KUALITAS EMBRIO, INTERFERON GAMMA,
WAKTU TRANSFER DAN KEGAGALAN
IMPLANTASI EMBRIO

SEMARANS

Tesis
untuk memenuhi sebagian persyaratan
mencapai derajat S-2

Magister Ilmu Biomedik

Dicky Moch. Rizal
G4A098003

PROGRAM PASCASARJANA
UNIVERSITAS DIPONEGORO
SEMARANG
MEI
2003



HALAMAN PENGESAHAN

TESIS

KUALITAS EMBRIO, INTERFERON GAMMA,
WAKTU TRANSFER DAN KEGAGALAN IMPLANTASI EMBRIO

Disusun oleh :

Dicky Moch Rizal
G4A098003

Telah dipertahankan didepan Tim Penguji
Pada tanggal 22 Mei 2003
Dan dinyatakan telah memenuhi syarat untuk diterima

Menyetujui,
Komisi Pembimbing
Pembimbing Utama Pembimbing Kedua

Prof. DR.Dr.SusiloWibowo MS Med.Sp.And  Prof.Dr.Moch.Anwar. ed.ScSp.0G
NIP 130 881 9384 NIP 130 367 342

5 Brof Br. §ubowo, Sp.P.A
NIP. 130 352 549

ii



HALAMAN PERNYATAAN

PERNYATAAN

Dengan ini saya menyatakan bahwa tesis ini adalah hasil pekerjaan saya sendiri dan
didalamnya tidak terdapat karya yang pernah diajukan untuk memperoleh gelar
kesarjanaan disuatu perguruan tinggi dan lembaga pendidikan lainnya. Pengetahuan yang
diperoleh dari hasil peperbitan maupun yang belum diterbitkan, sumbernya dijelaskan

didalam tulisan dan daftar pustaka

Semarang, 22 Mei 2003

Dicky Moch. Rizal
NIM G4A098003

il



Nama
Tempat/tanggal lahir

Alamat

Nama Istri

Nama Anak

Riwayat pekerjaan

RIWAYAT HIDUP

: dr. Dicky Moch. Rizal
: Surabaya, 8 Oktober 1969
: Poh Ruboh RT02/52 No. 25¢,Condong Catur,

Depok, Sleman,DIY

:dr. Denny Agustiningsih, Mkes
: Faiz Noviansyah dan Hasnah Rachmayani

Sholichah

1. Dokter PTT di Puskesmas Semanu I, Gunung Kidul, Yogyakarta, th. 1995-

1996

2. Staf Pengajar di Bagian Ilmu Faal Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah
Mada Yogyakarta, th. 1996-sekarang

3. Staf medis di Bagian Andrologi, Klinik Infertilitas Permata Hati RSUP DR
Sardjito/FK UGM Yogyakarta, 1996-sekarang

Riwayat Pendidikan Format :

el ol S

SDN Dr. Sutomo V Surabaya, th. 1977-1982
SMPN 12 Surabaya, th. 1982-1985

SMAN V Surabaya, th. 1985-1988

FK Undip Semarang, th. 1998-1995

v



KATA PENGANTAR

Alhamdulillahirabbil ‘alamiiin. Segala puji bagi Allah, Dzat yang maha berkehendak atas
segala sesuatu. Demikian pula atas terselesaikannya karya tulis ilmiah ini, semua
merupakan ridlo dari Alloh SWT.

Karya tulis yang berjudul “Kualitas embrio, interferon gamma dan kegagalan implantasi”
ini berawal dari sekian banyak pertanyaan mengenai faktor yang menyebabkan mengapa
embrio pada peserta program IVF di Klinik Infertilitas Permata Hati gagal
diimplantasikan. Angka keberhasilan kehamilan program IVF atau bayi tabung sebesar
10-20% ternyata masih belum dapat ditingkatkan akibat banyaknya kegagalan pada saat
implantasi. Berbekal dorongan semangat terutama dari Prof. Susilo Wibowo, Prof. Anwar
dan dr. Amino, penulis mencoba mengetahui salah satu dari sekian banyak faktor
penyebab kegagalan implantasi yaitu kadar interferon gamma dan kualitas embrio.
Sebagai karya tulis, sudah barang tentu memiliki banyak ketidak sempurnaan. Oleh sebab
itu, penulis berkeinginan untuk mendapat saran dari segenap pakar dibidang reproduksi
dan teman-teman demi kesempurnaan karya tulis ini.

Penulis juga ingin menyampaikan ucapan terima kasih kepada :

1. Prof. Dr. dr. Susilo Wibowo, MS, Sp.And. dengan luar biasa sabar dan tekun
membimbing dan mengarahkan serta menjawab keingintahuan penulis di bidang
reproduksi khususnya Andrologi di setiap saat.

2. Prof. dr. Moch. Anwar HAS, M. Med. Sc, SpOG berkat kesabaran beliau pula
penulis dapat mengerjakan karya tulis ini

3. dr. Denny Agustiningsih istriku tercinta, yang selalu memompakan semangat
untuk menyelesaikan pendidikan S-2 ini. Anak-anakku Mas Faiz dan Dik Hasnah
aku ucapkan terimakasih pula atas kelucuan dan kenakalan kalian, aku saksikan
tumbuh kembang kalian sambil sekolah

4. Yang Cip dan Yang Ti ibuku, Datuk dan Yang Kung ayahku, serta semua
saudaraku (Mas Agus-Mbak Luki, Mas Novi-Mbak Saly, Mas Ruli-Mbak Ika
serta Angie dan Nicky) tanpa doa dan restu kalian mustahil penulis
menyelesaikan pendidikan ini

5. dr. AR Amino, SpOG yang setiap bertemu menanyakan sampai dimana proses
belajar penulis di Semarang serta mengijinkan bekerja di Permata Hati

6. Prof. dr. Sri Kadarsih, MSc, PhD, dr. Suwono dan teman sejawat di Bagian Iimu

Faal dengan dorongan semangatnya

Prof. Dr.dr. Noerhajati, yang telah mengijinkan menggunakan Lab. Hayati UGM
Prof. dr.Subowo, SpPA, Prof. Dr. dr. Tjahyono, SpPA, dr. Edi Darmana MSc,
PhD, selaku pengurus Program Pasca Sarjana S2 Biomedik FK Undip. Mbak
Nata, Mbak Lusi, Mas Dul, yang banyak membantu informasi

9. Teman-teman di Permata Hati, teman-teman seangkatan di S2 , thank for all.

o0 N

Semoga karya tulis ini dapat bermanfaat dan diteruskan oleh rekan yang lain.

Penulis



Daftar Isi

Halaman
HALAMAN JUDUL ...iiiiiiiiiii e i
HALAMAN PENGESAHAN ......coooiiiiitiii e i
HALAMAN PERNYATAAN ..o 111
RIWAYAT HIDUP ..ot iv
KATA PENGANTAR ..o v
DAFTARISL e, vi
DAFTAR GAMBAR ... viil
DAFTARTABEL ..ot ix
SINGKATAN ..., X
DAFTAR LAMPIRAN ..ot e, Xi
ABSTRACT oo xii
ABSTRAK ... e, Xiii
BAB 1. PENDAHULUAN ...ttt 1
1.1. Latar Belakang
1.2. Perumusan Masalah
1.3. Tujuan Penelitian
1.4. Manfaat Penelitian
BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA ......ocoevomeoaeeoeeeeesseeroeeeeenn 5

2.1. Kualitas embrio dan kegagalan implantasi embrio
2.2. Interferon Gamma dan respon imun adaptif

2.3. Interferon Gamma dan kegagalan implantasi

2.4. Waktu transfer dan implantasi embrio

BAB 3. KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS
PENELITIAN ... 20

3.1. Kerangka teori

3.2. Kerangka konseptual

vii



3.3. Hipotesis

BAB 4. METODE PENELITIAN .......cocoooimiiiiiinieanannn .

4.1. Rancangan penelitian

4.2. Populasi

4.3. Besar sampel

4.4. Variabel penelitian

4.5. Tempat dan waktu penelitian

4.6. Protokol penelitian

4.6.1 Penilaian kualitas embrio

4.6.2. Pemeriksaan kadar interferon Gamma
4.6.3. Waktu transfer embrio

4.7. Analisis Data

4.7.1. Penilaian kualitas embrio

4.7.2. Pemeriksaan kadar interferon Gamma
4.7.3. Waktu transfer embrio

BAB 5. HASIL PENELITIAN ... tiiiiiiiieeeea,

5.1. Hasil penelitian

BAB 6. PEMBAHASAN . ...,

6.1. Kualitas embrio dan implantasi

6.2. Interferon Gamma dan implantasi embrio
6.3. Waktu transfer dan implantasi embrio

6.4. Hal-hal lain yang mempengaruhi implantasi

BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN ...t

7.1. Kesimpulan

7.2. Saran

22

31

35

53

viii



LAMPIRAN

...............................................................................

....................................................................

ix



DAFTAR GAMBAR

Halaman
Gambar 1. Tahap-tahap perkembangan embrio .............oocevmeineeneeeeenen... 8
Gambar 2. Penilaian kualitas embrio berdasarkan metoda Hill ..................... 9
Gambar 3. Peran Th1/Th2 dalam penyakit ..........ccoovioieieeeiiiiiiieeeenannn. 14
Gambar 4. Pencitraan pinopode dengan menggunakan mikroskop elektron ... ... 46
X



DAFTAR TABEL

Halaman
Tabel 1. Implantasi dan penilaian kualitas embrio .............oooiiiiiiee o, 32
Tabel 2a. Implantasi embrio dan kadar IFN yserum .........o.... oovieiininanen.. 33
Tabel 2b. Implantasi embrio dan kadar IFN y kultur supernatan..................... 33
Tabel 3. Implantasi dan waktu transfer embrio ...............coooeiiiiiiiiniinin. 34

xi



SINGKATAN

IFNy = Interferon gamma

TGF B = Transforming Growth Factor

TNF o = Tumor Necrosing Factor o.

IL = Interleukin

GMCSF = Granulocyte macrophage colony stimulating factor
CDh = Cluster of differentiation

APC = Antigen-presenting cell

IVF = In vitro fertilization

ET = Embryo transfer

hCG = human chorionic gonadotropin

PGD = preimplantation genetic diagnosis

PCR = polymerase chain reaction

FISH = fluorescent insitu hybridization

MHC = major histocompatibility complex

ECM = extra celluler matrix

E2/P = estradiol/progesterone

FSH/LH = Follicle Stimulating Hormone/Luteinizing Hormone
PBMC = Peripheral Blood MononuclearCell

PHA = Phyto Haem Aglutinin

APA = Anti Phospholipid Antibody



DAFTAR LAMPIRAN

LAMPIRAN 1. Data dasar
LAMPIRAN 2. Analisa statistik

xiii



ABSTRACT

Successful of embryo implantation may contribute on successful of pregnancy. In
ART (Artificial Reproductive Technology), the increasing of fertilization rate is not
followed by the increasing of pregnancy rate. Many factors may be cause implantation
failure, such as embryo, imunological factor with Th1 predominant (especially interferon
gamma) and endometrinm receptivity.

The aim of this study is to know the role of embryo quality, interferon gamma and day of
embryo transfer to implantation failure.

Subject: 31 women under take IVF-ET from Infertility Clinic of Permata Hati
Sardjito Hospital Yogyakarta in January-December 2000. The subject is grouped in
implantation failure (n=25) and successful implantation (n=6).

Design and method: This is cross sectional study. Method: a) Grading of embryo
quality by Hill’s Method divide into 4 grade of embryo quality: grade L, II, Ill and IV. b)
Measurement of IFN y level from serum and supernatant culture by ELISA method use
reagent from Pelekine IFN y by CLB Laboratories, Netherlands, ¢) Day of embryo
transfer is taken from medical record

Result: 81 embryos have been transferred from subject. It is classified on
implantation failure group with grade I: 13 embryos, grade II: 30 embryos, grade IIT: 20
embryos, grade IV: no embryos. On successful implantation group are grade I 9
embryos, grade II: 7 embryos, grade III: 2 embryos, grade IV: no embryos. There is
difference significant between embryo qualities from two groups (p=0.012). There is
negative correlation (-0.267) between embryo quality and implantation: more bigher
grade of embryo, more higher the chance to get implantation failure.

The rate of IEN ¥ serum level is 4.86 £ 0.96 pg/ml (implantation failure group) and 5.82+
1.66 pg/ml (implantation group). There is no difference significant between two groups.
Embryo transfer is done on day 12-21. There is no correlation day of transfer with
successful implantation between two groups.

Conclusion: There is significant difference embryo quality between implantation
group and no implantation group and there is nmegative correlation between embryo
quality and successful of implantation, higher of grade, higher the chance to get
implantation failure. There is no significant difference on IFN y serum level of two
groups and there is no correlation day of transfer and successful implantation on two
groups.

Key words: embryo quality, interferon gamma, day of transfer, implantation
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ABSTRAK

Kegagalan implantasi merupakan salah satu permasalahan dibidang reproduksi
khususnya inferfilitas. Beberapa faktor terkait dalam hal ini yaitu, faktor embrio, faktor
imun dan faktor endometrium. Faktor embrio berasal dari kualitas embrio yang tidak baik
yang disebabkan oleh beberapa hal antara lain morfologi embrio yang tidak baik. Faktor
imun dapat menyebabkan kegagalan implantasi yang dijelaskan antara lain oleh konsep
imunodeviasi Th-1 dan Th-2 oleh Tom Wegman. Jmunodeviasi ini antara lain disebabkan
oleh dominasi IFN y sebagai sitokin utama kelompok Th-1. Faktor endometrium dapat
berasal dari permasalahan waktu transfer embrio. Waktu transfer embrio yang tidak pas
dengan terjadinya window of implantation dapat menyebabkan embrio gagal
berimplantasi.P enelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kualitas embrio, kadar
IEN vy dan waktu transfer embrio terhadap kegagalan implantasi embrio.

Subyek penelitian : sebanyak 31 wanita peserta program IVF-ET di Klinik
Infertilitas Permata Hati RSUP DR Sardjito Yogyakarta antara bulan Januari-Desember
2000 yang dikelompokkan dalam kelompok gagal implantasi (p=25) dan kelompok
berhasil implantasi (n=6).

