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ABSTRAK

Terapi genistein dikembangkan karena bersifat anti-estrogenik, berfungsi sebagai antioksidan, inhibitor proliferasi, dan anti-kanker.
Tujuan penelitian ini adalah untuk membuktikan pengaruh pemberian genistein terhadap ekspresi Reseptor Estrogen a (RE-a) dan
Reseptor Estrogen 3 (RE-B) pada kultur sel endometriosis. Desain penelitian ini menggunakan studi eksperimental, yang dilakukan
di Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Menggunakan jaringan endometriosis yang diambil
dari pasien endometriosis melalui laparoskopi, kemudian dilakukan kultur sel hingga konfluen. Kelompok kultur dibagi menjadi 7
kelompok, yaitu : kontrol, kultur + genistein 5uM/L, kultur + genistein 10pM/L, kultur + genistein 20uM/L, kultur + genistein
30pM/L, kultur + genistein 40uM/L, kultur + genistein 50uM/L dengan waktu inkubasi 6 jam, 24 jam dan 48 jam. Ekpresi RE-a &
RE-B diperiksa dengan menggunakan flowcytometri. Data hasil pengamatan di analisis dengan uji ANOVA dan uji regresi. Terdapat
perbedaan yang bermakna (p < 0,05) ekspresi RE-a dan RE-f antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan. Pemberian
genistein dosis 50pM/L menunjukkan nilai rerata ekspresi RE-a (2.15+1.42 %) & RE-B (4.00+£3.54 % ) terendah dibandingkan dosis
lain. Waktu inkubasi 24 jam dapat menurunkan ekspresi RE-a (0.85+0.39 %) & RE-B (1.78+0.6 %) paling rendah. Smpulan, Ada
pengaruh pemberian genistein terhadap ekspresi RE-o dan RE-P pada kultur sel endometriosis. (MOG 2014;22:86-93)

Kata Kunci: endometriosis, genistein, RE-o, RE-f

ABSTRACT

Genistein therapy is developed as it is anti-estrogenic, has a function as antioxidant, proliferatory inhibitor, and anti-cancer. The
aim of this study was to demonstrate the effect of genistein on estrogen a receptor (ER-a) and estrogen B receptor (ER-B) expression
in endometriosis cell culture. The design of this study was experimental, the study had been performed in Physiology Laboratory
Medical Faculty of Brawijaya University Malang. This study used endometriosis tissue from patients with endometriosis via
laparoscopy, cultured to make aconfluent.Culture group was divided into 7 groups: control, culture + genistein 5uM / L, culture +
genistein 10uM/L, culture + genistein 20puM/L, culture + genistein 30uM/L, culture + genistein 40uM/L, culture + genistein 50uM/L
with an incubation time of 6 hours, 24 hours and 48 hours. Estrogen a receptor &Estrogen [ reseptor expression was determined by
examination flowcytometri.The data were analyzed with ANOVA and regression test. There was significant difference (p <0.05) ER-
o and ER-B expression control group compared with treatment group Dose of genistein 50uM/L indicated the mean ER-0(2.15+1.42
%) & ER-B (4.00+3.54%)Expression in the lowest dose when compared with other treatment dose. 24- hour incubation time was
decrease the lowest ER-0(0.85+0.39 %)& ER-B (1.78+0.6 %) expression. In conclusion, there is the significant of genistein on the
ER-a& ER-[ expression in endometriosis cell culture. (MOG 2014;22:86-93)
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PENDAHULUAN jaringan endometriosis.** Oleh karena itu endometriosis
banyak terjadi pada wanita usia reproduksi.®
Kejadian endometriosis mengalami peningkatan dalam

