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. INTISARI

Hayaﬁ, A.,S.Mangkoewidjojo, A. Hinting, dan S, Moeljopawiro. 2006. Profil Protein Membran Spermatozoa Tikus
(Rattus norvegicus L.) Setelah Pemaparan 2-Methoxymethanol. Berkala Ilmiah Biologi 5 (1) : 39 - 44.

Senyawa 2-methoxyethanol (2-ME) bersifat toksik dan oksidan kuat yang dapat menyebabkan kerusakan sel.

~ Kerusakan ini dikarenakan stres oksidasi yang tinggi sehingga ikatan glikoprotein transmembran dapat lepas, akibatnya
akan merubah susunan dan struktur molekul penyusun membran sel. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil -
protein membran sel spermatozoa tikus (Rattus norvegicus) setelah pemaparan 2-ME dengan variasi lama waktu
pemberiannya. :

Seratus ekor tikus, strain Wistar, dibagi 5 kelompok, masing-masing terdiri atas 20 ekor. Tikus kelompok pertama
(P)) disuntik 0,2 ml 2-ME dosis 200 mg/kg bb/hari secara subkutan selama 1 hari, P, selama 3 hari, P, selama 6 hari/

" minggu dan P, selama 12 hari/2 minggu serta kelompok kontrol diberi larutan fisiologis. Spermatozoa di koleksi dengan
cara flusing. Isolasi spermatozoa menggunakan modifikasi metode Haila dan Daulat (2001) dan Goyal et al. (2001).
Penentuan profil protein membran menggunakan metode elektroforesis, SDS-PAGE, dan didukung dengan pengukuran
luas area pita protein menggunakan densitometer.

"Hasil penelitian menunjukkan bahwa protein membran spermatozoa tersusun atas banyak macam protein. Profil
protem diketahui dari tebal dan tipisnya pita protein yang terbentuk pada setiap pita protein. Perubahan profil protein
hasil elektroforesis selain diketahui dari ketebalan pita protein juga didukung oleh hasil pengukuran luas area pita
proteinnya. Pada semua kelompok, luas area pita protein dengan berat molekul 55 kDa tampak lebih besar (11.634,7
mv.mm), kemudian diikuti oleh protein dengan berat molekul 19 (8.421,5 mv.mm), 43 (8.000,1 mv.mm), 45 (7.510,0 mv.mm),
20(6.807,1 mv.mmy), 24 (6.523,2 mv.mm); 66 (6.480,4 mv.mm), 34 (6.350,8 mv.mm), 22 (5.736,6 mv.mm), dan 84 kDa (3.557,9
mv.mm). Besar area masing-masing pita protein tersebut dipengaruhi oleh lama waktu pemaparan 2-ME. Semakin lama
waktu pemaparannya, beberapa protein ketebalan dan luas area pitanya semakin meningkat dan beberapa yang lainnya
se_makin menurun. Dari penelitian ini disimpulkan bahwa pemaparan 2-ME setelah tiga hari dapat merubah profil
protein membran spermatozoa secara bermakna pada protein dengan berat molekul 19 dan 24 kDa; dan profil protein 22

~ kDaberubah setelah pemaparan 12 hari/2minggu.

Kata kunci : 2-methoxyethanol, radikal bebas, protein membran spermatozoa, SDS-PAGE

ABSTRACT

Hayati, A., S. Mangkoewidjojo, A. Hinting, and S. Moeljopawiro. 2006. Profile of Rat’s (Rattus norvegicus L.)
Spermatozoa Protein Membrane after Induced by 2-methoxyethanol. Berkala Ilmiah Biologi 5 (1) : 39 - 44.

In the body, 2-methoxyethanol (2-ME) compound may be converted to methoxyacetic acid (MAA). The MAA
is a strong oxidant and may cause oxidation stress in spermatozoa. Oxidative stress is a disturbance on membrane

protein that increases reactive oxygen species (ROS) concentration.