Rancangan penelitian dan cara penelitian: penelitian ini menggunakan rancangan
penelitian potong lintang. Cara penelitian : a) Penilaian kualitas embrio : menggunakan
metode Hill yang membagi kualitas embrio kedalam 4 grade, yaitu grade 1, I, 1, dan
IV. Makin besar grade-nya, makin buruk kualitas embrio tersebut. b) Pemeriksaan kadar
IFN v serum dan supernatan kultur limfosit menggunakan Pelikine IFN y kit produksi
laboratorium CLB, Netherland, Belanda dengan metode ELISA. ¢) Waktu transfer
embrio : berasal dari catatan medik subyek penelitian

Hasil penelitian : Telab dilakukan transfer sebanyak 81 embrio dari 31 subyek
penelitian. Pada kelompok gagal implantasi terdiri dari 13 embrio kelas I, 30 embrio
kelas II, 20 embrio kelas Il dan 0 embrio kelas IV. Sedangkan kelompok berhasil
implantasi terdiri dari 9 embrio kelas I, 7 embrio kelas II, 2 embrio kelas Il dan 0 embrio
kelas IV. Didapatkan perbedaan bermakna antara kualitas embrio kelompok gagal
implantasi dengan kelompok berhasil implantasi (p=0,012). Terdapat korelasi negatif (-
0,267) antara kualitas embrio dengan hasil implantasi yaitu semakin besar gmde embrio,
makin besar kemungkinan mengalami kegagalan implantasi.

Rerata kadar IFN y serum 4,86 *+ 0,96 pg/ml (kelompok gagal implantasi) dan 5,82 =
1,66 pg/ml (kelompok berhasil implantasi). Tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar
IFN ¥ serum antara kedua kelompok.

Transfer embrio dilakukan pada waktu hari ke 12 sampai hari ke 21. Tidak didapatkan
korelasi antara waktu transfer embrio dengan keberhasilan implantasi antara kedua
kelompok.

Kesimpulan : Terdapat perbedaan bermakna kualitas embrio kelompok gagal
implantasi dan berhasil implantasi serta ada korelasi negatif antara kualitas embrio
dengan keberhasilan implantasi, yaitu makin besar grade-nya , makin besar kemungkinan
kegagalan implantasi. Tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar IFN y serum dan
tidak didapatkan korelasi antara waktu transfer embrio dan keberhasilan implantasi pada
kedua kelompok subyek penelitian.

Kata kunei : kualitas embrio, interferon gamma, waktu transfer, implantasi
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BAB 1.

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Proses suatu kehamilan didahului oleh adanya pertemuan antara ovum atau sel
telur dari pihak wanita dengan spermatozoa dari pihak pria yang disebut sebagai proses
fertilisasi. Setelah terjadi konsepsi barulah terjadi perkembangan sel yang disebut ‘sebagai
embrio yang terdiri dari beberapa sel. Selanjutnya embrio ini akan tertanam di rongga
rahim ibu atau berimplantasi dan selanjutnya akan tumbuh dan berkembang melalui
diferensiasi sel hingga tumbuh menjadi janin.! Peristiwa ketidakmampuan hamil
seringkali berasal dari kegagalan yang terjadi saat fertilisasi maupun implantasi.
Kehadiran tehnik in vitro fertilization atau disebut juga teh-nologi bayi tabung sebagai
salah satu usaha untuk mengatasi problem infertilitas, ternyata hanya menghasilkan
kehamilan kurang dari 10 % dari tahap blastokis yang baik. Hal ini menunjukkan
permasalahan yang sesungguhnya terjadi pada saat ini terletak dalam keberhasilan
implantasi embrio. 2

Secara teori kegagalan implantasi dapat dibedakan pre dan pasca implantasi.
Disebut sebagai kegagalan pre implantasi bila hasil konsepsi hilang segera setelah
fertilisasi. Beberapa sel telur yang telah dibuahi tidak pernah membelah dan blastokis
gagal berimplantasi.. Disebut kegagalan pasca implantasi bila blastokis mungkin hilang
sebelum atau pada saat menstruasi yang akan dating.®> Akan tetapi pengertian ini sulit

untuk diterapkan secara klinis. Meskipun pembuktian kehamilan secara kimiawi dengan

IPT-DUSTAK tpunind



menggunakan 3 hCG dan ditunjang pemeriksaan menggunakan ultra sono grafi dapat
menunjukkan keberhasilan implantasi embrio.

Sampai saat ini mekanisme yang pasti mengenai kegagalan implantasi embrio
masih menjadi sebuah tanda tanya yang sangat besar. Proses implantasi embrio di
tentukan aleh berbagai faktor, antara lain kemampuan embrio,kesiapan endometrium
maternal dan respon imun maternal. Meskipun demikian endometrium menjadi bukan hal
penting, karena secara faktual blastokis embrio dapat tertanam di jaringan lain selain
endometrium, seperti tuba falopii, ovarium, rongga peritoneum, lien atau di testis. Oleh
karena itu dapat dikatakan bahwa faktor embrio dan imun maternal menjadi lebih
dominan. Beberapa penelitian tentang hal-hal yang mempengaruhi implantasi oleh faktor
embrio antara lain disebabkan karena abnormalitas kromosom atau genetik. Faktor
abnormalitas kromosom dapat berasal dari orang tua maupun didapat oleh embrio setelah
fertilisasi. Kualitas embrio scbenarnya secara kasar dapat diamati pada pelaksanaan
teknologi bayi tabung dengan cara menilai morfologi embrio tersebut.

Konsep yang memandang kegagalan implantasi embrio dan sudut imunologi
dimulai oleh Medawar (1953, cit ref. no. 5 ) yang mengatakan bahwa terdapat hubungan
antara janin dan ibunya yang dapat dipandang dalam kerangka imunologi transplantasi.
Embrio sebanarnya merupakan sebuah allograf yang mengekspresikan antigen
histokompatibilatas turunan dari ayah yang dapat menimbulkan penolakan oleh
imunokompeten ibu.’ Konsep lain mengenai imunologi implantasi dikemukakan oleh
Tom Wegman (1993, cit ref. no. 6 ) , yang meyakini bahwa kehamilan mungkin
merupakan hasil dari fenomena dominasi T helper-2 (Th-2) terhadap T helper-1(Th-1).

Interferon gamma (IFN y) merupakan sitokin utama kelompok Th-1, sedangakan sitokin



Th-1 yang lainnya antara lain interleukin-1(JL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis
Jactor alpha (TNF o), coloni stimulating factor (CSF). Th-2 melibatkan sitokin antara
lain interleukin 4 (IL-4), interleukin 3 (IL-3), interleukin 10 (IL-10) dan transforming
growth factor p (TGF [3).6 Apabila terjadi imunodeviasi, dimana Th-1 yang tercermin
dari IFN 7y, lebih dominan dari Th-2 dapat mengakibatkan terjadinya kegagalan
implantasi maupun abortus. Hal tersebut masih menja&i kontroversi diantara para ahli
imunologi reproduksi oleh karena penclitian selama ini dilakukan pada binatang coba,
sedangkan pada manusia dilakukan secara in vitro atau in vitro dengan menggunakan
subyek penelitian wanita dengan riwayat abortus berulang.

Selain faktor kualitas embrio dan respon imun maternal  seperti teori
imunodeviasi diatas, faktor penerimaan oleh endomefrium maternal juga memegang
peranan yang cukup penting. Pada pelaksanaan tehnologi reproduksi dibantu ( grtiﬁcial
reproductive technology/ART) penerimaan endometrium dapat diamati pada saat
melakukan transfer embrio. Waktu yang tepat untuk melakukan transfer embrio
merupakan salah satu faktor keberhasilan terjadinya implantasi. Sampai saat ini masih
terjadi perbedaan pendapat dikalangan para ahli infertilitas untuk menentukan kapan

waktu yang tepat untuk melaksanakan transfer embrio tersebut.

1.2. Perumusan Masalah
1.2.1. Apakah kualitas embric mempengaruhi kegagalan atau keberhasilan
implantasi ?
1.2.2. Apakah ada perbedaan bermakna kadar IFN y pada kegagalan dan

keberhasilan implantasi embrio 7



1.2.3. Apakah ada korelasi antara waktu transfer embrio dengan kegagalan atau

keberhasilan implantasi ?

1.3. Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan khusus : penelitian ini bertujuan untuk mengetahui dan
membuktikan bahwa kadar IFN y yang tinggi, kualitas embrio tidak baik dan waktu
transfer yang tidak tepat dapat menyebabkan kegagalan implantasi embrio.

1.3.2. Tujuan umum : temuan pada penelitian ini diharapkan dapat menambah

pengetahuan dalam bidang reproduksi, khususnya mengenai proses implantasi.

1.4. Manfaat Penelitian

Faedah yang dibarapkan dari penelitian ini dapat dipakai sebagai petunjuk
kemungkinan penyebab kegagalan implantasi embrio dan sebagai petunjuk bagi praktisi
kebidanan dan kandungan untuk mengeradikasi semaksimal mungkin patogen-patogen
penyebab munculnya kanaikan kadar interferon gamma. Lebih jauh diharapkan penelitian
ini dapat membantu mengatasi masalah infertilitas khususnya dalam hal kegagalan
implantasi embrio. Faedah lain bagi ilmu pengetahuan adalah untuk menambah wacana
dalam bidang imunologi reproduksi yang sekarang berkembang sangat pesat khususnya

mengenai implantasi embrio.



BAB 2.

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kualitas embrio dan kegagalan implantasi embrio

Fertilisasi yang ditandai dengan bertemunya spermatozoa dan sel telur, biasanya
terjadi di tuba Fallopii dalam waktu yang sangat pendek (dalam hitungan menit sampai
jam) setelah ovulasi. Fertilisasi yang lengkap terjadi jika inti haploid dari spermatozoa
dan ovum (yang dinamakan pronukleus) bersatu membentuk sebuah zigot diploid dengan
23 pasang kromosom lengkap. Kemudian terjadi rangkatan pembelahan sel atau mitosis.
Pembelahan sel meliputi pembagian DNA atau materi genetik dalam zigot menjadi dua
buah sel yang masing-masing berdiri sendiri. Pembelahan pertama akan menjadi lengkap
kira-kira 36 jam setelah fertilisasi dan pembelahan berikutnya akan memakan waktu
kurang lebih dua kali dalam 1 hari. Dua sel zigot yang dihasilkan dari pembelahan
pertama berdiameter sekitar 0,1 mm. Kumpulan anak sel tersbut yang kemudian
dinamakan blastomer. Setelah kurang lebih 50 jam akan terjadi empat sel, dan
selanjutnya pembelahan mitosis tetap terus berlangsung. Blastomer-blastomer tersebut
akan membelah lagi menjadi masing-masing dua sel yang sama besar dan ukurannya.
Pembelahan enam sampai delapan sel yang pertama tersebut tetap berlangsung didalam
zona pellucida. Kurang lebih tiga hari setelah fertilisasi, sebuah bola yang padat dengan
kira-kira 8-50 sel blastomer terbentuk dan mempunyai permukaan seperti buah mulberry
sehingga dinamakan morula.

Pada saat berbentuk sebagai morula, embrio ini mempunyai ukuran 10 mm dan

kemudian mengadakan perjalanan sepanjang tuba uterina dan mendekati jalan masuk ke



uterus. Embrio akan.terus berkembang, kemudian memasuki rongga uterus kurang lebih
4 hari setelah fertilisasi. Diferensiasi pertama kali yang terjadi pada sel telur manusia
yang telah dibuahi menjadi sel-sel embrionik dan bakal plasenta terjadi dalam bentuk
morula yang terdiri kurang lebih 58 sel. Empat sampai lima hari setelah fertilisasi, morula
berkembang menjadi blastokis, sebuah hollow sphere yang didalamnya terdapat cairan,
dengan sebuah ruangan didalamnya yang disebut blasficoel. Pembedaan fitur dari
blastokis adalah telah terdiferensiasinya satu kutub menjadi sebuah inner cell mass dad
embrio awal mula terbentuk dan dikelilingi lapisan epitelial yang dinamakan
trophoectoderm yang disusun oleh sel-sel trofoblas. Trophoectoderm nantinya akan
berkembang menjadi chorion dan akan menjadi bagian dari sistem membran yang
berperan dalam transpor nutrisi dari dan ke embrio. Blastokis akan terapung dengan satu
bagian menempel pada dinding uterus dalam satu sampai dua hari, sementara itu tetap
membelah dan berkembang serta mendapat makanan dari cairan yang disekresi oleh
kelenjar-kelenjar endometrium. Sekarang blastokis siap untuk merobek dinding zona
pellucida untuk menembus sebagian dari dinding uterus. Blastokis mulai tertanam di
endometrium dan kehamilan dimulai. Implantasi juga didefinisikan sebagai suatu proses
perlekatan embrio di dinding rongga uterus dan pertama kali menembus epitel dan
kemudian terjadi sistern sirkulasi maternal untuk membentuk plasenta.”® Massa sel
bagian dalam menuju epitelium, sementara trophoectoderm akan menempel di epitelium,
biasanya di fundus, dinding posterior uterus. Pada saat seperti ini blastokis belum
sepenuhnya berimplantasi. Dalam waktu 24 jam setelah blastokis menempel di dinding
uterus, trofoblas berubah menjadi sitotrofoblas dan sinsisiotrofoblas. Sinsiotrofoblas

inilah yang akan menempelkan blastokis ke dinding rahim melalui penembusan ke dalam



endometrium. Pada hari ke 9, blastokis sempurna tertanam pada jaringan endometrivm
dan akan terus tumbuh dan berkembang. Jika implantasi berlanjut sampai minggu ke dua,
massa sel sebelah dalam akan berubah menjadi pipih dan blastokis diasumsikan sebagai
cakram pipih dan datar yang membentuk diskus embrionik dua lapis (bilaminar
embryonic disk). Dua lapisan ini terdiri dari endoderm dan ektoderm. Sebagaimana dua
lapisan tersebut, beberapa membran pendukung dan struktur yang lain juga akan
berkembang menjadi rongga amnion, kantung Yolk, khorion dan body stalk. 8

Mekanisme yang pasti mengenai proses implantasi belum dapat diketahui secara
detail sampai sekarang. Tetapi proses implantasi ini mungkin sekali terjadi sebagai
resultansi dari berbagai faktor, antara lain kemampuan embrio itu sendiri, endometrium
maternal dan respon imun maternal. Proses ini ada yang menyebutnya sebagai interaksi
antara proses invasi trofoblas, desidualisasi dan penerimaan imunologis.” Penelitian lain
menyebutkan, bahwa anomali embrio yang dalam hal ini direpresentasikan secbagai
kualitas embrio tampaknya sangat berpengaruh terhadap keberhasilan implantasi.
Kualitas embrio yang tidak baik mempunyai probabilitas lebih besar untuk mengalami
kegagalan implantasi. Salah satu faktor yang mempengaruhinya adalah kelainan
kromosom, terutama kelainan kromosom embrio yang dapat diketahn melatui
pemeriksaan PGD (preimplantation genetic diagnosis). Pemeriksaan ini kemudian
dikerjakan dengan menggunakan metode PCR (polymerase chain reaction) atau FISH
(fluoroscent insitu hybridization)."® Pemeriksaan tersebut diatas merupakan pemeriksaan
yang canggih dan membutuhkan biaya yang mahal.

