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ABSTRAK
Latar Belakang: Pada penderita diabetes melitus tingginya kadar gula darah dapat
meningkatkan ROS sehingga mengakibatkan stres oksidatif. Stres oksidatif di dalam sel dapat
mengganggu proses respirasi sel sehingga menyebabkan hilangnya fungsi potensial membran
mitokondria dan memicu terjadinya apoptosis sel. Stres oksidatif pada testis dapat
mengganggu tahapan proses spermatogenesis pada tubulus seminiferus.
Tujuan: Membuktikan adanya gangguan yang bermakna terhadap tahapan spermatogenesis
pada tikus Wistar jantan dengan diabetes melitus dibandingkan tikus normal.
Metode: Penelitian ini menggunakan desain true experimental dengan post test only control
group. Sampel sebanyak 32 tikus Wistar dibagi menjadi 2 kelompok. Kelompok kontrol (K)
hanya diberi pakan standar dan kelompok perlakuan (P) dibuat kondisi diabetes melitus
dengan diinduksi aloksan 150mg/kgBB 1 kali pada hari ke 8. Masing — masing kelompok
diukur kadar gula darah pada hari ke 8, 14, dan 28. Setelah 21 hari tikus diterminasi. Testis
diambil untuk dilakukan pengamatan histopatologi dengan pengecatan HE dan dinilai
menurut Kriteria skor Johnsen.
Hasil: Didapatkan nilai median kelompok perlakuan adalah 8.6 (range 6 — 9.2), kelompok
kontrol yaitu 10 (range 7 — 10). Berdasarkan analisis analitik uji normalitas data uji Saphiro-
Wilk didapatkan hasil yang tidak normal p<0.001. Hasil uji beda non-parametrik Mann
Whitney didapatkan hasil yang signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan yaitu
p=0.00011.
Kesimpulan: Kadar gula darah yang tinggi pada kondisi diabetes melitus dapat mengganggu
tahapan spermatogenesis.
Kata kunci : Diabetes melitus, ROS, spermatogenesis, tubulus seminiferus.

ABSTRACT

Background: In patients with diabetes mellitus, high blood sugar levels lead increasing
Reactive Oxygen Spescies resulting in oxidative stress. Subsequently disrupt the process of
cell respiration, causing the loss of potential function in mitochondrial membrane and trigger
cell apoptosis. Oxidative stress in the testis can impair the process of spermatogenesis in the
seminiferous tubules.

Objective: To prove the significance of the disruption of the spermatogenesis in male Wistar
rats with diabetes mellitus compared to normal Wistar rats.
Methods: This study used a true experimental design with post-test only control group
design. Total sample of 32 Wistar rats were divided into 2 groups. The control group (K) was
only given a standard feed while the treatment group (P) was made diabetic with alloxan
150mg / kg on the 8" day. Each group’s blood sugar levels were measure 3 times. After 21
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days the mice wer terminated. Testes were taken for histopathological observation with HE
staining and assessed according to the criteria Johnsen score.

Results: The median value of the treatment group was 8.6 (range 6 — 9.2), control group of 10
(range 7 — 10). Normality data analysis Shapiro-Wilk test, showed abnormality (p<0.001). The
results of non-parametric Mann Whitney differential test showed significant difference
between control and treatment groups (p=0.00011).
Conclusion: High blood sugar levels in diabetes mellitus conditions can interfere
with the process of spermatogenesis.

Keywords:  Diabetes mellitus, ROS, spermatogenesis, seminiferous tubules.

