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ABSTRAK

Viabilitas semen beku postthawing merupakan salah satu faktor penting yang dalam program IB
yang ditentukan oleh dua jenis kematian sel, yaitu apoptosis dan nekrosis. Sapi perah jantan dengan
tingkat kesuburan yang baik memiliki konsentrasi osteopontin (OPN) yang tinggi pada seminal plasmanya.
Osteopontin juga diketahui sebagai protein yang berhubungan dengan ketahanan seluler melalui inhibisi
kematian sel secara apoptosis, dan ekspresi B-cell CLL/Lymphoma-2 (Bcl-2) hampir selalu dikaitkan
dengan kemampuan pertahanan sel. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan
osteopontin ke dalam pengencer semen beku terhadap ekspresi Bcl-2 spermatozoa postthawing. Semen
berasal dari sapi perah FH berumur sekitar empat tahun. Perlakuan terbagi menjadi empat kelompok,
yang terdiri dari : P0 semen segar dengan penambahan OPN 0 pug/5.107 spermatozoa; P, semen segar
dengan penambahan OPN 5 pg/5.107 spermatozoa; P,, semen segar dengan dengan penami)ahan OPN 10
pg/5.107 spermatozoa; dan P,, semen segar dengan éengan penambahan OPN 20 pg/5.107 spermatozoa.
Pemeriksaan ekspresi Bel- 9’ spermatozoa dilakukan dengan metode imunositokimia. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa kelompok P dan P, tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (p>0,05), tetapi
kelompok perlakuan P, dan P, berQbeda nyata dengan kelompok kontrol (p>0,05). Meskipun demikian,
tidak terdapat perbedaan ekspres1 Bcl-2 yang nyata antara kelompok perlakuan P, dan P, (p>0,05).
Simpulan dari penelitian ini adalah penambahan osteopontin dalam pengencer semen beku mampu
meningkatkan ekspresi Bcl-2 spermatozoa sapi perah FH postthawing.

Kata-kata kunci: osteopontin, ekspresi Bcl-2, pengencer semen, spermatozoa sapi perah.

ABSTRACT

Post thawed frozen semen viability is one of the most important keys in artificial insemination
depended on two major cell death mechanism, apoptosis and necrosis. It has been known that good fertility
diary bull’s seminal plasma contains high concentration of osteopontin (OPN). Osteopontin also known as
cell survival protein via inhibition to apoptotic cell death, and B-cell CLL/Lymphoma-2 (Bcl-2)expression
mostly related to the ability of cell survival. The aim of this study was to investigate the influence of
additional OPN into frozen semen diluter on post thawed sperm Bcl-2 expression. Fresh semen collected
from +4 year Friesian Holstein bull. Treatment group divided into four groups i.e.: control group (P
without OPN supplementation), (P,: fresh semen with OPN supplementation 5 ug/5.107spermatozoa), (P
fresh semen with OPN supplementatlon 10 pg/5.107 spermatozoa), (P, fresh semen with OPﬁI
supplementation 20 pg/5.10’spermatozoa). Bcl-2 sperm expression was determined using
imunocytochemistry. The result of this study showed that there was no significant difference between
group P and P, (p>0,05), but both group P, and group P, showed a significant difference with P (p<0,05).
Nevertheless there was no 51gn1f1cant difference between group P_to group P,on post thawed Friesian
Holstein sperm Bcl-2 expression (p>0,05). The conclusion of this stu(fy 18 osteopontm supplement in frozen
semen diluter is capable to increase post thawed Friesian Holstein sperm Bcl-2 expression.
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PENDAHULUAN

Salah satu faktor penting yang
menentukan keberhasilan program inseminasi
buatan (IB) adalah kualitas semen. Pembuatan
semen beku merupakan salah satu usaha untuk
meningkatkan daya simpan spermatozoa,
karena daya tahan hidup spermatozoa pasca
ejakulasi sangat terbatas. Semen beku juga
mampu melestarikan genetik pejantan ternak
unggul untuk tujuan peningkatan populasi
secara kualitatif dan kuantitatif. Namun, masih
banyak kendala yang seringkali terjadi pada
pembuatan semen beku berkaitan dengan
masalah penurunan fertilitas spermatozoa
akibat berbagai perubahan yang dialami oleh
sel spermatozoa selama tahap kriopreservasi.

