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BABI

PENDAINIULUAN

L1. Latar belakang

Dalam rangka mencari bahan kontrasepsi pria vang ideal vaim efektif, aman,
reversibel serta tidak mempengaruhi libido dan perilaku seksual, penelitian para ahli
andrologi selama ini menunjukkan bahwa penggunaan bahan kontrasepsi homonal
dengan cara penyuntikan Testosterome Enamthote (TE) sccara wnggal atag
dikombinasi dengan penyuntikan Depor Medroxy Frogesterone Acetate (TIMPA)
sangat efektif calam menekan spermatogenesis sampai tingkat azcospermia untuk
pria dari bangsa Asia tanpa menimbulkan efek samping yang merugikan keschatan,
Penyuntikan TE secara wnggal menyebabkan azoospermia sebesar 91% pada pria
di Cina (Gui-Yuan,1990) sedangkan penyuntikan kombinasi TE + DMP4
menyebabkan azoospermia 95%-100% pada pria Indonesia (Pangkahila,1991;
Moeloek,1993). Namun hasil penyuntikan TE secara tunggal maupun yang
dikombinasi dengan DAfP4 ternyata menunjukkan hasil vang kurang efektif unwk
pria dan bangsa Cropa (Kaukasia) vaitu hamyva mencapai azoospermia < 70%
(Brenner, 1977, Wu dan Altken,198% WHO,1990). Faktor-faktor vang diduga
menimbulkan perbedaan hasil penyvuntikan kontrasepsi hormonal tersebut antara pria
bangsa Asia dan Kaukasia antara lain adalah variasi penetik dan perbedaan konsumsi

makanan antara pria bangsa Asia dan Kaukasia vang mempengaruhi kadar SHBG



LES

(Sex Hormone Binding protein). (Pangkahila,1991; Moeloek,1993). Dugaan i
diperkuat oleh penelitian Lermite dan Terqui (1991) yang mengatakan bahwa slatus
nulrisi tampaknya juga merupakan faktor pengatur kadar protein pengikal hormon
steroid seks atau SHBEG. Kadar SHBEG ini secara tidak langsung mumgkin dapat
mempengaruhi proses spermatogenesis dengan merubah kadar lestosteron bebas
melalui mekanisme umpan balik negatif pada poros hipotalamus-hipofisis-estis
(Rosner,1990; Lermite dan Terqui,1991).

Selain fakior nutrisi (konsumsi makanan), faktor genectik diduga pula dapat
mempengaruhi kadar SHBG yang mengakibatkan timbulnya perbedaan efektifitas
penekanan spermatogenesis oleh bahan kontrasepsi hormonal TE maupun DMPA.
Berdasarkan penelitian Baelen ef af (1992) diketahui babwa selain dikode oleh alel
rormal, SHBG ternyata juga dikode oleh alel vanan. Produk alel varian SHBG
(SHBG varian) yang telah diidentifikasi terdapat dalam serum manusia, Gmbul
karena adanya mutasi titik pada gen pengkode SHBG (Cousin ef ai.,1998). Mulasi
titik pada gen pengkode SHBG skan menychabkan substitusi asam amino aspartat
menjadi asparagin pada residu asam amino 327 dalam polipeptida SHBG yang
disertai dengan penambahan tempat untuk N-glikosilasi (Asn-X-Ser/Thr) pada posisi
ini (Power er al,1992). Penambahan struktur karbohidrat vang lebih kempleks
(glikosilasi) ini menyebabkan pepambahan berat molekul SHBG varian (Power et
af.,1992) dan mempengaruhi wakw parch (half-life) dari SHBG varian (Cousin of

al.,1998). Walaupun belum terbukii secara jelas, glikosilasi pada SHBG varian ini



juga dianggap dapat mempengaruhi kadar SHEG karena menyebabkan wakiu paruh
yang lebih panjang dan penurunan metabolic clearance rare SHBG (Cousin ef
al, 1998). Pada penelitian kadar SHEG normal dan SHBG yang mengalami
deglikosilasi enzimatik yang diekspresikan pada jamur Pichiz pastroris dikatakan
bahwa SHBG yvang mengalami deglikosilasi memiliki kadar SHEG yang lebih rendah
dibandingkan dengan SHBG normal (dalam hal ini SHEG yang tidak mengalami
deglikosilasi) (Sui e al,1999). Apsakah pada SHBG vanian yang mengalami
glikosilasi seharusnya menghasilkan kadar SHE(r vang lebih besar daripada SHBG
normal, masih perlu diteliti lebih lanjut. Variasi fenotip SHBG  yang telah diketahui
dari peoclitian dengan teknik SDS PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyvacrilamide
(7el Elecirophoresis) dan Western blot terdini dani dua jems fenotip SHEG vait
fenotip SHBG dua pita sebagai produk alel normal SHEG dan fenotip SHBG tiga
pita scbagal produk alel varian SHBG dengan berat molekul vang berbeda (Cousin
et al., 1998). Produk alel normal SHBG dalam tesis ini selanjuinya akan disebut
sehagai SHEG normal sedangkan produk alel varian SHEG selagjutnya akan disebut
sebapai SHEG varian. Pemunculan SHBG varian yang telah diketahui dari beberapa
hasil penelitian di negara lain (Swedia dan Perancis) adalah scbesar 20%
(Gershagen,1987) dan 15,7% (Cousin er al,,1998). Sedangkan pemunculan SHEG
normal diketahoi sebesar 84,3% (Cousin et al. , 1998).

Uetuk mengetahui efektivitas penggunazn TE maupun DMPA  sebagai

kontrasepsi hormonal pria maka penting diketabhui kadar SHBG dan berbagai fakior




yang mempengaruhinya, antara lain status nutrisi, hormon dan variasi genetik pada
orang Asia dibandingkan dengan orang Kaukasia. Oleh karena itulah melalui proyek
[/RGE (University Research for Graduate Education) di bagian Biologi FKUI
(Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia), dilakukan penelitian yang berlujuan
untuk memeriksa pengaruh status gizi/nutrisi dan variasi feootip SHEG terhadap
kadar 5HBG pada pria Indonesia dewasa sehat dengan menggunakan pria Kaukasia
schagai kelompok kontrol. Sebagai bagian dari proyek penelitian yang merupakan
penelitian payung, maka penulis mendapat kesempatan untuk mengadakan penelitian
yang hertujuan memeriksa variasi fenotip SHEG paca pria Indoncsia dewasa sehat
serta kemungkinan pengaruhnya terhadap kadar SHBG (Lihat lampiran 1).

Mengingal penelitian sebelumnya telah menyebutkan adanya pemunculan
SHBG normal dan SHBG varian dengan persentase yang berbeda dan dianggap
bahwa fakior genetik mempengaruhi kadar SHBG, sedangkan di Indonesia belum ada
data-data yang menyebutkan adanya variasi genetik (variasi fenotip ) SHBG pada
pria dewasa sehat serla pengaruhnya terhadap kadar SHBG maka perlu dilakukan
penelitian lebib lanjut melalui proyek penelitian ini. Penelitian yang baru pertama
kali dilakukan terhadap pria Indomesia dewasa sehat ini diharapkan dapat
memberikan informasi mengenai variasi fenotip SHB(G vang terdapat pada pria
Indonesia dewasa sehat serta kemungkinan pengarubnya terhacap kadur SHEG, yang

sampai saat ini belum diketzhui secara jelas.




I.2. Masalah

Metode kontrasepsi hormonal pria belum  sepenuhnya mencapai tingkat
keberhasilan yang diharapkan. Salah satu faktor yvang diduga sebagai penyebabnya
adalah karena adanva variasi genetik (variasi fenotip) SHEG. SHB(; varian yang
dihasilkan scbagai akibat adanya mutasi titik pada gen SHBG dianggap dapat
mempengaruhi  kadar SHEG yang berperan penting dalam proses penckanan
spermatogenesis oleh bahan kontrasepsi hormonal TE mavpun DMPA. Yang menjad:
pertanyaan adalah spakah vasiasi fenotip SHEG tersebut mempengaruhi  kadar

SHBG?

I.3. Tujuan Penelitian
L.3.1.Tujuan Umum

Mendecteksi adanya variasi fenotip SHBG pada pria Indonesia dewasa sehat serta

kemungkinan pengaruhnya terhadap kadar SHBG.

[.3.2. Tujuan khusus

- Melihat variasi fenotip SHBG pada populasi pria Indonesia dewasa sehal,
- Memeriksa kadar SHBG dari selurub jenis fenotip SHBG yang terdapat pada pada
populasi pria Indonesia dewasa schat.

- Membandingkan kadar SHBG dari masing-masing jenis [enotip SHB(; pada
populasi pria Indonesia dewasa sehat



4. Hipotesis

- Terdapat variasi fenotip SHBG pada populasi pria [ndonesia dewasa schat.
- Terdapat perbedaan kadar SHEG dari masing-masing jenis fenotip SHB(G

pada populasi pria Indonesia dewasa sehat

L.5. Manfaat Penelitian

Penclitian yang mendeteksi adanya variasi  fenotip SHBEG serta kemungkinan
pengarubnya terhadap kadar SHEG pada populasi pria Indonesia dewasa sehat ini
diharapkan mampu memberikan sumbangan terhadap perkembangan cabang ilmu
biclogi molekular di Indonesia dalam hal pengetahuan mengenai variasi fenctip
SHBG yang terdapat pada pria Indonesia dewasa schal. Selain itu juga diharapkan
bila ternyata dari hasil penclitian ini terbukti bahwa variasi fenolip SHBG memiliki
pengarub terhadap kadar SHEG, maka dapat dijadikan bahan pertimbangan untuk
menyeleksi penggunaan bahan kontrasepsi hormonal pria berdasarkan jenis fenotip
SHEG tertentu. Dengan demikian diharapkan dapat membaniu meningkatkan
keberhasilan pelaksanaan kontrasepsi hormonal dalam program KB (Keluarga

Berencana) khususnya pada pria.



KERANGKA KONSEP

Variasi fenotip SHAG diduga terdapat pada pria Indonesia dewasa sehat. SHBG
varian muncul karena adanya mutasi titik pada gen pengkode SHEG yang terletak
pada lengan pendek kromosom 17 tepainya dibagian ekson 8 pada kodon 327
(GACAAC) yang akan menyebabkan terjadinya substitusi  asam  amino
aspartat—*asparagin pada residu asam amino 327 dalam polipeptida SHEG, yang
disertai dengan penambahan tempat untuk N-glikosilasi (Asn-X-Ser/Thr) pada posisi
1.

Penambahan struktur karbohidrat yang lebih kompleks ini akan menyebabkan
penambahan berat molekul SHBG varian dan berpengaruh terhadap wakiu paruh
(haif life) dari SHBG varian tersebut. Walaupun belum terbukti secara jelas,
plikosilasi pada SHEG varian juga dianggap dapat mempengaruhi kadar SHBEG
karena menyebabkan wakie paruh yang lebih panjang. Selain i berdasarkan
penelitian deglikosilasi enzimatik SHBG manusia yang diekspresikan pada jamur
Pichia pastoris disebutkan bahwa SHBCG yang mengalami deglikositasi ternyata
mensekresi kadar SHBG yang lebih rendah dibandingkan SHEG normal (dalam hal
ini SHBG yang tidak mengalami deglikosilasi). Apakah pada SHEG varian yang
mengalami glikosilasi seharusnya menghasilkan kadar yang lebih besar daripada

SHBG normal, masih perlu diteliti lebih lanjut. Kadar SHBG secara tidak langsung

mungkin dapat mempengaruhi proses penckanan spermatogenesis dengan merubah



kadar lestosteron bebas yang bekerja menimbulkan efek umpan balik negatif pada
sislim poros hipotalamus-hipofisis-lesiis. Sccara skematis kerangka konsep dapatl

dilihat pada gambar berikut

Mu l_:u:i titik pada gen
pengkode SHB(
kodon 327 (GAC>AAC)

|

KHB(F varian
Substitusi asam amino 327
Aspartal=>* Asparazin

‘

Penambahan tempat
untuk M-glikosilasi

! !

Waktu paruh (half life) Penambahan berat molekul

l

Mempengarubi kadar
SHBG

l

Proses pepekanan
spermatogenesis

Gambar [ .1. Skema kerangka konsep




BARE 11

TINJAUAN PUSTAKA

IL1. Gen SHEG

Globulin  pengikal hermon seks atau sex hormone binding globulin (SHEG)
periama kali ditemukan melalui penelitian yang dilakukan oleh Mercier et al pada
tahun 1966 yang memisahkan SHBG dari albumin dan CBG (Corticosteroid Binding
Globuliny dengan teknik elekiroforesis (Anderson,1974). Studi genetik konvensional
telah mengindikasikan bahwa SHBG manusia dikode cleh suatu gen autosom tunggal
{Luckock dan Cavalli-Sforza, 1983) dengan dua alel autosom kodominan {Baelen er
al, 1992). Dari penelitian secara hibridisasi in situ pada metafase kromosom manusia
dengan dua probe khusus diketahui bahwa gen pengkode SHBG ini berlokasi di
lengan pendek kromosom 17 (17pl12->pl3) (Gambar I1.1.1) dan 1erdiri dari § ekson

yang dipisahkan cleh 7 intron kecil (Berube, 1990).
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Gambar I1.1.1.Idiogram dari kromusom 17. (a) Hibridisesi dengan probe SHEG
(3*) menunjukkan 62% dari silver grain berada pada pita pl2-pl3.
(b} Hibridisasi dengan probe SHEG (57) men unjukkan 69% dari silver
grain berada pada pita p12-p13. Dari kedua hasil tersebut, pila pl3
dari kromosom 17 menunjukkan konsentrasi sifver grain yang
maksimal {Berube et al.,1990).

