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ABSTRAK

nitigsiréntibedid ' i serum mengnnduug antibodi yang diperlukan agar roaksi
di dapatberlangsung. Dalam penelitian ini antibodi progestaron dibuat dengan
cara f;““)ﬂ-‘nllkkﬂn kompleks progesteron-3-karboksimetil oksim-BSA bersama ajuvan
F.reun. pada hewan kolmci.' Suntikan ulangdilakukan secara teratur setiap bulan dan serum
diambil secara berkala 2 mingju setelah suntikan dilakukan untuk diamati titernya, Serum
d;pnn_en pada b\flnn ke 6 setelah diperoleh titer yang cukup tinggi. Mutu antibodi yang
dxhamll‘mn lolap_jutnya diuji dengan menentukan nilai avidites dan kespesifikan. Kespesi-
fikan dievaluasi de'ngun mempelojari reaksi silang antisorum progesteron terhadap senyawa
testosteron, deohlhkort.ikosteron. kertison. Hasil analisis menunjukkan bahwa antiserum
progesteron yang dihasilkan cukup spesifik untuk penentuan RIA. Aviditas antiserum diten-
tukan ?!engan menggunakan kurva Scatchard, dan diperoleh nilai K = 2,76 X 107 I/mol. Limit
deteksi yang dapat dicapai dengan antibodi progesteron adalah 3,6 X 10® mol/. Dari hasil
seluruh pa‘rcobun dapat disimpulkan bahwa antiserum progesteron yang dihasilkan cukup
memenuhi persyaratan untuk digunakan sebagai bahan pereaksi RIA.

ABSTRACT

THE PREPARATION OF PROGESTERONE ANTIBODIES. The antiserum is an essen-
tial component in a radicimmunoassay system, because it contains the antibodies required
for antigen-antibody reaction. In the present study progesterone antiserum was prepared by
injecting a progesterone-3-carboxymethyl oxime-BSA together with Fround's adjuvant into
rabbits, Booster injections were administered monthly and serum samples withdrawn every
two weeks and the titre determined. The antisera was harvested after 6 months when the titre
was sufficiently high. The quantity of the antisera was further examined by avidity and
specificity tests, Specificity was evaluated by making a study on cross reactions of the serum
with testosterone, deoxycorticosterone and cortisone. The results showed that the
progesterone antiserum obtained was sufficiently specific for radicimmunoassay purposes.
The avidity was determined by means of a Scatchard plot, which yielded a value of K = 2,78
X107 I/mole. The detection limit was 3,6 X 10°® mole/). In general it can be concluded that the
progesterone antiserum obtained meet the requirements for radiocimmunoassay.

PENDAHULUAN

Antibodi merupakan komponen terpenting MHC. Adanya senyawa MHC ini memungkin-

dalam sistem RIA. Antibodi terbentuk sebagai
respons terhadap masuknya benda asing dalam
tubuh. Tanggapan pertama oleh tubuh terhadap
konfigurasi asing umumnya berbentuk sebagai
respons imun. Apabila tubuh mendapat rang-
eangan imunogenik, maka terjadilah keterlibat-
an sel-sel makrofag, limfosit T, dan limfosit B.
Mekanisme pembentukan antibodi dapat
diterangkan sebagai berikut: bila suatu antigen
ditelan oleh makrofag, ia akan diolah dan kom-
ponen-komponen yang dihasilkannya diperli-
hatkan bersama-sama dengan protein histo-
kompatibilitas utama (MHC) pada permukaan
sel. Sel-sel T dalam peredaran darah tidak
memiliki kemampuan untuk mengenali anti-
gen, kecuali bila disertai suatu persenyawaan

kan pengikatannya dengan kompleks antigen
protein tersebut pada membran luar makrofag.
Hubungan antara makrofagdan sel T ini memu-
lai serangkaian aksi, reaksi dan interaksi yang
kompleks di dalam sistem imun. Adanya ikatan
tersebut akan merangsang pelepasan interleu-
kin-1 yang merangsang pertumbuhan sel T dan
sel B. Sel T yang berinteraksi dengan protein
MHCberkembang menjadisel T pembantuyang
kemudinn berinteraksi mengaktifkan sel B.
Selanjutnya sel tersebut dapat berdeferensiasi
melalui 2 jalan yang berbeda, yaitu berdeferen-
siasi menjadi sel plasma yang nantinya mampu
memproduksi dan mensekresi sejumlah anti-
bodi, serta dapat membelah diri kembali dalam
keadaan istirahat dengan merekam kekhasan
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dari antigen yang semula me rangsangnyn (1,21
Sel-sel tersebut dinamakan sel ingatan (sel
memori). R

