
71

Pelacakan Protein Wingless-Type MMTV Integration Site
Family Member-4 pada Uterus Mencit

(DETECTION WINGLESS-TYPE MMTV INTEGRATION SITE FAMILY
MEMBER-4 PROTEIN OF MOUSE UTERUS)

Agung Janika Sitasiwi1, Wayan Tunas Artama2,
Agung Budiyanto3, Edy Dharmana4

1Mahasiswa S3 Program Studi Sains Veteriner
Fakultas Kedokteran Hewan, Universitas Gadjah Mada;

Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Matematika
Universitas Diponegoro, Semarang

2Bagian Biokimia, 3Bagian Reproduksi, FKH UGM
Jln Fasuna No 2, Kampus UGM Yogyakarta  55281

Email : agssiwi@yahoo.co.id.
4Bagian Parasitologi, Fakultas Kedokteran

Universitas Diponegoro Semarang

ABSTRAK

         Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi ekspresi protein Wingless-type MMTV integration site

family member 4 (wnt4) pada uterus mencit galur Swiss Webster.  Hewan uji yang digunakan adalah

mencit dewasa kelamin dengan bobot berkisar 25-30 gram. Mencit dipelihara dan dikawinkan dalam

kondisi laboratorium yang terkontrol. Kebuntingan ditentukan dengan adanya sumbat vagina/vaginal

plug pada mencit betina setelah dikawinkan. Protein diisolasi dari sampel uterus yang diambil dari

mencit bunting tujuh hari, setelah mencit tersebut dikorbankan nyawanya dengan cara dislokasio

servikalis. Immunoblotting dilakukan menggunakan kit Chemiluminescent Western Blot. Antibodi primer

yang digunakan adalah antibody anti-wnt-4 dengan pengenceran 1:1000. Hasil penelitian ini menunjukkan

pita protein dengan bobot molekul berkisar 40 kDa menunjukkan reaksi positif terhadap antibodi yang

digunakan, sehingga dapat disimpulkan bahwa protein tersebut adalah protein wnt4.

Kata kunci : Wnt4, immunoblotting, Swiss Webster

ABSTRAC T

        The aims of this study was to detect the expression of Wingless-type MMTV integration site family
member 4 (Wnt4) protein in the uterus of Swiss Webster mice. Laboratory animals that were used are
adult Swiss Webster mice weighing 25-30 grams. Mice were kept and mated in a controlled laboratory
conditions. Pregnancy was determined by the presence of vaginal plug in female mice after breeding.
Protein was isolated from the uterus at seven days of gestation. Immunoblotting was performed using
Chemiluminescent Western Blot kit. The primary antibody used was anti Wnt-4 antibody with a 1: 1000
dilution. The results showed protein bands with molecular weights ranging from 40 kDa showed a positive
reaction to the primary antibody that were used so that it can be concluded that the protein is Wnt4
protein.
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PENDAHULUAN

Gen  wingless-type MMTV integration site

family member (wnt) merupakan gen yang

meregulasi proses implantasi embrio (Muhamed

et al., 2004; Lloyd et al., 2005; Hayashi et al.,

2009).  Menurut Muhamed et al. (2004) bahwa

saat ini telah ditemukan 19 jenis gen wnt.

Selama proses implantasi embrio pada mencit

dapat dideteksi ekspresi beberapa macam gen

wnt, yaitu gen wnt4, wnt5, wnt7a, wnt7b, wnt11,

serta wnt16. Hayashi et al. (2009) menyatakan

bahwa gen wnt4 merupakan regulator yang

penting dalam proses implantasi embrio mencit.

Hasil penelitian Hayashi et al. (2009) tersebut

juga menunjukkan bahwa eskpresi wnt4 hanya
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terjadi pada implantation site, dan tidak

ditemukan pada nonimplantation site.

