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Studi Paparan Hormon Inhibin B Terhadap Profil Horm on
Testosteron dan Jumlah Sel Leydig pad&attus norvegicus

Noer Muhammad Dliyaul Haq, Agung Pramana W. Marhand
Aulanni’am, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika danu Pengetahuan
Alam, Universitas Brawijaya.

ABSTRAK

Sistem reproduksi pada pria merupakan target yastgnpial
untuk perkembangan obat kontrasepsi baru. Salahtaeget dalam
kontrasepsi pria adalah mengganggu produksi sperwet tetapi
tidak mempengaruhi maskulinitas dan libido pria.hihm B
merupakan hormon polipeptida gonadal dimerik yaipgoduksi oleh
sel Sertoli dan secara selektif menghambat sekf&si melalui
mekanisme umpan balik negatif, sehingga diharapkanmekanisme
tersebut dapat mengganggu proses spermatogengsisrteenganggu
produksi testosteron. Tujuan penelitian ini adakatuk mengetahui
pengaruh paparan inhibin B pada tikiRatfus norvegicus) jantan
terhadap profil hormon testosteron dan jumlah s®jdig Metode
yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikusjeksi dengan
inhibin B secardntra Muscular setiap 12 hari dan diulang sebanyak
lima kali, kemudian tikus dibedah dan diambil teddan darahnya.
Testis digunakan untuk preparat dengan pewarrtdematoxylin-
Eosin untuk menghitung jumlah rerata sel Leydig dan mediambil
dari darah untuk pengukuran kadar testosteronalRexrh pemberian
inhibin B pada tikus tidak menunjukkan perbedaangyaignifikan
terhadap rata-rata jumlah sel Leydig pada tes@safata jumlah sel
Leydig pada perlakuan inhibin B sebanyak 22.53 50 0sedangkan
pada kelompok kontrol sebanyak 23.07 + 0.81. Kadatosterone
pada serum tikus perlakuan inhibin B tidak menukéguk perbedaan
signifikan dengan kelompok kontrol, dengan kadatosterone pada
kelompok perlakuan inhibin B adalah 2.339 * 0.058/mi,
sedangkan kadar testosterone pada kelompok kadedah 2.399 +
0.074 ng/mL.

Kata kunci: Inhibin BRattus norvegicus, sel Leydig, testosteron.



Study Of Inhibin B Exposure Against Hormone Profles of
Testosterone and the number of Leydig cells iRattus norvegicus

Noer Muhammad Dliyaul Hag, Agung Pramana W. Marhand
Aulanni'am, Department of Biology, Faculty of Mathatics and
Natural Sciences, Brawijaya University.

ABSTRACT

Male reproductive system is a potential target tbe
development of new contraceptive drugs. One of thnale
contraceptive targets are annoying sperm production does not
affect masculinity and male libido. Inhibin B isgonadal dimeric
polypeptide hormone produced by Sertoli cells aldctively inhibits
FSH secretion via negative feedback mechanism, wisiexpected
from these mechanisms can interfere with the pscesd
spermatogenesis without affecting testosterone ymtazh. The
purpose of this study was to determine the effdctinbibin B
exposure in rats Rattus norvegicus) towards the male hormone
testosterone profiles and the number of Leydigscdlhe method used
in this study were mice injected Intra Muscular hwihhibin B in
every 12 days and was repeated five times, thesedisd and rat
testis and blood taken. Testis used for prepammtipnHematoxylin-
eosin staining to calculate the mean number of icegellls and serum
from blood taken for measurement of testosteronelde Provision of
inhibin B treatment in rats did not show a sigrafic difference to the
average number of Leydig cells in the testis. Therage number of
Leydig cells in the treatment of inhibin B is 22.53.50, whereas in
the control group is 23.07 = 0.81. Testosteronelfein serum inhibin
B treated mice showed no significant differencegshwecontrol,
testosterone levels of inhibin B in the treatmerdup was 2.339 +
0.053 ng / mL, whereas levels of testosteroneeénctintrol group was
2.399+£0.074 ng / mL.

Key words: Inhibin BRattus norvegicus, Leydig cells, testosterone.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pertumbuhan penduduk di dunia saat ini meningk&arae
drastis dari tahun ke tahun. Indonesia merupakkaih Ssatu negara
berkembang yang sedang mengalami fenomena tersebut.
Berdasarkan data statistik, jumlah penduduk Indansslama dua
puluh lima tahun mendatang terus meningkat yaitu 2i26,1 juta
pada tahun 2000 menjadi 273,2 juta pada tahun @02 Statistik-
Indonesia, 2011). Berdasarkan UU No. 52 tahun 2a@8am
mewujudkan pertumbuhan penduduk yang seimbang darariga
berkualitas dilakukan upaya pengendalian angka hkela dan
penurunan angka kematian, pengarahan mobilitas upekd
pengembangan kualitas penduduk seluruh dimenspgringkatan
ketahanan dan kesejahteraan keluarga, penyiapampelagaturan
perkawinan serta kehamilan sehingga penduduk mesjatber
daya manusia yang tangguh bagi pembangunan daraketa
nasional, serta mampu bersaing dengan bangsa daim, dapat
menikmati hasil pembangunan secara adil dan merata.

Program KB merupakan salah satu upaya yang diganaktuk
menekan pertumbuhan penduduk. Program KB dengdradperalat
kontrasepsi lebih banyak untuk kaum wanita, sedamghklat
kontrasepsi yang dikembangkan untuk kaum pria $asegikit dan
hanya terbatas pada alat kontrasepsi fisik, sep@ridom dan
vasektomi, serta KB alamiah yang melibatkan priauasuami,
seperti metode senggama terputus, sehingga metodiagepsi pria
yang dapat diandalkan dameversible perlu dikembangkan
(Handelsman, 2003).

Sistem reproduksi pada pria merupakan target yasgnpial
untuk perkembangan obat kontrasepsi baru. Salahtaaget dalam
kontrasepsi pria adalah mengganggu produksi spermet tetapi
tidak mempengaruhi maskulinitas dan libido prias(Relottoet al.,
2003). Despopoulos dan Silbirnalg (2003) menyatdidehwa, libido
pada pria diregulasi oleh hormon testosteron. Selai, hormon
testosteron juga berfungsi untuk menstimulasi pebdengan organ
reproduksi pada pria (Sturmhofel & Bartke, 1998)oridon
testosteron merupakan hormon yang diregulasi @éheydig yang

1



distimulasi oleh Luitenizing Hormon (LH) yang diproduksi di
anterior pituitari, sehingga obat kontrasepsi dangeiget produksi
spermatozoa harus dilakukan tanpa mengganggu Bodtk atau
testosteron.

Inhibin merupakan glikoprotein yang diproduksi ok sertoli
testis dan berperan penting dalam mengontrol segoegdotropin
pituitari melalui mekanisme umpan balik negatif.rdapat dua
bentuk molekuler aktif inhibin di dalam sirkulaggitu inhibin A dan
inhibin B. Inhibin A disusun oleh subumnit dan A dan inhibin B
oleh subunitv danpB. Pada pria dewasa, FSH merangsang produksi
inhibin B di dalam testis dan inhibin B menghambekresi FSH di
pituitari anterior. Sampai saat ini, para pendiiteyakini bahwa
inhibin B merupakan bentuk utama inhibin pada phmibin B
bersifat antagonis dengan aktivin. Aktivin berfungserangsang
pelepasan FSH, sedangkan inhibin B berperan untmghambat
pelepasan FSH dari pituitari antierior (Aulanni'a2011).

