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RINGKASAN

Rifzi Devi Nurvitasari

Pengaruh  Pemberian Susu Kedelai terhadap Jumlah Sel Spermatogonia yang
Mengekspresikan Reseptor Estrogen Alpha, Jumlah Spermatozoa dengan Morfologi dan
Pergerakan Normal pada Tikus Wistar (Rattus norvegicus) Jantan. Program Studi
Magister Kebidanan Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya.

Ketua Komisi Pembimbing: Prof. Dr. dr. Nurdiana, M.Kes; Anggota: Dr. dr. | Wayan
Agung Indrawan, Sp.OG(K).

Terjadinya infertilitas di Indonesia pada pria memberikan kontribusi sebesar 30%
dan 20% disebabkan karena kelainan kedua pihak. Hampir setengah dari kasus
infertilitas  dikaitkan dengan faktor pria dengan rendahnya jumlah sperma
(oligozoospermia), rendahnya motilitas sperma (asthenozoospermia) dan abnormalitas
morfologi (teratozoospermia). Sehingga faktor dari suami ataupun istri memiliki kontribusi
yang sama. Kasus infertilitas pada pria disebabkan oleh endocrine disruption, suatu zat
atau campuran eksogen yang mampu mengubah fungsi sistem endokrin dan
memberikan efek buruk. Gangguan endokrin dapat disebabkan oleh konsumsi makanan
yang mengandung fitoestrogen, seperti susu kedelai. Susu kedelai sering digunakan
sebagai alternatif pengganti susu sapi dikarenakan memiliki kandungan proteinnya yang
tidak kalah dengan susu sapi. Selain memiliki kandungan gizi yang tinggi, susu kedelai
juga mengandung isoflavon yang tinggi. Fitoestrogen dapat bertindak sebagai endocrine
disrupting chemicals (EDCs), sehingga dapat mengakibatkan gangguan perkembangan
seksual, perubahan terhadap mekanisme HPG axis. Pemberian fitoestrogen dalam
perkembangan sistem reproduksi tikus dapat menurunkan reseptor estrogen alpha
(ERa). ERa memiliki peran penting dalam regulasi spermatogenesis dan berhubungan
dengan infertilitas. Proses spermatogenesis yang tidak dapat berjalan optimal dapat
menyebabkan penurunan kuantitas dan kualitas spermatozoa. Analisis spermatozoa
penting untuk menentukan tingkat kesuburan seorang pria. Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan pengaruh pemberian susu kedelai terhadap jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha, jumlah spermatozoa dengan morfologi dan
pergerakan normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan.

Penelitian ini menggunakan true eksperimental dengan menggunakan rancangan
Post Test Only Control Group Design dengan sampel tikus jantan (Rattus norvegicus)
sebanyak 24 ekor. Hewan coba dibagi menjadi 4 kelompok yang terdiri dari kelompok
kontrol yaitu tikus tanpa diberi susu kedelai, kelompok perlakuan 1, kelompok perlakuan
2, dan kelompok perlakuan 3 yaitu tikus yang diberi susu kedelai dengan dosis 7,1
gr/kgBB/hari, 14,2 gr/kgBB/hari, dan 21,3 gr/kgBB/hari. Susu kedelai diberikan saat
berusia 4 minggu sampai usia 10 minggu kemudian dilanjutkan pembedahan. Jumlah sel
spermatogonia yang mengekspresikan ERa diamati pada jaringan testis tikus wistar
jantan dengan menggunakan metode Immunohistokimia (IHK). Sel spermatogonia
dengan ERa" akan memancarkan warna cokelat pada inti sel setelah diwarnai dengan
estrogen receptor alpha antibody (SC-787) dari Santa Cruz. Sel spermatogonia dengan
ERa* dihitung dan dibandingkan dengan jumlah sel keseluruhan dalam 1 tubulus
seminiferus secara manual pada 10 lapangan pandang secara random dengan
perbesaran 400X melalui hasil scan dari mikroskop Olympus BX 51. Jumlah
spermatozoa dengan morfologi normal diamati menggunakan metode pewarnaan Kristal-
Violet. Setiap sampel dihitung sampai mendapatkan 100 spermatozoa dan diamati
menggunakan mikroskop cahaya dengan perbesaran 400X. Pengamatan dilakukan pada
spermatozoa yang tidak mengalami kelainan pada kepala, leher, dan ekor. Jumlah
spermatozoa dengan pergerakan normal diamati menggunakan mikroskop cahaya
dengan perbesaran 400X pada 100 spermatozoa. Pengamatan dilakukan pada
spermatozoa dengan motilitas A (pergerakan progresif).

Data dianalisis dengan uji One Way anova dan didapatkan hasil, terdapat
perbedaan yang bermakna pada rerata jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan
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reseptor estrogen alpha (p-value = 0,000), terdapat perbedaan yang bermakna pada
rerata jumlah spermatozoa dengan morfologi normal (p-value = 0,003) serta terdapat
perbedaan yang bermakna dari rerata jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal
(p-value = 0,008) setelah diberikan susu kedelai dengan berbagai dosis. Kemudian
dilanjutkan dengan uji Least Significant Difference (LSD) menunjukkan bahwa dosis susu
kedelai yang dapat menurunkan jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan ERa
adalah dosis perlakuan 1 (7,1 gr/kgBB/hari), dosis perlakuan 2 (14,2 gr/kgBB/hari), dan
dosis perlakuan 3 (21,3 gr/kgBB/hari). Hasil uji korelasi Pearson didapatkan nilai
koefisien korelasi (KK) = -0,887 dimana menggambarkan hubungan kedua variabel yang
kuat, dan menunjukkan arah yang negatif. Hal ini berarti bahwa peningkatan konsentrasi
susu  kedelai akan diikuti dengan penurunan jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan ERa. Sedangkan dosis susu kedelai yang dapat menurunkan jumlah
spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal adalah dosis perlakuan 2 (14,2
gr/kgBB/hari) dan dosis perlakuan 3 (21,3 gr/kgBB/hari). Kesimpulan pada penelitian ini
yaitu pemberian susu kedelai dapat menurunkan jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha, jumlah spermatozoa dengan morfologi dan
pergerakan normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan.
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SUMMARY

Rifzi Devi Nurvitasari

The Effect of Giving Soy Milk to The Number of Spermatogonia Cells Expressing The
Estrogen Receptor Alpha, The Number of Spermatozoa with Normal Morphology and
Movement in Male Wistar (Rattus norvegicus) Rats. Master Program in Midwifery, Faculty
of Medicine, Universitas Brawijaya.

Chair of Supervisory Commission: Prof. Dr. dr. Nurdiana, M.Kes; Member: Dr. dr. |
Wayan Agung Indrawan, Sp.OG(K).

The occurrence of infertility in Indonesia in men contributes 30% and 20% is due
to abnormalities of both parties. Nearly half of infertility cases are associated with male
factors with low sperm count (oligozoospermia), low sperm motility (asthenozoospermia)
and morphological abnormalities (teratozoospermia). So the factor of the husband or wife
has the same contribution. Infertility cases in men are caused by endocrine disruption, an
exogenous substance or mixture that is able to change the function of the endocrine
system and give bad effects. Endocrine disorders can be caused by the consumption of
foods containing phytoestrogens, such as soy milk. Soy milk is often used as an
alternative to cow's milk because it has a protein content that is not inferior to cow's milk.
In addition to having a high nutritional content, soy milk also contains high isoflavones.
Phytoestrogens can act as endocrine disrupting chemicals (EDCs), which can cause
sexual development disorders, changes in the HPG axis mechanism. Administration of
phytoestrogens in the development of the rat reproductive system can reduce estrogen
receptor alpha (ERa). ERa has an important role in the regulation of spermatogenesis
and is associated with infertility. The process of spermatogenesis that cannot run
optimally can cause a decrease in the quantity and quality of spermatozoa. Spermatozoa
analysis is important to determine the level of fertility of a man. This study aims to prove
the effect of soy milk on the number of spermatogonia cells expressing the estrogen
receptor alpha, the number of spermatozoa with normal morphology and movement in
male Wistar (Rattus norvegicus) rats.

This study uses a true experimental design using Post Test Only Control Group
Design with a sample of 24 male rats (Rattus norvegicus). Experimental animals were
divided into 4 groups consisting of a control group, namely rats without soy milk,
treatment group 1, treatment group 2, and treatment group 3, namely rats given soy milk
at a dose of 7.1 g/kgBW/day, 14.2 g/kgBW/day, and 21.3g/kgBW/day. Soy milk is given
at the age of 4 weeks until the age of 10 weeks then followed by surgery. The number of
spermatogonia cells expressing ERa was observed in the testes of male wistar rats using
the Immunohistochemical (IHK) method. Spermatogonia cells with ERa+ will emit a
brown color in the cell nucleus after staining with estrogen receptor alpha antibody (SC-
787) from Santa Cruz. Spermatogonia cells with ERa+ were counted and compared with
the total number of cells in 1 seminiferous tubule manually in 10 random fields of view
with 400X magnification through scan results from an Olympus BX 51 microscope. The
number of spermatozoa with normal morphology was observed using the Crystal-Violet
staining method. Each sample was counted to get 100 spermatozoa and observed using
a light microscope with a magnification of 400X. Observations were made on
spermatozoa without abnormalities in the head, neck, and tail. The number of
spermatozoa with normal movement was observed using a light microscope with 400X
magnification on 100 spermatozoa. Observations were made on spermatozoa with A
motility (progressive movement).

The data were analyzed by One way ANOVA test and the results showed that
there was a significant difference in the mean number of spermatogonia cells expressing
the estrogen receptor alpha (p-value = 0.000), there was a significant difference in the
mean number of spermatozoa with normal morphology (p-value = 0.003) and there was a
significant difference in the mean number of spermatozoa with normal movement (p-
value = 0.008) after being given soy milk with various doses. Then continued with the
Least Significant Difference (LSD) test which showed that the dose of soy milk that could
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reduce the number of spermatogonia cells expressing ER was treatment dose 1 (7.1
g/kgBW/day), treatment dose 2 (14.2 g/kgBW/day). days), and treatment dose 3 (21.3
g/kgBW/day). The results of the Pearson correlation test obtained a correlation coefficient
value (KK) = -0.887 which describes a strong relationship between the two variables, and
shows a negative direction. This means that an increase in the concentration of soy milk
will be followed by a decrease in the number of spermatogonia cells expressing ERa.
While the dose of soy milk that can reduce the number of spermatozoa with normal
morphology and movement is treatment dose 2 (14.2 g/kgBW/day) and treatment dose 3
(21.3 g/kgBW/day). The conclusion of this study is that the administration of soy milk can
reduce the number of spermatogonia cells expressing the estrogen receptor alpha, the
number of spermatozoa with normal morphology and movement in male Wistar (Rattus
norvegicus) rats.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infertilitas merupakan kondisi- yang ditandai dengan tidak  terjadinya
kehamilan setelah 12 bulan melakukan hubungan seksual secara teratur (2-3
kali/ minggu) tanpa menggunakan kontrasepsi atau gangguan seseorang dalam
bereproduksi  (individu  atau dengan pasangannya). Infertilitas telah
mempengaruhi sekitar 8 sampai 12% pasangan usia subur di seluruh dunia
(Borght dan Wyns, 2018). Infertilitas di negara berkembang terjadi lebih tinggi
yaitu sekitar 30%, dibandingkan negara maju hanya 5-8%. Angka kejadian
infertilitas di Asia yaitu 30,8%, di Kamboja 10% dan di Indonesia sendiri
prevalensi infertilitas adalah 21,3% (Novrika, 2017). Prevalensi infertilitas di
Indonesia pada pria memberikan kontribusi sebesar 30% dan 20% disebabkan
karena kelainan kedua pihak. Sehingga faktor dari suami ataupun istri memiliki
kontribusi yang sama (Sinaga, 2016).

Hampir setengah dari kasus infertilitas dikaitkan dengan faktor pria
dengan rendahnya jumlah sperma  (oligozoospermia), rendahnya motilitas
sperma (asthenozoospermia) dan abnormalitas morfologi (teratozoospermia).
Motilitas atau pergerakan sperma merupakan salah satu penentu utama
kesuburan pria dan diperlukan untuk keberhasilan dalam pembuahan
(Wongsodiharjo, 2017).

Infertilitas pada pria disebabkan oleh endocrine disruption, salah satu
penyebabnya yaitu suatu zat yang mampu mengubah fungsi sistem endokrin dan
memberikan efek buruk terhadap organisme, keturunan serta subpopulasinya

(Slama et al., 2016). Zat yang dapat menyebabkan gangguan endokrin dapat
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bersumber dari zat alami (hormon, fitoestrogen) dan buatan manusia (pestisida,
bifenil poliklorasi, senyawa diaoksin) (Monneret, 2017).

Gangguan endokrin dapat disebabkan oleh konsumsi makanan yang
mengandung fitoestrogen, seperti susu kedelai sehingga dapat mengakibatkan
gangguan  perkembangan - seksual, perubahan - terhadap mekanisme HPG
(Hypothalamic pituitary gonadal) axis (Kim dan Park, 2012). Kedelai (Glycine
max Merr.) merupakan salah satu tanaman Legumunoceae dan salah satu
komoditi pangan utama di Indonesia (Adriani dan Nita, 2015). Susu kedelai
adalah minuman yang berasal dari ekstrak kedelai dan merupakan minuman
yang mudah didapat dan ditemukan dalam kehidupan sehari-hari di masyarakat
Indonesia, bahkan dijadikan sebagai salah satu pengganti ASI (PASI). Susu
kedelai sering digunakan sebagai alternatif pengganti susu sapi dikarenakan
susu kedelai memiliki kandungan proteinnya yang tidak kalah dengan susu sapi
serta harga relatif lebih murah (Yoon dan Park, 2014; Soleha et al., 2018).

Selain memiliki kandungan gizi yang tinggi, susu kedelai juga
mengandung isoflavon yang tinggi. Isoflavon adalah flavonoid utama dalam biji
kedelai yang memiliki potensi sebagai antioksidan yang mampu mengikat radikal
bebas dan mencegah reaksi berantainya (Yoon dan Park, 2014). Jumlah
kandungan fitoestrogen dalam susu kedelai yang beredar di masyarakat,
beraneka ragam tergantung dari proses pembuatannya. Menurut Dinsdale dan
Ward (2010), kadar isoflavon dalam susu formula bebasis kedelai bervariasi, dari
32 hingga 47 mg isoflavon / L formula. Sedangkan dalam bentuk bubuk,
kandungan isoflavon pada susu kedelai adalah sebanyak 0,7 — 10,73 mg/ 100 g
(Bhagwat dan Haytowitz, 2015).

Selain  memiliki efek kesehatan yang bermanfaat, sifat estrogenik
fitoestrogen juga menimbulkan kekhawatiran karena dapat bertindak sebagai

endocrine  disrupting chemicals (EDCs), yang memiliki potensi untuk
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menyebabkan efek merugikan bagi kesehatan. Fitoestrogen sangat mirip dalam
struktur kimianya dengan estrogen mamalia, estradiol, dan mengikat reseptor
estrogen a (alpha) dan B (beta) (Paterni et al., 2014; Rietjens et al., 2013). ED
merupakan senyawa alami atau sintesis yang dapat merubah fungsi hormonal
dengan berbagai mekanisme. Berdasarkan sifat aktifnya tersebut, asupan
kedelai memiliki potensi untuk menyebabkan efek merugikan pada kesehatan
dalam keadaan tertentu, terutama ketika paparan terjadi selama masa
perkembangan (Patisaul, 2016).

Berbagai penelitian yang berkaitan dengan pengaruh kedelai terhadap
fungsi reproduksi telah banyak diteliti. Tikus jantan yang diberi paparan jangka
panjang dari kedelai yang mengandung isoflavon dapat mengakibatkan
penurunan pada jumlah spermatozoa dan kesuburan (Cederroth et al., 2010).
Selain itu, penelitian Nurdiana et al. (2016) juga menemukan efek ekstrak kedelai
terhadap perubahan hormon dan spermatogenesis anak tikus wistar jantan yang
induknya diberikan ekstrak kedelai saat bunting dan menyusui anaknya sampai
usia 2 bulan. Hasil penelitian menunjukkan adanya penurunan kadar LH
(Luteinizing Hormone), FSH (Follicle Stimulating Hormone) dan testosteron serta
menghambat proses spermatogenesis.

Proses spermatogenesis yang tidak dapat berjalan optimal dapat
menyebabkan penurunan kuantitas dan kualitas spermatozoa (Adriani dan Nita,
2015). Spermatozoa merupakan hasil dari proses spermatogenesis. Analisis
spermatozoa penting untuk menentukan tingkat kesuburan seorang pria. Jumlah
spermatozoa yang dihasilkan tidak cukup untuk mendiagnosa apakah seseorang
infertil atau tidak, karena apabila jumlah spermatozoa yang normal tetapi bila
morfologi dan kecepatan kurang baik akan bisa menyebabkan infertil (Sinaga,

2016; Susanti et al., 2019).
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Estrogen, dan reseptor utamanya (ERa) memiliki peran penting dalam
regulasi spermatogenesis (Chieffi et al., 2002). Reseptor estrogen memainkan
peran penting sebagai mediator aksi estrogen pada jaringan target dan
berhubungan dengan infertilitas (Li et al., 2014). lIsoflavon dalam kedelai
merupakan fitoestrogen yang struktur kimianya mirip dengan estrogen sehingga
dapat berikatan dengan reseptor estrogen (Dinsdale dan Ward, 2010; Dinastiti et
al., 2019). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Zin et al. (2013) bahwa
pemberian fitoestrogen dalam perkembangan sistem reproduksi tikus dapat
menurunkan ERa. Penghambatan pada ERa menyebabkan penurunan
pergerakan spermatozoa sehingga menurunkan fertilitas pada mencit dan tikus
(Zhao et al., 2020). Sehingga ERa berperan penting dalam kesuburan hewan
jantan.

Konsumsi kedelai yang mengandung isoflavon memberikan pengaruh
yang bervariasi terhadap kesehatan reproduksi pria. Bayi dan anak kecil yang
mengonsumsi isoflavon perlu khusus karena organ mereka yang sensitif akan
hormon, termasuk otak dan sistem reproduksi, masih mengalami pematangan
seksual. Akibatnya, asupan kedelai memiliki potensi untuk menyebabkan efek
merugikan dalam keadaan tertentu, terutama ketika paparan terjadi selama masa
perkembangan. Sehingga sangat penting untuk mengetahui kapan waktu
pemberian yang memiliki efek pada kesehatan dan berapa lama pemakaian yang
dapat mempengaruhi organ perkembangan tubuh, khususnya perkembangan
organ reproduktif (Dinsdale dan Ward, 2010; Patisaul dan Jefferson, 2011).

Akan tetapi, berbeda dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Astuti
dan Sutyarso (2010) bahwa terjadi peningkatan kadar testosteron serum, jumlah
sel Leydig dan jumlah sel spermatogenik setelah diberi tepung kedelai kaya
isoflavon pada tikus. Secara keseluruhan, manfaat atau risiko kesehatan dari

isoflavon dan fitoestrogen lainnya masih kontroversial (Rietjens et al., 2013).
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Sehingga sampai saat ini, pengaruh fitoestrogen terhadap reproduksi laki-laki
masih terjadi pro dan kontra.

Oleh karena itu, peneliti tertarik melakukan penelitian tentang pengaruh
pemberian susu = kedelai terhadap jumlah  sel = spermatogonia = yang
mengekspresikan ' reseptor estrogen alpha, jumlah spermatozoa dengan

morfologi dan pergerakan normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan.

1.2 Rumusan Masalah
1.2.1 Rumusan Masalah Umum
Apakah pemberian susu kedelai dapat menyebabkan penurunan jumlah
sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha, penurunan
jumlah spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal pada tikus wistar
(Rattus norvegicus) jantan?
1.2.2 Rumusan Sub Masalah
1. Apakah pemberian susu kedelai dapat menyebabkan penurunan
jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen
alpha pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan?
2. Apakah pemberian susu kedelai dapat menyebabkan penurunan
jumlah spermatozoa dengan morfologi normal pada tikus wistar
(Rattus norvegicus) jantan?
3. Apakah pemberian susu kedelai dapat menyebabkan penurunan
jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal pada tikus wistar

(Rattus norvegicus) jantan?
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3

Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Membuktikan = dan menganalisa pengaruh pemberian susu kedelai

terhadap penurunan jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor

estrogen alpha, penurunan jumlah spermatozoa dengan morfologi dan

pergerakan normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan.