Gen pengkode SHEG  tampaknya juga mengkode Androgen Binding Protein
(ABF) atau proicin pengikal androgen yang diproduksi oleh scl-sel sertoli di tests.
SITRG dan ABP sebagai glikoprotein homodimerik dengan satu tempa pengikatan
steroid (steroid binding site), memiliki struktur primer yang sama namun berbeda
dalam hal jenis oligosakarida yang melekat pada masing-masing SHBG serta ABP.
Ekspresi dari gen SHBG telah dideteksi lerdapat dalam beberapa jaringan, termasuk
hali_.l:cﬁlis: plasenta, otak dan endometrium. Transkrip vang mengkode SHBG di hati

ternyata identik dengan yang mengkode ABP di testis (Hammond, 1996).
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11.2, Struktur dan fungsi SHEG

Dari sekuens asam zmino SHBG manusia yang ditetapkan melalui sekuensing
polipeptida SHBG plasma murni secara langsung (Walsh er al,,1986) dan sekuensing
nukleotida SHEG dari produk complementary DNA {cDNA)(Hammond ef al ,1987),
diketahui bahwa prekursor polipeptida SHECG manusia terdiri dari 402 asam amino
dengan 29 resido pertama sebagai polipeplida sinyal (Gambar 11.2.1). Sedangkan
polipeptida mature SHEG terdin dari 373 residu asam amino dengan dua jembatan
disulfida dan mengandung liga rantai samping karbohidrat. Dua jembatan disulfida
tersebul masing-masing menghubungkan Cys-164 dengan Cys-188, dan Cys-333
dengan Cys-361 (Walsh er al., 1986). Sebagai molekul homodimerik, tiap monomer
alau sub unit SHEG mengandung sate tempatkedudukan O-glikosilasi pada posisi
threonin 7, ditambah dua tempst/kedudukan potensial N-glikosilasi padz posisi
asparagin 351 dan 367, yang diisi oleh struktur karbohidrat bianrennary dari jenis N-
asetilgalaktosamin. Selureh rantai karbohidrai ini diakhiri olch reside asam N-

asetilneuraminik (asam sialik) (Avvakumov ef al,1983; Walsh er al.,1986).
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Gambar 11.2.1. Dizgram yang menggambarkan prekursor SIIBG manusia.
Persegi panjang menggambarkan prekursor SHBG dengan
jumlah zsam amino (302 residu) terters di bawahnya. Peptida
sinyal ditunjukkan oleh tanda silang. Lokasi dari dua jembatan
disulfida ditunjukkan olch lambang 5-5. Lokasi dua tempat N-gliko
silasi atau glikosilasi Asparagin {(Asparagin-X-Scrin/Threonin)
ditunjukkan oleh lambang diamond. Tempat/kedudukan
O-glikosilasi ditunjukkan oleh lambang lingkaran. Tanda bintang
menunjukkan lokasi daerah pengikatan reseptor (Joseph, 1994).

SHEG merupskan svam glikoprotein  homodimerik plasma  vang secara
spesifik mengikat dan membawa hormon-hormon seks steroid (dehidrotestosieron,
testosteron dan estradiol) ke jaringan target pada beberapa spesies, termasuok manusia
(Cousin et al.,1998; Grishkovskaya et al, 2000). Hormon-hormon seks steroid in
dihasilkan dari korteks adrenal, gonad dan plasenta. Estradiol dan progesteron
merupakan hormon seks steroid yang penting untuk wanita, sedangkan festosteron
merupakan hormon seks steroid yang penting untuk pria (Greenspan,1994). Pada
plasma normal manusia, SHBG mengikat kirs-kira 44 % hormon t2stosteron
sedangkan 54% testosteron sisanya terikat pada albumin dan banya kira-kira 2 %

dari testosteron yang terdapat dalam keadaan bebas (Nicschlag and Behoe.,1997).
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Berat molekul SHBG kira-kira 85-100 kDa (Petra er al,,1983) . Sebagai molekul
homodimerik, SHBG rterdiri dari duz monomer yang identik dan memiliki satu
steroid binding site atau tempat pengikatan steroid pada tap dimcrnya (Petra ef
al ,1983; Petra er ol 1986). Jika dibandingkan dengan albumin, SHEG memiliki
afipitas yang lebih besar namun kapasitas pengikatannya lebih rendzh terhadap
testosteron. Afinitas SHBG pada hormon steroid yang terkuat secara berurutan
adalah terhadap dehidrotestosteron (0,99 x 10 e pada 3?':'{:‘}, testosteron (0,35 x
10 9 M-1 pada 37°C), dan estradiol (0,22 x 10" M pada 37°C) (Rosner et al.,1975).
Dengan adanya kemampuan SHEG untuk mengikat hormon-hormon steroid seks ind,
SHBG dapat mempengaruhi keseimbangan kadar hormon-harmon steroid seks di
dalam sirkulasi dan mempengaruhi distribusi biologisnya ke jaringan target (Pugeal
et al.1996). Bila dihubungkan dengan proses spermatogenesis pada pria, kadar
SHEBG secara tidak langsung mungkin dapat mempengaruhi spermatogenesis melalui
pengaturan kadar testosleron bebas yang bekerja menimbukan efek umpan balik
negatif pada sistim pores hipolalamus-hipofisis-testis (Rosner, 1990, Lermite dan
terqui,1991). Dari salah satu penelitian disebutkan adanya dugaan bahwa bila kadar
SHEB(G yang mengikat testosteron makin rendah maka kadar testosteron bebas yang
beredar dalam sirkulasi darah akan makin besar (Sutyarso,1997).Kadar testosteron
bebas yang tinggi ini akan menghambat hipotalamus unluk mensekresi GnRH
(Gonadotropin Releasing Hormone) sehingga menghambat hipofisis anterior untuk

mensckresi gonadotropin dalam hal ini adalah hormon FSH (Folilicle Seirnularing
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Hormone) dan hormon LH (Luteinizing Hormone) (Nieschlag dan Behoe,1997).
Hormon LH berfungsi merangsang sel leydig untuk mensintesis dan mensckresi
testosteron. Sedangkan hormon FSH berfungsi merangsang sel sertoli untuk
mensintesis ABP, memelihara pertumbuhan sel germinal, meningkatkan sensilivilas
sel leydig terhadap LI pada proses steroidogenesis, memulai spermatogenesis tahap-
tahap mitosis seria menyempurnakan spermatogenesis pada fase spermiogencsis dan
spermiasi  (Steinberger, 1979, Nicschlag dan  Behoe,1997). Dengan  tidak
disekresikannya F'SH dan LH maka spermatogecesis tidak dapat dimulai. Dengan
demikian proses spermalogepesis yang merupakan rangkaian proliferasi dan
diferensiasi sel spermatogonia di dalam tubulus seminiferus testis untuk membentuk
spermalozoa, akan mengalami  hambatan (Clermont, 1972;  Nieschlag dan

Behoe,1997).

11.3. Glikosilasi SHEG

Pada sel eukariotik beberapa proteinnya mengalami proses modifikasi antara lain
glikosilasi. Protein yang mengalami glikosilasi atau penambahan raptai karbohidrat
disebut sehagai glikoprotein. Glikoprotein diklasifikasikan sebagai N-linked atau O-
finked, tergantung pada tempat perlekatan rantai karbohidratnya. Pada glikoprotein
jenis N-linked rantai karbohidratnya melekat pada atom mitrogen rantai samping dari
asparagin. Sedangkan pada glikoprotein jenis O-linked rantai karbohiratnya melekat

pada atom oksigen rantai samping dari serin atau treonin, Gula yang secara langsung
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melekat pada posisi ini  biasanya adalah N-asetilglukosamin  atau  N-

asetilpalaktosamin (Gembar I1.3.1) (Cooper, 2(KK]).
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Gambar [1.3.1. Perlekatan rantai samping karbohidrat pada glikoprotemn. Ranta
karbohidrat dari N-finked glikoprotein melekat pada asparagin; O-
linked glikoprotein melekat pada serin (seperii yang diperlihatkan
dalam gambar) atau treonin. Gulza yang berhubungan dengan asam
amino biasanya N-asetilglukosamin  (N-finked) atau N-
asetilgalaktosamin (O-linked) (Cooper,2000).

Struktur N-linked oligosakarida terdiri dari N-asetilglukosamin, manosa, fukosa,

galaktosa dan N-asam asetilncuraminik atau asam sialik (Gambar 11.3.2) (Lodish et
al., 1995).



Gambar 11.3.2.
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Surukiur N-linked oligosakarida, yang terkait pada nitrogen amida
dari asparagin. NANA = N-asam asetilncuraminik; Gal= galaktosa;
GleNAc = N-asetilglukosamin; Man = mandsa {Lodish et al ,1%95).

Proses glikosilasi dimulai di dalam relikulurn enduplasma sebelum proses

translasi selesai. Tahap pertama glikosilasi adalah transfer oligosakarida vang terdiri

dari 14 residu gula (2 N-asetilglukosamin, 3 glukosa dan 9 manosa) pada residu

asparagin rantai polipeptida yang sedang dibuat. Oligosakarida dirakit di dalam

retikulum endoplasma pada suatu lipid carrier {dolikhol fosfat). Kemudian ditansfer

sebagai sualy unit yang utuh/lengkap kepada akseptor residu asparagin di dalam
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sekuens Asn-X-Ser atan Asn-X-Thr (dimana X adalah asam amino sclain proline).
Pada proses selanjutnya oligosakarida N-linked kemudian dimodifikasi. Tiga residu
pula dan satu manosa dihilangkan ketika glikoprotein berada didzlam retikulum
endoplasma (Gambar [1.3.3). Glikoprotein kemudian ditransfer ke aparams golg
dimana ﬁljgmril:ﬁridu dimodifikasi lebih lanjut. Modifikasi ini meliputi penghilangan

atan penambahan residu karbohidrat (Cooper, 2000},
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Gambar 11.3.3. Sintesis dari glikoprotein N-linked, Tahap pertama glikosilasi adaiah
penambahan suatu olignsakarida vang lerdiri dari 14 residu gula
kepada rantai polipeptida yang scdang dibuat di dalam retikulum
endoplasma. Oligosakarida (yapg lerdiri dari 2 residu M-
ssetilglukosamin, 9 manosa dan 3 glukosa) dirakit pada suatu lipid
carrier (dolikhol fosfat) di dalam membran retikulum endoplasme,
kemudian ditansfer sebagai suatu unit kepada akseptor asparagin dari
polipeptida (Cooper, 2000).

Proses modifikasi yang pertama adalah penghilangan tiga residu manosa. Lala
diikuti oleh penambahan satu residu N-asetilglukosamin, penghilangan dua ataw
lebih residu manosa dan penambahan satu residu fukosa serta dua atau lebih resicu
N-asetilglukosamin. Proses modifikasi yang terakhir adalzh penambahan tiga residu

galaktosa dan tiga residu N-asctilneuraminik (Gambar I1.3.4)(Cooper, 2000)
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Gambar I1.3.4. Proses modifikasi N-linked cligosakarida di dalam aparatus golga. N-
linked oligosakarida dari glikoprotein  dibawa dari retikulum
endoplasma dan dimodifikasi lebih lanjul melalui tahapan reaksi di
dalam aparatus golgi (Cooper,2000).

N-linked oligosakarida dari berbagai protein yang berbeda diproses menjadi
bentuk yang berbeda, terganmung pada enzim vang ada di dalam sel dimana sintesis
terjadi dan kemudahan oligosakaridz dicapai oleh enzim yang mengkatalis
modifikasi. O-linked oligosakarida juga mengalami penambahan di aparatus golgi.
Berlainan dengan N-linked oliposakarida, O-linked oligosakarida dibentuk melalui
penambahan satu gula dan biasanya terdiri dari hanya sedikit residu (Cooper,2000)..

SHBG schagai suatu glikoprotein plasma homodimerik, pada tiap sub unitnya

mengandung satu tempat O-glikosilasi pada posisi fireonin 7 ditambah dua tempat
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polensial N-giikosilasi pada posisi asparagin 351 dan 367 yang diisi olch struktur
karbohidrat dari jenis N-asetilgalaktosemin. Dengan demikian komponen karbohidrat
SHB( manusia dibertuk olch dua rantai oligosakarida biantennary dari jenis N-
asetilgalaktosamin dan satu rantai oligosakarida vang terikat pada O-glikosida,
Seluruh rantai karbohidrat ini diakhiri oleh residu N-asam asetilneuraminik (asam
sialik) (Avvakumov,1958; Bocchinfuso er al., 1992; Cousin et al.,1998).

Peranan ciektif dari glikosilasi SHBG belum diketahui secara jelas. Deglikosilasi
enzimatik dari SHBG manusia produk c¢DNA yang diekspresikan pada Pichia
pastoris dan  penghilangan tempat/kedudukan glikosilasi melalui  site-direcred
mutagenesis dari SHEG manusia produk cDNA yang diekspresikan pada sel-sel
ovarium hamster cina (Chinese Hamster Ovary = CHO) telah diketahui tidak
memiliki atav hanva sedikil memiliki pengaruh terhadap aktivitas pengikatan dan
spesifisitas terhadap steroid serta terhadap dimerisasi SHEG (Bocchinfuso et al.,
1992: Sui et al.,1999). Penghilangan rantai karbohidrat pada deglikosilasi enzimatik
juga tidak berpengarub terhadap stabilitas dan konformasi aktif dari SHEG (Sui el
al.,1999), Namun keberadaan komponen atau rantal karbohidrat dari glikoprotein ini
disisi lain diketahui telah berpengaruh lerhadap penambahan berat molekul SHBG
varian (Baelen et al.,1992) seria wakiu paruh biologis dari SHB(G varian (Cousin e
al.,1998). Selain itu penambahan rantai karbohidrat ini juga dianggap memiliki peran
penting untuk interaksi dengan reseptor pengikat membran (membran-bouwnd

receptor) dan untuk memulal  proses transduksi sinyal pada membran scl
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(Bocchinfuso er al.,1992). Pengaruh penambahan tempat untuk glikosilasi terhadap
waktu paruh biclogis dari SHBG varian menusia telah dieliti menggunakan SHEG
manusia vang telah dimumnikan dan dilabel dengan biotin yang kemudian
disuntikkan ke hewan kelinci. Kelinci dipilih dengan pertimbangan bahwa kedua
spesies memiliki sekuens homolog. Hasil yang dipercleh menunjukkan bahwa wakiu
paruh SHBG yang dimurnikan dari serum homozigot varian (V/v) lebih tinggi secara
bermakna dibandingkan SHEG yang dimurnikan dari serum heterozigot varian (W/v)
dan dengan SHBG vang dimuornikan dari serum normal (wild-type} (W/W) (Cousin er
al , 1998).

