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ABSTRAK

Penelitian ini ditujukan untuk mengkaji sinyal yang disekresikan oleh embrio praimplantasi untuk
kelangsungan hidupnya pada awal kebuntingn. Embrio hasil fertilisasi in vitro dibekukan pada tahap
morula dan blastosis serta di-thawing untuk dikultur secara in vitro dalam media tissue culture.
Pengamatan sekresi protein untuk perkembangan embrio tahap morula dilakukan 48 jam setelah thawing
dan untuk embrio tahap blastosis dilakukan 24 jam (re-expansion) dan 72 jam (hatching) setelah thawing.
Hasil analisis menunjukkan bahwa selama perkembangannya, embrio kambing praimplantasi
mensekresikan sebanyak 3,041 pg per protein ml dan 1,992 ug protein per ml berturut-turut untuk embrio
yang dikultur pada tissue culture medium (TCM) 199 + 0,1 % bovine serum albumin (BSA) dan TCM tanpa
BSA. Sementara itu, embrio yang tidak berkembang (mengalami degradasi) hanya mensekresikan 0,434
pg protein per ml dan 0,417 pg protein per ml berturut-turut untuk yang dikultur pada TCM 199 + 0,1 %
BSA dan tanpa BSA. Hasil analisis sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) menunjukkan bahwa protein yang diekspresikan dalam medium kultur embrio sejak morula
sampai hatching blastocyst memiliki protein dengan bobot molekul yang bervariasi mulai dari 100, 95,
55, 43 , 28 dan 18 KDa. Embrio yang berkembang baik menghasilkan lebih banyak protein daripada
embrio yang tidak berkembang.

Kata Kunci : Protein spesifik, embrio kambing, in vitro.
ABSTRACT

The aim of the experiment was to investigate the intensity of signal secreted by preimplantation
embryos for their survival in the early pregnancy. Embryos at morulla and blastocyst stages generated by
in vitro fertilization were frozen and then thawed for in vitro culture in tissue culture medium. The protein
secreted by embryo were detected 48 hours after thawing for those frozen at morulla stage, and 24 hours
and 72 hours after thawing for those frozen in the blastocyst stage. Results showed that preimplantation
goat embryos secreted an average of 3,041 pg protein per ml medium for the embryo cultured in tissue
culture medium (TCM) 199 + 0,1 % BSA and 1,992 pg protein per ml medium for embryo cultured in TCM
without BSA. Non growing embryos secreted only a small amount protein, i.e. 0,434 pg protein per ml
medium and 0,417 pg protein per ml medium respectively for embryo cultured TCM 199 with BSA and
TCM without BSA. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) analysis
showed protein bands with many different molecular weight of 100, 95, 55, 43, 28 and 18 KD. It appeared
that the growing embryos secreted more proteins as compared to those non growing embryos.

Key word : protein, goat, embryos, morulla, blastocyst, in vitro.

PENDAHULUAN mempengaruhi perkembangan embrio adalah

umur embrio (Kassai et al., 2000, Leibo, 1999),

Pada awal kebuntingan, embrio hasil kualitas embrio (Miyamoto, 1999; Pollard and
fertilisasi in vitro yang ditranfer ke inang Leibo, 1994); krioprotektan (Szell and Shelton,
umumnya tidak berkembang sebagus embrio 1996; Takahashi and Kanagawa, 1999); pH
hasil pembuahan in vivo. Faktor yang medium, dan proses pembekuan (Leibo, 1999;
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Mazur, 2000). Secara in vivo, perkembangan
awal embrio dipacu oleh sekresi saluran
reproduksi, seperti berbagai molekul biologi, ion
inorganic, dan sumber energi. Secara in vitro,
perkembangan embrio harus didukung oleh
lingkungan yang baik agar bisa berlanjut
sampai pada tahap blastosis. Setelah embrio
ditransfer ke inang alaminya, terjadinya
kebuntingan belum dapat dipastikan karena
fenomena developmental block selalu terjadi
pada transfer embrio.