Kerusakan akibat kriopreservasi
spermatozoa yang seringkali ditemukan adalah
gangguan membran, penurunan motilitas dan
viabilitas, kerusakan DNA, serta terjadinya
apoptosis (Anzar et al., 2002; Paasch et al., 2004;
Ivanova-Kicheva et al., 2005) dan nekrosis
(Anzar et al., 2002). Viabilitas spermatozoa pada
saat dibekukan pada suhu -196° C cenderung
menurun, sesual dengan penelitian yang
dilaporkan oleh Anzar et al., (2002) yang
mengindikasikan terjadinya kenaikan jumlah
spermatozoa yang mengalami apoptosis hingga
40%. Ketahanan sel terhadap kematian secara
apoptosis salah satunya diatur oleh aktivitas
protein pro- dan anti-apoptosis keluarga B-cell
CLL/Lymphoma-2 (Bcl-2) yang terdapat dalam
inter-membrane mitochondrial space (IMS)
(Reed, 2000; Kuwana dan Newmeyer, 2003).

Osteopontin (OPN) diperkenalkan sebagai
salah satu protein yang diekspresikan dalam
cairan kelenjar aksesoris dan berhubungan
dengan fertilitas sapi jantan (Moura et al.,
2005). Kadar OPN ditemukan 2,5 kali lebih
besar pada seminal plasma sapi perah Holstein
dengan fertilitas yang bagus dibanding dengan
sapi perah dengan fertilitas rendah (Killian et
al., 1993; Cancel et al., 1997).

Osteopontin terutama berikatan dengan
reseptor integrin dan CD44. Glikoprotein
transmembran CD44 ada dalam spermatozoa
sapi, selain itu sub-unit integrin 4 dan 4, telah
diidentifikasi terdapat pada spermatozoa sapi
(Erikson et al., 2003). Kehadiran osteopontin dan
reseptornya pada spermatozoa serta cairan
seminalis mengindikasikan bahwa molekul
tersebut berperan dalam sistem reproduksi
jantan. Erikson (2006) menunjukkan bahwa
spermatozoa yang diinkubasi dengan
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penambahan osteopontin memiliki persentase
viabilitas yang lebih tinggi dibanding
spermatozoa tanpa penambahan osteopontin.

Penambahan protein ke dalam pengencer
semen beku yang berhubungan dengan
perbaikan fertilitas spermatozoa telah banyak
diteliti (Bergeron et al., 2002; Moura et al., 2005;
Goncalves et al., 2008). Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui pengaruh penambahan
osteopontin ke dalam pengencer semen beku
terhadap ekspresi Bcl-2 spermatozoa
postthawing.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Taman Ternak
Pendidikan, Fakultas Kedokteran Hewan,
Universitas Airlangga, Laboratorium Biologi
Molekuler dan Seluler, Jurusan Biologi,
Fakultas MIPA, dan Laboratorium Biosains,
Universitas Brawijaya, Malang. Rangkaian
penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari
hingga Juni 2013.

Penelitian ini menggunakan rancangan
acak lengkap (RAL). Sampel penelitian dibagi
menjadi empat kelompok secara acak, terdiri
dari kelompok kontrol (P ) berupa semen segar
dengan penambahan OPN Opg/5.107
spermatozoa, kelompok perlakuan 1 (P,) berupa
semen segar dengan penambahan OPN 5ug/5.107
spermatozoa, kelompok perlakuan 2 (P,) berupa
semen segar dengan dengan penambahan OPN
10ug/5.107 spermatozoa, kelompok perlakuan 3
(P,) berupa semen segar dengan dengan
penambahan OPN 20ug/5.107 spermatozoa.
Konsentrasi penambahan OPN diperoleh
berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan
oleh Erikson (2006).

Semen sapi FH jantan ditampung
menggunakan vagina buatan yang selanjutnya
dilakukan pemeriksaan kualitas semen segar
secara makroskopis dan mikroskopis meliputi:
gerakan massa, gerakan individu, dan
konsentrasi spermatozoa dengan
spektrofotometer.

Bahan pengencer yang digunakan adalah
susu skim dikombinasikan dengan kuning telur,
ditambahkan antibiotik penicillin (dosis 1000 IU/
mL) dan streptomycin (1 mg/mL). Pengencer
skim kuning telur dibagi menjadi dua bagian
yaitu pengencer A dan pengencer B, komposisi
pengencer B adalah gliserol 16%, fruktosa 2%,
dan pengencer A. Semen segar dalam tabung
pengukur dimasukkan dalam gelas beker yang
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berisi air, kemudian dilakukan inkubasi selama
lima menit dengan penambahan osteopontin dan
phosphate buffer saline (PBS) sesuai perlakuan
(Suprayogi, 2013). Osteopontin yang digunakan
dalam penelitian ini diisolasi dari membran
spermatozoa sapi FH dengan bobot molekul 58
kDa oleh Hernawati et al., (2012) melalui metode
elektroelusi.

