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ABSTRACT

The ZP3 antibody is one of the candidate immunocontraception methods. Previous studies
have evaluated that ZP3 antibodies may interfere with gap junction function, thus interfering
with communication and transport growth factors between granulosa cells and oocytes and
hormone profiles. Granulosa cells have a very important role in follicologenesis. The
granulosa cells will proliferate and differentiate, producing steroid hormones and expressing
the growth factors needed for oocyte development. Development of granulosa cells that are
inhibited and not maximal can cause the development of oocytes are not optimal. This study
aims to identify the effect of Mab-hZP3 on KL expression in granulosa cells and FSH levels
of mice (mus musculus). The research method is posttest only control group design. 48 mice
were grouped into 12, ie control (adjuvant), treatment group (mAb hZP3 dose 20 ug, 40 ug
and 60 ug), the sacrifice of each group was done on days 10, 15 and 20. Calculation of
granulosa cell count was done by HE. Mice immunized with various doses of Mab-hZP3
(doses of 20 ug, 40 ug and 60 ug) and terminated on days 10, 15 and 20, granulosa cell
counts showed no differences showing no significant difference. Mab-hZP3 is produced
using a "bacterial system" and acts as a "specific blocker". In conclusion Monoclonal human
antibody ZP3 does not increase KL expression and FSH levels. This reinforces the
development of Mab as a safe alternative method of contraception.
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ABSTRAK

Antibodi ZP3 merupakan salah satu kandidat metode imunokontrasepsi. Penelitian
sebelumnya mengevaluasi bahwa antibodi ZP3 dapat mengganggu fungsi gap junction
sehingga mengganggu komunikasi dan transportasi growth factor antara sel granulosa dan
oosit serta profil hormon. Sel granulosa memiliki peran yang sangat penting dalam
folikulogenesis. Sel granulosa akan berproliferasi dan berdiferensiasi, menghasilkan hormon
steroid dan mengekspresikan growth factor yang dibutuhkan untuk perkembangan oosit.
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Perkembangan sel granulosa yang terhambat dan tidak maksimal dapat menyebabkan
perkembangan oosit yang tidak maksimal.Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
pengaruh pemberian Mab-hZP3 terhadap ekspresi KL di sel granulosa dan kadar FSH
mencit (mus musculus). Metode penelitian adalah posttest only control group design. 48
ekor mencit dikelompokkan menjadi 12, yaitu kontrol (adjuvan), kelompok perlakuan (mAb
hZP3 dosis 20 ug, 40 pug dan 60 ug), pengorbanan masing masing kelompok dilakukan pada
hari ke 10, 15 dan 20. Penghitungan jumlah sel granulosa dilakukan dengan metode HE.
Mencit yang diimunisasi dengan berbagai dosis Mab-hZP3 (dosis 20 ug, 40 ug dan 60 ug)
dan diterminasi pada hari ke 10, 15 dan 20, jumlah sel granulosa tidak menunjukkan
perbedaan tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan. Mab-hZP3 diproduksi dengan
menggunakan “bacterial system” dan berperan sebagai “spesific blocker’. Kesimpulannya
Monoklonal antibodi human ZP3 tidak meningkatkan ekspresi KL dan kadar FSH. Hal ini
memperkuat pengembangan Mab sebagai metode kontrasepsi alternatif yang aman.

Kata kunci: imunokontrasepsi, antibodi monoklonal, ZP3

PENDAHULUAN

Berdasarkan laporan BKKBN,
pencapaian pelayanan peserta KB
baru pada tahun 2014 ternyata

mengalami penurunan sebesar 4,46%
jika dibandingkan dengan pencapaian
peserta KB baru pada tahun 2013.
Penurunan pencapaian pelayanan KB
tersebut dipengaruhi oleh beberapa
faktor, salah satunya adalah
ketidaknyamanan yang disebabkan
oleh efek samping kontrasepsi .
Imunokontrasepsi merupakan
metode yang saat ini dikembangkan
dan sesuai untuk mengatasi
permasalahan di atas. Metode
imunokontrasepsi  harus  spesifik,
aman, reversibel dan pemberian 1-2
kali  penyuntikan sudah  dapat
mencegah kehamilan dengan efektif
dalam waktu yang cukup lama (x 12

bulan)'®3'26 ZP3 merupakan salah
satu kandidat  imunokontrasepsi.
Antibodi ZP3 mampu berikatan

dengan gugus glukosa yang terdapat
di permukaan ZP dan menutupi
reseptor sperma sehingga tidak dapat
dikenali oleh sperma. Selain itu, ZP
akan mengeras dan mencegah
penetrasi sperma ke ZP 557,

Pada penelitian in vitro, folikel
preantral yang dikembangkan dalam
medium yang telah ditambahkan
antibodi ZP3 menunjukkan diameter
lapisan ZP yang lebih kecil. Selain itu,

