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ABSTRAK  
 

Penelitian dengan tujuan mengidentifikasi protein penentu implantasi embrio pada tikus Wistar (Rattus norvegicus) dilakukan sebagai upaya 

eksplorasi agen imunokontrasepsi baru untuk regulasi fertilitas hewan liar. Hewan uji yang digunakan adalah tikus Wistar betina dewasa kelamin 
dengan bobot badan berkisar 280-300 g. Tikus dibagi dalam dua kelompok, satu kelompok sebagai kontrol (tidak dikawinkan) sedangkan 

kelompok lain adalah kelompok yang dikawinkan. Tikus dipelihara dan dikawinkan dalam kondisi laboratorium yang terkontrol. Kebuntingan 

ditentukan dengan adanya vaginal plug pada tikus betina setelah dikawinkan. Protein diisolasi dari sampel uterus yang diambil pada umur 
kebuntingan 3-5 hari. Isolasi dan separasi protein dilakukan berdasarkan manual dan standar protein produk Bio-Rad. Hasil penelitian 

menunjukkan pita protein yang terekspresi pada hari ke-4 kebuntingan dengan berat molekul berkisar 45 kDa diduga leukemia inhibitory factor. 

____________________________________________________________________________________________________________________ 
Kata kunci: imunokontrasepsi, implantasi, leukemia inhibitory factor 

 

ABSTRACT 
 

The purpose of this research is to identify the protein as the determiner in Wistar rat implanting embryo in order to explore a new 
immunocontraception agent in controlling wild animal fertility. Adult female rat with 280-300 g in weight were used as experimental animals. 

Rats were handled and breeded under laboratory condition. The precise days of pregnancy were determined by vaginal plug occured in female 

rats after mating. Protein was isolated from uterus on day 3rd to 5th of pregnancy. Protein isolation and separation were analysed by 
electrophoresis method based on Bio-rad manual. The research showed that the protein band produced in day 4th of rats pregnancy containing 

45 kDa molecules is assumed to be leukemia inhibitory factor. 

____________________________________________________________________________________________________________________ 
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PENDAHULUAN 

 

Tikus (Rattus rattus), baik tikus sawah (Rattus 

argentiventer) maupun tikus rumah (Rattus rattus 

diardii) merupakan hewan liar yang memiliki potensi 

merugikan lebih besar dari mamalia lain. Populasi tikus 

yang berlebihan menyebabkan kerugian yang cukup 

besar, baik pada sektor pertanian maupun pada bidang 

kesehatan  (Moore et al., 1997). Kerugian dalam sektor 

pertanian yang disebabkan oleh populasi tikus yang 

berlebihan merupakan alasan utama pengembangan 

metode untuk mengontrol laju populasi hewan tersebut. 

Alasan lain pengontrolan laju reproduksi tikus adalah 

karena tikus merupakan reservoir dan sekaligus 

penyebar utama leptospirosis. Pengontrolan populasi 

tikus sampai saat ini dilakukan dengan pemberian 

racun, penembakan, pemasangan perangkap, atau 

dengan mengombinasikan beberapa cara tersebut. 

Metode pengontrolan yang telah dilakukan ternyata 

belum mampu untuk menekan populasi tikus secara 

efektif, sehingga sampai saat ini metode pengontrolan 

populasi tikus masih terus dikembangkan (Anonimus, 

2010). 

Perkembangan penelitian reproduksi dalam regulasi 

fertilitas hewan liar, saat ini lebih banyak diarahkan 

pada pembuatan vaksin dengan tujuan untuk memacu 

respons imun hewan target. Hal tersebut dilakukan 

dengan alasan metode penembakan, pemberian racun, 

atau perangkap dianggap kurang efektif, terutama 

untuk hewan liar dengan populasi yang besar dan 

daerah pengembaraan yang luas (Smith et al., 1997). 

Metode pengaturan fertilitas dengan memacu respons 

imun ini dikenal sebagai metode imunokontrasepsi 

(Delves et al., 2002; Ferro, 2002). 

