PAGE  
51
[image: image1.png]= e ] D ) =
‘ | _'l_l
st ] @ <1 ¥ @ 7 2 || Gypa BT)KI 4 -Microsoft Word [ Dr. deti .. - Imag... | 22pEdl 1436




Kadar testosteron darah dan gambaran histologik sel-sel leydiq 


PENDAHULUAN

Monosodium glutamat (MSG) adalah garam sodium L Glutamic Acid, yang di pergunakan secara luas oleh masyarakat sebagai penyedap makanan.(10) Konsumsi MSG cukup tinggi perkapitanya di beberapa negara seperti di Jepang 1,6 gram/hari, Korea 2,3 gram/hari,(9) Thailand 1,5 gram/hari  (Tanphaichitr et al, 2000), Taiwan 3 gram/hari dan Indonesia 0,6 gram/hari.(12)
Penelitian mengenai efek toksis MSG menunjukkan hasil yang kontroversial. Banyak penelitian yang menyimpulkan bahwa MSG aman di konsumsi. Akan tetapi tidak sedikit pula penelitian yang menunjukkan toksisitas MSG. Penelitian  tersebut kebanyakan  dilakukan pada  hewan coba dalam  masa neonatal, sedangkan dalam kehidupan sehari-hari MSG digunakan oleh orang dewasa dan umumnya dalam jangka waktu yang lama. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa MSG menimbulkan disfungsi reproduksi dan endokrin yang multipel pada hewan coba.(1,7,11) Dada dan Blake menemukan bahwa pemberian MSG menurunkan sekresi hormon gonadotropin.(5) Sedangkan Nizamuddin menemukan bahwa MSG dapat mengganggu spermatogenesis.(9)
Dalam pengaturan spermatogenesis, salah satu hormon yang berperan adalah testosteron.(13) Biosintesis testosteron terutama terjadi di sel Leydig di bawah pengaruh Luitenizing Hormon (LH). Apabila biosintesis testosteron tergangggu, maka proses spermatogenesis juga akan terganggu.

Sehubungan dengan keterangan di atas timbul pertanyaan, bagai mana pengaruh MSG terhadap kadar testosteron darah dan gambaran sel Leydig pada tikus jantan dewasa.
METODE

Rancangan penelitian

Jenis penelitian adalah post test only control group design, dengan jumlah ulangan yang ditentukan berdasarkan rumus Federer : (t-1)(n-1)>15. Dari rumus tersebut di peroleh jumlah ulangan untuk tiap perlakuan sebanyak 6 kali, dengan demikian dari 4 macam perlakuan diperlukan 24 ekor tikus,  yang di bagi secara random menjadi 4 kelompok. Perlakuan yang diberikan adalah sebagai berikut :
Kelompok I
:Kontrol, di beri akuades 3 ml/hari.
Kelompok II 
:Di beri MSG 2400 mg/kgBB/hari.
Kelompok III
:Di beri MSG 4800 mg/kgBB/hari.
Kelompok IV
:Di beri MSG 9600 mg/kgBB/hari.
Bahan penelitian

Hewan coba

Sebanyak 24 ekor tikus putih (Rattus Norvegicus) galur wistar jantan dewasa, umur 10-12 minggu dengan berat badan 150-190 gram, yang di peroleh dari Unit Pengembangan Hewan Percobaan (UPHP) UGM. Tikus di beri makan formula AD II produksi PT. Japfa Comfeed Indonesia. Sebelum perlakuan tikus di adaptasikan selama 10 hari.

MSG

Mono sodium glutamat di peroleh dari pasar swalayan dengan merek dagang Ajinomoto yang di produksi PT. Ajinomoto Indonesia. Bubuk MSG berupa kristal putih mengandung 99% MSG dan terbungkus dalam kantong plastik tertutup. Pada waktu akan digunakan, MSG di timbang beratnya sesuai dengan dosis yang telah ditetapkan dan dilarutkan dalam akuades.

