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KATA PENGANTAR

Puji syukur kami panjatkan kepada Tuhan yang Maha Kuasa atas selesainya diktat ini.

Diktat ini membahas tentang testosterone dan sex hormone binding globulin (SHBG).
Testosterone yang dikenal sebagai hormon kelamin, sedangkan SHBG dikenal sebagai
protein pengikat hormon kelamin termasuk testosterone. Testosteron yang dihasilkan
oleh sel Leydig di dalam testis berguna untuk spermatogenesis. Testosterone di dalam
testis dikenal dengan testosterone intratestikuler. Fungsi testosterone di dalam testis
untuk spermatogenesis diperantarai oleh protein sejenis SHBG yang disebut androgen
binding protein (ABP). Testosterone yang tidak dimanfaatkan di dalam testis
disekresikan ke dalam sirkulasi sehingga dikenal dengan testosterone sirkuler.
Testosteron sirkuler tersebut digunakan untuk umpan balik ke hipotalamus maupun
hipofisis dan juga beraksi ke sel target, misalnya otot, dan tulang. Aksi testosterone
sirkuler diperantarai oleh SHBG.

Semoga tulisan ini dapat bermanfaat bagi pembaca khususnya Mahasiswa Fakultas
Kedokteran.

Kami mengharapakan sumbangan pemikiran untuk perbaikan buku diktat ini.

Terima kasih kami ucapkan kepada semua pihak yang membantu dalam penyelesaian
buku diktat ini.
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BAB I.
TESTOSTERON

1. Molekul Testosterone
Testosteron merupakan androstanoid dengan gugus 17beta-hidroksi dan 3-okso.
Pada atom C-4 dan C-5 menunjukkan sifat ketidak jenuhan. Testosterone berperan
sebagai androgen, merupakan metabolit manusia, metabolit Daphnia magna, dan
juga metabolit pada tikus. Testosterone dibuktikan sebagai steroid 17-beta-hidroksi,
androstanoid, steroid C19, dan steroid 3-okso-Delta.

Rumus molekul testosterone yaitu: CigH2s802, rumus strukturnya disajikan pada

gambar 1.
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Gambar 1. Rumus struktur testosterone. A. struktur 2 dimensi. B. struktur 3 dimensi.
Sumber: PubChem (2024).

Pada hewan vertebrata termasuk manusia, testosterone diproduksi oleh sel Leydig di
dalam testis. Testosterone di dalam testis inilah yang disebut testosterone
intratestikuler. Sel Leydig pada manusia tampak sebagai sekelompok sel interstisial
di testis. Sel-sel ini merupakan sel polihedral dengan sitoplasma eosinofilik yang

memperllhatkan butiran pigmen. Sel Leydig di dalam testis disajikan pada gambar 2.
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Gambar 2. Sel Leydlg di dalam testis. Sumber: http://www.dreamstime.com/leydig-

cells-human-testicle-high-magnification-micrograph-group-interstitial-leydig-cells-
testis-image117239578



http://www.dreamstime.com/leydig-cells-human-testicle-high-magnification-micrograph-group-interstitial-leydig-cells-testis-image117239578
http://www.dreamstime.com/leydig-cells-human-testicle-high-magnification-micrograph-group-interstitial-leydig-cells-testis-image117239578
http://www.dreamstime.com/leydig-cells-human-testicle-high-magnification-micrograph-group-interstitial-leydig-cells-testis-image117239578

Produksi testosteron mulai fetal sampai usia dewasa memperlihatkan kadar yang

berbeda. Produksi testosterone mulai fetal sampai dewasa disajikan pada gambar 3.
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Gambar 3. Produksi testosterone mulai fetal sampai dewasa. Sumber: Zirkin, et al.,
(2018).

Pada sel Leydig, androgen berasal dari kolesterol. Kolesterol berasal dari sintesis de
novo, lipoprotein, tetesan lipid, atau membran plasma. Lipoprotein, LDL, HDL, dan
lipid yang mengandung kolesterol teresterifikasi dapat digunakan dalam
steroidogenesis setelah de-esterifikasi. Kolesterol di dalam mitokondria bagian dalam
mengalami metabolisme menjadi pregnenolon. Pregnenolon di mitokondria dan
reticulum endoplasma setelah melewati beberapa tahap diubah menjadi androgen
sebagai metabolit dari sel Leydig. Untuk lebih jelasnya perhatikan jalur
steroidogenesis berikut pada gambar 4.
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Gambar 4. Jalur steroidogenesis. Sumber: Zirkin, et al., (2018).



2. Fungsi testosteron

Androgen adalah steroid yang mengatur sekresi gonadotropin dan spermatogenesis.
Androgen dan progesteron merupakan steroid. Kedua hormon tersebut yang
diberikan secara bersamaan terhadap pria dewasa, maka produksi hormon
gonadotropin terhambat. Terjadinya proses tersebut dengan mekanisme umpan balik
negatif (negative feedback mechanism). Hal tersebut mengakibatkan proses
spermatogenesis terganggu. Fakta tersebut dimanfaatkan dalam KB pria. Meskipun
ada gangguan spermatogenesis dari kombinasi testosterone dan progesterone,
namun libido dan potensi seks pria dapat dipertahankan dengan adanya androgen
eksogen. Contoh androgen yaitu testosteron.
Testosteron berfungsi antara lain:

a. beraksi dalam pertumbuhan ciri kelamin pria.

b. spermatogenesis di dalam testis

c. mempertahan kegairahan seksual

d. meningkatakan pertumbuhan massa otot

e. meningkatkan pertumbuhan dan kepadatan tulang

f. menurunkan massa lemak tubuh

g. meningkatkan pertumbuhan rambut di tubuh dan wajah

h. meningkatkan produksi sel darah merah.