I~

ZP tampak lebih tipis dari normal dan
perkembangan gap junction (GJ) dan
Transzona Process (TZP) terganggu
8910 GJ dan TZP berperan penting

dalam  komunikasi antara sel
granulosa-oosit dan  antar  sel
granulosa dan transportasi growth

factors’'?>"Perkembangan GJ dan

TZP, yang tidak normal selama
folikulogenesis dapat menghambat
perkembangan folikel dan oosit.
Perkembangan folikel dan oosit
menjadi matur dan siap dibuahi
dipengaruhi olen banyak faktor,
diantaranya adalah interaksi antara

oosit dengan sel-sel di sekelilingnya
yaitu sel granulosa dan sel teka serta
growth factors yang dibutuhkan oleh
folikel dan oosit untuk berkembang.
Interaksi antara sel granulosa dengan
oosit berperan sangat penting dalam
proses folikulogenesis. Growth factors
yang dihasilkan oleh oosit akan
berpengaruh terhadap proliferasi dan
diferensiasi dari sel granulosa dan
perkembangan sel granulosa tersebut
memberikan timbal balik terhadap
perkembangan oosit'*1>16:17:18,
Pemberian antibodi monoklonal
bZP3 (Mab-bZP3) mampu mencegah
100% kebuntingan pada tikus hingga
hari ke 63 dan pada hari ke 128 tingkat
infertilitas akan menurun menjadi 67%
¥ Selain itu, East et al. (1985)
melaporkan pemberian Mab mZP3
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dapat menghambat 100% fertilisasi
pada mencit. Meskipun studi tentang
keefektifan Mab ZP3 telah dilakukan,
penelitian tentang pengaruh antibodi
monoklonal ZP3 terhadap komponen-
komponen yang terlibat dalam proses
folikulogenesis terutama adalah KL
dan FSH masih sangat terbatas.

METODE PENELITIAN

Desain penelitian

Penelitian ini menggunakan penelitian
eksperimental laboratorium dengan
desain  true  experimental  dan
pendekatan post test only control
group design.

Sasaran Penelitian

Mencit yang digunakan adalah mencit
pernah melahirkan dengan bobot 20-
25 gram, dibagi menjadi 12 kelompok
(@ kelompok : 4 ekor).

Tehnik Pengumpulan Data

Mencit diinjeksi dengan dengan Mab-
hZP3 dosis 20 ug, 40 pg, 60 ug dan
kelompok kontrol (Injeksi 50 pL
Adjuvant AI(OH)3 + 50 pL Tris Hcl),
diterminasi pada siklus pro estrus ke-
2, ke-3 dan ke-4. Penghitungan jumlah
sel granulosa dilakukan dengan
metode HE?*?",

Tehnik Analisis Data
Hasil penelitian akan diuji normalitas
dengan uji Saphiro-Wilk, kemudian
dianalisis dengan menggunakan uji
Anova dan Tukey 5%°.

HASIL PENELITIAN
Sel Granulosa

Gambar 1
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Gambar 2

Gambar 1 adalah kelompok kontrol
dan 2 adalah kelompok perlakuan.
Tanda panah biru (gambar 2)
menunjukkan sel granulosa ovarium
mencit yang diinjeksi Mab-hZP3.

Pengaruh Mab-hZP3 Berbagai
Dosis dan Waktu Pengamatan
terhadap jumlah sel granulosa
Histogram Pengaruh Mab-Hzp3
Berbagai Dosis terhadap Jumlah Sel
Granulosa
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Berdasarkan histogram pengaruh
Mab-hZP3 berbagai dosis terhadap
jumlah sel granulosa ditunjukkan
bahwa kelompok kontrol memiliki rata-
rata jumlah sel granulosa sebesar
98.48. Pemberian Mab-hZP3 dosis 40
Mg (P2) terlihat terjadi peningkatan
Jumlah Sel Granulosa sedangkan
pada pemberian Mab-hZP3 dengan
dosis 10 pg (P1) dan 60 pg (P3),
terjadi  penurunan  Jumlah  Sel
Granulosa. Berdasarkan waktu
pengamatan, ditunjukkan bahwa pada
waktu pengamatan 10 hari, didapatkan

rata-rata Jumlah Sel Granulosa
tertinggi  yakni  sebesar  98.92.
Kemudian, pada waktu pengamatan
15 hari terjadi sedikit penurunan

Jumlah Sel Granulosa dan pada waktu
pengamatan 20 hari terjadi sedikit
peningkatan jumlah sel granulosa.
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Berdasarkan histogram pengaruh
interaksi Mab-hZP3 berbagai dosis
dengan waktu pengamatan terhadap
Jumlah Sel Granulosa pada Gambar
43 di atas, ditunjukkan bahwa
kelompok kontrol memiliki rata-rata
Jumlah Sel Granulosa yang relatif
sama dengan kelompok pemberian
Mab-hZP3 berbagai dosis. Dari
pengujian ini terbukti bahwa
perubahan Jumlah Sel Granulosa
seiring peningkatan dosis Mab-hZP3
dan waktu pengamatan secara statistik
tidak signifikan (p-value = 0,225>0.05).

