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Abstract

At this time the case of azoospermia is quite common in infertile men. Azoospermia is a
condition where the semen does not contain sperm. Many causes azoospermia, including the deletion
of a gene at the locus that is located on the Y chromosome long arm (YQ) known as AZF gene
(Azoospermia Factor). One of the genes in the AZF region are genes that AZFc DAZ (Deleted in
Azoospermia). The purpose of this study was to detect the presence of the DAZ gene deletions in men
with azoospermia cases using PCR (Polymerase Chain Reaction). The study design was descriptive.
Venous blood samples with EDTA anticoagulant taken from 10 men azoospeermia then extracted to
obtain DNA. DNA samples were then carried out PCR with primers DAZ. The PCR products were
separated by electrophoresis in 2% agarose gel and visualized using UV translluminator. Of the 10
samples, four patients including DAZ gene deletion was detected experience while the other six do
not experience DAZ gene deletions. It concluded that found their DAZ gene deletions in men with
azoospermia using the PCR method.

Keywords: Azoospermia, DAZ (Deleted in Azoospermia), Deletions

Abstrak

Pada saat ini kasus azoospermia cukup banyak terjadi pada pria infertil. Azoospermia adalah
keadaan dimana cairan semen tidak mengandung spermatozoa. Banyak penyebab terjadinya
azoospermia, diantaranya adalah delesi gen pada lokus yang terletak pada kromosom Y lengan
panjang (Yq) yang dikenal sebagai gen AZF (Azoospermia Factor). Salah satu gen pada region AZF
yaitu AZFc adalah gen DAZ (Deleted in Azoospermia). Tujuan penelitian ini adalah untuk
mendeteksi adanya delesi gen DAZ pada pria dengan kasus azoospermia dengan menggunakan
metode PCR (Polymerase Chain Reaction). Desain penelitian adalah deskriptif. Sampel darah vena
dengan antikoagulan EDTA diambil dari 10 pria azoospeermia kemudian diektraksi untuk
mendapatkan DNA. DNA sampel kemudian dilakukan PCR dengan primer DAZ. Produk PCR
dipisahkan secara elektroforesis dalam gel agarose 2% dan divisualisasikan menggunakan UV
translluminator. Dari 10 sampel, 4 pasien diantaranya terdeteksi mengalami delesi gen DAZ
sedangkan 6 lainnya tidak mengalami delesi gen DAZ. Sehingga dapat disimpulkan bahwa ditemukan
adanya delesi gen DAZ pada pria azoospermia dengan menggunakan metode PCR.

Kata kunci: Azoospermia, DAZ (Deleted in Azoospermia), Delesi.
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PENDAHULUAN

Infertilitas adalah suatu keadaan dimana
pasangan suami-istri yang telah menikah selama
satu tahun atau lebih telah melakukan hubungan
seksual secara teratur dan adekuat tanpa
tidak
memperoleh kehamilan atau keturunan (Dohle et
al., 2010).

Faktor infertilitas pada pria adalah satu-

memakai  alat kontrasepsi tetapi

satunya penyebab infertilitas pada sekitar 20%
pasangan infertil, dengan tambahan 30% sampai
40% faktor sekunder yang diakibatkan oleh pria
dan wanita. Berarti saat evaluasi infertilitas pada
pria dengan analisis semen rutin termasuk
volume, pH, kosentrasi sperma, maotilitas, dan
morfologi. (WHO, 1999) Namun sekitar 15%
pasien dengan infertilitas pria memiliki analisis
sperma yang normal (Agarwal et al., 2005).
Dikarenakan  banyaknya faktor penyebab
infertilitas, maka perlu dilakukan pemeriksaan
untuk mengetahui penyebab infertilitas yang
terjadi pada penderita. Kualitas sperma pria dan
cara bersenggama dirasa sangat berpengaruh
pada pasangan infertil. Pemeriksaan sperma
biasa dilakukan untuk megetahui kualitas
sperma. Parameter dalam pemeriksaan sperma
meliputi volume sperma, konsentrasi sperma,
jumlah total sperma, motilitas, serta morfologi
sperma.