Untuk memprediksi kemungkinan implantasi embrio, sebanarnya dapat dilakukan

dengan penilaian kualitas embrio. Dengan melihat morfologi embrio atau dengan



menggunakan skor kumulatif dari beberapa poin yang akan dinilai. Para ahli embriologi
sampai saat ini masth banyak menggunakan penilaian dari Hill yang menitikberatkan
pada penilaian ukuran blastomer dan serta adanya fragmentasi.'’

Untuk lebith mudahnya mengikuti perjalanan implantasi embrio disajikan dalam gambar 1

dan penilaian kualitas embrio pada gambar 2.
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Gambar 1. Tahap-tahap perkembangan embrio
Sumber : Carola R, Harley JP, Noback CR (eds)Human Growth &
Development.In: Human Anatomy & Physiology.Mc Graw Hill. 1990.858-61.°
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Gambar 2. Penilaian kualitas embrio berdasarkan metoda Hill.
Sumber : Lens JW. The embryo gractice. In : IVF Lab. Laboratory aspects of in-vitro
fertilization. N.V. Organon. 1996.’

2.2, Interferon gamma dan respon imun adaptif

Interferon sebenarnya termasuk dalam kelompok sitokin yang terlibat dalam
mekanisme kekebalan. Interferon dapat dibedakan dalam 2 tipe berdasarkan perbedaan
kelompok protein secara serologis. Interferon tipe 1 terdiri dari IFN-o dengan rangkaian
polipeptida kurang lebih 18 kD dan dibedakan lagi berdasarkan urutan asam aminonya
menjadi IFN-o.1 dan IFN-o2 atau [FN-tau. Sumber utama penghasil IFN-o ini adalah
fagosit mononuklear sehingga sering disebut sebagai interferon lekosit. Interferon tipe 1
yang lain adalah IFN-§ yang mengandung produk dari sebuah gen tunggal, penghasil
glikoprotein seberat 20 kD. Sel yang biasanya digunakan untuk menghasitkan [FN-f3
sering disebut sebagai interferon fibroblas. Produksi dari IFN tipe I ini umumnya

meningkat dengan adanya molekul RNA utas ganda sintetis, identik dengan sebuah



sinyal untuk berproduksi selama replikasi virus. Baik IFN-o. maupun B disekresi selama
adanya respon imun terhadap antigen, dalam hal ini antigen pengaktivasi sel T
merangsang fagosit mononuklear mamproduksi IFN tipe 1. Kedua IFN tipe [ ini
mempunyai kemiripan dalam struktur dan akan berikatan dengan reseptor permukaan sel
yang sama serta memunculkan respon imun seluler yang sama pula berupa sebuah rantai
tunggal polil’:x’:ptida.12

Interferon yang termasuk dalam tipe II adalah interferon gamma ( IFN -y ) atau
dikenal sebagai interferon imun, dan merupakan sebuah glikoprotein homodimer yang
mengandung kurang lebih 21-24 kD sub unit. Variasi ukuran dari sub unit tersebut
disebabkan oleh variasi dari derajat glikosilasi, akan tetapi tiap sub unit mengandung
sebuah polipeptida sebesar 18 kD yang dikode oleh gen yang sama. [FN-y dihasilkan baik
oleh Th-0 dan
Th-1Cluster Differentiation (Th-1 CD)4+ sel T pembantu dan oleh hampir semua Cluster
Differentiation (CD) 8+ sel T. Transkripst langsung dimulai sebagai respon dari aktivasi
antigen dan diperbanyak oleh interleukin-2 (IL-2) dan interleukin-12 (IL-12). Natural
Killer Cell (NK-cells) merupakan penghasil IFN y. Hal ini dapat diketahui pada
percobaan dengan menggunakan tikus kekurangan sel T (IFN y bertindak sebagai
mediator kekebalan alami). Bersama interferon tipe I, IFN 7y bertindak sebagat anti
proliferasi dan berfungsi sebgai anti virus. Kromosom yang bertugas mengatur
keberadaan IFN y adalah kromosom 5q dengan jumlah gennya sebanyak 1 buah. IFN vy
berikatan dengan sebuah reseptor permukaan sel yang berbeda dengan reseptor yang
digunakan IFN tipe I, tetapi secérﬁ struktural bentuknya relatif sama. IFN vy sebagai IFN

tipe Il memiliki beberapa fungsi yang penting dalam pengaturan kekebalan yang dapat
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membedakannya darl IFN tipe I. Perbedaan antara tipe I dengan tipe II terletak pada berat
rholckulnya, penghaéil utamanya, serta kemampuan tipe I dalam menghambat ekspresi
molekul MHC kelas% II. Pada IFN tipe II justru terjadi pemacuan ekspresi molekul MHC
kelas II, akan tetapi gkedua tipe IFN tersebut sama-sama mampu mengekspresikan MHC
kelas 1.7

Sel T yang ferlibat dalam respon imun adaptif harus mengalami proliferasi dan
diferensiast menjadi§ sel yang mampu untuk melenyapkan patogen sehingga dinamakan
sel T efektor prajuﬁt atau qrmed effector T cells karena sel ini mampu bergerak dalam
waktu yang singkat;segera setelah mengenali MHC (major histocompatibility complex)
kompleks peptida pﬁda sel lain. Sel T efektor akan menjadi 3 kelas fungsional dalam
mendeteksi antigen dari berbagai macam patogen. Dari letak antigen, maka dapat dibagi
menjadi 2 kelas mdlekul MHC yang berbeda, yaitu kelas MHC I dan kelas MHC II.
Antigen yang dihasiikan oleh patogen yang memperbanyak diri didalam sel akan dibawa
menuju permukaan gel oleh molekul MHC kelas I dan dipresentasikan untuk CD8+ sel T
sitotoksik yang akan membunuh sel terinfeksi. Sedangkan antigen yang dihasilkan oleh
patogen yang mengalami multiplikasi di luar sel akan di tclan oleh poly morpho nuclear
macrofag dan masuk ke dalam vesikel intraseluler (organela) dan akan dibawa molekul
MHC kelas 1I ke ﬂermukaan sel untuk dipresentasikan ke CD4+ sel T. Dalam reaksi
CD4+sel T dapat dii)edakan adanya 2 tipe efektor sel T, yaitu inflammatory T cells (Th-1)
yang akan mengaktifkan makrofag terinfeksi untuk menghancurkan patogen intraselular
dan helper T cells i('I‘h—2) yang akan mengaktifkan sel B spesifik untuk menghasilkan
antibodi. Untuk CD18+ sel T sitotoksik, patogen yang akan dihancurkan adalah jenis virus

(vaccina virus, influenza virus, rabies virus, hepatitis virus dll), parasit (foxoplasma
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gondii, plasmodium, chlamidia dll), bakteri (/isteria monocytogenes) dengan cara
langsung membunuh sel yang terinfeksi. Pembunuhan dilakukan dengan cara
mengeluarkan perforin 1 (yang akan melobangi membran target sel), granzymes (yang
terdiri dari protease), dan melalui pengeluaran sitokin. Sitokin utama yang dihasilkan
oleh CD8+ sel T sitotoksik ini adalah IFN y yang fungsinya antara lain dapat memblok
replikasi virus."

Sel NK adalah efektor selain sel T yang dapat menghasilkan IFN-y dalam jumlah
banyak. Sel ini dapat berfungsi menjadi kontrol dari beberapa infeksi, sebelum sel T
diaktifkan untuk memproduksi IFN y. Pentingnya sel NK sebagai penghasil IFN y
terbukti dalam penelitian menggunakan tikus yang berasal dari keluarga yang cukup
tahan terhadap sebuah bakteri intraseluler yaitu Listeria monocytogenes. Jika terjadi
kehilangan sel NK atau mutasi pada gen pengkode TNF-a atau IFN y atau reseptornya
membuat tikus-tikus tersebut menjadi sangat rentan dan kemudian akan mati dalam
beberapa hari pasca infeksi, sebelum imunitas adaptif terbentuk. Beberapa virus dan
bakteri akan menginduksi sekresi IL-12 ( sitokin produk dari makrofag yang dapat
menjadi faktor untuk mengaktifkan sel NK) untuk memproduksi IFN-y. Kehadiran IFN-
v dan IL-12 ini akan menyebabkan CD4+ sel T murni yang seimbang (Th-0) berubah dan
bergeser menjadi Th-Ipredominan. 12,1314
2.3. Interferon gamma dan kegagalan implantasi

Faktor yang menentukan keberhasilan implantasi embrio selain invasi trofoblas
dan desidualisasi adalah faktor imunologis. Konsep awal fenomena imunologi kehamilan
adalah janin sebagai produk allograf mampu bertahan hidup di lingkungan baru dan

asing, telah diprbaharui dengan konsep baru yang mengetengahkan adanya fenomena
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imunodeviasi. Kaidah mengenai biociogi fetomaternal yang sekarang banyak dianut
|
tersebut berdasarkan pada adanya bipolaritas imuno:regulasi pada kehamilan. Pada
. . | .
fenomena kehamilan terdapat keseimbangan antara reaksi rejeksi atau penolakan dan
|

- aqe - * - 3 - |
reaksi fasilitasi atau penerimaan. Reaksi rejeksi mcrlupakan suatu proses pertahanan

imunologis terhadap patogen dari luar yang dapat meimacu agen seluler sel T efektor
mengeluarkan sitokin yang biasa disebut inﬂammator_!i: T cell atau T helper-1 dengan
markernya antara lain IFN-y, IL-2, TNF-a.. Sedangkan reaksi fasilitasi dapat memberikan
lingkungan yang kondusif untuk pertumbuhan janin yang sering disebut Th-2
Phenomenon dengan markernya antara lain IL-4,| I1-3, IL-10 dan TGF-f atau
dikelompokkan dalam T helper-2 (Th-2). Ketidakseimbangan antara aktivitas Th-1 dan
Th-2 yang diyakini dalam konsep deviasi imunologi, yaitu kecenderungan peningkatan
Th-1, akan menyebabkan terjadinya kegagalan implantasi embrio atau abortus. Secara
fisiologis memang terdapat proses neoplasia dan inflamasi yang terlibat dalam implantasi
embrio. Tetapi sebenarnya beberapa komponen respon inflamasi tersebut mempunyai
peran penting dalam proses implantasi."4 Sekresi sitokin dari limfosit akan menginfiltrasi
endometrium dan mengaktifkan lisis seluler dari trofoblas. Mekanisme ini dapat
bertindak sebagai sebuah proses penting dalam membatasi invasi trofoblas jauh ke dalam
endometrium. Telah diketahui bahwa endometrium ternyata juga mensekresi beberapa
sitokin antara lain IL-1, IL-6, IFN-y, Colony stimulating factor, TNF-o dan TGF- untuk
membatasi' proses nidasi atau invasi trofoblas.”” Untuk lebih memudahkan memahami
proses imunologis yang terjadi didalam tubuh kami slajikan gambar 3 mengenai peran

|
Th1/Th2.
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Gambar 3. Peran Th1/Th2 dalam penyakit.
Sumber : Romagnani S. The Th1/Th2 paradigm. Immunology today.1997;18(6):263.'°

Dari paparan diatas, maka saat ini anomali embrio tidak dapat dianggap sebagai
satu-satunya faktor yang dianggap paling bertanggung jawab atas terjadinya kegagalan
implantasi embrio. Saat ini perlu dipertimbangkan pula eksistensi faktor penolakan
embrio secara imunologis, dimana keseimbangan Th-1 dan Th-2 akan bergeser lebih
dominan ke arah Th-1.

Sesuai dengan mekanisme keterlibatan IFN y pada respon imun adaptif, maka
IFN v dalam darah maternal bisa meningkat diakibatkan oleh adanya reaksi terhadap
patogen baik itu virus maupun bakteri. Pada inféksi virus, maka reaksinya akan
melibatkan jalur CD8 + sel T sitotoksik melalui molekul MHC kelas 1. Akan tetapi jika
patogen berasal dari bakteri, maka jalur CD4+ sel T terutama yang akan bereaksi. Selain

itu rekasi berantai yang terjadi juga akan melibatkan sel NK dalam memproduksi IFN 7.
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Oleh sebab itu dibanding dengan sitokin yang lain yang termasuk Th-1 (TNF-a dan iL-
2), maka IFN-y yang dapat menggunakan ketiga jalur tersebut secara bersamaan.'?

