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Abstract :

The aim of this research was to evaluate the effect of semen
cryopreservation using TES-Tris yolk citrat (TESTYC) medium on
motility of the sperm. Semen fulfilling inclusion criteria with WHO 1999
criteria. The sperm motility was counted as initial data. The semen was
then mixed with TES-TYC medium and cryopreserved in liquid nitrogen.
After one mounth the semen was thawed and recount its sperm motility.
Data obtained showed that the motility of post freezing sperm
cryopreserved was lower compared to the maotility of pre freezing sperm.
It could be concluded that cryopreservation caused decrease integrity and
death of sperm during cryopreservation, that showed the motility of post
freezing sperm cryopreserved was lower compared to the maotility of pre
freezing sperm.
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Abstrak

Pendlitian ini bertujuan mengevaluas pengaruh simpan beku
semen menggunakan medium TES-Tris Yolk Sitrat (TES-TYC) terhadap
motilitas sperma. Kriteria inklus semen sesuai dengan criteria WHO 1999.
Moatilitas sperma dihitung sebagai data awal. Kemudian semen dicampur
dengan medium TES-TYC dan dissimpan beku dalam nitrogen cair. Setelah
sebulan semen diambil dan sperma dihitung kembali motilitasnya. Data
menunjukkan bahwa matilitas sperma setelah simpan beku lebih rendah
dibanding motilitas sperma sebelum simpan beku. Hal ini dapat
disimpulkan bahwa selama proses pembekuan simpan beku menyebabkan
kerusakan dan kematian sperma, yang ditunjukkan motilitas setelah
simpan beku lebih rendah dibanding motilitas sperma sebelum simpan
beku.

Kata kunci :



PENDAHULUAN

Simpan beku semensgren cryopreservation) merupakan
penyimpanan semen pada suhu sangat rendah dalam nitrogen aair. Pa
simpan beku semen digunakan medium sebagai protektor. Salah satu
manfaat simpan beku semen adalah sebagai sarana pendoeakngpj
laboratorium teknik bantu reproduksi(Assisted Reproductive
Techniques/ART) pada keadaan oligozoospermia, karena dengan simpan
beku akan didapatkan jumlah spermatozoa yang lebih banyak melalui
tuaian secara kolektif.

Hal yang perlu dipertimbangkan dalam simpan beku semen
adalah dampak dari proses pendinginan. Proses pendinginan akan
menyebabkan terbentuknya kristal es intrasellular yang padé s
penghangatan kembalthéwing) mengalami rekristalisasi. Kristal es
hasil rekristalisasi ini merupakan faktor fisik yang dapatusekan
struktur sel dan bahkan mengakibatkan kematian sel (Wetzels, 1996 ;
Henryet al. 1993).

Motilitas merupakan salah satu faktor penting sebagai penentu
kualitas sperma pada analisa sperma. Motilitas spermatozagmt san
menentukan keberhasilan spermatozoa menembus mukus serviks).
Dengan demikian motilitas merupakan faktor penting yang menantuka
keberhasilan proses fertilisasi. Turunnya motilitas spermatekaa
berpengaruh pada terjadinya kehamilan (Mortimer,1994).

Berdasarkan uraian tersebut timbul permasalahan apakah simpan
beku semen dengan medium TES-TYC akan menyebabkan penurunan
motilitas spermatozogoost freezing Penelitian ini bertujuan untuk
mengevaluasi dampak simpan beku semen dengan medium TES-TYC.
terhadap motilitas spermatozoa

TINJAUAN PUSTAKA

Struktur spermatozomature, terdiri dari kepala dengan akrosom
dan nukleus. Bagian tengatmi{lpiece) terdapat mitokondria, sitoplasma,
aksonema, dan serabut padat luar. Bagian ekor terdapat aksonema dan
selubung fibrosa. Aksonema merupakan struktur kompleks yang terdiri
dari 9 pasang mikrotubulus yang saling berhubungan mefain dan
berhubungan dengan selubung sentral dari sepasang mikrotubulus sentral
melalui jari-jari radial (Neischlag & Behre, 1996 ; Johnson &-riye
1988).



