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ABSTRAK

Penelition ini bertujuon mengetohui efek inhibin B terhadop ekspresi protamine P2 di dolom kepalaspermatozoa
padakoudo epididimis. Penelition ini menggunokon 24 ekor tikus jonton berumur 4 bulon yong dikelompokkon secora.
acok ke dolom 4 kelompok (KO, KI, K11, don KIII), setiop kelompok terdiri otas 6 ekor tikus. Kelompok KO merupokon
kelompok kontrol honya diinjeksi dengon PBS. Kelompok KI, KII, don KIII diinjeksi dengon inhibin B dengon dosis
mosing-mosing odoloh 25, 50, don 100 pg/ekor. Tikus diinjeksi sebonyok 5 koli secora intra, peritoneol dengon intervol
woktu pemberion 12 hori seloma 48 hori. Injeksi pertoma, inhibin B dicompur dengon 0,05 ml PBS don 0,05 ml CFA.
Injeksi kedua hingga kelimo, inhibin B dicompur dengon 0,05 ml PBS don 0,05 ml IFA. Podao hori ke-6 seteloh injeksi
inhibin B terokhir, hewon coba dikorbonkan secara dislocatio cervicalis lolu joringon kouda epididimis dikoleksi don
difiksosi dengon poroformoldehid 4%. Seteloh melolui proses dehidrosi, joringon blok di dolom porofin dipotong dengon
ketebolon 6 mikron don diwornoi secoro imunohistokimia dengon menggunokon ontibodi onti protomine P2.
Pengamoaton secoro imunohistokimio menunjukkon adonyo ekspresi protomine P2 di dalom kepola spermotozoa poda.
semuo, kelompok perlokuon. Akon tetopi, seiring dengon penombohon dosis inhibin B menyebobkon terjodinya
penurunon tingkot ekspresi protomine P2 di dolom kepola spermatozoa pada koudo  epididimis. Hosil penelition
menunjukken bohwa injeksi inhibin B dengon dosis 100 pg/ekor menurunkon secora nyoto jumloh ekspresi protomine
P2 di dolom kepolaspermatozoapodo epididimis (P<0,05) dibonding KO.

ABSTRACT

This study aims to know the effect of inhibin B injection on protamine P2 expression in couda of epididymis.
Twenty four of 4 months old male rats were randomly divided into four treatment groups (KO, K1, KII, KIII), each
consist of 6 rats. Group KO was control group, only injected with 0.1 ml PBS. Groups KI, KII, KIII were injected
intraperitoneally with inhibin B in various doses of 25, 50, 100 pg/rat, respectively. Rats were injected 5 times with
the interval of 12 days during 48 doys. The first injection wos corried out by mixing inhibin B with 0.05 ml PBS and
0.05 ml CFA. The second to fifth injection were injected with inhibin B in 0.05 ml PBS ond 0.05 ml IFA. Six days ofter
lost injection, six rats of each group were dissected and coudo. of epididymis were collected. Following dehydration
process, tissue were embedded in poraplast, cut at 6 micron, and stained using immunohistochemistry method. The
observation using immunohistochemistry method showed that protomine P2 in KO were distributed in the heod of
sperm in caudo. of epididymis whereos in KIII showed no protomine P2 distribution in the head of sperm in couda of
epididymis. The result of this research showed that the injection of inhibin B with the dose of 100 pg/rat decrease
significantly (P<0.05) the expression of protomine P2 in the heod of sperm in coudo. of epididymis.

PENDAHULUAN

Spermatogenesis merupokon proses
yong fundomentol di dalom sistem reproduksi
prio. yong melibatkon seromgkoion peristiwa
genetik don epigenetik tingkot tinggi di dolom
sel-sel germinol yong berperon penting meruboh
spermatogoniomenjodi spermatozoo(Liu et ol.,
2008) don dikendalikon oleh hormon gonadotropin,
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yaitu follicle stimuloting hormone (FSH) don
luteinizing hormone (LH) (Weinbouer et ol.,
2001). Spermotogenesis terdiri atos tiga tohop
utomo, yoitu proliferasi spermatogonia, meiosis
spermatosit, don spermiogenesis spermotid
haploid (Russell et al., 1990). Seloma proses
spermiogenesis, round haploid memasuki fose
elongosi, sel-sel germinol mengolomi tronsformasi
don sejumloh besor histon somotik mengolomi
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penggontion, yoitu penggontion histon oleh
protein tromnsisi don okhirnyo oleh protomine
untuk penyusunon DNA ke dalom inti
spermatozoa (Sassone-Corsi, 2000).
Spermiogenesis merupokon proses yong
kompleks yong terdiri dari tigo tohop utomo,
yaitu tohop round spermatid, pemonjongon
spermotid (elongoating spermatid), don spermotid
yong memonjong (elongated spermotid) (Ohta
etal.,2007).