The main purpose of this research was to determine the membrane protein profile of spermatozoa in rats
induced by 2-ME. One hundreds male Wistar rats were used in this study. The animals of treated groups were divided
into 5 groups of 20. The rats were given subcutaneous injection with 0,2 ml of 200 mg/kg 2-ME /day for 1 day (P,),
3 days (P,), 6 days/week (P,), and 12 days/two weeks (P ), the control group was injected with physiological saline
of the same volume. The membrane protein profile of spermatozoa was observed by electrophoresis using SDS-page
technique.
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_ The results of the research indicated that 2-ME caused the increasing concentration of the 55 and 84 kDa
and the decreasing concentration of the 19, 20, 22, 24, 34, 43, and 45 kDa of spermatozoa membrane protein. The
conclusion is the profile of the spermatozoa membrane protein depend on the long time exposes 2-ME on rats. The
membrane protein profile 19 and 14 kDa change after three days and 22 kDa after 12 days/two weeks induction of

2-ME.

Keywords : 2-methoxyethanol, reactive oxygen species, spermatozoa membrane protein, SDS-PAGE .

PENDAHULUAN

‘ 'Senyawa 2-methoxyethyl phthalate
(DMEP) adalah salah satu ester ftalat yang
- berbahaya bagi kesehatan. Bahan ini bersifat toksik
pada sistem reproduksi khususnya testis. Di dalam

~ tubuh, senyawa DMEP dihidrolisis menjadi 2-
methoxyethanol (2-ME). Senyawa ini sering
“digunakan untuk memenuhi kebutuhan hidup sehari-
hari sebagai bahan pelarut cat, vernis, tinta, perekat
lem, parfum, kosmetik, sabun cair, dan bahan
pembersih. Senyawa ini dapat masuk ke dalam tubuh
melalui pernafasan, makanan, atau kontak langsung
~melalui kulit (Johanson, 2000). Di sel hati, senyawa
2-ME akan dimetabolisis menjadi senyawa
methoxyacetaldehide (MALD) dengan katalisator
alkohol dehidrogenase, kemudian dibiotrans-
formasikan lagi oleh aldehid dehidrogenase
menjadi methoxyacetic acid (MAA) (Moslen et
al., 1995), Senyawa 2-ME dan hasil metabolisme-
nya methoxyacetic acid (MAA), di dalam tubuh
bersifat toksik. Efek yang ditimbulkannya pada
sistem reproduksi manusia 60 kali lebih sensitif dari
pada hewan percobaan. Syed dan Hecht (1998)
. menyatakan bahwa 2-ME merupakan oksidan kuat
dan menimbulkan stres oksidasi, sehingga dapat
menyebabkan terjadinya kerusakan dan kematian

" sel. Pada penelitian Johanson (2000) diketahui
bahwa pekerja yang berhubungan dengan 2-ME,
“dalam tubuhnya terkontaminasi oleh senyawa MAA
sebagai hasil metabolisisnya. Di industri kimia, para
pekerja yang terkontaminasi senyawa ini, kadar
MAA dalam darah tinggi, hemoglobin dan jumlah
sel darah merah menurun, serta menimbulkan ane-

" mia (Shih et al., 2003). Pada sistem reproduksi tikus
jantan, 2-ME menyebabkan kerusakan sel
spermatosit primer. Pemberian 200 mg/kg selama
12 hari akan meningkatkan jumlah spermatozoa
yang abnormal dan pemberian selama 21 hari
menimbulkan kerusakan pada sel spermatogenik,
khususnya sel spermatosit dan spermatid (Hayati
et al., 2004). Tetapi kerusakan ini bersifat reversibel,
hal ini nampak setelah diistirahatkan (tanpa
pemaparan 2-ME) selama 4 minggu terjadi
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permulihan pada sel-sel spermatogenik dan motilitas
serta morfologi normal spermatozoa mencit (Hayati
et al., 2003; Hayati et al., 2005).

