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Abstract

This study was aimed to :1) produce anti HY protein/HY antisera by means of synthesising from the
spleen of male rabbit before weaning age,2) define if this HY antibody could be generated by the immunization of
adult male rabbit and 3) to examine biologically to define the sex ratio shift on the pups born. Experimental animal
used were male rabbit at preweaning age and adult male rabbits subyected to immunization using spleen
suspension. Serum was purified using SAS method,followed by dialysis and the level of anti HY antibody was
measured using Biuret method. Result of this research showed that from approximately 15 ml serum from week-7
bleeding after the addition of SAS in a ratio of 1:1 which were then homogenized using vortex, finally resulted
approximately 4 ml precipitate (semi-solid fom) ,then from BSA standard curve and the absorbance value, it was
shown that the level of anti HY antibody was 21825 pg/ml.
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Pendahuluan

Pada ternak, khususnya pada sapi potong
dan sapi perah spermatozoa yang mengandung kro-
mosom X dan kromosom Y sangat menentukan jenis
kelamin anak yang akan dilahirkan setelah terjadinya
proses fertilisasi. Pada ternak potong, diharapkan
anak yang lahir adalah jantan, sedangkan pada sapi
perah anak yang lahir diharapkan betina.

Berbagai upaya telah dilakukan oleh peme-
rintah dalam mencukupi kebutuhan protein bagi
masyarakat di Indonesia. Bioteknologi reproduksi
adalah salah satu upaya pemerintah untuk memenuhi
kebutuhan akan protein tersebut yang sampai saat ini
bisa diterima oleh peternak di Indonesia adalah teknik
/ program inseminasi buatan. (Dirjen Peternakan,
2005). Melalui penggunaan teknologi inseminasi
buatan, disamping dapat meningkatkan populasi
ternak juga dapat memperbaiki mutu genetik ternak
di Indonesia khususnya sapi potong, sapi perah, yang
juga dapat meningkatkan efesiensi reproduksi pada
ternak (Hafez, 2000).

Berbagai upaya telah banyak dilakukan
penelitian tentang separasi sperma berkromosom X
dan Y, antara lain melalui teknik penyaringan dengan
sephadex,elektroforesis, berdasarkan berat molekul
sperma X dan Y, sentrifugasi, tapi hasilnya masih
tidak optimal.(Hafez,2000).

Perkembangan gonad menjadi  testis,
ternyata ada faktor HY antigen yang terdapat pada
selaput membran gonad dan pada kromosom Y ter-
dapat histocompatibility Y (HY Antigen) yang mem-
pengaruhi deferensiasi sel sel gonad untuk berproli-
ferasi menjadi testis dan sel Leydig mampu mengha-
silkan hormon testosteron yang merangsang perkem-
bangan saluran Wolf menjadi saluran kelamin jantan
dan proses spermatogenesis. (Knobil et al., 1988).

Pada semua fetus mammalia, perkembangan
jenis kelamin berasal dari adanya primordial gonad.
Primordial gonad mempunyai kemampuan untuk
berdeferensiasi menjadi testis atau ovarium dan untuk
menjadi testis harus ada HY-antigen, adanya HY-
antigen ini juga harus ada kromosom Y, dimana HY-
antigen terdapat pada kromosom Y. Secara genetik,
fetus jantan, yaitu adanya Y kromosom berisi sebuah
gene yang mengkode proteinyang disebut HY-
antigen yang disekresikan sejak awal perkembangan
embrio. Dimulainya sekresi HY-antigen pada awal
perkembangan embrio, maka primordial gonad akan
menjadi testis, jika tidak ada sekresi HY-antigen,
maka primordial gonad akan menjadi ovarium.

Demonstrasi ditunjukan oleh Goldberg dkk.
(1971), menunjukkan bahwa antigen-HY bisa diten-
tukan dengan metode serologis dan status seks kro-
mosomnya. Wachtel dkk. (1975) memberikan bukti
bahwa antigen-HY bekerja seperti hormon, bahwa
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pada mammalia pada masa embrional antigen HY
merangsang gonad primor-dial berdeferensiasi men-
jadi testis pada jantan dan menekan pertumbuhan dari
ovarium.

Pada mamalia,secara normal antigen HY
diproduksi oleh banyak tipe sel jantan, bukan sel
betina. Antigen-HY bisa mengikat ke permukaan sel
melalui dua cara penempelan, yaitu : a).Ke tempat
tempat anchorage yang berkaitan dengan dimerisasi
dari kompleks histocompabilitas utama (MHC) dan
beta 2-mikroglobulin (gene loci untuk MHC dikenal
sebagai HLA-A,-B, dan —C pada pria, H-2D dan H-
2K pada tikus ). b).Pada reseptor spesifik pada gonad
untuk antigen-HY. (Knobil et.al., 1988).

Unit usaha produksi semen beku di Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga yang se-
lama ini sudah memproduksi semen beku khususnya
semen beku sapi potong dan sapi perah dan sudah
dipasarkan di Jawa Timur khususnya, dapat diharap-
kan mampu menghasilkan semen beku pilih kelamin
dikemudian hari.