Peneliti lain mempelajari peranan komponen karbohidrat SHEG manusia di
dalam interaksi dengan sistim pengenalan kompleks SHBG-estrogen pada membran
plasma sel desidual endomctrium. Terdihat bahwa penghilangan residu N-asam
asetilneuraminik (asam sialik) dari rantai oligosakarida SHEG tidak menyebabkan
perubahan aktivitas pengikatan SHBG terhadap steroid, namun menvebabkan
hilangnya kemampuan SHBG untuk berinteraksi secara spesifik terbadap sistim
pengenalan membran. Dari hasil penelitian terscbut disimpulkan bahwa rantai-rantai
oligosakarida SHBG turut menentukan pengenalan komplck SHBEG-estrogen olch
membran plasma sel endometrium (Avvakumov et al, 1988),

Pada penelitian tentang ekspresi heterolog wild-fype (normal) dan fudf
degvcosylated (yang mengalami deglikosilasi enzimatik) SHBG manusia produk

¢DNA vang diekspresikan pada jamur Pichia pastoris ditunjukkan bahwa SHEG




normal vang lidak mengalami deglikosilasi pada penelitian ini, memiliki berat
molckul yang lebih besar dibandingkan SHBG vang mengalami deglikosilasi
enzimatik. Berat molekul yang lebih besar ini menunjukkan adanya rantai
oligosakarida yang lebih panjang dengan jumlah unit monosakarida yang berbeda.
SHBEG yang mengalami deglikosilasi enzimatik diketahui juga ternyata mensckresi
SHBG dengan kadar vang lebih rendah vaitu 1.5 mg/L dibandingkan SHE( normal
vang mensckresi SHBG sebesar 4 mg/l. Dan hasil penelitian tersebut dianggap
bahwa rantai oligosakarida berperan dalam sekresi SHBG pade sistim ckspresi Pichia
pastoris scbagaimana sekresi SHBG plasma manusia oleh hati dan berperan dalam
menurunkan laju metabolic clearance dan SHEG. Disimpulkan juga bahwa peranan
raniai oligosakarida atau komponen karbohidral dari SHEG adalah menjaga atau
mempertahankan kadar SHB(G yang adekuat dalam plasma (Su ef al,19%9). Namun
apakah pada produk SHEG varian yang mengalami glikosilasi atau penambahan
oligosakarida kadar SHEG vang dihasilkan seharusoya lebih besar dani pada produk
SHBG normal, masih perlu diteliti lebih lanjut.

Pendapai yang agek berbeda berkaitan dengan pengaruh raolai Earbobidrat
terhadap sekresi SHBG, muncul pada penclitian mutan SHBG manusia dari produk
¢DNA yang dickspresikan pada sel CHO (Chinese Hamster Ovary). Pada penelitian
tersebut dikatakan bahwa deglikosilasi atau penghilangan rantai karbohirat secara
tersendiri (individual) dari  glikoprotein ini tidak mempengaruhi produksi SHBG

oleh sel CHO, namun hilangnya dua rmntai N-linked oligosakarida menyebabkan



berkurangnya kadar SHECr dalam medium Kultur ini tanpa menghiraukan ada atan
tidaknya rantai O- linked oligosakarida. Karena itulah glikosilasi atau keberadaan
raniai karbohidral dignggap bukan merupakan svarat mutlak untuk biosintesis atao
sekresi SHBG namun mungkin berpengaruh pada efisiensi dari proses biosintesis

atau sekresi SHEC tersebut (Bocchinfusoe er al ,1992)

I1.4. Variasi fenotip SHBG

Penelitian Baelen et al (1992) telah menvebutkan bahwa SHBG manusia di
selurub dunia dikode oleh dua alel avtosom kodominan yaitu alel normal dan alel
varian. Insiden dan distribusi alel varian yang ierdapet dalam populasi alami dapat
dianggap sebagai akibat menyeluruh dari tiga macam proses vlama melalui banyak
generasi yang terdahulu yaitu : murtasi, seleksi alam dan pengaruh peluang atau
penyimpangan genetik acak (Harms, 1924).

Mutasi pada dasarnya terjadi dengan sifat yang acak dan dapat melzlui berbagai
mekanisme diantaranyva berupa penambaban (adisi), penghapusan (delesi), dan
substitusi seate nukleotida atau basa tunggal dari molekul DNVA, Mutasi dapat
menyebabkan dihasilkannya suatu alel baru atau alel varian dan menycbabkan
perubahan genotip yang berbeda dari genotip normal (Harris, 1994; Marks, 1987).

SHBG varian muncul karena adanya mutasi ritik pada ekson 8 dan gen
pengkode SHBG manusia (Cousin er al.,1998). Mutasi titik ini menyebabkan

substitusi satu basa pada kodon 327 GAC menjadi AAC vang mengkode substitusi



asam aming aspartal menjadi asparagin (Asp327Asn) dan jupa menyebabkan adanya
penambahan tempat untuk N-glikosilasi pada posisi ini (Cousin er al,,1998). Power
et af {1992) dalam penelitiannya menganggap bahwa peningkatan berat molekul
SHEG varian manusia vang diidentifikasi dengan teknik Wesrern blor merupakan
akibat dari penambahan rantai karbohidrat N-linked. Glikosilasi SHBC manusia ini
telah diketahui berperan dalam menentukan wakiu paruh biclogis dan keberadaannya
di dalam sirkulasi darah (Larrea ef al 1995; Cousin ef al ,1998). SHE( varian yang
mengalami  penambahan  tempat  wnluk  N-glikosilasi  juge dianggap dapat
menimbulkan variasi kadar SHBG karena memiliki waktu paruh yang lebih panjang
dan berpengarub terhadap penurunan melabolic clearance rate dari SHBG  (Cousin
ef ¢l ,1998). Namun SHB(G: vanan ini Gdak menunjukkan adanya hubungan dengan
kondisi patologis atau implikasi klimis dan tidak terdapat perbedaan statistik yang
bermakna pada sifal pengikatan steroidaya (Baelen ef al (1992},

Berdasarkan penelitian Gershagen et al (1987) dengan teknik SDS PAGE
menggunakan 121 serum sampel individu sehat, diperlihatkan bahwa sebagian besar
subyek yang telah diteliti tersebut iselat SHBGnya terdini dari dua sub unit dengan
berat molekul vang berbeda. Sub unit Aeavy dengan berat melekul 52 kDa memiliki
perbandingan kuantitatif intensitas pewarnaan 10:1 terhadap sub unit light dengan
berat molekul 49 kDa yang bersama-sama membentuk gambaran fenotip SHEG dua
pita. Subyek penelitian sisanva membentuk gambaran fenctip SHBG tiga pita karena

diketahui mengandung tambahan pita ketiga scbagai sub umnit super heavy depgan
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berat molekul schesar 56 kDa. (Gambar 11.4.1). Berdasarkan daia sekuens N-
terminal dan sekvens SHBG manusia produk ¢cDNASHEG dianggap sebagai suatn
glikoprotein homodimer yang memiliki dua sub unit SHBG yang sama walaupun
memiliki berat molekul yang berbeda (Walsh er al.,1986). Anggapan tersebut juga
ditunjang oleh hasil penelitian secara imunokimia yang memperlihatkan adanya
beberapa epilop yang sama, pada masing-masing sub unit SHEG (Hammond er
al ,1986). Dari penelitian deglikosilasi enzimatik pada SHBG manusia diketahui
bahwa perbedaan berat molekul masing-masing sub unit SHBG terscbut dischbabkan
karena perbedaan proses ghkosilasi dari masing-masing sub unit SHBG. Sub unit
heavy SHBG memiliki berat molekul yang lebih besar karena mengalami proses
glikosilasi yang lebih banyak (memiliki dua ramiai N-linked oligosakarida)
dibandingkan sub unit fighr SHBG (hanya memiliki satw rantai N-linked
aligosakanda), Namun meckanisme vang mengatur proses glikosilasi yang berbeda
antara sub unit Aeavy dan light SHBG sebagai komponen penyusun dimer SHEG
tersebut masih belum jelas (Danzo et al.,1989).

Dari beberapa penelitian tentang fenotip SHEG yang telah dilakukan, secara
umum didapat kesamaan tentang adanya jenis fenotip SHBG dua pita dan fenotip
SHBG tiga pita. Namun berat molekul masing-masing sub unit dari fenotip SHBG
vang diperoleh melalui teknik SD8 PAGE dan Western blot tampaknya menunjukkan
hasil yang agak bervariasi. Sub unit lighr memiliki berat molekul yang berkisar

antara 42-49 H'JIIL. sub unit heavy memiliki berat molekul berkisar antara 44-52 kDa
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sedangkan sub unil super Aeavy memiliki berat molekul yang berkisar antara 56-60
kDa (Tumer er al,, 1984, Gershagen er ol 1987; Power o af..1992: Cousin er
ai.,1998; Comelisse er al.,1994).

Pada pemeriksaan saringan 121 individu schat dengan prosedur isolasi SHEG
skala kecil pada suatu kolum antibodi vang diikuti dengan Western immunoblotting,
terlibat sebanyak 20% subyek memiliki gambaran fenotip SHBG tiga pita scbagai
SI{B(; varian (Gershagen er al,,1987). Dari penclitian lain pada penderita denpgan
kondisi patologis (kelainao cndokrin) menggunakan tekmik Western blor juga
disebutkan adanya pemunculan SHBG varian sebesar 15,7 % dan  SHBG normal
sebesar 84,39 dengan frekuensi alel normal sebesar 0,917 dan freknensi alel varian
sebesar 0,083 (Cousin e 4l ,1998). Namun distnbusi alel normal dan alel varian
SHEBG int diketahui sangat bervariasi diantara populasi dari berbagai negara (Baelen

el af [1992).
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Gambar I1.4.1 . Hasil SDS-PAGE dari isolat SHBG pada individu dengan dua pita
SHBG (Al, B1) dan pada individe dengan tiga pita SHEG (A2,
B2). Di sebelah kiri (A1, B1) diperlihatkan hasil yang diperolch dan
pewarnaan SHBG dengan coomassie brilliant biue. Di scbelah
kanan (A2, BZ) diperlihatkan hasil yang diperoleh dan
immunostaining dengan poliklonal anti SHEG anti serum setelah
blorting di kertas nitoselulosa (Gershagen ef af, 1987).



IL5. Pengaturan kadar SHEG

SHBG plasma manusia disintesis terutama di organ hatl dan kemudian
disirkulasikan ke dalam pembuluh darah (Rosner ef al.,1984). Kadar SHBG normal
dalam plasma darah manusia adalah 10-73 nmol/L{DPC IRMA Counr).

Peogaturan kadar SHE(G scbagal suatu glikoprotein plasma yang mengikat
hormon steroid secara spesifik, dipengaruhi oleh beberapa faktor. Berdasarkan
konsep yang welah dianut selama lebih dari 20 tahun, hormon-hormon steroid seks
atau steroid gonad endogen dianggap scbagai pengatur fisiologis utama dari SHBG
karena pada kenyataannya kadar SHB( lebih tinggi pada wanita dibandingkan pada
pria dan kadar SHB(G meningkat sclama masa kchamilan (Toscano er ol 1992 ;
Hampl dan Starka,1996). Disamping ito berdasurkan pengamatan Klinis dari
beberapa penclitian juga telah dilaporkan bahwa baik pada pria maupun wanita,
pemberian estrogen  lemyata dapat meningkatkan kadar SHBG, sedangkan
pemberian androgen masih menjadi kontroversi karena menyebabkan  penurunan
maupun peningkatan kadar SHEG (Cox,1972 dalam Loukovaara er al., 1995:
Anderson,1974; Plymate ef al 1983). Meskipun demikian kadar SHEG pada
beberapa kondisi fisiologis dan patologis tidak dapat dijelaskan hanya berdasarkan
pada mekanisme pengontrolan oleh hormon steroid . Pengaturan kadar SHBEG pada
kenyataannya lebih bersifat kompleks. Selain hormon steroid scks, beberapa fakior
eksogen dan endogen antara lain scperti usia, jenis kelamin, intake kalori, intake

protein, intake serat, keseimbangan energi, faktor-fakior pertumbuban, genetik dan
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hormon-hormon lain serta keadaan patologis, dapat turut terlibat dalam pengaturan
kadar SHBG plasma (Reed et al, 1987; Toscano et al, 1992 ; Loukovaara ef al., 1995;
Longcope et al., 2000). Anggapan ini didukung oleh beberapa hasil penelitian yang
menunjukkan adanya korelasi negatif antara SHBG dengan BMI (Body Mass Index)
dimana pria obesitas atau pria dengan BMI tinggi, memiliki kadar SHEG yang lebih
rendah dibandingkan pria dengan BMT normal (Longcope ef al,, 1990; Vermeulen ef
al.,1996). Pada penelitian pria normal yang diberi diet tinggi lemak dilaporkan telah
terjadi perrunan kadar SHBG sedangkan diet rendah lemak menyebabkan terjadinya
peningkatan kadar SHEG (Reed er al ,1987). Penelitizn lain menyebutkan adanya
peningkatan kadar SHBG pada pria dan waniia vegefarian dibandingkan non
vegetarian (Amstrong ef al 1981; Belanger er al. ,1989; Key ¢ al.,1990). Kadar
SHRG juga dilaporkan telah menunjukkan hubungan positif desgan vsia dan intake
serat sedangkan hubungan negatif ditunjukkan oleh intake protein dan lemak hewani
(Longeope et al,2000). Selain itu pada beberapa penclitian in vitro dengan
menggunakan kultur sel HepG2 (Human hepatoma cell line) yang diketahui dapat
mensintesis SHAG, ditunjukkan bahwa hormon-hormon peptida seperti insulin dan
prolaktin serta faktor-faktor pertumbuhan seperti /GF-1 {Tnsulin Like Growth Factor
I, EGF (Epidermal Growth Factor) dan TGF-a (Transforming Growth Faclor
Alpha) secara bermakna menyebabkan penurunan sckresi SHB(? sedangkan hormon
tiroid menyebabkan peningkatan sekresi SHBG oleh kultur sel tersebut (Plymate er

