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Abstract

One of the protein in the seminal plasm of goat is Insulin Like Growth Factor —I (IGF-I) Complex.
IGF-I Complex has molecular weigth 150,288 kDa which consisted of three protein molecules that were IGF-
I (subunit o) , IGFBP (subunit )and ALS (Acid Label Subunit) (subunit ¥) The research was done into two
phases. First phase concerned with explorative to identify and isolation of IGF-I Complex and second phase
was to supplementation of IGF-I into capatitation medium of goat sperm. The aim of this research was to
decreased of MDA concentration. The benefit of this research was to increased of the sperm quality so that
can used for in vitro fertilitation. Analysis with varian showed significant different (P<0,05) to MDA
concentration. From results above can be concluded that potein of IGF-I Complex can decreased of MDA

concentration in sperm capacitation medium.

Keywords : IGF-I Complex, MDA, capacitation

Pendahuluan

Manipulasi spermatozoa ditujukan kepada
keberhasilan proses fertilisasi in vitro. Cara
manipulasi spermatozoa secara in vitro diantaranya
adalah metode sentrifugasi. Pada proses fertilisasi
in vitro dibutuhkan adanya ovum yang matang dan
spermatozoa yang telah mengalami pendewasaan
atau kapasitasi. Proses pendewasaan spermatozoa
secara in invitro dapat dicapai dengan menambah-
kan medium yang sesuai (Hardjopranjoto, 2006).
Dampak buruk dari hasil pemisahan plasma
seminalis dengan teknik sentrifugasi adalah adanya
peningkatan pembentukan Reactive Oxygen
Species (ROS) oleh spermatozoa. Adanya
peningkatan akumulasi produksi ROS pada
spermatozoa yang disentrifugasi diduga me-
rupakan proses yang kompleks dan dapat berasal
dari berbagai proses kimia, organel maupun sel
bahkan berasal dari luar sel (Agaerwal et al.,
2003). Bila produksi ROS berlebihan dan tidak
mampu dinetralisir oleh system pertahanan
antioksidan yang ada pada spermatozoa atau

plasma seminalis dapat menyebabkan kerusakan
asam lemak poli tak jenuh yang merupakan
komponen penting dari fosfolipid penyusun
membrane sel spermatozoa, inaktivasi enzim-
enzim glikolitik, pemutusan rantai DNA
selanjutnya terjadi penurunan motilitas dan
kematan spermatozoa (Alvarez and Storey, 1995).

Salah satu protein tersebut adalah protein
yang terdapat di dalam plasma seminalis kambing.
Penelitian biomolekuler membuktikan bahwa
dengan penambahan beberapa protein plasma
seminalis dapat memperbaiki proses fertilisasi,
mempertahankan kehidupan sel dan mempunyai
peran positif terhadap proses kapasitasi dan reaksi
akrosom spermatozoa(Beatriz ef al., 2000). Protein
tersebut adalahd Insulin Like Growth Factor—I
(IGF-I) Complex. Penambahan protein IGF-I
Complex dapat meningkatkan persentase sperma-
tozoa yang motil, selain itu juga mengatur fungsi
spermatozoa sebelum dan sesudah ejakulasi
terutama meningkatkan motilitas dan kapasitasi
spermatozoa (Manjunanth et al., 1997). Menurut
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pendapat Donald et al (1998) yang menyatakan
bahwa IGF I Complex bertindak sebagai anti-
oksidan. Antioksidan disini mungkin sebagai
antioksidan pencegah (preventive antioksidants)
pada dasarnya mencegah pembentukan radikal
bebas baru. Antioksidan ini merubah radikal bebas
yang ada menjadi molekul yang kurang
mempunyai kesempatan bereaksi, atau dengan
mencegah pembentukan radikal bebas baru dari
molekul lain. Penelitian tentang [Insulin Like
Growth Factor memang telah banyak dilakukan,
namun penelitian tentang Insulin Like Growth
Factor-I Complex plasma seminalis kambing se-
bagai alternatif antioksidan pada medium
pendewasaan spermatozoa belum pernah diteliti.

