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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mengetahui efek injeksi inhibin B terhadap penurunan konsentrasi follicle stimulating hormone (FSH) di dalam
serum pada tikus putih (Rattus norvegicus). Dalam penelitian ini digunakan 24 ekor tikus putih berjenis kelamin jantan dengan strain Wistar
berumur 4 bulan dengan bobot badan 150-200 g. Tikus-tikus dikelompokkan secara acak ke dalam 4 kelompok, yaitu KKO, KP1, KP2, dan KP3,
masing-masing kelompok terdiri atas 6 ekor. Kelompok KKO merupakan kelompok kontrol hanya diinjeksi dengan phosphate buffer saline
(PBS), sedangkan kelompok KP1, KP2, dan KP3 diinjeksi dengan inhibin B dengan dosis berturut-turut 25, 50, dan 100 pg/ekor. Injeksi inhibin
B dilakukan secara intraperitoneum sebanyak 5 kali selama 48 hari dengan interval waktu 12 hari. Injeksi pertama inhibin B dilarutkan dengan
0,05 ml PBS dan 0,05 ml Freud’s complete adjuvant (FCA). Injeksi kedua sampai kelima, inhibin B dilarutkan dengan 0,05 ml PBS dan 0,05 ml
Freud’s incomplete adjuvant (FICA). Pada hari ke-6 setelah injeksi inhibin B terakhir, tikus dikorbankan secara dislocatio cervicalis,lalu darah
dikoleksi langsung dari jantung dan didiamkan hingga didapatkan serum untuk pemeriksaan konsentrasi FSH dengan menggunakan metode
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Hasil penelitian menunjukkan bahwa injeksi inhibin B dengan dosis 100 pg/ekor menurunkan
konsentrasi FSH secara nyata (P<0,05) bila dibandingkan dengan kelompok kontrol. Berdasarkan hal tersebut, inhibin B berpeluang untuk
dikembangkan sebagai kandidat kontrasepsi pria hormon berbasis peptida.

Kata kunci: inhibin B, FSH, kontrasepsi, spermatozoa, Rattus norvegicus

ABSTRACT

This study aims to know the effect of inhibin B injection on FSH concentration in serum of white rat (Rattus norvegicus). In this research,
twenty four of 4 months old male rats were used randomly divided into four treatment groups, KKO, KP1, KP2, and KP3, each consist of 6 rats.
Group KKO was control group, only injected with phosphate buffer saline (PBS). GroupsKP1, KP2, and KP3 were injected intraperitoneally with
inhibin B in various doses of 25, 50, 100 pg/rat, respectively. Injections of inhibin B were done 5 timesintraperitoneally 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 Freud’s complete adjuvant (FCA). The
second to fifth injection were injected with inhibin B in 0.05 ml PBS and 0.05 ml Freud’s complete adjuvant (FICA). Six days after last injection,
rats were dissected, blood was collected directly from the heart for examination of the FSH concentration using enzyme linked-immunosorbant
assay (ELISA) method. The result of this research showed that the injection of inhibin Bwith dose 100 pg/rat decrease the concentration of FSH
significantly (P<0,05).Thus, inhibin B canbe developed as peptide based male hormonal contraception.

Key words: inhibin B, FSH, contraception, spermatozoa, Rattus norvegicus

PENDAHULUAN Untuk mengantisipasi ledakan penduduk dunia

tersebut, World Health Organization (WHO) telah

Sistem reproduksi jantan (pria) merupakan target
yang potensial untuk pengembangan bahan atau obat
kontrasepsi baru (Anderson dan Baird, 2002). Hal
tersebut sangat beralasan mengingat pertambahan
penduduk dunia yang terus meningkat setiap tahun
(Crosignani, 2002). Data menunjukkan bahwa pada
akhir tahun 2050, penduduk dunia diperkirakan akan
mencapai sekitar 9,5 milyar jiwa (United Nations
Population Division, 2000).
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mengembangkan kontrasepsi hormon pria (WHO,
1998) yang diyakini sebagai metode kontrasepsi yang
aman, efektif (Anderson dan Baird, 2002), dan
akseptabel (Heinemann et al., 2005) serta praktis bagi
pria (Sjogren dan Gottlieb, 2001). Kontrasepsi hormon
pria bekerja pada berbagai level di dalam sumbu
hipotalamus-pituitari-testis dan bekerja menginduksi
produksi gonadotropin oleh kelenjar pituitari dan
androgen testis serta spermatogenesis secara terus-
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menerus (Matthiesson dan Lachlan, 2006). Salah satu
bahan yang berpotensi digunakan sebagai kandidat
kontrasepsi hormon pria adalah inhibin B.