1.3.2 Tujuan Khusus

1.4

14.1

1%

Menganalisa  penurunan jumlah  sel spermatogonia  yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha pada tikus wistar (Rattus
norvegicus) jantan yang diberikan susu kedelai dengan berbagai
dosis

Menganalisa penurunan jumlah spermatozoa dengan —morfologi
normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan yang diberikan
susu kedelai dengan berbagai dosis

Menganalisa penurunan jumlah spermatozoa dengan pergerakan
normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan yang diberikan

susu kedelai dengan berbagai dosis

Manfaat Penelitian

Manfaat Teoritis

Ia

Menambah khasanah ilmu pengetahuan dan meningkatkan
perkembangan ilmu kebidanan mengenai konsumsi susu kedelai
pada masa perkembangan dan efeknya terhadap sistem kesehatan.
Menjadi referensi tentang fitoestrogen susu kedelai dapat
menyebabkan endocrine disrupting chemicals (EDCs).

Sebagai dasar pengembangan ilmiah lebih lanjut tentang pengaruh

konsumsi susu kedelai terhadap fungsi organ reproduksi yang lain.



1.4.2 Manfaat Praktis
1. Menjadi referensi bagi tenaga kesehatan khususnya bidan sebagai
upaya meningkatkan kualitas sumber daya manusia.

2. Memberikan informasi dasar pada masyarakat untuk lebih berhati-hati
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dalam mengonsumsi susu kedelai.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Infertilitas
2.1.1 Definisi

Infertilitas - merupakan penyakit Kklinis yang ditandai dengan tidak
terjadinya kehamilan setelah 12 bulan melakukan hubungan seksual secara
teratur dan tanpa kontrasepsi. Infertilitas telah mempengaruhi sekitar 8 sampai
12% pasangan usia subur di seluruh dunia (Borght dan Wyns, 2018).

Secara garis besar infertilitas dapat diklasifikasikan menjadi dua yaitu
infertilitas primer dan infertilitas sekunder. Infertilitas primer apabila pasangan
suami istri belum pernah mengalami kehamilan selama satu tahun atau lebih
dengan hubungan seksual yang teratur tanpa kontrasepsi, sedangkan infertilitas
sekunder apabila pasangan suami istri setelah satu tahun pasca persalinan atau
pasca abortus telah gagal mengalami kehamilan tanpa menggunakan
kontrasepsi. Kasus infertilitas dapat disebabkan oleh pihak suami maupun istri
(Khaidir, 2006; Prawirohardjo, 2011).

2.1.2 Prevalensi

Infertilitas telah mempengaruhi sekitar 8 sampai 12% pasangan usia
subur di seluruh dunia (Borght dan Wyns, 2018). Tingkat infertilitas pria tertinggi
ada di Afrika dan Eropa Tengah atau Timur, sedangkan Amerika Utara, Australia
dan Eropa Tengah dan Timur masing-masing 4,6 — 6 %, 9% dan 9 — 12 %.
(Agarwal et al., 2015). Prevalensi infertilitas di Indonesia meningkat sebesar 15-
20% dari sekitar 50 juta pasangan dengan kelainan pada pria memberikan
kontribusi sebesar 30% dan 20% disebabkan karena kelainan kedua pihak.
Sehingga faktor dari suami ataupun istri- mempunyai kontribusi yang sama

(Sinaga, 2016).



-
o
3

-
-
—
P
o

S
L= ]
o
e
[-=]
-

BRAWIJAYA

2.1.3 Etiologi

Penyebab infertilitas pada pria 90% disebabkan karena jumlah sperma
yang rendah, kualitas sperma yang buruk atau keduanya. Penyebab yang lain
seperti masalah anatomi, ketidakseimbangan hormon dan masalah genetik
(Leaver, 2016). Disfungsi seksual (71,7%) menjadi penyebab  terjadinya
aspermia, sedangkan azoospermia ditemukan pada 86,4% kasus hipogonadisme
dan 97,1% pada obstruksi saluran mani (Punab et al., 2017).
2.1.4 Patofisiologi

Patofisiologi infertilitas disesuaikan dengan penyebabnya, salah satunya
disebabkan oleh endocrine disruptior (gangguan endokrin). Gangguan endokrin
disebabkan oleh zat atau campuran eksogen yang mampu mengubah fungsi
sistem endokrin dan berefek buruk terhadap organisme, keturunan serta
populasinya (Slama et al., 2016). Endocrine Disrupting chemicals (EDCs) dapat
mengubah fungsi hormonal dengan berbagai mekanisme, termasuk: 1) stimulasi
atau penghambatan langsung sistem endokrin; 2) meniru atau memblokir
respons tubuh terhadap hormon steroid endogen; atau 3) mengubah biosintesis,
sekresi, transportasi, pengikat, aksi, degradasi atau penghapusan hormon
endogen yang bertanggung jawab untuk pemeliharaan homeostasis, reproduksi,
perkembangan dan / atau perilaku (Retana-Marquez et al., 2012).
2.1.5 Diagnosis

Pada manusia, prognosis dan diagnosis kesuburan pria terdapat
beberapa cara yang dapat dilakukan:
2.1.5.1 Memantau Hiperaktivasi (HA)

Salah satu indicator kapasitasi adalah tampilan HA oleh spermatozoa.
Motilitas sperma, hiperaktivasi dan parameter kinematic motilitas terkait seperti
kecepatan rata-rata (VAP/ velocity average path), kecepatan kurva (VCL/ velocity

curvilinear), kecepatan garis lurus (VSL/ veloricity straight line), linearitas (LIN)
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dan beat frequens (BCF). Berdasarkan parameter kinematic tersebut, dapat
dibedakan antara spermatozoa hiperaktif (menunjukkan pola motilitas melingkar/
heliks) dan non hiperaktif (menunjukkan pola motilitas planar) dengan melihat
VCL, LIN, dan ALH (Singh dan Singh, 2017).

Hiperaktivasi sperma yang terganggu telah diamati pada manusia (Wiser
et al., 2014) telah melakukan evaluasi terhadap spermatozoa pasien normal
yang menjalani IVF dan menemukan bahwa pasien dengan peningkatan motilitas
hiperaktif memiliki tingkat pembuahan yang secara signifikan lebih tinggi
dibdaningkan dengan kelompok tanpa peningkatan motilitas hiperaktif. Oleh
karena itu, HA dapat digunakan sebagai parameter diagnosis untuk kesuburan
pria.
2.1.5.2 Analisis Semen

Analisis semen digunakan sebagai pemeriksaan kesuburan pada pria
karena dapat memberikan informasi tentang fungsi sel germinal testis laki-laki,
fungsi organ sekretori, dan potensi saluran reproduksi pria (WHO, 2010). Sampel
semen harus diperiksa di laboratorium dalam waktu satu jam setelah
pengambilan guna mencegah kesalahan (Wall dan Jayasena, 2018).

Tabel 2.1 Nilai Referensi Hasil Analisis Semen

Parameter Nilai Referensi
Volume semen 1,5mL
pH 27,2

Konsentrasi sperma =215 x 105 mL

Jumlah sperma per ejakulat =39 x 10%/ mL
Motilitas total 240 %
Moatilitas progresif 232 %
Bentuk Normal 24 %

Leukosit <1 x 108 mL

Sumber; WHO (2010)
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Hasil analisa semen dapat dikategorikan dengan nomenklatur yang akan
mengklasifikasikan 'kuantitas kualitas sperma. Menurut WHO (2010), berikut
adalah kategori dari hasil analisis semen:

1. Normozoospermia : semua parameter dalam keadaan normal atau lebih dari
nilai normal (konsentrasi, morfologi, motilitas)

2. Oligozoospermia : jumlah sperma yang kurang dari nilai refrensi

3. Asthenozoospermia : penurunan motilitas sperma

4. Oligoasthenozoospermia : berkurangnya jumlah dan motilitas sperma

5. Teratozoospermia : meningkatnya jumlah sperma abnormal

6. Aspermia : tidak ada sperma yang dikeluarkan

7. Leukositospermia : peningkatan sel darah putih dalam air mani, dapat
mengindikasi infeksi dan berhubungan dengan penurunan fungsi dan
motilitas sperma

2.1.5.3 Mengamati Fosforila Tirosis (pY)

Mengamati fosforilasi tirosin (pY) pada spermatozoa manusia, jika terjadi
peningkatan fosforilasi protein tirosin selama kapasitasi, maka ini berkorelasi
dengan kemampuan spermatozoa dalam melakukan fertilisasi (Kwon et al.,
2014). Namun pemeriksaan pY sangat jarang dilakukan dalam menentukan
kesuburan pria (Singh dan Singh, 2017).
2.1.5.4 Uji Genetik

Infertilitas pria dapat dikaitkan dengan berbagai faktor genetik, termasuk
penyimpangan kromosom, perubahan genetic dan mikrodelesi kromosom Y.
Penyimpangan kromosom dinilai melalui kariotipe G-band. Mutasi genetik dan
mikrodelesi kromosom Y dapat dinilai melalui pemeriksaan analisis darah perifer
dan dapat diperkuat dengan pemeriksaan polymerase chain reaction (PCR)

(Esteves et al., 2011). Uji genetik tidak hanya menentukan penyebab, namun
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2.2.1 Taxonomy
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Viridaeplantae

Infrakingdom : Streptophyta

Divisi : Tracheophyta

Subdivisi : Spermatophytina

Kelas : Magnollopsida

Ordo : Fabales

Famili : Fabaceae

Genus : Glycine

Spesies : Glycine max (ITIS, 2020).

;’Of}

Gambar 2.1 (A) Tanaman Kacang Kedelai dan (B) Biji Kedelai (Yuniarsih,
2017).

2.3 Susu Kedelai
Susu kedelai merupakan salah satu olahan kedelai yang bebas laktosa
dan bisa dikonsumsi untuk orang dewasa, anak maupun bayi. Susu kedelai telah

banyak digunakan diseluruh dunia lebih dari 100 tahun dan dapat menjadi
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alternatif bagi bayi yang mengalami alergi susu sapi yang dimediasi oleh kadar
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alergi IgE, diare pasca infeksi, intoleransi laktosa, galaktosemia, serta pada bayi
yang orang tuanya lebih memilih diet vegetarian (Dinsdale dan Ward, 2010).
Manajemen kasus pada bayi dengan alergi susu sapi (ASS) yakni
mencakup penghindaran konsumsi susu sapi dan makanan yang mengandung
susu sapi dan susu kedelai digunakan sebagai susu pengganti sampai terjadi
toleransi terhadap susu sapi (Koletzko et al., 2012; Siregar dan Munasir, 2016).
Berdasarkan perbandingan komposisi susu kedelai dan susu sapi, susu kedelai
memiliki kandungan gizi yang hampir sama dengan susu sapi terutama protein,
yaitu 3,2 — 3,5 gr/ 100gram (Ramadhan et al., 2014). Selain itu susu kedelai juga
mengandung fitoestrogen dan dapat mengganggu sistem endokrin atau disebut

dengan endocrine disrupting chemicals (EDCs) (Shibayama et al., 2001).

2.4 Fitoestrogen

Fitoestrogen merupakan kelompok senyawa non steroid yang memiliki
komposisi yang mirip_dengan estrogen alami didalam tubuh sehingga dapat
berikatan dengan ERa dan ERB yang disebabkan karena struktur kimianya mirip
dengan estradiol (Gambar 2.2) (Lehraiki et al., 2011; Dinastiti et al., 2019).
Fitoestrogen memiliki struktur yang menyerupai estrogen dan terdiri dari empat
tipe yaitu isoflavon, koumestan, lignan dan prenilflafonoid (Hasanah et al., 2020).
Kelompok-kelompok- dalam varian jenis fitoestrogen dapat dilihat pada gambar
2.3. Sumber fitoestrogen yang paling umum adalah produk kedelai dan isoflavon
adalah yang paling tinggi konsentrasinya (Kim dan Park, 2012; Hasanah et al.,

2020).
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Gambar 2.2 Perbandingan struktur estrogen endogen dan fitoestrogen.
Keterangan:  Androstenedion dan testosteron merupakan prekursor wajib estrogen
dan dikonversi oleh enzim aromatase P450.
Genistein dan daidzein merupakan isoflavonoid, serta enterolactone
adalah lignan (panel bawah). Pada isoflavonoid, jumlah dan posisi
hidroksil -'menentukan derajat homologi sterik dengan 17(-estradiol
sehingga memiliki afinitas dalam mengikat reseptor estrogen (Gruber et

al., 2002).
Phytoestrogen
Flavonoid Non-flavonoid
Isoflavones Coumestans Prenyl flavonoids Lignans
: i i Secoisolariciresinol

Genistein Coumestrol 8-Prenylnaringenin
Daidzein
Glycitein

Gambar 2.3 Klasifikasi fitoestrogen dan anggota setiap kelompoknya.

Keterangan: =~ Beberapa senyawa yang ada didalam tanaman telah diidentifikasi
memiliki efek estrogenik, senyawa kimia ini disebut fitoestrogen. Tiga
kelas flavonoid yaitu isoflavon, coumestans, dan flavonoid terprenilasi
merupakan kelompok fitoestrogen yang memiliki aktivitas estrogenik
yang paling kuat. Selain itu kelompok fitoestrogen non flavonoid juga
telah diidentifikasi dan dikelompokkan kedalam lignans (Kim dan Park,
2012).
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Isoflavon kedelai merupakan salah satu dari fitoestrogen yang terdiri atas
tiga senyawa yaitu genistein, daidzein, dan glisitein dengan perbandingan 1:1:0,2
(Dafriani, 2015). Fitoestrogen dapat berikatan dengan reseptor estrogen karena
memiliki- struktur yang sama dengan hormon  estrogen dan memberikan efek
yang merugikan terutama pada organ reproduksi di sebagian besar spesies
hewan jantan (Adriani dan Nita, 2015).

2.4.1 Mekanisme Kerja Fitoestrogen Terhadap Reseptor Estrogen (ER)

Fitoestrogen dikenal sebagai endocrine disruptor compounds (EDCs).
EDC merupakan senyawa alami atau sintetik yang dapat mengubah fungsi
hormonal dengan berbagai mekanisme, termasuk: 1) stimulasi atau
penghambatan langsung sistem endokrin; 2) meniru atau memblokir respons
tubuh terhadap hormon steroid endogen; atau 3) mengubah biosintesis, sekresi,
transportasi, pengikat, aksi, degradasi atau penghapusan hormon endogen yang
bertanggung jawab untuk pemeliharaan homeostasis, reproduksi, perkembangan
dan / atau perilaku (Retana-Marquez et al., 2012). Berdasarkan sifat aktifnya
tersebut, asupan kedelai memiliki potensi untuk menyebabkan efek kesehatan
yang merugikan dalam keadaan tertentu, terutama ketika paparan terjadi selama
masa perkembangan (Patisaul, 2016).

Struktur fitoestrogen yang mirip dengan struktur estrogen dapat berikatan
dengan reseptor estrogen (Dinastiti et al., 2019). Elemen struktural utama yang
memungkinkan fitoestrogen mengikat afinitas tinggi ke reseptor estrogen dan
menampilkan efek seperti estradiol adalah: (1) adanya cincin fenolik yang sangat
diperlukan untuk mengikat reseptor estrogen; (2) cincin isoflavon yang meniru
cincin estrogen di tempat pengikatan reseptor; (3) berat molekul rendah, mirip

dengan estrogen (berat molekul = 272); (4) jarak antara dua gugus hidroksil
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dalam inti isoflavon serupa dengan jarak di estradiol; dan (5) pola hidroksilasi
optimal (Yildiz, 2019).

Reseptor estrogen, setelah berikatan dengan ligan, dapat berpindah dari
sitoplasma ke nukleus, mengikat dan mempengaruhi daerah kontrol transkripsi
DNA atau RNA, dan maka dari itu dapat mempengaruhi ekspresi gen tertentu.
Steroid juga mampu mengikat reseptor permukaan sel, mendorong pembentukan
nukleotida siklik sitoplasma dan protein kinase terkait, yang mengontrol ekspresi
gen target melalui faktor transkripsi. Oleh karena itu, fitoestrogen berpotensi
mempengaruhi semua proses yang diatur oleh estrogen termasuk induksi
pengikat hormon seks globulin dan penghambatan aromatase. Reseptor
estrogen terdapat pada beberapa jaringan dalam tubuh mamalia, antara lain:
sistem saraf pusat (termasuk sumbu hipotalamus-hipofisial), gonad, saluran
reproduksi, plasenta, kelenjar susu, tulang, saluran pencernaan, paru-paru. Hal
ini menunjukkan bahwa fitoestrogen dapat memberikan efek hormonal pada
jaringan tertentu (Sirotkin dan Harrath, 2014), walaupun diyakini bahwa jalur
pensinyalan (signaling pathway) yang diinduksi oleh fitoestrogen tidak
sepenuhnya identik dengan yang diinduksi oleh estrogen (Lecomte et al., 2017).

Fitoestrogen memiliki afinitas yang lebih rendah dari pada estradiol untuk
mengikat ER, dan kebanyakan dari mereka menunjukkan afinitas yang lebih
tinggi untuk ERB daripada untuk ERa sekitar 30 kali lipat. Kompleks reseptor
ligan yang dihasilkan mampu menginduksi aktivitas transkripsi (Retana-Marquez

etal.,, 2012) (Gambar 2.4).
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Gambar 2.4 Mekanisme aksi fitoestrogen dan reseptor estrogen.

Keterangan:  Fitoestrogen menunjukkan afinitas yang lebih tinggi untuk ERB daripada
untuk ERa tetapi dengan aktivitas yang lebih rendah dari E2. ERE =
elemen respons estrogen. Garis hitam: mekanisme kerja estradiol. Garis
abu-abu padat dan terputus-putus: mekanisme aksi fitoestrogen
(Retana-Marquez et al., 2012).

Namun konsentrasi yang dibutuhkan isoflavon (genistein, daidzein,
glicetin dan equol) untuk menginduksi aktivitas transkripsi adalah 104 kali lebih
tinggi dari E2. Aktivitas transkripsi yang lebih rendah dari fitoestrogen diimbangi
dengan bioavailabilitas yang lebih tinggi, karena fraksi bebas yang bersirkulasi
lebih dari 50%, dibandingkan dengan 4,5% untuk E2. Lebih lanjut, tingkat
sirkulasi fitoestrogen satu urutan lebih tinggi daripada tingkat E2 (ng / ml versus
pg / ml). Aksesibilitas yang lebih besar ke ER ini menjelaskan mengapa dengan
adanya estrogen endogen, isoflavon berperilaku sebagai antagonis estrogenik,
sedangkan dengan tidak adanya estrogen mereka berperilaku sebagai agonis

lemah (Retana-Marquez et al., 2012).
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2.5 Isoflavon

Pada kedelai atau produk dari kedelai, isoflavon merupakan konsentrasi
yang paling tinggi. Tiap 1 kg kedelai segar mengandung 0,6-3,8 g isoflavon
(Hasanah et al., 2020). Akan tetapi, jumlah ini juga bergantung pada produk-
produk - olahan lainnya (Adriani dan Nita, 2015). Isoflavon dalam kedelai
merupakan fitoestrogen dengan aktivitas hormon potensial dikarenakan struktur
kimianya mirip dengan 17(-estradiol (Dinsdale dan Ward, 2010). Isoflavon
termasuk genistein, daidzein dan glycitein dapat mengikat ER (An et al., 2018).

Isoflavon dapat berikatan dengan reseptor estrogen dan dapat
menyebabkan efek yang potensial karena reseptor estrogen akan diblok oleh
isoflavon sehingga tidak dapat diduduki oleh estrogen. Senyawa ini dapat
membahayakan sistem endokrin tubuh karena kemungkinan efek buruknya pada
fungsi reproduksi (Dinastiti et al., 2019). Konsumsi makanan dengan bahan
kedelai kaya isoflavon dapat terjadi gangguan aktivitas hormon dalam tubuh dan
merangsang proses spermatogenesis, yang dapat menyebabkan penurunan

jumlah spermatozoa (An et al., 2018).

2.6 Estrogen dan Reseptor Estrogen (ER)
2.6.1 Biosintesis Estrogen

Pada manusia, terdapat tiga estrogen endogen utama yaitu estron (E1),
estradiol (E2) dan estriol (E3). Estrogen pada pria ditemukan sekitar tahun 1930.
Kunci dalam biosintesis estrogen adalah aromatisasi androgen C19, vyaitu
testosteron dan androstenedion yang masing-masing diperlukan untuk
membentuk estradiol dan estron. 17p-estradiol (estradiol) adalah bentuk

estrogen endogen yang umum pada mamalia (Vincenzo et al., 2016).
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Gambar 2.5 Jalur biokimia konversi testosteron menjadi estrogen.

Keterangan: Testosteron dan androstenedion masing-masing diubah menjadi
estradiol dan estron oleh aktivitas enzim aromatase (Vincenzo et al.,
2016).