Materi dan Metode Penelitian

Bahan penelitian berupa kambing jantan
sebanyak 3 ekor yang digunakan untuk sampel.
Selain itu juga menggunakan bahan- bahan untuk
isolasi dan purifikasi protein. Non Reducing
Sample Buffer (Non-RSB), separating gel 12%,
stacking gel, Marker High Range SDS -PAGE
Standars (Bio Rad). Comassie Blue (Bio Rad),
larutan destaining, bahan untuk pemeriksaan kon-
sentrasi protein, bahan untuk pemeriksaan MDA.

Alat-alat yang digunakan pada penelitian
ini meliputi vagina buatan, tabung skala, sentrifus,
gelas beker, Erlenmeyer, mikropipet,eppendorf,
seperangkat alat gel elektroforesis horizontal, alat
elektroelusi, spektrofotometer.

Pada garis besarnya penelitian ini terdiri dari dua
tahap :

Tahap 1 adalah penelitian kualitatif
eksploratif laboratoris. Pada tahap ini dilakukan
identifikasi, isolasi dan klasifikasi protein Insulin
Like Growth Factor I Complex (IGF-I Complex)
plasma seminalis kambing. Identifikasi untuk
mengetahui konstituen protein pada plasma
seminalis kambing. Adapun tahapan penelitian
tahap I ini terdiri dari preparasi plasma seminalis
kambing, Native Polyacrylamide Gel Electriforesis
(Native —PAGE) plasma seminalis kambing,
penentuan berat molekul protein plasma seminalis,
elektroelusi untuk isolasi protein IGF-I Complex,
dilanjutkan dengan Western Blott, untuk me-
ngetahui kadar protein diperiksa dengan metode
Biuret.

Tahap II adalah aplikasi isolat Insulin
Like Growth Factor I Complex yang telah dielusi
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pada tahap I pada medium pendewasaan
spermatozoa kambing, kemudian dilakukan
pemeriksaan terhadap kadar MDA.
Tahapan Penelitian
1. Penampungan Semen dan Purifikasi Crude
Protein

Semen ditampung dari kambing jantan
peranakan etawa dengan menggunakan vagina
buatan. Penampungan semen diupayakan pada
waktu pagi hari sekitar pukul 08.00-09.00 yang
diperkirakan aktifitasnya belum banyak. Se-
lanjutnya dilakukan pemeriksaan secara makros-
kopis (volume, bau, warna, pH dan konsistensi)
dan secara mikroskopis (motilitas, viabilitas,
konsentrasi). Semen tersebut ditambah dengan
Phosphat  Buffer Saline (PBS) kemudian di-
sentrifugasi pada suhu 5°C dengan kecepatan 1800
rpm selama 10 menit, kemudian supernatannya
(plasma semen) diambil dengan mikropipet di-
masukkan ke dalam tabung ependorf. Purifikasi
dilakukan dengan cara menambahkan PBS dan
Phenylmethenesulfonyl fluoride (PMSF) kemudian
di homogenkan selama 5 — 10 menit pada suhu 4°C
kemudian di homogenkan lagi dan disentrifugasi
dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit.
Supernatannya diambil ditambah dengan etanol
absolut dengan perbandingan 1:1 dan diendapkan
semalam (sampai tidak bau etanol), etanolnya
dibuang kemudian peletnya di tambah dengan Tris
HCI dengan 1-2 kali volume pellet (Aulani’am,
2005)

2. Identifikasi Protein Insulin Like Growth Factor-
I Complex dengan metode Native—PAGE

Gel dibuat dua lapis yaitu gel sebagai
tempat pengumpulan sampel (stacking gel) dan gel
sebagai media untuk pemisahan  protein
(separating gel). Separating gel dimasukkan ke
dalam plate menggunakan mikropipet, permukaan
dilapisi dengan menambahkan akuades dan
dibiarkan 10-30 menit hingga terbentuk gel.
Selanjutnya  stacking gel dituangkan di atas
separating gel yang telah memadat, setelah itu
dipasang sisir untuk membentuk sumuran dan
didiamkan selama 30 menit. Setelah terbentuk gel,
sisir diangkat dengan hati-hati. Plate dipasang pada
alat electrophoresis dan berikutnya buffer PBS
dituangkan pada chamber electrophoresis.

