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ABSTRAK 
Teknik IHK sangat bermanfaat dalam pengamatan biopsi testis, 
terutama ketika pengamatan dengan pewarnaan biasa masih 
memberikan hasil yang ambigu. Adapun teknik IHK banyak 
digunakan dalam penelitian terkait identifikasi azoospermia, 
identifikasi atau klasifikasi tumor pada testis, dan mengidentifikasi 
populasi sel germinal pada fetus yang kemudian dapat memberi 
informasi terkait asal-usul tumor pada testis. Pada makalah ini 
dibahas marker protein yang banyak diteliti pada penelitian terkait 
ketiga penerapan tersebut. Marker yang banyak diteliti untuk 
identifikasi populasi sel germinal fetus yaitu placental alkaline 
phosphatase (PLAP), C-KIT, CHK2, PCTAIRE-1, dan melanoma 
antigen A4 (MAGE-A4), AP-2, OCT3/4, dan protein M2A. Sementara 
itu, marker yang banyak diteliti untuk identifikasi azoospermia yaitu 
DGCR8, iNOS, dan analisis profil makrofag dan sel Leydig. Adapun 
marker yang telah diteliti untuk identifikasi tumor testis yaitu C-KIT, 
OCT3/4, SOX2, NANOG dan DGF3.  
 
PENDAHULUAN 
 Imunohistokimia (IHK) merupakan metode untuk menentukan 
lokasi dari suatu antigen dalam jaringan atau sel berdasarkan 
pengenalan antigen-antibodi yang dapat teramati dengan mikroskop 
cahaya.1 IHK memiliki sejarah yang panjang, dimulai dari tahun 1940 
ketika Coons mengembangkan teknik immunofluoresen untuk 
mendeteksi suatu antigen pada jaringan tersimpan.2 Selanjutnya, 
teknik enzimatis yang dikembangkan oleh Nakane, merupakan era 
penting dalam imunohistokimia, karena reaksi tersebut dapat dilihat 
melalui mikroskop cahaya.34 Inovasi tersebut membawa IHK 
melampaui lingkup eksklusif laboratorium yang dilengkapi dengan 
mikroskop fluoresensi dan teknik IHK menyebar ke sekelompok 
besar peneliti serta ahli patologi.5 Fase selanjutnya yaitu penemuan 
peroksidase-antiperoksidase (PAP) oleh Sternberger et al6 dan 
metode alkaline phosphatase-antialkaline phosphatase (APAAP) 
oleh Mason et al 7yang secara signifikan memperluas penerapan 
IHK.68 Molekul diaminobenzidine (DAB) terkonjugasi ke antibodi juga 
diperkenalkan pada periode yang sama,9 saat ini mewakili kromogen 
yang paling banyak digunakan untuk peroksidase.10 Perkembangan 
selanjutnya, partikel koloid emas diperkenalkan sebagai pewarna 
IHK11 dan temuan tersebut mengarah pada metode IHK sub-
seluler.12 
 Secara umum, teknik IHK dibagi menjadi dua tahap utama 
yaitu (1) preparasi slide (fiksasi spesimen dan pemrosesan jaringan) 
dan tahapan reaksi (secara berurutan: antigen retrieval, blocking 
ikatan non-spesifik, blocking peroxidase endogen, inkubasi antibodi 
primer dan aplikasi sistem deteksi, counterstaining, mounting serta 
penyimpanan). Sementara itu, tahapan ke dua yaitu (2) interpretasi 
dan kuantifikasi hasil.1  
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 Teknik IHK dapat diterapkan untuk 
analisis infertilitas melalui biopsi testis. Peran 
klinis dan pendekatan biopsi testis pada analisis 
infertilitas pria dimulai dari beberapa dekade 
yang lalu. Pada tahun-tahun pasca-perang dunia, 
terdapat banyak deskripsi yang menggambarkan 
sel-sel testis normal dari yang imatur hingga 
dewasa serta pola umum yang terlihat pada pria 
infertil.13 Percobaan deskripsi kuantitatif 
komponen testis dan sel germinal telah dilakukan 
untuk memahami proses yang memicu terjadinya 
kegagalan spermatogenesis. Johnsen 
mengusulkan sistem skoring untuk 
mendeskripsikan spermatogenesis secara 
kuantitatif. Johnsen membagi skor biopsi testis 
dari 1–10, berdasarkan profil sel yang ada dalam 
tubulus seminiferus. Skor 10 menunjukkan 
spermatogenesis maksimal sedangkan skor 1 
menunjukkan tidak adanya sel germinal.14 
Meskipun demikian, skor Johnsen memiliki 
beberapa kekurangan. Oleh karena itu, 
penggunaan marker IHK dapat memberikan 
akurasi yang lebih tinggi pada diagnosis 
histopatologi, khususnya biopsi dengan fenotip 
histologi campuran. Adapun marker protein yang 
berpotensi sebagai penanda infertilitas, 
khususnya azoospermia yaitu DGCR815, 
iNOS16, serta analisis profil makrofag dan sel 
Leydig.17  
 Teknik IHK juga dapat digunakan pada 
beragam penelitian terkait neoplasia termasuk di 
antaranya diagnostik pada neoplasia yang tidak 
mengalami diferensiasi morfologi, menentukan 
sub-tipe neoplasia, karakterisasi tempat utama 
malignansi neoplasia, serta diskriminisasi sel 
jinak dan ganas. Selain itu, IHK juga digunakan 
dalam penelitian terkait faktor prognosis dan 
terapi beberapa penyakit, identifikasi struktur, 
identifikasi organisme, dan identifikasi material 
yang disekresikan oleh sel.18-22 Pewarnaan 
Hematoxylin-eosin (HE) sebenarnya cukup untuk 
melakukan diagnosis beberapa tumor pada 
testis. Walaupun demikian, pada beberapa 
kondisi analisis IHK diperlukan untuk 
memperoleh hasil yang lebih akurat. Misalnya 
pada kasus diagnosis tumor dengan susunan sel 
saling berdifusi yang memiliki sitoplasma yang 
pucat atau bening, tumor dengan pola 
glandular/tubular, tumor dengan pola mikrosistik, 
dan tumor oxyphilic. Signifikansi klinis dari 
proliferasi intratubular sel atipikal, dan sel atipikal 
yang tidak diketahui juga dapat diklarifikasi 
melalui IHK.23 Contoh marker tumor yang telah 

