatozoa terdapat B 1,4-galactosyltransferase yang dapat

berikatan dengan glikoprotein zona pelusida-3 (Miller et al, 2002).

Binding assay merupakan toiok ukur untuk menguji
kemampuan ikatan spermatozoa pada zona peiusida (WHO,
1992) sehingga dapat dipakai untuk memprediksi keberhasilan
fertilisasi in vifro dan untuk melengkapi informasi klinis faktor
suami (Franken ef al, 1993), khususnya defek pada ikatan
terhadap zona pelusida dan defek penetrasi (Oehninger et al,
1881). Hemizona assay dapat pula digunakan untuk menguiji
spesifisitas interaksi antara spermmatozoa dengan zona pelusida
interspesies (Oehninger et al/, 1993) dan menguji antifertilitas

pada pengembangan teknologi kontrasepsi (Franken et al, 1993).
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ikatan antara spermatozoa dengan zona pelusida bersifat
spesifik dan irrevesible (Franken et al, 1991). Uji spesifisitas
interspesies menunjukkan terdapat high species specificity dalam
ikatan spermatozoa — oosit dan reaksi akrosom. Spematozoa
dan zona pelusida homolog menghasilkan angka ikatan dan
reaksi akrosom yang sangat tinggi, sedangkan pada spesies
yang heterolog angka ikatan dan reaksi akrosom sangat rendah.
Hemi zona manusia dapat mengikat 93,2 + 15,8 spermatozoa
manusia, namun hanya dapat mengikat 3,9 + 1,3 spermatozoa
kera Makaka. Sebaliknya hemi zona Makaka dapat mengikat 126
+ 34,8 spematozoa Makaka, tetapi hanya dapat mengikat 2,8 +

1,6 spermatozoa manusia (Oehninger et al, 1993).

Oosit untuk Binding assay dapat menggunakan oosit
immature (stadium profase ), pre ovulatory oocyte (metafase Il)
maupun sisa oosit fertilisasi in vitro, yaitu oosit yang gagal
fertilisasi. Qosit yang telah dibuahi namun gagai berkembang
tidak dapat dipakai untuk Binding assay (Oehninger et al, 1991).
Sebagai kontrol internal _oosit dibelah menjadi dua, separuh untuk
uji kapasitas ikatan spermatozoa pasien dan separuh yang lain
untuk spermatozoa kontrol (Oehninger et al, 1993) atau oosit dari
individu yang sama, sebagian untuk kontrol, sebagian yang lain

untuk perlakuan.
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BAB 3 KERANGKA KONSEP DAN
HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep Penelitian

Zona pelusida kambing (goat zona pellucida, gZP) adalah lapisan
ekstraseiuler pada oosit kambing yang terdiri dari beberapa konstituen. Zona
pelusida mamatia pada umumnya mengandung tiga macam glikoprotein yang
disebut Zp1, ZP2, dan Zp3 (Wassammnan et aJ, 2001). Di antara komponen-
komponen glikoprotein tersebut, ZP3 berperan penting dalam fertilisasi karena
berfungsi sebagai reseptor primer pengenalan spermatozoa. Oleh karena itu,
ZP3 merupakan antigen vyang potensial untuk target imunokontrasepsi
(McCartney dan Mate, 1999 ; Sumitro dan Aulanni’am, 2001). Glikoprotein gZP3
merupakan reseptor fertilisasi {sperm receptor) yang dapat dikenali oleh ligan
(egg binding protein) pada membran plasma spematozoa.

Zona pelusida mengandung antigenik determinan yang bervariasi pada
mamalia (Skinner et a/, 1999), namun tferdapat homologi susunan asam
aminonya. Secara struktural terdapat tiga regio susunan asam amino ZP3, yaitu
leader sequence, central region, dan C terminal region (Zhu dan Naz, 1999).
Suatu sequence asam amino terlentu pada ZP3 berperan sebagai struktur
antigen species specific (Hasegawa et al, 2002), yaitu variasi N- dan C- terminal
pada central region (Zhu dan Naz, 1999 ; Miller et al, 2002). Adanya homologi

susunan asam amino ZP3 pada beberapa spesies menyebabkan terjadinya
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reaksi silang antigen-antibodi pada Elisa (Hasegawa et af, 2002). Elisa indirect
serum mencit (Mus musculus) betina kontrol yang pemah beranak dan serum
wanita (Homo sapiens) kontrol yang pemah mempunyai anak, menunjukkan
bahwa keduanya dapat dikenali oleh protein gZP3 (Mustofa dkk, 2004b).
Menurut Srnvastava ef al (2002), adanya reaksi silang tersebut memungkinkan

dilakukannya imunisasi heterolog untuk menginduksi infertilitas.

lkatan spermatozoa pada zona pelusida adaiah svatu tahap yang
dimediasi karbohidrat. Interaksi antara spemmatozoa dan ZP3 yang bersifat
species specific ditentukan oleh glikosilasi residu asam amino pada backbone
polipeptida, vyaitu serine O-linked oligosakarida dengan ujung (-N-Acetyl

Galactosamine (B-GalNAc) (Van den Steen ef al, 1998).

Reproduksi pada mamaiia dimulai dard penyatuan sel spermatozoa
dengan sel telur. Kedua gamet mengandung antigen pada permukaan selnya
yang bersifat unik, tissue specific, dan imunogenik. Pengikatan antigen tersebut
dengan antibodinya menimbulkan kegagalan ferilisasi (Bazer et af, 2000).
Pemblokan karbohidrat atau protein reseptor pada zona pelusida maupun
spermmatozoa akan berlanjut pada efek kontrasepsi (Bazer et al/, 2000 ; Barber

dan Fayrer-Hosken, 2000).

Pada hewan coba, imunogen gZP3 ditangkap oleh sel limfosit B. Sel B
kemudian berdeferensiasi menjadi sel Blast, selanjutnya menjadi sel Plasma
penghasil antibodi (Abbas et a/, 2003 ; Goldsby et al, 2000). Selain itu, gZP3

juga mengalami intemalisasi oleh sel-sei dendritik sebagai antigen presenting
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cells (APC). Peptida gZP3 mengaiami proses fragmentasi menjadi bagian-
bagian invarian dan varian epitop. Bagian invarian akan mengalami proses
enzimatis lebih lanjut dalam lisosom untuk kemudian dibuang. Fragmen varian
epitop membentuk komplek dengan molekul major histocompatability complex
(MHC) Il yang dipasok oleh aparat Golgi, selanjutnya dipaparkan dipermukaan
APC. Sel-sel T helper mengenali kompleks epitop gZP3 — MHC 1l pada
permukaan APC melalui reseptor CD4" sehingga mengaktivasi sel T untuk
memproduksi sitokin. Sitokin menyebabkan sel B berinteraksi dengan T helper
sehingga sel B berdeferensiasi menjadi sel plasma penghasil antibodi dan sel-
sel memori {(Austyn dan Wood, 2000 ; Abbas ef a/, 2003 ; Goldsby ef af, 2000).
Menurut Barber dan Fayrer-Hosken {2000), antibodi hasil imunisasi tersebut
akan terikat secara sterik pada glikoprotein ZP3 pada zona pelusida oosit

sehingga menyebabkan fidak terjadi fertilisasi.

Pada pernistiwa fertilisasi terjadi ikatan antara multiple receptors pada
zona pelusida dengan multiple ligand pada pemukaan membran plasma
spermatozoa (Thaler dan Cardullo, 1996 ; Yonezawa ef a/, 2001). Oleh karena
itu, pengaruh antibodi terhadap angka infertilitas setelah pemakaian
imunckontrasepsi pada hewan coba bersifat tergantung dosis (dose dependent)
baik pada percobaan in vivo (Mustofa. dkk, 2004a), maupun pada percobaan

menggunakan teknik fertilisasi /n vitro (Jewgenow ef al, 2000).

Secara skematis Kerangka Konseptual Penelifian ini digambarkan

sebagaimana Gambar 3.1 berikut.
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3.2 Hipotesis Penelitian

Penelitian eksploratif laboratorik untuk mengidentifikasi, mengisolasi, dan
karakterisasi konstituen ketiga protein zona pelusida kambing (goat Zona
Peilucida-3, gZP3) tidak menggunakan hipotesis. Hipotesis yang diajukan untuk

penelitian eksperimental adalah sebagai berikut -

3.2.1 Isolat protein zona pelusida-3 kambing {goat zona pellucida-3, 9ZP3)

merupakan reseptor fertilisasi, sehingga :

a. antibodi gZP3 menghambat (p<0,05) kemampuan 0osit kambing untuk

dibuahi oleh spermatozoa kambing pada teknik fertilisasi in vitro.

b. protein gZP3 menghambat (p<0,05) kemampuan spermatozoa

kambing untuk membuahi oosit kambing pada teknik fertilisasi /n vitro

3.2.2 Protein gZP3 mempunyai potensi imunckontraseptif pada hewan coba

mencit (Mus musculus) model, sehingga :

a. antibodi gZP3 dapat menghambat (p<0,05) kemampuan oosit mencit

(Mus musculus) untuk mencegah pembuahan secara in vifro.

b. antibodi gZP3 dapat menghambat (p<0,05) kemampuan 00sit mencit
(Mus musculus) untuk mencegah ikatannya dengan spermatozoa

dalam Binding Assay.
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BAB 4 METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan eksperimental mumi dalam skala laboratorium.
Secara operasional, penelitian dilaksanakan dalam tiga tahap. Penelitian tahap
pertama adalah penelitian kualitatif eksploratif laboratorik. Pada tahap ini
dilakukan identifikasi, isolasi, dan karakterisasi protein gZP3. Identifikasi
dilakukan untuk mengetahui konstituen protein pada zona pelusida kambing,
sebelum dilanjutkan dengan isolasi protein yang diduga sebagai reseptor
fertilisasi, yaitu gZP3. Karakterisasi dimaksudkan untuk mengetahui massa
molekul relatif (Mr), berikut proporsi massa masing-masing, peneraan dengan

densitometri, uji imuno blotting dan uji imunofluoresen.

Pada penelitian tahap kedua dilakukan uji fertilisasi jn vitro pada kambing,
untuk membuktikan bahwa isolat yang diperoleh benar-benar merupakan sperm
resceptor. Antibodi gZP3 dipakai sebagai suplemen pada media maturasi oosit,
sedangkan protein gZP3 dipakai sebagai suplemen pada media kapasitasi
spermatozoa kambing. Spermatozoa dan oosit kambing selanjutnya secara

terpisah dilakukan fertilisasi in vitro.

Pada penelitian tahap ketiga dilakukan uji fertilisasi in vitro dan uji Binding
{Binding assay) pada mencit (Mus musculus) sebagai hewan coba model untuk
konfirmasi potensi imunokontraseptif gZP3 secara heterolog. Qosit mencit
diinkubasi dalam media yang mengandung antibodi gZP3, kemudian dilakukan

diuji dengan teknik fertilisasi in vitro dan Binding Assay.
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4.1. Penelitian | :

ldentifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Protein Reseptor
Fertilisasi pada Zona Pelusida Kambing

Penelitian ini terdiri dari preparasi gZP, Sodium Dodecy! Sulphuric Acid-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) gZP, isolasi qZP3,
densitometri gel hasil SDS-PAGE, produksi antibodi gZP3 dari mencit (Mus
musculus) dan kelinci (Oryctolagus cuniculus) berikut uji Elisa dan uji dot blot,

serta uji imunofiuoresen protein gZP3 dan antibodi gZP3 (Gambar 4.1).

4.1.1 Bahan dan Alat Penelitian

Ovarium kambing dan semen kambing (Capra hircus), phosphate
buffer saline (PBS), ammonium peroxo disulphate (APS), N.N.N’N’- tetra
methyl ethylen diamin (TEMED), Naphtol, farutan NaCti fisiologis, Laemfi
buffer, Bio-Rad marker High Range SDS-PAGE Standards, silver stain
SDS-PAGE Standards, anti mice |gG berlabel fluorescence iso thio
cyanate (FITC), fnikroplat Elisa, bovine serum albumine (BSA), NaNs,

triton x-100, dan rabbif anti mouse IgG terlabel alkaline phosphatase.

Alat-alat penelitian : gelas Beaker, Erlenmeyer, pipet Eppendorf,
disposable syringe dengan jarum 18G atau 21G, cawan petri 3,5 dan 10
cm, Disecting microscope (Meiji, EMT), Tuberculin syringe, Sentrifuge
(Hettich), Ultrasonic homogenizer, Vortex mixer (Thermoline, USA),

electrophoresis set mini protein gel vertikal dan horisontal (Bio-Rad).
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Gambar 4.1 Kerangka Operasional Penelitian Tahap Pertama.
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4.1.2 Prosedur Pengumpulan Data

Pengumpulan oosit dari ovarium dilakukan dengan cara
aspirasi folikel-folikel berukuran 2 - 5 mm menggunakan disposable
syringe 5 mi dengan jarum 18G atau 21G yang sudah diisi larutan PBS
steril. Hasil koleksi ditampung dalam tabung Eppendorf 15 mi. Pemipetan
berulang dengan pipet Eppendorf dilakukan untuk membebaskan oosit
dari sel-sel korona radiata atau sel-sel kumulus yang masih melekat kuat
pada oosit. Setelah dibiarkan selama 15 menit untuk mengendapkan
oosit, seperempat bagian supernatan dibuang, suspensi yang tersisa
dituangkan ke dalam cawan petri berdiameter 10 cm steril kemudian

digoyang agar merata.

Qosit di cawan petri dihisap dari reruntuhan jaringan ovarium
menggunakan pipet mikro yang dibuat dari capifer plain tube dengan
pengamatan menggunakan mikroskop disecting pada pembesaran 40
kali. Sebanyak 5 — 10 oosit yang dihisap dalam pipet mikro ditampung
dalam cawan petri berdiameter 3,5 cm yang berisi PBS. Pencarian dan
penghisapan oosit diteruskan sampai oosit di dalam cawan petri 10 cm
habis. Oosit yang terkumpul masih disertai reruntuhan sel-sel kurnulus
dalam media PBS. Oosit dibebaskan dari reruntuhan sel dengan cara
memindahkan oosit-oosit tersebut ke media PBS yang baru dalam cawan
petri 3,6 cm dengan pemipetan. Cara ini diulangi sekali lagi, sehingga

didapat oosit kambing yang tetah bersih dari debris.
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a. ldentifikasi dan Isolasi Protein Reseptor Fertilisasi pada
Zona Pelusida Kambing

Mikrobiometri gZP

Pengukuran mikrobiometri gZP dilakukan pada 20 sampel oosit
menggunakan mikrometer okuler (Meiji, EMT) pada mikroskop cahaya
{(Meiji, EMT) dengan pembesaran 40 dan 100 kali. Variabel yang
diukur adalah diameter totai cosit dan tebal gZP. Berdasarkan dua
besaran tersebut dapat dihitung volume gZP menggunakan rumus
volume bola oosit berdasarkan rata-rata diameter total oosit dikurangi
volume bola berdasarkan diameter rata-rata total oosit dikurangi rerata

tebal gZP.

Persiapan Sampel

Pemecahan oosit untuk mengeluarkan oopiasma dilakukan
secara manual menggunakan dua jarum tuberkulin dengan
pengamatan melalui mikroskop disecting pada pembesaran 40 kali.
Zona pelusida kambing yang telah terpisah dari ooplasma dihisap satu
per satu sambil dihitung jumlahnya, dicuci tiga kali dalam PBS
kemudian dikumputkan pada tabung Eppendorf 1,5 ml untuk diproses

lebih lanjut.

Material zona pelusida dalam tabung Eppendorf difraksinasi
dengan sonikasi menggunakan Ultrasonic homogenizer pada

frekuensi 25 KHz selama lima menit yang dilakukan secara bertahap,
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yaitu dua menit, dua menit dan satu menit. Sampel hasil sonikasi gZP
ditambah Naphtol hingga konsentrasinya 0,1%, selanjutnya divortex
dan didiamkan pada suhu ruang selama 20 menit agar zona pelusida
terfraksinasi lebih kecil-kecil lagi menjadi konstituen-konstituen zona

pelusida 1, 2 dan 3.

Sodium Dodecyl Sulphate - Polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE)

Penentuan masing-masing komponen gZP berdasarkan massa
molekul relatif (Mr) dilakukan dengan SDS-PAGE (Sodium Dodecy!
Sulphate - Polyacrylamide gel electrophoresis) menggunakan alat

electrophoresis set mini protein gef (Bio-Rad).

Pada penelitian ini menggunakan running gel dengan konsentrasi
12 %. Running gel dibuat dengan mencampur semua bahan kecuali
ammonium peroxo disulphate (APS) dan N.NN' N- tetra methyl
ethylen diamin (TEMED), kemudian didiamkan selama 10 menit. APS
dan TEMED ditambahkan, dikocok sebentar kemudian dimasukkan
dalam piate melalui dindingnya sampai 1 cm dari ujung atas plate. Ke
dalamnya kemudian ditambahkan butanol sampai penuh dan dibiarkan

10-30 menit sampai gel mengeras.

Stacking gel dibuat dengan cara yang sama dengan pembuatan
running gel. Setelah running gel mengeras larutan stacking gel dituang

diatasnya dan dipasang sisiran kemudian diinkubasi selama 25 menit
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sampai gel mengeras dan terbentuk sumuran. Plate dipasang pada
alat efektrophoresis, dan running buffer sebanyak 800 ml dituangkan

pada alat tersebut.

Sampel zona pelusida kambing diencerkan dengan larutan NaCi
fisiologis dengan perbandingan 1 : 3 kemudian dicampur dengan RSB
(reducing sample buffer), yaitu Laemli buffer (1:1). Sampel dalam
tabung Eppendorf dipanaskan 50°C selama 3 detik dan selanjutnya
dimasukkan ke daiam tiap sumuran masing-masing 20 ul. Marker, High
Range SDS-PAGE Standards (Bio-Rad) dengan volume yang sama
juga dimasukkan ke salah satu sumuran. Running dilakukan dengan
arus konstan 40 mA dengan tegangan 125 Volt selama 2,5 jam atau

sampai sampel turun semua di atas dasar gel.

Gel hasil running dicuci empat kall dengan larutan pencuci |
sampai dengan IV dalam cawan petri sambil digoyang dengan
frekuensi 42 per menit, masing-masing 30 menit. Pewamaan gel
dilakukan dengan silver stain SDS-PAGE Standards (Bio-Rad) dalam
petri sambil tetap digoyang selama 15 menit. Setelah itu gel dicuci dua
kali dengan aquades 100 ml masing-masing 2 menit kemudian
ditambah larutan pengembang warna. Larutan penyetop reaksi
pewarnaan dimasukkan sambil tetap digoyang apabila band-band

pada gel yang diharapkan sudah tampak cukup jelas.
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Elusi Protein gZP3

Elektroelusi dilakukan dengan memasukkan potongan hand pada
gel hasil SDS-PAGE ke dalam kantong selofan sepanjang kurang lebih
10 cm dengan tetap dijaga agar posisi gel tidak melengkung. Bagian
bawah dan atas selofan diikat dengan benang, kemudian dimasukkan
alat elektroforesis horisontal (Bio-Rad). Alat elektroforesis Bio-Rad diisi
dengan £ buffer sebanyak 500 ml dalam posisi buffer relebihi kawat.
Running elektroelusi dilakukan pada kondisi 150 Volt, 40 mA selama 2
jam. Cairan hasil elektroelusi ditampung dalam tabung Eppendorf,

disimpan pada suhu — 70 °C, siap dipakai untuk penelitian berikutnya.

b. Karakterisasi Sifat Imunogen gZP3

Analisis Isolat Protein gZP3 dengan SDS-PAGE

Cairan hasil elektroelusi di-running ulang dalam SDS-PAGE
untuk konfirmasi apakah protein yang diisolasi benar-benar berasal

dan band ketiga gel hasil running pertama terhadap 9ZP.

Densitometri

Gel-gel hasil SDS-PAGE dikeringkan untuk memudahkan
pemeriksaan dengan densitometri dan mencegah kerapuhan secara
fisik. Selanjutnya gel hasil SDS-PAGE gZP dan gel hasil SDS-PAGE
ulang hasil elusi diperiksa dalam Densitometer apparatus. Hasil

pemeriksaan dengan Analisis Densitometri ini dimaksudkan untuk
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mengkonfirmasi band-band hasil SDS-Page protein zona pelusida
kambing dan hasil elusi protein gZP3 serta untuk mengetahui proporsi

protein dalam gel.

Penghitungan Mr gZP3

Penghitungan massa molekul relatif masing-masing konstituen
9ZP dilakukan berdasarkan manual SDS-PAGE Molecular Weight
Standards (Catalog Number 161-0317, Bio-Rad). Jarak migrasi
masing-masing marker maupun sampel pada gel diukur
menggunakan mikrometer. Data jarak antar band pada lane marker
dan data Mr masing-masing marker dibuat persamaan regresi linier
menggunakan aplikasi statistk Statistical Product and Service
Solution (SPSS) Seri 10.5 (Santosa, 2001). Berdasarkan persamaan
regresi tersebut Mr masing-masing kenstituen zona pelusida kambing

ditentukan.

Produksi Antibodi

Antibodi gZP3 asal mencit (Mus musculus) didapat dari hasil
imunisasi  sepuluh ekor mencit betina. Hewan coba diimunisasi
menggunakan 0.05 ml dosis 40 ug gZP3 dalam 0,05 ml Freund
adjuvant dengan booster dua kali masing-masing dengan interval 14
hari. Sepuluh ekor mencit (Mus musculus) betina yang lain disuntik
dengan 0,1 ml NaCl fisiologis sebagai kontrol, bersamaan dengan

waktu penyuntikan hewan coba perlakuan. Pada imunisasi pertama
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digunakan Complete Freund adjuvant (CFA), sedangkan pada
penyuntikan dua kali booster (penyuntikan kedua dan ketiga)

digunakan /ncomplete Freund adjuvant (IFA).

Pengambilan contoh darah untuk mendapatkan serum
dilakukan lima han setelah booster kedua dari vena orbitalis. Darah
diambil dari vena orbitalis menggunakan capifer plain tube 0,1 ml,
ditampung dalam tabung Eppendorf kemudian didiamkan 10 menit
dalam suhu kamar. Serum dapat diperoleh dengan cara melakukan
sentrifugasi darah dalam tabung Eppendorf dengan kecepatan 1500
rpm selama 15 menit, sehingga terbentuk dua lapisan. Supetnatan
yang terjadi merupakan serum, dihisap dengan pipet sedangkan
endapan eritrosit dibuang. Serum disimpan beku pada suhu — 20°C

sampai dibutuhkan.

Antibodi gZP3 asal kelinci (Orycfolagus cuniculus) dibuat
dengan melakukan imunisasi dua ekor kelinci jantan menggunakan
200 ug gZP3 dalam Freund adjuvant dengan dua kali booster interval
dua minggu. Contoh darah diambil dari vena auricularis sebelum
imunisasi pertama (sebagai serum pre imun) dan tujuh har setelah

booster terakhir (sebagai serum post imun).

Peneraan titer antibodi serum dilakukan dengan Elisa indirek.
Suspensi gZP3 10 ulfml diencerkan dengan bufer posfat karbonat (50

mmol/l, pH 9,6) kemudian diadsorbsikan pada mikroplat Elisa 100
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ul/sumuran dan diinkubasi pada 4° C semalam. Mikroplat kemudian
diblok dengan buffer blocking (1 % BSA, 0,02 % NaN; dalam PBS)
dan diinkubasi satu jam pada 37 ° C. Selanjutnya mikroplat dicuci
dengan buffer pencuci (0,15 M NaC/, 0,05 % triton x-100, 0,02 %

NaN3) tiga kali.

Serum dalam beberapa pengenceran dimasukkan dalam tiap
sumuran sebanyak 100 pl dan diinkubasi satu jam pada 37 ° C,
setelah itu dicuci tiga kali dengan bufer pencuci. Ditambahkan
konjugat (rabbit anti-mouse i19G terlabel alkaline posfatase untuk
serum mencit dan rabbit anti-human 19G terlabel alkaline posfatase
untuk serum wanita kontroi) yang diencerkan dengan buffer blocking
dengan pengenceran 1 : 1.000 sebanyak 100 ui/sumuran. Inkubasi
selama satu jam pada 37° C. Mikroplat dicuci kembali dengan bufer
pencuci kemudian ditambah substrat (2,7 mmol / liter larutan 4-
nitrofenil posfat datam 1 M dietanolamin, 0,5 MgCl,, 0,02 % NaN; pH
9.8) sebanyak 100 gl / sumuran. inkubasi kembali selama 10 — 30
menit dalam ruang gelap. Resapan dibaca dengan ELISA reader

pada panjang gelombang 405 nm.

Data titer antibodi serum mencit (Mus musculus) antara
kelompok kontrol dan kelompok periakuan dianalisis dengan uji t
menggunakan program aplikasi statistik SPSS for Windows pada

tingkat kepercayaan 5 % (Santosa, 2001).
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Uji Dot Blotting

Analisis Dof biofting dilakukan untuk memastikan bahwa antibodi
pada serum kelinci (Oryctolagus cuniculus) dan mencit (Mus
muscuius) hasil imunisasi dengan protein gZP3 adalah benar-benar
antibodi gZP3 (AbgZP3). Metode Dot bilotting dilakukan dengan
metode De Maio (1994) sebagai berikut. Kertas nifrocelluiose
membrane (NCM) empat iembar masing-masing berukuran 4 x 4 cm,
diformat berbentuk tabel 4 baris x 2 kolom menggunakan ballpoint.
Dua lembar kertas NCM untuk Dot blotting serum kelinci (QOryctolagus
cuniculus), diberi identitas R1 dan R2, dan dua lembar yang lain untuk
Dot blotting serum mencit (Mus musculus) dengan identitas M1 dan
M2. Kertas NCM direndam dalam Tris Buffered Saline (TBS) selama

16 menit, kemudian dikeringkan pada suhu ruang 5 menit.

Antigen protein gZP3 dengan konsentrasi 0,15 ug, 0,12 pg, 0,09
19, dan 0,06 pg berturut-turut diteteskan pada empat baris dari atas
ke bawah kertas NCM kolom sebelah kiri, sedangkan kolom sebelah
kanan ditetesi blangko sebagai kontrol. Kertas NCM selanjutnya
dibiarkan 5 menit pada suhu ruang. Blocking dilakukan dengan buffer
blocking yang mengandung 5 % susu skim selama satu jam. Kertas
NCM dicuci dengan TBS Tween (TBS-T) selama 5§ menit tiga kali,

selanjutnya dikeringkan di udara pada suhu ruang.
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Pemaparan antibodi primer , yaitu AbgZP3 asal serum kelinci
(Oryctolagus cuniculus) dan asal mencit (Mus muscuius) dilakukan
dalam cawan petri berdiameter 10 cm secara terpisah. Antibodi
primer masing-masing dengan pengenceran 1/25 dan 1/50 sebanyak
25 yl dilarutkan dalam TBS-T mengandung susu skim 1 %.
Pemaparan AbgZP3 asal kelinci (Oryctolagus cuniculus) dengan
pengenceran 1/25 dan 1/50 dilakukan pada kertas NCM dengan
identitas R1 dan R2, sedangkan AbgZP3 asal serum mencit (Mus
musculus) dengan pengenceran 1/25 dan 1/50 dipaparkan pada
kertas NCM dengan identitas M1 dan M2. Perendaman dalam
antibodi primer dilakukan selama 1 jam di atas shaker 42 per menit,

selanjutnya kertas NCM dicuci dengan TBS-T tiga kali.

