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Abstract

The application of natural ingredient for male contraception has long been recommended, but
outof the mutural ingredient soy bean which belongs to leguminoceae family has not been utilized
yet. Soy bean contains genistein blend, as one of derivate isoflavon blends it has similar chemical
structure with 17p-estradiol which has similar nature with sterioid estrogen hormone of being
able to destruct male reproduction system. This research aims at deseribing the influence of
genistein towards the male histopathology of tubulus seminiferus testes (Mus musculus). The
method of this research is experimental with Completely Randomized Disign. The free variables
are the dosages of genistein by 0mg/g, 0.0035mg/g, 0.0042mg/g and 0.0049mg/g. The dependant
variables are resulted ratios of tubulus seminipherus testis. The data on the amount of germinal
cells are analyzed under One Way ANOVA with 5% of significance rate. They are then put into
post hoc test with Least Significance Difference of 5%. The change in the testis tissue is analyzed
descriptively. The result of the analysis shows that there is a significant influence of genistein
spplication against the germinal cells which hinders cells proliferation in tubulus seminipherus
testis.

Keywords: Genistein, germinal cells of tubulus seminiferus testis
Abstrak

Pemanfaatan surana kontrasepsi pria dengan memanfaatkan bahan alami berasal dard tanaman
sudah banyak dilakukan. Tetapi pemanfaatan biji kedelai sebagal salah satu tanaman suku
Leguminoceae belum pernah dilakukan. Biji kedelai mengandung senyawa genistein, sebagai
salah satu senyawa derivat isoflavon mempuyai struktur kimia mirlp dengan 17f-estradiol

~ bersifat seperti hormon steroid estrogen, mampu menyebabkan Kkerusakan pada sistem

reproduksi jantan. Penclitian bertujuan menguji pengarub genistein terhadap histopatologi
tubulus seminiferus testis mencit jantan (Mus musculus). Penclitian dilakukan menggunakan
pendekatan eksperimental, yang rancangannya mengikuti rancangan acak lengkap. Variabel
Bebas adalnh dosls genistein 0 mg/g, 0,0035 mg/g, 0,0042 mg/g, dan 0,0049 mg/g. Variabel
terikat adalah sel-sel germinal tubulus seminiferus testis. Data rerata jumilah sel-sel germinal
dianalisis menggunakan Analisis Varians Satu Arah (One Way ANOVA) dengan tingkat

 signifikansi 95% (a 5%) dilakukan uji Post Hoc dengan Least Significant Difference (LSD) a

$%. Perubahun pada jaringan testis dinnalisis secars deskriptif. Hasi) penclitian menunjukkan
babwa ada pengaruh pemberian genistein terhadap rerata jumlah sel-sel germinal dan
menyebabkan penghambatan proliferasi sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus testis.

Kata kunci: Genistein, sel-sel germinal tubulus seminiferus testis

Diterima: 16 Agustus 2011, disetujui: 03 April 2012

Pendahuluan pemberian  preparat  hormonal  dan

imunokontrasepsi meskipun sampai saat ini

Pengembangan metode kontrasepsi pria belum dapat diterapkan pada masyarakat
femus menerus dilakukan antara lain dengan karena harganya mahal dan aplikasinya tidak
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mudah yaitu dengan cara diinjeksikan. Selain
itu  usaha untuk mendapatkan  sarana
kontrasepsi pria telah banyak dilakukan pula
dengan memanfaatkan bahan alami yang
berasal dari tanaman (Depkes, - 2006) tetapi
hasilnya  belum  memuaskan, schingga
pencrapannya sebagai kontrasepsi pria masih
diragukan

Hasil penelitian yang telah dilakukan
oleh Delmonte dan Rader (2006) menyatakan
bahwa kandungan isoflavon pada biji kedelai
berkisar antara 0,5-2 mg/g kedelai. Sejumlah
penelitian terkait antara lain telah dilakukan
oleh Setchell dkk., (1998) menyatakan
isoflavon menginduksi abnormalitas  sistem
reproduksi  jantan. Chevarro dkk., (2008)
menyatakan isoflavon yang diberikan secara
oral pads manusia dapat menurunkan
konsentrasi sperma. Penelitian vang telsh
dilakukan olch Kuntans (2009) menjelaskan
bahwa pemberian ckstrak  kedelai dapat

menurunkan  kualitas  sperma kelinci
(Oryetolagus cuniculus).
Genistein ~ merupakan  salah  satu