dieksplorasi di antaranya OCT3/4, C-KIT, 
NANOG dan SOX2.24 
 Di antara manfaat teknik IHK yang paling 
mendasar pada analisis testis ialah untuk 
mengetahui proses spermatogenesis itu sendiri. 
Terlebih, pada periode sebelum pembentukan 
spermatogonia pada embrio/fetus. Penggunaan 
marker protein dan analisis pola ekspresi protein 
marker tersebut dapat memberi hasil yang lebih 
tepat untuk mendukung analisis morfologi. 
Disamping itu, teknik IHK juga mungkin berguna 
dalam mengevaluasi kemungkinan asal sel 
germinal karsinoma metastasis mengingat 
terdapat hipotesis bahwa sel germinal pada fetus 
merupakan sumber atau asal dari carsinoma in 
situ atau intratubular germ cell neoplasia 
unclassified (IGCNU).25 Dari sekian banyak 
manfaat teknik IHK, dalam makalah ini akan 
dibahas terkait penerapan IHK pada analisis 
testis manusia di antaranya analisis 
spermatogenesis (pada fetus), analisis infertilitas 
khususnya azoospermia, dan analisis tumor. 
 
Peran IHK dalam Studi Spermatogenesis pada 
Fetus 

Pada manusia, populasi sel germinal 
dalam testis fetus dikenal dengan istilah gonosit 
sering disamakan dengan populasi gonosit dari 
hewan pengerat yang bersifat homogen. Hal 
tersebut berlandaskan pada hasil penelitian yang 
menunjukkan adanya ekspresi protein DAZL26, 
VASA27dan CHK228 pada semua sel germinal 
selama trimester kedua. Bertentangan dengan 
teori tersebut, pengamatan morfologi 
menunjukkan adanya sub-populasi yang 
berbeda-beda pada sel germinal fetus. Adapun 
sub-populasi sel germinal tersebut 
diklasifikasikan menjadi dua kategori oleh 
Wartenberg, 197629 atau tiga kategori oleh 
Fukuda et al, 1975.30  

Wartenberg, 1976 mengklasifikasikan sel 
germinal fetus menjadi gonosit dan pro-
spermatogonia. Istilah gonosit merujuk pada 
populasi sel germinal yang telah bermigrasi ke 
korda testikular. Gonosit memiliki ciri khas yaitu 
adanya kandungan material sitoplasma granular 
(mengandung glikogen), memiliki nukleus besar 
dengan kromatin yang jarang, dan posisi sel yang 
dekat dengan basal lamina pada batas jaringan 
ikat. Sementara itu, pro-spermatogonia 
merupakan sel yang mirip spermatogonia pada 
pria dewasa. Pro-spermatogonia memiliki ciri 
berupa tingginya frekuensi mitosis, sehingga 
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diberi istilah M-pro-spermatogonia. M-pro-
spermatogonia kemudian digantikan oleh 
transitional pro-spermatogonia atau T1-pro-
spermatogonia yang tidak membelah atau resting 
dan selanjutnya diganti oleh T2- pro-
spermatogonia.29  

Klasifikasi sel germinal juga dilakukan 
oleh Holstein et al, 1987. Holstein 
mengidentifikasi sel germinal pada embrio 
dengan usia 8, 10, 13 dan 22 minggu. Pada usia 
ke-8 minggu, sel germinal terletak pada korda 
testikular dan dapat dikenali melalui mikroskop 
karena banyaknya kandungan glikogen. Sel 
tersebut memiliki nukleus dan nukleolus yang 
besar. Sitoplasma sel mengandung mitokondria 
berbentuk bulat dengan struktur tubulus 
internalnya tampak sedikit mengalami dilatasi. 
Aparatus Golgi kurang terlihat mencolok. Banyak 
glikogen ditemukan dan terdistribusi merata pada 
sitoplasma kecuali pada ruang marginal di bawah 
plasmalema. Sel dengan karakteristik tersebut 
diklasifikasikan sebagai gonosit. Karakteristik sel 
yang tampak pada embrio usia 8 minggu ternyata 
juga muncul pada embrio yang berusia 10 
minggu serta pada beberapa sel di usia 13 
minggu. Pada usia fetus yang lebih dari 13 
minggu, populasi sel dengan karakteristik yang 
berbeda dengan gonosit dapat teridentifikasi 
dengan ciri-ciri yang lebih mirip dengan 
spermatogonia. Sel germinal pada usia fetus 
yang lebih tua memiliki nukleus dan nukleolus 
yang tampak lebih besar serta glikogen tidak lagi 
nampak pada pengamatan. Terdapat pula sel 
yang memiliki ciri fetal spermatogonia, 
mitokondria yang bulat namun memiliki struktur 
internal cristate dan saling terhubung satu sama 
lain melalui intermitochondrial cement.31  

Berbeda dengan klasifikasi sel germinal 
fetus oleh Wartenberg 1976, Fukuda & Hedinger 
1975 mengklasifikasikan sel germinal menjadi 
tiga kategori, yaitu gonosit, sel intermediet dan 
fetal spermatogonia. Klasifikasi tersebut 
didasarkan pada analisis ultrastruktur sel 
germinal fetus usia 9 sampai 30 minggu. Gonosit 
memiliki rasio nukleo-sitoplasma tertinggi di 
antara tiga sub-populasi sel. Nukleus pada sel 
gonosit berisi nukleolus yang mencolok dan 
terletak pada bagian tengah.  

Sitoplasma sel gonosit memiliki aparatus Golgi 
yang berkembang dengan baik, droplet lipid, dan 
susunan paralel cisternae pendek dari RE kasar. 
Selain itu, banyak terdapat mikrofilamen 
khususnya pada bagian bawah membran sel.  