Melalui percobaan binatang diketahui bahwa sel-sel maternal yang terinflamasi
dimasuki desidua basalis di tempat implantasi embrio dalam 48 jam setelah implantasi.”
Selanjutnya makrofag akan mengaktifkan sel NK sebagai efektor yang akan
memproduksi IFN y. Kenaikan kadar IFN y yang terjadi akan menghambat proliferasi sel-
sel trofoblas dan sebagai akibatnya perkembangan dan pertumbuhan trofoblas akan
terhambat.!” Adanya kenaikan TNF-o dan IFN y dapat menginduksi hilangnya viabilitas
dari trofoblas. Reaksi ini akan mengakibatkan kerusakan, peningkatan fraksi trofoblas
yvang mengandung nicked DNA dan terjadi peningkatan sel-sel yang lepas dengan
kandungan DNA yang rendah serta DNA yang mengalami kerusakan (fragmented DNA).
Selain itu jalur kerusakan embrio dapat terjadi oleh karena IFN y mungkin dapat
menyebabkan apoptosis dari vili sitotrofoblas.'®

Sebenarnya IFN vy dapat terdeteksi pada jaringan maternal seperti endometrium,
plasenta, peritoneum, serum darah, jaringan fetal seperti embrio itu sendiri dan
amnion'>”°. Keberadaan IFN y di dalam vilus plasenta selama kehamilan normal belum
diketahui fungsinya, meskipun demikian IFN y ternyata meningkat jumlahnya sampai
pada akhir semester II, terus menurun kadarnya pada awal trimester III sampai pasca
persalinan. Akan tetapi peningkatan ini selalu diikuti dengan kenaikan dan penurunan
komponen Th-2, sehingga tidak mengubah keseimbangan rasioc Th-1 dan Th-2.*
Penurunan IFN-y ini diduga sebagai akibat dari aktivitas rumor growth factor beta-2
(TGF-B2) dan Prostaglandin E-2 yang bertindak sebagai modulator sitokin-sitokin Th-2.

Sebuah penelitian pada anak babi menemukan adanya mRNA reseptor IFN y pada
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permukaan membran jaringan embrio mulai hari ke 10 masa gestasi. Penelitian tersebut
juga mengungkapkan bahwa ekspresi reseptor IFN y pada sel trofoblas terus mengalami
perkembangan selama masa kehamilan. Penelitian ini menunjukkan bahwa endometrium
maternal bukan satu-satunya sasaran untuk IFN, akan tetapi adanya induksi untuk
mengekspresikan reseptor IFN y di trofoblas sekitar hari ke 16 masa gestasi dianggap
bertanggung jawab atas keberadaan IFN v jaringan embrio yang mungkin pengaruh dari
sistem autokrin lambat (delayed autocrine effect) dari IFN y trofoblas.?? Penelitian lain
menyebutkan, IFN-y terdeteksi pada cairan medium dari kultur embrio manusia sebelum
diimplantasikan atau pada hari ke 2 dan 4 konsepsi in vitro.” IFN y ternyata juga
terdeteksi pada cairan blastocoelic embrio tikus.** IFN y dalam jumlah kecil diketahui
dapat bersinergi dengan lipopolisakarida dalam menginduksi terjadinya resorbsi atau

aborsi, tetapi hal ini dapat dicegah dengan alloimunisasi dan anti natural killer anti
serum.”

Penemuan adanya keterlibatan IFN 7y terhadap kegagalan implantasi embrio
penting dalam penanganan infertilitas. Penelitian pada wanita infertil dibandingkan
dengan wanita fertil dalam keadaan tidak hamil nienunjlﬂckan kadar IFN v di serum darah
wanita infertil lebih tinggi secara bermakna.2® Wanita dengan tingkat stres yang tinggi
juga dapat menyebabkan embrio gagal berimplantasi. Hubungan stress dengan kegagalan
implantasi diperkirakan melalui kenaikan subset Th-1 (IL-1 dan TNF-o) akan
menurunkan aktivitas supresi dari TGF-B2 melalui jalur dependent neurotransmitter

substance P.2® Penurunan TGF-p2 akan menyebabkan modulasi sitokin-sitokin Th-2

berkurang dan Th-1 menjadi dominan. Secara langsung stres psikologis juga akan
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meningkatkan secara bermakna produksi TNF-a, IFN-y, IL-6 dan IL-1 sehingga dapat
menginduksi terjadinya kegagalan implantasi, %’

2.4. Waktu transfer dan implantasi embrio

Embrio diperkirakan mencapai uterus di tahap morula-blastokis dengan
kandungan sel kurang lebih 60 buah, yaitu pada kira-kira 4-5 hari setelah ovulasi pada
kondisi alami. Peristiwa ini dijadikan dasar secara logika untuk melakukan pemindahan
embrio kedalam uterus pada proses IVF. Awalnya para praktisi di bidang IVF memilih
untuk melakukan transfer embrio ke uterus pada saat sel-sel embrio berjumlah 8 sampai
16 sel, itu berarti 3-4 hari setelah aspirasi folikel dilakukan. Hal ini dilakukan karena
sistem kultur embrio masth belum memungkinkan untuk memelihara embrio selama 5
hari. Tetapi saat ini hal tersebut sangat memungkinkan dengan tersedianya perubahan
kondisi kultur dan atau ko-kultur (kultur penunjang), sehingga embrio dapat hidup lebih
lama dalam biakan bahkan bisa mencapai tahap pembelahan blastokis.

Tahapan perkembangan embrio secara in vitro di mulai dari zigot hingga terjadi
blastokis. Pada sebuah siklus alami, zigot berada didalam tuba fallopii. Untuk mendekati
keadaan alami metode ZIFT (Zygote intra-fallopian transfer tube) dilakukan pada hari
ke-1 atau 20-24 jam setelah inseminasi agar terjadi zigot dalam tuba fallopii. Keuntungan
dari transfer hari 1 tersebut adalahbahwa sel telur yang sudah dibuahi dan berada di luar
tubuh ibu dalam waktu yang tidak terlalu lama segera dikembalikan ke suatu tempat dan
kondisi natural. Kerugiannya adalah sampai saat ini masih belum jelas benar apakah zigot
yang dipindahkan tersebut akan berkembang dengan baik hingga menjadi embrio yang
berkualitas baik. Embrio yang ditransfer pada hari ke-2 atau 36-48 jam setelah inseminasi

memiliki 2-4 sel, tetapi terkadang sudah mencapai 6-8 sel. Pada situasi alami embrio
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masih berada didalam tuba fallopii, tetapi pada prakteknya para ahli mentransfer embrio
tersebut langsung ke dalam uterus. Keuntungan dari transfer hari ke-2 adalah bahwa
embrio hanya sebentar berada diluar tubuh untuk kemudian segera dilakukan transfer.
Semakin lama berada diluar tubuh dan berada dalam kondisi yang tak alamiah berarti
restko kerusakan embrio akan semakin besar. Ancaman terhadap embrio yang berasal
dari luar adalah berupa fluktuasi CO2, suhu dan kelembaban udara serta infeksi.
Keberhasilan implantasi antara transfer embrio 4 sel dan 2 se! adalah 21% dan 14%.
Kemudian para ahli mencoba mnegkultur embrio sampai hari ke 3. Pada hari ke-3 embrio
telah berkembang menjadi 6-8 sel bahkan terkadang mencapai 10-12 sel. Kenyataan yang
terjadi adalah embrio yang berkembang didalam kultur hingga 8 sel atau lebih merupakan
embrio yang cukup potensial mengalami implantasi. Secara alami seharusnya pada hari
ke-3 ini embrio masih berada di dalam tuba fallopii sedangkan pemindahan yang
dilakukan ke dalam uterus pada proses IVF, tampaknya tidak terlalu berpengaruh pada
keberhasilan implantasinya. Embrio kemudian mengapung di dalam kavum uterl sampai
siap untuk berimplantasi. Penelitian mengenai keberhasilan implantasi pada embrio yang
ditransfer hari ke-2 dibandingkan hari ke-3 menunjukkan bahwa embrio yang ditransfer
hari ke-3 meningkat angka keberhasilan implantasinya.”® Akan tetapi dibandingkan
dengan transfer embrio yang dilakukan pada hari ke-5 ternyata tidak didapatkan adanya
peningkatan angka keberhasilan implantasi secara bermakna.” Meskipun sebenarnya
transfer embrio yang dilakukan pada hari ke —4 atau 5 lebih mendekati situasi alarni.
Pada saat sekarang ini diketahui bahwa embrio mampu untuk mengubah dari informasi
maternal ke informasi embrionik (maternal to zygote transition). Beberapa laporan

menunjukkan bahwa keberhasilan implantasi cukup banyak didapatkan setelah dilakukan
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transfer pada tshap ini dengan mengubah kondisi kultur embrio dengan cara
menggunakan ko-kultur (sel satu lapis atan mono layer cells). Sebuah penelitian
menunjukkan penggunaan satu lapis sel Vero (sel ginjal kera) dapat lﬁeningkatkan
jumiah sel didalam imner cell mass dari blastokis. Akan tetapi hal ini tetap masih
diperdebatkan penggunaannya di dalam laboratorium IVF sebagai bagian pelaksanaan
rutin disebabkan adanya ancaman kontaminasi virus.*®

Dari paparan diatas dapat diperoleh gambaran bahwa aktu transfer embrio
merupakan salah satu hal yang harus diperhatikan untuk meningkatkan keberhasilan
implantasi. Hal ini dikaitkan dengan kesiapan endometrium untuk menerima embrio

dalam berimplantasi. Seringkali asinkronisasi antara waktu transfer dan kesiapan

endometrium mengakibatkan kegagalan implantasi embrio.*’
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BAB 3.

' KERANGKA KONSEPTUAL, KERANGKA TEORI DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka teori
Berdasarkan tinjauan pustaka didepan, maka kerangak teori penelitian dapat disusun dan

diringkas sebagai dasar hipotesis dan disajikan dalam diagram 1.

TNFo T
Rejeksi allograf H\Faktor imun ) imunodeviasi -2t
Th1>Th2
IFNy T
infeksi
v Y ‘/ Kegemukan
[ Kegagalan implantasi Faktor endometrium
K \ culture shock

} hormonal;
abnormalitas kadar waktu transfer
steroid
Faktor embrio
kualitas embrio yang buruk
! morfologi embrio kualitas telur
| - abnormalitas kromosom - apoptosis
- apoptosis

Diagram 1. Kerangka teori
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3.2. Kerangka Konsep

Kerangka konsep penelitian disederhanakan dan disajikan dalam diagram 2. dibawah ini :

[ Kegagalan implantasi]
f

Kualitas embrio yang buruk imunodeviasi Th1>Th2

A F 3 F %

Morfologi tidak baik Kadar IFNy T waktu transfer
‘ tidak tepat

Diagram 2. Kerangka Konsep

3.3. HIPOTESIS

Dideduksi dan induksi dari permasalahan, kerangka teori dan kerangka konsep penelitian

dapat dibuat hipotesis penelitian sebagai berikut :

1. Kualitas embrio kurang baik’ dapat menyebabkan kegagalan implantasi embrio

2. a. Didapatkan perbedaan bermakna kadar IFN y serum antara yang berhasil
implantasi dan gagal implantasi.

b. Didapatkan perbedaan bermakna kadar IFN y supernatan kultur limfosit antara

yang berhasil implantasi dan gagal implantasi

3. Wakitu transfer embrio berkorelasi dengan keberhasilan implantasi
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BAB 4.

METODE PENELITIAN

4.1. Rancangan penelitian

Penelitian yang akan dilakukan adalah penelitian observasional dengan
menggunakan disain potong lintang dan bersifat perbandingan analisa laboratoris .
4.2. Populasi dan definisi

Populasi penelitian ini adalah wanita peserta program IVF di Klinik Permata Hati

RS Sarjito Yogyakarta. Dipilihnya kelompok ini dengan pertimbangan hanya melalui

program bayi tabung, dapat diketahui perjalanan fertilisasi dan perkembangan embrio

dengan jelas sesuai dengan maksud dan tujuan penelitian. Klinik Permata Hati RS

Sardjito Yogyakarta adalah penyelenggara program IVF sejak tahun 1995. Dari populasi

tersebut diambil dua kelompok sampel, yaitu :

1. Wanita pasangan infertil yang mengikuti program in vitro fertilization (IVF) di Klinik
Permata Hati RS. DR. Sardjito yogyakarta yang telah melalui tahap pemindahan
embrio atau embrio transfer (ET) dengan sejumlah embrio hasil fertilisasi in vitro
atau in vitro fertilization (IVF) dan berhasil implantasi

2. Wanita pasangan infertil yang juga mengikuti program IVF-E, tetapi embrio gagal
berimplantasi .

Yang dimaksud embrio berhasil berimplantasi pada penelitian ini adalah peserta
program IVF yang telah mengikuti alur penatalaksanaan program hingga sampai ke tahap
fertilisasi in vitro dan pemindahan sejumlah embrio atau transfer embrio (IVF-ET) ke

rahim ibu atau sudah melalui. Pasca pemindahan embrio pada hari ke 14 pada perkiraan
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menstruasi berikutnya wanita tersebut tidak mengalami perdarahan pervaginam atau
menstruasi. Kehamilan wanita ini juga dibuktikan secara kimiawi kualitatif dengan
melakukan tes kehamilan (menggunakan B-hCG) melalui sampel urin yang dinyatakan
posifif. Selanjutnya diagnosis pasti kehamilan dilakukan melalui pemeriksaan USG pada
minggu ke 5 dengan didapatkannya gambaran kantung kehamilan maupun buah
kehamilannya/janin.

Yang dimaksud embrio gagal berimplantasi pada penelitian ini adalah peserta
program IVF yang telah melalui penatalaksanaan program hingga ke tahap fertilisasi
invitro dan pemindahan embrio (IVF-ET) ke rahim ibu, tetapi pada hari ke 14 pasca
pemindahan embrio wanita tersebut mengalami perdarahan pervaginam atan menstruasi.
Selain itu pemeriksaan B-hCG kualitatif dengan sampel urin juga dinyatakan negatif.

4.3. Besar sampel

Penelitian ini menggunakan purposive sample yang di batasi waktu yaitu sampel
serum darah subyek penelitian yang terkumpul ‘dari bulan Januari-Desember 2000. Hal
ini terpaksa dilakukan karena tidak ada penelitian sebelumnya dengan subyek sejenis.
Angka prevalensinya juga tidak diketahui oleh karena sedikitnya jumlah peserta program
IVF-ET di Klinik Infertilitas RS DR Sardjito mengingat biaya penelitian dan program
IVF yang cukup tinggi.

