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ABSTRAK

Penelition ini bertujuon mengisolasi protein Insulin Like Growth Factor-I (IGF-I) complex untuk
meningkoatkon kualitos semen beku kambing poada woktu ekuilibrosi seteloh penombohon protein IGF-I complex.
Penelition ini terdiri otos 2 tohop yaitu isolosi protein IGF-1 complex dori plasmo seminol kombing don oplikosi
terhodop prosesing pembekuon semen. Podo tohop pertoma dilokukon identifikesi IGF-1 complex dengon
menggunokon gel native polyacrylamide gel electrophoresis don isolasi IGF-I complex. Podatohop kedua dilokukon
oplikasi penambohon protein IGF-I complex poada prosesing semen beku. Semen dikoleksi dengon menggunokon
vogino buaton don kemudion disentrifus selomo 5 menit dengon kecepaton 1800 rpm. Kemudion semen dibogi
menjodi tiga kelompok. Pada kelompok I, I, don 11T ditombohkon protein IGF-1 complex mosing-mosing 0, 12, don
18 ng/ 3X10° sperma. Selanjutnya dilakukon ekuilibrasi selomo. 1 jom dan dilonjutken dengon evoluasi motilitos,
viobilitos, don membron spermo. Hosil penelition menunjukkon perbedocon motilitas, viobilitas, don membron
spermayong signifikon (P<0,05) di ontara tigo kelompok perlokuon. Dopat disimpulkon bohwa penombaohon protein
IGF-I complex dapat meningkotkon kualitos semen beku kambing poadao fose ekuilibrasi.

Kato kunci: pembekuon semen, IGF-I complex, spermoakombing

ABSTRACT

The objective of this research was to isolote the Insulin Like Growth Factor-1 (IGF-1) complex protein and to
increase the frozen semen quolity of goot on equilibration time ofter supplemented by IGF-I complex. This research
consisted of two phase: isolation of IGF-I complex protein from seminol plosm of goat ond oplication on frozen
semen. On the first phose, IGF-I complex was identified by using gel native polyacrylamide gel electrophoresis ond
isolation of IGF-I complex. The second phase concerned with the supplemented IGF-I complex protein on frozen
semen proccesing. Semen was collected by ortificial vagino ond then centrifugoted for 5 minutes at 1800 rpm. Semen
then divided into 3 groups. Groups 1, 2, ond 3 were added with IGF-I complex protein at doses of 0, 12, ond 18 ng/
3X10° sperm respectively. The equilibration wos done for 1 hour and then the motility, viability, and membran sperm
were evoluated. The result showed that the motility, viability, and membron sperm were significontly different
(P<0.05) among treotment groups. It can be concluded that protein of IGF-I Complex con improve the quolity of
frozen semen of goat on equilibration phase.

Keywords: frozen of semen, IGF - I complex, goot sperm

PENDAHULUAN

Mosaloh utomo doalom  pemuliobiokon
kombing adoloh terbatasnyo jumloh pejonton
unggul yong tersedia, sedongkon jumloh ternok
betina yong horus dilayoni untuk meningkotkon
populosi songot besor. Permasolohon di otos
dopot diotosi dengon suotu tindokon alternotif
yaitu melolui inseminosi buaton (IB). Inseminasi
buaton pada kambing belum seefektif pada ternok
sopi, nomun beberapo penelition menunjukkon
odonyo peningkoton efisiensi teknis don ekonomis
podalIB kombing (Evons don Moxwell, 1987).

Keberhasilon peneropon IB pada
kombing selomo ini mosih lebih baik bila
menggunokon semen coir dori podo semen
beku. Bonyok kendola yong diolomi dolom
pembuaton semen beku kombing. Foktor-foktor
yong mempengoruhi keberhosilon pembuoton
semen beku pada kombing ontora loin bohon
pengencer yong dipokai, proses ekuilibrosi,
gliserolisasi, penurunon suhu, don bohon
krioprotekton yong dipokeoi. Pengenceron
semen jugo mutlok horus dilokukon sebelum
semen tersebut dibekukon (dibekukon podo
suhu di bawah titik beku oir).