Pemaparan antibodi sekunder, yaitu conjugate anti mouse atau
conjugate anfi rabbit IgG terlabel Alkaline Posphatase dilakukan
seperti pemaparan antibodi primer. Antibodi sekunder 25 pl
dilarutkan dalam TBS-T yang mengandung susu skim 1 %.
Perendaman NCM dilakukan selama 2 jam di atas shaker dengan
frekuensi 42 per menit, selanjutnya NCM dicuci tiga kali dalam TBS.
Substrat sebanyak 25 ! dipaparkan selama satu jam sambil digoyang
di atas shaker dengan frekuensi 42 per menit Reaksi dihentikan
dengan memindahkan NCM ke dalam aquades apabila sudah muncut

hasil dot blotting berwama abu-abu keunguan.

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Uji Imunofluoresen

66

Penelitian ini dilakukan untuk mendapatkan konfirmasi bahwa

isolat protein gZP3 yang diperoleh benar-benar adalah reseptor

primer pada zona pelusida yang berperan pada pengenalan

spermatozoa kambing. Deteksi pengenalan antibodi gZP3 dilakukan

terhadap zona pelusida kambing dan gZP3 terhadap spermatozoa

kambing (Tabel 4.1) menggunakan metode Beesley (1993).

Tabel 41 Karakterisasi gZP3 dan Antibodi gZP3 terhadap
Spermatozoa dan Zona pelusida Kambing

Spesimen Reaksi Reaksi Harapan
Kontrol GZP + Aby Tidak fluoresensi
Perlakuan | GZP + Ab, + Aby; Fluoresensi
Kontrol Spermatozoa + Ab, + Aby Tidak fluoresensi
Pedakuan | Spermmatozoa + gZP3 + Aby+ Ab, | Flucresensi

Keterangan :

aZP : zona pelusida kambing

Ab, - Antibodi gZP3

Aby -Anti mice I1gG terlabel FITC.

Indikator bagi reaksi pengenatan tersebut adalah antibodi

sekunder, vaitu anti mice IgG berlabel fluorescence iso thio cyanate

(FITC). Konftrol dibhuat untuk memastikan bahwa antibodi sekunder

tidak dapat terkat pada gZP maupun spermatozoa kambing,

sehingga tidak berfluoresensi (Beesley, 1993).
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Zona pelusida kambing disiapkan dari oosit kambing
sebagaimana metode yang telah digunakan di atas. Zona pelusida
kambing secara manual dicuci tiga kali masing-masing dengan
sentrifugasi 700 g selama 10 menit. Pelet yang diperoleh difraksinasi
dengan metode sonikasi menggunakan Ulfrasonic Homogenizer pada
frekuensi 25 KHz selama 5 menit,

Sampel hasil sonikasi zona pelusida dibuat preparat ulas di
atas gelas obyek, selanjutnya dikeringkan di udara pada suhu ruang.
Fiksasi dilakukan dengan metanol 70 % selama 60 menit. Pada
sediaan tersebut selanjutnya dituangkan serum mencit (Mus
musculus) yang mengandung antibodi gZP3, diinkubasi pada suhu
37° C 60 menit, kemudian dicuci dengan PBS yang mengandung
foetal calf serum (FCS) 1 % selama 15 menit. Langkah berikutnya
adalah antibodi sekunder (antf mice IgG berlabel fluorescence iso thio
cyanate, FITC) ditambahkan, kemudian diinkubasi kembali pada suhu
37° C selama 60 menit, sekali lagi sediaan ulas dicuci dengan cara
seperti tersebut di atas. Preparat selanjutnya dikeringkan di udara,
dan siap diperiksa. Preparat kontrol dibuat seperti tersebut di atas,
tanpa penambahan serum wjang mengandung gZP3. imunofluoresen
positif (antibodi gZP3 mengenali homogenat zona pelusida kambing)
apabila preparat berfluorosensi, sedangkan negatif apabila preparat

tidak berfluoresensi pada pemeriksaan dengan mikroskop uitra violet,
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Satu tetes suspensi spermatozoa hasil proses swim up dibuat
preparat ulas di atas gelas objek, dikeringkan di udara pada suhu
ruang kemudian difiksasi dengan metanol selama 60 menit.
Selanjutnya di atas permukaan sediaan dituangkan suspensi gZP3,
diinkubasi pada inkubator CO, 5 % dengan kelembaban 95 — 99 %,
suhu 37° C selama 60 menit. Setelah inkubasi, sediaan kemudian
dicuci dengan phosphate buffer saline (PBS) yang mengandung foetal
calf serum (FCS) 1 % selama 15 menit. Serum mencit (Mus
muscuius) yang mengandung antibodi gZP3 dituangkan di atasnya,
kemudian dinkubasi dan kembali dicuci seperti tersebut di atas.
Antibodi sekunder {(anti mice IgG dengan label FITC) ditambahkan,
kemudian diinkubasi dan sekali lagi dicuci dilanjutkan dengan ditetesi
gliserol 50 % dan ditutup dengan cover glass. Preparat siap diperiksa
dengan mikroskop fluoresen. Preparat kontrol dibuat seperti tersebut

di atas, tanpa serum mengandung antibodi gZP3.

Uji imunofluoresen positif (protein gZP3 mengenali membran
plasma spermatozoa) apabila terdapat wama fluoresensi, warna
kekuningan berpendar pada membran plasma daerah kepala
spermatozoa kambing dalam pengamatan preparat menggunakan
mikroskop ultra violet. Pada kontrol fiuoresensi pada kepala

spermatozoa kambing tidak terjadi.
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Gambar 4.2. Kerangka Operasional Penelitian Tahap Kedua (K : Kontrol, P1 :
Periakuan |, P2 : Perakuan Il)
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4.2.2 Populasi, Sampel dan Besar Sampel

Poputasi penelitian ini adalah sejumiah kumuius oosit kompleks
kambing yang diperoieh dari hasil aspirasi folikel-folikel pada ovatium
yang berasal dari Rumah Potong Hewan (RPH). Sampel penelitian ini
adalah 450 buah kumulus oosit kompleks kambing dibagi secara acak
menjadi tiga kelompok, masing-masing terdin dan 10 ulangan @ 15 buah
oosit. Pada kelompok Kontrol, maturasi oosit menggunakan media Tissue
Culture Medium — 199 (TCM-199) dengan suplemen foefal calf serum
(FCS) dan kapasitasi spermatozoa menggunakan media EBSS.
Kelompok Perlakuan | (P1), maturasi oosit menggunakan media TCM-199
dengan suplemen 10 % serum Kelinci yang telah diimunisasi dengan 200
ug gZP3, mengandung antibodi (Ab} gZP3 dan kapasitasi spermatozoa
dilakukan seperti pada kelompok kontrol. Pada kelompok Perakuan I
(P2), maturasi oosit dilakukan seperti pada ketompok kontrol namun pada

media kapasitasi spermatozoa ditambahkan 10 % gZP3.

Penentuan besar sampel dilakukan dengan rumus

_ (Zo*+Zs¥ &
n= 82

n= (1,65+0,85)
n= 62510

Keterangan : jumlah sampel tiap perlakuan,

peluang nilai acak untuk kesalahan jenis | (o= 0,05),
peluang nilai acak untuk kesatahan jenis Il {§ = 0,10},
ragam beda populasi,

gatat penarikan contoh (Steel dan Torrie, 1993).

minn

n
Zy
Z
oo
3
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4.2.3 Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitian ini adalah suplementasi serum
yang mengandung antibodi gZP3 pada media maturasi oosit, suplementasi
gZP3 pada media kapasitasi spermatozoa dan kontrol, sedangkan variabel
tergantung adalah Angka Cleavage. Variabel kendali pada penelitian ini
adalah prosedur dan media preparasi semen, maturasi cosit dan fertilisasi

in vitro. Variabel moderator adalah kualitas spermatozoa yang digunakan.

4.2 4 Definisi Operasional Variabel

a. Antibodi gZP3 adalah antibodi yang terdapat pada serum asal
Kelinci (Oryctolagus cuniculus) setelah diimunisasi dengan

protein gZP3.

b. Antigen gZP3 adalah protein gZP3 hasil isolasi fraksi ketiga

protein zona pelusida yang teridentifikasi pada SDS-PAGE.

¢. Protein gZP3 asal cosit kambing disimpulkan sebagai reseptor
pengenalan spermatozoa untuk fertilisasi apabita suplementasi
antibodi gZP3 dalam media maturasi oosit kambing in vitro

menurunkan (p<0,05) kemampuan oosit untuk dibuahi.

d. Protein gZP3 asal oosit kambing disimpulkan sebagai reseptor
pengenalan spemmatozoa untuk fertilisasi apabila suplementasi

protein tersebut dalam media kapasitasi spermatozoa kambing
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menurunkan  {p<0,05}) kemampuan spermatozoa untuk

membuahi.

€. Kegagalan pembuahan pada penelitian ini diukur berdasarkan
tidak berkembangnya cleavage 48 jam setelah inseminasi in
vitro.

f. Cleavage adalah stadium embrio yang telah mengalami

pembeiahan tanpa diikuti penambahan massa sel.

4.2.5 Bahan Penelitian
Ovarium dan semen beku kambing, cocyte washing solution (OWS),
Earle’'s Balanced Sait Solution (EBSS), Tissue Culfure Medium 199 (TCM-

199), Foetal calf serum (FCS) dan antibodi gZP3.

4.2.6 Prosedur Pengumpulan Data

a. Produksi Antibodi gZP3

Antibodi gZP3 dibuat dengan melakukan imunisasi dua ekor
kelinci (Oryctolagus cuniculus) jantan menggunakan 200 ng gZP3
dalam Freund adjuvant dengan dua kali booster interval dua
minggu. Contoh darah diambil dar vena auricularis sebelum
imunisasi pertama (sebagai serum pre imun) dan tujuh hari setelah
booster terakhir {sebagai serum post imun). Analisis titer antibodi

dilakukan dengan Elisa indirek.
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b. Pemrosesan Kering Beku Serum dan gZP3

Serum hewan coba setelah imunisasi (post imun) dan antigen
protein gZP3 dikeringbekukan untuk memudahkan pemakaian
dalam suplementasi media. Proses pengering bekuan dilakukan di
Tropical Disease Center (TDC) Universitas Airangga. Freez dryer
apparatus disiapkan selama satu jam sedemikian rupa sehingga
pendingin bekerja optimum. Sampel dalam keadaan beku
dikeluarkan dar freezer untuk dimasukkan kedalam Freez dryer
apparatus, kemudian mesin pompa vakum dijalankan, ditunggu

sampai sampel kering beku.

c. Suplementasi Media

Serum kelinci post imunisasi dalam keadaan kering beku
diencerkan dengan TCM-199 sebanyak volume serum semula
menggunakan pipet Eppendorf, kemudian dihomogenkan. Antigen
gZP3 dalam keadaan kering beku ditambah dengan media
EBSS sebanyak volume semula menggunakan pipet Eppendorf,

kemudian juga dihomogenkan.

d. Fertilisasi in vitro
Maturasi oosit, preparasi spermatozoa, dan inseminasi in vifro
dilakukan sesuai dengan prosedur rutin fertilisasi in vitro di Sub

Laboratorium Fertilisasi in vitro, Laboratorium Kebidanan Veteriner
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Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Aiflangga (Mahaputra dik,

1998 ; Mahaputra dan Mustofa, 2000).

Maturasi Oosit

Sepuluh sampai 20 buah ovarium kambing diambit dari
rumah potong hewan (RPH) Pegirian Surabaya untuk setiap kali
proses fertilisasi in  vitro. Ovarium tersebut dibawa ke
laboratorium dengan termos yang berisi campuran larutan garam
fisiologis dan antibiotika sebagai media transpor, dengan suhu
36°-38°C. Semua folikel yang berdiameter 1-5 mm dilakukan
aspirasi dan bagian ovarium vyang berawanan dengan
keberadaan folikel tersebut. Aspirasi dilakukan dengan alat suntik
disposable yang berisi cairan pencuci oosit (oosit washing
solution, OWS) dengan jarum 18G . Dengan satu kal tusukan
langsung dihisap 34 folikel. Aspirasi cosit dilakukan satu persatu
ovarium, sedangkan ovarium yang belum diaspirasi tetap dijaga
pada suhu 36 — 38 ° C dalam gelas Beaker berisi media pemba-
wa yang dietakkan di atas air penghangat (waterbath).
Selanjutnya semua oosit yang terkumpul dicuci dengan QWS tiga
kali dan terakhir dengan media maturisasi.

Proses maturasi oosit dilakukan dengan memasukkan
masing-masing 10 buah oosit ke dalam tiap tetes (50 ) media

maturasi yang telah ditutup minyak parafin. Media maturasi yang
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dipakai adalah suplementasi media TCM-199 dengan 1024/m
antibodi  gZP3, sebagai kelompok perakuan dibandingkan
kelompok kontrol yang tidak mengandung antibodi gZP3.

Inkubasi dilakukan selama 24 jam dalam inkubator 5% CO»

dengan kelembaban 95-99 % (Themmolyne-USA).

Preparasi Spermatozoa

Straw semen beku kambing dilakukan pencairan dengan
air hangat 36 - 38 ° C satu menit, kemudian dimasukkan kedalam
tabung kerucut (cone tube) yang sudah berisi tiga mililiter Earfe’s
Balanced Salt Solution (EBSS). Selanjutnya dilakukan pencucian
spermatozoa dalam suspensi tersebut dengan cara disentrifugasi
700 g 10 menit, sebanyak dua kali sehingga meninggalkan pelfef
sel spermatozoa sekitar 100 (.

Tiga puluh menit sebelum sentrifugasi semen, disiapkan
tetes EBSS 50 pl dalam cawan petri polypropylene 36 mm,
dimasukkan inkubator CO; (Mahaputra dan Mustofa, 2001).
Pada kelompok perlakuan, media EBSS mengandung 13,16
pg/mi antigen gZP3. Setelah sentrifugasi, cairan bagian atas
dibuang sehingga tinggal 100 pl cairan bersama pellet
spermmatozoa, selanjutnya ditambahkan 3 mi EBSS. Sediaan

didiamkan 30 menit dalam inkubator untuk proses swimp up.
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Setelah dilakukan perhitungan konsentrasi  sel
spermatozoa motil, konsentrasi dibuat menjadi 1,2 juta/40 pl
dengan cara menambahkan EBSS. Sebanyak 40 yl campuran
sel spematozoa ini dimasukkan kedalam tetes lalu kembali

diinkubasi dalam inkubator CQOo, selama satu jam untuk

kapasitasi.

Inseminasi in vitro

Semua oosit matang dicuci tiga kali dengan OWS serta
sekali dengan EBSS. Sebanyak 10-20 kumuius-oosit-kompleks
matang dimasukkan ke dalam masing-masing tetes media yang
berisi spermatozoa yang telah mengalami kapasitasi. Sediaan
tersebut dimasukkan kembali dalam inkubator CO» selama 48
jam, tiap 24 jam digoyang. Pemeriksaan embrio stadium
cleavage dilakukan pengamatan dengan mikroskop stereo pada

pembesaran 40 kali.

4.2.7 Analisis Data
Data angka cleavage diuji dengan Anava pada tingkat
kepercayaan & %, dilanjutkan dengan Uji Beda Nyata Terkecil
apabila terdapat perbedaan nyata (p<0,05) (Steel and Torrie, 1993).
Uji statistik dilakukan menggunakan program apiikasi statistik SPSS

for Windows pada tingkat kepercayaan 5 % (Santosa, 2001).

Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

78

4.3 Penelitian Il :

A. Uji Potensi Imunokontraseptif Antibodi gZP3 dengan
Teknik Fertilisasi in vitro pada Oosit Mencit
(Mus musculus) sebagai Model

4.3.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini adalah rancangan acak lengkap
dengan dua macam perlakuan yaitu oosit yang berasal dari kantung
fertilisasi oosit mencit (Mus musculus) masing-masing untuk kontrol
dan perakuan. Kerangka operasional Penelitian Tahap ketiga dapat
dilihat pada Gambar 4.3. Secara skematis rancangan tersebut
digambarkan sebagai Tabel 4.3.

Tabel 4.3. Rancangan Penelitian Pengaruh Antibodi gZP3 pada Qosit
Mencit (Mus musculus) dalam Fertilisasi in vitro

Hasil
Fertif | Non Fertil

Perlakuan

Kontrol (Media + 10 % Serum Pre imun)

Perlakuan (Media + 10 % Serum Post imun)

4.3.2 Populasi, Sampel, dan Besar Sampel

Populasi penelitian ini adalah sejumiah oosit mencit (Mus
musculus). Sampel peneiitian ini adalah oosit dari mencit (Mus
musculus). Penentuan besar sampel dilakukan dengan rumus seperti

pada Penelitian .
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Penglitian il
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Gambar 4.3. Kerangka Operasionat Penelitian Tahap Ketiga (KOK : kompleks
oosit - kumulus, FIV : fertilisasi in vitro)
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4.3.3 Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitan ini adalah perakuan
suplementasi dengan serum hasil imunisasi mencit (Mus musculus)
dengan gZP3 pada media fertilisasi in vitro (Media M16). Variabel
tergantung pada penelitian ini adalah kegagalan fertilisasi secara in
vitro. Variabel kendali pada penelitan ini adalah prosedur
superovulasi, kualitas spermatozoa mencit (Mus muscuius) yang
digunakan dan media fertilisasi in vitro. Variabel moderator adalah

proses fertilisasi pada oosit oleh spermatozoa.

4.3.4 Definisi Operasional Variabel

a. Antibodi gZP3 adalah antibodi yang terdapat dalam serum
asal mencit setelah diimunisasi dengan gZP3 (serum Post
Imun). Media fertilisasi in vitro disuplementasi dengan 10 %
serum @ Serum Pre Imun pada Kelompok Kontrol dan

Serum Post Imun pada Kelompok Perlakuan.

b Protein gZP3 dinyatakan potensial sebagai sediaan
imunokontraseptif apabila antibodi gZP3 dalam media
fertilisasi menyebabkan terjadinya kegagalan fertilisasi
yang diukur berdasarkan penurunan (p<0,05) Angka
Fertilisasi antara oosit dan spermatozoa mencit sebagai

model.
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¢. Kegagalan fertilisasi diidentifikasi berdasarkan tidak
terdesintegrasinya sel-sel kumulus dari kompleks oosit
kumulus, tidak terbentuknya polar body /I (PBll) 2 jam
setelah inseminasi in vitro, dan tidak terbentuknya embrio

stadium cleavage 4 jam setelah inseminasi in vitro.

4.3.5 Bahan Penelitian

Isolat gZP3, Complete Freund adjuvant, Incomplete Freund
adjuvant, pregnant mare serum gonadofropin (PMSG), human
chorionic gonadotropin (hCG), oosit dan spermatozoa mencit (Mus
musculus), Phosphate Buffer Saline (PBS), Media M16, minyak
mineral, anti mice 1gG berlabel alkaline phosphatase (AP), mikropiat

Elisa, bovine serum albumine (BSA), NaNs, dan triton x-100.

4.3.6 Prosedur Pengumpulan Data

a. Pembuatan serum

Imunisasi 10 ekor mencit (Mus musculus) betina dengan
40 pg gZP3 dengan dua kali boosfer interval dua minggu.
Pengambilan contoh darah dilakukan sebelum imunisasi
(serum pre imun) dan tujuh hari setelah booster terakhir (serum
post imun). Analisis fiter antibodi dilakukan dengan Elisa

indirek.
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b. Superovulasi

Mencit (Mus musculus) betina 10 ekor disuperovulasi
dengan penyuntikan pregnant mare serum gonadotropin
(PMSG) S iu, dan human chorionic gonadotropin (hCG) 5 iu 48
jam kemudian. Selanjutnya mencit betina dikumpulkan dengan
mencit pejantan yang teiah divasektomi selama satu malam

untuk menggertak ovulasi.

Pengambilan kantung oosit dari oviduk ditakukan 17 jam
setelah penyuntikan hCG (Rankin et a/, 2001). Kantung oosit
dicuci tiga kali dengan PBS, dibedah dengan pengamatan
mikroskop pada pembesaran 40 kali. Pembedahan kantung
oosit dilakukan dengan bantuan mini pinset dan jarum
tuberkulin. Masing-masing populasi oosit dibagi dua secara

acak, sebagai kontrol dan sebagai periakuan.

c. Fertilisasi in vitro

Oosit kelompok kontrol diinkubasi dalam 100 ul media
M16 yang mengandung 10 % serum pre imun, sedangkan oosit
kelompok perlakuan diinkubasi dalam 100 ul media M16 yang

mengandung 10 % serum post imun.

Spermatozoa mencit diperoleh dengan cara pembilasan

kauda epididimis mencit (Mus musculus) pejantan yang telah
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terbukti fertil. Epididimis diangkat, kemudian dicuci tiga kali
dalam PBS, dan yang keempat dalam media M16. Epididimis
dimasukkan ke dalam 0,5 ml media M16, kemudian dengan
dua buah pinset mini epididimis dibedah agar populasi
spermatozoa menyebar dalam  media. Konsentrasi
spermatozoa tersebut sekitar 2 x 10°% sel/ 100 ul.

Kapasitasi spemmatozoa dilakukan pada inkubator 5 %
CO,, suhu 35 ° C selama satu jam. Suspensi spermatozoa
sebanyak 100 uyl dalam media M16 ditambahkan dalam oosit,
ditutup minyak parafin kemudian diinkubasi pada inkubator 5 %
CO,, pada suhu 37° C untuk fertilisasi.

Fertilisasi dapat diketahui dengan mendeteksi
terdegradasinya sel-sel kumulus dan keberadaan polar body /i
(PB (I} 2 jam kemudian atau embrio stadium cleavage 4 jam

kemudian (Rankin ef a/, 2001).

4.3.7 Analisis Data

Data titer antibodi serum sebelum dan sesudah imunisasi
dianalisis dengan uji t. Data angka kegagalan fertilisasi diuji dengan
Chi-kuadrat. Semua uji statistik dilakukan menggunakan program
aplikasi statistik Statistical Product and Service Solution (SPSS) for

Windows pada tingkat kepercayaan 5 % (Santosa, 2001).
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B. Uji Potensi Imunokontraseptif Antibodi gZP3 dengan
Binding Assay pada Mencit (Mus musculus)
sebagai Model

4.4.1 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian ini adalah rancangan acak lengkap
dengan dua macam perlakuan yaitu oosit yang berasal dari kantung
fertilisasi oosit mencit (Mus muscuius) masing-masing untuk kontrol
dan perlakuan. Perlakuan berupa pemberian suplemen 10 % serum
mencit pre imunisasi dan post imunisasi (dari penelitian sebelumnya)
pada media untuk inkubasi oosit sebelum dilakukan Binding assay.
Secara skematis rancangan tersebut digambarkan sebagai Tabel 4.4
Kerangka operasional penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 4.3.

Tabel 4.4 Rancangan penelitian Binding assay pada oosit dan
spematozoa mencit (Mus musculus)

Hasil Binding assay
Perlakuan
Jumiah Binding Index
Kontrol
(Media + 10 % Serum Pre imun)
Perlakuan
(Media + 10 % Serum Post imun)

4.4.2 Populasi, Sampel, dan Besar Sampel

Populasi penelitian ini adalah sejumlah ocosit mencit (Mus
musculus). Sampe! penelitian ini adalah oosit dari mencit (Mus

musculus) yang diperoleh dari hasil superovulasi menggunakan
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hormon pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) dan human
chorionic gonadotropin (hCG). Penentuan besar sampel ditakukan

dengan rumus seperti pada Penelitian if.
4.4.3 Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitan ini adalah perdakuan
suplementasi dengan serum hasil imunisasi mencit (Mus musculus)
dengan gZP3 pada media fertilisasi in vitro (Media M18). Variabel
tergantung pada penelitian ini adalah kegagalan Angka Binding.
Variabel kendali pada penelitian ini adalah prosedur superovulasi,
kualitas spermatozoa mencit (Mus musculus) yang digunakan dan
media fertilisasi in vifro. Variabel moderator adalah proses

pengenalan dan binding spermatozoa pada oosit.

4.4.4 Definisi Operasional Variabel

a. Antibodi gZP3 adalah antibodi yang terdapat dalam serum
asal mencit setelah diimunisasi dengan gZP3 (serum Post
Imun}. Media fertilisasi in vifro disuplementasi dengan 10 %
serum : Serum Pre Imun pada Kelompok Kontrol dan

Serum Post imun pada Kelompok Periakuan.

b. Protein gZP3 dinyatakan potensial sebagai sediaan

inunokontraseptif apabila terjadinya penurunan (p<0,05)
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Angka Binding antara oosit dan spermatozoa in vitro mencit

sebagai model.

c. Angka Binding pada penelitian ini adalah jumiah sel
spermatozoa yang meiekat kuat pada oosit di sepanjang
kelling lingkaran bidang pandang zona pelusida pada

pemeriksaan secara mikroskopis.

4.4.5 Bahan Penelitian

Bahan penelitian pada tahap ini adatah Complete Freund
adjuvant, Incomplete Freund adjuvant pregnant mare serum
gonadotropin (PMSG), human chorionic gonadotropin (hCG), oosit
dan spemmatozoa mencit (Mus musculus), Phosphate Buffer Saline
(PBS), Media M16, minyak mineral, anti mice 1gG berlabel alkaline
phosphatase (AP), mikroplat Elisa, bovine serum albumine (BSA),

NaN3, dan triton x-100.

4.4.6 Prosedur Pengumpulan Data

a. Imunisasi Hewan Coba

Serum yang digunakan pada penelitian ini sama dengan
serum yang digunakan pada  pengujian  potensi

imunckontraseptif gZP3 dengan teknik fertitisasi in vitro di
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atas. Mencit (Mus musculus) dimunisasi dengan 40 ng gZzZP3

dalam Freund adjuvant dengan dua kafi booster.

c. Superovulasi

Lima ekor mencit (Mus musculus) fertil dilakukan
superovulasi dengan penyuntikan Pregnant Mare Serum
Gonadotropin (PMSG) S iu. Penyuntikan human Chorionic
Gonadotropin (hCG) 5 iu 48 jam kemudian, selanjutnya mengcit
dikumputkan dengan pejantan yang telah divasektomi untuk
menggertak ovulasi. Koleksi oosit dari oviduk dilakukan 17 jam

setelah penyuntikan hCG (Rankin ef a/, 2001).

d. Perlakuan Binding Assay

Qosit yang telah dikeluarkan dari kantung oosit
diinkubasi beberapa detik dalam media M16 yang mengandung
1 % hyaluroridase sambil digoyang dengan pipet sampai
semua sel-sel kumulus lepas. Selanjutnya oosit dicuci lima kali
dalam media M16. Dua puluh buah cosit dibagi secara acak
menjadi dua kelompok. Kelompok pertama diinkubasi dalam
media M16 + 10 % serum pre imun, sedangkan kelompok
kedua diinkubasi dalam media M16 + 10 % serum post imun.
inkubasi ditakukan dalam inkubator dengan 5 % CO, pada

suhu 37 °C selama satu jam.
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Spermatozoa diperoleh dengan cara pembilasan kauda
epdidimis mencit pejantan. Konsentrasi sperma dibuat menjadi
2 x 10° sel / ml dalam tetes 50 pl EBSS, kapasitasi dilakukan
pada inkubator 5 % CO,, suhu 37 °C selama satu jam.

