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ABSTRAK 

 
Sistem reproduksi pada pria merupakan target yang potensial 

untuk perkembangan obat kontrasepsi baru. Salah satu target dalam 
kontrasepsi pria adalah mengganggu produksi spermatozoa, tetapi  
tidak mempengaruhi maskulinitas dan libido pria. Inhibin B 
merupakan hormon polipeptida gonadal dimerik yang diproduksi oleh 
sel Sertoli dan secara selektif menghambat sekresi FSH melalui 
mekanisme umpan balik negatif, sehingga diharapkan dari mekanisme 
tersebut dapat mengganggu proses spermatogenesis tanpa menganggu 
produksi testosteron. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
pengaruh paparan inhibin B pada tikus (Rattus norvegicus) jantan 
terhadap profil hormon testosteron dan jumlah sel Leydig. Metode 
yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus diinjeksi dengan 
inhibin B secara Intra Muscular setiap 12 hari dan diulang sebanyak 
lima kali, kemudian tikus dibedah dan diambil testis dan darahnya. 
Testis digunakan untuk preparat dengan pewarnaan Hematoxylin-
Eosin untuk menghitung jumlah rerata sel Leydig dan serum diambil 
dari darah untuk pengukuran kadar testosteron. Perlakuan pemberian 
inhibin B pada tikus tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan 
terhadap rata-rata jumlah sel Leydig pada testis. Rata-rata jumlah sel 
Leydig pada perlakuan inhibin B sebanyak 22.53 ± 0.50, sedangkan 
pada kelompok kontrol sebanyak 23.07 ± 0.81. Kadar testosterone 
pada serum tikus perlakuan inhibin B tidak menunjukkan perbedaan 
signifikan dengan kelompok kontrol, dengan kadar testosterone pada 
kelompok perlakuan inhibin B adalah 2.339 ± 0.053 ng/mL, 
sedangkan kadar testosterone pada kelompok kontrol adalah 2.399 ± 
0.074 ng/mL. 

 
Kata kunci: Inhibin B, Rattus norvegicus, sel Leydig, testosteron. 
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Study Of  Inhibin B Exposure Against  Hormone Profiles of  
Testosterone and the number of Leydig cells in Rattus norvegicus 
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ABSTRACT 

 
Male reproductive system is a potential target for the 

development of new contraceptive drugs. One of the male 
contraceptive targets are annoying sperm production, but does not 
affect masculinity and male libido. Inhibin B is a gonadal dimeric 
polypeptide hormone produced by Sertoli cells and selectively inhibits 
FSH secretion via negative feedback mechanism, which is expected 
from these mechanisms can interfere with the process of 
spermatogenesis without affecting testosterone production. The 
purpose of this study was to determine the effect of inhibin B 
exposure in rats (Rattus norvegicus) towards the male hormone 
testosterone profiles and the number of Leydig cells. The method used 
in this study were mice injected Intra Muscular with inhibin B in 
every 12 days and was repeated five times, then dissected and rat 
testis and blood taken. Testis used for preparations by Hematoxylin-
eosin staining to calculate the mean number of Leydig cells and serum 
from blood taken for measurement of testosterone levels. Provision of 
inhibin B treatment in rats did not show a significant difference to the 
average number of Leydig cells in the testis. The average number of 
Leydig cells in the treatment of inhibin B is 22.53 ± 0.50, whereas in 
the control group is 23.07 ± 0.81. Testosterone levels in serum inhibin 
B treated mice showed no significant differences with control,  
testosterone levels of inhibin B in the treatment group was 2.339 ± 
0.053 ng / mL, whereas levels of testosterone in the control group was 
2.399 ± 0.074 ng / mL. 
 

Key words: Inhibin B, Rattus norvegicus, Leydig cells, testosterone. 
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BAB I 
PENDAHULUAN 

 
1.1 Latar Belakang 

Pertumbuhan penduduk di dunia saat ini meningkat secara  
drastis dari tahun ke tahun. Indonesia merupakan salah satu negara 
berkembang yang sedang mengalami fenomena tersebut. 
Berdasarkan data statistik, jumlah penduduk Indonesia selama dua 
puluh lima tahun mendatang terus meningkat yaitu dari 205,1  juta 
pada tahun 2000 menjadi 273,2 juta pada tahun 2025 (Data Statistik-
Indonesia, 2011). Berdasarkan UU No. 52 tahun 2009, dalam 
mewujudkan pertumbuhan penduduk yang seimbang dan keluarga 
berkualitas dilakukan upaya pengendalian angka kelahiran dan 
penurunan angka kematian, pengarahan mobilitas penduduk, 
pengembangan kualitas penduduk seluruh dimensinya, peningkatan 
ketahanan dan kesejahteraan keluarga, penyiapan dan pengaturan 
perkawinan serta kehamilan sehingga penduduk menjadi sumber 
daya manusia yang tangguh bagi pembangunan dan ketahanan 
nasional, serta mampu bersaing dengan bangsa lain, dan dapat 
menikmati hasil pembangunan secara adil dan merata.  

Program KB merupakan salah satu upaya yang digunakan untuk 
menekan pertumbuhan penduduk. Program KB dengan berbagai alat 
kontrasepsi lebih banyak untuk kaum wanita, sedangkan alat 
kontrasepsi yang dikembangkan untuk kaum pria sangat sedikit dan 
hanya terbatas pada alat kontrasepsi fisik, seperti kondom dan 
vasektomi, serta KB alamiah yang melibatkan pria atau suami, 
seperti metode senggama terputus, sehingga metode kontrasepsi pria 
yang dapat diandalkan dan reversible perlu dikembangkan 
(Handelsman, 2003). 

Sistem reproduksi pada pria merupakan target yang potensial 
untuk perkembangan obat kontrasepsi baru. Salah satu target dalam 
kontrasepsi pria adalah mengganggu produksi spermatozoa, tetapi  
tidak mempengaruhi maskulinitas dan libido pria (Pasqualotto et al., 
2003). Despopoulos dan Silbirnalg (2003) menyatakan bahwa, libido 
pada pria diregulasi oleh hormon testosteron. Selain itu, hormon 
testosteron juga berfungsi untuk menstimulasi perkembangan organ 
reproduksi pada pria (Sturmhöfel & Bartke, 1998). Hormon 
testosteron merupakan hormon yang diregulasi oleh sel Leydig yang 
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distimulasi oleh Luitenizing Hormon (LH) yang diproduksi di 
anterior pituitari, sehingga obat kontrasepsi dengan target produksi 
spermatozoa harus dilakukan tanpa mengganggu produksi LH atau 
testosteron. 

Inhibin merupakan glikoprotein yang diproduksi oleh sel sertoli 
testis dan berperan penting dalam mengontrol sekresi gonadotropin 
pituitari melalui mekanisme umpan balik negatif. Terdapat dua 
bentuk molekuler aktif inhibin di dalam sirkulasi, yaitu inhibin A dan 
inhibin B. Inhibin A disusun oleh subunit α dan βA dan inhibin B 
oleh subunit α dan βB. Pada pria dewasa, FSH merangsang produksi 
inhibin B di dalam testis dan inhibin B menghambat sekresi FSH di 
pituitari anterior. Sampai saat ini, para peneliti meyakini bahwa 
inhibin B merupakan bentuk utama inhibin pada pria. Inhibin B 
bersifat antagonis dengan aktivin. Aktivin berfungsi merangsang 
pelepasan FSH, sedangkan inhibin B berperan untuk menghambat 
pelepasan FSH dari pituitari antierior (Aulanni’am, 2011). 