Hardy et al. (2004) dan Naz et al. (2005) 

menyatakan bahwa metode imunokontrasepsi terbukti 

dapat digunakan untuk meregulasi fertilitas hewan liar 

agar hewan target memiliki respons imun secara alami 

sehingga regulasi fertilitas dapat berjalan secara alami 

pula. Kirkpatrick et al. (2011) menyatakan bahwa 

keberhasilan imunokontrasepsi telah terbukti pada 85 

spesies hewan liar, baik pada tingkat individu atau pada 

tingkat populasi. Manajemen pada tingkat populasi 

dengan metode imunokontrasepsi telah terbukti pada 

spesies dengan daerah pengembaraan yang luas, seperti 

pada kuda liar, rusa liar, bison, serta gajah afrika. 

Konsep imunokontrasepsi dapat dilakukan dengan 

terlebih dahulu mengisolasi dan mengidentifikasi 

protein yang berperan penting dalam salah satu tahap 

proses reproduksi untuk digunakan sebagai antigen 

(Nie et al., 1997; Bowen, 2006). Beberapa peptida telah 

berhasil diisolasi dalam proses reproduksi serta terbukti 

dapat dijadikan agen imunokontrasepsi, terutama pada 

tikus dan kelinci. Peptida tersebut adalah granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GMCSF), 27 

kDa heat-shock protein (HSP) plasenta, reseptor 

leukemia inhibitory factor (LIFR), glikoprotein oviduk 

(OGP), proliferin (PLF), prolactin (PRL), protein 

sperma (SP56), dan sub-unit zona pelusida (ZP1 dan 

ZP3) (Nie et al., 1997; Naz et al., 2005).   
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Beberapa molekul yang berperan dalam proses 

reproduksi telah dikembangkan sebagai antigen dalam 

metode imunokontrasepsi, diantaranya molekul pada 

gamet, serta molekul regulator sekresi dan target 

hormon reproduksi.  Nie et al. (1997) menyatakan 

bahwa terdapat target baru untuk pengembangan 

metode imunokontrasepsi, yaitu dengan menganalisis 

protein hasil ekspresi gen spesifik dalam uterus pada 

periode kritis implantasi embrio. Lemons dan Naz 

(2011) juga menyatakan bahwa faktor yang esensial 

dan spesifik untuk kebuntingan merupakan target 

imunokontrasepsi yang potensial. 

Implantasi embrio merupakan salah satu tahap 

reproduksi yang berlangsung dengan proses yang 

kompleks dan melibatkan sejumlah molecular marker 

yang dieskpresikan oleh uterus atau blastokis (Minas et 

al., 2005; Yang et al., 2006; Lemons dan Naz, 2011).  

Proses implantasi juga diregulasi oleh hormon yang 

mempengaruhi ekspresi molekul pengatur serta 

ekspresi beberapa cell adhesion molecule, sitokin, 

growth factor serta chemokine (Sharkey dan Smith, 

2003; van Mourik et al., 2009; Lemons dan Naz, 2011). 

Beberapa protein esensial dalam proses implantasi 

yang diekspresikan dalam uterus, yaitu heparin binding 

epidermal growth factor (HB-EGF), leukemia 

inhibitory factor (LIF), COX2, integrin spesifik dan 

inhibitor metalloprotein (Rice dan Chard, 1998; Carson 

et al., 2000). Protein esensial pada blastokista yang 

berperan dalam proses implantasi diantaranya 

proteoglikan heparin sulfat, adhesion promoting 

activities, dan beberapa epithelial growth factor (EGF) 

(Norwitz et al., 2001; Cross, 2002). Sitokin, terutama 

IL-1, juga merupakan protein yang esensial dalam 

proses implantasi embrio (Paria et al., 2002). Sharkey 

dan Smith (2003) menyatakan bahwa selama proses 

implantasi embrio terjadi perubahan jenis serta jumlah 

molekul pengatur proses implantasi, yaitu LIF, Gp130, 

Hmx3, Hoxa10, Hoxa11, IL-11R, dan integrin αvβ3.  

Lemons dan Naz (2011) menyatakan bahwa sampai 

saat ini telah diidentifikasi 76 faktor (berupa sitokin, 

kemokin, growth factor) yang berperan dalam beberapa 

tahap perkembangan kebuntingan pada hewan atau 

kehamilan pada manusia. 

Hasil penelitian yang telah dilakukan dengan 

menggunakan mencit (Mus musculus) sebagai hewan 

coba menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan ekspresi 

protein yang diambil pada hari kebuntingan ke-3 

sampai ke-5. Dugaan penyebab hasil penelitian tersebut 

adalah kemungkinan protein yang diekspresikan dalam 

jumlah yang kecil (Sitasiwi dan Djaelani, 2011). 

