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Abstrak
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perbedaan parameter fragmentasi DNA, morfologi sperma 
pasca proses pembekuan dengan metode slow cooling. 
Metode: Penelitian ini merupakan penelitian obervasional analitik dengan pendekatan pre-post design. Subjek 
penelitian adalah sperma dengan hasil analisis yang normal sesuai dengan standar WHO (n=25). Penelitian 
dilakukan di Klinik Aster RSUP Dr. Hasan Sadikin Bandung pada bulan Juli hingga Agustus 2017.
Hasil: Setelah proses kriopreservasi, terdapat peningkatan fragmentasi DNA tiga kali lipat (nilai p<0,05) dan 
terdapat penurunan jumlah morfologi normal sebesar 50% (nilai p<0,05).
Kesimpulan: Terdapat penurunan kualitas sperma pasca proses kriopreservasi dengan metode slow cooling.

Kata kunci: Fragmentasi DNA, morfologi, slow cooling, spermatozoa

Difference of DNA Fragmentation, Morphology Sperm before and after  
Cryopreservation with Slow Cooling Method in Aster Fertility Clinic 

Dr. Hasan Sadikin General Hospital Bandung

Abstract
Objective: Of this study was to compare sperm quality parameters including DNA fragmentation and morphology 
after cryopreservation with slow-cooling method.
Method: This was an analytical observational study with pre and post design. Subjects were men whose sperm 
analysis met the WHO criteria of being normal (n=25). The study was conducted at the Aster Clinic of Dr. Hasan 
Sadikin General Hospital Bandung from July to August 2017.
Results: After cryopreservation, there was a three fold increase of DNA fragmentation (with p value <0.05) and a 
decrease in morphology 50% (with p value <0.05).
Conclusion: There is a decrease in sperm quality after cryopreservation with slow-cooling method.

Key words: DNA fragmentation, morphology, slow cooling, spermatozoa



132

Obgynia, Volume 1 Nomor 2 September 2018

Pendahuluan

Infertilitas adalah ketika pasangan gagal 
mencapai kehamilan setelah setidaknya 12 
bulan melakukan hubungan seksual reguler 
tanpa menggunakan kontrasepsi. Jenis 
infertilitas ini juga disebut infertilitas primer. 
Gangguan kesuburan dapat menyebabkan 
dampak yang besar bagi pasangan, tidak hanya 
mengenai masalah medis tetapi juga masalah 
ekonomi dan psikologis.1 Di Indonesia, 
terdapat 40% pasangan usia subur dan 10% 
di antara pasangan tersebut mengalami 
infertilitas. Penyebab infertilitas pada 
pasangan suami istri dapat diklasifikasikan 
menjadi tiga kelompok, dengan proporsi 
sebagai berikut: faktor wanita 45%, faktor 
pria 40% dan faktor idiopatik 15%. Salah 
satu metode untuk mengevaluasi etiologi 
infertilitas yang terkait dengan pria adalah 
dengan menilai kualitas semen, yaitu analisis 
sperma. Beberapa parameter analisis sperma 
yang dapat dievaluasi meliputi morfologi, 
konsentrasi, kromatin, dan fragmentasi DNA 
sperma.2

Salah satu cara untuk mengatasi 
masalah ketidaksuburan pada pria adalah 
dengan melestarikan spermatozoa. Metode 
yang paling umum digunakan untuk 
melestarikan spermatozoa adalah dengan 
kriopreservasi. Kriopreservasi adalah teknik 
untuk melestarikan bahan genetik dalam 
kondisi beku di bawah suhu rendah melalui 
pengurangan aktivitas metabolik tanpa 
mempengaruhi organel intraselular, atau 
fisiologis, biologi, dan morfologi sel. Teknik 
kriopreservasi dapat dikelompokkan menjadi 
metode pendinginan lambat (slow cooling) 
dan metode pendinginan cepat (vitrification). 
Teknik kriopreservasi yang paling sering 
dilakukan sampai saat ini adalah metode 
pendinginan lambat. Metode ini telah sering 
diterapkan untuk melestarikan berbagai sel, 
jaringan, serta organ tubuh manusia.3, 4

