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ABSTRACT
  

This study aims to know the effect of inhibin B injection on protamine P2 expression in cauda of epididymis. 
Twenty four of 4 months old male rats were randomly divided into four treatment groups (KO, KI, 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 days. The first injection was carried 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 and 0.05 ml IFA. Six days after 
last injection, six rats of each group were dissected and cauda of epididymis were collected. Following dehydration 
process, tissue were embedded in paraplast, cut at 6 micron, and stained using immunohistochemistry method. The 
observation using immunohistochemistry method showed that protamine P2 in KO were distributed in the head of 
sperm in cauda of epididymis whereas in KIII showed no protamine P2 distribution in the head of sperm in cauda 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 protamine P2 in the head of sperm in cauda of epididymis. 
_____________________________________________________________________________________________________

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui efek inhibin B terhadap ekspresi protamine P2 di dalam kepala spermatozoa 
pada kauda  epididimis. Penelitian ini menggunakan 24 ekor tikus jantan berumur 4 bulan yang dikelompokkan secara 
acak ke dalam 4 kelompok (KO, KI, KII, dan KIII), setiap kelompok terdiri atas 6 ekor tikus. Kelompok KO merupakan 
kelompok kontrol hanya diinjeksi dengan PBS. Kelompok KI, KII, dan KIII diinjeksi dengan inhibin B dengan dosis 
masing-masing adalah  25, 50, dan 100 pg/ekor. Tikus diinjeksi sebanyak 5 kali secara intra peritoneal dengan interval 
waktu pemberian 12 hari selama 48 hari. Injeksi pertama, inhibin B dicampur dengan 0,05 ml PBS dan 0,05 ml CFA. 
Injeksi kedua hingga kelima, inhibin B dicampur dengan 0,05 ml PBS dan 0,05 ml IFA. Pada hari ke-6 setelah injeksi 
inhibin B terakhir, hewan coba dikorbankan secara dislocatio cervicalis lalu jaringan kauda  epididimis dikoleksi dan 
difiksasi dengan paraformaldehid 4%. Setelah melalui proses dehidrasi, jaringan blok di dalam parafin dipotong dengan 
ketebalan 6 mikron dan diwarnai secara imunohistokimia dengan menggunakan antibodi anti protamine P2. 
Pengamatan secara imunohistokimia menunjukkan adanya ekspresi protamine P2 di dalam kepala spermatozoa pada 
semua kelompok perlakuan. Akan tetapi, seiring dengan penambahan dosis inhibin B menyebabkan terjadinya 
penurunan tingkat ekspresi protamine P2 di dalam kepala spermatozoa pada kauda  epididimis. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa injeksi inhibin B dengan dosis 100 pg/ekor menurunkan secara nyata jumlah ekspresi protamine 
P2 di dalam kepala spermatozoa pada  epididimis (P<0,05) dibanding KO. 
_____________________________________________________________________________________________________

PENDAHULUAN

Spermatogenesis merupakan proses 
yang fundamental di dalam sistem reproduksi 
pria yang melibatkan serangkaian peristiwa 
genetik dan epigenetik tingkat tinggi di dalam 
sel-sel germinal yang berperan penting merubah 
spermatogonia menjadi spermatozoa (Liu et al., 
2008) dan dikendalikan oleh hormon gonadotropin, 