Spermatogenesis merupakan suatu proses pembentd@n
perkembangan spermatozoa yang terjadi di tubulusingerus.
Spermatogenesis pada mamalia dikendalikan oleh drorm
gonadotropin, yaiturolicle stimulating hormon (FSH) danLuteizing
hormon (LH) (Weinbaueret al., 2001). LH merupakan hormone
gonadotropin yang menstimulasi sel Leydig yang diddalam testis
untuk mensekresi hormone testosterone, sedangkdmieBupakan
hormon gonadotropin yang berfungsi untuk menstisiyoduksi
spermatozoa di tubulus seminiferous pada testisrr{®idfel et al,
1998). Sekresi dan produksi FSH kelenjar pituitpeda pria
diregulasi oleh inhibin B (Boepplest al., 2008). Inhibin B
merupakan hormon polipeptida gonadal dimerik yargoduksi
oleh sel sertoli dan secara selektif menghambaesekSH melalui
mekanismenegative feedback (umpan balik negatif) (Chads al.,
2003), sehingga dalam penelitian ini akan diuji gakninhibin B
terhadap produksi hormon testosteron dan jumlahesalig.

1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah paparan inhibin B pada tikuRaftus norvegicus)
jantan mempengaruhi profil hormon testosteron ?
2. Apakah paparan inhibin B pada tikuRaftus norvegicus)
jantan mempengaruhi jumlah sel Leydig ?



1.3 Tujuan
1. Mengetahui pengaruh paparan inhibin B pada tilRatys
norvegicus) jantan terhadap profil hormon testosteron.
2. Mengetahui pengaruh paparan inhibin B pada tilRats
norvegicus) jantan terhadap jumlah sel Leydig.

1.4 Manfaat

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberi infasi bahwa
paparan inhibin B tidak berpengaruh terhadap prsidiormon
testosteron dan jumlah sel Leydig.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Perkembangan Kontrasepsi Pria

Peningkatan pertumbuhan penduduk dalam banyak kasus
mengakibatkan kebutuhan sumber daya alam (SDA) adetidak
seimbang. Ketidakseimbangan tersebut menyebabkaiadse
krisis di dunia, misalnya krisis air bersih, krisimkanan, dan krisis
energi. Potensi kerusakan dan degradasi di lingkungkan
meningkat seiring dengan meningkatnya pertumbuhamdyduk.
Menurut Anderson dan Baird (2002), sistem reprody&stan
merupakan target yang potensial untuk pengembangatode
kontrasepsi baru. Saat ini, lebih dari 30% pasandama telah
menggunakan metode kontasepsi pria (Maatial., 2000). Namun,
di Indonesia sendiri penggunaan metode kontrapejks pria masih
sangat minim akibat rendahnya pengetahuan mengemiingnya
penggunaan kontrasepsi pada kaum pria. Pertumbpéaguduk
yang demikian pesat di dunia dan kesadaran sosiaf yinggi
terhadap kesehatan reproduksi mendorong pengembaegelitian
dalam bidang kontrasepsi (Chetral., 2005).

Dalam beberapa dekade terakhir, metode penggunaan
kontrasepsi jenis pil sudah banyak berkembang padaita,
sedangkan kontrasepsi pria hanya terbatas padeag&epsi metode
fisik, seperti kondom dan vasektomi (Maréhal., 2000). Menurut
Amory dan Bremmer (2005)nale human contraception (MHC)
harus mempunyai potensi yang aman, mudah digundkarersifat
reversible. Hal ini cukup beralasan karena metode kontrasspsrti
kondom, senggama terputus, dan vasektomi belumnskpga
diterima oleh banyak pasangan di dunia. Kontrasdyesbasis
hormonal dapat dilakukan dengan pemberian testost®sis tinggi,
namun dosissuprafisological androgen yang diperlukan untuk
menginduksi azoospermia tersebut ternyata menyeabaldfek
samping, seperti hiperplasia prostat dan perubplzma lipid yang
kurang baik sehingga minim digunakan secaradlets kaum pria
(Meringgiolaet al., 2002).
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Gambar 2.1Target potensi kontrasepsi pada pria
(Anderson dan Braid, 2002).

Dasar pendekatan MHC adalah pendekatan yang Hersifa
menekan spermatogenesis. Spermatogenesis terggdadagsekresi
gonadotropin, misalnya secara langsung selfelscle Stimulating
Hormon (FSH) dan secara tidak langsung adalah produksndmor
testosteron yang distimulasi olehuteinizing Hormon (LH).
Penghambatan sekresi gonadotropin akan menyebabkiitas
endokrin dan aktifitas spermatogenik dalam tesrganggu (Roth
dan Amory, 2010). Walaupun mekanisme spermatogéeikim
sepenuhnya diketahui, penghambatan terhadap pidddldan FSH
diketahui dapat menghambat spermatogenesis. Sasgai ini,
metode pengembangan kontrasepsi pria yang palaktipradalah
metode pendekatan secara hormonal (Gambar 2.1)e(émd dan
Braid, 2002).



Pendekatan MHC terkini adalah merangsang gonadotumpuk
menginduksi terjadinya penekanan spermatogenegigeséosteron
intratestikular (Anderson dan Braid, 2002). MetddldC yang baik
harus dapat menginduksi terjadinya azoospermiaaeseanyeluruh,
tidak menyebabkan efek samping, dan mempunyai flarnpeng
praktis (Roth dan Amory, 2010).

2.2 Struktur dan Peran Inhibin B dalam Sistem Repraluksi Pria

Inhibin merupakan suatu hormon gonadal berupa pitdkein
yang diproduksi oleh sel Sertoli di dalam testia deemiliki peran
penting untuk mengontrol sekresi gonadotropin fatui melalui
mekanisme umpan balik negatif (Aulanni'am, 2010hhibin
tersusun atas dua subunit yang berikatan koval&niya dan 3,
dihubungkan oleh jembatan sulfida. Dua bentuk siib3ntelah
berhasil diisolasi oleh peneliti terdahulu yangeti&l dengan RA dan
BB, keduanya dapat bergabung dengan subunitntuk
menghasilkan inhibin A dan inhibin B (Gambar 2 Rbnbautset al.,
1992). Berdasarkan penelitian Wintees al. (2006) inhibin B
merupakan glikoprotein heterodimer yang diprodoksh sel sertoli.
Level inhibin B rendah ketika tubulus seminiferusak, namun pada
penelitian kera normal mengungkapkan bahwa intiblrerkolerasi
dengan jumlah sel Sertoli.

Yarious molecular forms of inhibins and aclivins
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Gambar 2.2pembentukan struktur inhibin (Plin, 2011)



Inhibin merupakan molekul multifungsional yang iteat
dalam mengontrol pituitari untuk sekresi FSH. limiB diproduksi
oleh testis, terutama oleh sel-sel Sertoli. Eksmtas sekresi inhibin
B berkorelasi positif dengan fungsi sel Sertolmiah sperma, dan
status spermatogenik dan berkorelasi negatif dekdth (Luisiet
al., 2005). Menurut Kumanoet al. (2006), parameter sperma dan
volume testikular dalam pria infertil tidak hany@mpunyai korelasi
positif dan signifikan dengan inhibin B, tetapi nmmyai korelasi
negatif dan signifikan dengan hormon FSH. Inhibiipraduksi
secara langsung oleh sel Sertoli pada testis. imiBbdiproduksi
untuk mengontrol sekresi FSH melalui mekaniswegative feedback.
Produksi inhibin B pada orang dewasa tergantunga g&8H dan
status spermatogenik (Meachehal., 2001).