Pembentukan = estrogen dari ~ testosterone dan  androstenedion
membutuhkan aktivitas enzim aromatase. Sitokrom P450 aromatase (P450arom)
merupakan produk dari gen unik yang disebut CYP19 (Carreau dan Levallet,
2000). Mekanisme kerja estrogen melalui 2 subtipe reseptornya, yaitu reseptor
estrogen alpha (ERa) dan reseptor estrogen beta (ERB) (Kim dan Park, 2012).
2.6.2 Reseptor Estrogen Alpha (ERa) dan Beta (ERB)

Estrogen memainkan peran mendasar dalam mengatur aktivitas
reproduksi di semua vertebrata. Efek ini pada dasarnya dimediasi oleh reseptor
estrogen, yaitu faktor transkripsi dari superfamili hormon steroid (Tohyama et al.,
2017). ER terletak di organ reproduksi jantan yaitu testis dan epididimis
(Krejcifova et al., 2018). Fungsi fisiologis estrogen melibatkan reseptor estrogen.
Reseptor estrogen teridentifikasi menjadi 2 subtipe yaitu ERa dan ERB. Reseptor
tersebut dapat berikatan baik secara agonis maupun antagonis. ERa merupakan

protein asam amino 595 dan dikode oleh gen ESR1 pada kromosom 6g25,
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sedangkan ERB merupakan protein asam amino 530 dan dikode oleh gen ESR2
pada kromosom 14q22-24 (Brostrom, 2007; Li et al., 2014).

ERa ditemukan pada tahun 1958, sekitar hampir 40 tahun sebelum
ditemukannya ERp, karena ERa telah ditemukan di berbagai jaringan pada
wanita. Kedua reseptor terletak dibeberapa tipe sel yang berbeda dalam
mengaktifkan jalur pensinyalan. Estrogen bekerja dengan berinteraksi pada
reseptor estrogen yang dapat memodulasi transkripsi gen target (efek genom)
dan/ aktivasi jalur pensinyalan berbeda yang terletak di membran (efek non
genomik) (Brostrom, 2007; Carreau et al., 2012). Estrogen di testis berinteraksi
dengan reseptor estrogen yang akan memodulasi transkripsi gen target melalui
salah satu elemen responsif estrogen spesifik (ERE) atau perekrutan co-faktor
(Carreau et al., 2011). Reseptor estrogen, setelah berikatan dengan ligan, dapat
berpindah dari sitoplasma ke nukleus, mengikat dan mempengaruhi daerah
kontrol transkripsi DNA atau RNA, dan maka dari itu dapat mempengaruhi
ekspresi gen tertentu. Steroid juga mampu mengikat reseptor permukaan sel,
mendorong pembentukan nukleotida siklik sitoplasma dan protein kinase terkait,
yang mengontrol ekspresi gen target melalui faktor transkripsi (Sirotkin dan

Harrath, 2014).
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Gambar 2.6 - Mekanisme kerja reseptor estrogen (ER).

Keterangan: E2 memasuki sel melalui membran lipid dan mengikat ER di dalam
sitoplasma atau nukleus. ER memediasi efek E2 melalui beragam
mekanisme transkripsi. Di dalam nukleus, ER yang diaktifkan membentuk
dimer untuk mengikat DNA secara langsung di situs ERE atau secara
tidak langsung di situs Spl atau Apl. ER yang diaktifkan kemudian dapat
merekrut kofaktor dan RNA polimerase Il (pol. Il), yang memungkinkan
transkripsi gen target (aksi genomik). Lebih lanjut, ER dapat
menggunakan aksi non-genomik melalui aktivasi kinase intraseluler yang
berhubungan atau tidaknya dengan pensinyalan growth factor (Lecomte
et al., 2017).

Gambar 2.7 menunjukkan perbedaan struktur ERa (595 aa) dan ERf
(530 aa). Reseptor ini memiliki lima domain struktural dan fungsional yang
berbeda: domain pengikat DNA (DBD; domain C), domain hinge (D), domain
pengikat ligan (LBD; domain E / F), dan dua domain fungsi aktivasi transkripsi
AF-1 (dalam domain A/B) dan AF-2 (dalam domain F). Pengikatan ligan
(estrogen) ke domain E menghasilkan perubahan konformasi pada reseptor
(dimerisasi homo/ hetero). Dimer reseptor kemudian melakukan translokasi di
dalam inti dengan bantuan domain D. Domain ini juga penting untuk modifikasi
reseptor pasca-translasi dengan asetilasi, gugus lipofilik, dan ubiquitination.

Domain C kemudian mengenali dan mengikat elemen respons-estrogen (ERE)
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dalam DNA. Region AF-2 berinteraksi dengan protein co-regulator di jalur yang
bergantung pada ligan. Sedangkan region AF-1 diaktifkan dengan cara yang

tidak bergantung pada ligan (Khan dan Ahmed, 2016).

ERa  NH;7 A/B- AF-1 | CDBD  DH E-LBD F-AF-2 ‘[—coou
1 185 251 355 549 595
ERB NH, 16% | 97% | 30% ~60% 18% l»coou
1 148 214 304 500 530

Gambar 2.7 Perbandingan struktur ERa dan ERB.

Keterangan: =~ Reseptor estrogen memiliki beberapa domain yakni N terminal region
(A/B domain), C Domain, D Domain, E Domain, dan F Domain (Khan dan
Ahmed, 2016).

Pada kondisi normal (dibawah pengaruh estradiol endogen), transkripsi
ERa lebih aktif dibandingkan ER. Aktivitas transkripsi ERa terutama dimediasi
melalui N-terminal AF-1, dimana region ini terdapat perbedaan antara ERa dan
ERPB (Adibnia et al., 2016). ER memainkan peran penting dalam memediasi aksi
estrogen pada jaringan target dan berhubungan dengan infertilitas pria (Li et al.,
2014). Lokasi ER yang terletak di dalam testis menujukkan peran estrogen dalam
regulasi proses spermatogenesis meliputi proliferasi, apoptosis maupun
pematangan (An et al., 2018).

2.6.3 Fungsi Reseptor Estrogen Alpha (ERa) dan Beta (ERB) pada
Reproduksi Jantan

Peran estrogen dan reseptornya sangat penting untuk menjaga
keseimbangan dan pemeliharaan spermatogenesis normal (Zhao et al., 2020).
Estrogen berperan dalam.proliferasi-dan diferensiasi pada sel germinal selama
perkembangan serta menghambat apoptosis yang dimediasi oleh reseptor
spesifik seperti ERa, ERB, dan GPER (Chimento et al., 2014; Nudmamud-Thanoi
et al., 2016).

ER terletak di sel somatik maupun sel germinal pada testis di berbagai
spesies termasuk manusia dan tikus. Berbeda dengan reseptor androgen (AR)

yang hanya terletak di sel somatik (Carreau et al., 2011). Estrogen juga
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memainkan peran penting dalam perkembangan sperma dengan mempengaruhi
proses transkripsi gen target melalui ERa maupun ERB (An et al., 2018). ER
berinteraksi dengan aromatase (enzim sitokrom P450) dan terlibat dalam jalur
yang diinduksi oleh estrogen untuk mengontrol proses spermatogenesis maupun
spermiogenesis (Adibnia et al., 2016). Selain itu, estrogen berperan dalam
umpan balik negatif pada kelenjar pituitari dalam mengatur sekresi gonadotropin,
oleh karena itu tidak adanya estrogen ataupun paparan estrogen yang
berlebihan menyebabkan gangguan pada keseimbangan sumbu hipotalamus-
hipofisis-testis (Aryani et al., 2019).

Estrogen, dan reseptor utamanya (ERa) memiliki peran penting dalam
regulasi spermatogenesis. Peran penting estrogen dalam proliferasi sel
spermatogonia telah dibuktikan dengan keterlibatannya pada pensinyalan
ERK/c-fos pada tingkat molekuler (Chieffi et al., 2002). Estradiol merangsang
mitosis pada spermatogonia melalui ERa sehingga menunjukkan peran dalam
perkembangan siklus sel. Estradiol secara cepat mengaktifkan jalur
EGFR/ERK/fos/cyclin D1 yang bertanggung jawab dalam proliferasi sel
spermatogonia (Sirianni et al., 2008; Sharma, 2017). Selain itu, ERa yang
diaktifkan oleh ligannya secara cepat menginduksi jalur EGFR/ERK1/2 dan P13K
sehingga meningkatkan ekspresi cyclin D1 yang berperan dalam proliferasi sel
Sertoli (Chimento et al., 2014). ERB mendorong siklus sel keluar dan maturasi
sel melalui aktivasi dengan cara yang bergantung pada PI3K dan ini mengarah
pada ekspresi dari marker diferensiasi sel Sertoli yaitu —p27Kip, GATAL, dan

DMRT1 (Meroni et al., 2019).
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Gambar 2.8 Reseptor estrogen alpha (ERa) pada testis tikus dengan
pewarnaan imunohistokimia.

Keterangan: Imunostaining positif untuk ERa teramati pada Spermatogonia (Sg
Spermatosit (Sc), dan Sel Sertoli (ser) (Nudmamud-Thanoi et al., 2016).

ER juga berperan penting dalam kualitas parameter sperma. Hasil
penelitian sebelumnya dengan menggunakan hewan coba model knockout ERf
tidak menunjukkan perubahan parameter sperma, sehingga peran ERa lebih
menonjol dibandingkan ERB pada tingkat sperma (Adibnia et al., 2016). ERa
memainkan peran penting dalam modulasi metabolisme sperma, apabila terjadi
gangguan pada fungsinya dapat menyebabkan penurunan persentase densitas
sperma, motilitas sperma serta sperma dengan morfologi normal (Abhari et al.,
2014). Lokalisasi ERa yang ditemukan di seluruh spermatozoon terutama pada
bagian tengah (midpiece) dan terlokalisasi di dalam mitokondria yang mana
menyediakan energi (ATP) yang dibutuhkan untuk pergerakan sperma (Carreau

et al., 2010; Nudmamud-Thanoi et al., 2016).

2.7 Tikus Wistar (Rattus norvegicus)

Pada penelitian ini menggunakan tikus putih karena mudah didapat dalam
jumlah banyak, berespon cepat, dapat memberikan gambaran ilmiah yang
mungkin terjadi pada manusia dan harganya relatif murah (Sihombing dan

Raflizar, 2010).
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Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia
Subordo : Odontoceti
Familia : Muridae

Genus : Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

Tikus putih memiliki beberapa sifat yang menguntungkan sebagai hewan
uji penelitian di antaranya perkembangbiakan cepat, mempunyai ukuran yang
lebih besar dari mencit, mudah dipelihara dalam jumlah yang banyak. Tikus putih
juga memiliki ciri-ciri morfologis seperti albino, kepala kecil, dan ekor yang lebih
panjang dibdaningkan badannya, pertumbuhannya cepat, temperamennya baik,
kemampuan laktasi tinggi, dan tahan terhadap arsenik tiroksid (Akbar, 2013).
Karakteristik umum dan reproduksi tikus wistar jantan dapat dilihat dalam tabel

2.2.

BRAWIJAYA
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Tabel 2.2 Data Fisiologi Umum dan Reproduksi Tikus Jantan

Parameter Nilai
Temperatur tubuh 37°C
Laju respirasi 75 - 115 kali/ menit
Detak jantung 260 - 400 detak/menit
Konsumsi air/hari 10-12 ml/ 100 gram BB
Konsumsi makanan/hari 10 gram/ 100 gram BB
Berat lahir 5 gram
Usia penyapihan 21 hari
Berat badan tikus jantan dewasa 450 - 550 gram
Lama hidup 2,3 -3,5tahun
Usia dikawinkan 8 - 10 minggu

Sumber: Sengupta (2013)

2.7.2 Sistem Reproduksi Tikus Jantan

Pada sistem reproduksi tikus jantan, testis merupakan kelenjar utama
yang bertanggung jawab terhadap produksi gamet jantan (spermatozoa) pada
proses spermatogenesis dan - sintesis hormon jantan/ androgen (proses
steroidogenesis). Testis berjumlah sepasang, tersimpan dalam kantung skrotum
dan terletak di inguinal. Pada mammal, testis turun dan keluar dari rongga
abdomen (peritoneal) menuju posisi ekstrakorporeal dan akhirnya masuk ke
dalam skrotum (inguinoskrotal). Proses ini dikenal sebagai descensus
testiculorum yang dikendalikan oleh ‘androgen. Dengan posisi ini temperatur
testis menjadi lebih rendah daripada temperatur tubuh (sekitar 2-4°C) yang
diperlukan untuk spermatogenesis (Hughes dan Acerini, 2008; Fitria et al., 2015).
Testis 90% tersusun oleh tubulus seminiferus, sedangkan 10% nya adalah sel
interstitial (sel Leydig) dan jaringan ikat (Susilawati, 2011). Selain testis, terdapat
kelenjar-kelenjar kelamin pelengkap (accessory sex glands), yaitu: vesikula
seminalis, kelenjar koagulasi, prostat, bulbouretralis (kelenjar Cowper), dan

ampula (Gambar 2.9). Sekret yang dihasilkan accessory sex gldans bersama-
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sama dengan spermatozoa dan sekret epididimis disebut semen (Chughtai et al.,
2005; Gofur et al., 2014).

Bladder
' Vesicula Seminalis

Gland of the Yas \
Deferens

Vas De!er\ens

\ Coagulating Gland
3 L Ureter
“ UYrethra

Prostate Gland

Cut Ends of Pelvis ;

ol K ; Pehis LN
S ¢ Preputial Gland PRt
’,/‘,,/ / reputia \

Wy, Scrotal Sac
A W

% Cowpcrs'Ghnd
Gubernaculdm

Cauda Ep:::hdymis
Gambar 2.9 Struktur kelenjar-kelenjar reproduksi pada tikus jantan (Fitria
et al., 2015).

2.7.2.1 Sel Leydig

Sel Leydig merupakan penghasil utama testosteron. Sel yang terletak di
kompartemen interstitial testis ini memproduksi sekitar 95% testosterone. Sel
Leydig mengonversikan kolesterol menjadi testosteron. Di dalam sel ini,
testosteron juga dapat diubah menjadi dihidrotestoteron atau estradiol. Sel
Leydig memproduksi estradiol tetapi dalam jumlah yang kecil, sekitar 20 % dari
aromatisasi peripheral (Agustinus et al., 2018).
2.7.2.2 Sel Sertoli

Sel Sertoli merupakan sel somatik yang terletak di membran basal dan
meluas hingga ke lumen tubulus seminiferus. Sel ini dapat dianggap sebagai
struktur penunjang sel germinal. Sepanjang badan sel, terdapat sel germinal
dengan berbagai tingkat diferensiasi. Sel sertoli berperan sebagai penopang dan
penyedia makanan: (nutrisi) untuk spermatozoa yang sedang berkembang serta

mengoordinasi spermatogenesis (Cheng, 2008; Agustinus et al., 2018). Sel
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sertoli  memproduksi piruvat, asetat dan laktat yang diperlukan untuk
metabolisme sel germinal (Oliveira dan Alves, 2015).

Sel Sertoli yang berdekatan akan membentuk Sertoli cells tight junction
yang termasuk blood-testis-barrier atau sawar darah testis. Penutupan sawar
darah testis ini terjadi saat meiosis sel benih telah terjadi dan proliferasi sel
Sertoli telah berhenti. Sawar darah testis membagi epitel seminiferus menjadi
dua bagian, yaitu regio basal tempat sel benih stadium awal dan regio adluminal
tempat sel benih stadium lanjut (Agustinus et al., 2018).

Selama perkembangannya, sel benih berpindah dari basal menuju
adluminal. Proses ini terjadi melalui disolusi dan perakitan kembali tight junction
di atas dan di bawah sel benih yang berpindah. Sawar darah testis berfungsi
sebagai isolasi fisik sel haploid (pembelahan meiosis menyebabkan spermatosit
primer dari keadaan diploid akan berubah menjadi haploid pada tahap
selanjutnya) untuk mencegah pengenalan sel haploid oleh sistem imun dan
persiapan lingkungan khusus untuk proses meiosis dan perkembangan sperma
(Agustinus et al., 2018).
2.7.2.3 Sel Benih (Sel Germinal)

Beragam sel benih tersusun dalam hubungan selular yang tipikal di dalam
tubulus seminiferus. Sel ini terdiri dari sel punca pada bagian basal hingga
spermatozoa pada lumen. Spermatogonia terletak pada bagian basal epitel
seminiferus dan diklasifikasikan menjadi tiga jenis yaitu tipe A, tipe intermediet
dan tipe B. Spermatogonia dianggap sebagai sel punca testicular (Krinke, 2000;
Agustinus et al., 2018)

Dari spermatogonium B, spermatosit preleptopten dihasilkan sebelum
permulaan pembelahan meiosis. Spermatid merupakan hasil akhir pembelahan
meiosis dan mengalami serangkaian perubahan menjadi spermatozoa yang

dikenal sebagai spermiogenesis dan dilepas dari melalui spermiasi. Spermatozoa
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merupakan bentuk sel matur dari sel germinal yang terdapat dalam tubulus
seminiferus (Agustinus et al., 2018).
2.7.3 Spermatogenesis pada Tikus

Spermatogenesis merupakan proses perkembangan yang kompleks
dimana melibatkan perubahan bentuk sel germinal progenitor diploid menjadi
spermatozoa matur yang terjadi di tubulus seminiferus yang terletak pada testis.
(Susilawati, 2011; Keber et al., 2013). Proses spermatogenesis pada manusia
memerlukan waktu 74 hari, sedangkan pada tikus jantan memerlukan waktu 48
hari yang dibagi menjadi 14 tahap serta dibutuhkan waktu 12 hari untuk
menyelesaikan satu siklus (Susilawati, 2011; Makel& dan Toppari, 2017).

Spermatogenesis menghasilkan sekitar 256 spermatid (haploid, 1n) yang
berasal dari spermatogonia tipe Al (diploid, 2n). Satu spermatogonia (diploid, 2n)
akan menghasilkan 8 spermatid (haploid, 1n) selama proses spermatogenesis.
Proses spermatogenesis dimulai ketika spermatogonia mengalami proliferasi dan
diferensiasi melalui mitosis menjadi spermatosit primer, yang selanjutnya diikuti
oleh meiosis yang menghasilkan round spermatid haploid. Selanjutnya round
spermatid mengalami perubahan morfologi yang dramatis hingga menjadi
spermatozoa yang matur (Wang et al., 2012; Akmal et al., 2015). Proses
spermatogenesis dibagi menjadi 4 fase (Weinbauer et al., 2010), yaitu:

2.7.3.1 Proliferasi mitosis dan diferensiasi sel germinal diploid (spermatogonia)
(spermatositogenesis)

Fase pertama adalah fase proliferasi, dimana sel induk spermatogonia
mengalami pembelahan mitosis untuk mempertahankan populasi sel induk dan
menghasilkan sel spermatogonia yang siap dilanjutkan untuk spermatogenesis.
Pada spermatogenesis, fase pertama dikenal sebagai spermatositogenesis dan
fungsinya untuk mempertahankan populasi sel induk dan memproduksi sel

spermatogonia untuk proliferasi dan diferensiasi lebih lanjut (Singh, 2020).
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Spermatogonia dibedakan menjadi tiga jenis yaitu tipe A, tipe intermediet
dan tipe B. Spermatogonia tipe A dibagi menjadi tipe AO (sel induk) dan tipe Al-
A4. Spermatogonia AO terletak pada membrane basal tubulus seminiferus dan
dapat membelah = menjadi dua sel anak, salah satu hasilnya adalah
spermatogonia Al yang kemudian akan terus berlanjut pada proses
spermatogenesis. Sedangkan yang lain tahap sebagai sel induk (Krinke, 2000;
Méakelda dan Toppari, 2017). Penurunan proliferasi sel spermatogonia
menyebabkan penurunan rasio sel germinal/ sel Sertoli, penurunan
spermatogenesis, serta infertilitas jantan (Liberal et al., 2010).

2.7.3.2 Pembelahan sel germinal (spermatosit) secara meiosis menjadi sel
germinal haploid (spermatid)

Pada tikus jantan spermatogonia Al selanjutnya akan mengalami enam
pembelahan mitosis yang hasilnya adalah spermatosit preleptoten. Pada fase
meiosis akan berkembang menjadi leptoten, zygoten, pakiten dan spermatosit
sekunder. Spermatosit sekunder akan membelah secara meiosis hingga menjadi
spermatid (Gambar 2.10) (Krinke, 2000; Makela dan Toppari, 2017).
2.7.3.3 Transformasi spermatid menjadi spermatozoa (spermiogenesis)

Spermatid selanjutnya akan mengalami perubahan morfologi menjadi
spermatozoa melalui proses spermiogenesis. Spermiogenesis terjadi dalam
lumen tubulus seminiferus. Perubahan yang terjadi pada tahap ini yaitu (1)
pembentukan akrosom, yang menutupi separuh dari nucleus dan mengandung
enzim-enzim untuk membantu penetrasi ke ovum, (2) kondensasi nukleus, (3)
pembentukan leher, bagian tengah dan ekor sperma, serta (4) terjadinya
pengelupasan sebagian besar sitoplasma sebagai residu yang difagosit oleh sel

Sertoli (Luthfi dan Noor, 2015).
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2.7.3.4 Spermiasi
Tahap ini merupakan pelepasan spermatozoa dari epitelium germinal

menuju tubular (Weinbauer et al., 2010).
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Gambar 2.10 Tahapan perubahan spermatogonia pada setiap siklus sel
selama proses spermatogenesis pada tikus.
Keterangan:  A: spermatogonia tipe A; In: spermatogonia tipe intermediet; B:
spermatogonia tipe B; R: Resting spermatosit primer; L: Leptotene; Z:
Zygotene; P(D), P(VII), P(VIII), awal, pertengahan dan akhir spermatosit
pachytene; Di: diplotene; m: mitosis (Krinke, 2000).
2.7.4 Regulasi Hormonal Pada Spermatogenesis
Regulasi proses spermatogenesis melibatkan berbagai macam hormone
yang diatur melalui mekanisme HPG (Hypothalamic, pituitary, gonadal) axis.

