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Abstract

The increase of civilization in the world, especially in the developing country makes the need create the
method of contraception. An effective contraception method has successfully, controlled the fertility and
so to avoid the unwanted pregnancy. The contraception methods shall have the following criteria safety,
no side effects, no impact on health dearangement norin libido and shall be reversible. Immune meth-
ods has been developed recently as the aiternative of contraception methods in inhibiting fertilization,
which is immunocontraception vaccine and act as one of the protection to an infection. There are severe
precaution in the usage of immunocontraception vaccine, such as.variation of antibody response. The
longervity of the antibody wich deffens in each person. Pellucide zone glycoprotein is an extra cellular
matrix surrounding mammalian oocyte that acts asa specific receptor to sperm (immunogen). Isolate ZP

has been classitied into ZR, ZP2 and ZP3.
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PENDAHULUAN

Dengan semakin meningkatnya jumlah pen=
duduk dunia, terutama di negara-negara berkem-
bang, menimbulkan keinginan membuat suatu
metode untuk menjarangkan kehamilan sehingga
dapat mengurangi peledakan penduduk dunia. Se-
bagian besar penduduk dunia, bahkan di beberapa
negara mencapai 75% pasangan usia reproduktif
menggunakan alat kontrasepsi sebagai pilihan un-
tuk menjarangkan kehamilan. Kontrasepsi yang
efektif menyebabkan pasangan usia reproduktif da-
pat mengontrol fertilitasnya dan menghindari ter-
jadinya kehamilan yang tidak diinginkan. Saat ini
diperlukan suatu metode kontrasepsi yang memiliki
beberapa keunggulan, seperti: aman, tidak menim-
bulkan efek samping, tidak mengganggu kesehatan,
tidak menurunkan libido dan sedapatnya reversibel.
Reversibel artinya, jika pemakaian dihentikan pada
usia subur, akan dapat lagi memiliki anak alias fer-
til. (Baird DT, 1999).

Bahan kontrasepsi yang ideal haruslah dapat
digunakan.oleh kedua pasangan suami-istri. Ini un-
tuk keadilan, dan juga demi mengurangi efek sam-
ping yang muncul kalau pemakaian berlangsung
sangat lama. Pemakaian suatu bahan, yang dalam
jangka waktu tertentu tidak mengganggu kesehatan
dan kebugaran sek, tetapi jika dipakai dalam tempo
lama, misalnya berpuluh tahun, dapat menggang-
gu kesehatan dan kebugaran seks. Dalam tempo
pendek, misalnya suatu obat bisa reversibel, tetapi
jika dipakai terus-menerus dalam tempo puluhan
tahun, menimbulkan risiko ireversibilitas. Artinya,
si pemakai jadi tidak subur permanen, bahkan bisa
steril (mandul). (Baird DT, 1999).

Bahan kontrasepsi yang dipakai di dunia dan di
negara kita dari dulu hingga sekarang ialah preparat
hormonal. Preparat ini umumnya dibuat sintetis,
dengan sasaran untuk menghentikan pembentukan
gamet (spermatogenesis dan oogenesis). Dibuat sin-
tetis agar dapat diproduksi dalam jumlah besar di
pabrik, dan dengan demikian harganya pun murah.
(Baird DT, 1999).
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Selain menggunakan bahan, ada pula metode
kontrasepsi lain, yaitu dengan pembedahan dan
sistem penanggalan. Cara pembedahan ialah tubek-
tomi bagi istri dan vasektomi bagi suami. Khusus
untuk cara pembedahan, bagi pihak suami juga kini
bisa menimbulkan masalah. Banyak darah peserta
vasektomi terbukti mengandung antibodi terhadap
spermanya sendiri, menyebabkan sperma itu ber-
gumpal, imobil (tidak bisa berenang menuju tempat
pembuahan), dan orangnya pun jadi infertil. Ini ter-
jadi jika pada waktu dilakukan pemotongan saluran
mani, terjadi kontak antara darah dengan sperma.
(Baird DT, 1999).