30 tahun terakhir, ditemukan 5 - 15% diantara semua Terapi endometriosis sampai saat ini belum ada yang
operasi pelvik."! Endometriosis merupakan penyakit terbaru. Pengobatan medis yang paling banyak
inflamasi yang bergantung dengan kadar estrogen, digunakan adalah Gonadotropin Releasing Hormone
akibat P450 aromatase dan defisiens 17 beta (GnRH) agonist dan kontrasepsi oral. Selain itu dapat
hidroksisteroid dehidrogenase.® 17 beta-hidroksisteroid juga dipergunakan beta agonis reseptor estrogen.®
dehidrogenase mengubah estradiol menjadi estron yang Amberkar, et a., (2010) menyebutkan salah satu terapi
kurang aktif, yang tidak ditemukan pada fase luteal hormonal sebagal strategi  terapi  terbaru dalam

pengobatan adalah genistein. Genistein  merupakan
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golongan fitoestrogen, bekerja sebagai Selective
Estrogen Receptor Modulators (SERMs), sehingga
memiliki efek estrogenik dan antiestrogenik. Untuk
menimbulkan respon biologis genistein berikatan
dengan reseptor estrogen alpha (RE-a) dan reseptor
estrogen betha (RE-B), dimana afinitas RE-f lebih besar
dibandingkan RE-a."®

Genistein telah terbukti dapat menghambat proliferasi
sel pada kanker payudara secara in vitro di dosis > 10
pmol/L dan menstimulasi proliferasi sel pada dosis <10
pgmol/L.8 Studi in vitro lainnya menunjukkan bahwa
genistein kisaran 5 — 50 pmol/L dapat menghambat
pertumbuhan sel tumor leukemia, limfoma, kanker
prostat, kanker payudara dan kanker paru-paru,
sedangkan konsentrasi kisaran 1 — 5 pmol/L tidak cukup
mampu melindungi  endometrium.” Penelitian ini
bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian
genistein dosis tinggi terhadap ekspresi RE-a dan RE-f8
pada kultur sel endometriosis, diharapkan penelitian ini
dapat digunakan sebagai dasar terapi endometriosis.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini menggunakan desain eksperimental,
Posttest only with control group, dilakukan di
Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya Malang pada bulan September — Desember
2013. Sampel yang dipergunakan adalah jaringan
endometriosis, dari perempuan yang telah terdiagnosis
mengalami endometriosis dan menjalani laparoskopi.
Jumlah replikasi pada penelitian ini adalah 4 replikas
dengan 1 kelompok tanpa perlakuan dan 6 kelompok
dengan perlakuan genistein yaitu 5 pM/L, 10 pM/L, 20
uM/L, 30 uMI/L, 40 pM/L, 50 uM/L dengan waktu
inkubasi 6 jam, 24 jam, 48 jam.

Alat yang digunakan meliputi seperangkat alat bedah
steril, cawan metri, lemari es (Panasonic) dengan
freezer (-20°C), pH meter, LAF (Laminar Air Flow)
vertical (Esco), Tissue Culture (TC) Plate (Corning),
mikroskop inverted (Olympus CKX 41), mikroskop
binokuler (Olympus CX 21), camera digital (Olympus),
incubator (Binder) dan tabung CO,, Micro Sentrifuge
Tube 1,5 ml (eppendorf), syringe microfilter 0.2 pm
(corning), pipet mikro 1000uL dan 500uL (Gilson), tip
falcon (BD) 15 ml, spuit (Terumo), Sentrifuge (Hittich),
water bath (Memmert), laboratory bottle 250 ml
(Duran), timbangan analitik (Sartorius), lampu spritus
dan autoclave (Tomy), serta Rabbit Anti-Estrogen
Related Receptor Beta Polyclonal Antibody, PE
Conjugated (bs-6212R-PE) (Bioss, USA), Rabbit Anti
Phosphoestrogen Receptor Alpha (SER104 + SER106)
Polyclonal Antibody, FIT C Conjugated (bs-3131R-
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FITC) (Bioss, USA), Cuvet Flowcyto, Flowcytometer
(BD FACS Calibur).