Teknik imunositokimia dilakukan untuk
mengetahui ekspresi protein Bcl-2 pada
spermatozoa sapi FH postthawing dengan
menggunakan antibodi poliklonal rabbit anti-
Bcl2 (Abcam® No.Cat.ab7973). Spermatozoa yang
mengekspresikan Bcl-2 tampak adanya warna
coklat kehitaman. Pengamatan ekspresi Bel-2
menggunakan mikroskop cahaya pada
perbesaran 400x dan 1000x kemudian dihitung
persentase sel spermatozoa yang mengekspre-
sikan Bcl-2 dibanding total sel spermatozoa.

Data yang diperoleh dianalisis
menggunakan uji sidik ragam dan jika terdapat
perbedaan pada masing-masing perlakuan
dilanjutkan dengan uji beda nyata terkecil
(BNT) 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambaran kualitas spermatozoa sapi perah
FH sebelum perlakuan disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kualitas semen segar sapi perah
friesian holstein berdasarkan beberapa
indikator beberapa indikator

Indikator Nilai

Volume 5,5 mL1.
Konsentrasi 1.293 juta/mL
Konsistensi Cukup kental
Warna Putih susu
Bau Khas

pH 6-7

Gerakan Massa ++

Motilitas Progresif 75%
Viabilitas 85%

Keterangan : Gerakan massa ++ adalah gerakan
spermatozoa bersama-sama yang
membentuk gelombang sedang,
banyak, dan cepat.
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Ekspresi Bel-2 spermatozoa sapi perah FH
pascathawing

Gambaran pengaruh osteopontin terhadap
ekspresi Bcel-2 spermatozoa sapi perah FH
pascathawing disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Rataan persentase ekspresi Bcel-2
spermatozoa sapi perah FH posttha-
wing setelah penambahan osteopontin

Kelompok Ekspresi Bel-2 spermatozoa
Perlakuan (%) (- x+SD)

PO 31,8034¢ + 2,32

P1 38,8575 + 7,28

P2 44,2176+ 5,83

P3 47,8493 + 10,58

Keterangan : Superskrip (**¢%) yang berbeda pada
kolom yang sama menunjukkan
perbedaan signifikan (p<0,05).

P, semen segar dengan penambahan

OPN 0 pg/5.107 spermatozoa;

P,, semen segar dengan penambahan
OPN 5 pg/5.107 spermatozoa;

P,, semen segar dengan dengan
penambahan OPN 10 pg/5.107
spermatozoa;

P,, semen segar dengan dengan
penambahan OPN 20 pg/5.107
spermatozoa.

Bel-2 = B-Cell Cll/Lymphoma-2

Data ekspresi Bcl-2 spermatozoa sapi perah
FH postthawing ditetapkan berdasarkan
persentase spermatozoa yang mengekspresikan
Bcl-2 melalui metode imunositokimia dengan
menggunakan software Ni-S Elements BR
4.10.00; Nikon. Gambaran spermatozoa yang
mengekspresikan Bcl-2 dan yang tidak
mengekspresikan Bcl-2 disajikan pada
Gambar 1.

Penelitian ini menggunakan semen segar
dengan kualitas yang baik (Tabel 1.). Hasil
pemeriksaan semen segar sapi perah FH secara
makroskopis maupun mikroskopis
memperlihatkan kualitas semen segar sesuai
dengan Petunjuk Teknis Produksi dan
Distribusi Semen Beku Direktorat Jenderal
Peternakan.

Pada penelitian ini, hasil analisis data
ekspresi Bcl-2 spermatozoa sapi perah FH
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Gambar 1. Gambaran pengaruh OPN terhadap ekspresi Bcl-2 spermatozoa sapi perah FH
postthawing dengan metode imunositokimia. Pemeriksaan dilakukan di bawah
mikroskop cahaya (Nikon H600L) pembesaran 400X). A. Spermatozoa yang
mengekspresikan Bel-2 tampak adanya warna kecoklatan khususnya pada daerah
mid-piece (leher) dan kepala spermatozoa. B. Spermatozoa yang tidak mengekspresikan

Bcel-2.

postthawing keempat kelompok perlakuan
berurutan mulai yang tertinggi sampai yang
terendah adalah P,, P, P, dan P . Antara
kelompok perlakuan P  dan P, tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p>0,05). Namun, kelompok P, dan P, memiliki
perbedaan yang signifikan (p<0,05)
dengan kelompok P, (Tabel 2.). Meskipun
demikian, kelompok P, tidak menunjukkan
perbedaan yang nyata dengan kelompok P,
(p>0,05).