Ada cara yang kini lebih aman dibandingkan
dengan vasektomi, yaitu dengan memotong pangkal
saluran mani itu tanpa menggunakan pisau, tetapi
dengan arus listrik yang disebut elektro-kauterisasi.
Pada prinsipnya, istri yang mendapat tubektomi
juga sebetulnya dapat digolongkan kepada elektro-
kauterisasi juga. Arus listrik yang dialirkan hanya
beberapa detik, dan sifatnya mematri atawnienge-
las saluran mani langsung. Dengan capd Kauterini
tindakan operasi dapat dikerjakan cépat dan‘aman,
tanpa risiko pendarahan.

Untuk wanita kini sudah banyak sckali pilihan
dapat dipakai, apakah berupa pil. suntik, atau susuk.
Pil diminum 1 x sehari, suntik untuk jangka wakfir
| x beberapa bulan, sedangkan susuk bisa bertahan
sekali tanam 1 x dalam 5 tahunBalikan Kini sedang

dikembangkan susuk yang setclah Tima tahun tidak

perlu diangkat oleh seorang doktér, karena kapsul=
nya akan larut di antara jaringan

Pada beberapa tahun belakangan ini teldh-di-
kembangkan suatu alternatif kontrasepsi menggu-
nakan metode imunologi untuk menghatbatproses
fertilisasi. Salah satu metode penghambatan ferti-
lisasi yang kini sedang dikembangkan adalah mela-
lui vaksinasi, yaitu suatu cara yang biasanya di-
lakukan untuk memproteksi tubuh terhadap infeksi.
Dalam penggunaan vaksin imunokontrasepsi, ter-
dapat beberapa hal yang harus diperhatikan yaitu:
adanya variasi respon antibodi dan lama antibodi
bertahan pada tiap individu, serta tidak semua indi-
vidu memberikan keefektifan yang sama terhadap
vaksin yang diberikan. (Gupta SK, 1997)

Transport dari antigen merupakan salah satu
tantangan yang harus dihadapi untuk membuat vak-
sin imunokontrasepsi yang efektif, dan hal inilah
yang menjadi titik berat penelitian-penelitian ten-
tang vaksin imunokontrasepsi yang saat ini banyak
dikembangkan. (Gupta SK, 1997)

PEMBAHASAN

Proses Fertilisasi

Fertilisasi adalah proses penyatuan gamet
pria dan wanita, terjadi pada daerah ampulla tuba
falopii. Ampula tuba falopii adalah bagian terluas
dari saluran telur dan terletak rapat dengan ova-
rium. Proses ini sangat kompleks dan terdiri dari
beberapa tahap yang terdiri atas (1) Kapasitasi, (2)
Reaksi akrosom, (3) lkatan dengan zona pelusida,
(4) Implantasi, dan (5) Perkembangan hasil kon-
sepsi. (Johnson, MH, 2000).
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Gambar 1. Proses fertilisasi.

Pada proses tersebut terdapat beberapa kom-
ponen yang dapat digunakan dalam penghambatan
proses fertilisasi secara imunologis. Pembentu-
kan antibodi-melawan zona pelusida sebagai me-
tode>kontrasepsi/ pertama kali diajukan oleh Shi-
vers, (1972). Saat ini pengetahuan tentang biologi
molekuler zona pelusida berkembang sangat pesat
disertai-beikembangnya pengetahuan tentang target
zona pelusida. (Stoyka B, Domagala A, 2003).

Pemilihan target yang berpotensi dalam peng-
gunaan vaksin imunokontrasepsi tergantung dari
imunogenesitasnya, densitas antigen dan lokasinya.
Yang merupakan target dari perkembangan vaksin
imunokontrasepsi adalah sperma antigen, antigen,
Gonadotrophin releasing-hormone (GnRH), Cho-
rionic gonadotrophin, beberapa hormon peptida
(FSH, LH, Luteinizing hormone releasing hormone)
serta hormon steroid gonad. (Stoyka B, Domagala
A, 2003).

Diperkirakan antibodi yang akan terbentuk
oleh vaksin imunokontrasepsi akan bekerja di sa-
luran reproduksi wanita terutama pada tuba falopii,
uterus, dan vagina, sehingga akan menghambat fer-
tilisasi.

