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(Mus musculus)
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ABSTRAK

Usaha untuk mendapatkan sarana kontrasepsi pria sebenarnya telah banyak dilakukan dengan memanfaatkan bahan alami
yang berasal dari tanaman. Salah satunya adalah tanaman famili Leguminoceae yang mengandung senyawa genistein. Genistein
sebagai salah satu senyawa derivat isoflavon mempuyai struktur kimia mirip dengan 173-estradiol yang bersifat seperti hormon steroid
estrogen, yang mampu menyebabkan kerusakan pada sistem reproduksi jantan sebagai salah satu indikator digunakannya genistein
sebagai senyawa antifertilitas. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh genistein terhadap sistem reproduksi mencit jantan
(Mus musculus). Penelitian ini menggunakan pendekatan kuantitatif eksperimental, yang rancangannya mengikuti Rancangan Acak
Kelompok. Variabel bebas adalah dosis genistein 0 mg/g, 0,0035 mg/g, 0,0042 mg/g, dan 0,0049 mg/g. Variabel terikatnya adalah sel-
sel germinal dalam tubulus seminiferus testis, morfologi spermatozoa, viabilitas spermatozoa, dan kadar hormon testosteron. Data sel-
sel germinal dalam tubulus seminiferus testis kadar hormon testosteron dianalisis menggunakan Analisis Varians Satu Jalan (One Way
ANOVA) dengan tingkat signifikansi 5%. Selanjutnya dilakukan uji Post Hoc dengan Least Significant Difference (LSD) 5%. Data
morfologi dan viabilitas spermatozoa dinyatakan dalam prosentase. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ada pengaruh genistein pada
sistem reproduksi mencit jantan (Mus musculus). Genistein yang diberikan dengan dosis 0,0035 mg/g; 0,0042 mg/g; dan 0,0049 mg/g
berpengaruh terhadap jumlah sel germinal, morfologi dan viabilitas spermatozoa. Kadar hormon testosteron berbeda nyata pada dosis
0,0049 mg/g.

Kata kunci : genistein, sistem reproduksi jantan

PENDAHULUAN

Keikutsertaan pria dalam program Keluarga Berencana (KB) masih relatif rendah apabila
dibandingkan dengan wanita. Data Badan Koordinasi Keluarga Berencana Nasional pada tahun 2009
menunjukkan keikutsertaan pria dalam KB hanya 2,8%. Keterbatasan dalam pilihan metode kontrasepsi
merupakan salah satu alasan utama rendahnya peran serta pria dalam KB. Sampai saat ini metode
kontrasepsi pria masih terbatas penggunaan kondom dan vasektomi. Permasalahan tersebut merupakan
landasan bahwa teknologi kontrasepsi pria perlu lebih dikembangkan.

Pengembangan metode kontrasepsi pria terus menerus dilakukan antara lain dengan pemberian
preparat hormonal dan imunokontrasepsi tetapi sampai saat ini belum dapat diterapkan pada masyarakat
karena aplikasinya tidak 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, sehingga penerapannya sebagai kontrasepsi pria masih
diragukan.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Cardoso et al. (2007), Delmonte & Rader
(2006), dan Pelissero et al. (2000) ditemukan bahwa senyawa isoflavon yang terdapat pada tanaman famili
Leguminoceae mengandung derivat senyawa daidzein, genistein dan glycitein, Menurut hasil penelitian
Barlow et al.(2007) kandungan isoflavon pada biji kedelai berkisar 9,4 mg/g yang diduga memiliki
kemampuan antifertilitas. Sejumlah penelitian terkait dengan hal ini antara lain, penelitian yang telah
dilakukan oleh Setchell et al. (1998) menyatakan bahwa isoflavon menginduksi abnormalitas sistem
reproduksi jantan. Chevarro et al. (2008) dalam hasil penelitiannya menyatakan bahwa isoflavon yang
diberikan secara per oral pada manusia dapat menurunkan konsentrasi sperma. Penelitian yang telah
dilakukan oleh Kuntana (2009) menjelaskan bahwa pemberian ekstrak kedelai dapat menurunkan kualitas
sperma pada kelinci (Oryctolagus cuniculus).