Inhibin, activin, dan follistatin pertama kali dadtifikasi
kemampuannya dalam cairan folikel ovarium untuk ga¢umr sekresi
FSH dari hipofisis gonadotropin secara in vitro.siHgenelitian
menunjukkan bahwa inhibin dan follistatin menekahkresi FSH,
sedangkan activin meningkatkan sekresi FSH daofisig (Knight
& Glister, 2001). Inhibin berfungsi untuk menekaguksi hormon
FSH dari sel hipofisis, sedangkan activin merangsaekresi
hormon FSH dari sel hipofisis (Robertsen al., 2004). Kadar
inhibin B juga berperan sebagai marker fertilitadividu jantan.
Aktifitas inhibin B di dalam seminal plasma manusi@miliki
keterkaitan dengan penurunan konsentrasi sperndariahibin B
pada individu infertil pada umumnya mampu memberigambaran
spermatogenesis yang terjadi dan lebih memungkinkagea
digunakan sebagai penanda terjadinya spermatogemiesipada
FSH (Kumano\et al., 2006).

Terdapat dua mekanisme penghambatan sintesis F8H ol
inhibin B, yaitu dengan melakukasiocking signaling activin dan
menggunakan suatu jalur tertentu untuk menghansimtaling
activin. Mekanismeblocking signaling activin terjadi jika inhibin B
berikatan dengan resepttnansforming growth factor-g (TGF)
tipe Il dan membentuk kompleks dengf@rglycan yang stabil,
sehinggasignaling untuk sintesis FSH tidak terjadi. Mekanisme
kedua adalah jika inhibin B berikatan dengan resepGF{ tipe |
dan reseptor inhibin membentuk suatu kompleks yaagginisisasi
suatusignaling khusus untuk sintesis Smad6 atau Smad7. Smad6

7



atau Smad7 tersebut menghambat fosforilasi Smaa2 &mad3
yang berperan dalaagnaling activin (Matzuk, 2000).

2.3 Regulasi Hormonal Pada Spermatogenesis
Spermatogenesis merupakan suatu proses pembentukan

spermatozoa yang terjadi di dalam tubulus semumfeMasing-
masing tubulus seminiferus dikelilingi oleh membiaasal dan di
bagian tengah terdapat lumen yang mengandung siE=waa
sedangkan dinding tubulus seminiferus berisi semgeal yang
berkembang dan sel Sertoli. Sel germinal yang bélerdiferensiasi
disebut spermatogonium dan mulai membelah secdosimiketika
memasuki masa pubertas. Hasil pembelahan mitosenme tersebut
kemudian membelah lagi sampai mencapai jumlahnteregau biasa
disebut spermatosit primer. Spermatosit primer etars akan
meneruskan proses spermatogenesis melalui pembelaksis.
Tidak semua hasil pembelahan mitosis akan menjaginsatosit
primer, satu sel dari masing-masing hasil pembelah#osis akan
tetap menjadi spermatogonium (Gambar 2.3) (Vasdar, 2001)

Seminiferous tubule
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Gambar 2.3Spermatogenesis (Idysinger, 2011)



Masing-masing spermatosit primer akan berkembang da
mengalami pembelahan pertama untuk membentuk dda se
spermatosit sekunder yang haploid. Masing-masingrnsatosit
sekunder akan mengalami pembelahan meiosis sekunder
menghasilkan spermatid. Sehingga satu spermatositep yang
haploid akan menghasilkan empat spermatid yangolthpFase
akhir spermatogenesis adalah diferensiasi spermatiehjadi
spermatozoa. Diferensiasi spermatid melipugmodeling sel,
termasuk elongasi.

Kepala sperma tersusun atas nukleus atau inti yergandung
DNA dengan ujung kepala nukleus dilindungi olehoakm, yaitu
vesikel yang mengandung enzim khusus yang berppesmting
dalam penetrasi sperma pada sel telur. Ekor speroeimerupakan
flagel yang digunakan oleh sperma untuk dapat mé&kak
pergerakan maju, sedangkan mitokondria pada sperembentuk
bagian tengah sperma dan berfungsi sebagai penyan@egi untuk
pergerakan sperma (Vandetml., 2001).

Spermatogenesis merupakan satu dari sejumlah proses
diferensiasi selular yang sangat kompleks di daialbuh mamalia
yang akan menghasilkan spermatozoa dengan spasiae tingkat
tinggi (Ogawa et al., 2006). Spermatogenesis pada mamalia
membutuhkan aktifitas sejumlah hormon steroid dagptiga
kompleks sebagai bentuk kerja oleh sel epitel siéenirs yang
normal. Peran hormon tidak hanya dibutuhkan padgulasi
perkembangan sel germinal pria, tetapi juga diaru untuk
proliferasi dan fungsi berbagai jenis sel somating dibutuhkan
untuk perkembangan testis (Mclahlah al., 2002). Selain itu,
spermatogenesis juga melibatkan sel-sel Leydig gsebsel yang
akan memicu sekresi hormon testosteron (Mendis-atzamda,
1997), sel mioid dan sel Sertoli (Griswold, 199Bgtiap sel tersebut
mempunyai target langsung terhadap satu atau fednimon yang
aktifitasnya esensial bagi fertilitas pria (Holdtidan Braun, 2004).

FSH dan LH merupakan glikoprotein yang disekresikdeh
kelenjar pituitari anterior yang akan mempengartgstis secara
langsung untuk merangsang fungsi sel somatik dat@ndukung
spermatogenesis. FSH dan LH merupakan salah sagianbdari
protein pentingtransforming growth factor-p (TGF- ). Reseptor
FSH (FSH-R) pada pria terekspresi pada sel Selttdistis (Walker
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dan Cheng, 2005), sedangkan reseptor LH (LH-R)rditean pada
sel Leydig pada testis (Eblest al., 2001). Penelitian pada hewan
rodensia menunjukkan bahwa FSH berperan pentingandal
spermatogenesis dengan merangsang proliferasi estliSselama
perkembangapre-pubertal (Heckert dan Griswold, 2002).

Regulasi sintesis hormon testosteron merupakann peir di
dalam testis pria dewasa (Let al., 2001). Hormon testosteron
merupakan hormon steroid yang dapat berdifusi kenddaubulus
seminiferus. Menurut Walker dan Cheng (2005), hassl Sertoli
saja yang memiliki reseptatalam tubulus seminiferus. Testosteron
juga meregulasi karakteristik organ seks sekursbgerti distribusi
rambut, bentuk fisik, dan perubahan suara padagatita perilaku
individu jantan (DeSotet al., 2009).

2.4 Struktur dan Peran Hormon Testosteron dalam Reroduksi

Pria

Hormon testosteron merupakan steroid androgenikaitgang
disekresikan oleh testis yang sangat diperlukamkupematangan
sel-sel germinal pria, produksi sperma, dan kesubpria (Walker,
2009). Hormon testosteron berfungsi untuk meranmgsan
pertumbuhan dan perkembangan dari organ reproghuisi Selain
itu, fungsi spesifik hormon testosteron ini bergariselama tahap-
tahap perkembangan yang berbeda. Selama pubertaisiorh
testosteron mendorong pertumbuhan organ seks pnmar dan
bertanggung jawab untuk pengembangan karaktersiik lainnya
seperti organ seks sekunder, percepatan pertumhpimrtas, dan
penghentian pertumbuhan pada tinggi dewasa. Hotestosteron
pada pria berfungsi terutama untuk mempertahankaskutinitas,
libido, dan potensi seksual serta mengatur produisérma
(Sturmhofelet al, 1998).