Pada sistem reproduksi manusia terdapat be-
berapa tempat yang dapat digunakan sebagai inter-
vensi imunologik terhadap regulasi fetilisasi (lihat
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gambar 2). Perkembangan gamet di bawah kontrol
gonadotropin, follicle stimulating hormone (FSH)

dan luteinizing hormone (LH), yang disekresikan -

pituitary dan mencapai gonad melalui aliran darah.
Netralisasi aksi LH dan/atau FSH pada organ targe
(ovarium dan testis) akan dihalangi oleh sirkulasi
antibodi dan hingga mengganggu pematangan oosit
dan spermatozoa. Sekresi gonadotropin diatur oleh
GnRH yang disekresi oleh hipotalamus. Netrali-
sasi human chorionic gonadotropin (HCG) oleh
berkembangnya antibodi juga mengarah ke infer-
tilitas. Respon imun dapat ditingkatkan terhadap
faktor permukaan yang unik dari gamet sehingga
mengganggu proses fertilisasi. Beberapa penelitian
klinik telah memperlihatkan hubungan antibodi
terhadap antigen sperma dengan unexplained in-
fertilitas lain. Auto-antibodi terhadap ZP juga telah
didokumentasikan. Eksperimen tersebut ada secara
. alami yang mengindikasikan bahwa pemblokan
imunologik pada fertilitas merata dalam situasi
manusia, tanpa ada efek samping dan akansthtidah
dikerjakan untuk mengatur fertilitas dénpan Wak=
sin imunokontrasepsi. (Gupta SK, £+ Jethanddani,
1997).
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Gambar 2. Skematik garis besar proses
reproduktif.

Struktur Zona Pelusida
Zona pelusida adalah svatu matriks gliko-
protein ekstraseluler yang mengelilingi oosit. Se-

cara mikroskopik lapisan ini terdiri dari lapisan da-
lam yang padat dengan pori-pori kecil dan lapisan
luar dengan pori-pori yang lebih besar. Secara
spesifik matriks ZP terbentuk dari filamen-filamen
yang saling berhubungan dengan panjang masing-
masing 2-3 pm. dan masing-masing filamen berisi
suatu struktur berulang 14-15 nm , sementara ZP2-
ZP3 heterodimer, dan ZP1 yang bertanggung jawab
untuk cross-lingking filamen ini, yaitu ZP1, ZP2,
ZP pada tikus terdiri atas tiga protein dan ZP3. Uru-
tan asam amino yang utama ZP1 (623 asam amino),
Zp2 (713 asam amino) dan Zp3 (424 asam amino)
di mana pada awalnya disimpulkan dari full-lenght
c¢DNA. Masing-masing zona protein disatukan se-
bagai rantai polypeptide yang dimulai dengan uru-
tan N-Terminal dan C-Terminal diikuti oleh suatu
ekor eytoplasmic pendek atau singkat. Urutan signal
dibelah di reficulum endoplasmic yang membang-
kitkan N-Termini dewasa dari ZP1, Zp2 dan Zp3.
Seperti ke tiga lintasan protein sampai sel, mereka
adalah-secara ekstensif glycosylated dan rantai sisi
karbohidratresultan meliputi dengan kasar separuh
dari masswrdaritiap protein. (Sinowatz F E, 2001).
Zona pellusida, di bawah mikroskop electron
terlihat:sepert jaringan pola geometris dengan pe-
netrasi. yang mémpetlihatkan lapisan dalam yang
konipak dengat spori-pori yang kecil dan sebuah
lapisan luar yameg tersusun longgar dengan pori-
potiyang besar Selanjutnya, matriks ZP terdiri atas
filamien-filamén-yang saling berhubungan dengan
panjang mtasing-masing 2-3 um. dan setiap fila-
men mengandupgg 14-15 nm struktural berulang,
dipeﬂtiﬂkan sebagai heterodimer ZP2-ZP3, dan
ZP1 yang beitanggung jawab terhadap ikatan si-
tang-filamen tersebut. Suatu model struktural ZP,
berdasarkan pada biokimia dan analisis ultrastruk-
tural ZP tikus, yang melibatkan filamen panjang
dari suatu ZP2 dan ZP3 heterodimer yang berulang.
ZP1 memberikan integritas struktural ZP dengan
pengikatan silang filamen ZP2 dan ZP3 melalui
ikatan disulfide. Berdasarkan perbedaan komposisi
protein antar spesies, belum jelas jika struktur ZP
tikus dapat diaplikasikan pada mamalia lainnya.

