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ABSTRAK

Genistein merupakan salah satu terapi untuk endometriosis. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh pemberian berbagai
dosis genistein terhadap apoptosis sel pada kultur sel endometriosis. Ini merupakan penelitian eksperimental dengan True
Experimental Posttest Only with Control Group, dilakukan di laboratorium Anatomi Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang. Sampel menggunakan jaringan endometriosis dari laparoskopi. Terdapat 7 kelompok perlakuan yaitu kontrol,
pemberian genistein dosis 5 pmol/L, 10 pumol/L, 20 umol/L, 30 umol/L, 40 umol/L dan 50 umol/L. Masa inkubasi masing-masing
dosis 6, 24, dan 48 jam terhadap apoptosis sel. Pengukuran apoptosis sel menggunakan Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit.
Uji ANOVA menunjukkan perbedaan yang signifikan antara pemberian dosis dan masa inkubasi waktu terhadap apoptosis sel
dimana p=0,000(0,000<0,05). Nilai rata-rata apoptosis tertinggi berada pada dosis 50 umol/L (2,9 £ 0,51) dengan inkubasi 48 jam
dan nilai apoptosis terendah diperoleh pada kelompok kontrol pada masa inkubasi waktu 6 jam (0,69 £ 0,13). Terdapat hubungan
yang signifikan antara pemberian dosis genistein dengan masa inkubasi waktu terhadap apoptosis sel, dimana semakin tinggi dosis
semakin lama waktu inkubasi semakin mempengaruhi peningkatan apoptosis sel pada kultur jaringan endometriosis. (MOG
2014;22:31-38)

Kata kunci: Endometriosis, Apoptosis Sel, Genistein

ABSTRACT

Genistein is one therapy for endometriosis. This study was to determine the effect of genistein administration in various doses on cell
apoptosis. This experimental study using True Experimental Posttest Only Control Group design was conducted in the Laboratory of
Anatomy Physiology Faculty of Medicine, University of Brawijaya.. This study samples used endometriosis tissue taken from
laparoscopic procedure, cultured implementation is done in accordance with the procedures that have been made, where there are 7
treatment groups : control, administration of genistein dose of 5 umol/L, 10 umol/L, 20 umol/L, 30 umol/L , 40 umol /L and 50
umol/L with an incubation period of each dose is 6, 24 and 48 hours on cell apoptosis. Measurement of apoptotic cells is done by
using the Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit. Analysis with ANOVA test revealed significant differences between the dosing and
incubation time on cell apoptosis where p = 0.000 ( 0.000 < 0.05 ). The average value of the highest apoptosis is at a dose of 50
umol /L (2.9 +0.51) by incubation for 48 hours and lowest values obtained in the control group during the 6 -hour incubation period
(0.69 + 0.13). In conclusion, there are significant relation between genistein dose with incubation time on the cell apoptosis. The
higher the dose and the longer incubation time would significantly increased cells apoptotic in tissue culture endometriosis. (MOG
2014;22:31-38)
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PENDAHULUAN kan oleh sel-sel endometrium yang dilepaskan pada saat

menstruasi mengalami retrograde (bergerak mundur) ke
Endometriosis merupakan penyakit ginekologi kronis tuba fallopi yang kemudian masuk kedalam rongga
yang mempengaruhi perempuan selama daur siklus pelvic dan mengadakan implantasi di peritoneum?.
kehidupannya, dimana jaringan endometrium ditemukan Endometriosis dianggap sebagai prekursor kanker dan
diluar kavum uteri dengan lokasi yang paling sering faktor resiko terjadinya kanker ovarium, dimana
terjadi yakni di ovarium (endometrioma)'*. Etiologi terdapat pola yang sama antara kondisi endometriosis
terjadinya endometriosis sampai saat ini belum dapat dan kanker ovarium dalam hal invasi lokal, penyebaran
ditegakkan secara pasti, Teori John Sampson (1927) dan responsif terhadap estrogen dalam menginduksi
mengungkapkan bahwa endometriosis terjadi disebab- sinyal faktor pertumbuhan, dimana kanker ovarium
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mengeskpresikan  resistensi  terhadap  mekanisme
apoptosis dan ditandai dengan ketidakstabilan genomik
sama seperti endometriosis.*’