Bahan kimia yang diperlukan antara lain ; Eter, untuk mengorbankan tikus, Larutan formalin 10% untuk fiksasi testis, Zat pewarnaan H-E, Kit ELISA (Immulite Total Testosteron) untuk pemeriksaan testosteron. 
Peralatan yang dibutuhkan antara lain Kandang tikus, terbuat dari plat besi merek Tokiwa, timbangan AK 1000 (Kapasitas maksimal 1000 gram) dengan tingkat pengukuran satu angka di belakang koma dalam satuan gram, Kanula pencekok tikus, seperangkat alat bedah untuk mengambil testis tikus, Tabung mikrohe matokrit dan tabung reaksi untuk mengambil dan menampung darah tikus, sentrifus untuk memisahkan serum dari darah, freezer untuk menyimpan serum, sebelum di ukur kadar testosteron, seperangkat alat untuk pembuatan preparat histologik, seperangkat alat untuk analisis hormon testosteron, mikroskop cahaya dan mikrometer okuler untuk pengamatan preparat histologik, alat-alat mikro fotografi.
Cara Kerja

Dua jam sebelum dan sesudah perlakuan tikus dipuasakan. Tikus yang akan di beri MSG di timbang dulu berat badannya dan di hitung MSG yang akan diberikan sesuai dengan dosis yang telah ditetapkan. MSG dilarutkan dalam akuades 3 ml kemudian dengan kanula pencekok dimasukkan langsung ke lambung tikus. Perlakuan diberikan selama 49 hari, pada hari ke-50 di ambil darahnya, lalu tikus dikorbankan dan di ambil testisnya untuk di buat preparat histologik.

Pemeriksaan Testosteron Darah

Pengambilan darah dilakukan melalui sinus orbitalis cantus medialis. Mata di tusuk dengan mikro hematokrit sampai mengenai vena retro orbitalis. Selanjutnya darah yang keluar di tampung dengan tabung reaksi sebanyak 3 ml. Darah di sentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit, serum di ambil, selanjutnya di simpan dalam freezer bersuhu -20(C sampai saat dilakukan pemeriksaan testosteron darah. Pengukuran kadar testosteron darah dilakukan dengan metoda ELISA (Immulite Total Testosteron).

Pembuatan preparat histologik
a. Testis kanan yang telah di ambil, difiksasi dalam larutan formalin 10% selama 24 jam.

b. Dehidrasi dengan alkohol bertingkat.
c. Clearing.
d. Infiltrasi.
e. Embedding.
f. Pengirisan dan penempelan.
g. Pewarnaan H-E.
Parameter penilaian

Adapun parameter yang di nilai pada penelitian ini adalah :
1. Kadar testosteron darah.
2. Berat testis.
3. Diameter inti sel Leydig.
4. Jumlah sel Leydig.
5. Gambaran morfologik sel Leydig.
Uji Statistik

Data kuantitatif di uji normalitasnya dengan Kolmogorov-Smirnov yang di koreksi dengan Liliefors. Apabila di peroleh data dengan distribusi normal, maka dilakukan uji statistik parametrik dengan analisis varian satu jalan. Bila di peroleh data dengan distribusi tidak normal dilakukan uji statistik non parametrik dengan menggunakan Kruskal Wallis satu jalan. Jika didapatkan hasil yang bermakna dilanjutkan dengan uji t atau uji chi squre antara kelompok perlakuan dan kontrol. Data kualitatif di analisis secara deskriptif berdasarkan gambaran struktur testis.

HASIL

Kadar testosteron darah tikus setelah pemberian MSG disajikan pada tabel 1. 
Pengujian secara statistik dengan Kruskal Wallis di peroleh hasil perbedaan yang tidak bermakna (p = 0,924).

Tabel 1. Kadar testosteron darah
rata-rata (M+ SD) pada kelompok
kontrol dan perlakuan MSG

	Kelompok perlakuan (n=6)
	Kadar testosteron darah (ng/dl) Msd

	K
	139,67 + 62,38

	PI
	138,33 + 82,09

	PII
	133,67 + 84,72

	PIII
	117,00 + 55,02


Ket : K = Kontrol, PI = Perlakuan MSG 2400 mg/kgBB/hari, PII = Perlakuan MSG 4800 mg/kgBB/hari, PII I= Perlakuan MSG 9600 mg/kgBB/hari.
Berat testis tikus setelah pemberian MSG disajikan pada tabel 2. Pengujian statistik dengan Kruskal Wallis menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna (p = 0,449).
Tabel 2.Berat testis rata-rata
 (M + SD ) pada kelompok kontrol
 dan perlakuan MSG