Biokimia Alami Glikoprotein Zona Pelusida

Secara biokimia ZP terbentuk dari tiga kom-
ponen yang juga berfungsi dalam proses imunolo-
gis. Ketiga komponen itu disebut dengan ZP1, ZP2
dan ZP3, dan berdasarkan ukuran mRNA-nya dise-
but sebagai ZPA (ZP2), ZPB (ZP1) dan ZPC (ZP3),
dimana ZPA mempunyai ukuran yang terpanjang
dan ZPC yang terkecil. Identifikasi masing-masing
ZP dapat dilihat pada tabel di bawah ini: (Gupta SK,
P. Jethanadani, 1997).
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Tabel 1.
Karakteristik dari glikoprotein zona pelusida tikus
(manusia berada dalam tanda kurung). (Johnson MH, 2000)

Nama Genetik Biokimia Fungsi
P11 Kromosom19:12  Mr185-100.000  Sebagai pengikat slang
exonsepanjang 6,5 (90-110.000):653-  ZP2 ke ZP 3 Setelah
kb (12sepanjang  aa 70 kDa peptida pelapasan ganula
11kb) (540-aa): hemodi-  kortikal, ikatan silang
mer dengan ikatan ditingkatkan
disulfida:9%
berada pada jumfah
male dari kombi-
nasi ZP2 & ZP3
P2 Kromosom7:18  Mr120-140.000  Mengikat spermatozoa

(64-78.000): 713-aa
80 kDa peptida (715-

€x0n sepanjang
12,1kb (19

yang bereaksi akrosom
dan memfasilitasi

sepanjng 13kb)  aa); rasio molar perjalanan melewati
denganZP3=1:  zona. Setelah pelepasan
1, mungkin untuk granula kortikal,
heterodimer  sebagian besar diubah
yang menyusun menjadi ZP2 oleh
filamen zona aktivitas protease
Ip3 Kromosom 5: 8 Mr83.000(57-  Mengikat kepala spenma
exonsepanjang 8,6 73.000):424-aa46  utuh melalti reseptor
kb (8sepanjang  kDa peptida (42-aa) B 1,4-galaktosil
18,3 kb) transferase.
Setelah pelepasan
granula kortikal,
B-hexosaminidase
B mencernakan reseptor
oligosakarida pada

glikoprotein ZP3.

Asam nukleat dan urutan asam.amino yang di-
simpulkan dari tiga zona protein tersedia dari be-
berapa jenis. ZP1 pada manusia terdiri atas }1 exons
(kurang satu dari tikus; exon 2 menghadirkan dua
exons dengan suatu intron yang kecil); ZP2 terdiri
dari 19 exons (satu lagi dibanding tikus)-dan-ZP3
terdiri dari 8 exons (sama seperti tikus) dan mereka
mengkode asam amino polypeptides dari 540, 745
dan 424. (Gupta SK,1997). Ada dua daerah yang
sangat hydrophobic di N-And C termini yang me-
wakili urutan isyarat pada transmembrane.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Millar
(1991) diketahui bahwa kerja mRNA untuk meng-
kode ketiga ZP glikoprotein berubah-ubah. Selama
fase oogenesis awal, kerja mRNA mengkode ZP
glikoprotein akan meningkat, dan pada fase akhir
terdapat penurunan dan pada saat ini oosit berovu-
lasi. Sedangkan pada penelitian oleh Grootenhuis
(1996) didapatkan bahwa ZP1 (ZPB) terdapat pada
folikel sekunder dan tersier, sedangkan pada foli-
kel primordial, folikel primer dan folikel tersier
tidak ditemukan. ZP3 (ZPC) terdapat pada oosit
di sepanjang fase folikulogenesis. Dari penelitian
tersebut didapatkan hasil bahwa ZP glikoprotein
pada manusia diproduksi dan disekresi pada fase

yang spesifik dari proses folikulogenesis dan sel
granulosa dipikirkan berpengaruh terhadap sintesis
ZP glikoprotein. (Miller LA, BE. John, GJ. Killian,
2000).