Kelompok dosis 20 ug hari ke 10

menunjukkan sel granulosa yang
mengekspresikan KL lebih tinggi
daripada kelompok kontrol dan

menurun pada kelompok dosis 40 ug
dan 60 pg pada hari yang sama. Pada
terminasi hari ke 15, kelompok dosis
20 g, 40 yg dan 60 pg memiliki sel
granulosa yang mengekspresikan KL
yang lebih rendah dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Sedangkan
pada hari ke 20, sel granulosa yang
mengekspresikan KL pada kelompok
dosis 40 pg hampir sama dengan
kelompok kontrol dan pada dosis 20
Mg dan 60 pg lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Meskipun
demikian, sel granulosa yang
mengekspresikan KL pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan
dengan berbagai dosis dan waktu
pengamatan tidak memiliki perbedaan
yang signifikan (p-value = 0,992>0.05).

PEMBAHASAN

Zona pelusida tidak hanya
memiliki peran dan fungsi di dalam
proses awal fertilisasi tetapi juga pada
saat folikulogenesis dan masa
perkembangan embrio. Pada
folikulogenesis, ZP bersama dengan
gap junction memiliki peran dalam
proses komunikasi antar sel. Gap
junction berfungsi sebagai channel
dalam transportasi molekul dan growth
factor baik antara sel granulosa

7

dengan sel oosit maupun antar sel
granulosa. ZP sebagai  matriks
ekstraseluler memiliki fungsi untuk
menstabilkan gap junction 8. Kit ligand
merupakan salah satu growth factor
yang memiliki peranan di dalam
proses folikulogenesis. Keseimbangan
antara ekspresi KL, GDF-9 dan BMP-

15 akan mempengaruhi proses
proliferasi dan  diferensiasi  sel
granulosa serta  rekruitmen  sel
teka15,16,17,18

Hasil studi ini menunjukkan

bahwa pemberian Mab-hZP3 pada
mencit tidak mempengaruhi jumlah sel
granulosa pada ovarium. Jumlah sel
granulosa pada kelompok perlakuan
tidak berbeda signifikan dengan
kelompok kontrol (Gambar 2)

Antibodi ZP3 vyang berikatan
dengan permukaan epitop ZP akan

menstimulasi  peningkatan  kalsium
intraseluler sehingga terjadi
eksositosis granul. Hal ini dapat

menyebabkan pelepasan enzim yang
bekerja pada glikoprotein  zona
pelusida sehingga permukaan ZP
mengeras dan mencegah terjadinya
polispermi®. Borillo et al. (2008)
melaporkan bahwa pengaruh ikatan

IgG ZP3 terhadap folikulogenesis
dipengaruhi oleh waktu terjadinya
ikatan tersebut di tahapan

folikulogenesis. Jika IgG ZP3 berikatan
dengan ZP folikel pada fase antral dan
preovulatori maka IgG ZP3 tidak akan
mengganggu proses sintesis ZP.
Namun, jika IgG ZP3 berikatan dengan
ZP folikel pada fase preantral maka
hal tersebut dapat mengganggu
proses sintesis ZP dan ZP tidak
terbentuk sempurna. Hal ini dapat
mempengaruhi gap junction antara
oosit dan sel granulosa &°°.

Pada studi yang dilakukan
O’Leary et al (2008), didapatkan hasil

bahwa pada hari ke 21 pasca
pemberian imunisasi rMCMV mZP3
dapat menyebabkan penurunan

ekspresi Gjal, GDF-9 dan NOBOX.
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Penurunan ekspresi Gjaldapat
menyebabkan rendahnya ekspresi
Cx43 dan ekspresi GDF-9 vyang
berakibat pada terhambatnya

perkembangan folikel. Ekspresi GDF-9
yang berkurang di oosit dapat
menyebabkan terjadinya peningkatan
ekspresi KL di sel granulosa .

