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ABSTRACT

The researchs of immunocontraception have done in ZP3 of several species, but have not been done in
ZP3 of goat. In preliminary study, gZP3 protein was effective prohibited of graviditation of mice. The aim of
this study was to prove the potency of gZP3 protein to prohibit in vitro fertilization of mice as an animal model.
Antibody of gZP3 produced on mice. Immunized mice serum was analyzed using Elisa and Dot blotting
method. Antibody of gZP3 supplemented into M-16 media for oocyte incubation, continued with in vitro
fertilization. The result showed that antibody titer of immunized mice serum was higher (p<0.05) compared to
the titer of serum before immunization. Dot blotting analysis showed that antibody of the immunized mice could
recognize gZP3 protein. Serum of immunized mice, which was supplemented in the fertilization media of mice
oocyte in vitro, resulted in blocking of fertilization (p<0,05). It was concluded that gZP3 protein was effective
as immunocontraceptive substance on mice as an animal model.
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ABSTRAK

Penelitian tentang imunokontrasepsi telah dilakukan pada ZP3 sejumlah spesies, namun penelitian
menggunakan ZP3 kambing belum pernah dilakukan. Pada penelitian sebelumnya diketahui bahwa protein
8ZP3 efektif menghambat kebuntingan pada mencit. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan potensi protein
8ZP3 menghambat fertilisasi in vitro pada mencit sebagai hewan model. Antibodi gZP3 diproduksi pada mencit.
Antibodi gZP3 disuplementasikan ke dalam media M-16 untuk inkubasi oosit, dilanjutkan dengan fertilisasi in
vitro. Hasil penelitian menunjukkan bahwa titer antibodi mencit setelah imunisasi lebih tinggi (p<0,05)
dibandingkan titer antibodi sebelum imunisasi. Analisis Dot blot menunjukkan bahwa antibodi asal serum
mencit setelah imunisasi dapat mengenali protein gZP3. Serum asal mencit setelah imunisasi yang
disuplementasikan ke dalam media fertilisasi oosit mencit secara in vitro dapat menghambat fertilisasi (p<0,05).
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa protein gZP3 efektif sebagai bahan imunokontraseptif
pada mencit sebagai hewan model.

Kata-kata kunci: zona pelusida-3 kambing, mencit, fertilisasi in vitro.
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PENDAHULUAN

Dalam rangka menambah ragam pilihan
cara berkontrasepsi, dilakukan penelitian
tentang imunokontrasepsi. Dengan
imunokontrasepsi tubuh aseptor menghasilkan
antibodi yang berperan mencegah pengenalan
antara spermatozoa dengan oosit, sehingga
pembuahan dapat dicegah. Bahan
imunokontrasepsi yang potensial adalah zona
pelusida-3 (ZP3), sebab ZP3 merupakan
protein reseptor pengenalan  oosit oleh
spermatozoa (McCartney dan Mate, 1999;
Sumitro dan Aulanni’am, 2001; Alberts, 2002).

Zona pelusida beberapa spesies yang
telah diteliti adalah zona pelusida mencit (Mus
musculus), manusia (Homo sapiens), kelinci
(Oryctolagus  cuniculus), Tikus  (Rattus
norvegicus), kera Bonnet (Macaca radiata)
(Rankin dan Dean, 2000), babi (Sus scrofa),
serta sapi (Bos fawrus) (Sumitro dan
Aulanni’am, 2001). Namun sampai saat ini
belum ada hasil akhir yang siap diterapkan
pada masyarakat, karena masih ditemukannya
efek samping dalam pengujian menggunakan
hewan coba. Efek samping terjadi pada
pemakaian ZP3 sapi atau babi (Hasegawa et
al., 2002), berupa gangguan folikulogenesis
dan penekanan primordial follicle pool
(Paterson et al, 1999). Kelainan ovarium
tersebut menyebabkan perubahan  profil
hormon estrogen maupun progesteron, yang
selanjutnya menimbulkan perubahan siklus
birahi, dan percepatan penurunan jumlah
folikel primordial secara irreversibel. Pada
wanita, penurunan jumlah folikel primordial
yang bersifat irreversibel akan menyebabkan
menopause dini (Paterson et al., 2002). Oleh
karena itu perlu dilakukan eksplorasi protein
ZP3 pada berbagai spesies untuk mendapatkan
bahan imunokontrasepsi yang ideal.