Kerusakan sel yang disebabkan oleh 2-ME
ditimbulkan karena senyawa ini bersifat reaktif
sehingga dapat menimbulkan stres oksidasi yang
dapat meningkatkan radikal bebas dalam sel. Salah
satu radikal bebas adalah reactive oxygen species
(ROS), termasuk di dalamnya adalah radikal .
superoksida, radikal hidroksil, radikal peroksida, dan
hidrogen peroksida. Efek sitotoksik dari ROS
intraseluler spermatozoa sebagian besar berasal dari
leukosit atau sel fagosit (Hoshi & Stefan, 2001).
Kerusakan sel yang disebabkan oleh ROS karena
terjadinya oksidasi pada DNA, lipid, dan protein
dalam sel. Oksidasi tersebut akan menginduksi
terbentuknya peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid
terjadi karena adanya reaksi ROS dengan asam
lemak tidak jenuh penyusun membran plasma.
Asam lemak tidak jenuh ini selanjutnya akan
mengurai menjadi aldehida, diantaranya adalah
malondialdehide (MDA). Senyawa MDA ini
dipakai sebagai indikator adanya kerusakan lipid
pada membran plasma.

Efek lain dari ROS adalah kemampuannya
menyebabkan oksidasi protein. Protein yang
teroksidasi menyebabkan terlepasnya ikatan
glikoprotein transmembran sehingga mem-
pengaruhi aktivitas dan fungsi membran plasma
(Berlett & Earl, 1997). Beberapa peneliti
menyatakan bahwa pada membran spermatozoa
terdapat protein 29, 32-34, 53 + 3, 64, dan 88 kDa
yang berpartisipasi pada proses fertilisasi. Protein
tersebut diduga merupakan salah satu target dari
ROS, apabila teroksidasi akan menimbulkan
gangguan pada proses fertilisasi. Kerusakan sel yang
ditimbulkan oleh stres oksidasi, diduga selain
dipengaruhi oleh dosis dan frekuensi pemberian
bahan toksik juga dipengaruhi oleh lama waktu
pemaparannya. Sampai saat ini belum ada penelitian
yang mengungkap tentang toksisitas 2-ME terhadap
profil dan konsentrasi protein membran spermatozoa,
yang diduga sebagai salah satu faktor yang
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“menurunkan kualitas spermatozoa. Pendekatan
dengan elektroforesis SDS-PEGE digunakan untuk
melihat profil protein membran spermatozoa yang
telah diberi 2-ME dengan variasi lama waktu
pemaparannya.

BAHAN DAN CARA KERJA

Hewan coba yang digunakan adalah 100
ekot tikus putih (Rattus norvegicus L.) jantan, strain
Wistar, umur 12-14 minggu, berat badan 125 — 135
gram, dan dalam kondisi sehat. Tikus dipelihara
dalam kandang hewan, dengan suhu 25°C — 26°C,
kelembaban udara 50% dan siklus cahaya + 12 jam
. gelap dan + 12 jam terang. Air minum dari air