	KElompok perlakuan (n=6)
	berat testis rata-rata (gram)  m + sd

	K
	1,48 + 0,08

	PI
	1,53 + 0,05

	PII
	1,50 + 0,09

	PIII
	1,47 + 0,08


Ket.: K = Kontrol, PI = Perlakuan MSG 2400 mg/kgBB/hari, PII = Perlakuan MSG 4800 mg/kgBB/hari, PIII= Perlakuan MSG 9600 mg/kgBB/hari.
Pengaruh MSG terhadap sel Leydig  meliputi diameter inti (tabel 3) dan jumlah sel Leydig (tabel 4). 
Hasil analisis secara statistik menunjukkan perbedaan yang bermakna dengan Kruskal Wallis pada diameter inti (p<0,05) dan dengan analisis varian satu jalan pada jumlah sel Leydig (p<0,05). Gambaran morfologik sel Leydig ditunjukkan pada gambar 1A-D.

Tabel 3. Diameter inti sel Leydig rata-rata  (M + SD) pada kelompok kontrol
dan perlakuan MSG
	KElompok perlakuan (n=6)
	Diameter inti sel leydig rata-rata (m)

M + sd

	K
	5,71 + 0,028

	PI
	5,69 + 0,028

	PII
	5,01 + 0.025

	PIII
	4,64 + 0.022


 Ket.: K = Kontrol, PI=Perlakuan MSG 2400 mg/kgBB/hari,  PII = Perlakuan MSG 800 mg/kgBB/hari, PIII = Perlakuan MSG 9600 mg/kgBB/hari.
Tabel 4.Jumlah sel Leydig rata-rata
 (M+ SD) pada kelompok kontrol
 dan perlakuan MSG

	KElompok perlakuan (n=6)
	jumlah sel leydig rata-rata/10 di (M + sd)

	K
	63,31 + 1,85

	PI
	56,29 + 2,77

	PII
	46,78 + 1.85

	PIII
	40,80 + 1,29


Ket.: K = Kontrol, PI=Perlakuan MSG 2400 mg/kgBB/hari, PII = Perlakuan MSG 4800 mg/kgBB/hari, PIII = Perlakuan MSG 9600 mg/kgBB/hari.
DISKUSI


Pada penelitian ini, setelah perlakuan MSG terjadi penurunan kadar testosteron darah tetapi pengujian secara statistik menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna. Walaupun tidak bermakna ini berkaitan dengan gambaran sel Leydig (penurunan jumlah sel Leydig). Testosteron disintesis dari kolesterol dalam sel Leydig dan kelenjar adrenal. Aktivitas steroi dogenik sel Leydig ini di pengaruhi oleh LH. Jika kadar LH turun, maka hormon testosteron yang dihasilkan juga menurun. 
Beberapa penelitian menunjukkan bahwa pemberian MSG menurunkan kadar LH dan FSH.(5,7) Penurunan kadar LH dan FSH ini dikaitkan dengan kerusakan yang terjadi di hipotalamus setelah pemberian MSG.(6,11,16) Kemungkinan  terjadi  kerusakan pada  neuron yang  mensekresikan.
GnRH, sehingga terjadi penurunan kadar GnRH, sedangkan GnRH ini
 berperan dalam regulasi sekresi LH dan FSH, akibatnya terjadi penurunan kadar LH dan FSH.
A