Apoptosis merupakan kematian sel terprogram tanpa
menyebabkan terjadinya inflamasi’. Pada kasus eutopic
endometrium perempuan yang mengalami
endometriosis memiliki apoptosis sel lebih rendah
dibandingkan dengan perempuan yang normal, hal ini
disebabakan karena ketidakmampuan sel endometrium
untuk mengirimkan sinyal ‘kematian' yang ditandai
dengan adanya peningkatan BCL-2 dan penurunan
ekspresi BAX.® Pengaruh estrogen terhadap proliferasi
jaringan endometriosis menjadi salah satu landasan
dalam pemberian pengobatan dengan tujuan menekan
pembentukan bahan steroid oleh ovarium, adapun terapi
yang dipergunakan hingga saat ini meliputi terapi
hormonal dan tindakan pembedahan atau gabungan
keduanya, namun memiliki efek samping dan angka
kekambuhan yang cukup tinggi.!"® Menurut Amberkar,
et al (2010) mengemukakan bahwa genistein sebagai
salah satu strategi terapi terbaru, dimana genistein
merupakan unsur utama dari phytoestrogen golongan
isoflavon'!0

Genistein disebutkan memiliki struktur ikatan kimia
yang menyerupai 17-f estradiol sehingga mampu
mengikat reseptor estrogen (ER) dengan afinitas 20-30
kali lebih tinggi pada Er-p dibandingkan ER-a.’
Genistein merupakan unsur utama dari phytoestrogen
golongan isoflavon.!® Genistein secara umum pada dosis
yang tinggi dapat bekerja sebagai Selective Estrogen
Receptor Modulators (SERMs) memiliki efek anti
estrogenic yang dapat menghambat terjadinya
proliferasi sel dan meningkatkan apoptosis sel seperti
pada kultur sel kanker lambung menunjukkan
peningkatan indeks apoptosis sel pada pemberian
genistein 20 umol/L dalam kurun waktu 24 sampai
dengan 72 jam.!! serta didukung penelitian melakukan
inkubasi pemberian genistein dimulai dari 6 jam pada
sel kanker ovarium.!? Penelitian ini dilakukan untuk

mengetahui  Bagaimanakah  pengaruh  pemberian
genistein terhadap apoptosis sel pada kultur sel
endometriosis?

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian True Experimental
dengan design Posttest Only with Control Group.
Jaringan endometriosis yang akan dipergunakan diambil
dari hasil tindakan laparoskopi dengan hasil PA positif.
Penelitian dilakukan di Laboratorium Anatomi Fisiologi
Universitas Brawijaya. Subyek penelitian dalam
percobaan ini adalah kultur sel enometriosis yang akan
dibagi menjadi 7 kelompok, masing-masing akan
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diberikan genistein dosis 5 pmol, 10 pmol, 20 pmol, 30
umol, 40 pumol, 50 pmol dengan masa inkubasi waktu
pada masing-masing dosis adalah 6 jam, 24 jam dan 48
jam.

Alat Penelitian

Alat yang digunakan meliputi cawan metri dengan merk
Duran, lemari es dengan dengan freezer (-20°C) merk
Panasonic, pH meter, LAF (Laminar Air Flow) vertical
dengan merk Esco, Falsh culture dengan merk Corning,
mikroskop inverted dengan merk Olympus CKX 41,
mikroskop binokuler dengan merk Olympus CX 21,
camera digital dengan merk Olympus, incubator dengan
merk Binder dan tabung CO2, Mikro Sentrifuse Tube
1,5 ml dengan merk eppendorf, syringe microofilter 0.2
pm dengan merk corning, pipet mikro 1000puL dan
500uL merk Gilson, tip falcon 15 ml merk BD, spuit
dengan merk Terumo, sentrifuse merk Hittich, water
bath dengan merk Memmert, laboratory bottle 250 ml
dengan merk Duran, timbangan analitik dengan merk
Sartorius, lampu spritus dan autoclave merk Tomy, serta
Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit dengan merek
Roche