Hipotalamus mensekresi gonadotropin-releasing hormone (GnRH) yang memicu
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hipofisis anterior untuk mensekresi luteinizing hormone (LH) dan follicle-
stimulating hormone (FSH). Kerja utama LH adalah berikatan dengan reseptor
khusus pada sel Leydig dan meningkatkan siklik adenosis monofosfat (CAMP)
yang menginduksi konversi kolesterol menjadi testosteron. Selain itu LH juga
berperan dalam regulasi jumlah sel Leydig. Sedangkan FSH berikatan dengan
reseptor spesifik pada sel-sel Sertoli di tubulus seminiferus dan merangsang
produksi Androgen binding protein (ABP), inhibin, aromatase dan protein lainnya.
FSH mempengaruhi sel Sertoli di tubulus seminiferus untuk merangsang
terjadinya spermatogenesis (Kumar dan Sharma, 2017; Agustinus et al., 2018).
Testosteron sebagai androgen utama yang diproduksi oleh sel-sel
interstitial (sel Leydig) berperan dalam regulasi spermatogenesis yaitu memacu
pertumbuhan dan diferensiasi sel-sel spermatogenik (Gofur et al., 2014).
Sebagian testosteron yang dihasilkan sel Leydig akan diikat oleh ABP yang
diproduksi oleh sel Sertoli, sementara sebagian kecil akan masuk ke sirkulasi.
Pengikatan testosteron oleh ABP membantu testosteron masuk kedalam tubulus
seminiferus untuk proses spermatogenesis. Testosteron yang dihasilkan sel
Leydig oleh parakrin sel Sertoli dirubah menjadi 173-estradiol karena pengaruh

FSH (Susilawati, 2011; Agustinus et al., 2018) (Gambar 2.11).

/ Plrunakv\
tH FSH

——\ NN
CHOLESTEROL (
{ ' C AMP
G AMP— | %
TESTOSTERONE - - -|-— - - ~|~ -~ TESTOSTERONE )
ESTRADIOL 178

LEYDIG CELL SERTOLI CELL

Gambar 2.11 Interaksi parakrin antara sel Leydig dan sel Sertoli.

Keterangan:  Pituitary mensekresi LH dan FSH. LH meningkatkan cAMP sehingga
menginduksi konversi kolesterol menjadi testosterone pada sel Leydig.
Sebagian testosterone yang dihasilkan sel Leydig oleh parakrin sel
Sertoli diubah menjadi 17B-estradiol (Susilawati, 2011).
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2.8 Spermatozoa

Spermatozoa merupakan hasil dari proses spermatogenesis, sehingga
dengan menganalisis kuantitas dan kualitas spermatozoa dapat mencerminkan
proses-proses yang terjadi selama pembentukannya, termasuk melakukan
diagnosis apabila terjadi kerusakan atau kelainan pada morfologi spermatozoa.
(Fitria et al., 2015). Spermatozoa pada tikus lebih panjang dibdaningkan dengan
spesies mamalia lainnya dan panjangnya sekitar 150-200 mm. Kepala sperma
pada tikus berbentuk kait, sama seperti hewan pengerat lainnya (Krinke, 2000).
2.8.1 Produksi Spermatozoa

Tiap hari per testis pada tikus memproduksi sperma sebanyak 35,4 x
10%/mL, perbedaan yang tidak signifikan jika dibandingkan dengan manusia yakni
45,5 x 10°/mL. Pada tikus tubulus seminiferus lebih tebal daripada manusia yaitu
3475 pm vs 26219 um, akan tetapi pembatas tubulus jauh lebih tipis pada tikus
dibdaning manusia (1,4+1 ym vs 15,9+3,4 um). Epitel seminiferus pada tikus
mengandung 40% lebih sel spermatogenik dari volumenya, 2 kali lebih banyak
dari manusia (Krinke, 2000).
2.8.2 Morfologi Spermatozoa

Salah satu parameter yang paling penting dalam menilai fertilitas individu
jantan adalah morfologi spermatozoa (Sudatri et al., 2019). Spermatozoa
merupakan sel memanjang, terdiri dari dua bagian utama yaitu kepala yang
mengandung inti dan flagella (ekor) yang mengandung perangkat yang
diperlukan untuk pergerakannya (motilitas) (Agustinus et al., 2018). Pada kepala
sperma terdapat nucleus, akrosom dan membrane plasma sperma. Secara
struktur, flagella dibagi menjadi 4 bagian, yaitu: bagian leher, bagian tengah,
bagian utama dan bagian ujung. Leher melekatkan flagella pada kepala sperma

(Gambar 2.12) (Luthfi dan Noor, 2015).
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Gambar 2.12 Struktur spermatozoa tikus.

Keterangan: (A) Gambar skematik. (B) Gambar mikroskop elektron imbasan sperma
Rattus norvegicus. (C) Skema irisan melintang bagian ekor (Luthfi dan
Noor, 2015).

Kepala sperma dibagi menjadi dua bagian utama yaitu nukleus dan
struktur membran. Nukleus mengandung kromosom haploid dan nukleoprotein.
Struktur membran sperma terdiri dari (1) membran plasma yang menutup seluruh
permukaan kepala sperma; (2) akrosom, yaitu struktur disebelah dalam membran
plasma yang menutup bagian anterior nukleus; dan (3) Postnuclear cap, yaitu
selubung sitoplasma yang menutup bagian posterior akrosom (Luthfi dan Noor,
2015).

Akrosom yang mengandung enzim pada kepala sperma penting untuk
proses penembusan sel telur. Sperma yang diejakulasi harus mengalami proses
kapasitasi agar dapat membuahi oosit. Kapasitasi merupakan proses yang
menyebabkan perubahan fisiologi pada membran plasma kepala sperma
sebelum mengalami reaksi akrosom. Proses ini melibatkan penyingkiran protein
dan glikoprotein plasma semen yang melekat pada permukaan sperma dan
selanjutnya terjadi rangkaian perubahan biokimia dan fisiologi pada sperma
(Luthfi dan Noor, 2015).

Flagela  merupakan bagian yang bertanggungjawab dalam pergerakan

(motilitas) dan kemampuan sperma dalam membuahi. Flagela dibagi menjadi 4
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bagian yaitu bagian leher, bagian tengah (midpiece), bagian utama (principal)
dan bagian ujung (endpiece). Inti flagela adalah struktur mikrotubul yang dikenali
sebagai aksonema yang memanjang dari bagian penghubung hingga bagian
akhir flagela. Aksonema dikelilingi oleh sembilan serat kasar atau padat luat
(outer dense fiber atau ODF). ODF berfungsi menyediakan struktur. sokongan
untuk ekor sperma yang panjang. Aksonema dan serat padat pada middle piece
diselubungi oleh sejumlah mitokondria. Mitokondria menyediakan energi (ATP)
yang dibutuhkan untuk pergerakan sperma (Luthfi dan Noor, 2015; Agustinus et
al., 2018).

Pada flagela terdapat enzim-enzim yang berperan penting dalam produksi
tenaga sperma yang diperlukan untuk pergerakan sperma dan pembuahan.
Enzim-enzim tersebut merupakan enzim yang terlibat dalam glikolisis dan
fosforilasi oksidatif. Kedua proses tersebut merupakan sumber penghasilan
tenaga pada sperma. Diantara enzim yang terlibat dalam glikolisis ialah enolase,
fosfogliserat kinase 2, dan laktat dehidrogenase, sedangkan enzim yang terlibat
dalam oksidasi fosforilasi adalah ATP. sintase, enolase, fosfogliserat kinase 2,
dan laktat dehidrogenase terdapat pada selubung fiber, sedangkan ATP sintase
terdapat pada mitokondria yang terletak dalam selubung mitokondria (Luthfi dan
Noor, 2015).

Ciri spermatozoa dengan morfologi normal mempunyai bentuk kepala
seperti kait dan ekor panjang lurus, sedangkan sperma yang abnormal
mempunyai bentuk kepala tidak beraturan, dapat berbentuk seperti pisang atau
tidak beraturan (amorphous), atau terlalu bengkok, dan ekornya tidak lurus
bahkan tidak berekor, atau hanya terdapat ekornya saja tanpa kepala (Sinaga,

2016).
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Gambar 2.13 Spermatozoa dengan morfologi normal dan abnormal pada
tikus Wistar.

Keterangan: A: Morfologi normal; B: ekor bengkok; C: kepala ganda; D: leher
bengkok; E: kepala yang rata (Abbasi et al., 2011).

Spermatozoa dengan morfologi abnormal dapat disebabkan karena
proses spermatogenesis yang tidak dapat berjalan optimal, yaitu gangguan pada
tahap pembelahan sel-sel spermatogonia sebelum terbentuknya kepala, leher
dan ekor. Sehingga pembentukan morfologi yang normal akan mengalami
gangguan (Ermiza, 2012). Spermatogenesis merupakan proses perkembangan
yang kompleks dimana melibatkan perubahan bentuk sel germinal progenitor
diploid menjadi spermatozoa matur yang terjadi di tubulus seminiferus yang
terletak pada testis (Susilawati, 2011; Keber et al., 2013). Gangguan pada
proses spermatogenesis menyebabkan kerusakan pada hasil sel spermatogenik,
termasuk jumlah tetesan sitoplasma dan gangguan selama spermiogenesis.
Gangguan pada proses spermiogenesis mengakibatkan kelainan pembentukan

sperma, seperti kepala spermatozoa menjadi lebih kecil atau lebih besar dari

<
<
=
%

UNIVERSITAS

biasanya, ekor bengkok atau patah, dan lain-lain (Antari et al., 2016).
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2.8.3 Pergerakan Spermatozoa

Pergerakan (motilitas) spermatozoa sangat penting karena menunjukkan
kemampuan spermatozoa dalam melakukan proses fertilisasi (Adriani dan Nita,
2015). Gerakan progresif merupakan gerakan spermatozoa yang normal.
Gerakan melingkar dan gerak reverse seringkali merupakan tanda terjadinya cold
shock karena abnormalitas morfologi sperma (Luthfi dan Noor, 2015). Sumber
tenaga sperma adalah ATP. ATP terutama digunakan untuk pergerakan
spermatozoa. Berbeda dengan sel somatik, sel sperma memerlukan lebih
banyak ATP untuk menyediakan tenaga bagi pergerakan sperma, kapasitasi,
dan proses pembuahan. Sperma menggunakan kedua jalur yaitu glikolisis dan
fosforilasi oksidatif untuk produksi ATP. Mitokondria terletak dibagian flagella
terutama dibagian tengah (midpiece) dan merupakan tempat produksi tenaga
untuk pergerakan sperma (Luthfi dan Noor, 2015; Agustinus et al., 2018).

Pergerakan spermatozoa dipengaruhi oleh morfologi spermatozoa itu
sendiri, dimana dengan adanya morfologi yang normal dapat mengakibatkan
peningkatan motilitas. Meskipun ekor sperma sangat penting untuk motilitas,
akan tetapi morfologi kepala sperma juga sangat penting (Gundogan et al.,
2010). Abnormalitas morfologi pada sperma dapat menyebabkan gangguan pada
motilitasnya, yaitu -kemampuan gerak dari spermatozoa (Ermiza, 2012).
Pergerakan spermatozoa berasal dari gerakan ekor dan berhubungan erat
dengan viabilitas maupun morfologi yang normal. Hal ini disebabkan karena
pergerakan dapat terjadi jika didukung oleh morfologi dari spermatozoa itu sendiri
(Adriani dan Nita, 2015).

Selain itu, adanya peningkatan suhu dapat menyebabkan adanya
gangguan fungsi mitokondria yaitu organel yang terdapat dalam sel sperma yang

fungsinya adalah menghasilkan energi dan menyebabkan kerusakan enzim
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karena pada suhu yang lebih tinggi terjadi denaturasi. Denaturasi enzim
spermatozoa akan mengganggu metabolisme spermatozoa dalam menghasilkan
energi untuk pergerakan spermatozoa sehingga menyebabkan terjadinya

penurunan motilitas spermatozoa (Ermiza, 2012).
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BAB 3

KERANGKA TEORI DAN KONSEP PENELITIAN

3.1 Kerangka Teori
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Hipofisis anterior
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> Testosteron :
Kolesterol Sitokrom
1 v €1 P450
y Estrogen aromatase
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Keterangan:
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GnRH : Gonadotropin Releasing
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LH : Luteinizing hormone
FSH : Follicle stimulating hormone

ERa : Reseptor estrogen alpha

Tubulus seminiferus

Spermatogenesis

Spermatogonia

»
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ERa
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Proliferasi
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Spermatosit
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Spermatid
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Gambar 3.1 Kerangka Teori Penelitian
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Penjelasan Kerangka Teori

Mekanisme normal pengaturan hormon tikus jantan dimulai dari
hipotalamus mensekresikan Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) untuk
merangsang pengeluaran Lutenising Hormone (LH) dan Follicle Stimulating
Hormone (FSH) dari hipofisis anterior. (Oliveira dan Alves, 2015). LH berikatan
dengan reseptor khusus pada sel Leydig dan menginduksi konversi kolesterol
menjadi testosteron. Sedangkan FSH berikatan dengan reseptor spesifik pada
sel-sel Sertoli di tubulus seminiferus dan merangsang produksi Androgen binding
protein (ABP), inhibin, aromatase dan protein lainnya. FSH mempengaruhi sel
Sertoli di tubulus seminiferus untuk merangsang terjadinya spermatogenesis
(Kumar dan Sharma, 2017; Agustinus et al., 2018).

Pengikatan testosteron oleh ABP membantu testosteron masuk kedalam
tubulus seminiferus untuk proses spermatogenesis. Testosteron yang dihasilkan
sel Leydig oleh parakrin sel Sertoli dirubah menjadi 17B-estradiol karena
pengaruh FSH (Susilawati, 2011; Agustinus et al., 2018). Pembentukan estrogen
dari testosteron membutuhkan aktivitas enzim aromatase yaitu sitokrom P450
aromatase (P450arom) (Carreau dan Levallet, 2000).

Estrogen, dan reseptor utamanya (ERa) memiliki peran penting dalam
regulasi spermatogenesis. Peran penting estrogen dalam proliferasi sel
spermatogonia telah dibuktikan dengan keterlibatannya pada pensinyalan
ERK/c-fos pada tingkat molekuler (Chieffi et al., 2002). Estradiol merangsang
mitosis pada spermatogonia melalui ERa sehingga menunjukkan peran dalam
perkembangan siklus sel. Estradiol secara cepat mengaktifkan jalur
EGFR/ERK/fos/cyclin - D1 yang bertanggung jawab dalam proliferasi sel

spermatogonia (Sirianni et al., 2008; Sharma, 2017).
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Spermatogenesis merupakan proses perubahan bentuk sel germinal
progenitor diploid menjadi spermatozoa. Proses spermatogenesis dimulai ketika
spermatogonia mengalami proliferasi dan diferensiasi melalui mitosis menjadi
spermatosit primer, yang selanjutnya diikuti oleh meiosis yang menghasilkan
round spermatid haploid. Selanjutnya round spermatid mengalami perubahan
morfologi yang dramatis hingga menjadi spermatozoa yang matur (Wang et al.,
2012; Akmal et al.,, 2015). Keberhasilan proses spermatogenesis dipengaruhi
oleh jumlah sel germinal pada tubulus seminiferus. Spermatogenesis dan
degenerasi sel germinal dapat diukur dari jumlah sel germinal dalam berbagai
tahap perkembangan selama spermatogenesis, dan secara kuantitatif berkaitan

dengan jumlah spermatozoa yang dihasilkan (Johnson et al., 2000).
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3.2 Kerangka Konsep
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Susu kedelai Tubulus seminiferus .
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| dengan morfologi dengan pergerakan
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Keterangan :

|:| Variabel yang diteliti

"""""""" ! * Variabel yang tidak diteliti

——— : Menghambat
Gambar 3.2 Kerangka Konsep Penelitian

Penjelasan Kerangka Konsep

Kedelai diketahui merupakan salah satu sumber fitoestrogen karena
struktur molekul isoflavon kedelai mirip dengan struktur molekul estrogen,
sehingga dapat berikatan dengan reseptor estrogen (RE) (Madianung et al.,

2016). Pemberian susu kedelai yang mengandung fitoestrogen tercatat sebagai
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senyawa estrogenik sehingga dapat mengganggu sistem endokrin atau disebut
dengan endocrine disrupting chemicals (EDCs) (Shibayama et al., 2001).

Hasil penelitian yang dilakukan oleh Zin et al. (2013) bahwa pemberian
fitoestrogen dalam perkembangan sistem reproduksi tikus dapat menurunkan
ERa. Estradiol menginduksi terjadinya proses spermatogenesis yang dimediasi
oleh ERa (Allan et al., 2010). Estradiol secara cepat mengaktifkan jalur
EGFR/ERK/fos/cyclin D1 yang bertanggung jawab dalam proliferasi sel
spermatogonia (Sirianni et al., 2008; Sharma, 2017). Proses spermatogenesis
dimulai ketika spermatogonia mengalami- proliferasi dan diferensiasi melalui
mitosis menjadi spermatosit primer, yang selanjutnya diikuti oleh meiosis yang
menghasilkan round spermatid haploid. Selanjutnya round spermatid mengalami
perubahan morfologi yang dramatis hingga menjadi spermatozoa yang matur
(Wang et al., 2012; Akmal et al., 2015). Lokalisasi ERa yang ditemukan di
seluruh spermatozoon terutama pada bagian tengah (midpiece) dan terlokalisasi
di dalam mitokondria sebagai penyedia energi (ATP) yang dibutuhkan untuk
pergerakan sperma (Carreau et al., 2010; Nudmamud-Thanoi et al., 2016).

Spermatogenesis merupakan proses perubahan bentuk sel germinal
progenitor diploid menjadi spermatozoa. Keberhasilan proses spermatogenesis
dipengaruhi oleh jumlah sel germinal pada tubulus seminiferus (Johnson et al.,
2000). Penurunan proliferasi sel spermatogonia menyebabkan penurunan rasio
sel germinal/ sel Sertoli, penurunan spermatogenesis, sehingga menyebabkan
infertilitas pada jantan (Liberal et al., 2010). Proses spermatogenesis yang tidak
dapat berjalan optimal dapat menyebabkan penurunan morfologi normal dan

pergerakan (motilitas) spermatozoa (Adriani dan Nita, 2015).
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3.3 Hipotesis Penelitian

Adapun hipotesis pada penelitian ini, yakni sebagai berikut :

Pemberian susu kedelai dapat menyebabkan penurunan jumlah sel
spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha, penurunan
jumlah spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal pada tikus wistar
(Rattus norvegicus) jantan.

3.3.1 Sub hipotesis:

3.3.1.1Terjadi penurunan jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan
reseptor estrogen alpha pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan yang
diberi susu kedelai dengan berbagai dosis

3.3.1.2 Terjadi penurunan jumlah spermatozoa dengan morfologi normal pada
tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan yang diberi susu kedelai dengan
berbagai dosis

3.3.1.3Terjadi penurunan jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal pada
tikus wistar (Rattus norvegicus) wistar jantan yang diberi susu kedelai

dengan berbagai dosis
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1  Jenis dan Desain Penelitian

Jenis penelitian  yang digunakan pada penelitian ini. adalah true
experimental dengan pendekatan post test only control group design. Penelitian
true experimental ini bertujuan untuk menyelidiki hubungan sebab akibat untuk
membandingkan kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Sedangkan post
test only control group design merupakan rancangan penelitian yang
pengambilan data hanya dilakukan pada akhir penelitian setelah perlakuan

(Sastroasmoro, 2011).