67



Jurnol Kedokteron Hewon

Vol. 5 No. 2, September 2011

Pengaweton semen secora kriogenik
memiliki dampak yang kurang
menguntungkon terhodop spermotozoo di
dalomnya. Berdosarkon penelition, proses
pembekuan semen tersebut akan
menyebobkon kerusokon spermatozoo okibat
perubohon tekonon osmotik pembentukon
kristal es. Oleh kareno itu dolom proses
pembekuon semen, selain horus menggunaokon
loruton yong mompu mempertohonkon doyo
hidup spermatozoa, ke dalam boahon
pengencer tersebut horus pula ditombohkon
bohon yong mompu menekon kerusokon
spermatozoo seminimal mungkin pada soot
menjoloni proses pembekuon. Bohon yong
dimoksud dikenal dengon agen krioprotekton,
yang biasonyo memokoai gliserol
(Toelihere,1985; Evons don Maxwell,1987).

Pengoweton semen secora kriogenik
memiliki dampak yoang kurang
menguntungkon terhadop spermatozoa di
dalomnyo. Kerusokon seloma pembekuon
biosa terjodi pado membron plosmo moupun
podo inti spermotozoo. Kerusokon podo inti
spermotozoo. dopot menyebobkon mutosi gen.
Berdosorkon penelition, proses pembekuon
semen menyebobkon kerusokon spermatozoa
okibat perubohon tekonon osmotik don
pembentukon kristal es. Sompoi soot ini
penombohon bohon selain bohon pengencer
dan krioprotekton untuk proses pembekuon
semen kombing belum berhasil moksimal.
Oleh karena itu peneliti ingin meneliti
pembuoton semen beku kombing dengon
penombohon protein [Insulin Like Growth
Factor—I (1GF-1) complex.

Insulin Like Growth Factor—I complex
merupokon soloh satu protein yong terdapat di
dolom plosma seminalis. Plosmo seminalis
kuda, terdiri otas 14 froksi protein
(Macpherson et al., 2002) sedongkon poda
domba terdiri atos 20 froksi (Beotriz et al.,
2000). Pado monusia IGF-I mempengoruhi
proliferosi don diferensiasi serto pengoruhnyo
diperontarai oleh Insulin Like Growth Factor
Binding Protein (IGFBP) (Hoflich et al.,
1999). Pemberion IGF-1 poda tikus yong
kekurongon Growth Hormon (GH) okon
menamboh motilitas don memperbaiki
morfologi sperma yong belum motong. /nsulin
Like Growth Factor—I (1GF-1) complex yong
berikoton dengon molekul lain mempunyai
berat molekul 150 kDa yong terdiri dori tigo
molekul protein yoitu sotu molekul IGF-I
dengon berat molekul 7,6 kDo, sotu molekul
IGFBP dengon berat molekul 53 kDo don satu
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molekul Acid Lobel Subunit dengon berot
molekul 85 kDa (Kosteckadon Blonovec, 1999).
Mekonisme IGF-1 dalom mempertohonkon
motilitos spermatozoa kemungkinon melalui
metobolisme energi yong ditunjukkon dengom
peningkaton produksi asom loktot, peningkoton
aktivitas piruvot dehidrogenase, don
kemungkinon yong loin adoloh mempunyai efek
ontioksidon (Donold et al., 2003).

