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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui profil protein spermatozoa sebelum dan setelah
pembekuan. Protein spermatozoa diisolasi dari 10 sampel sapi Friesian holstein dengan pemisahan
fraksi atas dan bawah hasil sentrifugasi. Profil protein kemudian dianalisis menggunakan SDS PAGE
dengan konsentrasi separating gel 12,5%. Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan
membandingkan profil protein spermatozoa sebelum dan setelah pembekuan. Hasil analisis
menunjukkan bahwa pada fraksi atas semen segar ditemukan 12 pita protein spermatozoa dengan berat
molekul 144, 128, 99, 90, 83, 59, 31, 20, 14, 12, 10 dan 9 kDa, dan pada semen beku ditemukan 8 pita
protein spermatozoa dengan berat molekul 144, 128, 99, 90, 83, 59, 31, 14 dan 12 kDa. Sementara itu
pada fraksi bawah semen segar ditemukan 16 pita protein dengan berat molekul 128, 116, 103, 90, 75,
69, 48, 40, 31, 26, 20, 14, 10, 9, 7 dan 6 kDa, dan 11 pita protein dengan berat molekul 128, 116, 103,
90, 75, 69, 48, 40, 31, 20 dan 14 kDa pada semen beku. Dari penelitian yang telah dilakukan dapat
disimpulka bahwa terdapat perbedaan profil protein spermatozoa sebelum dan setelah pembekuan
yang dilihat dari variasi berat molekul protein pada masing — masing perlakuan.

kata kunci : pembekuan, protein, SDS PAGE, spermatozoa.

ABSTRACT

The aims of this research was to determine protein profile of spermatozoa before and after freezing.
Spermatozoa proteins was isolated from 10 sample Friesian holstein using separate upper and lower
fraction of sentrifugation result. Protein profiles was analysed by SDS PAGE with separating gel
12,5%. Data was analyzed descriptively by comparing of spermatozoa protein profiles of before and
after freezing. The result showed in upper fraction of fresh semen found 12 protein bands with
moleculer weight of 144, 128, 99, 90, 83, 59, 31, 20, 14, 12, 10, 9 kDa and frozen semen found 8
protein bands with moleculer weight of 144, 128, 99, 90, 83, 59, 31, 14, 12 kDa. In the lower fraction
of fresh semen found 16 protein bands with molecular weight of 128, 116, 103, 90, 75, 69, 48, 40, 31,
26, 20, 14, 10, 9, 7, 6 kDa, and 11 protein bands with molecular weights of 128, 116, 103, 90, 75, 69,
48, 40, 31, 20 14 kDa in frozen semen. In conclusion, there were differences protein profiles of
spermatozoa before and after freezing semen are seen from variation of moleculer weight protein on
each treatments.
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PENDAHULUAN

Bioteknologi yang bisa digunakan untuk
meningkatkan populasi sapi dalam negeri adalah
inseminasi buatan (IB). 1B dilapangan banyak
menggunakan semen beku hasil pembekuan
dengan pertimbangan masa simpan lebih lama
dan pelaksanaannya lebih mudah dibandingkan
dengan semen segar. Namun pada beberapa
kasus, pembekuan dan thawing dapat
menginduksi  kerusakan spermatozoa yang
berakibat pada penurunan kualitas (Zilli et al,
2005) seperti penurunan motilitas sebesar 40%

(Tanaka et al, 2000), peningkatan abnormalitas

dan penurunan viabilitas sebesar 20-30%
(Dhanju et al, 2001), penurunan integritas
membran plasma (Nishizono et al, 2000),

peningkatan kesalahan kondensasi kromatin, dan
peningkatan fragmentasi DNA (Yildiz et al,
2007). Adanya penurunan kualitas spermatozoa
akan mengakibatkan penurunan kemampuan
fertilisasi spermatozoa (Zilli, 2005).

Penurunan kualitas spermatozoa selama
pembekuan dan thawing salah satunya
disebabkan oleh  peningkatan kadar reactive
oxygen species (ROS). Hasil produk ROS seperti
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Peroksida lipid akan merusak struktur dan fungsi
membran  dengan  mengacaukan  struktur
fosfolipid dan fluiditas membran (Atiken, 1995).
Peningkatan Ca2+ ekstra dan intraseluler dan
adanya peroksida lipid pada membran fosfolipid

akhirnya akan  mengubah  struktur dan
terdegradasinya membran  (Awda, 2009).
Terdegradasinya ~ membrane  menyebabkan

kerusakan komponen sel yang penting seperti
DNA dan protein.

