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Abstrak

Tujuan: Membandingkan ekspresi reseptor estrogen p pada sel
endotel HUVEC antara penambahan berbagai dosis Genistein de-
ngan 17p estradiol dosis fisiologis.

Metode: Suatu studi eksperimental yang dilakukan di Laborato-
rium Fisiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang
dengan menggunakan kultur HUVEC yang dipapar dengan glukosa
sebagai model endotel yang mengalami stres oksidatif. Endotel
diambil dari umbilikus bayi perempuan baru lahir, dilakukan kultur
hingga konfluen. Kultur tersebut dibagi 7 kelompok, yaitu (1) HU-
VEC tanpa perlakuan, (2) HUVEC + Glukosa 33 mM, (3) HUVEC
+ Glukosa 33 mM + 178 estradiol, (4) HUVEC + Glukosa 33 mM
+ Genistein 2,5 um, (5) HUVEC + Glukosa 33 mM + Genistein 5
um, (6) HUVEC + Glukosa 33 mM + Genistein 7,5 um, (7) HUVEC
+ Glukosa 33 mM + Genistein 10 um. Kultur diinkubasi pada suhu
37°C lalu dilakukan pengecatan imunositokimia menggunakan anti-
bodi primer reseptor estrogen p. Ekpresinya diamati pada menit ke-
15, 30, 60, 120 dan 240. Data hasil pengamatan dianalisis dengan
uji ANOVA dan uji korelasi.

Hasil: Perbandingan ekspresi reseptor estrogen g antara kelom-
pok 1, berbeda signifikan dengan kelompok 2, 3, 6, 7, tetapi tidak
berbeda signifikan dengan kelompok 4, 5. Perbandingan ekspresi re-
septor estrogen B antara kelompok 2 berbeda signifikan dengan
kelompok 4, 5, tetapi tidak berbeda signifikan dengan kelompok 3,
6, 7. Kelompok 3 berbeda signifikan dengan kelompok 4, 5, tetapi
tidak berbeda signifikan dengan kelompok 6, 7. Kelompok 4 ber-
beda signifikan dengan kelompok 6, 7, tetapi tidak berbeda signifi-
kan dengan kelompok 5. Kelompok 5 berbeda signifikan dengan
kelompok 6, 7. Kelompok 6 tidak berbeda signifikan dengan kelom-
pok 7. Peningkatan dosis Isoflavon Genistein pada menit ke-30, 60,
dan 120 akan menurunkan ekspresi reseptor estrogen p pada sel en-
dotel HUVEC (p<0,05), sedangkan pada pengamatan menit ke-15
dan 240 menunjukkan tidak ada hubungan yang signifikan dengan
ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel HUVEC (p>0.05).

Kesimpulan: Terdapat perbedaan ekspresi ERp yang bermakna
pada HUVEC yang diinduksi glukosa yang terpapar 17p estradiol
dengan yang terpapar Genistein kecuali pada dosis Genistein 7,5
dan 10 um. Semakin rendah dosis Isoflavon Genistein pada menit
ke-30, 60, dan 120, ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel
HUVEC cenderung lebih tinggi.

[Mgj Obstet Ginekol Indones 2010; 34-1:24-30]
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Abstract

Objective: To compare p estrogen receptor on HUVEC endothe-
lial for each Genistein dose addition with p-estradiol physiologic
dose.

Methode: Experimental study performed in Physiology Labora-
torium, Medical Faculty of Brawijaya University Malang, HUVEC
culture exposed by glucose as a dysfunction endothelial model. En-
dothel collected from female newborn umbilicus was cultured to
make a confluent culture. The culture was divided into 7 groups: 1.
HUVEC without treatment, 2. HUVEC + glucose 33 mM, 3. HU-
VEC + glucose 33 mM + 17p estradiol , 4. HUVEC + glucose 33
mM+ Genistein 2.5 um. 5. HUVEC + Glucose 33 mM + Genistein
5um, 6. HUVEC + Glucose 33 mM + Genistein 7,5 um, 7. HUVEC
+ Glucose 33 mM + Genistein 10 um. Culture then was incubated
in 37°C and stained with immunohistochemistry, using primary an-
tibody of p estrogen receptor. The expression was observed on the
-15, 30, 60, 120 and 240t minute. The datas from observation result
was analysed with ANOVA test and correlation test.

Result: Estrogen receptor comparison between group 1 was sig-
nificantly different with group 2, 3, 6, 7 and not significantly differ-
ent with groups 4, 5. Estrogen receptor between group 2 was sig-
nificantly different with group 4, 5 but not significantly different
with groups 3, 6, 7. Estrogen receptor comparison between group 3
was significantly different with group 4, 5 and not significantly dif-
ferent with groups 6, 7. Estrogen receptor comparison between
group 4 was significantly different with group 6, 7 and not signifi-
cantly different with groups 5. Estrogen receptor comparison be-
tween group 5 was significantly different with group 6, 7. Estrogen
receptor comparison between group 6 was not significantly different
with group 7. Isoflavon Genistein dose increase on 30, 60 dan 120
minutes will reduce B estrogen receptor expression on endothelial
HUVEC and on 15 and 240 minutes shows that there was no signifi-
cant correlation with p estrogen receptor expression on endothel
HUVEC.

