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Abstract

In our previous research , gZP3 had been successfully identified as the receptor for spermatozoa
on goat zona pellucida. Immunization of animal model with gZP3 indicated that gZP3 effectively raised
antibody, prevented pregnant reversibly, did not influence hormone profile, estrous cycle and ovarian
cyclicity. Based on ration above, this research was designed to compare nucleotide sequence of gZP3
toward hZP3 and ZP3 several species in order to find the epitope of gZP3 which was homologue with
the amino acid sequence of human ZP3 as the candidate of immunocontraception substance in the
future. Goat fresh ovaries from Pegirian Slaughter house Surabaya Were aspirated for the follicular
fluid as samples. Samgjgp were extracted by total DNA, amplified in PCR machine by 35 cycles. Result
of DNA amplification was purified and sequenced using Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit and
ABI Prism 310 (Perkin-Elmer). Nucleotida sequence data obtained were analysed for homology and
phylogenic construction using GENETIX MAC version 80 software (compared to consensus data of ZP3
region of some species obtained from Genbank). Result of the research indicated that foat ZP3 peptide had
a higher homology percentage to human ZP3 peptide ( 51.2%) compared to those of Bos taurus (49.7%),
Macaca mullata (474%), Macaca radiata (47.62%) and Macaca fascicularis (47.35%). It could be concluded that
gZP3 peptide which homologue with hZP3 has been known, could be produced using over expression
technique and clinically tested on primates.
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Abstrak

Pada penelitian sebelumnya telah berhasil diidentifikasi dan dikarakterisasi protein gZP3 sebagai
reseptor spermatozoa pada zona pelusida kambing. Uji imunisasi pada hewan coba menunjukkan
bahwa gZP3 efektif menghasilkan antibodi gZP3, mencegah kebuntingan secara reversibel,
tidak memengaruhi profil hormon, siklus birahi dan siklus perkembangan ovarium. Berdasarkan hal-
hal tersebut di atas maka dilakukan penelitian untuk memperbandingkan sekuen nukleotida gZP3
terhadap sekuen nukleotida ZP3 manusia (hZP3) dan ZP3 beberapa spesies, dengan maksud untuk
menemukan epitop gZP3 yang homolog dengan hZP3 sebagai kandidat bahan imunokontrasepsi di
masa mendatang. Ovarium segar kambing dari Rumah Potong Hewan Pegirian Surabaya, diaspirasi
cairan folikel berikut kompleks oosit-kumulusnya sebagai sampel. Sampel tersebut diekstrak untuk
mendapatkan total DNA dan diaggplifikasi dengan PCR 35 siklus. Hasil amplifikasi DNA dimurnikan
dan disekuen menggunakan Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit dan ABI Prism 310 (Perkin-Elmer).
Data sekuen nukleotid yang diperoleh dianalisis homologi dan konstruksi filogenetiknya menggunakan
GENETIX MAC version 80 software (dibandingkan dengan data sekuen nukleotid konsensus regio ZP3
beberapa spesies yang didapat dari Genbank). Hasil penelitian menunjukkan bahwa gZP3 mempunyai
homologi yang lebih tinggi terhadap hZP3 (51,2%), dibandingkan dengan ZP3 sapi, Bos taurus (49,7%),
dan kera, Macaca fascicularis (47,35%). Berdasarkan hasil tersebut disimpulkan bahwa nukleotid penyandi
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peptida gZP3 yang homolog dengan peptida hZP3 dapat diketahui dan dapat diproduksi dengan teknik

overekspresi serta diuji secara klinis pada primata.

Kata kunci: Zona pelusida-3 kambing (9ZP3), PCR, sekuen nukleotid

Pendahuluan ;

Metode kontrasepsi yang dipakai penduduk
dunia saat ini sebagian terbesar adalah metode
kontrasepsi yang menggunakan sediaan hormonal,
yaitu suntikan, pil, dan implan. Metode tersebut
ternyata menimbulkan berbagai macam efek samping
dan komplikasi (Hartanto, 2002). Hal ini dapat
menimbulkan keengganan pasangan usia subur
untuk berkontrasepsi. Penelitian imunokontrasepsi
dilakukan untuk menutup kekurangan metode
kontrasepsi konvensional tersebut. Penelitian tentang
imunokontrasepsi dilakukan guna menambah ragam
pilihan cara berkontrasepsi. Penelitian tersebut
berfokus untuk menemukan bahan antifertilitas yang
langsung bekerja pada gamet, tanpa mengganggu
poros endokrin reproduksi. Bahan yang potensial
untuk itu adalah protein zona pelusida-3 (ZI3),
karena ZP3 merupakan reseptor pengenalan oosit
oleh spermatozoa (Barber and Fayrer-Hosken, 2000).
Pada wanita, satu oosit diovulasikan dalam satu siklus
menstruasi, sehingga apabila satu oosit tersebut telah
diblok reseptornya secara imunologis, maka fertilisasi
tidak terjadi dan kehamilan dapat ditunda.