Kerusakan DNA oleh peroksida lipid
seperti pembukaan cincin, fragmentasi dan cross
linking protein-DNA dan pemecahan untai DNA
akan menyebabkan sel mengalami mutasi atau
letal (Awda, 2009). Selain itu, hasil peroksidasi
lipid seperti malondialdehyde (MDA) dan 4-
hydroxynonenol  juga memicu terjadinya
modifikasi oksidasi protein yang dapat merusak
enzim active sites, merusak konformasi
struktural protein dan menyebabkan protein tidak
folding atau kesalahan folding untuk membentuk
struktur aslinya (Kumar et al, 2010).

Adanya perubahan atau hilangnya
susunan protein selama pembekua tentunya akan
mengakibatkan perubahan aktifitas fungsional
protein (Lessard et al, 2000). Salah satu contoh
fungsi penting protein spermatozoa adalah
sebagai ligan untuk pengenalan dengan ZP3 yang
merupakan glikoprotein pada zona pelusida
(Morales, 1996). Mempertimbangkan hal itu
maka penelitain dengan tujuan untuk mengetahui
profil protein spermatozoa sebelum dan setelah
pembekuan ini penting untuk dilakukan.

METODE PENELITIAN
Sampel penelitian

Sampel yang digunakan pada penelitian
ini adalah 5 semen segar dan beku sapi Friesian
Holstein yang dikoleksi dari Balai Besar
Insemniansi Buatan Singosari Malang. Semen
segar yang digunakan memiliki motilitas masa
++ dan motilitas individu >70%. Semen beku

yang digunakan adalah semen beku yang telah 70 kDa —p

disimpan selama 1 bulan.

Isolasi protein spermatoza

lalu ditambahkan PBS hangat pH 7,4 pada
masing — masing fraksi. Suspensi disentrifugasi
pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit.
Diambil pelet dan ditambahkan PBS hangat pH
7,4, lalu disentrifugasi kembali pada kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit. Diambil pelet dan
ditambahkan buffer ekstrak protein yang
mengandung 1M Tris Cl-pH 6,8, 5M NaCl, 10%
sodium deoxycholate, 20% SDS dan ddHO.
Hasil akhir adalah isolat crude protein yang
disimpan pada suhu -20°C sampai akan
dilakukan elektroforesis. Untuk mengetahi
konsentrasi protein total setiap isolat dilakukan
uji kuantitatif menggunakan spektofotometri.

Analisis profil protein

Profil protein spermatozoa dianalisis
menggunakan SDS PAGE dengan konsentrasi
separating gel 12,5% dan stacking gel 5%.
Running sampel dilakukan pada arus konstan 30
mA selama kurang lebih 60 menit. Gel hasil
running diwarnai  menggunakan Commasie
Brilliant Blue sampai pita protein terlihat jelas.

Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis secara
deskriptif dengan membandingkan profil protein
hasil  SDS PAGE sebelum dan setelah
pembekuan

HASIL DAN PEMBAHASAN
Analisis profil protein spermatozoa

Berdasarkan hasil elektroforesis dapat
diketahui perbedaan profil protein spermatozoa

pada fraksi atas semen segar dan beku (gambar 1
dan tabel 1)

M1 2 3456 78 910
260 kDa —p g“”"““‘ g@
40 kDa—p E D
25kDa—> W -—eTr :

-3 s » 5 >
Metode isolasi protein spermatozoa yang 10 kDa—p - ""‘ ”ﬁ” :

digunakan pada penelitian ini berdasarkan
Cheema et al (2010). Spematozoa dan seminal
plasma dipisahkan menggunakan PBS hangat pH
7,4 dengan sentrifugasi pada kecepatan 2000 rpm
selama 10 menit. Diambil fraksi atas dan bawah,
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Gambar 1. hasil elektroforesis  protein
spermatozoa fraksi atas. M adalah  marker
protein dengan berat molekul 260-10 kDa. Lane
1-5 adalah isolat crude protein dari 5 semen
segar. Lane 6-10 adalah isolat crude protein dari
5 semen beku.