Oosit dan masing-masing kelompok dimasukkan ke
dalam tetes spemmatozoa, ditutup minyak parafin kemudian
diinkubasi pada inkubator 5 % CO,, suhu 37 °C selama satu
jam. Selanjutnya oosit dicuci dengan media M16 sebanyak tiga
kali untuk relepaskan spermatozoa yang tidak terikat kuat
pada zona pelusida. Pemeriksaan jumlah spermatozoa yang
terikat kuat pada zona pelusida dihitung dengan mikroskop
pada pembesaran 400 kali.

Binding index dihitung dari jumilah sel spermatozoa yang
terikat pada zona pelusida oosit kelompok perlakuan serum
dibagi dengan jumlah sel spermatozoa yang terikat pada zona
pelusida oosit kelompok kontrol dikalikan 100 (WHO, 1992 ;

Govind ef al, 2000 ;, Naz et al, 2000).

4.4.7 Analisis Data

Data jumlah spermatozoa yang melekat pada oosit dianalisis
dengan uji t pada tingkat kepercayaan 5 % (Steel and Torrie, 1993),
sedangkan Binding index disajikan secara deskriptif dengan program

aplikasi statistik SPSS for Windows (Santosa, 2001).
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BAB 5 HASIL PENELITIAN

5.1 Penelitian 1 :

ldentifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor Fertilisasi
pada Zona Pelusida Kambing (goat zona pellucida, gZP)

5.1.1 ldentifikasi dan Isolasi Protein Reseptor Fertilisasi
(ZP3) pada Zona Pelusida Kambing

Mikrobiometri gZP

Pada penelitian ini telah diolah sebanyak 2.116 ovarium
kambing, menghasilkan 18.959 oosit. Keberadaan oosit diantara
sel-sel kumulus, oosit setelah terbebas dari reruntuhan sel, dan

zona pelusida tampak sebagaimana Gambar 5.1.

Pengukuran mikrobiometri oosit kambing menunjukkan
bahwa rerata diameter total cosit adalah sebesar 183,89 £ 12,95
um, diameter ooplasma (vitelin) sebesar 147,84 + 12,00 pum,
dengan ketebalan zona pelusida 16,63 + 1,71 ym. Penghitungan
volume zona pelusida berdasarkan rumus volume bola (= 4/3
wR% didapat volume per satuan zona pelusida sebesar

849.354,13 £ 218.315,6 pm® (Lampiran 1).

Dalam proses pemecahan oosit secara manual untuk
mendapatkan zona pelusida, beberapa zona pelusida hancur
dan tidak dapat dihitung, sehingga dari 18.959 oosit tersebut

akhimya diperoleh 18.235 zona pelusida.
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{a) {o) (c)

Gambar 5.1 Hasil Koleksi Zona Pelusida Kambing : {a) cosit diantara
runtuhan sel-sel kumulus, (b) oosit setelah bebas dari
runtuhan sel-sel kumulus, dan (c) zona pelusida
kambing. Keterangan : (1) sel-sel kumulus, (2) vitelus,
(3) zona pelusida. Pemeriksaan pada pembesaran 200
x dengan Mikroskop Olympus CK2.

SDS-PAGE Protein g2P

Identifikasi konstituen-konstituen protein zona pelusida
kambing dilakukan dengan Sodium Dodecyl Suiphate -
Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) konsentrasi
12 % dalam Electrophoresis set mini protein gel (Bio-Rad).
Sebagai marker digunakan High Range SDS-PAGE Standards
(Bio-Rad) dan pewarnaan hasilnya dengan sifver stain SDS-
PAGE Standards (Bio-Rad). Penelitian dilakukan di Tropical

Disease Center (TDC) Universitas Airlangga.

Zona pelusida kambing dalam proses -elektroforesisi
dengan SDS-PAGE 12 % menghasilkan tiga band.
Berdasarkan urutan massa molekul relatif (Mr) nya selanjutnya

ketiga band tersebut berturut-turut disebut sebagai gZP1, gZP2
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dan gZP3. Band pertama, gZP1 mempunyai kedudukan sedikit
di atas marker B galactosidase (Mr 116,25), gZP2
berkedudukan sedikit di bawah phosphorilase b (Mr 97,40),
sedangkan gZP3 berada di atas marker Bovine serum albumin
(Mr 66,20). Gambaran gel hasil SDS-PAGE protein zona
pelusida kambing dengan pewarnaan silver stain tampak pada

Gambar 5.2.

Gambar 5.2 Gel Hasil Analisis dengan SDS-PAGE 12 % pada
Zona Pelusida Kambing dengan Pewarnaan
Silver Stain (M : marker, 1, 2 dan 3 : sampel gZP)

Elusi Protein gZP3

Setiap kali isolasi protein, dipakai 10 ul sampel suspensi
protein zona pelusida kambing yang mengandung 84 pg total
protein per sumuran (/ane) SDS-PAGE. Potongan band gZP3
hasit SDS-PAGE tanpa pewamaan dimasukan ke dalam

kantong selofan untuk di-running dalam ailat eiekiroforesis
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horisontal. Hasil isolasi protein band ketiga hasil SDS-PAGE
pada penelitian ini diperoleh 9,5 mi suspensi protein gZP3

dengan konsentrasi 290,547 pg/mi.

5.1.2 Karakterisasi Sifat Imunogen Protein gZP3

a. Penghitungan Mr gZP3

Perhitungan massa molekul relatif (Mr) protein gZP3
dilakukan berdasarkan Manual SDS-PAGE Molecular Weight
Standards (Catalog Number 161-0317, Bio-Rad). Analisis
regresi dilakukan dengan program aplikasi statistik : Statistical
Product and Service Solution (SPSS) versi 10.5. Analisis
regresi berdasarkan data jarak antar band marker pada gel
hasil SDS-PAGE dan data Mr masing-masing marker, diperoleh
persamaan regresi linier . y = 5,272 — 0,705x.

Plot kurva nilai logaritma Massa molekul relatif (LOGMR)
protein marker High Range Standard terhadap mobilitas relatif
molekul protein (RF) dalam SDS-PAGE 12 % sebagaimana
dimaksud persamaan matematis di atas, tertera sebagai
Gambar 5.3. Pada persamaan tersebut, nilai x adalah niai
Relative mobility (Rf) sampel, yaitu jarak migrasi sampe! dibagi
jarak migrasi pewama, sedangkan nilai y adalah nilai logaritma

Mr sampe! yang dihitung (gZP1, gZP2 dan gZP3).
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LOGMR
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Gambar 5.3 Piot Kurva Nilai Logaritma Massa Molekul Relatif
(LOGMR) Protein Marker High Range Standard
terhadap Mobilitas Relatif Molekul Protein (RF)
dalam SDS-PAGE 12 %.

Perhitungan Mr masing-masing konstituen zona pelusida
kambing dilakukan pada 5 /ane (n=5) yang jelas terbaca pada gel
hasii SDS-PAGE. Dengan menggunakan persamaan regresi
tersebut di atas, dari lima /ane yang dianalisis secara deskriptif
didapat hasil sebagai berikut : Mr gZP1 adalah 120.67 + 6.12
Mr gZP2 adalah 94.38 + 1.66 dan Mr gZP3 sebesar 82.05 + 6.90

kDa (Tabel 5.1, Lampiran 2).
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Tabel 5.1. Statistik Deskriptif Massa Molekul Relatif (kDa)
Konstituen Zona Pelusida Kambing Berdasarkan
Migrasi Protein pada SDS-PAGE
Konstituen Rentangan Rerata + Simpangan Baku

9ZP1 114,17 — 127,41 120,67 £ 6,12

gZP2 93,02 - 97,09 94,38 + 1,66

gZP3 74,00 - 90,26 82,05 +6,90

b. Analisis Isolat Protein gZP3 dengan SDS-PAGE
Sampel cairan hasil elusi dianalisis dengan SDS-PAGE
untuk konfirmasi apakah protein yang diisolasi benar-benar
berasal dari band ketiga gel hasil running sampel gZP (Gambar
5.4). Dari lima sampel, semuanya menghasilkan band tunggal

yang terletak di bawah marker posphorilase b (Mr = 97,4 kDa).

Mr
(kDa) MU . DF3 4 5
200 77
116,25 »
97,4 » «n
¢-gZP3
66,2 — (82,05 kDa)

45>

Gambar 5.4 Analisis Isolasi Protein gZP3 dengan SDS-PAGE 12 %
(M : marker ; 1, 2,3, 4dan5: sampel gZP3)
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¢. Densitometri Gel SDS-PAGE Protein gZP dan gZP3

Pada penelitian ini pemeriksaan gel hasil SDS-PAGE
dengan densitometri dilakukan dengan tujuan untuk konfirmasi
keberadaan band pada masing-masing /ane, dan untuk
menghitung proporsi protein dalam satu fane. Suatu band yang
menandakan adanya akumulasi protein pada gel hasil
elektroforesis diidentifikasi sebagai oleh suatu puncak (peak).
Masing-masing puncak memiliki karakternistik ketinggian (height)
sebagai intensitas densitograf dan luas daerah di bawah kurva

(area) sebagai gambaran kuantitas protein pada band tersebut.

Dalam SDS-PAGE kuantitas bahan yang diidentifikasi Mr
nya dapat diketahui berdasarkan tingkat ketebalan masing-
masing band. Pada protein zona pelusida kambing (gZP) band
paling tebal adalah band protein gZP3, kemudian diikuti gZP2

dan paling tipis gZP1.

Hasil pemeriksaan dengan Densitometn terhadap /ane
marker, lane QZP dan gZP3 dapat dilihat pada Gambar 5.5.
Berdasarkan data tersebut dapat diketahui bahwa masing-masing
band ditandai oleh ketinggian kurva (hieght) sebagai intensitas
densitograf, sedangkan ketebalan band yang menggambarkan
kuantitas protein pada band tersebut ditunjukkan oleh luas

daerah di bawah kurva (area).
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Pada kurva densitograf marker, Gambar 5.5 (a), muncui
sepuiuh puncak (peak) kurva, namun yang letaknya sesuai
dengan lima band yang ada pada gel hasii SDS-PAGE adalah

puncak nomor 2, 3, 5, 7dan 9.

" SPEC TRun r: GINGI? Hidya mandala B-OCT 2083 2 31
Calibration  Segctoun Date Bod_ __ HEME
R finalyg:is 8

A Beey Feak height aree

_ i 1515 903 7

708 1 2 iEl.} 39827

' 116,25 3 68 77

4+ 936 7353

608 1 97 4 200 § 33.9 77918

66,2 & 2875  3768.6

vy . l 7 4657 53684

B 2588 577

l 1] 8 3\.5 3812

408 4 1§ 284.8 22159

J6id
288 -

IBB:

a T L3 ¥ T ¥ L4 Ly L] L 1
B H 28 38 48 b 1 ™ ea 99 L

Ugwe longth. 573 na [anl
Irsck: 3. nowse lewe)”  2.IS2AU: raw dats file’ DimQ1?
U4 84 SoM gD 100 | CRIAG SOFTUGPRE <o) 199% SCANMER 30 BZEIHL

974 200

Gambar 5.5 (a) Analisis Marker Hasil SDS-PAGE dengan
Densitometri pada Panjang Gelombang 573 nm

Pada kurva densitograf SDS-PAGE sampel gZP muncul

enam puncak, sebagaimana Gambar 5.5 (b). Gambaran kurva
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yang sesuai dengan band gZP1, gZP2 dan gZP3 adalah puncak
densitograf nomor 3, 2 dan 1, sedangkan puncak 4, 5 dan 6
relatif sangat rendah. Diantara ketiga puncak tersebut, puncak

namor 1 {(gZP3) paling dominan.

SPECTRUM o HMDI% Widys nandala GO0t 2003 2:54
—tiwthod Scan SENSORSNSIINID Cofihcation Seectrun Dete kst _HELF_
LTI St i
W e gZP3 Peak deight ares
I SBS. B ZH?23 .9
68 - 2 485 .4 18345
3 4. ek 7
268 4 525 488
5 L1is.5 1838 B
ceal E M9 138 .2
G -
m.
m.
2045
la@
a - T L3 T T T 1} T T b
-} e 8 e L1 L1 60 e e 9% L
Ususlongth: S73 m (wn}
Track: 7. nosee level. O GBSBRU, raw daty file: 0HEKI19
Ug P4 S/N .G4P1R6AL Canak SOFTURRE (e 19 SCaMER 3 020381

Gambar 55 (b) Analisis Protein gZP Hasil SDS-PAGE dengan
Densitometri pada Panjang Gelombang 573 nm
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Pada densitograf pada Gambar 5.5 (b) diatas, kurva gZP1
tampak langsing, sedangkan kurva densitograf gZP2 dan gZP3
saling tumpang tindih (overapping). Namun pada gel ketiga
konstituen tampak jelas terpisah. Pada penelitian ini didapat lima
lane pada gel SDS-PAGE dengan tiga band konstituen zona
pelusida yang jelas terbaca. Analisis densitometrk terhadap
kelima /ane tersebut menghasilkan nilai luas area di bawah kurva
densitograf pada masing-masing komponen zona pelusida.
Berdasarkan data tersebut selanjutnya dapat dihitung nilai rerata,
standar deviasi dan persentase g@gZP1, gZP2 dan gZP3
sebagaimana Tabel 5.2 dan Lampiran 3. Dalam bentuk Pie
Diagram proporsi persentase masing-masing konstituen zona
pelusida kambing dapat dilihat pada Gambar 5.6 Dalam Angka
persentase tersehut menggambarkan proporsi masing-masing

konstituen.

Tabel 5.2. Rerata, Standar Deviasi dan Persentase Luas Daerah (mm?) Di
Bawah Kurva Densitograf Konstituen Zona Pelfusida Kambing

. Rerata +
Konstituen Rentangan Simpangan Baku Persentase
gZP1 2.089,2-3.0921 250588 +418,84 6,93

gZP2 10.111,8-11457.6 | 10.710,75 + 557,63 29,60

aZP3 20.723,9-24.305,0 | 22.963,45 + 1.348,50 63,47

[ —
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Gambar 5.5 (¢) memperiihatkan konfirmasi hasil elusi
gZP3 dalam running ulang SDS-PAGE dengan densitografnya.
Sebanyak 10 pl sampel hasil elusi (mengandung 2,9 ug gZP3)
diencerkan dalam Laemli buffer 1 . 1. Larutan tersebut
selanjutnya dipaparkan pada sumuran SDS-PAGE 12 %
sebagaimana proses identifikasi konstituen-konstituen zona

pelusida sebelumnya.

SPECTAM fl: D!”ﬂi! edya nandats BOCT-2083 21_53

Aralysis &
Al e Peak height ares
H 7.3 1235 .2
B -
730
DR -
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4e8 4
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e
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a L4 E ) L] T L L4 T L k) 1
-] 18 28 k) 48 52 ] ki 88 9 Lo
Uave laagth: S73 mn Crom}
Track” §. noape leve): & 656AU. rav dats ile: DINOIS
Udg. B4 5-M: 540 Lab0 [ CAtG SOFTUARE <c) 1996 SCANNER 3 @zZa3a)
H
gZP3

Gambar 5.5 (¢) Analisis Protein gZP3 Hasil SDS-PAGE Ulang
Isolat gZP3 dengan Densitometri pada Panjang
Gelombang 573 nm
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Densitograf pada /ane gel hasil SDS-PAGE ulang tersebut
tampak sebagai kurva tunggal dengan jarak peak kurva 32 mm,
tinggi kurva 75,9 mm dan luas daerah di bawah kurva 12352
mm?. Jarak peak tersebut identik dengan jarak migrasi protein

pada gel elektroforesis ulang suspensi isolat gZP3 (Lampiran 3).

0gZP1
7%

mgZP2
30%

Gambar 56 Diagram Persentase Proporsi Konstituen
Protein Zona Pelusida Kambing Berdasarkan
Densitometri Gel Hasil SDS-PAGE

d. Produksi Antibodi gZP3

Titer Antibodi gZP3 Asal Mencit (Mus musculus)

Menurut Lee dan Chi (1985), suatu bahan berpengaruh
sebagai antifertilitas apabila menyebabkan angka infertilitas
lebih dari 60 %. Penelitian in vivo pengaruh imunisasi mencit

(Mus musculus) dengan protein gZP3 dalam Freund Adjuvant
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tefah dilakukan. Hasit penelitian tersebut menunjukkan bahwa
dosis yang memenuhi kriteria tersebut adalah 20 dan 40 pg
0ZP3 yang menghasilkan angka infertilitas 80 % dan 100 %
{Mustofa dkk, 2004a).

Sehubungan dengan hal tersebut di atas, maka untuk
mendapatkan titer yang tinggi, pada penelitian ini imunisasi
dilakukan juga dengan dosis 40 ug gZP3 dalam Freund
Adjuvant dengan dua kal booster interval antar imunisasi
selama 14 hari. Keberadaan antibodi pada serum hewan
coba diperiksa dengan Elisa indirek. Titer antibodi Serum
mencit (Mus musculus) kelompok perlakuan dibandingkan
dengan titer antibodi serum mencit kelompok kontrol. Pada
penelitian ini terdapat perbedaan nyata {p<0,05) titer antibodi
dalam serum antara kelompok periakuan dengan kelompok
kontrol (Lampiran 4, Tabel 5.3).

Tabel 5.3. Titer Antibodi Mencit (Mus musculus) setelah
Imunisasi dengan gZP3

Perlakuan Rentangan Rerata + Simpangan Baku

Kontrol 40,00 — 80,00 44,00 + 12652

40 ug 640,00 — 640,00 640,00 + 0,00 %

Superskrip yang tidak sama, berbeda nyata (p<0,05).

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

102

Kelompok perlakuan menghasilkan rerata titer antibodi
sebesar 640,00 + 0,00, enam belas kali lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol yang menunjukkan adanya
titer antibodi 44,00 + 12,65. Dalam bentuk diagram batang
perbedaan titer antibodi antara kelompok kontrol dan

kelompok pertakuan dapat dilihat pada Gambar 5.7.

700

600-
500
400
300
200.
100

Kontrol
Ml Perlakuan

Titer

Gambar 5.7 Titer Antibodi serum Mencit (Mus musculus)
Kelompok Kontrol dan Perlakuan Imunisasi
dengan 40 u gZP3

Titer Antibodi gZP3 Asal Kelinci (Oryctolagus cuniculus)

Titer antibodi pada serum Kelinci (Oryctolagus
cuniculus) jantan menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
nyata (p<0,05) antara sebelum imunisasi dengan setelah

imunisasi {Lampiran 5, Tabel 5.4, Gambar 5.8).
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Tabel 5.4 Titer antibodi kelinci {Orycfolagus cuniculus)
sebelum dan setelah imunisasi dengan gZP3.

Rerata +
Perlakuan Rentangan Simpangan Baku

Sebelum Imunisasi 0-0 0+0?

Setelah Imunisasi | 2560 - 10240 | 7840 + 2876,44 ™

Superskrip yang tidak sama dalam satu kolom,
berbeda nyata (p<0,05).

Pada penelitian ini digunakan kelinci (QOryctolagus
cuniculus) jantan untuk memproduksi antibodi gZP3 dalam
jumiah yang mencukupi untuk penelitian ferlilisasi in vitro
antara oosit dan spermatozoa kambing. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa serum hewan coba sebelum imunisasi,
sama sekali tidak mengandung antibodi yang dapat dikenali
oleh gZP3. Setelah imunisasi dengan 200 pug gZP3, terdapat
antibodi dengan rerata 7840 + 1538.92.

Serum yang diperoleh dari hewan coba yang telah
diimunisasi tersebut selanjutnya dipakai pada penelitian
berikutnya. Serum disuplementasikan ke dalam media
maturasi oosit kambing untuk mengamati kemampuannya
dalam menghambat pembentukan cleavage pada fertilisasi in
vitro, dibandingkan kontrol dan perlakuan suplementasi gZP3

pada media kapasitasi spermatozoa.
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Gambar 5.8 Rerata titer antibodi Kelinci (Orycfolagus cuniculus)
Jjantan sebelum (Pre Imun) dan setelah imunisasi (Post
Imun) dengan gZP3

e. Analisis Dot Blot
Analisis Dot blot dilakukan untuk memastikan bahwa
antibodi yang ada pada serum mencit (Mus musculus) dan kelinci
(Oryctolagus cuniculus) hasil imunisasi hewan coba dengan
protein gZP3 adalah benar-benar spesifik antibodi gZP3. Hasil
analisis tersebut selanjutnya dipakai sebagai dasar penelitian

berikutnya.

Hasil uji spesifisitas dengan metode Dot blot ditampilkan
sebagai Gambar 5.9. Pengenalan antibodi gZP3 dengan protein
gZP3 ditandai dengan noda berwarna abu-abu keunguan (warna
Western blue yang dipakai pada penelitian ini). Pada gambar

tersebut menunjukkan bahwa antibodi gZP3 yang berasal dari
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serum mencit (Mus musculus) (kolom M) maupun asal kelinci
{Oryctolagus cuniculus) (kolom R) sebagai perlakuan (sub kolom
P) dapat mengenali protein gZP3. Pada kontrol {sub kolom K}
masing-masing spesies tidak menunjukkan adanya pengenalan

antigen-antibodi.

I
AogZP3 : 1725 AbgZP3 : 1/50
P K P K
150nggzr3| @
120nggZP3 | ‘@
30 ng gZP3 &
60 ng gZP3
R
AbgZP3 - 1725 AbgZP3 - 1750
P K P K
150 ng gZP3
120 ng g2P3
90 ng gZP3
60 ng gZP3

Gambar 5.9 Hasil Analisis Dot Blot Antibodi gZP3 (AbgZP3)
Asal Mencit (Mus musculus) (Kolom M) dan Serum
Asal Kelinci (Oryclolagus cuniculus) (Kolom R)
terhadap Protein gZP3. K : Kontrol, P : Perlakuan.
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Gradasi wama pada noda dipengaruhi oleh variasi
konsentrasi antigen protein gZP3, pengenceran antibodi gZP3
dan spesies asal antibodi. Konsentrasi antigen protein gZP3 dan
antibodi gZP3 yang lebih kecil menghasilkan gradasi warna lebih
terang, demikian pula sebaliknya, Gradasi warna hasil Dot biott
serum kelinci (Oryclfolagus cuniculus) pada pengenceran dan
kadar protein gZP3 vyang sama hampak lebih terang

dibandingkan dengan serum mencit (Mus musculus).

f.  Uji Imunofluoresen

Uji imuncfluoresen dilakukan untuk konfirmasi bahwa
isolat yang diperoleh benar-benar gZP3, reseptor primer pada
zona pelusida yang berperan pada pengenalan spermatozoa
kambing. isolat protein gZP3 disimpulkan sebagai reseptor
pengenaian spermatozoa kambing, apabila terdapat fluoresensi
pada wilayah kepala spermatozoa setelah preparat ulas
spermatczoa kambing dipapar berturut-turut dengan protein
gZP3, antibodi gZP3 (antibodi primer) dan Conjugate Rabbit anti

mice 1gG (antibodi sekunder).

Uii imunofluoresen pada penelitian ini pertfama-tama
dilakukan untuk mendeteksi pengenalan antibodi gZP3 terhadap
zona pelusida kambing, dilanjutkan identifikasi pengenalan

protein gZP3 terhadap spermatozoa kambing. Visualisasi adanya
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reaksi positif diidentifikasi berdasarkan antibodi sekunder, yaitu
Conjugate Rabbit anti mice 1gG terlabel Fluoro iso thio cyanate
(FITC) (Gambar 5.10). Reaksi positif ditandai dengan terjadinya
fluoresenst preparat (preparat berpendar dengan warna kuning
kehijauan) pada pemeriksan dengan menggunakan mikroskop

ultra violet atau mikroskop fluoresen.

0 o @

Gambar 5.10 Analisis Imuno Fluoresen Natif gZP3 : (a) sonikasi
zona pelusida kambing dan (b) spermatozoa
kambing tidak berfluoresensi (kontrol); (c) sonikasi
zona pelusida kambing dan (d) spermatozoa
kambing berfluoresensi. Pemeriksaan dengan
Mikroskop Ultra Violet pada Pembesaran 400 x
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Zona pelusida kambing pada preparat kontrol tidak
menunjukkan adanya fluoresensi. Tanpa keberadaan antibodi
9ZP3, antibodi sekunder (Conjugate Rabbit anti mice 1gG, yang
terlabel Fluoro isothiocyanate, FITC) tidak dapat mengenali
preparat ulas zona pelusida kambing, sebagaimana dibuktikan
pada Gambar 5.10 (a).

Preparat ulas hasil sonikasi zona pelusida kambing,
setelah dipapar berturut-turut dengan antibodi gZP3, dan antibodi
sekunder terlabel FITC, ternyata menghasilkan adanya
fluoresensi dalam pemeriksaan menggunakan mikroskop

fluoresen sebagaimana terfihat pada Gambar 5.10 (c).

Preparat ulas spermatozoa kambing tanpa adanya gZP3
tidak menunjukkan adanya fluoresensi meskipun sebelumnya
dipapar secara berurutan : antibodi gZP3, dan antibodi sekunder
(Conjugate Rabbit anti mice 1gG, terlabel Fluoro iso thio cyanate,

FITC), sebagaimana Gambar 5.10 (b).

Preparat ulas spermatozoa kambing yang dipapar
berturut-turut dengan gZP3, antibodi gZP3, dan antibodi
sekunder, temyata menghasilkan fluoresensi pada bagian
membran plasma kepala spermatozoa, sebagaimana Gambar
5.10 (d). Hal ini menunjukkan bahwa protein gZP3 mengenali

membran plasma spermatozoa kambing.
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5.2 Penelitian il :

Uji Binding Antibodi dan Protein Reseptor Fertilisasi

pada Zona Pelusida Kambing (gZP3) dengan Teknik

Fertilisasi in vitro

Pada peneiitian ini pengujian terhadap peran gZP3 dalam fertifisasi
dilakukan secara resiprok pada cosit dan spermatozoa kambing dengan teknik
fertilisasi in wifro. Oosit kambing diberi perlakuan dengan antibodi gZP3 asal
kelinci {Oryctolagus cuniculus) jantan {(dari hasil penelitian 1) pada tahap
maturasi oosit. Setelah oosit tersebut matang dilanjutkan dengan inseminasi in
vifro menggunakan spermatozoa kambing dengan perlakuan proses kapasitasi
standar. Sebaliknya spermatozoa kambing diber perakuan dengan protein
gZP3 pada tahap kapasitasi, selanjutnya dipakai untuk menginseminasi /n vitro
pada oosit kambing yang mengalami perakuan maturasi standar. Sebagai
kontrol dipergunakan oosit kambing dengan perlakuan maturasi standar dan
spermatozoa kambing dengan pertakuan standar, kemudian keduanya diproses

lebih lanjut dalam inseminasi in vifro.

Protein gZP3 disimpulkan berperan sebagai reseptor fertilisasi pada zona
pelusida kambing, apabila pembuahan tidak terjadi pada kedua kelompok
perakuan oosit maupun spermatozoa kambing. Tolok ukur untuk menentukan
kegagalan pembuahan adalah berdasarkan penurunan angka cleavage hasil

fertilisasi in vifro secara nyata pada taraf kepercayaan § %. Hasil penelitian
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disajikan pada Lampiran 6, Tabel 5.5 dan Gambar 5.11. Visualisasi oosit

matang dan embrio stadium cleavage terdapat pada Gambar 5.12.