PENDAHULUAN

Diabetes melitus (DM) dan infertilitas banyak terjadi pada kalangan masyarakat saat
ini. Minimnya pengetahuan masyarakat menjadikan dua penyakit tersebut tidak berhubungan.
Hasil - hasil penelitian membuktikan bahwa diabetes melitus (DM) yang tidak ditangani
dengan baik dapat mengakibatkan infertilitas.’® Tingginya kadar glukosa darah pada
penderita diabetes melitus berperan dalam kerusakan sel dengan cara peningkatan reactive
oxygen spescies (ROS) yang dapat mengakibatkan stres oksidatif jaringan yang pada akhirnya
merusak membran mitokondria.?® Stres oksidatif mengakibatkan kerusakan endotel pembuluh
darah dan menyebabkan mikroangiopati yang dapat mengganggu pemberian nutrisi melalui
pembuluh darah ke jaringan - jaringan pembentuk spermatozoa sehingga tahapan
spermatogenesis pada organ testis tidak sempurna. Testis dalam proses reproduksi
mempunyai dua fungsi utama yaitu memproduksi hormon dan spermatozoa. Kedua fungsi
tersebut secara anatomi berlangsung terpisah yaitu hormon testosteron dihasilkan oleh sel
leydig, sedangkan sel spermatozoa dihasilkan oleh sel epitel tubulus seminiferus. Stres
oksidatif juga dapat mengganggu jalur hypothalamus pituitary gonal axis sehingga
pengeluaran hormon menjadi tidak normal.>*2*3141> Apabila sel-sel dan hormon pada testis
mengalami gangguan maka tahapan spermatogenesis akan terganggu, menyebabkan produksi
spermatozoa berkurang, dan pada akhirnya berujung pada masalah infertilitas.*®

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui lebih lanjut mengenai kerusakan
tahapan spermatogenesis pada testis yang diakibatkan oleh diabetes melitus dengan melihat

gambaran histopatologi dan dinilai menggunakan kriteria Johnsen score.*?
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METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan rancangan Post Test Only
Control Group Design. Besar sampel dihitung dengan menggunakan rumus freeder (t-1)(n-
1)>15 dengan keterangan t = jumlah kelompok; n = jumlah tikus tiap kelompok.?* Karena t =
2 maka didapatkan n = 16, sehingga jumlah kesuluruhan sampel sebanyak 32 ekor tikus
Wistar kemudian diadaptasi terlebih dahulu selama 7 hari dengan diberi pakan standar secara
ad libitum . Tikus diukur kadar gula pertama pada hari ke-7 dengan menggunakan glukometer
untuk memastikan tikus dalam keadaan normal. Kemudian di kelompokkan menjadi 2
kelompok dengan cara simple random sampling. Kelompok pertama adalah kelompok kontrol
yaitu sejumlah 16 ekor tikus Wistar yang tidak diberi perlakuan khusus hanya pakan standar
selama 21 hari dan kelompok kedua adalah kelompok perlakuan yaitu sejumlah 16 ekor tikus
Wistar yang diinjeksi aloksan 150mg/KgBB yang dilarutkan dalam Na fisiologis 0,5ml
sebanyak 1 kali secara intraperitoneal pada hari ke-8. Pada hari ke-14 diperiksa kadar gula
darah kedua untuk memastikan tikus kontrol masih dalam keadaan normal dan tikus
perlakuan sudah terinduksi diabetes. Lalu ditunggu selama 14 hari untuk terjadinya gangguan
tahapan spermatogenesis pada tikus perlakuan. Setelah itu pada hari ke-28 tikus diukur
kembali kadar gula darah untuk memastikan tikus kontrol masih

Dalam keadaan normal dan tikus perlakuan masih dalam kondisi diabetes melitus.
Dilakukan terminasi pada hari ke-29 dengan menggunakan ether secara overdose. Kemudian
dilakukan pembedahan untuk diambil organ testisnya, organ testis yang diambil hanya
sebelah Kiri, supaya seragam. Setelah itu proses pembuatan preparat mikroskopis testis,
diamati dan dinilai gambaran histopatologi spermatogenesisnya menggunakan Kkriteria
Johnsen score dengan kriteria skor 1-10.

Tabel 1. Kriteria Johnsen score.?