Spermatogenesis merupakan suatu proses pembentukan dan 
perkembangan spermatozoa yang terjadi di tubulus seminiferus. 
Spermatogenesis pada mamalia dikendalikan oleh hormon 
gonadotropin, yaitu Folicle stimulating hormon (FSH) dan Luteizing 
hormon (LH) (Weinbauer et al., 2001). LH merupakan hormone 
gonadotropin yang menstimulasi sel Leydig yang ada di dalam testis 
untuk mensekresi hormone testosterone, sedangkan FSH merupakan 
hormon gonadotropin yang berfungsi untuk menstimulasi produksi 
spermatozoa di tubulus seminiferous pada testis (Sturmhöfel et al, 
1998). Sekresi dan produksi FSH kelenjar pituitari pada pria 
diregulasi oleh inhibin B (Boepple et al., 2008). Inhibin B 
merupakan hormon polipeptida gonadal dimerik yang diproduksi 
oleh sel sertoli dan secara selektif menghambat sekresi FSH melalui 
mekanisme negative feedback (umpan balik negatif) (Chada et al., 
2003), sehingga dalam penelitian ini akan diuji dampak inhibin B 
terhadap produksi hormon testosteron dan jumlah sel Leydig. 
 
1.2 Rumusan Masalah 

1. Apakah paparan inhibin B pada tikus (Rattus norvegicus) 
jantan mempengaruhi profil hormon testosteron ? 

2. Apakah paparan inhibin B pada tikus (Rattus norvegicus) 
jantan mempengaruhi jumlah sel Leydig ? 



 3

1.3 Tujuan 
1. Mengetahui pengaruh paparan inhibin B pada tikus (Rattus 

norvegicus) jantan terhadap profil hormon testosteron. 
2. Mengetahui pengaruh paparan inhibin B pada tikus (Rattus 

norvegicus) jantan terhadap jumlah sel Leydig. 
 

1.4 Manfaat 
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi informasi bahwa 

paparan inhibin B tidak berpengaruh terhadap produksi hormon 
testosteron dan jumlah sel Leydig. 
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BAB II 
TINJAUAN PUSTAKA 

 
2.1 Perkembangan Kontrasepsi Pria 

Peningkatan pertumbuhan penduduk dalam banyak kasus 
mengakibatkan kebutuhan sumber daya alam (SDA) menjadi tidak 
seimbang. Ketidakseimbangan tersebut menyebabkan berbagai  
krisis di dunia, misalnya krisis air bersih, krisis makanan, dan krisis 
energi. Potensi kerusakan dan degradasi di lingkungan akan 
meningkat seiring dengan meningkatnya pertumbuhan penduduk. 
Menurut Anderson dan Baird (2002), sistem reproduksi jantan 
merupakan target yang potensial untuk pengembangan metode 
kontrasepsi baru. Saat ini, lebih dari 30% pasangan dunia telah 
menggunakan metode kontasepsi pria (Martin et al., 2000). Namun, 
di Indonesia sendiri penggunaan metode kontrasepsi pada pria masih 
sangat minim akibat rendahnya pengetahuan mengenai pentingnya 
penggunaan kontrasepsi pada kaum pria.  Pertumbuhan penduduk 
yang demikian pesat di dunia dan kesadaran sosial yang tinggi 
terhadap kesehatan reproduksi mendorong pengembangan penelitian 
dalam bidang kontrasepsi (Chen et al., 2005).  

Dalam beberapa dekade terakhir, metode penggunaan 
kontrasepsi jenis pil sudah banyak berkembang pada wanita, 
sedangkan kontrasepsi pria hanya terbatas pada kontrasepsi metode 
fisik, seperti kondom dan vasektomi (Martin et al., 2000). Menurut 
Amory dan Bremmer (2005), male human contraception (MHC) 
harus mempunyai potensi yang aman, mudah digunakan, dan bersifat 
reversible. Hal ini cukup beralasan karena metode kontrasepsi seperti 
kondom, senggama terputus, dan vasektomi belum sepenuhnya 
diterima oleh banyak pasangan di dunia. Kontrasepsi berbasis 
hormonal dapat dilakukan dengan pemberian testosteron dosis tinggi, 
namun dosis suprafisiological androgen yang diperlukan untuk 
menginduksi azoospermia tersebut ternyata menyebabkan efek 
samping, seperti hiperplasia prostat dan perubahan plasma lipid yang 
kurang baik sehingga minim  digunakan  secara luas oleh kaum pria 
(Meringgiola et al., 2002).  
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Gambar 2.1 Target potensi kontrasepsi pada pria  

(Anderson dan Braid, 2002). 
 

Dasar pendekatan MHC adalah pendekatan yang bersifat 
menekan spermatogenesis. Spermatogenesis tergantung pada sekresi 
gonadotropin, misalnya secara langsung sekresi Folicle Stimulating 
Hormon (FSH) dan secara tidak langsung adalah produksi hormon 
testosteron yang distimulasi oleh Luteinizing Hormon (LH). 
Penghambatan sekresi gonadotropin akan menyebabkan aktifitas 
endokrin dan aktifitas spermatogenik dalam testis terganggu (Roth 
dan Amory, 2010). Walaupun mekanisme spermatogenik belum 
sepenuhnya diketahui, penghambatan terhadap produksi LH dan FSH 
diketahui dapat menghambat spermatogenesis. Sampai saat ini, 
metode pengembangan kontrasepsi pria yang paling praktis adalah 
metode pendekatan secara hormonal (Gambar 2.1) (Anderson dan 
Braid, 2002). 
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Pendekatan MHC terkini adalah merangsang gonadotropin untuk 
menginduksi terjadinya penekanan spermatogenesis dan testosteron 
intratestikular (Anderson dan Braid, 2002). Metode MHC yang baik 
harus dapat menginduksi terjadinya azoospermia secara menyeluruh, 
tidak menyebabkan efek samping, dan mempunyai formula yang 
praktis (Roth dan Amory, 2010).  

 
2.2 Struktur dan Peran Inhibin B dalam Sistem Reproduksi Pria 

Inhibin merupakan suatu hormon gonadal berupa glikoprotein 
yang diproduksi oleh sel Sertoli di dalam testis dan memiliki peran 
penting untuk mengontrol sekresi gonadotropin pituitari melalui 
mekanisme umpan balik negatif (Aulanni’am, 2010). Inhibin 
tersusun atas dua subunit yang berikatan kovalen yakni α dan ß, 
dihubungkan oleh jembatan sulfida. Dua bentuk subunit ß telah 
berhasil diisolasi oleh peneliti terdahulu yang dikenal dengan ßA dan 
ßB, keduanya dapat bergabung dengan subunit-α untuk 
menghasilkan inhibin A dan inhibin B (Gambar 2.2) (Rombauts et al., 
1992). Berdasarkan penelitian Winters et al. (2006) inhibin B 
merupakan glikoprotein heterodimer yang diproduksi oleh sel sertoli. 
Level inhibin B rendah ketika tubulus seminiferus rusak, namun pada 
penelitian kera normal mengungkapkan bahwa inhibin B berkolerasi 
dengan jumlah sel Sertoli. 

Gambar 2.2 pembentukan struktur inhibin (Plin, 2011) 
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Inhibin merupakan molekul multifungsional yang terlibat 
dalam mengontrol pituitari untuk sekresi FSH. Inhibin B diproduksi 
oleh testis, terutama oleh sel-sel Sertoli. Ekspresi dan sekresi inhibin 
B berkorelasi positif dengan fungsi sel Sertoli, jumlah sperma, dan 
status spermatogenik dan berkorelasi negatif dengan FSH (Luisi et 
al., 2005). Menurut Kumanov et al. (2006), parameter sperma dan 
volume testikular dalam pria infertil tidak hanya mempunyai korelasi 
positif dan signifikan dengan inhibin B, tetapi mempunyai korelasi 
negatif dan signifikan dengan hormon FSH. Inhibin diproduksi 
secara langsung oleh sel Sertoli pada testis. Inhibin B diproduksi 
untuk mengontrol sekresi FSH melalui mekanisme negative feedback. 
Produksi inhibin B pada orang dewasa tergantung pada FSH dan 
status spermatogenik (Meachem et al., 2001). 