Dengan demikian, penelitian tentang pre-
parasi anti HY ini dapat diharapkan menunjang
produksi semen beku yang nantinya peternak dapat
memilih semen beku pilih kelamin.

Materi dan Metode Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Departemen
Reproduksi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan,
tepatnya di eks. Laboratorium Fisiologi Reproduksi,
untuk pemeliharaan kelinci dan imunisasi, sedang-
kan dan purifikasi serum dan pengukuran konsentrasi
protein dengan metode Biuret di lakukan di Labo-
ratorium Biokimia Fakultas Matematika dan limu
Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya Malang.
Penelitian ini dilaku-kan sejak bulan Juni-Oktober
2011.

Bahan Penelitian

Bahan penelitian yang digunakan, alko-hol,
kapas, pakan kelinci, Complete Freund's Adjuvant,
Incomplete Freund's Adjuvant, SAS 50 % (Satu-
rated Ammonium Sulphate), PBS (Phosphat Buffer
Saline) pH 7, Tween 100, PMSF (Poly Methyl Sul-
fonil Floride), Casein, NaN3 (Sodium Azid), Buffer
Tris-glisin, glisin, asam sitrat, bisakrilamid, polia-
krilamid, mercap-toethanol, amonium persulfat,
Commasie Brilian Blue R250, Kloroform, etanol,
BSA (Bovine Albumin Serum), asam asetat, gluta-
raldehid, NaBH4 , MgCl,, methanol, BaClI2, NaCl ,
NaOH, Alkalin fosfatase, Substrat western blue,
Mem-bran Nitrosellulosa, blotto dan ddH20. Larut-
an stok BSA, CuSO4 dan NaOH.
Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini,
antara lain kandang hewan coba untuk kelinci, spuit,
sentrifus, sonikator, shaker, microtome, boks pre-
parat, timbangan, tabung reaksi, refrigerated centri-
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fuge, freezer, autoclaf, peralatan gelas, peralatan
seksi, vaccutainer, oven, mikros-kop optik, gamma
counter, neraca analitik, pH meter, Biorad elektro-
foresis, Dot-blotter, vortex, micro tip, mikropipet,
kolom kromatografi, tabung dialisis dan cryostat
dan spektrofotometer

Imunisasi Hewan coba.

Sebelum imunisasi, dibuat suspensi limpa
kelinci jantan yang belum lepas sapih, dengan meng-
gerus limpa tersebut kemudian ditambahkan larutan
PBS sebanyak 10 cc, disetrifus pada 2000 rpm se-
lama 10 menit, endapan dibuang, supernatan dire-
sentrifus pada 4500 rpm selama 20 menit. Pellet
(endapan) diambil dan supernatan dibuang.

Imunisasi dilakukan dengan menambah-kan
laruran PBS sebanyak 5 cc kedalam pellet, kemudian
di mixer sampai rata selanjutnya dilakukan imunisasi
pada kelinci jantan dewasa dengan dosis 0,3 cc + 0,7
cc CFA secara subkutan.

Imunisasi ini diulang setiap minggu dengan
dosis yang sama tanpa CFA, selama 4 minggu, dan
pada minggu kelima sampai minggu keenam dilaku-
kan boster dengan dosis 0,3 cc + 0,7 cc IFA.

Preparasi serum

Pengambilan darah untuk memperoleh anti-HY di-
lakukan melalui arteri auricularis pada kelompok
kelinci lokal jantan yang telah di induksi dengan
isolat HY dengan menggunakan jarum suntik dispo-
ssible masing-masing pada minggu ke-5 dan minggu
ke-6 setelah imunisasi, kemudian dilakukan pemi-
sahan serum dengan metoda sentrifugasi (1500 rpm
selama 20 menit). Presipitat dibuang, supernatannya
dipindahkan ke dalam microtube dan disimpan pada
suhu -5 derajad Celcius.

Purifikasiasi Anti- HY dari Serum

Serum ditambah dengan SAS 50% dengan per-
bandingan 1:1, kemudian dihomogenkan dengan
menggunakan vortex. Selanjutnya diinkubasi pada
suhu 4°C selama beberapa menit. Serum disentri-
fugasi dengan kecepatan 3000 rpm pada suhu 4°C
selama 30 menit. Supernatan dibuang, presipitat di-
cuci dengan SAS 50% (10x volume pelet), kemudian
dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Se-
lanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm
pada suhu 4°C selama 30 menit. Presipitat ditambah
dengan 0,05 M buffer fosfat pH 7 sampai volume 1
ml. Dilanjutkan dialisis dalam 0,01M buffer fosfat
pH 7, semalam pada suhu 4°C .

Hasil dan Pembahasan

Sebelum imunisasi, dibuat suspensi limpa
kelinci jantan yang belum lepas sapih, dengan
menggerus limpa tersebut kemudian ditambahkan
larutan PBS sebanyak 10 cc, disetrifus pada 2000
rpm selama 10 menit, endapan dibuang, supernatan
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diresentrifus pada 4500 rpm selama 20 menit. Pellet
(endapan) diambil dan supernatan dibuang.