Conclusion: There was significant expression distinction of ER
in glucose induced HUVEC exposed by 17 estradiol compared with
those exposed by Genistein but not in Genistein dose 7.5 and 10 um.
The lower of Isoflavon Genistein dose in the -30, 60 dan 120 minute
will cause expression of p estrogen receptor in HUVEC endothelial
cell that tends to be higher.

[Indones J Obstet Gynecol 2010; 34-1:24-30]
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PENDAHULUAN

Keadaan menopause menyebabkan perubahan pada
metabolisme hormon di antaranya hormon estrogen
yang terjadi karena berhentinya aktivitas folikel ova

rium. Hal ini menyebabkan timbulnya efek jangka
panjang seperti penyakit kardiovaskular, penyakit
alzheimer’s, dan osteoporosis. Semua efek menopause
di atas menyebabkan produktivitas dan kualitas hidup
seorang wanita menurun.1.2
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Di antara penyulit-penyulit itu terdapat penyulit
jangka panjang yaitu penyakit kardiovaskular dengan
angka kematian hampir 3 kali lebih besar daripada
kanker payudara. Sebagian besar dari penyakit kardio-
vaskular adalah aterosklerosis dengan faktor risiko
yang sama seperti pada pria. Dari data tahun 1998 di-
dapatkan angka kematian wanita usia lebih dari 50
tahun akibat penyakit jantung koroner adalah 100/100000
dan jumlahnya meningkat 8 kali lipat pada usia 70
tahun. Sementara itu, angka kematian akibat stroke
pada umur lebih dari 50 tahun sebesar 50/100000
meningkat 4 kali lipat pada usia 70 tahun. Oleh karena
itu, perlu dipikirkan penanganan efek samping berku-
rangnya estrogen dalam darah, seperti pemberian te-
rapi hormon pengganti yang bertujuan mengembali-
kan fungsi estrogen dalam tubuh untuk mencegah atau
meminimalkan gejala-gejala tersebut di atas.1.2

Efektivitas pemberian hormon estrogen dalam men-
cegah penyakit kardiovaskular telah menjadi perta-
nyaan seiring dengan munculnya efek negatif dari in-
tervensi estrogen/progestin. Pada penelitian terbaru
WHI tahun 2002 hasil yang didapat adalah data me-
ningkatnya risiko kanker payudara invasif selama ob-
servasi penelitian. Oleh karena itu, demi keselamatan
sampel penelitian, direkomendasikan untuk menghen-
tikan percobaan. Risiko stroke, tromboemboli vena,
dan infark miokardium juga meningkat pada wanita
yanlgsTenerima terapi sulih hormon pada penelitian
ini 13,

Studi epidemiologi menunjukkan bahwa tingkat
mortalitas dan morbiditas dari penyakit jantung
koroner (PJK) di negara - negara benua Asia lebih
rendah daripada negara-negara Barat. Bukti terbaru
dari penelitian Lissin dkk tahun 2004 menunjukkan
bahwa kemungkinan kedelai, yang mengandung iso-
flavon (salah satu bentuk biokimia dari Fitoestrogen),
merupakan salah satu komponen diet orang Asia yang
mampu menurunkan angka PJK. Warga di benua Asia
rata-rata mengonsumsi Isoflavon 30-40 mg/hari, se-
dangkan di negara Barat konsumsi Isoflavon rata-rata
kurang dari 1 mg/hari. Senyawa isoflavon dapat
berupa Diadzein, Glisitein dan Genistein, di mana
yang terbanyak ditemukan pada kedelai adalah
Genistein, yang telah diteliti memberi banyak keun-
tungan pada keadaan menopause.5.6.7

Di dalam tubuh Genistein, yang mempunyai struk-
tur mirip estrogen, memiliki jalur mekanisme serupa
dengan estrogen. Untuk menimbulkan respons biolo-
gis Genistein berikatan dengan reseptor estrogen alfa
dan . Genistein mempunyai afinitas yang lebih besar
terhadap reseptor estrogen B dibandingkan reseptor
estrogen o. Erp adalah reseptor estrogen yang lazim
terdapat pada sistem kardiovaskular. Genistein mela-
lui reseptor estrogen mempengaruhi bioavailabilitas
endotel membentuk nitric oxide yang menyebabkan
relaksasi sel otot polos pembuluh darah.6.”