al. 1990 Loukovaara et al.,1995). Pada keadaan patologis misalnya pada penderita
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hipertiroid, kadar SHBCG dilaporkan mengalami peningkatan sedangkan pada
penderita hipotiraid kadar SHBGoya mengalami penurunan (Rosner,1990). Oleh
karema i pengukuran kadar SHEG dianggap dapat digunakan untuk pemeriksaan
fungsi tiroid seperti vang diperlihatkan dalam suatu penelitian dimana peningkatan
kadar SHRG telah digunakan sebagai marker dari hipotiroid subklinik (Staub ef
al.,1978). Berkaitan dengan kondisi patologis, kadar SHBG juga sering dihubungkan
dengan penyakit yang secara khusus dissbabkan oleh kelainan aksi dari hormon-
hormon steroid seperti hirsutism pada wanita dengan kadar SHEG yang rendah dan
gynecomastia pada pria dengan kadar SHBG yang linggi  (Anderson,1974).
Pengaturan dari masing-masing fakior yang dianggap mempengaruhi kadar SHEG
terscbut tergantung pada berbagai periode dari siklus kehidupan. Pada pria variasi
fisiclogis dari kadar SHBG diawali dengan peningkatan kadar SHEG saat masa
kanak-kanak yang dipertahankan stabil hingga awal pubertas. Kadar SHABG
kemudian menurun secara mencolok pada masa pubertas hingga saat menjelang
dewasa dan konstan sampai dekade limapuluhan (Sinnecker, 1993 dalam Hampl dan
Starka L., 1996; Anderson,1974). Peningkatan kadar SHBG pada pria setelah usia
limapuluhan ini dihubungkan dengan terjadinya penurunan kadar testosteron total
(Vermeulen et al.,1972 dalam Anderson,1974) Selanjuinya secara berangsur-angsur
akan mengalami peningkatan sampai pertengahan vsia 80 an (Sinneker,1993 dalam
Hampl dan Starka,,1996). Pada perempuan penurunaa kadar SHBG di masa puberlas

lebily sedikit dibandingkan laki-laki. Pada saat dewasa, kadar SHEG  pria hanya
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separuh dari kadar SHBG wanita. Kadar SHEG wanita  dipertahankan konstan
hingga sctelah menopause dimana produksi steroid gonad terutama cstradiol sudah
mulai menipis (Andersom,1974; Toscano e af,1992). Pada wanita hamil kadar
SHBG meningkal secara nyata scbesar lima hingga sepuluhkali dibandingkan wanita
normal vang tidak sedang hamil (Anderson,1974). Pepjelasan vang mungkin
terhadap adanya perbedaan kadar SHEG antara pria dan wanita adalah karena
terdapatoya efek yang berlawanan dari androgen dan estrogen pada  saat sintesis
SHBG di hati. Pada saat prepubertas, produksi hormon lestosteron dan esirogen
sangat rendah sehingga produksi SHBG kemungkinan tidak dipengaruhi oleh
hormon-hormon seks namun tampaknya lebih bergantung pada kadar hormon tiroid
yang adekuat sebelum masa pubertas. Ketika anak perempuan mengalami masa
pubertas terjadi  peningkatan  produksi  estrogen  dan  androgem  adrenal.
Keseimbangan peningkatan produksi estrogen dan androgen inilah yang tampaknya
menvebabkan penurunan kadar SHBG yang relarif lebih sedikit. Sebaliknya pada pria
peningkatan produksi testosteron lebih besar dibanding estrogen sehingpa kombinasi
efek ini menyebabkan penurunan kadar SHEG yang lebih besar (Anderson, 1974).
Berdasarkan kenyataan bahwa kadar SHBG dalam plasma darah manusia
memiliki variasi yang besar, penclitian terbaru secara in vitre pada sel HepG2
hepatoblastoma manusia yang memiliki kemampuan memproduksi SHEG telah
dilakukan untuk menjelaskan variasi kadar SHEG dalam kaitanoya dengan aktivitas

promotor SHBG yang difokuskan pada jumlah pengulangan sekuens pentanu kleotida



32

(TAAAA), yang terdapat dalam sekuwens aly pada batas 5° dari promotor SHEG
manusia (Hogeveen et al , 2001). Dari penelitian tersebut dikerzhui bahwa terdapat
varasi yang tinggi jumlah pengulangan (TAAAA), dalam sekuens el antar individu
dalam populast umum. Pada populasi umum alel-alel SHEG mengancung sedikitnya
pengulangan 6-10 TAAAA. Meclalui uji in vitro pada sel HepG2 hepatoblasioma
manusia diketahui bahwa  elemen pengulangan pentanukleotida (TAAAA),
herpengaruh terhadap aktivitas transkripsi promofor SHBEG. Aktivitas transkripsi dan
konstruksi  promoior SHBG manusia-reporter  luciferase sel HeplGZ2  yang
mengandung pengulangan 6 TAAAA temyata lebih rendah secara bermakna
dibandingkan yang mengandung pengulangan 7-10 TAAAA. Perbedaan akuivitas
transkripsi ini terjadi karena vlangan (TAAAA); dalam sekuens alu, mengandung
tempat pengikatan faktor inti (nuclear factor binding site) sehingga dapat berikatan
dengan suatu 46 kDa liver enriched nuclear protein (dari hasil ekstraksi hati tikus),
vang kemudian bersama dengan elemen downstream (sebagai akuvator transkripsi)
menimbulkan efek  silent traskripsi lerhadap aktivitas promoror SHBG manusia.
Dengan demikian disimpulkan bahwa variasi pengnlangan elemen pentanukleotida
(TAAAA), di dalam sekuens alu pada promotor SHEG manusia, memiliki efek pada
aktivitas transkripsi dari promoror SHEG tersebut secara in virro pada sel Hep(2.
Hal ini akan memberikan andil pada perbedaan kadar plasma SHBG antar individu

serta mempengaruhi masuknya hormon steroid seks ke dalam jarmgan fargetnya

(Hogeveen er al.,2001).
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I1.6. Mekanisme kerja steroid intraseluler dan mekanisme kerja steroid melalui

reseptor SHEG pada sel target

Hormon stercid dalam sirkulasi terikatl lerutams pada protein spesifik. Hanya
sebagiun kecil dari steroid dalam sirkulasi yang berada dalam bentuk bebas. Steroid
dalam bentuk bebas ini memiliki kapasitas untuk memasuki sl target secara difusi
pasif. Sccara umum (teori klasik) dianggap bahwa hanya sieroid bebas yang dapal
memasuki sel target. Di dalam sel target, steroid terikal pada reseptor spesifik yang
terletak di inti sel. Setelah mengikat steroid, reseptor mengalami transformasi atau
aktivasi menjadi suatu dimer yang menghasilkan peningkatan afinitas reseplor
terhadap sckuens spesifik DMA. Proses berikutnya terjadi transkripsi DNA yang
membentuk mRNA, mRNA yang memasuki sitoplasma kemudian mengalami
translasi menghasilkan protein spesifik yang selanjutnya akan memberikan respon

biologis (Gambar 11.6.1) (Griffin dan Ojeda, 1996).
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Gambar 11.6.1. Skema mekanisme kerja hormon steroid intraseluler. S: steroid,
R: reseptor (Griffin dan Ojeda, 1996).

Meskipun secara umum dianggap bahwa protein spesilik (dalam hal ini SHEG)
vang mengikal hormon steroid (dalam hal ini testosteron) hanya berperan dalam
pengaturan kadar steroid (testosteron) bebas dalam plasma, penemuan terbaru
tentang adanya reseplor SHEG{Rsuse) pada membran sel dan berbagal jaringan,
telabk memperkuvat pertimbangan adanya fungsi tambahan dari SHBG (Nakhla er
al 1990). Dari beberapa penclitian telah diperlihatkan bahwa SHEG terikat secara
spesifik pada Rsype vang terdapat di membran plasma dari sel-sel prostat manusia

(Hyrb er al,1985), desidual endometrivm (Avvakumov er ol 1985) dan testis
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manusia (Frarda er al.,1994) untuk membentuk suatu kemplek SHBG-Rspng (Nakhla
et al. 1999). Reyae inl merupakan bagian integral dari sistim transduksi sinyal yang
memungkinkan hormon steroid mempengarubi fungsi scl tanpa ikut masuk ke dalam
sel target (Rosner er al,,1999). Dengan ditemukannya Rspse yang spesilik pada
membran sel dari berbagai jaringan, diyakini bahwa SHBG memiliki peran
pengaturan yang lebih luas lagi (Hyrb er ol 1990). Namun bagaimana hubungan
antara model klasik dari mekanisme kerja steroid iotraseluler dengan mekanisme
kerja steroid yang terbaru melalui sistem Steroid-SHB(r-Reyag, hingga XKini belum
ada penjelasannya lebih lanjut (Nakhia et al., 1990}

Model interaksi atau mekanisme kerja terbaru antara steroid, SHBEG dan Rsuac
telah diteliti menggunakan Jueman prostatic cancer cell line (LNCal)(Nakhla e
al.,1990). Model interaksi terscbut dijelaskan terbagi atas dua tahap. Tahap pertama
dikatakan bahwa SHBG memiliki deua tempar pengikatan yaitu satu tempat
pengikatan steroid dan satu lagi tempat pengikatan dengan Rgype. Pengikatan SHBG
dengan steroid akan menginduksi perubahan SHBG membran-binding domain yang
menghalangi SHBG berikatan dengan membran sel. Dengan demikian Rgme di
membran plasma sel target hanya mengikat SHEBG dalam bentuk bebas (SHBG yang
tidak berikatan dengan hormon steroid ). Pada tzhap kedua dari interaksi steroid,
SHEG dan Ryups dikatakan bahwa setelah SHEG bebas lerikat paca reseplomya,
steroid baru dapat diikat oleh komplek SHBG-Raupg. Aktivasi komplek SHBG-Rsunc

oleh steroid tadi akan mengaktivasi enzim adenilat siklase melalui protein G yang
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terdapat di permukaan sebelah dalam membran plasma. Protein G yang telah
diaktivasi akan mengkatalis pengubahan ATFP menjadi siklik AMP ( cAMP arau
cvelic adenosine 3°, 5"-monophosphate) sehingga terjadi akumulasi atau peningkatan
vang cepat dari siklik AMP  intraseluler vang bertindak sebagai caraka kedua atau
perantara kedua intraselular (second massenger) pada jalur transduksi sinyal dalam
sel. Sclanjutnya siklik AMP akan mengaktifkan enzim berikuimya yaitu protein-
kinase A (PKA) melalui proses fosforilasi yang akan mengontrol tenadinya berbagai
proses metabalik dalam sel termasuk diantaranya adalah proses transkripsi gen

(Gambar 11.6.2) (Hyrb er al .1990; Nakhla er al.,1990; Rosner er al., 1999; Nakhla er

al., 1999; Socwarn, 2000).
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Gambar 11.6.2. Mode! interaksi antara steroid, SHBG dan reseptor SHBG (Rosner
et al.,1999).




BAB I11

BAHAN DAN CARA KERIJA

ITL.1. Strategi umum

Strategi umum vang digunakan dalam penelitian ini adalah :

b2

Penyiapan sampel serum  dengan mengzunakan blwe sepharose  umiuk
menyingkirkan albumin.

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Suifate Polyerylaide Gel Electrophoresis) untuk
memisahkan protein SHBG darl protein-protein lainnya berdasarkan perbedsan
berat molekulnya

Western blor (immunoblotiing) untuk mendeteksi protein SHEG vang sudah
terimobilisasi pada seatu membran menggunakan  antibodi yang spesifik

terhadap protein SHEG

II1.2. Bahan, alat dan reagensia
IL2.1. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel serum pria Indonesia

dewasa sechal. Sebagai bahan kontrol digunakan SHBG mumi (Bie Design

fmternational, Saco, ME) dan serum kera (Macaca fascicularis).

Penentuan kriteria sehat pada sampel pria Indonesia dewasa adalah jika hasil

anamnesis keschatan, pemeriksaan fisik dan pemeriksaan laboratorium berada dalam

38
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balas-batas normal. Hal ini perlu dilakukan untuk mengatasi berbagai fakier (selain
faktor genetik) yang dianggap dapat mempengaruhi kadar SHEG.

Teknik pengambilan populasi sampel dalam penelitian ini dilakukan dengan
cara purposive sampling (Sudjana,1975). Populasi pria Indonesia dewasa sehat yang
dipilih uniuk penelitian ini berasal dar kelompok sosial ekonomi rendak yang dalam
hal ini diwakili oleh pegawai negeri golongan | di Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia (FKUT) dan di Institui Pertanian Bogor {fakultas pertanian, perikanan,
kehutanan dan teknologi pertanian). Berdasarkan dzia dari anggota tim penelitt
SHBG lainnya (personal communication), diketahui bahwa hasil perhitungan Body
Mass Index (BMI) dan analisa gizi pada populasi pria Indonesia dewasa sehat dar
kelompok sosial ekonomi rendah ini bolch dikatakan cukup homogen. Jumlah
sampe] vang diteliti adalah 18 orang berusia antara 30-47 tahun.