Kasus azoospermia cukup banyak terjadi
pada pria infertil. Azoospermia adalah keadaan
dimana cairan

semen tidak mengandung

spermatozoa. Azoospermia (ketiadaan sperma)

dapat disebabkan karena adanya gangguan saat
spermatogenesis, disfungsi ejakulasi ataupun
karena adanya obstruksi. Kehadiran spermatozoa
langka (<500.000/ml) dalam cairan mani setelah
sentrifugasi disebut cryptozoospermia.
Laboratorium WHO menetapkan batas toleransi
jumlah sperma terendah yang masih dikatakan
normal adalah >20 juta spermatozoa/ml atau
jumlah sperma total >39 juta/ejakulasi (WHO,
2010). Secara molekuler, kasus infertilitas pada
pria berkaitan dengan adanya delesi gen pada
lokusnya terletak pada kromosom Y lengan
panjang (Yq) yang dikenal sebagai gen AZF
(Azoospermia Factor). Pada penelitian terdahulu
telah membuktikan adanya korelasi positif antara
kasus mutasi gen AZF dengan infertilitas. Gen
AZF mensintesis protein untuk mengatur proses
perkembangan sistem reproduksi khususnya
dalam perkembangan gonad sehingga delesi pada
gen ini dapat berakibat pada azoospermia
maupun oligospermia. Gen AZF memiliki tiga
subregion yaitu AZFa, AZFb, dan AZFc yang
masing-masing mutasinya berpengaruh terhadap
kegagalan produksi sperma.

Saat ini terdapat peningkatan data yang
mengajukan hubungan antara kerusakan DNA
sperma dan infertilitas. Untuk mengetahui
fragmentasi DNA pada sperma perlu dilakukan
Uji DNA

merupakan pemeriksaan untuk menilai integritas

uji  fragmentasi. fragmentasi
nukleus NA spermatozoa dan kemampuan

spermatozoa untuk membuahi sel telur.

Intergritas DNA yang abnormal dapat juga
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menyebabkan gangguan pada perkembangan
embrio namun tidak terlihat berhubungan dengan
angka fertilisasi yang buruk (Agarwal et al.,
2008). Kerusakan DNA sangat mungkin terjadi
pada kasus azoospermia. Kerusakan DNA
tersebut akan dianalisis dengan cara ekstraksi
bahan darah EDTA dari penderita azoospermia
dengan menggunakan KIT untuk mendapatkan
DNA nya kemudia dilakukan proses PCR
Chain
menggunakan primer (penanda) dari gen DAZ.

(Polymerase Reaction)  dengan
Setelah proses tersebut kemudian dilanjutkan
dengan elektrophoresis untuk mengetahui band

atau pita yang terbentuk.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini menggunakan penelitian

Cross sectional yaitu rancangan penelitian
dengan melakukan pengukuran atau pengamatan
pada saat bersamaan atau sekali waktu (Hidayat,
2007). Sampel penelitian yang digunakan adalah
darah EDTA vyang diambil dari pria dengan
azoospermia. Darah pria fertil digunakan sebagai
kontrol positif dan darah wanita fertil digunakan
sebagai kontrol negatif. Penelitian ini dilakukan
di Laboratorium Lembaga Penyakit Tropis
Universitas Airlangga.

PCR menggunakan satu pasang primer
forward 5’GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA
3’ dan primer revers 5° GAA CCG TAT CTA
CCA AAG CAG C 3’ dengan band target PCR
400 bp (Winarso et al., 2011). Isolasi DNA

menggunakan reagen DNA ektraksi dari Qiagen
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(Blood and Tissue kit). Reaksi PCR dengan 12,5
pl 2x Master Mix(Intron); 0,5 Destillated Water;
1 pl primer DAZ-1 (forward) 10 pmol; 1 pl
primer DAZ-2 (revers) 10 pmol; dan 5 ul DNA
sampel, sehingga total reaksi menjadi 20 pul; pre-
denaturasi 94°C selama 5 menit, denaturasi 94°C
selama 1 menit, annealing 63°C selama 1 menit,
extension 72°C selama 1 menit, dan final
extension 72°C selama 5 menit dengan 35 siklus.
Produk PCR di elektroforesis dengan 2 % gel
agarose selama 30 menit kemudian di amati pada
UV Transulliminator (Winarso et al., 2011).
Penelitian ini menggunakan analisa
kualitatif ~deskriptif yang bertujuan untuk
mengetahui frekuensi gen DAZ yang mengalami

delesi pada pria azoospermia.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil penelitian yang diperoleh
dijumpai pria azoospermia dengan rentang umur
28 tahun hingga 35 tahun dengan 4 pria
mengalami delesi gen DAZ. Hal ini dibuktikan
dengan tidak terbentuknya band pada target 400
bp yang merupakan band target dari gen DAZ.
Tidak ditemukan adanya delesi gen DAZ pada
pria normozoospermia sebagai kontrol positif
yang ditandai dengan terbentuknya band (pita)
spesifik pada target 400 bp. Demikian pula pada
sampel wanita fertil sebagai kontrol negatif tidak

terbentuk band (pita) spesifik pada target.
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400 bp <+—

MB C-C+12 345 67 8910

Gambar 1.
Hasil elektroforesis produk PCR gen DAZ pada
wanita fertil sebagai kontrol negatif, pria
normozoospermia sebagai kontrol positif,
blanko, dan sampel pria azoospermia serta
marker DNA 100 bp.

