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Aplikazi teknologi gertak birahi secara hormonal masih dinidai tarlaly
mahal bag petemak d indonesia. Harga hormon yang mehal sena
kebernaslan yang belum  begity memuaskan menank mnar  profes
kedikieran hewan untuk tenez meneblt dengan lWwean untuk memperoclek
suatu meloda gerlak birghi yang mudah, murah, efisien dan selanjuinys
dapat menurang program mseminasi biatan dan fransfer embrio  Preparat
hormon yarwy dopal digunakan untuk gertak birshi pada ternak adalah
hormon progesteron dan Prostaglanding Faax {PGFxe ) Aplikasi pamberian
PGFe0 dapat secara inlramuskular, subkutan dan intrautenn {Hafez, 2000}
skan tetapl terdapal kendala yaitu besarnya dosis yang dipakai seria
memerlukan ketrampilzn khusus, Untuk it ditakukan allemati pemberran
PGFza secara submukosa villva dengan asumsi dosis kebih rendah, carsnya
mudah, {dak memeriukan keahhan khusus setingga menjadh l2bih murah
dan absien.

Tupan peneltian ink adalah membgal sustu model  teknologi
pembuatan ant- PGF a0 yang dapatl digunakan pada temak lain sera untuk
membakukan teknik geriak birahi dengan hormon PGF .

Manfast penslitian ini dapat untuk mengkaji pembuatan anb- PGFao
serta jalur |uteclilik yang dilalw hormon POF:x sebagan gertak brah yang
dibenkan secara submukosa walva.

m
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Metode penshtian ini terdin dar dus tahap, tahap | pembustan
antibodi PGFoc. Dengan cara imunisas PGP . Pada 8 ekor kelingi lokal
lantan dengan dosis imunisasi 250 wg, 500 wg dan 750 uag dengan
perambahan ajuvant TFRA, boasler dilakukan figa kali dengan penrambahan
IFA. Pengambilan carah dilakukan sebanyak 9 kali. Selanjuinya dilakukan
solasi dan purifikasi serum dengan SAS 50%. Serum hasil purthkasi
dilakukan up karakterisasi dengan metoda dot blal, indirect elisa dan 505
PAGE. Selanutnya dilakukan labelling anti- PGFe dengan ensim alkalin
fosfatase. Peneliian tahap Il pembuktian jalkr ltecliik dengan cara
penyuntkan PGFe secara submukosa wulva pads kambing dengan dosis
{3 mg (perkakuan] dan 7.5 mg PBS (kontral). Setelah 2 jam panyuntikan
karmbing digetong. salaran repraguksi diambil dan dibuat preparat histologis
serla dilakukan pewarnaan imunohistokimia.

Hasil peneitar tahap | pada uji karaktersas dengan matoda dol blal
terhhat bahwa pada timbulnya anlibodi PGFzx +CFA sodabh mulai nampak
pada bleeding | (ringgu ke-3} dan ungkal kegelapan yang palng lajam
terlinat pada kelompok |t dan [l pada bleeding ke 4.5 8 {minggu ke-6 7 dan
8} hal ink menunjukkan bahwa konsentrasi antibodi cukop ngoi. Dangan
meteda Indirecd Elisa, pada preimun dan ulangan kentrol menampakkan titer
negatif terhadap anh- PGF:x sedang pada kelompok pedakvan mulai
bleading ke-2 menunjukkan fiter postf karena nilai liter anti- PGFoo diatas
filai dua kali COV {cuf of value) . hal ini menunjukkan respon imun lerbaik
lerhadap PGFze dengan terbentuknya anti- PGF,o dibasilkan pada blesding
k&5 Perlakuan Il Dar penermfuan berat molekul antibodi dengan metode
S03-PAGE 10% terlihgt bahwa anbigean {FGFav; dapat mendeleksi sntibods
{anti- PGFzx) sebagai suatu pila-pita protem dengan ralaan BM sebesar
139 7T237kD.

Fenglusuran jalur lutecliik pada atat kelamin kambing belina dengan
lekmik imunohustoksmia manunjukkan adanya warna kecoklatan pada siide-
shide saluran &lat kelamin belina yang meliputi vulva, vaging serviks, korpus

i
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aten dan kornua wen pada pemofongan  dua jam setelah penyuntikan
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

hormon FGFap secara submukosa vabia, hal i menonjukkan bahwa alor
lutealitik homon PGFxz yang diberikan secara submukosa vulva dapat
diruriot perjalanannya  dengan mengggunakan anti-prostglandinfF zx tedabal
alkalin fosfatase dengan menggunakan teknik imunghigtokinia.

{ Fakultas Kedokteran MHewan Unwerstas Adangga | SKE. Rektor nomar -
F1a1 JO3 PP 2003, No. kontrak: : HIBAH PROYEK
CHJE-LIKE Unrvarsitas Arangga, Tahan Anggaran 20032006}

¥
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PENCAHULUAN

1.1, Latar Belakang

Moro pembanguran peternakan  di Indonesis adalah membangun
peternakan modem. maju, mandin dan berkesinambungan. Selanjutnya
peternakan  modem  adalah  peternakan  yang  memanfaaikan  ilmuy
pengelahuan dan leknolog secara intensif guna mencapal efisiens yang
labih ting o

Korsep teknolca sebagai alat dalam wdang petemakan  bukanlah
merupakan hal yang bare. Unluk memngkatkan daya reproduktivilas ternak,
taknologi mullak diperukan. Teknalogi gerak birahi, superovulasi. ingsminasi
buatan dan transfer embno merupakan grogram dalam bidang peternakan
yang menitikberatkan pada peningkatan mtu genehk dan produkbvlas
fernak melalui penerapan bioteknofag reproduks,

Aplkas teknologn gerfak birahi secara harmonal masih di nilzs fedalo
mahal bagr petsnak i Indonssia. Harga hormon yang mahal serta
keberhasidan yang belum begilu memuaskan menank minal  pofesi
kedakleran hawan unluk terus menelitl dengan tujuan Unluk mamperslen
suatu metoda gertak trshi yang mudah, morah, efisien dan selanjutnya
dapat merunjang pragram inseminasi beatan dan transfer embria,

Hafez {2000)], menyebulkan bahwa preparat hormon yang bisa
digunakan vrtuk gertak birate pada ternak adalah hormon progesteran dan
harmon prostaglandin Feo (PGFaa) | selanjuinys digebutkan puls bahwa

aplikaz pemberian hormon  PGFze dapat dilakukan s&cara intramoskuler,
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subkulan dan inkraclerin. Mabk {2000y melakukan  peneltian dengan
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
mamerikan horman prostaglandin F; o secara mtraowvar.
Hormon prostaglandin Fpoe. mearupakan hormon defvet asam lemak
yang memputyar fungs utedlitik terhadap korpus luleumn (Skarzynsk dan

Okuda, 1998), disebutkan puta bahwa hormon ini biza Qarperan secara

sisterrik dan juga secara lokal melatli couner curranl fransfer mechanmsm.

Femakaian hormon PGFzis dengan berbagai aplikasi  untuk tojuan
gertak birati, bukannya {anpa kendala. mahalnya harga hormon, besarnya
dosis yang dipakali |, perunya tenaga terampill serta keberhasilan
kebuntingas yasg Belern memuaskan manank rnat untuk mengembanghkan
bentuk aplikasi lain dan homoen PGFao untuk gentak birahi,

Berdasarkan bterbagal aphkas pemberian hormon PGFLa yang telsh
ada, penehtian  pemberian hormon PGFxa secara submukosa  vulva
dilakukan dangan asumsl dosis yang diberikan rendah, caranya mudah, tidak
mamarukan keahlian khusus sshingga men@adi murah dan efisien. Dalam
panelittan ini ingin diketabol pula jalur wteditik dar harmon PGR00 yang
diberikan secara submukosa vulva dalam memmbulkan tarake.

1.2. Subyek Penalitian

Subyek penelitian ini adalah pembuatan antibodi PGz yang
diperoleh dari penyuntikan berulang-ulang imunisasit herman PGF; ¢ dalam
cormpiete Frewnd s adiuvant dan incomplaote Feund s adivvan! pada kebnei
lokal jantan, Selanuinya anhbodi PGz yang diperoleh digunakan unluk

mengetahu jalur lutealitk hormon PGF a sebagai hormon untuk gertak frirahi

3
-
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lam Iu n kadarmn betins

yang diberikan  secard iBjElN erpﬁakaa‘r{iﬁrﬁvers asAlrIan

kambing lokal dengan menaogunakan lekaik munohistckima

FPenalhan in meliputi aspek-aspek :

a. Imunisas PGF.e pada hewan coba (kelng janlan) untuk mempenoleh
antibodi PGF

£ Spesifikasi anubodi PGF-o dengan teknik dot blot

. Fenzraan tler antibodi PGFae derngan teknik enzyme finked
immunosgtent 2ssay (ELISA)

d. Labeling anlibadi PGF-0 dengan ensim alkalin fosfatass

e Penelusuran |alur lutecitk PGFz:  dalam  saluran alat kalamin betina
kambing lokal yvang sebelumnyd tedah disonbk dengan  hormon PGF
secara  submukoga  vulva.  Pangujian ini menggunakan teknik
imunghistakimia secara langsung.

1.3. Lokasi Penalitian

Penelitian i dilakukan di kandang hewan coba Fakultas Kadakteran

Hewan Universfias Airlanggs [untuk pemboatan anhbodi PGFzz dengan

hewan coba kelinci jantan lokal). Laboratorium Biolog Maolekufer Vateningr

Fakultas Kedekteran Hewan {unluk feknik dot blot, ELISA), Labworatorium

Bromedis Fakultas Kedokteran {niversidas Brawijaya {untuk labelling anti-

PGFao dan teknik imunahistokimial dan Taman Temak Pendidikan Fakultas

redoklegran Hewan Unnersitas Aidangga 9 kecamatan Kedamean-Gresik

funtuk pemalharaan bewan coba kambing betina).

ki
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1.4. Hasil yanyg diharaEkan S
DLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
Beberapa keluaran ama dan penebban ini adalah .
a. Pembuatan antibodi PGF;x untuk deteksi kebaradaan hormon
PGF; o aksogen.

b FPembakuarn leknik gerlak birahy secara submukosa vulva

c. Perbaikan ferhlilas dan reproduktivitas ternak

4
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TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

2.1, Tujuan Penelitian

Penclitian i dirancang  Gniuk tyuan jangka pendek can tujusan

[angka panjang.

2.1.1, Tujuan jangka pendek

Tuyjuan pngka pendek yang akan dicapal dalam penslitian i

adalah mengembangkan benfuk-bentuk bioteknologi yang melipudi

aspek-aspek

4.

b,

Pesmbuatan antibodi PGF
Spasifikasi antibodi PGFxx dengan tekmk 4ot blal
Peneraan titer anhbod PGF a0 dengan taknik ELISA

Labealiing antibodi FGF - dengan ansim aikalin iosfatase

Pemakaian tekmk munotmsiokima uniuk mengetahur keberadaan

homean FPGFx dengan menggunakan antibodi PGSR e

21.2 Tuuan jangksa panjang

Tufuan jangka panjarng yang akan dcapai dalam penelitian ind

adalah ;

.

b

.