Tabel 5.5. Angka Cleavage embrio kambing (%) setelah perlakuan penambahan
antibodi gZP3 pada media maturasi oosit dan penambahan gZP3
pada media kapasitasi spermatozoa

Pertakuan Rentangan [ Sim;irga; %aku
Kontrol 27,27 — 45 45 38,07 +523%
Antibodi gZP3 pada Maturasi QOosit 0,00 -9,09 426 +3,78"%
GZP3 pada Kapasitasi Spermatozoa) 0,00 -20,00 9,58 +6,70°

Superskrip yang tidak sama daiam satu kolom, berbeda nyata (p<0,05).

Pada penelitian ini kinerja antibodi gZP3 maupun protein gZP3 dalam
menghambat teradinya fertilisasi antara oosit dengan spermatozoa kambing
diamati berdasarkan besamya angka cleavage yang terjadi setelah perlakuan.
Angka cleavage adaiah besamya persentase embrio stadium cleavage yang
berkembang setelah fertilisasi in vifro. Embrio stadium cleavage adalah sigot
hasil fertilisasi in vitro yang selanjutnya mengalami mitosis beberapa Kkali,
sehingga terbentuk beberapa (2 — 32) sel blastomer tanpa disertai penambahan

volume embrio (Gordon, 1894 ; Bongso dan Gardner, 2000).

Berdasarkan data tersebut di atas terlihat bahwa terjadi penurunan angka
cleavage kelompok perlakuan dibandingkan kelompok kontrol. Pada kelompok

kontrol {perlakuan standar fertilisasi /n vifro pada oosit dan spermatozoa
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kambing) angka cleavage berkisar dalam rentangan data 27,27 — 4545 %

dengan rerata 38,07 £ 5,23 %.

£ Kontrol
3 Antibodi
- (OAntigen

Angka 20
Cleavage 45
104

5

0

Gambar 5.11 Hasil Fertilisasi in vitro pada Kambing setelah perlakuan
penambahan antibodi 9ZP3 pada media maturasi oosit
(Antibodi} dan penambahan gZP3 pada media kapasitasi
spermatozoa (Antigen).

Pada kelompok perfakuan suplementasi 10 % serum kelinci (Oryctolagus
cuniculusy yang mengandung antibodi gZP3 dengan titer 10.240 pada media
maturasi ocosit kambing, angka cleavage dengan rentangan antara 0,00 — 9,09
dengan rerata 4,26 £ 3,78 %. Angka clevage kelompok perlakuan oosit kambing
dengan antibodi gZP3 tersebut lebih rendah (p<0,05) menjadi satu per sembilan
dibandingkan keiompok kontrol. Sedangkan pada kelompok periakuan

suplementasi 10 % atau 13,16 pg / ml protein gZP3 pada media kapasitasi
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spermatozoa (media EBSS), angka cleavage Ilebih rendah (p<0,05)
dibandingkan kelompok kontrol, yaitu dengan rentangan antara 0,00 - 20,00
dengan rerata 9,58 + 6,70 %. Angka clevage kelompok perlakuan spermatozoa

kambing dengan protein gZP3 tersebut lebih rendah menjadi satu per empat

dibandingkan kelompok kontrof.

Gamba 5.12 Fertilisasi in vitro oosit kambing (Capra hircus). Gambar atas :
oosit yang telah matang, Gambar bawah : embrio stadium
cleavage, (a) dua sel (b) empat sel (c) delapan sel. Pemeriksaan

dengan Mikroskop Cahaya, Olympus CK2, pada pembesaran
100x.
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5.3 Penelitian 111 :

A Uji Potensi Imunokontraseptif Antibodi gZP3 dengan
Teknik Fertilisasi in vitro pada Oosit Mencit

Disertasi

(Mus musculus) sebagai Model
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Penetitian tahap ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh antibodi

gZP3 asal serum mencit (Mus musculus) yang telah diimunisasi dengan

gZP3 (post immune serum) terhadap kegagalan fertilisasi in vifro oosit

dengan spermatozoa mencit dibandingkan dengan serum asal hewan

coba yang sama sebelum imunisasi (pre immune serum).

5.3.1 Titer Antibodi gZP3 Sebelum dan Setelah Imunisasi

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata

(p<0,05) titer antibodi gZP3 serum sebelum imunisasi (pre immune

serum) dan setelah penyuntikan imunisasi (post immune serum),

yaitu tujuh hari setelah booster kedua (Tabel §.6, Gambar 5.13 dan

Lampiran 7).

Tabel 5.6 Titer antibodi serum mencit (Mus musculus) sebelum dan
setelah imunisasi dengan zona pelusida 3 (ZP3) kambing.

| : Rerata 1
Waktu Rentangan Simpangan Baku
Sebelum Imunisasi 40 - 80 48 + 16,87
Setelah Imunisasi 320 — 640 576 + 134,92

Superskrip yang tidak sama dalam satu kolorm berbeda nyata (p<0,05).
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Serum yang berasal dari mencit (Mus musculus) sebelum dan
setelah imunisasi tersebut di atas, selanjutnya digunakan untuk
penelitian suplementasi media fertilisasi /in vifro antara oosit dengan

spermatozoa mencit.

6007

o

{ BPre Imun
| WPost Imun

Gambar 5.13 Titer Antibodi Serum Mencit {Mus muscuius) Sebeium
dan Setelah Penyuntikan dengan Zona Pelusida-3
Kambing (gZP3)

5.3.2 Hasil Fertilisasi in vitro Mencit (Mus musculus)

Uji fertilisasi in vitro dilakukan terhadap antiserum Mencit (Mus
musculus) sesudah imunisasi dengan 40 pg gZP3 (post immune
serum) sebagai perlakuan dibandingkan dengan serum sebelum
imunisasi (pre immune serum) sebagai kontrol. Kelompok periakuan
menggunakan pre immune serum yang mengandung antibodi dengan

titer terendah, yaitu 40, sedangkan kelompok komtrol menggunakan

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



Disertasi

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

115

post immune serum dengan titer antibodi tertinggi, yaitu 640. Uji ini
dimaksudkan untuk mendapatkan konfirmasi bahwa penyebab
infertilitas pada hewan coba adalah antibodi gZP3 yang terdapat

dalam serum.

Pada penelitian ini dua dar 10 hewan coba yang disuperovulasi
tidak menghasilkan oosit sama sekali, sehingga terdapat delapan
tetes fertilisasi sebagai ulangan (Tabel 5.7. dan Lampiran 8). Hasil
penelitian dalam visualisasi gambar kantung oosit, kompleks oosit-
kumulus, oosit yang telah mengailami fertilisasi dan oosit yang gagal

fertilisasi dapat dilihat pada Gambar 5. 14.

Tabel 5.7. Ringkasan data hasil fertilisasi /n vitro oosit mencit (Mus
musculus) dengan inkubasi dalam pre immune serum
{Kontrol} dan post immune serum (Perlakuan)

Jumiah Tetes | Jumlah B . Gagai
| Kelompok | “rortilisasi | Oosit | L ortIsasl | oo icasi
Kontroi 8 54 54 0
Perlakuan 8 49 0 49

Keterangan : terdapat perbedaan nyata (p<0,05) antar perlakuan

Hasil pembedahan mencit (Mus musculus) betina untuk
koleksi oosit menghasilkan delapan pasang kantung oosit. Kantung
oosit berada pada oviduk, menggelembung berisi cairan, sehingga

lebih transparan dibandingkan bagian oviduk yang fain, sebagaimana
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terlihat pada Gambar (5.14a). Selanjutnya dengan bantuan mini
pinset dan jarum tuberkulin, kantung oosit dibuka dengan
pengamatan pada mikroskop disekting dengan pembesaran 40 kali.
Keberadaan oosit matang mencit dengan kualitas A {sel-sel kumulus
mekar, mengalami musinasi, terdiri lebih dari lima lapis sel) dapat

dilihat pada Gambar (5.14.b).

. SRR @

Gamba 5.14. Hasil fertilisasi in vitro oosit mencit (Mus musculus) : (a), Kantung
oosit, pembesaran 40 x (b), Komplek oosit ~ kumulus, {¢) Oosit
kelompok kontral mengalami fertilisasi, tanda panah : Polar Body
Il ; dan (d) Oosit kelompok periakuan tidak mengalami fertitisasi,
pembeasaran 100 x. Pemeriksaan dengan Mikroskop Cahaya Meiji
CE Binocular
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Spermatozoa motil dikoleksi dengan cara pembedahan dari
kauda epididimis mencit (Mus musculus) jantan dewasa normal yang
terbukti fertil. Kauda epididimis hewan coba diangkat, kemudian dicuci
tiga kal dalam PBS selanjutnya dimasukkan ke dalam 0,5 ml media
M16. Konsentrasi spermatozoa satu jula per 100 ul media, dengan

motilitas 100 % dipakai untuk fertilisasi /n vitro.

Pada kelompok kontrol, media M16 disuplementasi sebanyak
10 % dengan pre immune serum dengan titer antibodi terendah, yaitu
40. Delapan tetes fertilisasi kelompok kontrol dengan total jumiah
oosit sebanyak 54 buah, seluruhnya mengalami fertilisasi. Terjadinya
fertifisasi ditandai dengan terdegradasinya sel-sel kumulus dan
terbentuknya polar body /! pada sigot sebagaimana terlihat pada

Gambar 5.14 (c).

Pada kelompok perlakuan, media fertilisasi in vitro (M16)
disuplementasi dengan antiserum (post immune serum dengan titer
antibodi gZP3 640) sebesar 10 %. Hasil penelitian pada kelompok
perakuan ternyata menunjukkan bahwa antibodi gZP3 menghambat
fertilisasi seluruh oosit pada delapan tetes fertilisasi dengan jumiah
total cosit sebanyak 49 buah. Kegagalan fertilisasi tersebut ditandai
dengan tetap intak atau tidak adanya perubahan pada seluruh

Kompleks — Oosit — Kumulus (Gambar 5.14.d).
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B Uji Potensi Imunokontraseptif Antibodi gZP3 dengan
Teknik Binding Assay pada Oosit Mencit
(Mus musculus) sebagai Model

Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah spermatozoa yang
terikat kuat pada zona pelusida kelompok perlakuan jauh iebih kecil
(p<0,05) dibandingkan kelompok kontrol, sehingga Binding Index
sebesar 545 + 3,88 {skala 0 — 100) (Tabel 5.8, Gambar 5.15, dan

Lampiran 9).

Tabel 5.8 Ringkasan data hasil Binding Assay oosit mencit (Mus
musculus) dengan inkubasi dalam serum pre immune dan
serum post immune

Jumlah Spermatozoa Terikat |
Perlakuan N . '
Rentangan Rerata + Simpangan
Baku
Serum Pre Immune 10 33-43 35,1+3,35
Serum Post immune | 10 0-4 1,90+1,25
Binding Index J 10 6,00-11,76 545 + 3,88

Pada penelitian ini serum yang dipakai adalah sama dengan
serum pada pengujian dengan teknik fertifisasi in vitro di atas. Serum
untuk kelompok perakuan mengandung antibodi gZP3 dengan titer
640, hasil imunisasi mencit (Mus musculus) dengan 40 ug gZP3 dalam

Freund Adjuvant dengan dua kali booster interval 14 hari. Serum untuk
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kelompok kontrol berasal dari hewan coba yang sama sebelum

diimunisasi dengan gZP3, mengandung titer antibodi 40.

40 B i :
35-/ |
Jumiah 30 |
Sel | . g Pre Immune
Sperma g . |@Post immune |
Terikat 101~ N

5
G

Gambar 5.15 Hasil Binding Assay pada QOosit Mencit dengan inkubasi
dalam serum pre immune (Kontrol) dan serum post
immune (Perlakuan)

Pada Gambar 5.16 (a), 5.16 (b), dan 5.16 (c) dapat dilihat hasil
Binding Assay pada penelitian ini. QOosit mencit (Mus musculus)
sebelum inkubasi dengan suspensi spermatozoa pada Gambar 5.16
(a). Pada kelompok kontrol terdapat bayangan gambar spermatozoa
yang melekat di sekitar zona pelusida mencit (Mus musculus), Gambar
5.16 (b). Pada kelompok perlakuan diperlihatkan oosit yang tidak

mengikat spermatozoa sama sekali, pada 5.16 (c). Gambar 5.16 (d)
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adalah visualisasi Binding Assay tanpa perlakuan yang dikutip dari

referensi (Wassarman ef al, 2001).

Gamba 5.16 Gambaran Binding Assay oosit mencit (Mus musculus) -
(a) Oosit sebelum perlakuan, (b) Oosit kontrol, tanda
panah : gambaran spermatozoa, (c) Qosit kelompok
perlakuan. Pemeriksaan dengan Mikroskop Cahaya
Meiji CE Binocular pada Pembesaran 100 x Gambar (d)
Binding  spermatozoa dengan  zona pelusida
(Wassarman et al, 2001)
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BAB 6 PEMBAHASAN

6.1. Identifikasi, 1solasi dan Karakterisasi Protein Reseptor
Fertilisasi pada Zona Pelusida Kambing
Zona pelusida adalah glikoprotein berbentuk speris yang membungkus
oosit. Pada fertilisasi, zona pelusida berfungsi sebagai tempat pengenalan dan
periekatan antara spemmatozoa dengan ovum vang bersifat spesies spesifik,
menginduksi reaksi akrosom pada spermatozoa, dan mencegah polispermmi

setelah fertilisasi (Hafez dan Hafez, 2000 ; Hemachand ef af, 2002).

Zona pelusida disintesis selama pertumbuhan oosit pada folikulogenesis,
dari fase Germinal vesicle break down (GVBD) sampai dengan fase metafase |.
Pada masa tersebut oosit mensekresikan molekul-molekul proteoglikan
membentuk zona pelusida berupa filamen-filamen panjang yang saling
berkoneksi menyusun suatu struktur yang relatif porus. Pada metafase | dan
metafase || zona pelusida sudah dapat dipenetrasi oleh spermatozoa kaiena

adanya por-pori proteoglikan (Pineda, 2003 ; Hafez dan Hafez, 2000).

Pengukuran mikrobiometri cosit kambing menunjukkan bahwa rerata
diameter luar oosit adalah sebesar _183,89 + 12,95 ym, diameter ooplasma
(vitelus) sebesar 147,84 = 12,00 pm. Sebagai perbandingan, oosit mencit
mempunyai diameter sekitar 120 pm {Schorderet-Slatkine dan Huarte, 2003).
Pada sapi, oosit mempunyai diameter luar 150,47 + 3,95 dan diameter dalam

111,71 £ 3,12. Tebal zona pelusida kambing adalah sebesar 16,63 = 1,71 um.
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Tebal zona pelusida sangat bervariasi pada beberapa spesies, yaitu ZP
Opossum setebal 1 ym, mencit 5 ym, hamster 8 pm, manusia 13 ym, domba 15
um, babi 16 pm dan sapi 27 ym (Hafez dan Hafez, 2000). Berdasarkan diameter
terluar oosit dan tebal zona pelusida dapat dihitung volume tiap satuan zona
pelusida kambing, yaitu dengan mengurangi volume bola berdasarkan diameter
luar oosit dengan volume bola berdasarkan diameter bagian dalam zona

pelusida, yang ternyata sebesar 849.354,13 £ 218.315,6 pm?®,

Pada SDS-PAGE protein mengalami elektroforesis datam deteren ionik,
sehingga deterjen akan mengikat residu hidrofobik peptida. Protein dalam SDS-
PAGE akan bermigrasi sesuai dengan massa molekul relatifnya dan akan
terkonsentrasi pada band atau pita pada gel. Protein dengan massa moiekul
relatif (Mr) yang lebih besar pada gel SDS-PAGE akan tertahan pada posisi
yang lebih tinggi daripada protein dengan massa molekul relatif yang lebih

rendah (Rantam, 2003).

Apabila glikoprotein zona pelusida dipaparkan pada SDS-PAGE, maka
pada umumnya akan terbagi dalam tiga macam protein konstituen (Barber dan
Fayrer-Hosken, 2000 ; Rankin dan Dean, 2000 ; Srivastava ef a/, 2002 ; Miller et
al, 2000). Nomenkiatur protein zona pelusida didasarkan pada mobilitas protein
tersebut pada gel SDS-PAGE dari atas ke bawah dengan massa molekul relatif
(Mr) berturut-turut makin kecil, yaitu ZP1, ZP2 dan ZP3. identifikasi konstituen
gZP pada penelitian ini juga menghasilkan tiga band yang selanjutnya disebut
gZP1, gZP2 dan gZP3.
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Pada penelitian ini isolasi protein yang berasai dan band ketiga (gZP3)
SDS-PAGE diperoleh suspensi glikoprotein gZP3 sebanyak 9,5 mi dengan
konsentrasi 290,547 ug/ml. Dengan demikian diperoieh protein gZP3 total
sebanyak 2.760,1965 ug. Protein gZP3 tersebut selanjutnya dipakai pada
serangkaian penelitian untuk konfirmasi peranannya sebagai reseptor fertilisasi,
dan pengujian potensinya sebagai bahan imunokontrasepsi pada mencit (Mus

muscuius) hewan coba modei.

Protein ZP1, ZP2 dan ZP3 merupakan 95 % atau lebih penyusun zona
pelusida. Pada mencit terdapat sekitar 5 ng protein zona pelusida per oosit
(Hemachand et al, 2002). Menurut Dale dan Elder (2000), protein merupakan 70
% komponen penyusun zona pelusida mencit (Mus musculus), sedangkan
komponen lain adalah heksose 20 %, sialat 3 % dan sulfat 2 %. Formasi zona
pelusida mutiak membutuhkan komponen ZP2 dan ZP3, sedangkan ZP1 tidak
penting. Qosit mencit tanpa ZP2 menyebabkan defek struktur zona pelusida,
oosit mencit tanpa ZP3 menyebabkan tidak terbentuknya struktur zona pelusida,
dan steril. Oosit mencit tanpa ZP1 tetap mempunyai fapisan zona pelusida, dan
tetap fertil (Rankin dan Dean, 2000). Hal ini disebabkan secara strukturai ZP3
dan ZP2 membentuk kerangka yang saling menyilang, sedangkan ZP1 sebagai
jembatan penghubung di beberapa bagian, sebagaimana digambarkan Green
{1997) yang dikutip sebagai Gambar 2.3. Pada fertilisasi (secara fungsional)
ZP3 berperan sebagai reseptor primer, sedangkan ZP2 sebagai reseptor

sekunder pengenalan terhadap spermatozoa (Brewis dan Wong, 1999).
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Analisis regresi berdasarkan data marker pada ge! hasii SDS-PAGE dan
data Mr masing-masing marker pada manual SDS-PAGE Molecular Weight
Standards (Catalog Number 161-0317, Bio-Rad}, diperoleh persamaan regresi
linier : y = 5,272 — 0,705x. Penghitungan pada masing-masing lima /fane hasil
SDS-PAGE didapat hasi! bahwa Mr gZP1 adalah 120.67 + 6.12 ; Mr gZP2

adalah 94.38 + 1.66 dan Mr gZP3 82.05 £ 6.90 kDa.

Hasil tersebut di atas sesuai dengan permyataan Barber dan Fayrer-
Hosken {(2000) bahwa Mr glikoprotein konstituen zona pelusida, yaitu ZP1, ZP2
dan Zp3 pada beberapa spesies berfurut-turut mempunyai rentangan antara 80
- 200, 50 — 120 dan 45 - 110 kDa. Sebagai perbandingan pada mencit (Mus
musculus) Mr ZP1, ZP2 dan ZP3 berturut-turut sebesar 200, 120 dan 83 kDa.
Pada manusia (Homo sapiens) Wr ZP1, ZP2 dan ZP3 berturut-turut 90 — 110,

64 - 78, dan 57 —73.

Sebanyak 10 pt isolat {mengandung 2,9 ug gZP3) diencerkan dalam
Laemii buffer 1 : 1. Larutan tersebut selanjutnya dipaparkan pada sumuran SDS-
PAGE 12 % seperti pada proses yang dilakukan sebelumnya. Running ulang
tersebut termyata benar menghasitkan band tunggal dengan jarak migrasi
sejauh 32 mm atau berkedudukan diantara marker phosphorilase b (Mr 97,40}

dan marker Bovine serum albumin (Mr 66,20).

Pemeriksaan gel hasil SDS-PAGE dengan densitometri dilakukan untuk
konfirmasi band yang terbentuk pada gel dan pengukuran kadar protein pada

masing-masing /ane-nya (Aulanni'am, 2004). Hasil pemeriksaan dengan

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

125

Densitometri terhadap lane marker, lane 9ZP dan gZP3 diketahui bahwa
masing-masing band ditandai oleh puncak (peak) kurva, dengan ketinggian
kurva (hieghf) sebagai intensitas densitograf. Pada penelitian ini telah diperocleh
konfirmasi keberadaan band yang sesuai dengan densitogramnya. Kesesuaian
tersebut ditandai dengan kesamaan letak band dan letek puncak (peak)
densitogram. Kesesuaian terdapat baik pada fane marker, fane sampel gZP
{terdiri dari band gZP1, gZP2, dan gZP3} maupun fane gel hasil SDS-PAGE

ulang isolat gZP3 (Gambar 5.5 pada Bab Hasil Penelitian).

identifikasi band tunggal hasil SDS-PAGE ulang isolat gZP3 pada
Densitometer juga menghasilkan peak tunggal dengan jarak migrasi sejauh 32
mm, sesuai dengan jarak migrasi gZP3 pada gel hasil SDS-PAGE gZP3 maupun
gZP. Pada densitograf tampak kurva tunggal dengan ketinggian 75,9 mm dan
luas daerah di bawah kurva sebesar 12352 mm‘. Adanya kurva tunggal
tersebut menunjukkan bahwa isclat protein yang diperoleh benar-benar band

ketiga (9ZP3) yang dimaksud pada gel hasil SDS-PAGE.

Ketebalan band pada gel hasil SDS-PAGE dikuantifikasi daiam bentuk
iuas daerah di bawah kurva (area) pada kurva densitograf. Kuantitas tersebut
menunjukkan proporsi kadar protein pada gel (Green, 1997 ; Hemachand et a/,
2002). Pada zona pelusida kambing band paling tebal adalah band gZP3,
kemudian diikuti band gZP2 dan paling tipis band gZP1. Adanya data bahwa
band gZP3 adalah yang paling tebal, menunjukkan bahwa gZP3 mempunyai

proporsi massa paling banyak dibandingkan gZP1 dan gZP2 pada zona pelusida
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kambing. Konstituen ZP3 mempunyai proporsi terbesar karena fungsi utama
zona pelusida datam fertilisasi adalah untuk pengenalan primer spermatozoa
terhadap cosit yang selanjutnya menginduksi reaksi akrosom pada spermatozoa
tersebut. Untuk mendukung fungsi tersebut, menurut Tsubamoto ef af (1999),
ZP3 dan ZP2 membentuk kerangka yang dihubungkan oleh ZP1 di beberapa
bagian, sebagaimana digambarkan Green (1997) yang dikutip sebagai Gambar

2.3 pada Tinjauan Pustaka penelitian ini.

Luas daerah di bawah kurva densitogram pada ZP1, ZP2 dan ZP3
kambing berturut-turut sebesar 2505,88 + 366,19 mm?; 10710,75 £ 557,62
mm? dan 22963 45 + 1346,50 mm’. Berdasarkan data tersebut dapat dihitung
persentase komposisi gZP1, gZP2 dan gZP3 penyusun zona pelusida kambing
secara berurutan sebesar 6,93 ; 29,60 dan 63,47 % (Gambar 5.6). Sebagai data
pembanding diketahui bahwa rasio antara ZP3 dan ZP2 pada mencit (Mus

musculus) adalah 1 : 1, sedangkan ZP1 sebesar 9 % (Rankin dan Dean, 2000).

Hasil imunisasi mencit (Mus musculus) betina dengan 40 ug protein gZP3
dalam Freund Adjuvant dengan dua kali booster, menunjukkan adanya titer
antibodi yang lebih tinggi secara nyata (p<0,05) dibandingkan titer antibodi
mencit betina kelompok kontrol (Gambar 5.7). Hewan coba kontrol pada
penelitian ini hanya disuntik larutan NaCl fisiologis. Pada semua hewan coba

kelompok kontrol didapatkan titer antibodi yang tidak sama dengan nol.

Elisa untuk menera titer antibodi dalam serum dengan antigen yang

homolog menghasilkan reaksi positif paling kuat, namun reaksi silang dapat juga

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

127

terjadi (Paterson et al, 1999 ; Sadier ef al, 2000 ; Hasegawa et al 2002 ;
Paterson et al, 2002 ; Srivastava et al, 2002). Anti serum terhadap peptida zona
pelusida babi, kelinci dan manusia masing-masing pafing kuat bereaksi terhadap
peptida yang homolog, tetapi dapat juga terjadi reaksi silang dengan derajat

yang berbeda-beda diantara ketiganya {(Hasegawa et al, 2002).

Pada serum mencit (Mus musculus) betina kontroi dikenali oleh protein
gZP3 dengan titer antibodi dengan rerata 44 + 12,65 Hal ini menunjukkan
bahwa di dalam serum hewan coba tersebut terdapat klon igG yang dikenali
oleh epitop peptida pada back bone serine / threonine atau pada glikan Gal —
B{1,3) — GalNAc pada gZP3. Menurut Zhu dan Naz (1898}, terdapat homologi
susunan asam amino ZP3 antar spesies mamalia. Dikenalinya protein gZP3 oleh
serum mencit kontrol tersebut menunjukkan adanya homologi susunan asam
amino antara gZP3 dengan ZP3 mencit (mice zona pellucida-3, mZP3). Adanya
homologi tersebut memberi peluang pemakaian protein gZP3 sebagai bahan
imunokontrasepsi untuk dicoba pada mencit sebagai hewan mode! sebelum

kelak diteliti lebih lanjut untuk diterapkan pada wanita.

Hasil penelitian imunisasi kelinci (Oryclofagus cuniculus) jantan dengan
200 ug gZP3 dalam Freund adjuvant dengan dua kali booster dengan interval 14
hari, menghasilkan serum (post immune serum) dengan titer antibodi dalam
rentangan antara 2560 - 10240 dan rerata sebesar 7.840 + 1583,92 (Gambar
5.9). Pada Kelinci jantan, gZP3 benar-benar merupakan protein asing. Titer

antibodi kelinci sebelum imunisasi (pre immune serun) menunjukkan angka nol.
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Hal ini disebabkan hewan coba yang dipakai untuk memproduksi antibodi adalah
hewan jantan. Hewan jantan tidak memiliki zona pelusida, sehingga tidak
ferdapat suatu protein yang memiliki homologi susunan asam amino dengan
protein gZP3. Tidak adanya homologi susunan asam amino tersebut
menyebabkan serum kelinci jantan sebelum imunisasi tidak mengandung
autoantibodi terhadap ZP3-nya sendiri yang dapat dikenali oleh protein gZP3
dalam uji Elisa. Menurut Austyn dan wood (2000), Goldsby et al (200) dan
Abbas et al (2000), titer antibodi sebagai ukuran kuantitas respon imun atau
imunogenisitas terutama  dipengaruhi oleh faktor keasingan antigen oleh
hospes. Titer antibodi kelinci jantan yang lebih tinggi dibandingkan titer antibodi

mencit, karena gZP3 merupakan protein yang sama sekali asing bagi kelinci.