Berdasarkan gambar tersebut didapatkan data
sebagai berikut :

Kode | | Lama | ™ | HasipcR
Sampel Umur Menikah Ffpermlatuzua Gen DAZ Keterangan
(juta/ejakulat)
DAZ1 | 35 5 0 Positif Tidak delesi
DAZ2 | 28 2 0 Positif Tidak delesi
DAZ3 | 30 4 0 Positif Tidak delesi
DAZ4 | 33 4 0 Positif Tidak delesi
DAZS | 32 3 0 Negatif Delesi
DAZG6 | 30 4 0 Negatf Delesi
DAZT | 28 2 0 Negatif Delesi
DAZS | 34 5 0 Negauf Delesi
DAZY | 33 5 0 Positif Tidak delesi
DAZ10 | 30 3 0 Positif Tidak delesi

Gen DAZ merupakan gen terkait dengan
spermatogenesis, terletak pada sub region AZF
pada kromosom Y. Karena terletak pada
kromosom Y maka kelainan ini bisa diturunkan
kepada anak laki-lakinya dengan manifestasi
kualitas sperma yang sub normal (Vogt et al.,
1996). Pria dengan kaulitas sperma kurang bagus
karena faktor delesi gen DAZ, prevalensinya
akan meningkat karena kelainan gen tersebut
akan diturunkan pada generasi berikutnya. Pria

azoospermia memiliki gambaran histologis yang

bervariasi yaitu SCOS, meiosis

maturation arrest pada tahap spermatosit dan

arrest,

spermatid.

Pada penelitian ini terlihat bahwa 40%
infertilitas yang terjadi pada sampel pria
azoospermia terjadi karena faktor genetik yaitu
gangguan gen penyandi spermatogenesis (delesi
gen DAZ), maka langkah penggunaan teknik
reproduksi  (Assisted
— ART) perlu difikirkan dan

diadviskan pada penderita yang mengalami

bantu Reproductive

Techniques

infertilitas selagi jumlah spermatozoa belum
semakin jelek. Sedangkan 60% sisanya dideteksi
masih memiliki gen DAZ walaupun dinyatakan
azoospermia. Hal ini diduga karena pria tersebut
tidak mengalami delesi pada gen DAZ yang
letaknya adalah pada sub region AZFc melainkan
pada gen yang lain dari sub region AZFc maupun
sub region yang lain. Mengingat bahwa satu
bagian penting dari pengaturan spermatogenesis
dimainkan oleh region AZF (AZFa, AZFb, dan
AZFc) yang berlokasi di bagian eukromatin
lengan panjang kromosom Y dan masing-masing
sub region memiliki gen yang bermacam-
macam. Namun demikian, secara umum delesi
pada sub region AZFc (60%) lebih sering terjadi
dibanding sub region AZFb (16%) atau AZFa
(5%) (Hoffer et al., 1999;
McElreavey, 1999; Seifer et al., 1999; Tse et al.,
2000; 8).

Pada individu yang mengalami delesi gen

Krausz and

subregion AZF seperti gen DAZ, lazimnya akan

mengalami penurunan kualitas sperma seiring
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dengan berlangsungnya waktu dan gangguan
seperti initidak dapat diperbaiki dengan
pengobatan medikamentosa. Memilih langkah
pengobatan ataupun terapi yang tepat akan
membantu untuk efisiensi dan efektivitas dalam
pencapaian tujuan mengatasi infertilitas.
Mengingat pentingnya pemeriksaan ini,
maka perlu dilakukan analisis mikrodelesi lebih
lanjut dengan jumlah sampel dan target gen pada
kromosom Y yang lebih banyak. Pemeriksaan
delesi kromosom Y pada pria infertil
azoospermia memiliki implikasi klinis dan etik
yang penting, terutama dengan semakin
meningkatnya keberhasilan teknik reproduksi
berbantuan pada pasien azoospermia. Analisis
mikrodelesi diharapkan akan membantu ahli

andrologi dalam diagnosis dan pemberian terapi.

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian tersebut dapat
disimpulkan bahwa terdeteksi adanya delesi gen
DAZ pada pria
menggunakan metode PCR (Polymerase Chain

azoospermia  dengan

Reaction).
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