Schelum pengambilan sampel, diberikan penjelasan tentang  kriteria
responiden vang dipilib, Jatar belakang dan wjuan penelitizn, perlakuan scrta hak dan
kewajiban responden. Sural persetujuan (informed consent) ditandatangani oleh
respanden vang bersedia ikut dalam penclitian. Penelitian ini lelah lolos kaji etk
vang dilakukan oleh Panitia Etik Penelitian FEUL

Penvaringan responden  yang herhak ikut dalam penelitian, dilakukan oleh
anggota tim peneliti SHEG FRUI dengan cara melakukan anamnesa kesehatan,

pemeriksaan fisik, penilaian sizius gizi, serta evaluasi keadaan sosial ckonaomi.




Mengingat penelitian ini merupakan penelitian gabungan tentang status gizi
dan variasi femotip SHBG  vang tergabung dalam proyek URGE (University
Research for Graduate Education) maka penyaringan responden, pengumpulan data-
data responden dan sebagian pemeriksaan laboratorium dikerjakan secara bersama-
cama sesuai tahap kerja dan jadwal wakiu yang telah ditentukan. Selanjulnya
masing-masing anggauta lim peneliti bertanggung jawab penuh atas topik atau sub

penelitian yang menjadi bagiannya masing-masing.

I11.2.2. Alat

Rincian alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada
lampirzan 2. Alat kbusus yang digunakan adalah Mini protean elecirophoresis cell,
Biorad, (Gambar I11.1) untuk SDS-PAGE dan Mini rrans-blot electrophoretic

transfer cell, Biorad (Gambar 111.2) untuk Western blot.
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Gambar IT1.1. Mini protean electrophoresis cell, lower buffer chamber and lid (a),
casting stand (b), sandwitch clamp assemblies (c), inner cooling core
{d), spacers (e}, glass plare (f) dan comb (g) (Life Science research
product Biorad ,1997)




Gambar 1112, Mini trans blor electrophoresis transfer cell, lower buffer chamber,
and lid {a), ice cooling (b), electrode modul (c), gel cassetie holder
(d). (Biorad)

II1.2.3. Reagensia

Rincian reagensia yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada
lampiran 2.

II1.3. Cara Kerja
I11.3.1. Penyviapan sampel seram

Responden yang memenuhi syarat-syaral unluk penelitian diminta wnluk

melakukan puasa mulai pukul 22.00 sampai saat nengambilan sampel, kira-Kira
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pukul 08.00. Pada tiap responden dilakukan pengambilan sampel darah vena
stbanyak 10 ml oleh petugas laboratorium Biologi FKUI Jakarta. Sampel darah
kemudian dimasukkan ke dalam tabung kaca steril yang disimpan dalam kotak es
sclama  perjalanan ke Laboratorium  Biologs FRKUI  Jakasta,  Seubanva di
Laboratorium Biologi FKUT, sampel darah disentrifugasi dengan kecepatan 25(00-
3000 rpm selama 20 menit. Supernatan yang diperoleh dan hasil sentrifugasi sampel
darah, dialiquot dalam tiga buah tabung eppendorf dan disimpan pada subu 20" C
sebelum dilakukan pemeriksaan di laboratorium.

Penyingkiran atan penghilangan albumin dari serum  didskukan dengan
menggunakan blue sepharose (Pharmacia) sesuai dengan metode yang digunakan
oleh Comelisse et al., 1994, Dua pulub mikroliter dari masing-masing sampel
diencerkan 1:5 (v/v) di dalam larutan befJer sampel yaitu 0,05 mol/l Tris-HCL dan
0,1 moll KCL (pH 7.0). Sampel yang telah diencerkan ini dimasukkan ke dalam
tabung eppendorf yang sudah berisi 100 ul gel Bliwe sepharose. Setelah disentrifugasi
perlahan (600 rpm) selama 30 menit, 8 ul supernatan diambil votuk elekiroforesis.
Pembuatan 100 pl gel blue sepharese yang telah disebuetkan diatas, dilakukan
dengan mengaduk bubuk blue sepharose dan aquaedest (sesuai dengan jumlah yang
dibutuhkan) pada sintered glass filtered sambil menyalakan pompa penyedol hampa
udara agar dapat masuk ke dalam tabung labu erlenmeyver yang terletak dibawahnya.
Endapan gel biue sepharose yang terbentuk pada daser tabung labu erlenmeyer lalu

dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dengan menggunakan pipet transfer,




Sebelum sintered glass filier digunakan, dapat dibersihkan(dibilas) terlebih dahulu
dengan menggunakan larutan potassium permanganat dan H;O; 30% secara

bemrtan.

ITL3.2, Teknik SIS PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polvacrylamide Gel
FElectrophoresis)

Teknik ini dilakukan untuk memisahkan proiein dalam hal ini protein SFB(
dari protein-protein lain dalam serum, berdasarkan perbedaan berat molekulnya. Cara
kerja teknik SDS PAGE ini dilakukan sesuai buku petunjuk  Mini-Provean II Dual
Siab Celf (Biorad). Pada penelitian ini serum sudah dibebaskan dari albumin melalui
pengpunaan Hlwe sepharose. Penggunaan bahan SDS sebagai defergent yang
bermuatan negatif, akan menyebabkan denaturasi SHBG menjadi beberapa sub unit,
Teknik SDS PAGE ini memerlukan dua lapis gel yang terdiri dari gel pemisah
(separating gel) dan gel penumpuk (stacking gel). Komposisi kedua gel terschut
dapat dilihat pada tabel IT.1. Gel pemisah yang digunakan dalam peneliian ini

memiliki konsentrasi sebesar 10%.




TABEL IIL1.

KOMPOSISI LARUTAN GEL PEMISAH DAN GEL PENUMFPUK

Gel Pemisah 10% (el penumpuk

Aquabidest 4,112 ml 6,1 ml
1,5 M Tris-Hel, pH 3,2 2.5 ml =

0,5 M Tris-Hcl, pH 6,8 - 25 ml
5D 10% 100 pl 100
Acrvlamide/Bis (30%) 3,3333 ml 1.3 ml
Ammonium persulfare 10% 65 ul S0l
TEMED 6,5 ul LLRTH

Tahap pertama yang dilakukan dalam teknik ini adalah menyiapkan tempat
pembuatan lapisan gel dengan menumpukkan glass plare bagian dalam dan Juar scrta
meletakkan spacer diantara tepi kanan dan kiri dari tumpukan glass plate tadi.
Tumpukan glass plate dengan permukaan lepi bawah yang telah rata kemudian
dirakitkan ke sandwich clamp assemblies dan dipasang pada casting stand

Sisir (comb) ditempatkan dengan benar pada tempat pembuatan lapisan gel
(diantara tumpukan glass plaze) untuk menandai batas pengisian larutan gel pemisah
yang belum berpolimerisasi. Dengan menggunakan spidol, tandz batas tersebut
dibuat pada glass plate berjarak 1 cm di bawzh gigi sisir. Sisir kemudian diangkat.
Dengan bantuan pipet trapsier, campuran reagensia untuk membuat gel pemisah

konsentrasi 10% yang belum berpolimerisasi (lihat tabel IIL1) dimasukkan ke dalam




tempal pembuatan gel sampai tanda batas yang telah dibuat scbelumnya. Hal ini
dilakukan scecara perlahan sepanjang tepi dari salah satu spacer (Gambar ITL3).
Bagian atas larutan gel pemisah kemudian dilapisi cengan aquabidest. Gel pemisah

didiamkan sclama 1 jam agar berpolimerisasi pada suhu kamar.

SPACET

larutan gel pemisah
yang balum
berpolimerisasl

Gambar [11.3. Memasukkan gel pemisah ke dalam celah di antara tumpukan glass
plate (pada tempat pembuatan lapisan gel) Bollag,1591)

Setelah gel pemisah berpolimerisasi, lapisan aquadest diatasnya dibuang.
Campuran reagensia untuk membuat larutan gel penumpuk (Tabel 1)
lalu diisikan ke atas permukaan lapisan gel penumpuk vang telah berpolimerisasi

dengan bantuan pipet transfer. Sisir diletakkan ke dalam larutan
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oel penumpuk hingga bagian pangkal gigi sisir sejajar tepi atas glass plate.

Gel penumpuk didiamkan selama 45 menit agar berpolimerisasi pada suhu

kamar (Gambar [1L4.)

“Sumur”

agquadest

I sksir {comb)

gel penumpuk

Gambar [11.4. Gel penumpuk mulai berpolimerisasi (Bollag,1991)

Setelah gel penumpuk berpolimerisasi, sigir diangkal dari tempatnya.

vang telah terbentuk dari hasil cetakan rigi sisir laln dibilas dengan




dan dikeringkan dengan menyerap aguadest lerscbut menggunakan fissue. Sandwich
clamp assembiies kemudian dilepaskan dari casting stand dan dipasang ke inner
cooling core untuk selanjutnya dimasukkan ke dalam lewer butffer chamber.

Ke dalam lower buffer chamber dimasukkan 400ml dapar elekiroda (running
buffer) dengan mencampur 80 ml stok dapar elekiroda (Tabel 111.2) dengan 320 ml
aquadest, Gelembung udara yang terbentuk dibawah gel, dihilangkan dengan jarum

suntik, agar konlak elektrik dapat dicapai dengan baik.

TABEL I1L2.

KOMPOSISI LARUTAN 5x DAPAR ELEKTRODA
(RUNNING BUFFER) pH 8,3

Tris base 151
Giycine 121
SDS 5 gl
Tambahkan aguabidest sampai 100 ml

Masing-masing sampel serum disiapkan dengan mencampur 8 ul sampel
serum ke dalam tabung eppendorf yang berisi 8ul larutan stok dapar sampel (buffer
sample) (Tabel 111.3) lalu dipanaskan di air mendidih (100 “C) selama 2 menit dan di

nusing (spin) dengan mesin sentrifiuge selama 3 detik.
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TABEL IIL3,
KOMPOSISI LARUTAN DAPAR SAMPEL
(SAMPLE BUFFER)
Aquabidest T 4ml B
0.5 M Tris-Hcl, pH 6,8 1 mi
Glycerol 0,80 ml
SDS 10% 1.6 ml
2-b-mercaptoethanol 0,4 ml
Rromophenol blue 0,05% (1.2 ml

Sebanyak 5 pl larutan dari campuran radi lalu dimasukkan (loading) ke dalam
sumur dengan menggunakan semprit Hamilton. Hal yang sama juga dilakukan untuk
menyiapkan kontrol (serum Macaca fascicularis dan SHBG murni). Untuk kontrol
SHBG murni, sebelum dicampur dengan dapar sampel, terlebib dahulu dicampur
dengan larotan dapar SIHIBG (005 M Tris-HCL pH 7.2). Ke dalam sumur lainnya
kemudian dimasukkan 5 wl SDS PAGE Low Range Molecular Weight Standarts,
(Biorad) (Gambar 111.5).

Setelsh sampel serum, kontrol dan SDS PAGE molecular weight standaris
low range dimasukkan ke dalam sumur, penuiup ditempatkan di atas lower buffer
chamber. Warna steker pada penutup harus sama dengan stop kontak pada imner
cooling core. Pemasok daya dihidupkan dan tegangan listrik diatur konstan sebesar

150 Volt. Proses elektroforesis berlangsung selama 43 menit.
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Setelah elektroforesis lengkap, pemasok daya dimalikan. Penutup dibuka dan
sandwich clamp assembiy dilepaskan dari inner cooling core. Glass plare dibuka
secara hati-hati uotuk mengeloarkan gel. Salah satu vjung atas gel dipotong sedikit
sebagai tanda untuk orientasi lajur sumur. Selanjutmya gel siap ditransfer ke

membran melalui teknik Wescern blot.

Selusl sampel Hamitton
serum — W syringe

s o B

Gambear 111.5. Loading larutan protein ke dalam sumur sampel (Bollag,1591)

I11.3.3, Teknik Western blot

Teknik imunokimia vang dikenal dengan istilah immunoblotting atau Western
blat ini digunakan untuk mendeteksi protein yang sudah lerimobilisasi dalam hal ini
protein SHBG yang sclanjutnya direaksikan dengan antibodi spesifik terhadap SHEG

pada suatu membran. Western blotring dapat dibagi dalam dua tahap utama yaitu
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transfer protein dari gel ke matriks (membran) dan deteksi epilop dengan antibodi
spesifik. Pada penelitian ini protein pada gel hasil elcktroforesis ditransfer ke
membran Immobilon-P (Sigma Millipore Corp., Bedford, MA,cat.no.P-2438), sesuai
buku petunjuk Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad). Urntan kerja
teknik Western blot sccara rinci adalah sebagai berikut :

Membran Immobilon-P dan filter paper (Biorad,car.no. 170-3932) digunting
cesuai dengan ukuran gel. Membran ditandai dengan pensil sesuai pola lajur sumur,
untuk identifikasi gel dan orientasi membran. Membran laiu direndam dalam melanol
100% sclama 15 detik dan direndam dalam aguabidest selama 5 menit. Larutan
dapar transfer (transfer buffer) dibuat dengan mencampur 25mM Tris pH 8,3 dan
192 mM glvcine serta metanol 20% yang kemudian disimpan dalam lemari es, Pada
<aat mulai transfer, larutan dapar transfer sebaiknya berada dalam keadaan suhu 4°C.
Membran, gel hasil elektroforesis, filter paper dan fiber pads direndam dalam larutan
dapar (ransfer selams 15-30 menit sambil digovang (shaker) menggunakan
waterbath shaker (Elmeco, model WB-20) pada suhu ruang.

Gel cassette holder diletakkan dalam posisi terbuka dengan bagian panel
bening (sisi anoda) berada diatas/diluar dan panel abu-abu (sisi katoda) berada di
bawah/di dalam rendaman larutan dapar sampel pada wadah pyrex. Susunan
sandwich dalam gel cassette holder diatur secara berurutan mulzi dari bawah (pancl
abu-abu) ke atas (pancl bening) scbagai berikut : fiber pad, filter paper,gel hasil

slekiroforesis, membran Immobilon-F, filter paper, fiber pad.