Gambar 2. hasil elektroforesis SDS PAGE
protein spermatozoa fraksi bawah. M adalah
marker protein dengan berat molekul 260-10
kDa. Lane 1-5 adalah isolat crude protein semen
segar. lane 6-10 adalah isolat crude protein
semen beku.

Tabel 1. variasi berat molekul protein  Tabel 2. wvariasi berat molekul protein
spermatozoa fraksi atas (kDa) spermatozoa fraksi bawah (kDa)
Pita protein Fraksi atas Pita Fraksi bawah
Segar Beku protein Segar Beku
112(3|4|5/6[7]8]9 |10 1123|4567 /8]9]10
144kDa 128kDa
128kDa 116kDa
99kDa 103kDa
90kDa 90kDa
83 kDa 75 kDa
59 kDa 69 kDa
31 kDa 48 kDa
20 kDa 40 kDa
14 kDa 31 kDa
12 kDa 26 kDa
10 kDa 20 kDa
9 kDa 14 kDa
10 kDa
Keterangan : 9 kDa
. Ada pita protein 7 kDa
- Tidak ada pita protein 6 kDa
Hasil  elektroforesis semen segar  Keterangan:

ditemukan 12 pita protein spermatozoa dengan
berat molekul 144, 128, 99, 90, 83, 59, 31, 20,
14, 12, 10 dan 9 kDa. Sedangkan pada semen
beku ditemukan 9 pita protein dengan berat
molekul 144, 128, 99, 90, 83, 59, 31, 14 dan 12
kDa. Pada hasil analisis semen beku tidak
ditemukan 3 pita protein dengan berat molekul
20, 10 dan 9 kDa yang ditemukan pada semua
semen segar.

Hasil  elektroforesis  fraksi  bawah
(gambar 2 dan tabel 2) juga dapat diketahui
adanya perbedaan profil protein antara semen
segar dan beku
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. Ada pita protein
- Tidak ada pita protein

Perbedaan profil protein dapat dilihat
berdasarkan keberadaan pita — pita protein dan
variasi berat molekul protein. Hasil elektroforesis
semen segar ditemukan 16 pita protein dengan
berat molekul 128, 116, 103, 90, 75, 69, 48, 40,
31, 26, 20, 14, 10, 9, 7 dan 6 kDa. Sedangkan
pada semen beku ditemukan 11 pita protein
dengan berat molekul 128, 116, 103, 90, 75, 69,
48, 40, 31, 20 dan 14 kDa. Ada 5 pita protein
dengan berat molekul 26, 10, 9, 7 dan 6 kDa
yang ditemukan pada semua semen segar tidak
ditemukan pada semua semen beku.

Penelitian yang dilakukan Ollero et al
(1998) menggunakan sampel sapi menunjukkan
bahwa ada perbedaan profil protein spermatozoa
antara semen segar dan beku hasil pembekuan.
Ada 4 pita protein dengan berat molekul 245,
100, 68, dan 35 kDa yang tidak terdeteksi pada
semen beku. Tidak terdeteksinya pita protein
dikarenakan telah hilang selama proses
pembekuan. Adanya perbedaan berat molekul
yang ditemukan pada penelitian ini dengan
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penelitian yang dilakukan Ollero dimungkinkan
karena pemilihan bangsa sapi dan parameter
waktu pembekuan yang digunakan pada
penelitian ini berbeda dengan penelitian Ollero et
al.

Hilangnya protein spermatozoa selama
pembekuan disebabkan oleh banyak faktor. Salah
satunya adalah adanya peningkatan kadar ROS
selama pembekuan (Awda, 2009). Terjadinya
peningkatan ROS pada pembekuan disebabkan
karena habisnya atau kurangnya antioksidan
yang tersedia pada spermatozoa tidak mampu
mengubah oksigen reaktif (O) menjadi senyawa
yang netral (O,) karena adanya stres oksidasi
pada proses oksidasi fosforilasi. Rendahnya
produksi O, menginduksi terjadinya peroksida
lipid (Lamirande et al, 1997). Peroksida lipid
akan merusak struktur dan fungsi membran
dengan mengacaukan struktur fosfolipid dan
fluiditas membran (Atiken, 1995). Peningkatan
ekstra dan intraseluler Ca2+ dan peroksida lipid
pada membran fosfolipid akhirnya akan
mengubah struktur dan degradasi membran
(Awda, 2009). Degradasi membrane akan
menyebabkan terdegradasinya komponen sel
yang penting seperti protein dan DNA. Protein
yang telah terdegradasi oleh produk ROS akan
dengan mudah  berpindah ke  medium
ekstraselluler karena membrane sel yang telah
rusak (Zilli et al, 2005).