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi protein 

yang diekspresikan selama proses implantasi embrio.  

 

MATERI DAN METODE 

 

Hewan uji untuk penelitian ini adalah tikus Wistar 

betina dara, dengan bobot badan berkisar 280-300 g 

dan diadaptasikan selama 7 hari sesuai metode Lloyd et 

al. (2003) dan Hardy et al. (2004).  Hewan uji 

dikawinkan dengan cara menggabungkan 4 ekor tikus 

betina dengan satu ekor tikus jantan dalam satu 

kandang. Penggabungan hewan uji jantan dan betina 

dilakukan pada saat hewan betina sedang mengalami 

fase estrus. Fase penyusun siklus estrus hewan 

ditentukan dengan vaginal smears (ulas vagina). Tikus 

betina yang telah kawin ditandai dengan terbentuknya 

vaginal plug (sumbat vagina). Hari yang ditandai 

dengan terbentuknya vaginal plug pada hewan coba 

diasumsikan sebagai hari pertama kebuntingan. Tikus 

yang telah kawin dikorbankan secara dislocatio 

cervicalis pada umur kebuntingan hari ke-3, 4, dan 5, 

lalu dibedah pada bagian abdomen bawah dan 

dilakukan isolasi uterus.  

Uterus yang telah diisolasi, dihomogenisasi dengan 

larutan phosphate buffer solution (PBS) untuk 

elektroforesis sesuai dengan manual produk Bio-Rad. 

Sampel uterus dalam PBS selanjutnya disentrifugasi 

secara bertahap, yaitu 700 g selama 10 menit pada suhu 

kamar, dilanjutkan dengan 10.000 g selama 4 menit 

pada suhu 4
 
C. Kandungan protein sampel diukur  

menggunakan spectrophotometer UV dengan λ 280 dan 

λ 260. Separating gel elektroforesis yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah konsentrasi 12%, 

sedangkan konsentrasi stacking gel adalah 3%. Loading 

sampel dilakukan dengan jumlah 20 µl sedangkan 

protein standar dilakukan dengan jumlah 6 µl. Running 

dilakukan selama 75 menit dengan kuat arus 60 mA 

dan tegangan 125 volt. Staining (pewarnaan) gel 

dilakukan selama 1 malam. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

  

Hasil elektroforesis protein uterus dari hari ke-3 

sampai dengan ke-5 kebuntingan disajikan pada 

Gambar 1. Pemilihan hari ke-3 sampai ke-5 

kebuntingan berdasarkan waktu implantasi embrio pada 

mencit yang terjadi pada hari ke-4 kebuntingan 

(Nivsarkar et al., 2001; Grummer et al., 2004). Hasil 

elektroforesis menunjukkan bahwa protein marker 

terseparasi dengan sempurna (kolom paling kiri pada 

Gambar 1). Hal tersebut menggambarkan bahwa 

prosedur elektroforesis sudah sesuai karena protein 

marker pada kolom pertama sudah terseparasi dengan 

sempurna, yaitu secara berurutan dari berat molekul 

yang besar adalah myosin, β-galactosidase, bovine 

serum albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, lysin, 

dan aprotinin. Pita protein sampel uterus berasal dari 

hewan yang dikawinkan pada kolom H3, H4, dan H5 

dari hewan dengan umur kebuntingan 3-5 hari. 

Pita protein sampel uterus yang berasal pada hari 

ke-3 dan ke-5 kebuntingan memiliki kemiripan. 

Perbedaan pita protein tampak pada hari kebuntingan 

ke-4. Pita yang memiliki berat molekul setara dengan 

ovalbumin pada protein marker hanya ditemukan pada 

sampel protein yang berasal dari hari kebuntingan ke-4. 

Ekspresi beberapa molekul penanda implantasi 

embrio menurut Castro-Rendon et al. (2006) terjadi 

melalui sejumlah interaksi yang spesifik, berturut-turut 

LIF, HB-EGF, IL-1, dan COX-2. Leukemia Inhibitory 

Factor merupakan molekul penanda implantasi embrio 



Jurnal Kedokteran Hewan  Agung Janika Sitasiwi dan Muhammad Anwar Djaelani 

 

 

89 

yang pertama dieskpresikan, yaitu terjadi pada 

pertengahan hari ke-4 kebuntingan (Sharkey dan Smith, 

2003; Castro-Rendon et al., 2006). Eskpresi LIF terjadi 

pada kelenjar endometrium, berlangsung pada waktu 

yang singkat (Dey et al., 2004) di bawah regulasi oleh 

hormon estrogen dan progesteron (Sharkey dan Smith, 

2003; Dey et al., 2004; Schofield dan Kimber, 2005). 