4.2 Populasi dan Sampel Penelitian
4.2.1 Populasi

Populasi yang dipakai dalam penelitian ini adalah hewan coba tikus wistar
(Rattus norvegicus) jantan yang dipilih dengan berat sekitar 62 — 70 gram dan
umur 4 minggu, setiap tikus diberi tempat yang cukup untuk menghindari
ketidaknyamanan maupun sakit. Penelitan hewan coba ini berdasarkan
pertimbangan bahwa tikus wistar (Rattus norvegicus) dapat memberikan
gambaran ilmiah yang mungkin terjadi pada manusia (Sihombing dan Raflizar,
2010).
4.2.2 Besar Sampel

Menurut Hanafiah (2012), penghitungan besarnya pengulangan
pemeriksaan ditentukan berdasarkan rumus :

(t-1) (r-1) 215

t = jumlah perlakuan

r = jumlah pengulangan atau sampel dalam tiap kelompok
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Penelitian ini menetapkan 4 kelompok, jadi total jumlah sampel yang
diperlukan dihitung dengan rumus :

(t-1) (r-1) = 15

(4-1) (r-1) = 15

3(r-1)=15

3r-3=15

3r=15+3

r=6

Maka dengan perhitungan matematis didapatkan hasil 6 kali pengulangan
per kelompok penelitian. Jumlah sampel secara keseluruhan adalah jumlah
perlakuan dikalikan jumlah pengulangan 4 x 6 = 24 tikus, sehingga sampel yang
diperlukan berjumlah dua puluh empat. Berarti setiap kelompoknya memerlukan
sedikitnya enam tikus. Tikus terbagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok control
dan kelompok perlakuan (P1, P2, P3). Namun masing-masing kelompok
dilebihkan 1 ekor untuk menghindari kemungkinan sampel mati sehingga jumlah

sampel keseluruhan 28 ekor tikus.

- Kelompok | : Kontrol (Kontrol) tikus jantan tanpa diberi perlakuan

- Kelompok I : Perlakuan 1 (P1) tikus jantan yang diberi susu kedelai 7,1
gr/kgBB/hari.

- Kelompok Il : Perlakuan 2 (P2) tikus jantan yang diberi susu kedelai

14,2 gr/ikgBB/hari.

Kelompok I : Perlakuan 3 (P3) tikus jantan yang diberi susu kedelai
21,3 gr/kgBB/hari.

4.2.3 Kriteria Inklusi dan Eksklusi

Penelitian pada hewan coba menggunakan tikus yang memenuhi kriteria

yaitu:
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a. Kriteria Inklusi
1. Tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan
2. Berumur 4 minggu
3. Berat tubuh sekitar 62-70 gram
4. Kondisi sehat dan tidak cacat dengan indikasi bergerak aktif, bulu bersih
dan mata jernih.
b. Kiriteria eksklusi:
1. Tikus yang sudah pernah digunakan dalam penelitian lain

2. Tikus yang mati saat proses penelitian berlangsung

4.3 ~ Tempat dan Waktu Penelitian
4.3.1 Tempat Penelitian

Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Farmakologi, Laboratorium
Patologi Anatomi dan Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang sebagai tempat pemeliharaan tikus wistar (Rattus norvegicus)
jantan, pembedahan, proses pengamatan jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha dengan metode imunohistokimia serta
pengamatan jumlah spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal pada
tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan.
4.3.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret sampai Mei 2021.

4.4 Bahan dan Alat
4.4.1 Persiapan Pemberian Susu Kedelai

Alat yang dibutuhkan yaitu alat timbangan, tabung erlenmeyer, corong,
dan batang pengaduk. Dan bahan yang dibutuhkan yaitu bubuk susu kedelai dan

air aquades. Pemberian susu kedelai menggunakan alat sonde.
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4.4.2 Persiapan Diet Normal

Alat yang dibutuhkan yaitu alat timbangan, wadah/tempat makanan.
Bahan yang dibutuhkan yaitu makanan ternak PAR-S, tepung terigu, dan air
secukupnya.
4.4.3 Pemeliharaan Tikus

Alat pengukur berat badan (sartorius), kandang tikus, penutup kandang,
sekam/serbuk kayu, botol minuman.

4.44 Pengamatan Sel Spermatogonia yang Mengekspresikan Reseptor
Estrogen Alpha (ERa)

Bahan : Estrogen receptor alpha antibody nomor katalog SC-787, ethanol
(70%, 80%, 90%), Xilol, buffer sitrat, Aquades, H202 (endogen perioksidase),
PBS (Phospate Buffer Saline), Biotin Conjugate, SA-HRP (Streptavidine
horseradish peroxidase), DAB (Chromagen diaminobenzidine), Mayer's
Hematoxilen, sampel jaringan testis. Alat : slide object, waterbath, mikroskop,
pipet
4,45 Pengamatan Pergerakan Spermatozoa

Alat yang dibutuhkan adalah mikroskop cahaya, objek glass, cover glass,
white tip dan mikropipet.
4.4.6 Pengamatan Morfologi Spermatozoa

Alat yang dibutuhkan adalah mikroskop cahaya, objek glass, pipet
disposable, white tip dan mikropipet. Bahan yang dibutuhkan adalah methanol
99%, safranin, buffer fosfat pH 6.8 dan kristal violet 0.25 gr% buffer acetat pH

2.4,
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4.5 Variabel Penelitian

45.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah pemberian susu kedelai dengan

berbagai dosis.

45.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah jumlah spermatogonia yang

mengekspresikan

morfologi dan pergerakan normal tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan.

4.6 Definisi Operasional

reseptor estrogen alpha, jumlah spermatozoa dengan

Tabel 4.1 Definisi Operasional
P\;irelzlii?izln Definisi Operasional ?Jkkeﬂf
Susu Kedelai Bubuk kedelai yang diencerkan dengan air dan Rasio
diberikan secara peroral menggunakan sonde
dengan dosis 7,1 gr/kgBB/hari, 14,2
gr/kgBB/hari  dan 21,3 gr/kgBB/hari yang
diadaptasi  dari penelitian Nurdiana et al.
(2015).
Jumlah Sel Banyaknya sel spermatogonia yang Rasio
Spermatogonia mengekspresikan ERa ditandai = dengan
yang :‘jnemberikatn warna C?klatl meteIathb dciwa(lrsngi
: engan estrogen receptor alpha antibo -
l;/l:;g;tlzsrpreykan _787? dari_ Sa%ta_ Cruzp menggynakan r_%letode
immunohistokimia dan dihitung dibawah
Estrogen Alpha  mikroskop cahaya.
Jumlah Banyaknya spermatozoa yang ditandai dengan Rasio
Spermatozoa kepala berbentuk kait, leher, dan ekor yang
dengan Morfologi  lurus. - Pengamatan dengan  pewarnaan
Normal Safranin-Kristal ~ Violet dan menggunakan
mikroskop cahaya pada 100 spermatozoa
dengan pembesaran 400 kali (Malini, 2013;
Rompis et al., 2018)." Jumlah spermatozoa
dengan morfologi normal dinyatakan dalam
persentase.
Jumlah Banyaknya spermatozoa dengan morfologi Rasio
Spermatozoa lengkap meliputi kepala, leher dan ekor serta
Dengan mampu bergerak sesuai klasifikasinya, yaitu:
Pergerakan ¢ Motilitas A : gerakan spermatozoa maju lurus
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Normal dan cepat (progresif)

¢ Motilitas B : gerakan spermatozoa bergerak
ditempat (non progresif)

e Motilitas C : spermatozoa diam atau tidak
bergerak

Pengamatan menggunakan mikroskop cahaya

dengan pembesaran 400 kali pada 100

spermatozoa (Rompis et al., 2018). Jumlah

spermatozoa dengan pergerakan progresif

dinyatakan dalam persentase.

4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Prosedur Pemilihan Sampel Tikus

Tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan dipilih dengan berat sekitar 62 - 70
gr dan berumur 4 minggu.
4.7.2 Aklimatisasi Tikus

Tikus dipelihara dan diadaptasikan dalam laboratorium Farmakologi
selama tujuh hari pada temperatur ruangan konstan (20-25°C) dengan siklus
terang-gelap. Untuk tempat pemeliharaan digunakan box plastik, masing-masing
untuk empat sampai lima ekor tikus, ditutup dengan kawat kassa dan diberi alas
sekam yang diganti setiap tiga hari untuk mencegah infeksi yang dapat terjadi
akibat kotoran tikus tersebut. Kebutuhan makanan tikus dewasa adalah 45
gr/hari/ekor. Diet normal terdiri 67% Comfeed PAR-S, 33% terigu dan air yang
diberikan secara ad libitum.
4.7.3 Pembagian Kelompok Tikus

Tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan dibagi menjadi empat kelompok.
Dengan satu kelompok sebagai kontrol (tanpa perlakuan) dan ketiga lainnya
diberi susu kedelai dengan dosis yang berbeda. Dosis susu kedelai yang
diberikan kepada 'masing-masing kelompok (P1, P2, dan P3) diambil dari

penelitian Nurdiana et al. (2015) dimana susu kedelai dengan kandungan
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isoflavon 3,53 mg/ 100 g susu memberikan efek penurunan spermatogenesis
pada tikus jantan. Rincian pembagian kelompok sebagai berikut:
- Kelompok Kontrol (Kontrol) — Akan diberikan diet normal.
- Kelompok P1 — Akan diberikan diet normal dan susu kedelai dengan dosis

7,1 gr/kgBB/hari.
- Kelompok P2 — Akan diberikan diet normal dan susu kedelai dengan dosis

14,2 gr/kgBB/hari.
- Kelompok P3 — Akan diberikan diet normal dan susu kedelai dengan dosis

21,3 gr/kgBB/hari.
4.7.4 Persiapan Susu Kedelai

Susu kedelai dibuat dengan mencampur susu kedelai bubuk yang
memiliki kandungan isoflavon dengan air secukupnya. Pada penelitian  ini
menggunakan bubuk kedelai merk Afis dengan kandungan isoflavon pada susu
yang digunakan yaitu 3,8 mg per 100 gram susu kedelai. Dosis susu kedelai
diberikan dalam 3 kelompok perlakuan, yaitu: kelompok P1 = 7,1 gr/kgBb/hari,
P2 = 14,2 gr/kgBb/hari, dan P3 = 21,3 gr/kgBb/hari. Susu kedelai dilarutkan
dalam air hangat dengan perbandingan 2:1. Setiap dua gram susu kedelai
dilarutkan dalam satu mililiter air.
4.7.5 Pemberian Susu Kedelai
Awalnya semua kelompok tikus akan diberi diet standar selama masa

adaptasi yang dilakukan selama satu minggu. Pemberian susu kedelai dilakukan
per oral. Tiga dosis berbeda diberikan kepada tiga kelompok tikus. Susu kedelai
diberikan saat berusia 4 minggu dan diberikan selama 6 minggu sampai usia 10
minggu. Penentuan waktu tersebut berdasarkan usia tikus muda saat disapih (4
minggu), dan usia tikus dewasa saat mencapai kematangan reproduksi dan

seksual (10 minggu) menurut  Sengupta (2013). Pemberian susu kedelai
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dilakukan dengan alat berupa sonde, dan diberikan paling banyak dua kali dalam
satu hari (pagi dan sore).
4.7.5 Pembedahan Tikus Wistar dan Pengambilan Organ

Tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan dikorbankan setelah perlakuan
selesai, pada usia 10 minggu dengan pemberian anestesi. Obat anestesi yang
digunakan adalah ketamine dengan dosis 0,2 mL, tikus yang sudah dalam
pengaruh anestesi kemudian ditempatkan pada meja bedah dan difiksasi.
Kemudian dilakukan pembedahan dan pengambilan organ testis tikus. Testis
diambil dengan cara memotong bagian epididymis dan dibersihkan dari jaringan
ikat serta lemak. Setelah itu organ testis dimasukkan ke dalam wadah yang
sudah terisi formalin 10% dan dilabel.

4.7.6 Pengamatan Sel Spermatogonia yang Mengekspresikan Reseptor
Estrogen Alpha (ERa) dengan Metode Imunohistokimia

Slide berisi jaringan testis yang sudah mengalami persiapan preparat
histopatologi, selanjutnya dilakukan identifikasi dan pemeriksaan ekspresi
reseptor estrogen alpha. Prosedur dilakukan sebagai berikut :

a. Deparafinisasi: untuk menghilangkan parafin. Slide dipanaskan pada suhu
60°C selama 60 menit. Kemudian direndam dalam larutan-lauratn dibawah ini
secara berurutan:

1. Slide jaringan testis tikus pada objek glass direndam dalam Xylene/Xylol

I, didiamkan selama 10 menit.

2. Slide dipindahkan dan direndam dalam Xylene/Xylol 1l, didiamkan selama

10 menit

3. Lalu Slide dipindahkan dan direndam dalam Xylene/Xylol IlII, didiamkan
selama 10 menit.

b. Rehidrasi: dengan memasukkan ke dalam alkohol seri menurun.
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C.

6.

Slide dipindahkan kedalam ke dalam wadah berisi EtOH 98% (alkohol
absolut) | dan didiamkan selama 10 menit.

Slide dipindahkan kedalam ke dalam wadah berisi EtOH 98% (alkohol
absolut) Il dan didiamkan selama 10 menit.

Slide yang telah direndam di dalam alkohol absolut kemudian di
masukkan ke dalam larutan alkohol 96%, 90%,80%,70% masing-masing
selama 5 menit.

Slide dipindahkan ke wadah aquades steril sebanyak 2 kali dengan
masing-masing selama 5 menit.

Setelah itu dibilas menggunakan air mengalir selama 5 menit.

Antigen Retrieval dengan Buffer Sitrat

1.

2.

Slide direndam dalam chamber berisi buffer sitrat pH 6,0 ; kemudian
dimasukkan dalam waterbath suhu 95°C selama 20 menit.

Slide dikeluarkan dari waterbath, ditunggu sampai suhu ruang + 20 menit.

Pewarnaan Imunohistokimia

Selanjutnya siap untuk pewarnaan ERa, adapun urutannya adalah

sebagai berikut:

Hari ke-1

a) Blocking endogen peroksidase

1. Slide jaringan yang telah dikeringkan, diteteskan larutan hydrogen
peroksida (3% H202 dalam methanol) dan diinkubasi selama 20 menit
pada suhu ruang.

2. Kemudian slide direndam dengan trypsin (0,025%) selama 15 menit
dalam inkubator dengan suhu 37°C.

3. Kemudian slide dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali dengan masing-

masing selama 2 menit.

b) Blocking Unspesifik Protein
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1. Slide kemudian diteteskan Blocking Buffer (Background Sniper) dan
diinkubasi selama 60 menit pada suhu ruang.
2. Kemudian slide dicuci dengan PBS sebanyak 3 kali dengan masing-

masing selama 2 menit.
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¢) Inkubasi Antibodi Primer

1. Setelah itu diberikan Antibodi primer estrogen receptor alpha antibody
(SC-787) dari Santa Cruz yang dilarutkan dalam Blocking Buffer.

2. Dilakukan inkubasi overnight pada 4°C.

3. Esok harinya dikeluarkan dari 4°C, ditunggu sampai suhu ruang
kemudian dicuci dengan PBS sebanyak tiga kali dengan masing-
masing selama 2 menit.

Hari ke-2
a) Inkubasi Antibodi Sekunder

1. Slide yang telah diberikan antibodi, kemudian di teteskan antibodi
sekunder (Biotin Conjugate), dan diinkubasi selama 60 menit pada
suhu ruangan.

2. Setelah itu slide dicuci dengan PBS sebanyak tiga kali dengan
masing-masing selama 2 menit.

b) Inkubasi SA-HRP (Streptavidin Horseradish Peroxidase)

1. Slide diteteskan streptavidin drops (yellow) dan diinkubasi selama 40
menit pada suhu ruang.

2. Setelah itu dicuci dengan PBS sebanyak tiga kali dengan masing-
masing selama 2 menit

3. Kemudian dibilas dengan aquades.

c) Aplikasi Chromagen DAB (Diaminobenzidine)

BRAWIJAYA
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Slide diberikan DAB (3,3 diamninobenzea) Chromogen yang
diencerkan dengan diluent 2% dan diinkubasi selama 6-10 menit pada
suhu ruang.

Kemudian dicuci dengan PBS sebanyak 2 kali dengan masing-masing
selama 4 menit.

Dan dicuci dengan aquades sebanyak 3 kali dengan masing-masing

selama 2 menit.

d) Counterstain dengan Mayer’'s Hematoxilen

1.

Slide yang telah dilakukan staining, kemudian dilakukan counterstain
dengan menggunakan pewarna Mayer's Hematoxilen (Mayer’s
Hematoxilen : aquades= 1:3) selama 3-10 menit. Setelah itu dicuci
dengan menggunakan air mengalir selama 5 menit.

Slide kemudian direndam dengan amoniak air selama 3 menit.

Setelah itu dibilas dengan aquades.

e) Mounting dengan entellan

Jaringan yang telah diwarnai kemudian ditempatkan pada kaca obyek

(object glass) yang ditutup dengan kaca penutup (cover glass) yang

sebelumnya telah ditetesi dengan entellan.

Langkah penghitungan jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan

reseptor estrogen alpha (ERa)

1.

Sebelum penghitungan dilakukan secara manual, preparat yang
sudah diwarnai dengan imunohistokimia (IHK) terlebih dahulu
dikonsultasikan kepada ahli patologi anatomi. Apabila pewarnaan
preparat sudah benar maka sudah bisa dihitung.

Kemudian preparat yang sudah diwarnai discan menggunakan
mikroskop Olympus BX 51 dan diamati dengan perbesaran 400X

pada 10 lapangan pandang secara random.

55



-
o
3

-
-
—
P
o

S
L= ]
o
e
[-=]
-

BRAWIJAYA

3. Pengamatan sel spermatogonia yang mengekspresikan ERa pada
preparat yang sudah di IHK didampingi konsultan spesialis Patologi
Anatomi.

4. Hasil penghitungan perlapangan pandang kemudian dijumlahkan dan
dihitung  reratanya sehingga menghasilkan 1 data untuk kelompok

perlakuan.

4.7.7 Tahap Pembuatan Suspensi

Kauda epididimis diambil, dimasukkan kedalam cawan petri berisi larutan

NaCl 0,9%, dicacah dengan skapel hingga cairan keruh. Suspensi spermatozoa

yang diperoleh digunakan untuk analisis morfologi dan pergerakan spermatozoa.

4.7.8 Pengamatan Morfologi Spermatozoa

Pengamatan morfologi akan dilakukan dengan mengunakan preparat

basah merujuk pada penelitan Rompis et al. (2018) menggunakan metode

pewarnaan Safranin-Kristal Violet. Langkah-langkahnya sebagai berikut:

1.

2.

Membuat hapusan sperma 5 ul pada objek glass lalu membuat hapusan.
Memfiksasi hapusan dengan menggunakan methanol 99% selama 5 menit.
Meratakan safranin selama 5 menit.

Mencelupkan ke buffer fosfat pH 6.8 kemudian lansung diangkat.

Meratakan kristal violet 0.25 gr% buffer acetat Ph 2.4 selama 5 menit.
Dibilas, ditunggu-sehingga kering dan-amati dengan mikroskop (400x).
Menghitung 4-6 bidang lapang pandang sampai mendapatkan 100
spermatozoa, kemudian mengklasifikasikan morfologi spermatozoa dan
dinyatakan dalam persentase.

Persentase kelompok spermatozoa dengan morfologi normal digunakan

analisa data.
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1.

4.7.9 Pengamatan Pergerakan Spermatozoa

Pengamatan pergerakan spermatozoa merujuk pada Rompis et al.

(2018). Langkah-langkahnya sebagai berikut:

10 mikroliter suspensi spermatozoa diteteskan pada objek glass dan ditutup
dengan cover glass,

Membiarkan selama 1 menit agar stabil,

Kemudian diamati menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400
kali pada 100 spermatozoa,

Menilai pergerakan spermatozoa dan diklasifikasikan menjadi 3 kategori,
yaitu:

¢ Motilitas A : gerakan spermatozoa maju lurus dan cepat (progresif)

¢ Motilitas B : gerakan spermatozoa bergerak ditempat (non progresif)

e Motilitas C : spermatozoa diam atau tidak bergerak

Persentase kelompok spermatozoa dengan pergerakan progresif digunakan

dalam analisa data.
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4.8 Al

ur Penelitian

Tikus wistar (Rattus novergicus) jantan usia 3 minggu

A 4

Aklimatis

asi 7 hari

v

'

v

v

Kontrol P1 P2 P3
Diet Normal Diet Normal + susu Diet Normal + susu Diet Normal + susu
kedelai 7,1 gr/kgBB/hari kedelai 14,2 gr/kgBB/hari kedelai 21,3 gr/kgBB/hari
| | | |
v
Perlakuan selama 6 minggu
v v v v
Kontrol P1 P2 P3

Usia 10 minggu

Usia laninggu

Usia 1aninggu

Usia 1aninggu

A

y

Pembedahan

3

y

v

Pengambilan organ testis

v

Pewarn

testis dengan metode IHK

aan preparat jaringan

v

Pengamatan jumlah sel
spermatogonia yang mengekspresikan
ERa menggunakan mikroskop

l

v

Pengambilan organ epididimis

\ 4

v

\ 4

Pengamatan jumlah
spermatozoa
dengan morfologi
normal

Pengamatan jumlah
spermatozoa
dengan pergerakan
normal

X

y

Analisis data

Gambar 4.1 Alur Operasional Penelitian
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4.9  Analisis Data

Penelitian ini menggunakan beberapa teknik analisa data, yaitu (1) uji
data sampel dengan menggunakan Saphiro Wilk, (2) Uji beda dan (3) Uji
korelasi.
49.1 Uji Prasyarat Parametrik

Untuk membuktikan hipotesis penelitian, maka dipilih pendekatan uiji
statistic, yaitu uji statistic parametric. Sebelum dilakukan uji statistik parametric
maka data akan dianalisis terlebih dahulu dengan uji prasyarat parametrik, yaitu
data sampel dari variable terukur diuji terlebih dahulu apakah data terdistribusi
normal. Uji normalitas data dalam penelitian ini menggunakan uji Saphiro Wilk.