Sel endotel berperan baik dalam proses fisiologis
maupun patofisiologis termasuk hemostasis, infla-
masi, dan angiogenesis. Pada beberapa penelitian ten-
tang peran endotel ini digunakan human umbilical
vein endothelial cells (HUVEC) yang merupakan
suatu media di mana sel-sel ditanam dalam cairan
fenol untuk menumbuhkan sel endotel dalam kondisi
bebas kuman (steril). Media ini menyediakan peng-
gunaan yang luas dalam model in vitro untuk mem-

pelgjari efek hormon jadi seks sintetis ataupun alami
pada sel endotel .89

METODE

Penelitian ini dilaksanakan secara eksperimental an-
tara kelompok kontrol dan kelompok intervensi. Pene-
litian dilaksanakan di Laboratorium Fisiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Penelitian
ini dilaksanakan pada bulan Mei 2009. Penelitian ini
menggunakan endotel yang berasal dari umbilikus
bayi perempuan yang baru lahir dengan operasi sesar,
ibu sehat tidak menderita sakit apa pun dengan HB >
10, dengan kehamilan normal. Banyaknya sampel
yang diperlukan 1 umbilikus yang direplikasi menjadi
140 slide yang menggambarkan ekspresi reseptor es-
trogen B.

Penelitian ini bertujuan untuk mengamati ekspresi
reseptor estrogen p pada sel endotel kultur HUVEC
baik yang mendapat perlakuan ataupun yang tidak
mendapat perlakuan, kultur HUVEC yang mendapat
pemberian 1713 estradiol 10nm, dan kultur HUVEC
yang mendapat pemberian genistein murni dengan
dosis 2,5 ym, 5 ym, 7,5 um, 10 um di mana pada
masing-masing sumur dilakukan pengulangan sampai
dengan 4 kali, dilakukan pengamatan pada menit ke-
15, menit ke 30, menit ke 60, menit ke 120, dan menit
ke 240. Kemudian dilakukan pengecatan dengan an-
tibodi primer reseptor estrogen p. Dilakukan penghi-
tungan dari 100 sel endotel, berapa jumlah sel endotel
yang mengekspresikan reseptor estrogen .

Pada penelitian ini variabel independen adalah
dosis Genistein, dosis estrogen, waktu penelitian, se-
dangkan variabel dependen adalah ekspresi reseptor
estrogen B sel endotel HUVEC.

[ Menopause ]

l 17 B estradiol

Endotel
(HUVEC)
yang diinduksi
glukose

Meningkatkan
produksi
I Nitrit Oksida (NO)

Ekspresi
reseptor

estrogen
menurun

Genistein

Gambar 1. Kerangka konseptual

Hasil penelitian ditabulasi dan disajikan dalam ben-
tuk tabel dan grafik serta dilakukan analisis secara
statistik menggunakan program SPSS for window 13,
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dihitung menggunakan uji ANOVA satu arah, uji
Tukey, serta uji korelasi dan regresi. Probabilitas di-
anggap bermakna secara statistik apabila didapatkan
nilai p<0,05 dengan selang kepercayaan 95%.

Penilaian dan gradasi positif pulasan dinilai secara
semikuantitatif dengan mikroskop cahaya 10x LPB
(40x10), kemudian endotel yang mengekspresikan re-
septor estrogen B yang ditandai dengan visualisasi
warna cokelat dihitung tiap 100 sel endotel.

HASIL

Penelitian ini menggunakan kultur endotel HUVEC
setelah melalui tahapan-tahapan kultur endotel. Pene-
litian ini bertujuan untuk membandingkan ekspresi re-
septor estrogen p pada kultur sel endotel HUVEC
yang dipapar dengan 17p estradiol dan berbagai dosis
Genistein mulai dari dosis 2,5 um, 5 um, 7,5 um, 10
um. Pemeriksaan ekspresi reseptor estrogen p di-
lakukan dengan menggunakan antibodi reseptor estro-
gen B setelah sel confluent yang ditandai dengan sel
telah melekat pada attachment site dan saling bersen-
tuhan atau berhubungan antarsel. Jarak antara sel yang
teratur dan semakin rapat, permukaan sel rata ditandai
dengan penampakan inti, membran plasma, sitoplas-
ma serta matriks ekstraseluler, dengan ukuran sel
yang lebih besar. Setelah itu, dilakukan pewarnaan
dengan antibodi reseptor estrogen p yang memberi
warna cokelat pada sitoplasma ataupun inti sel.

Warna cokelat merupakan visualisasi dari krimo-
gen dab (diaminobenzidine). Kompleks antibodi-anti-
gen reseptor estrogen p akan dikenali oleh antibodi
yang berlabel biotin. Biotin pada antibodi sekunder
berikatan dengan strep avidin harse rads perixidasr
(sahrp) yang akan memvisualisasikan warna cokelat.
Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikros-
kop cahaya pembesaran 400x, dihitung dari 100 sel
endotel berapa sel yang mengekspresikan reseptor es-
trogen p dan berapa sel yang tidak mengekspresikan
reseptor estrogen p. Efek akibat perbedaan pemberian
berbagai dosis Isoflavon Genistein dan 17p estradiol
HUVEC dilakukan dengan analisis ragam satu arah
(one-way ANOVA).

Terdapat perbedaan ekspresi reseptor estrogen B
antara setiap waktu pengamatan pada kelompok |,
kelompok 111, kelompok 1V, kelompok VI dan kelom-
pok VII. Sementara itu, pada perlakuan dengan
kelompok 1l dan kelompok V tidak menunjukkan
adanya perbedaan ekspresi reseptor g antara setiap
waktu pengamatan.