Developmental block umumnya bersifat
genetis yang dapat menghambat embrio muda
untuk berkembang menjadi stadium morula
maupun stadium blastosis (Eyeston dan First,
1992; Bavister 1996) sehingga tingkat
keberhasilan transfer embrio menjadi rendah
(Swanson et al., 1996). Namun, Developmental
block dapat juga disebabkan oleh lingkungan
embrio yang tidak serasi dan adanya faktor
tertentu dalam saluran reproduksi (Parrish dan
First, 1994).

Kelangsungan hidup (life indurance) dan
perkembangan embrio in vivo terjadi karena
adanya interaksi antara embrio dengan
lingkungan uteromaternalnya. Interaksi ini
merupakan ekspresi atau sinyal adanya sekreta
yang terbentuk, seperti protein tertentu,
prostaglandin maupun berbagai hormon steroid,
dan berbagai zat yang diperlukan untuk
mempertahankan eksistensi korpus luteum
serta pertumbuhan embrio (Humblot et al. 1998).
Sebagai contoh, sel-sel tropoblast blastosis sapi
menghasilkan bovine interferontau (bINF-t*),
sejenis protein yang berfungsi untuk
menghambat regulasi intrasel dan menekan
sekresi PGF,_oleh sel-sel endometrium. Pada
kambing telah diidentifikasi sejenis protein,
yaitu ovine trophoblast-1 dengan bobot molekul
37 KDa dan titik isoelektrik sebesar 5,4 — 5,7
(Godkin et al. 2001).

Lingkungan juga sangat menentukan
kelangsungan hidup embrio. Secara in vivo
jaringan maternal amat berperan dalam
perkembangan embrio selama kebuntingan.
Secara in vitro, media kultur merupakan
lingkungan yang sangat menentukan
perkembangan embrio. Kondisi media kultur
yang menyerupail kondisi in vivo akan sangat
mendukung perkembangan embrio. Karena itu,
pemanfaatan sekresi tuba fallopii (oviduk)
sebagal suplemen media kultur embrio
mempunyai prospek yang baik karena memiliki
metabolit yang diperlukan pada perkembangan
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embrio dini. Sel-sel granulosa (kumulus) juga
merupakan media embriotropik yang lengkap
karena menghasilkan penghambat metallo-
proteinase (TIMP-1) yang sama denngan TGF-
beta, dan dapat memperbaiki perkembangan
embrio in vitro Mulheron dan Schomberg, 1992;
Satoh et al. 1994). Secara struktur TGF analog
dengan Epidermal Growth Factor (EGF) yang
mampu mempercepat perkembangan blastocoel
sapi (Dardik dan Schultz, 1991).

Jaringan uterus secara teratur meng-
hasilkan faktor pertumbuhan dan protein yang
dibutuhkan untuk perkembangan embrio pada
masa kritis dan pada masa konseptus
praimplantasi. Misalnya, uterus mensekresi
histotrophe yang berfungsi untuk mengatur
proses implantasi, nutrisi dan pertumbuhan
konseptus (Biggers, 1998; Roberts dan Bazer,
1999). Proliferasi dan deferensiasi sel embrio
praimplantasi dikontrol oleh peptida dan
polipeptida (Heyner et al., 1993; Brigstock et al.,
1999). Embrio sapi praimplantasi juga
menghasilkan berbagai faktor embrio-tropik,
seperti platelet-activating factor (PAF), platelet-
derived growth factor (PDGF), insuline-like
growth factor I dan II (IGF-I dan IGF-II),
transforming growth factor alpha (TGF-),
TGF-B dan basic fibroblast growth factor (b FGF).
Oleh karena itu, secara fisiologis eksistensi
oviduk, sel-sel granulose dan uterus sangat
menentukan kelangsungan kebuntingan sejak
fertilisasi hingga menjelang kelahiran (Waltson
et al., 1997). Untuk mengetahui kondisi terbaik
bagi perkembangan embrio hasil fertilisasi in
vitro, dilakukan penelitian untuk mengkultur
embrio in vitro yang menyerupai kondisi in vivo
dan mengkaji ekspresi protein spesifik dari
embrio kambing yang dibekukan pada tahap
morula dan blastosis