Tidak emun benda asing menghasilkan
imunorespons. Imunogen yang dengan mudah
menimbulkan respons imun yang nyata keba-
nydkan berbentuk sebagni makromolekul pro-
tein, namun zat-zat lain seperti polisnldmru.in.
polipeptida buatan dan senyawa polil}mr lf'nn-
nya dapat bersifat imunogenik apabila digu-
nakan dalam kondisi yang sesuai.

Mengingat bahwa antibodi merupak.an fak-
tor utama ynng berperan dalam analisis R.IA:
maka tujuan penelitian ini adalah mempelajari
pembuatan antibodi progesteron yang meme-
nuhi persyaratan sebagai bahan perealsi RIA.

Senyawa progesteron mempunyai bobot
molekul rendah, sehingga tidak dapat merang-
sang pembentukan antibodi. Agar senyawa pro-
gesteron dapat bersifat imunogenik harus dika-
itkan secara kovalen pada protein pengemban
yang besar. Pada penelitian ini sebagai imuno-
gen digunakan progesteron-3-karboksi-metil
oksim-BSA yang dicampur dengan ajuvan
Freund. Campuran imunogen kemudian disun-
tikkan pada kelinci. Imunisasi dilakukan
dengan suntikan intradermal dan suntikan
ulang dilakukan dengan cara subkutan.

Agar antiserum dapat digunakan untuk
keperluan RIA maka harus memenuhi beberapa
persyaratan yaitu mengandung antibodi
dengan kespesifikan dan aviditas yang tinggi,
culkup peka pada daerah kerja yang diinginkan,
serta mempunyai titer yang tinggi (4,5).

Penentuan titer dilakukan untuk menge-
tahui ada tidaknya antibodi dalam serum
hewan yang lelah diimunisasi, dan diikuti sela-
ma proses imunisasi berlangsung. Setelah
diperolch titer yang cukup tinggi maka anti-
eerum dapat dipanen,

Mutu antiserum yang dihasilkan divji
dengan menentukan titer, nilai aviditas dan
kespesifikan. Kespesifikan dievalunsi dengan
mempelajari reaksi silang antiserum proges-
teron terhadap senyawa testosteron, kortison
dan deoksikortikosteron dan nilai aviditas
ditentukan dari harga K yang dapat dipelajari
dengan menggunakan kurva Seatchard [4].

TATAKERJA

Bahan yang digunakan adalah Progeste-
ron-3-karboksi-metil oksim-BSA, ajuvan
Freund lengkap, ajuvan Freund tak lengkap,
testosteron, kortison, deoksikortikosteren, dari

Temo: Pengembangan Kemitraan Antas Lasy)

Melalui 11,4 H.:l',ln

glgma, Kit Progesteron (1201) produksi Fapy,,
Dingnoatica Spectra. Bahan [ﬂrf’ff!"..‘u yang faj
diperoleh dari E. Merck dengan tingkat kernyp.
nian analitik. .

Poralatan yang dllgunnlr.nn adalah et
pencacah sinar y (Miniassay Lype B-20), alyy
pemusing yang diperlengkapi pendingin (IEC
Centra-7R), alat pH meter (Metrohm Herisg,, B
520), alat komputer IBM/PC, program disket
dari WHO dan alat freeze dryer (Labeoneg),

Sebagai hewan percobaan digunakap
kelinci jantan dengan umur_4-5 bulan dan bepy
2.2,5 kg yang diperoleh dari peternakan keling;
di Lembang.