Bahan Penelitian

Jaringan endometriosis yang diambil dari dinding kista
coklat/kista ovarium dengan laparoskopi sebanyak 0,5-
lgr. Tiga macam larutan yang disaring dengan
menggunakan saringan 0,22 mikron untuk sterilisasi
yaitu Larutan I merupakan larutan transport dengan
pencucian yang berisi HBSS (Ham’s Balanced Salt
Solution) dan gentamicin 50 pg/ml untuk mencegah
kontaminasi. Larutan II merupakan larutan disosiasi
yaitu larutan yang digunakan untuk memisahkan sel
satu dengan sel yang lain, berisi 0,14% kolagenase IV
(500 pg/ml) (Sigma), 0,1% Dnase (2,5 pg/ml) (Sigma)
dalam HBSS. Larutan III merupakan larutan untuk
melisiskan eritrosit karena sel darah merah merupakan
tempat yang baik untuk kuman berkembang sehingga
harus dihilangkan, berisi 8,29 gram NH4CL, 1,0 gram
NaHCO,, 0,0371 gram Ethylene Diamine tetra acid
(EDTA) (Sigma) dalam 1 liter aquadest steril (Otsuka).
Medium kultur (Merk sigma) yang terdiri dari Hank’s
F-12 merupakan medium transport dan DMSO 1:1
dengan 10% FCS (Fetal Calfs Serum) (Gibco),
penicillin 50-100 pg/ml (Penstrep), L-Giutamine 2 mM
(Sigma), streptomycin  50-100 pg/ml  (Sigma),
Fungizone 250 pg/ml (Sigma)

Prosedur Kultur

Spesimen akan diproses secara aseptic dan diantarkan
dengan menggunakan cold box yang berisi es,
sedangkan jaringan hasil tindakan laparoskopi diletakan
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dalam botol berisi larutan I, kemudian jaringan akan
dibersihkan terlebih dahulu dengan menggunakan
medium serum free yang diletakan pada cawan petri
steril 9 cm untuk membersihkan jaringan dari sisa darah
pasca tindakan laparoskopi. Setelah jaringan bersih
selanjutnya jaringan akan dicincang atau dipotong-
potong menjadi bagian yang kecil-kecil sehingga
didapatkan potongan jaringan yang berukuran + 0,5-2,0
mm?® dengan menggunakan scalpel steril. Memasukan
0,5-1,0 gram potongan jaringan kedalam tabung
sentrifugasi steril berukuran 15 ml, yang berisi 10 ml
larutan II (enzim disosiasi).

Disosiasi Spesimen tersebut menjadi suspensi sel
dengan cara meletakkan tabung sentrifuse yang telah
berisi potongan jaringan pada shaker bath dengan arah
gerakan secara vertical, inkubasi pada shaker bath
dilakukan selama 2-6 jam, suhu 37°C hal ini bertujuan
untuk menyebarkan potongan jaringan keseluruh bagian
tabung sampai terlihat suspensi sel yang telah
terdisosiasi.

Sentrifugasikan preparat sel tersebut pada 400 x g dalam
waktu 5-8 menit, kemudian larutan disosiasi dibuang
dengan menggunakan pipet steril kemudian suspense sel
akan dicuci dalam 10 ml medium kultur. Tambahkan 10
ml larutan steril III, untuk melisiskan eritrosit,
kemudian dilakukan inkubasi dan sentrifugasi selama 10
menit. Membuang supernaktan kemudian ditambahkan
10ml  medium kultur komplit. Menginkubasikan
Spesimen secara vertical dalam tabung kerucut selama 5
menit supaya fragmen-fragmen yang tidak terdisosiasi
dapat dikeluarkan dari larutan.

