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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to study the profile of human spermatozoa membrane protein based on identification of
molecular weight, protein concentration, phosphorylation activity, and antibody production. Material and method: There
are three phases in this study. First, isolation of human spermatozoa membrane protein using a lysis buffer containing
Tween-20. Second, determination of molecular weight, phosphorylation activity, and protein concentration. Third,

determination of antibody production. Molecular weight of protein membrane was determined by SDS-PAGE, confirmation

of protein concentration as measured by Biuret method, kinase activity was measured by spectrophometry at its optimum

condition, and production of antibodies were confirmed by ELISA. Results: Human spermatozoa contained proteins with

molecular weights of 201, 163, 116, 97, 72, 56, 48, 32, 27, 20, and 17 kDa. The highest phosphorylation activity was found in
the protein with molecular weight of 20 kDa, 30,197 x 10° unit. Lowest phosphorylation activity of 28,976 x 10° unit was
shown in protein with 116 kDa of molecular weight. This protein was shown to induce production of antibodies. Biuret
method showed the protein concentration of 116 kDa protein of 410 ug/mL. Conclusion: The protein with molecular weight
of 116 kDa can be used as an immunocontraception agent because of lower phosphorylation activity, good concentration,

and ability to induce production of antibodies.
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PENDAHULUAN Pengembangan bahan imunokontrasepsi adalah
didasarkan adanya interaksi protein membran spermatozoa
yang berperan aktif dalam interaksinya dengan zona
pelusida (ZP3).4 Menurut Naz (2004), protein membran
spermatozoa yang dipergunakan sebagai kandidat
imunokontrasepsi memiliki suatu kriteria penting, yaitu
merupakan suatu protein spesifik yang hanya diekspresikan

Pada umumnya protein membran spermatozoa
memiliki struktur dan fungsi yang sama dengan protein
membran sel somatik,' namun ada beberapa macam protein
yang spesifik dimiliki oleh membran spermatozoa,
sehingga mengakibatkan fungsinya menjadi berbeda.
Misalnya protein yang berada dipermukaan membran
memiliki kemampuan untuk pengenalan dan berikatan
dengan glikoprotein Zona Pelucida (ZP) dan melaksanakan Protein yang terlibat dalam fosforilasi pada umumnya
fusi dengan membran sel telur.” Adapun molekul yang  dimiliki oleh sel eukariotik, yaitu sel somatik karena
berfungsi sebagai pengenal glikoprotein ZP dapat  berkaitan dengan fungsinya sebagai molekul yang terlibat
berbentuk protein, enzim, maupun glikoprotein. dalam mekanisme fundamental. Menurut Hunter (2000),
mekanisme fundamental yang berlangsung dalam sel
meliputi kontrol kejadian seluler, dalam bentuk
pembelahan dan pertumbuhan sel, adhesi, dan migrasi,
aktifitas metabolik dan respon terhadap stimuli lingkungan,

5
oleh spermatozoa.

Protein membran spermatozoa yang berfungsi didalam
kapasitasi maupun reaksi akrosom di antaranya bertindak
sebagai enzim. Enzim yang berperanan di dalam fosforilasi
berfungsi untuk mentransfer fosfat dari Adenosine Tri

. . .. . 6,7
Phosphate (ATP) ke serin dan threonin, schingga komunikasi sel, transduksi signal, dan apoptosis.

menimbulkan fosfat berenergi tinggi yang digunakan untuk Protein dengan fungsi umum seperti yang ditunjukkan
kelangsungan proses transduksi signal dan perubahan  oleh protein yang terlibat dalam fosforilasi akan terganggu
metabolisme sel.’ fungsinya, apabila dikenakan antibodi dari protein tersebut.
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Oleh karena itu, perlu eksplorasi tentang karakter protein
struktural yang terdapat pada membran spermatozoa
manusia, terutama yang berkaitan fungsinya dalam
fosforilasi. Protein yang tidak berfungsi dalam fosforilasi
diharapkan dapat menginduksi antibodi spesifik, sehingga
dapat dipertimbangkan sebagai bahan pengembang
imunokontrasepsi. Penelitian ini bertujuan untuk
memperoleh (1) karakter protein membran spermatozoa
manusia, (2) protein membran spermatozoa yang tidak
beraktifitas fosforilasi atau beraktifitas rendah, dan (3)
antibodi hasil induksi protein non kinase.