Zona pelusida berbagai spesies telah diteliti,
namun sampai saat ini belum ada hasil akhir penelitian
yang siap diimplementasikan karena berbagai faktor
dan efek sampingnya. Oleh karena itu perlu dilakukan
eksplorasi ZP3 pada spesies-spesies lain untuk
mendapatkan bahan imunokontrasepsi yang ideal.
Studi tentang ZP3 kambing (goat zona pellucida-3, gZP3)
sampai saat ini belum pernah dilaporkan oleh fihak
lain. Serangkaian penelitian eksploratif laboratorik
dan eksperimental telah dilakukan dalam lima
tahun terakhir. Hasil penelitian yang dicapai selama
ini menunjukkan bahwa protein gZP3 mempunyai
potensi untuk dikembangkan sebagai kandidat bahan
imunokontrasepsi yang efektif dan aman,

Pada penelitian sebelumnya telah berhasil
diidentifikasi dan dikarakterisasi gZP3 sebagai
reseptor bagi spermatozoa yang ada pada zona
pelusida kambing (Mustofa dkk., 2004a; Mustofa dkk.,
2005; Mustofa dkk., 2006a). Analisis Elisa dan Dot Blot
menunjukkan adanya pengenalan epitop pada antigen
gZP3 terhadap serum wanita fertil (Mustofa dkk.,
2007). Berdasarkan hal tersebut maka diasumsikan
terdapat epitop gZP3 yang homolog dengan human
ZP3 yang kelak diharapkan dapat dipakai sebagai
kandidat bahan imunokontrasepsi. Sehubungan

dengan hal itu terlebih dahulu dilakukan penelitian
yang memperbandingkan sekuen nukleotida gZP3
dengan sekuen nukleotida hZP3 dan spesies lain yang
memiliki kekerabatan terdekat.

Metode Penelitian

Koleksi oosit kambing untuk mendapatkan DNA
penyandi sintesis gZP3 dilakukan dengan metode yang
telah dipakai pada penelitian sebelumnya. Ovarium
segar kambing dari Rumah Potong Hewan Pegirian
Surabaya, diaspirasi untuk mendapatkan kumulus oosit
kompleks berikut cairan folikelnya sebagai sampel.
Sampel dalam tabung Eppendorf 1,5 ml dicuci tiga
kali dengan phosphate buffer saline (PBS) tanpa Ca dan
Mg dengan sentrifugasi 700 rpm 10 menit. Pellet yang
tersisa ditambah dengan 50 ul Lysing buffer kemudian
dibiarkan pada 70° C selama 10 menit. Pemeriksaan
dengan mikroskop pada pembesaran 200 kali untuk
memastikan sampel telah lisis dengan sempurna.
Sebanyak 100 pl suspensi di atas dimasukkan tabung
Eppendorf 1,5 ml, kemudian diekstraksi dengan
200 pl DNA-zol. Supernatan di buang dengan hati-
hati, pellet dikeringkan dengan mesin pompa vakum
10 menit. Pellet ditambah dengan DW, disimpan pada
-20° C atau langsung diproses lebih lanjut. Sebanyak
5 pl sampel DNA gZP3 dimasukkan ke dalam tabung
Eppendorf 0,5 ml, ditambah master Mix Fermentas
(yang sudah mengandung enzim, buffer dan dNTF);
2 pl primer sense ZP3; 2 pl primer antisense ZP3,
10 pl emplate DNA gZP3 dan 11 pl DW. Campuran
dipanaskan (pre-heat) 94° C selama 4 menit kemudian
dispin down satu detik. Sampel dim, kan ke dalam
mesin PCR 35 cycles, terdiri dari denaturasi 94° C
1 menit, annealing 55° C 1 menit dan extension pada
72° C 2 menit. Pada cycles terakhir suhu dipertahankan
72° C 5 menit. Hasil PCR diperoleh 351 pasangan
basa (bp), divisualisasi dengan gel agarose 2% yang
mengandung ethidium bromide dan didokumentasi
dengan film polaroid. - "

DNA gZP3 hasil amplifikasi PCR kemudian
dimurnikan dengan metode fenol-kloroform urnk
kepentingan sekuening menggunakan Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit dan ABI Prism 310
(Perkin-Elmer). Ekstrak kering DNA ditambah dengan
25 pl Template Suppression Reagent (TSR), divortex dan
dipanaskan pada 95° C selama 2-5 menit. Selanjutnya
sampel diinkubasi pada es, kemudian divortex lagi
dilanjutkan spin down dalam microfuge. Pindahkan
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sampel pada tabung Eppendorf 0,5 ml kemudian
di-running pada Sequencer machine ABI Prism
310 untuk mendapatkan nucleotide sequence epitop
spesifik gZP3.