Inhibin, activin, dan follistatin pertama kali diidentifikasi 
kemampuannya dalam cairan folikel ovarium untuk mengatur sekresi 
FSH dari hipofisis gonadotropin secara in vitro. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa inhibin dan follistatin menekan sekresi FSH, 
sedangkan activin meningkatkan sekresi FSH dari hipofisis (Knight 
& Glister, 2001). Inhibin berfungsi untuk menekan produksi hormon 
FSH dari sel hipofisis, sedangkan activin merangsang sekresi 
hormon FSH dari sel hipofisis (Robertson et al., 2004). Kadar 
inhibin B juga berperan sebagai marker fertilitas individu jantan. 
Aktifitas inhibin B di dalam seminal plasma manusia memiliki 
keterkaitan dengan penurunan konsentrasi sperma. Kadar inhibin B 
pada individu infertil pada umumnya mampu memberikan gambaran 
spermatogenesis yang terjadi dan lebih memungkinkan juga 
digunakan sebagai penanda terjadinya spermatogenesis daripada 
FSH (Kumanov et al., 2006). 

Terdapat dua mekanisme penghambatan sintesis FSH oleh 
inhibin B, yaitu dengan melakukan blocking signaling activin dan 
menggunakan suatu jalur tertentu untuk menghambat signaling 
activin. Mekanisme blocking signaling activin terjadi jika inhibin B 
berikatan dengan reseptor transforming growth  factor-β (TGF-β) 
tipe II dan membentuk kompleks dengan β-glycan yang stabil, 
sehingga signaling untuk sintesis FSH tidak terjadi. Mekanisme 
kedua adalah jika inhibin B berikatan dengan reseptor TGF-β tipe I 
dan reseptor inhibin membentuk suatu kompleks yang menginisisasi 
suatu signaling khusus untuk sintesis Smad6 atau Smad7. Smad6 



 8

atau Smad7 tersebut menghambat fosforilasi Smad2 atau Smad3 
yang berperan dalam signaling activin (Matzuk, 2000). 
 
2.3 Regulasi Hormonal Pada Spermatogenesis 

Spermatogenesis merupakan suatu proses pembentukan 
spermatozoa yang terjadi di dalam tubulus seminiferus. Masing-
masing tubulus seminiferus dikelilingi oleh membran basal dan di 
bagian tengah terdapat lumen yang mengandung spermatozoa, 
sedangkan dinding tubulus seminiferus berisi sel germinal yang 
berkembang dan sel Sertoli. Sel germinal yang belum berdiferensiasi 
disebut spermatogonium dan mulai membelah secara mitosis ketika 
memasuki masa pubertas. Hasil pembelahan mitosis pertama tersebut 
kemudian membelah lagi sampai mencapai jumlah tertentu atau biasa 
disebut spermatosit primer. Spermatosit primer tersebut akan 
meneruskan proses spermatogenesis melalui pembelahan meiosis. 
Tidak semua hasil pembelahan mitosis akan menjadi spermatosit 
primer, satu sel dari masing-masing hasil pembelahan mitosis akan 
tetap menjadi spermatogonium (Gambar 2.3) (Vander et al., 2001) 

Gambar 2.3 Spermatogenesis (ldysinger, 2011) 
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Masing-masing spermatosit primer akan berkembang dan 
mengalami pembelahan pertama untuk membentuk dua sel 
spermatosit sekunder yang haploid. Masing-masing spermatosit 
sekunder akan mengalami pembelahan meiosis sekunder 
menghasilkan spermatid. Sehingga satu spermatosit primer yang 
haploid akan menghasilkan empat spermatid yang haploid. Fase 
akhir spermatogenesis adalah diferensiasi spermatid menjadi 
spermatozoa. Diferensiasi spermatid meliputi remodeling sel, 
termasuk elongasi.  

Kepala sperma tersusun atas nukleus atau inti yang mengandung 
DNA dengan ujung kepala nukleus dilindungi oleh akrosom, yaitu 
vesikel yang mengandung enzim khusus yang berperan penting 
dalam penetrasi sperma pada sel telur. Ekor spermatozoa merupakan 
flagel yang digunakan oleh sperma untuk dapat melakukan 
pergerakan maju, sedangkan mitokondria pada sperma membentuk 
bagian tengah sperma dan berfungsi sebagai penyuplai energi untuk 
pergerakan sperma (Vander et al., 2001). 

Spermatogenesis merupakan satu dari sejumlah proses 
diferensiasi selular yang sangat kompleks di dalam tubuh mamalia 
yang akan menghasilkan spermatozoa dengan spesialisasi sel tingkat 
tinggi (Ogawa et al., 2006). Spermatogenesis pada mamalia 
membutuhkan aktifitas sejumlah hormon steroid dan peptida 
kompleks sebagai bentuk kerja oleh sel epitel seminiferus yang 
normal. Peran hormon tidak hanya dibutuhkan pada regulasi 
perkembangan sel germinal pria, tetapi juga diperlukan untuk 
proliferasi dan fungsi berbagai jenis sel somatik yang dibutuhkan 
untuk perkembangan testis (Mclahlan et al., 2002). Selain itu, 
spermatogenesis juga melibatkan sel-sel Leydig sebagai sel yang 
akan memicu sekresi hormon testosteron (Mendis-Handagama, 
1997), sel mioid dan sel Sertoli (Griswold, 1998). Setiap sel tersebut 
mempunyai target langsung terhadap satu atau lebih hormon yang 
aktifitasnya esensial bagi fertilitas pria (Holdcraft dan Braun, 2004). 

FSH dan LH merupakan glikoprotein yang disekresikan oleh 
kelenjar pituitari anterior yang akan mempengaruhi testis secara 
langsung untuk merangsang fungsi sel somatik dalam mendukung 
spermatogenesis. FSH dan LH merupakan salah satu bagian dari 
protein penting transforming growth factor-β (TGF- β). Reseptor 
FSH (FSH-R) pada pria terekspresi pada sel Sertoli di testis (Walker 
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dan Cheng, 2005), sedangkan reseptor LH (LH-R) ditemukan pada 
sel Leydig pada testis (Eblen et al., 2001). Penelitian pada hewan 
rodensia menunjukkan bahwa FSH berperan penting dalam 
spermatogenesis dengan merangsang proliferasi sel Sertoli selama 
perkembangan pre-pubertal (Heckert dan Griswold, 2002). 

Regulasi sintesis hormon testosteron merupakan peran LH di 
dalam testis pria dewasa (Lei et al., 2001). Hormon testosteron 
merupakan hormon steroid yang dapat berdifusi ke dalam tubulus 
seminiferus. Menurut Walker dan Cheng (2005),  hanya sel Sertoli 
saja yang memiliki reseptor dalam tubulus seminiferus. Testosteron 
juga meregulasi karakteristik organ seks sekunder, seperti distribusi 
rambut, bentuk fisik, dan perubahan suara pada pria serta perilaku 
individu jantan (DeSoto et al., 2009). 

 
2.4  Struktur dan Peran Hormon Testosteron dalam Reproduksi  
       Pria 

Hormon testosteron merupakan steroid androgenik utama yang 
disekresikan oleh testis yang sangat diperlukan untuk pematangan 
sel-sel germinal pria, produksi sperma, dan kesuburan pria (Walker, 
2009). Hormon testosteron berfungsi untuk merangsang 
pertumbuhan dan perkembangan dari organ reproduksi pria. Selain 
itu, fungsi spesifik hormon testosteron ini bervariasi selama tahap-
tahap perkembangan yang berbeda. Selama pubertas, hormon 
testosteron mendorong pertumbuhan organ seks primer pria dan 
bertanggung jawab untuk pengembangan karakteristik pria lainnya 
seperti organ seks sekunder, percepatan pertumbuhan pubertas, dan 
penghentian pertumbuhan pada tinggi dewasa. Hormon testosteron 
pada pria berfungsi terutama untuk mempertahankan maskulinitas, 
libido, dan potensi seksual serta mengatur produksi sperma 
(Sturmhöfel et al, 1998).  