Membuat suaty model  teknglogi pembwaian ani-FGFxe yang
dapat digunakan pada fernak lzin.

Pambakuan tekmk gertak brrani dengan hormon PGRAa secara
submukosa vulva

Mendukung program inseminasi buakan yang selanjuinya dapat

memngkatkan ferttitas dan reproduekhivitas ternak.

Laporan Penelitian Pembuatan Anti-Prostaglandin ... Ismudiono



2.2. Manfaat Penslitian
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Hasil Peneiban ini diharapkan dapat bermanfast bagi

a. Peneitt, sshaga bahan informasi 1Imiah dalam rangka meagka
pembustan ant-FPGFae gserta jalur lutaohik yang dilalie olgh
harmon PGFzx sebagal horman gertak birshl yang  dibenkan
secara submukosa vulva.

b. Mahasiswa yang tedibat, membenkan pengetahuan {eoritis dan
prakiis sera kelrampilan dalam pembuatan anti-PGF o serta dapat
mealakukan uji-uji imunokogis separh dol bict, ehisa dan tekndic
rrmunehistokima

c. Peleamak, sebsgai bahan informasi tentang aplkasi hormon

PGFao secara submukosa vulva untuk gertak birahi.

L
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TINJAUAN PUSTAKA

31, PERAN PROSTAGLAMNDIN Fxo CALAM SIKLUS BIRAHI

=iklus hirghe dapal diartikan sebagai jarak timbulmys salu perinds
brrani k2 permulaan perode birahi bernkutnya. Selap spesies hewan
mempunyal ciri khas pola siklus bwrahinya, kamioing  sabagai  hewan
poliesirus memperihaikan gejala birahi secara penodik sepanfang tahun
flemudiona, 19959,

Siklus bratr diatur ofeh hormon-hormon dar hipothalamus, pofisiz,
ovanum dan utergs. Fanjang sikius berkisgar antar 17 = 25 hari dengan rataan
panjang siklus 2012 = 2.3 han pada kambing dara dan 21,3 + 3, T hari pada
kamtung dewasa. Berdasarkan fengsi ovarumnya, siklus birahi lerbag
memadi fase hkuler dan Fase |ulesl Fase folikuker mehpub sen kegiatan
wang dimula sejak futechsis dan berakhir sazt folikel dominan pada cwaniom
mengalami ovulasi. Karakteristik fase ltsal adzlab terdapatnya korpus
luteum pada ovariuim yang mensekiesi emon  progesteron  sampai
lerjadinya regresd kompus luteumn {Hafez, 2000).

Genak birahi t2nujuan untuk mengendalikan giklug brighe sehinggs
perode birahi pada zekelompok termak betinz tenadi secara zerentak
{FParodihardjo,19927). Dasar hisiologis dan gerak birahi adalah harmbatan
pelepasan lufeimizing hormone (LH} dan hipofisis anienor sahinaga dapat
menghambal pematangan falikel de Graaf atau penghilangan korpus luieam
secars mekanik atau fisiclogis dengan pemberan preparat ulechtik sepert

FGEFsa {(Hunler, 1935, Menuorut Milvae (2000 regresi korpus luteurm dhinizias
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oleh FGFzo yang berasal dan uterus. Sedangkan menunst Hafez (2000
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
FGFz0 jika disunlikkan pada hewan yang berada dalam fase diestrus akan
manyababkan regres: korpus luteum sehingga skan menghiangkan umpan
bahk ke hipofisis anterior untuk melepaskan hormen gonadotrogin s&ningoa
akan terjadi birahi 48 — T2 jam setelah panyuntikan. Salanjutnya Milvae af
a1{1996} menyalakan batwa korpus teum dikontrol oleh sepumiah faktor-
faktor lutentrapik yang mendukung selama siklus birahi dan kebuntingan.
Lima hipctesis mekanisme kerja PGFza dalam meregresi korpus
luteum adalah | 1. PGF=z langsung mempangaruhi hipaksis, karena hipofisie
sangat penting dalam mempertahankan aktivitas korpos luteum, 2. PGF.a
dapat menginduksi lutedlisis melgivi werus dengan jalzn menstimuler
Konlraksi  uterus, sehingga ulerus mengeluarkan  luteclisin  endogen,
3. PGF 12ngsunyg bereaks sebagai racun ternadap sal-sel luteal, 4. PGFza
beraifat anti-gonadolrgpin. interaksi antara PGFaa dan gonadotropin terjad
dalam sirkulasi darak atar pada reseptor di korpus futeum, 5. PGFar
mampengaruhi aliran darah ke avanum (Phamig, Tillson dan Edckson yang
dikulip akeh Selizwan dan Hamidjojo, 1982). Selamutnya berdasarkan hasil
penehban Miswsnder af &l 19807 efek vasokonstiks PGFza mungkin yang
menyebabkan terjadinya hipoksia dan selanjutnya menyebabkan lulechisis.
Penglitian Cumring dan Lawson (1973) yang dikutip Ismudiona {19&2)
menyatakan bild arteri ovanca dipsahkan dan vena yang menuuo uterus
maka kehidupan korpus luteumn dapat diperpanjang. Hal ini memblktikan
babwa PGFo dialirkan dari vena ulerina ke atan ovanca bardasarkan

keseimbangan konsentrasi. Pendapat lain dan Milvae {2000) tenlang

5
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mekanizme karja PGF;EDLmﬁgrgigl&légfgnive%ﬁgshxﬂangfagm&& lutedhtik,  pada
rurmimansia dimolai dengan membanfirnya PGFaa dar uvterus, selanjutnya
akan mempengarih s2i andotel utuk menghasilkan endothelin-1 yang akan
renghambat proses sleroidogenesis pada (2s€ lubeal.

Shatzynski ef 22000y menyebutkan bahwa beberapa cara telah
dikembangkan unluk mengetabu mekanrzme kerna hormon, s3lah satunya
gengan menggunakan meteda direct enzyme fmmunoassay (ELAY meialw
meparasi antagoms atau anti hormon yang dikehendaki, selanjutnya

tisebutkan pula bahwa antisera FGFza dan antsara  tedah ganyak PGEg

diqunakan untuk kapergan tersebyt.

3.2, Hormon Prostaglandin
3.2.1. 3ejarah

Yon Euler pada tahun 1935 pertama kal manemukan suatu zat
yang dihagilkan oleh kelenjar proglat manusiz yang selanjutnya grpan
nama prostaglandin. Prostaglandin meupakan suatu zat yang dapat
menuninkan tekanan darah sena dapat mamacy kontraksi wsus dan
uterus (Djojosoebaga, FEIE).

Pmstaglandin dapal dismtesis okbh berbagen organ seperti
paru, hati, ginjal dan limpa serta efeknya sangat beraneka ragam.
Pembentukannya dapal dirangsang oleh bemagai stimuli. Dalam
jumlah sangat kecl hanya beberapa nanogram saja sudah cukup
vnluk menimbulkan berbagai afek separli vasodiatas), kontraksi

Uterus, Weus maupun bronchos (Sehawan, 1983).

1
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Menurut Labhsetwar (1874) yang dikutip oleh lamudiono (1982}
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
mengalakan bahwa didatam svanum domba maupun sam terdapat
suaty 8t mirip prostaglandin, selanjulnya prostaglandin dapat
dipisahkan hampir pada semua jaringan Wwbuh sepert gvanum, caran
amnien, plasma semen, uteros, ool @Entung, ginjal, sumsum tulang
belakary dan pankreas. Halez {1992 menyebutkan  bahwa
prostaglandin dengan cepat akan terdegradam galam darah segera
salelah pembredian secara sunkikan, dan akan menimbulkan efek
fismxlogis jika dibenkan dengan dosis yang hinggl.

Diantzra  kelma  kelompok  utama  prostaglanding . yang
batiubungan erat dengan proses reproduksi adalah PGFzax dan
PGE;  Hormon prosltaglandin Fee mempunyal efek labin baik
danpada PGE; dalam proses marggrasikan komus luteum. Sedain ity
FGEFax juga mempengaruhi peningkalan kantraksi fuba fallopi dalam
lransport sel telur dan sparmiatozoa pada vakiu birabn dan perkawinan
(lrmudions_ 1998).

3.2.2. Struktur Kimia Hormon Prostaglandin

Senyawa prostaglandin merupakan  derivat asam lemak
esensial yang mempunyal 20 atom karbod yang mangandueng 3.4 alau
5 ikatan tdak jenuh disebuat asam lemak prostanost. Penamsan
proslaglandin menuwrut bural alabet (A, B, £ dan F) didasarkan pada
struktur dan cincin siklopentan {Digjosoebagio, 19983,  Selanjutnya
dizabutkan pula bahwa keslwnpok PGF kamnudian dibedaken ag

berganlung pada gugusan hidmoksil yang ierdapat pada alom karbon

[}
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k-2 spsieh bermda, pada koduduken, fans m) aw cis (G, dan
kelosmpok PGF yang trans terbagi lagi bardasarkan ikatan ganda yang
{erdapat dalam struktur hormon tersebol menad) PGF . PG, dan
PGP, Hormon prastaglandin Fo meampunyai rumus  kimia
LaH NGy dengan berat molekul 4756 (Biochemicals Organic
Compaunds for Research and Cragnosic Resgents 1981,

Bardasarkan struklur kimianya, prostaglandin dikelampokkan
dalam bhma k=lompak besar yate PGA, PGB, PGS, FGE dan PGF.
Ferbedzan antara saiy cengan [dinnya tedelak pada gugusan
fungsmnal yang lenetak pada cinoin $egi ima (cyedo penfans). Setap
jenis prostaglandin mempunyai fungsi yang berteds-beds antara 1ain
berpengarmuh  terhadsp saluran pencemaan, saluran  pernafasan,
sistemn saraf pusat sera saluran reprodouks (Ismuodiono, 1284),
3.2.3. Anti-prostagiandin Fziz

Artama  {1932] menyebutkan bahwa bersamaan  dengan
masuknya antigen ke dalam lubuh, maka peranghat imuen akan
membenkan mespon berups suaty Kaskade reaksi yang terkenal
dengan sentral imunglog dogma. Selanjuinya dsebuikan pula hamya
sasual dengan banysknya anbgen delerrminan, maka sugtu antigen
akan mensitmulasi  sejumlzh Imfosil-B yang mempuiyar resephor
sesua dengan epitop yarwy skan berpraliferas menghasilkan antibodi
yanyg spesihk