Sementara itu, sel intermediet memiliki 
ciri yaitu mengandung sejumlah rER dengan 
cisternae yang panjang, bercabang dan/atau 
melebar yang terhubung ke cisternae peri-
nuklear. Sel intermediet terhubung satu sama lain 
oleh jembatan sitoplasma anta-sel. Adapun sub-
populasi ketiga yaitu fetal spermatogonia yang 
juga memiliki jembatan sitoplasma. Fetal 
spermatogonia memiliki rasio nukleo-sitoplasma 
yang rendah dan kromatin inti yang lebih padat. 
Mitokondria terletak dekat dengan nukleus dan 
antar mitokondria dihubungkan oleh zat semen 
(cementing substance). Selain itu, droplet lipid 
dan sisterna rER jarang ditemukan pada sel-sel 
Fetal spermatogonia.30 

Pengetahuan rinci terkait proses 
diferensiasi merupakan prasyarat untuk 
mengidentifikasi perubahan patologis pada 
diferensiasi sel germinal. Oleh karena itu, 
penelitian di tahun-tahun berikutnya tidak hanya 
berkutat pada morfologi saja namun dilakukan 
evaluasi pola ekspresi protein pada testis fetus 
dan kaitannya dengan perubahan morfologi sel 
atau diferensiasi sel germinal. Penelitian tersebut 
memungkinkan untuk dilakukan dengan 
penerapan metode IHK. Adapun protein yang 
berpotensi sebagai marker untuk 
mengidentifikasi sub-populasi sel germinal pada 
testis fetus di antaranya placental alkaline 
phosphatase (PLAP)32, C-KIT33, OCT434, 
CHK235, PCTAIRE-136, dan melanoma antigen 
A4 (MAGE-A4) (Tabel 1)37. Di tahun 2004, 
Gaskell et al kemudian melakukan penelitian 
lebih lanjut terkait pola ekspresi keenam protein 
tersebut dan kaitannya dengan morfologi sel 
germinal pada testis fetus.38 Penelitian oleh 
Gaskell et al kemudian dikonfirmasi oleh Pauls et 
al di tahun 2006 dengan menggunakan marker 
protein c-KIT, AP-2, OCT3/4, protein M2A, dan 
MAGE-A4.39 
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Tabel 1. Protein marker yang telah diteliti untuk mendeteksi sub-populasi sel germinal pada fetus. 

Protein Keterangan Referensi 

PLAP 

Plasenta alkaline phosphatase (PLAP) adalah 70-kDa alkaline phosphatase dan biasanya 
diekspresikan dalam syncytiotrophoblasts, sel germinal primordial, sel tumor seperti karsinoma 

paru, ovarium, gastrointestinal, dan uterus. PLAP merupakan homodimer terikat membran, 
dan setiap subunit protein memiliki panjang 535 asam amino serta dikodekan oleh gen yang 

berada pada kromosom 2q. PLAP diduga berperan dalam migrasi sel germinal primordial yang 
tepat pada janin yang sedang berkembang.  

4041424344 

CHK2 

CHK2 merupakan protein nuklear, anggota dari subfamili CDS1 dari serin/treonin protein 
kinase. Protein CHK2 diduga merupakan regulator checkpoint siklus sel dan supresor tumor. 

Protein ini memiliki yang penting untuk aktivasi sebagai respons terhadap kerusakan DNA dan 
dengan cepat terfosforilasi sebagai respons terhadap penghambatan replikasi dan kerusakan 

DNA. 
Ketika teraktivasi, protein CHK2 menghambat fosfatase CDC25C, mencegah dimulainya 
mitosis, dan telah terbukti menstabilkan protein supresor tumor p53, yang menyebabkan 

penghentian siklus sel di G1. Selain itu, protein ini berinteraksi dengan dan memfosforilasi 
BRCA1 setelah terjadi kerusakan DNA. 

28 

C-KIT 

Reseptor c-kit tirosin kinase termasuk dalam subfamili reseptor PDGF/CSF-1/c-kit. Reseptor 
proto-onkogen c-kit dan ligannya, ligan kit diduga berperan dalam migrasi sel germinal dari 

yolk sackke gonad yang sedang berkembang dan juga berperan bagi kelangsungan hidup dan 
perkembangan selanjutnya.  

3345 

MAGE-A4 

Keluarga gen MAGE terdiri dari 17 gen dan dibagi menjadi 3 kelompok (MAGE-A, MAGEB, 
dan MAGE-C). Keluarga gen MAGE-A terdiri dari 12 gen yang diaktifkan pada tumor, termasuk 

melanoma, karsinoma kandung kemih, karsinoma kolorektal, karsinoma lambung dan 
karsinoma payudara. Selain itu, percobaan imunohistokimia menunjukkan adanya ekspresi 

protein MAGE di testis manusia, khususnya pada spermatogonia. 

46 

OCT3/4 

Gen OCT mengkode faktor transkripsi yang memiliki POU-specific domain dan homeodomain. 
OCT-3 diekspresikan pada totipoten dan pluripoten stem sel dari pregastrulasi embrio dan 

didownregulasi selama diferensiasi menjadi endoderm dan mesoderm. OCT-3 juga 
diekspresikan pada primordial germ cell  

34 

PCTARIRE-1 
PCTAIRE-1 adalah anggota dari keluarga cyclin-dependent kinase (cdk). Aktivitas PCTAIRE-1 

bergantung pada siklus sel dan memiliki aktivitas tertinggi pada fase S dan G2. 

47 

Berdasarkan pola ekspresi protein marker, 
Gaskell et al mengklasifikasikan sel germinal 
sebagai gonosit, sel intermediet, dan pre-
spermatogonia. Gonosit adalah populasi sel 
tunggal bulat dicirikan sebagai OCT4pos/C-
KITpos/MAGE-A4neg. Sel intermediet biasanya 
muncul dengan berpasangan dan ditandai 
sebagai C-KITneg/MAGE-A4neg/OCT4low/neg.38 
Kedua populasi sel tersebut mengekspresikan 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA).48 Oleh 
karena itu, kedua populasi sel tersebut dapat 
digolongkan sebagai M-pro-spermatogonia 
menurut kriteria yang dibuat oleh Wartenberg.29 
Populasi ketiga yaitu sel-sel yang 
mengekspresikan OCT4neg/ C-KITneg/MAGE-
A4pos dan digolongkan sebagai pre-
spermatogonia. Populasi pre-spermatogonia 
tidak mengekspresikan PCNA48 sehingga 
diklasifikasikan pula sebagai T1-spermatogonia 
jika menggunakan kriteria yang dibuat oleh 
Wartenberg.29 

