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ABSTRAK 

Latar Belakang : Kriopreservasi jaringan ovarium merupakan salah satu pendekatan cara 

mempertahankan fertilitas pada wanita yang diprediksi mengalami kegagalan ovarium 

prematur sebagai konsekuensi dari kemoterapi, radioterapi atau kelainan genetik. 

Kriopreservasi dengan vitrifikasi menjadi fokus investigasi meskipun masih terdapat 

kontroversi terhadap  hasil akhirnya, karena belum ada protokol optimal untuk vitrifikasi 

serta data vitrifikasi jaringan ovarium manusia masih terbatas dan berlainan hasil. Tujuan 

dari penelitian ini untuk mengevaluasi metode vitrifikasi modifikasi Suzuki pada folikel 

primer jaringan korteks ovarium  

Metode : Penelitian ini menggunakan uji eksperimental jenis one shot case study dengan 

menggunakan 28 jaringan korteks ovarium kambing (Capra aegagrus hircus) yang terbagi 

dalam 4 perlakuan yaitu jaringan korteks ovarium fresh non transplan, jaringan fresh 

ditransplantasikan ke CAM (chorioallantoic membrane) ayam, jaringan di vitrifikasi non 

transplan dan jaringan di vitrifikasi yang ditransplantasikan ke CAM. Penilaian 

fragmentasi DNA folikel primer pada setiap grup dilakukan dengan metode TUNEL (TdT-

mediated dUTP-biotin nick end labeling) yang dilakukan di laboratorium fisiologi Fakultas 

Kedokteran, Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan Universitas Gadjah Mada 

Yogyakarta. Analisis statistik data penelitian dilakukan dengan uji ANOVA. 

Hasil : Fragmentasi DNA pada folikel primer grup fresh non transplan : 17,39 %, fresh 

transplan : 12,5 %, vitrifikasi non transplan : 17,39 % dan vitrifikasi transplan 7,4 %. Uji 

komparasi 4 grup didapatkan p = 0.782 (p<0.05). 
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Simpulan : Tidak terdapat perbedaan signifikan fragmentasi DNA folikel primer jaringan 

korteks ovarium antara fresh non transplan, fresh transplan, vitrifikasi non transplan dan 

vitrifikasi transplan yang menunjukkan metode vitrifikasi modifikasi Suzuki dapat 

mempertahankan folikel dari fragmentasi DNA.  

 

Kata Kunci : Kriopreservasi, vitrifikasi, fragmentasi DNA, TUNEL 

 

ABSTRACT 

Background : Ovarian tissue cryopreservation is one approach to maintaining fertility in 

women who are predicted to experience premature ovarian failure as a consequence of 

chemotherapy, radiotherapy or genetic disorders. Vitrified cryopreservation is the focus of 

investigations although there is still controversy over the final results, because there is no 

optimal protocol for vitrification and human ovarian tissue vitrification data is still limited 

and different. The purpose of this research is for evaluating the Suzuki modification 

vitrification method on primary follicles of ovarian cortex tissue  

Method : This research is an experimental test type of one shot case study using 28 goat 

ovarian cortex tissues (Capra aegagrus hircus) which are divided into 4 treatments, 

namely fresh non-transplanted ovarian cortex tissue, fresh tissue transplanted into chicken 

CAM (chorioallantoic membrane), tissue in non-transplanted vitrification and vitrified 

tissue transplanted into CAM. Assessment of primary follicular DNA fragmentation in each 

group was carried out using the TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) 

method conducted at the physiology laboratory of the Faculty of Medicine, Public Health 

and Nursing, University of Gadjah Mada Yogyakarta. Statistical analysis of research data 

was carried out with the ANOVA test. 

Conclusion : There were no significant differences in DNA fragmentation of primary 

follicles of ovarian cortex tissue between fresh non-transplanted, fresh transplanted, non-

transplanted vitrification and transplant vitrification which showed that Suzuki's modified 

vitrification method can defend follicles from DNA fragmentation.  