Proglaglandin mempunyai fungsi sangat berzgam dan lerdapat

perbedaan antara prostaglandin tipe yang satu dengan lps 1&innya,
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Beberapa macam c/itgm _apteartjusztaakg :ﬁmgggﬁ”ﬂg: sebagai penghambat
atau merangsang sintess prostagiandin melalei berbagas mekansme.
Mekanisme kena zat-zai penghambat atay antagonis prostaglandin
ada hga macam yailu antaganis farmakologlk, anlagonis Kirmaw dan
antagonis fungswinal [Dpjosoebagis, 1996 Dikatakan pula hahwa
anlagoms farmakeologik mempunyai kemampuan ontuk Mengacaukan
pembeanivkan atal katan antara agomis dengan reseptar [antaganist
receplor oomplea ). Selanutnya dikatakan ila sualu 28t yang dapsat
beakatan dengan reseptor di mana seharusnya merupakan lempat
iatan agorus disebut  antagoms bersaing (compedifive antagonst),
katar: antara antagons - reseptofr dapat bersifat tdak mantap
(reversible] dan mantap (vmeversibis). Cara kens antagoms kimiawi
adatah menirunkan atau menghilang kan sama sakalh akhvitas iologik
agonis dengan jalan melakukan interaks kg dengan molekul
agonisnya. Kelompok antagonis fungsianal bekera dengan jatan
mangurangi agonis lanpa mehbatkan reaseptor. Beberapa zal yang
secara alamah mempunyai  fmgs  menghambat  sintesis
prostaglandin  adalah  aselikolin.  katekodamin.  hislamn, dan 5-
nydroxythryptamun, Selanginya beberapa panefiti melakukan smtesis
beberapa zat yang mempunyal kesamaan dengan prostaglandin
dengan jalan mengikatkan atom oksigen pada atom karbon nomer ¥
pada sirukiur prostaglandin, zat im mempunyai furgs) sebagal

anlagonis prostaglandin,

12
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Skarzynski &t & {2000} menyebutkan bahwa beberapa cara

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
telah dikembangkan unfuk mengetahul mekanisme kena horman,
salan satuhya dengan menggunakan metoda  direct ennyme
wmmoncassay (El&; melalui preparasi anlagonis atau  anti-horman

yang dikenendaki, selaniltnya disebutkan pula babwa antisera PGFax

dan anlisers PGE; telab banyak digunakan unfuk keperiean tersebot.

3. 3. Anatomi Alat Kelamin Betina

Cusunan analarme alal kelamn beling pada umumnya tercirt dan alat
kelamin wlama yaitu gonad atau ovarum; saluran reprodoksi  yang terdim
dari tuba fallagii, uanes. serviks dan vagina, dan alat kalamin luar yang terdin
dan vulva dan kiitons. Didalam rongga pelas alat kelamin beting  digantung
oleh beberapa alat penggantung. Owvarivm digantung okeh afal penggantung
mesovanum dan ligamenlum uferg-ovanca, (uba fallopii digantung oleh
mesasaliphink, sedangkan uters. serviks dan sebagian vaging digantung
oieh mesovarium atay ligamenfum lata {Ismudiong, 1999).

COwvariom memspakan  suatu  kelBnjar  reproduksi yang dapat
menghasikan avum dan harmaon kelamin, Tuba fallopn merupakan saluran
sempit beruueng  lebar,  sebagan  tempat  fertiisasi  dan selanjuinya
meneruskannya ke uterus. Pada bagian yang melebar terdapat rambut getar.
Ltarus terdin dan kornoa oten, korpos ulen dan serviks uter. Pada komua
dan korpus memunglinkan telur yang sudah dibuahi tumbuh sampai saat
dilahirkan. Sedangkan seiviks uign menrpakan tempal penguncl utenus

sewaktu ada kebuntingan (Hardjepranjolo, 1982}

13
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Vagina menpakan, slat Kopuiasi fnuan Reling dan sebagal (empal
unluk deposisi air mani sewakiu kopulasi. Yulva sebagai jalan keluar dan
unn dan sepagal pinlu gerhang  alat  kelamin dengen  dums  laar
{F randson, 1952).

Vackularisas ovarum beraszl dari ramus avaricus dar arten avarcs
yaitu cabang dar aren spermatica iterna  Ramus ovakcus ini juga
mengalirkgn darah ke wba fallopi, Vaskulansas: ulerus dilakukan oieh arten
utering cranialis yang merupakan cabang aren spermaldta nterma dan arten
utanna media yang berasal dan #rien umbihcahs yang merapakan cabang
dari arten hypogastnea. Arten wering caudalis membeenkan darah pada
serviks dan sabagian vaginz (Hardjopranjoto, 19829,

Wiva (Pudendum feminnam) merupakan ujung paling belakang dan
alat ketamn beting yang melipub &ftors, fabwm minors dan Ehilm mayons.
Laebium munora berupa lipatan mukosa  yang membantuk dinding lateral
vestibulum. Epitelnya berupa epitel bedapis pipsh  dan bagian tengahnya
terdin atas janngan tkat yang banyak mengandung pembulub darah, terdapat
juga papila linggi yang menprek puh kedalam apitel Kelenjar sebazea
terdapat pada kegdua permukasnnya dan bidak ditengkapi dengan folikef
rambut. Labvam mayerg berwijud Lipatan Kulil yang wmishulopi GHGnT mhinoa,
Pemmukaan dalamnya halus, tidak berambut Permukaan lvamyza diliputi
epidermis dengan lapisan tandok dan mempunyai rambit, kedeniar kenngat
dan sebasea. Bagian tengah setiap bibir mengandeng cukup banyak janngan

lemak dan zedikil serat otot polos {Leeson dkk. 1992}

id
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Dari luar tedihat kegg& I%E:Eugatigﬁ nﬂﬁitﬁﬁggammMntuk COMISUra
dorsalis yang membutat dan komisara ventralis yang runcing. Labia wulva
berambul halus dapat bermgmen 3tau tigak erganiung pada spesiesnya.
DOidalam subkutisnya terdapal lapsan lamak disamping baberapa urat daging
sifkuler dan spnkter yang menulup s&turan vulva dan duma lyar. Bidang
dalam labia vulva barubabh menjadi selaput lendir kutan yang dilanjuikan
dengan vestibulum vagina, Labia wulva biasanya tertulup rapat karena
adanya otet spinkler. Vaskulanias vulva dan vestbulum barasal dari arten

urogendalia, pudenda ekstemna dan ntema (Salisbury, 7985, Frandson,

1992}

J3.4. Teknik-tentk Diagnosis secara immunologis
4.4.1. Imunoblotting.
sakah satu metode imunobioting yang dapat digunakan adalah
got biotting yarfu suaty metode untuk mendeisks: kebaradaan anligen
{Goers, 1993). Prosedumya adalah antigen ditgteskan pagda membran
ndrocefiulase atan pabwvinplhidene diffowrde (PYDF) dan dinkubasikan
dalam antibodi, tanpa adanya pamisghan melalli  sodiom dodecy
sulphanat palyscniamid gel electraphoresis (SD5-PAGE) sohingga dot
blotung hanya mengetahui keberadaan antigen dan trdak membenkan
informasi berat mofekul.
Reaksi spesiik antara anbgen dan antbodi  dikonfirmasi
dengan anlibodi conjugale ahaline fosfalase sebagal  antioog

sekunder dan direaksikan dengan substrat. Dot blathng  dapat

15
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digunakan unfuk menel Ekan ra_kuglitatif kensenfrasi antigen

rpustakaan Universitas Airlangga

dengan inlensitas warna yang ada pada membran {Goers, 1993,

-

S O s = e urs

Gambar 3.1.. Imunodeleksi pada membran dengan antigen
terperangkap {Promeps, 1996)

16
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342 Teknik Enz};errS“ ngtggkgggﬁ?/g?ngmg assay ndirect
Model ini banyak digunakan di berbagai tingkatan laboratorium,
karena bahan yang digunakan untuk tes ini sudah banyak dipasarkan
dan mudah dibeli. Model ini tidak memeriukan keahdian Khusus untuk
konjugas hanya saja dar zegi hiaya sedikit lebih besar glsh karena
model im memerukan  konjugat  fragmen imunoglobin  anti
munoglobulin yang akan didoteksi. Semisal yvang skan dideteks
adalah g maka diperlukan komugat fragmen imunoglobulin anti igG.
Hasd tes i iebih spesifik dan senng digunakan secara rulin

urituk disgnozis antigen maupun antibod.

|
ANTIBODI - ENSIM - KONJUGATE

AMTIGEN SPESIFIK M-sb

Gambar 3.2 Prinsip Elisa frcirect

17
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343 Imu nunistu/!\tDimia

LN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Imunohistokimia merspakan gabungan antara histologifsitologi
dan imunglsgi. Imonohistiekimia adalah suaty metode pewamaan
substansifbahan akbf di dalam jarngan dengan menggunakan prnsip-
prinsp dasar imunclogl yailu pengikatan bahan aklif {antigen) pada sisi
aktf yang spesifik olzh suatu znti-bahan akiif fantibodi). Hasil reaksi
antigan-antibodi i dapat didentifikasi pada spesimen bila antibodi
dikat cleh suaiy penanda {marker} berupa flucresen, ensim, bahan
partikel atau sotop yang dapat divisualizasikan, sehingga dapst
menandai keberadaan bahan akiif terssbut dalam jarngan. Bahan aktif
tarsebul capat berupa proten, karbohidral, asam nokleat, jemak.
tahan-bahan alami f@innya serta bahan-bahan sintetik [(Murhidayat,
2002; Satijanto, 2002}

Beberapa syarat yang harus dipenuhi dar metoge im adatah
tahan aktif lersebul harus dapal membentuk antbodi yvang spesthl
terhadap tahan aktf tersehut. bila disunlikkan ke hest kedua yang
berbeda dengan hos tempat asal bahan akiif tesebul. Bahan aktf
tersebul juga harus terakumolasi dalam jumlah cukup di dalam e} atay
jJAnngan sehinggs dapat dikat oleh antibodi spesifk sesta dapat
twisualisa=zikan. Stabilitas dan  determinan ankgen  yang akan
diddentifkasi dalam janngan seria sdat alamiah dan antigen dan proses

penanganzn janngan (Seljanio, 2002)

it
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ot el ME e Arangs
Conjuyated
- Antiserunmy

GCamibar 3.3.. Metode imunghiztokimia langsung, tidak lzngsung
dan metode protein A [Somber Beeskey, 18932)

£
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BAB IV
METCBE BENBLITTAN "

4.1. Tempat dan Waktu Penaolifian

Penelitian yang dilakukan tevdini dar dua iahap. Penelitian labap
pertama dilakukan di laboraterivm Fisiologi Reproduksi Fakultas Kadoktaran
Hawan Universitas Airlangga, labovatonum bersama Biomolekuler FEH-Unair
dan laboratorium Bickimiz Fakultas Matemalika dan Lmu Pengetahuzn Alsm
Universitaz  Brawijaya dalam membuat anti-prostaglandin Fea tedabel
alkalin fosfatase Penebhan tahap keduz dilakukan di Taman Termak
Fendidikan Fakulias Kedekieran Hewan Universitas Awrlangoa  dan
faboratorium bipmadis Fakuftas Kedokieran Universitas Brawijaya dalam
mempuatl preparal untuk  pemeriksaan  imunohistologis  dari saluran
repraduksi. Penslitian ini dilakukan selama enam bulan yang dimulai pads
bulan Juli sampai dengan bulan Desember 2003,
4.2. Populasi, Sampel dan Besar Sampel