kclompol; senyawa isoflavon yang sering
disebut 4 '5,- Trihydroxyisoflavone, rumus kimia
C]5H|QO’ berat molekul 270,23 Dalton
(Kapiotis dkk., 1997). Hasil penelitian yang
telah dilakukan Delmonte dan Rader (2006)
melalui  analisis High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) tepung  kedelai
terkandung genistein scbesar 26,68 mg/100
gram.  Genistein mempunyai struktur kimia
mirip dengan 17B-estradiol mempunyai  sifat
seperti hormon steroid estrogen, yang diduga
scbagai scnyawa antifertilitas, Sampai saat ini
penelitian-penelitian ~ pengaruh genistein
terhadap sistem reproduksi jantan masih terus
dilakukan. Genistein sebagai senyawa sintetis
sudah banyak beredar di masyarakat, tetapi
manfaatnys sebagai senyawa antifertilitas
belum banyak dikenal. Sejumlah penelitian
tentang genistein sebagai senyawa antifertilitas
pada sistem reproduksi jantan telah dilakukan
oleh Lee dkk., (2004") menjelaskan bahwa
pemberian genistein pada tikus jantan dewasa
dosis 2,5 mgkg menyebabkan terjadinya
hiperplasia sel-sel epitelium kelenjar prostat,
Lee dkk, (2004") menjclaskan bahwa
pemberian genistcin pada tikus jantan masa
pubertas scdikit menurunkan jumlah sperma
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dalam testis dan epididimis, serta
hiperplasia sel Leydig dan meningkatkan
fibroblas interstisial dalam epididimis.

Preparat estrogen dapat menyebabkan
penghambatan steroidogenesis, karena mampu
menghambat enzim P450 | 7a-hydroxylase
dalam pengubahan androstenedion menjadi
testosteron, hal ini menyebabkan penghambatan
pembentukan dihidrotestosteron (Abney dan
Myers, 1991). Struktur kimia genistein yang
mirip dengan hormon  estrogen, schingga
aktivitas kerjanya juga menyerupai  hormon
estrogen. Genistein menghambat pembentukan
dehidrotestosteron, sehingga steroidogenesis
terganggu.

Kuiper dkk., (1998) menjelaskan bahwa
genistein mempunyai afinitas terhadap reseptor
estrogen dalam testis dan epididimis, schingga
mempunyai mekanisme kerja seperti hormon
estrogen. Kemampuan estrogenik genistein
ditunjukkan bahwa genistein mampu berikatan
dengan reseptor estrogen dalam sel Leydig,
Handelsman dkk., (2000) menjelaskan bahwa
keberadaan estradiol dapat meningkatkan
hambatan pada proses spermatogencsis.
Aktivitas genistein mampu menurunkan sekresi
Luteinizing Hormonme (LH) dan Follicle
Stimulating Hormone (FSH) sehingga dapat
menghambat  spermatogenesis,  sehingga
memengaruhi  proses maturasi spermatozoa
dalam epididimis, berakibat dapat menurunkan
motilitas dan viabilitas spermatozoa,

Berdasarkan fenomens di atas, perly
dilakukan penelitian potensi genistein terhadap
sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus
testis yang dicobakan pada mencit (Mus
musculus), Permasalahan dalam penelitian
adalah pengaruh genistein pada sel germinal
tubulus seminiferus testis mencit jantan. Tujuan
penelitian adalah menguji pengaruh genistein
pada sel-sel germinal tubulus seminiferus testis
hewan coba mencit jantan (Mus musculus).

Metode Penelitian

Rancangan penelitian

Rancangan penelitian  ini  adalah
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Variabel
bebas adalah genistein yang diberikan pada
mencit (Mus musculus) jantan dengan dosis 0
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my/g: 0,0035 mg/g; 0,0042 mg/g; dan 0,0049
mg/e. Variabel terikat adalah sel germinal
dalam tubulus seminiferus testis,

Peralatan yang digunakan yaitu alat
sonde (gavage ftube); kandang mencit dari
phstikdmganukmnSOxwaOcm; botol
minum untuk mencit; timbangan digital merck
HM-200; alat suntik/syringe | ml
disposable needle ukuran 3 ml (G23) buatan
Terumo Europe; inkubator; mikroskop cahaya
(Olymphus CH21) Japan, kamera optilab
mikroskop digital produksi Miconos Transdata
Nusantara, hand counter, timbangan riple
beam balance ohaus 700 series buatanFlorham
Perk USA, neraca analitik tipe HM-200 Japan
dengan kapasitas 210 gram ketelitian 0,1 meg;
mikrotom PR-50 buatan Yamamoto Kohki
Japan; peralatan bedah; papan bedah; kaca
benda dan kaca penutup, beaker glas, lampu
spiritus, kubus dari kertas kalender, pipet tetes,
cawan petri, gelas arloji, couple.