Keywords : Cryopreservation, vitrification, DNA fragmentation, TUNEL 

 

 

PENDAHULUAN 

 Beberapa tahun terakhir, permintaan preservasi fertilitas karena alasan onkologi 

dan non-onkologi serta alasan pribadi meningkat secara dramatis, dan untuk memenuhi 

permintaan ini akan menjadi tantangan besar di tahun-tahun mendatang. Saat ini, 

kriopreservasi embrio dan kriopreservasi oosit setelah stimulasi ovarium adalah satu-

satunya metode preservasi kesuburan yang didukung oleh American Society for 

Reproductive Medicine. Namun, banyak ahli percaya bahwa sekarang ada cukup bukti 

untuk mendukung penggunaan kriopreservasi jaringan ovarium sebagai terapi yang valid 

dan teknik yang efektif bukan hanya sebagai eksperimen saja (Donnez dan Dolmans, 

2017).  

 Kriopreservasi jaringan ovarium manusia merupakan salah satu pendekatan cara 

mempertahankan fertilitas pada wanita yang diprediksi mengalami kegagalan ovarium 

prematur sebagai konsekuensi dari kemoterapi, radioterapi atau kelainan genetik. 
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Kriopreservasi merupakan pilihan yang paling baik untuk usia prapubertas dan bagi 

banyak wanita muda untuk menyimpan oosit. Sampai saat ini, autotransplantasi jaringan 

korteks ovarium yang dibekukan dan kemudian di-thawing telah menghasilkan kelahiran 

24 anak-anak yang sehat di seluruh dunia (Sheiki, 2013). Kriopreservasi oosit manusia dan 

embrio atau blastokis merupakan pilihan penting dalam teknik reproduksi berbantu. Ini 

memberi kesempatan bagi pasien untuk memiliki lebih dari satu kesempatan dengan hanya 

sekali stimulasi ovarium, sehingga mengurangi paparan pasien terhadap gonadotrofin 

eksogen (Tavukcuoglu et al, 2012). 

 Kriopreservasi dan transplantasi jaringan ovarium masih merupakan prosedur 

eksperimental untuk preservasi fertilitas pada wanita yang mengalami kegagalan fungsi 

reproduksi. Teknik ini memungkinkan sebagai alternatif terapi medis untuk mengobati 

gangguan medis utama akibat obat gonadotoxic. Jaringan ovarium dapat diambil dengan 

laparoskopi atau laparotomi dengan melakukan beberapa biopsi ovarium, atau ooforektomi 

parsial, uni atau bilateral dan kemudian dilakukan vitrifikasi. Jaringan ovarium yang 

divitrifikasi selanjutnya dilakukan autotransplantasi setelah selesainya terapi medis dengan 

obat gonadotoxic. Selain itu dapat berfungsi juga sebagai sumber folikel untuk IVM/ in 

vitro maturation (Amorim et al, 2012). Autotransplantasi akan bermanfaat terutama pada 

pasien yang berurusan dengan perawatan imunosupresan. Pilihan yang paling 

menguntungkan adalah autotransplantasi ortotopik karena menyerupai pada konsepsi 

alami, sementara transplantasi heterotopic adalah alternatif autotransplantasi lain. Baik 

allotransplantation (spesies yang sama) maupun xenografting pada hewan dari spesies yang 

berbeda juga menyediakan opsi dan perawatan lebih lanjut. 

 Vitrifikasi adalah teknik yang cepat dan sederhana yang menunjukkan prospek 

nyata untuk kriopreservasi jaringan biologis heterogen seperti korteks ovarium. Untuk 

meminimalkan toksisitas krioprotektan tanpa mempengaruhi sifat vitrifikasi, 

konsentrasinya yang relatif rendah dari krioprotektan yang berbeda dapat dikombinasikan. 