Pembuatan campuran imunogen -ajuvan

Ke dalam senyawa kompleks progestepyp.
3-karboksimetil oksim-BSA ditambahkap | ml
larutan salin dan 2 ml larutan ajuvan Freypg
lengkap. Larutan emulsi progesteron-3- karhy.
simetil oksim- BSAdalam ajuvan dibuatdengan
menggunakan alat suntikan dengan cara dip;.
sap dan disemprotkan ke dinding tabung bey.
ulang- ulang (kira-kira 20 kali). Hasil emyls
diuji dengan meneteskan pada permukaan ajy.
Bila emulsi air dalam minyak belum terbenty)
maka tetesan itu akan menyebar pada permy.
kaan air.

Prosedur imunisasi

Mula-mula imunisasi dilakukan dengan
cara suntikan intradermal pada punggung
kelinci sebanyak 30-40 kali hingga seluruh
campuran emulsi habis. Dosis yang diberikan
pada suntikan imunisasi pertama ialah 0,5 mg/
kg berat. Suntikan ulang dilakukan setiap
bulan secara teratur dengan cara suntikan sub-
kutan pada paha kelinci dan dosis yang diberi-
kan 0,25 mg/kg berat.

Pengambilan darah dilakukan 2 minggu
setelah booster. Untuk memperoleh serum yang
mengandung antibodi, darah didiamkan pada
suhu kamar selama 1 jam, kemudian pada suhu
4°C selama 3 jam, dan selanjutnya disentrifuga
pada suhu 4°C, Untuk menghindarkan adanya
kontaminasi bakteri dan fungi ditambahkan &
il larutan natrium azida (1g/l). Penyimpanan
dilakukan pada suhu -20°C atau diliofilisasi.

Pengujian antibodi yang dihasilkan

Respons antibodi dapat dilihat dari hasil
penentuan titer, Penentuan titer dilakukan
melalui suatu seri pengenceran antibodi proges-
teron antara 10 sampai 5120 kali dengan meng-
gunakan larutan dapar BSA pada pIl 7,5. Ke
dalam tabung reaksi dicampurkan 100 pl

186

Dipindai dengan CamScanner


https://digital-camscanner.onelink.me/P3GL/g26ffx3k

Seminnr Boine dan Tebaslogi Mok

g ! ermilnn i 1 Nuhkliy
;"r:',‘_‘n“f&v Dandung, 21 - 22 Maret J00%
de

serum bebas, 100 pl antibodi progesteron (hasi)

ngenceran), dan 100 ’ul progesteron Lertanda
H.'L Campuran kemudian diaduk dengan, pong-
Jduk wﬂe:.diink“hl}ﬂl eelamn 2 jam pada auhy
Saar, Untuk memisahkan frakal Lol dan
frakel terikat digunakan larutan PEG 157,
Fraksi terikat dipi!n'hklm dengnn alat sentri.
fuga, dan endapan t.ilcncnh menggunakan pon.
cacah rinar v. Selanjutnya dibuat grafik antarg
traksi terikat terhadap faktor pengenceran,
Dari grafik ini dapat ditentukan pengenceran
antibodi yang menghasilkan 50% perunut ter.
{kat. Penentuan titer diamati terus, dan bila
telah diperoleh titer yang culkup linggi maka
antiserum dapat dipanen.

Penertuan daerah kerja dengan kepekaan yang
diinginkan

Pembuatan kurva behu dengan berbagai variasi
pengenceran antiserum.

Mula-mula dilakukan pembuatan kurva
baku dengan pengenceran antiserum 1/500;
1/750; 1/1000. Untuk pembuatan kurva baku
digunakan 50 ml larutan baku progesteron
dengan konsentrasi 0; 0,8; 2,0; 4,0; 10; 20; 40;
dan 100 nmol/l. Kemudian ditambahkan 100 i
progesteron bertanda 1%°] dan 100 pl antiserum
progesteron (hasil pengenceran). Campuran
diaduk dengan pengaduk vortex, diinkubasi
selama 2 jam pada suhu kamar. Selanjutnya
untuk memisahkan fraksi terikat dan fraksi
bebas ditambahkan 1 ml larutan PEG 18%,
Setelah disentrifuga, cairan dari setiap tabung
didekantasi dan keaktifan residu dicacah
dengan menggunakan pencacah sinar y (mini-
tesay), Protokol RIA untuk percobaan ini dapat
dilihat pada Tabel 1. Kemudian dibuat grafik
antara fraksi terikat dan konsentrasi
progesteron, serta grafik profil presisi yang