B


C
D

Gambar 1. Gambaran mikroskopis jaringan intersisialis testis tikus setelah    perlakuan 49 hari.
A.Kontrol, 
B.Perlakuan MSG 2400 mg/kgBB/hari, C.Perlakuan MSG 4800 mg/kgBB/hari, D.Perlakuan MSG 9600 mg/kgBB/hari,  1.Inti Sel Leydig normal, 2.Inti sel Leydig yang pipih (Pewarnaan H-E, pembesaran 1000x).
Nizamuddin menemukan bahwa pemberian MSG menyebabkan pengurangan jumlah sel-sel spermatogenik stadium VII secara bermakna, sedangkan hasil penelitian ini yang menunjukkan penurunan kadar testosteron yang tidak bermakna setelah pemberian MSG dengan dosis yang sama dengan yang digunakan oleh Nizamuddin, ada beberapa kemungkinan. Pertama, pada spermatogenesis peranan LH dan FSH sama pentingnya. LH merangsang sel Leydig untuk mensekresikan testosteron, sedangkan FSH merangsang sel Sertoli untuk mensekresikan ABP. Testosteron akan di ikat oleh ABP agar kadarnya tetap tinggi dalam tubuli seminiferi yang berguna untuk perkembangan sel-sel spermatogenik. Apabila kadar LH turun, maka kadar testosteron juga akan turun.(9) Testosteron juga diperlukan untuk sintesis reseptor FSH pada sel Leydig  Penurunan kadar FSH akan menurunkan sekresi ABP, sehingga penurunan testosteron sedikit saja akan dapat menimbulkan gangguan pada spermatogenesis.(2)

Kemungkinan kedua, penelitian menunjukkan bahwa pada stadium VII dan VIII dalam perkembangan sel spermatogenik diperlukan kadar testosteron yang lebih tinggi yang ditunjukkan oleh bertambah besarnya ukuran sel Leydig jika berada dekat tubulus seminiferi yang sel spermatogeniknya berada dalam stadium VII dan VIII.(2) Oleh karena pada stadium VII ini diperlukan kadar testosteron yang lebih tinggi maka penurunan kadar testosteron yang tidak bermakna sudah dapat menimbulkan gangguan. Ketiga, FSH dan LH disekresikan oleh sel yang sama di hipofise yaitu gonadotrop di bawah pengaruh GnRH. Gonadotrop ini ada yang mensekresikan kedua jenis hormon, ada pula yang bersifat mono hormonal yaitu LH atau FSH saja. Penelitian oleh Neil et al menunjukkan bahwa respon sel-sel gonadotrop ini terhadap GnRH tidak sama (Tougard & Tixier-Vidal, 1988). Kemungkinan terjadi penurunan LH dan FSH dengan persentase yang berbeda, akibatnya pengaruh terhadap sperma togenesis lebih besar.  

Pengamatan secara makros kopik terhadap testis dengan penimbangan menunjukkan bahwa pemberian MSG tidak mempengaruhi berat testis (p=0,485). Berat testis terutama ditentukan oleh perkembangan epitelium seminiferi, karena tubuli seminiferi menempati sebagian besar volume testis. Pada tikus jaringan intersisial hanya menempati 6% dari volume testikuler dan sel Leydig 2%,(4) sehingga jaringan intersisial dan populasi sel Leydig tidak banyak berperan dalam menentukan berat testis.

Pemberian MSG mengecilkan diameter inti dan secara statistik terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,05). Menurut Thorpe,(21) selama fase S (sintesis) dalam siklus sel, DNA mengalami replikasi dan hal ini di tunjukkan dengan peningkatn volume inti dan diameter inti. Dengan demikian diameter inti dapat dijadikan parameter aktif dan tidaknya inti sel. Pengecilan diameter inti yang ditemukan dalam penelitian ini kemungkinan menunjukkan kurang aktifnya inti dalam mereplikasi DNA, sehingga DNA maupun RNA yang di hasilkan berkurang, selanjutnya akan mengganggu kerja sel Leydig.

Terjadi penurunan jumlah sel Leydig pada kelompok yang di beri MSG, kemungkinan disebabkan oleh beberapa hal. Kemungkinan pertama karena berkurangnya sekresi LH, sesuai dengan hasil penelitian Dada & Blake dan Gong et al yang menemukan adanya penurunan kadar LH dan FSH setelah pemberian MSG.(5,7) Sedangkan menurut Johnson & Thomson jumlah sel Leydig tiap testis berkorelasi dengan volume total sel Leydig tiap testis dan dengan kadar LH, jika kadar LH turun maka jumlah sel Leydig juga berkurang.(8)
Kemungkinan kedua, MSG secara langsung berefek pada sel Leydig dan bersifat toksik sehingga merusak langsung sel Leydig. Glutamat telah di ketahui secara luas bersifat eksitotoksin terhadap sel neuron. Efek ini terjadi melalui ikatan glutamat dengan reseptornya.(3) Efek toksik glutamat terhadap sel lain belum pernah dilaporkan, namun untuk mengetahui secara pasti mungkin diperlukan penelitian lanjutan untuk mengetahui efek toksik langsung MSG terhadap sel Leydig dengan menggunakan kultur sel Leydig.