METODE PENELITIAN

Produksi Embrio Secara in vitro
Penelitian menggunakan embrio kambing
hasil fertilisasi in vitro. Sel telur dikoleksi dari
organ reproduksi yang didapat dari rumah
potong hewan dan sperma kambing dikoleksi
dengan vagina buatan. Sel telur (ovum) kambing
diaspirasi dari folikel ovarium, kemudian
diseleksi dan diinkubasi selama 24 jam untuk
maturasi. Spermatozoa hasil koleksi yang
kualitasnya baik dipakai untuk membuahi
(fertilisasi) sel telur ) secara in vitro, kemudian
dimasukkan dan diinkubasi dalam inkubator
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CO, selama 24 jam. Setelah 24 jam
perkembangan embrionya diamati. Embrio yang
berkembang dibekukan masing-masing pada
tahap morula dan blastosis, serta kemudian
disimpan dalam kontainer nitrogen cair.

Rancangan Penelitian

Rancanagn yang digunakan dalam
eksperimental laboratorik adalah rancangan
acak lengkap (RAL) dengan perlakuan medium
kultur TCM 199 +0,1% BSA dan TCM 199 tanpa
BSA masing-masing mengandung sel-sel
jaringan oviduct. Setiap perlakuan dilakukan
ulangan 10 kali.

Thawing Embrio Beku

Sample straw embrio beku dari masing-
masing perlakuan ditempatkan pada suhu
kamar selama 10 detik, dan selanjutnya
dilakukan thawing dalam water bath suhu
30 °C selama 10 detik. Embrio langsung
ditransfer dalam PBS + 20 % FCS pada suhu
38,5°C. Setelah inkubasi di dalam medium
kultur selama 24 jam tampilan morfologi embrio
diamati. Blastosis dengan morfologi normal
memiliki rongga blastocoel. Kelangsungan hidup
dan perkembangan embrio diamati berdasarkan
kemampuannya untuk berkembang sampai
pada tahap blastosis (48 jam), re-expansion (24
jam) dan hatching (72 jam) setelah thawing.
Setelah dikultur selama beberapa hari, sekresi
protein diamati dari cairan supernatan medium
kultur embrio 48 jam setelah thawing untuk
embrio tahap morula, sedangkan embrio tahap
blastosis diamati 24 jam (re-expansion) dan 72
jam (hatching) setelah thawing. Setiap perlakuan
diulang sebanyak 10 kali.

Penyiapan Sample (loading sample)
Media kultur embrio diambil pada setiap
tahap perkembangan embrio, yaitu tahap
blastosis (48 jam), re-expansion (24 jam) dan
hatching (72 jam). Media yang sudah dikoleksi
disimpan pada suhu — 20° C. Sebanyak 20 pl
sampel media kultur embrio dimasukkan ke
dalam tabung yang mengandung 0,5 ml Tris
HCL pH 6,8; 10 % sodium dodecyl sulfate (SDS);
gliserol; 2-mercaptoetanol, 0,25 % bromophenol
blue dan campuran dipanaskan pada suhu
mendidih selama 10 menit. Sampel kemudian
dianalisis dengan sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
menggunakan loading gel dan seperating gel
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yang telah disiapkan sebelumnya. Sebanyak 10
ul sampel dimasukkan ke dalam setiap sumuran
gel polyacrylamid. Elektroforesis dilakukan
dengan buffer elektroforesis (25 nM tris; 250 mM
glycine pH 8,3 dan 0,1 % SDS) dengan arus
listrik sebesar 50 mA dan 100 volt pada 10 menit
pertama, dan dengan 50 mA 150 V selama 45
menit berikutnya.