TUJUANPENELITIAN

Memperoleh profil protein membran spermatozoa
manusia berdasarkan atas berat molekul, kadar protein,
aktifitas fosforilasi, dan protein tersebut dapat menginduksi
produksi antibodi.

BAHANDAN CARA

Setelah mendapat persetujuan dari Komite Etika FK
Universitas Brawijaya/RS Saiful Anwar Malang, semen
diperoleh dari pria fertil penderita varikokel yang dalam
analisis semennya tidak mengalami kelainan. Pasien yang
digunakan dalam penelitian ini sebanyak 35 orang, dengan
kisaran umur 25 - 40 tahun. Evaluasi terhadap semen
dilakukan pada suhu ruang 37°C, dilakukan untuk
mendapatkan data tentang konsentrasi, motilitas,
morfologi, viskositas, dan pH berdasarkan standar
Organisasi Kesehatan Dunia (WHO).8 Langkah selanjutnya
dilakukan isolasi untuk mendapatkan isolat protein
membran spermatozoa manusia menggunakan detergen
Tween-20,"" dan sentrifugasi 12.000 rpm pada suhu 4°C.
Isolat protein membran spermatozoa diencerkan dengan
buffer Tris-CL

Selanjutnya dilakukan penentuan berat molekul
protein spermatozoa dengan menggunakan Elektroforesis
Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrilamide Gell
Electrophoresis (SDS-PAGE), dan untuk mendapatkan
masing-masing pita protein dilakukan mikro elektroelusi.”
Kadar protein masing-masing protein membran ditentukan
dengan metode biuret.

Uji aktifitas fosforilasi dari masing-masing protein
membran spermatozoa dilakukan pada pH optimum
aktifitas kinase sebesar 6,8,13 dipergunakan variasi suhu
sebesar 33°C, 35°C, 37°C, dan 39°C, sedangkan untuk
variasi waktu inkubasi, aktifitas kinase ditentukan dengan
menghitung banyaknya ATP dalam satuan part permillion

(ppm) yang bereaksi, dengan menggunakan persamaan
kurva baku ATP, selanjutnya unit aktifitas kinase dihitung
berdasarkan rumus yang terdapat dalam Aulanni'am."
Setelah diperoleh protein dengan aktifitas kinase yang
rendah atau tidak beraktifitas sama sekali, maka protein non
kinase tersebut diimunisasikan pada kelinci (Oryctalagus
cuniculus) betina secara subkutan. Imunisasi dibantu
dengan penambahan complete freuds adjuvant (CFA) dan
incomplete freuds adjuvant (IFA),14 yang berfungsi
memperbesar respon imun. Booster pertama dilakukan
setelah 2 minggu penyuntikan pertama dan booster ke dua
dilakukan 2 minggu setelah booster pertama. Sebagai
pembanding digunakan kelinci tanpa perlakuan (kontrol).

Serum diperoleh dari pemanenan darah kelinci yang
diambil dari vena telinga (vena auricularis). Darah kelinci
diinkubasi dan disentrifugasi 1500 rpm. lalu diambil
supernatannya dan digunakan untuk pemurnian IgG.
Isolasi Imunoglobulin (antibodi) dilakukan dengan teknik
presipitasi ammonium sulfat.” Pengukuran titer antibodi
protein membran spermatozoa dipakai metode indirect

ELISA dan dibaca pada ELISA reader sistem BIO-RAD."

HASILPENELITIAN

Hasil elektroforesis SDS-PAGE pada isolate crude
protein membran spermatozoa manusia menunjukkan pita
protein membran dengan berat molekul 201, 163,116, 97,
72,56,48,32,27,20,dan 17 kDa (gambar 1).
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Gambar 1. Profil protein membran spermatozoa manusia,
hasil elektrophorosis SDS-PAGE.