Proses kriopreservasi spermatozoa 
menggunakan metode pendinginan lambat 

(slow cooling) pada berbagai penelitian 
sebelumnya dilaporkan memiliki hasil dan 
hasil yang bervariasi. Sinan dkk. melaporkan 
bahwa terdapat penurunan kualitas morfologi, 
sementara saat menilai fragmentasi DNA, 
dilaporkan bahwa kriopreservasi tidak 
menyebabkan kerusakan pada sel. Beberapa 
penelitian lain menunjukkan bahwa ada 
peningkatan fragmentasi DNA setelah 
kriopreservasi. Pattama dkk melaporkan 
bahwa motilitas dan fragmentasi DNA 
meningkat setelah kriopreservasi dengan 
metode pendinginan lambat.5-10 Perbedaan ini 
mungkin karena metode kriopreservasi yang 
berbeda, yaitu antara metode pendinginan 
lambat dan vitrifikasi. Diharapkan, penelitian 
ini dapat mengevaluasi perbedaan atau jumlah 
fragmentasi DNA setelah kriopreservasi 
sperma dengan metode pendinginan 
lambat. Akhirnya, penelitian ini berharap 
bisa membantu keluarga yang mengalami 
kemandulan dan ingin mendapatkan 
keturunan.

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian analitik 
observasional dengan pendekatan desain 
studi pra-pasca dari bulan Juli−Agustus 
2017 di Instalasi reproduksi berbantu umum 
Dr. Hasan Sadikin Bandung. Pengumpulan 
sampel dilakukan dengan menggunakan 
metode sampling berturut-turut dan subjek 
dialokasikan secara acak ke dalam salah satu 
dari kedua kelompok. Spesimen penelitian 
adalah spesimen sperma dengan hasil analisis 
normal berdasarkan standar WHO yang 
dikumpulkan dari pria usia subur yang datang 
ke klinik aster RSUP Dr. Hasan Sadikin 
Bandung. Kriteria inklusi dari penelitian 
ini meliputi: 1). bersedia berpartisipasi 
sebagai subjek penelitian, 2). pria usia 
subur 20−35 tahun, dan 3). memiliki hasil 
analisis sperma yang normal berdasarkan 
kriteria WHO. Sedangkan kriteria eksklusi 
dari penelitian ini meliputi: 1). Ada kelainan 
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yang ditemukan pada hasil analisis sperma, 
dan 2) pasien memiliki alasan tertentu 
untuk tidak berpartisipasi sebagai subjek 
penelitian. Penelitian ini dilakukan setelah 
menerima kesepakatan dan rekomendasi dari 
Komite Etika Penelitian Kesehatan, Fakultas 
Kedokteran Universitas Padjadjaran, Rumah 
Sakit Umum Dr. Hasan Sadikin Bandung.
Pasien yang memenuhi kriteria inklusi dan 
bersedia mengikuti penelitian ini setelah 
diberi penjelasan dan telah menandatangani 
informed consent tertulis akan diminta 
mengikuti prosedur berikut, yaitu kumpulan 
sampel sperma. Sampel sperma yang 
telah dianalisis dan ternyata normal akan 
menjalani pencucian dengan menggunakan 
centrifuge selama 5-10 menit. Setelah 
prosedur pencucian, spesimen akan dibagi 
menjadi 2, yaitu: 1). spesimen untuk penilaian 
parameter morfologi, dan 2). spesimen untuk 
penilaian fragmentasi DNA menggunakan 
metode Sperm Chromatin Disperse (SCD). 
Kedua spesimen spermatozoa tersebut akan 
menjalani kriopreservasi dengan metode 
pendinginan lambat. Spesimen spermatozoa 
beku akan disimpan dalam tabung khusus 
selama sebulan dan kemudian akan dicairkan.

Variabel spesimen sperma, yang 
akan diteliti dalam penelitian ini, meliputi 
sperma (diamati dari jumlah dan motilitas 
sperma yang layak), morfologi sperma, dan 
fragmentasi DNA sperma. Data yang dihitung 
kemudian diolah dengan analisis deskriptif 
dan analitik. Analisis deskriptif terhadap 
data akan disajikan sebagai mean, standar 
deviasi, median, dan range. Uji statistik yang 
digunakan untuk membandingkan sperma 
sebelum dan sesudah prosedur dipasangkan 
uji T atau uji Wilcoxon jika datanya tidak 
terdistribusi normal. Hasil dianggap 
signifikan jika p <0,05.