Testosteroen mengendalikan proses spermatogenesis. Peran testosteron dalam
spermatogenesis dikendalikan oleh hipotalamus, maupun hipofisis.

Hipotalamus menghasilkan GnRH (gonadotropin releasing hormone) atau FSH/LH-
RH (follicle stimulating hormone/luteinizing hormone-releasing hormone). GnRH
merupakan kunci regulasi sekresi gonadotropin, reproduksi dan tingkah laku seksual.
Gonadotropin berfungsi merangsang LH (Lutheinizing hormone) dan FSH (Folicle
stimulating hormone). LH berfungsi merangsang produksi hormon testosteron di
dalam testis.

FSH merangsang sel Sertoli untuk memproduksi ABP (androgen binding protein). ABP

berfungsi untuk mengangkut androgen dari jaringan interstisial ke epitel germinal



melalui sel Sertoli. Selain itu ABP juga mempercepat pengangkutan androgen dari
testis ke epididimis. Di dalam epididimis, androgen digunakan untuk proses
pematangan spermatozoa secara bertahap.

FSH juga berfungsi untuk memelihara pertumbuhan sel-sel spermatogenik dan
meningkatkan sensitivitas sel Leydig terhadap LH dalam memproduksi testosteron
(steroidogenesis). FSH diperlukan untuk memulai spermatogenesis tahap mitosis dan
menyempurnakan spermatogenesis pada langkah-langkah dalam spermiogenesis

dan spermiasi. Skema spermatogenesis disajikan pada gambar 5.
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Gambar 5. Spermatogenesis.
Sumber:http://accesspharmacy.mhmedical.com/content.aspx?bookid=514&sectioni
d=41817554
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Hasil penelitian memperlihatkan bahwa perkembangan dalam spermatogenesis
memerlukan testosteron. Ada beberapa tahap dalam spermatogenesis mulai dari
spermatogonia sampai terbentuknya spermatozoa. Tahap perkembangan dalam

spermatogenesis tikus disajikan pada gambar 6.
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Gambar 6. Tahap perkembangan spermatogenesis tikus. Sumber: Nishimura et al.
(2017)

3. Kadar testosteron
Telah dijelaskan di depan bahwa testosteron disintesis di dalam testis oleh sel Leydig.
Testosteron di dalam testis digunakan untuk spermatogenesis, dan Sebagian
testosterone yang tidak digunakan untuk spermatogenesis disekresikan kedalam
sirkulasi, ada juga yang ditransfor ke dalam epididimis untuk proses pematangan

spermatozoa secara bertahap. Testosteron total merupakan jumlah seluruh
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testosteron di dalam plasma darah (total testosterone). Kadar testosterone total
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kadar testosterone total manusia

No. Pustaka Subyek Kadar testosteron total
nmol/L ng/dL
1. Cunningham et al., 43 wanita normal (plasma) 1.18-1.28 33.71 - 36.57
1985 18 — 25 tahun
2. | Wilke & Utley (1987) | 37 wanita normal (serum) 09-21 26.08 — 60.86
3. | DPCP (1999) 81 wanita (serum)
* normal ...7-2.83 ..?7-81
* postmenopause 0.14 — 2.59 4.0-74
4. | Pasquali et al. (1995) | 6 pria normal (serum) 9.6 -18.8 274.28 - 537.13
22 — 31 tahun
5. Haffner et al. (1996) 87 pria normal (serum) 1.8-13.3 52.17 — 385.50
43 — 64 tahun
6. | DPCP (1999) 87 pria (serum)
20 — 49 tahun 8.57 — 64.26 245 — 1836
> 50 tahun 6.33 — 27.02 181- 772

Keterangan: nmol/L = nanomol per liter; ng/dL = nanogram per deciliter; DPC = Diagnostic Products
Corporation. Sumber: Edy Parwanto (2004).

Di dalam plasma darah, testosteron total sebagian besar diikat oleh protein
albumin, SHBG, CBG (cortisol-binding globulin = CBG). Ada testosteron dalam plasma
darah yang tidak terikat oleh protein sehingga keberadaannya sebagai testosterone
bebas. Persentase ikatan antara testosterone dengan protein dalam plasma darah
manusia disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Persentase ikatan testosterone bebas dengan protein plasma darah manusia

Testosteron Testosteron yang terikat oleh | Testosteron| Peneliti
Total SHBG Albumin | CBG Bebas
23 nmol/L 44.3% 49.9% | 3.56%| 2.23% Dunn et al.
(1981)
19.25+1.75 56.7 + 46 + - 1.95+  Pugeat et al.
nmol/L 22.2% 18% 0.21% (1984)
(550 + 50 ng/dL)

Keterangan: SHBG = sex hormone binding globulin; CBG = cortisol binding globulin; nmol/L =
nanomol per liter; ng/dL = nano gram per desiliter. Sumber: Edy Parwanto (2004).

Berdasar data tentang distribusi testosteron plasma tersebut dapat disimpulkan
adanya hubungan antara kadar testosteron total, testosteron bebas dan SHBG.