Staining dan Destaining Gel Elektroforesis

Visualisasi protein dalam gel setelah
elektroforesis dilakukan dengan merendam gel
(staining) ke dalam campuran 0,25% Coomassie
Briliant Blue (R250) di dalam 90 ml metanol dan
air (1: 1) dan 10 ml asam asetat glasial selama
8 jam. Gel dicuci kembali (destaining) dengan
cara merendam gel dalam metanol yang
ditambah asam asetat glasial dan air (50 : 10 :
40).

Penentuan Konsentrasi Protein

Konsentrasi potein dalam kultur embrio
ditentukan dengan membandingkannya dengan
kurva standar protein bovine serum albumen
(BSA). Larutan BSA dengan konsentarasi 0,1
mg/ml; 0,09 mg/ml; 0,07 mg/ml; 0,05 mg/ml;
0,01 mg/ml; 0,009 mg/ml; 0,008 mg/ml; 0,007
mg/ml dan 0,005 mg/ml dibuat dalam larutan
NaCl fisiologis. Ke dalam setiap larutan BSA
ditambahkan 5,0 ml reagen Bradford
(Coomassie G-Briliant blue dalam 85 % asam
phosphoric; Bio-Rad), dan dicampur rata dengan
membolak-balikan tabung. Campuran
kemudian dibiarkan selama 5 menit, dan
sebanyak 3 ml campuran dimasukkan ke dalam
kuvet. Sampel media kultur embrio juga
dilarutkan dalam reagen Bradford dengan cara
yang sama. Absorban larutan BSA dan sampel
media kultur embrio dibaca dengan
spektrofotometer (Shimadzu) pada panjang
gelombang 595 nm (Burden dan Whytney, 1995).
Kurva konsentrasi BSA vs nilai absorbanya
dibuat dalam kertas grafik. Konsentrasi protein
dalam setiap sampel media kultur embrio
ditentukan dengan cara ektrapolasi nilai
absorbannya dengan kurva dari nilai absorban
protein standar (BSA) yang konsentrasinya telah
diketahui.

Analisis Data
Data yang terkumpul dari penelitian ini
dianalisis dengan t-student.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Konsentrasi Protein dalam
Media Kultur Embrio

Analisis protein dalam media kultur embrio
dilakukan pada setiap tahap perkembangan
embrio, yaitu yaitu tahap blastosis (48 jam), re-
expansion (24 jam) dan hatching (72 jam).
Pengamatan sekresi protein dilakukan pada
embrio yang berkembang dengan baik danyang
tidak berkembang (embrio mati = degenerasi).
Hasil pengukuran rata-rata konsentrasi protein
pada supernatan medium kultur embrio dari
TCM199 + 0,1% BSA dan TCM 199 tanpa BSA
dapat diilihat pada Tabel 1.

Rataan konsentrasi protein yang
disekresikan oleh embrio yang berkembang
pada tahap morula setelah dikultur selama 48
jam (hatching blastosis) sangat nyata tinggi
jika dibandingkan dengan embrio yang tidak
berkembang. Konsentasi protein pada media
kultur embrio yang mengandung BSA nyata
lebih tinggi dibandingkan tanpa BSA. Hal ini
menunjukkan, bahwa embrio pada tahap
preimplantasi mensekresikan sejumlah protein
yang diduga merupakan sinyal atau ekspresi
keberadaan embrio tersebut di dalam
lingkungan maternalnya. Hasil penelitian ini
mengindikasikan bahwa selama perkem-
bangannya, embrio mensekresikan senyawa-
senyawa protein, walaupun jumlahnya relatif
kecil. Protein ini tampaknya berperan sebagai
sinyal seberapa banyak protein yang dibutuhkan
oleh maternal untuk membangkitkan reaksi
pengenalan. Pada embrio yang tidak
berkembang, reaksi penolakan mungkin terjadi
sehingga menyebabkan kematian embrio.
Sekresi protein selama perkembangan embrio
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tahap blastosis (dari tahap morula hingga
hatching blastocyst) adalah sebesar 1,992 ug/
ml (Tabel 1). Protein tersebut diduga berperan
sebagai sinyal substansial, dengan aktivitas
yang memadai agar tumbuh respon terhadap
reseptor uteromaternalnya.