Inhibin B merupakan hormon glikoprotein dengan
dua subunit dissimilar (o/BB) yang secara endokrinologi
merupakan bentuk inhibin yang paling penting pada pria
(Anawalt et al., 1996) dan diproduksi oleh sel Sertoli
testes (Marchetti et al.,, 2003), sedangkan follicle
stimulating hormone (FSH) merupakan hormon
gonadotropin utama yang memengaruhi spermatogenesis
(Sambroni et al., 2013) yang berperan penting dalam
menginduksi dan menjaga spermatogenesis pada
manusia (Sutcliffe et al., 2006; Ohta et al., 2007).
Inhibin B meregulasi sekresi FSH melalui regulasi
umpan balik (feedback) negatif (De Kretser et al., 2000),
sedangkan sekresi inhibin B oleh sel Sertoli testes
dirangsang oleh FSH (Crofton et al., 2002). Sistem
kontrol umpan balik FSH diregulasi secara nyata oleh
inhibin B (Anderson dan Sharpe, 2000). Menurut Hayes
et al. (2001), regulasi umpan balik FSH sangat baik
digunakan sebagai dasar untuk pengembangan
kontrasepsi hormon pada pria. Penelitian ini bertujuan
mengetahui efek pemberian inhibin B terhadap
penurunan konsentrasi FSH dan kaitannya dalam upaya
pengembangan kontrasepsi hormon berbasis peptida
pada pria dengan menggunakan tikus putih (Rattus
norvegicus) sebagai hewan coba.

MATERI DAN METODE

Produksi Isolat Inhibin

Dalam penelitian ini digunakan isolat inhibin B
dengan berat molekul (BM) 32 kDa yang diperoleh
dari testis tikus putih yang berumur 21 hari. Isolat
inhibin B setelah melalui serangkaian tahapan
penelitian mulai dari konfirmasi ekspresi inhibin B
pada sel Sertoli testis tikus umur 21 hari secara
imunohistokimia menggunakan antibodi anti-inhibin
B. Selanjutnya, dilakukan kultur sel Sertoli
menggunakan medium dulbecco's modified eagle
medium (DMEM) dan fetal calf serum (FCS) 10%.
Kemudian untuk memastikan kultur sel Sertoli
menghasilkan inhibin B, maka dilakukan konfirmasi
dengan metode sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE), Dot
Blot, Western Blot, dan akhirnya elektroelusi.
Selanjutnya dengan menggunakan metode enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) dilaku-kan
penghitungan konsentrasi inhibin B. Dari hasil
penghitungan didapatkan bahwa konsentrasi inhibin B
yang diperoleh adalah sebesar 1803,33 pg/ul (Akmal,
2011). Inhibin B yang diperoleh ini, kemudian
diinjeksikan kepada hewan coba sesuai dengan dosis
yang telah ditetapkan pada masing-masing kelompok.

Hewan Coba

Penelitian ini dirancang menggunakan rancangan
acak lengkap pola satu arah. Dalam penelitian ini
hewan coba yang digunakan adalah tikus putih (Rattus
norvegicus) strain Wistar sebanyak 24 ekor. Tikus
putih yang digunakan berumur umur 4 bulan dengan

berat badan sekitar 150-200 g dan berjenis kelamin
jantan. Seluruh tikus dikelompokkan secara acak ke
dalam empat kelompok perlakuan. Kelompok kontrol
(KK), diinjeksi dengan 0 pg/ekor inhibin B, sedangkan
kelompok KP1, KP2, dan KP3, masing-masing tikus
diinjeksi dengan 25, 50, dan 100 pg/ekor inhibin B.
Injeksi inhibin B dilakukan secara intraperitoneum
sebanyak lima kali dengan selang waktu 12 hari
(berdasarkan masa satu siklus tubulus seminiferus,
yaitu 12 hari dan satu masa spermatogenesis tikus,
yaitu 48 hari) (Johnson dan Everitt, 2000). Injeksi
pertama dianggap hari ke-0, sedangkan injeksi
selanjutnya dilakukan berturut-turut pada hari ke-12,
24, 36, dan 48. Injeksi pertama, inhibin B dilarutkan
dalam phosphate buffer saline (PBS) 0,05 ml dan 0,05
ml complete Freund’s adjuvant (CFA). Injeksi ke-2, 3,
4, dan 5 inhibin B dilarutkan dalam PBS 0,05 ml dan
0,05 ml incompleteFreund’s adjuvant (IFA). Pada hari
ke-6 setelah injeksi inhibin B terakhir, semua tikus
dikorbankan secara dislocatio cervicalis, lalu dilakukan
koleksi darah langsung dari jantung dengan
menggunakan disposable syringe 5 ml dan didiamkan
beberapa saat untuk memperoleh serum yang akan
digunakan untuk pemeriksaan konsentrasi FSH dengan
menggunakan metode ELISA.