Hasil analisis ragam pada Tabel 1, menunjukkan
nilai signifikansi untuk penambahan | soflavon Genistein
pada setiap waktu pengamatan masing-masing sebesar
0,000 dan lebih kecil dari g 0,05 (p<0,05), sehingga
Ho ditolak. Dapat disimpulkan bahwa terdapat perbe-
daan efek pada setiap dosis penambahan Isoflavon
Genistein dengan 17p estradiol (kondisi fisiologi)
pada tiap waktu pengamatan terhadap ekspresi resep-
tor estrogen g pada sel endotel HUVEC.

Untuk mengetahui adanya perbedaan pengaruh
penambahan Isoflavon Genistein dengan 17p estradiol
(kondisi fisiologi) dalam berbagai dosis pada tiap
waktu pengamatan terhadap ekspresi reseptor estro-
gen g pada sel endotel HUVEC tersebut, dapat dilihat
dari hasil uji Tukey (Tukey's Test) sebagai berikut :

Perbandingan ekspresi reseptor estrogen B pada
menit ke-15 antara sel endotel HUVEC pada kelom-
pok I, kelompok IV, V, VII berbeda signifikan de-
ngan kelompok 11, 1Il, VI (p<0,05), tetapi antara
kelompok I, 1V, VII dan kelompok V tidak berbeda
signifikan (p>0,05). Untuk perbandingan ekspresi re-
septor estrogen p pada sel endotel HUVEC pada

kelompok II, I, VI berbeda signifikan dengan
kelompok I, IV, V, VII (p<0,05), tetapi antara kelom-
pok I, 111 dan VI tidak berbeda signifikan (p>0,05).

Perbandingan ekspresi reseptor estrogen B pada
menit ke-30 antara sel endotel HUVEC pada kelom-
pok I, IV, V berbeda signifikan dengan kelompok II,
I, VI (p<0,05), tetapi antara kelompok | dengan 1V,
V tidak berbeda signifikan (p>0,05). Untuk perban-
dingan ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel

HUVEC pada kelompok 11, 111, VI berbeda signifikan
dengan kelompok I, IV, V (p<0,05), tetapi antara
kelompok II, 11l, dan VI tidak berbeda signifikan
(p>0,05).

Perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada
menit ke-60 antara sel endotel HUVEC pada kelom-

Tabel 1. Hasil Uji perbedaan ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel HUVEC pada setiap penambahan |soflavon Genistein
dengan 17p estradiol (kondisi fisiologi) dengan variad dosis pada setiap waktu pengamatan

Waktu Rerata ekspresi ERp berdasarkan tiap perlakuan Nilai F dan
pengamatan p value hasil
Kontrol HUVEC+ HUVEC+ HUVEC+ HUVEC+ HUVEC+ HUVEC+ uji ANOVA
Glukosa B estradiol+ G 33+ G 33+ G 33+ G 33+
33mM G 33mM GNS 2,5 GNS5 GNS 7,5 GNS 10
15 menit 49+15,00 18,25+5,42 25+4,82 49+9,20 49,5+4,1b 15+45,52 43+43v  F=15,756
dan p=0,000
30 menit 52,5+7,9¢  19,25+5,32 26+9,42 43,25+4,4p 42+3,5° 22+4,1a 16£3,42  F=23,449
dan p=0,000
60 menit 55,75+7,0p 9+2,92 18,5+2,4a 55,5+12,70  5525+11,50 51,25+9,0° 22+8,3¢  F=19,046
dan p=0,000
120 menit 40+5,7bc 17,543, 7% 16,25+3,02 62+13,4c  47,25+17,0c  40,5+3,3kc 23+13,28  F=11,390
dan p=0,000
240 menit 16+3,30 12,75+8,02 9+3,4a 20+3,7% 32+11,80 48,25+7,0c  12,25+7,32 F=16,083
dan p=0,000

Keterangan: Adanya perbedaan dinotasikan dengan huruf. Adanya perbedaan huruf antarklasifikas pada masing-masing dosis, berarti ada perbedaan

ekspresi reseptor estrogen p pada dosis tersebut dengan dosis yang lain
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pok I, V, VII berbeda signifikan dengan kelompok II,
I, VII (p<0,05), tetapi antara kelompok I, 1V, VII
dan kelompok V tidak berbeda signifikan (p>0,05).
Untuk perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada
sel endotel HUVEC pada kelompok 111, VII dan 1l
berbeda signifikan dengan kelompok 1, IV, VI, dan V
(p<0,05), tetapi antara kelompok |11, VII dan kelom-
pok Il tidak berbeda signifikan (p>0,05).