Bahan yang digunakan yaitu jaringan
testis, senyaws  genistein murni produksi
Nachalai Tesque Inc, Kyoto Japan; minyak
jagung Coco Corn Ol produksi Sarana Jaya
Jakarta; pakan mencit Jenis pelled susu A
produksi PT Charocn Pokphand Indonesia Thk,
sekam, kapas, kertas tisue, aquadestilata, air
PDAM; parafin, NaCl fisiologis 0,9%, larutan
fiksatif Bouin, alkohol 50%, 70%, 90% dan
alkohol absolut; xylol murni; campuran xylol-
alkohol perbandingan xylol:alkohol masing-
masing 1:3, 2:2, dan 3:1, larutan LizCO;. HCI
1%; formalin 3% dan perekat haupy,

Hewan coba

Hewan coba yang digunakan adalah
mencit (Mus musculus) galur Balb/c Jjantan,
dalam kondisi sehat, berumur 9 minggu,
berjumlah 24 eckor. Semua mencit yang
digunakan dengan bobot rata-rata 20 + § gram,
dipelihara dalam kandang mencit di Jurusan
Biologi FMIPA Universitas Negeri Malang,
Pemeliharan mencit dan pembuatan bahan
uji

Mencit  ditempatkan  dalam kandang
mencit, dengan diberi makan dan air secara ad
libitum dan diaklimatisasi seluma 14 hari
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sebelum perlakuan induksi mencit dipelihara
pada suhu ruang (£27°C), kelembaban relatif
mSO—mdmsiklmpeucahym 12 jam
berdasar pengaturan timer otomatis. Sectiap hari
mencit  ditimbang, scbagai  dasar untuk
menentukan volume larutan genistein.,

Hasil penelitian Lee dkk, (2004
mengujikan genistein pada tikus Jjantan dengan
dosis 2,5 mg/kg dan konversi dosis menurut
Harminta dan Radji (2005), maka dosis
genistein yang diberikan pada hewan coba
adalah 0 mg/g sebagai perlakuan kontrol (P1),
dosis 0.035 mg'g sebagai perlakuan ke-2 (P2),
dosis 0,042 mg/g sebagai perlakuan ke-3 (P3),
dan dosis 0,049 mg/g sebagai perlakuan ke-4
(P4), Sctelah menentukan dosis genistein, maka
perlu dilakukan uji Lethal Dosis 50 (LDy) pada
dosis tertinggi,

Menentukan  banyaknya genistein  dan
banyaknya pelarut (dalam hal inj minyak
jagung) dengan langkah-langkah: misalnya
bobot mencit adalah 26 gram, maka genistein
yang diperlukan adalah 0,0035 mg/g x 26 gram
= 0,091 mg Volume minyak jagung yang
diperlukan adalah 0,091 mg x 0,0025 = v X
0,0035 mg/g. Volume minyak jagung sebagai
pelarut yang dibutuhkan adalah 1,24 ml,
Mencampurkan genistein ke dalam minyak
Jagung, Larutan genistein yang di-gavage-kan
podamencitsejumth.OQSmngﬁgmn-
0,65 ml. Berdasarkan asumsi pemberian pelarut
standar pada bobot mencit standar (20 gram)
adalah 0,0025 ml,

Pemberian larutan genistein, penentuan
rerata  jumlah sel-sel germinal dalam
tubulus seminiferus testis

Pemberian genistein dilakukan dengan
cara induksi langsung ke dalam lambung
menggunakan alat  sonde (gavage tube)
sebanyak satu kali dalam sehari selama 36 han,
hal ini karena Spermatogencsis mencit jantan
berlangsung sclama 36 hari. Setelah hari ke-36,
mencit didislokasi, kemudian dibedah, dan
dilakukan pengambilan organ testis. Pembuatan
preparat histologi testis dengan metode parafin
untuk menentukan rerata jumlah  sel-sel
germunal (spermatogonia, Spermatosit primer,
spermatosit  sekunder,  spermatid  dan
Spermatozoa),
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Pembuatan preparat  histologi  dengan
metode parafin

Penentuan perubshan jaringan dalam
testis dilakukan melalui metode parafin,
Pembuatan irisan preparat histologis meliputi
beberapa tahap, yaitu fiksasi, dehidrasi,
cleaning, infiltrasi, embedding, pengirisan dan
pewarnaan,