Satu hal yang menarik untuk dicermati
adalah bahwa embrio yang dibekukan pada
tahap morula maupun blastosis mempunyai
kemampuan yang sama dalam mensekresikan
protein spesifik dalam medium kultur.
Penelitian sebelumnya (tahun pertama)
menunjukkan, bahwa perkembangan embrio
kambing in vitro setelah dibekukan pada tahap
2 sel, 4 sel 8 sel dan blastosis lanjut
memperlihatkan perbedaan yang bermakna
(P<0,05) antara pembekuan tahap morula dan
blastosis awal. Sementara, pada tahap morula
dan blastosis lanjut tidak menunjukkan
perbedaan yang bermakna. Kondisi tersebut
diduga karena adanya permeabilitas membran
blastomer yang meningkat sesuai dengan tahap
perkembangan zigot sampai blastosis awal.

Medium kultur sebagai lingkungan in vitro
sangat berperan dalam mendukung perkem-
bangan embrio. Selama perkembangan embrio
terjadi pertumbuhan mikrovili di permukaan
membran dan perubahan positif rasio luas
permukaan membran terhadap volume
blastomer, sehingga ekuilibrasi kimiawi akan
lebih cepat dicapai oleh blastosis atau morula
daripada zigot. Perkembangan morula dan
blastosis awal pada proses pembekuan sangat
responsif terhadap ethylene glycol dan gliserol.
Krioprotektan ethylene glycol dan gliserol dapat
menghambat aktivitas ion Na*, K* -ATP-ase,
walaupun pengaruh negatif yang ditimbulkan
masih dalam skala kecil. Krioprotektan

Tabel 1. Konsentrasi protein pada medium kultur embrio stadium morula dan blastosis

Perkembangan Embrio

Konsentrasi protein pada media

TCM 199 +BSA (ug/ml) TCM 199 (pg/ml)
A. Tidak berkembang
Morula 0,433 0,429
Blastosis 0,435 0,415
Rata-rata 0,434 0,424
B. Berkembang
Morula 3,025 1,995
Blastosis 3,041 1,989
Rata-rata 3,041 1,992

Keterangan : TCM :tissue culture media, BSA : bovine serum albumin
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intraseluler ini meningkatkan tekanan
hipertonik pada sel yang dibekukan. Sebagai
akibatnya, pada warming rate yang tinggi, sel
dapat mengalami syok osmosis sehingga
ukurannya akan membesar. Komplikasi dapat
pula timbul melalui mekanisme yang sama pada
saat pencuncian untuk menghilangkan
krioprotektan atau pada saat pemindahan sel
ke medium pupukan.

Beberapa peneliti melaporkan bahwa protein
spesifik berfungsi sebagai faktor penting dari
kebuntingan dini (early pregnancy factor).
Protein ini disekresikan beberapa saat setelah
terjadinya fertilisasi dan dapat diisolasi dari
media kultur ovum beberapa saat setelah
fertilisasi (Smart, 1991). Konsentrasi protein ini
berbeda di dalam cairan uterus mencit bunting
dan tidak bunting pada hari ke-3. Pada tikus,
protein ini telah terdeteksi pada hari ke-4
kebuntingan (Ikemezu et al. 1994).