Pengukuran Konsentrasi FSH

Pengukuran konsentrasi FSH dilakukan sebagai
berikut: mikroplate 96 weel dilakukan coating dengan
inhibin B sebanyak 100 ul, lalu diinkubasikan selama
24 jam pada suhu 4° C. Selanjutnya dilakukan
pencucian dengan PBS-Tween dengan konsentrasi
0,05% sebanyak 6 kali, lalu diblok dengan bovine
serum albumine (BSA) grade 5 dengan konsentrasi 1%
dan dicuci dengan 0,05% PBS-Tween 20. Setelah itu,
direaksikan dengan 100 pul antibodi anti-FSH, lalu
diinkubasikan pada suhu 37° C selama 1,5 jam.
Selanjutnya dilakukan pencucian sebanyak 6 kali, lalu
direaksikan dengan antibodi sekunder anti rabbit 1gG
AP conjugated dan selanjutnya diinkubasikan pada
suhu 37° C selama 1,5 jam. Kemudian dicuci, dan
selanjutnya ditambahkan substrat pNPP. Apabila warna
pada kontrol sudah berubah menjadi warna kuning
maka reaksi segera dihentikan (Akmal, 2011). Hasil
konsentrasi FSH dibaca pada ELISA reader sistem
BIORAD dengan panjang gelombang 405 nm.

Analisis Data

Konsentrasi FSH dianalisis dengan uji analysis of
variance (ANOVA). Data yang menunjukkan hasil
yang signifikan, dilanjutkan dengan uji Tukey HSD
dengan menggunakan program software SPSS 13,0 for
windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil perhitungan terhadapkonsentrasi FSH setelah
injeksi inhibin B disajikan pada Tabel 1. Dari hasil
penelitian diketahui bahwa semakin besar dosis injeksi
inhibin B, maka semakin nyata penurunan konsentrasi
FSH.
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Tabel 1. Penurunan Konsentrasi FSH setelah injeksi Inhibin B
Rerata konsentrasi FSH (ng/ml)

Kelompok (X £ SD)

KKO 628,09 + 308,772
KP1 422,15 + 296,95%
KP2 419,77 + 210,90®
KP3 212,62+ 122,18°

*bSuperskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan
perbedaan yang nyata (P<0,05)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa injeksi inhibin
B menyebabkan terjadinya penurunan konsentrasi FSH
pada tikus. Hal ini sesuai dengan hasil penelitian yang
menunjukkan bahwa inhibin B menurunkan sekresi
FSH pada pria (Elsholz et al., 2004). Hasil penelitian
lain pada manusia menunjukkan bahwa level serum
inhibin B berkorelasi erat dengan level serum FSH dan
konsentrasi testosteron (Raivio et al., 2000). Selain itu,
serum inhibin B berkorelasi signifikan dengan
konsentrasi  spermatozoa dan berkorelasi negatif
dengan konsentrasi FSH (Eldar-Geva et al., 2010).

Injeksi inhibin B pada penelitian ini mengakibatkan
terganggunya mekanisme molekular sekresi FSH di
dalam hipofisa anterior oleh activin. Activin adalah
molekul yang berperan penting dalam menginduksi
sintesis dan sekresi FSH di dalam hipofisa anterior
(Bernard dan Stella, 2013). Di dalam sitosol sel-sel
gonadotrop, dimerik activin berikatan dengan reseptor
tipe Il serine-threonine kinase, seperti activin receptor
2A (ACVR2A). Selanjutnya reseptor-reseptor tipe 1,
seperti activin-like kinase (ALK)4 atau ALK7, akan
ditarik ke dalam trans-fosforilasi dan kompleks oleh
reseptor-reseptor tipe 1. Setelah reseptor-reseptor tipe |
teraktivasi maka akan terjadi fosforilasi dan aktivasi
sinyal protein intraseluler SMAD2 dan SMAD3. Kedua
SMAD ini selanjutnya akan bekerjasama dengan co-
SMAD, SMAD4, dan berakumulasi di dalam nukleus
(inti sel). Kompleks SMAD tersebut selanjutnya
meregulasi promoter melalui mekanisme yang berbeda.
Sebagai contoh, SMAD2-SMAD3-SMAD4 berikatan
dengan 8-bp SMAD-binding element (SBE) di dalam
promoter  tikus. SMAD-SMAD tersebut juga
bekerjasama dengan faktor transkripsi  spesifik
gonadotrop/thyrotroph  FOXL2 untuk meregulasi
transkripsi FSH sub unit beta (Fshb) (Bernard dan
Stella, 2013). Injeksi inhibin B menyebabkan gangguan
ikatan antara activin dengan reseptor ACVR2A, yang
selanjutnya mengganggu ekspresi sejumlah molekul-
molekul yang berperan penting dalam sekresi subunit
Fshb. Hal tersebut selanjutnya berdampak terhadap
sintesis dan sekresi FSH oleh Kkelenjar pituitari