Beberapa kisaran kadar testosteron bebas pada manusia disajikan pada tabel 3.
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Tabel 3. Kadar testosteron bebas manusia

No. Pustaka Subyek Kadar testosteron bebas
nmol/L pg/mL
1. Gates et al. 62 wanita (plasma) 0.0008 — 0.0020 0.231-0.579
(1996)
2. DPCs¢, 1999 41 wanita normal ...7-0.0134 ...7-3.9
(serum)
27 wanita ...7—-0.00621 ...7-138
postmenopause
(serum)
3. Hamalaine 30 pria normal (serum) 0.174 -0.292 50.36 — 84.52
n et al. 42 — 48 tahun
(1986)
4, Pasquali et 6 pria normal (serum) 0.0531 - 0.0905 15.34 - 26.19
al. (1995) 22 — 31 tahun
5. Haffner et 87 pria normal (serum) 0.0053 - 0.0331 1.53-9.58
al. (1996) 43 — 64 tahun
6. DPCe¢, 1999 68 pria normal (serum) 0.04278 — 0.138 12.4 -40.0
20 — 49 tahun
19 pria normal (serum) 0.03726 — 0.08487 10.8 -24.6
> 50 tahun

Keterangan: nmol/L = nanomol per liter; pg/L = picogram per milliliter; DPC = Diagnostic
Products Corporation; ...? = tidak terukur. Sumber: Edy Parwanto (2004).

Persentase testosteron bebas dari testosteron total :

a. Pada wanita normal 0.04 — 3%

b. Pada wanita postmenopause 0.07 — 1.2%

c. Pada pria normal yang berumur 20 — 49 tahun 0.18 — 0,68%

d. Pada pria berumur lebih dari 50 tahun 0.16 — 0.67%.
Dalam poros hipotalamus-hipofisis-testis, testsoteron bebas berfungsi untuk
mekanisme umpan balik negatif baik ke hipofisis maupun hipotalamus.
Mekanisme aksi testosteron bebas terhadap sel sasaran diperantarai oleh SHBG.
Testosteron bebas berikatan terlebih dahulu dengan kompleks SHBG-RsHsG sehingga
membentuk ikatan testosteron-SHBG-RshHsc. Ikatan tersebut terjadi pada membran sel

sasaran.
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Kadar testosteron bebas dalam plasma dapat diatur oleh SHBG. Karena kadar
testosteron bebas dalam plasma diatur oleh SHBG, maka faktor-faktor yang
mempengaruhi kadar SHBG juga ikut mempengaruhi kadar testosteron bebas.
Indeks testosteron bebas (ITB) merupakan perbandingan testosteron total dengan
SHBG dikalikan 100. Indeks testosteron bebas digunakan untuk:

a. menentukan status testosterone

b. menentukan adanya abnormalitas ikatan antara SHBG dengan testosteron.
Pada pria normal, nilai ITB yaitu 40 — 150, sedangkan pada wanita 0.8 —4.9. ITB pada
wanita hirsutisme berbeda dengan wanita normal. ITB pada pria defisiensi
gonadotropin berbeda dengan pria normal. Nilai ITB pada manusia disajikan pada
tabel 4.

Tabel 4. Indeks testosteron bebas manusia

Nomor Subyek Kadar zat dalam plasma darah Indeks
Testosteron total SHBG testosteron
nmol/L nmol/L bebas
1. 43 wanita normal 1.18-1.28 39.8-44.4 2.88 -3.30
2. 23 pria normal - 225-25.3 79.70 - 93.30
3. 32 wanita hirsutisme 1.51 — 1.69** 28.7 — 33.1**a 6.15 - 7.77**2
4. 4 pria defisiensi 0.42 —0.70 27.7-327 2.17-2.35"
gonadotropin

Keterangan: SHBG = sex hormone binding globulin; nmol/L = nanomol per liter; ** & = berbeda
sangat bermakna (p < 0.001) dibanding wanita normal; ™ = berbeda sangat bermakna
(p < 0.001) dibanding pria normal. Sumber: Cunningham et al. (1985).

4. Aksi testosteron terhadap sel target
Testosterone beraksi terhadap sel target dengan 2 cara, yaitu:
a. Transduksi sinyal
b. diufusi melintas membran sel, selanjutnya sampai ke DNA target.

13



BAB II.
SEX HORMONE BINDING GLOBULIN

1. Molekul Sex hormone binding globulin
Sex hormone binding globulin (SHBG) sebelumnya dikenal dengan istilah sex steroid-
binding protein (SBP). Pada pertemuan ke 6 kelompok studi internasional untuk
hormon steroid (Roma) tahun 1969 menerima istilah SBP.
Beberapa istilah yang kemudian diperkenalkan sehubungan dengan SBP, antara lain:
a. steroid-binding  globulin (SB B G)
b. sex hormone-binding globulin (SHBG)
c. testosterone-binding globulin
d. testosterone-estradiol-binding globulin (TeBG)
e. estradiol-binding protein (EBP)
f. androgen binding protein (ABP)
TeBG ternyata tidak tepat karena diketahui kemudian bahwa protein tersebut
berikatan lebih baik dengan 5-a dehidrotestosteron (DHT) daripada testosteron
ataupun 17 a -estradiol.
Ciri yang berkaitan dengan SHBG, yaitu:
a. merupakan glikoprotein plasma
b. disintesis oleh sel hepatosit
c. bersifat reversible
d. berafinitas tinggi untuk mengikat androgen dalam sirkulasi (DHT, testosteron,
3 a-androstenediol)
e. berafinitas rendah untuk mengikat estrogen aktif maupun estradiol
f. diproduksi oleh sel hepatosit
Sel Sertoli memperoduksi SHBG testis, oleh karena itu disebut ABP (androgen

binding protein).