Tema """F‘l‘?'ﬂ’-;‘.n Famitromn Antar Lombaga
’.’!'1} ] ’["" l.""l'i’

menggambarkan hubungan antara % koefisien
variasi (% CV) dengan korsentrasi.

anenfmm volum F"'UJ'M‘ gpﬁmq[

ESotalah dipersleh pengenceran antiserum
optimal, ditentukan pula jumlah poreaksl opti-
mal untuk mendapatkan daerah kerja dengan
kepakaan yang diinginkan.

Untuk maksud ini dilakukan kombinasi
dengan desain pereshann sebagai berikut:

1. 50 ul larutan baku progesteron, 100 ul pro-
gesteron bertanda '“’[, dan 100 pl anti-
Eerum progestaron.

2, 100 ul larutan baku progesteron, 100 ul pro-
gesteron bertanda '“°I, dan 100 ul anti-
gerum progesteron.

Percobaan dilakukan sesuai dengan pro-
toksl RIA yang tertera pada Tabel 1. Dari selu-
ruh perccbaan kemudian dibuat grafik antara
fraksiterikat dan konsentrasi progesteron serta
grafik profil presisi.

Penentuan aviditas

Setelah diketahui pengenceran antizerum
dan jumlah pereaksi optimal, selanjutnya dila-
kukan penentuan aviditas dari kurva Scatchard
yaitu hubunganantara B/F (fraksi terikat / frak-
8i bebas) terhadap jumlah antigen terikat/
(mol/l). Aviditas dinyatakan dengan harga K
pada reaksi antigen-antibodi. Nilai K ini dipero-

leh dari koefisien arah (slope) pada kurva Seat-
chard,

Penentuan kespesifikan antibodi progesteron
Kespesifikan ditentukan dari reaksi silang
testosteron, kortison, dan decksikortikosteron
terhadap antibodi progesteron. Untuk maksud
ini dilakukan 4 =eri perccbaan. Seri pertama
dibuat kurva baku progesteron dengan konsen-
trasi 0; 0,8; 2,0; 4,0; 10; 20; 40;100 nmoll dan
seri ke 2 hingga 4 dibuat kurva pengenceran

Tabel 1. Protokol RIA Progesteron

Velume | Blanghs Konsentrasi baku Progestercn
Froeutal "mh&'l‘;" ng| W 0 | 08 | 20 | 40 | 100 | 200 | 40,0 | 1000 | Cuplikan
::':'m‘ beban 50 [ : " . . - . . 2 .
} Progestecn 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
larutes baly . . o0 ] 50 (] 50 50 80 50 .
Antibodi . - 100 100 100 100 100 100 100 1¢0 100
Progas- terog
Cuplisn . g . - 5
— Inlcubaei selama 2 Jam pada subu kaimar
«1ml PEG 16
* Frakad tarileat dipleshkan dengan alet sentrifugs; - Kesktifan endapan dicacah dengan peccacah alnar Y
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bethagal senyawn tarsebut dengan konsentrasl
10;100; 1000; 10000, dan 100000 nmolA. Pro-
podur percobaan dilakukan sesual dengan pro-
tokol yang terdahulu,

Darajat reaksl ailang dapat dihitung
dengan membandingkan Ed 60 pada kurva
baku progeateron dengan Ed 60 pada pengen-
cornn senyawa-senyawa testosteron, kortison,
dan deokaikortikostoron.