Jaringan endometriosis diperoleh saat |aparoskopi
sebanyak 0,5-1 gram. Tiga macam larutan terdiri atas
larutan [, larutan |l dan larutan 111. Larutan | merupakan
larutan transfort dengan pencucian yang beriss HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution) dengan gentamicin 50
pg/ml. Larutan Il berisi 0,14% kolagenase 1V (500
pg/ml), 0,1% Dnase (2,5ug/ml) dalam HBSS. Larutan
Il beris 8,29 gram NH,CL, 1,0 gram NaHCO,, 0,0371
gram Ethylene Diamine Tetra Acid (EDTA) dalam 1
liter aquadest steril.

Medium kultur yang terdiri dari Hank’s F-12 dan
DMEM (Delbecco Minimum Essensial Medium) 1:1
dengan 10% FCS (Fetal Calfs Serum), penicillin 50-100
pg/ml, L-Giutamine 2 mm, streptomycin 50-100 pg/ml
merk Sigma, Fungizone 250 ug/ml.

Prosedur Kultur

Specimenakan diproses secara aseptik dan diantarkan
dengan es dalam larutan | tempat jaringan akan ditaruh
dalam cawan petri steril diameter 9 cm, kemudian
jaringan dicincang sehingga didapatkan potongan-
potongan yang berukuran 0,5-2,0 mm? dan tebal 1 mm?
dengan menggunakan scalpel steril. Potongan jaringan
dimasukkan sebanyak 0,5-1,0 gram ke dalam tabung
sentrifugasi steril berukuran 15 ml, yang beris 10 ml
larutan Il (enzim disosiasi).

Spesimen tersebut dipisahkan menjadi suspensi sel
dengan cara menginkubasi dan mencampur potongan
jaringan selama 2-6 jam pada suhu 37°C. Spesimen
diinkubasi secara horizontal dalam tabung sentrifugasi
untuk menyebarkan potongan jaringan keseluruh bagian
tabung, selama 7 menit sampai terlihat suspensi sel yang
telah terdisosiasi (terpisah) berwarna keruh, homogen,
terdapat bagian jaringan yang sudah seperti bubur
sehingga tampak medium dan sel terpisah.

Preparat sel tersebut disentrifugasikan pada 1700 rpm
dalam waktu 7 menit, larutan disosiasi dibuang dengan
menggunakan pipet steril.  Sel-sel  diresuspensi
(dilarutkan kembali) dalam 10 ml medium kultur
(DMEM), dilakukan setrifuge dan supernatan dibuang.
Ditambahkan 10 ml 10 ml medium kultur komplit
(DMEM, FCS, Penicillin, L-Giutamine, Streptomycin,
Fungizone). Spesimen diinkubasi secara vertikal dalam
tabung kerucut selama 5 menit supaya fragmen-fragmen
yang tidak terdisosiasi dapat dikeluarkan dari larutan.

Supernatan yang mengandung suspensi sel dan medium
kultur dipindahkan ke dalam TC Plate dengan
menggunakan pipet steril. Sel diinkubasi di dalam
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incubator 95% humidified 37°C, 5% CO, agar sel
tersebut dapat hidup, didiamkan selama 2 hari, lalu
dilakukan observasi dengan menggunakan mikroskop
inverted untuk melihat apakah sel sudah tumbuh atau
belum. Medium diganti hingga sel-sel tumbuh dan
medium berwarna kuning, dengan menggunakan
medium yang segar setiap 3 hari sampai sel-sel menjadi
confluent di dalam TC Plate, yang ditandai dengan sel
telah melekat pada attachment site dan saling
bersentuhan atau berhubungan antar sel. Jarak antara sel
yang teratur dan semakin rapat, permukaan sel rata
ditandai dengan penampakan inti, membran plasma,
sitoplasma serta matriks ekstraseluler, dengan ukuran
sel yang lebih besar.’