Molekul SHBG fungsional dibentuk dari precursor SHBG yang diproduksi oleh
hepatosit. Prekursor ABP maupun SHBG disajikan pada gambar 7.
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Gambar 7. Prekursor ABP maupun SHBG pada tikus dan manusia. Prekursor ABP/SHBG
yang mengandung residu asam amino (403 asam amino). Jumlah tersebut termasuk sinyal
peptida ( = ). Ada 2 jembatan disulfida yaitu sistein 164 dengan sistein 188 dan sistein
333 dengan sistein 361). Pada SHBG manusia ada 2 macam glikosilasi yaitu glikosilasi O dan
glikosilasi N. Glikosilasi O (O-glycosylation) pada treonin 7 ( O ). Glikosilasi N (N-glycosylation)
pada 2 tempat yaitu asparagin 351 dan asparagin 367 ( [ | ). Pada ABP/SHBG tikus tidak ada

glikosilasi O. Daerah ikat reseptor (receptor-binding region) ditunjukkan oleh tanda *
Sumber: Joseph (1994).

Komponen SHBG yaitu karbohidrat (sebagian kecil) dan asam amino (Sebagian
besar). Jumlah komponen karbohidrat penyusun SHBG kurang lebih 14%. SHBG

manusia telah dianalisis, dan hasilnya disajikan pada table 5.



Tabel 5. Komposisi SHBG manusia

Komponen Mol/mol dimer SHBG | Komponen Mol/mol dimer SHBG
Sistein 76 2 7.6 P | Tirosin 6.0 2 44 P
Asam aspartat 60.8 ° 63.8 ® | Fenilalanin 206 ° 230 °
Threonin 359 ° 29.6 ° | Histidin 209 @ 240 °
Serin 64.0 ° 59.2 ® | Lisin 245 ° 242 °
Asam 70.0 ? 72.6 ® | Arginin 30.2 ° 36.6 °
glutamate
Prolin 55.6 2 68.4 ° | Triptofan 220 2 220 °
Glisin 73.0 @ 73.2 b Manosa 11.3 °@ 11.3 b
Alanin 46.1 2 53.4 P | Galaktosa 13.6 2 13.6 °
Valin 359 °@ 396 ° n-asetilglu- 194 32 19.4 b

kosamin
Metionin 7.7 ? 10.4 ® | n-asetilga- 3.0 @ 30 °
laktosamin
Isoleusin 19.3 2 19.8 ° | Fukosa 1.1 2 1.1 °
Leusin 90.2 ° 116.0 P | Asam sialat 96 ° 96 °

Keterangan: a = perhitungan komposisi SHBG oleh Turner et al. (1984) berdasar pada polipeptida dimerik

dengan berat molekul 75 680 Dalton; b = perhitungan komposisi SHBG oleh Petra et al. (1986)
berdasar pada polipeptida dimerik dengan berat molekul 73 616 Dalton. Dibandingkan dengan
gambar 4, asparagin sebagai komponen SHBG pada tabel ini belum tampak.

Karakteristik molekul SHBG plasma yang fungsional

a. berbentuk dimer

b. jika mengalami disosiasi menjadi monomer atau subunit

c. subunit SHBG manusia terdiri atas 373 residu asam amino (40.509 kDa)

d. sinyal peptidanya 29 residu asam amino.

e. bagian ikat steroid (steroid binding site) berlokasi antara sub-unit SHBG

f. dimerisasi dari 2 subunit sangat penting sebagai fungsi SHBG untuk mengikat
steroid

g. satu molekul SHBG membentuk dimer dan berikatan dengan 1 molekul steroid

h. metionin 139 pada SHBG manusia merupakan komponen penting dari bagian
ikat steroid.

i. SHBG memiliki urutan asam amino yang sama dengan ABP

J. SHBG dan ABP merupakan produk gen yang sama

k. protein SHBG mengalami glikosilasi, yaitu modifikasi protein dengan cara
menambah atau mengikat rantai karbohidrat berupa oligosakarida.

I. glikosilasi pada SHBG manusia ada 2 macam, Vyaitu glikosilasi O dan
glikosilasi N.

m. SHBG yang mengalami glikosilasi O terjadi ikatan oligosakarida pada atom O

molekul serin atau treonin (O-glycosilation)

n. Glikosilasi N (N-glycosylation) pada SHBG terjadi penambahan molekul
16



oligosakarida yang terikat pada atom nitrogen (N) molekul asparagin (N-linked
glycosilation = asparagines-linked glycosilation).

0. Glikosilasi O SHBG manusia terjadi pada molekul treonin 7 tetapi pada tikus
tidak ada glikosilasi O.

p. Glikosilasi N SHBG manusia dengan fenotip SHBG normal (wild-type SHBG)
terjadi pada molekul asparagin 351 dan 367, sedangkan pada individu dengan
fenotip SHBG varian terjadi penambahan glikosilasi N pada molekul asparagin
327.

g. Subunit SHBG mengandung 4 molekul sistein, yaitu sistein 164, 188, 333
dan 361. Pada SHBG manusia yang fungsional, molekul sistein 164
membentuk ikatan disulfida dengan sistein 188, demikian juga antara sistein
333 dengan sistein 361.

r. Ikatan disulfida tersebut menyebabkan molekul SHBG menjadi mantap

Urutan asam amino pada SHBG manusia disajikan pada gambar 8.