MATERI DAN METODE

Semen kambing ditompung untuk isolosi
protein IGF-I complex. Isolosi protein IGF-I
complex dilokukon dengon cora elektroelusi,
kemudion hosil elusi (protein) dioplikasikon ke
dolom bohon pengencer untuk proses pembekuon
semen. Identifikosi protein dengon native PAGE
yaitu 15 pl sampel ditomboh 15 pl non Reducing
Sample Buffer (non RSB) yong dimosukkon ke
dolom tobung eppendorf, kemudion diponaskon
dalom penongos cir pada suhu 100 °C seloma 3
menit. Seteloh dingin sampel diombil sebonyak
15 ul don dimasukkon dolom tiop-tiop sumur.
Protein stondor diperlokukon soma dengon
sampel. Seteloh itu onodo dihubungkon dengon
reservoir bowoh don kotodo dihubungkon
dengon reservoir atas. Power supply
dihidupkon dengon orus listrik sebesor 30 mA,
130 V selomo 1 jom. Proses pemischon
dihentikon seteloh wornoa biru dori penonda
mencopai ketinggion 0,05 cm dori botos bawoh
plot gel. Plot dibuka don gel diombil untuk
dilokukon pewornoon don pencucion gel.

Pewarnoon dilokukon dengon merendom
gel dalom loaruton staining Coomassie Blue R-
250 seloma 30-60 menit. Kemudion dilokukon
penghilongon worna. dengon merendom  gel
dolom loruton destaining don digoyong secoro
otomatis sampoi gel menjodi jernih don hosil
elektroforesis difoto otom dipindai (Aulonni'om,
2005). Selonjutnyountuk mengetohui berot molekul
pito. yong terbentuk dilokukon penghitungon
beraot molekul dengon menghitung nilod Rf dori
mosing-mosing pito.

Isolosi dengom elektroelusi dilokukon
dengon memosukkon potongon pita poda gel
native PAGE ke dolom kontong selofon seponjong
kurang lebih 10 cm dengon tetap menjago agor
posisi gel tidok melengkung. Bogion otos don
bowah selofon diikot dengon benong, kemudion
dimosukkon adlat electrophoresis horizontol
(Bio-Rad). Alat elektroforesis diisi dengon
buffer sebonyok 500 ml dolom posisi buffer
melebihi kawat. Running elektroelusi
dilokukon poda kondisi 130 volt, 30 mA seloma
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1 jom. Coiron hosil elektroelusi ditoampung dolom
tobung eppendorf, disimpon poda suhu -70 °C,
siop dipokoi untuk penelition berikutnya
(Aulonni'om, 2005).

Untuk oplikosi, semen kambing
disentrifus dengon kecepaton 1800 rpm
seloma 5 menit dengon menggunokon medium
BO. Sebelum disentrifus dilakukon
pemeriksaon mokroskopis meliputi worna,
volume, pH, bou, don konsistensi, sedongkon
pemeriksaon mikroskopis meliputi gerokon
maossa, gerakon individu (motilites), viobilitos,
don konsentrosi. Prosesing dilokukon opobila
gerokon mossa +++ (membentuk gelombong
besor don bonyok) don persentase motilitas
individu don viabilitosnya >70%. Selonjutnya.
disiopkan pengencer susu kuning telur untuk
proses pembekuan.

Pembuatan Pengencer A

Pembuaton semen beku dilokukon
dengon menggunokon 10 g susu bubuk skim
yong dimosukkon ke dolom beaker glass
don ditombohkon aquodes 100 ml, dioduk
sompoi homogen don diponoskon di otos
penongos sompai suhu 92-95 °C. Kuning telur
ditombohkon ke dalom susu skim yong teloh
disiopkon sebonyok 5% (5 ml dolom 100 ml).
Selonjutnyo  ditambohkon penisilin 1000
IU/ml pengencer don streptomisin 1 mg/ml
pengencer.

Pembuatan Pengencer B

Semen yong memenuhi syoarat
pemeriksoon dicompur dengon protein IGF-I
complex dengon dosis 12 don 18 ng/konsentrosi
3x10° spermatozoa don seteloh itu dimosukkon
ke dalom pengencer sompai 50% dori volume
okhir. Poda soot yong bersomaon ombil loruton
B 50% dori volume okhir, kemudion kedua
loruton dimosukkon ke dolom lemori es yong
bersuhu 3-5 °C seloma 1 jom. Proses ini disebut
dengon ekuilibrosi. Selonjutnyo  dilokukon
pemeriksaon motilitos, persentase hidup
spermatozoo, don keutuhan membron
spermotozoo.