Fungsi Zona Pelusida

Zona pelusida merupakan salah satu aspek
yang penting dalam proses fertilisasi karena meru-
pakan lini pertama pengenalan dan pengikatan
spermatozoa dengan oosit dalam suatu ikatan yang
spesifik dan penting pula dalam mengaktifkan pro-
ses fertilisasi selanjutnya. Dalam proses pengenala-
an dan pengikatan spermatozoa, diketahui bahwa
yang berperan sebagai reseptor primer adalah ZP3.
Pada tahap selanjutnya yaitu reaksi akrosom, dike-
tahui bahwa ZP pada beberapa spesies termasuk
pada manusia merupakan stimulus untuk memulai
terjadinya reaksi akrosom. Akrosom adalah suatu
organel sel yang mirip lisosom yang berisi berba-
gai. macam enzim yang keluar pada saat terjadin-
va reaksi akrosom. Reaksi ini merupakan salah
satu_proses eksositosis yaitu terjadinya penyatuan
vesikel intrasel dengan membran sel bagian dalam
yang diikuti oleh pelapasan isi dari vesikel. Reaksi
ini terdiri dari 2 tahap yaitu yang pertama pelepasan
enzim proteolitik yang diperlukan agar spermato-
zoa| dapat melakukan penetrasi melalui matriks
ZP, dan yang kedua adanya remodeling dari per-
mukaan spermatozoa sehingga dapat meneruskan
proses adesi dengan ZP dan kemudian melakukan
fusi dengan oosit; Pada penelitian yang dilakukan
oleh Roldan (1994), disebutkan bahwa ZP3 dan
hormon progesteron bekerja secara sinergis dalam
mengiduksi terjadinya reaksi akrosom.

Jika'ZP3 penting dalam proses pengenalan dan
pengikatan spermatozoa, ZP2 bertanggung jawab
atas proses selanjutnya yaitu untuk menghambat
terjadinya polispermia. Hal ini berhubungan de-
ngan penurunan afinitas antara spermatozoa yang
sudah mengalami reaksi akrosom dengan ZP.

Biologi Seluler Dari Interaksi Spermatozoa-
Zona Pelusida Manusia '

Transformasi morfologi spermatozoa terkap-
sitasi dapat menjalani reaksi akrosom merupakan
kejadian yang dramatik. Selama proses, akrosom
membengkak, membrannya berfusi dengan mem-
bran plasma, terbentuk vesikula dan kandungan
vesikel akrosom dan membran dalam akrosom me-
ngalami proses eksositosis. Reaksi akrosom ber-
hubungan dengan peningkatan kalsium intraseluler
dan cAMP, pH intraseluler dari sekitar 7,1-7,5
yang dapat bekerja secara sinergis dengan kalsium.
(Johnson MH, BJ. Everit, 2000)
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Secara umum telah diterima bahwa ZP3 yang
bertanggung jawab untuk reaksi akrosom. Sperma-

tozoa terkapasitasi mengikat secara spesifik pada -

komponen oligosakarida yang mengandung galak-
tosa pendek dari glikoprotein asam yang besar
dalam proses spesifik-spesifik. Tempat terikatnya
sperma berada pada membran plasma pada akro-
som dan telah diidentifikasi sebagai o 1,4-galaktosil
transferase. Setelah terikat, oligosakarida lain dan
daerah protein dari glikoprotein ZP3 berinteraksi
dengan membran plasma sperma dan melalui suatu
aksi yang melibatkan protein G, menstimulasi ma-
suknya kalsium dan kenaikan pH. Reaksi akrosom
terjadi, kemudian reseptor untuk ZP3 menghilang
bersama vesikula membran selama reaksi akrosom,
pengikatan sperma ke ZP3 hanya sebentar. Sebagai
tambahan, akrosom melepaskan a-hexosaminidase
B yang mencernakan reseptor lokal ZP3, sehingga
. mencegah pengikatan selanjutnya.

Kini telah diketahui bahwa progesteron dapat
juga menstimulasi masuknya kalsium ke<“dalam
sperma, mengarah ke stimulasi dari adenil siklase
dan peningkatan cAMP. Aktivitas protein kinase C
juga meningkat dan penting untuk reaksi akrosom
yang diinduksi oleh progesteron. Produksi proges-
teron dari folikular meningkat terutama saat ovulasi
dan mungkin progesteron terbawa dalam massa ku-
mulus dari sel granulosa mengelilingi oosit. (John-
son MH, BJ. Everit, 2000)