-29 MESRGPLATSRLLLLLLLLLLRHTRQGWAH2RPVLPTQSAHDPPAVHLSN 20
21 GPGQEPIAVMTFDLTKITKTSSSFEVRTWDPEGVIFYGDTNPKDDWFMLG 70
71 LRDGRPEIQLHNHWAQLTVGAGPRLDDGRWHQVEVKMEGDSVLLEVDGEE 120
121 VLRLRQVSGPLTSKRHPIMRIALGGLLFPASNLRLPLVPALDGC'LRRDSW 170
171 LDKQAEISASAPTSLRSC' DVESNPGIFLPPGTQAEFNLRDIPQPHAEPWA 220
221 FSLDLGLKQAAGSGHLLALGTPENPSWLSLHLOQDQKVVLSSGSGPGLDLP 270
271 LVLGLPLQLKLSMSRVVLSQGSKMKALALPPLGLAPLLNLWAKPQGRLFL 320
321 GALPGEDSSTSFC'LNGLWAQGQRLDVDQALNRSHEIWTHSC'PQSPGNGTD 370

371 ASH 373

Gambar 8. Urutan asam amino sex hormone binding globulin (SHBG) manusia.
A =alanin; C = sistein; D = asam aspartat; E = asam glutamat; F = fenil
alanin; G = glisin; H = histidin; | = iso-leusin; K = lisin; L = leusin;
M = metionin; N = asparagin; P = prolin; Q = glutamin; R = arginin; S =
serin; T = treonin; V = valin; W = triptofan; Y = tirosin; H2 = histidin nomor 1
pada SHBG matang (hasil determinasi sequencing asam amino oleh
Damassa et al. (1996); T = treonin nomor 7, tempat glikosilasi O; N 351 dan
367 = tempat glikosilasi N; * = ikatan disulfida antara sistein 164 — 188 dan
sistein 333 — 361.
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2. Berat Molekul SHBG

Pengukuran berat molekul SHBG pada teknik elektroforesis dan western blotting
dilakukan dengan membandingkan BM SHBG dengan protein standard BM.
Protein dimer SHBG pada kondisi terdenaturasi pecah menjadi monomer.
Monomer SHBG tersebut dibandingkan dengan protein standar BM. Cara lain
untuk menentukan BM SHBG dapat dilakukan antara lain dengan spektrofotometer
massa. BM monomer SHBG dari hasil pengukuran oleh beberapa peneliti disajikan
pada tabel 6.

Tabel 6. Berat molekul SHBG

Nomor Peneliti Berat molekul monomer SHBG
1. | Turner et al. (1984); 44 kDa
Petra et al. (1986).
2. | Gershagen et al. 2 pita: 49 kDa dan 52 kDa
(1987b); Van Baelen et
al. (1992).
3. | Gershagen et al. 3 pita: 49 kDa, 52 kDa dan 56 kDa
(1987b); Van Baelen et
al. (1992).
4. Power et al. (1992) SHBG manusia yang diekspresikan oleh sel

ovarium hamster china (Chinese hamster ovary
cells = CHO cells) : 48 kDa, 52 kDa dan 60 kDa.

5. Bocchinfuso et al. SHBG normal homozigot : 48 kDa dan 52 kDa
(1992); Power et al. SHBG varian heterozigot : 48 kDa, 52 kDa dan
(1992); Cornelisse et al. 56 kDa.

(1994); Cousin et al. SHBG varian homozigot : 48 kDa, 52 kDa dan
(1998). 56 kDa.
6. | Sui etal. (1999) SHBG manusia yang mengalami deglikosilasi,

diekspresikan oleh Pichia pastoris, diukur dengan
spektrofotometer massa: 39.7178 + 10.4 kDa.

Keterangan: kDa = kilo Dalton.

3. Molekul SHBG dan aksi steroid

SHBG dalam plasma darah berperan penting dalam menentukan kadar hormon
steroid dan aktivitas biologisnya. SHBG memiliki 2 aktivitas biologis, yaitu mengikat
androgen dan estrogen serta mengatur kadar steroid dalam plasma. Kadar steroid
plasma diatur oleh SHBG dengan cara berikatan ke reseptor membran sel. Steroid
plasma sebagian besar berikatan dengan SHBG. Sebagian lagi steroid bebas

dalam plasma akan berikatan dengan kompleks reseptor SHBG dengan SHBG
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(RSHBG-SHBG) pada membran sel. Steroid yang terikat tersebut akan
mengaktifkan RSHBG-SHBG. Model interaksi antara steroid, SHBG dan reseptor

membran tampak pada gambar 9.

SHE G bebas l I metnbran sel
reseptur\ k, /
bagian irat & Y +
steroid bagian ilcat -
reseptor ko
+ +

S ks ||k

mternalizasi/
+ ©§ znd mmssenger

SHEG yang berikatan

dengan stercid

Gambar 9. Model interaksi antara steroid, SHBG dan reseptor SHBG.

Pada model tersebut afinitas DHT-SHBG = kompleks reseptor-SHBG. k3/k4 =
k5/k6, k1 << k3, k2 << k4 dan k2 = k7.

SHBG = sex hormone binding globulin, DHT = 5a-dehidrotestosteron, k = konstanta
Sumber: Hryb et al., 1990.

Waktu paruh disosiasi RSHBG-SHBG lebih dari 50 jam dan dapat menginduksi
pembentukan second messenger (2nd messenger) dan atau ditranslokasi kedalam
sel. Pada suhu 0 oC, waktu paruh ikatan antara SHBG dengan DHT pada manusia
30 — 60 menit dan ikatan antara ABP dengan DHT pada tikus 5 — 6 menit.