Memindahkan supernatan yang mengandung suspensi
sel dan medium kultur ke dalam TC Flask (tabung
kultur) dengan menggunakan pipet steril/pipetting aid.
Kemudian inkubasi sel di dalam incubator 95%
humidified CO, 5% suhu 37°C. Lakukan pengamatan
dan pencucian sel pada hari pertama pasca inkubasi sel.
Pengamatan sel dilakukan dengan menggunakan
mikroskop inverted untuk melihat apakah sel sudah
tumbuh atau belum dan apakah terjadi kontaminasi oleh
jamur maupun bakteri. Tahap selanjutnya adalah
mengganti medium dengan medium yang segar pada
hari I, III, V dan ke-VII atau ketika sel-sel telah tumbuh
dan medium berwarna kuning (warna kuning
menandakan bahwa sel dalam keadaan hidup karena sel
melakukan metabolisme dengan baik). Penggantian
medium dilakukan samapai sel tumbuh confluent di
dalam TC Flask

Hasil resuspensi ini dibagi kedalam 6 buah Tc Plate
yang berisi 24 well kemudian memasukkan sel kedalam
setiap sumur (well) percobaan, setelah sel confluent 70-
80% pada masing-masing well maka tahap selanjutnya.
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Menghitung jumlah sel dengan kamar hitung
menggunakan mikroskop Olympus CX 22. Pada tahap
selanjutnya Tc Plate yang akan diberikan perlakuan
ditambahkan BrdU Labelling Reagent untuk melakukan
labeling sel dan diinkubasi sampai 2-18 jam, setelah
masa inkubasi berakhir maka tahap selanjutnya masing-
masing Tc Plate akan diberikan perlakuan berupa dosis
genistein. Tc Plat 1 pada well 1-5 merupakan kontrol
yang tidak diberikan perlakukan apapun hanya
diberikan medium kultur saja, well 6-10 dimasukkan
genistein dosis 5 pmol/L, well 11-15 diberikan genistein
dosis 10 umol/L begitu pula selanjutnya pada genistein
dosis 20 umol/L, 30 pmol/L, 40 umol/L dan 50 pmol/L .
TC Plate 1 dan 2 merupakan Tc Plate dengan inkubasi 6
jam, Tc plate 3 dan 4 adalah inkubasi genistein 24 jam,
sedangkan Tc Plate 5 dan 6 adalah inkubasi genistein 48
jam, setelah masa inkubasi berakhir pindahkan
supernatant sel kedalam tabung/tube ependoff 1,5 ml
kemudian simpan supernatant kultur dalam almari es
suhu 20°C, untuk nantinya dapat digunakan dalam
pemeriksaan VEGF-A, IL-1B, TNF-a, dan IL-6. Sel
yang masih melekat pada masing-masing well
selanjutnya ditambahkan atau dimasukkan lysis buffer
sebanyak 200ul inkubasikan selama 30 menit samapi 1
jam supaya sel dapat terlepas pada masing-masing well,
selanjutnya mengambil suspense sel tersebut dengan
menggunakan  micropipette  yellow tip  untuk
dipindahkan pada tube 1,5 ml, kemudian simpan sampel
pada almari es suhu 20°C untuk selanjutnya akan
dilakukan prosedur pemeriksaan ELISA sesuai dengan
prosedur  pemeriksaan  apoptosis sel  dengan
menggunakan ELISA Kit Cellular DNA Fragmentation

Prosedur Pemeriksaan Apoptosis dengan ELISA
Kit Cellular DNA Fragmentation

Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit digunakan
untuk mengukur apoptosis sel melalui fragmentasi DNA
yang berlabel BrdU dalam sitoplasma sel pada proses
apoptosis  sel, dalam sitoplasma sel apoptosis
memberikan alternative non radiaktif pada ikatan (3H)-
timidin yang berbasis assay fragmentasi DNA. Secara
spesifikasi anti-DNA antibody akan mengikat single
atau double stand DNA kemudian anti BrdU peroxidase
(Anti-BrdU-POD  Fragments) secara spesifik akan
mengikat pada DNA yang telah berlabel BrdU setelah
DNA sebagian didenaturasi, kemudian antibody secara
spesifik akan mengenali 5-bromo-2’-deoxy-uridine,
sedangkan antibody conjugate akan menunjukkan tidak
adanya reaksi silang dengan komponen endogen seluller
seperti thimidin atau uridin