Pengamatan kualitatif terhadap sel Leydig ditunjukkan pada gambar 3A-D. Pada kelompok kontrol (gambar 3A) terlihat sel Leydig normal dengan sitoplasma terpulas eosinofilik dan intinya terlihat jelas dengan bentuk bulat dan besar, juga terlihat beberapa anak inti dengan jelas. Pada kelompok perlakuan MSG 2400 mg/kgBB/hari (gambar 3B) terlihat gambaran yang hampir sama dengan kelompok kontrol. Sedangkan pada kelompok perlakuan MSG 4800 dan 9600 mg/kgBB/hari terlihat beberapa inti yang pipih (gambar 3C-D).

Efek yang terjadi terhadap testosteron darah maupun sel Leydig, kemungkinan besar adalah efek tidak langsung dari MSG, dalam hal ini glutamat. Oleh karena glutamat adalah neuro transmitter yang bekerja pada sel neuron, namun dapat mencederai neuron jika terdapat dalam jumlah yang berlebihan, sehingga dikatakan glutamat dan juga aspartat bersifat eksitotoksin. Penurunan kadar LH dan FSH dihubungkan dengan kerusakan hipo talamus, tempat bio sintesis GnRH yang mengatur sekresi kedua hormon tersebut. Apabila kadar LH turun, tentu stimulasi terhadap sel Leydig juga berkurang sehingga dapat menurunkan fungsinya sebagai tempat bio sintesis testosteron. Namun efek toksik langsung glutamat terhadap testis, khususnya sel Leydig juga belum dapat disingkirkan.

KESIMPULAN
1. Pemberian MSG  peroral selama satu siklus spermatogenesis (49 hari) pada tikus jantan dewasa dapat menurunkan kadar testosteron darah, tetapi tidak bermakna secara statistik.

2. Pemberian MSG peroral selama satu siklus spermatogenesis (49 hari) pada tikus jantan dewasa tidak mempengaruhi berat testis.

3. Pemberian MSG peroral selama satu siklus spermatogenesis (49 hari) pada tikus jantan dewasa dapat mengecilkan diameter inti dan menurunkan jumlah sel Leydig. 
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BLOOD TESTOSTERONE CONCENTRATION AND MORPHOLOGY OF LEYDIG CELLS IN ADULT MALE WHITE RATE (RATTUS NORVEGICUS) AFTER ADMINISTRATION OF MONOSODIUM GLUTAMATE ORALLY








ABSTRACT


	Glutamate is main component of Monosodium Glutamate (MSG), which included in excitotoxins. Many studies indicated that administration of MSG to experimental animal caused reproduction and multiple endocrine disfunction. This study was conducted to investigate the effects of MSG in adult male white rats on blood testosterone concentration, nucleus diameter, number and morphology of Leydig cells.


	Twenty four healthy male rats, 10-12 weeks old and 150-190 gram body weight were used. They were divided into 4 groups. Each group consisted of six rats. Before treatment, they were aclimatitized during ten days. Group I, control was given aquadest 3 ml/day. Group II, III, IV treatment with MSG 2400, 4800 and 9600 mg/kgBW/day, respectively. Treatment was given orally during 49 days, on 50th day after cessation of treatment, rat blood was taken for measurement of testosterone concentration, then they were killed and testis was taken out for slice of microscopics smear to measure Leydig cells. The measurement of testosterone concentration was performed by ELISA method (Immulite Total Testosterone), where as slice of microscopics smear was made by parafin method and H-E staining.


	Blood testosterone concentration of group treatment with MSG decreased, but no significant statistically (p=0,924). Diameter of nucleus and number of Leydig cells decreased in group treatment with MSG significantly (p<0,05). There were no significant differences of testis weight among groups (p=0,449). Conclusion, administration of MSG in adult male white rats had no effect on blood testosterone concentration and testis weight but decreased nucleus diameter and number of Leydig cells.
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