Populam peneliian periama adalah sekelompak  kelinci lokal jankan
yang berasal dari sebuah palernakan di Batu- Malana untuk  biosintesis anti-
prostaglandin. Sampel penelian adalah kelinci {okal jantan yang telah
dewasa kelamin dengan berat 1,5 - 2 kg, Bosar sampel delapan (8] ekor,
Populast peneliban kedua adalah sekelompok kambing lokal betina yang
berasal dan sebuah petermakan kambing di Mojokerlc.  Sampel penelitian
adalah kambing kokal belind yang telah beranak dan bevada dalam fase

lWteal. Besar samps| lima (5) ekaor
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Operasionalizast hi%i&lggerﬁ gf!;ﬁﬁéi&iﬂnan grggma dan tahap kedua
dapal dilihat pada gambar 4.1 dan 4.2,
4.3. Yariabel Penelitian

4.3.1. Penelitian?
Variabet bebas { indapendent variablel
Berbagai dozis pemberian PGF o secara subkulan pada kebnei
antan
Variabel terikat (dependent varisiia)
- Anlibodi PGFze daiam serum tarah kelnei jantan
- lkatan PGFzz dengan antibodi PGFao terlabal alkalin
fosfatase
Variabei kendali
Umur kalinci  jantan, Wakiu pemberian PGFxx.  Wakiy
pengambilan darah

4.3.2. Panglitian lI
Variabel bebas [ indepandent varnalia)
Barbagai dosis pemberan PGFxx secara submukosa vulva
peds kambing batina
Variabal terikat fdependent variabla)
- [katan PGF;z dengan anti-PGF 0 terdabsal slkalin fosfalase
Variabal kendali

Umur kambing beting, ¥akiu pembenan PG Fac

1l
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4.4, Dafinisl Dperasional Varabed
1. PGFx: adtalah hormon  denval a3sum  emak yang  secara
hsiologis diproduksi odeh paningan endometium uterus dan dipakai
untak induksi  birake pada sekalompaok, termak.
2. Antibodi PGFac adalah antibodi basil respon pemberian PGFxa
pada kelinci jantan yang diketahui dengan meteda dol biot
3. Anlibodi PG Fea terabel Alkalin fosfatase adalah soaty  zat
anti yang diperceeh dengan cara penyuniikan pada keing antan
yang felah mangdlami proses pemumia dan telah dilabal
dengan gnszim alkalin fosfatase
4. {katan antigen anbbodi terdabel alkalin fmsfatase pada saluran
alat kelamin betina untuk mernmbukbikan galur lutealbk PGFa di
dalam  saluran alat kelamin setelah penyuntikan PG secara
submukosa vulva dengan mengounaian ek imunohistokimis.
4 5. Bahan dan Peralatan Penelitian
FPada penstitian pertama digunakan kelnei lokal jantan yang sehat,
telah melewali usia pubertas, berat badan berkisar antara 1,5 = 2 kg. Hewan
percobazan pada penelitan kedua adalah kamhking lgkal betina, sehat. pernah
berginak, dengan berat badan sekitar 25 — 30 kg.
EBahan dan reagen yang dipakai dalam penslitian  pertama adalah
hormon PGFaa (Glandin N, Lehmann  Animal  Heakh GmbH &
Co KG.lemman} |, Complele Freund’s Adisvant! (CFA] dan  inccerpfefe

Freund's Adiuvant (IFAY  produksi Sigma  Chemicalb Company  USA,

il
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SA3 S0 % [ Ssturated Ammcnium Sulphala), PBS { Phosphal Buffer
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

Saffne ) pH 7, Skim Mik | Aquadest Tween 20 { Tween 20 -
Polyoxyethylen sorbitan monclaurat,  Art. 822184, Merck - Schuchardt
Munchanh,  NaMZ [ Sodium Azide ), Substrat Western Blue (Weslern Blue
stablized. Substrate for Alkaline Phosphatase Cat # 5 3841, Promegs
Corporation. USA. Anti Rabbit- 1gG AP [Anu-Rabbit 169G C (F&), AR
Conjugate. Catalog # 3 3731 Promega Corporaton-USA), kertas
miroselulose (Hybond-C pure. Nitroceliulose membrane  Amersham Life
Science-England), kertas tissue, Carbonate-bicarbonate, BSA  (Boving
Afburmnt Serum, . MaCl; | NaDH, TBS {Tris Buffer Saline) SAS 50%
(Saturated Amonium  SuMat), Phosphatase-alkaline {orthophosphoric,
maonoester phosphohydrolase- Sigma Chemical Co), Glularaldehyde 0,25%,
Sedangkan peralatan yang digunakan adalah  Blotier {Bio-Dol Apparatus,
BIORAD-USA), Microplate, Elisa-reader, vacum pumg. vorlex, gurting, pipel
eppendorf, plastik tip, cawan pebi. gunting . kantong selofan, sentrifuk,
tabung reaksi, magnetik sticer, refmgerated confifige, freerer |, autoesaf
peralatan gelas, peralatan seksi, vacculamner, .
4.6. Frosedur Penalitian

4 6.1. Tahapan penalitian pertarmna

Fenelitian ini menggunakan kelinc jantan sebagai hewan coba
dengan tahapan peneiitian pendahuluan sebagai berikut
a. Pembuatan antibodi prostaglandin Fzo melslui induksi beberapa

vanas dosis POFx pada kelompok hewan coba
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lsolas dan purhkasi saenum hewsan eoba yang @lah diinduksi oleh
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

hormon FGFa merggunakan sentrifugas dan 5A5 S0%
Karakiericasi ant-PGFsz hasil solasl serum  hewah  coba
berdasarkan reaksnimunologis menggunakan dot blotting
Pengukuran titer antibodi dengan menggunakan leknik elisa
ingirac]

Parentuan barat molekul dengan menggunakan meledz sodum

dodecyl sulphonal polyacriamed gel elentroforesis {SDS-PAGE]

Labelling ant-PGF xx dengan ensim alkaln foslatase

4 6.1.1. Biosintesis anth-PGF e

a. Pemsiapan hewan cobha
Hewan coba yang dipakai untuk {ujuan biosintesis ant-
PGFx adalah kelinct lokal jantan yang diperoleh dan
sebuah peternakan kelnci o Balu. Dua (2) ekor kaling
disebut sebagai kelompok Kontrol di imumsasi dengan PB3
dan CFAAFA. Enam {B) ekor kelner dinduksi dengan
PGFax masing-masing dua ekar dengan dosis 250 ng. 500
pd dan 750 pg

b, Imunigasi hewan coba dengan PGFx untuk masing-
masing dua ekor kelngi dengan dosis 250 ug ; 500 ug
dan 750 ng atau setara dengan 50 pb; 100 pl dan 130 pl
yang ditambah dengan gjuvan CFA. Penyuntikan dilakukan
cecara subkutan. Perbandingan antigen dengan ajuwvan

1: 1. Semua kelompok  hewan coba dimumsasi ulang

L4
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(boostan, dengen permyunikan PG dengan berbaga
dosts dilambah IFA sebanyak 3 kali, booster | dilakukan
pada minggu Ke 3, booster N pada mingou ke 4 gan
boostar (I pada minggu ke & Dose pembenian Doosier
sama dengan dosis imunisas { |, pengambilan  darah
difakukan pada mingge ke 134567 dan 8 Cara
panyiapan emuls dlakokan dangan meneleskan pelan-
pelan auvan dalam PGFxx  sambil di vorlex, sampai
tercampur Jan memdentuk emulsi $ecara SemMpwma.
¢ Isolas) dan purifikasi serum
Fangambilan darah untuk mempsrcleh antibodi PGFao
dilakukan meksiul vena aunculars pada kelompok hewan coba
yang telah di imunisasi dengan hormon PGFzz menggunakan
spuit disposbel, selelah fu  dilakukan pemisahan  serum
dengan metods senfrifugasi (1500 rpm selamsz 20 menit),
Fresipitat dibuang. supematannya dipindahkan dengan pipet
eppendarf dan disimpan pada suhu - 20
Samum hasil isolasi selantnga ditamben dengan  Saturated
Amoniurm  Suifat [(SAS 0%} derngan perbandingan 1 ;%
diromogenkan dengan menggunakan vorfex.  Selanjulnya
dinkubasi pada subu 4 *C  selama beberapa menit. Serum
disentrifugasi dengan kecepatan 3004 rpm pada =vhu 4 °C
selama 30 manit. Supameatan dibuang, presipitat dicuci dengan

A5 0% (10X volumg peipt), kemudian dibomogenkan

23
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dengan menggunakan vortex.  Selanjuinya  dizentrifugasi
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
dengan kecepalan 3000 e pada suhu 4 °C selama 30 menit.
Presmputat citambah dengan 0,05 M buffer fosfat pH 7 pada
voiume 1 ml. dilamgutkan diahsis dalam 9,01 M bufer fosfat pH
¥, semalam pada suhy 4 °C.
. Karakterisasi anti-PGFx melalul dot blatting
Karakterisasi  anibodi PGFax  juga dilakukan
berdasarkan spesfisitas reaks dengan PGFza  dan dianahsis
manggunakan metcde dot blalting. Prosedur keranya sebagai
barikut - sampel PGFZ alfa sabagai antigen diencerkan 20 — 40
kali dengan PBS pH ¥ 4. Selanjuinya diteteskan pada membran
nitrocallulose yang sudah diletakkan pads alat dot bloter urtuk
dikeringkan. Setelah kerwg, membran direndam dalam PBS-
susy skim 5% sebagai blocking selama 1 jam sambil digoyang.
Selgnjutnya dicusi dengan PES tween-Z0 0.05% zelama 3
menit sehanyak 3 kali Membran diinkubasi dengan antibodi
primer (antibods PGRaa) vang 1elah diencerkan 50 = 200 kah
dengan FBS-susu skim 1% pada suhy kamar sambil digoyang
selama 2 jam Membran dicuci dengan FES tween-20 0,05%
telama 3 ment dan dilang 3 kzli. Kemudian diinkubasi
dangan aniibodi sekunder (ahfi rabdd fgG AF conugate yang
gencerkan dengan PBS 1 - 1000), Selama 1 jam pada suhu
kamar dan dwusr lagr dengan PES-tween 200 0.059%.