Hasil

Penelitian ini dilakukan selama satu bulan 
dari bulan Juli sampai Agustus 2017. Dua 

puluh lima spesimen spermatozoa normal 
berdasarkan standar WHO diproses dan 
ditambahkan dengan larutan krioprotektan. 
Spesimen campuran kemudian diberi 
cryopreserved dengan metode pendinginan 
yang lambat. 

Tabel 1 menyajikan perbandingan 
fragmentasi DNA di dalam spesimen sebelum 
dan sesudah kriopreservasi yang dihitung 
dengan menggunakan uji statistik Wilcoxon. 
Fragmentasi DNA ditemukan tiga kali lebih 
tinggi setelah kriopreservasi (p <0,05).

Tabel 2 menyajikan perbandingan 
morfologi sperma sebelum dan sesudah 
kriopreservasi dihitung dengan menggunakan 
uji paired-T. Kami menemukan bahwa 
rata-rata skor morfologi normal sebelum 
kriopreservasi lebih tinggi dibandingkan 
dengan kriopreservasi. Skor rata-rata sebelum 
kriopreservasi adalah 2,2(1,6), sedangkan 
nilai rata-rata setelah kriopreservasi 
adalah 1,4(1,1). Dengan demikian, dapat 
disimpulkan bahwa ada penurunan jumlah 
sperma yang signifikan secara statistik 
sebesar 50% dengan morfologi normal 
setelah kriopreservasi (p=0,05).

Tabel 1 Perbandingan Fragmentasi DNA    
              sebelum dan sesudah   
              Kriopreservasi dengan Metode  
              Pendinginan Lambat

Fragmentasi 
DNA

Pengukuran
nilai-p*

Pre Post 
Rerata  
(Std Deviasi)

0,1 (0,1) 0.2 (0,3) <0,001

Median 0,018 0,147

Kisaran 
0,00− 
0,243

0,009− 
0,990

Catatan: * dihitung berdasarkan uji Wilcoxon, * pre: pre 
washing, post: post thawing
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Pembahasan

Kriopreservasi adalah teknik untuk 
melestarikan bahan genetik dalam kondisi 
beku di bawah suhu rendah atau melalui 
pengurangan aktivitas metabolik tanpa 
mempengaruhi organel di dalam sel, fungsi 
fisiologis dan biologis serta morfologi. 
Kriopreservasi sperma merupakan bagian 
penting dari banyak laboratorium yang 
menyediakan Assisted Reproductive 
Technology (ART), terutama untuk In Vitro 
Fertilization (IVF) dan Intracytoplasmic 
Sperm Injection (ICSI).11

Metode kriopreservasi sperma 
menginduksi beberapa perubahan dan 
kerusakan parameter sperma melalui 
berbagai metode, yang pada akhirnya 
dapat menyebabkan penurunan viabilitas 
sperma, penurunan motilitas, perubahan 
pada membran plasma, akrosomia, dan 
integritas DNA. Stres oksidatif dalam proses 
pendinginan menghasilkan radikal bebas, 
yang menyebabkan proses lipoperoksidase, 
yang akan menyebabkan hilangnya motilitas 
ireversibel, kebocoran enzim intraselular, 
kerusakan DNA sperma, dan penurunan 
kemampuan untuk menembus oosit dan juga 
fusi sperma-oosit.7

Dalam penelitian ini, kami menggunakan 
metode pendinginan yang lambat. Dalam 
metode ini, selama proses pendinginan, 
saat suhu menjadi sangat dingin, kristal es 
akan terbentuk dari air ekstraselular yang 

mengelilingi spermatozoa. Kristal es ini akan 
meningkatkan konsentrasi natrium, glukosa, 
dan protein. Pada kondisi ini, tekanan osmotik 
di luar sel akan meningkat secara bertahap, 
menyebabkan cairan intraselular bocor 
di luar, terutama dari kepala spermatozoa 
dan menyebabkan dehidrasi di dalam sel. 
Metode pendinginan yang lambat juga 
menyebabkan perubahan transisi fase lipid, 
peningkatan lipid peroxidase, dan produksi 
spesies oksigen reaktif (ROS). Semua 
proses ini dapat menurunkan parameter 
spermatozoa.5, 8, 12, 13 Secara keseluruhan, hasil 
dalam penelitian ini menunjukkan bahwa 
prosedur pendinginan dan pencairan dapat 
menyebabkan perubahan morfologi sperma. 
Sementara itu, pada analisis integritas DNA, 
kami menemukan peningkatan fragmentasi 
DNA pasca pendinginan dan prosedur 
pencairan.