Imunisasi dilakukan dengan menambahkan
larutan PBS sebanyak 5 cc kedalam pellet, kemudian
di mixer sampai rata selanjutnya dilakukan imunisasi
pada kelinci jantan dewasa dengan dosis 0,3 cc + 0,7
cc CFA secara subkutan.

Imunisasi ini diulang setiap minggu dengan
dosis yang sama tanpa CFA, selama 4 minggu, dan
pada minggu kelima sampai minggu keenam dilaku-
kan boster dengan dosis 0,3 cc + 0,7 cc IFA. Se-
lanjutnya dilakukan analisa dengan metode dot blott-
ing dilanjutkan dengan proses purifikasi dengan
metode BIURET secara diskriptif. Pengambilan da-
rah dilakukan pada minggu ke-4, saat pemberian
booster pertama, darah selanjutnya diambil serum-
nya, dilakukan purifikasi, datah diambil melalui vena
auricales.

Dari sekitar 15 cc serum hasil bleeding pada
minggu ke — 7 setelah penambahan SAS dengan per-
bandingan 1:1 kemudian dihomogenasi dengan
menggunakan vortex akhirnya diperoleh presipitat
sekitar 4 cc (bentuk setengah padat)

Kurva standar BSA
[BSA] Absorbansi
ppm 1 2 Rata-rata

0 0 0 0

1000 0,01 0,01 0,01
2000 0,05 0,06 0,06
3000 0,09 0,12 0,11
4000 0,13 0,13 0,14
5000 0,18 0,19 0,19
6000 0,24 0,24 0,24
7000 0,31 0,31 0,31
8000 0,32 0,32 0,33
9000 0,40 0,39 0,39
10000 0,43 0,44 0,44

Biosintesis anti H-Y dilakukan pada kelinci
jantan yang diomunisasi dengan gerusan limpa dari
kelinci jantan yang belum lepas susu dalam ajuvan
CFA kemudian dilakukan booster sebanyak 3 kali
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dalam ajuvan IFA, kemudian pengambilan datah
dilakukan sebanyak 7 kali, serum yang didapatkan
kemudian dilakukan purifikasi untuk meningkatkan
kuantitas antibodi yang diinginkan (Bollag and
Edelstein,1991).

Hasil Dot Blot dan pengukuran protein

dengan metode Biuret menunjukkan bahwa dalam
serum terdapat antibodi terhadap H-Y antigen yang
telah dibuktikan mempunyai spesifitas dengan anti-
gen yang digunakan sebagai bahan induksi.
Austyn dan Wood (1993) menyebutkan bahwa untuk
memproduksi antisera dapat dilakukan imunisasi ber-
ulang pada kelinci yang hasilnya kemudian disebut
dengan antibodi dari antigen yang diberikan. Se-
lanjutnya disebutkan juga bahwa mekanisme terben-
tuknya antibodi dapat dijelaskan sebagai berikut
antigen non spesifik akan masuk kedalam tubuh dan
akan dikenali oleh antigen presenting cell yang ber-
ikatan dengan sistem Major Histocompatibility
Complex Il (MHC II) dalam hal ini adalah sel denrit
yang akan mengaktivasi sel T. Sel T kemudian men-
jadi aktif dan akan mengeluarkan sitokin (IL-2) yang
berakibat pada aktifnya sel T,.Sel ini kemudian akan
menyebabkan sel B memproduksi IgG dalam plasma.
Demikian juga dengan pengukuran protein dengan
metode Biuret, yang bertujuan juga untuk mengukur
spesifisitas anti H-Y pasca induksi, pengukuran
metode biuret dapat menunjukkan kadar anti H-Y
yang disintesis pada imunisasi dengan menggunakan
gerusan limpa kelinci jantan yang diduga me-
ngandung HY antigen Hal ini sesuai dengan pendapat
Darnell et al. (1990) yang menyebutkan bahwa
minggu pertama dan kedua setelah penyuntikan anti-
gen, konsentrasi IgG dalam serum akan meningkat
dan kemudian akan meningkat lebih tajam pada
minggu kelima setelah pemberian booster pada
minggu ketiga akibat telah terbentuknya sel memori
yang cukup banyak untuk memproduksi 1gG.
Selanjutnya disebutkan pula bahwa bila konsentrasi
antibodi dalam tubuh masih tinggi dan dilakukan
imunisasi maka antigen yang masuk segera diikat
oleh antibodi yang beredar dalam darah.

Sampel Absorbansi Absorbansi konsentrasi Protein
1 > rata-rata (ppm)
Kelinci 0.093 0.101 0.097 21825
y =4.10°x
0,097  =410°x
X =2425 ppm
[protein]  =2425 ppm x faktor pengenceran
[protein] =250 ppm . 9
=21825 ppm

=21825 pg/mL
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Kesimpulan

Purifikasi serum dengan menggunakan me-
tode SAS yang kemudian dilanjutkan dengan teknik
dialisis dapat meningkatkan perolehan antibodi anti
HY dengan kadar protein yang diukur dengan metode
Biuret sebesar 21825 pg/mL
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