Selanjutnya membran direndam dalam substrat wesiermn hiuve

26
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sampal muncul wama dengan intensitas yang jelas, reaksi
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
dihentkan dengan aquades.
e. Pengqukusan titer antibodi dengan teknik Elisa indirect
Anbbadi PGFao yang dihasilkan dilzakukan karakierisas
bardasarkan nilar titer antibodi dengan teknik Indirect Enzyms
Linked Immunosorbent Azzsy (ELSA)L Prosedur kedanya
zebagai benkut
Antigen dengan kadar 10 pg/ml diarnkan dalam  hufes
carbonal-bicarbonat  (coaling  bufferi{pengenceran 50 kal))
salanjutnys dimasukkan dalam micropfate sebanyak 20 pl tiap
wall, salanjulnys dinkubasi pada suhu 4 °C selama semalam.
Kemudian Avcropfate dicuci dengan PBS ween-20 sebanyak 4
kak, selelah it Biocking buffer dimasukkan dalam mricroplate
sebanyak S0 pl bap well, nkubasikan $ada suhuy reang s2/ama
2 jam. Mermpiale cucl kembali dengan PBS tween-20 sebanyak
4 kali, Antibodi PGFz  $ebagal anbbodi pomer dilarutkan ke
datarm blecking buffer BSA 1% dengen seri penganceran o0
kali, selanjutnya dimasukikan ke dalam microplate masing-
masing 50 pl tiap wel, inkubasikan pada suhu 4 °C selama
semalam. Microplale dicuct kembal dengen PBS tween-20
sehanyak 4 kali. Selanutnys antFrabbit oG bedabel alkalin
fosfalase dilarutkan falam PBS tween-20 dengan pengancaran
142500, dimasukkan pada micropfate sebanyak S0 pl tisp well.

kermudian giinkubaz pada subu ruang selama satu jam.
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Micropfate dicuct dengan PES tween-206 sebanyak 4 kah lalu
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
substrat p-NPP dalam digthanslamin 10% dimasukkan pada
micropfaie  masing-masing  sebanyak 50 pl bBap  well
Selanjutnya dinkubasi pada suhw ruang ssama 30 meanif
dalam reang gelep, kemudian tambabkan NaDH 3 M (sftop
reaction) sebanyek 50 pl tiap wel. Satalah i diokur fiter
anticodi dengan menggunakan ELISA reader dengan panjang
gelombang 405 nm.
f. Penantuan yarat motekul dengan metoda gel elektroforesis
Fersiapan Gel. Plat (el dibvat dengan merangkai dua
plat dengan jarak antara plat + 1 mm. Gel dibuat dua lapes yatu
gel sebagai tempal pengumputan sampel | sfacking gal } dan
gel sebagai media untuk pamisanan protain  { separaling ger ).
{Campuran separafing ga! dimasukkan ksedalam plat {tempal
lapisan gel} dengan manggunakan ppet mikng,  dibiarkan
fimgga terbentuk g2l . Berikulnya stacking ditwang diatas
separating ged sambil dipasang sisr, dwdiamkan beberapa meanik
kermudian sisir diangkat dan plat dipasang pada  alal
ataktroforesis dan dituangkan buffer pada bejana elekiroforesis
{ Sumitrg, 1995 §.
Injeksi Sampe). 10 pl sampel dalam eppendort ditambahkan
Reducing Samme Buffer { RSB | dengan volume yang sama
dengan sampel, dinomogenkan, dipanaskan pada subu 100 °C

selama dua menil, kemudian didinginkan dan sampel siap
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dinjeksikan pada sumur. Unuk protein stacdar padakuoan
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
sama separti seperil sampel dan dinjeksikan pada sumur
pating kin. Kemudian di jalankan dengan arus 20 mA, 600 Vot
zelama 2-3 jam
Pewarnaan dan Pencucian Gel. Gal hasil slekigforesis
diwarnai dengan cara merendam daiam landan Coomagse
Britkar! Blue selama 30-60 ment, digoyang dan kemudian
dilakukan  pencucan gel dengan cara merendam gel dalam
larutan cestainmg | pencucr Jselama 24 @am dengan eap
digoyang .
Penentuan Massa Molekul Relatdf Protam [ Mr ). Mr ini
dapat dilentukan dengan menggunakan protein standsr yang
dilanjulican dengan menghitung mabilitas ralatf (Rf),

Jarak pedprecakan pria prodein dam iempad awsk
Rf =

Jarak perperaken wone pelacak dan weopat awal

Selanjutnya dibuat kurva standar dar pralein standar seningga
dar kurea ini akan dapat ditenlukan massa molekyl relatd
sarmpel.
4. lakelling anti-PGF2 alfa dengan ensim alkalin fosfatase
Labelling antibodi PGFax dilakukan dengan  ensim
alkalin fosfatase Tujuan pelabelan ini uniuk memben tanda

rada antiboi sehingga bila terikat dengan antigen (PGP

29
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akzogen) yang tardapat daiam saluran alat kelamin betina akan
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
dapat divisualisasikan dengan bantuan mikroskop cahaya.
Falabglan dilakukan dengan metede Goer (Goer, 1993) dengan
urutan =ebagai barikut . Anfibodi PGFa sebanyak, 0.5 mi dalam
PB3 dilammbah dengan ensim alkalin fosfalase sebanyak 3
mg/ml, kemudian ditambahkan glutaraldehide sampai 020%
saminl divortex, inkupasikan sgama 2 jam pada suhu kamer.
Larutan dimasukkan ke dalam kantang selofan dan di dialisis
dalam Tfris Buffer Safine (TBS] yang mengandurg T mM
MgCl2, selanjutnya tambahkan Boving Serpm Alburmine {B5A)
sampai 0, 2% kemudian simpan datam subo 4°C
4.6.2. Tahapan penelitian kaedua

Penalitian tahap kedua menggunakan kambing betna
lokal sebagai hewan coba. Kambing dalam siatus fase lutesl
disunlik dengan hormon PGF:a sebanyak 7.5 mg secara
submukosa vulva, Selang satu jam dan dua jam, kambing
disernbelih, selanjunya saluran alat kelamin betina diambil dan
dipraparir untuk pemariksaan imunohisiokime,
Pemeriksaan Imunohistokimia

Saluran alat ketamin hewan coba (wabtva, vaging, sernvik
dan utsrus} diambil dan dipatong-patong selanjutnys potongan
oroan lersebut dimasukkan dalam sukrosa 30% kemodian
diblok dengan lansdan kolesd (PES + skim 5%). Pemotongan

dilakukan dalam encostal yang bersubu =20°C sampa 25 'C.

i
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Selanjuinya dilakukan pewamaan imunohistokimia dengan
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
metode [angsung yaitu berdasarkan katan anbgen (PGFza) —
anabadi (antbod PGFa) yang telzh dilabal alkalin fosfatase
dan akan lervisuahsasikan dengan penambahan kromogen
fwastern biya) (Nurhidayat 2002 Setijante, 2002)
Tuwan pameriksaan ni URlUK mengetahul jalur Wtealitik PGF e
eksogen dalam saluran alat kelamin berdasarkan ikatan PGFax
dan antiborh PGFge terdabel yang dicinkan dengan adanya
gambaran wama kebiruan dalam jaringarn.
4.7, Rancangan dan Analisis Statistik
FRancangan pensltian yang digunakan adalah rancangan acak
langkap dan anatisis data dand penslilian eksploras labacatorium untuk
menentukan titer anbbodi tertinggl dianalisis dengan uji 2nova satu arah dan
bia terdapat perbedsan antar perakuan dilanjulkan dengan upi BNT.
Pameriksaan imunchistolomia ¢ anahses dengan menggunakan uji khi-

kuadrat {Steel and Torrie, 1885).
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PERSIAPAN HEWAN COBA
{KELINCT LOHAL JANTAN)

—_— =
IMLUINISASI
DGEIE PGFz:

4

250 ug 500 ug T3 ug
AJUYAN CFA
BOOSTER 3 KALI DENGAN AJUVAN IFA

FENGAMBILAN DARAH 9 KALI

4

—
ISOLASI DAN PURIFIKASI SERUM

<P

DOT BLOTTING

BTt

INDIRECT ELISA

i 1l

GEL ELEKTROFORESIS

4L

LABELLING ANTI-PG DENGAN AP

zambar 4.1. Operasionalisasi Penelitian Pertama
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MINGGU KE
KELINC] KONTROL
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] 2 1; 4 5 & 7 ::i 9 10
. . ! . | |
| l | ! | ! |
A A2
B2 B3 B4 B5 B& B7 B3 B
A-1: PRS DALAM AJUVAN CFA,
A2 PBS DALAM AJUVAN IFA
B-1 sfd B-9: PENGAMBILAN DARAH
MINGGU KE
KELINCL PERLAKLIAN
I ;lv Jj 4 5| 6 ?Ir R g 10
Ii.. : - : |
; ] i ! ! | ! Il | |
A £l
B-1 B2 B3 B4 &5 BE B7 BA& BY

A1 2 PGFax DALAM AJLIVAN CFA
A2 PGFzo DALAM AJUVAN IFA
8-1 std B9 PENGAMBILAN DhakaH

Gambar 4.2 Skema Imunisasi dan pengambiian darah
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KAMBING BETINA
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_-_H__h""'--..___..-—'-"ﬂ_ﬂ-._

SUNTIK PGFaa

SECARA SUBMUKOSA VULVA
DOSIS 7.5 myg

1ja kontrol

Kambing di pptong

¥ 2jam

kambing di potang

—'——_'___________.____;-—

saluran reproduksi dl potang
buat preparat histologia

2FES

pemeriksaan imunohistokimia

Gambar 4.2. Operasionalisasi Peneliian Kedua
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HASIL PENELITIAN RAN PEMBAHASAN

5.1. Bicgintasis anti-prostaglandin Fa o
5.1.1. Imunigasi, Jumlah Serum yang Diperoleh, Jumlah Serum
hasit Purifikasi

Imunisasi

Imunisasi telah berhasil dilakukan pada 8 ek kehne lokad jantan,
dengan rncian 2 ekor sebagai kontrol {mendapatken suntikan PBES +
CFA_ boosier PBS + IFA), dua akor sabagal perlakuan | {rnendapatkan
Sunlkan 250 pg Pafze + CFA, booster 250 Jg PGFux + IFA), dua ekor
sebagai perlakuan Il {imendapalkan suntikan 500 pg PGFax + CFA,
fhooster 500 pug PGPz + |FA) dan dus akor  sebagsl periakuan [H
({rmandapatkan suntikan 750 ug PGFaa + CRA, booster 750 pg PGF
+ IFA).

Jumlatt zerum yang dipernleh

Carah diambil dan vena auriculans, pengamivlan darah (beeding)
dilakukan sebanyak 8 kal, dengan demikian didapatkan sebanyak 72
vial serurmn masing masing sebanyak 1,5 g,

Jumlah sarum hasil purifikasi

Setelah. dilgkukan purifikasi  dengan menggunakan SAS 509
(Lampiran 1) maka didapatkan 72 vial gserum  hasil purifikesi masing-
masmyg sebanyak 0.5 oo, dengan rincian predmun (Mesding 1}
sebanyak & buah dan 64 bush sisanya iendii dan ssrum kontrol,

pefdakuan LIl dan 1IF | delapan kal bleading.
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5.2 Marakterisasi antibodi prostaglandin Fr;o
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
Karakterisasi ini borujuan untuk mengetabul spakah antibodi yang
tmbul  setelah dilakukan imunisasi dengan hormon prostaglandin Fpao
adalah anti- proslaglandin F; a. Karakterisasi untuk mengetahuee spesifisitas
anbibodi dilakukan dengan menggunakan teknik dol biot, indrect ehaa dan
takruk S0HS5-PAGE.
5.2.1. Dot kot
Untuk membuktikan bahwa PGF-z mampu menginduksi anli-
PGFax dilakukan uji spesifitas. Data uji spesifitas secara kuzlitatif
dilakukan berdssarkan metode Dot Blot menggunakan alst Dol Skofter
{BioFad), dihasilkan data berupa gambar visualisasi lerjadinya reaksi
spestik antara antigen (PGF; o) dengan antibadi (anti- PGFze) borupa
neda bin keunguan.
Hasil bkatting dan 64 buah serum yang telah dilakukan purifikas
yany targirk dari kontrod, pertakuan 1, 1 dan Il dengan delapzan kali

Hfeeding dapat dilihat pada Gambar 5.1 dibawah ini.