Analisis data

Data rerata jumlah sel germinal tubulus
seminiferus testis dianalisis menggunakan One
Way ANOVA (0=5%). Scbelum dilakukan uji
ANOVA, dilakukan uji normalitas distribusinya
menggunakan One Sample Kolmogorov-

Least Significant Difference (LSD) (a = 5%).
Semua uji statistik yang dipakai mulai dani uji
normalitas sampai uji post-hoc menggunakan
bantuan software SPSS versi 17,

Hasil dan Pembahasan

Rerata jumlah sel germinal dalam tubulus
seminiferus testis

Tabel 1 disajikan hasil uji One Way
ANOVA terhadap rerata jumlah sel-sel germinal
tubulus seminiferus testis diperoleh nilai F
hitung sebesar 47,270 dan nilai signifikan
0,000 berarti ada pengaruh signifikan
pemberian genistein terhadap rerata jumlah sel-

Smirnov Test (¢=5%), dan homogenitasnya
menggunakan Levene’s Homogeneity of
Variance Test (0=5%). Setelah persyaratan
normalitas dan homogenitas terpenuhi, data
dianalisis menggunakan One Way ANOVA,
dilanjutkan dengan uji post-hoc menggunakan

sel germinal tubulus seminiferus testis.

Uji  post-hoc  menggunakan Least
Significamt Difference (LSD) (a = 5%)
diperoleh hasil seperti pada Tabel 2.

Tabel 1. Uji ANOVA Perlakuan Genistein (Kontrol, Dosis 00035 mg/g, Dosis 0,0042 mg/g, dan Dosis 0,0049
mg/g) Terhadap Rerata Jumlah Sel-sel Germinal.

Jumiah kuadrat JK)  db Rata-rata kundrat F Sig.
JK luar grup 187690,758 3 62563,586 47,270 0,000
JK dalam grup 153531,033 116 1323,543
Total 341221,792 119

Tabel 2. Hasil Uji LSD Terhadap Perbandingan Antar Kelompok Dosis Genistein.

Perbedaan Selang kepercayaan 95%

Dosts rata-rata ot Batssbawah __ Batas atas

Pl P2 76,900 9,393 0,000 58,30 95,50
P3 94.66 9,393 0,000 76,06 113,27

P4 97,06 9,393 0,000 78,46 115,67

P2 P1 -76,90 9,393 0,000 95,50 -59.30
P3 17,767 9,393 0,061 -0,84 36,37

P4 20,167 9,393 0,034 1,58 38,77

P3 Pl -94,66 9,393 0,000 113,27 -76,06
P2 -17,767 9,303 0,061 -36,37 0,84

P4 2,400 9,393 0,799 -16,20 21,00

P4 Pl -97,06* 9,393 0,000 -115,67 -78,46
P2 20,167 9,393 0,034 -38,77 -1,58

P3 -2,400 9,393 0,799 -21,00 16,20

Keterangan: (*) perbedaan pada o = 5%
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Berdasarkan hasil uji LSD, Tabel 2
menunjukkan perbedaan nyata terhadap rerata
jumiah sel germinal pada pemberian genistein
pada dosis 0,0049 mg/g (P4), Hasil analisis
statistik  deskriptif pemberian  genistein
terhadap rerata jumlah sel-sel germinal terdapat
pada Gambar |1,

Berdasarkan hasil pengamatan terhadap
histologi tubulus seminiferus testis, diperoleh
hasil bshwa pada perlakuan kontrol (P1)
struktur jaringan tubulus scminiferus testis
tidak mengalami perubahan (Gambar 2A).
Penampang melintang tubulus  seminiferus
testis dengan pewamnaan Hematoksilin-Eosin
(HE) menunjukkan bahwa tubulus seminiferus
dikelilingi olch jaringan ikat kolagen yang
terdapat pada permukaan posterior testis yaitu
tunika albuginea. Tubulus  seminiferus
dikelilingi oleh membran basal. Scl-sel
germinal tidak mengalami perubahan, dan
jajaran sel germinal berkembang penub,
tampak  jelas adanya  spermatogonia,
spermatosit primer, spermatosit sekunder,
spermatid dan spermatozoa.

Hasil pengamatan terhadap histologi
tubulus seminiferus testis, diperoleh hasil pada
pemberian genistein dosis 0,0035 mg/g (P2)
tubulus  seminiferus  testis  mengalami
perubahan.  Spermatogencsis tidak  dapat
berkembang normal. Fase proliferasi masih
dapat dijumpai, karcna spermatogonia masih
tampak jelas (Gambar 2b). Spermatosit primer,
spermatosit  sckunder,  spermatid, dan
spermatozoa tidak banyak ditemukan, sehingga
lumen tubulus tampak lebih Iebar dibandingkan
perlakuan kontrol.