Untuk menghindari terbentuknya gelembung udara, bagian permukzan dari

tiap lapisan sandwich ditekan dengan tabung reaksi yang dijalankan menggelinding

(Gambar TTL&).
mambrar
immubilon P BT
s ; -::;hi. Lt
i sog = e ——
T ___‘u_:,_,-. I\_-"‘il\...--....i-..-_—..--,_- |
g T e o ]

Gambar I11.6. Menghilangkan gelembung udara dergan tabung reaksi (Bollag,1991).

Seielah susunan sandwich rapi, gel cassette holder dituup dan dikunci lalu
dimasukkan ke dalam elecirode modul dengan posisi panel abu-abu menghadap ke
dinding/sisi hitam (katoda) dari electrode modul. Elecrrode modul yang telah berisi
gel cassette Tolder tadi serta magnetic bar, larutan dapar sampel (suhu 4” C) dan ice
cooling unit (berisi aquabidest beku dari freezer), dimasukkan ke dalam buffer
chamber. Penutup dipasang di atas buffer chamber dan pemasok daya dihidupkan
untuk memulai proses elektrotransfer sclama 1 jam pada tegangan konstan 100 Vol

Scielah elekirotransfor selesai, gel cassente holder dibuka dan gel diambil.
Membran Jmmobilon-F dipunting pada lokasi lajur sumur yang diloading dengan
SDS PAGE Molecular Weight Standart untuk nantinya diwarnai dengan Amido black

10-B (0,1% Amidoe black 10-B, 2585 metanol, 10% Acetic acid). Pewarpaan
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dillakukan dalam wadah kotak plastik selama 5 menit sambil digoyang (shaker} di
waterbath shaker pada subu kamar. Destaining Amido black dilakukan dengan
larutan yang mengandung 90% Metanol, 2% Acetic qcid dan 3% aguabides lalu
dikeringkan. Sisa polongan membran fmmobilon-P lainnya yaitu lajur sumur yang
diloading dengan serum sampel dan kontrol, dimasukkan ke dalam wadah kotak
plastik vang berisi larutan blocking yang terdiri dari 40 gr/L BSA, 0.5 gr/L. Tween 20,
0,05 mol/L Tris pH 8.0 dan 0,15 mol/L NaCl. Membran Jmmebilon-P dalam larutan
penghalang kemudizn disimpan di lemari es bersubu 4°C selama satu malam.

Gel dimasukkan dalam wadah kotak plastik dan diwarnai dengan Commassie
blue R-250 (25mM Tris, 192 mM glycine dan 10% metanol) sambil dishaker di
waterbath shaker selama 30 menit pada suhu kamar. Kemudian gel dimasukkan
dalam wadah kotak plastik berisi larutan destaining commassie blue (40% metanol,
10% acetic acid) sambil dishaker di waterbath shaker sclama 90 menit pada suhu
kamar.

Keesokan harinya potongan membran fmmobilon-F di rendaman larotan
penghalang dipindahkan ke wadah kotak plastik baru unluk diinkubasi dengan
larutan antibodi 1 (polyclonal rabbit anti-human SHBG){A350) yang dilarutkan
dengan perbandingan 1 : 500 dalam TBS (0,05 mol/L Tris pH 8.0 dan 0,13 mol/L
NaCl). Inkubasi dilakukan sclama 2 jam sambil dishaker di waterbath shaker pada
suhu kamar. Polongan membran fmmobilon-P kemudian dicuci tiga kali (tiap kali

cuci selama 5 menit) dengan larutan TBS (0,05 mol/L Tris pH 8.0 dan 0,15 mol/L
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NaCl) sehanyak 40 ml untuk tiap kali cuci sambil dishaker di warerbath shaker pada
subu kamar. Sclanjutnva potongan membran fmmobilon-I* dipindahkan ke wadah
kotak plastik baru untuk diinkebasi dengan larutan antibodi 1l (pelyclonal goat anti
rabbit lgterkonjugasi dengan alkaline phosphatase) yang dilarutkan dengan
perbandingan 1 : 150 dalam TBS (005 mol/L. Tris pH 8.0 dan 0,15 mol/L. NaCl},
Inkubasi dilakukan selama 3 jam sambil dishaker di warerbath shaker pada suhu
kamar.

Setelah diinkubasi dengan antibodi I, potongan membran [mmobilon-FP
dicuci secara berurutar: dengan larwtan 785 (0,05 mol/L Tris pH 8.0 dan 0,15 mol/L
NaCl), TBS (0,05 mol/L Tris pH 8.0 dan 0,15 mol/L. NaCl) + Triten X-100 dan TBS
(0,05 mol/L. Tris pH 8.0 dan 0,15 mol/L NaCl) masing-masing sebanyak 40 ml
selama 5 menit sambil dishaker di warerbath shaker pada subu kamar.

Visnalisasi membran fmmobilon-P dilakukan dalam wadah kotak plastik
berisi larutan 5 ml alkaline phophatase buffer (0,1 mol/L Tris pil 9,5; 0,1 mol/L
NaCL dan 0,005 mol/L. MgClz ) + 33 ul NBT (Nitro Blue Tetrazoflium) + 16,5 ul
BCIP  (5-Bromo-d-chloro-3-Indolyl-Phosphate).  Wadah  kotak  plasuk untuk
visualisasi membran dibungkus rapat dengan aluminium foil dan didiamkan selama
30 menit agar terjadi reaksi lengkap.

Reuksi visualisasi dihentikan dengan mencuci membran Immobilon-F (tiga
kali tiap 5 menit) dalam wadah kotak plastik yamg berisi larutan EDTA

(Ethylenediaminetetra acetic acid + TBS (0,05 mol/L Tris pH 8.0 dan (,15 mol/L
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NaCl) sebanyak 40 ml untuk tiap kali pencucian sambil dishaker di waterbath shaker

pada suhu kamar.

Setelah membran Immobilon-F kering, hasil visualisasi didokumentasi

dengan cara scanring menggunakan komputer.




BADR IV

HASIL PENELITIAN

Dari 18 sampel serum pria Indonesia dewasa sehat yang telah dideteksi dengan
teknik 508 PAGE dan Westerm blor dalam penclitian ini, didapatkan adanya
sambaran dua jenis pola fenotip SHEG dengan berat molekul yang berbeda. Jenis
pola fenotip SHBG pertama yang dihasilkan dalam penelitian ini adalah fenotip
SHBG dengan dua pita. Fenotip SHBG dua pita ini terdiri dari sub unit heavy dengan
perkiraan berst molekul 51 kDa dan sub unit light dengan perkiraan berat molekul
sehesar 46 kDa. Gambaran sub unit seavy terlihat lebih ebal dibandingkan sub unit
light. Jenis pola fenotip SIBG  kedua yang dihasilkan dalam penelitian ini adalah
fenotip SHBG dengan liga pita yang memiliki tambahan sub unit ketiga sebagai sub
unit super heavy dengan perkiraan berat molekul sebesar 56 kDa,

Sedangkan pada kontrol SHEG mumi dan SHBG serum kera (Macaca fascicularis)
yang disertakan dalam penelitian ini, memperlihatkan gambaran pola fenotip SHEG
vang terdiri dari dua pita dengan perkiraan berat molekul sub unit heavy dan sub unit
fight masing-masing scbesar 31 kDa dan 46 kDa. Gambaran sub unit fecny dari
kontrol SHEG mumi dan SHBG dari serum kera ini juga menunjukkan penampakan
yang lebih tebal jika dibandingkan dengan sub unit fight. Contoh gambaran pala

fenotip SHBG dari serum sampel dan kontrol SHBG mumi serta SHBG serum kera

56
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vang disertai dengan SDS PAGE Low Range Molecular Weight Standart dan hasil

Western blot dalam penelitian ini dapat dilihat pada gambar [V. 1.

ql =k B 97,4 kDa
{ o Bl b e 66,2 EDa
e |
- 4 -
| P 45 kDa
| A i
| I i !
'ip- 35 i == 31 kDa
AN U L W .

Gambar 1V.1. Contoh gambaran pola fenotip SHEG dari sampel serum dan kontrol
SHBG murni serta SHEG scrum kera dari hasil Western blot. SDS

PAGE Low Range Molecular Weight Standart (2), SHBG scrum kera
(3, kontrol SHBG murni (4), sampel serum lenotip SHEG tiga
pita(6), sampel serum fenotip SHBEG dua pita(7).

Keterangan :

L : sub unit light

H : sub unit heavy

SH : sub unit super heavy

Sedangkan hasil perbitungan perkiraan berat molekul dengan menggunakan kurva
standar dari SPS PAGE Low Range Molecular Weight Standart, untuk masing-
masing sub unit SHBG pada contoh gambaran pola fenotip SHEG dari sampel serum
dan kontrol SHRG mumi serta SHBG serum kera dapat dilihal pada tabel IV.1.
Perhitungan lebih rinci berdasarkan penentuan mobilitas relatif (Rf) dari SDS PAGE

Low Range Molecular Weight Standart untuk mencari perkiraan beral molekul
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masing-masing sub unit SHBG dari contoh gambaran polz fenotip di atas, dapat

dilihat pada lampiran 5.

TABEL IV.1.

HASIL PERHITUNGAN PERKTRAAN BERAT MOLEKUL
MASING-MASING SUB UNIT SHEG

Perkiraaan Berat Molekul | Jumlah pi:-.;.-
Serum (kDa) sub unit SHEG SHBG
H L SH
Sampel 51 46 | 56 | Z2dan3
SHEG murni 5. 46 2
M. fascicularis 51 | # 2
|

= —

Kelerangan : H= Heavy, L= Light, SH= Super Heavy

Perkiraan berat molekul masing-masing sub unit SHEG dari masing-masing
jenis pola fenotip SHBG pada penelitian ini ditentukan dengan menggunakan kurva
standar SDS PAGE Low Range Molecular Weight Standart,Biorad). Mula-mula
dihitung mobilitas relatif (relative mobility atau Rf) dan logaritma dari berat molekul
protein penanda. Pada penelitian ini Rf menipakan hasil perbandingan antara jarak
tempuh/migrasi sefiap pita protein (cm) dengan jarak tempuh/migrasi pita terwarnal
(dye) vang terjauh (batas akhir). Hasil perhitungan Rf dan logaritma dari berat
molekul protein penanda kemudian digunakan untuk membuat kurva standar berat

molekul protein penanda. Setelah itu Rf dari masing-masing pita sub unit SHEG
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pada sampel serum maupun pada kontrol SHEG murni dan SHBG serum kera lalu
dihitung. Perkiraan berat molekul masing-masing sub unit SHEG selaniutnya
dihitung dengan menggunakan persamaan garis kurva standar berat molekul protein
penanda, Hasil perhitungan perkiraan berat molekul masing-masing sub unit SHBG
sampel serum kemudian dibandingkan dengan perkiraan berat molekul masing-
masing sub unit dari kontrol SHBG mumi dan SIIBG serum kera,

Hasil perhitungan kadar SHBG dari 18 sampel serum yang diperiksa dengan
teknik JRMA (immunoradiometric assay) diperoleh dari data anggota tim peneliti
SHRG lainnya atas seijin penelitinya (dapat dilihat selengkapnya pada bab
pembahasan)

Dari keseluruhan sampel serum yang diperiksa pada penelitian ini,pemunculan
pola fenotip SHBG dua pita terdapat scbanyak 11 sampel serum memiliki nilai rata-
rala kadar SHEG sebesar 42,24 nmol/L. Sedangkan pola fenotip SHBG liga pita
terdapat sebanyak 7 sampel serum dengan nilai rata-rata kadar SHEG sebesar 39,44
nmol/L (Tabel TV.2)

TABEL 1V.2.

HASIL PERHITUNGAN JUMLAH PITA SHEG DAN RATA-RATA
KADAR SHEG PADA POPULASI PRIA INDONESLA

DEWASA SEHAT
Jumlah pita Rata-rata kadar
SHBG Jumlah sampel | Persentase (%) | SHBG (nmoll)
- 1 61 T a2
3 7 T 30,44




Daia yang diperoleh dalam penelitian ini selanjutnya dianalisa secara statistik
mengeunakan program komputer SPSS (Swiistical Product and Service Solution}
versi 10. Hasil analisa statistik tersebut menunjukkan bahwa nilai ¢ tidak bermakna
pada tingkat signifiukan 5% (¢ =0,343 dengan P = 0,736, 2-tail rest) (Lihat lampiran

3).




BAB YV

PEMBAHASARN

Protein SHBEG yang diamati dan dideteksi dari hasil Western blor pada
penclitian ini merupakan bentuk ekspresi gen. Penentuan pola fenotip SHEG  dalam
penclitian ini ditentukan dengan melihat jumlah pita SHEG pada hasil pemeriksaan
Western blo. . Sesual dengan hasil penelitian Gershagen er af (1987) dan Cousin er
al (1998), terlihat adanya dua macam pola fenotip SHBG yaitu fenotip SHBG dua
pita vang merupakan SFBG normal dan fenotip SHBG tiga pita yang merupakan
SHB( varian.

Pemunculan gambaran sub unit SHBG yang konstan dengan berat molekul
tertentu pada membran Immobilon-P dari hasil Western blor dalam penelitian ini
menunjukkan adanya rcaksi antigen-antibodi  yang spesifik  untuk  SHECG.
Berdasarkan hasii perhitungan perkiraan berat molekul menggunakan kurva standar
$DS PAGE Low Range Molecular Weight Standart, pola fenotip SHBG dua pita
dalam penclitian ini memiliki perkiraan beral molekul sub unit heavy yang lebih
besar yaitu 51 kDa dibandingkan sub unit light yaitu 46 kDa. Berat molekul ini
sesuai dengan kontrol SHBG murni yang juga selalu muncul dengan gambaran sub
unit Jight yang memiliki berat molekul 46 kDa dan dan sub unit heay yang
memiliki berat molekul 51 kDa. Untuk memperkuat dugasn bahwa hasil yang

didapat adalah benar sub unit SHBG maka digunakan pula kontrol serum dari kera

6l




(Macaca fascicularis) yang femyata menunjukkan gambaran jumlah pita dan
perkiraan berat molekul sub unit SHEG yang mirip dengan kontrol SHBG murni
(lihat tabel IV.1). Deteksi molekul SHEG kera dalam penelitian ini dilakukan
dengan menggunakan antibodi polikional terhadap SHEG manusia. Hal ini dapat
dibenarkan karena kera memiliki karakteristik SHEG yang hampir sama dengan
SHBG manusia dan SHBG serum kera telah dikelahui dapat bereaksi dengan antibodi
poliklonal terhadap SHBG manusia (Turner ef al., 1994).