Pembekuan semen yang mengakibatkan
terdegradasinya  beberapa molekul protein
spermatozoa akan berkorelasiterhadap penurunan
kualitas spermatozoa, seperti penurunan motilitas
sebesar 40% (Tanaka et al , 2000), peningkatan
abnormalitas, penurunan viabilitas sebesar 20-
30% (Dhanju et al, 2001) dan penurunan
kemampuan kapasitasi saat fertilisasi (Nandre,
2013). Penelitian yang dilakukan oleh Zilli et al
(2005) menghasilkan bahwa terjadi penurunan
tingkat penetasan ikan yang dibuahi dengan
spermatozoa hasil pembekuan.

Dari gambar 1 dan 2 hasil elektroforesis
diketahui terdapat perbedaan tebal dan tipisnya
pita protein. Secara keseluruhan pita protein
semen segar terlihat lebih tebal dibandingkan
dengan pita protein semen beku. Adanya
perbedaan tebal tipisnya pita protein dipengaruhi
oleh konsentrasi total protein pada masing —
masing sampel. Semakin tinggi konsentrasi total
protein maka pita yang tercetak dalam gel akan
semakin tebal, begitu juga semakin rendah
konsentrasi total protein maka pita yang tercetak
dalam gel akansemakin tipis.

Dari gambar 1 dan 2 juga dapat
diketahui bahwa terdapat perbedaan jumlah dan
variasi berat molekul pita protein pada fraksi atas
dan bawah. Pada fraksi atas ditemukan lebih
sedikit pita protein daripada fraksi bawah, dan
berat molekul protein pada kedua fraksi tidak
sama meskipun ada bebrapa protein dengan berat
molekul sama yang muncul. Adanya perbedaan
jumlah pita protein antara fraksi atas dan bawah,
dimungkinkan karena ada beberapa pita protein
seminal plasma yang ikut terdeteksi dalam fraksi
bawabh.

Pencucian spermatozoa dari seminal
plasma bisa dilakukan menggunakan
sentrifugasi. Hasil swim up akan terbentuk
beberapa medium. Spermatozoa yang hidup atau
yang masih aktif bergerak akan menuju keatas
media sedangkan spermatozoa Yyang mati,
berbagai macam mikroorganisme, dan debris sel
akan bergerak dan mengendap kebawah media
(Jamel, 2008).

Semua sampel fraksi atas dan bawah
baik pada semen segar dan beku ditemukan 4
pita protein dengan berat molekul yang sama,
yaitu 128, 90, 31 dan 14 kDa. Pita protein
dengan berat molekul 90 kDa didentifikasi
sebagai heat shock protein 90 (HSP-90) yang
memiliki peran penting terhadap toleransi stress
serta mengaktifkan nitric oxide synthase (NOS)
yang bermanfaat untuk membantu motilitas
spermatozoa. Semakin tinggi ekspresi HSP-90
maka semakin tinggi pula motilitas dan
ketahanan spermatozoa terhadap stress akibat
pembekuan dan thawing (Cao et al, 2003).
Protein dengan berat molekul 31 kDa
didentifikasi sebagai Heparin Binding Protein 30
(HBP-30) dengan nama Fertility Associated
Antigen (FAA). Fungsi protein tersebut untuk
meningkatkan angka kebuntingan sapi sebesar
16-19% (Lenz et al, 2000).

KESIMPULAN

Dari penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan
profil protein spermatozoa sebelum dan setelah
pembekuan yang dilihat dari variasi berat
molekulnya. Setelah pembekuan semen, pada
fraksi atas tidak ditemukan protein dengan berat
molekul 20, 10 dan 9 kDa dan pada fraksi bawah
tidak ditemukan protein dengan berat molekul
26, 10, 9, 7 dan 6 kDa.
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