HASILDAN PEMBATIASAN

Sebagal imunogen pada pembualan anti-
bodi progesteron digunalan komploks proges-
teron-3-karbolsimetil olalm BSA. Derivat yang
dipilih sebagal jembatan untuk mengkonjugnnli-
kan progesteron dengan molekul BSA adalah
derivat oksim, suntu derivat yang berbeda
dengan derival pada pembuatan progesteron
bertanda %[ yaitu derivat hemisuksinat, Hal
inl dilakukan untuk mencegah kemungkinan
dihaeilkan antibodi yang spesifik terhadap jem-
batannya, danbukan terhadap senyawa proges-
teron yang diinginkan. Akibatnya akan mem-
berikan bentuk kurva baku yang landai, yang
nkan menyebablkan kesalahan anallsis [4),

Penggunaan ajuvan Freund akan memper-
tinggi respons imun terhadap imunogen yang
disuntikkan. Ajuvan Fround lengkap merupa-
kan eampuran yang terdiri dari arlacel A, para-
fin cair, dan mikobakterial yang telah dilemnh-
kan. Ajuvan Freund berkhasiat sebagai
penampungan, Antigen bebas biasanya menye-
bar secara cepat dari tempat penyuntikan, dan
tugas penting darl ajuvan adalah menghalangi
hal ini dengan cara menyediakan penampung-
an antigen jangka panjang, balk pada tempat.
tempat di luar sel atau di dalam makrofag. Ma-
krofag memegang peran yang sangat penting
untuk menginduksi respons imun dalam
menyajikanantigen. Dibawah pengaruh njuvan
yang mempunyal sifat penylmpanan akan
mengaktifkan makrofag, Mokrofag yangterang-
sang diharap dapat meningkatkan respons
imun dengan cara meningkatkan jumlah antj-
gon pada permukann dan meninglatkan prolife.
rasl limfosit, Komponen mikobakteria berkha-
siat meningkatkan peranan sel T yang nkan
mengenal baginn Imunogenik darl antigen
dalam awal respons imun tersebut [3).

Agar terbontuk emulsi air dalam minyak
maka volume ajuvan yang dicampurkan seban.
ding atau dua kali volume imunogen,

Percobann imunisnsl dimulai dongan 3
ekor kelincl, Penentuan titer dipantau setiap 2
minggu setolah imunisasi /suntikan ulang, Data

Thmia Pengelomgun Kemitsomn pogoy ),
.‘-frf‘#fur ', feh ’; ';‘:l
uby,,

I,ﬂ,kmnhnn;;nn titar dapat dillhat tada ¢,

bar 1, Pengamatan menunjubkbkan by} ¥
minggu ke dua netalah imuninasi bely,
munculnya antibodi, terlibat dayj

yang sangat rendnh, Dalam periodg i Lerfay;
perubahan fungsional limfosit yany dim:;{.!
dongan pengenalan antigen. Lama petinds ir!
tidak selalu tetap, terlihat pada keline llly;,.'.
mamberikan nilal titer 28,6% pada mingg, l:

dun setelah suntikan imuni=nsj, .

Apabila hewan disuntik imunogen yan
sama untuk kedua kali, terjadilah respop, imyn
sekunder yangditandaioleh pombentylkyp, anti.
bodi yang lebih cepat dan lebih banyak, eebab
sistem pembentukan antibodi telah mengalapm;
pemanasan setelah imunisasi pertamg dan
telah menyediakan eekelompok sel-se) ingatan

Dari grafik perkembangan titer mylaj saat
imunizasi pertamn hingga suntikan ulang ke 7
(Gambar 1) menunjukkanbahwa diantarg keti.
ga ekor kelinci, hanya kelinci I11 Yang membe.
rikan respons imun yang cukup baik.

Kedua kelinci lainnya hingga suntikan
ulang ke 3 belum memberikan respons imyp
yang tinggi, dan mengalami penurunan pada
suntikan ulang yang berikutnya, schingga
untuk kedua kelinci tersebut tidak dilakukan
suntikan ulang lagi. Perbedaan respons imun
sangat bergantung dari faktor biologik dan
susunan genetikdarihewan yangbersangkutan
[2].