Data titer antibodi hasil imunisasi tersebut menunjukkan sifat
imunogenisitas protein gZP3 pada hewan coba mencit {Mus musculus) maupun
kelinci (Oryctolagus cuniculus). Antibodi terbentuk setelah dilakukan penyuntikan
imunogen gZP3. Protein asing gZP3 yang disuntikkan ke dalam tubuh hewan
coba akan memicu serangkaian proses respon imun. imunogen gZP3 mula-mula
ditangkap oleh sel limfosit B. Sel B kemudian berdeferensiasi menjadi sel Blast,
selanjutnya menjadi sel Plasma penghasil antibodi (Goldsby et al 2000).
Protein gZP3 sebagai antigen (Ag) juga mengalami internalisasi cleh sel-sel
dendritik sebagai antigen presenting cells (APC). Protein gZP3 mula-mula
mengalami endositosis, masuk ke dalam sel APC sebagai endosom. Di dalam

endosom oleh peristiwa enzimatis protein gZP3 terdegradasi menjadi fragmen-
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fragmen variant (epitop) dan fragmen-fragmen invariant (bukan epitop).
Fragmen-fragmen invariant mengalami proses degradasi lebih lanjut dalam
lisosom. Bersamaan dengan peristiwa tersebut molekul major histocompatability
complex (MHC) Il dikirim dafi Golgi apparatus menuju endosom. Molekut MHC i
selanjutnya akan mengikat fragmen-fragmen varian! sebagai epitop 9ZP3.
Epitop-epitop gZP3 membentuk kompleks dengan molekul MHC Il yang
selanjutnya dipaparkan dipermukaan APC untuk dikenali oleh sel T helper. Sel-
sel T helper mengenali kompleks Ag-MHC |l pada pemmukaan APC melalui
reseptor CD4" sehingga mengaktivasi sel T untuk memproduksi sitokin. Sitokin
menyebabkan sel B berfinteraksi dengan T helper sehingga se! B berdeferensiasi

menjadi sel-sel memori dan sel plasma penghasil antibodi {(Abbas ef al, 2003).

Selain respon imun humoral, imunisasi hewan coba dengan sediaan ZP3
dapat juga menghasilkan respon imun seluler yang dapat merusak strukiur
fungsional ovarium. Timbulnya kelainan pada ovarium tersebut erat kaitannya
dengan keberadaan epitop sel T pada imunogen. Hal tersebut dibuktikan bahwa
kefainan ovarium dapat diinduksi dengan transfer sel T CD4" dar mencit yang
diimunisasi dengan sediaan ZP ke mencit resipien, tetapi tidak terjadi melalui
transfer antibodi ZP3. Sel T CD4" dari mencit juga dapat mengenali peptida
zona pelusida mencit pada antigen presenting celis (APC) dalam ovarium.
Pengenalan tersebut berakibat perekrutan makrofag, sekresi sitokin dan

peradangan ovarium {(Barber dan Fayrer-Hosken, 2000). Gangguan ovarium
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berupa percepatan pengosongan germ pool tersebut pada wanita dapat

menyebabkan menopause dini (Paterson et al 2002).

Imunisasi mencit {(Mus musculus) dengan gZP3, menyebabkan
peningkatan titer antibodi, tefapi tidak menimbuikan kelainan ovarum. Struktur
fungsional ovarium yang dinyatakan dengan rerata jumlah folikel primer, folike!
sekunder, folikel tersier, folikel de Graaf maupun korpus luteumn masing-masing
hewan coba setelah pedakuan temyata tidak menunjukkan perubahan nyata
{p=0,05) (Mustofa, 2005). Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian lain bahwa
tidak berubahnya struktur fungsional ovarnum mengakibatkan tidak berubahnya

siklus birahi hewan coba setelah imunisasi dengan gZP3 (Mustofa dkk., 2003).

Pada penelitian ini, uji spesifisitas dengan metode Dot blotting dilakukan
untuk memastikan bahwa antibodi yang terbentuk pada serum kelinci
(Oryctolagus cuniculus) maupun mencit (Mus musculus) hasil imunisasi masing-
masing hewan coba dengan protein gZP3 adalah benar-benar antibodi gZP3

(Beesley, 1993).

Berdasarkan Gambar 5.9, terdapat reaksi positif pengenalan antibodi
gZP3 baik asal mencit fnaupun asal kelinci dengan protein gZP3 dibandingkan
kontrol. Hasil tersebut menunjukkan bahwa antibodi yang terbentuk pada serum
kelinci (Oryctolagus cuniculus) maupun serum mencit (Mus musculus) hasil
imunisasi dengan protein gZP3 adalah benar-benar antibodi gZP3 yang
dibutuhkan untuk penelitian lebih lanjut. Gradasi wama noda antibodi asal serum

kelinci (Oryctolagus cuniculus) lebih pucat dibandingkan asal mencit {Mus
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muscuius). Hal tersebut memberikan gambaran terdapat iebih banyak ragam
kion 1gG anti gZP3 asal serum mencit yang terikat pada protein 9ZP3

dibandingkan jumilah ragam klon IgG anti gZP3 asatl serum kelinci.

Menurut Rantam (2003) dan Abbas ef a/ (2003), antibodi polikionat
mempunyai afinitas yang tinggi terhadap antigen. Pada penelitian ini protein
gZP3 yang diimunisasikan pada mencit (Mus musculus) menghasilkan antibodi
poliklonal. Menurut Zhu dan Naz (1999) terdapat homologi susunan asam amino
antar spesies pada mammalia. Susunan asam aminoc gZP3 sampai saat ini
belum diketahui {publikasi yang ada adalah susunan asam amino bovine ZP3,
bZP3), namun diyakini terdapat homologi asam amino antara gZP3 dengan
mZP3. Pada Dot blot beberapa epitop protein gZP3 dapat dikenali oleh antibodi
yang sudah ada dalam serum mencit (auto antibodi akibat adanya homologi
susunan asam amino gZP3 dengan mZP3) maupun antibodi gZP3 hasil

imunisasi hewan coba tersebut dengan protein gZP3.

Pada saat dilakukan imunisasi pada mencit betina, beberapa epitop
protein gZP3 yang homolog dengan protein epitop mZP3, langsung berinteraksi
dengan beberapa klon |gG dan dengan sel-sel memori. Sel memori sensitif
terhadap rangsangan oleh imunogen yang sama. Reaksi tersebut menyebabkan
proliferasi cepat sel-sel memori menjadi sel plasma penghasili antibodi. Menurut
Goldsby et al (2000), respon imun yang teriadi apabila sudah ada sel memori
sebelumnya, menghasitkan antibodi dengan afinitas dan aviditas yang tinggi,

serta dengan spesifisitas yang juga tinggi. Menurut Smith (1995), dalam
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keadaan spesifisitas yang luas atau spesifisitas terhadap tiap satuan epitop
rendah, menghasilkan sensitivitas yang tinggi. Populasi antibodi yang memiliki
keragaman tinggi menghasilkan beberapa klon antibodi dengan afinitas yang
berbeda-beda. Klon antibodi dengan afinitas vyang tinggi cenderung

mendominasi kion antibodi dengan afinitas rendah.

Pada Dot biot serum asal kelinci, protein gZP3 hanya berikatan dengan
antibodi gZP3, karena kelinci yang dipakai sebagai hewan coba adalah kelinci
jantan. Pada kelinci jantan tidak dijumpai protein yang homclog dengan gZP3
yang dibuktikan dengan titer nol pada serum hewan coba sebelum diimunisasi
dengan protein gZP3 (Tabel 5.4 dan Gambar 5.8). Hasil Dot biot tersebut
menunjukkan bahwa antibodi gZP3 asal serum kelinci sangat spesifik terhadap

protein gZP3, namun mempunyai afinitas yang rendah.

Protein gZP3 tidak dikenali oleh serum kelinci jantan sebelum imunisasi,
sebab hewan jantan tidak memiliki ZP3 yang memungkinkan adanya klon 1gG
yang mengenali epitop gZP3. Imunisasi kelinci jantan dengan protein gZP3
menghasilkan sejumlah klon IgG yang sangat spesifik hanya terhadap gZP3.
Menurut Smith (1995), dalam pembentukan antibodi yang sangat spesifik,
menghasilkan sifat antibodi yang afinitasnya relatif seragam, sehingga

sensitivitasnya rendah.

Uji indirect immunofuorescence dapat dipakai untuk mengidentifikasi
keberadan reseptor fertilisasi pada zona pelusida maupun pada spermatozoa.

Prinsip reaksi ini adalah reaksi spesifik reseptordigan, antigen-antibodi dan
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antibodi-anti terhadap antibodi tersebut {antibodi sekunder) yang terlabel suatu
penanda (Kiernan, 1990). Visualisasi terhadap reaksi tersebut dilakukan dengan
menggunakan antibodi sekunder, yaitu conjugate rabbit anti mice IgG teriabel

dengan fluoro iso thio cianate (FITC) (Burgess, 1995 ; Rantam, 2003).

Pada pengujian keberadaan reseptor fertilisasi pada zona pelusida,
preparat yang digunakan dapat berupa preparat histologis ovarium (Govind et al,
2000 ; Srivastava et al, 2002) ; oosit (Hasegawa et al, 2002 ; Hernachand et al,
2002}, embrio (Hemachand et al, 2002) atau spermatozoa. Pada penelitian ini
target organ yang ingin diketahui reseptomya adalah zona pelusida kambing.
Untuk memudahkan membuat preparat utas di atas gelas obyek terlebih dahulu

zona pelusida kambing disonikasi.

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa antibodi sekunder yang terlabei
FITC tidak dapat mengenali zona pelusida kambing pada sediaan kontrol
sebagaimana tampak pada Gambar 5.8 (a). Sedangkan zona pelusida kambing
yang dipapar dengan antibodi gZP3 dari serum mencit (Mus musculus), dicuci,
selanjutnya dipapar dengan antibodi sekunder terlabei FITC, kemudian dicuci
sekali lagi, ternyata menghasiikan adanya fluoresensi sebagaimana pada
Gambar 5.8 {(c). Hasil ini menunjukkan bahwa antibodi gZP3 yang dihasilkan dari

imunisasi mencit (Mus musculus) dapat mengenali zona pelusida kambing.

Imunisasi mencit (Mus musculus) dengan 40 pg gZP3 menyebabkan
infertilitas semua hewan coba (Mustofa dkk, 2004a). Di dalam tubuh mencit yang

diimunisasi dengan gZP3, antibodi gZP3 yang terbentuk terikat secara sterik
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pada pada back bone serine / threonine atau pada glikan Gal — $8(1,3) — GalNAc

pada zona pelusida, sehingga menghalangi spermatozoa untuk membuabhi.

Keberadaan egg binding protein pada spemmatozoa dapat diidentifikasi
dengan teknik imunofluoresen, vyaitu menggunakan antibodi terhadap
spermatozoa (Camona ef al, 2002 ; Hemachand et al, 2002). Uji tersebut dapat
juga dilakukan untuk mengetahui hubungan reseptor fertilisasi pada zona
peiusida (sperm receptor) dengan ligannya, vaitu egg binding protein pada
pemukaan membran piasma spermatozoa. Hemachand ef af (2002} melakukan
pengujian keberadaan egg binding protein pada permukaan membran
spermatozoa dengan mereaksikan preparat ulas spermatozoa dengan ZP3
(reaksi reseptor-igan) selanjutnya direaksikan dengan antibodi ZP3 dan

divisualisasikan dengan antibodi sekunder terabel FITC.

Penelitian ini dilaksanakan seperti teknik yang dilakukan Hemachand et a/
(2002) seperti tersebut di atas. Pada kontrol (tidak berfluoresensi), antibodi
sekunder terabel FITC tidak dapat langsung terikat pada membran plasma
spermatozoa sebagaimana tampak pada Gambar 5.8 (b). Reaksi positif
fluoresensi, sebagaimana Gambar 5.8 (d), terjadi apabiia preparat ulas
spermatozoa kambing dipapar dengan proteing ZP3 terlebih dahuiu, kemudian
dicuci. Selanjutnya sediaan dipapar dengan antibodi gZP3, dicuci lagi, baru
dipapar dengan antibodi sekunder terdabel FITC, sekali lagi dicuci. Hasil
imunofluoresen ini menunjukkan bahwa protein gZP3 adalah reseptor yang

dapat dikenali oleh ligannya pada spermatozoa kambing. Protein gZP3 tersebut
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dapat bereaksi dengan antibodi gZP3. Antibodi asal mencit selanjutnya dapat

berikatan dengan antibodi anti mice teriabel FITC.

Uji spesifisitas dengan metode Dot bjot dilakukan untuk memastikan
bahwa antibodi yang terbeniuk pada serum kelinci (Oryctolagus cuniculus)
maupun asal mencit (Mus musculus) hasil imunisasi masing-masing hewan coba
5.9, terdapat reaksi positif pengenaian antibodi gZP3 (sub kolom perlakuan, P)
dengan protein gZP3 adalah benar-benar antibodi gZP3. Berdasarkan Gambar
dengan protein gZP3 dibandingkan kontrol {sub kolom K). Hal ini menunjukkan
bahwa antibodi vang terbentuk pada serum kelinci (Oryctolagus cuniculus)
maupun serum mencit (Mus muscufus) hasil imunisasi dengan profein gZP3

adalah benar-benar antibodi gZP3 yang dibutuhkan untuk penelitian lebih lanjut.

Gradasi warma noda hasil Dot blotting dipengaruhi oleh kadar antigen
protein gZP3, pengenceran antibodi dalam serum dan spesies asal serum.
Kadar antigen dan konsentrasi antibodi yang tinggi menghasilkan gradasi warma
yang lebih tajam. Gradasi warna noda pada sub kolom perlakuan (P) antibodi
asal serum kelinci (Oryctolagus cuniculus) (kolom R), pada kadar protein gZP3
dan pengenceran serum vyang sama, temyata lebih rendah intensitasnya

dibandingkan serum asal mencit (Mus musculus) (kolom M).

Menuruyt Abbas ef al (2003) dan Rantam (2003), antibodi polikionat
mempunyai afinitas yang tinggi terhadap antigen daripada antibodi monoklonal.
Antibodi poliklonal banyak mengandung kion 1gG yang kurang spesifik,

sedangkan antibodi monckional hanya mengandung satu jenis klon igG yang
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sangat spesifik terhadap antigennya, namun memiliki afinitas yang lebih rendah

dibandingkan antchodi polikional.

Pada penelitian ini protein gZP3 yang diimunisasikan pada mencit (Mus
musculus) menghasilkan antibodi poliklonal. Menurut Zhu dan Naz (1999)
terdapat homologi susunan asam amino antar spesies pada mammalia.
Meskipun belum diketahui susunan asam amino gZP3, namun juga diyakini
terdapat homologi susunan asam amino antara gZP3 dengan ZP3 mencit (Mus
musculus), yaitu mice zona peliucida 3 (mZP3). Terdapatnya homologi tersebut
menyebabkan adanya titer antibodi dalam serum mencit betina kontrol pada
peneraan dengan Elisa sebagaimana Tabel 5.3 dan Gambar 5.7 pada Hasil

Penelitian.

Pada Dot biot beberapa epitop protein gZP3 dapat dikenali oleh antibodi
yang sudah ada dalam serum mencit (auto antibodi akibat adanya homologi
susunan asam amino gZP3 dengan mZP3) maupun antibodi gZP3 hasil
imunisasi hewan coba tersebut dengan protein gZP3. Pada Dot blot serum asal
kelinci, protein gZP3 hanya benkatan dengan antibodi gZP3, karena kelinci yang
dipakai sebagai hewan coba adalah kelinci jantan. Pada kelinci jantan tidak
dijumpai protein yang homolog dengan gZP3 yang dibuktikan dengan titer nol
pada serum hewan coba sebelum diimunisasi dengan protein gZP3 (Tabel 5.4
dan Gambar 5.13). Hasil Dot blot tersebut menunjukkan bahwa antibodi gZP3
asal serum kelinci (Oryctolagus cuniculus) sangat spesifik terhadap protein

gZP3, namun mempunyai afinitas yang rendah,
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6.2. Uji Binding Antibodi dan Protein Reseptor Fertilisasi
Kambing (gZP3) dengan teknik Fertilisasi in vitro

Pada peneliian ini hendak dibuktikan apakah protein gZP3 adaiah
reseptor fertlisasi kambing. Antibodi gZP3 diuji perannya dalam menghambat
oosit untuk mengalami fertilisasi, sedangkan protein gZP3 diuji perannya dalam
menghambat spermatozoa untuk melakukan fertilisasi. Hambatan fertilisasi pada
penelitian ini diukur berdasarkan besamya angka cleavage. Angka cleavage
adalah persentase embrio stadium cleavage yang berkembang 48 jam setelah
inseminasi in vifro. Embrio stadium cleavage adalah embrio yang berkembang 2-
32 sel tanpa diikuti pertambahan volume embric. Hambatan fertilisasi efektif
apabiia terjadi penurunan yang berbeda nyata (p<0,05) angka cleavage pada
kelompok perlakuan oosit dan kelompeok perliakuan spematozoa dibandingkan

ketompok kontrol.

Pada Penelitian | telah dibuktikan dengan teknik imunofiuoresen bahwa
protein gZP3 dapat mengenali membran plasma spermatozoa kambing. Apabila
pada Penelitian 1l ini dapat dibuktikan bahwa antibodi gZP3 dan protein gZP3
sesuai dengan peran masing-masing ternyata dapat menghambat fertilisasi,

maka digsimpulkan bahwa protein gZP3 merupakan reseptor fertilisasi kambing.

Teknik fertilisasi in vitro terdiri dari beberapa tahapan, yaitu maturasi
oosit, kapasitasi spermatozoa, dan inseminasi in vitro. Uji imunokontrasepsi
dengan teknik fertilisasi in vitro dapat dilakukan pada tahap maturasi oosit jika

target imunokontrasepsinya adalah oosit (Rankin et a/, 2001 ; Hasegawa et a/,
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2002) atau pada tahap kapasitasi spematozoa bila target imunokontrasepsinya

adalah spermatozoa {(Naz dan Zhu, 1998 ; Ramalho-Santos et a/, 2000).

Fertilisasi terdiri dari beberapa fahapan, yaitu kontak dan pengenalan
antara membran plasma spermatozoa dengan zona pelusida, pengikatan
spermatozoa oleh zona pelusida, dilanjutkan reaksi akrosom pada spermatozoa,
periekatan sekunder spermatozoa dengan zona pelusida dan penetrasi
spermatozoa ke zona pelusida, reaksi kortikal untuk mencegah polispermi, serta
fusi inti antara kedua gamet {Hemachand et al, 2002). Peranan zona pelusida
dalam pengenalan awal dan sebagai pengikat spermatozoa terhadap oosit dapat
dimanfaatkan untuk tujuan kontrasepsi. Zona pelusida mengandung sejumiah
antigenik determinan termasuk karbohidrat, protein dan konforrnasi-konformasi
epitopnya. Imunogenesitas kompiek glikoprotein ini bervariasi pada mamalia
(Skinner et al, 1999). Terdapainya reaksi silang antara antigen glikoprotein zona
pelusida dengan antibodi glikoprotein zona pelusida beberapa spesies yang
berbeda adalah karena adanya homologi susunan asam aminc protein zona
pelusida. Adanya homologi tersebut memungkinkan dilakukannya imunisasi

pada hewan coba heterclog (Srivastava et al, 2002).

Penelitian fertilisasi /n vitro pada cosit dan spermatozoa kambing ini,
dilaksanakan di Sub Laboratorium Fertilisasi /n vitro, Laboratorium Kebidanan
Fakuitas Kedokteran Hewan Universitas Aidangga. Penelitian-penelitian dengan
teknik fertilisasi in vifro dengan berbagai tujuan telah bertjalan dengan baik di

laboratorium tersebut sejak awal tahun 1990 (Mahaputra dkk, 1992). Hal ini
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didasarkan pada hasil-hasil penelitian sebelumnya di Laboratorium yang sama.
Fertilisasi in vifro pada sapi menghasilkan angka cleavage berkisar antara 57,1
% sampai dengan 75 %. Mustofa dkk. (1999) mendapatkan angka cleavage
sebesar 58,71 % dengan suplementasi 10 % serum sapi Friesian Holstein (FH)
birahi pada media maturasi oosit untuk meningkatkan perolehan oosit matang.
Utama dkk. (2002} mendapatkan angka cleavage sebesar 60,3 % dengan
perlakuan pembefnian ko-kuitur menggunakan monolayer sel-sel kumulus dan
epitel tuba Fallopii. Angka cleavage tertinggi, sebesar 75 % dicapai dengan
suplementasi media maturasi oosit dengan kombinasi FSH-LH-Estrogen
(Mahaputra dan Mustofa, 2002). Penelifian fertilisasi in vitro dengan beherapa
pedakuan pada spermatozoa sapi untuk mendapatkan embrio dengan jenis
kelamin yang dikehendaki menghasilkan angka cleavage sebesar 57,1 %

(Mahaputra dan Mustofa, 2001).

Pada penelitian ini perbandingan angka clevage antara kelompok kontrol
dan perlakuan dalam bentuk diagram batang dapat dilinat pada Gambar 5.11.
Pada kelompok kontrol menghasitkan angka cleavage dengan rerata 38,07 +
5,23 %. Data tersebut menunjukkan bahwa angka cleavage pada kelompok
kontrol penelitian ini relatif tidak jauh berbeda dibandingkan kontrol penelitian-
penelitian yang telah dilakukan pada sapi maupun pada kambing di laboratorium
yang sama. Hal ini berarti hasil fertilisasi in vitro kelompok kontrol pada
peneilitan ini sudah optimal, dapat dipakai sebagai pembanding terhadap

kelompok perakuan. Penelitian sebelumnya pada kelompok kontrol, angka
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cleavage pada fertilisasi in vitro sapi sebesar 38,9 % (Mahaputra dan Mustofa,
2002). Pada fertilisasi in vitro menggunakan oosit dan spermatozoa kambing,
Restiadi (2001) mendapatkan angka cleavage relatif sama dengan hasil

tersebut di atas, yaitu sebesar 40,89 % pada kelompok kontrol.

Penambahan antibodi sebesar 1024/ml dalam bentuk suplementasi 10 %
post immune serum asal kelinci (Oryctofagus cuniculus) yang mengandung
antibodi gZP3 dengan titer 10.240 atau dengan nilai Optical Density antara
1,438 — 1,537 menghasikan angka cleavage sebesar 4,26 + 3,78 %. Angka
cleavage kelompok perlakuan tersebut jauh lebih kecil (p<0,05), hampir
sepersembilan dibandingkan kelompok kontrol, yaifu sebesar 38,07 + 5,23 %.
Kegagalan ferlilisasi terjadi karena antibodi gZP3 secara sterik terikat pada
epitop back bone serine / threonine atau pada glikan Gal — B(1,3) - GalNAc

pada oosit kambing, sehingga menghalangi terikatnya spermatozoa.

Uji fertilisasi in vifro dalam pengembangan metode immunokontrasepsi
dimaksudkan untuk membuktikan bahwa bahan yang diuji dapat mencegah
fertitisasi. Namun, dalam menentukan target hasii pengujian menggunakan
hewan coba model, tidak harus mencapai kegagalan fertilisasi 100 %. Potensi
imunokontraseptif dianggap efektif apabila terjadi penurunan secara nyata
(p<0,05) angka fertilisasi kelompok perakuan dibandingkan keiompok kontrol.

Beberapa publikasi hasii penelitian di bawah ini menunjukkan hal itu.

Penelitian untuk menguji antibodi yang diinduksi pada kelinci terhadap

Glutathione-S Transferase (GST), yaitu suatu protein yang ada pada
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spermatozoa kambing, menghasilkan angka fertilisasi sebesar 69 + 29 % pada
kontrol, serta berturut-turut 20 + 06 % dan 9 = 1,1 % pada kelompok
perlakuannya (Gopaiakrishnan dan Shaha, 1998). Ramalho-Santos ef af (2000)
menggunakan Rabbit polycional antibody protein membran plasma spermatozoa
SNARE dar spermatozoa sapi untuk perlakuan spermatozoa pada fertilisasi in
vitro oosit sapi menghasilkan angka fertilisasi sebesar 63 % pada kelompok
kontrol yang menggunakan Pre immune serum, dan masih menghasilkan
fertilisasi sebesar 17 % pada kelompok perlakuan dengan Post immune serum.
Naz dan Zhu {1998) menguji antibodi anti protein spermatozoa asal hewan
murine yang diinduksi pada mencit dengan titer 18 — 23 ribu temyata juga masih

menghasilkan pembelahan embrio murine sebesar 4,8 %.

Penelitian Hemi Zona Assay dilakukan Govind et af (2000} menunjukkan
hasii serupa. Serum dari kefinci yang diimunisasi dengan glikoprotein ZP3 kera
Makaka (Macaca radiafa) ternyata dapat menurunkan angka ikatan antara
spermatozoa dengan zona pelusida kera Makaka. Pada kelompok kontrol, yaitu
penambahan pre immune serum pada media, jumiah spermatozoa yang terikat
pada hemi zona sebanyak 73,4 + 29,9. Pada kelompok perlakuan penambahan
immune serum pada media, temyata tidak dapat memblok keseluruhan reseptor
spermatozoa pada hemi zona, sehingga masih ditemukan 81 + 59

spematozoa yang tetikat.

Pada zona pelusida terdapat sejumlah reseptor (ZP3) untuk pengenalan
terthadap spematozoa. Dengan teknik Binding Assay, Thaler dan Cardullo
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(1996) menunjukkan bahwa terdapat multiple receptor pada zona pelusida yang
dapat berikatan dengan multiple ligand pada permukaan membran plasma
spermatozoa. Secara skematis keberadaan sejumlah ZP3 pada zona pelusida
dijelaskan oleh Green (1997) sebagaimana Gambar 2.6 pada Tinjauan Pustaka.
Pada ZP3 sendiri terdapat beberapa epitop sperm receptors. Govind et al (2000)
telah memetakan adanya tujuh epitop sel B pada zona pelusida kera Bonet
{Macaca radiata). Adanya ikatan terhadap salah satu epitop pada glikoprotein
ZP3, secara sterk atau berdasarkan kedudukan stereometrik membiok

masuknya reseptor fertilisasi pada membran plasma spermatozoa.

Reseptor fertilisasi pada beberapa spesies hewan berbeda-beda
jumlahnya. Pada sapi, Yonezawa et al (2001) menyebutkan terdapat sekitar
58.000 reseptor dalam bentuk ZPB, sedangkan pada mencit {Mus musculus),
Thaier dan Cardulio (1996) menyatakan angka yang lebih kecil, yaitu terdapat
30.000 reseptor. Perbedaan jumlah reseptor tersebut juga dapat diidentifikasi
berdasarkan jumlah spermatozoa yang terikat pada zona pelusida dalam Hemi
Zona Assay (HZA) atau Binding Assay {BA). Pada HZA antara zona pelusida
dan spermatozoa manusia, Govind et al (2000) mendapatkan jumlah
spematozoa terikat sehanyak 63 + 9,8 spermatozoa per zona pelusida. Dengan
teknik Binding Assay pada kambing terjadi ikatan sebanyak 123 + 14,76
spematozoa per satuan oosit (Hemachand et al, 2000). Sedangkan pada Mencit
(Mus musculus) diperoleh angka yang lebih kecil, yaitu antara 17,7 = 2,5 (Rankin

et al, 1998) sampai dengan 42 spermatozoa {Naz dan Zhu, 1998).
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Hasil Binding Assay atau Hemi Zona Assay tanpa periakuan pada
beberapa referensi di atas, menggambarkan bahwa ZP3 sebagai reseptor
fertilisasi pada zona peiusida bukanlah reseptor tunggal. Dengan demikian

dibutuhkan kuantitas tertentu antibodi untuk memblok keseluruhan reseptor.