Limabelas pl sampel ditambah 15 pl Non
RSB (Non Reducing Sample Buffer). dimasukkan
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ke dalam tabung ependorf, kemudian dipanaskan
dalam penangas air pada suhu 100°C selama 3
menit. Setelah dingin sampel diambil sebanyak 15
ul dimasukkan dalam tiap-tiap sumur. Protein
standar diperlakukan sama dengan sampel. Setelah
itu anoda dihubungkan pada reservoir bawah dan
katoda dihubungkan dengan reservoir atas. Power
supply dihidupkan dengan arus listrik sebesar 30
mA, 130 V selama 1 jam. Proses pemisahan
dihentikan setelah warna biru dari penanda
mencapai ketinggian + 0,05 cm dari batas bawah
plat gel. Plat dibuka dan gel diambil untuk
dilakukan pewarnaan dan pencucian gel.

Pewarnaan dilakukan dengan merendam
gel dalam larutan staining Coomassie Blue R-250
selama 30-60 menit. Kemudian dilakukan
penghilangan warna dengan merendam gel dalam
larutan destaining dan digoyang secara otomatis
sampai gel menjadi jernh dan  hasil
electrophoresis difoto atau discan (Aulani’am,
2005). Selanjutnya untuk mengetahui berat
molekul band-band yang terbentuk dilakukan
perhitungan berat molekul dengan menghitung
nilai (Retardation Factor) Rf dari masing-masing
band.

3. Isolasi Protein Insulin Like Growth Factor —I
Complex dengan metode Elektroelusi

Elektroelusi dilakukan dengan memasuk-
kan potongan band pada gel Native-PAGE ke
dalam kantong selofan sepanjang kurang lebih 10
cm dengan tetap dijaga agar posisi gel tidak
melengkung. Bagian atas dan bawah selofan diikat
dengan benang, kemudian dimasukkan alat
electrophoresis horizontal (Bio-Rad). Alat electro-
phoresis diisi dengan buffer sebanyak 500 ml
dalam posisi buffer melebihi kawat. Running
elektroelusi dilakukan pada kondisi 130 volt, 30
mA selama 1 jam. Cairan hasil elektroelusi di-
tampung dalam tabung eppendorf, disimpan pada
suhu -70°C, siap dipakai untuk penelitian berikut-
nya (Aulani’am, 2005).

4. Aplikasi Protein IGF-I Complex pada Medium
Pendewasaan Spermatozoa

Semen yang berkualitas baik, sebanyak
0,5 ml ditambah medium BO sebanyak 1 ml dan
dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1800
rpm selama 10 menit. Dihitung 3x10° spermatozoa
untuk diberi perlakuan. Spermatozoa hasil sentri-

Vol. 5 No. 3 Nopember 2012

fugasi masing-masing dibagi 3 yaitu tabung I diisi
dengan spermatozoa dan medium BO, tabung II
diisi dengan spermatozoa, medium BO dan IGF-I
Complex 12 ng.Tabung III diisi dengan sperma-
tozoa dan IGF-I Complex 12 ng. Selanjutnya
dilakukan inkubasi selama 15 menit. Selanjutnya
dilakukan pengukuran kadar malondialdehide
(MDA)

Pengukuran kadar MDA dilakukan
dengan menggunakan modifikasi metode test
Thiobarbiturat Acid (TBA) yang dikembangkan
oleh Alvarez and Story (1995). Sebanyak 100 pl
kit MDA dengan konsentrasi 0,1,2,3,4,5,6,7,8,0
pg/ml kemudian ditambahkan 550 pl akuades dan
100 pl asam trichlorasetat 20% dan dilakukan
homogenisasi selama 30 detik kemudian
ditambahkan dengan 250 pul HCI 1 N,
dihomogenkan ditambah 100 pl  natrium
thiobarbiturat 1%, dihomogenkan kemudian
disentrifus dengan kecepatan 500 rpm selama 10
menit. Supernatan diambil diinkubasi pada
waterbath 100° C selama 30 menit dan dibiarkan
pada suhu ruangan. Serapan warnanya dibaca
dengan menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 533 nm. Diperoleh nilai
absorbansi standar dan kurva standar MDA.