Prosedur Pengkuran Apoptosis Sel

Lapisi microplate elisa dengan anti-DNA-antibody
dengan cara mengencerkan 1ml anti-DNA-antibody
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dengan 9 ml water steril menggunakan tabung sentrifuse
15 ml kemudian masukan larutan tersebut sebanyak 100
pl pada masing-masing microplate elisa, tutup
microplate dengan adhesive foil inkubasikan selama 1
jam pada suhu 15-25°C. Setelah waktu inkubasi
berakhir buang cairan dengan menggunakan tisu dengan
cara menutup seluruh bagian microplatte dengan tisu
kemudian balikan posisi microplate sehingan seluruh
cairan dapat teresap pada tisu, pastikan tidak ada
gelembung udara ataupun cairan yang tersisa. Lapisi
microplate dengan blocking solution dengan cara
membuat larutan inkubasi buffer sebanyak 30 ml
dicampur dengan 30 ml water steril kemudian
masukkan 200 pl larutan tersebut pada microplate, tutup
dengan adhesive cover foil dan inkubasikan selama 30
menit pada suhu 15-25°C, setelah masa inkubasi
berakhir buang larutan dengan menggunakan tissue
dengan cara yg sama seperti diatas dan lakukan tindakan
diatas sebanyak 2 kali.

Tahap  selanjutnya adalah  pencucian  dengan
menggunakan washing buffer sebanyak 3 kali,
kemudian masukkan suspense sel yang berada pada tube
1,5 kedalam masing-masing well sesuai dengan urutan
dosis dan masa inkubasi waktu dengan cara masukkan
100 pl sampel kedalam masing-masing microplate elisa
kemudian tutup dengan menggunakan adhesive cover
foil selama 90 menit pada suhu 15-25°C, membuang
larutan dengan cara aspirasi atau inverting kemudian
cuci masing-masing microplate dengan menggunakan
larutan washing solution sebanyak 3 kali, selanjutnya
lakukan denaturasi DNA, kemudian tambahkan 100 pl
larutan  anti-BrdU-POD  kemudian tutup dengan
menggunkan adhesive cover Foil selama 90 menit pada
suhu 15-25°C.

Kemudian cuci kembali sebanyak 3 kali dan selanjutnya
lakukan tahap pengukuran photometric dengan cara
memasukan 100pl substrate solution, inkubasikan dalam
tempat yang gelap sampai larutan berubah warna pada
microplate kemudian tambahkan larutan stop solution

Hari 1

Hari Ke-3

sebanyak 25 pul  pada masing-masing microplate,
inkubasikan selama 1 menit pada shaker selanjutnya
lakukan pengukuran dengan menggunakan FELISA
Reader dengan panjang gelombang 450nM.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Setelah sel confluent 80-85% dilakukan pemeriksaan
flowcytometri untuk memeriksa marker endometriosis
melalui ekspresi RE-a dan RE-B. Hasil flowcytometri
menunjukan sel endometriosis mengekspresikan
reseptor estrogen o dan reseptor 3, RE-f lebih dominan
5,42%, bila dibandingkan RE-a 1,81%. Sel yang telah
di subkultur dan telah konfluent diberikan paparan
genistein dan di inkubasi selama 6 jam, 24 jam serta 48
jam. Ekspresi RE-o dan RE-B diketahui dengan
pemeriksaan flowcytometri.

Hasil Uji Apoptosis Sel Berdasarkan
Dosis Genistein

Berdasarkan Tabel 1 terdapat perbedaan yang signifikan
antara pemberian dosis genistein terhadap peningkatan
apoptosis sel dimana pvalue = 0,000 (0,000<0,05).
Berdasarkan nilai rata-rata apoptosis sel pada kelompok
genistein dosis 50 puM/L (2,25 + 0,63) merupakan nilai
rata-rata tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang
lainnya dan nilai rata-rata apoptosis terendah
ditunjukkan pada kelompok kontrol (0,85 + 0,20).
Berdasarkan Hasil uji Tukey menunjukkan bahwa ada
perbedaan yang bermakna pada nilai rata-rata apoptosis
antara kelompok kontrol dengan semua kelompok
perlakuan (p = 0.000), namun pada genistein dosis 5
pmol/L, 10 pmol/L, 20 pmol/L, dan 30 pmol/L, berada
dalam kolom yang sama atau kelompok yang sama
dengan kontrol yaitu dengan p=0,431, ini berarti tidak
ada perbedaan yang signifikan, sedangkan perbedaan
yang signifikan ditunjukkan pada pemberian genistein
dosis 40 umol/L dan 50 pmol/L