Gen wnt merupakan gen yang mengkode

glikoprotein yang kaya sistein. Protein tersebut

berperan sebagai molekul sinyal dan berperan

dalam sejumlah proses perkembangan seluler

(Hayashi et al., 2009; Saito-Diaz et al., 2010;

Boerboom, 2011; Lapointe et al., 2012). Protein

wnt melalui sistem sinyal seluler berperan dalam

proses perkembangan fundamental yaitu

determinasi nasib sel, proliferasi, polaritas, dan

kematian sel selama perkembangan embrio (He

et al., 1997; Paria et al., 2002; Miller, 2002;

Saito-Diaz, 2013). Sonderegger et al. (2010)

menyatakan bahwa sistem sinyal yang

diregulasi oleh protein wnt berperan dalam

perkembangan embrio, dalam aktivasi blastosis,

implantasi, dan desidualisasi. McAuley et al.

(2013) menunjukkan bahwa sistem sinyal wnt

terjadi sepanjang perkembangan embrio

sehingga membuktikan bahwa sistem sinyal wnt

memiliki sejumlah peran dalam perkembangan

embrio.

Penelitian mengenai wnt4 telah dilakukan

oleh beberapa peneliti sejak beberapa tahun lalu.

Bernard dan Harley (2007) serta Chang et al.

(2012) meneliti sistem sinyal yang terlibat dalam

aksi wnt4 dalam pertumbuhan duktus Muller,
perkembangan sistem saluran sex-specific, serta

determinasi jenis kelamin. Rao et al. (2009)

meneliti pengaturan ekspresi wnt4 oleh estrogen

pada epididimis kera dan rodensia. Jääskeläinen

et al. (2010), Lapointe et al. (2012), Maatouk et

al. (2013), dan Chen et al. (2015) meneliti peran

wnt4 mencit dalam seleksi dan maturasi oosit

dan pembentukan serta maturasi folikel dalam

ovarium mencit. Penelitian Coveney et al. (2008)

menunjukkan bukti bahwa molekul wnt4

berperan dalam perkembangan sistem saluran

genitalia, dan diferensiasi testis mencit.

Boerboom (2011) membuktikan bahwa wnt4

diperlukan dalam steroidogenesis perkem-

bangan folikel antral hewan betina, serta

perkembangan epitel semeniferus pada hewan

jantan. Filant et al. (2012) dan Wu et al. (2015)

membuktikan bahwa ekspresi wnt4 dipengaruhi

oleh progesteron, sehingga memengaruhi

proliferasi dan perkembangan kelenjar pada

endometrium tikus.

Penelitian ini dilakukan untuk mendeteksi

ekspresi protein yang disandi oleh gen wnt4 pada

uterus mencit (M. musculus L.) galur Swiss

Webster secara in vivo. Deteksi ekspresi terse-

but dilakukan dengan metode immunoblotting

dengan antibodi anti-wnt4. Keberhasilan

penelitian membuka peluang untuk melakukan

rekayasa gen penyandi protein wnt4 untuk

kepentingan studi dalam reproduksi mamalia,

khususnya dalam proses implantasi embrio.

Penelitian ini bertujuan melacak ekspresi wnt4

pada uterus mencit.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan dalam tiga tahapan

yaitu, pemeliharaan hewan uji, elektroforesis,

serta blotting protein uterus yang berasal dari

uterus mencit (M. musculus L.) Swiss Webster.

Pemeliharaan hewan uji dilakukan di LPPT

Unit Pemeliharaan Hewan Percobaan UGM;

elektroforesis dilakukan di Laboratorium

Biokimia FKH UGM; blotting dan visualisasi

hasil blotting yang dilakukan di Laboratorium

Fasilitas Penelitian Bersama, Fakultas Biologi

UGM.

Hewan uji untuk penelitian ini adalah

mencit betina dara/virgin dengan rataan bobot

badan berkisar 25-30 gram dan diadaptasi

selama tujuh hari (Lloyd et al., 2003; Hardy et

al., 2004). Hewan uji dikawinkan dengan cara

menggabungkan empat ekor mencit betina

dengan satu ekor mencit jantan dalam satu
kandang. Penggabungan hewan uji jantan dan

betina dilakukan pada saat hewan betina sedang

mengalami fase estrus. Fase penyusun siklus

estrus hewan ditentukan dengan vaginal smears

(ulas vagina). Mencit betina yang telah kawin

ditandai dengan terbentuknya sumbat vagina

(vaginal plug). Hari yang ditandai dengan

terbentuknya sumbat vagina pada hewan coba

diasumsikan sebagai hari pertama kebuntingan.