Genistein sebagai salah satu senyawa derivat isoflavon mempuyai struktur kimia mirip dengan 17f3-
estradiol yang bersifat seperti hormon steroid estrogen, yang diduga sebagai senyawa antifertilitas. Sampai
saat ini penelitian-penelitian pengaruh genistein terhadap sistem reproduksi khususnya sistem reproduksi
jantan masih terus dilakukan, Sebenarnya genistein sebagai senyawa sintetis sudah banyak dipasarkan di
masyarakat, tetapi manfaat senyawa tersebut sebagai anti fertilitas belum banyak dikenal. Sejumlah
penelitian tentang genistein sebagai senyawa antifertilitas yang terkait dengan sistem reproduksi jantan
telah dilakukan oleh Lee et al. (2004%) menjelaskan bahwa pemberian genistein pada tikus jantan dewasa
dengan dosis 2,5 mg/kg menyebabkan terjadinya hiperplasia sel-sel epitelium kelenjar prostat. Lee et al.
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(2004b) menjelaskan bahwa pemberian genistein pada tikus jantan masa pubertas sedikit menurunkan
jumlah sperma dalam testis dan epididimis, serta menyebabkan hiperplasia sel Leydig dan meningkatkan
fibroblas interstisial dalam epididimis. Penelitian yang telah dilakukan oleh Opalka et al. (2004) menjelaskan
bahwa pemberian genistein pada ayam dapat menurunkan sekresi hormon testosteron. Pemberian genistein
mampu menghambat aktivitas protein tirosin kinase pada saat kapasitasi dan matilitas spermatozoa (Bajpai
et al. 2003). Shibayama et al. (2001) menjelaskan bahwa genistein yang diberikan pada tikus dengan dosis
10 pg, 100 ug, dan 1000 pg mampu menurunkan tingkat reseptor estrogen di dalam sel Leydig, menurunkan
berat testis, dan menurunkan motilitas spermatozoa.

Kuiper et al. (1998) menjelaskan bahwa genistein mempunyai afinitas terhadap reseptor estrogen
dalam testis dan epididimis, sehingga mempunyai mekanisme kerja seperti hormon estrogen. Handelsman
et al. (2000) menjelaskan bahwa keberadaan estradiol dapat meningkatkan hambatan pada proses
spermatogenesis. Aktivitas genistein yang menyerupai hormon estrogen mampu menurunkan sekresi
Luteinizing Hormone (LH) dan Follicle Stimulating Hormone (FSH) sehingga dapat menghambat
spermatogensis. Hal tersbut juga akan mempengaruhi proses maturasi spermatozoa dalam epididimis,
sehingga dapat menurunkan motilitas dan viabilitas spermatozoa. Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan oleh Akiyama et al. (1987) dan Alexandrakis et al. (2003) bahwa pemberian genistein secara in
vitro, mampu menghambat aktivitas protein tirosin kinase pada saat proliferasi sel dalam tubulus testis.

Berdasarkan kenyataan bahwa genistein sebagai salah satu sanyawa antifertilitas yang mampu
bekerja pada sistem reproduksi jantan, maka dipandang perlu untuk meneliti potensi genistein terhadap
sistem reproduksi jantan. Oleh sebab itu, tujuan dari penelitian ini adalah untuk menguji potensi genistein
pada sistem reproduksi hewan coba mencit jantan (Mus musculus).

METODE PENELITIAN
Hewan percobaan

Hewan coba yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit (Mus musculus) galur Balb/c jantan,
dalam kondisi sehat, berumur 9 minggu, yang berjumlah 24 ekor. Semua mencit yang digunakan
mempunyai bobot badan minimal 20 gram, yang dipelihara dalam kandang mencit 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 selama 14 hari sebelum perlakuan induksi. mencit dipelihara pada suhu ruang (+ 27° C),
kelembaban relatif antara 50-60% dan siklus pencahayaan 12 jam. Setiap hari mencit ditimbang, sebagai
dasar untuk menentukan volume larutan genistein.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Lee et al. (2004b) yang mengujikan genistein
pada tikus jantan dengan dosis 2,5 mg/kg. Berdasarkan konversi dosis menurut Harminta (2005), maka
dosis genistein yang diberikan pada mencit jantan adalah O mg/g sebagai perlakuan kontrol sebagai
perlakuan 1 (P1) dosis 0.035 mg/g sebagai perlakuan 2 (P2), dosis 0,042 mg/g sebagai perlakuan 3 (P3),
dan dosis 0,049 mg/g sebagai perlakuan 4 (P4). Setelah menentukan dosis genistein, maka perlu dilakukan
uji Lethal Dosis 50 (LDsg) pada dosis tertinggi.