Hari Ke-5

Hari ke-7

Gambar 1. Pertumbuhan Kultur Sel Endometriosis. kultur hari ke-1 sudah mulai tumbuh embrionik sel, hari ke-3
terlihat sel sudah mulai tumbuh dan berdiferensiasi, Kultur hari ke-6, Sel mulai memenuhi flask 50%
Kultur hari ke 7, Sel mulai memenuhi flask 85 — 90% confluent.
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Tabel 1. Pengaruh pemberian berbagai dosis genistein terhadap apoptosis sel

Pemberian Waktu Inkubasi (Mean + SD)
Genistein 2 p-value
6 Jam 24 Jam 48 Jam
Kontrol 0,69 + 0,13 0,91 +0,23 0,95+0,16 0,85 + 0,20°
5 umol/L 0,77+0,16 0,90 + 0,35 0,92 +0,15 0,86 + 0,23
10 pmol/L 0,70 £ 0,10 0,86+ 0,13 1,16 0,20 0,91 + 0,242
20 pmol/L 0,82 0,19 0,95 + 0,42 1,15 +0,34 0,97 £ 0,33 0,000
30 pmol/L 0,89 + 0,37 1214025 120+0,19 1,10+ 0,300
40 pmol/L 1,15+£0,50 1,71 £0,47 2,40 0,47 1,75 £0,69°
50 pmol/L 1,65+0,25 2,19+ 0,30 2,90 0,51 2,25 +0,63¢

Keterangan : Apoptosis sel pada pemberian genistein berdasarkan factor waktu tejadi peningkatan yang
signifikan

Tabel 2. Tabel Uji ANOVA Rata-rata Apoptosis Sel Berdasarkan Faktor Inkubasi Waktu

Dosis Genistein

Waktu 10 20 30 40 50
Inkubasi Kontrol Sumol/L pmol/L pmol/L pumol/L  umol/L  pumol/L z p-value
0,77 + 082+ 089+ 1,15+ 1,65+
+ + + a
6Jam  0,69+0,13 016 0,7+0,1 010 037 0.5 025 0,95 +0,41
+ + + + + +
24 Jam  0,91+0,23 0.9 0.86 0,95 1,21 L 219 1,25+0,56° 0,000

0,35 0,13 0,42 0,25 0,47 0,3
092+ 1,16+ 1,15+ 12+ 24+ 29+
+ k] s ° > bl s + c
Wlam 095016 15 0 034 009 047 051 08
Keterangan : Inkubasi waktu genistein memberikan pengaruh yang signifikan terhadap peningkatan apoptosis
sel

Tabel 3. Apoptosis sel berdasarkan factor inetraksi antara dosis dengan waktu inkubasi

Waktu Inkubasi (Mean + SD)

Pemberian 6 Jam 24 Jam 48 Jam
Genistein Mean + SD p-value Mean+SD  p-value Mean+SD  p-value
Kontrol 0,69 £0,13* 0,91 +0,233b¢ 0,95 + 0,163

5 umol/L 0,77 +0,16 0,9 & 0,35%%¢ 0,92 £ 0,153

10 pmol/L 0,7+0,12 0,86 + 0,132 1,16 £ 0,23

20 pmol/L 0,82 +0,19° 0,000 0,95+ 0,420 0,000 1154034 0,000

30 umol/L 0,89 £ 0,37% 1,21 £0,25%% 1,2 +£0,19%¢

40 pmol/L 1,15 +£0,5%¢ 1,71 £0,47< 2,4 +0,47%

50 umol/L 1,65 & 0,250 2,19 £0,3% 2,9+0,51¢

Keterangan: Nilai rata-rata tertinggi apoptosis sel berada pada dosis 50 pumol/L pada inkubasi
waktu 48 jam
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Hasil Uji Apoptosis sel Berdasarkan Inkubasi
Waktu Genistein