Hormon testosteron dan FSH diperlukan pada proses
spermatogenesis. Di dalam testis, sel somatik [Sementransduksi
sinyal dari testosteron dan FSH ke dalam faktorrmspgenesis
yang diperlukan oleh sel germinal matang sampai jadéen
spermatozoa (Walker dan Cheng, 2005). Proses sfmyemesis
diatur oleh interaksi kompleks dari sinyal endokdan parakrin.
Hormon kontrol indukGonadothropin releasing hormon (GnRH)
dihasilkan oleh syarafdecapeptide khusus yang berada di
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hipotalamus. Sinyal GnRH diproduksi untuk menstasulkelenjar
pituitari anterior dalam menghasilkan FSH dan LHhhg/&emudian
mengatur potensi spermatogenik pada testis. LHkdam dengan
reseptor pada permukaan sel Leydig di testis damamgeang
produksi testosteron. Sel Sertoli di dalam tubukeminiferus
memiliki reseptor testosteron dan FSH (Walker déer@, 2005).
Menurut Singhet al. (2006), spermatogenesis dikendalikan oleh
kehadiran hormon testosteron dan FSH. Metabolisroemdn
testosteron dan dihydro-testosteron akan langsuampangaruhi
spermatogenesis melalui reseptor androgen (AR).d&am sel
Sertoli terdapat gen-gen yang berperan penting ndapaoses
spermatogenesis yang ekspresinya diatur oleh falawskripsi
CREB dan CREM.
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~ Gambar 2.4Jalur Persinyalan testosteron pada sel Sertoligval
dan Cheng, 2005)

Terdapat dua jalur persinyalan potensial yang nieatylean
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 resg@#t®) yang
selanjutnya berikatan dengan Stgrosin kinase (SRC) dan
mengaktivasi SRC yang akan menghasilkan rangsdRghdan Raf-

1 kinase, serta mengaktivasi jalur MAP kinase. rd&edua (2),
testosteron menginduksi pemasukan®’Cee dalam sel Sertoli.
Peristiwa ini menyebabkan calmodulin (CaM) menslasiu CaM
kinase yang bertranslokasi menuju nucleus dan &etanporer
memfosforilasi CREB. C& merangsang protein kinase C (PKC),
Guanine nucleotide exchange factors (GEFs) atau protein kinase A
(PKA) merangsandras atau Ras like GTP binding protein yang
menghasilkan aktivasi jalur MAP kinase. Kedua jahiimempunyai
kemampuan menginduksi fosforilasi CREB dan ekspfeREB-
mediated gene (Walker dan Cheng, 2005).
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Gambar 2.5Jalur persinyalan FSH pada sel Sertoli (Walker dan
Cheng, 2005)

FSH yang berikatan dengan FSH-R menyebabkan resepto
gabungan protein G mengaktivaadenylate cyclase (AC) dan
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meningkatkan kadar intraseluleryclic adenosine monophosfat
(cAMP). Berbagai faktor dapat diaktivasi oleh cAMPdalam sel
sertoli. Protein kinase A (PKA) yang dapat memfosforilasi sejumlah
protein di dalam sel dan juga meregulasi ekspresi dktivasi
sejumlah faktor transkripsi sepecdMP response element binding
protein (CREB). FSH juga menyebabkan pemasukan ion kalsium
(Ca™) ke dalam sel sertoli yang dimediasi oleh cAMP damgkin
oleh PKA serta modifikasi permukaan “Cahannel. Peningkatan
level C&' mengaktivasi calmodulin dan CaM kinase yang
mempunyai bebrbagai efek potensial termasuk fda®riCREB.
Selama pubertas, FSH mengaktivasiscade mitogen-activated
protein (MAP) kinase danextracelluler signal-regulated kinase
(ERK) kinase di dalam sel Sertoli yang mungkin rhelanteraksi
denganguanine nucleotide exchange factors (GEFs) dan aktivasi
Ras-like protein G. ERK mampu mengaktivasi sejumlah faktor
transkripsi, sepertserum respon factors (SRF), c-jun dan CREB
(Gambar 2.5) (Walker and Cheng, 2005). Berdasadan tersebut
dapat disimpulkan bahwa FSH mempunyai kemampuag letnh
efisien untuk memfosforilasi faktor transkripsi ClREKarena jalur
FSH mampu meningkatkan kadar intraseluler cAMP asgkian
testosteron hanya mampu mengaktivasi jalur MAP dengang
mempunyai kemampuan menginduksi fosforilasi CREB GREB-
mediated gene (Walker and Cheng, 2005).

CREB mampu mengaktivasi transkripsi sejumlah gempter
dalam sekali fosforilasi. Gen promoter CREB dammter internal
menyebabkan produksi inducible cAMP early repres§QER)
transkripsi gen yang dimediasi CRE (Walletral., 1995). Sebagai
akibat induksi CREB, ICER menekan transkripsi prtamuoya
sendiri dan promoter CREB (Walkeat al., 1998). Penurunan
sementara regulasi CREB berkorelasi dengan eksiZ&&. Auto-
inhibisi ICER dapat menjelaskan gerakan cAMP yanuediasi oleh
ekspresi MRNA CREB yang diamati pada sel Sertddinsa siklus
spermatogenik (Walker dan Habener, 1996). FSH hayanplikasi
terhadap ekspresi berbagai isoform CREM yang tpreks pada
spermatosit dan spermatid yang dibutuhkan untulangsungan
hidup mereka (Nantet al., 1996).

Faktor transkripsi CREM terekspresi secara nyatdathm sel
germinal manusia dan meregulasi ekspresi sejumkah gasca
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meiosis penting, seperti gen penyandi protamineptatein transisi.
Protamine  dibutuhkan untuk mengganti histone dalam
mengkompaksi DNA pada tahapan spermiogenesis. riiraa
mengganti histone dalam beberapa tahapan. Langk@dinm dalam
proses ini terjadi dalam round spermatid yang dibkan untuk
penggantian histone dengan protein inti transig?1l(Tdan TP2).
Kemudian, di dalanelongated spermatid, protamine mengganti TP1
dan TP2. Penggantian histone-protamine ini menliaasi
transkripsi pemadatan kromatin yang sempurna (Aalan 2011).
Defisiensi promatine di dalam spermatozoa berksiesgnifikan
dengan terjadinya kemunduran parameter kualitaseseseperti
terjadinya penurunan jumlah spermatozoa, gangguantilites
spermatozoa, kecacatan Kkepala spermatozoa, dan guzang
kemampuan penetrasi spermatozoa ke dalam ovum (&ohl.,
2006). Selain itu, gangguan protamine berdampala pethadap
kerusakan kromatin sperma. Hal ini disebabkan dteftamin
disusun oleh struktur DNA dan nucleoprotein (protej
Kerusakan kromatin atau DNA sperma berkorelasi ifdkgm
terhadap penurunan kualitas sperma, yang padangkhirerdampak
terhadap kemampuan sperma memfertilisasi sel {@hfiertilitas)
(Aulani'am, 2011).

2.5 Sel Leydig

Sel Leydig atau sel interstisial terletak di cet&tah antara
tubulus seminiferus di dalam testis. Sel-sel Leymbgukuran cukup
besar, berbentuk poligonal, mengandung butirar lggau lemak.
Selain itu, terdapat pigmen lipofusin yang muncetssa bertahap
pada sel Leydig dan kristal Reinke (Crystal of Rejnyang
merupakan kristal berbentuk batang berukuran 3 sanif
mikrometer, namun pigmen dan kristal ini belum thkei secara
jelas fungsinya. Perkembangan sel Leydig diawadihojaringan
mesenkim yang memisahkan tubulus seminiferus sgairfgmlah
sel Leydig akan meningkat. Sel Leydig mensekreri mansintesis
hormon kelas androgen (Steroid C19) seperti tdestms,
amdrosetenedion, dan dehifroepiandrosteron yarangiang oleh
LH (Luteinizing Hormon) (Ross, 2002). LH merupakormon
yang paling penting untuk mengontrol fungsi sel digy namun
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hormon dan faktor lainnya diproduksi secara lokajaj berperan
dalam mengontrol sel Leydig ini (Nieschleical., 2004).