DHT maupun testosteron menghambat SHBG untuk berikatan dengan RSHBG,
namun daya hambat DHT tersebut lebih besar dibandingkan dengan testosteron.
Kompleks steroid-SHBG-RSHBG selanjutnya mengaktifkan protein G (Nakhla et
al., 1999). Protein G yang difosforilasi mengalami perubahan konformasi sehingga

menjadi aktif. Perubahan konformasi protein G penting untuk mengaktifkan adenil
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siklase. Setiap adenil siklase yang diaktifkan mengubah adenosine triphosphate
(ATP) menjadi cyclic adenosine monophosphate (cCAMP). Jadi aktifnya protein G
mengakibatkan cAMP intraseluler meningkat cepat. Peningkatan cAMP tersebut
mengaktifkan sistem intraseluler . Molekul cAMP kemudian mengaktifkan kinase-
A.

4. Kadar SHBG

Kadar SHBG dipengaruhi antara lain oleh:

a. banyak sedikitnya sekresi SHBG oleh sel hepar

b. jenis kelamin
C. umur

d. status hormon

e. status gizi, termasuk indeks massa tubuh

f. kondisi patologis

g. faktor genetik

Kadar SHBG disajikan pada table 7.

Tabel 7. Kadar SHBG manusia

Pustaka Subyek Kisaran
nmol/L mg/L

Anderson (1974) 34 wanita normal (plasma) 422 -113 3.97 - 10.62
Cunningham et al 43 wanita normal (plasma) 39.8-444 3.74-4.17
(1985)

Wilke & Utley (1987) 37 wanita normal (serum) 26.1 — 68.3 2.45-6.42
DPC2 (1999). 111 wanita normal (serum) 16 — 120 1.50-11.28
Anderson (1974) 22 prianormal (plasma) 18.5-55.3 1.74 -5.20
Cunningham et al 23 prianormal (plasma) 225-253 211-2.37
(1985)

Hamalainen et al 30 pria normal (serum) 25.6 —54.2 2.40 -5.09
(1986)

Pasquali et al. (1995) 6 pria normal (serum) 145-19.5 1.36 —1.83
Haffner et al. (1996) 87 pria normal (serum) 1.4-104.3 0.13-9.80
DPC2 (1999). 122 pria normal (serum) 10-73 0.94 — 6.86

Keterangan: nmol/L = nanomol per liter; mg/L = milligram per liter; DPC = Diagnostic Products

Corporation.

Apabila seseorang diterapi testosterone, maka mempengaruhi kadar SHBG. Efek

terapi testosteron pada pria defisiensi gonadotropin disajikan pada tabel 8.
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Tabel 8. Efek terapi testosteron pada pria defisiensi gonadotropin

Sebelum terapi Sesudah terapi
Umur Testosteron SHBG Umur Testosteron SHBG
(tahun) (nmol/L) (nmol/L) (tahun) (nmol/L) (nmol/L)
20 0.9 19.6 20 212 38.0 16.2
18 612 0.6 25.3 18 712 24.6 194
17 04 23.7 17 812 15.7 17.2
15 V12 0.3 42.2 16 312 21.7 14.6

Keterangan: nmol/L = nanomol per liter.

Sumber: Cunningham et al. (1985).

Diet tinggi protein mempengaruhi kadar SHBG. Rasio asupan protein karbohidrat
dalam diet merupakan faktor penting yang mengatur kadar hormon steroid plasma
dan produksi protein pengikat hormon oleh hati.
Perubahan kadar testosteron dan SHBG pada diet protein tinggi dan diet
karbohidrat tinggi disajikan pada gambar 10.

S0 @

A TT B. SHBG
p =001

40 @

30 0

nmolL

10 ¢

0

Gambar 10. Perubahan kadar testosteron total (TT) dan sex hormone binding
globulin (SHBG) pada diet protein tinggi dengan diet karbohidrat tinggi. Sumber:
Anderson (1987).
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Diet seseorang mempengaruhi IMT, dan IMT mempengaruhi kadar SHBG. Hasil
penelitian juga memperlihatkan bahwa protein berpengaruh terhadap kadar SHBG.
Kenaikan IMT menurunkan kadar SHBG. Dengan demikian kadar SHBG
berkorelasi negatif dengan IMT. IMT yang semakin meningkat, kadar SHBG
semakin menurun. Hubungan antara penurunan kadar SHBG dengan peningkatan

IMT disajikan pada gambar 11.
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Gambar 11. Hubungan antara penurunan kadar sex hormone-binding globulin
(SHBG) dengan peningkatan indeks masa tubuh (IMT) pada manusia (Lapidus et
al., 1986).

Hasil penelitian yang menunjukkan adanya perbedaan kadar SHBG dan indeks
testosteron bebas antara pria omnivor dengan pria vegetarian. Pada penelitian
tersebut, kadar testosteron total antara pria omnivor dengan pria vegetarian tidak
berbeda. Kadar SHBG pada kelompok vegetarian lebih tinggi daripada kelompok

omnivor, tetapi indeks testosteron bebasnya lebih rendah.
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Hasil penelitian lain memperlihatkan perbedaan kadar SHBG antara pria omnivore

dengan pria vegetarian yang disajikan pada table 9.