Pada uji ini, kriteria keputusan dilihat nilai probabilitas kesalahan empiric
pada nilai signifikan atau p-value. Jika signifikasi atau p-value menunjukkan nulai
lebih besar dari taraf signifikan a > 0,05 maka disimpulkan data terdistribusi
normal sehingga uji parametrik dapat digunakan (Santoso, 2005). Adapun
variable yang dapat diukur dengan prasyarat parametrik adalah jumlah sel
spermatogonia yang = mengekspresikan reseptor estrogen alpha, jumlah
spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal.
4.9.2 Uji Beda

Uji beda digunakan untuk membandingkan variable terukur antara
kelompok control dengan kelompok perlakuan. Analisis ini digunakan terhadap
jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha,
jumlah spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal dengan
menggunakan uji One Way ANOVA. Tujuan teknik analisis ini adalah mengetahui
ada atau tidaknya pengaruh pemberian susu kedelai berbagai dosis dengan
Syarat data bersifat normal dan homogen. Apabila pada uji One Way ANOVA
menghasilkan Ho ditolak atau kesimpulan ada perbedaan yang bermakna

(signifikan), maka dapat dilakukan dengan uji analisa post hoc multiple
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comparasion test. Metode post hoc yang digunakan adalah uji LSD (Least
Significant Difference). Pada uji post hoc LSD, suatu data dikatakan berbeda
secara bermakna dengan nilai signifikasi P < 0,05. Jika data tidak berdistribusi
normal atau tidak homogen maka dapat menggunakan uji non parametrik yaitu
uji Kruskal Wailis dan dapat dilanjutkan dengan uji post hoc Man Whitney.
Analisa statistic ini menggunakan software SPSS 16.
4.9.3 Uji Korelasi

Uji korelasi digunakan untuk untuk menguji ada atau tidaknya tingkat
keeratan hubungan antar variable terukur (minimal berskala interval) yaitu
korelasi antara dosis susu kedelai dengan jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan - reseptor estrogen alpha, jumlah spermatozoa dengan
morfologi dan pergerakan normal. Pada penelitian ini akan menggunakan uji
korelasi pearson jika data terdistribusi normal, tetapi jika tidak maka
menggunakan uji spearman’s rho. Jika nilai signifikan (nilai sig) atau p-value >=
0,05 maka disimpulkan data tidak ada korelasi yang bermakna antar variable, jika
p-value <= 0,05 maka dapat disimpulkan ada korelasi yang bermakna antar
variable. Analisa statistic ini menggunakan software SPSS 16.

Selanjutnya tingkat keeratan hubungan (koefisien korelasi/ KK) dapat
ditarik diartikan ke dalam tujuh tingkatan (Hasan, 2012) sebagai berikut:
KK = 0, tidak ada korelasi
0 < KK = 0,20, korelasi sangat rendah/lemah tapi pasti
0,20 < KK = 0,40, korelasi rendah/ lemah tapi pasti
0,40 < KK £ 0,70, korelasi yang cukup berarti
0,70 < KK =0,90, korelasi yang tinggi; kuat
0,90 < KK'=1,00, korelasi sangat tinggi; kuat sekali; dapat diandalkan

KK =1, korelasi sempurna
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BAB 5

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Hasil Pengamatan Pengaruh Pemberian Susu Kedelai terhadap
Jumlah Sel Spermatogonia yang Mengekspresikan Reseptor
Estrogen Alpha pada Tikus Wistar (Rattus norvegicus) Jantan
Gambaran jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor

estrogen alpha dapat dilihat pada Gambar 5.1. Pada gambar ditemukan sel

Leydig dan sel Sertoli serta beberapa jenis sel spermatogenik pada tubulus

seminiferus, antara lain sel spermatogonia, spermatosit, spermatid dan

spermatozoa.
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Gambar 5.1 Potongan melintang fotomikrograf testis tikus wistar jantan
yang diberikan susu kedelai dengan berbagai dosis
menggunakan pewarnaan imunohistokimia. (Perbesaran
400X)

Keterangan:  Panah hitam menunjukkan pewarnaan sel spermatogonia ERa positif
dengan warna coklat dan panah merah menunjukkan pewarnaan sel
spermatogonia ERa negatif dengan warna biru. A : Kelompok kontrol
(tanpa perlakuan susu kedelai), B : Perlakuan 1 (diberi susu kedelai dosis
7,1 gr/kgBB/hari), C : Perlakuan 2 (diberi susu kedelai dosis 14,2
gr/kgBB/hari), D : Perlakuan 3 (diberi susu kedelai dosis 21,3
gr/kgBB/hari).

Selanjutnya, dilakukan ' penghitungan  sel ' spermatogonia  yang

BRAWIJAYA

mengekspresikan ERa (ERa*) dan yang tidak mengekspresikan ERa (ERa’)

secara manual. Sel spermatogonia dikatakan mengekspresikan ERa (ERa®)

apabila = memancarkan warna cokelat pada intinya. Pengamatan sel
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spermatogonia ERa* pada 10 lapangan pandang secara random. Jumlah sel
ERa positif dibandingkan dengan jumlah sel keseluruhan dalam 1 tubulus
seminiferus pada satu lapangan pandang dan akan didata dalam bentuk
persentase, setelah itu dilakukan analisa statistik pada data hasil.
5.1.1 Hasil Uji Prasyarat Parametrik

Uji  prasyarat parametrik dilakukan dengan uji normalitas dan
homogenitas. Perhitungan uji normalitas hasil pengamatan jumlah sel
spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha menggunakan
Shaphiro-Wilk test, sedangkan untuk uji homogenitas menggunakan Levene test.
Uji normalitas dan homogenitas dikatakan memenuhi syarat apabila nilai
signifikansi (p-value) > 0,05. Hasil uji normalitas data jumlah sel spermatogonia
yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha dapat dilihat pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil  Uji 'Normalitas Jumlah Sel Spermatogonia yang
Mengekspresikan ERa pada Tikus Wistar Jantan Setelah
Diberi Susu Kedelai Berbagai Dosis.

Kelompok Perlakuan p-value Distribusi
Kontrol 0,58 Normal
P1 (susu kedelai 7,1 gr/ikgBB/hari) 0,48 Normal
P2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hart) 0,45 Normal
P3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 0,90 Normal

Keterangan: Jika p-value <0,05 data tidak terdistribusi normal dan jika p-value >0,05
maka data terdistribusi normal.

Berdasarkan uji Shaphiro-Wilk, Tabel 5.1 menunjukkan p-value data
jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan ERa masing-masing kelompok
perlakuan >0.05, maka, semua data terdistribusi normal sehingga prasyarat
parametrik terpenuhi. Hasil uji data homogen menggunakan Lavene Statistic
menunjukkan p-value = 0,52 (p>0,05) pada data jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha masing-masing kelompok perlakuan,

maka semua data homogen sehingga prasyarat parametrik terpenuhi.
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Selanjutnya, data dianalisis lebih lanjut dengan uji statistik parametrik untuk
membuktikan hipotesis penelitian yang telah diajukan.
5.1.2 Hasil Uji Beda Antar Kelompok Perlakuan

Perhitungan uji beda dilakukan dengan menggunakan One Way ANOVA
test, menunjukkan perbedaan yang bermakna dengan nilai p-value = 0,000,
(p>0,05) pada rerata jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor
estrogen alpha keempat kelompok perlakuan. Selanjutnya, dilakukan uji
perbandingan berganda (multiple comparison) dengan LSD (Least Significant
Difference) untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok perlakuan
ditampilkan secara lengkap pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2 Hasil Uji Berbeda Berganda Antar Kelompok pada Jumlah Sel
Spermatogonia yang Mengekspresikan ERa pada Tikus
Wistar Jantan Setelah Diberi Susu Kedelai Berbagai Dosis.

p-value
Kelompok Perlakuan N Rerata = SD ANOVA
Kontrol 6 58,45 + 9,352 0,000
P1 (susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari) 6 46,12 + 6,13°
P2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari) 6 32,17 + 8,84°

P3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 6 22,82 + 5,424

Keterangan:  Hasil uji LSD ditunjukkan pada kolom rerata + SD jika memuat huruf yang
berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-value<0,05) dan jika
memuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-
value>0,05)

Berdasarkan Tabel 5.2 hasil uji perbandingan berganda dengan uji LSD
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna pada rerata jumlah  sel
spermatogonia yang mengekspresikan ERa antar kelompok kontrol (58,45 +
9,35% dengan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari
(46,12 + 6,13"), kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari
(32,17 £ 8,84°, dan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 21,3
gr/kgBB/hari (22,82 + 5,429).

Selanjutnya, terdapat perbedaan bermakna rerata jumlah sel

spermatogonia yang mengekspresikan ERa pada kelompok perlakuan yang
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diberi susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari (46,12 + 6,13") dengan kelompok kontrol
(58,45 + 9,35?), kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari
(32,17 £ 8,84° dan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 21,3

gr/kgBB/hari (22,82 + 5,429). Selain itu, rerata jumlah sel spermatogonia yang
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mengekspresikan ERa pada kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 14,2
gr/kgBB/hari (32,17 £ 8,84°) berbeda secara bermakna dengan kelompok kontrol
(58,45 * 9,35?%), kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari
(46,12 + 6,13") dan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 21,3
gr/kgBB/hari (22,82 + 5,42%. Rerata jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan ERa pada kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai 21,3
gr/kgBB/hari (22,82 + 5,42% juga terdapat perbedaan bermakna dengan
kelompok kontrol (58,45 + 9,35?), kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai
7,1 gr/kgBB/hari (46,12 + 6,13°) dan kelompok perlakuan yang diberi susu
kedelai 14,2 gr/kgBB/hari (32,17 £ 8,84°).

Berdasarkan uraian di atas, dapat diartikan bahwa hipotesis penelitian
diterima, yaitu pemberian susu kedelai dengan dosis 7,1; 14,2; dan 21,3
gr/kgBB/hari  dapat ~ menurunkan = jumlah  sel spermatogonia  yang
mengekspresikan ERa pada tikus jantan secara signifikan. Selanjutnya rerata
jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan ERa pada keempat kelompok

sampel disajikan secara lengkap tampak pada Gambar 5.2.
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Gambar 5.2 Histogram rerata jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan ERa * SD pada tikus wistar jantan yang
diberikan susu kedelai dengan berbagai dosis.

Keterangan: Rerata jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan ERa pada
kelompok kontrol (tanpa perlakuan susu kedelai), P1 : Perlakuan 1 (diberi
susu kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari), P2 : Perlakuan 2 (diberi susu
kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari), P3 : Perlakuan 3 (diberi susu kedelai
dosis 21,3 gr/kgBB/hari). SD = standar deviasi.

Selanjutnya, dilakukan uji korelasi untuk mengetahui hubungan keeratan
antara dosis susu kedelai dan jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan
ERa. Hasil uji korelasi Pearson didapatkan nilai koefisien korelasi (KK) = —0,887,
dimana menggambarkan hubungan kedua variable yang kuat, dan menunjukkan
arah yang negatif. Hal ini berarti bahwa peningkatan konsentrasi susu kedelai
akan diikuti dengan penurunan jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan

ERa.
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5.2 Hasil Pengamatan Pengaruh Pemberian Susu Kedelai terhadap
Jumlah Spermatozoa dengan Morfologi Normal pada Tikus Wistar
(Rattus norvegicus) Jantan

Gambaran jumlah spermatozoa dengan morfologi normal dapat dilihat
pada Gambar 5.3. Pada gambar ditemukan berbagai macam morfologi

spermatozoa tiap kelompok perlakuan.

Gambar 5.3 Morfologi spermatozoa normal dan abnormal pada tikus
wistar jantan yang diberikan susu kedelai dengan berbagai
dosis menggunakan perwarnaan Kristal-Violet. (Perbesaran
400X)

Keterangan:  Panah hitam: 1. Spermatozoa dengan morfologi normal; Panah merah:
Spermatozoa dengan morfologi abnormal, meliputi: 2. Spermatozoa
tanpa ekor; 3. Kepala yang rata; 4. Ekor melengkung; 5. Leher bengkok;
6. Ujung ekor dan kepala bertemu; 7. Ekor bengkok; 8. Ekor melingkar. A
: Kelompok' kontrol (tanpa perlakuan susu kedelai), B : Perlakuan 1
(diberi susu kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari), C : Perlakuan 2 (diberi susu

kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari), D : Perlakuan 3 (diberi susu kedelai
dosis 21,3 gr/kgBB/hari).

5.2.1 Hasil Uji Prasyarat Parametrik
Uji  prasyarat parametrik dilakukan ' dengan uji normalitas dan
homogenitas. Perhitungan uji normalitas hasil pengamatan jumlah spermatozoa

dengan morfologi normal menggunakan Shaphiro-Wilk test, sedangkan untuk uji

67



-
o
3

-
-
—
P
o

S
L= ]
o
e
[-=]
-

BRAWIJAYA

homogenitas menggunakan Levene test. Uji normalitas dan homogenitas
dikatakan memenuhi syaraf apabila nilai ‘signifikansi (p-value) > 0,05. Hasil uji
normalitas data jumlah spermatozoa dengan morfologi normal dapat dilihat pada
Tabel 5.3.

Tabel 5.3 Hasil Uji Normalitas Jumlah Spermatozoa dengan Morfologi
Normal pada Tikus Wistar Jantan Setelah Diberi Susu Kedelai
Berbagai Dosis.

Kelompok Perlakuan p-value Distribusi
Kontrol 0,77 Normal
P1 (susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari) 0,07 Normal
P2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari) 0,94 Normal
P3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 0,47 Normal

Keterangan: Jika p-value <0,05 data tidak terdistribusi normal dan jika p-value >0,05
maka data terdistribusi normal.

Hasil uji Shaphiro-Wilk menunjukkan p-value >0,05 data jumlah
spermatozoa dengan morfologi normal pada masing-masing kelompok
perlakuan, maka semua data terdistribusi normal sehingga prasyarat parametrik
terpenuhi (Tabel 5.3). Berdasarkan hasil uji data homogen menggunakan Lavene
Statistic, menunjukkan p-value = 0,62 (p>0,05) pada data jumlah spermatozoa
dengan morfologi normal pada masing-masing kelompok perlakuan, maka
semua data homogen sehingga prasyarat parametrik terpenuhi. Selanjutnya,
data dianalisis lebih lanjut dengan uji statistik parametrik untuk membuktikan
hipotesis penelitian yang telah diajukan.

5.2.2 Hasil Uji Beda Antar Kelompok Perlakuan

Perhitungan uji beda jumlah spermatozoa dengan morfologi normal
menggunakan One Way ANOVA test, didapatkan perbedaan yang bermakna
dengan nilai p-value = 0,003 (p<0,05) pada rerata jumlah spermatozoa dengan
morfologi normal keempat kelompok perlakuan. Selanjutnya, dilakukan uiji
perbandingan berganda (multiple comparison) dengan LSD (Least Significant
Difference) untuk mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok perlakuan

ditampilkan secara lengkap pada Tabel 5.4.

68



-
o
3

-
-
—
P
o

S
L= ]
o
e
[-=]
-

BRAWIJAYA

Tabel 5.4 Hasil Uji Berbeda Berganda Antar Kelompok pada Jumlah
Spermatozoa dengan Morfologi Normal pada Tikus Wistar
Jantan Setelah Diberi Susu Kedelai Berbagai Dosis.

p-value

Kelompok Perlakuan N Rerata = SD ANOVA

Kontrol 6 63,83 + 3,922 0,003 <a
P1 (susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari) 6 58,33 + 5,392
P2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari) 6 54,17 + 4,54

P3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 6 51,67 +6,12°

Keterangan:  Hasil uji LSD ditunjukkan pada kolom rerata + SD jika memuat huruf yang
berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-value<0,05) dan jika
memuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-
value>0,05)

Berdasarkan hasil uji perbandingan berganda dengan uji LSD pada
Tabel 5.4 menunjukkan ada perbedaan yang bermakna pada rerata pada jumlah
spermatozoa dengan morfologi normal antar kelompok kontrol (63,83 + 3,92?)
dengan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari
(54,17 + 4,54") dan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai dosis 21,3
gr/kgBB/hari (51,67 £ 6,12°). Hal ini berarti ada pengaruh perlakuan pemberian
susu kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari dan susu kedelai dosis 21,3 gr/kgBB/hari
terhadap jumlah spermatozoa dengan morfologi normal, tetapi tidak ada
perbedaan yang bermakna secara statistik antara kedua dosis tersebut.

Selanjutnya tidak ada perbedaan yang bermakna dari rerata pada jumlah
spermatozoa dengan morfologi normal antar kelompok kontrol (63,83 + 3,92%)
dengan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari
(58,33 * 5,39%). Berdasarkan uraian diatas dapat diartikan bahwa perlakuan
pemberian susu kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari dan pemberian susu kedelai
dosis 21,3 gr/kgBB/hari berpengaruh terhadap penurunan jumlah spermatozoa
dengan morfologi normal pada tikus jantan. Sehingga hipotesis penelitian terbukti
yaitu pemberian susu kedelai dapat menurunkan jumlah spermatozoa dengan

morfologi normal pada tikus jantan.
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Rerata jumlah spermatozoa dengan morfologi normal pada keempat
kelompok perlakuan disajikan secara lengkap tampak pada Gambar 5.4 dibawah
ini. Gambar 5.4 menunjukkan histogram rerata jumlah spermatozoa dengan
morfologi normal pada kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan tikus jantan
yang diberi susu kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari, dosis 14,2 gr/kgBB/hari dan
dosis 21,3 gr/kgBB/hari. Tampak adanya penurunan rerata jumlah spermatozoa

dengan morfologi normal dengan pertambahan dosis susu kedelai yang

diberikan.
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Gambar 5.4 Histogram rerata jumlah spermatozoa dengan morfologi
normal + SD tikus jantan.

Keterangan: —Rerata jumlah spermatozoa dengan morfologi normal pada kelompok
kontrol (tanpa perlakuan susu kedelai), P1 : Perlakuan 1 (diberi susu
kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari), P2 : Perlakuan 2 (diberi susu kedelai
dosis 14,2 gr/kgBB/hari), P3 : Perlakuan 3 (diberi susu kedelai dosis 21,3
gr/kgBB/hari). SD = standar deviasi.

70



-
o
3

-
-
—
P
o

S
L= ]
o
e
[-=]
-

BRAWIJAYA

5.3 Hasil Pengamatan Pengaruh Pemberian Susu Kedelai terhadap
Jumlah Spermatozoa dengan Pergerakan Normal pada Tikus Wistar
(Rattus norvegicus) Jantan
Pengamatan pada jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal

diklasifikasikan sesuai dengan pergerakannya. Pada penelitian ini menggunakan

persentase kelompok spermatozoa dengan  pergerakan kategori motilitas A

(pergerakan progresif) sebagai analisa data. Gambaran pergerakan spermatozoa

berdasarkan klasifikasinya pada tiap-tiap kelompok perlakuan dapat dilihat pada

Tabel 5.5.

Tabel 5.5 Pergerakan Spermatozoa Berdasarkan Klasifikasinya pada
Tikus Wistar Jantan Setelah Diberi Susu Kedelai Berbagai
Dosis.

Pergerakan Spermatozoa (%)

Kelompok Perlakuan

A B ®
Kontrol 65,50 21,67 12,83
Perlakuan 1 (susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari) 57,67 25,83 16,50

Perlakuan 2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari) 54,50 27,17 18,33
Perlakuan 3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 47,33 27,67 25,00

5.3.1 Hasil Uji Prasyarat Parametrik

Uji prasyarat parametrik — dilakukan dengan uji normalitas dan
homogenitas. Perhitungan uji normalitas hasil pengamatan jumlah spermatozoa
dengan pergerakan normal menggunakan Shaphiro-Wilk test, sedangkan untuk
uji homogenitas menggunakan Levene test. Uji normalitas dan homogenitas
dikatakan memenuhi syaraf apabila nilai signifikansi (p-value) > 0,05. Hasil uji
normalitas data jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal dapat dilihat

pada Tabel 5.6.
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Tabel 5.6 Hasil Uji Normalitas Jumlah Spermatozoa dengan Pergerakan
Normal pada Tikus Wistar Jantan Setelah Diberi Susu Kedelai
Berbagai Dosis.