Perbandingan ekspresi reseptor estrogen B pada
menit ke-120 antara sel endotel HUVEC pada kelom-
pok 111 berbeda signifikan dengan kelompok I, kelom-
pok V, VI dan IV (p<0,05), tetapi tidak berbeda sig-
nifikan dengan kelompok Il dan VII (p>0,05). Untuk
perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada sel en-
dotel HUVEC pada kelompok 1l dan VII berbeda sig-
nifikan dengan kelompok 1V dan V (p<0,05), tetapi
tidak berbeda signifikan dengan perlakuan kelompok
I, VII (p>0,05). Untuk perbandingan ekspresi reseptor
estrogen p pada sel endotel HUVEC pada kelompok
I dan kelompok VI berbeda signifikan dengan kelom-
pok 11l (p<0,05), tetapi tidak berbeda signifikan de-
ngan kelompok I, II, 1V, VI, VII dan kelompok V
(p>0,05). Untuk perbandingan ekspresi reseptor estro-
gen p pada sel endotel HUVEC pada kelompok 1V,
V berbeda signifikan dengan kelompok 111 (p<0,05),
tetapi tidak berbeda signifikan dengan kelompok |,
kelompok VI, VII dan Il (p>0,05).

Perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada
menit ke-240 antara sel endotel HUVEC pada kelom-
pok 11, 111, VII berbeda signifikan dengan kelompok
V dan VI (p<0,05), tetapi tidak berbeda signifikan
dengan kelompok IV dan kelompok | (p>0,05). Untuk
perbandingan ekspresi reseptor estrogen B pada
kelompok | dan 1V berbeda signifikan dengan kelom-
pok VI (p<0,05), tetapi tidak berbeda signifikan de-
ngan kelompok Il, V, VII dan kelompok (p>0,05).
Untuk perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada
sel endotel HUVEC pada kelompok V berbeda signi-
fikan dengan kelompok I11, VI, VII dan kelompok 11
(p<0,05), tetapi tidak berbeda signifikan dengan
kelompok | dan kelompok 1V (p>0,05). Kemudian un-
tuk perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada
sel endotel HUVEC pada kelompok VI berbeda sig-
nifikan dengan kelompok I, I11, 1V, VII dan kelompok
V (p<0,05).

u Kontrol

B HUVEC+Glukosa 33 mi

O HUYECH estradiol+G33mh
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Gambar 2. Plot Respons (main effect) pengaruh penambahan
Isoflavon Genistein dengan 173 estradiol (kondisi
fisiologi) dalam berbagal dosis dan waktu penga-
matan terhadap ekspresi reseptor estrogen 3 pada
sel endotel HUVEC.

Plot respons dari pengaruh penambahan Isoflavon
Genistein dengan 17p estradiol (kondisi fisiologi)
dalam berbagai dosis dan waktu pengamatan terhadap
ekspresi reseptor estrogen g pada sel endotel HUVEC,
dapat ditunjukkan pada Gambar 2.

17p estradiol (kondisi fisiologi) dalam berbagai
dosis dan waktu pengamatan terhadap ekspresi resep-
tor estrogen p pada sel endotel HUVEC, di mana se-
makin tinggi dosis Isoflavon Genistein yang diberikan
maka ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel
HUVEC akan semakin rendah.

Untuk mengetahui besarnya hubungan antara
penambahan Isoflavon Genistein dengan 17p estradiol
(kondisi fisiologi) dalam berbagai dosis pada setiap
waktu pengamatan terhadap ekspresi reseptor estro-
gen 3 pada sel endotel HUVEC, maka digunakan uji
korelasi. Adapun hasil uji regresi dan persamaan re-
gresi berdasarkan penambahan Isoflavon Genistein
dengan 171 estradiol (kondisi fisiologi) dalam berba-
gal dosis pada setiap waktu pengamatan adalah seba-
ga berikut.

Tabel 2. Uji Korelasi variasi dosis Isoflavon Genistein terhadap
ekspresi reseptor estrogen 3 pada sel endotel HUVEC.

Waktu Per samaan
pengamatan regres linier P R R-square
15 menit Y= 522521 X 0,137 -0.388 15,1%
30 menit Y= 56,25-4,07X 0,000 -0.913 83,3%
60 menit Y=72,125-4,18X 0,003 -0.701 49,1%
120 menit Y =74,125-4,95X 0,000 -0,774 60 %
240 menit Y=29,875-0,28X 0,850 -0,051 0,3%

Keterangan: Y = ekspresi reseptor estrogen 3 pada sel endotel HUVEC
X = dosis Isoflavon Genistein

Berdasarkan hasil analisis pada Tabel 2 di atas da-
pat diketahui bahwa hanya dosis Isoflavon Genistein
pada menit ke-30 (r=-0,913, p=0,000), menit ke-60
(r=-0,701, p=0,003), dan menit ke-120 (r=-0,774,
p=0,000) yang mempunyai hubungan (korelasi) yang
signifikan (p<0,05, Ho ditolak) dengan ekspresi re-
septor estrogen p pada sel endotel HUVEC, dengan
arah korelasi yang negatif (karena koefisien korelasi
bernilai negatif). Artinya peningkatan dosis Isoflavon
Genistein pada menit ke-30, 60 dan 120 akan menu-
runkan ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel
HUVEC. Demikian pula sebaliknya, semakin rendah
dosis Isoflavon Genistein pada menit ke-30, 60, dan
120 justeru akan menyebabkan ekspresi reseptor es-
trogen p pada sel endotel HUVEC cenderung lebih
tinggi. Sementara itu, pada pengamatan menit ke-15
dan 240 menunjukkan tidak ada hubungan yang sig-
nifikan dengan ekspresi reseptor estrogen p pada sel
endotel HUVEC (p>0,05).