Tabel 9. Kadar SHBG antara pria omnivore dengan pria vegetarian

Nomor | SHBG, TB dan Subyek Hari pertama Hari kedua
ITB Pukul 08.00 Pukul 08.00
1. SHBG (nmol/L) Pria omnivor 248+ 1.7 235129
(14 subyek)
Pria vegetarian 345+28** 36.4+44*
(15 subyek)
2. Testosteron total Pria omnivor 194+14 18.0+14
(nmol/L) (14 subyek)
Pria vegetarian 22.88+2.7 246127
(15 subyek)
3. ITB Pria omnivor 0.79 £ 0.06 0.86 £ 0.07
(14 subyek)
Pria vegetarian 0.61+0.03 ** 0.63+0.07 **
(15 subyek)

Sumber: Belanger et al. (1989).
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BAB IlI.
GEN DAN POLIMORFISME SHBG

1. Gen SHBG
Gen SHBG ditengarai sebagai berikut:

a. dikode oleh 4.3 kb (kilo basa)

b. terdiri atas 8 ekson

c. letaknya pada daerah lengan pendek p12 — p13 kromosom 17

d. ekson 1 pada gen SHBG manusia mengandung seri pengkode (coding
sequence) untuk mensekresi sinyal polipeptida

e. ekson 2 — 8 mengkode 2 bagian LG (laminin G-like domains = LG-like domains)

f. Ujung-amino dari bagian LG dikode oleh ekson 2 — 4 yang mengandung bagian
ikat steroid dan bagian yang membentuk dimmer dan beberapa bagian ikat
kation

g. Ujung-karboksil bagian LG kurang mantap, bagian ini yang normal hanya
mengandung 2 bagian glikosilasi N.

Gambar gen SHBG manusia disajikan pada gambar 12.

'promoter[: .. - . . . - l

Exons 1 2 3 4 5 6 7 8

Gambar 12. Gen sex hormone binding globulin (SHBG) manusia.
g = awal transkripsi Sumber : Hogeveen et al. (2002).

2. Polimorfisme SHBG
SHBG memiliki variasi antar individu dalam hal ukuran (berat molekul = BM).

Polimorfisme SHBG terjadi karena mutasi titik pada ekson 8, yaitu kodon 327 dari

GAC menjadi AAC. Perubahan kodon tersebut menyebabkan penggantian susunan
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asam amino dari aspartat menjadi asparagin. Telah dijelaskan di depan bahwa
asparagin merupakan tempat terjadinya glikosilasi N sehingga terjadi pengikatan

molekul oligosakarida. Gambar mutasi titik pada ekson 8 gen SHBG disajikan pada

gambar 13.
&
Ga2s =z
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Gambar 13. Mutasi titik pada ekson 8 gen sex hormone binding globulin (SHBG)
manusia. G 325 = glisin nomor 325; E 326 = asam glutamat nomor 326; N* (D) 327 =
asparagin (N) hasil mutasi dari aspartat (D) nomor 327; S 328 = serin nomor 328; S
329 = serin nomor 329; T = timin; A = adenine; G = guanin dan C = sitosin.

Sumber: Power et al. (1992).

Ada 3 jenis fenotip SHBG yaitu, SHBG normal homozigot (wild-type SHBG = W/W),
SHBG varian heterozigot (heterozygous variant SHBG = W/v) dan SHBG varian
homozigot (homozygous variant SHBG = v/v). SHBG normal homozigot terdiri atas
subunit ringan (light subunit = L sub unit) 48 kDa dan subunit berat (heavy subunit =
H sub unit) 52 kDa. SHBG varian baik homozigot maupun heterozigot memiliki
subunit sangat berat (superheavy subunit = SH sub unit) 56 kDa.

SHBG manusia yang dianalisis dengan elektroforesis gel poliakrilamid-sodium
dodesil sulfat (sodium dodecyl sufate-polyacrylamide gel electrophoresis = SDS-

PAGE) dan western blotting (WB) menunjukkan bahwa fenotip SHBG normal

homozigot memperlihatkan 2 pita (double banded). Kedua pita SHBG tersebut terdiri
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atas 2 subunit yang berbeda ukurannya, yaitu 49 dan 52 kDa dengan perbandingan
1:10. Fenotip SHBG varian homozigot dan heterozigot memperlihatkan 3 pita (triple
banded). Ketiga pita tersebut menurut terdiri atas 49, 52 dan 56 kDa, hasil yang lain
memperlihatkan terdiri atas 48, 52 dan 56 kDa. Gambar hasil elektroforesis dan

western blotting SHBG tampak pada gambar 14, 15, 16, dan 17.

0
)

Al N2 H

Gambar 14. Hasil elektroforesis dan western blotting sex hormone binding globulin
(SHBG) manusia. Sumber: Gershagen et al. (1987b).

Al, B1 hasil elektroforesis dan western blotting SHBG 2 pita (49 dan 52 kilo
Dalton/kDa); A2, B2 hasil elektroforesis dan western blotting SHBG 3 pita (49, 52
dan 56 kDa). Sumber: Gershagen et al. (1987b).
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Gambar 15. Hasil western blotting sex hormone binding globulin (SHBG) manusia.
Sumber: Cousin et al., (1998).

A. SHBG varian homozigot (v/v) 3 pita (48, 52 dan 56 kilo Dalton/kDa).

B. SHBG varian heterozigot (W/v) 3 pita (48, 52 dan 56 kDa).

C. SHBG normal homozigot (W/W) 2 pita (48 dan 52 kDa)
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Gambar 16. Hasil western blotting sex hormone binding globulin (SHBG) manusia
normal dan varian dalam serum dan Chinese hamster ovary (CHO). Sumber: Power

et al. (1992).
A. SHBG manusia normal dalam CHO (48 dan 52 kilo Dalton/kDa).