Kelompok Perlakuan p-value Distribusi
Kontrol 0,95 Normal
P1 (susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari) 0,09 Normal
P2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari) 0,70 Normal
P3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 0,64 Normal

Keterangan:  Jika p-value <0,05 data tidak terdistribusi normal dan jika p-value >0,05
maka data terdistribusi normal.

Berdasarkan hasil uji Shaphiro-Wilk menunjukkan p-value >0,05 data
jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal pada masing-masing kelompok
perlakuan, maka semua data terdistribusi normal sehingga prasyarat parametrik
terpenuhi (Tabel 5.6). Hasil uji data homogen menggunakan Lavene Statistic,
menunjukkan p-value = 0,75 (p>0,05) pada data jumlah spermatozoa dengan
pergerakan normal pada masing-masing kelompok perlakuan >0.05, maka,
semua data homogen sehingga prasyarat parametrik terpenuhi. Selanjutnya,
data dianalisis lebih lanjut dengan uji statistik parametrik untuk membuktikan
hipotesis penelitian yang telah diajukan.

5.3.2 Hasil Uji Beda Antar Kelompok Perlakuan

Perhitungan uji beda jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal
menggunakan One Way ANOVA test, data dikatakan berbeda signifikan apabila
didapatkan nilai signifikansi (p-value) kurang dari 0,05. Hasil uji ANOVA data
jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal dapat dilihat pada Tabel 5.8.

Berdasarkan hasil uji One Way Annova pada data jumlah spermatozoa
dengan pergerakan normal diperoleh perbedaan yang bermakna dengan nilai p-
value = 0,008 (p<0,05) pada dari rerata jumlah spermatozoa dengan pergerakan
normal keempat kelompok pengamatan. Selanjutnya pada uji perbandingan
berganda (Multiple Comparations) dengan uji LSD yang ditampilkan secara

lengkap pada tabel dibawabh ini.
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Tabel 5.7 Hasil Uji Berbeda Berganda Antar Kelompok pada Jumlah
Spermatozoa dengan Pergerakan Normal pada Tikus Wistar
Jantan Setelah Diberi Susu Kedelai Berbagai Dosis.

p-value

Kelompok Perlakuan N Rerata = SD ANOVA

Kontrol 6 65,50 + 5,542 0,008 <a
P1 (susu kedelai 7,1 gr/kgBB/hari) 6 57,67 + 9,992
P2 (susu kedelai 14,2 gr/kgBB/hari) 6 54,50 + 8,94

P3 (susu kedelai 21,3 gr/kgBB/hari) 6 47,33 + 6,89°

Keterangan:  Hasil uji LSD ditunjukkan pada kolom rerata + SD jika memuat huruf yang
berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-value<0,05) dan jika
memuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-
value>0,05).

Hasil uji perbandingan berganda dengan uji LSD menunjukkan ada
perbedaan yang bermakna pada rerata pada jumlah spermatozoa dengan
pergerakan normal antar kelompok kontrol (65,50 = 5,54%) dengan kelompok
perlakuan yang diberi susu kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari (54,50 * 8,94°°) dan
kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai dosis 21,3 gr/kgBB/hari (47,33 +
6,89°). Hal ini berarti ada pengaruh perlakuan pemberian susu kedelai dosis 14,2
gr/kgBB/hari dan susu kedelai dosis 21,3 gr/kgBB/hari terhadap jumlah
spermatozoa dengan pergerakan normal, tetapi tidak ada perbedaan yang
bermakna secara statistik antara kedua dosis tersebut.

Selanjutnya tidak ada perbedaan yang bermakna dari rerata pada jumlah
spermatozoa dengan pergerakan normal antar kelompok kontrol (65,50 + 5,54%)
dengan kelompok perlakuan yang diberi susu kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari
(57,67 = 9,99%). Berdasarkan uraian diatas dapat diartikan bahwa perlakuan
pemberian susu kedelai dosis 14,2 gr/kgBB/hari dan pemberian susu kedelai
dosis 21,3 gr/kgBB/hari berpengaruh terhadap penurunan jumlah spermatozoa
dengan pergerakan normal pada tikus jantan. Sehingga hipotesis penelitian
terbukti yaitu pemberian susu kedelai dapat menurunkan jumlah spermatozoa

dengan pergerakan normal pada tikus jantan.
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Gambar 5.5 menunjukkan histogram rerata jumlah spermatozoa dengan
morfologi normal pada kelompok kontrol dan 3 kelompok perlakuan tikus jantan
yang diberi susu kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari, dosis 14,2 gr/kgBB/hari dan

dosis 21,3 gr/kgBB/hari. Tampak ada penurunan rerata jumlah spermatozoa
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Gambar 5.5 Histogram rerata jumlah spermatozoa dengan pergerakan
normal £ SD tikus jantan.

Keterangan:  Rerata jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal pada kelompok
kontrol (tanpa perlakuan susu kedelai), P1 : Perlakuan 1 (diberi susu
kedelai dosis 7,1 gr/kgBB/hari), P2 : Perlakuan 2 (diberi susu kedelai
dosis 14,2 gr/kgBB/hari), P3 : Perlakuan 3 (diberi susu kedelai dosis 21,3
gr/kgBB/hari). SD = standar deviasi.
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1 Pengaruh = Pemberian Susu Kedelai = terhadap Jumlah = Sel
Spermatogonia -yang Mengekspresikan Reseptor Estrogen Alpha
pada Tikus Wistar (Rattus norvegicus) Jantan
Susu kedelai mengandung fitoestrogen dan dapat mengganggu sistem

endokrin atau disebut dengan endocrine disrupting chemicals (EDCs)

(Shibayama et al., 2001). Isoflavon merupakan fitoestrogen yang struktur

kimianya mirip dengan estrogen sehingga dapat berikatan dengan reseptor

estrogen (Dinsdale and Ward, 2010; Dinastiti et al., 2019). Isoflavon dapat
berperilaku sebagai antagonis estrogenik (dengan adanya estrogen endogen),
sedangkan dengan tidak adanya estrogen mereka berperilaku sebagai agonis

lemah (Retana-Marquez et al., 2012).

Reseptor estrogen, setelah berikatan dengan ligan, dapat berpindah dari
sitoplasma ke nukleus, mengikat dan mempengaruhi daerah kontrol transkripsi
DNA atau RNA, sehingga dapat mempengaruhi ekspresi gen tertentu. Steroid
juga mampu mengikat reseptor permukaan sel, mendorong pembentukan
nukleotida siklik sitoplasma dan protein kinase terkait, yang mengontrol ekspresi
gen target melalui faktor transkripsi (Sirotkin dan Harrath, 2014).

ER terletak di sel somatik maupun-sel germinal pada testis di berbagai
spesies termasuk manusia dan tikus. Berbeda dengan reseptor androgen (AR)
yang hanya terletak di sel somatik (Carreau et al., 2011). Lokasi ER yang terletak
di dalam testis menujukkan peran estrogen dalam regulasi proses

spermatogenesis meliputi proliferasi, apoptosis maupun pematangan (An et al.,

2018) dan berhubungan dengan infertilitas pria (Li et al., 2014).
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan ERa antar kelompok pada tikus jantan setelah diberikan susu
kedelai dengan dosis 7,1; 14,2; dan 21,3 gr/kgBB/hari memperlihatkan adanya
penurunan secara signifikan. Estrogen, dan reseptor utamanya (ERa) memiliki
peran penting dalam regulasi spermatogenesis dan berhubungan dengan
infertilitas pria (Chieffi et al., 2002; Li et al., 2014). Estradiol merangsang mitosis
pada  spermatogonia melalui ERa  dengan mengaktitkan  jalur
EGFR/ERK/fos/cyclin D1 yang bertanggung jawab dalam proliferasi sel
spermatogonia (Sirianni et al., 2008; Kumar dan Sharma, 2017). Penurunan
proliferasi sel spermatogonia menyebabkan penurunan rasio sel germinal atau
sel Sertoli, penurunan spermatogenesis, sehingga menyebabkan infertilitas pada
jantan (Liberal et al., 2010).

Fitoestrogen memiliki afinitas yang lebih rendah daripada estradiol untuk
mengikat ER, dan kebanyakan dari mereka menunjukkan afinitas yang lebih
tinggi untuk ERB daripada ERa sekitar 30 kali lipat (Retana-Marquez et al.,
2012). Isoflavon secara invitro berkompetisi dengan estradiol dalam berinteraksi
dengan ER. Tetapi secara in vivo, isoflavon diketahui mempunyau afinitas
terhadap ERP lebih besar daripada ERa. Itulah sebabnya isoflavon dapat
memberikan efek antiproliferasi melalui ikatannya dengan ERB. Besarnya afinitas
masing-masing jenis  isoflavon terhadap ERB juga bervariasi. Genisterin
mempunyai afinitas 10 kali lebih besar terhadap ER dibandingkan daidzein
(Safithri et al., 2010).

Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Glover
dan Assinder (2006) dimana pemberian fitoestrogen pada tikus jantan
menyebabkan perubahan pada reseptor androgen (AR) dan reseptor estrogen
(ER). Ekspresi AR dan ERa pada cauda epididimis tikus mengalami penurunan

setelah diberikan perlakuan fitoestrogen selama 25 hari. Sama halnya dengan
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hasil penelitian yang dilakukan oleh Zin et al. (2013) bahwa pemberian
fitoestrogen dalam perkembangan sistem reproduksi tikus dapat menurunkan
ERa.

Isoflavon kedelai merupakan salah satu dari fitoestrogen yang terdiri atas
tiga senyawa yaitu genistein, daidzein, dan glisitein dengan perbandingan 1:1:0,2
(Dafriani, 2015). Pemberian genistein selama 12 minggu menyebabkan
penurunan ekspresi AR and ERa pada testis. Ekspresi AR dan ERa merupakan
salah satu penanda biologis untuk memperediksi efek paparan terhadap
senyawa ekstrogenik eksogen pada tikus (Adachi et al., 2004). Kelompok tikus
jantan dengan diet isoflavon menyebabkan adanya perubahan ekspresi LHR,
AR, dan ESR1 (Sherrill et al., 2010). Gangguan yang terjadi pada ESR1
menyebabkan gangguan fertilitas. Pada tikus model knockout ERa menyebabkan
tikus mengalami infertil (Kolasa et al., 2003). Sehingga ERa merupakan kandidat

yang penting dalam fertilitas khususnya jantan (Gunawan et al., 2011).

6.2 Pengaruh Pemberian Susu Kedelai terhadap Jumlah Spermatozoa
dengan Morfologi Normal pada Tikus Wistar (Rattus norvegicus)
Jantan
Spermatozoa merupakan hasil dari proses spermatogenesis, sehingga

dengan menganalisis kuantitas dan kualitas spermatozoa dapat mencerminkan

proses-proses yang terjadi selama pembentukannya, termasuk melakukan
diagnosis apabila terjadi kerusakan atau kelainan pada morfologi spermatozoa.

(Fitria et al., 2015). Konsumsi makanan dengan bahan kedelai kaya isoflavon

dapat terjadi gangguan aktivitas hormon dalam tubuh dan proses

spermatogenesis, yang dapat menyebabkan penurunan jumlah spermatozoa (An

et al., 2018).

Hasil penelitian -menunjukkan bahwa pemberian susu kedelai dapat

menurunkan jumlah spermatozoa dengan morfologi normal pada tikus jantan
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secara signifikan yang ditunjukkan dengan adanya perbedaan yang bermakna
pada jumlah spermatozoa dengan morfologi normal antar kelompok setelah
diberikan susu kedelai dengan dosis 7,1; 14,2; dan 21,3 gr/kgBB/hari. Penurunan
jumlah spermatozoa dengan morfologi normal salah satunya dapat disebabkan
karena adanya gangguan pada proses spermatogenesis akibat dari kandungan
isoflavon yang terdapat pada susu kedelai. Sejalan dengan penelitian yang
dilakukan oleh Nurdiana et al. (2015) dimana pemberian susu kedelai
memberikan efek penurunan spermatogenesis pada tikus jantan.

Adanya penurunan jumlah spermatozoa dengan morfologi normal
menunjukkan bahwa telah terjadi gangguan pada proses spermatogenesis
terutama pada tahap spermiogenesis (Sinaga, 2016). Spermatogenesis
merupakan proses perkembangan yang kompleks dimana melibatkan perubahan
bentuk sel germinal progenitor diploid menjadi spermatozoa matur yang terjadi di
tubulus seminiferus yang terletak pada testis (Susilawati, 2011; Keber et al.,
2013).

Proses spermatogenesis dimulai ketika spermatogonia mengalami
proliferasi dan diferensiasi melalui mitosis menjadi spermatosit primer, yang
selanjutnya diikuti oleh meiosis yang menghasilkan round spermatid haploid.
Selanjutnya round spermatid mengalami perubahan morfologi yang dramatis
hingga menjadi spermatozoa yang matur (Wang et al., 2012; Akmal et al., 2015).

Berkurangnya persentase spermatozoa dengan morfologi normal dapat
disebabkan karena proses spermatogenesis yang tidak dapat berjalan optimal,
yaitu gangguan pada tahap pembelahan sel-sel spermatogonia sebelum
terbentuknya kepala, leher dan ekor. Sehingga pembentukan morfologi yang
normal akan mengalami gangguan (Ermiza, 2012). Gangguan pada proses
spermatogenesis menyebabkan kerusakan pada hasil sel spermatogenic

sehingga mengakibatkan kelainan pembentukan spermatozoa, seperti- kepala
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spermatozoa menjadi lebih kecil atau lebih besar dari biasanya, ekor bengkok
atau patah, dan lain-lain (Antari et al., 2016).

Proses spermatogenesis ini sangat sensitif terhadap segala gangguan
terutama pada gangguan hormonal, seperti pada penurunan kadar testosteron
(Malini, 2013). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Margo et al. (2019) bahwa
tikus jantan yang diberi susu kedelai menyebabkan penurunan kadar hormon
testosteron, penurunan berat testis, penurunan diameter tubulus seminiferous
serta penurunan spermatogenesis. Hormon testosteron sangat diperlukan untuk
mengawali ~ dan mempertahankan — proses = spermatogenesis,  serta
mempertahankan kualitas spermatozoa hingga dikeluarkan dari tubuh. Akan
tetapi, selain hormon testosteron, ERa juga memiliki peranan penting dalam
proses spermatogenesis.

Tikus dengan model knockout ERa (KOERa) menyebabkan infertil dan
menunjukkan terjadinya dismorfogenesis pada tubulus seminiferus. Perubahan
ini menyebabkan penurunan spermatogenesis (Aquila et al., 2003; Carreau dan
Hess, 2010). ER juga berperan penting dalam kualitas spermatozoa. Hasil
penelitian sebelumnya dengan menggunakan hewan coba model knockout ERB
tidak menunjukkan perubahan kualitas spermatozoa, sehingga peran ERa lebih
menonjol dibandingkan ERP pada tingkat spermatozoa (Adibnia et al., 2016).
ERa memainkan peran penting dalam -modulasi metabolisme  spermatozoa,
apabila terjadi gangguan pada fungsinya dapat menyebabkan penurunan
persentase densitas spermatozoa, motilitas spermatozoa serta spermatozoa

dengan morfologi normal (Abhari et al., 2014).
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6.3 Pengaruh Pemberian Susu Kedelai terhadap Jumlah Spermatozoa
dengan Pergerakan Normal Pada Tikus Wistar (Rattus norvegicus)
Jantan
Pergerakan spermatozoa berasal dari gerakan ekor spermatozoa dan

sangat berhubungan erat dengan viabilitas dan morfologi normal spermatozoa.

Hal ini - disebabkan karena hanya spermatozoa yang hidup yang dapat

menghasilkan energi sehingga dapat terus bergerak. (Adriani dan Nita, 2015).

Penurunan pergerakan spermatozoa juga berkaitan erat dengan meningkatnya

persentase spermatozoa dengan morfologi abnormal, hal ini dapat dilihat pada

Gambar 5.4 yang menunjukkan berkurangnya persentase spermatozoa dengan

morfologi normal seiring dengan peningkatan dosis susu kedelai yang diberikan.

Morfologi spermatozoa yang abnormal atau mengalami kelainan, akan

menghambat pergerakan spermatozoa, melemahkan pergerakan spermatozoa

menjadi lemah, bergerak ditempat, berputar-putar atau bergerak mundur (Malini,

2013).

Penghitungan jumlah spermatozoa dengan pergerakan normal antar
kelompok setelah diberikan susu kedelai dengan dosis 7,1; 14,2; dan 21,3
gr/kgBB/hari  memperlihatkan  penrurunan jumlah spermatozoa dengan
pergerakan normal pada tikus jantan secara signifikan. Berdasarkan hasil
penelitian, penurunan pergerakan spermatozoa disebabkan adanya pengaruh
gangguan pada proses spermatogenesis akibat isoflavon yang terkandung dalam
ekstrak kedelai. Pergerakan (motilitas) spermatozoa sangat penting karena
berhubungan dengan kemampuan spermatozoa dalam melakukan proses
fertilisasi (Adriani dan Nita, 2015).

Pergerakan spermatozoa akan dapat terjadi jika didukung dengan
morfologi dari spermatozoa itu sendiri. Bagian ekor spermatozoa merupakan
bagian terpenting dari spermatozoa untuk dapat melakukan pergerakan, terdiri

atas dua bagian yaitu bagian pangkal dan bagian ujung. Pada bagian pangkal
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ekor spermatozoa terdapat mitokondria yang bentuknya memanjang, dan
tersusun rapi berbentuk spiral yang berfungsi penting dalam metabolisme
spermatozoa untuk menghasilkan energi berupa Adenosin Tri Phosphat (ATP)
(Gundogan et al., 2010; Adriani dan Nita, 2015). Pergerakan spermatozoa
menggunakan energi yang dihasilkan oleh mitokondria, yang akan menghasilkan
energi- melalui proses dimana pergerakan hidrolisis ATP  terjadi dengan
mengubah energi kimia menjadi energi kinetik melalui enzim ATP-ase (Antari et
al., 2016).

Pemberian ~ susu  kedelai  menyebabkan  penurunan  proses
spermatogenesis, yang pada akhirnya menurunkan kualitas spermatozoa. Pada
spermatozoa yang belum mengalami kematangan sempurna maka energi yang
dihasilkan akan lebih sedikit, sehingga pergerakan spermatozoa tersebut
menjadi kurang baik (Adriani dan Nita, 2015; Nurdiana et al., 2015; Sinaga,
2016).

Gangguan pada proses spermatogenesis akan menyebabkan penurunan
pergerakan spermatozoa. Penurunan pergerakan spermatozoa diduga
disebabkan oleh senyawa flavonoid yang dapat mengganggu aktifitas enzim
ATP-ase pada membran sel spermatozoa dibagian tengah ekor. Enzim ATP-ase
tersebut berfungsi mempertahankan homeostasis internal untuk ion natrium dan
kalium. Jika aktivitas-enzim ATP-ase terganggu, maka homeostasis ion natrium
dan kalium akan terganggu sehingga konsentrasi Na intrasel meningkat, gradien
Na+ melintasi membran sel akan menurun sehingga pengeluaran Ca juga akan
mengalami penurunan. Apabila ion Ca2+ berkurang maka membran akan
kehilangan kemampuannya untuk mengangkut bahan-bahan terlarut ke dalam
sitoplasma.  Terganggunya permeabilitas’ membran spermatozoa akan
menyebabkan terganggunya transpor nutrien yang diperlukan oleh spermatozoa

untuk pergerakannya (Malini, 2013; Carolin et al., 2019).
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ER juga berperan penting dalam kualitas spermatozoa. Hasil penelitian
sebelumnya dengan menggunakan hewan coba model knockout ERB tidak
menunjukkan perubahan kualitas spermatozoa, sehingga peran ERa lebih
menonjol dibandingkan ERP pada tingkat spermatozoa (Adibnia et al., 2016).
ERa memainkan peran penting dalam modulasi metabolisme  spermatozoa,
apabila terjadi gangguan pada fungsinya dapat menyebabkan penurunan
persentase densitas spermatozoa, motilitas spermatozoa serta spermatozoa
dengan morfologi normal (Abhari et al., 2014).

Berdasarkan hasil penelitian ini, pemberian susu kedelai dapat
menurunkan ekspresi ERa. Penghambatan pada ERa menyebabkan penurunan
pergerakan spermatozoa sehingga menurunkan fertilitas pada mencit dan tikus
(Zhao et al., 2020). Lokalisasi ERa yang ditemukan di seluruh spermatozoon
terutama pada bagian tengah (midpiece) dan terlokalisasi di dalam mitokondria
yang mana menyediakan energi (ATP) yang dibutuhkan untuk pergerakan

spermatozoa (Carreau et al., 2010; Nudmamud-Thanoi et al., 2016).