Dari hasil penelitian oleh Gaskell et al dapat 
disimpulkan bahwa di trimester pertama, 
sebagian besar sel germinal merupakan gonosit, 
namun selama periode trimester selanjutnya, 
populasi gonosit yang berbeda yaitu sel 
intermediet dan prespermatogonia terdeteksi 
dalam korda testis.38 

Di sisi lain, analisis IHK oleh Pauls et al 
menunjukkan bahwa terdapat dua populasi sel 
germinal fetus yang berbeda selama trimester 
kedua dan ketiga. Populasi pertama memiliki 
karakteristik seperti gonosit dan sel intermediet 
jika menurut kriteria yang dibuat oleh Fukuda et 
al. Adapun populasi tersebut mengekspresikan c-
KIT, M2A, OCT3/4 dan AP-2γ. Sementara itu, 
populasi yang kedua cocok dengan kriteria 
morfologi pre-spermatogonia dan dicirikan 
dengan adanya ekspresi MAGE-A4. Meskipun 
demikian, terdapat satu sel intermediet yang 
mengekspresikan MAGE-4. Pauls et al kemudian 
menyimpulkan bahwa penemuan tersebut sesuai 
dengan gagasan bahwa sel intermediet mewakili 
tahap transisi dari gonosit ke pre-
spermatogonia.39  
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Gambar 1. Hasil pewarnaan imunofluoresen sel 
germinal manusia pada trimester kedua dengan 
marker OCT4/C-KIT/MAGE-A4. (a) CHK2 (biru) dan 
MAGE-A4 (hijau) pada usia 16 minggu terko-ekspresi 
pada sub-populasi sel germinal (tanda panah), namun 
lebih banyak sel dengan CHK2pos yang tidak berko-
ekspresi dengan MAGE-A4. (b dan c) pada minggu k- 
17, pewarnaan dengan OCT4 (merah) dan MAGE-A4 
(biru, tanda panah pada c) menunjukkan bahwa tidak 
terjadi ko-ekspresi pada kedua protein tersebut. (d dan 
e) Pada minggu ke-16 dan ke-19 pewarnaan tripel 
dilakukan dengan marker CKIT (merah), CHK2 (biru), 
dan MAGE-A4 (hijau). Tidak terdapat sel germinal 
yang mengekspresikan C-KIT and MAGE-A4 secara 
bersamaan, namun CHK2pos/C-KITpos (tanda bintang) 
dan populasi CHK2pos/MAGE-A4pos (tanda panah pada 
d, e) muncul di tubulus seminiferus.38  

 
Peran IHK dalam Studi Diagnosis 
Azoospermia 
 Azoospermia adalah kondisi tidak 
ditemukannya sama sekali spermatozoa pada 
cairan semen yang diejakulasikan. Terdapat dua 
tipe azoospermia yaitu tipe obstruktif dan tipe non 
obstruktif (NOA). Pada azoospermia tipe 
obstruktif, produksi spermatozoa masih berjalan 
dengan baik namun ditemukan adanya sumbatan 
pada saluran transportasi spermatozoa, dari 
tempat produksi di tubulus seminiferus sampai ke 
uretra. Adapun struktur yang sering mengalami 
gangguan pada azoospermia tipe obstruktif yaitu 

epididimis, vas deferens, atau duktus 
ejakulatorius. Penyebab yang dapat 
menimbulkan gangguan pada struktur tersebut 
antara lain trauma atau cedera, infeksi, inflamasi, 
pasca pembedahan area pelvis, pertumbuhan 
kista, atau kelainan genetik berupa fibrosis 
kistik.49,50 
 Berbeda halnya dengan azoospermia tipe 
obstruktif, pada azoospermia tipe NOA tejadi 
gangguan dalam produksi spermatozoa. 
Penyebab azoospermia NOA dapat berupa faktor 
genetik (Kallmann Syndrome, Klinefelter 
Syndrome, dan delesi kromosom Y), gangguan 
endokrin (ketidakseimbangan hormon, 
hiperprolaktinemia, dan resistensi androgen), 
gangguan ejakulasi (cairan seminalis masuk ke 
dalam kandung kencing), penyakit yang 
menyerang testis (Cyptorchidism, Sertoli cell-only 
syndrome, Mumps orchitis, torsio testis, tumor), 
dan pengaruh obat-obatan atau zat tertentu 
(bisphenol A, dan radiasi).49 Sub-tipe NOA 
dikategorikan ke dalam tiga kelas utama yaitu 
Sertoli cell-only syndrome (SCOS), meiotic arrest 
(MA), dan hypospermatogenesis (HYPO).51 
SCOS merupakan gangguan spermatogenesis 
yang parah yang ditandai dengan hanya sel 
Sertoli saja yang melapisi tubulus seminiferus. 
Sementara itu, MA merupakan gangguan pada 
pematangan sel germinal akibat terhentinya 
spermatogenesis pada tahap meiosis. Adapun 
HYPO merupakan gangguan pada produksi 
sperma, proses spermatogenesis umumnya 
terhenti pada tahap spermatosit atau tahap 
spermatid bulat.52,53 
 Karena kurangnya biomarker yang cocok 
dan terbatasnya data yang tersedia untuk 
melakukan pemulihan produksi sperma, 
terkadang operasi yang kurang tepat sasaran 
dilakukan pada pasien. Oleh karena itu, banyak 
dilakukan penelitian untuk mencari marker gen, 
marker serum, dan marker protein, serta 
pengembangan teknik yang lebih sensitif dan 
non-invasif untuk deteksi spermatogenesis pada 
testis individu azoospermia. Pada pasien NOA, 
tes diagnostik yang baik dapat memiliki banyak 
manfaat, seperti penilaian yang lebih rinci dari 
sub-tipe histopatologi, prognosis hasil testicular 
sperm extraction (TESE), dan perencanaan yang 
baik untuk assisted reproductive technology 
(ART).15  
 Di tahun 2014, Goluza et al melakukan 
eksplorasi profil IHK sel makrofag dan Leydig 
pada pasien infertil yang nantinya dapat 
digunakan sebagai penanda dalam diagnosis 
azoospermia.17 Interaksi sel Leydig dan makrofag 
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di jaringan interstisial testis pertama kali diamati 
pada akhir tahun 1960-an. Interaksi tersebut 
menunjukkan bahwa makrofag interstisial testis 
dan sel Leydig secara fungsional mungkin terkait. 
Adapun tiga fungsi klasik makrofag antara lain (1) 
imunoregulasi - dengan mempresentasikan 
antigen dan sebagai ko-stimulator termasuk 
sekresi sitokin; (2) fagositosis dan remodeling 
jaringan; dan (3) sintesis prostaglandin, growth 
factor, sitokin dan reactive oxygen species.54 
Meskipun makrofag pada testis memiliki banyak 
karakteristik umum sepeti makrofag di tempat 
lain, makrofag pada testis memiliki sifat yang 
unik, yang diduga penting untuk interaksi 
makrofag dengan sel Leydig. Selain itu, makrofag 
testis menunjukkan pola sekresi protein yang 
berbeda dari makrofag peritoneal.55 Di bawah 
kondisi non-inflamasi dan kondisi fisiologis yang 
normal, makrofag memiliki peran penting dalam 
perkembangan sel Leydig. Jika makrofag tidak 
muncul pada interstitium testis, perkembangan 
sel Leydig menjadi terganggu. Oleh karena itu, 
makrofag diduga menyediakan faktor 
pertumbuhan dan diferensiasi sel Leydig. 
Sebaliknya, pada pria infertil dengan gangguan 
spermatogenesis, ketika makrofag diaktifkan dan 
mengeluarkan mediator inflamasi justru akan 
mengganggu steroidogenesis sel Leydig.54  
 Analisis IHK sel makrofag dapat dilakukan 
dengan marker protein CD68. Dalam testis 
pasien OA, CD68 diekspresikan dalam jumlah 
sedang oleh sel-sel dalam jaringan ikat longgar 
interstisial. Sementara itu, dalam tubulus 
seminiferus sama sekali tidak ditemukan sel yang 
mengekspresikan CD68. Berbeda dengan kasus 
OA, dalam biopsi pasien NOA, sel yang 
mengekspresikan CD68 banyak ditemukan di 
jaringan interstisial. Makrofag menyusup ke 
daerah Sel Leydig serta lamina propria 
seminiferus tubulus. Selain itu, makrofag 
ditemukan melintasi dinding tubulus dan 
menginvasi epitel seminiferus serta lumen 
tubulus. Terdapat pula sel positif CD68 di dekat 
pembuluh darah (Gambar 2A-B).17 