PDAM dan pakan berupa pelet Hi-Pro-Vite
524-2 (PT. Charoen Pokphand Indonesia,
Surabaya) diberikan secara ad libitum. Bahan yang
digunakan dalam penelitian adalah senyawa 2-ME
(Wako Co Japan). Tikus dibagi 5 kelompok, masing-
masing 20 ekor. Tikus kelompok pertama (P,)
. disuntik 0,2 ml 2-ME dosis 200 mg/kgbb/hari secara
subkutan selama 1 hari, 3 hari (P,), 6 hari/minggu
(P,) dan 12 hari/2 minggu (P,), sedang kelompok
kontrol diberi larutan fisiologis. Setelah perlakuan
berakhir hewan coba dieutanasi dengan kloroform,
kemudian dilakukan nekropsi, spermatozoa diambil
dari kauda epididimis dan vas deferen. Koleksi sper-
matozoa dilakukan dengan cara modifikasi dari
Haila dan Daulat (2001) dan Goyal et al. (2001),
yang pada garis besarnya seperti berikut. Epididimis
bagian kauda dan vas deferen dari masing-masing
. kelompok dipisahkan dari testisnya, kemudian
diletakkan ke dalam cawan Petri yang berisi 4 ml
larutan fisiologis. Spermatozoa dikoleksi dengan
- cara flusing yaitu dengan menggunakan mikroskop
stereo, jarum suntik yang mengandung 1 ml larutan
fisiologis dimasukkan ke lubang vas deferen.
Selanjutnya jarum ditekan pelan-pelan sehingga
larutan fisiologis dapat mendorong spermatozoa
yang ada di vas deferen dan epididimis, suspensi
sperma siap untuk isolasi protein. Untuk isolasi
~ protein membran spermatozoa, suspensi sperma
dikoleksi secara pulling untuk setiap’ kelompok
penelitian. :
Suspensi tersebut selanjutnya dibagi 3 bagian.
Setiap bagian dihomogenkan dengan sentrifus
500 x g selama 5 menit. Pelet diresuspensi dalam
keadaan hipo-osmotik dalam 10 mM potassium
phosphate buffer, pH 7,4 pada 4° C, kemudian di
homogenkan selama 5 menit. Suspensi tersebut
selanjutnya disentrifus pada 1300 x g selama 15

menit pada 4 °C, supernatan dikoleksi (S ). Pelet '
diresuspensi lagi dalam 10 mM potassium phosphate
buffer, selanjutnya medium tersebut disentrifus lagi
pada 1300 x g selama 15 menit pada 4 °C, super-
natan dikoleksi (S,). Supernatan S, dicampur
dengan supernatan S,dengan 0,2 M NaCl dan 2 mM
MgSO,. Selanjutnya campuran tersebut disentrifus -
pada 11.000 x g selama 30 menit pada 4 °C untuk

memisahkan mitokondria dari fraksi membran

plasma. Supernatan yang mengandung membran

plasma disentrifus lagi pada 100.000 x g selama 90

menit pada 4° C untuk memisahkan membran

plasma dari sitosolnya. Pelet yang mengandung

membran plasma diekstraksi dengan 1% octyl-

beta-D-thioglucopyranoside (OSGP) (w:v), 10%

glycerol (v:v), 20 mM Tris, pH 8,6, mengandung

inhibitor protease, dihomogenkan dengan vortex -
selama 30 menit pada 4 °C. Fraksi larutan protein

dikumpulkan dan konsentrasi protein dideterminasi

dengan Biorad (Sigma), kemudian disimpan dalam

-20 °C dalam 500 ml aliquot (Vernet et al., 2001;

Chitra et al., 2001).

Penentuan berat molekul (BM) protein
membran dilakukan melalui metode elektroforesis
SDS-PAGE. Urutan metode tersebut adalah 80 mg
protein membran sperma dilarutkan dalam
pelarutnya dan dicampur dengan 2 x buffer sampel
(250 mm Tris-HCI, Ph 6,8, 10% SDS, 10% gliserol,
dan 0,01% bromfenol biru) kemudian dipanaskan
pada 100° C selama 2 menit sebelum diloding dalam
gel (gel poliakrilamid 12%). Elektroforesis pada 90
volt dilakukan selama 2-3 jam. Pita protein dengan
berat molekul lebih besar akan terbentuk lebih dekat
dengan tempat awal pemisahan. Pewarnaan
(staining) pita protein dilakukan dengan jalan
merendam gel hasil elektroforesis (setelah dilepas
dari rangkaian plat) dalam larutan 0,25% Coomasie