6.4 Keterbatasan Penelitian

6.4.1 Penelitian ini menggunakan susu kedelai yang sudah beredar dikalangan
masyarakat dengan kandungan isoflavon yang sudah diketahui, tanpa
melakukan uiji-fitokimia untuk mengetahui kandungan jenis isoflavon yang
ada pada susu kedelai.

6.4.2 Pengamatan kualitas spermatozoa pada penelitian ini hanya
menggunakan parameter jumlah spermatozoa dengan morfologi dan
pergerakan normal, tanpa melakukan pemeriksaan viabilitas spermatozoa
yaitu melihat apakah spermatozoa tersebut masih hidup ataupun sudah

mati.
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6.5 Implementasi dalam Asuhan Kebidanan

Penelitian ini - menunjukkan = pemberian susu kedelai menyebabkan
terjadinya gangguan pada sistem reproduksi sehingga dapat terjadi penurunan
jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha,
penurunan  jumlah spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal,
sehingga berakibat pada menurunnya fertilitas. Pada penelitian ini pemberian
susu kedelai dosis 7,1 gr/KgBB/hari, dosis 14,2 gr/KgBB/hari dan dosis 21,3
gr/KgBB/hari  mampu  menurunkan jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha, dan pemberian susu kedelai dosis
14,2 gr/KgBB/hari dan dosis 21,3 gr/KgBB/hari mampu menurunkan jumlah
spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal pada tikus wistar (Rattus
norvegicus) jantan. Penelitian lanjutan masih sangat diperlukan untuk dapat
diterapkan kepada manusia.

Implementasi hasil penelitian ini° terhadap dunia kebidanan bahwa
pengaruh pemberian susu kedelai yang mengandung isoflavon terutama pada
laki-laki akan mengganggu sistem reproduksi sehingga dapat menurunkan
jumlah sel spermatogonia yang mengekspresikan reseptor estrogen alpha,
jumlah spermatozoa dengan morfologi dan pergerakan normal. Orang tua yang
memiliki  bayi atau anak yang mengalami alergi susu sapi seringkali
menggunakan susu-kedelai sebagai susu pengganti. Sehingga perlu adanya
pemberian informasi kebidanan kepada masyarakat untuk berhati-hati dan
menyarankan untuk memilih susu kedelai yang kandungan isoflavonnya sudah
dihilangkan. Selain itu, isoflavon yang ada pada susu kedelai dapat
menyebabkan gangguan kesuburan karena kondisi spermatozoa yang kurang
baik atau mengalami kelainan sehingga dapat menyebabkan spermatozoa gagal
untuk membuahi sel telur. Oleh karena itu perlu adanya pemberian informasi

kebidanan berdasarkan - bukti penelitian terkini ~sebagai upaya dalam
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meningkatkan kesehatan reproduksi pasangan usia subur khususnya pada pria
dengan memberikan informasi mengenai bahaya susu kedelai bagi kesehatan

reproduksi.
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1. Susu kedelai mampu menurunkan jumlah sel spermatogonia yang
mengekspresikan reseptor estrogen alpha pada tikus wistar (Rattus
norvegicus) jantan

2. Susu kedelai mampu menurunkan jumlah spermatozoa dengan
morfologi normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan

3. Susu kedelai mampu menurunkan jumlah spermatozoa dengan

pergerakan normal pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan

7.2  Saran

1. Penelitian selanjutnya disarankan dilakukan uji fitokimia untuk
mengetahui jenis isoflavon yang ada pada susu kedelai.

2. Penelitian selanjutnya disarankan untuk melengkapi pemeriksaan
kualitas spermatozoa dengan menambahkan pemeriksaan viabilitas
spermatozoa.

3. Penelitian selanjutnya disarankan untuk dilakukan pengukuran
ekspresi-atau aktivitas pada enzim ATP-ase yang berpengaruh

terhadap pergerakan spermatozoa.

BRAWIJAYA
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Lampiran 4  Hasil Uji Statistik Data Hasil Penghitungan Jumlah Sel
Spermatogonia yang Mengekspresikan Reseptor Estrogen

-g Alpha pada Tikus Jantan yang Diberi Perlakuan Susu
- Kedelai
P
= 1. Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas Data
L= ]
= Tests of Normality
e
= Kelompok_Perl Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
akuan Statistic| df Sig. |Statistic| df Sig.
Persentase_Sel_Spermatogo Kontrol .273 6 .184 .930 6 .579
hia_Positif_ERalpha Perlakuan 1 177 6| .2000 916 6| .480
Perlakuan 2 191 6] .200 913 6 454
Perlakuan 3 .149 6 .200" 971 6 .899

a. Lilliefors Significance Correction

* This is a lower bound of the true significance.

Test of Homogeneity of Variances

Persentase_Sel Spermatogonia_Positif ERalpha

Levene Statistic dfl df2 Sig.

772 3 20 .523

2. Hasil Uji Beda Antar Kelompok
Descriptives

Persentase_Sel_Spermatogonia_Positif_ER

alpha

Std. 95% Confidence Interval for Mean | Minimum |Maximum

N Mean Deviation |Std. Error| Lower Bound Upper Bound

Kontrol 6| 58.4453] 9.34970| 3.81700 48.6334 68.2572 45.47 72.87
Perlakuan 1 6| 46.1217| 6.13135| 2.50311 39.6872 52.5561 39.16 53.87
Perlakuan 2 6] 32.1687 8.83643| 3.60746 22.8954 41.4419 20.00 41.87
Perlakuan 3 6] 22.8167 5.41925| 2.21240 17.1295 28.5038 15.88 30.81
Total 24| 39.8881| 15.55889| 3.17594 33.3181 46.4580 15.88 72.87
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ANOVA
—g Persentase_Sel_Spermatogonia_Positif _ERalpha
=__>"- Sum of Squares df Mean Square F Sig.
o
= Between Groups 4405.510 3 1468.503 25.269 .000
L= ]
o Within Groups 1162.305 20 58.115
oo B
St Total 5567.816 23

3. Hasil Uji Perbandingan Berganda (Multiple Comparison)
Multiple Comparisons

Dependent Variable:Persentase_Sel_Spermatogonia_Positif ERalpha

) J) Mean 95% Confidence Interval
Kelompok_Perl Kelompok_Perl] Difference
akuan akuan (1-J) Std. Error | Sig. [Lower Bound|Upper Bound
JLSD Kontrol Perlakuan 1 12.32367"| 4.40134 .011 3.1426 21.5047
Perlakuan 2 26.27667" 4.40134 .000 17.0956 35.4577
Perlakuan 3 35.62867" 4.40134 .000 26.4476 44.8097
Perlakuan 1 Kontrol -12.32367" 4.40134 .011 -21.5047 -3.1426
Perlakuan 2 13.95300" 4.40134 .005 4.7720 23.1340
Perlakuan 3 23.30500" 4.40134 .000 14.1240 32.4860|
Perlakuan 2 Kontrol -26.27667" 4.40134 .000 -35.4577 -17.0956
Perlakuan 1 -13.95300" 4.40134 .005 -23.1340 -4.7720
Perlakuan 3 9.35200" 4.40134 .046 1710 18.5330|
Perlakuan 3 Kontrol -35.62867" 4.40134 .000 -44.8097 -26.4476
Perlakuan 1 -23.30500" 4.40134 .000 -32.4860 -14.1240
Perlakuan 2 -9.35200" 4.40134 .046 -18.5330 -.1710|

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Persentase_Sel_Spermatogonia_Positif_ERalpha

>_ Kelompok_Per Subset for alpha = 0.05
i lakuan N 1 2 3 4
—
g Ipuncana  Perlakuan 3 6| 22.8167
é Perlakuan 2 6 32.1687
>FAQ Perlakuan 1 6 46.1217
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o —
(o~ Kontrol 6 58.4453
- .
— Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
— Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
o
= a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.
L= ]
o
e L
(-5
S
4. Hasil Uji Korelasi
Correlations
Kelompok_ | Persentase_Sel_Spermatogonia
Perlakuan _Positif ERalpha
IKelompok_Perlakuan Pearson Correlation 1 -.887"
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24
|Persentase_Sel_Spermatog Pearson Correlation -.887" 1
onia_Positif ERalpha Sig. (2-tailed) 1000
N 24 24

<C
2
2

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 5  Hasil Uji Statistik Data Hasil Penghitungan Jumlah
Spermatozoa dengan Morfologi Normal Pada Tikus Jantan

= yang Diberi Perlakuan Susu Kedelai
>“ . - - .
:5 1. Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas Data
§—a
o Tests of Normality
o
e Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
(-5 Kelompok
S
Perlakuan Statistic | df Sig. | Statistic | df Sig.
IMorfologi Normal Kontrol .216 6| .200" .953 6] .766
Perlakuan 1 .309 6] .076 .811 6| .073
Perlakuan 2 .184 6| .200" .978 6] .940
Perlakuan 3 274 6] .179 .915 6| .472

a. Lilliefors Significance Correction

* This is a lower bound of the true

significance.

Test of Homogeneity of Variances

Morfologi Normal

Levene Statistic dfl df2 Sig.

.612 3 20 .615

2. Hasil Uji Beda Antar Kelompok
Descriptives

Morfologi Normal

Std. 95% Confidence Interval for Mean
N Mean Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound | Minimum |Maximum
Kontrol 6 63.83 3.920 1.600 59.72 67.95 58 70
Perlakuan 1 6 58.33 5.391 2.201 52.68 63.99 48 63
Perlakuan 2 6 54.17 4.535 1.851 49.41 58.93 48 61
Perlakuan 3 6 51.67 6.121 2.499 45.24 58.09 45 61
Total 24 57.00 6.666 1.361 54.19 59.81 45 70
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ANOVA
—g Morfologi Normal
=__>"- Sum of Squares df Mean Square F Sig.
o
= Between Groups 509.667 3 169.889 6.632 .003
L= ]
o Within Groups 512.333 20 25.617
e
St Total 1022.000 23

3. Hasil Uji Perbandingan Berganda (Multiple Comparison)
Multiple Comparisons

Dependent Variable:Morfologi Normal

) 95% Confidence Interval
Kelompok (J) Kelompok | Mean Difference | Std.
Perlakuan Perlakuan (1-9) Error Sig. |Lower Bound|Upper Bound
JLSD Kontrol Perlakuan 1 5.500 2.922 .074 -.60 11.60
Perlakuan 2 9.667" 2.922 .004 3.57 15.76
Perlakuan 3 12.167" 2.922 .000 6.07 18.26
Perlakuan Kontrol -5.500 2.922 .074 -11.60 .60
1 Perlakuan 2 4.167 2.922 .169 -1.93 10.26
Perlakuan 3 6.667" 2.922 .034 .57 12.76
Perlakuan Kontrol -9.667" 2.922 .004 -15.76 -3.57
2 Perlakuan 1 -4.167 2.922 .169 -10.26 1.93
Perlakuan 3 2.500 2.922 .402 -3.60 8.60
Perlakuan Kontrol -12.167" 2.922 .000 -18.26 -6.07
3 Perlakuan 1 -6.667" 2.922 .034 -12.76 -.57
Perlakuan 2 -2.500 2.922 .402 -8.60 3.60

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Morfologi Normal

>_ Kelompok Subset for alpha = 0.05
i Perlakuan N 1 2 3
m——
g |puncana  Perlakuan 3 6 51.67
é Perlakuan 2 6 54.17 54.17
-Ra Perlakuan 1 6 5833  58.33
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Kontrol 6 63.83

Sig. 402 .169 .074

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.

repository.ub

4. Hasil Uji Korelasi

Correlations

Kelompok
Perlakuan Morfologi Normal
I[Kelompok Perlakuan Pearson Correlation 1 -.697™
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24
IMorfologi Normal Pearson Correlation -.697" 1
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 6 Hasil Uji Statistik Data Hasil Penghitungan Jumlah
Spermatozoa dengan Pergerakan Normal Pada Tikus Jantan

= yang Diberi Perlakuan Susu Kedelai
—
:5 1. Hasil Uji Normalitas dan Homogenitas Data
§—a
o Tests of Normality
o
e Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
(-5 Kelompok
S
Perlakuan Statistic | df Sig. Statistic | df Sig.
[Pergerakan Normal Kontrol 131 6 .200" .979 6 .947
Perlakuan 1 307 6 .081 820 6 .089]
Perlakuan 2 .152 6 .200" .945 6 .702
Perlakuan 3 .186] 6 .200" 938 6 .642

a. Lilliefors Significance Correction

*, This is a lower bound of the true significance.

Test of Homogeneity of Variances

Pergerakan Normal

Levene Statistic dfl df2 Sig.

.408 3 20 .749

2. Hasil Uji Beda Antar Kelompok
Descriptives

Pergerakan Normal

95% Confidence Interval
Std. for Mean
N Mean | Deviation |Std. Error|Lower Bound|Upper Bound| Minimum [Maximum
Kontrol 6 65.50 5.541 2.262 59.69 71.31 58 73
Perlakuan 1 6 57.67 9.993 4.080 47.18 68.15 39 66
Perlakuan 2 6 54.50 8.939 3.649 45.12 63.88 45 69
Perlakuan 3 6 47.33 6.890 2.813 40.10 54.56 40 59
Total 24 56.25 10.023 2.046 52.02 60.48 39 73
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ANOVA
- —
= Pergerakan Normal
=__>"'- Sum of Squares df Mean Square F Sig.
(=]
= Between Groups 1020.833 3 340.278 5.277 .008
L= ]
o \Within Groups 1289.667 20 64.483
=
et Total 2310.500 23

3. Hasil Uji Perbandingan Berganda (Multiple Comparison)
Multiple Comparisons

Dependent Variable:Pergerakan Normal

) 95% Confidence Interval
Kelompok (J) Kelompok Mean
Perlakuan Perlakuan Difference (I-J)| Std. Error Sig. |Lower Bound|Upper Bound
JLSD Kontrol Perlakuan 1 7.833 4.636 .107 -1.84 17.50)
Perlakuan 2 11.000" 4.636 .028 1.33 20.67
Perlakuan 3 18.167" 4.636 .001 8.50 27.84
Perlakuan Kontrol -7.833 4.636 .107 -17.50 1.84
1 Perlakuan 2 3.167 4.636 .502 -6.50 12.84
Perlakuan 3 10.333" 4.636 .037 .66 20.00}
Perlakuan Kontrol -11.000" 4.636 .028 -20.67 -1.33
2 Perlakuan 1 -3.167 4.636 .502 -12.84 6.50]
Perlakuan 3 7.167 4.636 .138 -2.50 16.84
Perlakuan Kontrol -18.167" 4.636 .001 -27.84 -8.50]
3 Perlakuan 1 -10.333" 4.636 .037 -20.00 -.66
Perlakuan 2 -7.167 4.636 .138 -16.84 2.50]

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Pergerakan Normal

>_ Kelompok Subset for alpha = 0.05
i Perlakuan N 1 2 3
—
g Ipuncana  Perlakuan 3 6 47.33
é Perlakuan 2 6 54.50 54.50
>FAQ Perlakuan 1 6 57.67 57.67
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Kontrol 6 65.50
Sig. .138 .502 .107
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6,000.
4. Hasil Uji Korelasi
Correlations
Kelompok Pergerakan
Perlakuan Normal
|Kelompok Perlakuan Pearson Correlation 1 -.657"
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24
|Pergerakan Normal Pearson Correlation -.657™ 1
Sig. (2-tailed) .000
N 24 24

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).



Lampiran 7 Dokumentasi Penelitian

A. Pemeliharaan Hewan Coba
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Keterangan: Penempatan hewan coba dalam kandang, pemberian pakan dan
minum

BRAWIJAYA
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Keterangan: Ruang pemeliharaan hewan coba dan kegiatan penggantian sekam

B. Perlakuan Hewan Coba
| TR F i

" SariBubukKedelsl

INFORMASI NILA 12|
Takaran Sajian = 2 sendok makan (30g)
- Per 100g

» e ' i
I Sacen 4

—
Keterangan: Penimbangan hewan coba Keterangan: Informasi kandungan
dengan timbangan isoflavon pada susu

kedelai
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Keterangan: Penimbangan susu Keterangan: Persiapan pemberian susu
Kedelai dengan
timbangan digital

Keterangan: Pemberian susu kedelai menggunakan sonde

® BRAWIJAYA

110



C. Pembedahan Hewan Coba
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Keterangan: Alat dan bahan pembedahan

preparat jaringan testis

>
i g : : . V?xﬁ-‘ii\."-
‘g Keterangan: Injeksi hewan coba Keterangan: Meletakkan organ di dalam
L > dengan ketamin-xylazine botol organ untuk selanjutnya
-5 0,1% dijadikan paraffin blok dan
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D. Pengamatan Sel Spermatogonia yang Mengekspresikan ERa dengan
Pewarnaan Imunohistokimia (IHK)
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Keterangan: Proses pewarnaan preparat jaringan testis dengan metode
imunohistokimia

Keterangan: Preparat jaringan testis yang sudah diwarnai discan
menggunakan mikroskop Olympus BX 51
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E. Pengamatan Morfologi Spermatozoa
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Keterangan: Proses pewarnaan morfologi spermatozoa dengan metode
pewarnaan Kristal-Violet

BRAWIJAYA

Keterangan: Pengamatan dengan mikroskop trinokuler
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F. Pengamatan Pergerakan Spermatozoa
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Keterangan: Suspensi diletakkan pada objek glass

Keterangan: Suspensi ditutup cover glass Keterangan: Pengamatan
dengan
mikroskop
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Lampiran 8

Data Sheet Antibody Estrogen Receptor a (C-311): sc-787

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOQY, INC.

Estrogen Receptor a (C-311): sc-787

BACKGROUND

APPLICATIONS

Estrogen receptors (ER) are members of the steroid/thyroid hormone receptor
superfamily of ligand-activated transcription factors. Estrogen receptors,
including ERce and ERB, contain DNA binding and ligand binding domains
and are critically involved in regulating the normal function of reproductive
tissues. They are located in the nucleus, though some estrogen receptors
associate with the cell surface membrane and can be rapidly activated by
exposure of cells to estrogen. ERa and ERB have been shown to be differen-
tially activated by various ligands. Receptor-ligand interactions trigger a
cascade of events, including dissociation from heat shock proteins, receptor
dimerization, phosphorylation and the association of the hormone activated
receptor with specific regulatory elements in target genes. Evidence suggests
that ERe: and ERB may be regulated by distinct mechanisms even though
they share many functional characteristics.

REFERENCES

1. Mason, B.H., et al. 1983. Progesterone and estrogen receptors as prognos-
tic variables in breast cancer. Cancer Res. 43: 2985-2990.

2. Evans, R.M. 1988. The steroid and thyroid hormone receptor superfamily.
Science 240: BB9-895

3. Danielian, P5S., et al. 1992. Identification of a conserved region required for
hormone dependent transcriptional activation by steroid hormone receptors.
EMBO J. 11: 1025-1033.

CHROMOSOMAL LOCATION

Genetic locus: ESR1 (human) mapping to 6g25.1; Esr1 (mouse) mapping
to 10 A1.

Estrogen Receptor a (C-311) is recommended for detection of Estrogen
Receptor o of mouse, rat and human origin by Westem Blotting (starting
dilution 1:200, dilution range 1:100-1:1000), immunoprecipitation [1-2 pg per
100-500 pg of total protein (1 ml of cell lysatel], immunofluorescence (starting
dilution 1:50, dilution range 1:50-1:500) and immunohistochemistry (includ-
ing paraffin-embedded sections) {starting dilution 1:50, dilution range 1:50-
1:500). ERex (C-311) is also recommended for detection of ERe in additional
species, including bovine.

Estrogen Receptor e (C-311) is also recommended for detection of
Estrogen Receptor o in additional species, including bovine.

Suitable for use as control antibody for Estrogen Receptor o siRNA (h):
50-29305, Estrogen Receptor o siRNA (m): sc-29308, Estrogen Receptor o
sIANA (r): sc-45949, Estrogen Receptor e shRNA Plasmid (h): sc-29305-5H,
Estrogen Receptor c shANA Plasmid (m): sc-29306-SH, Estrogen Receptor «
shANA Plasmid {r): sc-45949-5H, Estrogen Receptor o shRNA [h) Lentiviral
Particles: sc-23305-V, Estrogen Receptor o shANA (m) Lentiviral Particles:
5c-29306-V and Estrogen Receptor a shRNA (r) Lentiviral Particles:
sc-45949-V.

Estrogen Receptor o (C-311) X TransCruz antibody is recommended for Gel
Supershift and ChIP applications.

Molecular Weight of Estrogen Receptor « long isoform: 66 kDa
Molecular Weight of Estrogen Receptor e short isoform: 54 kDa.
Molecular Weight of ER46: 48 kDa.

Molecular Weight of ER36: 36 kDa.
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