Sel Leydig dari biopsi NOA menunjukkan 
ekspresi testosteron yang beragam. Beberapa 
sel memiliki intensitas sinyal normal, sedangkan 
beberapa sel lainnya menunjukkan ekspresi 
testosteron yang lemah dan tidak teratur 
(Gambar 3A-B). Selain itu, di beberapa sel terjadi 
ekspresi testosteron yang berlebihan (Gambar 
3A). Sinyal tidak teratur dan tidak homogen 
tersebut ditemui dalam sel Leydig yang memiliki 
vakuola di sitoplasmanya.17,54 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. A. Biopsi dari pasien OA dengan 

spermatogenesis yang normal. Di dalam tubulus 

seminiferus (St) terdapat banyak elongated spermatid 

(*). Di antara St terdapat makrofag dengan jumlah 

sedang (positif CD68, →). Tidak terdapat makrofag di 

dalam St. (Lc, Klaster sel Leydig; bv, pembuluh darah). 

B. Biopsi dari pasien dengan NOA. Tubulus 

seminiferus (dilapisi dengan hanya sel Sertoli saja atau 

beberapa spermatogonia) dikelilingi oleh jaringan ikat 

longgar yang banyak mengandung sel CD68 positif (*). 

Beberapa dari sel-sel tersebut melekat ke lamina 

propria, atau menginvasi lumen tubulus (→). C. Biopsi 

dari pasien dengan NOA. Tubulus seminiferus (St) 

menunjukkan kondisi SCOS. Daerah interstitium kaya 

dengan sel CD68 positif.17  

 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. A. NOA, biopsi testis dengan sklerosis 
tubuler (*) dan vakuolisasi intensif sel Leydig. Ekspresi 
testosteron yang tidak teratur (→) juga terlihat (St, 
tubulus seminiferus). B. NOA, Beberapa sel Leydig 
menunjukkan sinyal positif yang tidak teratur (→); 
sebaliknya, hanya sedikit sel Leydig yang memiliki 
sinyal normal atau sangat kuat (dilingkari).17,54 

 
 Selain melihat profil sel Leydig dan 
makrofag oleh Goluza et al, penelitian terkait 
biomarker azoospermia dilakukan oleh 
Babakhanzadeh et al Di tahun 2020, 
Babakhanzadeh et al menguji potensi DiGeorge 
syndrome critical region gene 8 (DGCR8) 
sebagai marker protein,15 mengingat penelitian 
menggunakan hewan coba yang di-knockout 
pada gen DGCR8 mengakibatkan infertilitas, 
spermatogenic arrest pada tahap proliferasi atau 
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diferensiasi.5657 DGCR8 sendiri diketahui 
berperan dalam biogenesis dan maturasi miRNA. 
Adapun miRNA banyak diekspresikan selama 
proses spermatogenesis. miRNA berukuran 
sekitar 22 nukleotida. miRNA pada awalnya 
ditranskripsi sebagai bagian dari transkrip RNA 
yang dikenal sebagai pri-miRNA dengan panjang 
berkisar ratusan hingga ribuan nukleotida.58 Pri-
miRNA kemudian diproses menjadi pre-miRNA 
yang memiliki panjang sekitar 70 nukleotida dan 
memiliki struktur stem-loop oleh kompleks 
mikroprosesor (MC) yang terdiri dari DROSHA 
dan DGCR8.59 Pre-miRNA ditranspor ke 
sitoplasma oleh exportin-5 dan diproses lebih 
lanjut menjadi RNA pendek untai ganda oleh 
DICER enzim RNase III.60 miRNA yang matur 
kemudian dimuat ke guide-strand channel pada 
protein Argonaute (AGO) membentuk RNA-
induced silencing complex (RISC).61 miRNA 
dapat mengatur ekspresi gen melalui 
penghambatan translasi protein dan/atau 
destabilisasi mRNA.62  