yaitu follicle stimulating hormone (FSH) dan 
luteinizing hormone (LH) (Weinbauer et al., 
2001). Spermatogenesis terdiri atas tiga tahap 
utama, yaitu proliferasi spermatogonia, meiosis 
spermatosit, dan spermiogenesis spermatid 
haploid (Russell et al., 1990). Selama proses 
spermiogenesis, round haploid memasuki fase 
elongasi, sel-sel germinal mengalami transformasi 
dan sejumlah besar histon somatik mengalami 
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sekitar 85% inti spermatozoa histon akan diganti 
oleh protamine (Wykes dan Krawetz, 2003). 
Penggantian somatik histon oleh protamine 
berperan penting dalam penyusunan inti 
kromatin, pematangan spermatozoa (Arpanahi 
et al., 2009), dan fertilitas (Hammoud et al., 
2009) serta berperan penting dalam 
pemindahan genom ke dalam kepala 
spermatozoa yang matang (Balhorn et al., 2000). 
Ekspresi abnormal protamine menyebabkan 
terjadinya penurunan jumlah spermatozoa, 
penurunan motilitas dan morfologi spermatozoa, 
peningkatan kerusakan kromatin spermatozoa 
(Mengual et al., 2003), penurunan viabilitas 
spermatozoa, meningkatnya kerusakan DNA 
spermatozoa (Aoki et al., 2006), dan infertilitas 
pada pria (Clark dan Civetta, 2000). Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa protamine P2 
berperan penting menjaga integritas kromatin 
spermatozoa manusia (Cho et al., 2003) sedangkan 
defisiensi protamine P2 diyakini sebagai faktor 
penyebab dihasilkannya spermatozoa yang 
immotil (Cho et al., 2001), yang akhirnya 
menurunkan kemampuan spermatozoa untuk 
melakukan fertilisasi terhadap sel telur (Carrell 
dan Liu, 2001) sehingga menyebabkan 
terjadinya infertilitas pada pria.

MATERI DAN METODE 

Isolat inhibin B yang digunakan pada 
penelitian ini berasal dari hasil isolasi kultur sel 
Sertoli Rattus norvegicus umur 21 hari yang 
dikultur dengan menggunakan medium 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
dan fetal calf serum (FCS) 10%. Konfirmasi 
i so la t  inh ib in  B  d i lakukan  dengan  
menggunakan metode sodium dodecyl sulfate  
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS) 
PAGE, Dot Blot, Western Blot, dan elektroelusi. 
Perhitungan konsentrasi isolat inhibin B dengan 
metode enzyme linked-immunosorbant assay 
(ELISA) didapatkan konsentrasi inhibin B 
sebesar 1803,33 pg/µl.

Pada penelitian ini digunakan 24 ekor 
tikus (Rattus norvegicus) strain Wistar berjenis 
kelamin jantan, umur 4 bulan, berat badan 150-
200 gram dan dirancang menggunakan Rancangan 
Acak Lengkap pola satu arah. Seluruh tikus 
dikelompokkan secara acak ke dalam empat 
kelompok perlakuan. Kelompok kontrol (KO), 
tikus diinjeksi dengan 0 pg/ekor inhibin B. 
Kelompok II, III, dan IV tikus diinjeksi masing-
masing dengan 25, 50, dan 100 pg/ekor inhibin 
B. Injeksi dilakukan secara intra peritoneal 
sebanyak lima kali dengan selang waktu 12-48 
hari. Injeksi pertama, inhibin B dilarutkan dalam 

penggantian, yaitu penggantian histon oleh 
protein transisi dan akhirnya oleh protamine 
untuk penyusunan DNA ke dalam inti 
spermatozoa (Sassone-Cors i ,  2000) .  
Spermiogenesis merupakan proses yang 
kompleks yang terdiri dari tiga tahap utama, 
yaitu tahap round spermatid, pemanjangan 
spermatid (elongating spermatid), dan spermatid 
yang memanjang (elongated spermatid) (Ohta 
et al., 2007).

Hormon FSH merupakan hormon 
endokrin utama yang meregulasi fungsi sel 
Sertoli (Boitani et al., 1995) dan berperan 
penting mengontrol spermatogenesis (Wolfgang 
et al., 2001). Sekresi inhibin B oleh sel Sertoli 
dirangsang oleh FSH (Crofton et al., 2002), 
sebaliknya sekresi dan produksi FSH oleh 
kelenjar pituitari diregulasi oleh inhibin B 
(Boepple et al., 2008). Inhibin B merupakan 
hormon peptida gonadal dimerik yang secara 
selektif berpotensi menghambat sekresi FSH 
melalui mekanisme umpan balik negatif 
(Chada et al., 2003). Inhibin B diproduksi 
secara nyata oleh sel Sertoli testis (Winters et 
al., 2006) dan merupakan bentuk utama inhibin 
pada pria dewasa (McNeilly et al., 2002).