Pengukuran MDA pada sampel adalah
sebagai berikut : 20 pl supernatan ditambahkan
dengan 80 ul tris HCIL, ditambahkan 550 pl
akuades dan 100 pl asam trikhloroasetat 20% dan
dihomogenkan selama 30 detik kemudian
ditambahkan dengan 250 pl HCI, dihomogenkan,
ditambah 100 pl natrium thiobarbiturat 1%
dihomogenkan kemudian disentrifus dengan
kecepatan 500 rpm 10 menit. Supernatan diambil,
diinkubasi pada water bath 100° C selama 30 menit
dan dibiarkan pada suhu ruangan. Serapan
warnanya dibaca dengan menggunakan spektro-
fotometer pada panjang gelombang 533 nm. Pe-
nilaian kadar MDA dilakukan dengan cara meng-
konversikan nilai hasil pengukuran absorbansi
dengan nilai kurva baku standar MDA murni
dalam berbagai konsentrasi. Selanjutnya nilai hasil
perkalian pada kurva standar baku, dikalikan lagi
dengan faktor pengenceran yang digunakan.
Konsentrasi MDA diukur berdasarkan jumlah pg
atau nmol atau ppm MDA pada setiap ml suspensi
spermatozoa.

Rancangan penelitian yang digunakan
adalah rancangan acak kelompok dan analissis data
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dilakukan dengan menggunakan Uji Anava, bila
terdapat perbedaan dilanjutkan dengan Duncan
Test (Santoso dan Fandy, 2001).

Hasil dan Pembahasan

Kualitas semen segar kambing yang
digunakan untuk uji suplementasi IGF-I Complex
harus memenuhi kriteria. Hasil yang layak
digunakan untuk penelitian adalah sebagai berikut
: warna semen berwarnua putih kekuningan, pH 7,
motilitas massa +++ (sangat baik), motilitas
individu > 70% dan hidup spermatozoa > 70 %
(Toelihere, 1985).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
semen yang ditampung berwarna  putih
kekuningan, bau khas, konsistensi kental, pH +
7.00, volume 1,1 ml , konsentrasi 397x10° ,
motilitas masa +++ (pergerakan membentuk
gelombang besar dan banyak), motilitas individu
bergerak progresif (maju kedepan), rerata via-
bilitas 90+8,4% dan spermatozoa yang ter-
kapasitasi 10,85+87%. Dari hasil penelitian di atas
dapat disimpulkan bahwa kualitas semen me-

IGF -1
Complex

menuhi persyaratan untuk digunakan sebagai
penelitian.

Native-PAGE plasma seminalis kambing

Identifikasi konstituen-konstituen protein
plasma seminalis kambing dilakukan dengan
Native-PAGE (Native-Polyacrylamid Gel Electro-
phoresis) konsentrasi 12% dalam elektrophoresis
set mini protein gel (Bio Rad). Sebagai marker
digunakan High Range SDS-PAGE Standards
(Bio-Rad) dan pewarnaan hasilnya dengan
Comassie Blue stain SDS-PAGE Standars (Bio-
Rad).

Plasma seminalis kambing dalam proses
electrophoresis dengan Native-PAGE menghasil-
kan 7 band. Berdasarkan urutan Berat Molekulnya
selanjutnya ketujuh band tersebut berturut-turut
adalah band pertama (BM 150,288 kDa), band
kedua (BM 103,486 kDa), band ketiga (BM
76,155 kDa), band keempat (BM 53,249), band
kelima (BM 35,378 kDa), band keenam (BM
14,099kDa) dan band ketujuh (BM 11,492 kDa)
(Gambear 1).

{ 71

Gambar 1. Gel hasil Analisis dengan Native — PAGE 12 % pada plasma seminalis kambing (M: marker,

2, 3 : sampel plasma seminalis kambing).