Hari ke-tujuh setelah terbentuknya sumbat

vagina, mencit betina bunting dikorbankan

nyawanya dengan metode dislokasi cervicalis.

Abdomen bagian bawah di-sectio dan uterus

diisolasi dari pangkal uterus sampai dengan

bagian utero-tubal junction. Uterus dibuka

dengan arah longitudinal, endometrium dikerok

(scraped off) perlahan-lahan. Sampel endo-

metrium disimpan dalam tabung eppendorf

pada suhu  minus 20oC sampai isolasi protein

dilakukan (Grummer et al., 2004).

Uterus yang telah diisolasi, dihomogenisasi

dengan larutan phosphate buffered saline (PBS)

dengan perbandingan 1:1 (w/v). Sampel uterus

dalam PBS selanjutnya dilakukan sentrifugasi

bertahap, yaitu 700 g selama 10 menit pada

suhu kamar, dilanjutkan dengan 10.000 g

selama empat menit pada suhu 4oC. Kandungan

Sitasiwi et al.  Jurnal Veteriner
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Uterus mencit yang diisolasi pada umur

kebuntingan tujuh hari disajikan pada Gambar

1. Penentuan sampel yang diambil dari uterus

mencit pada umur kebuntingan tujuh hari

dilakukan berdasar hasil penelitian Muhammed

et al. (2004) yang menyatakan bahwa ekspresi

wnt4 kuat sampai umur kebuntingan tujuh

hari. Eskpresi gen wnt4 pada hari ke tujuh

kebuntingan menurut Hayashi et al. (2009)

terjadi 15 kali lebih besar daripada hari pertama

kebuntingan. Selain hal tersebut, Sitasiwi dan

Djaelani (2011) dengan menggunakan mencit

(Mus musculus) sebagai hewan coba menun-

jukkan bahwa tidak ada perbedaan ekspresi

protein yang diambil pada hari kebuntingan ke

3-5.

Membran hasil blotting dengan pewarnaan

Ponceau disajikan pada Gambar 2. Protein

marker (kolom pertama) sudah terseparasi

dengan sempurna sehingga dapat diartikan

bahwa prosedur elektroforesis dilakukan dengan

benar. Band protein marker dari atas ke bawah

menunjukkan ukuran bobot molekul protein

secara berurutan dari 170, 130, 100, 70 (band

berwarna merah), 55, 40, 35 kDa. Gambar

tersebut juga menunjukkan terdapat band

berwarna merah pada kolom dua, tiga dan

empat. Hal tersebut membuktikan bahwa

kondisi blotting yang dilakukan cukup optimal

untuk memindahkan protein dari gel ke

membran.

Pewarnaan Ponceau merupakan teknik

pewarnaan yang reversible sehingga memung-

kinkan untuk dilakukan deteksi berikutnya

pada membarn yang sama. Pewarna Ponceau

merupakan pewarna negatif yang berikatan

dengan muatan positif protein. Pewarna Ponceau

juga berikatan non kovalen dengan gugus

nonpolar protein. Batas protein setelah pemi-

sahan elektroforesis dan dipindah ke membran

untuk pewarnaan ini adalah 250 ng. Berdasar

hal tersebut, band berwarna merah dengan

ukuran sekitar 55 kDa (Gambar 2.) diduga

merupakan protein dominan dengan jumlah

yang cukup melimpah, melebihi 250 ng.

Hasil immunoblotting menggunakan

antibody anti-wnt4 dengan visualisasi menggu-

nakan X-ray film menunjukkan band target

terekspresi pada kolom ke-2 (sampel).  Xiong et

al. (2009) menyatakan bahwa pewarnaan

protein sampel ditentukan menggunakan

spectrofotometer UV dengan λ590. Separating

gel elektroforesis yang digunakan dalam

penelitian ini memiliki konsentrasi 12%,

sedangkan konsentrasi stacking gel adalah 3%.