Penelitian sebelumnya menunjukkan
bahwa imunisasi gZP3 pada hewan coba
mencit tidak menimbulkan perubahan siklus
birahi (Mulyati et al., 2003), efektif mencegah
kebuntingan (Mustofa et al., 2004b), tanpa
perubahan histologis ovarium (Mustofa, 2005).
Penelitian ini bertujuan menguji potensi
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imunokontraseptif ~ antibodi  gZP3  pada
fertilisasi in vitro oosit mencit sebagai model.

MATERI DAN METODE

Ovarium kambing diperoleh dari
Rumah Potong Hewan (RPH) Pegirian,
Surabaya. Folikel-folikel pada  ovarium
diaspirasi menggunakan disposable syringe
berisi phosphate buffer saline (PBS). Sel-sel
kumulus dihilangkan, kemudian zona pelusida
dipecah dengan dua jarum tuberkulin dalam
pengamatan  mikroskop  disecting  untuk
mengeluarkan vitelusnya. Zona pelusida dicuci
tiga kali dalam PBS dan difraksinasi dengan
Ultrasonic Homogenizer. Elektroforesis dengan
sodium dodecil  sulphuric acid -
polyacrylamide gel electrophoresis  (SDS-
PAGE) 12 % dilanjutkan dengan isolasi protein
gZP3 (Mustofa et al., 2004a).

Sepuluh mencit betina diimunisasi
menggunakan 40 pg protein gZP3 dalam
Freund adjuvant dengan dua kali booster
interval 14 hari. Contoh darah diambil sebelum
imunisasi dan tujuh hari setelah booster
terakhir. Analisis titer antibodi serum
dilakukan dengan Elisa. Uji Dot blot dilakukan
dengan metode De Maio (1994). Protein gZP3
dibuat dengan konsentrasi 0,15, 0,12, 0,09,
dan 0,06 pg/2 pL, sedangkan antibodi primer
(serum mencit perlakuan) diencerkan 1/25 dan
1/50. Antibodi sekunder menggunakan
conjugate anti mouse IgG terlabel Alkaline

Posphatase dengan pewarnaan western blue.

Mencit (Mus musculus) betina 10 ekor
disuperovulasi dengan penyuntikan pregnant
mare serum gonadotropin (PMSG), dan human
chorionic  gonadotropin  (hCG) 5 IU.
Selanjutnya mencit betina dikumpulkan dengan
mencit pejantan yang telah divasektomi selama
satu malam untuk menggertak ovulasi.
Pengambilan kantung oosit dari oviduk
dilakukan 17 jam kemudian. Sejumlah oosit
dalam kantung oosit dibagi dua secara acak,
sebagai kontrol dan perlakuan. Oosit kelompok
kontrol  diinkubasi dalam media M16
mengandung 10% serum sebelum imunisasi,
sedangkan  oosit  kelompok  perlakuan
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diinkubasi dalam media M16 mengandung 10
% serum setelah imunisasi.

Spermatozoa mencit dengan konsentrasi
spermatozoa 2 X 10° sel/100 pL diperoleh

dengan cara pembilasan kauda epididimis -

mencit pejantan fertil. Kapasitasi spermatozoa
dilakukan pada inkubator 5% CO,, suhu 37°C
selama satu jam. Suspensi spermatozoa
ditambahkan dalam oosit, ditutup minyak
parafin kemudian diinkubasi pada inkubator
CO, untuk fertilisasi. Fertilisasi diketahui
dengan mendeteksi terdegradasinya sel-sel
kumulus dan keberadaan polar body II (PB i)
2 jam kemudian (Rankin ef a/., 2001).

Data titer antibodi serum sebelum dan
sesudah imunisasi dianalisis dengan uji t,
sedangkan data angka kegagalan fertilisasi
diuji dengan Chi-kuadrat. Analisis statistik
dilakukan menggunakan program aplikasi
statistik ~ Statistical Product and Service
Solution (SPSS) for Windows pada tingkat
kepercayaan 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Titer antibodi mencit sebelum imunisasi
sebesar 48 + 16,87 dengan rentangan antara 40-
80, naik (p<0,05) menjadi 576 + 134,92 atau
dengan rentangan 320-640 setelah imunisasi
(Tabel 1). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
dalam serum mencit betina  kontrol yang
pernah beranak terdapat klon IgG yang dikenali
oleh epitop peptida pada gZP3. Menurut Zhu
dan Naz (1999), terdapat homologi susunan
asam amino ZP3 antar spesies, termasuk
homologi susunan asam amino antara gZP3
 dengan ZP3 mencit (mice zona pellucida-3,
~ mZP3). Pada saat dilakukan imunisasi pada