4.4. Variabel penelitian.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah kadar serum IFN y dalam pg/ml,

sedangkan variabel tergantungnya adalah terjadinya B-hCG positif dan B-hCG negatif

sebagai tanda bahwa embrio sudah mengalami implantasi atau tidak.
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Berdasarkan teori yang telah diuraikan sebelumnya, peningkatan IFN-y dapat
berasal dari jalan Th-1, CD8+ dan sel NK. Bergesernya keseimbangan Th-1/Th-2
seharusnya juga dilibat dari kadar IL-2, TNF-a, IL-4, IL-10 dan TGF-B. Tetapi oleh
karena keterbatasan dana, peneliti hanya dilakukan dengan melihat kadar IFN-y, tanpa
memperhatikan kadar yang lainnya.

Variabel bebas untuk kualitas embrio adalah kelas embrio berdasarkan metode
Hill dalam kategori embrio kelas I, II, II dan IV. Sedangkan untuk variabel tergantungnya
adalah terjadinya B-hCG positif dan B-hCG negatif sebagai tanda bahwa embrio sudah
mengalami implantasi.

4.5. Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilakukan di Klinik Infertilitas Permata hati RS Sardjito Yogyakarta
dan Laboratorium Hayati Universitas Gadjah Mada Yogyakarta antara April- Mei 2001.
4.6. Protokol penelitian.

4.6.1. Penilaian kualitas embrio

Data penilaian kualitas embrio merupakan data sekunder yang diperoleh catatan
penilaian embrio oleh ahli embriologi setempat. Kualitas embrio dinilai berdasarkan
kaidah dari Hill yang telah ada, yaitu :

e embrio kelas I, adalah embrio yang mempunyai ukuran blastomer yang sama,
mungkin ada fragmentasi tapi sangat minimal dan tidak nampak adanya degenerasi

» embrio kelas II, adalah embrio yang tidak sama ukuran blastomemya, fragmentasi
lebih dari 10%, tapi tidak ada degenerasi

e embrio kelas III, adalah embrio yang terdiri dari blastomer dengan ukran yang sama,

tetapi terdapat fragmentasi lebih dari 50% dan sel detritus dalam zona pellucida
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¢ embrio kelas IV, adalah embrio yang terdiri dari blastomer dalam ukuran yang tidak
sama, fragmentasi berlebihan atau total fragmentasi, membran blastomer tampak
rapuh, tampak degenerasi.

4.6.2. Pemeriksaan kadar IFN y

Program bayi tabung dimulai dan dikerjakan setelah adanya kesediaan pasangan
suami istri yang mengalami kesulitan mendapatkan keturunan dan telah mendapatkan
pemeriksaan baik pada suami ataupun istri serta bersedia mengikuti program. Beberapa
faktor istri telah diperiksa dan dapat disebutkan disini antara lain adalah adanya
obstruksi tuba bilateral atau tuba non paten bilateral, endometriosis, hidrosalfing bilateral.
Sedangkan faktor suami untuk program IVF ini adalah oligozoospermia atau
oligoasthenozoospermia berat yang diakibatkan oleh berbagai macam sebab antara lain
varikokel, hormonal ataupun sebab yang tidak diketahui. Diagnosis kelainan wanita
dilakukan melalui berbagai pemeriksaan antara lain : deteksi ovulasi melalui USG untuk
mengetahui ada atau tidaknya folikel yang diperkirakan dapat mengalami ovulasi; juga
Histerosalfingografi untuk melihat patensi tuba; beberapa juga dilakukan
histerolaparoskopi eksplorasi untuk mengetahui secara langsung kondisi organ
reproduksinya. Setelah kelainan terdiagposis, maka suami istri ditawarkan kesdiaannya
untuk mengikuti program bayi tabung.

Pengobatan pertama program IVF ini dimulai dengan induksi ovulasi
menggunakan berbagai preparat antara lain klomifen sitrat, GnRH ( Gonadothrophin
releasing hormone) analog, atau FSH (follicle stimulating hormone). Selanjutnya profil
hormon yaitu estrogen, FSH, LH (luteinizing hormone) dan P4 (progesterone) serta

perkembangan folikel peserta program IVF dipantau. Peserta program yang hasil tes 3
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hCG nya pada hari 14 setelah fertilisasi dinyatakan negatif dikelompokkan dalam subyek
gagal implantasi, sedangkan peserta program dengan tes BhCG positif dan setelah
dilakukan pemeriksaan USG pada minggu ke 5 terlihat adanya implantasi embrio, maka
dikelompokkan dalam subyek berhasil implantasi.

Pemeriksaan kadar IFN y serum dilakukan dengan metode ELISA menggunakan
sampel serum darah perifer yang diambil pada hari ke 2 atau ke 3 sebelum aspirasi oosit.
Alat yang dipakai adalah spuit sekali pakai 5 cc untuk mengambil darah vena subjek.
Setelah itu dilakukan sentrifus untuk mendapatkan serum. Pemeriksaan dilakukan dengan
metode ELISA non-kompetitif dari serum darah subyek. Bahan yang dipergunakan
adalah serum darah yang disimpan di freezer dengan suhu <20° C.Setelah sampel serum
terkumpul + 31 buah selama 1 bulan, kemudian dibawa ke Laboratorium Hayati UGM
untuk diperiksa kadar IFN vy.

Sebagai pemeriksaan tambahan, beberapa peserta program IVF yang setuju juga
diambil darah vena sebanyak 15 cc yang ditampung dalam tabung berheparin untuk
pemeriksaan kadar IFN y yang diproduksi oleh limfosit. Supernatan yang didapatkan
dengan cara isolasi limfosit kemudian diinduksi dengan menggunakan PHA (Phyto Haem
Aglutinin).

Protokol isolasi limfosit yang diinduksi dengan menggunakan PHA, dilanjutkan
dengan mengambil supernatan kultur. 32
» 15 ml darah heparin (2000 u heparin/100 ml) diencerkan dengan larutan Hank’s BSS

dengan perbandingan 1:1 dalam tabung 50 m! kemudian dicampur secara merata.
» 12-15 ml Ficol-Hypaque diambil dengan pipet dan dimasukkan ke dasar tabung

secara perlahan. Lalu di sentrifus selama 15 menit pada 1300 rpm (+ 300 g).

26




» Cairan yang diatas dibuang sampai + 1,5 cm diatas cairan putih limfosit, kemudian
limfosit dipindahkan ke tabung lain. Ditambahkan larutan Hank’s BSS sampai 50 mi
lalu dicampur.

> Diputar selama 10 menit pad 1400 rpm, kemudian supemnatan dibuang.

> Pellet diresuspensi dengan cairan sisa dan ditambahkan larutan Hank’s BSS sampai
50 ml lalu dicampurkan. Disentrifus selama 10 menit pada 1400 rpm kemudian
supernatan dibuang,

» Pellet diresuspensi dalam 3-4 ml, Larutan RPMI-!-S%-human serum. Jumlah sel yang
ada kemudian dihitung dengan menggunakan bilik hitung.

> Suspensi sel kemudian dimasukkan ke dalam sumuran dimana tiap sumur 100 ul (10°)
dan ditambahkan 100 ul larutan mitogen PHA 1/100.

» Dieramkan sel selama 2 hari dalam inkubator CO2 5% dengan suhu 370C setelah itu
diambil supernatannya untuk diperiksa kadar IFN y.

Bahan reagen untuk menganalisa IFN y dalam penelitian ini diproduksi oleh
laboratorium Central Laboratorium Blood Transfusion Amsterdam, Belanda dengan
merek Pelikine@ kit for IFN-y. Berdasarkan buku petunjuk dari pembuat, reagen ini
mempunyai sensitifitas 2 X (MEAN calculated zero signal) : 4-8 pg/ml (shake static
incubation). Nilai IFN y yang muncul dibawah 10 pg/ml dinyatakan sebagai sampel
berasal dari individu sehat. Kemampuan deteksi kadar IFN y terendah adalah 0-2,5 pg/ml
sedangkan tertinggi 1800 pg/ml.*?

Prinsip kerja metode ELISA non-kompetitif adalah adanya antigen yang khusus
terikat pada fase padat. Antibodi subjek tak berlabel yang ditambahkan sesaat kemudian

akan bereaksi dengan antigen. Dilanjutkan dengan pencucian pertama dan langsung
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ditambahkan enzim-berlabel antiglobulin. Antibodi kedua ini akan bereaksi dengan

bagian Fe dari antibodi subjek yang terikat pada fase padat. Jika tidak terdapat antibodi

subjek yang terikat pada fase padat, antibodi terlabel kedua tidak terikat. Setelah langkah

pencucian kedua, substrat enzim ditambahkan. Jumiah enzim yang terdeteksi adalah

berbanding langsung dengan jumlah antibodi di dalam spesimen. Metode ini mempunyai

spesifisitas dan sensitivitas yang tinggi'”.

Adapun cara pemeriksaan IFN y adalah sebagai berikut ** -

e Dilakukan coating antibodi pada suhu ruangan

s Diencerkan coating antibodi 1:100 dalam PBS, ditambahkan 100 ul/sumuran,
diinkubasi pada suhu kamar

¢ Plate dicuci 5 kali dengan menggunakan PBS/Tween

» Ditambahkan 200ul/sumuran larutan blocking (500ul blocking plus 25 m] PBS)

e Diinkubasi 1 jam pada suhu kamar

. Menyiapkan standar dan sampel dalam buffer yang diencerkan

¢ Kurva standar cit a:konsentrasi tertinggi =100 ul standar ditambah 300 ul buffer yang
diencerkan= 1800 pg/ml diencerkan 1 sampai 3 kali sehingga konsentrasinya 1800-
600-200-66,7-22,2-7.4-2,5-0 pg/ml

e Ditambahkan sampel pada plafe kering (tidak dicuci setelah blocking}
100ul/sumuran, dibiarkan selama 1 jam pada suhu kamar

e Dicuci 5 kali dengan PBS, lalu ditambahkan 100 ul/sumuran biotinylated AB (1:100)
dalam buffer yang diencerkan

e Diinkubasi 30 menit, ditambahkan substrat, ditambahkan stop solution

» Diukur pada od 450 nm dan kemudian diplot pada kurva standar seperti diatas
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4.6.3. Waktu transfer embrio

Data mengenai waktu transfer embrio merupakan data sekunder yang dibuat oleh
ahli embriologi klinik yang terdapat didalam catatan medik subyek. Waktu transfer
embrio adalah saat di mana embrio di transfer atau dikembalikan ke uterus sctelah
terjadinya fertilisasi in vitro. Pencatatan waktu transfer dihitung mulai dari hari pertama

menstruasi sampai dilakukannya transfer embrio.

4.7. Analisis Data

4.6.1. Penilaian kualitas embrio
Data yang berasal dari variabel bebas yaitu kualitas embrio berupa data ordinal (embrio
kelas LILIII dan IV) dan data dari variabel terikat juga menggunakan data ordinal
(berhasil dan gagal implantasi). Setelah memasukkan data, kemudian dilihat
distribusinya. Selanjutnya dilakukan uji korelasi Kendal’s tau-b untuk mendapatkan
kemaknaannya dengan menggunakan program SPSS 10.0 dengan signifikansi p<0,05

4.7. 2. Kadar IFN y

Data yang berasal dari variabel bebas (kadar IFN-y) menggunakan skala nominal
(pg/ml) dan variabel terikat yang berskala ordinal (berhasil dan gagal implantasi). Setelah
data selesai dimasukkan, kemudian dilihat distribusinya, dicari reratanya dan standar
deviasi. Selanjutnya dilakukan uji beda statistic of difference M-Whitney dan dianalisa
secara statistik kemaknaannya melalui program SPSS 10.0 dengan tingkat kemaknaan

p<0.05.
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4.7.3. Waktu transfer embrio

Data yang berasal dari variabel bebas (waktu transfer) menggunakan skala ordinal
(hari ...) dan variable terikat yang berskala ordinal (berhasil dan gagal implantasi). ).
Setelah data selesai dimasukkan, kemudian dilihat distribusinya. Selanjutnya dilakukan
uji korelasi dan dianalisa secara statistik Kendal’s tau-b melalui program SPSS 10.0 dan

telah ditentukan tingkat kemaknaan p<0.05.
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BAB 5.
HASIL PENELITIAN
5.1 Hasil penelitian

Sebanyak 31 orang wanita peserta program bayi tabung di Klinik Ingin Anak
“Permata Hati” RSUP DR Sardjito Yogyakarta yang telah menerima pemindahan embrio
periode September 1999 sampai Maret 2000 diikutkan sebagai subyek penelitian.
Didapatkan 6 subyek berhasil implantasi dan 25 subyek mengalami kegagalan implantasi.
Pada penelitian ini telah dipindahkan sebanyak 81 embrio(100%) dari 31 subyek
penelitian. Pada kelompok berhasil implantasi (n=6) telah dipmdahkan embrio sebanyak
18 embrio dengan perincian embrio kelas I sebanyak 9 embrio (50%), embrio kelas II
sebanyak 7 embrio (38,9%), embrio kelas III 2 embrio (11,1%) dan tidak memindahkan
embrio kelas IV karena memang tidak ada. Sedangkan kelompok yang gagal implantasi
(n=25) telah dipindahkan embrio sebanyak 63 embrio dengan perincian embrio kelas I
sebanyak 13 embrio (20,6%), embrio kelas II sebanyak 30 embrio (47,6%), embrio kelas
III sebanyak 20 embrio (31,8%) dan tidak memindahkan embrio kelas IV karena memang
tidak ada (0%) (Tabel 1. Implantasi dan penilaian kualitas embrio).