Terdapat peningkatan fragmentasi 
DNA rata-rata pasca kriopreservasi; 
yaitu dari 0,5(0,6) sampai 0,2(0,2). 
Kenaikan ini mencerminkan penurunan 
kualitas spermatozoa. Proses dehidrasi 
yang terjadi selama kriopreservasi 
menyebabkan kristalisasi intraselular, 
yang akan mempengaruhi fungsi membran 
seluler. Kerusakan akibat kristalisasi akan 
mengganggu kondensasi kromatin, protamin 
dan kompleks DNA, mengakibatkan 
kerusakan DNA sperma. Proses pendinginan 
dan pencairan menyebabkan kerusakan 
kromatin yang signifikan. Kelainan Chromatin 

Tabel 2 Perbandingan Morfologi sebelum dan sesudah Kriopreservasi dengan Metode  
               Pendinginan Lambat

Morfologi
Pengukuran

nilai-p*
Pre Post

Rerata±Std Deviasi 2,2 (1,6) 1,4 (1,1) 0,005

Median 2 1

Kisaran 0,00–5.00 0,00–4,00

Catatan: nilai-p dihitung berdasarkan uji T berpasangan.
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mempengaruhi kualitas sperma dan status 
kesuburan pria. Sumber utama fragmentasi 
DNA adalah: cacat karena rekombinasi 
bahan genetik selama spermatogenesis, 
pematangan abnormal (protopati abnormal), 
apoptosis sel punca testis, dan stres oksidatif. 
Dari semua faktor tersebut, penyebab 
utama kerusakan DNA pada spermatozoa 
adalah stres oksidatif, yang dimediasi oleh 
beberapa variasi spesies oksigen reaktif 
(ROS), termasuk radikal bebas, seperti anion 
superoksida (O2- •), nitrit oxide (NO + ), 
atau radikal hidroksil (OH +) serta oksidan 
kuat seperti hidrogen peroksida (H2O2) 
atau perokinitrit (ONOO-). Spermatozoa 
sangat rentan terhadap stres oksidatif karena 
kapasitas defensif antioksidannya yang 
terbatas, karena hilangnya sebagian besar 
sitoplasma selama spermatogenesis dan 
penurunan jumlah antioksidan sitoplasma 
seperti katalase atau superoksida dismutase. 
Stres oksidatif terjadi pada spermatozoa 
karena produksi ROS mitokondria yang 
berlebihan, sebagai akibat dari jalur apoptosis 
intrinsik. Kondisi yang dapat menyebabkan 
hilangnya perlindungan antioksidan meliputi 
merokok, kebiasaan makan/pola makan 
yang buruk, atau inkubasi kultur yang 
berkepanjangan tanpa suplemen antioksidan. 
Kondisi ini juga menyulitkan stres oksidatif 
dan kerusakan DNA oksidatif pada populasi 
spermatozoa. Namun, sperma yang DNAnya 
sudah rusak masih bisa membuahi sel telur 
dan akhirnya menyebabkan mutasi pada 
embrio, yang sayangnya jarang didiagnosis 
sampai embrio mencapai stadium blastosis 
atau telah menjadi janin.