Selanjutnya menentukan banyaknya genistein dan banyaknya pelarut (dalam hal ini minyak jagung)
dengan langkah-langkah yaitu: 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 adalah 0,091 mg x 0,0025 = V x
0,0035 mg/g. Maka volume pelarut yang dibutuhkan adalah 1,24 ml. Mencampurkan genistein ke dalam
minyak jagung. Larutan genistein yang di-gavage-kan pada mencit sejumlah 0,025 mg x 26 gram = 0,65 ml.
Berdasarkan asumsi bahwa pemberian volume pelarut standar pada bobot mencit standar (20 g) adalah
0,0025 ml.

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

testis, morfologi, viabilitas spermatozoa, dan kadar hormon testosteron

Pemberian genistein dilakukan dengan cara induksi langsung ke dalam lambung dengan
menggunakan alat sonde (gavage tube) sebanyak satu kali dalam sehari selama 36 hari, mengingat hal ini
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karena spermatogenesis mencit jantan berlangsung selama 36 hari. Setelah hari ke-36, mencit didislokasi,
kemudian dibedah dan dilakukan pengambilan organ testis dan vas deferens. Pembuatan preparat histologi
testis dengan metode parafin untuk menentukan rerata jumlah sel-sel germinal (spermatogonia, spermatosit
primer, spermatosit sekunder, spermatid dan spermatozoa) dalam tubulus seminiferus testis. Pembuatan
preparat apus sperma dengan pewarnaan eosin-nigrosin, untuk menentukan morfologi dan viabilitas
spermatozoa.

Pengambilan darah langsung dari jantung. Darah mencit kemudian dipisahkan antara serum dan
plasma melalui sentrifugasi pada 3000 rpm selama 15 menit pada suhu ruang. Penentuan kadar hormon
testosteron menggunakan metode Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Analisis Data

Data sel-sel germinal (spermatogonia, spermatosit primer, spermatosit sekunder, spermatid dan
spermatozoa) dalam tubulus seminiferus testis dan kadar hormon testosteron dianalisis menggunakan One
Way ANOVA (a = 5%). Sebelum dilakukan uji ANOVA, data sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus
testis dan data kadar hormon testosteron terlebih dulu diuji normalitas distribusinya menggunakan One
Sample Kolmogorov-Smirnov Test (a = 5%), dan homogenitasnya menggunakan Levene’s Homogeneity of
Variance Test (a = 5%), Setelah persyaratan normalitas dan homogenitas terpenuhi, data dapat dianalisis
menggunakan ANOVA satu jalan, kemudian dilakukan uji post-hoc menggunakan Least Significant
Difference (LSD) (a = 5%). Semua uiji statistik yang dipakai mulai dari uji normalitas sampi uji post-hoc
menggunakan bantuan software SPSS versi 15 (Widiyanto, 2010). Data morfologi dan viabilitas
spermatozoa dinyatakan dalam prosentase.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Sel-Sel Germinal dalam Tubulus Seminiferus Testis

Tabel 1 disajikan hasil uji Analisis Varians Satu Jalan terhadap rerata jumlah sel-sel germinal dalam
tubulus seminiferus testis diperoleh nilai F hitung sebesar 47,270 dan nilai signifikan 0,000. Nilai signifikan
lebih kecil dari nilai a 0,05 berarti bahwa ada pengaruh signifikan pemberian genistein terhadap rerata
jumlah sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus testis.