Sel Leydig mulai aktif saat terjadi diferensiasiahwlari janin
pria dan kemudian mengalami masa non-aktif yangulimsaat
bulan kelima saat perkembangan janin. Saat seligegdnjadi non-
aktif, sel Leydig cukup sulit dibedakan karena ldtitnya mirip
dengan fibroblas, namun sel Leydig yang mengirissisnulasi
gonadotropik saat masa pubertas, sel Leydig kembalisekresi
androgen dan tetap aktif sepanjang hidup (Ros£)200

Testis HaE N R

- L '
‘primary spermatocytes a
-

-

Gambar 2.6 Histologi testis dengan pewarnaan H&E (anhb, 2011)

Sel-sel somatik dari testis adalah sel Leydig, maitubulus
myoids dan sel Sertoli. Dalam sel-sel tersebuthtefenunjukkan
adanya reseptor androgen (AR) (Rodriguez, 20083eer FSH
(FSH-R) pada pria terekspresi pada sel Sertoli alard testis
(Walker dan Cheng, 2005), sedangkan reseptor LH -R)LH
ditemukan secara dominan pada sel Leydig, meskipiga
ditemukan pada sel spermatogenik (Eldeal., 2001). Seperti pada
kebanyakan sel sekresi-steroid, sel Leydig mem#ikR 6mooth
endoplasmic reticulum). Selain itu, enzim diperlukan untuk sintesis
testosteron dari kolesterol yang terkait dengan steRsebut.
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Mitokondria dengatubulovesicular cristae sebagai karakteristik lain
dari sel sekresi steroid, juga terdapat dalam eeleydig. Sel

Leydig Dberdiferensiasi dan mensekresi testosteroelams

perkembangan awal janin. Sekresi testosteron digenl selama
perkembangan embrio, pematangan seksual, dan feegsiduksi;

pertama pada embrio, sekresi testosteron dan @ewrgang lain
diperlukan untuk perkembangan gonad pada janin Kedua, saat
masa pubertas sekresi testosteron bertanggung jawahk

mengawali produksi sperma, dan sekresi kelenjar akbahan, dan
perkembangan karakteristik organ seks sekunderigdetsaat
dewasa, sekresi testosteron mengawali spermatagendsn

pematangan karakteristik organ seks sekunder, bedasn

pembuluh genital, dan kelenjar aksesoris (Ross2)200

2.6 Kerangka Konsep Penelitian

Spermatogenesis merupakan proses terbentuknya afpeoa
yang terjadi di tubulus seminiferus. Spermatozodapaamalia
dikendalikan oleh hormon gonadotropin, yalituteinizng Hormon
dan Follicle Simulating Hormon yang diproduksi oleh pituitary
anterior (Weinbauer et al., 2001) Luteinizing Hormon (LH)
merupakan hormon gonadotropin yang disekresi dengaan untuk
menstimulasi sekresi hormon testosteron di sel igeyHormon
testosteron berfungsi untuk = merangsang pertumbuldan
perkembangan dari organ reproduksi pria. Selainfutogsi spesifik
testosteron bervariasi selama tahap-tahap perkegabaryang
berbeda. Selama pubertas, testosteron mendorortgmbehan
organ seks pria dan berfungsi untuk pengembangaktieaistik pria
lainnya, seperti percepatan pertumbuhan pubertas akdhirnya
penghentian pertumbuhan pada tinggi dewasa, squttimbuhan
wajah, ketiak kemaluan, rambut tubuh, dan penirgkatot . Pada
pria dewasa, testosteron berfungsi terutama untetapertahankan
maskulinitas, libido, dan potensi seksual serta gagm produksi
sperma (Sturmhofekt al, 1998). Fallicle Simulating Hormon
(FSH) merupakan hormon gonadotropin yang memikkap sentral
dalam dalam testis pada proses reproduksi, sepesila
spermatogenesis. Sekresi FSH dipengaruhi olehialdan inhibin.
Aktivin berfungsi untuk menstimulasi sekresi FSH pituitari
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anterior dengan berikatan dengan Actll, sedanghkhibin berfungsi
untuk menekan sekresi FSH melalui mekanisme umakiegatif.

Inhibin merupakan hormon glikoprotein yang terdari subunit
a dan subunif yang dihubungkan oleh jembatan sufilda. Dua bentuk
subunit B telah diisolasi yang dikenal dengan RA &8, yang
bergabung dengan subunituntuk menghasilkan inhibin A dan
Inhibin B (Rombautst al., 1992).Inhibin B yang diproduksi oleh
sel Sertoli berfungsi untuk mengatur sekrgsilicle Simulating
Hormon (FSH) di pituitari anterior melalui mekanisnieedback
(umpan balik) negatif.

Penambahan inhibin B secdrdra Muscular (1.M) padaRattus
norvegicus jantan diduga menghambat sekresi FSH di pituitari
anterior, sehingga dapat mengganggu spermatogertesipa
mengganggu sekresi hormon testosteron dan jumlah ealig
(Gambar 2.7).
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Gambar 2.7 Kerangka Konsep Penelitian
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desembef Z3inpai
dengan Juni 2012 di laboratorium Biokimia dan Hegio Hewan,
Fakultas Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam, é&fsitas
Brawijaya, Malang.

3.2 Metode Penelitian

Metode yang digunakan pada penelitian ini dilakuki@mgan
beberapa tahapan kerja yang meliputi :
. Perlakuan hewan coba
. Pengambilan organ testis dan serum
. Pembuatan gambaran histologi testis
. Pewarnaahiematoxylin-Eosin
. Penghitungan jumlah sel Leydig di preparat otgatis
. Pengukuran kadar hormon testosteron dengan en&iod®A
. Analisis data secara deskriptif dan statistiknggeinakan
software SPSS

~NOoO o, WNERE

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Perlakuan hewan coba

Preparasi hewan coba dilakukan selama 10 minggu di

laboratorium Fisiologi Hewan, Fakultas MatematikandIlimu
Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malandku3i dibagi
menjadi dua kelompok, yaitu : (1) kelompok konts@itu kelompok
tikus yang tidak diijeksi dengan hormon inhibin &anyak 3 ekor,
(2) kelompok tikus yang diinjeksi dengan hormonitnin B dengan
dosis 100 pg/200 gr sebanyak 3 ekor. Injeksi imhiBidilakukan
secardntra Muscular (I.M) dengan jangka waktu 12 hari tiap injeksi
dan berulang sebanyak lima kali. Pada hari ke kg tdikorbankan
dengan dislokasi leher untuk koleksi organ testen cdarah.
Penggunaan hewan coba pada penelitian ini sudahdapan
sertifikat laik etik No : 88 dari Komisi Etik Pemgn (KEP)
Universitas Brawijaya.
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3.3.2 Pengambilan organ testis dan serum

Hewan coba pada akhir penelitian yaitu hari kedfs@rbankan
dengan dislokasi leher dan dibedah untuk kolekgamrtestis dan
serum. Sebelum dilakukan pengambilan organ testigbih dahulu
hewan coba didislokasi pada bagian leher untuk kiéanudilakukan
pembedahan. Testis diambil dan dibilas dengan Na®l9% dingin.
Kemudian testis difiksasi dalam larutan formaldeh{€FA) 10 %
untuk pembuatan preparat.