Loading sampel dilakukan dengan jumlah 20

µL yang terdiri dari 5 µL sample buffer dan 15

µL sampel protein. Loading protein marker (1st

BASE) pada gel dilakukan dengan jumlah 6 µL.

Elektroforesis dilakukan selama 75 menit

dengan kuat arus 60 mA dan tegangan 125 volt

(Grummer et al., 2004).

Gel hasil SDS-PAGE disusun pada blotter

secara berurutan dengan posisi membran

polyvinyl difluoride (PVDF) di bagian bawah gel.

Bagian atas gel dan bagian bawah membran

masing-masing dilapisi dengan tiga lembar

kertas saring. Kertas saring, gel dan membran

PVDF dibasahi dengan blotting buffer. Blotting

gel pada membran PVDF dilakukan selama satu

jam dengan kuat arus 54 ampere.

Membran hasil transfer diwarnai dengan

pewarna Ponceau kemudian di-destaining

dengan metanol. Membran direndam dalam

blocking solution selama 30 detik, kemudian

dicuci dua kali menggunakan air, masing-

masing selama lima menit. Membran yang telah

dicuci diinkubasi dengan antibodi primer
(antibody anti-wnt-4, Santa Cruz Biotechnology,

Cat.No.sc-376279) selama satu malam

(overnight) pada suhu 4°C. Setelah membran

diinkubasi dengan antibodi primer selama satu

malam, dipindahkan pada rotary shaker selama

satu jam, kemudian dicuci dengan antibody

wash sebanyak tiga kali, masing-masing selama

lima menit. Setelah dicuci, membran direndam

dalam antibodi sekunder selama 30 menit.

Membran dicuci kembali secara berurutan tiga

kali dengan antibody wash, masing-masing

selama lima menit, dilanjutkan dengan air

sebanyak dua kali, masing-masing selama dua

menit. Membran yang telah dicuci dengan air,

ditempatkan pada plastik mika dan dibasahi

dengan chemiluminescent substrate. Visualisasi

membran dilakukan dengan menempelkan

membran film X-ray dengan beberapa posisi,

masing-masing selama satu menit, di dalam

ruang gelap. Visualisasi dilakukan dengan

mencelupkan film X-ray secara berurutan pada

larutan fixier, larutan asam asetat, dan larutan

developer sampai muncul warna/blok hitam

pada X-ray film.
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Hasil immunoblotting pada penelitian ini

juga membuktikan terdapat band yang

menunjukkan reaksi positif kuat terhadap

antibodi primer yang digunakan untuk deteksi

ekspresi protein wnt4. Apabila dibandingkan

dengan protein marker, maka band yang

terekspresi pada semua sampel berada pada

posisi di antara band dengan bobot molekul 35

dan 40 kDa. Hasil ini menunjukkan perbedaan

dengan pewarnaan Ponceau pada Gambar 2.

Band pada Gambar 3 tidak terdeteksi dengan

pewarnaan Ponceau sehingga diasumsikan

bahwa jumlah protein wnt4 relatif kecil (kurang

dari 250 ng).

Coudreuse dan Korswagen (2007) menya-

takan bahwa sebagian besar protein wnt

tersusun atas 350 asam amino dan memiliki

bobot molekul sekitar 40 kDa. Kemp et al. (2007)

menyatakan bahwa gen wnt mengkode protein

sekretori yang tersusun atas 350-400 asam

amino dengan 22 sistein yang conserved.

Berdasar hal tersebut maka dapat diyakini

bahwa protein yang terekspresi setelah uji

Gambar 1. Anatomi sistem reproduksi mencit

pada umur kebuntingan tujuh hari.

Gambar 2. Membran hasil pewarnaan Ponceau

setelah blotting Keterangan: M:

Protein Marker (kDa); S: Sampel

uterus mencit pada umur kebun-

tingan tujuh hari. Band berwarna

merah pada kolom kedua (S) menun-

jukkan protein yang terekspresi

dominan, memiliki bobot molekul 55

kDa.

chemiluminescence terjadi saat molekul yang

teroksidasi, misalnya peroksida, bereaksi

dengan molekul yang lain. Ikatan di antara dua

atom oksigen pada peroksida relatif lemah, pada

saat ikatan lepas atom akan menyusun dirinya

kembali, melepaskan energi dalam bentuk

cahaya. Emisi cahaya tersebut yang ditangkap

oleh X-ray film.