E1s
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Gambar, 5.1 Hasil blotling dari 64 buah serum purifikasi

Fada Gambar 5.1. tfampak adanya gragasi wama noda sebagal

hasil reaksi entigen (PGFzx) dengan antibodi (anti- PGFa), gradasi

wirna ind dipengarghi oleh variasi konsenasi

antibodi.

Timbulnya antibodi gkibat penyuntikan PGFxa+ CFA sudah
mulai nampak pada bleading 1 {minggu ke-3). Bardasarkan gradasi
wam3 yang nampak ternyata kelompok il dan i pada bleeding ke 4, 5
dan § (minggu ke-8, 7 dan 8) menunjukkar tingkal kegelapan yang
paling tzjam, hal ini menunjukkan bahwa konseniras: antibod cukup
tinggi. sedangkan penurunan kadar antibodi mulai tampak  pada

semla perlakuan saat blseding ke-7 {mingge ke-9 setelah booster 1.

Laporan Penelitian

Y}
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Hasil blotting juga menggambarkan batbwa konsentrasi anlibodi
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga
yang ditunjukkan oleh gradasi warna yang paling tajam pada
perlakuan Il dan Il adalah sama. sehingga dapat dikatakan babwa
domis opumal untvk imunisasi adalah perdakuan [ [ dosis PGFa
sebesar 500 g}

Pari hasil Dot Blotling lersebul membuklikan bahwa imunisasi
bervlang FGFza dengan penambahan adjuvant CFA dan IFA yang
mampunyal epitop yang dapal berinterakst dengan antibodi hal ini
ditunjukkan dengan terbenivknya noda piru keunguan pada membran
nitrogelulose Imunisasi berslang juga terbukti dapat meningkatkan
anhbodi yang terbenluk,. hal im dapst duihal dengan peningkatan
gradasi wama pada minggu ke-3 sampai gengan minggu ke-7, Masil
peneditian ink sesual dengan pemyalasn Arigmaz (1992) bahwa
imunisasi secara berulang dengan selang wakiu tertentu akan
mening#alian respon imun dengan cara menstimulic sgjumian kion s
B untuk menghasilkar antibodi senta juga sebagai sal memon.

Baratawidigja {2000} menysbulkan  babwa reaksi
hipersensitivitas tipe Il dan reaksi hiperesnsilivilas bpe IV akan
membentuk antibodi jenis 196 dan IgM. Pemmnan cel! medaied
immunty (CMI} diawalh dengan dipresenlasikannya antigen oleh
artigen presending cell (APC). Selanutnya APC akan mangaktifkan
sel T dan yang terskhir akan melepas berbagai limfokin seperh
wrfariaukin-2 (IL-2) , macrophage inhibition factor {MIF}), macrophag

achvation factor {MAF} dan tumer inhibiion facter {TNF) dengan

38
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barbagat fungsi.  IL-2 mermpakan imfokin ulama yang dikepas bak
ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

oleh sel T yang berperanan pada CMl mavpun oleh s&l Th yang

meambantu sel B daiam memproduksi anbbodi,

£.2.2. Titer tertinggi Anti- prostaglandin Fzo dengan mateda alisa
indarect

Secara kuantitand kemampuan FGFzx uniuk mengmduks anili-
PGFao dapat divkur dengan mealoda indirect Elisa, Hasil pengamatan
mlai antibodi hasd imduks PGFax dapal dilihat pada Tabel 5.3
Sedangkan analisis iter anti- PGRaa  yang divkur dengan {eknik
indirect edisa dapat dilihat pada Lamperanz.

Tabe! 5.1, Rataan dan simpangan baku sera COY titer anb- PGRFx dan
kontrod dengan Matoda Indirect Elisa

[ Bieed |  Kontrol ' Perlakuan cov IXCOV |
ka- { rataan * sd } - ( rataan % 5d ) [ratazn

i i kontrol+ 25D)

| 0,003 £ 0,001 00030001 | 0005~ | 001
2 ' 001Z%000¢ D,056 # 0,001 0014 0,028
3 1 001530002 | 00620003 D019 0.038

[ 4 0,013t 0001 | 0071:0003 | 0015 | 002

s 0016£0002 1 012110004 0,02 opa

"% Gowz0007 | 07083 0,003 0,023 '__'ﬂmT‘i

| 7 BEEEE 0002 | 0107 z0.008 | 0.022 ;: 0.044 |

R T_njjﬁ +000° 0096+0002 | ©019 0038

ra o5y 0,001 007410002 | 0017 | 0034 I

- | —_ . I B} J

ag
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e e o UL kkan dengan menggunakan
Elisa nder pada panjang gelombang 405 nm setelah sampel
diinkubasi selama 30 ment Titer anti- PGFza dinyatakan pesitif bila
menynjukkan nilai kebih dan dua kel rata-rata kontral negatif (o of
value, COV). GOV dilentukan dengan rata — rata kontrol nagatf
ditambah 2 ~ 3 simpangan baku. Hastt pambacaan biber ziti - PGFax

gapat digambarkan sepert pada gambar 5.2, dibawah ini

TITER ANTIBOLDI PGF2 ALFA DENGAN
TEMNIE INDIRECT ELISA
o4 g . T e o SO
0132
i !
E o1 I
§ n e
E i
E ] |
E n.nd I
n.az
o 5 Ay .3
mm———— - z 2 rl 5 8 T 1 B i
"""_HD”TR'DLI FEMOAMBILAN GANAH KEs
—— A NTIPG ‘
—_—r—2 u GO

Gambar 5.2. Titer Anti- PGFze pada panjang gelombang 405 nm
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Seperti ter/-l\mﬁt- p%?pﬁs?akgawnﬁ&taﬁgﬁhagﬁf wa pada preimun dan
vlangan kantral menampakian titer negabf terhadap anti- PGFon
sadang pada kelompok perakuan mulai bieeding ke-2 menunjukkan
titer positif adanya anti- PGFzz karena nilai titer anli- PGFa dlatas
niali duz kali OV

Cari hasil ini menunjukkan bahwa respon imun terhadzp PGF:
dengan terbentuknya anti - PGFa yang lerbaik dihasilkan pada
bleading ke-5 dan perlakuan 11, -

5.2.3. Penentuan Barat Molekul dengan SD3-PAGE 10%

Lintuk mengetahul barat mplekul antibodi (anti- PGP ) hasit

induksi  dari antigen (PGFzz) dapat menggunakan metode SDS-

FAGE 10%. Hasilnya dapai dilihat pada gambar 5.3, °

= F S ¥ 1w

: (' ulnau'HM‘J

11
&f

Xy
[T

- . .. P e e mmne M
Gambar 5.2, Hasit SDS-PAGE Anti-PGF2 alfa
Hazil uji SDS-PAGE 10% pada gambar 5.3. lebih mempenalzs
bahwa anti- PGF;z merupakan respon imun humoral terhadap

induks PGFzo. Anbissra yang dilimbulkan terhadap peptida-peptida

4]
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yand terdapat pig& EPEEEgk ;ﬁlﬁgﬁaﬂﬂ%g ;akibat congerved sofooe
{Aulanniam, 2003). Pada gambar 5.3, tampak bahwa PGFon
mandeteks anh- PGFxx sebagai auatu pita-pita protein dengan
ralzan BM 139,7237k0 (lampiran 3) . Besamya mokekul anti- PGFsa
dikarenakan antibod yany terbenfuk adalah antbedi poliklona!. Hal ini
sesum dengan pendapal Hames {1988) yang menyebutkan habwa
antibodi sekunder mengikel pada region Fo dan berbagai rmacam
imunoglobulin, dan afinitasnya tergantung pada =pesies dan isotipe
anhbodi.

Penghilungan berat molekul dan pita-pila protein yang terdapat
pada membran ritroselulose dilakukan dengan cara membandingkan
dengan berat molekul dar marker (M) dan dar relanf factor (RF).
Berdasarkan penghitungan antara BM dan RF dengan menggunakan
regresi inier diperoleh parsamaan Y = 5,.2421 - 0,9328 X (Y = BM pita
protein yang dicani, X = RF pila protein yang dican.

Berdasarkan hasil uji spasifilas reaksi dengan menggunakan
matode Dol Bigt dan SO3-PAGE 10% anlara PGFae  dengan ant-
PGFa menunjukkan adanya reaks: positif sehingga dapal divakni
bshwa data titer 19G yang terukur pada melods Indirec! Elisa adalah
respon dan PGFza  yang bersifat imunogenik karena masih dapat

menimpulkan respon imun Rumoral.
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5.3. Latelling Anti- F"{':;FD C _I:FI)EJSU ggaﬁﬁégnrs iggﬁﬁgnggsfatasﬂ
Labeliing ini Jdilakukan pada serum hasil purifikasi pada biseding ka-5,
hasil labefing tarsimpan datam kantong selofan sebanyak dua buah dengan
jumnlah masing-masing sekitar 0,2 ml,
5.4. Pemeriksaan Imunchistokimia
Fermneriksaan imunchislakimia dilakukan melalui iga tahapan kegiatan
4.1, Panyuntikan hormon PGFar pada hewan coba

Penyuntiken hormon PGR2e ielah dilakuken pada lima ekor
kambing kkal betina yang telzh pemah beranak dan barada pada
fase luteal. Satu ekor Kambing disunbk dengan PBS sebagai konirod
dengan dosis 2 oo secara submukosa vulva, dua jam kemugiEan
kamiang disembelih. Dua ekor kembing disuntik desgan bormaon
PGFa dengan dosis 5 mg secara submukosa valva, selang ==ty dan
dua jam kemudian kambing disembelin. Dua ekor kambing sisanya
disuntik dengan hormon PGRFx 10 mg secarm submukosa vulva,
solang satu dan dua jam kambing disembedin,

Salurart alat kelamin yang diambil uniuk pemerksazn
histolpgiz meliputi potongan vuilva, vagina, senviks. korpus ulerr dan
kormua uten, potongan-pofongan tersebut  kemudian disimpan dalam
larutan formalin 10%%.
£.4.2. Pembuatan preparat hisfologis

Pembuaran preparat histologis telah dilakukan (Lampiran 4}

dan didapatkan sfide untuk  dilamulkan dengan pemernksaan
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imunohistokima. Hazil konimgl den perakuan  ssbalum pemeriksasn

ADLN - Perpustakaan Univefsitas Airlangga

munchiatekimea dapat dilinat pada gamber 5.4, dibawah ini,

Potongan histologis aslat xelamin kambing kontrol

- ey | ittt il | o L [ T,
z !
Vulva Vagina | Serviks Korpus uteri | Kormuz uteri
Potongan hisiologis slat kelamin kambing periakuan
_ TP .
Viula Vagina Sorvike Koipus uteri | Kornua Lter]

Gambar 5.4. Gambaran histologis saluran alat kelamin
karntung kontrol dan partakuan.