Analisis IHK menunjukkan bahwa 
DGCR8 tidak diekspresikan pada sel Sertoli. 
Pada spesimen kontrol (pasien OA) terlihat 
bahwa DGCR8 diekspresikan secara bertahap 
dari meiosis awal spermatosit hingga pasca-
meiosis, spermatid. Sementara itu, ekspresi 
DGCR8 hampir tidak dapat diidentifikasi dalam 
sel spermatogenik dan spermatid sampel HYPO 
dan MA (pasien NOA). Hal tersebut 
mengindikasikan bahwa DGCR8 memiliki peran 
yang penting dalam tahap meiosis dan pasca-
meiosis. Selain itu, diduga DGCR8 
ditranskripsikan di dalam sel germinal. Oleh 
karena itu, pada spesimen SCOS yang tidak 
memiliki sel germinal, ekspresi DGCR8 tidak 
terdeteksi.15  

Penelitian lain terkait analisis IHK pada 
testis pasien azoospermia dilakukan oleh Costur 
et al yang menganalisis ekspresi NOS pada 
sampel TESE.16 Nitric oxide (NO) adalah radikal 
bebas yang disintesis oleh nitrit oksida sintase 
(NOS). Terdapat tiga isoform NOS pada 
mamalia. Semua isoform NOS tersebut 
menggunakan l-arginin sebagai substrat, dan 
molekul oksigen serta nicotinamide-adenine-
dinucleotide phosphate (NADPH) tereduksi 
sebagai ko-substrat. Sementara itu, flavin 
adenine dinucleotide (FAD), flavin 
mononucleotide (FMN), dan (6R-) 5,6,7,8-
tetrahydro-l-biopterin (BH4) merupakan 
kofaktor.63 Dari tiga isoform NOS, dua di 
antaranya diekspresikan secara konstitutif dan 
bergantung pada kalsium, yaitu neuronal-NOS 

(nNOS) dan endotelial-NOS (eNOS). Adapun 
inducible-NOS (iNOS) dapat diinduksi tanpa 
melalui kalsium.64  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Analisis IHK bagian testis dewasa dengan 
antibodi anti-DGCR8. (A) Segmen testis sampel 
dengan OA (B) Segmen testis sampel dengan HYPO. 
(C) Segmen testis dengan MA. (D) Segmen testis 
sampel dengan SCOS. Singkatan: RS, spermatid 
bulat; SP, spermatosit; MS, spermatid matang; SC, sel 
Sertoli; SG, spermatogonia15 

 
Isoform NOS yang diekspresikan di testis 

yaitu iNOS dan eNOS, diketahui terlibat dalam 
spermatogenesis, infertilitas, pematangan 
sperma dan apoptosis Sertoli dan sel germinal.65 
Sumber utama NO di testis berasal dari makrofag 
yang ditemukan di pembuluh dan di interstitium. 
Dalam kondisi normal, iNOS berperan dalam 
membatasi jumlah sel germinal di testis.66 Hal 
tersebut berlandaskan pada penelitian 
menggunakan hewan coba yang menunjukkan 
bahwa tikus dengan testis iNOS-/- memiliki berat 
rata-rata testis yang lebih berat dibandingkan 
dengan tikus normal. Pada tikus iNOS-/- juga 
terjadi penurunan pada apoptosis sel germinal 
secara signifikan.67 Sementara itu, upregulasi 
iNOS menyebabkan produksi NO meningkat dan 
kemudian berpotensi meningkatkan produksi 
ROS.68 ROS diduga merupakan faktor penting 
yang memediasi kerusakan pada testis manusia 
serta gangguan fungsi sperma yang kemudian 
merujuk pada infertilitas melalui berbagai efek 
seperti sitotoksisitas langsung atau peroksidasi 
lipid pada fluiditas membran atau fragmentasi 
DNA.69  

Berdasarkan analisis IHK, pada biopsi dari 
pasien yang setelah menjalani prosedur TESE 
kemudian ditemukan spermatozoa (kelompok 
spermatozoa-present), ekspresi iNOS sangat 
lemah. Pewarnaan IHK yang lemah tersebut 
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teramati pada sel Sertoli dan sel germinal di 
tubulus seminiferus serta sel Leydig di 
intertubular (Gambar 5A-B). Sementara itu, pada 
kelompok spermatozoa-absent, biopsi dari 
pasien yang setelah menjalani prosedur TESE 
tidak ditemukan spermatozoa, terlihat pewarnaan 
IHK yang sangat intens pada sel Sertoli dan sel 
Leydig (Gambar 5C-D).16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5. A-B. Fotomikrograf jaringan testis pasien 
azoospermia kelompok spermatozoa-present. 
Beberapa sel germinal berhasil teramati, namun 
spermatozoa matang tidak terlihat di tubulus 
seminiferus. Immunostaining iNOS dengan sinyal 
lemah terdapat dalam sel Sertoli (panah tipis) dan sel 
germinal (panah) di tubulus seminiferus serta dalam 
sel Leydig (panah tebal) di daerah inter-tubular. C-D. 
Fotomikrograf jaringan testis kelompok spermatozoa-
absent. Imunostaining iNOS yang sangat intens 
teramati dalam sel Sertoli (panah tipis) di tubulus 
seminiferus dan sel Leydig (panah tebal) di daerah 
peritubulus. Hanya sel Sertoli yang ada di tubulus.16  

 