Perbandingan kadar IFN y serum kedua kelompok tersebut, rerata dan uji
statistiknya disajikan dalam Tabel 2 a Implantasi embrio dan kadar IFN y serum.
Sedangkan pada pengukuran kadar IFN y dari supernatan kultur juga dicoba dilakukan,
akan tetapi adanya kendala dana serta adanya subyek yang tidak bersedia men;gikuti
penelitian menyebabkan data yang berbasil dikumpulkan hanya sedikit (n=7), sehingga
hanya ditampilkan secara deskriptif seperti tersaji pada Tabel 2 b. Implantasi embrio dan

kadar IFN y supernatan kultur.
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Waktu transfer embrio dilaksanakan bervariasi pada hari ke-12 hingga hari ke-

21. Terbanyak dilakukan transfer embrio pada hari ke-14 (13 embrio pada kelompok

gagal implantasi dan 11 embrio pada kelompok berhasil implantasi) dan pada hari ke —12

ditransfer embrio paling sedikit (5 embrio pada kelompok gagal implantasi). Analisa

statistik dan table mengenai korelasi antara wakiu transfer dengan keberhasilan

implantasi disajikan pada table 3. Implantasi dan waktu transfer embrio

Tabel 1. Implantasi dan penilaian kualitas embrio

Hasil implantasi | total
Gagal | Berhasil
Kualitas Grade 1 13 9 22
Embrio Grade Il 30 7 37
Grade 111 20 2 22
Total 63 i8 81
Kendall's tau-b P=0,012

Koefisien Korelasi —0,267

Hipotesis 1 diterima oleh karena didapatkan perbedaan bermakna antara kualitas embrio

kelompok gagal implantasi dan kelompok yang berhasil implantasi (P=0,012). Selain itu

didapatkan pula korelasi negaiif antara kualitas embrio dengan hasil implantasi yaitu

semakin besar grade-nya makin besar kemungkinan mengalami kegagalan implantasi

embrio (koefisien korelasi —0,267), sebab makin besar grade makin jelek kualitas embrio.
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Tabel 2 a. Implantasi embrio dan kadar IFN y serum

Kelompok N | Minimum | Maksimum | Rerata | Simpangan baku
Gagal implantasi | 25 | 3,19 7,73 486 10,96
Berhasil implantasi | 6 | 3,94 8,11 582 | 1,66

Mann whitney U P=0193

Hipotesis 2a ditolak oleh karena tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar IFN y
serum antara kelompok yang gagal implantasi embrio dengan kelompok yang berhasil
implantasi embrio (P=0,193)

Tabel 2b. Implantasi embrio dan kadar IFN y kultur supernatan

No. | Nomer urut subyek | Kadar IFN y | Hasil implantasi
gagal | berhasil
1. 12 ] 3914 Gagal
2. 8 [ 91,27 Gagal
3. 10 | 12,52 Gagal
4, 11 420,99 Gagal
5. 17 | 4,194 Gagal
6. 20 | 4,577 Gagal
7. 31 (89,73 Berhasil

Data yang tersedia sangat sedikit yang disebabkan adanya kendala dana pemeriksaan
yang terbatas serta adanya subyek yang tidak bersedia mengikuti penelitian. Dari data
yang diperoleh pada kelompok berhasil implantasi hanya didapatkan 1 subyek saja,

.sehingga tidak dapat dilakukan uji beda secara statistik. Meskipun demikian terpaksa
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secara kasar metode ini juga tidak menjanjikan untuk dipakai sebagai determinan

keberhasilan implantasi embrio.

Tabel 3. Implantasi dan waktu transfer embrio

Waktu transfer Hasil implantasi Total
(Hari ke ...) Gagal implantasi | Berhasil implantasi
12 15 5
13 11 2 13
14 13 11 24
15 17 18
16 1 1
17 10 10
18 2 4
19 2
21 2 ‘
total 63 18 81

Korelasi Kendall's tau-b

P=0,274

Hipotesis ke-3 ditolak oleh karena tidak didapatkan korelasi antara waktu transfer embrio

dengan keberhasilan implantasi antara kelompok gagal implantasi dan kelompok

berhasil implantasi (P=0,274).
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BAB 6.
PEMBAHASAN
6.1.Kualitas embrio dan implantasi

Metode yang banyak digunakan untuk menilai kualitas embrio yang ada selama
ini dalam program IVF adalah berdasarkan penilaian dari Hill, yang membagi embrio
dalam empat kelas.!" Peran kualitas embrio terhadap keberhasilan implantasi pada
penelitian ini dapat ditunjukkan dengan adanya perbedaan bermakna secara statistik
dengan P= 0,012 (P<0,05), antara embrio yang berhasil implantasi dan yang gagal
implantasi di tiap-tiap kelas embrio. Dapat dilihat pada tabel 1, persentase embrio dengan
kualitas kelas I pada peserta yang berhasil implantasi (50%) jauh lebih besar
dibandingkan dengan yang gagal implantasi (20,6%). Sebaliknya, embrio dengan kualitas
yang buruk (embrio kelas IIT) lebih banyak didapatkan pada kelompok gagal implantasi
(47,6%) dibandingkan kelompok berhasil implantasi (11,1%). Selain itu dengan koefisien
korelasi yang negatif (KK= —0,267) dapat dikatakan bahwa makin tinggi grade embrio,
makin besar kemungkinan untuk gagal implantasi.

Komponen utama dari penilaian kualitas embrio dengan metode Hill adalah

ukuran blastomer dan fragmentasi. Morfologi embrio dengan ukuran blastomer yang baik

dan tidak adanya fragmentasi merupakan nilai yang utama. Beberapa penelitian
kemudian menghubungkan dengan adanya proses apoptosis dan nekrotisasi pada
embrio.”* Sebenarnya apoptosis adalah sebuah proses yang wajar terjadi pada sebuah
organisme yang merujuk pada pergantian dari sel oleh kematian sel itu sendiri. Kejadian
yang merupakan rangkaian dari apoptosis adalah kondensasi dari kromatin, pecahnya inti

sel, menggelembungnya membran plasma dan sel mengalami fragmentasi menjadi
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apoptosis bodies. Proses ini juga dikenal sebagai kematian sel yang terprogram
(programmed cell death), meskipun ternyata pengertian ini hanya menggambarkan satu
tipe saja dari apoptosis dan tidak terjadi pada semua tipe.*® Apoptosis dikatakan
merupakan penyebab yang tak tampak dari tingginya insiden fragmentasi yang terjadi
pada embrio preimplantasi yang mungkin dikaitkan dengan abnormalitas kromosom atau
kondisi kultur yang kurang menunjang. Sebuah penelitian mengenai kondisi kultur dari
dua jenis media kultur yang berbeda (M16 dan KSOM) dan pengaruhnya terhadap
embrio pre implantasi dari tikus yang berbeda strain (MF1 dan C57BL6/CBA)
menunjukkan bahwa komposisi kimia dan genetik membawa pengaruh terhadap tingkat
apoptosis masing-masing embrio.”® Penelitian mengenai apoptosis pada embrio sapi
preimplantasi yang menunjukkan adanya ekspresi Bcl-2 yang tinggi pada embrico dengan
kualitas yang baik, sedangkan pada embrio dengan kualitas yang buruk didapatkan
peningkatan ekspresi BAX. Rasio dari BAX tersebut dapat pula dipergunakan sebagai
petunjuk apakah embrio tersebut akan berkembang dengan baik ataukah mengalami
apoptosis. >’

Berdasarkan wawancara dengan beberapa dokter yang terlibat dalam
pelaksanaan program bayi tabung di Permata Hati terungkap bahwa faktor usia ibu
merupakan salah satu faktor dalam menghasilkan embrio yang berkualitas. Semakin tua
usia ibu, makin besar kemungkinan dihasilkan sel telur yang tidak baik. Sehingga
menghasilkan embrio yang berkualitas tidak baik. Jawaban para dokter itu disesuaikan
dengan refernsi yang menyebutkan bahwa sel-sel kumulus dari kelompok pasien IVF-ET
yang berusia diatas 40 tahun akan mengalami peningkatan insiden apoptosis yang sangat

bermakna.*®
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Kualitas embrio yang nyata-nyata dipengaruhi oleh kualitas sel telur yang
dihasilkan ibu ternyata juga sangat dipengaruhi oleh induksi ovulasi yang dilakukan™®.
Jenis induksi yang diberikan, lamanya atau jangka waktu pemberian, maupun tungginya
kadar dari estrogen, FSH dan LH yang dihasilkan oleh induksi tersebut sangat
mempengarohi. Meskipun demikian tampak adanya ketidakseragaman pendapat
mengenai penggunaan induksi ovulasi berdasarkan data catatan medisnya. Berbagai
penelitian menyebutkan bahwa kualitas sel felur yang dihasilkan dari induksi ovulasi
yang menggunakan GnRH analog akan lebihlbaik kualitasnya dibanding dengan jenis
induksi yang lain, misalnya dengan menggunakan klomifen siirat atau FSH. Selain itu
jangka waktu pemberian yang dikategorikan sebagai long protocole juga dikatakan dapat
meningkatkan kualitas sel telur, *°

Kualitas embrio juga dipengaruhi oleh faktor abnormalitas kromosom pada sel-
ovum. Embrio yang mengalami berhenti berkembang dan banyak fragmentasinya sering
disebabkan oleh adanya kelainan kromosom. Kelainan kromosom yang dibawa serta oleh
ovum tersebut antara lain disebabkan oleh adanya aneupioidi.“Peningkatan terjadinya
aneuploidi ternyata juga berkaitan dengan peningkatan usia ibu.

6.2. IFN y dan implantasi embrio

Interferon gamma termasuk kelompok sitokin yang merupakan glikoprotein
monomerik yang mengandung asam amino yang mempunyai panjang kurang lebih 21-24
Kd sub unit. IFN y dihasilkan oleh T helper type 0 dan T helper type 1 dan oleh hampir
semua sel T CD8+ atau sel T sitotoksik selain itu juga dihasilkan oleh sel Natural Killer .
Transkripsi langsung dimulai sebagai respon dari aktivasi antigen dan diperbanyak oleh

interleukin-2 dan interleukin-12. Keterlibatan IFN y dalam respon imun adaptif terutama
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dengan cara mengaktifkan makrofag terinfeksi untuk menghancurkan patogen intra
seluler.menyebabkan IFN y dimasukkan dalam kelompok T helper type 1 (Th 1). **
Konsep imunodeviasi antara Thl dan Th2 mengatakan bahwa kenaikan kadar IFN
v sebagai komponen ﬁtama Thl akan menyebabkan tejadinya dominasi Thl terhadap
Th2. Penpelitian terhadap hewan coba dan kelompok wanita yang sering mengalami
keguguran menunjukkan adanya peningkatan Thl dan tertekannya Th2, meskipun
sebenarnya telah dikejtahui bahwa sel-sel endometrium menghasilkan IFN y sebagai
mekanisme pertahananj terhadap proses inflamasi.'® Penelitian lain menunjukan adanya
peningkatan IFN ¥y ak:an mengakibatkan pertumbuhan trofoblas terhambat, menginduksi
hilangnya viabilitas tr:ofoblas serta menyebabkan kerusakan DNA trofoblas.'’ IFN y
sendiri selamanya dapat terdeteksi dalam serum darah, jaringan endometrium, plasenta,
amnion, peritoneum dan jaringan er-nbrio.19 Keberhasilan proses implantasi ditentukan

oleh adanya mekanismfe apoptosis dalam memelihara toleransi imun. IFN y sebagai salah

satu komponen Th-1 sangat berkaitan dengan proses apoptosis suatu sel. Apoptosis.

mungkin dikaitkan dengan kehilangan efek perlindungan oleh bcl-2 dimana diikuti
dengan peningkatan ekspresi protein bax. Penurunan ekspresi bcl-2 dan peningkatan
ekspresi bax di sel desidua merupakan salah satu karakteristik dari kegagalan kehamilan
di trimester I oleh karéna peran apoptosis. Ekspresi IFN y dan TNF o di vili-vili plasenta
mungkin menginduksi: apoptosis dari sel-sel sitotrofoblas. Hal ini diketahui dari sebuah
penelitian yang melihat adanya penurunan ekspresi protein bel-2 pada vili-vili plasenta
atau sitotrofoblas yang distimulasi dengan IFN y dan TNF o

Hasi! dari penelitian ini menunjukkan bahwa secara statistik tidak terdapat

perbedaan bermakna kadar IFN y antara subyek penelitian yang mengalami kegagalan

38




implantasi embrio (n=2§5; dengan rerata kadar IFN 4,86 + 0,86 pg/ml) dan yang berhasil
{n=6; dengan rerata 5482 + 0,66 pg/ml) dengan P=0,193, (lihat tabel.2 a). Sebuah
penelitian mengenai kaidar IFN v serum dalam bidang reproduksi dengan subyek yang
berbeda yaitu memban?dingkan kadar IFN y serum wanita fertil dan infertile ternyata
menghasilkan perbedaaﬁ bermakna secara statistik dengan p<0.05. Kelompok infertil
dengan rerata 834,5 + i62,991 pg/ml, sedangkan kelompok fertil dengan rerata 603,714
+137,97 dengan jumlahisubyek penelitian sebanyak 38 orang.*?