Ekspresi LIF juga diaktivasi oleh gen Hmx3 (Sharkey 

dan Smith, 2003; Hu et al., 2007). 

 
Gambar 1. Hasil elektroforesis protein uterus tikus Wistar 

dengan SDS-PAGE pada hari kebuntingan ke-3 (H3), 4 (H4), 

dan 5 (H5). (Protein marker terdiri dari myosin; β-gal= beta 

galactosidase; BSA= bovine serum albumin; Ovalb= ovalbumin; 

CA= carbonic anhydrase; STI= soybean trypsin inhibitor; Lys= 
lysin; Apro= aprontinin) 

 

Leukemia inhibitory factor merupakan sitokin 

(Stewart, 1994) yang bekerja secara parakrin, 

menyebabkan proliferasi dan diferensiasi epitel 

endometrium sehingga endometrium siap untuk 

implantasi (Chen et al., 2000). Leukemia inhibitory 

factor bekerja dengan cara melekat pada reseptor LIF 

(LIFR) pada sel-sel epitel luminal (Cheng et al., 2001 

yang disitasi Sharkey dan Smith, 2003; Hondo dan 

Stewart, 2004). Sharkey dan Smith (2003) 

menambahkan bahwa LIF juga beraksi dengan cara 

mengaktivasi gp130 pada epitel luminal sehingga 

menyebabkan aktivasi LIFR. Ekspresi LIF pada tikus 

terjadi pada hari ke-4 kebuntingan pada epitel glandula 

uterus (Chen et al, 2000; Dey et al., 2004) serta pada 

embrio pre-implantasi dan sitotrofoblas (Staun-Ram 

dan Shalev, 2005). Ekspresi LIF sangat diperlukan 

selama proses implantasi, apabila ekspresi tidak terjadi 

maka ekspresi berbagai molekul, baik epitel luminal 

maupun stroma tidak terjadi (Rodriguez et al., 2004; 

Sherwin et al., 2004; Staun-Ram dan Shalev, 2005).  

Hasil penelitian Grummer et al. (2004) serta 

Hayashi et al. (2009) menunjukkan bahwa waktu 

ekspresi molecular marker pada tikus adalah 

pertengahan hari ke-4. Selain hal tersebut, menurut 

Norwitz et al. (2001) serta van Mourik et al. (2009), 

bahwa ekspresi tersebut berlangsung dalam waktu yang 

singkat.  Minas et al. (2005) menyatakan bahwa pada 

rodensia proses ini hanya berlangsung dalam waktu 24 

jam. Ekspresi protein dalam penelitian ini terjadi dalam 

waktu yang singkat, yaitu hanya pada hari ke-4, tidak 

terekspresi pada hari ke-3 dan ke-5 sehingga dapat 

diasumsikan molekul yang terekspresi pada penelitian 

ini merupakan salah satu molekul penentu implantasi 

embrio. 

Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa 

protein yang terekspresi pada sampel uterus tikus umur 

kebuntingan hari  ke-4 setara dengan protein marker 

ovalbumin yang memiliki berat molekul berkisar 45 

kDa. Sharkey dan Smith (2003) menyatakan bahwa 

pada saat implantasi embrio terjadi ekpsresi sejumlah 

molekul, diantaranya LIF, Gp130, Hmx3, Hoxa10, 

COX-2, IL-11R, HB-EGF, integrin αvβ3. Berat molekul 

tersebut bervariasi dari 20-70 kDa, namun yang 

memiliki berat molekul 45 kDa adalah LIF sehingga 

diduga bahwa pita protein yang  terekspresi pada hari 

ke-4 adalah LIF. Asumsi ekspresi LIF ini akan 

dilakukan dalam penelitian berikutnya menggunakan 

teknik immunoblotting.  

 
KESIMPULAN 

 

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan 

bahwa protein yang terekspresi pada kebuntingan hari 

ke-4 diduga adalah LIF. 
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