Darah tikus diambil melalui bagian apex jantungmkdian
darah didiamkan selama 4 jam dengan kemiring@n S&lanjutya
darah disentrifus dengan kecepatan 3500 rpm selHinanenit.
Serum dikoleksi di mikrotube baru dan disimpanalachfreezer.

3.3.3 Pembuatan gambaran histologi testis
3.3.3.1 Embedding testis
Organ tetis yang telah direndam dalam larutan ftdtefade

10%, dipindahkan dalam etanol 70% selama 24 jamanjsgnya
dipindahkan dalam etanol 80% selama 2 jam, etabid Selama 20
menit, etanol 95% selama 20 menit dan etanol abselama 20
menit. Dari ethanol absolut organ testis dimasukgada larutan
xilol selama 20 menit sebanyak 2 kali. Berikutngimasukkan
kembali ke dalam larutan xilol dan dilakukan padaus 60-63°C
selama 30 menit. Lalu, organ testis dimasukkanndadarafin cair
yang telah dituang ke dalam wadah. Setelah bebevamaparafin
akan memadat dan organ testis berada dalam blakipar

3.3.3.2 Pembuatan preparat testis

Blok parafin hasil embedding sebelumnya dipotonggde

ukuran 5 pm, diambil irisan dengan kuas dan dinmkeulair pada
suhu ruang. Berikutnya, dipindahkan hasil irisamgd@ kuas ke
dalam air hangat 38-46C dan diambil irisan yang terentang
sempurna dengan objek gelas. Irisan yang terghierisigkan di atas
hot plate 38-40°C hingga kering dan setelah itu preparat disimpan
dalam inkubator pada suhu 38-4Dselama 24 jam.

3.3.4 Pewarnaan preparat testis menggunakahiematoxylin-
Eosin (H&E)
Pewarnaan Hematoxylin-Eosin dilakukan melalui beberapa
tahapan. Deparafinasi, preparat dimasukkan dalbohbéartahap 1-3
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masing-masing selama 5 menit. Berikutnya, dilakukahapan
rehidrasi preparat dimana preparat dimasukkan daktamol
bertingkat yang dimulai dari etanol absolut, eta®®] 90, 80, dan
70 % masing-masing selama 5 menit. Lalu, direndaland akuades
selama 5 menit. Setelah itu dilakukan tahapan peear, preparat
dimasukkan dalam pewarna hematoxylin hingga dipardhasil
warna terbaik selama 10 menit. Kemudian dicuci dangir
mengalir, Kemudian direndam dalam ethanol bersedn d
dimasukkan dalam pewarna eosin selama 5 menit, ldiddendam
preparat dalam akuades untuk menghilangkan keleb#asin.
Berikutnya, dilakukan tahapan dehidrasi dengan guedp
dimasukkan dalam seri etanol bertingkat dari 80, @& 95 %
hingga etanol absolut 1-3. Selanjutnya, dilakuldearing yaitu
dengan memasukkan preparat pada xilol 1, 2 .Seitelatilakukan
mounting dengan entellan.

3.3.5 Penghitungan sel Leydig di preparat testis
Sel Leydig terletak di testis, tepatnya terletakntira tubulus
seminiferus. Penghitungan sel Leydig dilakukan dipprat testis
dengan pewarnaarHematoxylin Eosin pada perbesaran 100X
terlebih dahulu dilanjutkan dengan perbesaran 40@&thitungan
dilakukan dengan menghitung sel Leydig dari limdabig pandang
preparat kemudian dirata-rata dengan rumus :
Rata-rata jumlah sel Leydig =XX*+X3+X*+X>
5
Keterangan : ¥ Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 1
X?= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 2
X3= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 3
X*= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 4
X°= Jumlah sel Leydig dari bidang pandang 5

3.3.6 Pengukuran kadar hormon testosteron dengametode
ELISA
Pengukuran kadar hormon testosteron dilakukan derga
ELISA testosteroncat.no. KGE010). 50 pL larutan antibodi primer
dimasukkan ke dalam sumuramell) mikroplate (kecuali sumuran
untuk NSB), kemudian diinkubasi selama 1 jam patdh suang dan
dishaker pada 500 rpm. Setelah masa inkubasi geleseing-
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masing sumuran dicuci dengavash buffer sebanyak empat Kkali,
kemudian ditambahkan 100 pL Calibrator Diluent RE3bke dalam
sumuran NSB dan standar blanko, kemudian 100 plodEson
standar dan sampel ke dalam sumuran yang lainn@a.pub
testosteron conjugate kemudian dimasukkan ke semua sumuran,
selanjutnya diinkubasi selama 3 jam pada suhu ruseiglah itu
dicuci dengan dengan wash buffer sebanyak empat3eianjutnya
ditambahkan substrate solution 200 pL ke dalam mgasiasing
sumuran dan diinkubasi selama 30 menit, kemudi@miiahkan 50
pL stop solution pada masing-masing sumuran daacdilllengan
ELISA reader pada panjang gelombang 450 nm.

3.4 Analisis Data

Data jumlah sel Leydig dan pengukuran kadar hormon
testosteron dianalisis secara deskriptif dan stati&nalisis statistik
jumlah sel Leydig diuji menggunakan uji chi squdaes pengukuran
kadar testosteron diuji menggunakant ufidependent.
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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 diantabulus
seminiferus di dalam testis. Sel Leydig mulai alddat terjadi
diferensiasi awal dari janin pria dan kemudian nadgigi masa non-
aktif yang dimulai saat bulan kelima saat perkengbanjanin. Sel
Leydig memiliki ukuran yang lebih besar dibandingksel lainnya
yang terdapat di jaringan interstisial (Ross, 2002)

30.00 -

8]

A

o

=]
1

23.07 2253
2000 |
15.00 |

10.00 -

Rata-rata jumlah sel Leydig

5.00 -

0.00 -

0 pg/200gr BB 100 pg/200 gr BB
Dosis Inhibin B

Gambar 4.1 Rata-rata jumlah sel Leydig setelah pem@ntinhibin B

Pasca pemberian inhibin B terhadap tikus, diketahbiva rata-
rata jumlah sel Leydig tidak terdapat perbedaangysignifikan
(p>0,05) antara kelompok kontrol dengan kelompakagaan yang
diberi inhibin B dengan dosis 100 pg/200 gr BB sadaM (Intra
Muscular) pada tikus Rattus narvegicus) strain wistar (Gambar 4.1).
Rata-rata jumlah sel Leydig pada kelompok kontddlah 23.07 +
0.81, sedangkan rata-rata jumlah sel Leydig padbmimok
perlakuan yang diberi inhibin B dengan dosis 10(2@@ gr BB
adalah 22.53 £ 0.50. Hal ini menunjukkan bahwa paiah inhibin
B dengan dosis 100pg/BB secara |.Mtia Muscular) pada tikus
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(Rattus norvegicus) strain wistar tidak berdampak pada jumlah sel
Leydig di testis.

| AN d ksl at . NS,

Gambar 4.2 Sel Leydig pada preparat jaringan tektis (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