 Protokol vitrifikasi tidak meningkatkan persentase folikel dan sel stroma pada 

fragmentasi DNA setelah warming. Dengan demikian vitrifikasi korteks ovarium tidak 

didapatkan kerusakan DNA ireversibel yang mungkin timbul akibat apoptosis dan / atau 

aktivasi stres oksidatif (Sanfilippo et al, 2015). Namun dalam sebuah penelitian 

sebelumnya, Xiao et al,  melaporkan peningkatan yang signifikan dalam fragmen DNA 

TUNEL yang dinilai pada folikel manusia dan sel stroma setelah vitrifikasi dengan kontak 

langsung korteks ovarium dengan nitrogen cair.  

 Penelitian ini mengamati protokol vitrifikasi modifikasi dari Suzuki pada folikel 

primer. 

 

SUBYEK DAN METODE PENELITIAN 

 Penelitian ini menggunakan ovarium dari kambing yang didapatkan fresh dari 

tempat pemotongan hewan (RPH) ditempatkan dalam botol transport dengan 

menggunakan medium M199, FBS. Untuk menjaga kualitas ovarium agar tetap baik 

setelah proses pemotongan hewan menuju laboratorium dilakukan dengan cara 

menempatkan ovarium pada kondisi lingkungan yang tepat (Silva et al,. 2014). Waktu, 

suhu dan medium yang digunakan merupakan beberapa faktor yang berpengaruh terhadap 

kondisi ovarium selama penyimpanan. (Santos et al, 2002; Tulake et al, 2014; 

Febretrisiana et al, 2015). Titik kritis yang perlu perhatian khusus adalah periode dari saat 

pemotongan ternak dengan saat ovarium diproses untuk koleksi oosit. Rentang waktu ini 
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merupakan penentu kualitas ovarium dan oosit yang akan diperoleh. Medium untuk 

penyimpanan ovarium selama transportasi diupayakan pada suhu yang optimal untuk 

ovarium baik dalam keadaan dingin (40C) (Febresitrisiana dan Pamungkas, 2017). 

Kemudian jaringan ovarium bagian korteks dipotong dengan ukuran 1 x 1 x 0,1 cm3 

dengan menggunakan tissue slicer. 

 Jaringan kemudian di bagi menjadi 4 kelompok dengan perlakuan berbeda antara 

lain vitrifikasi non transplan, vitrifikasi transplan, fresh non transplan, fresh transplan. 

Pada perlakuan unfrozen/fresh non transplan potongan jaringan ovarium langsung difiksasi 

dalam 4% paraformaldehid (PFA 4%) dan dilakukan pemeriksakan histologi. Pada 

perlakuan vitrifikasi potongan jaringan ovarium dilakukan protocol vitrifikasi 

menggunakan resep vitrifikasi modifikasi Suzuki et al (2015).  

 Resep vitrifikasi menurut Suzuki et al (2015) telah dimodifikasi dari medium dan 

serumnya. Dimana TCM199 diganti dengan M199 dan SSS diganti dengan FBS. Menjadi 

sebagai berikut: 

1. Medium (M199)+ 20% serum (FBS) + ethylon glikol 10% 5 menit 

2. Medium (M199)+ 20% serum (FBS)+ ethylon glikol 20%  5menit 

3. Medium (M199)+ 20%serum (FBS) +35% ethylon glikol +5% PVP+0,5 mol/L sukrosa 

 15 menit 

Resep thawing Suzuki et al (2015) dengan modifikasi : 

1. medium+20% serum+0,8M sukrosa  1 menit 

2. medium+205serum+ 0,4 M sukrosa (3 menit) 

3. medium +20% serum (5 menit) 

4. medium +20% serum (5 menit) 

 Setelah satu hari dalam kondisi beku potongan jaringan dilakukan protocol thawing 

sesuai resep Suzuki et al (2015). Setelah melalui prosedur vitrifikasi dan thawing,  jaringan 

diperkecil ukurannya menjadi 0,5x0,5x0,1 cm3. Jaringan korteks ovarium pasca vitrifikasi-

thawing ditanam pada chorioallantoic membrane (CAM) telur ayam berusia 5-10 hari 

selama 5 hari pada suhu 37-38OC dan kelembaban 44%. Jaringan kemudian dipanen 

difiksasi dalam 4% paraformaldehid dan dibuat sediaan histologis serta dilakukan 

pemeriksakan histologi. Adapun pemeriksaan histologi yang dilakukan pada keempat 

perlakuan adalah DNA fragmentasi menggunakan TUNEL dengan kontrol positif uji 

optimasi DNase.  