Inkubasi waktu memiliki p-value sebesar 0,000(<0,005)
sehingga terdapat pengaruh yang signifikan waktu
inkubasi terhadap peningkatan apoptosis sel. Waktu
inkubasi 48 jam (1,53 + 0,8) menghasilkan nilai rata-
rata apoptosis yang paling tinggi dan nilai nilai rata-rata
apoptosis yang paling rendah pada waktu inkubasi 6 jam
(0,95 + 0,41) (Tabel 2). Hasil uji Tukey 5%
menunjukkan bahwa masing-masing inkubasi waktu
berada pada kolom/kelompok yang berbeda ini berarti
terdapat perbedaan yang signifikan antara waktu
perlakuan pemberian genistein.

Hasil Analisis ANOVA Berdasarkan Interaksi
Woaktu dan Dosis Genistein

Berdasarkan Uji ANOVA menunjukan bahwa terdapat
pengaruh yang signifikan antara inkubasi waktu dan
pemberian dosis genistein terhadap apoptosis sel dengan
p=0,000(0,000<0,05), dimana nilai apoptosis tertinggi
berada pada waktu 48 jam dosis 50 pM (2,9+0,51)
dibandingkan dengan dosis dan masa inkubasi waktu
yang lainnya dan nilai rata-rata apoptosis terendah
berada pada kontrol 6 jam (0,69+0,13), dengan
demikian genistein cukup mampu meningkatkan
apoptosis sel pada dosis yang tinggi. Tren peningkatan
nilai rata-rata apoptosis sel pada waktu inkubasi 6 jam,
24 jam, maupun 48 jam seiring dengan peningkatan
dosis genistein. Waktu inkubasi 6 jam, peningkatan
dosis genistein yang diberikan, memberikan pengaruh
yang signifikan terhadap peningkatan apoptosis.
Pemberian genistein dosis 50 pmol/L berdampak pada
peningkatan rata-rata apoptosis hingga mencapai titik
maksimum (rata-rata apoptosis tertinggi). Rata-rata
apoptosis tiap dosis genistein pada inkubasi 6 jam
terlihat paling rendah jika dibandingkan dengan
inkubasi 24 dan 48 jam. Hal ini menunjukkan bahwa
berbagai dosis genistein pada inkubasi 6 jam belum
mampu menghasilkan apoptosis yang maksimum.

Hasil Analisis Regresi

Waktu inkubasi 6 jam didapatkan koefisien regresi
sebesar 0,017 dengan p-value sebesar 0,000 (0,000<
0,05) yang berarti terdapat pengaruh yang signifikan
antara pemberian dosis genistein terhadap Apoptosis
dengan Koefisien determinasi (R-square) sebesar 0,5124
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ini berarti pemberian genistein mampu mempengaruhi
Apoptosis sel sebesar 51,24%. Pada waktu inkubasi 24
jam didapatkan koefisien regresi sebesar 0,025 dengan
p-value sebesar 0,000 (0,000<0,05) yang berarti
terdapat pengaruh yang signifikan antara pemberian
dosis genistein terhadap Apoptosis, dengan koefisien
determinasi (R-square) sebesar 0,6305 yang berarti
bahwa pemberian genistein mampu mempengaruhi
Apoptosis sebesar 63,05%. Pada waktu inkubasi 48 jam
didapatkan koefisien regresi sebesar 0,038 dengan p-
value sebesar 0,000(0,000<0,05) yang berarti terdapat
pengaruh yang signifikan dengan koefisien determinasi
(R-square) sebesar 0,71 yang berarti genistein
memberikan pengaruh sebasar 71% terhadap apoptosis
sel (Tabel 4).