Seberapa besar pengaruh variasi dosis Isoflavon
Genistein pada setiap waktu pengamatan terhadap ek-
spresi reseptor estrogen p pada sel endotel HUVEC,
dapat diketahui dengan menggunakan analisis bentuk
hubungan (regresi), karena dari uji korelasi belum
bisa menjelaskan hal tersebut.

Hasil pengujian dengan menggunakan analisis re-
gresi linier menunjukkan bahwa pada menit 30, 60
dan 120 terdapat pengaruh yang signifikan (p<0,05,
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Ho ditolak) dari dosis Isoflavon Genistein terhadap
ekspresi reseptor estrogen 3 pada sel endotel HUVEC.
Sementara itu, pada pengamatan menit ke-15 dan 240
tidak menunjukkan adanya pengaruh yang signifikan
dengan ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel
HUVEC (p>0,05).

Hasil uji regresi juga menunjukkan nilai koefisien
determinasi (R Sguare = r?) yang menyatakan be-
sarnya pengaruh dari dosis Isoflavon Genistein pada
setigp waktu pengamatan terhadap ekspresi reseptor
estrogen B pada sel endotel HUVEC, dalam bentuk
persentase, dan persentase sisanya (1-R Sgquare) diten-
tukan oleh faktor lain. Jadi dapat dikatakan bahwa
dosis Isoflavon Genistein yang paling berpengaruh
terhadap ekspresi reseptor estrogen g pada sel endotel
HUVEC terjadi pada menit ke-30 dengan besar pe-
ngaruh mencapai 83,3% (r square paling besar di an-
tara waktu pengamatan yang lain). Oleh karena itu,
16,7% keragaman ekspresi reseptor estrogen p pada
sel endotel HUVEC pada menit ke 30 tersebut yang
dipengaruhi oleh faktor lain selain dari dosis Isofla-
von Genistein, misalnya faktor sediaan yang kurang
baik dan pengamat yang berpengalaman. Sementara
itu, pada menit ke-15, 60 sd 240 menunjukkan pe-
ngaruh yang bervariasi terhadap ekspresi reseptor es-
trogen p pada sel endotel HUVEC.

DISKUSI

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental,
yang membandingkan berbagai dosis Genistein dan
estradiol dosis fisiologis dan waktu pengamatan pada
ekspresi reseptor estrogen g sel endotel HUVEC yang
dibuat mengalami stres oksidatif dengan penambahan
glukosa 33 mM. Dilakukan pada kultur sel endotel
vena tali pusat (HUVEC) diperoleh dari vena um-
bilikus tali pusat bayi manusia yang memenuhi krite-
riainklusi dan eksklusi. Kemudian dibagi dalam tujuh
kelompok perlakuan dan dilakukan replikasi sebanyak
4 kali kemudian diwarnai dengan antibodi reseptor es-
trogen p dan dilakukan penghitungan jumlah sel yang
mengekspresikan reseptor estrogen .

Reaksi yang spesifik jaringan terhadap estrogen di-
sebabkan adanya reseptor protein intraselular. Resep-
tor estrogen secara primer mengakibatkan transkripsi
gen, tetapi juga meregulasi kejadian pascatranskripsi
dan efek non-genomik. Reseptor estrogen meregul asi
transkripsi gen melewati mekanisme yang multipel,
yang {idak semuanya berinteraksi langsung dengan
DNA.

Estrogen meningkatkan respons jaringan target pa-
da estrogen dan hormon steroid lainnya lewat pe-
ngaruh konsentrasi reseptor dengan cara meningkat-
kan konsentrasi reseptor estrogen yang juga akan
meningkatkan konsentrasi reseptor progestin dan an-
drogen. Pembentukan reseptor estrogen melibatkan
degradasi yang cepat dari reseptor yang tidak berikat-
an dengan estrogen dan degradasi yang lebih lambat
dari reseptor yang berikatan dengan estrogen setelah
transkripsi gen. Adanya estrogen merupakan faktor
penting untuk respons yang berkelanjutan.l

Isoflavon yang banyak diteliti berkaitan dengan ak-
tivitas estrogenitasnya adalah Genistein (4,5,7-tri-
hidroksi isoflavon) yang merupakan suatu senyawa
nonsteroid yang mempunyai aktivitas estrogenik atau

dimetabolisme menjadi senyawa dengan aktivitas estro-
gen. Untuk memproduksi komponen aktifnya (agly-
cones) Genistein memerlukan peran bakteri usus.
Variasi individu dalam mikroflora saluran gastrointes-
tinal, dan kemampuan absorpsi, mempengaruhi bio-
availabilitas Genistein.1