SKOR PENILAIAN

10 Epitel tubulus normal, spermatogenesis lengkap, lumen tubulus terbuka,
sel spermatozoa > 10
Epitel tubulus rusak, lumen tubulus tertutup, sel spermatozoa > 10
Sel spermatozoa < 10
Sel spermatozoa 0, Sel spermatid > 10
Sel spermatozoa 0, Sel spermatid < 10
Sel spermatozoa dan Sel spermatid 0, sel spermatosit > 5
Sel spermatozoa dan Sel spermatid 0, sel spermatosit <5
Sel spermatogenik hanya terdiri atas sel spermatogonium
Sel spermatogenik 0, hanya ada sel sertoli
Tidak ada sel sama sekali dalam tubulus
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Pemeriksaan dan penilaian dilakukan dengan cara preparat testis diamati
menggunakan mikroskop pada perbesaran 400x dengan teknik double blinding. Pemberian
skor dilakukan pada 5 lapangan pandang tiap lapang pandang terdiri dari 1 tubulus
seminiferus. Skor dari 5 lapangan pandang dirata-rata, sehingga didapatkan skor untuk
masing-masing tikus, sebagai deskriptif data pada penelitian ini. Kemudian diolah data
dengan menggunakan SPSS. Lalu normalitas data diuji dengan menggunakan Saphiro-Wilk.
Nilai median dari rerata masing-masing tikus menjadi skor kelompok, yang kemudian

dilakukan uji beda non-parametric Mann Whitney.

HASIL
Tabel 2. Analisis deskriptif gambaran mikroskopis spermatogenesis pada tubulus seminiferus

testis tikus Wistar kelompok kontrol dan perlakuan.

Kelompok | N | Rerata Std. Deviasi | Median | Minimum | Maksimum
Kontrol 16 | 9.5375 80571 10.0000 7.00 10.00
Perlakuan 16 | 8.4875 77621 8.6000 6.00 9.20
Total 32 | 9.0125 94348 9.1000 6.00 10.00

Tabel 2 menunjukkan bahwa rerata dan median perubahan gambaran mikroskopis
tubulus seminiferus testis tikus Wistar pada kelompok perlakuan yaitu kelompok yang
diinduksi diabetes melitus dengan cara diberi aloksan 150mg/kgBB lebih rendah dari pada
kelompok kontrol. Hal ini menunjukkan bahwa tahapan dalam proses spermatogenesis testis
secara mikroskopis pada kelompok perlakuan lebih mengalami gangguan dibandingkan
dengan kelompok kontrol.

Data hasil yang didapatkan dari skoring mikroskopis spermatogenesis pada tubulus
seminiferus testis tikus Wistar diuji normalitasnya menggunakan Saphiro-Wilk karena
jumlah sampel yang digunakan kurang dari 50 dan hasilnya dapat dilihat dari tabel 3.

Tabel 3. Hasil uji normalitas (' uji Saphiro-Wilk )

Kelompok Saphiro-Wilk Transformasi Keterangan
Kontrol 0.000 0.000 Tidak normal
Perlakuan 0.000 0.000 Tidak normal
Keterangan: Signifikan p>0.05
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Tabel 3 menunjukkan bahwa uji normalitas kelompok kontrol dan perlakuan memiliki
nilai p<0.001. Hal ini dapat disimpulkan bahwa distribusi data dari kelompok kontrol dan
perlakuan tidak normal, karena dapat dikatakan normal apabila p>0.05. Data kemudian diuji
dengan uji non-parametric Mann Whitney karena syarat uji parametric tidak terpenuhi.

Tabel 4. Hasil Uji Beda Mann Whitney

Kelompok Median Min — maks p
Kontrol 10 7-10

0,00011*
Perlakuan 8.6 6-9.2

* Signifikan p<0.05
Tabel uji Mann Whitney menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna atau
signifikan p=0.00011 pada gambaran mikroskopis tubulus seminiferus testis tikus Wistar pada

kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan.

PEMBAHASAN

Pada penelitian ini menunjukan skor pada gambaran histopatologi spermatogenesis
testis kelompok perlakuan lebih rendah dibandingkan kelompok kontrol ( P < K ). Pada
kelompok kontrol tikus tidak diberikan perlakuan khusus hanya diberikan pakan standar,
sedangkan pada kelompok perlakuan tikus diinduksi aloksan 150mg/kgBB untuk
mendapatkan kondisi diabetes eksperimental.