Hormon testosteron dan FSH diperlukan pada proses 
spermatogenesis. Di dalam testis, sel somatik Sertoli mentransduksi 
sinyal dari testosteron dan FSH ke dalam faktor spermatogenesis 
yang diperlukan oleh sel germinal matang sampai menjadi 
spermatozoa (Walker dan Cheng, 2005). Proses spermatogenesis 
diatur oleh interaksi kompleks dari sinyal endokrin dan parakrin. 
Hormon kontrol induk Gonadothropin releasing hormon (GnRH) 
dihasilkan oleh syaraf decapeptide khusus yang berada di 
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hipotalamus. Sinyal GnRH diproduksi untuk menstimulasi kelenjar 
pituitari anterior dalam menghasilkan FSH dan LH yang kemudian 
mengatur potensi spermatogenik pada testis. LH berikatan dengan 
reseptor pada permukaan sel Leydig di testis dan merangsang 
produksi testosteron. Sel Sertoli di dalam tubulus seminiferus 
memiliki reseptor testosteron dan FSH (Walker dan Cheng, 2005). 
Menurut Singh et al. (2006), spermatogenesis dikendalikan oleh 
kehadiran hormon testosteron dan FSH. Metabolisme hormon 
testosteron dan dihydro-testosteron akan langsung mempengaruhi 
spermatogenesis melalui reseptor androgen (AR). Di dalam sel 
Sertoli terdapat gen-gen yang berperan penting dalam proses 
spermatogenesis yang ekspresinya diatur oleh faktor transkripsi 
CREB dan CREM. 

 

Gambar 2.4 Jalur Persinyalan testosteron pada sel Sertoli (Walker 
dan Cheng, 2005) 

 
Terdapat dua jalur persinyalan potensial yang menyebabkan 

fosforilasi Testosterone-induced cAMP response element binding 
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protein (CREB) (Gambar 2.4). Jalur persinyalan pertama (1), 
testosteron (T) berikatan dengan androgen reseptor (AR) yang 
selanjutnya berikatan dengan Src tyrosin kinase (SRC) dan 
mengaktivasi SRC yang akan menghasilkan rangsangan Raf dan Raf-
1 kinase, serta mengaktivasi jalur MAP kinase. Jalur kedua (2), 
testosteron menginduksi pemasukan Ca2+ ke dalam sel Sertoli. 
Peristiwa ini menyebabkan calmodulin (CaM) menstimulasi CaM 
kinase yang bertranslokasi menuju nucleus dan secara temporer 
memfosforilasi CREB. Ca2+ merangsang protein kinase C (PKC), 
Guanine nucleotide exchange factors (GEFs) atau protein kinase A 
(PKA) merangsang Ras atau Ras like GTP binding protein yang 
menghasilkan aktivasi jalur MAP kinase. Kedua jalur ini mempunyai 
kemampuan menginduksi fosforilasi CREB dan ekspresi CREB-
mediated gene  (Walker dan Cheng, 2005). 

 

Gambar 2.5 Jalur persinyalan FSH pada sel Sertoli (Walker dan 
Cheng, 2005) 

 
FSH yang berikatan dengan FSH-R menyebabkan reseptor 

gabungan protein G mengaktivasi adenylate cyclase (AC) dan 
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meningkatkan kadar intraseluler cyclic adenosine monophosfat 
(cAMP). Berbagai faktor dapat diaktivasi oleh cAMP di dalam sel 
sertoli. Protein kinase A (PKA) yang dapat memfosforilasi sejumlah 
protein di dalam sel dan juga meregulasi ekspresi dan aktivasi 
sejumlah faktor transkripsi seperti cAMP response element binding 
protein (CREB). FSH juga menyebabkan pemasukan ion kalsium 
(Ca2+) ke dalam sel sertoli yang dimediasi oleh cAMP dan mungkin 
oleh PKA serta modifikasi permukaan Ca2+ channel. Peningkatan 
level Ca2+ mengaktivasi calmodulin dan CaM kinase yang 
mempunyai bebrbagai efek potensial termasuk fosforilasi CREB. 
Selama pubertas, FSH mengaktivasi cascade mitogen-activated 
protein (MAP) kinase dan extracelluler signal-regulated kinase 
(ERK) kinase di dalam sel Sertoli yang mungkin melalui interaksi 
dengan guanine nucleotide exchange factors (GEFs) dan aktivasi 
Ras-like protein G. ERK mampu mengaktivasi sejumlah faktor 
transkripsi, seperti serum respon factors (SRF), c-jun dan CREB 
(Gambar 2.5) (Walker and Cheng, 2005). Berdasarkan jalur tersebut 
dapat disimpulkan bahwa FSH mempunyai kemampuan yang lebih 
efisien untuk memfosforilasi faktor transkripsi CREB karena jalur 
FSH mampu meningkatkan kadar intraseluler cAMP, sedangkan 
testosteron hanya mampu mengaktivasi jalur MAP kinase yang 
mempunyai kemampuan menginduksi fosforilasi CREB dan CREB-
mediated gene (Walker and Cheng, 2005).  

CREB mampu mengaktivasi transkripsi sejumlah gen promoter 
dalam sekali fosforilasi. Gen promoter CREB dan promoter internal 
menyebabkan produksi inducible cAMP early repressor (ICER) 
transkripsi gen yang dimediasi CRE (Walker et al., 1995). Sebagai 
akibat induksi CREB, ICER menekan transkripsi promoternya 
sendiri dan promoter CREB (Walker et al., 1998). Penurunan 
sementara regulasi CREB berkorelasi dengan ekspresi ICER. Auto-
inhibisi ICER dapat menjelaskan gerakan cAMP yang dimediasi oleh 
ekspresi mRNA CREB yang diamati pada sel Sertoli selama siklus 
spermatogenik (Walker dan Habener, 1996). FSH juga berimplikasi 
terhadap ekspresi berbagai isoform CREM yang terekspresi pada 
spermatosit dan spermatid yang dibutuhkan untuk kelangsungan 
hidup mereka (Nantel et al., 1996). 

Faktor transkripsi CREM terekspresi secara nyata di dalam sel 
germinal manusia dan meregulasi ekspresi sejumlah gen pasca 
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meiosis penting, seperti gen penyandi protamine dan protein transisi. 
Protamine dibutuhkan untuk mengganti histone dalam 
mengkompaksi DNA pada tahapan spermiogenesis. Protamine 
mengganti histone dalam beberapa tahapan. Langkah pertama dalam 
proses ini terjadi dalam round spermatid yang dibutuhkan untuk 
penggantian histone dengan protein inti transisi (TP1 dan TP2). 
Kemudian, di dalam elongated spermatid, protamine mengganti TP1 
dan TP2. Penggantian histone-protamine ini menghasilkan 
transkripsi pemadatan kromatin yang sempurna (Aulani’am, 2011). 
Defisiensi promatine di dalam spermatozoa berkolerasi signifikan 
dengan terjadinya kemunduran parameter kualitas semen, seperti 
terjadinya penurunan jumlah spermatozoa, gangguan motilitas 
spermatozoa, kecacatan kepala spermatozoa, dan gangguan 
kemampuan penetrasi spermatozoa ke dalam ovum (Aoki et al., 
2006). Selain itu, gangguan protamine berdampak pula terhadap 
kerusakan kromatin sperma. Hal ini disebabkan oleh krotamin 
disusun oleh struktur DNA dan nucleoprotein (protemine). 
Kerusakan kromatin atau DNA sperma berkorelasi signifikan 
terhadap penurunan kualitas sperma, yang pada akhirnya berdampak 
terhadap kemampuan sperma memfertilisasi sel telur (infertilitas) 
(Aulani’am, 2011). 