Signal FSH esensial dibutuhkan untuk 
menginisiasi spermatogenesis pada masa 
pubertas dan menjaga produksi normal 
spermatozoa pada usia dewasa (Simoni et al., 
1997). Signal transduksi FSH bersama 
reseptornya (FSH-R) merupakan saat yang 
kritis dalam menjaga gametogenesis normal 
pada gonad mamalia (Hermann dan Heckert, 
2006). Ikatan antara FSH dan FSH-R pada sel 
Sertoli akan menginduksi adenilat siklase (AS), 
seh ingga  menyebabkan peningkatan  
konsentrasi cAMP intra sel Sertoli. Kondisi ini 
menyebabkan diaktivasinya cAMP-dependent 
PKA, yang akhirnya memfosforilasi faktor 
transkripsi  cAMP-responsive element 
modulator (CREM) pada serin 117 (Groussin 
dan Bertherat, 1998). Molekul CREM 
merupakan kunci regulator molekular terhadap 
seluruh stadium spermatogenesis (Don dan 
Stelzer, 2002) dan meregulasi ekspresi 
sejumlah gen post-meiosis penting, seperti 
protein transisi dan protamine (Sassone-Corsi, 
1998). Protamine merupakan protein utama di 
dalam inti spermatozoa yang berikatan dengan 
DNA. Pada manusia dan tikus, terdapat dua 
jenis protamine, yaitu protamine P1 dan 
protamine P2 (Corzett et al., 2002). Protamine 
berperan penting untuk pembentukan kromatin 
yang diperlukan pada fungsi normal 
spermatozoa (Szczygiel dan Ward, 2002). Selama 
tahap elongasi spermatid pada spermiogenesis, 
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekspresi protamine P2 di dalam kauda 
epididimis disajikan pada Gambar 1, sedangkan 
hasil pemeriksaan ekspresi protamine P2 di 
dalam kepala spermatozoa pada 30 buah 
epididimis bagian kauda setelah injeksi 
inhibin B disajikan pada Tabel 1 dan Gambar 1.

Tabel 1. Pengaruh injeksi inhibin B terhadap 
jumlah epididimis yang mengekspresikan 
protamine P2 di dalam kepala spermatozoa

a, ab, b Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama 
menunjukkan perbedaan yang nyata (P<0,05).

Gambar 1. Gambaran ekspresi protamine P2 di 
dalam kepala spermatozoa pada kauda duktus 
epididimis setelah injeksi dengan inhibin B. Panah 
hitam (A) pada kelompok kontrol menunjukkan 
adanya ekspresi protamine P2 di dalam kepala 
spermatozoa pada kauda duktus epididimis. Panah 
putih (B) pada kelompok KIII menunjukkan tidak 
adanya ekspresi protamine P2 di dalam spermatozoa 
pada kauda  epididimis yang ditandai dengan tidak 
adanya warna coklat pada kepala spermatozoa 
(400x).