Hormon FSH merupokon hormon
endokrin utomo yong meregulosi fungsi sel
Sertoli (Boitoni et al., 1995) don berperon
penting mengontrol spermotogenesis (Wolfgong
et al., 2001). Sekresi inhibin B oleh sel Sertoli
dirongsong oleh FSH (Crofton et al., 2002),
sebaliknyo sekresi don produksi FSH oleh
kelenjor pituitori diregulosi oleh inhibin B
(Boepple et al., 2008). Inhibin B merupokon
hormon peptida gonodal dimerik yong secora
selektif berpotensi menghambat sekresi FSH
melalui mekonisme umpon boalik negotif
(Chada. et al., 2003). Inhibin B diproduksi
secara nyoata oleh sel Sertoli testis (Winters et
al., 2006) don merupokon bentuk utoma inhibin
podapriadewosa(McNeilly ez ol., 2002).

Signol FSH esensial dibutuhkon untuk
menginisiosi spermatogenesis pado mosa
pubertas don menjogo produksi normal
spermotozoa pada usio. dewosa (Simoni et ol.,
1997). Signal tronsduksi FSH bersoma
reseptornya. (FSH-R) merupokon soot yong
kritis dolom menjoga gometogenesis normal
poda gonod momalia (Hermonn don Heckert,
2006). Ikoton ontore FSH don FSH-R poada sel
Sertoli okon menginduksi adenilot siklose (4S),
sehingga menyebabkan peningkatan
konsentrosi cAMP intra sel Sertoli. Kondisi ini
menyebobkon dicktivesinyo, cAMP-dependent
PKA, yong okhirnyo memfosforilosi foktor
tronskripsi cAMP-responsive element
modulator (CREM) pada serin 117 (Groussin
don Bertherat, 1998). Molekul CREM
merupokon kunci regulator molekulor terhodop
seluruh stodium spermatogenesis (Don don
Stelzer, 2002) don meregulasi ekspresi
sejumloh gen post-meiosis penting, seperti
protein tronsisi don protomine (Sossone-Corsi,
1998). Protomine merupokon protein utoma di
dolom inti spermotozoo yong berikaton dengon
DNA. Pado monusia don tikus, terdopot duo
jenis protamine, yoitu protomine P1 don
protomine P2 (Corzett et al., 2002). Protomine
berperan penting untuk pembentukon kromaotin
yong diperlukan poada fungsi normal
spermatozoa. (Szczygiel don Word, 2002). Seloma
tohop elongosi spermatid pada spermiogenesis,

sekitor 85% inti spermotozoa histon okon digonti
oleh protomine (Wykes don Krowetz, 2003).
Penggontion somatik histon oleh protoamine
berperon penting dolom penyusunon inti
kromatin, pemoatongon spermotozoo, (Arponohi
et al., 2009), don fertilitas (Hommoud et al.,
2009) serta berperan penting dolam
pemindohoan genom ke doalam kepala
spermotozoa yong motong (Balhorn et ol., 2000).
Ekspresi obnormol protamine menyebobkon
terjadinyo. penurunon jumleh spermotozoa,
penurunon motilitas don morfologi spermatozoa,
peningkaton kerusokon kromotin spermatozoa
(Mengual et ol., 2003), penurunon viobilitos
spermatozoa, meningkatnyo kerusokon DNA
spermatozoa (Aoki et al., 2006), don infertilitos
poda pria (Clork don Civetto, 2000). Haosil
penelition menunjukkon bohwo protomine P2
berperon penting menjogo integritos kromatin
spermotozoomonusio(Cho e al.,2003) sedongkon
defisiensi protomine P2 diyokini sebogoai foktor
penyebab dihosilkonnyo spermotozoo yong
immotil (Cho et al., 2001), yong okhirnya
menurunken kemompuon spermotozoo untuk
melokukon fertilisosi terhodap sel telur (Correll
don Liu, 2001) sehingga menyebabkon
terjodinyainfertilitos podaprio.