Genistein memiliki aktivitas estrogenik atau anti-
estrogenik tergantung pada jaringan target. Variasi
dalam aktivitasnya juga disebabkan fakta bahwa
Genistein memiliki afinitas yang lebih besar pada re-
septor estrogen B dibandingkan reseptor estrogen a,
meskipun afinitas pada reseptor estrogen g hanya 35%
dari estradiol.1,10

Penelitian ini lebih ditekankan pada pengaruh
Genistein dengan berbagai dosis pemberian mulai dari
dosis kecil (2,5 pm), sedang (5 um) tinggi (7,5 pm),
dan sangat tinggi (10 um) terhadap ekspresi reseptor
estrogen p pada kultur HUVEC yang selnya menga-
lami stres oksidatif. Dari Gambar 2 dapat dijelaskan
bahwa pemberian dosis Genistein 2,5 uym akan me-
ningkatkan eskspresi reseptor estrogen p sebesar 62%,
dosis 5 um akan meningkatkan eskspresi reseptor es-
trogen p 61%, dosis 7,5 um akan meningkatkan esk-
spresi reseptor estrogen p sebesar 51%, sedangkan
dosis 10 um sebesar 25%, pada pemberian 178 estra-
diol ekspresi reseptor estrogen meningkat sebesar
8,4% dibandingkan dengan HUVEC+Glukosa 33
mM.

Dari data di atas terlihat bahwa dosis Genistein
yang memberi peningkatan ekspresi reseptor estrogen
B tertinggi terdapat pada kelompok dengan pemberian
Genistein dosis 2,5 um (sekitar 7,3 kali lebih tinggi
daripada 17p estradiol) , yang tidak berbeda jauh de-
ngan Genistein dengan dosis 5 um. Hasil analisis de-
ngan ANOVA menunjukkan adanya peningkatan ek-
spresi reseptor estrogen p yang bermakna dengan
penambahan Genistein pada HUVEC yang mengal ami
stres oksidatif (p value <0,05). Pengaruh yang ber-
makna dari Genistein ditunjukkan hasil analisis pada
Tabel 2, mempunyai hubungan korelasi yang signifi-
kan (p<0,05) dengan ekspresi reseptor estrogen g pada
kultur sel endotel HUVEC. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang dilakukan Cvoro A etal, 2006 yang
menyatakan bahwa dengan ekstrak herbal/Genistein
memberi efek represi pada gen inflamasi yang meru-
pakan mekanisme penting pada penyakit jantung ko-
roner lebih tinggi 20 kali lipat lewat ekspresi reseptor
estrogen p daripada lewat reseptor estrogen o.l1

Berdasarkan hasil analisis pada Tabel 2 di atas da-
pat diketahui bahwa hanya dosis Isoflavon Genistein
pada menit ke-30 (r=-0,913, p=0,000), menit ke-60
(r=-0,701, p=0,003), dan menit ke-120 (r=-0,774,
p=0,000) yang mempunyai hubungan (korelasi) yang
signifikan (p<0,05, Ho ditolak) dengan ekspresi re-
septor estrogen p pada sel endotel HUVEC, dengan
arah korelasi yang negatif. Artinya peningkatan dosis
Isoflavon Genistein pada menit ke-30, 60, dan 120
akan menurunkan ekspresi reseptor estrogen f pada
sel endotel HUVEC. Demikian pula sebaliknya, se-
makin rendah dosis Isoflavon Genistein pada menit
ke-30, 60, dan 120 justeru akan menyebabkan ek-
spresi reseptor estrogen B pada sel endotel HUVEC
cenderung lebih tinggi. Sementara itu, pada penga
matan menit ke-15 dan 240 menunjukkan tidak ada
hubungan yang signifikan dengan ekspresi reseptor
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estrogen p pada sel endotel HUVEC (p>0,05). Hal ini
menunjukkan bahwa kerja Genistein pada sel endotel
tidak hanya bergantung pada reseptor estrogen g. Ada
mekanisme lain di mana Genistein bekerja pada sel
endotel seperti lewat jalur tirosin kinase. Ini sesuai
dengan penelitian yang dilakukan Hongwei Si, Dong-
min Liu, 2007 yang menyatakan bahwa dari penelitian
menggunakan HAEC dan HUVEC, efek Genistein
pada endotel tidak hanya dimediasi oleh aktivasi si-
nyal estrogen (dalam hal ini reseptor estrogen) atau
inhibisi Tirosin Kinase.12