Analisis Protein dengan SDS-PAGE

Analisis protein yang terdapat dalam media
kultur embrio dilakukan dengan SDS-PAGE.
Hasil analisis memperlihatkan bahwa embrio
dari tahap morula hingga hatching blastocyst
mensekresikan enam jenis protein dengan bobot
molekul 100 kD, 95 kD, 55 kD, 43 kD, 28 kD
dan 18 kD (Gambar 1)

Protein yang disekresikan oleh embrio yang
tidak mengalami perkembangan (degenerasi)
hanya memiliki satu pita protein dengan bobot
molekul 55 kD. Sampel tersebut diambil 48 jam
setelah inkubasi (kultur) dan tidak diketahui
kapan terjadinya degenerasi sehingga sebelum
degenerasi sangat mungkin embrio masih
mensekresikan protein. Dari jenis pita
proteinnya, sangat mungkin bahwa protein
tersebut disekresikan dari trophoblast karena
pada tahapan tersebut sel-sel trophoblast telah
terbentuk. Protein tersebut diduga bertanggung
jawab atas induksi reseptor metobolisme dalam
sel untuk menekan pembentukan jalur
metabolik PGF20l dan sekaligus merupakan
protein yang dapat terdeteksi di dalam serum
sebagai early pregnancy factor. lkemizu et al.
(1994) mengisolasi EPF-like subtance dan
menganalisa media kultur ovum sapi yang telah
mengalami fertilisasi dengan SDS-PAGE dengan
gel bertingkat 10-20%. Hasil analisis
menunjukkan adanya protein dengan bobot
molekul sebesar 16 dan 37 kD.
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Gambar 1. Hasil analisis protein dalam media
kultur embrio dengan SDS-PAGE. Marker standar
(1). Medium TCM199 tanpa BSA pada embrio tidak
berkembang (2). TCM199 +0,1% BSA (3) TCM199
tanpa BSA , embrio berkembang dari morula
hingga hatching blastocyst (4)

Isolasi protein dari serum sapi bunting
menghasilkan polipeptida dengan bobot molekul
21,5 kD dan titik isoelektrik mendekati 5,0.
Molekul ini tidak ditemukan pada serum sapi
tidak bunting. Molekul EPF tersebut diduga
merupakan peptida monomer. Karakterisasi
senyawa biokimianya dipelajari dengan
pemurnian kembali pada titik isoelektrik 6,3
dan dan analisis dengan SDS-PAGE dua
dimensi yang tidak direduksi (Ito dan Yasuda
1993 ; Ikemizu et al. 1994). Sementara pada
ovum manusia yang telah mengalami fertilisasi
protein dengan BM 14 KDa juga terdeteksi
(Brigstock et al. 1999)..

Sekresi embrio tahap blastosis seperti
digambarkan di atas merupakan protein
spesifik dengan bobot molekul relatif kecil.
Pada kondisi in vivo, protein dengan bobot
yang kecil memungkinkan terserap ke dalam
aliran darah atau urine. Sesuai pendapat
Tkemezu et al. (1994), bahwa protein tersebut
diduga sebagai like early pregnancy factor.
Hasil penelitian ini merupakan temuan awal
untuk penelitian selanjutnya guna melacak
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eksistensi dan spesifikasi protein ini di dalam
darah dan urine.

SIMPULAN

Rataan konsentrasi protein dalam media
kultur embrio kambing yang berkembang
lebih tinggi dibandingkan dengan yang berde-
generasi. Medium kultur embrio mem-
pengaruhi nilai rataan konsentrasi protein
yang disekresikan oleh embrio. Protein yang
disekresikan oleh embrio memiliki pita protein
dengan berbagai bobot molekul, yaitu 100 kD,
95 kD, 55 kD, 43 kD, 28 kD dan 18 kD.

SARAN

Kultur embrio dalam media TCM 199 +
0,1% BSA dan tanpa BSA yang berturut-turut
menghasilkan konsentrasi protein 3,41pug/ml
dan 1,992 pg/ml dapat dipakai sebagai pijakan
awal untuk pelaksanaan transfer embrio.
Penelitian lebih lanjut perlu dilakukan,
terutama tentang efektivitas konsentrasi
protein terhadap laju perkembangan embrio
dan identifikasi jenis protein yang ditemukan.
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