MATERI DAN METODE

Isolat inhibin B yong digunokon podo
penelition ini berosol dori hosil isolosi kultur sel
Sertoli Rottus norvegicus umur 21 hori yong
dikultur dengan menggunokon medium
Dulbecco's Modified Eogle Medium (DMEM)
don fetal colf serum (FCS) 10%. Konfirmasi
isolat inhibin B dilokukan dengon
menggunokon metode sodium dodecyl sulfate
polyacrylomide gel electrophoresis (SDS)
PAGE, Dot Blot, Western Blot, don elektroelusi.
Perhitungon konsentrasi isolat inhibin B dengon
metode enzyme linked-immunosorbant assay
(ELISA) didopotkon konsentresi inhibin B
sebesor 1803,33 pg/ul.

Poda penelition ini digunokon 24 ekor
tikus (Rottus norvegicus) strain Wistor berjenis
kelomin jonton, umur 4 bulon, berot badon 150-
200 grom don dironcong menggunckon Roncongon
Acok Lengkap pola sotu orch. Seluruh tikus
dikelompokkon secoro ocok ke dolom empot
kelompok perlokuon. Kelompok kontrol (KO),
tikus diinjeksi dengon O pg/ekor inhibin B.
Kelompok II, I11, don I'V tikus diinjeksi masing-
mosing dengon 25, 50, don 100 pg/ekor inhibin
B. Injeksi dilokukon secoro intra peritoneol
sebonyok lima koli dengon selong woktu 12-48
hari. Injeksi pertomo, inhibin B dilorutkon dolom
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phosphate buffer soline (PBS) 0,05 ml dom 0,05 ml
complete Freund's adjuvant (CFA). Injeksi ke-2
sompoai ke-5 inhibin B dolom PBS 0,05 ml don 0,05
ml incomplete Freund's adjuvont (IFA). Pado hori
ke-6 seteloh injeksi inhibin B terokhir, hewon coba.
dikorbonkon secoro dislocatio cervicalis, koudo
epididimis dikoleksi don difiksosi dengon
poraformoldehid 4%, lolu dilokukon serongkoion
perlokuon mikroteknik untuk mendopatkon
sedioon histologi yong selonjutnyo.diwornai secoro
imunohistokimio, menggunokon ontibodi onti
protamine P2. Prosedur pewarnoon
imunohistokimiasebogoi berikut: preporot dicelup
dodom xylol sebonyck 2 koli mosing-mosing
seloma 5 menit, alkohol obsolut sebonyok 2 koli
mosing-mosing seloma 3 menit, alkohol 90, 80,
don 70% mosing-mosing selomo 3 menit, lolu
dicuci dolom PBS pH 7.4 selomo 5 menit.
Selonjutnya, preporat direndom dolom 3%
hidrogen peroksida (dolom DI woter) seloma 15
menit. Kemudion preporot dicuci dolom PBS pH
7,4 sebanyok 3 koli seloma 5 menit. Selonjutnyo,
preporot direndom kembali dolom 1% BSA dolom
PBS seloma 30 menit poda suhu ruong, dicuci
dolom PBS pH 7,4 sebonyok 3 kali mosing-mosing
selomo 5 menit. Preporot ditombohkon ontibodi
primer (ontibodi onti protomine P2) don diinkubosi
selomo semolom podo suhu 4 C. Kemudion,
preporot dicuci dolom PBS sebonyok 3 koli
mosing-mosing selomo. 5 menit.  Selonjutnyo.
ditombohkon ontibodi sekunder Anti-Goat IgG
Biotin Labelled seloma 1 jom poada suhu ruong.
Pencucion preporat dolom PBS dilokukon
sebonyok 3 kali mosing-mosing 5 menit don
ditombohkon strep avidin-horserodish peroxidose
(SA-HRP) seloma 20 menit poda suhu ruong.
Pencucion dolom PBS pH 7.4 dilokukon sebonyok
3 koli mosing-mosing selomo 5 menit don
ditombohkon kromogen 3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) seloma 10 menit pado
suhu ruong. Selonjutnyo, preporot dicuci delom
PBS sebonyok 1 kali selomo.5 menit don dilokukon
counterstain dengon methyl green selomo, 10 menit
pado suhu ruong, dicuci dengon aquades,
kemudion secora berturut-turut dicuci dengon
alkohol 95, 100% don xylol. Kemudion dilokukon
mounting dengon entellon don pengomaton
preporat dilokuon dengon menggunokon
mikroskop cohayadengon pembesoron 400x.