phosphate buffer saline (PBS) 0,05 ml dan 0,05 ml 
complete Freund's adjuvant (CFA). Injeksi ke-2 
sampai ke-5 inhibin B dalam PBS 0,05 ml dan 0,05 
ml incomplete Freund's adjuvant (IFA). Pada hari 
ke-6 setelah injeksi inhibin B terakhir, hewan coba 
dikorbankan secara dislocatio cervicalis, kauda  
epididimis dikoleksi dan difiksasi dengan 
paraformaldehid 4%, lalu dilakukan serangkaian 
perlakuan mikroteknik untuk mendapatkan 
sediaan histologi yang selanjutnya diwarnai secara 
imunohistokimia menggunakan antibodi anti 
p ro tamine  P2 .  P rosedur  pewarnaan  
imunohistokimia sebagai berikut: preparat dicelup 
dalam xylol sebanyak 2 kali masing-masing 
selama 5 menit, alkohol absolut sebanyak 2 kali 
masing-masing selama 3 menit, alkohol 90, 80, 
dan 70% masing-masing selama 3 menit, lalu 
dicuci dalam PBS pH 7,4 selama 5 menit. 
Selanjutnya, preparat direndam dalam 3% 
hidrogen peroksida (dalam DI water) selama 15 
menit. Kemudian preparat dicuci dalam PBS pH 
7,4 sebanyak 3 kali selama 5 menit. Selanjutnya, 
preparat direndam kembali dalam 1% BSA dalam 
PBS selama 30 menit pada suhu ruang, dicuci 
dalam PBS pH 7,4 sebanyak 3 kali masing-masing 
selama 5 menit. Preparat ditambahkan antibodi 
primer (antibodi anti protamine P2) dan diinkubasi 
selama semalam pada suhu 4 C. Kemudian, 
preparat dicuci dalam PBS sebanyak 3 kali 
masing-masing selama 5 menit. Selanjutnya  
ditambahkan antibodi sekunder Anti-Goat IgG 
Biotin Labelled selama 1 jam pada suhu ruang. 
Pencucian preparat dalam PBS dilakukan 
sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit dan 
ditambahkan strep avidin-horseradish peroxidase 
(SA-HRP) selama 20 menit pada suhu ruang. 
Pencucian dalam PBS pH 7,4 dilakukan sebanyak 
3 kali masing-masing selama 5 menit dan 
ditambahkan kromogen 3,3-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (DAB)  selama 10 menit pada 
suhu ruang. Selanjutnya, preparat dicuci dalam 
PBS sebanyak 1 kali selama 5 menit dan dilakukan 
counterstain dengan methyl green selama 10 menit 
pada suhu ruang, dicuci dengan aquades, 
kemudian secara berturut-turut dicuci dengan 
alkohol 95, 100% dan xylol. Kemudian dilakukan 
mounting dengan entellan dan pengamatan 
preparat dilakuan dengan menggunakan 
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x.

Analisis Data
Data yang diperoleh dari hasil pengamatan 

terhadap ekspresi protamine P2 pada 30  buah 
duktus epididimis dianalisis dengan uji 
ANOVA dan dilanjutkan dengan uji Tukey 
HSD dengan menggunakan bantuan program 
sotfware SPSS 13,0 for windows.

A

B
 

 

Kelompok

KO

KI

KII

KIII

Rerata Jumlah Epididimis yang 
Mengekspresikan Protamine P2 

dalam Kepala Spermatozoa 
(X ± SD)

28,50±2,34a

 26,83±3,06ab

 25,33±3,08ab

20,83±7,16b
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yang diperlukan pada fungsi normal spermatozoa 
(Szczygiel dan Ward, 2002). Ekspresi 
abnormal protamine menyebabkan terjadinya 
penurunan jumlah spermatozoa, penurunan 
motilitas dan morfologi spermatozoa, 
p e n i n g k a t a n  k e r u s a k a n  k h r o m a t i n  
spermatozoa (Mengual et al., 2003), 
penurunan viabilitas spermatozoa, dan 
meningkatnya kerusakan DNA spermatozoa 
(Aoki et al., 2006). Protamine meningkatkan 
ratio penyusunan kromatin spermatozoa yang 
penting untuk meningkatkan fungsi dan 
motilitas spermatozoa (McLay dan Clarke, 
2003). Motilitas spermatozoa diyakini sebagai 
parameter terpenting untuk mengevaluasi 
kemampuan spermatozoa melakukan 
fertilisasi terhadap sel telur baik secara in vivo 
maupun in vitro (Hirano et al., 2001).