B. SHBG manusia varian dalam CHO (48, 52 dan 60 kDa).
C. SHBG varian dalam serum manusia, tampak pita dengan BM 56 kDa).
D. SHBG normal dalam serum manusia (48 dan 52 kDa)

kKDa
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Gambar 17. Hasil western blotting sex hormone binding globulin (SHBG) normal.
kDa = kilo Dalton. Sumber : Hogeveen et al. (2002).

Produk alel varian dari gen SHBG telah diidentifikasi dalam serum manusia
(Gershagen etal., 1987a; Larrea et al., 1990; Van Baelen et al., 1992). Adanya mutasi
titik dapat menyebabkan modifikasi atau substitusi asam amino tunggal dalam SHBG

manusia. Modifikasi atau substitusi asam amino tunggal dalam SHBG manusia dapat

berpengaruh pada aktivitas ikatan terhadap steroid.
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BAB IV.
PENGUKURAN TESTOSTERON DAN SHBG

1. Pengukuran testosterone total
Coat-A-count total testosterone (DPCP, 1999) merupakan radioimmunoassy fase
padat. Antibodi khusus-testosteron total (total testosterone-specific antibody)
diimobilisasi pada dinding tabung polipropilen. Testosteron total yang dilabel 23|
(1251 —total testosterone) berkompetisi dengan testosteron total dalam serum sampel
terhadap antibodi khusus-testosteron total. Setelah tabung didekantasi maka
berakhirlah fase terjadinya ikatan antara antibodi dengan testosteron total.
Pengukuran konsentrasi testosteron total dengan gamma counter. Kadar testosteron

total serum sampel ditentukan dengan kurva kalibrasi.

2. Pengukuran kadar tetosteron bebas
Coat-A-count free testosterone (DPCc, 1999) merupakan radioimmunoassy fase
padat. Antibodi khusus-testosteron bebas (free testosterone-specific antibody)
diimobilisasi pada dinding tabung polipropilen. Testosteron bebas yang dilabel 125l
(1251- free testosterone) berkompetisi dengan testosteron bebas dalam serum
sampel terhadap antibodi khusus-testosteron bebas. Setelah tabung didekantasi
maka berakhirlah fase terjadinya ikatan antara antibodi dengan testosteron bebas.
Pengukuran konsentrasi testosteron bebas dengan gamma counter. Kadar
testosteron bebas serum sampel ditentukan dengan kurva kalibrasi.

3. Pengukuran kadar sex hormone binding globulin
IRMA-Count SHBG (DPC? 1999) merupakan pengukuran secara imunologis
menggunakan zat radioaktif (immunoradiometric assay). Cara pengukuran ini
berdasar pada dinding tabung yang dilapisi ligan dan penggunaan antibodi
monoklonal. Antibodi monoklonal tersebut mempunyai spesifisitas terhadap SHBG,
ada yang dilabel 1251 dan yang lain dilabel ligan. SHBG dalam serum sampel diikat
oleh antibodi monoklonal yang dilabel ligan sesuai dengan reaksi kinetik fase cair.
Kompleks tersebut kemudian berikatan dengan ligan pada dinding tabung melalui
perantara anti-ligan (anti-ligand bridge method) yang berikatan dengan ligan baik
dipermukaan tabung maupun pada antibodi yang telah berikatan dengan SHBG.
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Kemudian ditambahkan antibodi monoklonal terhadap SHBG yang dilabel 2°I.
Antibodi tersebut akan terikat pada SHBG yang telah membentuk kompleks di
permukaan dinding tabung. Pencucian tabung dilakukan untuk menghilangkan
kelebihan penanda radioaktif. Radioaktivitas dalam tabung dibaca dengan gamma

counter dan hasilnya sebanding dengan kadar SHBG dalam serum sampel.
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BAB V.
PENENTUAN FENOTIP SHBG

SHBG serum sampel memiliki berat molekul sekitar 100 kDa. Sebelum elektroforesis,
albumin serum dihilangkan dengan blu sepharose. SHBG serum sampel saat dilakukan
elektroforesis gel poliakrilamid sodium dodesil sulfat (sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis = SDS-PAGE) mengalami separasi berdasar berat
molekulnya.

Sodium dodesil sulfat mengikat sepanjang rantai polipeptida dan kompleks protein-
sodium dodesil sulfat sebanding dengan berat molekulnya. Pita SHBG hasil separasi
pada gel kemudian ditransfer pada membran nitroselulosa (imobilon). Pita SHBG pada
imobilon direaksikan dengan antibodi poliklonal kelinci anti-SHBG manusia (polyclonal
rabbit anti-human SHBG immunoglobulin). Setelah itu direaksikan dengan antibodi
poliklonal kambing anti-kelinci anti-SHBG manusia (polyclonal goat anti-rabbit anti-
human SHBG immunoglobulin) yang dikonyugasikan dengan fosfatase alkali (alkaline
phosphatase).

Setelah membran dicuci dengan nonidet P-40 dalam tris buffer saline (TBS) kemudian
warnai dengan 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphatase (BCIP) dan nitroblue
tetrazolium (NBT) untuk melihat pita SHBG. Pita SHBG serum sampel dibandingkan
dengan pita SHBG standar (kontrol). Jumlah pita SHBG serum sampel digunakan
untuk menentukan 2 macam fenotip SHBG, yaitu fenotip SHBG normal (2 pita SHBG
= SHBG double banded) dan fenotip SHBG varian (3 pita SHBG = SHBG triple banded).
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