Analisis Data

Data yong diperoleh dori hosil pengomoton
terhadap ekspresi protomine P2 pado 30 buch
duktus epididimis dionalisis dengon uji
ANOVA don dilonjutkon dengon uji Tukey
HSD dengon menggunokon bontuon progrom
sotfwore SPSS 13,0 for windows.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekspresi protomine P2 di dalom kouda
epididimis disojikon poda Gombor 1, sedongkon
haosil pemeriksaon ekspresi protomine P2 di
dalom kepola spermatozoo poada 30 buch
epididimis bogion kouda seteloh injeksi
inhibin B disojikon pada Tobel 1 don Gombor 1.

Tabel 1. Pengoruh injeksi inhibin B terhadop
jumloh epididimis yong mengekspresikon
protomine P2 di dalom kepalaspermatozoa.

Rerata Jumlah Epididimis yang
Mengekspresikan Protamine P2

Kelompok dalam Kepala Spermatozoa
(X +SD)

KO 28,50+2,340

K1 26,8343,060b

KII 25,33+3,080b

KIII 20,83+7,16b

o, ab, b

Superskrip yong berbeda padakolom yong sama
menunjukkon perbedaon yong nyota (P<0,05).

Gambar 1. Gomboron ekspresi protomine P2 di
dalom kepola. spermotozoo poada koudo duktus
epididimis seteloh injeksi dengon inhibin B. Ponch
hitom (A) pada kelompok kontrol menunjukkon
adonya ekspresi protomine P2 di dolom kepala
spermatozoo pado kemda duktus epididimis. Ponoh
putih (B) poda kelompok KIII menunjukken tidok
adonya ekspresi protomine P2 di dolom spermatozoa
pada koudo epididimis yong ditondai dengon tidok
adonyo. worno. coklot podo kepolo. spermatozoa
(400x).
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Podo Gombor 1A poda kelompok kontrol
terlihot adonya ekspresi protomine P2 di doloam
kepala spermatozoo yong songat nyoto
sedangkon padaGombor 1B tidok memperlihatkon
adonya ekspresi protomine P2 pada kelompok
KII. Padoo Gambor 1A terlihat bohwao kemdo
epididimis yong teloh diwornai dengon antibodi
onti protomine P2 kemudion diwornoi dengon
SA-HRP don kromogen DAB kemudion
counterstain dengon methyl green menunjukkon
odonya ekspresi protomine P2 di dalom kepala
spermotozoo. pada koudo epididimis yong
ditondoi dengon odonyo worno coklot poda
kepala spermoatozoo yong merupokon
visualisasi dori kromogen DAB. Adonyo worno
coklat di dalom kepalo spermatozoa
menunjukkon bohwa adomya protomine P2 di
dalom kepala spermatozoa yong dikenali oleh
ontibodi anti protomine P2.

Hosil penghitungon terhadop 30 buch
epididimis bogion kouda yong mengekspresikon
protomine P2 di dalom kepala spermotozoonyo.
menunjukkon odonyo perbedoon yong nyoto
(P<0,05) ontorakelompok kontrol dom perlokuon.
Uji lonjuton dengon Tukey HSD menunjukkon
odonya perbedaon yong nyata (P<0,05) ontoro
kelompok KO don KIII, sedongkon ontoro
kelompok kontrol don K1, KII; KI don KII, KIII;
don KII don KIIT tidok menunjukkon perbedoon
yong nyoto.(P>0,05) (Tobel 1).