Hasil pengujian dengan menggunakan analisis re-
gresi linier menunjukkan bahwa pada menit 30, 60,
dan 120 terdapat perbedaan yang signifikan (p<0,05)
dari dosis Isoflavon Genistein terhadap ekspresi re-
septor estrogen B pada sel endotel HUVEC. Semen-
tara itu, pada pengamatan menit ke-15 dan 240 tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan de-
ngan ekspresi reseptor estrogen g pada sel endotel
HUVEC (p>0,05). Dapat dikatakan bahwa |soflavon
Genistein yang paling tinggi meningkatkan ekspresi
reseptor estrogen B pada sel endotel HUVEC terjadi
pada menit ke-30 dengan besar perbedaan mencapai
83,3% (r square paling besar di antara waktu penga-
matan yang lain). Oleh karena itu, 16,7% keragaman
ekspresi reseptor estrogen g pada sel endotel HUVEC
pada menit ke-30 tersebut dipengaruhi oleh faktor lain
selain dari dosis Isoflavon Genistein, karena sel en-
dotel meskipun berasal dari induk yang sama, tetapi
merupakan hasil kultur baru. Kultur pada 15 menit
telah dipanen dahulu, kemudian dibuat kultur yang
baru untuk 30, 60, 120, dan 240 menit sehingga faktor-
faktor seperti suhu, kelembaban, dan perlakuan turut
berperan. Sementara itu, pada menit ke-15, 60 sampai
dengan 240 menunjukkan pengaruh yang bervariasi
terhadap ekspresi reseptor estrogen p pada sel endotel
HUVEC. Ini menunjukkan bahwa pengaruh Genistein
pada ekspresi reseptor estrogen p tidak hanya tergan-
tung pada reaksi genomik ataupun non genomik.

Mekanisme kerja Genistein dapat melalui jalur
genomik dan non genomik. Mekanisme kerja non
genomik membutuhkan waktu kurang dari 20 menit,
dan mekanisme genomik biasanya membutuhkan
waktu yang lebih lama (lebih 30 menit sampai be-
berapa hari) (Dongmin, 2005). Pada penelitian ini ek-
spresi reseptor estrogen B sudah timbul pada waktu
paparan 15 menit, 30 menit, 60 menit, 120 menit sam-
pai dengan 240 menit. Akan tetapi, jalur genomik (di-
tunjukkan dengan ekspresi maksimal pada menit ke
30) memberikan ekspresi tertinggi di mana jalur
genomik merupakan jalur utama untuk mekanisme
kerja hormon estrogen. Hal ini sesuai dengan teori
mekanisme kerja estrogen yang menyatakan bahwa
hampir 2/3 kerja hormon estrogen melewati jalur re-
septornya secara genomik.1.13

Dari penelitian WHI yang menghentikan penelitian
terapi sulih hormon karena efek samping estrogen
yang membahayakan, maka penelitian ini diharapkan
dapat menjadi landasan awal penelitian lebih lanjut
untuk penggunaan preparat Genistein sebagai peng-
ganti estrogen. Dari penelitian ini tampak bahwa
Genistein memberikan ekspresi reseptor estrogen p
yang lebih tinggi daripada 178 estradiol, sehingga di-
harapkan Genistein akan menggantikan fungsi estro-
gen pada endotel pembuluh darah yang akan memicu

ekpresi gen dengan hasil efek vaskuler yang luas.
Efek itu termasuk pengaturan tonus vasomotor dan
respons terhadap jejas yang memberi perlindungan
terhadap pembentukan aterosklerosis dan penyakit
iskemik. Efek positif Genistein ini sangat mungkin
menjadi solusi terhadap meningkatnya insiden pe-
nyakit kardiovaskular dan aterosklerosis lain pada
perempuan menopause.

Kelemahan penelitian ini adalah bahwa kultur HU-
VEC yang diinduksi glukosatidak sama persis dengan
kondisi endotel menopause, dan pemaparan Genistein
yang berbarengan dengan pemaparan glukosa menun-
jukkan penelitian ini bertujuan lebih ke arah profilak-
sis sebelum terjadinya menopause secara klinis. Se-
mentara itu, kesulitan teknis yang terjadi adalah sulit-
nya mendapatkan bahan reagen yaitu Genistein murni
dan bahan untuk pengecatan, yang harus dipesan di
Jepang dan Amerika sehingga diperlukan waktu yang
lama yakni sekitar 4 bulan. Selain itu, kendala teknis
berupa seringnya aliran listrik terputus yang menye-
babkan perlu berulangkali membuat kultur baru, yang
memakan waktu 3,5 bulan. Selain itu, waktu pengam-
bilan umbilikus sampai dilakukan kultur tidak boleh
lebih dari 3 jam, sedangkan tidak selalu umbilikus
tersedia dan memenuhi kriteria penelitian pada waktu
dilakukan seksio sesarea elektif.

KESIMPULAN

Perbandingan ekspresi reseptor estrogen p pada pe-
nelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian dosis
Genistein dan 178 estradiol akan meningkatkan ek-
spresi reseptor estrogen 3 dibandingkan dengan per-
lakuan HUVEC+Glukosa 33 mM.

SARAN

Dalam penelitian ini dibuktikan bahwa Genistein
menyebabkan peningkatan ekspresi reseptor estrogen
B pada sel endotel HUVEC yang telah diinduksi glu-
kosa. Peningkatan ini terjadi pada dosis dan waktu
tertentu. Diharapkan dari penelitian ini dapat di-
lakukan penelitian secara klinis dalam pemakaian
terapi sulih hormon yang lebih aman daripada estro-
gen. Perlu penelitian lebih lanjut mengenai dosis dan
durasi pemakaian yang tepat dan aman mengenai
Isoflavon Genistein ini.
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