Data sekuen peptida gZP3 yang diperoleh
selanjutnya digunakan sebagai bahan analisis
homologi dan kekerabatan terhadap data konsensus
protein ZP3 sapi (Bos taurus), dan beberapa spesies
primata (Macaca mulatta, Macaca fascicularis, dan
Macaca radiata), serta sekuen protein ZP3 manusia
(Homo sapiens), yang diperoleh dari Genbank. Analisis
homologi dan kekerabatan dilakukan pada urutan
nukleotida melalui konstruksi filogenetik pada regio
ZP3 dengan menggunakan program komputer software
GENETIX MAC version 8,0.

Hasil dan Pembahasan

Sampai saat ini sekuen asam amino gZP3
maupun sekuen nukleotida penyandi protein gZP3
belum ditemukan publikasinya, sehingga juga
belum dapat diketahui primer yang sesuai untuk
penelusuran sekuen protein gZP3. Menurut Zhu
dan Naz (1999), spesies dengan kekerabatan terdekat
mempunyai homologi urutan nukleotida dan asam
amino pada regio ZP3 yang paling besar. Oleh
karena itu, primer untuk penelitian ini dieksplorasi
secara deduktif dari sekuen ZP3 sapi (bZP3) sebagai
spesies yang memiliki kekerabatan dekat dengan
kambing, dan sekuen ZP3 primata (Macaca radiata)
yang memiliki kekerabatan dekat dengan sekuen ZP3
wanita (hZP3). Data sekuen diperoleh dari Genbank
(dari NCBI Sequencece Viewer). Berdasarkan deduksi
tersebut didapat data homologi urutan nukleotida
977-996 pada bovine zona pellucida 3 (bZP3) (Smith
et al,, 2001), urutan 1036-1055 pada human zona pellucida
3 (hZP3) (Rankin dan Dean, 2000), serta urutan
842-861 pada Macaca radiata (MR) ZP3 (Kolluri et al,,
1995). Adapun primer yang dimaksud adalah: primer
sense (5-GATATACATCACC TGCCACC-3) dan
Primer antisense (5-CCTCCTGGTGAGAACCAGGA-
3). Berdasarkan primer tersebut diharapkan diperoleh
sekuen nukleotida dari regio gZP3 dengan panjang
nukleotida sejumlah 351 base pairs (bp) yang homolog
dengan sekuen nukleotida hZP3.

Deteksi regio ZP3 digunakan metode nested
PCR dengan mesin PCR Thermal Cycler dari PERKIN-
ELMER, ter dari pre-heat 94° C selama 4 menif,
denaturation C selama 1 menit, annealing 55° C
selama 1 menit dan extension 72° C selama 2 menit
selama 35 siklus dilanjutkan tambahan 72° C selama
5 menit, Hasil PCR diperoleh 351 bp, divisualisasi
dengan gel agarose 2% yang mengandung ethidium
bromide dan didokumentasi dengan film polaroid.
Hasil PCR menunjukkan adanya beberapa band,
namun yang dikehendaki adalah band dengan panjang
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nukleotida sebesar 351 kb sebagaimana desain primer
yang digunakan (Gambar 1). Produk PCR tersebut
selanjutnya dipakai sebagai bahan sequencing
nukleotida penyandi protein gZP3.

Marker Kontrol

)

Sample

1,353y
1,07 8bp
a72by

603by

310bp
27 1hp
234y,

Gambar 1. Vistalisasi hasil PCR dengan elektroforesis
gel agarosa 2%. Band 351bp adalah produk
PCR yang dikehendaki.