Suntikan ulang pada kelinci 111 dilanjut.
kan hingga suntikan ulang ke 7. Grafik per-
kembangan titer dapat dilihat pada Gambar 1.
Dari grafik terlihat bahwa titer maksimum
diperoleh pada suntikan ulang yang ke dua dan
tidak logi mengalami kenaikan pada suntikan
ulang yang berikutnya. Ini menunjukkan bah-
wa penambahan konsentrasi imunogen tidak
dapat lagi meningkatkan pembentukan anti-
bodi,

RIA merupakan salah satu cara penentuan
yang digolonglan dalam analisis kejenuhan.
Antibodi merupakan perealksi utama dalam sis-
tem RIAdan sering ditambahkan dalam jumlah
kurang dari eetengah jumlnh antigen yang
merupakan analit yang harus diukur, Itulah
sobabnya antiserum yang digunakan perlu
diencerkan.

Dalam sistem RIA titer didefinisikan seba-
gl pengenceran antiserum yang menyebabkan
60% perunut terikat. Dari kurva titrasi anti-
sorum progesteron pada Gambar 2 dapat
dipantau perkembangan produlsi antibedi pro-

1"y V"fa
m lﬂn‘,r‘.‘}
hﬂlil “|‘_'
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Gambar 1. Perkembangan hasil titer mulai dari suntikan imunisasi hingga suntikan ulangke 7 ¢

gesteron dari sejak suntikan ulang pertama
hingga suntikan ulang ke 7.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa
setelah suntikan ulang ke 5 antiserum yang
dihasilkan memberikan nilai titer paling tinggi
yaitu 1/1260.

Umumnya titer antiserum untuk keper-
luan RIA berkisar antara 10-10 [4]. Bila diban-
dingkan dengan titer antiserum, pada umum-
nya titer antiserum progesteron cukup rendah,
hal ini disebabkan karena hormon steroid (pro-
gesteron) mempunyai pengaruh menghambat
I"Bz::toaiu yang akan menekan terjadinya
reaksi imun pada proses pembentukan anti-
bodi (6], p P pe

Antiserum tidak dapat diseleksi hanya atas
asar titer saja, Keuntungan antiserum dengan
titer tinggi ialah sedikit antiserum dapat digu-
nakan untuk sejumlah besar penentuan,

" Untuk memperoleh pengenceran anti-
dm"‘ yang optimal pada daerah kerja yang
linginkan, dilakukan pembuatan kurva baku
i kurva profil presisi dari beberapa pengen-

e
ran antiserum yaitu 1/500, 1/750, dan 1/1000.
Hasil optimasi pengenceran antise- rum dapat
dilihat pada Gambar 3 dan Tabel 2.

Dari hasil pengamatan diperoleh bahwa
pengenceran antibodi optimal adalah 1/750
yang memberikan ikatan maksimum (Bo/T)
yang cukup tinggi dan memberikan daerah
kerja yang cukup lebar.

Dengan kondisi pengenceran ini, dilaku-
kan pula penentuan jumlah pereaksi optimal.
Hasil penentunn kombinasi pereaksi dapat dili-
hat pada Tabel 3 dan Gambar 4,

Dari data yang diperoleh ternyata desain
penentuan dengan 100 pl larutan baku pro-
gesteron (cuplikan), 100 pl progesteron bertan-
da 25, dan 100 pl antiserum progesteron mem-
berikan hasil percobann yang cukup peka pada
daerah kerja yang diinginkan 6 - >100 nmol/.

Mengingat bahwa untuk penentuan pro-
gesteron dengan melode RIA tidak diperlukan
pemisahan antibodi progesteron dari antibodi
lainnya, maka perlu dilakukan uji kespesifikan.
Kespesilikan dievaluasi dengan mempelajari
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Keterangan:
B = frakai terikat; T = keaktifun total
2 minggu setelah booster 1
2 minggu setelah booster 3
2 minggu setelah booster 6
2 minggu solelah booster 7