Motor pergerakan spermatozoa adalah bagian luar dan dalam dari
lengandynein yang menonjol keluar pada setiap pasang mikrotubulus.
Saat ATP-asedynein diaktifkan pada setengah bagian aksonema
longitudinal, lengamynein mendorong jembatan pasangan mikrotubulus.
Dengan pembentukan dan pemutusan yang berulang dari jembatan
dynein, maka terjadilah gerakan menggeser dari pasangan mikrotubulus
yang diartikan sebagai gerakan melekuk flagella. Saat gerakan
menggeser berpindah pada setengah bagian mikrotubulus yang lain,
maka akan terjadi gerakan melekuk yang berlawanan arah. Lengan dal
dynein berfungsi sebagai inisiasi gerakan melekuk dan menjaga sudut
yang memperbanyak gerakan melekuk. Lengan Mbhsein tidak
esensial untuk gerakan flagella, tetapi berfungsi untuk membangkitkan
tenaga untuk mengatasi resistensi gerakan melekuk yang kaku dan
mengatur kontinuitas gerakan melekuk serta frekuensi irama gerakan
(Neischlag & Behre, 1996)

Mitokondria pada spermatozoa berada pada bagian tengah
(midpiece) (Neischlag & Behre, 1996). Fungsi utama mitokondria adalah
memproduksi energi tinggi (ATP) melalui phosphorilasi oksidatif dan
memberikan energi ke seluruh bagian sel. Phosphorilasi oksidatif
mempunyai dua tahapan, pertama oksidasi untuk melepas energi dari
senyawa organik, dan tahapan ke dua adalah phosphorilasi. Hasilnya
energi yang dilepas akan berikatan dengan ADP dan menjadi ATP
(Karp, 1996)

Pada proses pendinginan, ketika titik beku dicapai air intrasellular
yang tidak sempat keluar sel, akan membeku di dalam sel dan
membentuk kristal es yang berukuran kecil sebagai materi yang kompa
(Henry,1993 ; Wetzels,1996). Kristal es intrasellular ini saat
penghangatan kembali thGwing) akan beragregasi dan dapat
menyebabkan kerusakan bahkan kematian sel (Mazur,1977).

Medium TES-TYC direkomendasikan sebagaioprotective
medium untuk simpan beku spermatozoa manusia. Medium yang paling
banyak digunakan pada simpan beku semen adalah medium TES-Tris
yolk citrat (TES-TYC), medium ini dapat mempertahankan mailit
spermatozogost freezing 83 % daripre freezing (Prins & Weidel,1986).

METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Andrologi Rumah Sakit

Telogorejo Semarang. Penelitian ini merupakan penelitian ekspgaime
yang dilakukan di laboratorium yang merupakan percobaan faktor



tunggal dengan rancangan dasar menggunakan rancangan acak lengkap
(RAL) (Munawar, 1995)

Sampel dalam penelitian ini adalah semen yang berasal dari pria
dewasa, dengan kriteria inklusi yang diterapkan pada penelitian ini
adalah : volume, leukosit, pH, viscositas semen, serta jumlah, nsotilita
dan motilitas spermatozoa sesuai kriteria yang diterapkan ole® WH
(Anonim,1999). Semen diperoleh dari 30 pria dewasa.

Parameter utama penelitian yang diamati adalah motilitas
spermatozoa, yang diamati sebelum dan sesudah simpan beku (Mortimer,
1994 ; Spanct. al., 1999). Pengujian ketepatan metode simpan beku
dilakukan dengan menghitu@yyosurvival Factor (Mortimer, 1994).

Cara penelitian ini meliputi cara pembuatan medium TEST-Tris
yolk citrat (TES-TYC) sesuai metode Winarso & Hinting,1999 n$&
Weidel (1986) ; Mortimer, (1994). Cara penyimpanan seifsemen
cryopreservation) sesuai metode Winarso & Hinting (1999). Cara
penuaiar(thawing) sesuai dengan metode Weidel & Prins (1987).

Data hasil penelitian diuji normalitasnya dengan menggunakan uji
Kolmogorov-Smirnov, dan dilanjutkan dengan uji homogenitas. hasil uiji
normalitas menunjukkan semua data terdistribusi normal dan homogen
maka dilakukan uji statistik dengan menggunakan analisis parametrik
dengan menggunakan uji T (Munawar, 1995 ; Santosa 1999).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil analisis data sebelum dan sesudah simpan beku
menunjukkancryosurvival factor di atas 50%. Dengan demikian dapat

dikatakan prosedur simpan beku pada penelitian ini sudah benar.