5.4.3. Pemefiksaan linundhistokimia
Pemenksaan imunchistokimia dilakukan dengan metods

Avidin-Biotin Kompleks (Lampirzn 5). Gambar 5.5. menunjukkan

4
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adanya ikalan E’Af'IIDtEﬂEI'I. antibodi \Primar dengan sntibod! sskunder
- e

Perpustakaan Universitas Airlangga

yang lelah mengalami biotinilas:,

R
w
i
i

T AT PRS- . il - 7k i . '“"i?

Gambar £ 5. Hasil Imunchistokimia positif dengan metoda ABG

Gambar 5.5, menunjukkan bahwa ikatan anligan dan antibod
barwarma kecoklatzn, sedangkan inti berwama biru oleh karena telah
dilakukan counder stain dengan pewarma  haematoxyin —eosin (HE)
Nurhidayat (2000) nrenyebutkan bahwea mediods anvidin-Botin- komplak (ABC)
mgrupakan eknik mogikasi dan imunchisto bidzk langsung, dimana satu
anligen dari bahan ekiif dikat oleh antibodh dengan dua tahapan. Amtibodi
primer berkalan dengan anbgen langsung, sefanjutnya antibodi primer
berikatan dengan antibodi sekunder yang tedah mengalami biotinilasi.

Perjalanan antigen (hormon PGFza)  dar tempat  disuntikkan
isubmukosa vualva) temyata bevjalan  berdasarkan inderakst antar sl dan
terutama beqjalan pada bagian dan mukosa sel-sel saiuran alat kelamin, hal

ini sesuai dengan pernyataan Hefez ( 2000) yang menysbutkan babwa ada
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ampat cara komunikas aDrL'I&mP ggjstgkggﬁnﬂgéﬁggmrgﬁy lamak seperli hanmon
PGFaa., komunikast dilekukan secara pargorne  artingg PGFzx  berdifuse
mefalik cairan ekstraselukar menuju sel fetanoga yang terdekat, demkian
saterusnya sehingga mencapal larget organ atau  untuk mencapai sifkulasi
daran.

Goldsby ef af (2000) menyatakan bahwa bila antgen diperkenalkzn
peda tubuh, anlgen akan tarkonsentras pada organ imfold perfar. Suatu
kalgnjar getah bening adalah fiker yang sangal efisien yang mampu
menangkap leph dari 50% dari setiap antigen yang dbawa melalyi sistem
iimfatik aferens. Selanjutnya disebutkan pula bahwa antigen atau Kompleks
antigen-antibod: masuk ke kelenjar gedan bening melalut pembulub hmfatic
aferen dalam beniuk sendin atau bergabung dangan sal pentransport anfigen
misainys, sal dendritik atau s&l langernans dan makmofag. Limfosi masuk ke
dalam kelerpar gelah bening melalui sistiem rmfabk alau dan permbudub
darah pleh kerena adanya chkstravasal melalui 21 endotel tingg pada vanula
Ipnst kapilar,

Polongan pada shide komua uler tidak ditemukan =danya ikatan
antigan dan antibodi, hal ini menunjukkan babwa homon PGFza Budah
cukup mencApai utenus kemudian  dengan mekanisme  counder current

transporf  akan mencapai larget organ uniuk selanjuinya metisis korpus

luteum fungsional.
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BAB Vi. KESIMPULAN DAN SARAN

ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

V1.1, Keaimpulan

Serangkaian penslitian untuk menghasikan anti-prostaglandin Foa

lerlabel aikaln fosfalage yang selanjutnya digunakan unluk penefusuran jalur

lutecidik  hormon PGFax yang dibenkan secara submukosa vuiva teiah

dilakukan,

Kesimpulan yang didapat dari penelhan pertama dan kedua adalzah
Dosis oplimal imunisasi dengan menggunakan hormon prostaglandin Fae
untuk dapal menghasilkan anli-prostaglandin Fzo adalah sabesar 500 pg
dalam ajuvan CFAJIFA psda keiinci belina, sedangkan profil anti-
prostaglandin Fyo dapat diketabui dengan serangkaian uj dot blot, elisa
dan SDE-PAGE,

Anti-prostaglardin Fae tﬁnat_ﬂl alkalin fosfatasa dapat dipekai untuk
membuktkan jalr luteclitk  hormon prostaglandin Fro yoang diberikan
secars submukosa datam menimbulkan birahi pada xambing bebing lokal

dengan manggunskan eknik imunchistokimis

VI.2.5aran

Sarart yanyg hisa disampaikan dalam penelban ini adalah:
Calam upaya pembakuan fekmk gerzk birahi secara submukosa wulva,
diparlukan hewan coba lin selam kambang.
Penelusuran  jalur ivtecltik dengan oetoda imunohistokimia  periu
dikonfirmasikan  dengan hasil panelusuran dengan menggunakan

melsdafteknk {Aain.

a7
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Lampiran 1. Isolasi dan Purifikasi Anti-PGFx

Daral Aewar coba yang
mardapal imaveas) PGF

Disartrfupasi pada %S00 foim selama 30 meni
Fada suhy yang

!

Supsmatan

J {sBHm)

}

[ ENTEY

ditamban A5 S0% (1.1)
dibarkan bebarapa menit & dinoancgensan
diserimfugasi paca 3000 rom selama 20 menil, 4"C

!

‘

Sripmaian

presipitat

-ditambah 343 50% 10X volunm serum
~QCnROaErkan
~disamrifugasi 3000 rpm salama 0, 40

l

SURAMmILan

Laporan Penelitian

l

r presapalal !
]

-ditambah 3 05 M PFES
pH T 1]

-Drahizis semalam pada
kendisi dingin (ool room}
daiam 001 M PES pH 7

¥

Apti - PGFm

5]
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Lampiran 2, Data titer kaotrol dan ant)-PGF serta data COV dengan Indirect Elisa
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ulangan koaitrol -
blesd ke 1 2 3 4 ] ; 7 A Ralufn 50 |cov 22X COV
[re=ann 1 250
1 1003 0.0z Qa0 O (10 0.903 {.£03 O AC4 0. 003 0203 aom 0.005 o1
i Z J 011 0012 0.a11 oiotle .14 402 L0112 g.01° aa12 0 cal .04 0.028
; K| Q.15 016 0.017¥ a 016 0015 0.C12 4015 a0z Dolh 0 CO2 046718 g 138
- a1 LR 0014 £.012 .14 gz D13 o 012 0ala 0 0a1i J s D.o3
= 0a15 {013 0018 0.018 0.018 .06 LG w2 Q15 0 ode 0az .04
] 2.013 0 02 - O Bair a2 2017 402 L oe 0015 2 02 0 045
7 Q.a21 04a2 0.021 Q2 Q.01 oois 0085 0.015 a.Mme [rffa]ers L 022 0044
4 0ar 4.017 0.018 co1g g & QoG 0.C1E 0.5 4.017 00 G013 0033
El n.J14 R B 0143 Lald 0 O1E QO1& d 015 0.0 4 DS QJ01 nair 0.034
|
Ulangan anli-PGF
blaed ke 1 4 3 4 E 8 [ g Rataan | %D
1 0.a03 0. 002 Qa0 0.004 003 0. 003 [ Q0 £ 03 .03 .61
b (.055 7.056 QLG5S LLSE C.O55 .05T D036 0.034 2.054 (e i)
) 3 083 Ol 0.£355 0.0 0058 0 A5 (.06 [.062 0.062 0003
o 0.05S aorz2 ooz aur G O 0.FE a7 anr EER [ 03
! 1 0125 0115 0125 LT 011G 0123 (K0 Py 1121 000
F] 0.1 Q111 0103 Q104 [N Jun) o 108 .11 003 a1 Q.03
¥ 0113z 01 0.104 a11E (w0 Ji 2] [ Cidd 0405 198 L 147 0.0
a .09 g 0ag Q.0a3 0.031 0.093 [ 089 0.Lo8 [sguis) L 080 0.0
. g LOrz G Q73 Q.70 0.075 0.7 D OES 1.0 0.074 parz 4.502
a3z
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Lampiran 3. Perhitungan Berat Maleku! Pita Protein

Ferhilungan Raiatif Factor dan Marker

‘__ CRFX . BMikDy
. ooed_ a0 T
JEEN % ¢ DU T
|_ 0,223 ) 97 .4

0,371 i &5
R
| {887 : 21 :

Fanjang sumuran dari pata

RF =
Fanjang gel sesudah dirurnming

Parsamaar yang dipergleh :
¥ = 52421 = 0,9328 X

Y = Baral molakul pta yang akan diukur

X, = RF dan pita yang akan divkuor

RF {X} BM {k[} Rataan = SD
D 0634 152 3914
_00784 [ 1472433 |
a1 : 137 8517 139.¥ 23T + 9, 92587
0,1263 i 132 962 .
{1423 | 125 4703 !
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Lampiran 4. Presedur pembuatan preparat Histologis

1.

Organ kelamin kambing belna (vulva, vagna, senak dan ulerus)
dimasukkan dalam fiksator {formalin 10%)

Sampel dipatong dengan ukoran 1 X 1 X 0.5 ¢m

Drlakukan dehidrasi dengan cara mencuc sampel dengan sir kran
sedama 30 menit

Masukkan kedalam alushol 70%, alkabol 80%, alkohol 95%. alkohol
86%, alkohol absolul 1 dan alkohol absolut Il [masing-masing selama
S0 menil)

Dilakukan clearing dengan cara memasukkan sampel kedalam =yiol [
wylol I [masing-masing selama 30 manit}

Dilakukan embedding dengan cara memasukkan sampd kedalam
parafin 1, parafin I {masing-rmasing selama 35 menit)

Duiakukan Hocking f dicetak

kKemudian dilakukan pemotongan dengan ukuran 4 mikron selasuinya

diletakkan th obysk glass, dilakukan pewamaan imunohistakimia

34
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Lampiran 5. Prosedur Pewarnaan lmunchistokimia Metode ABC

(Avidin-Biotin Complaks)

. Clearing dan rehidrasi preparat =ecara berfingkat

Bilas dengan destilate water (LW 3 X @ 5 mamil, keringkan sairan
disekitar sayatan
Lingkari sayatan dengan paraffin pen

4. Rendam preparai ¢ dalam larutan 3% Hidrogen peroksda dalam

DWW selarma 15 menit gada subu ruang.