Menurut Barber dan Fayrer-Hosken (2000), hewan yang diimunisasi
dengan substansi yang berasal dari zona pelusida, kadar igG dalam sistem
sirtkulasi berkorelasi positif dengan infertilitas yang terjadi. Penelitian secara in
vivo, imunisasi mencit (Mus musculus) dengan beberapa dosis gZP3
menunjukkan teriadinya infertilitas yang bersifat tergantung dosis {dose
dependent). Keiompok kontrol menghasilkan kebuntingan 100 %, kelompok
imunisasi dengan 10, 20 dan 40 ug menghasilkan kebuntingan berturut-turut 50
%, 20 % dan 0 % (Mustofa dkk, 2004a). Imunisasi dengan dosis protein yang
lebih tinggi, menghasitkan titer antibodi yang juga lebih tinggi. Data tersebut
menggambarkan bahwa titer antibodi yang lebih tinggi memblok lebih banyak
reseptor, sehingga angka fertilisasi menurun. Uji potensi imunokontraseptif in
vitro juga menunjukkan adanya dose dependent terhadap antibodi yang
disuplementasikan pada media. Jewgenow et af (2000) melakukan fertilisasi in
vitro cosit dan spermatozoa kucing yang medianya disuplementasi dengan
antibodi feline zona peliucida (fZP) yang diinduksi pada kelinci, menunjukkan
hambatan fertilisasi yang bersifat dose dependent. Lebih tinggi kadar serum

yang disuplementasikan, menghasilkan angka hambatan fertilisasi lebih tinggi.
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Pada ZP3 terdapat multi receptor yang berperan untuk berikatan dengan
multi ligand pada membran piasma spermatozoa. Pada penelitian ini antibodi
gZP3 diinduksi pada kelinci (Oryctolagus cuniculus) jantan. Antibodi yang
dihasilkan dan imunisasi kelinci dengan protein gZP3 adalah antibodi poliklonal,
sehingga terdapat mosaik ikatan antibodi — antigen yang tidak menutup rapat
seluruh reseptor ferilisasi. Antibodi gZP3 menghambat fertilisasi bersifat dose
dependent. Masih terjadinya fertilisasi pada sebagian ocosit, menunjukkan bahwa
antiboedi gZP3 yang ditambahkan pada media maturasi oosit masih belum
mampu menutup seluruh reseptor, yaitu ZP3 (sperm recepfor) pada oosit
hewan coba. Hal itu menyebabkan masih adanya peluang untuk terjadinya

pembuahan, yang diikuti terbentuknya embrio stadium cleavage.

Antibodi yang dipaparkan pada maturasi oosit kambing pada fertilisasi in
vitro penelitian ini, adalah antibodi yang dihasiikan oieh kelinci jantan setelah
diimunisasi dengan protein gZP3 terlarut Menunut Alberts et al (2002),
konformasi tiga dimensi protein dapat berubah apabila dilakukan denaturasi
pada rantai prosthetic group-nya. Pada penelitian ini zona pelusida kambing
dilakukan pemrosesan dengan elektroforesis, sehingga terjadi perubahan dan
protein gZP3 in sifu pada zona pelusida kambing menjadi gZP3 natif dalam
bentuk protein terlarut Perubahan tersebut menyebabkan beberapa epitop
protein mengalami perubahan konformasi bentuk tiga dimensi. Hasil imunisasi
kelinci jantan dengan protein gZP3 terlarut menghasilkan beberapa beberapa

klon antibodi yang memiliki afinitas rendah terhadap epitop peptida back bone
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serine / threonine atau pada glikan Gal — §(1,3) - GalNAc gZP3 in situ pada
zona pelusida oosit kambing. Beberapa klon antibodi gZP3 yang tain memiliki
afinitas yang tinggi, karena memiliki antigenic determinant yang tepat sama
dengan beberapa epitop gZP3. Hal ini menyebabkan tidak keseiluruhan reseptor
feriilisasi pada zona pelusida kambing tertutup dengan sempurna, sehingga

masih ada peiuang tedadinya fertilisasi.

Angka infertilitas pada penelifan pengujian potensi imunokontraseptif
zona pelusida dengan teknik fertilisasi in vitro dapat juga dijelaskan berdasarkan
struktur antibodi yang digunakan. imunogiobulun G (IgG) merupakan anfibodi
yang dominan dalam sistem sirkulasi. Menurut Austyn dan Wood (2000) serta
Goldsby et al (2000), struktur dasar 1gG tersusun dari sepasang Heavy (H) chain
dan Light (L) Chain. Masing-masing H dan L chain terdiri dari V (Vanable)
region dan C (Constant) region, sehingga terdapat Vy, V_dan Gy, CL. Pada V
region (V4 dan V), terdapat Antigen binding sites yang spesifik terhadap
antigen tertentu (iihat Gambar 2.5 pada Tinjauan Pustaka). Kerangka 1gG pada
C region (Cy dan C_) bersifat spesifik sesuai dengan spesies asal antibodi
tersebut. Pada C region terdapat Hinge region dan beberapa ikatan disuffida
(Gambar 2.3.) untuk mempertahankan struktur |gG, yang juga bersifat spesies
spesifik (Goldsby ef ai, 2000). |

Protein gZP3 diimunisasikan pada dua spesies yang berbeda, masing-
masing menghasilkkan serum yang mengandung antibodi dengan antigenic

binding site yang sama pada V region. Namun diantara kedua macam antibodi
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terdapat perbedaan pada C region-nya yang bersifat spesies spesifik yang

menyebabkan adanya perbedaan pada kemampuan fungsi biologis.

Pada peneiitian ini antibodi gZP3 dipercleh dari imunisasi kelincCi
(Oryctolagus cuniculus) dengan protein gZP3 terlarut, yang selanjutnya dipakai
sebagai perlakuan pada fertilisasi in vitro pada oosit kambing (Capra hircus).
Dengan demikian anfigenic binding site beberapa klon antibodi gZP3 tepat dapat
terikat dengan gZP3 pada zona pelusida kambing, sehingga mempunyai afinitas
(daya gabung) yang tinggi. Namun, karena antibodi tersebut diinduksi pada
spesies yang berbeda (kelinci), menyebabkan aviditasniya (kekuatan ikatan)
rendah. Suatu antibodi (gZP3) asal hewan tertentu {kelinci), untuk berikatan
dengan antigennya (ZP3, pada zona peiusida) pada hewan yang berbeda
{(kambing) harus mengalami perubahan konformasional pada struktur dasar
imunoglobulinnya (Austyn dan Wood, 2000). Dalam keadaan demikian, menurut
Goldsby et al (2000) untuk berikatan antara antibodi dengan antigen, Hinge
region dan beberapa ikatan disulfida berubah posisi sedemikian rupa sehingga
antigenic binding site mengalami pergeseran terbatas antara 1 — 2,7 A°
sedangkan uas permukaan kontak antibodi — antigen dapat mencapai 650 — 900

A? yang melibatkan 15-22 asam amino.

Pada penelitian ini, penambahan gZP3 10 % atau dengan kadar 13,16 pg
per ml dalam media kapasitasi spermatozoa Kambing menghasilkan angka

cleavage hanya sebesar 9,58 + 6,70%. Angka tersebut juga lebih kecil (p<0,05),
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hampir seperempat angka cleavage kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan

protein gZP3 menghambat peran spermatozoa kambing untuk membuahi cosit.

Pada membran plasma spematozoa terdapat sejumlah ligan untuk
mengenali zona pelusida. Teknik Binding Assay membukiikan bahwa terdapat
multiple ligand pada permukaan membran plasma spermatozoa yang dapat
berikatan dengan multiple receptor pada zona pelusida (Thaler dan Cardullo,
1996). Dengan model ikatan sterik, penambahan 10 % gZP3 pada media
kapasitasi spermatozoa (mengandung 13,16 ug / ml media) belum mampu
menutup seluruh ligan fertilisasi (egg binding protein) pada membran plasma
spermatozoa kambing yang bersifat multi epitop. Hal ini menyebabkan masih
adanya peluang teriadinya ferlilisasi yang pada peneliian ini diamati
berdasarkan angka cleavage.

Pada membran plasma spermatozoa terdapat sejumlah protein multi
ligand yang berperan untuk berikatan dengan multi recepior pada ZP3. lkatan
egg binding protein pada membran plasma spermatozoa dengan ZP3
dipengaruhi oleh konformasi tiga dimensi protein ZP3. Menurut Hasegawa ef af
(2002) terdapat suatu sequence asam amino tertentu pada ZP3 yang berperan
sebagai struktur antigen spesies-spesifik. Antisera terhadap peptida human type
ZP3 (CTYILDPEKLTLRATYDN, atau dengan susunan asam amino Cysteine—
Threonine — Tyrosine — Isoleucine — Leucine — Aspartic acid — Proline -
Glutamic Acid - Lysine - Leucine — Threonine - Leucine — Arginine —

Alanine — Threonine — Tyrosine — Aspartic acid — Asparagine) dan rabbit type
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(CTYILDPEKLTLRVPYKA, atau dengan susunan asam amino Cysteine-
Threonine — Tyrosine — lsoleucine — Leucine -~ Aspartic acid - Proline —
Glutamic Acid — Lysing - Leucine - Threonine - Leucine — Arginine —
Valine — Proline — Tyrosine — Lysine — Alanine), dapat mengeblok human
sperm Binding Assay. Sedangkan antisera pig fype (CTYVLDPENLTLKAPYEA,
atau dengan susunan asam amino Cysteine — Threonine — Tyrosine — Valine —
Leucine — Aspartic acid - Proline - Glutamic Acid — Asparagine — Leucine
- Threonine — Leucine - Alanine — Proline — Tyrosine — Glutamic acid —
Alanine), temyata tidak dapat mengeblok human sperm Binding Assay.
Berdasarkan susunan asam amino ketiga peptida tersebut di atas, temyata
terdapat persamaan delapan asam amino (LDPEKLTL) antara peptide human
type dan peptida rabbit type. Pada pig fype delapan asam arnino pada regio
yang sama mengalami penggantian K (Lysine) oleh N (Asparagine). Perbedaan
satu asam amino tersebut menyebabkan struktur iga dimensi antibodi terhadap
peptida pig type kurang efektif, sehingga berakibat tidak cukup mempunyai
afinitas untuk memblok human sperm Binding Assay. Hal tersebut di atas
menunjukkan bahwa untuk memblok egg binding protein pada membran plasma
spermatozoa dibutuhkan protein atau peptida dengan konformasi yang tepat pas
sebagaimana Jock-key system dengan epitop pada membran plasma
spermatozoa. Selain itu, protein atau peptida tersebut harus memiliki afinitas dan

aviditas yang tinggi terhadap epitop pada membran plasma spermatozoa.
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Konformasi tiga dimensi protein dapat berubanh apabila dilakukan
denaturasi pada rantai prosthetic group-nya (Alberis ef al/, 2003). Pada
penelitian ini diduga terjadi perubahan konformasi tiga dimensi protein gZP3
setelah dilakukannya pemrosesan dengan elektroforesis. Perubahan tersebut
menyebabkan adanya perbedaan konformasi tiga dimensi antara protein gZP3
in situ pada zona pelusida kambing dengan gZP3 natif dalam bentuk protein
tedarut Protein gZP3 in sifu pada zona pelusida kambing tepat dapat berikatan
dengan egg binding protein pada membran plasma spermatozoa kambing,
sebagaimana lock-key system. Perubahan konformasi protein gZP3 dalam
bentuk soluble protein menyebabkan menurunnya afinitas ikatan protein gZP3
terdarut dalam media dengan egg binding protein pada membran plasma
spermatozoa kambing. lkatan dengan afinitas lemah gZP3 - membran plasma
spermatozoa kambing menyebabkan spermatozoa tersebut masih dapat
berikatan dengan gZP3 in situ pada zona pelusida oosit kambing. Keadaan
fersebut member peiuang beberapa spermatozoa kambing mampu binding
pada zona peiusida oosit kambing, kemudian membuahi oosit kambing secara in

vitro dan berlanjut menghasitkan embrio stadium cleavage.

Pada penelitian sebelumnya {Peneiitian |) telah dibuktikan bahwa protein
gZP3 yang dipaparkan pada preparaf ulas spermatozoa kambing, kemudian
dilanjutkan dengan pemaparan antibodi gZP3 dan antibodi conjugate rabbit anti
mice 1gG terabel fluoro isi thio cyanate (FITC), temyata menghasilkan

fluoresensi pada membran plasma kepala spermatozoa kambing. Berdasarkan
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hasil yang diperoleh dari penelitian pertama tersebut, disimpulkan bahwa gZP3
adalah suatu protein reseptor yang dapat dikenali oleh ligannya pada membran

plasma spermatozoa kambing.

Pada penelitan kedua ini, dengan teknik fertilisasi in vitro menunjukkan
terjadinya penurunan {p<0,05) angka cleavage setelah perlakuan pemaparan
serum yang mengandung antibodi gZP3 pada proses maturasi oosit
dibandingkan dengan kontrol yang tidak mendapatkan permaparan antibodi gZP3
pada ocositnya. Demikian juga pada kelompok fertilisasi in vitro yang diberi
pemaparan antigen protein gZP3 dalam proses kapasitasi spermatozoa
kambing, menghasilkan angka cfeavage vyang lebih rendah (p<0,05)
dibandingkan kelompok kontrol yang tidak mendapatkan pemaparan protein
gZP3 pada spermatozoanya. Hal-hal tersebut mengambarkan bahwa protein
gZP3 vyang diisolasi adalah reseptor ferilisasi (sperm recepfor) pada zona

pelusida kambing yang dikehendaki untuk diteliti potensi imunokontraseptifnya.

Penelitian pertama menunjukkan bahwa protein gZP3 dapat dikenali oleh
serum mencit (Mus musculus) betina kontrol. Hal tersebut menggambarkan
adanya homologi susunan asam amino gZP3 (sampai saat ini belum ada
publikasi) dengan susunan asam amino mZP3 (Lampiran 10). Menurut
Srivastava et al (2002) adanya homologi susunan asam amino ZP3 antar
spesies memungkinkan dilakukannya pengujian potensi imunokontraseptif
protein ZP3 tersebut pada hewan coba yang heterolog maupun penelitian

penerapannya kelak pada wanita,
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6.3.1. Uji Potensi imunokontraseptif gZP3 dengan Teknik
Fertilisasi in vitro pada Oosit Mencit (Mus musculus)
sebagai Model

Apabila suatu bahan imunokontrasepsi diaplikasikan pada wanita, maka
antibodi yang terbentuk pada wanita tersebut memblok seluruh reseptor
fertilisasi (ZP3) pada oosit yang diovulasikan, sehingga oosit gagal dikenali oleh
spermatozoa. Penelitian ini bertujuan untuk membukiikan dengan pemodelan,
penerapan bahan imunokontrasepsi gZP3 pada wanita sebagaimana gambaran
di atas. Protein gZP3 diimunisasikan pada mencit (Mus musculus), selanjutnya
antihodi gZP3 yang dihasilkan diuji dengan teknik fertilisasi in vitro dan Binding
Assay juga pada oosit mencit (Mus musculus).

Penelitian sebelumnya secara in vivo telah membuktikan bahwa gZP3
efektif sebagai imunokontrasepsi pada mencit (Mus muscuius). Dosis dosis 40
pg 9ZP3 mencegah kebuntingan pada seluruh hewan coba (Mustofa dkk,
2004a), reversibel setelah 14 siklus birahi (Mustofa dkk, 2004b) dan tidak
mempengaruhi gambaran histologis ovarium (Mustofa, 2005). Pada penelitian ini
antibodi gZP3 didapatkan dan mencit (Mus musculus) betina setelah diimunisasi
(Post immune serum) dengan 40 pg gZp3 dibandingkan serum hewan coba

yang sama sebelum diimunisasi {Pre immune serum).

Uji Elisa indirect menunjukkan bahwa serum mencit (Mus musculus)
betina kontrol yang pernah beranak dan serum wanita (Homo sapiens) kontrol

yang pemah mempunyai anak, sama-sama dapat dikenali oleh protein gZP3.
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Serum mencit (Mus musculus) betina kontrol dapat mengenali gZP3 dengan
rerata titer 88 + 41,31 dengan rentangan 40 — 160 (Mustofa dkk, 2004b). Reakst
silang antara protein gZP3 dengan serum mencit tersebut telah mendapatkan
konfirasi bahwa protein gZP3 sebagai imunogen dapat menghasilkan

infertilitas pada mencit (Mus musculus) betina sebagai model.

Serum wanita {Homo sapiens) kontrol menunjukkan reaksi silang
terhadap gZP3 lebin dari dua kali lipat dibandingkan serum mencit (Mus
musculus) betina kontrol. Rerata titer antibodi serum wanita kontrol sebesar 486
* 231,86 dengan rentangan antara 160 — 640 (Mustofa dkk, 2004b). Adanya
pengenalan protein gZP3 oleh serum wanita (Homo sapiens) kontrol tersebut
mengindikasikan adanya homoiogi susunan asam amino gZP3 dengan susunan
asam amino zona pelusida-3 manusia (human zona pellucida-3, hZP3). Data
tersebut memberikan prospek penelitian lanjutan untuk penggunaannya pada

wanita (Homo sapiens) di masa depan.

Titer antibodi gZP3 serum mencit (Mus muscuius) setelah imunisasi {(post
immune serum) lebih tinggi secara nyata (p<0,05) dibandingkan sebelum
imunisasi (pre immune serum) (Gambar 5.12). Pembentukan antibodi dalam
individu berdasarkan wakiu imunisasi dapat dibedakan menjadi dua tahap, yaitu
tahap respon imun primer dan tahap respon imun sekunder. Penyuntikan suatu
imunogen ke dalam tubuh hewan akan menghasilkan antibodi spesifik dalam
darah setelah beberapa waktu, yang disebut periode induktif. Antibodi dapat

dideteksi 5 — 7 har sesudah penyuntikan protein yang larut air. Setelah
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timbulnya antibodi perfama dimulailah biosintesis aktif antibodi sehingga terjadi
peningkatan konsentrasi antibodi secara logaritmik, yang mencapai titer antibodi
tertinggi setelah 8 — 12 hari. Kadar antibodi setelah imunisasi adalah selisih
antara angka sintesis dengan angka katabolik antibodi. Apabila angka ini sama,
maka kadar anfibodi konstan (fase plateau). Apabila angka katabolik lebih besar
daripada angka sintesis, maka respon imun memasuki fase penurunan (Goldsby
et al, 2000). Pemaparan kedua terhadap imunogen yang sama menyebabkan
penambahan respon imun yang menyolok berupa muncuinya sel-sel
imunokompeten dan antibodi yang dipercepat. Pada respon imun sekunder
periode laten lebih pendek, angka sintesis antibodi lebih cepat, puncak titer
antibodi bertahan lebih lama, daya gabung (afinitas) antibodi lebih tinggi, dan

lebih banyak terdapat sel memori (Goldsby et al 2000 ; Abbas et af, 2003).

Pengujian kinerja antibodi dalam penelitian imunokontrasepsi dengan
menggunakan teknik fertilisasi in vitro dapat dilakukan pada oosit maupun
spermatozoa. Apabila targe_t imunckontrasepsinya adalah oosit, sebagaimana
yang dilakukan pada penelitian ini, maka oosit diinkubasi daiam media yang
disuplementasi dengan antibodi yang diuji sebelum diinseminasi in vitro, (Rankin
et al, 2001 ; Hasegawa ef a/, 2002 ; Hardy et al, 2003).

Pada fertifisasi in vitro menggunakan hewan coba mencit (Mus musculus)
maturasi oosit terjadi secara in vivo dalam oviduk. Pengujian suatu bahan untuk

mengetahui kinerjanya pada cosit dapat dilakukan dengan menambahkan bahan

tersebut pada media dan diinkubasi dalam inkubator dengan 5 % CQ; pada
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suhu 37 °C selama satu jam sebelum oosit diinseminasi oleh spermatozoa

(Rankin ef al, 2001}.

Pada penelitian ini terbukti bahwa suplementasi media fertilisasi in vitro
dengan 10 % post immune serum dengan titer 640, mencegah fertilisasi pada
seluruh oosit. Sedangkan pada kelompok kontrot (pre immune serum), seluruh
oosit mengalami fertilisasi yang ditandai dengan terdegradasinya sei-sel
kumuius dan terbentuknya pofar body /i. Hasil penetitian tersebut identik dengan
laporan Naz dan Zhu {1998) tentang penguijian antibodi terhadap protein FA-1
(fertilizing antigen-1, suatu protein membran plasma spermatozoa) munne.
Antibodi FA-1 murine diinduksi pada mencit, selanjuinya diuji dengan teknik
fertilisasi in vitro pada hewan coba yang sama. Pada kelompok petakuan

ternyata tidak menghasilkan fertilisasi.

Menurut Barber dan Fayrer-Hosken (2000), hewan yang diimunisasi
dengan protein zona pelusida, level IgG dalam sistem sirkulasi berkorelasi positif
dengan infertilitas yang terjadi. IgG tersebut akan terikat secara sterik pada
glikoprotein ZP3 oosit. Besamya angka kegagalan fertilisasi tergantung pada
seberapa lengkap antibodi menutup reseptor fertilisasi pada zona pelusida.- Hal
tersebut sesuai puia dengan kenyataan bahwa uji bahan imunokontrasepsi baik
in vivo maupun in vitro bersifat dose dependent. imunisasi mencit (Mus
musculus) dengan protein gZP3, membuktkan bahwa semakin tinggi dosis
imunogen yang disuntikkan, menghasilkan titer antibodi serumn hewan coba lebih

tinggi dan menyebabkan angka kegagalan kebuntingan yang lebih tinggi
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(Mustofa dkk, 2004a). Pada penguijian secara in vitro, Jewgenow et al (2000)
membuktikan bahwa lebih tinggi kadar serum anti ZP3 yang disuplementasikan
pada media fertilisasi oosit dengan spermatozoa kucing, menghasilkan

kegagalan fertilisasi yang lebih tinggi.

Pada Penelitian {l! ini, pembiokan antibodi gZP3 pada ZP3 mencit tebih
efektif dibandingkan pembiokan antibodi gZP3 pada ZP3 kambing sendir
(Penelitian 1Y), karena jumlah reseptor fertilisasi pada zona pelusida mencit lebih
sedikit daripada jumlah reseptor fertilisasi pada zona pelusida kambing.
Berdasarkan teknik Binding assay, Zona pelusida mencit secara normal hanya
mampu mengikat antara 17,7 £ 2,5 spermatozoa (Rankin ef a/, 1998) sampai
dengan 42 spermatozoa (Naz dan Zhu, 1998) per satuan zona pelusida.
Sedangkan zona pelusida kambing secara normal mampu mengikat sebanyak
123 = 14,76 spermatozoa per satuan oosit (Hemachand ef al, 2000). Data
tersebut memberikan gambaran bahwa dibutuhkan lebih sedikit antibodi gZP3
untuk membiok seluruh reseptor fertilisasi pada zona peiusida mencit (mZP3)
dibanding memblok seluruh reseptor fertilisasi pada zona pelusida kambing

(0ZP3) pada fertilisasi in vitro.

Pada penelitian ini, antibodi gZP3 yang digunakan untuk perakuan
fertilisasi in vitro pada oosit mencit juga berasal dari serum mencit. Imunisasi
mencit dengan protein gZP3 menghasilkan sejumiah klon IgG terhadap epitop-
epitop spesifik gZP3. Zhu dan Naz (1998) menyebutkan terdapat homologi yang

luas susunan asam amino ZP3 antar spesies pada mamalia. Susunan asam
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amino gZP3 sampai saat ini belum selesai dikerjakan, dan belum ada pubiikasi
dari fihak lain. Publikasi yang ada adalah susunan asam amino hZP3 dan mZP3
(Lampiran 10). Berdasarkan pengenalan protein gZP3 oleh serum mencit betina
kontrol pada uji Elisa yang telah dibahas sebelumnya, diyakini terdapat homologi
susunan asam amino gZP3 dengan susunan asam amino mZP3. Homologi
susunan asam amino ZP3 antara dua spesies tersebut menyebabkan beberapa
klon 1gG hasil imunisasi mencit dengan protein gZP3 tepat mengenalt epitop

reseptor fertilisasi pada ZP3 mencit (mZP3).

Pada saat dilakukan imunisasi pada mencit betina, beberapa epitop
protein 9ZP3 yang homclog dengan protein epitop mZP3 berinteraksi secara
langsung dengan beberapa klon 19G dan dengan sel-sel memon. Sei memori
sensitif terhadap rangsangan oleh imunogen yang sama. Reaksi tersebut
menyebabkan proliferasi cepat sel-sel memori menjadi sel plasma penghasil
antibodi. Menurut Goldshy et af (2000), respon imun yang ternjadi apabita sudah
ada sel memori sebelumnya, menghasitkan antibodi dengan afinitas dan aviditas
yang tinggi, serta dengan spesifisitas yang luas. Menurut Smith (1999}, dalam
keadaan spesifisitas yang luas atau spesifisitas terhadap tiap satuan epitop yang
tidak sama, menghasilkan sensitivitas yang tinggi. Populasi antibodi yang
memiliki keragaman tinggi menunjukkén adanya beberapa klon antibodi dengan
afinitas yang berbeda-beda. Klon antibodi dengan afinitas yang tinggi cenderung
mendominasi klon antibodi dengan afinitas rendah, sehingga dapat

mendominasi spesifisitas.

Disertasi Identifikasi, Isolasi dan Karakterisasi Reseptor ... Imam Mustofa



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

157

Uji dot blot protein gZP3 terhadap serum hasil imunisasi mencit dengan
aZP3 (Penelitian |) menghasilkan gradasi wama dengan intensitas yang febih
tinggi dibandingkan dengan serum hasil imunisasi protein gZP3 pada kelinci
(Gambar 5.9). Hal tersebut memberikan gambaran terdapat lebih banyak ragam
klon 1gG anti gZP3 asal serum mencit yang terikat pada protein gZP3
dibandingkan jumlah ragam kion 1gG anti gZP3 asal serum kelinci. Adanya lebih
banyak ragam klon 1gG yang mengenaii epitop reseptor fertilisasi pada mZP3
dengan afinitas yang lebih tinggi memberikan lebih banyak pilihan klon 1gG

untuk menghasitkan pemblokan reseptor fertilisasi yang lebih efekiif.