 Pemeriksaan DNA fragmentasi menggunakan pemeriksaan TUNEL pada keempat 

kelompok perlakuan. Folikel dikategorikan atretic jika ditemui 49% dari GC dan oosit 
positif TUNEL. Data berupa persentase folikel primer atretic dari tiap potongan ovarium 

unfrozen dan vitrifikasi kemudian dianalisis secara statistik. 

 Metode penelitian ini menggunakan uji eksperimental jenis one shot case study 

dengan menggunakan 28 jaringan korteks ovarium kambing (Capra aegagrus hircus) yang 

terbagi dalam 4 perlakuan yaitu jaringan korteks ovarium fresh non transplan, jaringan 

fresh ditransplantasikan ke CAM (chorioallantoic membrane) ayam, jaringan di vitrifikasi 

non transplan dan jaringan di vitrifikasi yang ditransplantasikan ke CAM. Penilaian 

fragmentasi DNA folikel primer pada setiap grup dilakukan dengan metode TUNEL (TdT-

mediated dUTP-biotin nick end labeling) yang dilakukan di laboratorium fisiologi Fakultas 

Kedokteran, Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan Universitas Gadjah Mada 

Yogyakarta. Analisis statistik data penelitian dilakukan dengan uji ANOVA. 
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HASIL PENELITIAN 

 Dari semua sampel terdapat folikel yang tampak setelah pengecatan HE 

(hematoksilin-eosin), seperti terlihat dalam gambar berikut ini : 

 
Gambar 1. Gambaran folikel  dengan pewarnaan HE 

 

 Tampak gambaran folikel primer (anak panah) adalah folikel ovarium yang belum 

matang, yang dikelilingi oleh satu atau beberapa lapisan sel granulosa kuboid. 

 

Tabel 1. Data deskripsi histologi 

 Grup Folikel 

Primordial 

Folikel 

Primer 

Folikel 

Sekunder 

Total 

Fresh non 

transplan  

(FN) 

110 46 2 158 

Fresh  

transplan  

(FT) 

105 16 0 121 

Vitrifikasi  

non transplan 

(VN) 

63 23 0 86 

Vitrifikasi 

transplan 

 (VT) 

68 27 2 75 

 

Dari tabel di atas didapatkan jumlah folikel primordial dominan pada setiap grup, sedang 

fokus penelitian ini adalah folikel primer dimana peran FSH sudah terjadi pada tahap ini. 

Grup FN sebanyak 29,1 % dari total folikel pada grup FN, grup FT 13,2 %, grup VN 26,7 

% dan grup VT 36 %. 
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Gambar 2. Gambar folikel primer terfragmentasi (anak panah) 

 

Tabel 2. Data folikel primer terfragmentasi 

Grup Folikel Primer 

Jumlah Positif (%) 

Fresh non 

transplan  

(FN) 

46 17,39 

Fresh  

transplan  

(FT) 

16 12,5 

Vitrifikasi  

non transplan  

(VN) 

23 17,39 

Vitrifikasi 

transplan  

(VT) 

27 7,4 

  

 Pada folikel primer terfragmentasi didapatkan angka terendah pada kelompok 

vitrifikasi transplan (7,4 %) dan pada kelompok non transplan mendapatkan hasil yang 

sama (17,39 %). 
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Grafik 1. Rerata Jumlah Folikel Primer Terfragmentasi 

  

Uji normalitas dan varians data menunjukkan semua grup mempunyai data yang 

normal dan sama, p=0,260 (p>0,05). Dari uji ANOVA komparasi 4 grup folikel primordial 

terfragmentasi didapatkan p = 0.782 (p<0.05) yang berarti tidak terdapat perbedaan 

fragmentasi DNA folikel primordial antara fresh non transplan, fresh transplan, vitrifikasi 

non transplan dan vitrifikasi transplan pada model binatang. 