 
2.5 Sel Leydig 

Sel Leydig atau sel interstisial terletak di celah-celah antara 
tubulus seminiferus di dalam testis. Sel-sel Leydig berukuran cukup 
besar, berbentuk poligonal, mengandung butiran lipid atau lemak. 
Selain itu, terdapat pigmen lipofusin yang muncul secara bertahap 
pada sel Leydig dan kristal Reinke (Crystal of Reinke) yang 
merupakan kristal berbentuk batang berukuran 3 sampai 20 
mikrometer, namun pigmen dan kristal ini belum diketahui secara 
jelas fungsinya. Perkembangan sel Leydig diawali oleh jaringan 
mesenkim yang memisahkan tubulus seminiferus sehingga jumlah 
sel Leydig akan meningkat. Sel Leydig mensekresi dan mensintesis 
hormon kelas androgen (Steroid C19) seperti terstosteron, 
amdrosetenedion, dan dehifroepiandrosteron yang dirangsang oleh 
LH (Luteinizing Hormon) (Ross, 2002). LH merupakan hormon 
yang paling penting untuk mengontrol fungsi sel Leydig, namun 
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hormon dan faktor lainnya diproduksi secara lokal juga berperan 
dalam mengontrol sel Leydig ini (Nieschlag et al., 2004). 

Sel Leydig mulai aktif saat terjadi diferensiasi awal dari janin 
pria dan kemudian mengalami masa non-aktif yang dimulai saat 
bulan kelima saat perkembangan janin. Saat sel Leydig menjadi non-
aktif, sel Leydig cukup sulit dibedakan karena strukturnya mirip 
dengan fibroblas, namun sel Leydig yang menginisiasi stimulasi 
gonadotropik saat masa pubertas, sel Leydig kembali mensekresi 
androgen dan tetap aktif sepanjang hidup (Ross, 2002). 

Gambar 2.6 Histologi testis dengan pewarnaan H&E (anhb, 2011) 
 
Sel-sel somatik dari testis adalah sel Leydig, sel peritubulus 

myoids dan sel Sertoli. Dalam sel-sel tersebut telah menunjukkan 
adanya reseptor androgen (AR) (Rodríguez, 2008). Reseptor FSH 
(FSH-R) pada pria terekspresi pada sel Sertoli di dalam testis 
(Walker dan Cheng, 2005), sedangkan reseptor LH (LH-R) 
ditemukan secara dominan pada sel Leydig, meskipun juga 
ditemukan pada sel spermatogenik (Eblen et al., 2001). Seperti pada 
kebanyakan sel sekresi-steroid, sel Leydig memiliki sER (smooth 
endoplasmic reticulum). Selain itu, enzim diperlukan untuk sintesis 
testosteron dari kolesterol yang terkait dengan sER tersebut. 
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Mitokondria dengan tubulovesicular cristae sebagai karakteristik lain 
dari sel sekresi steroid, juga terdapat dalam sel-sel Leydig. Sel 
Leydig berdiferensiasi dan mensekresi testosteron selama 
perkembangan awal janin. Sekresi testosteron diperlukan selama 
perkembangan embrio, pematangan seksual, dan fungsi reproduksi; 
pertama pada embrio, sekresi testosteron dan  androgen yang lain 
diperlukan untuk perkembangan gonad pada janin pria. Kedua, saat 
masa pubertas sekresi testosteron bertanggung jawab untuk  
mengawali produksi sperma, dan sekresi kelenjar seks tambahan, dan 
perkembangan karakteristik organ seks sekunder. Ketiga, saat 
dewasa, sekresi testosteron mengawali spermatogenesis dan 
pematangan karakteristik organ seks sekunder, bekas aliran 
pembuluh genital, dan kelenjar aksesoris (Ross, 2002). 

 
2.6 Kerangka Konsep Penelitian 

Spermatogenesis merupakan proses terbentuknya spermatozoa 
yang terjadi di tubulus seminiferus. Spermatozoa pada mamalia 
dikendalikan oleh hormon gonadotropin, yaitu Luteinizing Hormon 
dan Follicle Stimulating Hormon yang diproduksi oleh pituitary 
anterior (Weinbauer et al., 2001). Luteinizing Hormon (LH) 
merupakan hormon gonadotropin yang disekresi dengan tujuan untuk 
menstimulasi sekresi hormon testosteron di sel Leydig. Hormon 
testosteron berfungsi untuk merangsang pertumbuhan dan 
perkembangan dari organ reproduksi pria. Selain itu, fungsi spesifik 
testosteron bervariasi selama tahap-tahap perkembangan yang 
berbeda. Selama pubertas, testosteron mendorong pertumbuhan 
organ seks pria dan berfungsi untuk pengembangan karakteristik pria 
lainnya, seperti percepatan pertumbuhan pubertas dan akhirnya 
penghentian pertumbuhan pada tinggi dewasa, seperti pertumbuhan 
wajah, ketiak kemaluan, rambut tubuh, dan peningkatan otot . Pada 
pria dewasa, testosteron berfungsi terutama untuk mempertahankan 
maskulinitas, libido, dan potensi seksual serta mengatur produksi 
sperma (Sturmhöfel et al, 1998).  Follicle Stimulating Hormon 
(FSH) merupakan hormon gonadotropin yang memiliki peran sentral 
dalam dalam testis pada proses reproduksi, seperti pada 
spermatogenesis. Sekresi FSH dipengaruhi oleh aktivin dan inhibin. 
Aktivin berfungsi untuk menstimulasi sekresi FSH di pituitari 
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anterior dengan berikatan dengan ActII, sedangkan inhibin berfungsi 
untuk menekan sekresi FSH melalui mekanisme umpan balik negatif.  

Inhibin merupakan hormon glikoprotein yang terdiri dari subunit 
α dan subunit β yang dihubungkan oleh jembatan sufilda. Dua bentuk 
subunit ß telah diisolasi yang dikenal dengan ßA dan ßB, yang 
bergabung dengan subunit-α untuk menghasilkan inhibin A dan 
Inhibin B (Rombauts et al., 1992). Inhibin B yang diproduksi oleh 
sel Sertoli berfungsi untuk mengatur sekresi Follicle Stimulating 
Hormon (FSH) di pituitari anterior melalui mekanisme feedback  
(umpan balik) negatif.   

Penambahan inhibin B secara Intra Muscular (I.M) pada Rattus 
norvegicus jantan diduga menghambat sekresi FSH di pituitari 
anterior, sehingga dapat mengganggu spermatogenesis tanpa 
mengganggu sekresi hormon testosteron dan jumlah sel Leydig 
(Gambar 2.7). 
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Gambar 2.7 Kerangka Konsep Penelitian 
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BAB III 
METODE PENELITIAN 

 
3.1 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2011 sampai 
dengan Juni 2012 di laboratorium Biokimia dan Fisiologi Hewan, 
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 
Brawijaya, Malang. 

 
3.2 Metode Penelitian 

Metode yang digunakan pada penelitian ini dilakukan dengan 
beberapa tahapan kerja yang meliputi : 

1. Perlakuan hewan coba 
2. Pengambilan organ testis dan serum 
3. Pembuatan gambaran histologi testis 
4. Pewarnaan Hematoxylin-Eosin 
5. Penghitungan jumlah sel Leydig di preparat organ testis 
6. Pengukuran kadar hormon testosteron dengan metode ELISA 
7. Analisis data secara deskriptif dan statistik menggunakan 

software SPSS 
 
3.3 Prosedur Penelitian  
    3.3.1 Perlakuan hewan coba 

Preparasi hewan coba dilakukan selama 10 minggu di 
laboratorium Fisiologi Hewan, Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang. Tikus dibagi 
menjadi dua kelompok, yaitu : (1) kelompok kontrol, yaitu kelompok 
tikus yang tidak diijeksi dengan hormon inhibin B sebanyak 3 ekor, 
(2) kelompok tikus yang diinjeksi dengan hormon inhibin B dengan 
dosis 100 pg/200 gr sebanyak 3 ekor. Injeksi inhibin B dilakukan 
secara Intra Muscular (I.M) dengan jangka waktu 12 hari tiap injeksi 
dan berulang sebanyak lima kali. Pada hari ke 50 tikus dikorbankan 
dengan dislokasi leher untuk koleksi organ testis dan darah. 
Penggunaan hewan coba pada penelitian ini sudah mendapat 
sertifikat laik etik No : 88 dari Komisi Etik Penelitian (KEP) 
Universitas Brawijaya. 
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    3.3.2 Pengambilan organ testis dan serum 
Hewan coba pada akhir penelitian  yaitu hari ke 50 dikorbankan 

dengan dislokasi leher dan dibedah untuk koleksi organ testis dan 
serum. Sebelum dilakukan pengambilan organ testis, terlebih dahulu 
hewan coba didislokasi pada bagian leher untuk kemudian dilakukan 
pembedahan. Testis diambil dan dibilas dengan NaCl-fis 0,9% dingin. 
Kemudian testis difiksasi dalam larutan formaldehide (PFA) 10 %  
untuk pembuatan preparat. 