sehingga  menyebabkan  terjadinya  penurunan
konsentrasi FSH.
Penurunan  konsentrasi FSH  menyebabkan

terganggunya ikatan antara FSH dan reseptornya (FSH-
R) di dalam sel Sertoli. Hasil penelitian Walker dan
Cheng (2005) menunjukkan bahwa ikatan antara FSH
dan FSH-R di dalam sel Sertoli akan menginduksi
aktivasi 5 (lima) pathway molekular, yaitu pathway
cyclic adenosine monophosphate-protein kinase A
(CAMP-PKA), pathway kalsium, pathway mitogen-
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activated  protein  (MAP)  kinase,  pathway
phospholipase A2, dan pathway phosphatidylinositol 3-
Kinase. Berdasarkan hal tersebut maka dapat dipahami
bahwa penurunan konsentrasi FSH akibat injeksi
inhibin B akan mengganggu induksi 5 pathway
molekular FSH di dalam sel Sertoli.

Data menunjukkan bahwa ikatan antara FSH dan
FSH-R pada sel Sertoli akan menginduksi adenylate
cyclase (AC), sehingga meningkatkan level CAMP intra
sel Sertoli. Hal tersebut menyebabkan diaktivasinya
CcAMP-dependent PKA, yang akhirnya memfosforilasi
faktor transkripsi CAMP responsive element modulator
(CREM) pada serin 117 (Groussin dan Bertherat,
1998). Hasil penelitian menunjukkan bahwa CREM
berperan sangat penting pada spermatogenesis tikus
(Gellersen et al., 2002) dan manusia (Peri dan Serio,
2000). Hal tersebut berdasarkan kenyataan bahwa
apabila terjadi mutasi pada CREM, maka akan
menginduksi  terjadinya hambatan pada proses
spermiogenesis (Nantel et al., 1996). Steger et al.
(1999) menyatakan bahwa CREM merupakan molekul
yang berperan sebagai kunci regulator spermiogenesis
pada testis primata (Weinbauer et al., 1998). Selain itu,
Sassone-Corsi (2000) menemukan bahwa CREM juga
berperan sebagai kunci kontrol terhadap sejumlah gen
spesifik haploid.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada tikus
yang mengalami defisiensi CREM akan memengaruhi
ekspresi protamine, sehingga menyebabkan terjadinya
infertilitas akibat terjadinya gangguan pematangan
round spermatid (Blendy et al., 1996). Protamine
merupakan protein inti utama spermatozoa dan
berfungsi sebagai pengikat dan pemadatan DNA ke
dalam inti kepala spermatozoa (Tanaka et al., 2003).
Fakta penelitian menunjukkan bahwa gangguan
ekspresi protamine akan menginduksi 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 (Aoki et
al., 2005). Fakta penelitian lain menunjukkan bahwa
defisiensi protamine di dalam inti kepala spermatozoa
manusia berkorelasi signifikan dengan terjadinya
kemunduran parameter kualitas semen, kemampuan
fungsional spermatozoa, dan integritas DNA
spermatozoa (Carrell dan Liu, 2001). Selain itu,
defisiensi protamine juga menyebabkan terjadinya
penurunan jumlah spermatozoa, gangguan motilitas
spermatozoa, kecacatan kepala spermatozoa, dan
gangguan kemampuan penetrasi spermatozoa ke dalam
ovum (Aoki et al., 2006).

Hasil penelitian terdahulu menunjukkan bahwa
injeksi inhibin B menyebabkan penurunan ekspresi
protamine pada kepala spermatozoa tikus putih
(Aulanni’am et al., 2011). Hal tersebut terjadi akibat
adanya penurunan ekspresi CREM di dalam sel Sertoli
(Akmal, 2011), yang selanjutnya berdampak terhadap
penurunan motilitas spermatozoa (Akmal et al., 2011a),
konsentrasi dan viabilitas spermatozoa (Akmal, 2011),
dan penurunan jumlah anak hasil fertilisasi in vivo
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(Akmal et al., 2011b). Oleh karena itu, dapat dipahami
bahwa injeksi inhibin B menyebabkan penurunan
konsentrasi FSH sehingga mengganggu ikatan antara
FSH dan FSH-R di dalam sel Sertoli. Hal tersebut akan
menyebabkan terjadinya gangguan aktivasi pathway
signaling FSH di dalam sel Sertoli yang pada akhirnya
akan mengganggu induksi ekspresi sejumlah molekul
penting khususnya CREM dan protamine sehingga
menyebabkan penurunan kualitas spermatozoa dan
infertilitas.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
injeksi inhibin B menurunkan konsentrasi FSH.
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