Mungkin secara in-vivo progesteron bereaksi
pada spermatozoa yang datang pada massa kumulus
untuk membuat kebocoran akrosom, melepaskan
enzim intra-akrosom hialuronidase pada permu-
kaan spermatozoa dan cairan-cairan sekelilingnya.
Enzim tersebut mencerna matriks intraseluler dari
asam hialuronat yang mempertahankan kumulus
oosit, interaksi dengan ZP3 dan reaksi akrosom.
(Johnson MH, BJ. Everit, 2000)

Pemaparan membran dalam akrosom mengung-
kap tempat pengikatan baru, spesifik pada untuk
ZP2. Tempat pengikatan tersebut menahan hu-
bungan spermatozoa dan zona yang penting untuk
perjalanan spermatozoa melalui ZP menuju oosit.
(Johnson MH, BJ. Everit, 2000)

Antigen Zona Pelusida

Seperti telah disebutkan di atas ZP adalah
matriks ekstraselular yang memiliki oosit matang,
dan penting dalam beberapa tahap proses fertilisasi
mulai dari merangsang terjadinya reaksi akrosom,
pengikatan spermatozoa, dan menghambat terja-
dinya polispermia. Antigen ZP akan menginduksi
terjadinya infertilisasi melalui 2 cara (1) Pembentu-
kan antibodi yang dapat menghambat reseptor sper-

matozo pada ZP, dan (2) Sel T sitotoksik sebagai
perantara destruksi folikel ovarium.

Antigen terhadap ZD terdiri dari rangkaian
asam amino, struktur asam amino, dan struktur kar-
bohidrat yang bervariasi di antara spesies yang ada.
Glikoprotein ZP diketahui merupakan komponen
yang dapat menimbulkan respon imun yang besar,
mengakibatkan penurunan kemampuan fertilisasi
sehingga merupakan salah satu yang dapat diguna-
kan sebagai imunikontrasepsi. Dalam penggunaan
glikoprotein ZP, penting diperhatikan adalah bahwa
antibodi yang timbul harus dapat mempengaruhi
pengikatan spermatozoa, namun tanpa memberikan
efek terhadap perkembangan folikel ovarium.

Dalam laboratorium, pengembangan model
primata digunakan monyet bonnet atau Macaca
radiata yaitu primata dengan evolusi dan fisiologi
reproduksi yang mirip dengan manusia. Dalam
percobaan tersebut dilakukan kloning dari gen
ZP1, 7ZP2 dan ZP3 untuk menguji imunogenesitas
dan keefektifannya sebagai kontrasepsi. Ternyata
didapatkan hasil bahwa ZP3 memiliki kemiripan
terbesar(93,9%). dengan manusia. Oleh karena itu
dikembangkan imunokontrasepsi menggunakan
ZP3 dari monyet bonnet.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Martinez
(2000) dilakukan.perbandingan antara penggunaan
imunisasi menggunakan protein ZP rekombinasi
manusia ZPA, ZPB dan ZPC secara terpisah dan se-
cara kombinasi pada monyet jenis Macaca fasikcu-
laris. Ternyata imunisasi dengan ZPB rekombinasi
manusia-menyebabkan monyet menjadi infertil un-
tuk 9-35 bulan, sedangkan pada babon infertilitas
akan menjadi’9—20 bulan. Studi ini merupakan studi
pertama di mana protein ZP rekombinan dapat ber-
fungsi sebagai imunokontrasepsi yang efektif tanpa
adanya gangguan terhadap siklus menstruasi dan
tidak menimbulkan gangguan patologis ovarium.
Antibodi yang terbentuk pada hewan ini menyebab-
kan terjadinya penghambatan terhadap proses fusi
antara spermatozoa dan 0osit.

Penggunaan antibodi monoklonal terhadap ZP3
memperlihatkan suatu kontrasepsi yang bersifat re-
versibel, dengan keefektifan tinggi, dan untuk jang-
ka panjang pada percobaan terhadap tikus betina
dengan ZP yang telah dihumanisasi. ZP tikus betina
yang dihumanisasi artinya adalah zona pelusida
yang mengandung ZP1 dan ZP2 tikus, dengan ZP3
manusia. Antibodi monoklonal Abs MA-809, -811,
813 dan -825 memperlihatkan inhibisi pengikatan
spermatozoa manusia dengan zona protein manusia
secara bermakna.