Tabel 1. Rerata dan SD kualitas spermatozoa kambing sebelum dan sesudah sentrifugasi

Parameter Sebelum sentrifugasi Sesudah sentrifugasi
Motilitas spz (%) 94,55 £ 6,25 79,65 + 5,55
Viabilitas spz (%) 97,25 + 8,30 84,20 £ 4,25

Membran plasma utuh (%) 86,75 £ 7,80 76,50 = 4,50
Kapasitasi (%) 10,80 £4,90 56,15+ 5,10
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Tabel 2. Rerata dan SD persentase spermatozoa yang terkapasitasi dan kadar MDA spermatozoa
kambing hasil sentrifugasi setelah suplementasi dengan 3 macam medium dengan waktu

inkubasi 15 menit

Medium Waktu inkubasi 15 menit
Kapasitasi (%) MDA (ppm)
PO (BO) 57,25 +1,35° 1506,6515 +25,1911°
P1 (BO+IGF-I Complex) 60,20 + 1,90° 1225,1613 +21,1930°
P2 (IGF-I Complex) 76,10 +1,55% 900,1033 +9, 1075°

Notasi yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0,05)

Keterangan :
BO  : Bracket and Oliphant,s

IGF-I Complex : Insulin Like Growth Factor-I Complex

Terjadi penurunan kualitas spermatozoa
sesudah sentrifugasi dimana sebelum sentrifugasi
motilitas spermatozoa dari 94,55 + 6,25% menjadi
79,65 + 5,55%, viabilitas spermatozoa dari 97,25
+ 8,30% menjadi 84,20 + 4,25%, membrane
plasma utuh dari 86,75 £+ 7,80% menjadi 76,50 +
4,50% dan spermatozoa yang terkapasitasi.dari
10,80 + 4,90% menjadi 56,15 £ 5,10.%

Pemeriksaan suplementasi Insulin Like Growth
Factor -1 Complex terhadap spermatozoa yang
terkapasitasi dan kadar MDA setelah sentrifugasi
Kapasitasi dan reaksi akrosom sperma-
tozoa diamati dengan menggunakan pewarnaan
Chlortetracyclin (CTC). Dengan pewarnaan chlor-
tetracyclin, spermatozoa yang mengalami kapa-
sitasi nampak 2/3 bagian equator kepala sperma-
tozoa berwarna kuning lebih terang karena
distribusi Ca" yang lebih banyak, spermatozoa
yang mengalami reaksi akrosom tidak berwarna
dan hanya pita berwarna kuning pada bagian
ekuator kepala spermatozoa. Pengamatan kapa-
sitasi dan reaksi akrosom spermatozoa dilakukan
dengan menggunakan mikroskop fluorescen pem-
besaran 400x.
Hasil penelitian menunjukkan adanya penurunan
kualitas spermatozoa setelah dilakukan sentrifugasi
dengan kecepatan 1800 rpm selama 5 menit. Hasil
penelitian ini sejalan dengan hasil penelitian Fitri
(2002) bahwa spermatozoa setelah dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 1000 G selama 10
menit menunjukkan adanya kerusakan membrane
plasma dan tudung akrosom spermatozoa sapi
Madura. Demikian hasil penelitian Susilawati

(2000) yang membuktikan adanya penurunan
motilitas spermatozoa sapi yang sangat bermakna
setelah pemisahan dengan sentrifugasi gradient
densitas percoll 10 tingkat dengan kecepatan 2250
rpm selama 5 menit. Menurut Dasrul (2005) me-
nurunnya kualitas spermatozoa tersebut karena
akibat pengaruh bahan kimiawi dalam medium dan
pengaruh mekanik seperti gesekan permukaan
membrane dengan partikel medium atau tabung.
Sentrifugasi menyebabkan deformasi matriknya
ekstraseluler spermatozoa termasuk perubahan
komposisi lipid membrane spermatozoa (Guzman
et al.,2001)