Gambar 3. Hasil visualisasi immunoblotting

pada X-ray film Keterangan : M:

Protein marker ; S: Sampel uterus

mencit pada umur kebuntingan

tujuh hari. Band protein target pada

kolom ke-2 (S) menunjukkan reaksi

positif terhadap antibodi primer

yang digunakan dalam penelitian

terkespresi dengan ukuran berkisar

40 kDa.

Sitasiwi et al.  Jurnal Veteriner
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immunoblotting (Gambar 3) adalah protein
wnt4.

Sampel pada penelitian ini diisolasi dari
uterus mencit pada umur kebuntingan tujuh
hari. Perkembangan embrio mencit pada umur
kebuntingan 6,5 hari ditandai dengan posisi
embrio terhubung dengan epitel luminal dan
terjadi pemecahan penghubung jaringan uterus.
Selanjutnya pada umur kebuntingan 7,5 hari,
embrio telah membentuk interkoneksi lebih luas
dengan endometrium uterus (Miyakoshi et al.,
2009), proses ini dikenal sebagai tahap invasi
embrio (Sharkey dan Smith, 2003; Hayashi et
al., 2009). Mulai umur kebuntingan tujuh hari,
embrio juga telah mulai mengalami diferensiasi
lapis benih jaringan embrional menjadi
ektoderm, mesoderm, dan endoderm (Miyakoshi
et al., 2009). Sharkey dan Smith (2003) dan
Hayashi et al. (2009) menyatakan bahwa proses
tersebut terjadi bersamaan dengan proliferasi
dan diferensiasi sel-sel stroma menjadi sel-sel
desidual sehingga membentuk hubungan
vaskuler embrio dengan induk.

Tahap perkembangan yang terjadi pada
embrio umur kebuntingan hari ke tujuh meru-
pakan tahap yang ditandai dengan mekanisme
proliferasi, migrasi, dan diferensiasi sel–sel
penyusun tubuh embrio. Proses mendasar ini
merupakan hasil regulasi sejumlah ligand yang
teraktivasi oleh protein hasil ekspresi gen wnt,
termasuk wnt4 (Coudreuse dan Korswagen,
2007). Ekspresi protein wnt4 dalam penelitian
ini membuktikan bahwa protein tersebut
memiliki peran yang esensial dalam proses
implantasi embrio mencit. Miyakoshi et al.
(2009) menyatakan bahwa protein wnt4
merupakan faktor tumbuh yang berperan dalam
proses perkembangan embrio. Daikoku et al.
(2004) berpendapat bahwa sistem sinyal wnt4
bersama dengan bone morphogenetic protein
(BMP) dan fibroblast growth factor (FGF)
membantu orientasi embrio pada ruang
implantasi.

Ekspresi protein yang terjadi merupakan
bukti bahwa individu yang bersangkutan
memiliki gen penyandi protein tersebut.
Keberhasilan deteksi protein wnt4 pada mencit
Swiss Webster membuka peluang untuk
dilakukan penelitian lanjutan dengan fokus
pada rekayasa gen dan atau protein agar proses
perkembangan yang diregulasi oleh gen wnt4
dapat dipelajari secara menyeluruh. Rekayasa
juga dapat dilakukan dengan kloning gen untuk
memproduksi protein rekombinan yang dapat
digunakan untuk mengatur satu atau beberapa
tahap reproduksi hewan mamalia.

SIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan pita

protein dengan bobot molekul berkisar 40 kDa

menunjukkan reaksi positif terhadap antibodi

yang digunakan sehingga dapat disimpulkan

bahwa eskpresi protein wnt4 pada mencit Swiss

Webster pada umur kebuntingan tujuh hari

telah berhasil dideteksi menggunakan teknik

immunoblotting.

SARAN

Penelitian lebih lanjut dapat diarahkan

untuk merekayasa gen penyandi protein wnt4

melalui kloning gen wnt4 serta menguji ekspresi

protein rekombinan secara in vitro.
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