Penerapan IHK untuk Diagnosis Tumor pada 
Testis 

Tumor sel germinal testis dibagi menjadi 
seminoma, yang membentuk sekitar setengah 
dari semua tumor testis dan yang terjadi pada 
pasien yang lebih tua; dan tumor non-
seminomatosa, yang terdiri dari beberapa 
subtipe, antara lain koriokarsinoma, karsinoma 
embrional, yolk sac tumour, teratoma, dan tumor 
campuran.70 Sementara itu, Oosterhuis dan 
Leendert mengklasifikasikan tumor sel germinal 
menjadi lima tipe. yang terjadi pada pria dewasa 
merupakan tumor tipe II, bersifat malignan, terkait 
dengan intratubular germ cell neoplasia, 
unclassified type (IGCNU) atau carcinoma in situ. 
Sementara itu, tumor tipe I, di dalamnya 
termasuk teratoma dan yolk sac tumour banyak 
terjadi pada infant dan anak-anak. Tumor tipe III 
yaitu spermatocytic seminoma. Tumor tipe IV dan 
V merupakan kista dermoid dari ovarium dan 
penyakit gestational trophoblastic (Tabel 2).71 
Sel-sel IGCNU secara morfologis menyerupai 
primordial sel germinal atau gonosit (Gambar 7). 
Sel IGCNU juga mengekspresikan banyak faktor 
transkripsi terkait pluripotensi yang sama seperti 
sel germinal primordial dan stem sel embrionik di 
antaranya OCT3/4 (Gambar 8A), NANOG dan 
KIT (Gambar 8B), yang merupakan tiga dari 12 
gen yang paling diup-regulasi secara signifikan 
dalam IGCNU.72,73 

  
Tabel 2. Lima tipe tumor sel germinal.71 

Tipe Tempat Fenotip Usia Asal Sel 

I Testis atau ovarium Teratoma (imatur)/yolk sac tumour Neonate dan anak-anak 
Sel germinal Primordial  

(PGC)/Gonosit 

II Testis Seminoma/non-seminoma >15 tahun 
Sel germinal Primordial  

(PGC)/Gonosit 

 Ovarium Dysgerminoma/non-seminoma >4 tahun 
Sel germinal Primordial  

(PGC)/Gonosit 

 Dysgenetic gonad Dysgerminoma/non-seminoma Kongenital 
Sel germinal Primordial  

(PGC)/Gonosit 

III Testis Spermatocytic seminoma >50 tahun 
Spermatogonium/ 

spermatosit 

IV Ovarium Dermoid cyst Anak-anak/dewasa 
Oogonia/ 

oosit 

V Placenta/uterus Hydatidiform mole Masa fertil 
Empty ovum/ 
spermatozoa 

 

A 

 

B 

C D 
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Gambar 7. Penampakan mikroskopis IGCNU, susunan 
basal membran mirip dengan sel seminoma dengan 
sitoplasma yang bening dan nukleus poligonal yang 
berselingan dengan sel Sertoli dan bergeser ke arah 
lumen tubulus.  

 
 Pewarnaan imunohistokimia OCT3/4 
merupakan marker yang sensitif dan spesifik 
dapat digunakan untuk deteksi IGCNU dalam 
biopsi testis orang dewasa.74 Meskipun demikian, 
signifikansi OCT3/4 dengan pewarnaan 
imunohistokimia kurang jelas pada pasien 
dengan usia kurang dari 1,5 tahun.75 Oleh karena 
itu, disarankan bahwa imunohistokimia ganda 
dengan OCT3/4 dan testis specific protein on the 
Y chromosome (TSPY) akan memberi informasi 
yang lebih banyak dalam mengidentifikasi 
IGCNU.76 Dapat dikatakan bahwa sel yang 
memberi hasil positif terhadap kedua protein 
tersebut mampu menimbulkan sel tumor germinal 
invasif karena mengekspresikan OCT3/4 (dapat 
mencegah apoptosis) dan TSPY (meningkatkan 
proliferasi). Selain itu, ko-ekspresi tersebut tidak 
muncul dalam sel germinal yang menunjukkan 
keterlambatan pematangan saja. TSPY sendiri 
terekspresi dalam IGCNU dan seminoma, tetapi 
tidak pada non-seminoma yang lain.76  
 Gen NANOG adalah regulator pluripotensi 
yang terletak pada kromosom 12 di bagian 
12p13.77 Gen di bagian kromosom tersebut 
merupakan isokromosom 12p, secara konsisten 
diamati pada tumor sel germinal selain IGCNU 

dan terdapat kemungkinan bahwa gen di bagian 
tersebut bertanggung jawab dalam pertumbuhan 
independen / invasif sel-sel Sertoli.78 Ekspresi 
NANOG diup-regulasi pada stem sel embrionik 
dan bersama dengan OCT4, mencegah 
diferensiasi stem sel embrional serta 
mempertahankan sifat pluripotensi.79 Ekspresi 
NANOG terlihat pada awal perkembangan janin 
(di 24 minggu usia kehamilan atau kurang) 
kemudian hilang saat gonosit matang pada testis 
dewasa. Kegagalan dalam down-regulasi 
NANOG mungkin menjadi faktor penting dalam 
karsinogenesis tumor sel germinal.80 Ekspresi 
protein NANOG pada inti sel dapat diamati di 
IGCNU, seminoma klasik, dan karsinoma 
embrional, tetapi tidak pada teratoma matur. 
Adapun Seminoma spermatositik juga tidak 
mengekspresikan NANOG. 79,80 
 C-KIT merupakan reseptor sitokin dan 
tirosin kinase. Ekspresi C-KIT diperlukan untuk 
migrasi dan kelangsungan hidup sel germinal 
primordial, kemudian ekspresi C-KIT di down-
regulasi pada usia kehamilan 25 minggu.81 
Ekspresi C-KIT dapat diamati pada kasus IGCNU 
dan seminoma,24 namun ekspresi dalam sel 
seminoma relatif lebih sedikit dibanding sel-sel 
IGCNU. Mutasi pada ekson 17 dari gen C-KIT 
terlihat di sebagian besar kasus (63%) dari tumor 
sel germinal bilateral di testis. Sementara itu, 
mutasi tersebut terjadi (6%) pada tumor sel 
germinal unilateral, menunjukkan bahwa mutasi 
ini terjadi sebelum sel germinal primordial 
bermigrasi dalam embrio dan bahwa pasien 
dengan c- Mutasi KIT rentan untuk 
mengembangkan sel germinal bilateral tumor.81 
 SOX2 adalah faktor transkripsi yang 
diekspresikan oleh stem sel embrionik dan stem 
sel saraf.24 Ko-ekspresi SOX2 dengan OCT3/4 
mampu mempertahankan sifat pluripotensi dalam 
stem sel embrionik. Studi profil ekspresi telah 
menunjukkan ekspresi yang lebih besar pada gen 
terkait spermatogenesis (termasuk PRAME, 
MAGEA4, SPAG1, dan HPX) dan ekspresi yang 
lebih rendah SOX2 pada seminoma 
dibandingkan dengan embrional karsinoma.82 
Fenotip seminoma yang tidak mengekspresikan 
SOX2 mirip dengan sel germinal primordial, 
sedangkan fenotip karsinoma embrional yang 
mengekspresikan SOX2 mirip dengan sel punca 
embrionik.24 Analisis IHK menunjukkan ekspresi 
SOX2 yang kuat dalam embrional karsinoma 
(Gambar 8D) dan sangat lemah atau tidak ada 
pada seminoma (Gambar 8D), yolk sac tumour, 
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koriokarsinoma, dan IGCNU.23 Oleh karena itu, 
SOX2 dapat digunakan sebagai marker protein 
untuk membedakan karsinoma embrional dari 
seminoma dan tumor sel germinal lainnya.24,83,84 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 8. Pewarnaan IHK menunjukkan adanya 
ekspresi OCT3/4 dalam nukleus sel-sel IGCNU. B. 
Pewarnaan IHK menunjukkan adanya ekspresi c-KIT 
dalam sitoplasma sel-sel IGCNU. C. Pewarnaan IHK 
pada sel tumor germinal campuran menunjukkan 
adanya ekspresi SOX2 pada karsinoma embrional 
(kanan) namun tidak diekspresikan pada seminoma 
(kiri). 