 

PEMBAHASAN 

 Kriopreservasi oosit dari folikel pra-antral telah dipelajari selama dekade terakhir. 

Prosedur dapat dibagi antara kriopreservasi jaringan ovarium atau folikel yang terisolasi. 

Sebagian besar penelitian menggambarkan protokol pembekuan lambat/pencairan cepat 

untuk fragmen ovarium cryopreserve. Gambaran histologi menunjukkan bahwa folikel 

mempertahankan integritas morfologisnya, dan transplantasi jaringan ovarium 

menunjukkan bahwa folikel dapat memulai kembali pertumbuhannya dan akhirnya 

berovulasi. Beberapa kelompok penelitian telah memperoleh keturunan menggunakan 

prosedur ini pada tikus dan domba. Berkenaan dengan kriopreservasi folikel terisolasi, 

beberapa penelitian yang dilaporkan di daerah ini menggunakan protokol pembekuan yang 

sama, dan beberapa dari mereka menggambarkan pertumbuhan folikel menggunakan 

kultur in-vitro. Hasil terbaik diperoleh pada tikus, dengan kelahiran hewan setelah 

kriopreservasi dan kultur folikel. Namun, studi tambahan diperlukan untuk pemahaman 

yang lebih baik tentang peristiwa selama kriopreservasi folikel dan untuk menetapkan 

protokol standar untuk transplantasi ovarium atau kultur folikel (Amorim et al, 2003). 

 Kriopreservasi jaringan kortikal ovarium yang mengandung folikel primordial dan 

primer dalam jumlah tinggi akan bermanfaat bagi wanita muda yang akan menjalani 

kemoterapi atau radioterapi, atau mengantisipasi kegagalan ovarium prematur. Jaringan 

ovarium manusia telah berhasil cryopreserved menggunakan dimetil sulfat, propanediol 

dan etilen glikol sebagai cryoprotectants. Pematangan oosit dalam kultur in vitro dari 

folikel awal akan lebih baik daripada penanaman kembali untuk anak perempuan dengan 

keganasan yang dapat ditanam kembali dengan jaringan. Untuk saat ini kami telah berhasil 

mengkultur folikel primordial dan primer manusia kriopreservasi ke sekunder, dan kadang-
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kadang ke tahap antral awal dalam kultur organ dalam irisan jaringan kortikal dalam 

matriks ekstraseluler. Pematangan oosit dalam kultur in vitro dari folikel awal akan lebih 

baik daripada penanaman kembali untuk anak perempuan dengan keganasan yang dapat 

ditanam kembali dengan jaringan. Untuk saat ini kami telah berhasil mengkultur folikel 

primordial dan primer manusia kriopreservasi ke sekunder, dan kadang-kadang ke tahap 

antral awal dalam kultur organ dalam irisan jaringan kortikal dalam matriks ekstraseluler. 

Viabilitas setelah pencairan telah ditunjukkan secara morfologis, menggunakan tes 

viabilitas, dengan mentransplantasikan jaringan ke tikus immunodeficient, dan dengan 

mengkulturnya secara in vitro. (Hovatta, 2000). 

 Dalam studi ini didapatkan tidak adanya perbedaan jumlah folikel dan morfologi 

dari sebelum dan sesudah perlakuan. Hal ini sesuai dengan penelitian Wiweko et al (2014) 

yang menyatakan tidak adanya perbedaan bermakna morfologi dari sel granulosa, stroma 

dan kolagen jaringan ovarium sebelum dan sesudah vitrifikasi termasuk jumlah folikel 

primordial, primer dan fokilel atresia. Penurunan jumlah folikel berkaitan dengan usia 

lanjut dan distribusi folikel di korteks ovarium (Wiweko et al, 2014 ; Fabbri, 2006) . 