Saat sel confluent 70%, sel dipanen (harvest).
Dilakukan treatment dengan membagi menjadi 7
kelompok yaitu kelompok 1 sebagai kontrol (tanpa
perlakuan), kelompok 2 ditambahkan genistein 5 uM/L,
kelompok 3 genistein 10 pM/L, kelompok 4 genistein
20 pM/L, kelompok 5 genistein 30 pM/L, kelompok 6
genistein 40 pM/L, kelompok 7 genistein 50 pM/L.
Masing-masing kelompok dilakukan pengulangan 3 kali
dan diinkubasi selama 6 jam, 24 jam dan 48 jam.

Prosedur Flowcytometri Pemeriksaan Ekspresi
RE-a dan RE-f

Medium dibuang dengan menggunakan mikropipet
setelah inkubasi selama 6 jam, 24 jam dan 48 jam.
Diberikan 0,25% Tripsin — EDTA Solution 300 pL pada
setiap well di TC Plate, diinkubasi dalam inkubator CO,
pada suhu 37°C selama 7 menit. Sel diamati dibawah
mikroskop inverted untuk memastikan sel telah terlepas
dan TC flask ditepuk-tepuk untuk membantu sel
terlepas. Sel dipindahkan dari masing-masing well ke
dalam tabung sentrifugasi 2 ml (Eppendrof) kemudian
diberikan medium kultur (Medium serum free + 2%
FBS) sebanyak 200 pL. Sel tersebut disentrifugasikan
pada 2500 rpm selama 5 menit. Medium dibuang dan
diberikan PBS + 2% FBS sebanyak 200 pL, kemudian
disentrifugasikan pada 2500 rpm selama 5 menit,
setelah itu medium dibuang. Tindakan ini diulangi
sebanyak 2 kali. Diberikan Fixation Buffer Cat No.
420801 (Biolegend) sebanyak 100 pL dan difortex
secara perlahan, diinkubas pada suhu ruang dalam
gelap selama 20 — 30 menit. Tanpa dicuci ditambahkan
Permesbilization Wash Buffer 1 X Cat No. 421002
(Biolegend) sebanyak 400 uL ke dalam masing-masing
tube, disentrifugasikan pada 2200 rpm selama 5 menit,
kemudian medium dibuang. Permeabilization Wash
Buffer 1 X sebanyak 400 pyL dimaukkan kembali ke
dalam masing-masing tube, disentrifugasikan pada 2200
rom selama 5 menit, kemudian medium dibuang.
Permeabilization Wash Buffer 1 X ditambahkan
sebanyak 50 pL ke dalam masing-masing tube dan
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diberikan Antibodi RE-o bs-3131R Rabbit anti
Phosphoestrogen receptor alpha (SER 104 + SER 106)
Polyclonal antibody serta antibodi RE-f bs-6212R-
FITC Rabbit anti estrogen related receptor beta
polyclonal antibody, FITC dikonjugasikan sebanyak
100 pL, diinkubasi pada suhu ruang gelap selama 20 -
30 menit. Tube diletakkan pada parutan es dan
diinkubas pada suhu 4 °C sebelum dilakukan
pemeriksaan flowcytometri. PBS +2% FBS diberikan ke
masing-masing tube sebanyak 200 pL. Sel dipindahkan
dari masing-masing tube ke cuvet flowcytometri untuk
dilakukan pembacaan ekspres RE-o0 & RE- pada
flowcytometer (BD FACSCalibur) dengan software Cell
Quest Pro.

Data dianalisis dengan uji ANOVA, dilanjutkan uji
perbandingan berganda L SD dan uji regresi. Uji statistik
dikatakan bermakna bila p<0,05. Proses penghitungan
dilakukan dengan bantuan piranti lunak (soft-ware)
SPSS for windows 19.0

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fisiologi
Fakultas Kedokteran, Universitas Brawijaya Malang
pada bulan September - Desember 2013. Sampel berasal
dari jaringan endometriosis pasien penderita
endometriosis yang diambil melalui laparoskopi.
Sampel sel endometriosis ini ditumbuhkan dengan baik
sampai sel menjadi konfluent.
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melalui ekspres RE-o dan RE-B. Hasil flowcytometri
menunjukan sel  endometriosis mengekspresikan
reseptor estrogen a dan reseptor 3, RE-B lebih dominan
5,42%, bila dibandingkan RE-01,81%. Sel yang telah di
subkultur dan telah konfluent diberikan paparan
genistein dan di inkubas selama 6 jam, 24 jam serta 48
jam. Ekspress RE-a dan RE-B diketahui dengan
pemeriksaan flowcytometri.