).
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Tahapan perkembangan sel Leydig di dalam testisildindari
sel mesenchymal prekursor, sel progenitor, sel Leydig dewasa, sel
Leydig immature dan sel Leydigmature. Proliferasi sel Leydig
dipengaruhi oleh beberapa hormon salah satunyaaladaH
(Luteninizing hormon). LH berfungsi untuk menginduksi proliferasi
sel leydig, hipertrofi dan fungsi steroidogenik padel Leydig
(Mendis-handagama & Ariyaratne, 2001). Permula&ereinsiasi sel
mesenchymal prekursor menjadi sel progenitor tidak tergantpada
LH, tetapi LH sangat penting untuk tahapan selagptdalam
perkembangan sel Leydig. Setelah sel progenitdretduk, Sel
progenitor mampu memproduksi androgen. Androgegatgrenting
untuk diferensiasi menjadi sel Leydig dewasa. Tahagelanjutnya
dalam proses diferensasi sel Leydig adalah tramsfer sel
progenitor menjadi sel Leydig dewasa. Perbedaangpdlas antara
sel progenitor dengan sel Leydig dewasa adalahbpkan bentuk
sel dari spindel menjadi poligonal dan memiliki Lelseptor. Sel
Leydig dewasa mampu mensekresi testosteron hanya déxi
kapasitas sekresimmature dan mature sel Leydig. Ukuran sel
Leydig dewasa yang baru terbentuk akan terus miaingengan
memiliki sitoplasma lebih dan menjadi sel Leydigmature.
Kemampuan sel Leydigmmature untuk memproduksi testosteron
masih lebih rendah dibandingkan dengan sel Leyatigture.
Tahapan terakhir dalam perkembangan sel Leydig ahdal
transformasi sel leydigimmature menjadi sel Leydigmature.
Perubahan ini ditandai dengan peningkatan ukurbihesalig dan
sekresi testosteron yang meningkat secara signifiarena sel
Leydig mature sudah memiliki organel lebih yang diperlukan untuk
produksi komponen steroid dan ditingkatkan sebsesgon terhadap
peredaran LH. Hal ini mungkin disebabkan adanyainggatan
jumlah dari reseptor LH (Mendis-handagama & Ariyaea 2001).
Berdasarkan Bakert al. (2003) tidak adannya stimulasi LH
menyebabkan kegagalan proliferasi normal dan pebgegan
fungsi steroidogenik normal.

Sel leydig berfungsi mensekresi hormon testostesetelah
diregulasi oleh hormon LH yang berikatan dengan R.HH sel
leydig. Regulasi sintesis hormon testosteron méwapg@eran utama
LH di dalam testis pria dewasa (Lee al., 2001). Sekresi hormon
testostesron secara maksimal terjadi pada sadteselig berada
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pada kondismature. Hal tersebut terjadi karena pada kondiaiure
sel Leydig mampu berikatan secara maksimal dendruMendis-
handagama & Ariyaratne, 2001). Hasil penelitian gyatilakukan
oleh Fu’adil (2011) dengan metode pemberian inhibipada tikus
(Rattus norvegicus) secara eksogenus dengan dosis yang beragam
(25, 50, 100 pg/200 g BB) menunjukkan bahwa tidakdapat
korelasi yang signifikan antara peningkatan dosfsbin B yang
diberikan pada tikusRattus norvegicus) dengan kadar LH pada
serum. Hal ini dikarenakan inhibin B hanya menghaimtintesis
FSH dengan cara umpan balikfesflback negative) tanpa
menghambat sintesis LH di pituitari anterior.

4.2 Profil hormon testosteron pasca pemberian inhib B

Kontrasepsi pria yang ideal harus memenuhi beberapa
persyaratan, salah satunya adalah tidak memilikk efamping,
khususnya dampak terhadap maskulinitas dan libidoido dan
maskulinitas pada pria diregulasi oleh hormon &teton yang
disekresikan oleh sel Leydig. Didalam jaringaneteit, testosteron
dikonveksi menjadi bentuk yang lebih kuat dayaviesnya, yaitu
Dyhidrotestosteron (DHT) oleh  S-reductase. Testosteron
beraktivitas terhadap sel melalui transkripsi-ragulintraseluler
tergadap AR (Androgen reseptor). Androgen resepterupakan
nuclear reseperptor transcription factor yang memediasi berbagai
peran androgen, khususnya berbagai proses repiopdala pria
(Aulanni’am, 2011) Di dalam testis, AR terdapat @aeél Sertoli dan
sel Leydig. Selain itu, AR juga terekspresi secayata pada sel
epitel tubular, dan sel stromal interstisial diesalduktus epididimis.
Berdasarkan hasil ELISA yang dilakukan, kadar horrtestosteron
dalam serum kelompok tikusRdttus norvegicus) perlakuan yang
diberi inhibin B secara eksogenus dengan dosispt@200 gr BB
tidak menunjukkan perbedaan signifikan dengan kp@ikmtikus
(Rattus norvegicus) kontrol (>0,05) (gambar 4.3).
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Gambar 4.3 Kadar hormon testosteron setelah peanbiatibin B

Kadar hormon testosteron pada kelompok tikus komtdalah
2.399 = 0.074 ng/mL, sedangkan kadar hormon testwstpada
kelompok tikus perlakuan yang diberi inhibin B secaksogenus
dengan dosis 100 pg/200 gr BB adalah 2.339 + O0n@&3L. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian inhibin B dengan db3gs pg/200
gr BB secara |I.M Ifitra Muscular) pada tikus Rattus norvegicus)
tidak berdampak pada kadar hormon testosteron ds¢aom yang
disekresikan oleh sel Leydig. Hal ini sesuai denkasil penelitian
ini yang menyatakan bahwa rata-rata jumlah sel igeytitak
mengalami perbedaan yang signifikan antara kelontigak kontrol
dengan kelompok tikus perlakuan yang diberi inhBidengan dosis
100 pg/200 gr BB secara |.MInfra Muscular). Testosteron
merupakan androgen yang utama pada mamalia yaegresikan
oleh sel Leydig testis dibawah pengaruh LH yangebekpada
epitelium  seminiferous untuk mendukung spermatogjene
Testosteron berperan penting dalam mendukung nsatuoand
spermatid menjadielongated spermatid yang dimungkinkan dengan
menjaga kondissertoli cell-spermatid binding (Aulanni'am, 2011)

Testosteron dan FSH menginisiasi jalur pensinyayamg
berkontribusi dalam mendukung spermatogenesis.o3teson atau
FSH secara independen dapat mendukung prolifeedsiSeartoli,
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namun FSH memiliki kemampuan dua kali lebih efektdlam
fosforilasi CREB. Kurang efisiennya fosforilasi CREkibat peran
testosteron secara tunggal bertanggung jawab tphéetjadinya
penurunan fertilitas (Aulanni‘am, 2011). Hasil pken yang
dilakukan oleh Fu'adil (2011) dengan metode penapeinhibin B
pada tikus Rattus norvegicus) strain wistar secara eksogenus dengan
dosis yang beragam (25, 50, 100 pg/200 g BB) meikkan bahwa
pemberian inhibin B dapat menurunkan konsentragsi matilitas
spermatozoa yang signifikan dibandingkan dengamniebk kontrol.
Penurunan konsentrasi dan motilitas spermatozoaseliet
berkorelasi negatif dengan dosis inhibin B yangedikan. Hal ini
menunjukkan bahwa semakin besar dosis inhibin B)ydiherikan
pada tikus Rattus norvegicus) akan menurunkan konsentrasi dan
motilitas spermatozoa yang lebih besar. Menurugalsttoet al.,
(2003), induksi infertilitas tidak hanya dilakukaiengan menekan
produksi spermatozoa, tetapi dapat dilakukan demgenginduksi
penurunan motilitas spermatozoa.