Anzar et al., (2002) mengamati adanya dua
jenis kematian sel selama kriopreservasi
spermatozoa, yaitu apoptosis dan nekrosis.
Kemudian diketahui bahwa bentuk kematian
sel secara apoptosis meningkat signifikan hingga
mencapail 40% setelah proses kriopreservasi-
thawing semen beku.

Osteopontin sapi perah memiliki bobot
molekul yang bervariasi, ditemukan dalam
seminal plasma dan kelenjar aksesoris yang
berkisar antara 14 sampai 55 kDa (Cancel et
al.,1997; Cancel et al., 1999), dalam penelitian
ini bobot molekul OPN yang berasal dari seminal
plasma sapi perah FH diketahui 58 kDa
(Hernawati et al., 2012). Osteopontin
berhubungan dengan fertilitas sapi perah FH,

dengan jumlah yang lebih banyak pada cairan
kelenjar aksesoris sapi pejantan (Killian et al.,
1993; Moura et al., 2006). Osteopontin bekerja
melalui molekul permukaan membran CD44
dan integrin (Weber et al., 1996).

Apoptosis sel salah satunya diatur oleh
aktivitas protein anti-apoptosis Bel-2 dan
senyawa tersebut juga berperan dalam ketahan
sel melalui kinerja secara antagonis dengan BCL-
2-associated X protein (Bax), yaitu protein pro-
apoptosis yang membentuk heterodimer dengan
mengikat Bel-2 untuk mengakselerasi kematian
sel (Krajewski et al., 1994). Melalui reseptor
integrin, OPN mampu mengaktifkan Nuclear
Factor kappa B (NF-éB) yang berhubungan
dengan ekspresi dari berbagai gen yang
mengkode protein pro-apoptosis dan anti-
apoptosis (Saile et al., 2001) salah satunya
adalah Bcl-2. Peningkatan ekspresi Bcel-2
berkaitan erat dengan ketahanan sel
(Sonenshein, 1997; Zhao et al., 2008; Xiaojian et
al., 2013).

Tienthai (2005) dalam penelitiannya
mengamati ekspresi Bel-2 pada saluran oviduk
babi untuk mengetahui pola ekspresi Bcl-2
selama siklus estrus. Penelitian tersebut
menunjukkan bahwa ekspresi Bel-2 sel epitel
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utero tubal junction (UTJ) pada periode pre-
ovulasi lebih tinggi dibanding periode post-
ovulasi. Hasil penelitian tersebut menunjukkan
bahwa ekspresi Bel-2 dari sel epitel UTJ diduga
berperan terhadap ketahanan spermatozoa
selama berada di saluran oviduk sebelum terjadi
ovulasi. Jeong dan Seol (2008) dan Chanapiwat
et al., (2011) telah membuktikan bahwa setelah
thawing ekspresi protein keluarga Bcl-2
menurun dibandingkan dengan spermatozoa
segar. Hal tersebut mengindikasikan adanya
peranan ekspresi protein Bcl-2 terhadap
ketahanan sel spermatozoa.

Osteopontin mampu melakukan inisiasi
proliferasi, motilitas, dan blokade apoptosis pada
berbagai jenis sel melalui reseptor integrin.
Kemampuan OPN dalam menghambat
kematian sel pertama kali diidentifikasi oleh
Dendahrt et al., (1995), kemudian diketahui
bahwa OPN mampu meningkatkan ketahanan
sel melalui hambatan terhadap kematian sel
secara apoptosis (Scatena et al., 1998).

SIMPULAN

Simpulan dari penelitian ini yaitu
penambahan osteopontin dalam pengencer semen
beku mampu meningkatkan ekspresi Bcl-2
spermatozoa sapi perah Friesian Holstein
postthawing. Konsentrasi penambahan OPN
yang digunakan dalam kelompok P,
menunjukkan efek osteopontin yang mampu
meningkatkan ekspresi Bel-2 spermatozoa sapi
perah FH postthawing.
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