Menurut Goldsby ef al (2000), kerangka IgG pada C region bersifat
spesies-spesifik karena terdapat Hinge region dan ikatan disulfida untuk
mempertahankan struktur  1g3, yang juga bersifat spesies-spesifik.
Sebagaimana dibahas di atas, diidentifikasi adanya homologi susunan asam
amino gZP3 dengan susunan asam amino mZP3. Akibat adanya homologi
susunan asam, beberapa kion 1gG anti gZP3 asal mencit tersebut, selain
memiliki antigen binding site yang tepat dengan beberapa epitop ZP3 mencit,
juga memiliki struktur dasar kerangka C region yang spesifik terhadap ZP3
mencit. Dalam keadaan demikian ikatan antara antibodi gZP3 dengan ZP3 pada
oosit mencit tidak periu mengalami pefgeseran hinge region melalui mekanisme
pergeseran ikatan disulfida. Hal ini berarti beberapa klon 1gG anti gZP3 tersebut
memiliki afinitas dan aviditas yang tinggi terhadap reseptor fertilisasi mencit

(mZP3), sehingga mencegah terjadinya fertilisasi.
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6.3.2 Uji Potensi Imunokontraseptif gZP3 dengan Teknik
Binding Assay pada Qosit Mencit (Mus musculus)
sebagai Model

Binding assay merupakan bioassay fungsi ikatan spemmatozoa dengan
zona pelusida Khususnya komponen glikoprotein zona pelusida sebagai sperm
receptor terhadap egg binding protein pada membran plasma spermatozoa.
(Franken et al 1991), Berdasarkan hal tersebut, maka Binding assay dapat
digunakan untuk menguji antifertilitas pada pengembangan metode kontrasepsi
{Franken et al, 1993). Pada prakteknya, Binding Assay dapat digunakan menguji
antibodi dalam penelitian imunokontrasepsi menggunakan bahan berbasis ZP3
{Naz ef a/, 2000 ; Govind et al, 2000 ; dan Hasegawa ef al, 2002). Sebagai
kontrol intermnal antara kontrol dan perlakuan pada Binding assay dipakai oosit

yang berasai dari individu yang sama.

Binding Assay adalah uji yang identik dengan Hemizona assay (HZA)
pada program fertilisasi in vitro (Program Bayi Tabung) pada manusia.
Hemizona assay merupakan tolok ukur untuk menguji kemampuan ikatan
spemmatozoa pada zona pelusida (WHO, 1992) sehingga dapat dipakai untuk
memprediksi keberhasilan fertilisasi in vitro (Franken et al, 1993), khususnya
untuk mengidentifikasi adanya defek' pada ikatan spermatozoa pada zona
pelusida (Cehninger et al, 1991). Pada membran plasma spermatozoa mencit
{Mus musculus) terdapat p 1, 4 — galactosyltransferase (Gaitase) yang dapat
berikatan dengan glikoprotein (serinvthreonin-O finked N-acetyl galactosamine)

pada zona pelusida-3 mencit (Miller et al 2000). Hemizona assay dapat pula
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digunakan untuk menguji spesifisitas interaksi antara spermatozoa dengan zona
pelusida interspesies (Oehninger ef a/, 1993) dan menguiji bahan antifertilitas

pada pengembangan metode kontrasepsi (Franken et al, 1993).

Qosit untuk HZA dapat menggunakan oosit immature (oosit stadium
profase 1), pre ovulatory cocyte {metafase I1) maupun cosit sisa fertilisasi in vitro,
yaitu oosit yang belum diinseminasi maupun oosit yang telah diinseminasi tetapi
gagal fertiisast. Oosit yang telah berhasil dibuahi namun gagal berkembang
tidak dapat dipakai unfuk uji HZA. Sebagai kontrol infemal pada pelaksanaan
HZA, oosit dibelah menjadi dua bagian, separuh untuk uji kapasitas ikatan pada

periakuan dan separo yang lain untuk kontrot (Oehninger ef al, 1993).

Uji spesifisitas interspesies menunjukkan terdapat high species specificity
daiam ikatan spemmatozoa pada oosit dan reaksi akrosom pada sel
spermmatozoa. Spermatozoa dan zona pelusida homolog menghasilkkan angka
ikatan dan reaksi akrosom yang sangat tinggi, sedangkan pada spesies yang
heterolog sangat rendah. Hemi zona manusia dapat mengikat 93,2 + 158
spermatozoa manusia, namun hanya dapat mengikat 3,9 + 1,3 spermatozoa
kera Makaka. Sebaliknya hemi zona kera Makaka dapat mengikat 126 + 34,8
spermatozoa kera Makaka, tetapi hanya dapat mengikat 2,8 + 1,6 spemmatozoa
manusia (Oehninger ef al, 1993). tkatan antara spermatozoa dengan zona
pelusida bersifat irrevesible dan spesifik (Franken ef a/, 1991). Oleh karena itu

yji hambatan ikatan spermatozoa dengan zona pelusida homolog dapat dipakai
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untuk mengetahui potensi imunokontraseptif dengan target zona pelusida atau

membran plasma spermatozoa.

Pada penelitian ini, 0osit yang diinkubasi dengan 10 % pre immtine serum
dengan titer 40 menghasilkan rerata jumlah sel spermatozoa terikat sebesar
35,1 + 3,35 dengan rentangan antara 33 — 43. Angka ini lebih besar dari laporan
Rankin ef al (1998) bahwa pada kelompok kontrol zona pelusida mencit dapat
mengikat 17,7 £ 2,5, namun sedikit lebih keci! dibandingkan laporan Naz dan
Zhu (1998) yang menghasilkan jumlah spermatozoa terikat sebanyak 42 per
satuan oosit Pada oosit yang diinkubasi dengan 10 % post immune serum
dengan titer 640, jumlah sel spermatozoa yang terikat kuat antara 0 — 4 dengan
rerata 1,90 £ 1,25 (Gambar 5.14.). Berdasarkan data tersebut dapat dihitung
Binding Index hasil peneiitian ini. Binding Index adailah jumiah sel spermatozoa
terikat pada zona pelusida perlakuan dibagi jumlah spermatozoa terikat pada
zona pelusida kontrol dikalikan 100, dalam skala 0 — 100 (Govind et al, 2000 ;
Naz et al, 2000). Binding Index pada penelitian ini adalah sebesar 5,45 + 3,88
dengan rentangan antara 0 - 11,76 {Gambar 5.15.). Hasil di atas menunjukkan
bahwa antibodi gZP3 dapat menurunkan petuang terikatnya spermatozoa pada
zona pelusida, sehingga menimbulkan penurunan angka fertilisasi. Hasil
penelitian tersebut sesuai dengan laporan Paterson ef al (2002) yang
membuktikan bahwa antibodi ZP3 homolog maupun heterolog dapat
menurunkan human sperm — egg binding lebih dari 60 %. Hasil Binding Index

tersebut pada penelitian ini analog dengan laporan Hasegawa et al (2002)
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menunjukkan bahwa pepfida anfi-human dan anti-rabbit juga menyebabkan
jumlah spemmatozoa yang terikat pada oosit lebih rendah dibandingkan
kelompok kontroi. Govind et af (2000) menggunakan tolok ukur Hemi Zona Index
untuk menguji ikatan human sperm - human zona pellucida. Hemi Zona index
dihitung dengan cara yang sama dengan Binding Index (WHO, 19892).
Suplementasi 10 % antibodi monokional MA-813 dengan titer 39.000 dalam

media mendapatkan angka Hemi Zona Index sebesar 19,0.

Kegagalan fertilisasi akibat pemakaian imunokontrasepsi berbasis protein
ZP3 adalah karena tertutupnya secara sterik reseptor fertilisasi oleh antibodi
ZP3. Antibodi ZP3 terikat pada back bone serine / threonine atau pada glikan
Gal — $(1,3) — GalNAc pada ZP3, sehingga menghalangi terikatnya spermatozoa
(Kerr ef al, 1998 ; Hasegawa ef al, 2000). Kalaupun terfjadi pengenalan yang
dilanjutkan terikatnya beberapa sel spermatozoa pada zona pelusida, belum
tentu akan menghasitkan fertifisasi. Pada sel telur yang gagal dibuahi oleh
spematozoa dijumpai beberapa sel spermatozoa terikat kuat pada zona
pelusida sel telur tersebut Pada saat spemnatozoa terikat pada zona pelusida,
B1.4 — galactosyltransferase (Galtase), sebagai ligan pada sel spermatozoa
terikat pada glikan Gal ~ 8(1,3) — GaiNAc, reseptor ovum pada ZP3 (Bazer et &/,
2000 ; Van den Steen et al, 1998 ). lkatan tersebut akan menginduksi terjadinya
serangkaian proses reaksi akrosom untuk terjadinya fertilisasi selengkapnya
{Miller ef al, 2002). Dengan adanya antibodi gZP3 yang terlebih dahulu terikat

secara sterik pada back bone serine / threonine atau pada glikan Gal - §(1,3) -
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GalNAc pada mZP3, menyebabkan ikatan Galtase —GalNAc tersebut tidak
sempuma, sehingga gagal menginduksi spermatozoa untuk melakukan reaksi
akrosom. Kegagalan reaksi akrosom mengakibatkan spermatozoa tersebut

tidak mampu melanjutkan kesinambungan proses fertilisasi.

Protein gZP3, setelah melewati serangkaian uji lanjutan, di masa depan
diharapkan dapat diterapkan sebagai bahan kontrasepsi pada wanita. Agar
kandidat bahan imunokontrasepsi yang berasal dari gZP3 ini mempunyai
spesifisitas yang tinggi maka harus diketahui terebih dahuiu susunan asam
amino untuk menemukan epitop spesifiknya. Selanjutnya, karena respon imun
terpenting yang diharapkan dan imunokontrasepsi adalah respon imun humoral,
yaitu respon imun yang didominasi oleh reaksi sel B, maka perlu dilakukan
penelitian untuk menemukan epitop sel B pada protein gZP3 yang homolog

dengan susunan asam amino ZP3 manusia (Homo sapiens) (Lampiran 10.1).

Diantara hewan mamalia, primata diketahui mempunyai sikius reproduksi
dan siklus birahi yang mirip dengan siklus menstruasi pada wanita. Pengujian
febih lanjut peptida dimaksud di atas peru dilakukan pada primata dengan
pengamatan pada infertilitas, masa kerh'balinya kesuburan, dan efek samping
pada siklus birahi maupun kelainan pada histologi ovarium. Berdasarkan peptida
tersebut di atas juga dapat diproduksi antibodi monoklonai dan mengujinya
dengan teknik Human sperm-oocyfe binding assay atau Human Hemi zona
assay guna mewujudkan penerapannya sebagai bahan kontrasepsi alternatif

pada wanita di masa depan.
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan :

Berdasarkan hasil-hasil penelitian ekspioratif laboratorik dan

penelitian eksperimental yang telah dilakukan di atas, yaitu :

7.1.1 \identifikasi, isolasi dan karakterisasi reseptor fertilisasi pada zona

pelusida kambing (goat zona pellucida, gZP), disimpulkan bahwa :

a. Zona Pelusida Kambing terdiri dan tiga konstituen, yaitu gZP1,
gZP2, dan gZP3 dengan massa molekul relatif (Mr) berturut-
turut 120, 94, dan 82 kDa, serta proporsi massa berturut-turut
6,93 %, 2860 % dan 6347 %. Analisis Dot Blotting
menunjukkan bahwa antibodi gZP3 asal serum kelinci
(Oryctolagus cuniculus) jantan dikenali oleh isolat protein gZP3
dengan intensitas lebih pucat dibanding antibodi gZP3 asal

serum mencit (Mus musculus) betina.

b. Analisis imunofluoresen menunjukkan bahwa isolat protein gZP3
merupakan reseptor yang dapat dikenali oleh membran plasma
spermatozoa kambing. Antibodi gZP3 asal mencit (Mus
musculus) dapat mengenali homogenat zona pelusida kambing,
dan isolat protein gZP3 dapat mengenali membran plasma

spermatozoa kambing.

163
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Isolat protein gZP3 penelitian ini merupakan reseptor fertilisasi
kambing. Datam uji binding antibodi dan protein reseptor fertilisasi
pada zona pelusida kambing (9ZP3) dengan teknik fertilisasi in vitro

disimpulkan bahwa :

a. Antibodi gZP3 asal serum kelinci (Oryctolagus cuniculus) jantan
yang disuplementasikan pada media maturasi in vifro oosit
kambing menghambat fertilisasi, sehingga menurunkan secara

nyata (p<0,05) angka cleavage.

b. Isolat protein gZP3 yang disuplementasikan pada media
kapasitasi spermatozoa kambing menghambat fertilisasi secara
in vitro, sehingga menurunkan secara nhyata (p<0,05) angka

cleavage.

Protein gZP3 bersifat imunokontraseptif pada hewan coba model.
Dalam uji potensi imunokontraseptif antibodi gZP3 dengan teknik
fertilisasi in vitro pada oosit mencit (Mus musculus) sebagai model

menunjukkan bahwa :

a. Antibodi gZP3 asal mencit (Mus musculus) betina menghambat

secara nyata (p<0,05) fertilisasi oosit mencit secara in vitro.

b. Antibodi gZP3 asal mencit (Mus musculus) betina menghambat
pengenalan spermatozoa terhadap oosit mencit (Mus
musculus) sehingga menurunkan secara nyata (p<0,05)

Binding Index.
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7.2 Saran : Perudiakukan penelitian iebih tanjut untuk :

7.21 Menemukan susunan asam amino gZP3 yang homolog dengan
susunan asam amino ZP3 manusia (Homo sapiens) dan menguji
potensi imunokontraseptif peptida tersebut pada primata dengan
pengamatan pada efek utama pada infertilitas dan efek samping

pada siklus menstruasi dan perubahan histologi ovariumnya.

7.2.2 Menguji peptida tersebut di atas dengan teknik Human sperm-

oocyte binding assay atau Human Hemi zona assay.
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LAMPIRAN

Lampiran1  Mikrobiometri zona pelusida kambing

1.1 Data diameter total oosit, diameter vitelus dan tebal zona pelusida
kambing (dalam pm)

Total | Vitelus | Tebal ZP

=
o

184.86 | 1812 16.8
168 142.8 16.8
10.1 188.16 | 1561.2 16.8
11.1 1848 126 13.44
12.) 168 142.8 16.8
13.) 201.8 | 1344 16.8
14.} 1848 | 1428 13.44
156, 168 168 16.8
16.1 1764 | 1344 16.8
17.{ 168 1344 16.8
18.] 168 151.2 16.8
19.1 1848 | 1428 13.44
20.] 1848 | 1428 16.8

1.1 168 | 1428 | 16.8

2.1 18816 | 1596 | 20.16

3.1 2016 | 1512 | 20.16

4| 2016 | 15986 16.8

5 1 1848 | 1428 16.8

6. | 2016 | 168 168
7.1 2016 | 168 16.6

8.

)

1.2 Statistik Deskriptif diameter total oosit, diameter vitelus dan tebal
zona pelusida kambing (dalam pm)

Desci‘iptive Statistics
N Minimum | Maximum Meaan Std. Deviation
QOSIT 20 168.00 201.80 )} 183.8860 12.9530
VITELIN 20 126.00 168.00 | 147.8400 12.0038
ZP 20 13.44 20.16 16,6320 1.7150
Valid N {listwise) 20
175
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Lampiran 2 Perhitungan massa molekul relatif gZP3
menggunakan persamaan regresi linier

176

2.1 Data Jarak Masing-masing Band dan Mr High Range SDS-PAGE Marker

Jarak! Rf MR kDa| MR Da |log MR (y)
4 10.063 }200.000} 200000 | 5.301
14 10.222 {116.250| 116250, 5.065
23 10.365 ! 97.400 | 97400 4.989
37 10.587 | 66.200 | 66200 4.821
59 [ 0,937 45.000 [ 45000 4.653

2.2 Analisis Regresi Jarak Masing-masing Band dan Mr High Range SDS-

PAGE Marker
Regression
Variables Entered/Removed®
Variables Variables Method
Model Entered Removed
1 R Enler
a. All requested variables entered,
b. Dependent Varable: log MR (y)
Model Summary
Model R R Sguare Adiusted R | Std. Erro of
Square the Estimate
1 975" 952 935 062481
a. Predictors: (Constant), Rf
ANOVA"
Sum of
Model Squares  |df Mean Sguare|F Sig
1 Regression .230[1 .230( 58,874 005"
Residual 012]3 Qo4
Totai 2424
a. Predictors: {Constant), Rf
b. Dependent Variable: log MR (y)
Coefficients"
Unstandardized Standardized
Coeffidents Coefficients
Model B Std. Error Bets t Sig.
1 (Constant) 5272 049 108,161 | .000
Rf - 705 | 092 -975 -7.673 | 005

a. Dependent Variable: log MR (v)
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2.3 Perhitungan Mr Konstituen-konstituen gZP
Persamaan regresi linier . y=5.272-0.705x.
. Mr |
Konstituen | Uangan  Rf Y (kDa) X+8D
1 0.3279 1 50575496 | 114.1695 |

2 0.3279 | 5.0575496 | 114 1695

gZP1 3 0.25 500275 123.8083 | 12067 +6,12
4 0.25 5.09275 ; 123.8083
5 0.2333 | 5.1051915 | 127.4066
1 04344 ; 49748086 | 94.3857
2 0.4344 { 49749056 | 94.3857

gzP2 3 04167 | 4.9685585| 93.0163 | 94.38 1+ 1.66
s 0.4167 | 4.9685585 | 93.0163
5 0.3917 | 4.9871835| 97.0921
1 0.5492 | 4.8858208 | 76.8813
2 0.5409 | 4.8922616 78.03
3 0.5409 | 48922618 78.03
4 0.5400 ! 48922616 78.03
5 0.5409 | 4.8922616| 78.03
5 0.431 4.955491 | 90.2591

gZP3 7 0.431 4.955491 | 90.2591 | 82.05 1 6.90
8 0.431 4955491 1 80.2501
g 0.431 4.955481 ; 80.2501
10 0.431 4 855491 ; $50.2591
11 0.55 4.86925 | 74.0031
12 0.55 4.86925 | 74.0031
13 0.5167 | 4.8940585| 78.3536

2.4 Statistik Deskriptif Mr Konstituen-konstituen gZP

Lampiran3 Luas Daerah Di Bawah Kurva Densitometri

3.1 Data Luas Daerah Di Bawah Kurva Densitometri

_9ZP1 | gZP2 | gZP3
24057 | 110345 | 20723.9
| 30021 | 102391 | 232826
' 20892 | 10111.8 | 235423
2529 114576 | 24305
2413.4 | 10710.75 | 2206345
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3.2 Statistik deskriptif Luas Daerah Di Bawah Kurva Densitometri

Descriptives
Descriptive Statistics
N Minimum | Maximum Mean Std. Deviation
GZP1 5 2089.20 3092.10 | 2650.1000 4188350
GZP2 5 1 1011180 § 1145760 | 1071075 557.6275
GZP3 5t 2072390 & 24305.00 | 22063.45 1346.5015
Valid N (listwise) 5

Lampiran4  Titer Antibodi Serum Mencit (Mus musculus)

setelah Imunisasi dengan gZP3

4.1 Checker Board Antibodi Mencit

Checker Board (M+)
Pengenceran D1 OD-1 X Titer
20 1.361 1.340 1.351 320
40 1.061 0.658 1.010 160
80 0.766 0.631 0.699 80
| 180 0478 | 0431 | 0455 40
320 0.301 0,253 0277 20
640 0201 { 0155 0.178 0
1280 0.109 0.087 0.103 0
2560 0.066 0.057 0.062 0
5120 0.039 0.034 0.037 1]
10240 0.027 0.021 0.024 1]
20480 0.015 0.012 0.014 ¢
Checker Board {M-)
20 0.405 0.435 J 0.420
40 0330 | 0324 | 0327
80 0.135 D.152 0.144 | COV

Negatif Standar = 0.150
Positif bila > 1.5 COV = 0.216

Keterangan : | 0.216-0.277 =20 ]
0.278-0.466 = 40
0.467 - 0.699 =80
0.641-0.872 =640
Q.700 - 1.020 = 160
| 1.021- 1.351 =320
> 1.352 = 640
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4.2 Data Konversi Nilai Optical Density — Titer Antibodi Mencit
Kantrol Perlakuan 40 ug gZP3
No | OD-1 | OD-2 |Rataratal Titer | OD-1_ | ©D-2 | Rata-rata | Titer
1 10424 1 0271 1 03475 | 40 1.652 167 | 1661 640
2 {0416 { 0312 | 0.364 40 1,589 1615 | 1602 640
3 {0436 { 0414 | 0425 40 1.608 164 | 1624 640
4 10441 [ 0488 | 04645 | 40 | 1645 | 1641 | 1643 | 640
5 | 0425 | 0421 | 0423 40 1.606 166 ' 1633 640
6 | 0415 | 0302 | 03585 | 40 1615 1676 | 16455 640
7 10437 | 0.341 | 0389 40 1.801 165 | 16285 640
8 | 0647 | 0538 | 05925 | 80 1.602 167 | 1636 640
9 | 043 [ 0348 | 03895 [ 40 164 17 |+ 167 640
| 10 | 0.433 | 0467 0.45 40 1.63 16 = 1615 640
4.3 Analisis statistik titer antibodi mengcit
T-Test
— Y~z Group Statistics N
PERLAKUAN N Mean Std. Deviation Std. Emror Mean
TITER 1 10 4400 | 1265 |  a00
2) 10 640.00 .00 00
Indepaendent Samples Test
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
85% Confidence
. Interval of the
: Sig. (2-] Mean | Std. Error .
F{Sie| "t} of ISdled)| Difierence |Differencel——trerence
Lower | Upper
Equai
variances | 5063 |.037| -149.0 | 18 | .00 -596.00 400 | -604.40 | -587.60
| assumed | | |
TITER| Equal !
vanaroes -149.0 [9.00] .00 | -596.00 | 4.00 | -605.05 | -586.95
assumed Il L
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Lampiran 5 Titer Antibodi Kelinci (Oryctolagus cuniculus)
sebelum dan setelah Imunisasi dengan gZP3

5.1 Checker Board Antibodi Serum Kelinci {Oryctolagus cuniculus)

Checker Board (R+
Pengenceran oD Titer
20 1.532 10240
40 1.537 10240
80 1.508 10240
160 1.437 5120
320 1.314 2560
640 1.074 1280
1280 0.872 640
2560 0.640 320
5120 0.482 180
10240 0.346 80
20480 0,240 ¢]
40860 0.192 0

R-:Pengenceran 20=0.324
40=0.163 COV

Negatif Standar = 0.150

Positif bila > 1.5 COV = 0.245

Keterangan :

0.245 -0.346 = 80
0.347 - 0.482 = 160
0.483 - 0.640 = 320
0.641 -0.872 =840
0.873-1.074=1280
1.075-1.314 = 2560
1.315-1.437= 65120
1.438 - 1.537 = 10240
> 1.538 = 20480

5.2 Data Konversi Nilai Optical Density — Titer Antibodi Kelincl

Identitas | OD-1 QD1 Rata-2 Titer
R-1 0.082 0.084 0.083 0
R-2 0.053 0.059 0.056
R-3 Q117 0.104 0.111

__R4 0.083 0.092 0.088
R-5 0.082 0.086 0.084
R-5 0.078 0.080 0.079

[=X[=J=fla) =l
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R-7 0.111 0.065 0.085 )
R-8 0.110 0.048 0.079 0
R-9 0.104 0.092 0.098 0
R-10 0.098 0.086 0.002 0
R-11 0.056 0.104 0.080 0
R-12 0.056 0.098 0.077 o
R-13 0.056 0.092 0.074 0
R4 | 0055 | 0086 _| 0071 ! O
R-15 0.053 0.080 0.067 0
R-18 0.048 0.065 | 0.057 0 |
R-17 1.456 1.476 1.466 10240
R-18 1.372 1,372 1372 | 5120
R-19 1,373 1.432 1.403 5120
R-20 1.305 1.276 1.291 2560
R21 | 1391 1.380 1.391 9120
R-22 1,288 1,466 1.427 5120
R-23 1.465 1.440 1.453 10240
R-24 1,447 1.485 1.466 10240
R-25 1.430 1.394 1.412 5120
R-28 1.453 1.453 1.453 10240
R-27 1,430 1.430 1.430 £120
R-28 1.512 1.512 1.512 10240
| _R-29 | 1468 | 1468 | 1468 | 10240
R-30 1.526 1.526 1.526 10240
R-31 1.492 1,492 1.492 10240
R-32 1.527 1.527 1.527 10240
Pengambil Pre Post
an ke- Kelinci Imun imun
1 R-1 0 R-17 10240
A T R AR R8T 0 5120 ]
) | _R3 0 R-19 5120
| R-4 0 R-20 2560
3 ._R5 0 R-21 5120
7 RB 0 R-22 5120
4 LR 0 R-23 10240
__R8 0 R-24 10240
5 RS9 | 0 | R25 5120
i R-10 0 R-26 10240
6 [ R-11 0 R-27 5120
| R-12 0 R-28 10240
7 PR3 0 R-29 10240
R-14 0 R-30 10240
8 R-15 0 R-31 10240
. R-16 0 R-32 10240
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5.4 Statistik Deskriptif Titer Antibodi Klinci
Descriptives
Descriptive Stafistics .
i N Minimum :fMaximum Mean De?it:ﬁo n
SEBELUM| _ 16 0_ . o .00 .00
SETELAH| 16 2560 | 10240 | 7840.00 | 2876.44
Valid N 16 ;
(listwise)
Lampiran 6  Hasil Fertilisasi in vitro pada Kambing
6.1 Data Hasil Fertilisasi in vitro pada Kambing
Kontrol Antibodi gZP3 Antigen (gZP3)
Fertil | Oosit | Persen | Fertil | Oosit | Persen | Fertil | Oosit | Persen
4 9 44.44 0 10 0.00 0 12 0.00
3 11 27.27 0 10 0.00 1 14 7.14 |
5 13 38.46 1 11 9.09 1 17 588 |
5 13 38.46 1 13 7.69 1 12 8.33 |
6 17 | 35.2¢ 2 28 7.14 2 15 | 13.33 |
7 21 33.33 2 25 8.00 3 19 | 1579 |
8 19| |} L 4% 0 14 0.00 0 11 0.00 |
7 17 41.18 1 28 e 1 15 6.67 |
4 11 36.36 0 30 0.00 2 10 20.00
5 11 45 45 1 27 3.70 1 10 10.00
4 11 36.36 2 26 7.69 2 11 18.18
| Rata-rata:| 38.07 Rata-rata:| 4.26 Rata-rata:| 958
SD:] 523 SD:} 378 sD:] 670 !