Pemberian Genistein dosis 0,0042 mg/g
(Gambar 2C), spermatosit primer dapat
berkembang  baik, spermatosit sckunder,
spermatid dan spermatozoa tidak ditemukan.
Pemberian Genistein  dosis  0,0049 mg/g
(Gambar 2D) menunjukkan bahwa fase maturasi
spermatosit primer menjadi  spermatosit
sekunder sudah tidak terjadi. Demikian juga
fase transformasi spermatosit sekunder menjadi
spermatid  serta  perubahan  morfogenesis

Biota Vol. 17 (2), Juni 2012

spermatozod tidak terjadi. Hal ini menyebabkan
lumen tubulus seminiferus semakin luas,

Berdasarkan struktur kimianya yang
mirip dengan cstrogen, genistein mampu
berikatan dengan reseptor estrogen sehingga
memberikan  aktivitas  fisiologis  sebagai
hormon estrogen (Shibayama dkk., 2001;
Gruber dkk., 2002; Delmonte dan Rader, 2006;
Barlow dkk., 2007). Kemampuan estrogenik
genistein menunjukkan adanya kemampuannya
berikatan dengan reseptor estrogen pada sel
Leydig (Kuiper dkk., 1998). Hasil penelitian
Sharpe dkk, (1998) menystakan bahwa
pemberian estrogen pada fase dewass kelamin
tikus jantan dapat menyebabkan kerusakan
permanen pada perkembangan sel-sel germinal
dalam testis, Tsutsumi dkk., (1987) menyatakan
bahwa estrogen dapat menyebabkan defisiensi
cnzim aromatasc sebagai enzim yang
melakukan konversi perubahan testosteron
menjadi estradiol. Akibat defisiensi aromatase
ini maka terjadi kerusakan pada spermatid dan
menurunkan maturasi spermatid.

Turunnya kadar hormon testosteron juga
proses spermatogenesis, yang diindikasikan
dengan penurunan jumlsh sel-sel germinal
dalam tubulus seminiferus testis, Hasil analisis
statistik  deskriptif perlakuan  pemberian
genistein dosis 0,0035 mg/g (P2), 0,0042 mg/g
(P3), dan dosis 0,0049 mg/g (P4) terhadap
rerata jumlah sel germinal dalam tubulus
seminiferus testis menunjukkan terjadinya
penurunan (Gambar 1), Kondisi ini sesuai
dengan yang dijelaskan oleh Akiyama dkk.,
(1987) dan Alexandrakis dkk., (2004) bahwa
genistein mampu menghambat proliferasi sel-
sel germinal dalam tubulus seminiferus testis.
Menurut Matsukawa dkk., (1993) genistein
mampu menahan siklus sel pada fase G2-M.
Enzim tirosin kinase terlibat dalam berbagai
Jalur  signaling dan meregulasi fungsi
fundamental sel scperti regulasi terhadap
proliferasi dan deferensiasi sel, siklus sel,
migrasi sel, keberlangsungan hidup sel, dan
modulasi pada metabolisme seluler.
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Gambar 1. Reruta jumish sel

dosis kontrol (P1) 0,0035 mg/g (P2), 0,0042 mg/g (P3), 0.0049

mg/g (P4).

Gambar 2. Tubulus seminiferus testis mencit (Mus musculus) dengan pewamsan HE, perbesaran

1000X (Sumber : Primiani, 2011).
Keterangan: A) Kontrol (P1)
B) Dosis 0,0035 mg/g (P2)
€) Dosis 00042 mg/g:(P3)
D) Daosis 0,0049 mg/g (P4)
a) spemmogonia‘
b) spermatosit primer
¢) spermatosit sekunder
d) spermatid
¢) spermatozoa
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Simpulan dan Saran

Simpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ada
pengaruh  pemberian genistein terhadap
h!opltolognmbn!mwnmxfmtcm,dapn

Saran
Berdasarkan  hasil  penelitian yang

dilanjutkan pengkajian tingkat molekuler pada
sel germinal dalam tubulus seminiferus testis,
schingga penggunaan  genistein sebagai
-senyawa antifertilitas
dipertanggungjawabkan keefektifitasannya.

Ucapan Terima Kasih

Kami mengucapkan terima kasih kepada
Anita Dwi, dan Ervina Wijayanti yang telsh
membantu  dalam pengambilan sampel dan
cery mikroteknik,
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