Tabel 1. Hasil penghitungan rerata motilitas spermatozoduselzan
setelah simpan beku (dalam %)

Motilitas Pre Freezing Motilitas Post Freezing
58,70 + 4,59 35,81 + 3,06

Keterangan : Data yang diikugiperscrip yang berbeda menunjukkan
berbeda nyata.



Hasil penelitian menunjukkan bahwa motilitas spermatqzea
freezing lebih tinggi dibandingpost freezing. Hal ini menunjukkan bahwa
proses simpan beku menyebabkan penurunan motilitas spermatozoa.

Masalah utama dari simpan beku untuk semua jenis sel adalah
kematian sel yang diakibatkan oleh terbentuknya kristal es iliase
(Wetzels, 1996). Saat terjadi pembekuan, medium disekeliling sel
membeku pada temperatur antara®® sampai -15°C. Keberadaan
membran sel dapat berfungsi mencegah berkembangnya krsstal e
ekstrasellular ke arah intrasellular menyebabkan air eltudesr tidak
membeku dan mengalansupercooled (Henry et al. 1993) Potensial
kimia air yang mengalansupercooled lebih tinggi daripada potensial
kimia air yang membeku di luar sel. Hal tersebut menyebabkan
berdifusi keluar sel (Critzer et al., 1987 ; Mazur,1977) yang
mengakibatkan potensial kimia air intrasellular menembus membran, dan
selanjutnya gradien potensial kimia air menurun secara cepatgsei
dengan pelepasan panas laten sehingga menyebabkan temperatur
intrasellular dan ekstrasellular menyatu sampai mencapki béku
(Mazur,1977)

Permeabilitas membran mitokondria terhadap air jauh lebih
rendah dibandingkan dengan permeabilitas membran sel terhadap air.
Akibatnya pada proses pendinginan air tertinggal di dalam mitokondria.
Pada saat pembekuan terjadi, air yang tertinggal di dalaokondria
membentuk kristal es yang menyebabkan mitokondria mengalami
kerusakan (Henrgt al. 1993) Kerusakan tersebut pada akhirnya akan
menurunkan laju pemecahan fruktosa oleh spermatozoa, dan menurunkan
uptake oksigen sehingga ATP berkurang (Hafez, 1968). Mitokondria
merupakan sumber energi bagi kehidupan sel, dengan demikian bila
mitokondria mengalami kerusakan dapat dipastikan kemampuan gerakan
sel akan mengalami penurunan.

Proses pendinginan merupakan faktor fisik yang dapat
menyebabkan mikrotubulus mengalami kerusakan yang mengakibatkan
terhentinya gerakan cilia (Constatinides, 1993). Menurut pendapat
Neischlag & Behre (1996), kurangnya lengimein pada mikrotubulus
dapat menyebabkan motilitas spermatozoa mengalami penurunan.
Mengingat mikrotubulus dapat mengalami kerusakan pada proses
pendinginan yang menyebabkan spermatozoa tidak dapat melakukan
gerakan. Dengan demikian dapat dikatakan proses simpan beku
merupakan salah satu faktor yang menyebabkan terjadinya penurunan
motilitas spermatozoa.



Keberadaan gliserol dalam medium merupakayoprotectant
yang sangat penting untuk mempertahar&kmwval selama dan sesudah
simpan beku. (Weidel, and Prins, 1987) Sebagaprotectant gliserol
merupakan substanpermeating (Critzer et al.,1987) Dengan demikian
gliserol dapat memasuki sel. Pada saat medium ditambahkan g&en ter
reaksi osmotik, sel akan kehilangan air. Selanjutnya sel akan
mengabsorbsicryoprotectant sehingga volume sel pulih kembali.
Masuknyacryoprotectant ke dalam sel mengakibatkan berkurangnya air
intrasellular sehingga pembentukan kristal es intrasellular lzergur
(Wetzels,1996)

KESIMPULAN

Padapenelitian ini dapat disimpulkan bahwa proses simpan beku
menyebabkan kerusakan struktur spermatozoa, yang ditunjukkan dengan
rendahnya motilitas spermatozoast freezing.
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