Perkembangan mengenai evaluasi 
fragmentasi DNA memerlukan penelitian 
lebih lanjut dengan pendekatan yang berbeda 
untuk mengevaluasi kerusakan DNA. 
Dalam kasus ini, hasil yang berlawanan 
dilaporkan dalam sumber literatur, dengan 
beberapa menunjukkan kerusakan DNA 
setelah kriopreservasi.14-17 Penelitian oleh 
Simonenko menemukan bahwa fragmentasi 

meningkat sebesar 7,7(7,9%). Kriopreservasi 
juga dilaporkan mengubah kondensasi 
kromatin spermatozoa dalam penelitian oleh 
Boitrelle, yaitu sebesar 17% untuk pasien 
dengan sperma normal dan 24,5% untuk 
pasien dengan teratozoospermia. Di sisi lain, 
beberapa penelitian menemukan bahwa tidak 
ada kerusakan pada spermatozoa setelah 
kriopreservasi. Pattama dkk menyatakan 
bahwa motilitas dan fragmentasi DNA 
memiliki hasil yang lebih baik setelah 
kriopreservasi dengan metode pendinginan 
lambat. Penelitian lain oleh Vutyavanich dkk 
di Thailand menemukan bahwa integritas 
DNA sperma tidak dipengaruhi oleh prosedur 
pendinginan dan pencairan, yang tercermin 
dari perubahan DNA sperma dan ekor yang 
tidak signifikan selama penilaian komet. Dari 
data yang ada, dapat disimpulkan bahwa ada 
variabilitas fragmentasi DNA sperma yang 
signifikan setelah proses kriopreservasi, yang 
merupakan kejadian yang cukup tinggi pada 
kasus individu.5, 7, 9, 10, 18-21

Persentase morfologi normal sperma 
sebelum dan sesudah kriopreservasi menurun 
dari 2,2(1,6) menjadi 1,4(1,1). Ada laporan 
hubungan antara morfologi dan fragmentasi 
DNA. Gambaran morfologi sperma adalah 
representasi status genom sperma. Beberapa 
penelitian melaporkan bahwa kerusakan fisik 
langsung pada struktur sperma berhubungan 
dengan pembentukan es dan tekanan osmotik 
tinggi selama pembekuan. Pembekuan 
meningkatkan konsentrasi kandungan 
terlarut, seperti sodium, glukosa, dan protein, 
sebagai respon terhadap peningkatan tekanan 
osmotik yang meningkat ini dan fakta 
bahwa kandungan air dalam spermatozoa 
membentuk kristal es lebih lambat daripada 
air dari medium sekitarnya karena tekanan 
osmotik di luar sel. lebih tinggi dari pada sel. 
Akibatnya, spermatozoa terkena dehidrasi 
dan kerusakan fisik; misalnya ekor yang 
digulung. Selama proses pendinginan 
yang lambat, dehidrasi spermatozoa dapat 
berlanjut ke titik ekuilibrium osmotik 
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antara ruang intraselular dan ekstraselular 
dengan dehidrasi seluler maksimum, yang 
tidak menguntungkan. Namun, peningkatan 
kecepatan proses pembekuan tidak akan 
menghalangi pembentukan es intraselular 
akibat dehidrasi yang lambat. Selain itu, 
proses pembekuan terlalu cepat dapat 
menyebabkan pembentukan es intraselular 
dan pecahnya membran plasma sperma, 
serta kerusakan organ intraselular. Selain 
itu, ada juga peningkatan risiko kerusakan 
sel mekanis akibat kompresi es ekstraselular, 
yang menyebabkan deformasi sel dan 
kerusakan membran lebih lanjut. Laju 
pendinginan sperma harus optimal untuk 
menurunkan kadar zat yang terlarut dan 
dehidrasi intraselular, untuk mengurangi 
penyusutan sel sperma. Penelitian oleh Sinan 
dkk juga melaporkan hasil yang serupa; 
Persentase morfologi normal menurun setelah 
kriopreservasi. Studi oleh Vutyavanich dkk 
di Thailand juga menemukan bahwa metode 
pendinginan yang lambat menghasilkan 
perubahan morfologi spermatozoa.6, 7, 10, 12, 20-22

Penelitian selanjutnya diperlukan 
untuk mengevaluasi hubungan antara hasil 
kriopreservasi sperma dan hasil reproduksi 
pasca melahirkan (IVF). Temuan ini mungkin 
bermanfaat karena evaluasi terus menerus 
terhadap sperma cryopreserved dengan 
menggunakan prosedur reproduksi dibantu.
Simpulan, fragmentasi DNA spermatozoa 
meningkat setelah kriopreservasi dengan 
metode pendinginan yang lambat. Morfologi 
sperma normal juga menurun setelah 
kriopreservasi dengan metode pendinginan 
lambat.
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