Analisis Data

Analisis data dilokukon dengon
menggunokon uji onolisis vorion (Sontoso don
Fondy, 2001).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Doto hosil pemeriksoon semen segor dori
8 kali penompungon disojikon pada Tobel 1.

Tabel 1. Hosil pemeriksoon kualitas don kuontitos
semen segor kombing

Parameter Karakter
Waorna. putih kekuningon
Bou khos

Konsistensi kental

pH 7,00

Volume (ml) 1,25

Konsentrosi (jutol) 3650x10 °
Motilitos mosso. +++

Motilitos individu (%) progresif ( 937,16)
Hidup (%) 95,308,29
Abnormal (%) 5,571,98

Membron plosma utuh (%) 89,967,15

Peniloion kuolitas semen segor baik
secora mokroskopis moupun mikroskopis yong
dilokukon segera seteloh penompungon songot
penting ortinyo. sebelum melokukon proses
lebih lonjut terhodop semen tersebut seperti
penombohon volume pado proses pembekuon,
pemischon spermatozoa dori plosmo seminalis
untuk proses isolosi protein moupun untuk
keperluon pembuchon in vitro. Kualitos semen
yong baik menggombarkon pentingnyo peron
protein dolom plosmaseminalis terhadop fungsi
spermatozoa. Hal tersebut dibuktikon juga oleh
Mocpherson et al. (2002), bohwa ada korelosi
positif ontoro. kador protein IGF-I plosma
seminalis kuda dengon konsentrosi, morfologi,
don motilitas spermatozoo, sehinggo  dopot
disimpulken bohwo semen yong mempunyoi
kuolitos boik mempunyoi korelosi positif
dengom kodor protein IGF-1.

Volume semen yong dihosilkon dori
seekor pejonton songot bervariosi. Korenao
dipengoruhi oleh bonyock foktor ontoro loin
kondisi individu, seperti kualitas reproduksi,
umur, don kondisi mongjemen peternokon.
Selain itu teknik don metode penompungon serto
persiapon olot penompungon okon mempengoruhi
jugo volume semen yong dihasilkon. Worna
semen merupokon gomboren konsistensi semen,
semokin kentol konsistensinyo. semokin pekot
wornonyo. Demikion juga seboliknya pada
semen yong berworno.agok pucot okon didopatkon
konsentrosi don konsistensinyo. yong relotif
rendoh (Donold's, 2003). Derojot keosomon songot
menentukon status kehidupon spermatozoa di
dolom semen. Semokin rendeh otou semokin
tinggi pH semen dori normal okon membuot
spermatozoa lebih cepat mati. Perubohon pH ke
oroch yong lebih asam terjoadi korena
penimbunon osoam loktot yong merupokon hosil
metobolisme spermotozoa dalom kondisi
onoerob (Toelihere, 1985). Ciri utoma spermatozoao.
yong berkualitos baik odoloh mempunyai
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gerokon mosso. don motilitos dengon dayo gerok
yong progresif. Gerokon mosso spermotozoo.
merupokon gomboron dori motilitos  aton
gerokon individu spermotozoo. Semokin oktif
don semokin bonyok spermotozoayong bergerok
ke depon, moka gerokon mossa okon semokin
baik (semokin tebal don pergerokonnya. okon
semokin cepat). Berdosorkon hosil peniloion
kualitas semen segor kombing peronokon ettowo
yong ditompung dopot disimpulkon bohwa
semen segor kambing yong digunokon dolom
penelition ini memenuhi persyoroton untuk
digunokon dolom proses isolosi protein plosma
seminolis. Hol ini sesuai dengon opo yong
dikemukokon oleh Toelihere (1985).