Darah tikus diambil melalui bagian apex jantung, kemudian 
darah didiamkan selama 4 jam dengan kemiringan 45o. Selanjutya 
darah disentrifus dengan kecepatan 3500 rpm selama 10 menit. 
Serum dikoleksi di mikrotube baru dan disimpan di dalam freezer. 

 
   3.3.3 Pembuatan gambaran histologi testis 
     3.3.3.1 Embedding testis 

Organ tetis yang telah direndam dalam larutan formaldehide 
10%, dipindahkan dalam etanol 70% selama 24 jam, selanjutnya 
dipindahkan dalam etanol 80% selama 2 jam, etanol 90% selama 20 
menit, etanol 95% selama 20 menit dan etanol absolut selama 20 
menit. Dari ethanol absolut organ testis dimasukkan pada larutan 
xilol selama 20 menit sebanyak 2 kali. Berikutnya, dimasukkan 
kembali ke dalam larutan xilol dan dilakukan pada suhu 60-63 oC 
selama 30 menit. Lalu, organ testis dimasukkan dalam parafin cair 
yang telah dituang ke dalam wadah. Setelah beberapa saat parafin 
akan memadat dan organ testis berada dalam blok parafin. 
     3.3.3.2 Pembuatan preparat testis  

Blok parafin hasil embedding sebelumnya dipotong dengan 
ukuran 5 µm, diambil irisan dengan kuas dan dimasukkan air pada 
suhu ruang. Berikutnya, dipindahkan hasil irisan dengan kuas ke 
dalam air hangat 38-40 oC dan diambil irisan yang terentang 
sempurna dengan objek gelas. Irisan yang terpilih dikeringkan di atas 
hot plate 38-40 oC hingga kering dan setelah itu preparat disimpan 
dalam inkubator pada suhu 38-40 oC selama 24 jam.  

 
   3.3.4 Pewarnaan preparat testis menggunakan Hematoxylin-

Eosin (H&E) 
Pewarnaan Hematoxylin-Eosin dilakukan melalui beberapa 

tahapan. Deparafinasi, preparat dimasukkan dalam xilol bertahap 1-3 
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masing-masing selama 5 menit. Berikutnya, dilakukan tahapan 
rehidrasi preparat dimana preparat dimasukkan dalam etanol 
bertingkat yang dimulai dari etanol absolut, etanol 95, 90, 80, dan 
70 % masing-masing selama 5 menit. Lalu, direndam dalam akuades 
selama 5 menit. Setelah itu dilakukan tahapan pewarnaan, preparat 
dimasukkan dalam pewarna hematoxylin hingga diperoleh hasil 
warna terbaik selama 10 menit. Kemudian dicuci dengan air 
mengalir, Kemudian direndam dalam ethanol berseri dan 
dimasukkan dalam pewarna eosin selama 5 menit. Lalu, direndam 
preparat dalam akuades untuk menghilangkan kelebihan eosin. 
Berikutnya, dilakukan tahapan dehidrasi dengan preparat 
dimasukkan dalam seri etanol bertingkat dari 80, 90, dan 95 % 
hingga etanol absolut 1-3. Selanjutnya, dilakukan clearing yaitu 
dengan memasukkan preparat pada xilol 1, 2 .Setelah itu, dilakukan 
mounting dengan entellan. 

 
   3.3.5 Penghitungan sel Leydig di preparat testis 

Sel Leydig terletak di testis, tepatnya terletak diantara tubulus 
seminiferus. Penghitungan sel Leydig dilakukan di preparat testis 
dengan pewarnaan Hematoxylin Eosin pada perbesaran 100X 
terlebih dahulu dilanjutkan dengan perbesaran 400X. Perhitungan 
dilakukan dengan menghitung sel Leydig dari lima bidang pandang 
preparat kemudian dirata-rata dengan rumus : 

Rata-rata jumlah sel Leydig = X1+X2+X3+X4+X5 

     5 
Keterangan : X1= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 1 

 X2= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 2 
 X3= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 3 
 X4= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 4 
 X5= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 5 

 
   3.3.6 Pengukuran kadar hormon testosteron dengan metode    
            ELISA 

Pengukuran kadar hormon testosteron dilakukan dengan kit 
ELISA testosteron (cat.no. KGE010). 50 µL larutan antibodi primer 
dimasukkan ke dalam sumuran (well) mikroplate (kecuali sumuran 
untuk NSB), kemudian diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang dan 
dishaker pada 500 rpm. Setelah masa inkubasi selesai, masing-
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masing sumuran dicuci dengan wash buffer sebanyak empat kali, 
kemudian ditambahkan 100 µL Calibrator Diluent RD5-48 ke dalam 
sumuran NSB dan standar blanko, kemudian 100 µL testosteron 
standar dan sampel ke dalam sumuran yang lainnya. 50 µL 
testosteron conjugate kemudian dimasukkan ke semua sumuran, 
selanjutnya diinkubasi selama 3 jam pada suhu ruang, setelah itu 
dicuci dengan dengan wash buffer sebanyak empat kali. Selanjutnya 
ditambahkan substrate solution 200 µL ke dalam masing-masing 
sumuran dan diinkubasi selama 30 menit, kemudian ditambahkan 50 
µL stop solution pada masing-masing sumuran dan dibaca dengan 
ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm. 

 
3.4 Analisis Data 

Data jumlah sel Leydig dan pengukuran kadar hormon 
testosteron dianalisis secara deskriptif dan statistik. Analisis statistik 
jumlah sel Leydig diuji menggunakan uji chi square dan pengukuran 
kadar testosteron diuji menggunakan uji t independent. 
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3.5 Skema Kerja 
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BAB IV 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

 
4.1 Jumlah sel Leydig pasca pemberian inhibin B 

Sel Leydig atau sel interstisial terletak diantara tubulus 
seminiferus di dalam testis. Sel Leydig mulai aktif saat terjadi 
diferensiasi awal dari janin pria dan kemudian mengalami masa non-
aktif yang dimulai saat bulan kelima saat perkembangan janin. Sel 
Leydig memiliki ukuran yang lebih besar dibandingkan sel lainnya 
yang terdapat di jaringan interstisial (Ross, 2002). 

 

 

Gambar 4.1 Rata-rata jumlah sel Leydig setelah pemberian inhibin B 

Pasca pemberian inhibin B terhadap tikus, diketahui bahwa rata-
rata jumlah sel Leydig tidak terdapat perbedaan yang signifikan 
(p>0,05) antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan yang 
diberi inhibin B dengan dosis 100 pg/200 gr BB secara I.M (Intra 
Muscular) pada tikus (Rattus narvegicus) strain wistar (Gambar 4.1). 
Rata-rata jumlah sel Leydig pada kelompok kontrol adalah 23.07 ± 
0.81, sedangkan rata-rata jumlah sel Leydig pada kelompok 
perlakuan yang diberi inhibin B dengan dosis 100 pg/200 gr BB 
adalah 22.53 ± 0.50. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian inhibin 
B dengan dosis 100pg/BB secara I.M (Intra Muscular) pada tikus 
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(Rattus norvegicus) strain wistar tidak berdampak pada jumlah sel 
Leydig di testis. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 4.2 Sel Leydig pada preparat jaringan testis tikus (Rattus 
norvegicus) pewarnaan H&E 

 
Keterangan: (A) Kelompok kotrol dan (B) kelompok 
perlakuan inhibin B dengan dosis 100 pg/200 gr BB. 
Sel Leydig ditunjukkan dengan tanda panah hitam 
(     ). 