Penelitian lain rrélengenai kadar IFN vy serum yang berhubungan dengan keguguran
berulang juga pernah di:lakukan oleh Jenkins dan kawan-kawan.*® Penelitian ini membagi
subyek penelitian dalam 4 kelompok berbeda, yaitu kelompok 1 wanita sedang tidak
hamilkelompok 2 wanpita hamil primi trimester I ( 7.5 + 2.5 minggu kehamilan),
kelompok 3 wanita hamil (6.8 + 1.8 minggu) primi yang pernah mengalami abortus
spontan sekali, dan kelompok 4 wanita hamil (6.4 = 1.2 minggu) dengan riwayat abortus
berulang lebih dari 3 kiali. Masing-masing kelompok terdiri dari 10 orang subyek tanpa
mendépat perlakuan ;apapun, serum darah diperiksa kadar IFN y-nya dengan
menggunakan ELISA klt dari Amersham, UK. Hasil dari penelitian ini adalah terdapat
perbedaan bermakna kadar IFN y antara kelompok 2 dibanding dengan kelompok 4,
tetapi tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar IFN y dikelompok lain. Pada
penelitian ini kelompolic subyek penelitian pada program bayi tabung mempunyai subyek
yang hampir sama, yaitu wanita gagal hamil atau mengalami kegagalan implantasi
dengan kata lain tidak: sedang hamil (mirip dengan kelompok pada penclitian Jenkins
dkk yaitu wanita yang tidak hamil) dan wanita yang hamil (trimester I kehamilan 5

minggu berdasarkan f;Jemeriksaan USG. Tidak adanya perbedaan ini mirip dengan
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kondisi pada penelitian Jenkins dimana tidak terdapat perbedaan bermakna kadar IFN vy
antara kelompok 1 (wanita tidak hamil) dibanding kelompok 2 (wanita hamil primi).
Kesamaan penelitian ini juga pada penggunaan sampel serum dan metode ELISA yang
digunakan meskipun dengan menggunakan asal (pabrikan) kit yang berbeda. Adanya
perbedaan bermakna antara kelompok 2 dan 4 pada penelitian Jenkins dan kawan kawan
mungkin dapat diadaptasi dengan melakukan penelitian pada kelompok peserta program
bayi tabung yang telah mengalami aborsi pada kehamilannya.*

Angka rerata kadar IFN v subyek yang mengalami keberhasilan implantasi embrio
ternyata lebih besar dari rerata subyek yang mengalami kegagalan implantasi (5,82 + 0,96
pg/ml dibanding 4,86 + 1,66 pg/ml). Oleh karena perbedaannya tak bermakna, maka
hal ini tidak dapat diartikan bahwa pada subyek dengan keberhasilan implantasi sedang
menderita penyakit dengan patogen penyebab terekspresinya IFN y atau mengalami
gangguan non psikis. Kadar IFN y serum yang rendah pada kelompok gagal implantasi
mungkin mengindikasikan tidak adanya patogen-patogen yang menyebabkan
terekspresinya IFN y seperti m. tuberculosis, toxoplasma gondii, candida albican,
chlamydia trachomatis atau bahkan HIV.

Penelitian lain mengenai peran toxoplasma, malaria, chlamydia trachomatis (tiga
parasit intraseluler yang sering dibubungkan dengan kasus abortus atau recurrent
pregnancy loss) memang menunjukkan adanya ekspresi IFN y yang berlebihan. Tetapi
belum diketahui hubungan kausatif antara kenaikan IFN vy pada kasus tersebut dengan
kegagalan implantasi.”” Seperti diketahui toxoplasma adalah parasit intraseluler yang
dapat mengalami perpindahan secara trans plasental terutama pada fase akut atau periode

takizoit yang ditandai dengan Ig M yang tinggi. Peningkatan kadar IFN y pada saat akut
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dimaksudkan sebagat mekanisme pertahanan tubuh terhadap serangan infeksi. Penelitian
pada 2 tikus coba dengan strain yang berbeda, yaitu jenis AJ (tahan terhadap infeksi) dan
C57BL (rentan infeksi) menunjukkan bahwa hanya jenis C57BL yang mengalami
kenaikan kadar IFN y, dengan demikian tidak semua strain dapat mengalami peningkatan
kadar IFN y. Keterkaitan kemampuan peningkatan IFN y dengan ras atau genetik
mungkin saja juga terjadi pada manusia.*® Penelitian mengenai infeksi jenis lian yaitu
chlamidia dan kegagalan implantasi pada program IVF menunjukkan adanya kontroversi,
ada yang mengatakan tidak berpengaruh, tetapi ada pula yang mengatakan berpengaruh.
Meskipun demikian, peneliti yang mendukung kearah adanya hubungan chlamidia dan
kegagalan implantasi belum dapat mengungkap secara detail mekanismenya.*"**
Meskipun dalam infeksi chlamydia kadar IFN y jelas mengalami peningkatan yang
bermakna. Para peneliti bahkan menghubungkannya dengan hal-hal atan fennomena
kejadian yang sangat jauh misalnya dengan kerusakan epitel tuba fallopii selain itu ada
juga yang menghubungkan Ig G dari chlamidia trachomatis dengan buruknya respon
ovarium terhadap stimulasi gonadotropin sebelum IVE.*

Secara laboratoris penggunaan kit dalam pemeriksaan kadar IIFN y mungkin saja
berpengaruh terhadap hasil penelitian. Saat ini berbagai macam produk bagi pengukuran
kadar IFN v tersedia, seperti produk laboratorium CLB (Central Laboratorium Blood
Transfusion) Asterdam yang dipakai dalam penelitian ini, produk dari Laboratorium
R&D Amerika Serikat, produk dari Amersham, United of Kingdom, Inggris. Produk dari
CLB ini mencantumkan spesifitas dan sensitifitas yang cukup tinggi untuk berbagai
macam sampel yang digunakan. Patokan untuk nilai positif kadar IFN y pada orang sehat

yang tercantum pada produk ini adalah 10 pg/m1.33 Dengan menggunakan patokan ini,
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maka hasil dari penelitian ini dapat dikatakan bahwa kadar IFN y dari sampel serum yang
digunakan (x  SD) kenaikannya tidak terdeteksi atau subyek tidak ada yang sakit.

Penggunaan serum juga merupakan problem tersendiri bagi terekspresinya IFN vy
pada penelitian ini. Melalui diskusi dengan peneliti lain ada beberapa hal yang mungkin
terjadi dengan penggunaan serum yaitu bahwa serum yang tersimpan terlebih dahulu
(dikumpulkan) apalagi dalam waktu yang cukup lama, lebih dari 1 bulan misalnya, sering
mengakibatkan kadar IFN y mengalami penurunan dibandingkan dengan pemeriksaan
sampel serum segar (dilakukan pemeriksaan pada saat itu juga). Akan tetapi hal ini tidak
bisa menjadi patokan, oleh karena hasil diskusi dengan beberapa peneliti lain mengatakan
bahwa serum masih dapat dipergunakan setelah disimpan dalam jangka waktu yang
cukup lama, 2 tahun misalnya, asal disimpan dibawah —20 C. Pada penelitian ini seru,
disimpan dibawah ~20 sechingga dapat dianggap memenuhi syarat. Selain itu tidak ada
petunjuk pasti dari pabrik pembuat kit IFN y mengenai hal ini. 33

Selain serum darah, bahan yang digunakan untuk melihat kadar IFN y dapat
berasal dari kultur limfosit atau PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cullure) dengan
diinduksi dengan PHA (PhytoHaem Aglutinin) sebagai mitogen untuk memacu produksi
atau ekspresi IFN y. Pemeriksaan dengan cara ini selain cukup akurat juga dapat
memperlihatkan kapasitas produksi dari subyek. Kendala yang dialami jika menggunakan
kultur akan memakan biaya yang cukup tinggi dan waktu yang cukup lama untuk
mengerjakan kultur sehingga tidak dapat dipakai dalam pelayanan sehari-hari
dilaboratorium. Pada penelitian ini juga telah dicoba untuk mengadakan pengukuran
kadar IFN y yang berasal dari supernatan kultur PBMC. Beberapa subyek tidak bersedia

mengikuti penelitian dengan berbagai sebab antara lain tidak bersedia diambil darahnya
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atau tidak menjawab/hadir pada saat pelaksanaan pengambilan darah setelah diundang.
Hal ini menjadikan data yang ada menjadi terlalu sedikit dan untuk kelompok berhasil
implantasi hanya diikuti oleh satu subyek sehingga tidak memenuhi syarat untuk
dilakukan analisis statistik atau uji beda. Meskipun demikian hasil pengukuran ini tetap
ditampilkan pada tabel 2b. Tampak bahwa tidak terdapat linieritas antara kadar IFN vy
serum dengan kadar IFN y yang berasal dari supernatan kultur. Sehingga mungkin
terjadi kadar IFN y serum hampir sama dengan kadar IFN y yang berasal dari supernatan
kultur atau mungkin malah lebih tinggi. Sebuah penelitian lain yang membandingkan
kadar IFN y supernatan kultur subyek wanita yang mengalami riwayat abortus berulang
dan wanita yang mengalami abortus kemudian hamil normat menunjukkan tidak terdapat
perbedaan bermakna pada kultur 96 jam. Pada penelitian yang sama tetapi dengan
menggunakan kultur 24 jamdan kelompok yang berbeda menghasilkan kadar IFN y yang

tinggi secara bermakna pada wanita hamil dengan riwayat abortus berulang dibandingkan
dengan wanita hamil normal tanpa riwayat abortus sebelumnya.”’

Selain menggunakan sample serum dan supernatan kultur limfosit, untuk
mengetahui kadar IFN y dapat dilakukan dengan menggunakan saﬁlple jaﬁngan
endometrium vang dikultur sebelumnya. Disamping itu dapat pula dilakukan analisa RT-
PCR (reverse transkriptase-Polimerase Chain Reaction) dari jaringan itu. Penelitian
mengenai hal itu telah dilakukan dengan menggunakan subyek wanita dengan riwayat
abortus berulang dan wanita sehat dan fertile yang menjalani sterilisasi mefalui
laparoskopi sebagai kontrol. Hasiiﬁya sesudah menggunakan metoda RT-PCR ini IFN vy

positif didapatkan pada subyek riwayat abortus berulang dan tidak ditemukan satupun

.. 52
yang positif pada kontrol.’
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Penelitian lain yang berhubungan dengan IFN v juga pernah dilakukan untuk
mengetahui adanya pengaruh IFN y terhadap embrio. Embrio yang sedang dikultur diberi
IFN y dalam dosis tertentu kemudian kemudian diamati perkembangannya. Hasil yang
dapat disimpulkan adalah bahwa IFN y akan mempengaruhi atau meracuni embrio pada
hari ke 6 keatas. Jika diberikan sebelum hari ke 6, embrio masih akan tetap dalam kondisi
yang baik.>

6.3.Waktu transfer dan implantasi embrio

Penelitian komprehensif dengan menggunakan subyek peserta program IVF
ternyata keberhasilan implantasi tidak hanya ditentukan oleh kadar IFN y dalam konteks
keramahan endometrium atau kualitas embrio saja, tetapi masih ada beberapa hal lain
yang turut berperan. Kondisi yang sangat berperan aktif dalam menentukan keberhasilan
implantasi pada program [VFadalah penerimaan endometrium, yaitu :

Penerimaan endometrium (endometrium receptivity) terutama ditentukan oleh
adanya bahan-bahan yang mampu melckatkan hasil pembuahan dengan endometrium.
Pada manusia dikenal adanya protein yang disebut sebagai infegrins, yaitu golongan
protein permukaan sel yang bekerja sebagai reseptor utama bagi matriks ekstra seluler
janin atan extra celluler matrix (ECM) protein. Nama integrins -dipakai untuk
menunjukkan adanya infegral membrane glycoproteins yang memediasi adhesi sel
dengan sub strata lain (cell-substratum adhesion) atau adesi sel dengan sel (cell-cell
adhesion).“ Baik sel yang motil atau bergerak maupun sel yang non motil yang
menempel (implantasi embrio, respon imun/kekebalan, penyembuhan luka, dan
metastase/penyebaran tumor) sangatlah tergantung pada ECM atau integrin ini untuk

melekat dan mendukung kehidupan selanjutnya. Infegrins adalah glikoprotein dengan
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berbagai bentuk (heterodymeric glycoprotein) yang terdiri atas o dan B subunit yang
diekspresikan melalui membran sel. Berbagai integrin telah dike;lal untuk mengenali
rangkaian asam amino spesifik pada target molekul ECM seperti: laminin, collagen,
fibronectin, vitronectin dan sebagainya. Saat ini dikenal ada 14 macam subunit o dan 8
macam sub-unit 3. Kedua macam sub-unit ini akan berpasangan dan membentuk
berbagai kombinasi integrins. >

Dalam bidang reproduksi, integrins yang diproduksi oleh epitel endometrium
manusia adalah 02,03,a6, dan $3, 4. Beberapa integrins tampak pada porsi basolateral
dari sel epithelial yang mengindikasikan perannya dalam implantasi embrio (anchoring
embryo). Ekspresi dan konsentrasi berbagai infegrins tersebut ternyata ada dibawah
kontrol kadar hormon tubuh. Imfegrin al dan vitronectin reseptor (ovP3) sangat
dipengaruhi oleh kadar hormon dalam siklus menstruasi.*® Sebaliknya embrio sendiri
mungkin juga mengekspresikan infegrins. Tetapi hal ini belum jelas, meskipun telah
diketahui bahwa plasenta juga mengekspresikan berbagai macam infegrins sebagai
bagian dari pertumbuhan dan perkembangan janin. %’

Dalam teori implantasi juga dikenal istilah “window of implantation” atau
jendela implantasi yang dikembangkan oleh Finn 58 perdasarkan model pada mamalia 5
melalui interaksi reseptor antara embrio dan sel endometrium ibu dalam ekspresi ECM
dan Integrins.®® Pengertian jendela implantasi disini adalah saat dimana sel-sel
endometrium mengalami sekresi dan siap menerima proses implantasi embrio. Konsep
ini menggambarkan bahwa implantasi hanya terjadi pada saat tertentu saja, sebelum atau
sesudah saat-saat tertentu tersebut tidak akan pernah terjadi proses implantasi. ¢' Dengan

menggunakan scanning electron microscopy (SEM) akan didapatkan gambaran epitel
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endometrium sebagai berikut : sel-sel mikrovili seperti berambut yang berfusi menjadi
sebuah proyeksi membran tunggal yang disebut sebagai pinopode (gambar 4). %2 pada
kegagalan implantasi embrio tampak adanya ekspresi yang minimal dari piropode ini.
Berkurangnya kemampuan implantasi embrio pada siklus IVF dapat diakibatkan
oleh pematangan prematur dart endometrium yang mengikuti peristiwa perubahan
ekspresi pinopode. Pinopode endometrium terbentuk sekurang-kurangnya pada 4 hari
setelah pemberian hCG. Selanjufnya, peningkatan dini kadar progesteron mungkin
mempercepat penutupan dari jendela implantasi dan hal ini akan diikuti dengan

kemungkinan kegagalan implantasi.”’

Keterangan :
A. Gambaran endometrium hari ke 14
B. Gambaran endometrium han ke 17
C. Gambaran endometrium hari ke 19
. Gambaran endometrium hari ke 21

Gambar 4. Pencitraan pinopode dengan menggunakan mikroskop electron.