6.2 Analisis Statistik Hasil Fertilisasi in vitro pada Kambing

Oneway
Descriptives
PERSEN
Std. 95% Confidence Interval for - .
N Mean Deviation Std. Eor Mean Minimum | Maximum

Lower Bound | Upper Bound
1 11 | 38.06845 | 52347 | 1.5783 34.5478 41.5813 27.27 45.45

2 i1 | 42618 | 3.77562 | 1.1383 1.7256 6.7980 .00 9.09
3 11 | 95745 | 66975 | 2.0194 5.0751 14.0740 .00 20.00
Total | 33 | 17.3003 | 159436 | 27754 11.6469 22.9537 .00 45.45
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Test of Homogeneity of Variances

PERSEN
Levene Statistic dft di2 Sig.
1.379 2 30 267
ANOVA
PERSEN
Sum of Squares | df | Mean Square F Sig.
Between Groups 7269.275 2 3634637 - 126.041 .000
Within Groups 865.110 30 28.837 :
Total 8134.385 32
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: PERSEN
LSD
)] {J) Difference| Std. Error|  Sig. L T
PERLAKUAN | PERLAKUAN | () i rer pper
— AT S Bound | Bound |
1 2 33.8027 | 2.2898 .000 29.1264 | 38.4791
5 prr
3 284900 | 2.2898 (8100 23.8136 | 33.1664
e B B IE T . | U P
2 1 -33.8027 | 2.2898 .000 -38.4791 | -29.1264
U N .~ i X ]
3 -5.3127 | 22898 | 027 -9.9891 -.6364
3 1 -28.4900 | 22898 .000 -33.1664 | -23.8136
2 53127 22898 027 6364 9 9891
* The mean difference is significant at the .05 level. o i
Descriptives
Descriptive Statistics .
N Minimum | Maximum | Mean ' Std. Deviation
SEBELUM 16 0 0 00 - .00
SETELAH 16 2560 10240 | 7840.00 . 2876.44
Valid N (hstwise) 16
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musculus) sebelum dan setelah imunisasi
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dengan gZP3
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7.1 Data Titer antibodi serum mencit (Mus musculus) sebelum dan

setelah imunisasi dengan zona pelusida 3 (ZP3) kambing

7.1.1 Checker board sama dengan Lampiran 4.1.

7.1.2 Data Konversi Nilai Optical Density-Titer Antibodi Mencit
sebelum Imunisasi

\dentitas OD-1 QOD-1 Rata-2 Titer
MK-1 0.436 0.414 0.425 40
MK-2 0.441 0.488 | 0.4645 40
MK-3 0.271 0.304 0.288 40
MK-4 0.312 0.466 0.389 40
MK-5 0.433 0.467 0.45 40
MK-6 0.488 0.634 0.561 80
MK-7 0.424 0.271 0.3475 40
MK-8 0.416 0.312 0.364 40
MK-9 0.341 0.440 0.391 40

MK-10 | 0647 0.538 0.5925 80

7.1.3 Konversi nilai Optical Density - Titer antibodi serum mencit (Mus
musculus) setelah imunisasi

ldentitas [ OD-1 OD-1 Rata-2 Titer
MP-1 1.456 1.498 1.477 640
MP-2 1.569 1.617 1.593 640
MP-3 1.542 1.587 1.565 640
MP4 | 1170 1.333 1.252 320
MP-5 1.605 1.630 1618 640
MP-6 1.527 1.560 1.544 640
MP-7 1.533 1.550 1.542 640
MP-8 | 1587 1604 [ 159 | 640
MP-9 1.109 1.231 1170 | 320
MP-10 | 1548 1.608 1578 | 640
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7.1.4 Data Titer antibodi serum mencit (Mus musculus) sebelum dan
setelah imunisasi dengan zona pelusida 3 (ZP3) kambing

. Pre . Post
dentitas Imunisasi \dentitas Imunisasi
MK-1 40 MP-1 640
MK-2 40 MP-2 640
MK-3 40 MP-3 640
MK~4 40 | MP4 | 320
MK-5 40 MP-5 640
MK-6 80 MP-6 640 |
MK-7 40 MP-7 640 !
MK-8 40 MP-8 640 |
MK-9 40 MP-9 320 |
MK-10 80 MP-10 640 |

7.2 Uji statistik titer antibodi serum mencit (Mus musculus) sebelum
dan setelah imunisasi dengan zona pelusida 3 (ZP3) kambing

T-Test
Group Statistics
PERLAKUAN N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
TITER 1 10 48.00 16.865 5.333
2 10 576.00 134.924 42 667
Independent Samples Test
Levene's Test
for Equality of t-test for Equality of Means
Variances
! 95% Confidence
! Interval of the
. . Sig. (2-| Mean |Std. Error i
FoISel v & [Liled) | Ditterence |Difference|——merence
Lower | Upper
Equal
variances | 12.062 .003 -12.279 18 000 -528.00 42,999 -618.337| -437.663
assumed
TITER| Equal ;

il 122799281 000|  -528.00 42.999 -624.822 431.178
assumed : L
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Lampiran 8 Hasil Fertilisasi in vitro pada mencit (Mus

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

musculus).

8.1 Data dan analisis statistik hasil fertilisasi in vitro mencit (Mus
musculus) dengan inkubasi dalam pre immune serum (Kontrol)
dan postimmune serum {Perlakuan)

Tetes | Jumlah F-----.__mffhfi ww __ Perlakuan
ke- | Oosit Eertil Gagal ' Ferti Gagal
1 11 5 0 0 6
2 13 8 B 0 5
3 15 4 Gl o0 11
4 P 9 0o 0 6
5 | 13 8 0 3 J
6 11 8 0 ; 0 3
7 15 6 0 i 0 g
B 10 6 0 ‘ 0 4

186

8.2 Uji dan analisis statistik hasil fertilisasi in vitro mencit (Mus
musculus) dengan inkubasi dalam pre immune serum (Kontrol)

dan  postimmune serum (Perlakuan})
T-Test
Group Statistics

Std. Emor

KELOMPOK N Mean Sid. Deviation Mean
FERTILUS K 8 6.75 135 | 62
P 3 .00 .00 .00
GAGAL ¥ 8 .00 .00 .00
P 8 8.13 264 93
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Independent Samples Test
Levene's Test .
for Equaitty of t-test for Equality of Means
Variances
95% Confidence
F Si ¢ df Sig. (2-] Mean |Std. Emor interval of the
9 tailed) {Difference|Difference Difference
Lower Upper
Equal !
FERTILIS | variances | 36.000 | .000 {10.894| 14 | 000 | 675 | .62 5.42 8.08
assumed i i
Equal : :
Va":gfes | 10.804] 7.000 | 000 | 6.75 { 62 5.28 8.22
assumed 4_
Equal |
GAGAL {varances|11.1561.005]-6556{ 14 000 613 | 83 -8.13 -4.12
assumed L
Equal |
"a“:gt"es 6.556{7.000| 000 | 613 | .93 833 | -3.92
assumed i
Lampiran 9  Hasil Binding Assay pada mencit (Mus musculus).

9.1 Data hasil Binding Assay oosit mencit (Mus musculus) dengan

Disertasi

inkubasi dalam pre immune serum (Kontrol) dan post immune
serum (Perlakuan)

Kontrol { Perlakuan Binding

No. K (P) P/K index

1 37 2 0.0541 5.41

2 43 2 0.0465 4.65

3 33 0 0.0000 0.00
4 34 4 0.1176 11.76

5 31 3 0.0968 9.68

& 33 2 0.0606 6.06

7 37 1 0.0270 2.70

8 33 0 0.0000 0.00

9 35 2 0.0571 5.71
10 35 3 0.0857 8.57
Rataan ) 35.10 1.90 0.0545 5.45
SD 3.35 1.29 0.0388 3.88
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9.2 Uji statistik hasil Binding Assay oosit mencit (Mus musculus)
dengan inkubasi dalam pre immune serum (Kontrol) dan post

immune serum (Perlakuan)

T-Test
Group Statistics
Std. Error
- KELOMPOK N Mean Std. Deviation Mean
UMLAH 1 10 35.10 3.35 1.06
2 10 1.80 129 A1
independent Samples Test
Levene's i
Test for t-test for Equality of Means
Equality of
Variances
5%
3 Confidence
F |Sig. t df ?:a?le(f)- D#:::g . ggegm Interval of the
Difference
Lower | Upper
Equal
variances | 3.379(.083) 29,269 18 .000 33.20 113 308213558
assumed
JUMLAH]  Equat
"a“:o“t"es 29.269 | 11.601 | 000 | 33.20 113 13072} 3568
assumed

Lampiran 10 Susunan Asam Amino ZP3 Beberapa Spesies

10.1 Manusia (Homo sapiens)

1: NM_007155. Homo sapiens zona...[gi23097341]

LOCUs ZP3 1209 bp mRNA linear PRI 25-SEP-2002
DEFINITION Homo sapiens zona pellucida glycoprotein 3 (sperm receptor) (ZP3),
mRNA.

ACCESSION NM_007155

VERSION NM_0071552 GI:23097341

KEYWORDS .

SOURCE  human.

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata, Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Hominidae; Homo.,
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REFERENCE 1 (bases 1t0 1299)

AUTHORS Chamberiin,M.E. and Dean,J.

TITLE  Human homolag of the mouse sperm receptar

JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87 (16}, 6014-6018 (1990)

MEDLINE 90349545

PUBMED 2385582
REFERENCE 2 {bases 1to 1299)

AUTHORS wvan Duin,M., Polman, J.E., Verkoelen C.C., Bunschoten H.,
Meyerink,J.H., Olijve, W. and Aitken,R.J.

TITLE Cloning and characterization of the human sperm receptor ligand
ZP3: evidence for a second potymorphic allele with a different
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MEDLINE 93122771

PUBMED 1478648
REFERENCE 3 (bases 1 to 1299)

AUTHORS Rankin,T. and Dean,J.

TITLE The zona pellucida: using molecular genetics to study the mammalian
egg coat

JOURNAL Rev Reprod 5 (2), 114-121 (2000)

MEDLINE 20337608

PUBMED 10864856
REFERENCE 4 {bases 1toc 1299)

AUTHORS Kiefer,5 .M. and Saling,P.

TITLE  Proteolytic processing of human zona peliucida proteins

JOURNAL Biol Reprod. 66 (2), 407-414 (2002)

MEDLINE 21663376

PUBMED 11804958
REFERENCE 5 (bases 110 1299)

AUTHORS Qi,H., Williams,Z. and Wassaman,P.M.

TITLE Secretion and assembly of Zona pellucida glycoproteins by growing
mouse oocytes microinjected with epitope-tagged cDNAS for mZP2 and
mZP3

JOURNAL Mol Biol. Celt 13 (2), 530-541 (2002)

MEDLINE 21843683

PUBMED 11854410
REFERENCE 6 {(bases 1to 1299)

AUTHORS ZhaoM., Gold,L, Ginsberg AM., Liang,L.F. and Dean,J.

TITLE Conserved furin cleavage site not essential for secretion and
integration of ZP3 into the extracellular egg coat of transgenic
mice

JOURNAL Mol. Cell. Biot, 22 (9}, 3111-3120 (2002)

MEDLINE 21938536

PUBMED 119840668
REFERENCE 7 (bases 110 1299)
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JOURNAL Mt Sinai J Med 69 (3), 148-155 (2002)
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COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to final
NCBI review. The referance sequence was derived from MB0504.1.
On Sep 18, 2002 this sequence version replaced gi:6005983.
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FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1299
forganism="Homo sapiens”
#db_xref="taxon:9606"
{chromosorme="7"
fmap="7q11.23"
foell_type="ovary"
gene 1..1299
fgene="2P3"
note="ZPC; ZP3A,; ZP3B; HUMZP3; ZP3-372; ZP3-424"
fdb_xref="LocuslD:7784"
fdb_xref="MIM;182889"
cDs 11..1285
fgene="ZP3"
Inote="zona pellucida sperm-binding protein 3 precursor;
zona pellucida protein C; zona pellucida glycoprotein 34,
zona pellucida glycoprotein 3B; sperm receptor”
fcodon_start=1
Iproduct="zona peliucida glycoprotein 3"
fprotein_id="NP_009086.2"
idb_xref="(1:23097342"
fdb_xref="{ ocusiD;7784"
idb_xref="MIM:182889"
firanslation="MELSYRLFICLLLWGSTELCYPQPLWLLQGGASHPETSVAPVLY
ECQEATLMVMVSKDLFGTGKLIRAADLTLGPEACEPLVSMDTEDVVRFEVGLHECGNS
MQVTODALVYSTFLLHDPRPVGNLSIVRTNRAEIPIECRYPRQGNVSSQAILPTWLPF
RTTVFSEEKLTFSLRLMEENWNAEKRSPTFHLGDAAHLOAEIHTGSHVPLRLFVDHCV
ATPTPDQNASPYHTIVDFHGCLVDGLTDASSAFKVPRPGPDTLQFTVDVFHFANDSRKRN
MIYITCHLKVTLAEQDPDELNKACSFSKPSNSWFPVEGPADICQCCNKGDCGTPSHSR
RQAPHVMSQWSRSASRNRRHVTEEADVTVGPLIFLDRRGDHEVEQWAL PSDTSVVLLGY
GLAVWVSLTLTAVILVLTRRCRTASHPVSASE"
siq peptide 11.76
igene="ZP3"
Inote="G00-128-007"
mat peptide 77..:282
jgene="ZpP3"
fproduct="zona pellucida glycoprotsin 3"
Inote="G00-128-007"
misc feature 143.919
fgene="ZP3"
Inote="ZP; Region: Zona petiucida (ZP) domain™
idb_xref="CDD:smart00241"
misc_feature 143.919
fgene="2P3" '
fnote="zona_pellucida; Region: Zona pellucida-like domain"
Hdb_xref="CDD:pfam00100"
BASE COUNT 273a 392¢ 351¢g 283¢
ORIGIN
1 tgcaggtace atggagcetga getatagget cticatctge ciectgetet ggggtagtac
81 t{gagctgige tacceccaac coctetgget ctigecaggot ggagecagee atectgagac
121 gtcegtacag coegtactgg tggagtgtea ggaggecact ctgatggtea tggtcageaa
181 agaccititt ggcaccggga agetcatcag ggctgctgac cleaccttgg goccagagge
241 cigtgagect ctggtotoca tggacacaga agatgtggte aggtitgagg ttggacteca
301 cgagtgtgge aacageatge aggtaactya cgatgeccly gtgtacagea ccticctget
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361 ccatgaccce cgeeecgigg gaaacetigic catcgtgagg actaaccgeg cagagattco
421 catogagtge cgctacceca ggeagggeaa tgtgageage caggecatec tgeccacetg
481 gttgooctic aggaccacgq tgtictcaga ggagaagetg actitcicte tgogtcigat

541 ggaggagaac tggaacgcty agaagaggtc ccocacctic cacctgggag atgcagecea
601 cctccaggea gaaatccaca ctggeageca cgtgecactg cggtigiitg tggaccactg
661 cgtggecaca cogacaccag accagaatge cleeccttat cacaceatog tggaciteea
721 tggctgtctt gtogacgatc tcactgatge cictictgea ttcaaagttc ctegaccegg

781 gceagataca ctocagttea cagtggatgt cttceacttt getaatgact ocagaaacat
841 gatatacatc accitgecacc tgaaggtcac cctagctgag caggacecag atgaactcaa
901 caaggoctgt tecticagea agecticeaa cagctggttc ccagtggaag geocggetga
961 catctgicaa tgcigtaaca aaggtgacig tageacticea agocaticca ggaggeagee
1021 tcatgtcatg agecagtggt ccaggtetge ttecogtaac cgecaggeatg tgacagaaga
1081 agcagatgic accgtgggge cactgatctt cotggacagy aggogtgacce atgaagtaga
1141 gcagtgggct tigcctictg acaccicagt ggtgcigetg ggegtaggec tggcigtagt
1201 ggtgtecetg actetgacty ctgttatect ggticteace aggagotgtc geactgecic
1261 ceacectgly tetgettceg aataaaagaa gaaageaat//

Revised: July 5, 2002.
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1: NM_011776. Mus musculus zona...[gi:6756082] Links

LOCUS NM_011776 1317 bp mRNA linear ROD 20-DEC-2003
DEFINITION Mus musculus zona peliucida glycoprotein 3 (Zp3), mRNA.
ACCESSION NM_011776
VERSION NM_011776.1 Gl:6756082
KEYWORDS
SOURCE  Mus musculus (house mouse)
ORGANISM Mus musculus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Murinae; Mus.
REFERENCE 1 (bases 1to 1317)
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REFERENCE 6 (bases 110 1317)
AUTHORS Kinloch,R.A. and Wassarman,P.M,
TITLE Nucleotide sequence of the gene encoding zona peliucida
glycoprotein ZP3—the mouse sperm receptor
JOURNAL Nucleic Acids Res. 17 (7), 2861-2863 (1989)
PUBMED 2541416
REFERENCE 7 (bases 110 1317)
AUTHORS Kinloch R.A., Roller,R.J., Fimiani,C.M., Wassarman,D A. and
Wassarman,P.M.
TITLE Primary structure of the mouse sperm receptor polypeptide
detemined by genomic cloning
JOURNAL Proc. Natt. Acad. Sci. U.S.A. 85 (17), 6409-6413 (1988}
PUBMED 2842770
REFERENCE 8 (bases 1to 1317}
AUTHORS Ringuette,M.J., Chamberlin,M.E., Baur, A.W., Sobieski,D.A. and
Dean,J.
TITLE Molecular analysis of cDNA coding for ZP3, a sperm binding protein
of the mouse zona pellucida
JOURNAL Dev. Biol. 127 (2), 287-295 (1988)
PUBMED 3378665
REFERENCE 9 (bases 1to 1317}
AUTHORS Salzmann,G.S., Greve,J. M., Roller R.J. and Wassarman,P.M.
TiITLE Biosynthesis of the sperm seceptor during cogenesis in the mouse
JOURNAL EMBO J. 2 (9), 1451-1456 {1983)
PUBMED 11892795
REMARK GeneRIF: The extreme heterogeneity of mature ZP3, with respect
to both mol. wt. and isoelectric point, is partly a consequence of the N-inked
oligosaccharides and not the polypeptide chain itself.
COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This recorc has not yet been subject to
final
NCBI review. The reference sequence was derived from M20026.1.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1317
forganistn="Mus musculus"
fmol_type="mRNA"
fstrain="NIH SWISS"
fdb_xref="taxon:10080"
fchromosome="5"
map="577.0 cM"
gene 1..1317
fgene="Zp3"
Inote="synonym: Zp-3"
fdb_xref="GenelD:22788"
/db_xref="Locus|D:22788"
Idb_xref="MGI:99215"
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CcDSs 30..1304
fgene="Zp3"
/note="go_component: integrai to membrane {goid 0016021]
[evidence TAS] [pmid 12466851];
go_component. extracellular matrix [goid 0005578]
[evidence IEA];
go_component. extracellular space [goid 0005615] {evidence
TAS] [pmid 12466851);
go_function: receptor activity [goid 0004872] [evidence
IEA];
go_function: protein binding [goid 0005515] [evidence |PI]
[pmid 11739644},
go_process: binding of sperm to zona pellucida [goid
0007339] {evidence IDA] [pmid 11739644]"
fcodon_start=1
fproduct="zona pellucida glycoprotein 3"
/protein_id="NP_035906.1"
fdb_xref="GI.:6756083"
/db_xref="GenelD:22788"
fdb_xref="LocuslD:22788"
fdb_xref="MGI.99215"
franslation="MASSYFLFLCLLLCGGPELCNSQTLWLLPGGTPTPVGSSSPVKY

ECLEAELVVTVSROLFGTGKLVQPGDLTLGSEGCQPRVSVDTOVVRFNAQLHECSSRY
QMTKDALVYSTFLLHDPRPVSGLSILRTNRVEVPIECRYPRQGNVSSHPIQPTWVPFR
ATVSSEEKLAFSLRLMEENWNTEKSAPTFHLGEVAHLQAEVQTGSHLPLQLFVDHCVA
TPSPLPDPNSSPYHFIVDFHGCLVDGLSESFSAFQVPRPRPETLQFTVDVFHFANSSR
NTLYITCHLKVAPANQIPDKLNKACSFNKTSQSWLPVEGDADICDCCSHGNCSNSSSS
QFQIHGPRQWSKLVSRNRRHVTDEADVTVGPLIFLGKANDQTVEGWTASAQTSVALGL
GLATVAFLTLAAIVLAVTRKCHSSSYLVSLPQ"

sig_peptide 30..95
Igene="Zp3"
note="ZP3 signal peptide; putative”
mat_peptide 96..1301
fgene="Zp3"
Iproduct="zona pellucida glycoprotein 3"
Inote="sperm-binding protein; ZP3"
misc_feature 162..941 '
fgene="Zp3"
/note="zona_pellucida; Region: Zona peliucida-like domain”
fdb_xref="CDD:15117"
variation 1237
igene="Zp3"
/allele="T"
faliele="C"
/db_xref="dbSNP:3081076"
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ORIGIN
1 ctgagcecag ctgtactcca ggegggacea tggegtcaag clatttecte ttectttgte
61 tectgetgtg tggaggecce gagetgtgea attcocagac tetgtggcett tigecggatg
121 gaactcecac cccagtgggg tectcatcac ctgtgaaggt ggagtgtetg gaagctgaac
181 tagtggtgac tgtcagtaga gacctititg gcacggggaa getggtgeag cccggggace
241 tcaccecttgg ctcagagggt tgtcagecce gggtgtecgt ggataccgac gtggtcaggt
301 tcaacgecca gttgcacgag tgcagcagca gggtgcagat gacgaaagat geeciggtgt
361 acagcacctt cctactccac gacectcgec ctgtgagtgg cetgtecate cteaggacta
421 accgtgigga ggtacccatt gagtgecgat accccaggca gggceaatgtg agcagecace
481 ctatccagcce cacctgggtt cecticagag ccactgtgte ctcagaggag aaactggcett
541 tctetctteg cetgatggag gagaactgga atactgagaa atcggcteee accttccacce
601 tgggagaggt agcccaccic caggcagaag tccagactgg aagecacctg cegetgeage
661 tgtitgtgga ccactgegtg gecacgectt cacctitgoc agaccogaac toctccoect
721 atcacticat cgtggacttc cacggtigee ttgtggatgg ictatctgag agcettitegg
781 catftcaagt ccccagacce cggecagaga cictccagtt cacggtggat gtattecatt
841 ttgccaacag ctccagaaat acgcetctaca tcacctgeca tetcaaagtc gegecagceta
901 accagatcce cgataagctc aacaaagcct gitcgticaa caagactice cagagtiggt
961 tgccagtaga gggtgatgct gacatcigtg attgetgcag ccatggcaac tgtagtaatt
1021 caagcicttc acagttccag atccatggac cccgecagtg gtccaagceta gtttctcgaa
1081 accgcaggca cgigaccgat gaagctgatg tcactgtagg gecectgata ttecttggaa
1141 aggccaacga ccagactglg gaaggcetgga ctgcettctge tcaaacctct gtggetettg
1201 ggttaggeet ggecacagig geattcetga cectggeagce tatagtectt getgtcacca
1261 ggaagtgtca ctectctice taccttgtat cccttecgea ataaaagaag aaactcal/
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1: NM_173974. Bos taurus zona p...[gi:31343138] Links

LOCUS NM_173974 1426 bp mMRNA linear MAM 22-DEC-2003

DEFINITION Bos taurus zona peliucida glycoprotein 3 (sperm receptor) (ZP3),
mRNA.

ACCESSION NM_173974

VERSION NM_173974.2 G131343138

KEYWORDS

SOURCE  Bos taurus (cow)
ORGANISM Bos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chotdata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Cetartiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae;
Bovinae; Bos.

REFERENCE 1 (bases 110 1426)
AUTHORS Harris,J.D., Hibter, D.W., Fontenot,G.K., Hsu K.T., Yurewicz,E.C.
and Sacco A.G.
TITLE Cloning and characterization of zona pellucida genes and cDNAs from
a variety of mammailian species: the ZPA, ZPB and ZPC gene famiiies
JOURNAL DNA Seq. 4 (6), 361-393 (1994)
PUBMED 7841460
COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to
final

NCBIi review. The reference sequence was derived from UG5775.1.
On Jun 3, 2003 this sequence version replaced gi:27806770.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1426
lorganism="Bos taurus"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9913"
gene 1..1426
fgene="ZP3"
fdb_xref="GenelD:280964"
fdb_xref="Locus!D:280964"
CDS 149.1414
fgene="ZP3"
/codon_start=1
fproduct="zona peillucida glycoprotein 3 (sperm receptor)”
fprotein_id="NP_776399.1"
fdb_xref="Gl:27806771"
/db_xref="GenelD:280964"
/db_xref="Locus|D:280964"
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ftranslation="MGPCSRLFVCFLLWGSTELCSPQPFWDDETERFRPSKPPAVMVE
CQEAQLWTVDKDLFGTGKURPADLTLGPDNCEPLASADTDGVVRFAVGLHECGNIL
QVTDNALVYSTFLLHNPRPAGNLSILRTNRAEVPIECHYPRQGNVSSWAIQPTWVPFR
TTVFSEEKLVFSLRLMEENWSAEKMTPTFQLGDRAHLQAQVHTGSHVPLRLFVDHCVA
SLTPOWSTSPYHTIVDFHGCLVDGLTDASSAFKAPRPRPEILOFTVDVFRFANDSRNM
IYITCHLKVTPVDRVPDQLNKACSFSKSSNRWSPVEGPTDICRCCSKGRCGISGRSMR
LSHREGRPVPRSRRHVTEEADVTVGPLIFLRKMNDRGVEGPTSSPPLVMLGLGLATVM
TLTLAAIVLGLTGRLRAASHPVCPVSASQ”
misc_feature 278..1054
Igene="ZpP3"
Inote="zona_pellucida; Region: Zona peliucida-like domain"
fdb_xref="CDD:15117"
polyA_signal 1410..1415
fgene="ZpP3"
polyA_site 1426
fgene="ZP3"
/note="17 A nucleotides”
ORIGIN
1 ccegggcectc cotactctca ggaaggeagg cgctcaccic ctcaagtict cgatctegge
61 cgggatgcte tgaagetggt tgecgecgag getgagagte tgcageggeg cagtecagea
121 gegaggatggg agtggeticg tgggeaccat ggggecgtgc tetaggetgt tegtetgett
181 tctgetetgy ggaageacag agetetgeag ceeccagece ttetgggatg atgaaaccga
241 gegcttcagg ceatcaaage cgeccgecgt gatggtggag tgtcaggagg cecagetggt
301 ggicacagtic gacaaagacc tittcggcac agggaagctc atccggecty cggacctcac
361 cctgggecece gacaactgtg agecgetgge ctocgeggac acggatggeg tggttaggtt
421 tgcggtcggg ctgcacgagt gtggcaacat ctigcaggtg accgacaatg cectggtgta
481 cagcacctic ctgctccaca accecegecece tgecaggaaac ctgtecatee tgaggactaa
541 ccgegeagag gtecccateg agigecacta ccecaggeag ggcaatgtga gtagetggge
601 catccagccece acctgggtge cattcaggac cacagtgtic tcggaggaga agctggtttt
661 ctetctgege ctgatggagg agaactggag cgecgagaag atgacgecca cettecaget
721 gggagacaga geccacctee aggeccaagt gcacactgge agecacgtge cectgeggcet
781 gticgtggac cactgegtgg cecagectgac gecagactgg ageacctece cttaccacac
841 catcgtggac ttccatggtt gtetegtcga tggtctcace gatgectect cigetticaa
901 agcacccaga cccagaccgg agatectcca gttcacagtg gatgtgttee gttitgctaa
961 tgactccaga aacatgatat atatcacctg ccacctgaag gtcactcegg tigaccgagt
1021 cccggaccaa ctaaacaaag cctgtiectt cageaagtee tecaacaggt ggteceeggt
1081 tgaaggceccce actgacatct gtcgatgetg tagcaagggg cgctgtggcea tttcaggecg
1141 ttccatgagg cigtcccace gggagggeag gecigticee cgaagtcgea ggeacgtgac
1201 ggaggaagca gatgtcaccg tggggecgtt gatcticctg aggaagatga atgaccgtgg
1261 cgtggaaggg cccacctiect cteceeetct ggtgatgetg ggcttaggec tggetactgt
1321 gatgacctlg acteiggetg ccatigtect gggteteact gggaggcttc gggetgctic
1381 tcacceegtg tgcectgtgt ctgettccca ataaaagaag aaagtg//
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