Jumlah folikel juga tergantung pada teknik pengambilan sampel dan pemilihan permukaan 

kortikal ovarium (Wang et al, 2009). Pada korteks ovarium yang dibekukan, jumlah dan 

kualitas folikel dapat diprediksi kemungkinan pengembalian fungsi reproduksi (Shi et al, 

2017). Pada penelitian ini didapatkan nilai fragmentasi DNA pada kelompok transplan 

lebih rendah daripada non transplan pada folikel primordial dan primer. Hal ini 

menandakan kerusakan jaringan lebih sedikit pada grup transplan baik pada jaringan fresh 

maupun jaringan vitrifikasi yang mendukung sebuah hipotesis adanya fase ischemic-

reperfusion yang ditandai adanya penurunan densitas vaskular secara signifikan pada 

jaringan simpan beku pasca transplan. Adanya regenerasi stroma jaringan paska 

tranplantasi yang dipicu oleh adanya kerusakan jaringan dan indicator kembalinya 

vaskularisasi melelui proses neovaskularisasi (Hamurajib et al, 2018).  

 Walaupun tidak berbeda bermakna, penelitian ini menunjukkan jaringan yang 

divitrifikasi dan di transplantasikan lebih superior dalam ketahanan terhadap kerusakan 

DNA menjadikan wacana baru yang dapat dikembangkan untuk penelitian yang akan 

datang sehingga kriopreservasi dan transplantasi jaringan ovarium dapat merupakan 

pilihan utama dalam preservasi fertilitas pasien kanker. Kriopreservasi dapat dilakukan 

dengan teknik slow freezing dan vitrifikasi, namun vitrifikasi lebih diunggulkan karena 

membutuhkan waktu lebih singkat dengan tingkat kerusakan folikel dan doxyribonucleic 

acid (DNA) yang lebih sedikit (Shi et al, 2017). Sedangkan transplantasi jaringan ovarium 

dapat dilakukan baik dengan autotransplantasi atau xenografting pada hewan (Varghese et 

al, 2008). Hasil dari penelitian ini merupakan langkah awal yang diharapkan mampu 

mendukung pengembangan protocol transplantasi simpan beku korteks ovarium yang 

mampu mencegah dari kehilangan sel folikel yang signifikan pada manusia. ada penelitian 

ini didapatkan nilai p = 0,782 pada komparasi keempat grup menandakan tidak adanya 

perbedaan dalam fragmentasi DNA yang terjadi, hal ini dapat menguatkan kriopreservasi 

dan transplantasi jaringan korteks ovarium merupakan metode yang dapat digunakan 

terutama untuk kasus preservasi ovarium jangka panjang sesuai dengan penelitian 

Ayuandari et al (2016) yang menyatakan berkembangnya secara signifikan folikel 

primordial, primer dan sekunder setelah kriopreservasi dan xenotransplantasi pada ovarium 

setelah 4 dan 12 minggu. 

 Protokol vitrifikasi yang peneliti gunakan merupakan protokol vitrifikasi 

modifikasi dari Suzuki, tidak didapatkan perbedaan bermakna DNA fragmentasi pada 
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folikel primer antara grup fresh dan vitrifikasi. Berbeda dengan penelitan oleh Xiao et al 

(2010) yang menyatakan adanya peningkatan signifikan dalam fragmentasi DNA TUNEL 

dinilai dalam folikel manusia dan sel stroma setelah vitrifikasi oleh kontak langsung dari 

korteks ovarium dengan nitrogen cair. Hal ini dimungkinkan karena protokol yang 

berbeda, Xiao et al menamai protokolnya dengan needle immersed vitrification (NIV) 

dimana ditambahkan jaringan tembaga yang dapat menurunkan kadar konsentrasi CPA.  

 Disisi lain yang dapat diambil dari penelitian ini, dimanfaatkan sebagai metode 

memperoleh bibit unggul pada hewan ternak khususnya kambing. Pemanfaatan ovarium 

yang berasal dari RPH sebagai bagian dari penyelamatan materi genetik dan peningkatan 

nilai guna ternak dapat diupayakan melalui perkembangan teknologi yang saat ini 

berkembang pesat. Teknologi reproduksi berbantuan seperti fertilisasi in vitro merupakan 

salah satu yang dapat diaplikasikan (Rani dan Paliwal, 2014).  
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