_ brilliant blue selama 2-3 jam. Setelah diwarnai,

dilakukan destaining untuk menghilangkan
kelebihan warna dengan jalan merendam gel
dalam larutan destaining (50 ml metanol, 10 ml
asam asetat glasial, 40 ml air) hingga gel menjadi
jernih dengan pita terpisah jelas satu sama lainnya.
Selanjutnya dilakukan stop staining, dengan
memasukkan gel ke dalam larutan 10% asam
asetat glasial. Pita protein yang terbentuk dalam
gel setelah elektroforesis ditentukan berat
molekulnya- (kDa) (Khunsook et al., 2003). -
Pengukuran ketebalan atau luas area pita protein
dilakukan sebanyak tiga kali ulangan, menggunakan
densitometer dengan panjang gelombang 560 nm.
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Untuk mengetahui: perbedaan: rata-rata: ketebalan
antar perlakuan, data:yang terkumpul dianalisis
: dengan analisis varian. dengan P<0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

‘Senyawa 2- ME mampu mengubah kon—
sentrasi beberapa proteln penyusun membran sper—
matozoa tikus. Protein ‘mémbran pada sel sper-
matozoa selain berfungs1 sebaga1 ‘alat transportas1
molekul dar1/ke dalam sel juga berfungs1 enzimafis
dalam proses penggabungan sel spermatozoa
dengan sel telur (oos1t) serta mot111tas spermato-
zoa. Beberapa d1antaranya adalah protein dengan

berat molekul 19-21, 32-38 kDa (Leeuwenburgh
et al., 1998; Sa1d et al 2004); protem 50-64 dan
- 91-127kDa berperan dalam fosforilasi tiroksin pada
proses maturasi sperma di baglan kauda ep1d1d1mls
- tikus (Lewis & Aitken, 2001)

Hasil penelitian i ini menunjukkan bahwa
protem membran spermatozoa tersusun atas banyak
macam protein. Profil ‘proteinnya d1ketahu1 dari
tebal dan tipisnya pita protein yang terbentuk pada

- setiap pita protein. Perubahan profil protem hasil
elekiroforesis selain diketahui dari ketebalan pita
protein juga didukung oleh hasil pengukuran luas
area p1ta protein menggunakan dens1tometer

- Pada semua kelompok luas atéa p1ta protem
'dengan berat molekul 55 kDa tampak lebih besar
(11. 634 7 mv: mm) kemudlan diikuti oleh protem
dengan berat molekul 19°(8.421,5 mv.mm), 43
(8.000,1 mv. mm), 45 (7 510 0 mv.mm), 20 (6 807 1
mv.mm), 24 (6 523,2 mv. mm) 66 (6. 480 4 mv. mm),
34 (6.350,8 mv .mm), 22'(5.736,6 mv. mm) dan 84

-kDa (3. 557,9 mv. ‘mm) (Tabel 1.). Luas area p1ta
masing-masing pita tersebut berbeda pada setiap

~ kelompok. Setelah data diuji dengan analisis varian,
terdapat perbedaan yang bermakna (P <" 0;05)
antara kelompok kontrol dengan (a) perlakuan'3

“hari yaitu hanya padd protein 19 dan 24'kDa," (b)
demikian juga dengan perlakun 6 han/mlnggu dan
(©) perlakuan 12 han/2mlnggu yartu pada protein
19, 22 dan 24 kDa. Bentuk atau profil protéin
membran spermatozoa tikus pada kelompok Kontrol

(K) dan perlakuan (P sampa1 P ) dapat d1amat1
pada Gambat 1.’

" Pada Gambar 1. nampak baliwa membran
'spermatozoa tikus tersusun atas banyak protem
ketebalan dan luas area p1ta proteln tersebut
d1pengaruh1 oleh’ lama waktu pemaparan 2- ME
"Semakm lama waktu pemaparan 2-ME kete an
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dan luas area pita proteinnya-ada yang meningkat
dan adapula yang menurun. Luas-area pita protein
yang meningkat dengan bertambahan lama waktu
pemapararn :2-ME adalah protein dengan berat
molekul 55 dan 84 kDa dan yang menurun adalah
protein dengan berat molekul 19 20 22,24, 34 43,
dan 45 kDa.