Hardy dkk (2003), membandingkan pengguna-
an rekombinasi ZP3 tikus (mZP3) yang diekspresi-
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kan pada mamalia dengan yang diekspresikan pada
serangga sebagai antigen imunokontrasepsi. Dari
hasil penelitian tersebut didapatkan bahwa terjadi
penurunan fertilitas pada tikus betina yang telah di-
imunisasi menggunakan rekombinasi protein mZP3
yang diekspresikan pada sel mamalia dan hal ini
tidak terjadi pada yang serangga.

Penelitian terbaru yang dilakukan oleh Xiang
dkk (2003) menggunakan antibodi terhadap protein
ZPC sebagai imunokontrasepsi. Seperti yang telah
disebutkan di atas bahwa glikoprotein ZPC merupa-
kan reseptor spermatozoa yang utama dalam proses
fertilisasi. Penggunaan ZPC sebagai prototipe kon-
trasepsi vaksin telah dikembangkan oleh beberapa
peneliti sebelumnya, begitu pula penelitian tentang
antibodi monoklonal yang bekerja langsung ter-
hadap ZPC telah digunakan untuk menghambat
fertilisasi melalui imunisasi pasif, bagaimanapun
keamanan vaksin kontrasepsi ini belum sepenuh-
nya didapat. Pada penelitian tersebut penyuntikan
hewan betina menggunakan sebagian atau seluruh
protein ZPC menimbulkan efek samping berupa
gangguan pertumbuhan ovarium dengan hilangnya
oosit dan fungsi ovarium. Oleh karena itu pada pe-
nelitian ini diharapkan dapat dihasilkan vaksin ZPC
yang menghasilkan respon imun yang tinggi terh-
adap ZPC tanpa adanya efek samping. Dari hasil
penelitian ini didapatkan bahwa vaksin antibodi anti
rekombinan ZPC (rZPC) yang dibentuk dari plas-
mid (pCMV4-rZPC) dapat menghambat terjadinya
fertilisasi tanpa gangguan perkembangan  folikel
yang normal. Selain itu, dari segi keamanan ternya-
ta imunisasi pada tikus dengan pCMV4-rZPC akan
menurunkan respon sel T-sitotoksik: terhadap ZP
sehingga menghambat terjadinya gangguan- fungsi
reproduksi. Sehingga vaksin ini dapat dikembanga-
kan sebagai salah satu vaksin kontrasepsi.

Beberapa Penelitian Pada Pengembangan
Imunokontrasepsi Zona Pelusida

Penelitian imunogen yang terbuat dari peptida
sintetik untuk pengembangan vaksin kontrasepsi
dengan dasar ZP dilakukan oleh Afzalpurkar dkk
1997. Observasi terhadap campuran dari antibodi
antipeptida terhadap porcine ZP3a (~ ZP3) secara
efektif menghambat pengikatan sperm-ZP porcine
in-vitro, sedangkan antibodi antipeptida tunggal ga-
gal. (Gupta SK, Srivastava, S. Choudhury, 2004)

Miller dkk (2000) melakukan penelitian ter-
hadap penggunaan imunokontrasepsi terhadap pe-
ngontrolan reproduksi sekumpulan rusa ekor putih
(Odocoileus virginianus). Bahan yang digunakan
adalah ZP porcine asli (pZP) dan tiga rekombinan
ZP kelinci (RC55, RC75a dan kombinasi RC5S5,

RC75a dan RC75b) yang diekspresikan dalam sua-
tu vektor E.coli peX-2 sebagai fusi protein cro-b-
galactosidase. Dosis awal 500 ig dan booster nya
setelah 3—7 minggu. Terdapat 5 kelompok, di mana
titer antibodi pada kelompok rekombinan adalah
1000 atau kurang, dibandingkan dengan kelompok
pZP sebesar 128.000. Penurunan fertilitas pada ke-
lompok yang diimunisasi dengan rekombinan ZP
kelinci kurang efektif dibandingkan dengan kelom-
pok dengan pZP. Pemberian kombinasi antigen ti-
dak membuktikan penurunan kelahiran anak rusa
secara signifikan. (Gupta SK, Srivastava, S. Choud-
hury, 2004)