Ekspresi protamine yang abnormal 
menyebabkan gangguan tahap akhir  
spermiogenesis yang akhirnya menurunkan 
kemampuan spermatozoa untuk melakukan 
fertilisasi terhadap sel telur (Carrell dan Liu, 
2001) sehingga menyebabkan terjadinya 
infertilitas pada pria. Menurut Hecht et al. 
(2009) protamine bukan hanya dibutuhkan 
untuk keberhasilan proses fertilisasi, namun 
juga dibutuhkan terhadap perkembangan 
embrio preimplantasi. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa protamine P2 berperan 
penting menjaga integritas kromatin spermatozoa 
manusia (Cho et al., 2003) sedangkan defisiensi 
protamine P2 diyakini sebagai faktor penyebab 
dihasilkannya spermatozoa yang immotil (Cho 
et al., 2001). Sejumlah kasus menunjukkan 
bahwa infertilitas tersebut terjadi akibat 
terjadinya defisiensi protamine P2 (Aoki et al., 
2005) di dalam kepala spermatozoa. Secara 
lebih spesifik Cho et al. (2003) menyatakan 
bahwa haploinsufisiensi protamine P2 pada 
tikus menyebabkan terjadinya peningkatan 
kerusakan DNA di dalam kepala spermatozoa, 
gangguan penyusunan kromatin, perubahan 
kepala spermatozoa, dan perubahan pada akrosom. 
Selain itu hasil penelitian Martin-Coello et al. 
(2010) menunjukkan bahwa defisiensi 
protamine P2 menyebabkan perubahan dimensi 
kepala spermatozoa dan menurunkan kecepatan 
berenang spermatozoa. 

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat 
disimpulkan bahwa injeksi inhibin B dengan 
dosis 100 pg/ekor menyebabkan penurunan 
ekspresi protamine P2 di dalam kepala 
spermatozoa pada kauda  epididimis. 

Pada Gambar 1A pada kelompok kontrol 
terlihat adanya ekspresi protamine P2 di dalam 
kepala spermatozoa yang sangat nyata 
sedangkan pada Gambar 1B tidak memperlihatkan 
adanya ekspresi protamine P2 pada kelompok 
KIII. Pada Gambar 1A terlihat bahwa kauda  
epididimis yang telah diwarnai dengan antibodi 
anti protamine P2 kemudian diwarnai dengan 
SA-HRP dan kromogen DAB kemudian 
counterstain dengan methyl green menunjukkan 
adanya ekspresi protamine P2 di dalam kepala 
spermatozoa pada kauda epididimis yang 
ditandai dengan adanya warna coklat pada 
kepala spermatozoa yang merupakan 
visualisasi dari kromogen DAB. Adanya warna 
coklat di dalam kepala spermatozoa 
menunjukkan bahwa adanya protamine P2 di 
dalam kepala spermatozoa yang dikenali oleh 
antibodi anti protamine P2. 

Hasil penghitungan terhadap 30 buah 
epididimis bagian kauda yang mengekspresikan 
protamine P2 di dalam kepala spermatozoanya 
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata 
(P<0,05) antara kelompok kontrol dan perlakuan. 
Uji lanjutan dengan Tukey HSD menunjukkan 
adanya perbedaan yang nyata (P<0,05) antara 
kelompok KO dan KIII, sedangkan antara 
kelompok kontrol dan KI, KII; KI dan KII, KIII; 
dan KII dan KIII tidak menunjukkan perbedaan 
yang nyata (P>0,05) (Tabel 1).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa 
injeksi inhibin B dengan dosis 100 pg/ekor 
menyebabkan penurunan ekspresi protamine 
P2 di dalam kepala spermatozoa secara nyata 
(P<0,05) pada kauda  epididimis dibanding 
dengan kelompok kontrol. Penurunan ekspresi 
protamine P2 pada penelitian ini berkaitan erat 
dengan terjadinya penurunan konsentrasi FSH 
dan ekspresi FSH di dalam sel Sertoli akibat 
injeksi inhibin B. Penurunan konsentrasi FSH 
menyebabkan terjadinya penurunan ekspresi 
CREM di dalam sel Sertoli (Akmal, 2011). 
Penurunan ekspresi CREM menyebabkan 
terganggunya regulasi ekspresi protamine P2 di 
dalam kepala spermatozoa pada kauda  
epididimis. Oleh karena itu, dapat dipastikan 
bahwa hewan coba pada kelompok KIII 
mengalami gangguan spermatogenesis dan 
mempunyai kualitas spermatozoa yang rendah. 

Sejumlah penelitian menunjukkan 
bahwa eratnya hubungan antara protamine dan 
infertilitas pria (Aoki et al., 2006). Protamine 
merupakan protein inti dasar spermatozoa 
(Krawetz dan Dixon, 1986) dengan berat molekul 
yang kecil (Khara et al., 1997). Protamine 
berperan penting untuk pembentukan kromatin 
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