Identifikosi konstituen protein plosma
seminalis kombing dilokukon dengon native-
polyocrylomid gel electrophoresis (notive
PAGE) konsentrasi 12% dolom elektroforesis
set mini protein gel (Bio-Rad) don hosilnya
diwarnai dengon Commassie Blue Stondord
(Bio-Rad). Plosma seminolis kambing dolom
proses elektroforesis dengon noative-PAGE
menghasilkon 7 pito. Berdosorkon uruton berot
molekulnyo, ketujuh pitatersebut berturut-turut
odaloh pito pertomo (BM 150,288 kDa) adaloh
protein IGF-1 complex, pita keduo (BM
103,486 kDo), pita ketiga (BM 76,155 kDa),
pita keempat (BM 53,249), pita kelima (BM
35,378 kDo), pita keenom (BM 14,099 kDo),
don pito ketujuh (BM 11,492 kDa). Semen
terdiri dori plosmo seminalis yong secoro.
biokimia mengondung senyowo orgonik don
onorgonik. Saloh sotu senyowa tersebut adoloh
protein (Gorner don Hofez, 2000). Protein dopat
dipisahkon dengon cara elektroforesis.
Elektroforesis dengon loaruton detergen tidok
honya memisohkon berbagoi subunit protein
secara. individu okon tetopi jugo memberi
kemungkinon untuk memperkirokon berat
molekul suatu protein. Ini karena detergen yong
dipokai yoitu sodium dodecyl sulphat (SDS)
mengelilingi molekul protein, menetrolkon
seluruh muaton alomich, don merusok struktur
sekunder don tertier. Akibatnyomolekul-molekul
protein terpischkon menurut ukuronnya
mosing-mosing ketiko melewati pori-pori gel
elektroforesis, protein-protein yong lebih kecil
bergerak lebih cepot dori pada molekul protein
yong lebih besar (Dorothy, 1993).

Rata-rata Kualitas Spermatozoa Kambing
Sebelum dan Sesudah Sentrifugasi

Roto-rata kualitos spermatozoo kambing
sebelum don sesudoh sentrifugasi disojikon
padaTobel 2.

Poda Tobel 2 dopot dilihat behwa terjadi
penurunon motilitos spermatozoa  sesudoh
sentrifugasi dari 93,45+7,25 (sebelum
sentrifugosi) menjodi 82,65+5,75%, vidbilitos
spermatozoa dori 94,25+8,30 menjadi
84,10+4,35% dan keutuhan membran
spermatozoa dori 90,20+5,15 menjadi
79,3046,50%. Persentose kualitas spermatozoa
baik itu motilitos, viobilitoss don keutuhon
membroan seteloh perlokuon sentrifugasi
menunjukken penurunon, hol tersebut koreno
sentrifugosi dopat menginduksi pembentukon
ROS oleh spermatozoa. Hosil penelition ini
sejolon dengon beberapo peneliti terdohulu.
Iwozoki don Gognon (1992) menemukon odonyo.
peningkaton produksi ROS spermatozoa
monusia seteloh pemischon dengon sentrifugosi
grodien densitas percoll 4-5 koli diotos produksi
ROS spermotozoabosal. Meningkatnya produksi
ROS oleh spermatozoa seteloh sentrifugosi
kemungkinon diokibotkon odonyo troumao
mekonik padomembron spermatozoo. Aitken et
al. (1994) mengungkopkon bohwa trouma fisik
podo spermotozoo okibat gesekon dengon
dinding tobung dopat meroangsong pembentukon
radikol superoksida onion oleh spermatozoo
melolui peningkaton influks Col” ion di dolom
sel. Tingginya konsentrosi ion Co’” introseluler
okon menyebobkon peningkoton ikotonnyo
dengon kolmodulin membentuk ikoton Co’'-
kolmodulin dependen yong penting untuk
mengoktifkon enzim-enzim proteose seperti
kaolpain. Hilongnyo plasma seminolis dori
spermatozoo dopat meningkotkon okumulosi
produksi ROS dolom suspensi spermotozoa.