Sebagaimana diketahui, terdapat sejumlah
homologi urutan asam amino protein ZP3 antara
beberapa spesies mamalia yang telah dilaporkan (Zhu
and Naz, 1999). Sebagai contoh golongan rodensia yaitu
tikus dan hamster (83,9%), golongan karnivora yaitu
anjing dan kucing (83,5%), golongan primata yaitu
manusia dan kera (95,5%), serta golongan ungulata
yaitu babi dan sapi (84,3%), sedangkan pada kambing
belum ada yang melaporkan. Pada penelitian ini hasil
sekuen yang diperoleh selanjutnya dibandingkan
dengan data sekuen nukleotida ZP3 beberapa spesies
yang berasal dari Gen Bank. Data urutan nukleotida
gZP3, di samping dilakukan homologi sekuen atau
urutan nukleotida dengan human ZP3 atau hZP3
(NMO007155) (Rankin dan Dean, 2000), juga dengan
beberapa spesies pada hewan yang sudah diketahui
regio ZP3 (dari NCBI Sequence Viewer), yaitu Bos taurus
(NM173974) (Smith et al., 2001), Macaea radiata (X82639)
(Kolluri et al., 1995), Macaca fascicular (AS168898)
(Osada et al., 2005), dan Macaca mullata (XM-001114760)
(Harris et al,, 1994; Harris et al,, 1999). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa gZP3 memiliki persentase
homologi lebih tinggi dengan human dibandingkan
dengan Bos taurus maupun Macaca Sp (Tabel 1) dengan
filogenetik (Gambar 2) dan data multisekuen (Gambar
3) Berdasarkan penelitian ini telah diketahui urutan
nukleotida gZPP3 memiliki persentase homologi lebih
tinggi dengan human (51,4%) dibandingkan dengan
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Bos taurus (49,74%) maupun Macaca mulatta (474%),
Macaca radiata (47,6%) dan Macaca fascicularis (47,4%).
Hasil analisis filogenetik menunjukkan bahwa gZP3
(SAMPEL-PROTEIN-1) merupakan protein yang asing
terhadap hZP3 (human protein) sebagai target akhir
penelitian, maupun primata (Macaca sp) untuk tahap
uji coba kelak.

Tabel 1. Persentase homologi urutan nukleotida
dari regio ZP3 pada kambing, Bos taurus,
M. mullata, M. radiata, M. Fascicular, dan
Human
Spesies Kambing
Nukleotida (IN)
Bos taurus (NM173974) 49,7%
M. mullata (XM001114760) 47,4%
M. fascicular (AS168898) 47,4%
M. radiata (X82639) 47,6%
Human (NM007155) 51,4%

Penelitian sebelumnya pada mencit (Mus
musculus) sebagai model menunjukkan bahwa gZP3
efektif menimbulkan antibodi (Restiadi dkk., 2005),
mencegah kebuntingan dan tidak memengaruhi
jumlah fetus dan patologi fetus pada hewan coba
yang bunting (Mustofa dkk., 2004b), reversibel setelah
14 siklus birahi (Mustofa, 2006b), tanpa menimbulkan
kelainan siklus birahi (Mulyati dkk., 2003), perubahan
profil progesteron serum (Mulyati dkk., 2006 ; Mustofa

[{GENETYX: Evolutionary tree]
pace : 1904.01.03
Method: NI
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dkk,, 2006c) dan tidak menimbulkan gangguan siklus
pada ovarium (Mustofa, 2005a). Secara in vitro telah
dibuktikan pula bahwa tidak terjadinya kebuntingan
pada hewan coba model tersebut disebabkan oleh
peranan antibodi gZP3 mencegah ikatan antara
spermatozoa dengan zona pelusida dalam Binding
assay (Mustofa, 2006a), sehingga mencegah fertilisasi
(Mustofa dkk., 2006b). 9}(&

Antigen gZP3 dapat dikenali oleh serum wanita
fertil dalam uji Elisa dan Dot blot (Mustofa dkk,, 2007),
sehingga diasumsikan terdapat homologi sekuen
nukleotida gZP3 dengan hZP3. Pada penelitian ini
telah diketahui perbandingan sekuen nukleotida gZP3
yang homolog dengan hZP3, sehingga diharapkan
antibodi yang dihasilkannya efektif menutup epitop
reseptor fertilisasi pada zona pelusida wanita, dengan
demi bersifat antifertilisasi pada wanita.

erdasarkan hasil tersebut, perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut untuk mengetahui sekuen
peptida gZP3 dan penelitian untuk dapat memproduksi
peptida asal gZP3 yang homolog dengan protein
hZP3 dengan cara over expression. Peptida dimaksud
selanjutnya perlu diuji potensi imunokontraseptifnya
pada primata dengan pengamatan pada efek utama
pada infertilitas dan kemungkinan adanya efek
samping pada siklus menstruasi dan profil hormon
progesteronnya. Uji potensi peptida tersebut secara
in vitro dapat dilakukan degan teknik Human sperm-
oocyte binding assay atau Human Hemi zona assay.
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Gambar 2. Filogenetik nukleotida penyandi protein ZP3 (gZP3) dibandingkan beberapa spesies lain
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Gambar 3. Multisekuen nukleotida penyandi protein gZP3 dibandingkan beberapa spesies lain
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Kesimpulan

Terdapat sekuen nukleotida gZP3 yang homolog
dengan hZP3 dengan panjang 351 bp, dan secara
filogenetik sekuen nukleotidanya protein gZP3
merupakan protein asing terhadap protein hZP3 dan
primata,
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