Hosil penelition ini menunjukkon bohwa
injeksi inhibin B dengon dosis 100 pg/ekor
menyebobkon penurunon ekspresi protomine
P2 di dolom kepala spermotozoa secoro nyoato
(P<0,05) poda kouda epididimis dibonding
dengon kelompok kontrol. Penurunon ekspresi
protomine P2 pada penelition ini berkoiton erot
dengon terjodinyo penurunon konsentrosi FSH
don ekspresi FSH di dolom sel Sertoli akibat
injeksi inhibin B. Penurunon konsentrasi FSH
menyebobkon terjodinyo penurunon ekspresi
CREM di dolom sel Sertoli (Akmol, 2011).
Penurunon ekspresi CREM menyebabkon
tergonggunya regulosi ekspresi protomine P2 di
dolom kepala spermatozoo poado kouda
epididimis. Oleh korena itu, dopot dipostikon
bohwa hewon coba podo kelompok KIII
mengolomi gongguon spermotogenesis  don
mempunyoi kuolitas spermotozoayong rendoh.

Sejumloh penelition menunjukkon
bohwa eratnyo hubungon ontoro protomine don
infertilitas pria (Aoki et al., 2006). Protomine
merupokon protein inti dosor spermotozoo
(Krowetz don Dixon, 1986) dengon berot molekul
yong kecil (Khora et al., 1997). Protomine
berperon penting untuk pembentukon kromatin

yong diperlukon podo fungsi normal spermotozoo
(Szczygiel dan Word, 2002). Ekspresi
obnormal protomine menyebobkaon terjadinyao
penurunon jumloh spermatozoo, penurunon
motilitas don morfologi spermatozoa,
peningkoatan kerusakoan khromatin
spermatozoa (Mengual et al., 2003),
penurunon viaebilitas spermatozoa, don
meningkatnyo kerusakon DNA spermatozoa
(Aoki et al., 2006). Protomine meningkatkon
rotio penyusunon kromotin spermatozoo yong
penting untuk meningkatkon fungsi don
motilitos spermatozoa (McLay don Clarke,
2003). Motilitos spermatozoa diyokini sebogai
parometer terpenting untuk mengevaluosi
kemompuon spermoatozoa melakukan
fertilisasi terhadap sel telur baik secara in vivo
moupun in vitro (Hirono et a/., 2001).

Ekspresi protomine yong obnormol
menyebabkon gongguan tohop okhir
spermiogenesis yong okhirnyo, menurunkon
kemompuon spermatozoo untuk melokukon
fertilisosi terhodop sel telur (Correll don Liu,
2001) sehingga menyebobkon terjodinya
infertilitos pada pricc. Menurut Hecht et ol
(2009) protomine bukon honya dibutuhkon
untuk keberhosilon proses fertilisosi, nomun
jugo dibutuhkon terhadap perkembongon
embrio preimplontasi. Hasil penelition
menunjukkon bohwo protamine P2 berperon
penting menjogo integritos kromotin spermotozoa
monusio(Cho et a/., 2003) sedongkon defisiensi
protamine P2 diyokini sebogai foktor penyebab
dihosilkonnya spermatozoa yong immotil (Cho
et al., 2001). Sejumloh kosus menunjukkon
bohwa infertilitoas tersebut terjodi okibaot
terjodinya defisiensi protamine P2 (Aoki et al.,
2005) di dolom kepolo, spermotozoo. Secora.
lebih spesifik Cho et al. (2003) menyotokon
bohwa hoploinsufisiensi protomine P2 poda
tikus menyebobkon terjodinya peningkoton
kerusokon DNA di dolom kepala spermatozoa,
gongguon penyusunon kromotin, perubchon
kepala spermotozoo, don perubohon podo okrosom.
Selain itu hosil penelition Mortin-Coello ef ol.
(2010) menunjukkon bohwa defisiensi
protamine P2 menyebobkon perubohon dimensi
kepolaspermatozoadon menurunkon kecepaton
berenong spermatozoo.

KESIMPULAN

Berdosorkon hasil penelition ini dopot
disimpulkon bohwa injeksi inhibin B dengon
dosis 100 pg/ekor menyebobkon penurunon
ekspresi protomine P2 di dolom kepala
spermatozoapadakouda epididimis.
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