Hasil Uji Ekspresi RE-0 Berdasarkan Dosis
Genistein

Gambar 1. Pertumbuhan Kultur Sel Endometriosis A.
kultur hari ke-3 sudah mulai terlihat sel
epitel dan sel stroma, B Kultur hari ke-6,
Sel stroma dan sel epitel mulai memenuhi
flask 70% C. Kultur hari ke 9, Sel stroma
dan sel epitel mulai memenuhi flask 85 —
90% confluent.

Ada perbedaan yang bermakna (p < 0,05) ekspresi RE-a
antara kelompok kontrol dengan kelompok perlakuan
berbagai dosis. Terlihat rerata yang paling tinggi
terdapat pada kelompok kontrol (5,06 + 5,87 %).
Penurunan ekspresi RE-a yang paling terendah terdapat
pada kelompok yang mendapatkan genistein dosis 50
UM/L (2,15 + 1,42 %). Hal ini dapat dilihat pada Tabel
1

Setelah sal confluent 80-85% dilakukan pemeriksaan

flowcytometri untuk memeriksa marker endometriosis

Tabel 1. Ekspresi RE-wx (%)Berdasarkan Dosis Genistein

Waktu Inkubasi (Mean + SD)

Kelompok
Pengamatan 6 Jam 24 Jam 48 Jam T P
Kontrol 12.75+2.80° 1.22+0.44® 1.20+0.17° 5.06£5.87°
5 uM/L 7.74+1.16° 0.69+0.16° 0.93+0.13% 3.12+3.47°
10 UM/L 10.37+1.64° 0.59+0.16° 1.31+0.30° 4.09+4.73°
20 UMIL 6.62+1.56" 0.65+0.08° 0.94+0.16® 2.74+2.99™ 0.000<x
30 UMIL 8.00£1.60° 0.780.24™ 0.99+0.22° 3.26:3.61°
40 uMIL 6.960.89" 0.710.09° 0.61+0.39" 2.76+3.14™
50 UM/L 3.98+0.59 1.36£0.57° 1.1240.13° 2.15+1.42°

Keterangan : Pada Rerata + SD jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-
value<0,05) dan jika memuat huruf yang sama berarti tidek ada perbedaan yang bermakna (p-

value>0,05).
Tabel 2. Ekspresi RE-a (%) Berdasarkan Waktu Inkubasi
Waktu Dosis Genistein (Mean £ SD)
Inkubasi Kontrol 5 10 20 30 40 50 Rerata P
uUM/L pM/L pM/L uM/L pM/L paMI/L total
6jam 12.75 774 1037 662 800 696 398 8.06
+2.807 +1.16° +1.64° +156° +1.60° +0.89° =+0.59¢ +3.0%
24 jam 1.22 069 059 065 078 071 136 0.85 0.000
+0.44% +0.16° +0.16° +0.08° =+0.24° +0.09° +057°  +0.39° <m
c
48jam 1.20 093 131 094 09 061 112 1.01
+0.17% +0.13° +0.30° J_ro.dlsb +0.22° tO.d39b +0.13% +0.3°

Keterangan : Pada Rerata + SD jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-
value<0,05) dan jika memuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0,05).
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Tabel 3. Ekspresi RE-t= (%) Berdasarkan Dosis Genistein dan Waktu Inkubasi