Salah satu kemungkinan penyebab penurunan motilitas
spermatozoa adalah penurunan ekspresi CREM damalpebfaktor
transkripsi pada testis. CREM dan beberapa fakdmskripsi dalam
pathway cAMP-PKA meregulasi beberapa gen pada sel Seoly
berperan dalam spermatogenesis, salah satunya hatkdate
dehydrogenase-A (LDH-A) yang mengontrol sintesis sumber energi
yang utama untuk sel germinal (Walker & Cheng, 208! sertoli
berperan dalam sekresi faktor regulator, misabmgath factor, dan
suplai nutrisi untuk sel germinal, misalnya laktfsil penelitian
Fu'adil (2011) dengan metode pemberian inhibin Blgpaikus
(Rattus norvegicus) strain wistar secara eksogenus dengan dosis yang
beragam (25, 50, 100 pg/200 g BB) menunjukkan babkspresi
CREM menurun pada tubulus seminiferus pada kelomymkg
diperlakuan pemberian inhibin B, tetapi tidak tdrjpada sel Leydig.
Adanya ekspresi CREM pada sel Leydig ini menunjokkahwa
cAMP-mediated signaling pathway masih berjalan normal pada sel
Leydig karena target inhibin B adalah sel Serta@lach tubulus
seminiferus. Penurunan ini dimungkinkan karena peiah inhibin
B mampu menghambat sekresi FSH sehinggmaling dalam
merespon FSH berkurang, salah satunya cAM&ated signaling
pathway. FSH merupakan hormon yang mampu menghasilkan
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CAMP yang lebih dominan dibandingkan dengan horpestosteron
di dalam sel Sertoli (Walker dan Cheng, 2005).

Testosteron merupakan hormon yang disekresikan ebdh
Leydig pada testis dengan stimulasi LHutginizing hormone).
Testosteron memiliki peran penting dalam spermatesje,
menginduksi karakteristik seks sekunder, dorongeks snormal
(libido) dan kapasitas koitupdtential coeundi) pada individu jantan.
Testosteron juga menstimulasi peningkatan masspasia individu
jantan sehingga laki-laki ‘'memiliki tubuh yang lebibesar
dibandingkan perempuan (Despopoulus & Silberna@d3® Hal ini
menjadikan LH dan testosteron harus dipertahankdand upaya
pengembangan kontrasepsi hormonal sehingga tidakperegaruhi
perkembangan karakteristik seks sekunder, libida &apasitas
koitus. Jadi pemberian inhibin B tidak berpengaerhadap sekresi
hormon testosteron dan rata-rata jumlah sel Leythgaun tahapan
spermatogenesis mengalami gangguan sehingga speoaat
mengalami penurunan konsentrasi dan motilitas.itdahenjadikan
pemberian inhibin B berpotensi sebagai alat koapsishormonal.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
1. Pemberian inhibin B secara |.Mntfa Muscular) dengan

dosis 100 pg/200 gr BB pada tikuRaftus norvegicus) strain
wistar tidak mempengaruhi kadar hormon testostepaua
serum tikus Rattus norvegicus) strain wistar.

2. Pemberian inhibin B secara |.Mnifa Muscular) dengan
dosis 100 pg/200 gr BB pada tikuRaftus norvegicus) strain
wistar tidak mempengaruhi rara-rata jumlah sel liggyhda
testis.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang gemuh paparan
inhibin B terhadap perilaku libido hewan coba dagkat gangguan
spermatogenesis serta tingkat reversibilitasnydningga dapat
dipastikan bahwa inhibin B tidak mempengaruhi libitcewan coba.
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Lampiran 1. Komposisi Bahan

Larutan Bahan-bahan

100 mL NaCl Fisiologis 0,9% 4.5 gram NaCl
Akuades

1MPBSpH74 0.14 M NaCl
2.7 mM KClI
8.1 mM Na,HPO,. 7 H,0
1.5 M KH,PO,
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

[ Well mikroplate ]

A

y

Dimasukkan 50 pL primary antibody solution (kecuaéll
untuk NSB)

Diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruang dan distpsida
500 rpm

Dicuci dengan wash buffer sebanyak empat kali

Ditambah 100 pL Calibrator Dliuent ke dalam wellB\&an
standart blanko

Ditambah sampel ke dalam well lainnya

Dimasukkan 50 pL testosteron conjugate ke dalamuaem
well

Dinkubasi selama 3 jam pada suhu ruang

Dicuci dengan wash buffer sebanyak empat kali

Ditambah substrat solution 200 pL ke dalam masiagngy
well

Diinkubasi selama 30 menit

Ditambah 50 pL stop solution pada masing-masind wel
Dibaca dengan ELISA reader pada panjang gelomb&fg 4
nm

Hasil
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Lampiran 3. Diagram Alir Pewarnaan Hematoxylen dan Eosin

(H&E)
Preparat
A 4
Deparafinisasi, Xylol I, I @ 5 menit
A 4
Rehidrasi, ethanol absolut I, Il, Il @ 5 menit

Ethanol bertingkat (95%, 90%, 80%, 70%), @ 5 meni

A 4
Air mengalir, 15 menit

v
Direndam aquades, 5 menit

A\ 4
Pewarnaan Hematoxylen, 10 menit atau sampai didesat
terbaik

2

39



40

!

Air mengalir, 30 menit

Direndam aquades, 5 menit

'

Eosin alkohol, 5 mer

A 4
Direndam aquades hingga tidak ada
kelebihan eosin

A 4

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

A 4
Clearing, Xylol I, 11 5 menit

|

Dikeringanginkan

Il

Mounting dengan entellan




Lampiran 4. Diagram Alir Penghitungan Sel Leydig pada Preparat
Testis

Preparat Testis

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

- Dimasukkan dalam rumus

Hasil

41



Lampiran 5. Kurva Standar Testosteron

Tabel L.5 Kurva Standart 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
\ ,
§ \’ 15
o 1
R
y =-1.0584x+ 1.0574 0> &
T T Rz - 09I8 T 0 T ? 1
-2 -1.5 -1 -0.5 0.5 1 1.5

0L
.
log konsentrasi testosterone

Gambar L.5 Kurva Standar Testosteron
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Lampiran 6. Hasil Uji t-independent untuk pengaruh pemberidmaim B terhadap rata-rata jumlah sel Leydig

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

T-Test
[DataZetO]
Group Statistics
kelo Std. Errar
1Tl I+ Mean Std. Deviation Mean
Jumlah 1 3 225333 40332 29058
2 3 | 23.06EY 1445 A7T022
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of
Yariances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval ofthe
Difference
Mean Std. Error
F Sin. i df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
Jurnlsh - Equal varlances 1458 294 | -o85 3 389 53333 55277 -2.06807 1.00140
Equal variances not
Fosumed - 965 3333 399 - 53333 55277 -2.19708 1.13042

1374
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Lampiran 7. Hasil Uji t-independent untuk pengaruh pemberidmam B terhadap kadar testosteron

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

Group Statistics
Std. Error
kelompok [+ hean Std. Deviation hean
ELISA  kontral 2.3947 073749 04260
perlakuan 2.3390 05356 03092
Independent Samples Test
Lewene's Test for Equality of
Yariances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
> Diffarence
Mean Stdl. Error
1 df Sig. (-tailed) Difference Difference Lower Upper
ELISA  Eual varlances 674 488 | 1152 4 313 06087 05264 - 08549 20882
Equal variances not
assumed 1.1582 3.650 314 OG0T 05264 -09118 2252




Lampiran 8. Sertifikat Laik Etik Penelitian

KOMISI ETIK PENELITIAN
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