Sentrifugasi menyebabkan membrane
rusak sehingga lalu lintas ion-ion terganggu.
Kolesterol dan fosfolipid merupakan komponen
lipid membrane yang sangat penting dalam
mempertahankan integritas membrane. Hilangnya
plasma seminalis juga menyebabkan penurunan
kualitas spermatozoa, hal ini karena plasma
seminalis selain berfungsi sebagai transport bagi
spermatozoa juga mengandung komponen elektro-
lit yang dapat menstimulir metabolism sperma-
tozoa. Penurunan motilitas spermatozoa ber-
hubungan dengan peningkatan kerusakan integritas
membrane spermatozoa yang terjadi selama
sentrifugasi. Akibat kerusakan struktur membrane,
maka sejumlah fungsi membrane terganggu,
sehingga terjadi peningkatan influk Ca ** did lam
sel meningkat. Peningkatan Ca >* di dalam sel akan
mengaktifkan enzim-enzim di dalam spermatozoa
sehingga akan menghasilkan asam lemak yang
berlebihan (Halliwell and Gutteridge, 1999).
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Hasil penelitian ini juga menunjukkan
bahwa sentrifugasi juga menyebabkan terjadinya
kapasitasi pada spermatozoa, hal ini disebabkan
adanya deformasi matriks spermatozoa yang
menyebabkan pengurangan ratio kolesterol dan
fosfolipid pada membrane plasma spermatozoa.
Kolesterol membrane penting dalam hal mem-
pertahankan fluiditas membrane yang berperan
penting dalam hal kapasitasi dan reaksi akrosom

Secara molekuler selama kapasitasi terjadi
modifiksi kalsium ion intraseluler dan ion-ion
lainnya, peribahan lipid dan fosfolipid membran
spermatozoa, perubahan fosforilasi protein dan
aktivitas protein kinase (Baldi et al., 2003).
Kapasitasi adalah penut Pengaturan kembali bio-
kimia membran spermatozoa dimana menurut
Parish et al (1993) saat kapasitasi terjadi pe-

ningkatan level Ca **

2

intraseluler. Meningkatnya
aktivitas Ca °° akan mengaktifkan pergerakan
spermatozoa (hiperaktivasi).

Reseptor [GF-I adalah reseptor tyrosin
kinase type II (Weiqun Li et al., 1998). IGF-I
Complex merangsang reseptor [GF-I pada
membran plasma spermatozoa yang akan me-
nyebabkan otofosforilasi dan terjadi fosforilasi
molekul-molekul sinyal seperti shc, PI3K, Grb2,
Grb 10, IRS 1, Interleukin 4 phosphorylated
substrat I (IRS-I). Protein kinase mengatur Ca 2+
intraseluler yang akan mengaktitkan adeny!
cyclase untuk memproduksi cAMP yang se-
lanjutnya akan mengaktifkan protein kinase A
untuk membuka kanal kalsium pada membran
akrosom luar sehingga kalsium sitosol bertambah
dan akan mengaktifkan fosfolipase C (Breibart and
Naor, 1997). Aktifitas protein kinase A (PKA)
lebih tinggi pada spermatozoa yang mengalami
kapasitasi dari pada spermatozoa yang tidak
mengalami kapasitasi dan level cAMP akan me-
nurun tetapi aktifitas Posphodiesterase (PDE)
masih tetap konstan selama kapasitasi.

Pada penelitian ini ternyata kadar
malondildehide (MDA) dalam suspensi sperma-
tozoa hasil sentrifugasi yang disuplementasikan
dengan IGF-I Complex kadarnya paling rendah
jika dibandingkan dengan suplementasi medium
BO dan kombinasi medium BO dan I[GF-/
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Complex. Hal ini sesuai dengan pendapat Donald
et al. (1998) yang menyatakan bahwa I[IGF-I
Complex bertindak sebagai antioksidan. Menurut
Suryohudoyo (2000) antioksidan adalah senyawa
yang dapat meredam dampak negatif oksidan
termasuk enzim dan protein pengikat logam. /GF-1
Complex kemungkinan sebagai antioksidan pe-
mutus rantai (chain- breaking antioxidant) dimana
antioksidan ini berfungsi meredam dampak negatif
dri senyawa oksigen reaktif dengan cara mencegah
reaksi rantai. Antioksidan disini mungkin juga
sebagai  antioksidan  pencegah  (preventive
antioxidants) pada dasarnya mencegah pem-
bentukan radikal bebas baru. Antioksidan ini
mengubah radikal bebas yang ada menjadi molekul
yang kurang mempunyai kesempatan bereaksi,
atau dengan mencegah pembentukan radikal bebas

baru dari molekul lain.

Kesimpulan

Penambahan IGF-I Complex plasma
seminalis ke dalam media pendewasaan sperma-
tozoa dapat meningkatkan motilitas, viabilitas,
kapasitasi dan dapat menurunkan kadar MDA
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