.., -Penelitian ini menemukan bahwa 2 ME
mempengaruhl proﬁl protem _penyusun membran
spermatozoa. Beberapa protein tersebut rusak, yang
ditandai dengan adanya penurunan ketebalan
d1band1ngkan kontrol. Penurunan ketebalan pita
protein seiring dengan penurunan konsentrasi
protein diduga karena terganggu salah satu fungs1
protein dalam sel spermatozoa yaitu protem
kinase. Protem kinase berperan dalam pengaturan
ant10ks1dan dan akt1v1tasnya, akan mengatur
interaksi protem kinase lain dan fosfatase, sehlngga
terganggunya fungs1 protein ini dapat menyebab- :
kan memngkatnya radikal bebas (reactzve oxygen
speczes, ROS) dan peroks1da31 11p1d Kadar ROS
yang tinggi menyebabkan terj jadinya oksidasi protem

transmembran pada membran plasma spermatozoa
] eroks1das1 menyebabkan terbentuk-
ny | mod1ﬁkas1 asam amino penyusun protem dan
fragmentasl protem Proses oks1das1 ini. dapat
mempengaruhi konsentrasi, aktivitas, dan fungsi
membran plasma (Berlett & Earl, 1997 ; Syed &
Hecht, 1998). Tetapi dalam pene11t1an ini Juga
nampak bahwa 2-ME dapat. menglndukS1/
mengaktifkan sintesis beberapa protein sehingga
konsentrasmya meningkat setelah pemaparan 2-ME.
Protein tersebut diperkirakan protein yang
menginduksi terjadinya kerusakan dan kematian sel
spermatozoa. Hal ini didukung oleh Johanson (2000)
dan Hayati et al. (2005) yang menyatakan bahwa
pemaparan 2-ME dapat menurunkan kualitas
spermatozoa. me1a1u1 penurunan motilitas dan
morfologi spermatozoa :

KESIMPULAN

Kes1mpulan dar1 peneht1an ini adalah
pemaparan 2-ME setelah tiga hari dapat merubah
profil protein membran spermatozoa sécara
bermakna:pada protein dengan berat molekul 19
dan 24 kDaj;:dan profil protein 22 kDa berubah
setelah pemaparan 12 hari/2minggu.: -
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kDa

M K

P4

P2 P P4

Gambar 1.

Profil protein transmembran spermatozoa tikus (SDS-PAGE) pada kelompok kontrol (K) dan

kelompok perlakuan (P) dengan pemaparan 200 mg/kg 2-ME dengan lama waktu pemaparan
yang berbeda. M=Marker; P =1 hari; P,=3 hari; P,=6 hari/minggu; P =12 hari/2minggu; tanda
panah = protein yang mengalami perubahan setelah pemaparan 2-ME dengan variasi lama
waktu pemaparan 1= 24 kDa, 2= 22 kDa, 3=19 kDa

Tabel 1.

Hasil pengukuran rata-rata luas area pita (mv.mm) protein membran plasma spermatozoa
tikus pada kelompok kontrol dan perlakuan dengan variasi lama pemaparan

Kelom

Rata-rata luas area pita protein membran, dengan berat molekul (kDa) :

pok

84 66 55 45

43 34 24 22 20 19

6480,4
5950,5
6276,0
7900,0
6177,1

3557,9
3246,6
3640,6
3717,0
3849,2

11635
12620
12717
14234
13973

7510,0
62432
6328,2
4273,1
68482

8000,1
9106,8
7985,4
5861,8
7145,1

6350,8
4734,2
6123,1
5145,0
4614,6

6523,2
39294
3211,4
3343,1
3095

5736,6
5250,3
5379,3
4419,1
3765,7

6807,1
5361,0
5648,7
4883,6
56854

8421,5
5438,3
4364,6
3770,3
29932

Keterangan :
K-1 = kontrol

P-1 sampai P-4 = kelompok perlakuan 1 hari; 3 hari; 6 hari/minggu; dan 12 hari/2minggu
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