 
Selain C-KIT, OCT3/4, NANOG, dan 

SOX2 Gopalan et al juga menganalisis ekspresi 
GDF3 pada tumor sel germinal. GDF3 
diekspresikan pada yolk sac tumor biasanya 
hanya positif secara fokal pada karsinoma 
embrional dapat menjadi marker tambahan 
dalam membedakan yolk sac tumour dari 
embrional karsinoma.24 Korkola et al juga 
menemukan bahwa gen GDF3 secara signifikan 
diekspresikan pada karsinoma embrional, 
sedangkan pada seminoma menunjukkan 
ekspresi yang dapat dideteksi namun sangat 
rendah. Berdasarkan pewarnaan IHK, GDF3 
diekspresikan kuat pada sitoplasma sel 
karsinoma embrional, dengan ekspresi yang 
lebih lemah tetapi menyebar pada sel-sel 
seminoma dan IGCNU.85 Berdasarkan penelitian 
pola ekspresi marker protein, C-KIT, OCT3/4, 

NANOG, SOX2, GDF3 oleh Gopalan et al 
kombinasi analisis ekspresi ke-5 marker tersebut 
dapat digunakan untuk menentukan jenis tumor 
dari biopsi yang diamati (Gambar 9).24  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 9. Model patogenesis tumor pada testis.24 

 
KESIMPULAN 
 Eksplorasi marker protein IHK telah 
dilakukan untuk membantu identifikasi gangguan 
spermatogenesis melalui biopsi testis. Pada 
kasus azoospermia, NOA, terdapat pola ekspresi 
yang khas pada protein DGCR8, iNOS, serta 
profil makrofag dan sel Leydig. Makrofag banyak 
ditemukan menyusup ke daerah sel Leydig serta 
lamina propria seminiferus tubulus. Makrofag 
ditemukan melintasi dinding tubulus dan 
menginvasi epitel seminiferus serta lumen 
tubulus. Pada pasien NOA, kehadiran makrofag 
tersebut kemudian dapat mengganggu 
steroidogenesis pada sel Leydig. Protein DGCR8 
juga memiliki pola ekspresi yang khas, 
diekspresikan secara bertahap dari meiosis awal 
spermatosit hingga spermatid pada kondisi 
normal. Sementara itu, ekspresi DGCR8 hampir 
tidak dapat diidentifikasi dalam sel 
spermatogenik dan spermatid dari pasien NOA. 
Selanjutnya, analisis ekspresi iNOS pada pasien 
NOA menunjukkan adanya pewarnaan IHK yang 
sangat intens pada sel Sertoli dan sel Leydig. 
 Teknik IHK diterapkan pula dalam 
identifikasi tumor testis. Marker protein yang 
berpotensi dalam mengidentifikasi tumor tersebut 
di antaranya C-KIT, OCT3/4, SOX2, NANOG dan 
DGF3. Pewarnaan IHK OCT3/4 secara spesifik 
dapat digunakan untuk mendeteksi kasus 
IGCNU. Adapun protein NANOG yang 
seharusnya di-downregulasi justru terdeteksi 
pada kasus IGCNU, seminoma klasik, dan 
karsinoma embrional. Ekspresi C-KIT juga gagal 
di-downregulasi pada kasus IGCNU dan 
seminoma. Sementara itu, analisis IHK 

 

C 
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menunjukkan ekspresi SOX2 yang kuat pada 
kasus embrional karsinoma. Marker selanjutnya 
yaitu GDF3 yang diekspresikan kuat pada 
sitoplasma sel karsinoma embrional dan ekspresi 
yang lebih lemah tetapi menyebar pada sel-sel 
seminoma dan IGCNU. Kombinasi marker 
protein tersebut diharapkan mampu 
membedakan jenis tumor testis yang dialami 
pasien sehingga dapat dilakukan penanganan 
yang tepat. 
 Penerapan IHK juga memberikan 
pengetahuan terkait sel germinal pada fetus yang 
ternyata terdiri dari beberapa sub-populasi. 
Adapun sub-populasi tersebut dapat diidentifikasi 
dengan marker PLAP, c-KIT, CHK2, PCTAIRE-1, 
dan MAGE-A4, AP-2, OCT3/4, dan protein M2A. 
Secara umum, populasi dengan karakteristik 
seperti gonosit dan sel intermediet 
mengekspresikan PLAP, CHK2, PCTAIRE-1, c-
KIT, M2A, OCT3/4 dan AP-2γ. Sementara itu, 
populasi dengan kriteria morfologi pre-
spermatogonia dicirikan dengan adanya ekspresi 
MAGE-A4.  
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