mencit-betina, beberapa epitop protein gZP3
yang homolog dengan protein epitop mZP3
berinteraksi secara langsung dengan beberapa
klon IgG dan dengan sel-sel memori. Sel
memori  sensifif terhadap rangsangan oleh
imunogen yang sama, sehingga sel-sel memori
berproliferasi secara cepat menjadi sel plasma
penghasil antibodi. Menurut Goldsby er al.
(2000), respon imun yang terjadi apabila sudah
ada sel memori sebelumnya, menghasilkan
antibodi dengan afinitas dan aviditas yang
tinggi. Titer antibodi gZP3 serum mencit
setelah ~imunisasi * ‘lebih  tinggi  (p<0,05)
dibandingkan sebelum imunisasi. Pada respon
imun sekunder periode laten lebih pendek,
sintesis antibodi lebih cepat, puncak titer
antibodi bertahan lebih lama, daya afinitas
antibodi lebih tinggi, dan lebih banyak terdapat
sel memori (Goldsby ef a./, 2000 ; Abbas et al,
2003).

Uji Dot blor protein gZP3 terhadap
serum hasil imunisasi mencit dengan gZP3
menghasilkan gradasi warna dengan intensitas
yang tajam. Antibodi gZP3 asal serum mencit
sebagai perlakuan (sub kolom P) secara
spesifik dapat mengenali protein gZP3. Pada
kontrol (sub kolom K) tidak menunjukkan
adanya pengenalan antigen-antibodi (Gambar
1). Hal tersebut menunjukkan bahwa antibodi
yang terbentuk pada serum mencit hasil
imunisasi dengan protein gZP3 adalah benar-
benar antibodi gZP3. Menurut Rantam (2003)
antibodi poliklonal yang mempunyai afinitas,
aviditas dan spesifisitas yang tinggi terhadap
antigen, menghasilkan gradasi warna noda
yang tajam pada Dot blot.

Dua dari 10 mencit yang disuperovulasi
dua diantaranya tidak menghasilkan oosit,

Tabel 1. Titer antibodi serum mencit (Mus musculus) sebelum dan setelah imunisasi dengan zona
pelusida 3 (ZP3) kambing.

Waktu Rentangan Rerata + Simpangan Baku
48 +16,87"

576 + 134,92 Y

Sebelum Imunisasi 40 - 80

Setelah Imunisasi 320 - 640
Superskrip yang tidak sama dalam satu kolom berbeda nyata (p<0,05).
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Gambar 1. Hasil Analisis Dot Blot Antibodi gZP3 (AbgZP3) Asal Mencit (Mus musculus)
terhadap Protein gZP3. Keterangan : K : Kontrol, P : Perlakuan

sehingga tinggal delapan kantung oosit yang
dipakai untuk delapan tetes fertilisasi sebagai
ulangan. Hasil penelitian dapat dilihat pada
Tabel 2 dan Gambar 2. Pada kelompok kontrol
(media fertilisasi mengandung 10% serum
mencit sebelum diimunisasi dengan titer
antibodi terendah, yaitu 40), terdiri dari 54
oosit, seluruhnya mengalami fertilisasi.
Terjadinya  fertilisasi  ditandai  dengan
terdegradasinya  sel-sel ~ kumulus  dan
terbentuknya polar body II pada sigot
sebagaimana terlihat pada Gambar 2.c. Pada
kelompok perlakuan (media fertilisasi in vifro
disuplementasi dengan 10% serum mencit
setelah imunisasi, dengan titer antibodi gZP3
640), menghambat fertilisasi seluruh oosit pada
delapan tetes fertilisasi dengan jumlah total
oosit sebanyak 49 buah. Kegagalan fertilisasi

tersebut ditandai dengan kompleks — oosit —
kumulus yang tetap utuh (Gambar 2.d).

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  membuktikan  dengan

pemodelan, penerapan bahan imunokontrasepsi
gZP3 pada wanita sebagaimana gambaran di
atas. Protein gZP3 diimunisasikan pada mencit,
selanjutnya antibodi gZP3 yang dihasilkan diuji
dengan teknik fertilisasi in vitro juga pada oosit
mencit.