35
250
3 4
240
E 25
£ w5 JaM
g 2 19
L
" w34 AW
151 7
8 . 165
] 085 L
E 1- ==45 lam
08T 09 sl
057065 077 g70 082
0 T T T T T T 1
kontrol SuM  10uM 20uM 30uM 40uM  50uM

Gambar 2. Tren peningkatan apoptosis sel

Endometriosis merupakan kondisi kronis yang ditandai
dengan pertumbuhan jaringan endometrium diluar
kavum uteri'?. Kultur sel endometriosis pada penelitian
ini menggunakan sel epitel dan sel stroma, dan tidak
dilakukan pemisahan terhadap keduanya. Hal ini sesuai
dengan penelitian yang pernah dilakukan oleh As’adi,
dkk. 2008 oleh karena sel stroma berfungsi mem-
produksi faktor pertumbuhan parakrin untuk dapat
menginduksi pertumbuhan sel epitel. Sel epitel memiliki
peran yang cukup penting dalam mekanisme imunologi
seperti menghubungkan efek sitokin terhadap proliferasi
dan pengeluaran prostaglandin.'4
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Tabel 4. Hasil Analisis Regresi pada Masing-Masing Waktu Inkubasi

Variabel Terikat Persamaan Regresi p-value Korelasi dan p-value R-Square
Apoptosis 6 Jam Y=0,588+0,017X 0,000 =0,716 p=0,000 51,24%
Apoptosis 24 Jam Y = 0,684 + 0,025 X 0,000 r=0,794 p=0,000 63,05%
Apoptosis 48 Jam Y =0,681+ 0,038 X 0,000 r=0,843 p=0,000 71,00%

Keterangan : Y adalah Apoptosis dan Xadalah Dosis Genistein

Estrogen yang tinggi pada endometriosis menyebabkan
terjadinya gangguan pada apoptosis sel.
Ketidakmampuan sel endometrium untuk mengirimkan
sinyal "kematian" atau kemampuan sel untuk
menghindari kematian sel dikaitkan dengan peningkat-
an ekspresi anti-apoptosis faktor (misalnya, BCL-2)
dan penurunan faktor ekspresi pro-apoptosis (misalnya,
BAX) pada endometriosis sehingga akibat dari
gangguan sensitivitas jaringan endometrium untuk
apoptosis spontan memberikan kontribusi pada
implantasi normal dan pertumbuhan endometrium di
lokasi ektopik®!3:16

Genistein ~ yang  merupakan  golongan  dari
phythoestrogen memiliki aktifitas seperti 17p-estradiol
dimana dapat berikatan dengan reseptor estrogen dan
berkompetisi dengan estrogen endogen, pada
lingkungan estrogen yang rendah genistein mampu
bertindak sebagai agonis reseptor estrogen, namun
akan bertindak sebaliknya  pada kadar estrogen
endogen tinggi sebagai agonis parsial'”-?!

Pada penelitian Kultur sel DU145 (androgen-
independent human prostate cancer cell line, University
of Science and Technology of China, UST)
mendapatkan bahwa pemberian genistein dosis 30 uM
dapat meningkatkan apoptosis sebesar 10,56 di-
bandingkan dengan dosis 15 pM, pada dosis 60 pM
menjadi 19,61 % dan 30% pada dosis 120 pM'®

Pada penelitian kultur line sel kanker ovarium (HO-
8910) dengan mempergunakan metode MTT
mendapatkan hasil bahwa genistein pada dosis 50 uM
dan 100 pM, sudah mampu menghambat proliferasi sel
dengan pengaruh waktu dan dosis, dimana pada waktu
72 jam sudah terjadi penghambatan proliferasi 30%
pada dosis 50 pM dan 68% pada dosis 100 pM,
sedangkan pengukuran apoptosis sel dilakukan dengan
menggunakan flowcitometri didapatkan hasil bahwa
34% mengalami apoptosis pada pemberian genistein
dosis 100uM.?° Hasil penelitian menunjukkan bahwa
genistein mampu meningkatakan apoptosis sel pada
dosis 50 uM/L dan waktu inkubasi 48 jam.
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SIMPULAN

Pemberian Genistein dapat meningkatkan apoptosis sel
dilihat dari dosis maupun waktu. Semakin tinggi dosis

dan semakin lama waktu inkubasi semakin
meningkatkan  apoptosis sel pada kultur sel
endometriosis
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