A 

B 
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Tahapan perkembangan sel Leydig di dalam testis dimulai dari 
sel mesenchymal prekursor, sel progenitor, sel Leydig dewasa, sel 
Leydig immature dan sel Leydig mature. Proliferasi sel Leydig 
dipengaruhi oleh beberapa hormon salah satunya adalah LH 
(Luteninizing hormon). LH berfungsi untuk menginduksi proliferasi 
sel leydig, hipertrofi dan fungsi steroidogenik pada sel Leydig 
(Mendis-handagama & Ariyaratne, 2001). Permulaan diferensiasi sel 
mesenchymal prekursor menjadi sel progenitor tidak tergantung pada 
LH, tetapi LH sangat penting untuk tahapan selanjutnya dalam 
perkembangan sel Leydig. Setelah sel progenitor terbentuk, Sel 
progenitor mampu memproduksi androgen. Androgen sangat penting 
untuk diferensiasi menjadi sel Leydig dewasa. Tahapan selanjutnya 
dalam proses diferensasi sel Leydig adalah transformasi sel 
progenitor menjadi sel Leydig dewasa. Perbedaan paling jelas antara 
sel progenitor dengan sel Leydig dewasa adalah perubahan bentuk 
sel dari spindel menjadi poligonal dan memiliki LH reseptor. Sel 
Leydig dewasa mampu mensekresi testosteron hanya 40% dari 
kapasitas sekresi immature dan mature sel Leydig. Ukuran sel 
Leydig dewasa yang baru terbentuk akan terus meningkat dengan 
memiliki sitoplasma lebih dan menjadi sel Leydig immature. 
Kemampuan sel Leydig immature untuk memproduksi testosteron 
masih lebih rendah dibandingkan dengan sel Leydig mature. 
Tahapan terakhir dalam perkembangan sel Leydig adalah 
transformasi sel leydig immature menjadi sel Leydig mature. 
Perubahan ini ditandai dengan peningkatan ukuran sel Leydig dan 
sekresi testosteron yang meningkat secara signifikan karena sel 
Leydig mature sudah memiliki organel lebih yang diperlukan untuk 
produksi komponen steroid dan ditingkatkan sebagai respon terhadap 
peredaran LH. Hal ini mungkin disebabkan adanya peningkatan 
jumlah dari reseptor LH (Mendis-handagama & Ariyaratne, 2001). 
Berdasarkan Baker et al. (2003) tidak adannya stimulasi LH 
menyebabkan kegagalan proliferasi normal dan pengembangan 
fungsi steroidogenik normal. 

Sel leydig berfungsi mensekresi hormon testosteron setelah 
diregulasi oleh hormon LH yang berikatan dengan LH-R di sel 
leydig. Regulasi sintesis hormon testosteron merupakan peran utama 
LH di dalam testis pria dewasa (Lie et al., 2001). Sekresi hormon 
testostesron secara maksimal terjadi pada saat sel Leydig berada 



 27

pada kondisi mature. Hal tersebut terjadi karena pada kondisi mature 
sel Leydig mampu berikatan secara maksimal dengan LH (Mendis-
handagama & Ariyaratne, 2001). Hasil penelitian yang dilakukan 
oleh Fu’adil (2011) dengan metode pemberian inhibin B pada tikus 
(Rattus norvegicus) secara eksogenus dengan dosis yang beragam 
(25, 50, 100 pg/200 g BB) menunjukkan bahwa tidak terdapat 
korelasi yang signifikan antara peningkatan dosis inhibin B yang 
diberikan pada tikus (Rattus norvegicus) dengan kadar LH pada 
serum. Hal ini dikarenakan inhibin B hanya menghambat sintesis 
FSH dengan cara umpan balik (feedback negative) tanpa 
menghambat sintesis LH di pituitari anterior. 

 
4.2 Profil hormon testosteron pasca pemberian inhibin B 

Kontrasepsi pria yang ideal harus memenuhi beberapa 
persyaratan, salah satunya adalah tidak memiliki efek samping, 
khususnya dampak terhadap maskulinitas dan libido. Libido dan 
maskulinitas pada pria diregulasi oleh hormon testosteron yang 
disekresikan oleh sel Leydig. Didalam jaringan tertentu, testosteron 
dikonveksi menjadi bentuk yang lebih kuat daya aktivitasnya, yaitu 
Dyhidrotestosteron (DHT) oleh 5α-reductase. Testosteron 
beraktivitas terhadap sel melalui transkripsi-regulasi intraseluler 
tergadap AR (Androgen reseptor). Androgen reseptor merupakan 
nuclear reseperptor transcription factor yang memediasi berbagai 
peran androgen, khususnya berbagai proses reproduksi pada pria 
(Aulanni’am, 2011) Di dalam testis, AR terdapat pada sel Sertoli dan 
sel Leydig. Selain itu, AR juga terekspresi secara nyata pada sel 
epitel tubular, dan sel stromal interstisial di dalam duktus epididimis.  
Berdasarkan hasil ELISA yang dilakukan, kadar hormon testosteron 
dalam serum kelompok tikus (Rattus norvegicus) perlakuan yang 
diberi inhibin B secara eksogenus dengan dosis 100 pg/200 gr BB 
tidak menunjukkan perbedaan signifikan dengan kelompok tikus 
(Rattus norvegicus) kontrol (>0,05) (gambar 4.3). 
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Gambar 4.3 Kadar hormon testosteron setelah pemberian inhibin B 

Kadar hormon testosteron pada kelompok tikus kontrol adalah 
2.399 ± 0.074 ng/mL, sedangkan kadar hormon testosteron pada 
kelompok tikus perlakuan yang diberi inhibin B secara eksogenus 
dengan dosis 100 pg/200 gr BB adalah 2.339 ± 0.053 ng/mL. Hal ini 
menunjukkan bahwa pemberian inhibin B dengan dosis 100 pg/200 
gr BB secara I.M (Intra Muscular) pada tikus (Rattus norvegicus) 
tidak berdampak pada kadar hormon testosteron dalam serum yang 
disekresikan oleh sel Leydig. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian 
ini yang menyatakan bahwa rata-rata jumlah sel Leydig tidak 
mengalami perbedaan yang signifikan antara kelompok tikus kontrol 
dengan kelompok tikus perlakuan yang diberi inhibin B dengan dosis 
100 pg/200 gr BB secara I.M (Intra Muscular). Testosteron 
merupakan androgen yang utama pada mamalia yang disekresikan 
oleh sel Leydig testis dibawah pengaruh LH yang bekerja pada 
epitelium seminiferous untuk mendukung spermatogenesis. 
Testosteron berperan penting dalam mendukung maturasi round 
spermatid menjadi elongated spermatid yang dimungkinkan dengan 
menjaga kondisi sertoli cell-spermatid binding (Aulanni’am, 2011). 

Testosteron dan FSH menginisiasi jalur pensinyalan yang 
berkontribusi dalam mendukung spermatogenesis. Testosteron atau 
FSH secara independen dapat mendukung proliferasi sel Sertoli, 
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namun FSH memiliki kemampuan dua kali lebih efektif dalam 
fosforilasi CREB. Kurang efisiennya fosforilasi CREB akibat peran 
testosteron secara tunggal bertanggung jawab terhadap terjadinya 
penurunan fertilitas (Aulanni’am, 2011). Hasil penelitian yang 
dilakukan oleh Fu’adil (2011) dengan metode pemberian inhibin B 
pada tikus (Rattus norvegicus) strain wistar secara eksogenus dengan 
dosis yang beragam (25, 50, 100 pg/200 g BB) menunjukkan bahwa 
pemberian inhibin B dapat menurunkan konsentrasi dan motilitas 
spermatozoa yang signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol. 
Penurunan konsentrasi dan motilitas spermatozoa tersebut 
berkorelasi negatif dengan dosis inhibin B yang diberikan. Hal ini 
menunjukkan bahwa semakin besar dosis inhibin B yang diberikan 
pada tikus (Rattus norvegicus) akan menurunkan konsentrasi dan 
motilitas spermatozoa yang lebih besar. Menurut Pasqualotto et al., 
(2003), induksi infertilitas tidak hanya dilakukan dengan menekan 
produksi spermatozoa, tetapi dapat dilakukan dengan menginduksi 
penurunan motilitas spermatozoa. 