Pengujian  kinerja antibodi dalam
penelitian imunokontrasepsi dengan teknik
fertilisasi in  vitro, apabila  target

Tabel 2. Hasil fertilisasi in vitro oosit mencit (Mus musculus) dengan inkubasi dalam pre immune
serum (Kontrol) dan post immune serum (Perlakuan)

Kelompok Jumla.h.Tet‘e 3 Jumlah Oosit Fertilisasi Gagal Fertilisasi
Fertilisasi

Kontrol 8 54 54 0

Perlakuan 8 49 0 49

Keterangan : terdapat perbedaan nyata (p<0,05) antar perlakuan
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imunokontrasepsi adalah oosit, maka oosit
diinkubasi dalam media yang disuplementasi
dengan antibodi, sebelum diinseminasi in vitro
(Rankin et al.,, 2001 ; Hasegawa et al., 2002 ;
Hardy ef al, 2003). Suplementasi media
fertilisasi in vitro dengan 10 % serum dengan
titer antibodi gZP3 640 terbukti mencegah
fertilisasi. Hasil tersebut identik dengan laporan
Naz dan Zhu (1998) tentang pengujian antibodi
terhadap protein FA-1 (fertilizing antigen-1,
suatu protein membran plasma spermatozoa)
murine. Antibodi FA-1 murine diinduksi pada
mencit, selanjutnya diuji dengan teknik
fertilisasi in vitro pada mencit. Pada kelompok
perlakuan 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. [gG akan terikat secara sterik pada
glikoprotein  ZP3  oosit. Besarnya angka
kegagalan fertilisasi tergantung pada seberapa

©

lengkap antibodi menutup reseptor fertilisasi
pada zona pelusida. Penelitian in vivo maupun
in vitro menunjukkan adanya infertilitas yang
besarnya tergantung dosis. Imunisasi mencit
dengan protein gZP3, membuktikan bahwa
dosis  imunogen yang lebih  tinggi,
menghasilkan titer antibodi serum hewan coba
lebih tinggi dan menyebabkan angka kegagalan
kebuntingan yang lebih tinggi (Mustofa e al.,
2004b). Jewgenow ef al. (2000) membuktikan
bahwa lebih tinggi kadar serum anti ZP3 yang
disuplementasikan pada media fertilisasi in
vitro oosit dengan spermatozoa kucing, angka
kegagalan fertilisasi lebih tinggi. Hal ini
disebabkan pada zona pelusida terdapat
multiple reseptor (ZP3) untuk pengenalan
terhadap spermatozoa (Thaler dan Cardullo,
1996).

Pada proses fertilisasi, saat spermatozoa
terikat pada zona pelusida, maka BI1,4 —
galactosyltransferase (Galtase), sebagai ligan
pada sel spermatozoa terikat pada glikan Gal —
B(1,3) — GalNAc, reseptor ovum pada ZP3

()

@

Gambar 2. Hasil fertilisasi in vitro oosit mencit (Mus musculus) : (a), Kantung oosit, pembesaran
40 x (b), Komplek oosit — kumulus, (¢) Oosit kelompok kontrol mengalami fertilisasi,
tanda panah : Polar Body II ; dan (d) Oosit kelompok perlakuan tidak mengalami
fertilisasi, pembesaran 100 x. Pemeriksaan dengan Mikroskop Cahaya Meiji CE

Binocular
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(Bazer ef al, 2000 ; Van den Steen ef al,
1998). Ikatan tersebut akan menginduksi reaksi
akrosom dan fertilisasi selengkapnya (Miller ef
al, 2002). Kegagalan feriilisasi akibat
pemakaian imunokontrasepsi ZP3  adalah
karena tertutupnya secara sterik reseptor
fertilisasi oleh antibodi 7ZP3, sehingga
menghalangi terikatnya spermatozoa
(Hasegawa ef al., 2000). Akibatnya reaksi
akrosom gagal dan spermatozoa tidak mampu
melanjutkan kesinambungan proses fertilisasi.

Berdasarkan  hasil  penelitian  ini,
disimpulkan bahwa protein gZP3 imunogenik
pada mencit betina, menghasilkan antibodi
spesifik yang dapat dikenali oleh protein gZP3
pada analisis Dot blor. Uji imunokontraseptif
pada  mencit  sebagai  hewan  model
menunjukkan bahwa antibodi gZP3
menghambat fertilisasi oosit mencit secara in
vitro. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
untuk menemukan susunan asam amino gZP3
yang homolog dengan susunan asam amino
7ZP3 manusia dan mengujinya dengan teknik
Human sperm-oocyte  binding assay atau
Human Hemi zona assay.
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