Hal ini didasari oleh karena tingginya kadar gula darah atau hipergklikemi akan
meningkatkan reactive oxygen spesies ( ROS ). Pembentukan ROS sebenarnya merupakan
proses fisiologis tubuh namun apabila terjadi ketidakseimbangan antara produksi dan
eliminasi oleh antioksidan dalam tubuh, terakumulasinya ROS pada jaringan dapat
menyebabkan stres oksidatif. Stres oksdatif dapat mengganggu respirasi sel sehingga merusak
membran mitokondria dan menyebabkan hilangnya fungsi potensial membran
mitokondria.*>® Keadaan ini dapat mengakibatkan mithocondrial permeability transition
yang menyebabkan hilangnya potensial membran mitokondria dan mengakibatkan kebocoran
membran sehingga terjadi depolarisasi membran dan pengaktifkan apoptotic factor yang akan
menginduksi terjadinya proses apoptosis. Apoptosis adalah suatu mekanisme kematian sel
secara terprogram, program kematian sel suatu mekanisme fisiologis untuk menghilangkan sel
yang berlebihan selama proliferasi dan menghilangkan sel — sel yang dapat berpotensi
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berbahaya.'**® ROS yang berlebihan mengakibatkan stres oksidatif pada spermatozoa dengan
segala kerusakan yang ditimbulkan seperti yang telah dijelaskan, sehingga memicu jalur
apoptosis intrinsik akibat kerusakan—kerusakan yang ditimbulkan dan menurunkan produksi
spermatozoa akibat penurunan hormon-hormon pembentuk.”®%* Hal tersebut sebagai salah
satu yang mendasari berkurangnya jumlah sperma atau oligozoospermia saat ejakulasi, yang
pada akhirnya menyebabkan infertilitas pada pria.>** Pasien dengan oligozoospermia dan
oligoasthenospermia menunjukan peningkatan jumlah ROS dibandingkan dengan

Pasien normal.** Penurunan hormon testosteron secara progresif akan mempengaruhi
aktivitas dari enzim LDH yang akan mempengaruhi metabolisme sel sertoli, dimana hal ini
akan berdampak pada spermatogenesis.’* ROS juga menghambat pembentukan laktat melalui
sintesa piruvat. Dengan adanya ROS yang mengakibatkan stres oksidatif dapat menurunkan
kadar testosteron yang mempengaruhi kerja enzim LDH untuk merubah NADH menjadi
NAD" sebagai bahan pembentuk laktat pada sel sertoli menyebabkan sintesa piruvat
terganggu sehingga laktat tidak terproduksi.’’'®1%% Telah kita ketahui laktat di dalam sel
sertoli berfungsi sebagai asupan nutrisi spermatozoa dalam proses spermatogenesis. Dengan
tidak tercukupinya asupan nutrisi maka akan terbentuk kualitas sperma yang tidak baik.**®"®

Berdasarkan analisis menggunakan uji normalitas data uji Saphiro-Wilk. Didapatkan
hasil yang tidak normal pada kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan p<0.001
sedangkan pada uji normalitas hasil normal didapatkan apabila p>0.05. Hal ini karena
terdapat banyak sebaran data yang kembar pada skor tikus setiap kelompok. Karena hasil uji
normalitas data tidak normal maka uji beda dilanjutkan dengan uji non-parametrik Mann
Whitney dan didapatkan hasil yang signifikan antara kelompok kontrol dan perlakuan yaitu
p=0.00011 hasil dikatakan signifikan karena p<0.05.
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Gambar 2. Gambaran mikroskopis tubulus seminiferus testis perbesaran 400x dengan pengecatan HE.
B=s tosit; C ermatid; D = spermatozoa
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Gambar 3. Gambaran mikroskopis tubulus seminiferus dalam penilaian kriteria skor Johnsen
perbesaran 400x dengan pengecatan HE. Skor 10 (A), 9 (B), 8 (C), 7 (D).
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Gambar 4. Gambaran mikroskopis tubulus seminiferus dalam penilaian kriteria skor Johnsen
perbesaran 400x dengan pengecatan HE. Skor 6 (E), 5 (F), 4 (G), 3 (H).

KESIMPULAN DAN SARAN
Simpulan

Kadar gula darah yang tinggi pada kondisi diabetes melitus dapat mengganggu
tahapan spermatogenesis.
Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan memperhatikan lama paparan gula
darah yang tinggi dengan durasi yang lebih singkat yang dapat menimbulkan kerusakan awal
sel-sel pada tubulus seminiferus. Serta perlu dilakukan penelitian mengenai faktor selain reactive

oxygen species (ROS) yang dapat menimbulkan gangguan tahapan spermatogenesis pada testis.
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