Plosma seminalis seloin penting sebogai
media tronspor don sumber nutrisi bogi
spermatozoo jugo mengondung enzim-enzim
don bohon-bohon yong bersifot sebogoi ontioksidon
seperti superoksid dismutose (SOD), kotalose
don glutation peroksidose (Alvarez don Storey,
1995). Hilongnyo plosma seminalis ini okon
menyebabkon menipisnyo kondungon enzim-
enzim ontioksidon dolom suspensi, sehingga
ROS yong dihosilkon tidok mompu dinetrolisir.

Tabel 2. Kuolitos spermotozoa kombing sebelum don sesudoh sentrifugosi

Parameter Sebelum sentrifugasi Sesudah sentrifugasi
Motilitos (%) 93,45+7,25 82,65+5,75
Viobilitos (%) 94,25+8,30 84,10+4,35
Keutuhon membron (%) 90,20+5,15 79,30+6,50
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Tabel 3. Kuolitos spermotozoa kambing hosil sentrifugosi seteloh ekuilibrasi

Parameter Tanpa IGF-I IGF-1 complﬁex IGF-1 complﬁex
complex 12 ng (3x10°) 16 ng (3x10°)
Motilitas (%) 61,25+1,165° 72,88+1,808° 76,63+1,061°
Viabilitos (%) 62,38+1,188° 74,50+0,926" 77,50+0,327"
Keutuhan membron (%) 60,00+0,926° 70,63+1,598" 74,50+0,926"

“**Superskrip yong berbedo pado baris yong samo menunjukkon perbedoon yong nyata (P<0,05)

Rata-rata Kualitas Spermatozoa Kambing
Hasil Sentrifugasi Setelah Ekuilibrasi

Rotorrota kuolitas spermatozoo kambing
hosil sentrifugosi seteloh ekuilibrosi disojikon
padaTobel 3.

PodaTobel 3 dopot dilihat bohwamotilitos,
viobilitos, don keutuhon membron seteloh
ditomboh protein IGF-I complex dolom bohon
pengencer pada proses ekuilibrosi lebih tinggi
dibonding tonpa protein IGF-1 complex, tetopi
yong poling boik adoleh poda dosis pemberion
18 ng. Pemberion protein IGF-I complex mompu
meningkatkon kualitos spermatozoo kambing
dalom pengencer susu kuning telur seteloh
ekuilibrosi. Hol ini sesuai dengon pendopot
Donold et al. (1998), dengon penombohon protein
IGF-I complex dapat meningkotkon persentose
spermatozoa. yong motil don kemungkinon
protein IGF-1 complex mempertahankon
motilitosnyamelolui efek ontioksidon.

Protein IGF-1 complex merupokon
glikoprotein yong mempunyai berat molekul
150.288 kDo, yong mempunyai peron
melindungi membron plosmo spermotozoa
dengon core. memutus reoksi rontoi poda
peroksidosi lipid sehingga rontai osom lemok
tidok putus don hosil okhir molondioldehid
(MDA) yong merupokon senyowa toksik poda
spermotozoa tidok terbentuk. Moalondicldehid
yong tidok terbentuk tidok okon mempengoruhi
membron spermotozoa sehinggo lolu lintos
molekul yong digunokon untuk metobolisme
berjolon dengon normol. Akibotnyo membron
plasma spermoatozoa tidak mengolami
kerusokon sehinggo tromspor molekul yong
melolui membron plosmo berjolon dengon
normol. /nsulin Growth Factor—I complex akon
berikaton dengon reseptornyo yoitu podo
membron plosma spermotozoo (Donold's, 2003).
Reseptor protein IGF-I termasuk reseptor
tronsmembron (Morybeth don Adriong, 2002).
Reseptor tronsmembron terletok pada
permukoon membron sel, molekul sinyal
bersifot hidrofilik korena tok dopot menembus
membron sel sehingga ditronduksikon kepada
molekul loin yong terdopot di dolom sel yoitu
tirosin kinose yong terdopot di dolom sel.

KESIMPULAN

Protein IGF-1 complex dopot memperbaoiki
kualitas spermotozoa pado woktu ekuilibrosi
pembekuon semen kombing.
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