Govind dan Gupta (2000) mengimunisasi em-
pat babon betina (Papio anubis) dengan rekombi-
nasi glikoprotein ZPB monyet bonnet (Macaca
radiata) yang diekspresikan dalam E.coli SG13009
sebagai fusi protein polihistidin (His,) dan dikon-
jugasikan diphtheria toxoid (DT) dengan menggu-
nakan Squalene dan Arlacel-A (ratio 4 : 1) sebagai
ajuvan dan SPLPS sebagai ajuvan tambahan pada
injeksi pertama. Semua hewan yang diimunisasi
memperlihatkan respon antibodi yang baik terhadap
r-bmZPb, siklus ovulasi berlanjut tanpa gangguan.
Keberadaan titer antibodi anti r-bmZPB bersirkula-
sivyang tinggi'> 2x 10° antibodi/unit, hewan yang
diimunisasi gagal konsepsi setelah dikawinkan
dengan jantan fertil. Kehamilan terjadi setelah pe-
nurunan titer antibodi anti r-bmZPB, 1,95 x 10° an-
tibodi/unit. Maka imunisasi dengan ZPB dapat di-
gunakan untuk imunokontrasepsi, tanpa gangguan
pada ovarium. (Govind CK, Gupta SK, 2000).

Penelitian oleh Hinsch dkk (1998) dan Hasega-
wa dkk (2002) mengungkapkan bahwa antibodi po-
liklonal terhadap peptida sintetik yang berhubung-
an dengan hZP2(human ZP2, residu asam amino
50-67 dan 541-555) juga secara efektif mengham-
bat pengikatan sperma ZP manusia in-vitro. (Hase-
gawa A, dkk, 2002).

Telah dilakukan penelitian oleh Xiang dkk
(2003) dengan menggunakan daerah epitop kelinci
(rZPC, asam amino 263-415) sebagai imunogen,
dikontruksi menjadi plasmid pCMV4-rZPC dalam
vektor pCMV4 sebagai vaksin pCMV4-rZPC. Ti-
kus yang diimunisasi dengan pCMV4-rZPC : (1) 60
% tikus betina infertil setelah 6 minggu imunisa-
si, (2) Mengembangkan antibodi anti-rZPC yang
mengikat ZP ovarium in situ, dan (3) Antibodi anti-
rZPC yang mengikat ZP ovarium hewan normal
in vitro. Hasil yang diperoleh dapat menghasilkan
antibodi anti-rZPC dari vaksin gen pCMV4-rZPC
'dan tidak mengganggu perkembangan folikuler.
((Xiang RL, dkk, 2003).
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SIMPULAN

Di Indonesia, masalah kepadatan penduduk

dewasa ini masih merupakan problem yang memer-
lukan pemecahan. Oleh pemerintah telah dilancar-
kan program Keluarga Berencana, yang bertujuan
untuk membatasi kelahiran.

Kontrasenpsi yang efektif menyebabkan pasa-
ngan usia reproduktif dapat mengontrol fertilisa-
sinya dan menghindari terjadinya kehamilan yang
tidak diinginkan.

Pada beberapa tahun belakangan ini telah di-
kembangkan suatu alternatif kontrasepsi dengan
menggunakan metode imunologi untuk mengham-
bat proses fertilisasi. Salah satu metode pengham-
batan fertilisasi yang kini sedang dikembangkan
adalah melalui vaksinasi, yaitu suatu cara yang
biasanya dilakukan untuk memproteksi tubuh ter-

* hadap infeksi.

ZP merupakan salah satu aspek yang pen-
ting dalam proses fertilisasi karena merupakan lini
pertama pengenalan dan pengikatan spermatozoa
dengan oosit dalam suatu ikatan yang spesifik dan
penting pula dalam mengaktifkan proses fertilisasi
selanjutnya. Dalam proses pengenalan.dan pengika-
tan spermatozoa, diketahui bahwa yang: berperan
sebagai reseptor primer adalah ZP3. Beberapa se-
nyawa yang berperan sebagai inductor, reaksi ak-
rosom telah berhasil diidentifikasi, di antaranya
adalah inductor biologis yaitu senyawa glikopro-
tein ZP subtype 3 (ZP3).

Protein ZP rekombinan dapat berfungsi‘sebagai
imunokontrasepsi yang efektif tanpa adanya gang-
guan terhadap siklus menstruasi dan tidak-menim-
bulkan gangguan patologis ovarium. Antibodi yang
terbentuk pada hewan ini menyebabkan terjadinya
penghambatan terhadap proses fusi antara sperma-
tozoa dan oosit.
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