2 minggu sotelah booster 2
2 minggu sotelnh booster 4
2 minggu sotelnh booster 6

Gambar 2. Kurva titrasi nntiserum progeateron darl suntiknn ulnng pertnma hingga ko 7

reaksl silang antiserum progeateron terhadap
sonyawa-sonyawa yang mempunyai struktur
yang hampir snma diantaranya senynwa tostos-
teron, kortison, dan deokailortikosteron, Ada-
nya realsi silang akan menyebablkan haslil
pengukuran cenderung terlulu tinggl. Dornjnl
renksi silang ditentukan sebagai perbandingan
konsontrasl antigen apeaifik (progosteron) tor
hadap konsentrasi senyawa yang mengadakan
renkal ailang padn Ed 60 (13/Bo = 607%) [5). Hasil
penentuan renkal silang terhadap anlibodi pro-
gosteron dapat dilihat pada Tubel 4 dan Gam-
bar B,

Darl data yang diperoleh deokalkorlikosto-
ron mombarikan reakai silang sebeanr 0,36 %,
sodang untuk sonyawa testosteron, dan ko ti.
son derajal roalkai silangnyn sangnt keeil, Knday
deolesikortikoateron dalamdaral normal sangat
rondah, schingga adanya roaksl silnnyg tidak

algnifilkan pengaruhinya terhadap hasil pongu.
luran konsentrasi progeatoron. Darl haail anall-
ala dapat disimpullan bnhwa antiaorum proges.
teron yang dihasillian cukup spesifile untuk po-
nentuan RIA,

Kepokaan anallsis RIA erat hubungannya
dengan aviditna atau harga K. Hargn K dopat
diperoleh darf kurva Seatchard, Dongnn meng:
anggapbahwa antibodl yang dihasillian borsifat
homogen achinggn hanya mompunyal satu har
gn I maka kurva Scatchard dapat dialurkan
dengan B/IF (perbandingan Mrakal terikat dan
vkl bobna) sobagni sumbu vertikal dan kon:
sontrasl fralsl torikat sumbu horlsontal (Game
bar 6, Hargn ICdapat diperoloh darl kemiying:
nn garis (4],

Pada Gambay 6 terlihat bahwa kurva Seats
chard merupnlun suporposial dua fungai linler
dongnn komlringnn muslnyg-mnalng 1K = 270X
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Keterangan:

B =fraksi terikat; Bo = fraksi pada konsentrasi 0
. pengenceran 1/600;  pengenceran 1/760;  pengenceran 1/100

Gambar 3, Kurva baku dan kurva profil presisi pada berbagai pengenceran antiserum progesteron
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107 Vol dan K = 1,9 X 10% Vmol. Mengingat
bahwa antibodi yang dihnasilkan ndalah anti:
merum poliklonal yang mengnntlunu_l"-‘l"-‘fﬂl‘"
populasi antibodi, dan #etinp antibodi mm]\lm-
rikan harga K yang berbeda, maka kurva Scat-
chard yang diperoleh sering tidak berupa garis
lurus tetapi berupa garis lengkung yang meru-
pakan superposisi beberapa fungsi linfor dari
setiap antibodi spesifik. Sekalipun antiserum
yang dihasilkan adalah antiserum Pohk!onn!
yang mengandung beberapa populasi nntlboc!l
tetapi dengan dilakukannya pengenceran anti-
serum maka antiserum dengan konsentrasi
yang rendah dapat diabaikan.

Antiserum progesteron terdiri dari 2 popu-
lasi antibodi yaitu dengan kemiringan K, dan
K,. Kedua nilai K ini menggambarkan kepeka-
an analisis untuk kedua jenis antibodi dalam
serum yang dihasilkan. Dari baku progesteron
pada berbagai konsentrasi dapat disimpulkan
bahwa antibedi yang peka untuk penentuan
progesteron ialah kurva dengan kemiringan K.

Aviditas antiserum menentukan limit de-
teksi dari suatu sistem penentuan. Limit detek-
ei adalah sebanding dengan 1/K, maka limit
deteksi yang dapat dicapai dengan antibodi

progesteron yang dihasilkan adalah 3,6 X 10

mol/l . Ini berarti cukup peka untuk penentuan

Ty Pengembangon Kemitraan Anga,
Tim Melalui | l’m}nm‘
et Iptaky M.rl[,‘,

adar progesteron. Kadar progesteron -
(I;ipnngrznruhi olah siklua hnid, UmUmnEa:
sobelum ovulasi kndar progesteron renda}, (g
nmol/) dan kemudian mengalami konaiknnda‘n
kadar tertinggi (26,6 - 47,9 nmol/l) dicapaj ads
hari ke 8 hinggn ko 8 setelah ovulasi, danbily
tidak terjadi pembunhan kadar Progesterop
akan menurun kembali.