Pola fenotip SHB(G tiga pita dalam penclitian ini memiliki perkiraan berat
molekul yang sama dengan pola fenotip SHBG dua pita untuk sub unit heavy dan sub
unit fight-nya. Yang berbeda adalah terdapatnya sub unit ketiga sebagai sub unit
super heavy dengan perkiraan berat molekul sebesar 56 kDa pada pola fenotip SHEG
tiga pita (lihat tabel 1V.1). Pemunculan berat molekul sub unit super heavy ini
sesuai dengan hasil penelitian Power er al (1992) yang menyatakan bahwa sub unit
super heavy memiliki berat molekul yang lebih besar (56 kDa) dibandingkan sub unit
heavy (52 kDa) dan dan sub vnit light (48 kDa). Perbedaan berat molekul yang lebih
besar pada sub unit super heavy tersebut diduga karena adamya strukiur rantai
karbohidrat yang lebih kompleks dimana terdapat penambahan tempat konsensus N-
Linked oligosakarida pada posisi asparagin 327 dari polipeptida SHEG. Menurul
Cousin et al (1998) keadaan ini merupakan akibat dari adanya mutasi titik &1 ekson 8
dari gen SHEG yang menvehabkan substitusi satu basa pada kodon 327 dari GAC

menjadi AAC yang mengkode substitusi asam amino aspartal menjadi asparagio




pada posisi 327 dari polipeptida SHBG. Disamping merampakkan adanya produk
alel normal SHBG pada pemunculan sub unit heavy dan sub unit light, pemunculan
sub unit super heavy dalam penelitisn ini mesunjukkan terdapatnya produk alel
varian SHBG. Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Baclen e af (1992) yang
menunjukkan bahwa SHBG maousia dikode oleh dua alel autosom yailu alel normal
dan alel varian. Dengan demikian hipotesa perlama pada penelitian ini yang
menyatakan bahwa terdapal variasi fenotip SHBG pada populasi pria Indonesia
dewasa sehat, telah terbukti benar (bipotesa diterima).

Perbedaan berat molekul antara sub unit fieavy yaitu 51 kDa dengan sub umit
light yaitu 46 kDa pada fenotip SHBG dua pita dalam penelitian ini bdak
mempengaruhi anggapan SHBG sebagai glikoprotein homodimer.

Sebagai glikoprotein homodimer, keduz sub unit pads fenotp SHBG dua pita
lersebut dianggap identik dalem hal polipeptidanya, walaupun memiliki perbedaan
berat pada masing-masing sub unitnya. Anggapan terscbut juga diperkuat oleh basil
perelitian secara imunokimia yang menunjukkan terdapatnya beberapa epitop vang
sama pada masing-masing sub unit SHEG (Hammond et af.,1986). Perbedaan berat
molekul antara sub unit dari pola fenotip SHBG  dua pita maupun figa pita yang
terdapat dalam penelitian ini kemungkinan disebabkan karena perbedaan proses
glikosilasi yang dialami oleh masing-masing sub unit SHBG terscbut (Danzo er
al.,1989). Sesuai dengan penelitian deglikosilasi enzimatik oleh Darzo et al (1989),

sub unit Aeavy SHBG yang muncul dengan berat molekul yang lebih besar (51 kDa)




pada penelitian ini kemungkinan mengalami proses glikosilasi yang lebih banyak
(memiliki dua rantai N-linked oligosakarida) dibandingkan sub unit fight SHBG
dengan berat molekul 46 kDa (hanya memiliki satu rantai N-linked oligosakarida)
Namun mekanisme yang mengatur proses glikosilasi yang berbeda antara sub unit
heavy dan light SHEG scbagni komponen penyusun dimer SHEG tersebul masih
belum jelas.

Perbedaan ketebalan pita yang tampak pada sub unit heavy dibandingkan sulb
unit light untuk pola fenotip SHBG dea pita maupun pola fenotip SHEG tiga pita
dalam peneclitian ini sesuai dengan hasil penelitian yang didapat oleh Gershagen et al
(1947). Perbedaan ketebalan tersebul diduga discbabkan karena perbandingan
banyaknya sub unit heavy adalah 10:1 terhadap sub unit light.

Dari 18 sampel serum pria Indonesia dewasa sehat yang dideteksi dalam
penelitian ini, 11 sampel serum (61%) menunjukkan gambaran fenotip SHEG dua
pita sebagai SHBG normal. Sedangkan sisanya sebanyak 7 sampel scrum (39%)
menunjukkan gambaran fenotip SHEG tiga pita sebagai SHBG varian (Tabel IV.2).
Savangnya frekwensi alel dalam penelitian ini tidak dapal dihitung karena gambararn
<ub upit SHBG dari hasil Western blor tidak dapat dinilai apakah SHBG wvarian
homozigot atan helerozigot. Sesuai dengan penelitian Cornelisse et al (1994), hasil
Western blot ini seharusnya menunjukkan gambaran sub unit super heavy vang lebih
tebal pada SHBG varian homozigol jika dibandingkan dengan sub unit super heavy

pada SHBG varian heterozigol. Walaupun frekwensi alel dalam penelitian ini tidak




dapat dihitung secara tepat, namun masih dapat dilakukan penghitungan besarya
kisaran frekwensi alel normal dan alel varian dari total 18 sampel serum dengan
mengasumsikan babwa ketujuh sampel dari fenotip SHBG tiga pita seluruhnya
adalah varian heterozigot alau seluruhnya varian homozigot. Bila diasumsikan
keseluruban 7 :;.ﬂ.m]:u:,] \ersehut adalah varian heterozigot, maka jumlah alel normal
pada 18 sampel yang diperiksa adalah (11x2} + (7x1) = 29 atan 29/36 x 100% =
815, Bila diasumsikan ketjuh sampel adalah varian homozigol, maka jumlah alel
normal pada 18 sampel yang diperiksa adalah (11x2) + {7x0) = 22 atau 2236 x 100%
= #1%. Dengan demikian besarnya frelowensi alel normal dalam penelitian ini
berkisar antara 61%-81%. Depgan cara perhitungan serupa diperoleh kisaran
frekwensi alel varian adalah {7x1)/36x 100% = 19% sampai (7x2)/36 x 100% = 39%.

Dari hasil penelitian ini, pemunculan SHEG normal yeng terdeteksi temyata
lebih banyak dibandingkan dengan SHEG varian. Hal ini tidak jauh berbeda dengan
hasil penclitian yang telah dilakukan sebelumnya di negara lain (pria Kaukasia)
dimana pemunculan SHBG normal relatif lebih banyak jumlahnya yaitu
84,3%(Cousin et al,1998) dibandingkan SHEG varan vang berjumlah
20%(Gershagen et al.,1987) dan 15,7%(Cousin et l.,1998). Hasil penelitian yang
dilakukan olch tim peneliti SHBG lain dari bagian Biologi (Biomedik) FKUT juga
menunjukkan pemunculan SHEG normal yang lebib banyak (77%) dibandingkan
SHEBG varian (23%) pada populasi pria Kaukasia (Bernard,2002). Perbedaan jumiah

pemunculan SHBG normal dan SHBG varian ini kemungkinan discbabkan karena




ils)

adanya perbedaan latar belekang genctik antar etnik dalam hal ini vaitu antara etnik
Indonesia dan etnik Kaukasia. Hal tersebut juga ditemukan pada berbagai etnik yang
telah diteliti sebelumnya (Baclen et al.,1992). Namum pemunculan jumlah SHB(
varian ini selalu lebih sedikit dibandingkan SHBG normal.

Hasil perhitungan kadar SHBG dari 18 sampel serum diperoleh dari data anggota
tim peneliti lainnya (atas seijin penelitinya) yang dikerjakan melalui teknik JRMA

(Immunoradiometric Assay) dapat dilihat selengkapnya pada Tabel ¥V.1.
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TABEL V.1.

JUMLAH PITA SHBG DAN KADAR SHEG
PADA SAMPEL SERUM PRIA
INDONESIA DEWASA SEHAT

Doy Ui Jumish Pita SHEG “ﬁ“;ﬂﬁﬁ‘
{43 2 27,60
2 35 2 65.19
a 31 2 28,21
4 a0 2 48,07
5 43 2 34,78
6 a6 2 23,03
7 42 2 62,75
B 40 2 41,67
:] 47 2 60,02
10 44 2 36,14
11 386 2 4717
12 4 a 35,23
13 37 3 38,29
14 45 3 61,59
15 42 3 11,03
16 41 3 38,26
17 45 3 65,20
18 43 3 26,48

* Normal @ 10-73 nmol/T.




Berdasarkan tabel V.1 di atas tampak bahwa hasil perhitungan nilai rata-rata kadar
fenotip SHBG dua pita tampak lebih besar dibandingkan dengan rala-rata kadar
fenotip SHBG tiga pita (Tabel IV.2). Dari keseluruhan sampel, enam puluh satu
persen (11 orang) menunjukkan pola fenolip SHEG dua pita demgan nilai rate-rata
kadar SHBG 42,24 nmol/L. Sedangkan tiga puluh sembilan persen (7 orang)
menunjukkan pola fenotip SHBG tiga pita dengan nilai rata-rata kadar SHBG 39.44
nmol/L (Tabel [V.2). Untuk mengetahui apakah perbedaan kadar SHEG ini cukup
bermakna untuk diambil sebagai suatu kesimpulan maka data ini kemudian dianalisa
dengan aplikasi program komputer SPSS (Statistical Product and Service Solution)
versi L.

Hasil analisa statistik menunjukkan bahwa nilai ¢ tidak bermakna pada tingkat
signifikan 5% (¢ = 0,343 dengan P = 0,736, 2-rail test). {(Lihat lampiran 3). Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
kadar SHBG pada fenotip SHBG tiga pita (SHBG varian) dengan fenotip SHEG dua
pita (SHBG normal). Dengan demikian hipotesa kedua dalam penelitian ini yang
menyatakan lerdapat perbedaan kadar SHBG dari masing-masing jenis fenotip SHEG
pada populasi pria Indonesia dewasa sehat, ternvaia tidak terbukti (hipotesa ditelak).
Meskipun demikian tidak tertutup kemungkinan adanya perbedaan vang cukup
bermakna antara kadar SHBG pada fenotip SHEG dua pila dengan fenotip SHBG tiga
pita bila sampel yang digunakan jumlaknya lebih besar mengingal dengan

perhitungan kasar (tanpa menggunakan anzlisa staristik) masih dijumpai perbedaan
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vang kecil antara kadar SHBG pada fenotip SHB(? dua pita dap liga pita.Sclain itw,
ketidakbermaknaan perbedaan kadar SHEG imi mungkin juga dipengarubi oleh

faktor-faktor lain misalnya nutrisi, yang dalam tesis ini tidak dibahas.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

Deri 18 sampel serum pria Indonesia dewasa sehat yang ditelili
menggunakan cknik SD8 PAGE dan Wesrern blor, tampak gambaran ckspresi
gen SHBG yang terdiri dari dua mecam pola fenotip SHBG dengan berat
molekul vang berbeda, Pola fenotip SHBG dua pita vang diduga sebagai SHBEG
normal sebanyak 61% dibasilkan dari 11 sampel serum dengan perkiraan berat
molekul sub unit heavy sebesar 51 kDa dan sub unit light scbesar 46 kia.
Sedangkan pola fenotip SHBEG tiga pita yeng diduga sebagai SHEG varian
schanyak 39% dihasilkan dari 7 sampel serum dengan perkiraan berat molekul
sub unit ketign vang merupakan sub unil super heavy sebesar 56 kDa.
Pemurculan pola fenotip SHBG tiga pita (SHB( varian) dan pola fenotip dua pita
(SHEBG normal) dari hasil penelitian ini menunjukkan bahwa adanya produk alel
varian dan alel normal SHBG. Dengan demikian hipotesa pertama dalam
penelitian ini vang menyatakan bahwa terdapat variasi fenotip SHBG pada
populasi pria Indonesia dewasa sehat ternyata terbukti benar (hipotesa diterima).

Pemunculan jumlah SHBG varian yang lebih sedikit dibandingkan SHEG
normal dalam penclitian ini, tidak jauh berbeda dongan hasil penelitian

sebelumnya yang menyebutkan pemunculan SHEG varian dari negara lain (pria

T
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Kaukasia) sebesar 20%(Gershagen et ol 1387), 15,7%{Cousin et al ,1998) dan
2366(Bernard,2002)  dibandingkan SHEG normal sebesar 84 3%(Cousin er
al.1998) dan 77%(Bernard,2002). Perbedzan jumlah pemunculan SHEG normal
dan SHBG wvarian ini mungkin discbabkan karena adanya perbedaan latar
belakang ge{'te-:ik aplar etnik dalam hal ini vailu antara etnik Indonesia dan
Kaukasia.