6 Jam 24 Jam 48 Jam
Kelompok
Pengamatan Rata-Rata+ SD Rata-Rata+ SD Rata-Rata + SD D

Kontrol 12.75+2.80° 1.22+0.44% 1.20+0.17°
Genistein 5 pM/L 7.74+1.16° 0.69+0.16° 0.93+0.13%
Genistein 10 pM/L 10.37+1.64° 0.59+0.16° 1.31+0.30°

b ab
Genistein 20 pM/L 6.62+1.56 0,000 0.65+0.08° oo0g  0-94:0.16 0,010
Genistein 30 UM/L 8.00+1.60° 0.78+0.24™ 0.99+0.22%
Genistein 40 pM/L 6.96+0.89" 0.71+0.09° 0.61+0.39"
Genistein 50 uM/L 3.98+0.59¢ 1.36+0.57° 1.1240.13°

Keterangan: Pada Rerata + SD jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-
value<0,05) dan jika memuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0,05).
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Gambar 2. Trend rerata ekspresi RE-a

Hasil Uji Ekspresi RE-0 Berdasarkan Waktu
Inkubasi

Ada perbedaan yang signifikan secara statistik antara
ekspres RE-a dengan waktu inkubasi 6 jam, 24 jam,
dan 48 jam karena nilai p < 0,05. Tampak Rata-rata
ekspresi RE-a tertinggi pada waktu inkubasi 6 jam (8,06
+ 3,0 %). Hal ini dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil Uji Ekspresi RE-0 Berdasarkan Dosis
Genistein dan Waktu Inkubasi

Ada perbedaan yang bermakna rerata ekspres RE-
xpada waktu inkubas 6 jam antara kelompok kontrol
(12.75+2.80%), dengan kelompok perlakuan pemberian
genistein dosis.Hal ini ditunjukkan dengan nilai p-value
< 0.05. Hal ini dapat dilihat pada Tabel 3.

Tren penurunan rerata ekspress RE-« pada waktu
inkubasi 6 jam, 24 jam, maupun 48 jam seiring dengan

90

peningkatan dosis genistein. Hal ini dapat dilihat pada
Gambar 2.

Hasil Analisa Regresi Pengaruh Dosis terhadap
Ekspresi RE-0

Hasil regres yang paling besar prosentase pengaruh
dosis genistein terhadap ekspresi RE-o« adalah pada
waktu inkubasi 6 jam, yaitu 41.5% dan sangat bermakna
secara statistik. Nilai negatif pada koefisien pengaruh -
0.089 menjelaskan ada pengaruh yang bersifat
kebalikan. Bila dosis genistein meningkat maka akan
berakibat terjadi penurunan ekspresi RE-ec pada kultur
sel endometriosis. Hal ini dapat dilihat pada Tabel 4.

Hasil Uji Ekspresi RE-3 Berdasarkan Dosis
Genistein

Terdapat perbedaan yang bermakna (p < 0,05) ekspresi
RE-B antara kelompok kontrol dengan kelompok
perlakuan berbagai dosis. Terlihat rerata yang paling
tinggi terdapat pada kelompok kontrol (6.70+6.79%),
Penurunan ekspres RE-B yang paling terendah pada
kelompok genistein dosis 50 uM/L (4.00£3.54%). Hal
ini dapat dilihat pada Tabel 5.

Hasil Uji Ekspresi RE-3 Berdasarkan Waktu
Inkubasi

Ada perbedaan yang signifikan secara statistik antara
ekspres: RE-f dengan waktu inkubasi 6 jam, 24 jam,
dan 48 jam karena nilai p < 0,05. Tampak Rata-rata
ekspress RE-B tertinggi pada waktu inkubasi 6 jam
(11.47£2.77 %). Hal ini dapat dilihat pada Tabel 5.
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Tabel 4. Hasil analisisregresi pengaruh genistein terhadap ekspresi ERox

Waktu Prosentase pengaruh

inkubasi Persamaan regresi p-value
6 jam 7= 9.586 - 0.089 x 41.5% 0.001
24 jam = 0.481 + 0.012 x 30.8% 0.005
48 jam 4= 1.076-0.004 x 3.8% 0.353

Keterangan: Hasil regresi ekspresi RE-a pada kultur sel endometriosis yang mendapatkan perlakuan genistein pada waktu
inkubasi 6 jam memberikan pengaruh terhadap penurunan RE-a sebesar 41,5%.