Lestari: Produksi antibodi poliklonal hasil induksi isolat protein non kinase

Hasil uji aktifitas fosforilasi pada masing-masing
protein dengan berat molekul 201, 163, 116, 97, 72, 56, 48,
32, 27, 20, dan 17 kDa, pada temperatur + 37°C waktu
inkubasi 120 menit menunjukkan aktifitas fosforilasi
tertinggi pada protein dengan berat molekul 20 kDa sebesar
30.08 x 10”, sedangkan untuk aktifitas fosforilasi terendah
ditunjukkan oleh protein dengan berat molekul 163 dan 116

kDa yaitu 29,404 x 10 dan 29,976 x 10™ (gambar2).

Dari hasil uji biuret didapatkan kadar protein dari
masing-masing protein berat molekul 201, 163, 116,97, 72,
56, 48, 32, 27, 20, dan 17 kDa berturut-turut adalah 210,
510, 410, 480, 650, 840, 790, 610, 780, dan 610 ug/ml
(gambar 3).

Antibodi protein 116 kDa yang dihasilkan dari induksi
protein 116 kDa pada kelinci betina diukur dengan metode
indirect ELISA. Antibodi protein 116 kDa diukur
berdasarkan nilai absorbansi 405 nm pada ELISA reader.
Gambar 4 adalah hasil titer antibodi (IgG) terhadap protein
116 kDa pada kelompok kelinci dengan pengenceran 1/20
(gambar4).
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Gambar 2. Grafik aktifitas fosforilasi dari protein
membran spermatozoa manusia.
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Gambar 3. Histogram yang menunjukkan kadar protein
dari protein membran spermatozoa manusia
berat molekul 201, 163, 116,97, 72, 56,48, 32,
27,20, dan 17 kDa, dengan menggunakan uji
biuret.
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Gambar 4. Grafik profil antibodi protein 116 kDa pada
kelompok kelinci perlakuan dan preimun
(sebelum imunisasi).

PEMBAHASAN

Hasil uji aktifitas kinase terhadap 11 macam isolat
protein membran spermatozoa menunjukkan aktifitas
tertingginya, yaitu pada temperatur 37°C dan waktu
inkubasinya adalah 120 menit. Temperatur optimal 37°C
kemungkinan meningkatkan interaksi antara enzim kinase
dengan substrat, sedangkan waktu inkubasi 120 menit
merupakan waktu optimal yang diperlukan enzim untuk
berikatan dengan substrat, sehingga aktifitas enzim
meningkat maksimal. Suhu dan waktu optimal yang
menunjukkan aktifitas protein kinase tertinggi tersebut juga
ditunjukkan dalam penelitian Naz," yang menggunakan
assay kinase dalam pengukuran uji kinase.

Aktifitas fosforilasi yang umumnya berfungsi untuk
kontrol seluler jaringan somatik, terjadi juga pada
spermatozoa yang kemungkinan besar dilakukan oleh
protein kinase yang memiliki gugus serin, threonin, dan
tirosin.® Gugus ini memiliki kemampuan untuk mengikat
satu gugus fosfat ATP yang selanjutnya mentransfer ke
molekul histon. Dari kesamaan adanya aktifitas ini
menunjukkan bahwa gugus serin, threonin, dan tirosin,
terdapat juga pada protein membran spermatozoa seperti
halnya sel somatik. Bahan yang akan dikembangkan untuk
imunokontrasepsi diperlukan suatu kespesifikan protein
yang hanya dihasilkan oleh spermatozoa,’ hal ini
nampaknya ditunjukkan oleh protein 116 dan 163 kDa,
yang memiliki aktifitas fosforilasi rendah dan
kemungkinannya tidak terdapat pada jaringan somatik.

Hasil uji biuret menunjukkan bahwa semua kadar
protein pada masing-masing isolat protein membran yang
telah teridentifikasi, memenuhi syarat minimal penggunaan
protein sebagai antigen, yaitu sebesar 300 pg/200 ml
pelarut.” Protein 163 dan 116 kDa memiliki kadar protein
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sebesar 510 dan 410 pg/ml, dengan demikian kedua protein
tersebut dapat dipergunakan sebagai antigen, sedangkan
titer antibodi protein non kinase dengan berat molekul 116
kDa menunjukkan tertinggi pada bleeding ke 7 atau hari ke
58, setelah booster kedua. Hal ini menunjukkan bahwa
protein 116 kDa mampu menginduksi produksi antibodi
protein 116 kDa.
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