Sumber : Nikas G, Develioglu OH, Toner JP dan Jones HW. Endometrial
pinopodes indicate a shift in the window of receptivity in IVF cycle.
Hum Reprod 1999 14 (3) : 787-792.%
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Jendela implantasi rupanya berbeda-beda antara siklus alami, siklus
hiperstimulasi ovarium terkontrol ataupun siklus hormonal terkontrol akibat pemberian
estradiol dan progesteron dari luar. Penampakan pinopode pada siklus alami 28 hari akan
terjadi pada hari ke 20 sampai hari ke 21 kemudian menghilang. Pada siklus hiper
stimulasi ovarium terkontrol atau biasa disebut sebagai super ovulasi , pinopode akan
muncul mulai hari ke 18 sampai 22 (hari ke 14 adalah saat pengambilan oosit).
Sedangkan pada siklus hormonal terkontrol akibat pemberian estradiol dan progesteron,
pinopode akan tampak pada hari ke 6-8 pemberian progesterone. Penemuan ini dikatakan
berdampak langsung terhadap keberhasilan implantasi embrio. Pada siklus alami akan
didapatkan sinkronisasi antara kesiapan uterus dangan perkembangan embrio, sedangkan
pada siklus. IVF, perkembangan embrio mungkin mengalami keterlambatan selama
didalam kultur in vitro, sementara proses pematangan uterus terus berjalan. Tentunya hal
ini akan mengakibatkan kesempatan implantasi atan jendela implantasi akan tertutup
sebelum tercapainya tahap yang memungkinkan terjadinya implantasi.64

Waktu yang tepat untuk implantasi embrio pada manusia belum jelas
benar.Kemungkinan terjadi pada saat ekspresi integrin 3 sub-unit yang secara mendadak
muncul pada hari ke 20 dari siklus menstruasi. Asinkroni antara perkembangan embrio
dan reseptivitas atau penerimaan uterus (perlambatan pembukaan “window of
implantation yang ditandai dengan terlambatnya ekspresi B3 integrin) akan menyebabkan
kehilangan kehamilan (pregnancy loss). Jadi pemunculan 33 infegrin dapat membedakan
atau dapat dipakai sebagai marker (tanda) in phase atau out phase pada saat transfer
embrio.®’ Pada penelitian ini belum didapatkan gambaran secara bermakna korelasi waktu

atau saat pemindahan embrio dengan keberhasilan implantasi (korelasi kendall’s tau-b
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p=0,274) (lihat table 3). Transfer embrio biasanya dilakukan 3 hari setelah ovum pick up
atau aspirasi oosit dan kemungkinan implantasinya terjadi pada hari ke 5-7 setelah
OPU.*! Waktu transfer embrio pada kelompok gagal implantasi paling sering dilakukan
pada hari ke 15 dan didominasi oleh transfer hari ke 13-21 menstruasi. Jika transfer
embrio dilakukan 3 hari pasca OPU dan implantasi mungkin terjadi pada hari ke 5-7
pasca OPU berarti kemungkinan implantasi terjadi hari ke 15-25. Hal ini mungkin
kurang pas dengan teori bahwa window of implantation mungkin terjadi pada hart 18-22
pada siklus dengan induksi ovulasi. Sehingga subyek yang dilakukan transfer hari ke 12,
18, 19, dan 21 besar kemungkinan mengalami kegagalan implantasi. Meskipun demikian
dimungkinkan adanya faktor lain yang mempengaruhi keberhasilan tersebut.

Pada penelitian ini tampak bahwa transfer embrio yang dilakukan pada hari ke
12, mengalami kegagalan implantasi embrio, kemungkinan karena implantasinya
mendahului masa “window of implaniarion” atau belum in phase. Pada kasus hiper
stimulasi pcrtumbuhan pinopode berlangsung mulai hari ke 18, sehingga subyek ini juga
mungkin mengalami “hiper-hiper stimulasi” atau lebih dari sekedar hiper stimulasi.
Dapat disebut sebagai hiperstimulasi jika didapatkan beberapa tanda antara lain ukuran
ovarium 6-12 cm atan gambaran roda pedati pada pemeriksaan ultrasonografi.
Hiperstimulasi ovarium terjadi setelah luteinisasi folikuler secara massif. Hal ini dapat
dilihat pada ovarium yang mendapatkan hCG atau sebuah puncak peningkatan LH yang
diinduksi oleh peningkatan produksi estrogen dari perkembangan folikel. Pada penderita
penyakit ovarium polikistik dengan peningkatan kadar LH, cukup banyak yang
mengalami sindroma hiperstimulasi dengan pemberian klomifen sitrat dan

gonadotrophin.®®
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6.4. Hal-hal lain yang mempengaruhi implantasi

6.4.1. Keramahan endometrium.

Keramahan endometrium dalam kehamilan dapat dijabarkan pada konsep bahwa
embrio adalah “ non self” dan akan mendapat reaksi tubuh yang bermacam sehubungan
dengan statusnya itu.22 Berdasar asumsi tersebut berkembang teori keramahan yaitu :
Jetal maternal histocompatibility dan maternal natural killer cell response. Teori fetal
maternal histocompatibility didasarkan pada adanya abortus berulang yang bérhubungan
dengan kompatibilitas HLA tipe I antara ibu dan anak. Jika ayah dan ibu mempunyai
gene HLA set yang mirip, maka compatibility ini akan menghambat imun sistim ibu
untuk merﬁproduksi antibodi terhadap HLA embrio. Demikian juga teori maternal
natural killer cell response menyatakan bahwa respon yang abnormal pada ibu atau
embrionya terhadap HLA tipe I berperan dalam gangguan kehamilan. Kedua teoﬁ ini
masih belum meyakinkan karena kebanyakan berdasar pada penelitian in vitro dan bukan
in vivo.

6.4.2. Abnormalitas kadar steroid ovarium.

Selain faktor endometrium, tingginya kadar steroid ovarium ternyata turut
mempengaruhi terjadinya kegagalan implantasi embrio sebagai konsekuensi dari
pengobatan atau pemakaian gonadotropin. Kemampuan menerima uterus (uferine
receptivity) sebenamya mengalami kekacauan selama hiperstimulasi ovarium yang
terkontrol yang digunakan pada program IVF. Tujuan utama pemakaian obat-obatan
induksi ovulasi ini adalah menghasilkan lebih banyak sel telur, sebagai akibatnya
keadaan suprafisiologis dari kadar hormon steroid juga muncul. Kadar E2 (estradiol)

yang tinggi dan perubahan rasio E2/P (estradiol/progesterone) juga berhubungan dengan
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kegagalan penerimaan endometrium. Kadar E2 >3000 pg/ml pada hari pemberian hCG
ternyata mengakibatkan kegagalan penerimaan endometrium tanpa mempengaruhi
kualitas embrio yang dihasilkan.®” Kehamilan dan rata-rata implantasi menurun sebagai
akibat dari peningkatan kadar E2 pada hari ke 4 sampai hari ke 6 setelah pengambilan sel
telur (periode pre implantasi). Hal ini diyakini telah terjadi miliu endokrin yang abnormal
yang berakibat terjadinya kegagalan implantasi embrio.®®  Sebuah penelitian lain
mengikutkan pasien yang telah mengalami kegagalan implantasi pada program IVF
dengan 3-4 embrio yang berkualitas baik dan kadar E2>3000 pg/m! pada hari pemberian
hCG. Kemudian peneliti membandingkan antara pemékaién regimen step-down dengan
protokol standar pada siklus berikutnya.Hasilnya adalah kadar E2 menjadi lebih rendah
secara bermakna pada regimen step down, tetapi jumlah sel telur yang dihasilkan termyata
juga lebih sedikit dibanding dengan protokol standar. Jumlah embrio dan kualitas yang
dihasilkan tidak berbeda, akan tetapi implantasi dan rata-rata kehamilan pada subyek
dengan regimen step-down berbeda bermakna. Hal ini menunjukkan pengurangan kadar
E2 yang abnormal tinggi hingga mendekati keadaan yang fisiologis dapat meningkatkan
keberhasilan implantasi embrio.®

6.4.2. Keterkejutan embrio yang diakibatkan oleh perubahan media kultur
(culture shock media). |

Peran media kultur terhadap keberhasilan mendapatkan embrio dengan kualitas
yang baik telah banyak dilakukan. Meskipun demikian media kultur yang mendekati
keadaan atan komposisi yang sealami mungkin masih terus dicari. Sekarang telah banyak
tersedia media kultur dengan berbagai keunggulan masing-masing, akan tetapi media

kultur yang mirip atau mendekati komposisi yang sebenarnya dari sekresi tuba Fallopii
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dan uterus masih sulit untuk diwuyjudkan. Perbedaan miliu yang terjadi akibat proses
pemindahan embrio dari media kultur invitro ke uterus tentu akan menimbulkan
keterkejutan secara fisik. Saai ini mulai dikembangkan kultur bertahap yang mendekati
keadaan fisiologis tersebut yang kemudian dikenal sebagai kultur G1 dan G2. Kultur
sebelumnya hanya didasarkan pada kadar karbohidrat di dalam tuba Fallopii dan
mengandung asam amino non esensial dan didisain untuk keberlangsungan
perkembangan embrio sampai tahap pembelahannya. Kultur yang terbaru didasarkan
pada kadar karbohidrat di dalam uterus yang mengandung asam amino esensial dan asam
amino non esensial untuk menghadapi perkembangan dan diferensiasi blastokis. Kultur
dilakukan sampai pada hari ke 5 dan dibagi dalam dua tahap. Dengan cara ini embrio
tidak akan terpapar atan mengalami keterkejutan oleh stres seluler di dalam uterus
sebagaimana yang terjadi selama ini dengan transfer pada hari ke 2 atau ke 3. Sebagai
bukti dari perlakuan ini, Gardner, peneliti, dapat menghasilkan 68% rata-rata kehamilan
per pengambilan sel telur dan 48% keberhasilan implantasi per transfer. Angka-angka ini
sangat tinggi dibandingkan dengan 13-18% keberhasilan implantasi pertransfer dengan
menggunakan perlakuan kultur sebelumnya. 7

6.4.3. Kegemukan.

Kegemukan yang dimaksud disini adalah wanita yang mempunyai body mass
index (BMI) lebih dari 25 kg/m2. Selama ini kegemukan pada wanita sering dihubungkan
dengan adanya ovarium polikistik yang sering menyebabkan terjadinya an ovulasi dan
buruknya respon ovarium terhadap stimulasi.”' Hal ini dikaitkan dengan peningkatan
kadar serum leptin pada cairan folikel. Penelitian mengenai BMI dan keberhasilan

implantasi sudah dilakukan oleh beberapa peneliti yang menghasilkan penemuan
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hubungan yang bermakna antara tingginya rasio BMI : serum leptin dengan kegagalan
implantasi embrio pada peserta program IVF.” Demikian juga data rata-rata kehamilan
peserta program [VF sebanyak 144 orang yang dilakukan oleh Advance Fertility Center
Chicago terdapat penurunan yang bermakna pada wanita dibawah usia 40 tahun dengan
BMI > atau = 25kg/m2.” Penelitian secara prospektif terhadap 383 peserta IVF yang
menerima berbagai jenis stimulasi ovarium (GnRHa, FSH atau HMG, dan klomifen
sitrat kemudian didukung oleh progesterone) menunjukkan adanya faktor resiko terhadap

kegagalan implantasi embrio dan sedikitnya jumlah sel telur yang didapatkan pada wanita

. dengan BMI > atau = 25 kg/m2. ™

6.4.3. Lain-lain

Selain ke tiga hal diatas termnyata masih ada yang berpengaruh terhadap
keberhasilan implantasi embrio terutama pada program IVF. Meskipun masih banyak
terjadi pertentangan pendapat, beberapa penelitian lain menyebutkan adanya pengaruh
anti phospholipid antibodi (APA). Sebenarnya APA terbentuk untuk melawan sebuah
variasi dari epitop phospholipid yang terdapat baik ekstra maupun interseluler. Bentuk
reaksi dari APA tidak terlihat memiliki efek secara sistemik terhadap organisme
matemal. Akan tetapi, APA dapat terlibat dalam perubahan villi sitotrofoblas menjadi
sinsitiotrofoblas (sinsisialisasi, respirasi dan interaksi endokrin antara janin yang
berkembang dengan induknya, secara langsung merusak sitotrofoblas ekstra vilious, dan
kemudian terjadi perubahan signaling HLA G).” Tetapi sebuah meta analisis terhadap
beberapa penelitian tentang pengaruh APA terhadap kegagalan implantasi embrio pada
program IVF menghasilkan kesimpulan bahwa kadar serum APA tidak mempunyai

hubungan yang bermakna dengan kegagalan implantasi embrio pada program IVE®
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BAB 7.

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

Penelitian ini menghasilkan kesimpulan antara lain terdapat perbedaan bermakna

kualitas embrio kelompok gagal implantasi dan berhasil implantasi serta ada korelasi
negatif antara kualitas embrio dengan keberhasilan implantasi. Makin besar grade
embrio, makin besar pula kemungkinan kegagalan implantasi. Pada penelitian ini tidak
didapatkan perbedaan bermakna kadar IFN y serum dan tidak didapatkan korelasi antara
waktu transfer embrio dengan keberhasilan implantasi pada kedua kelompok subyek

penelitian.

7.2. Saran

Beberapa hal yang dapat disarankan oleh peneliti antara lain adalah
perlunya untuk mengadakan penapisan terhadap kemungkinan adanya infeksi
pada subyek penelitian guna mengetahui asal dari kenaikan kadar IFN vy. Sebagai
lanjutan dari penelitian ini dapat dilakukan penelitian lain dengan subyek yang
lebih banyak, baik yang menggunakan sampel serum maupun dari supernatan
kultur limfosit dengan mitogen. Jaringan lokal seperti endometrium dapat pula
diajukan sebagai sample penelitian untuk mendeteksi kemampuan produksi IFN vy
jika ada stimulan. Kelompok Th2 (IL4 dan IL10 ) sebagai pembanding

disarankan ikut diukur kadarnya, sehingga dimungkinkan untuk mendapétkan

rasio antara Th-1 dan Th-2.
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