Tabel 5. Ekspresi ER-B (%)Berdasarkan Dosis Genistein

Waktu Inkubasi (Mean + SD)

Kelompok
Pengamatan 6 Jam 24 Jam 48 Jam ) P

Kontrol 15.26+4.74 2.24+0.20° 2.61+0.39% 6.70+6.79%
5 uMI/L 11.44+1.59™ 1.97+0.40* 2.42+0.112 5.28+4.64™

10 UMIL 12.65+1.79% 2.16+0.60° 2.21+0.23% 5.67+5.25%

20 UMIL 10.90+0.77™ 0.65+0.08" 1.86+0.30™ 4.47+4.79% 0.000<
30 uMIL 9.98+1.33% 1.67+0.36* 1.58+0.39° 4.41+4.18%

40 uMIL 11.41+1.12™ 1.97+0.10* 1.53+0.16° 4.97+4.80°

50 pM/L 8.66£1.45° 1.82+0.49% 1.51+0.28° 4.00+3.54°

Keterangan: Pada Rerata + SD jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-value<0,05)
dan jikamemuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0,05).

Tabel 6. Ekspresi RE-a (%) Berdasarkan Waktu Inkubasi

Waktu Dosis Genistein (Mean + SD)
Inkubasi Kontrol 5 10 20 30 40 50 Rerata P
UM/ uM/L puM/L - pM/L pM/L pM/ total
L L
6jam 15.26 11.44 10.90 1141 866 1147+
+4.74%  +159° 1265 +0.77° 998+ +1.12° +1.4 2772
+1.79% ¢ 1.33* c 5°
24 jam 224 197 216 0.65 1.67 197 182 178  0.000<wx
+0.20°  +0.40° +0.60° +0.08° +0.36% +0.10®° 04 06"
ga
48 jam 2.61 242 221 1.86+ 158+ 153+ 151 1.96
+0.39° +0.11° +0.23® 0.30®° 0399 0.16™™ toaz +0.5°
8

Keterangan : Pada Rerata + SD jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-value<0,05) dan
jikamemuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0,05).

Hasil Uji Ekspresi RE-0 Berdasarkan Dosis
Genistein dan Waktu Inkubasi

Ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi RE-
xpada waktu inkubasi 6 jam antara kelompok kontrol
(15.26+4.74 %), dengan kelompok perlakuan pemberian
genistein. Hal ini dapat dilihat pada Tabel 7. Hasll
regres yang paling besar prosentase pengaruh dosis
genistein terhadap ekspress RE-B adalah pada waktu
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inkubasi 48 jam, yaitu 61.7% dan sangat bermakna
secara statistik. Nilai negatif pada koefisien pengaruh -
0.021 menjelaskan ada pengaruh yang bersifat
kebalikan. Bila dosis genistein meningkat maka akan
berakibat terjadi penurunan ekspresi RE- pada kultur
sel dinding kista endometriosis. Hal ini ditunjukkan
pada Tabel 8.
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Tabel 7. Ekspresi RE-$ (%) Berdasarkan Dosis Genistein dan Waktu Inkubasi

Kelompok 6 Jam 24 Jam 48 Jam
Pengamatan Rata-Rata+ SD Rata-Rata+ SD Rata-Rata + SD D
Kontrol 15.26+4.74% 2.24+0.20° 2.61+0.39*
Genistein 5 pM/L 11.44+1.59* 1.97+0.40°7 2.42+0.11°
Genistein 10 UM/L 12.65+1.79% 2.16+0.60° 2.21+0.23*
Genistein 20puM/L 10.90£0.77% 0013  0.65£0.08° o000  L186+030% 0,000
Genistein 30 pM/L 9.98+1.33% 1.67+0.36* 1.58+0.39°
Genistein 40 uM/L 11.41+1.12% 1.97+0.10* 1.53+0.16°
Genistein 50 uM/L 8.66+1.45° 1.82+0.49* 1.51+0.28°