5. Bilas dengan DW (3 X @ S manit)
6. Bilas dengan Phosphat Buffer Saiine (PBE) {3 X & 5 meni)

10
11.

12.
13.

14.
15.

16.
17

Inkubas preparat dengan 10% lanatan skim milk atau 10% norma
goal serum selama 30 ment pada subu reang

Bilas dengan PBS {3 X @ 5 menit}

Inkubrasi preparat dengan anlibod primer (ani-PGEF )

Bilas dengan PES {3 X @ 5 menit}

inkybasi preparat dengan antibod sekunaer {IgG rat) terabed
Horseradish-peroksidase (HRP) selama 30 menit padga subu ruang,
pada wakly yang zam3 inkubasi 10 microliter avedin dan 10
mucroliter biotin dalam 1 o PES.

Bilas dengan PBS (3 X @& 5 menit)

Imkubas preparsl dengan campuran avidin dan biotin selama 30
manit pada Swhu ruang

Bilas dengan PBS {3 X @ & menil)

Inkubast preparat dengan kromogen {laruan Digmingbenziding
(CABY) seambil dlamat dibawah mikroskop

Counter staimng dengan hematoksibn

Detudras) preparat, ditutup dengan cover glass

a5
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PROFIL PROGESTERON SERLM DARAH S5AFI PERAN YANG
DEGERTAK BIRAHI DENGAN PROSTAGLANDEN Fair (PG )
SECAKA INTRA MUSKULAR DAN SUBRUKOSA VULV A

Biro Himpwyti

ARSTRAK

Penelien ini berujusn unioh menben gamharen entang profil progesteron set dasal
vapl peral bangsa Seworr Soldcie yang digertak buoele  dengan Prostaglandin b {PCGEpn)
satmrn nira musknlar dan subrokoss vulyva

Hewan pereabaan dalym penelitian ini edalah b6 ckor sas. priah pariias  pecama berymur
= 25- i51ahun dengan berat badan = 300 - A by Setama perrcbaan sapi diberi periakuan
vang sama dalam hal passn, pertelinuraan, dan hnghungan Keeoambeles ehor sepi perah digeriak
birahi denman pola pentuntiken  dua kal, kemuodian hewan pércobaan dibaw menjadi dua
kelympok vany masing — masing keloitped terdin dan B ekor sap perah. Kelompok pemama
diben perlakuzn herupa peryeniiign Pl sevara fnra muskular  denzar dnsiz 2% mog uan
kelompak ketes diben perlabuan beropa penyunnkan FOFar wam whmukosa walve dengan
dosis 7.5 mg Perlakoan melpoti perzmibiian serum darah vane dilshuhan nga kali viite paila
casd penvunlikan POk (han ke - | |}, 88 birshi (hard e — 14) dan wejuh kar seielah birgha (hari
ke 21y Frenerasn kadar [soinson peogesieon serom darah sepr pereh dilakekank dengan feknzk
Bl1A (Kacdlo lmntink Aswry] Fise nadat.

Peneletian ini menggunakan desant Kancanuan Acak Lengkap (RAL), data hasil perelitan
twerups kadar progeseran (i) thansleay statenk dengan mergmanakan uji 1 1dek herpasingan
{itndepe il sawpede ¢ 5} yang, diszjikan dengan Taarsmé Prosram and Yerveces Safaion (SP5S).

Huwil peneliian menubjukkan habews sapi perh (509 birahi Kedar progesteta seum
tarah sapy perah veag diwerlak biea s depgan PGFo0 secars iors muskolar dan sbmukosa vlva
pada sast penyuntrkkan {nan %e - 11] sccare hertuoe « wmn Adaben 3,060 4 2 763 dan 2436 +
.11, saar brraht fhan - ke [4) adaan DGR = (1084 dan 0,28 1= 2485 dan nejuh hari <etelah
hacahi {hars ke — 217 adatal 2644 + 1592 dan 2806 2 2879 Hal ini menunyukkan bahwa fidek
werdaps perbedaan nualg terhadap profl progestemon wape pergh veng dieerak birahi denpan
prosaglandin e [PUFa0} socars incea wgkalar maupun s mukasa volve (p =~ U 43)

Ak
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KECEPATAN TIMBULNY A BIRAHL DAMN AMNZKA
KERLINWTINGAY PADA SAPIPEFRARYANG DIGERTARK BRIRAMI
NENGAN PROSTAGLANDIN Fo SECARA [VTRA MUSKUILER
DAN SUBMUKOSA VLY A

Shoigsl sehagal salab saln syaral poluh wedipergleh gelar

Larjans Kedvklernn Tlewan

pada

Fakultas Kodekieran Hewan Universilas Airlangga

Heh

FATKHLL LIADI
LAl 2R3 1982

Plenycihujii
Kemiz Pemlyituldng

Prol. v, Ismaudiono. M.5., Drh, Pudji Srianie.. M.Kes.. Dri.
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SO P A T AN AR PR Yk B RfbeisTasNrdcsid A B EBLENTIN
PALRA SAP| FCRAH YANG DIGERTAK BIRAM DEMGAN
PROSTAGLANOIN F;0 SECARA INTRA MUSKLILER DAMN

SUBMUNDS A VULVA

Fatkhul Hadi

AGETRAK

Perallier mi bostgoan untuk mengeahy dan membandingksn
kecepamn timovinya berehi dan angsa ksboslingan pada sap perab
BARgass Frealan Hafslein vang digertalk birani disngan Prostagiandin Faz
HPEF ) secard intrs mskuier dar: Sonmok oss virha

HeEwan percobaso d3Em peneliban i adalah 16 ekor sapi peah
reritds perlame bamer + 2,53 5 fabken dan berat badzn £ 200-350 kg
Zelamg percobaan sam perah aiben pertakuan yang soma dalam hed
cehan, pemesraraan dan pengaruh lingkungan Kesrambelas sapi perah
tesebut Siperdax biraki dengan péda perwunikan dua kali, hemogion
d:hagi Merdaci dus keiompek yaNg MaSI-masing kedmpok Jardid dan B
Shor tap parah. Kelomiok pertama disuntik dengan PGP socera e
ruskuber denpen dosa 25 mg dan kekampok keckss disuniik gengan
FGFx sacerd submukosa vulve dengan dosis 7.5 rmy. Sebelah tedibet
fandadands Brahl maks dilskckan msennas sugtan pada =i pesah
parcobaan yamd brani Pamerksaan kebenlingan dilakuksn dengan cere
ekepinras ekt 30 han satelah ingemnintas buaten ASL.

Hesil penslilian menwpukkan bahwa kecapatan tetbulnve  bicghi
Dada sapk parab yang digertak birehi dengan POF 2 sacara intra meskyler
dan submukasa vulve soearg boMued-lunt adalzh 76 A75 = €114 jam dan
7376 < 2 188 jam. Sedang anghe kebningan yang g kadua keiompak
terep0ul 5ama yaitu sabeear 52 5 ¥,

{lan =nabsiy date yang diakukan femvals Kecepalan walad
mbuiwa rani seteleh pomrmenan PGFx se&ra imda muskgler dan
sUbmukcss wulva Ddak menurjuskan pbedean yang nyaa {p = 0050
Jumisn sapi perah yeng buating seletan inseminasi bustan pada masng-
Mawcy kelxnpok adalah sams yailu sebesar G2 5%,
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ANTINOM HASIL INDHRSL PROSTAGLANNES 1y PR, DENE
FESMARIALAN COMPLLETE FEEDNVY AUV Y AND
IMACOSTER INCOAMPLETE FREUGNIVS AR FANMT
AL AM DOSISYANG BEIAE DA

Sheips mclsagai sl sann saaral untoh ewempennich el
Sarjuca kedlokioen 1ewan
i

Firmee s Boshohperan Flewan, Tiiseratas irlaongn

cilzh:

PV AT ANDRTY AN

LIRS AT B

Rlersehini

eonnsl P,

.f"ll L-‘..P"f
T
~ e
A
1
ar Banbaye Pecrmaoem B A LS B HLNTTITROTTER LTI PR R FEA
Membimbing Pty PMembimbing Kadua
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ANTHIVHIEIPASTL INEERS T PRONT 61 ANRIN oy (16,1 TEN AN
PENAMIEATIAN COMPMLETE PRECNIES G800 08 Y AN
DIACSTER INCOMPLNTE FREUNICS ABJUVANT
DALAM DOSIS YANG HERBEDA

Hecwh Amilrivane

ARSTEAK

Menclidizne i |"'|L'I"|5|1.II|I:|?'| me e ik Pl et ieged I"l'.'-l':.,: -.‘I.:|'|_'_':|r| A CIRET

l.f‘.'l|1.|l I BN TR ST NTE j'll.'ﬂ_:!h_'n,r;l.lr'! F'-.;.-'|'|'!1.;r'r._||1 Wi il b |_1.;,'|'|"|,_'||;_';1I,'l.
Wt hadap annibaele sang derbenmb chderge sane dicoeabor dalah ©eeeden Moo
Aefrureet [UFAT D difowster deagir foaommaivie Frewmd s T {11 3)

Sejumbah slelrpzn ehar keFioci rn lehal [rbasaadpis cidonduy sang boros
enitnt Saerrpeee Semililon bl dengan Beree boalan dua sarspai tipn kiloeram Gt
Mgl conpral ;il.'!l.'ls‘.'lpl'-k vap terlick slati sHu H¢'||\|11F-|'p|.,‘ L R T TR RS 4_1;-115;
IS dan ity den tiva keliompok pertaboen qdiionisasi dengar G-
ecne dengan podbambingan 1o | boclompuok Terbskan dibesdakan hendosark:
ot P, s baend heribn s Pertubkerne D 230 pey Perbabousn: 2 3050 o dan Perlabo;
Ju 750 pe” Stasing-nasing kelimmpab alisdukan inmmiss waal oy svingsog e
dan difareger tiga kit paky minger betiva, Seempat G kehia, dan damhil dan
sehuy ik doebipan dadi mulairaneen kLigo s ksl

stk srum daraln yang dichipad diksukan afi pusitikasic L Rarak i
o liafur methimle chee bfed dm rcaneary penelian v divimabas o ATV ) [T TP,
|'..'I'IE‘:iL|'!- pl'lfﬁ Cikdurip] i r‘!._'rr:'ll-ill.lll Mookl I'I.-llrl.ll.ll'lll.l.l‘.lll,.' » b hali I_||;'||'|:_'.;||'|] g RITIIPRT:
dengan upk Arvedal Hallie wane alifminthan denges nii A Penecukuran tier et
et sty daBieces DLISA danalisis sletgmm 35N A LM iUtk e
jill'l.ik hd."FF:Irhhl Deriy o [ 5%, I |

[ sl prgc [ mwe nomegukckan babien fnnisoss POE - lenga mengsunabhan CF
i dihoraer A A il anennnbplbon aonibwsdi. et !"*'“Eﬂ'"'-'h s
Ml o terbubti phcimpsenpaenfun smcils el v o lendinh.
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