KESIMPULAN

1. Penyuntikan kompleks progesteron.3.y,,.
bokaimetil oksim-BSA pada kelinei mongha.
silkan : : antibodj
progesteron,dantiterertinggi  diperolap,
setelah suntikan ulang ke 6.

2. Kondisi penentuan optimal diperoleh da.
ngan melakukan pengenceran 1/760 unty)
kelinci 111, serta percobaan menggunakap
100 pl baku/cuplikan progeateron, 100 pJ

12
progesteron bertanda "I, dan 100
antise- rum progesteron,

3. Hasil uji karakteristik antiserum menyp.
jukkan bahwa antiserum progesteron yang
dihasilkan cukup spesifik untuk penentuan
RIA dengan limit deteksi 3,6 X 10 nmol),

4. Antiserum progesteron yang dihasilkan cy.
kup memenuhi persyaratan untuk diguna.
kan sebagai bahan pereaksi RIA.

Tabel 2. Hasil optimasi pengenceran antibodi progesteron

Pengenceran antibodi Bo/T ED 50 Batas profil presisi
(%) (nmol/l) (nmol/)
1/500 54,3 70,0 .
1/760 37,2 25,0 B,6-73,3
1/1000 20,0 16,0 .
Tabel 3. Hasil optimasi kombinasi pereaksi
Kombinasi pereaksi Bo/T (%) ED 50 (nmol/l) Batas profil presisi
1. 60 pl baku a7,2
100 pl 125 progeste. 59 8,5-1733
ron
100 pl antibedi
2,100 pl baku 42,6
100 pl 128L.progeste- 13,0 6,0-+100
ron
100 pl antibodi
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Keterangan:

B = fraksi terikat; Bo = fraksi pada konsentrasi 0; X = larutan baky; Y = 125]- progesteron; 2 =
antibodi progesteron

50 ul X, 100 ul Y, 60 pul Z,

100 ul X, 100 pul Y, 100 ul Z

Gambar 4. Kurva baku dan kurva profil presisi pada berbagai kombinasi pereaksi
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DISKUSI

Dadang S

1. Bagaimana anda yakin bahwa kurva aviditas terj
penyimpangan-penyimpangan akibat kesalahan percobaan?

2. Harga K yang mana yang digunakan untuk menghitung limit deteksi?

Ratnawati:

1. Mengingat bahwa antibodi yang dihasilkan adalah antiserum poliklonal yang mengandung
beberapa populasi antibodi, dan setiap antibodi memberikan harga K yang berbeda, maka
kurva Scatchard yang diperoleh sering tidak berupa garis lurus tetapi merupakan superposisi
beberapa fungsi linier dari setiap antibodi spesifik,

2. Antiserum progesteron terdiri dari 2 populasi antibodi yaitu dengan kemiringan Ki dan Ka2.
Kedua nilai K ini menggambarkan kepekaan analsis untuk kedua jenis antibodi dalam serum
yang dihasilkan, Dari baku progesteron pada berbagai konsentrasi dapatdisimpulkan bahwa
antibodi yang peka untuk penentuan progesteron ialah kurva dengan kemiringan Ki.

adi siperposisi, bukannya 1 garis dengan

Nanny K.:

Metode pemisahan fraksi bebas dan terikat digunakan dengan PEG 16%, tetapi saya tidak

melihat berapa nilai NSB yang diperoleh dengan metode ini, karena biasanya tinggi,danapakah
tidak mengganggu terhadap hasil?

Ratnawati:

Nilai NSB yang diperoleh dengan metode pemisahan menggunakan PEG 18% adalah lebih-
kurang 7% dan dalam setiap penentuan telah dikurangi dengan nilai NSB.
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