Keterangan: Pada Rerata + SD jika memuat huruf yang berbeda berarti ada perbedaan yang bermakna (p-value<0,05) dan jika
memuat huruf yang sama berarti tidak ada perbedaan yang bermakna (p-value>0,05).
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Gambar 3. Tren rerata menurunan ekspresi RE-3

Tabel 8. Hasil analisis regresi pengaruh genistein
terhadap ekspresi ERf3
Waktu Persamaan regresi Prosentase -value
inkubasi €9 pengaruh P
6jam ¥=12.363 - 0.059 29.3% 0.006
X
24 jam ¥=1.711+0.001 0.01% 0.980
X
48 jam ¥=2.382-0.021 x 61.7% 0.000

Keterangan: perbedaan bermaknapadanilai p<0,05

Endometriosis merupakan salah satu gangguan pada
sistem reproduks yang paling banyak ditemukan,
terkait dengan hormon estrogen dan tergolong penyakit
inflamasi  kronik.**? Kultur sel endometriosis pada
pendlitian ini menggunakan sel epitel dan sel stroma,
tidak dilakukan pemisahan terhadap keduanya. Hal ini
sesual dengan penelitian yang pernah dilakukan oleh
Matsuzaki, et a (2010), tentang pembuktian kehadiran
sel stroma dan sel epitel pada endometrium eutopik dan
ektopik secarain vitro. Sampey et a (2011) mengatakan
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bahwa sel stroma dapat memproduksi faktor
pertumbuhan secara parakrin yang dibutuhkan dalam
menginduksi proliferasi sel epitel oleh estrogen pada sel
kultur. Truchacheva, et a (2009), mengatakan bahwa
terjadi peningkatan ekspress RE-f dan penurunan
ekspres RE-a pada jaringan endometriosis manusia dan
sel  stroma hbila dibandingkan dengan jaringan
endometrium eutopik. Ekspresi RE-} pada jaringan dan
sel-sel stroma endometrium 36 kali lebih tinggi bila
dibandingkan dengan sel stroma atau endometrium
normal.

Pada penelitian ini didapatkan ekspress RE-B lebih
tinggi bila dibandingkan dengan ekspresi RE-a. Hal ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Bulun, et
a (2012), dikatakan bahwa RE-B pada endometriosis
100 x lebih tinggi bila dibandingkan jaringan
endometrium, hal ini disebabkan karena terjadinya over
ekspres patologis RE-$ dalam sel stroma endometrium
sehingga menyebabkan kekurangan promotor RE-f.
Pendapat ini didukung oleh penelitan Trukhacheva et al
(2009), dikatakan bahwa ekspresi yang berlebihan dari
RE-f pada sel stroma endometrium menurunkan mRNA
ER-a dan tingkat protein. Pendapat lain yang
disampaikan pada penelitian Bulun et a (2010), RE-a
dan RE-[ adalah protein dengan afinitas tinggi untuk E2
dan dikodekan oleh gen terpisah. Meskipun RE-a dan
RE-B ada dalam endometrium, tetapi RE-a menjadi
mediator utamadari aksi estrogenik dalam jaringan ini.

Genistein bersifat antagonis dan menurunkan efek
estrogenik pada kultur sel stroma dan kelenjar
endometrium yang tinggi tingkat estrogennya.®*
Genistein memiliki sifat SERM yang dapat berikatan
dengan RE-o0 dan RE-B serta memiliki efek anti
estrogenik pada beberapa jaringan  reproduksi
diantaranya endometrium.*
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa genistein mampu
menurunkan ER-a & ER-B pada dosis 50 pyM/L dan
waktu inkubasi 24 jam.

SIMPULAN

Genistein dapat menurunkan ekspress RE-o dan RE-f
baik dilihat dari dosis maupun waktu. Dosis yang tinggi
dan waktu yang singkat sangat berpengaruh dalam
menurunkan ekspresi RE-a dan RE-(.
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