Perhitungan nilai rata-rata kadar SHBG wvarian dan SHBG pormal yang
diperoleh dari basil penelitian imi masing-masing adalah 39,44 nmol/L dan 42,24
nmol/L. Setelah dilakukan analisa statistik menggunakan program komputer
SPSS versi 10 disimpulkan bahwa rata-rata kadar SHEG pada fenotip SHEG tiga
pita (SHBG varian) tidak berbeda bermakna dibandingkan dengan rata-rata kadar
SHBG pada fenotip SHEG dua pita (SHAG normal). Dengan demikian hipotesis
kedua yang menyatakan bahwa terdapat perbedaan kadar SITBG dari masing-
masing jenis fenotip SHFG pada populasi pria Indonesia dewasa sehat, ternyata

tidak terhukti (hipotesa ditolak). 2

Saran

Untuk memperoleh data yang lebih lengkap mengenai peranan variasi
fenotip SHBG  terhadap kadar SHBG dalam kaitannya dengan pengaturan
hormon steroid seks pada kontrasepsi hormonal pria khususnya TE dan DMPA,

diperlukan penelitian yang lebih intensif dan terpadu dengan jumlah sampel yang
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lehih besar. Selain itu, mengingat dari hasil penelitizn ini fidak menunjukkan
adanya pengaruh variasi fenotip SHBG terhadap kadar SHBG maka disarankan
pada peneliti selanjutnya untuk melihat apakah variasi fenotip SHBEG tersebut
memiliki kemungkinan mempengaruhi secara langsung pada kadar testosteron
bebas yang bekerja melalui poros hipotalamus-hipofisis pada proses penckanin

spermatogenesis walaupun mekanismenya belum jelas.




SUMMARY AND CONCLUSION

Of the 18 serum samples of Indonesian healthy adults men analyzed by SDS
PAGE and Western hiot technigues, an expression of SHBG gene comprises of two
types SHBG phenotipe pattern with different molecular weight, are evident. The
phenotipe pattern of double banded SHBG which was assumed as the normal SHBG
was produced by 11 serum samples (61 %) with estimated weight of 51 kDa for
heavy sub unit and 46 kDa for light sub unit. While phenotipe pattern of triple
banded SHBG type which is assumed as the variant SHBG was produced by 7 serum
sumples (39 %) with estimated weight of 56 kDa for the third sub unit (super heavy
sub unit). The appearance of phenotipe pattern of triple banded SHBG (variant
SHBG) and phenotipe pattern of double banded SHBG (normal SHBG) from this
research showed the existence of variant and nonmal allele product of SHBG.
Hence, the first hypothesis in this research which indicated that there is a phenotipe
variation of SHBG in the Indonesian healthy adult males population is proven
(accepted hypothesis).

The amount of variant SHBG is slightly less than the normal SHEG in this
research, not far different from the result of previous research which indicated that
the appearance of variant SHBG from other countries (Caucasian males) is 20 %
(Gershagen et al,1987), 15,7 % (Cousin et al 1998) and 23 % (Bernard,2002)

compared to normal SIBG amounting 84,3 % (Cousin e al.,1998) and 77%
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(Bernard,2002). The different amount of normal SHBG and variant SHBG is
probably caused by inter ethnic penetical background which in this case is
Indonesian and Cavcasian cthnics.

The average concentration of variant SHBG and normal SHBG which are the
result of this investigation is 35944 nmol/L and 42,24 omol/L. After a statistical
analysis has been conducted using a SPSS version 10, it is concluded that the average
SHRG concentration of iriple banded SHBG phenotipe (variant SHB(G) is not
significantly different [rom average SHBG concentration of double banded SHBG
phenotipe (normal SHBG). Hence, the second hypothesis which indicated that there
s 2 difference concentration of SHBG in each phenotipe lype in Indonesian healthy
Indonesian adult males population, is not proven (hypothesis is rejected).

Io order to obtain a more complete data about the role of SHBG phenotipe
variation with regard SHBG concentration in its relation with control of the sexual
steroid hormone in a male hormonal contraceplive especially TE and DMPA, it is
imperative that a more intensive and integrated research with a bigger sample size 18
conducted. Other than that, considering that the result in this investigation did not
show an influence of SHBG phenotipe variation on SHBG concentration, it is
suggested to future investigators to scc if such SHBG phenotipe variation is in 2
position to directly influence free testosterone working through hipotalamus-
hipofisis-testis axial at the process of spermatogenesis supression, even though the

mechanism is pot quite distincl.
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LAMPIRAN 1

Penvaringan sampel penelitian

v

Pengumbdlan sampel darah

v

Penyiapan sampe] serum

.

Deteksi variasi fenotip SHEG dengan teknik
SD8 PAGE (Sodium Dodecy! Sulfare
Folvacryvlamide Gel Electropharesis]  dan
Wesrern hion

.

Permeriksazn kadar SHBG dengan
teknik fRMA (Immune Radie Memric
Axzay)

Membandmgkn kadar SHEG
antara produk varian dengan produk
normal SHEG

Analisa statistik depgan program
SP5S versi 10

Skema kerangka penelitian variasi fenotip SHEG
pada pria Indonesia dewasa sehat serta kemungkinan
pengaruvhnya dengan kadar SHEG
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Alal :

LAMPIRAN 2

Svringe ukuran 10 cc

Tabung kaca stenl

Pdﬂl sentrifugasi (Braun Knechi-Heimann-Co)
Tabung eppendort 1,5 ml

Pipet eppendorf dengan lip

Sintered glass filter

Tabung labu Erlemeyer dengan tutup karel
Pompa penyedot hampa udara dengan selang plastik
Batang pengaduk dan kaca

Tabung reaksi

Waterbath shaker ( Elmeco,model WB-20)
Pipet transfer

Rak tabung eppendorf

Magnetic bar stirrer

Decker glass

Gelas ukur

pH meter (P107 Consort)

Magnetic bar stirrer (Nuova Il siir plate-Thermolyne)

Timbangan {Sartorius)
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» Kertas saring (Mini Tras-Blot Filter Paper, Biorad)

Membran Immobilon-P, ukuran pori 0,45 mm (Sigma)

* Bantalan serabut (Fiber pad)

Sempnit Hamilton

Pemasok daya (model E{IEII-,-'Z.{] power supply, Bivrad)

Mesin Microfuge(Beckman mirofuge)

Wadah pyrex

*  (Gunting

Kertas Aluminium foil

Pensil dan penggaris
*  Pinset anatomi
Reagensia :
« H;O; 30%

* Larutan potassium permanganal

Tris (hydroxymethyl}-aminomethane (Biorad,cat.no. 161-07160)

HCL (BDH, cat.no. 10241)

D5 (Sodiwm Dodecyl Sulfate){Biorad, cat.no.161-0301)

APS (Ammonium persulfate){Biorad, cat.no. 161-0700)

KCL. (BDH, cai.no. 29594)

Aquades:

Aquabidest



Alkohol

Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia,cat.ne. 17-0830-01)

Acryvlamide (Biorad,car no. 161-0100)

TEMED (N NN N — tetra methyl-ethylene-diamine) (Biorad, cat.no.161-
0801)

Methanol (Merck,cat.no. UN 1230)

Acetic acid glacial (Merck cat.no. UN 278Y9)

Crlvcine (Biorad,cat.ne.1610717)

Giveerol (Promega,cat.ne.H 5433)

Bromophenol biue (Biorad,cat no.161-0404)

SDS PAGE Low Range Molecular Weight standart (Biorad,cat.ne. 161-
0304)

Commassie blue R-230 (Biorad,cai.ro.161-0400)

Amido black 10-B (Merck catalog no. 1167)

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma, cat.no 5C 2322)

Tween 20 (Merckcat.no. 822184)

NaCl (BDH, cat.no. 10241)

Polyclonal rabbit  antihuman SHBG  (A350) (Biogenesis, DAKOQ

A/S, Glostrup, Denmark,car.no.D 0487)



Polyclonal goat anti rabit Iy vang terkonjugasi dengan alkaline
phosphatase (DA8T) (Biogenesis, DAKQ AfS, Glostrup, Denmark,cat.no. A
0980564)

Triton X-100 (Biorad,car ao.161-0407)

BCIP (5-bromo-i-chioro-3-indolyl phosphaie) (Promega,cat.no.5 3816)
NBT (Nitro blue tetrazolium)(Promega, cat.no.5 3800)
EDTA(Ethylenediaminetetra acetic acid)(BDH,Chemical Austraiia,

cat.no. 10093)
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LAMPIRAN 3
HASIL ANALISA DATA SECARA STATISTIK
DENGAN PROGRAM SPSS VERSI 10

Dari hasil penelitian pada populasi pria Indonesia dewasa sehat, dengan
mengzunakan 18 sampel serum, diperoleh data dua jenis pola seb unit SHEG vang
digolongkan menjadi dua kelompok vaitu kelompok sub unit SHBG dua pita (SHBG
normal) dan kelompok sub unit SHEG tiga pita (SHBG varian). Kadar SHEG dari
masing-masing kelompok sub unit tersebut kemudian diperiksa dan ingin diketahui
apakah kadar SHB(G pada kelompok sub unit SHBG tiga pita berbeda dengan kadar
SHEBG pada kelompek sub unit SHBG dua pita. Oleh karena itu data yang diperoleh
diperlakukan sebagai data yang tidak berpasangan (uarelated). Sebelum dilakukan
pengujian  hipotesa statistik, masing-masing kelompok data diuji rngkat
kenormalannya dengan vji Kolmogorov-Smirnov dan homogenilas vanansinya
dengan uji F (F-Test atau Levene's Test). Hipotesa statistik dari penelitian ini
dibuktikan dengan uji T (T-test). Batas kemaknaan yang digunakan adalah pada P
(2a) = 0,05. Ketiga macam uji statistik tersebut menggunakan aplikasi program

statistik SF55 versi 10 (Santoso 5. 2001).
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‘NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirmov Test

Kadar S4HBG
M 18
Mormal Parameters2®  Mean 41,1817
Sid. Deviation 16.4517
Mosl Extreme Absolute 52
Differances P asilive 25
Mogative - 152
Kalmagonw-Smirmoy 2 B4
Agymp. Shi. (Z-taded) JaE

i Test distribution |5 Nommsl,

b. Caleulated from data.

Uji Distribusi Populasi

Hipotesis :

Ho : populasi F(x) = populasi Fo{x), dengan F(x) adalah fungsi distribusi populasi
vang drwakili oleh sampel, dan Fo(x) adalah fungsi distribusi suatu populasi
berdistribusi normal dengan i = 41,15 dan 6 = 15,45,

H1 : populasi F(x) = populasi Fo{x) atau distribusi tidak normal.

Pengambilan Keputusan :
- Jika probabilitas (P) = 0,05 , maka Ho diterima
- Jika probabilitas (F) < 0,05 , maka Ho ditolak

Keputusan :

Termyaiz dari hasil perhitungan didapatkan nilai uji Kolmogorov-Smirnov untuk
xadar SHEG adalah 0,646 dengan probabilitas (P) = 0,799. Oleh karena probabilitas
>0.05 < Ho diterima artinya distribusi populasi dari kelompok ini adalah normal,



a9
T-Test
Group Statistics
Stk Error
Jumizh Pita M Mean Std. Deviation iean
Kadar 2.00 i1 42 2408 15.5497 46884
3.00 7 39, 4400 18,9285 71843
Indepondant Samples Test
Lavansg Test
Equiality of Vansnces -5l for Equality of Maans
95% Confidencs
Intersd of
_ Maszn | Bl Errer Dl et )
F gig. i df 54 |2-1a=!ed',: Diffgrarce | Dillerence Lgrasnr Lipgear
RADAR S mE“"""m“m o018 B06 0343 18 i 736 | 28008 Bigez| -1as170] 201188
| I

Uji Homogenitas Varians Menggunakan Uji I (F-Test atan Levene's Test)

Hipotesis :

Ho : kedua varians populasi adalah identik (homogen).
H1 : kedua varians populasi adalah tidak identik (tidak homogen).

Pengambilan keputusan :
- Jika probabilitas (P) > (0,05 maka Ho diterima.
- Jika probabilitas (F) < 0,05 maka Ho ditolak.

Keputusan :

Terlihat bahwa F hitung untuk kadar SHEG adalzh 0,018 dengan probabilitas 0,896,
(lieh karena probabilitas = 0,05 2 Ho diterima, artinya kedea varian populasinya
adalah identik (homogen).

Oleh karena tidak ada perbedaan yang nyata dari kedua varians, maka varians
dignnakan untuk membandingkan rata-rata populasi {atau tes untuk Equalily of




Means) mengpunakan uji T (T-Test) dengan dasar Equal variance assumed
{diasumsikan kedua varians sama).

Uji T (T-Test) Untuk Asumsi Varians Sama

Hipatesis :

Heo : kedua rata-rata populasi adalah identik (rata-rata populasi kadar fenotip SHEG
3 pita tidak berbeda bermakna dengan kadar fenotip SHBG 2 pita).

H1 : kedua rata-rata populasi adalah tidak identik (rata-rata populasi kedar fenotip
SHEBG 3 pita berbeda bermakna dengan kadar fenotip SHBG 2 pita).

Pengambilan keputusan :
- Jika probabilitas > 0,05 maka Ho diterima.
- Jika probabilitas < 0,05 maka Ho ditolak

Keputusan :
Terlibat bahwa t hitung untuk kadar SHEG dengan Equal varians assumed

(diasumsikan kedva warians sama) adalah 0,343 dengan probabilitas (20} adalah
0,736. Oleh karena probabilitas = 0,05 < Ho diterima, artinya rata-rata kadar fenotip
SHB(G 3 pita (SHBG varian) tidak berbeda bermakna dengan rata-rata kadar fenotip
SHEG 2 pita (SHBG normal).

Hasil keputusan yang sama juga didapat dengan melihat tabel uji T (Lampiran 5).

Menurut tabel uji T (Lihat lampiran 5. Tabel Persentase Distribusi t) dengan derajat
kebebasan (df= degree of freedom) = 16, maka nilai t sebesar 0,343 terletak diantara
nilai probabilitas (P atau 2a) 0,70 dan 0,80

atan dapat ditulis sebagai berikut :

0,70 < P < 0,80

Karena hasil perhitungan diatas nilai probabilitasnya > 0,05 = Ho ditcrima.
Kesimpulan : Rata-rata kadar fenotip SHBG 3 pita (SHBG varian) tidak berbeda
bermakna dengan rata-rata kadar fenotip SHBG 2 pita (SHBG

normal).



LAMPIRAN 4

TABEL PERSENTASE DISTRIBUSI ¢ *
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* Dikutip dan Petrie A., (1996)