Salah satu kemungkinan penyebab penurunan motilitas 
spermatozoa adalah penurunan ekspresi CREM dan beberapa faktor 
transkripsi pada testis. CREM dan beberapa faktor transkripsi dalam 
pathway cAMP-PKA meregulasi beberapa gen pada sel Sertoli yang 
berperan dalam spermatogenesis, salah satunya adalah lactate 
dehydrogenase-A (LDH-A) yang mengontrol sintesis sumber energi 
yang utama untuk sel germinal (Walker & Cheng, 2005). Sel sertoli 
berperan dalam sekresi faktor regulator, misalnya growth factor, dan 
suplai nutrisi untuk sel germinal, misalnya laktat. Hasil penelitian 
Fu’adil (2011) dengan metode pemberian inhibin B pada tikus 
(Rattus norvegicus) strain wistar secara eksogenus dengan dosis yang 
beragam (25, 50, 100 pg/200 g BB) menunjukkan bahwa ekspresi 
CREM menurun pada tubulus seminiferus pada kelompok yang 
diperlakuan pemberian inhibin B, tetapi tidak terjadi pada sel Leydig. 
Adanya ekspresi CREM pada sel Leydig ini menunjukkan bahwa 
cAMP-mediated signaling pathway masih berjalan normal pada sel 
Leydig karena target inhibin B adalah sel Sertoli dalam tubulus 
seminiferus. Penurunan ini dimungkinkan karena pemberian inhibin 
B mampu menghambat sekresi FSH sehingga signaling dalam 
merespon FSH berkurang, salah satunya cAMP-mediated signaling 
pathway. FSH merupakan hormon yang mampu menghasilkan 
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cAMP yang lebih dominan dibandingkan dengan hormon testosteron 
di dalam sel Sertoli (Walker dan Cheng, 2005). 

Testosteron merupakan hormon yang disekresikan oleh sel 
Leydig pada testis dengan stimulasi LH (Luteinizing hormone). 
Testosteron memiliki peran penting dalam spermatogenesis, 
menginduksi karakteristik seks sekunder, dorongan seks normal 
(libido) dan kapasitas koitus (potential coeundi) pada individu jantan. 
Testosteron juga menstimulasi peningkatan massa sel pada individu 
jantan sehingga laki-laki memiliki tubuh yang lebih besar 
dibandingkan perempuan (Despopoulus & Silbernagl, 2003). Hal ini 
menjadikan LH dan testosteron harus dipertahankan dalam upaya 
pengembangan kontrasepsi hormonal sehingga tidak mempengaruhi 
perkembangan karakteristik seks sekunder, libido dan kapasitas 
koitus. Jadi pemberian inhibin B tidak berpengaruh terhadap sekresi 
hormon testosteron dan rata-rata jumlah sel Leydig, namun tahapan 
spermatogenesis mengalami gangguan sehingga spermatozoa 
mengalami penurunan konsentrasi dan motilitas. Hal ini menjadikan 
pemberian inhibin B berpotensi sebagai alat kontrasepsi hormonal. 
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BAB V 
KESIMPULAN DAN SARAN 

 
5.1 Kesimpulan 

1. Pemberian inhibin B secara I.M (Intra Muscular) dengan 
dosis 100 pg/200 gr BB pada tikus (Rattus norvegicus) strain 
wistar tidak mempengaruhi kadar hormon testosterona pada 
serum tikus (Rattus norvegicus) strain wistar. 

2. Pemberian inhibin B secara I.M (Intra Muscular) dengan 
dosis 100 pg/200 gr BB pada tikus (Rattus norvegicus) strain 
wistar tidak mempengaruhi rara-rata jumlah sel Leydig pada 
testis. 

 
5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang pengaruh paparan 
inhibin B terhadap perilaku libido hewan coba dan tingkat gangguan 
spermatogenesis serta tingkat reversibilitasnya, sehingga dapat 
dipastikan bahwa inhibin B tidak mempengaruhi libido hewan coba. 
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Lampiran 1. Komposisi Bahan 
 

Larutan Bahan-bahan 

100 mL NaCl Fisiologis 0,9% 

 

4.5 gram NaCl  

Akuades 

1 M PBS pH 7,4 0.14 M NaCl  

2.7 mM KCl 

8.1 mM Na2HPO4.. 7 H2O 

1.5 M KH2PO4 

Akuades 

500 mL PFA 10% 134,14 mL Formaldehid 37%  

NaCL Fis 0,9% 
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Lampiran 2. Diagram Alir Pengukuran Testosteron dengan 
Testosteron ELISA Kit 

 
 

 
• Dimasukkan 50 µL primary antibody solution (kecuali well 

untuk NSB) 
• Diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang dan dishaker pada 

500 rpm 
• Dicuci dengan wash buffer sebanyak empat kali 
• Ditambah 100 µL Calibrator Dliuent ke dalam well NSB dan 

standart blanko 
• Ditambah sampel ke dalam well lainnya 
• Dimasukkan 50 µL testosteron conjugate ke dalam semua 

well 
• Dinkubasi selama 3 jam pada suhu ruang 
• Dicuci dengan wash buffer sebanyak empat kali 
• Ditambah substrat solution 200 µL ke dalam masing-masing 

well 
• Diinkubasi selama 30 menit 
• Ditambah 50 µL stop solution pada masing-masing well 
• Dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelombang 450 

nm 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Well mikroplate 

Hasil 
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Lampiran 3. Diagram Alir Pewarnaan Hematoxylen dan Eosin 
(H&E) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pewarnaan Hematoxylen, 10 menit atau sampai didapat hasil 
terbaik 

Deparafinisasi, Xylol I, II     @ 5 menit 

Rehidrasi, ethanol absolut I, II, III     @ 5 menit 
Ethanol bertingkat (95%, 90%, 80%, 70%),   @ 5 menit 

Air mengalir, 15 menit 

Direndam aquades, 5 menit 

Preparat  
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Mounting dengan entellan 

Dehidrasi, Ethanol bertingkat (80%, 90%, 95%),  @ 5 
menit. Ethanol absolut I, II, III  @ 5 menit 

Clearing, Xylol I, II 5 menit 

Dikeringanginkan 

Direndam aquades hingga tidak ada 
kelebihan eosin 

Direndam aquades, 5 menit 

Eosin alkohol, 5 menit 

Air mengalir, 30 menit 
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Lampiran 4. Diagram Alir Penghitungan Sel Leydig pada Preparat 
Testis 

 
 
 

- Dilakukan pengamatan pada perbesaran 100x 
- Dilakukan pengamatan pada perbesaran 400x 
- Dihitung pada lima bidang pandang 
- Dimasukkan dalam rumus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparat Testis 

Hasil 



 42 

Lampiran 5. Kurva Standar Testosteron 
 
Tabel L.5 Kurva Standart Testosteron 

 

 

 

 

 

 

Gambar L.5 Kurva Standar Testosteron 

Kadar satandart testosteron Absorbansi 
0 2.625 

0.41 2.274 
0.123 2.19 
0.37 1.612 
1.11 0.891 
3.33 0.389 
10 0.162 



 43

Lampiran 6. Hasil Uji t-independent untuk pengaruh pemberian inhibin B terhadap rata-rata jumlah sel Leydig 

Tabel L.6 Hasil Uji t-independent untuk pengaruh pemberian inhibin B terhadap rata-rata jumlah sel Leydig 

4
3
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Lampiran 7. Hasil Uji t-independent untuk pengaruh pemberian inhibin B terhadap kadar testosteron 

 

Tabel L.7 Hasil Uji t-independent untuk pengaruh pemberian inhibin B terhadap kadar testosteron 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4
4
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Lampiran 8. Sertifikat Laik Etik Penelitian 

 

Gambar L.8 Sertifikat Laik Etik Penelitian 

 