Pada terminasi hari ke 15,
kelompok kontrol memiliki jumlah sel
granulosa yang lebih tinggi

dibandingkan dengan kelompok dosis
20 pg, dan 60 pg, sedangkan pada
hari ke 20, jumlah sel granulosa pada
kelompok dosis 40 pg lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Namun, lebih tinggi atau
rendahnya jumlah sel granulosa pada
kelompok perlakuan dengan berbagai
dosis dan waktu pengamatan
dibandingkan dengan kelompok
kontrol tidak berbeda secara
signifikan. Perbedaan jumlah sel
granulosa mungkin dipengaruhi oleh
periode efek kontraseptif atau periode
efektifitas antibodi monoklonal.
Greenhouse et al. (1999)
melaporkan bahwa pemberian Mab
mZP3 dengan dosis 0,8 mg dalam 0,5
ml cairan asites dapat menghambat
fertilisasi hingga hari ke 35-80 hari
pasca injeksi Mab-mZP3. Hasil yang
sama juga didapatkan dari ekspreimen
yang dilakukan East et al. (1984)
bahwa injeksi Mab-mZP3 dengan
dosis 250 pg dapat memberikan efek
kontrasepsi terjadi hingga hari ke 40-
80 pasca pemberian Mab mZP3. Tidak
terganggunya proliferasi sel granulosa
pada kelompok perlakuan karena tidak
adanya efek dari Mab-hZP3 atau
sudah tidak terdapatnya antibodi, tidak
diperiksa secara pasti dalam studi
kami. Namun, pemberian antibodi
yang homolog secara intravena pada
mencit memiliki waktu paruh 2-5 hari
dan metode pemberian antibodi dapat
mempengaruhi waktu paruh tersebut®*.
Hal tersebut didukung oleh
penelitan  yang dilakukan oleh

2Q

Tsunoda and Chang (1978). Dalam
studi tersebut, mencit yang diberi
perlakuan dengan antibodi spesifik
secara oral, IP, SC dan IM, didapatkan
hasil bahwa antibodi melalui oral tidak
menghambat fertilisasi. Sedangkan
untuk [P, SC dan IM dapat
menghambat fertilisasi sebesar 68%,
60% dan 58% dengan dosis 0,05 ml
dan memiliki efek kontrasepsi 25-30
hari.

Hal serupa ditunjukkan oleh hasil
studi yang dilakukan oleh East et al.
(1985) terhadap mencit BALB/c yang
diberikan injeksi antibodi monoklonal
mZP3. Dari studi tersebut didapatkan
hasil bahwa antibodi monoklonal
mZP3 efektif menghambat fertilisasi
dan tidak mempengaruhi histologi
ovarium serta proses folikulogenesis™.
Hasil yang sama dilaporkan oleh
Greenhouse et al. (1999) bahwa
pemberian Mab-mZP3 dan hZP3 juga
efektif menghambat fertilisasi, tidak
merubah histologi ovarium dan tidak
menggangu perkembangan folikel.
Selain itu, antibodi monoklonal yang
diberikan setelah fertilisasi tidak
menyebabkan kerusakan atau
gangguan pada perkembangan
embrio. East et al. (1984) juga
melaporkan bahwa jumlah antibodi
monoklonal yang dibutuhkan untuk
mengganggu fertilisasi adalah sangat
sedikit. Selain itu, meskipun dalam
studinya menggunakan dosis 250 pg
East et al. (1984) menyampaikan
bahwa hasil yang hampir sama juga
didapatkan dengan menggunakan 10
Mg antibodi monoklonal.

Alasan lain dimungkinkan karena
antibodi monoklonal memiliki sifat
spesifik sehingga meminimalkan efek
atau dampak ke komponen lainnya.
Pemberian Mab ZP3 untuk
imunokontrasepsi dapat menghambat
fertilisasi dengan berperan sebagai
“spesific block” daerah yang berikatan
dengan sperma pada zona pelusida
karena ZP3 merupakan resptor utama
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sperma'’®. Mab-hZP3 yang digunakan
dalam penelitian ini diproduksi dengan
mengkloning hZP3 dan
mengekspresikannya di dalam plasmid
bakteri atau bacterial system yang
dapat menghalangi proses glikosilasi.
Hal tersebut dapat mengurangi
kekuatan ikatan Mab ZP3 ke sperm
binding site karena seperti yang
dilaporkan Florman and Wassarman
bahwa gugus karbohidrat dari ZP3
merupakan mediator dari sperm
binding. Meskipun demikian, faktor
tersebut tidak mengurangi efektifitas
imunokontrasepsi karena mekanisme
penghambatan fertilisasi pada
imunokontrasepsi tidak hanya melalui
Mab ZP3 sebagai “spesific block”

reseptor sperma tetapi juga
pencegahan penetrasi sperma ke zona
pelusida yang disebabkan oleh

aktivasi oosit dan reaksi kortikal dini'°.

KESIMPULAN

Data hasil penelitian ini mendukung
pengembangan antibodi monoklonal
ZP3 sebagai metode
imunokontrasepsi  alternatif  untuk
mengatasi permasalahan efek
samping. Meskipun demikian, perlu
dilakukan studi yang intensif titer
antibodi dan efek pengerasan ZP
terhadap folikulogensis.
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