Tabel 1 Uji ANOVA Perlakuan Genistein (Kontrol, Dosis 0,0035 mg/g, Dosis 0,0042 mg/g, dan Dosis
0,0049 mg/g) Terhadap Rerata Jumlah Sel-Sel Germinal

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 187690,758 3 62563,586 47,270 0,000
Within Groups 153531,033 116 1323,543
Total 341221,792 119

Adapun hasil uji LSD menunjukkan bahwa pada perlakuan P1, P2, P3, dan P4 merupakan dosis
yang berbeda sangat nyata terhadap rerata jumlah sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus testis. Hasil
analisis statistik deskriptif pemberian genistein terhadap rerata jumlah sel-sel germinal terdapat pada
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Gambar 1. Rerata Jumlah Sel-sel Germinal pada Pemberian Genistein dengan Dosis Kontrol (P1) 0,0035 mg/g

(P2), 0,0042 mg/g (P3), 0,0049 mg/g (P4)
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Morfologi Spermatozoa

Pengamatan morfologi dilakukan terhadap adanya perubahan-perubahan bentuk yang terdapat
pada kepala, badan, dan ekor. Jumlah spermatozoa normal dan abnormal dihitung dari pemeriksaan
terhadap 100 sel spermatozoa, dan dinyatakan dalam prosentase. Perlakuan kontrol (P1) memberikan hasil
morfologi spermatozoa normal sebesar 68,66%. Pemberian genistein dosis 0,0035 mg/g (P2) morfologi
spermatozoa normal sebesar 34,66%. Dosis 0,0042 mg/g (P3) morfologi spermatozoa normal sebesar
31,66%. Pemberian genistein dosis 0,0049 mg/g (P4), morfologi spermatozoa normal sebesar 19,83%, hal
ini menunjukkan terjadi penurunan prosentase morfologi spermatozoa normal.

Viabilitas Spermatozoa

Viabilitas merupakan kemampuan spermatozoa untuk bertahan hidup setelah keluar dari organ
reproduksi. Pengamatan dilakukan pada preparat apus sperma, selanjutnya penghitungan spermatozoa
hidup dan spermatozoa mati terhadap 100 sel spermatozoa, dan dinyatakan dalam prosentase. Perlakuan
kontrol (P1) spermatozoa hidup sebesar 91,83%. Pemberian genistein dosis 0,0035 mg/g (P2) spermatozoa
hidup sebesar 15,66%. Pemberian genistein dosis 0,0042 mg/g (P3) spermatozoa hidup sebesar 8,83%.
Pemberian genistein dosis 0,0049 mg/g (P4), spermatozoa hidup sebesar 5,50%. Hal ini menunjukkan
terjadi penurunan prosentase spermatozoa hidup.

Kadar Hormon Testosteron
Tabel 3 disajikan hasil uji Analisis Varians Satu Jalan terhadap kadar hormon testosteron.

Tabel 3. Hasil Uji ANOVA terhadap Kadar Hormon Testosteron

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Goups 2,327 3 0,776 4,767 0,012
Within Groups 3,254 20 0,163
Total 5,581 23

Hasil uji Analisis Varians Satu Jalan diperoleh nilai F hitung sebesar 4,767 dan nilai signifikan
0,012. Nilai signifikan yang teramati lebih kecil dari nilai a 0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa ada
pengaruh pemberian genistein terhadap kadar hormon testosteron. Berdasarkan kesimpulan hasil uji maka
perlu dilakukan uji lanjut Least Significant Difference (LSD) dengan a = 5% dapat disimpulkan bahwa pada
dosis 0,0049 mg/g (P4) merupakan dosis yang berbeda nyata terhadap kadar hormon testosteron.

Berdasarkan struktur kimianya yang mirip dengan estrogen, maka genistein mampu berikatan
dengan reseptor estrogen sehingga memberikan aktivitas fisiologis sebagai hormon estrogen (Shibayama et
al. 2001; Gruber et al. 2002; Delmonte & Rader, 2006; Barlow et al. 2007). Oleh karena itu dikatakan bahwa
genistein mempunyai kemampuan estrogenik, artinya bahwa genistein mampu berikatan dengan reseptor
estrogen dalam sel Leydig (Kuiper, 1990). Menurut hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Abney & Myers
(1991), kondisi tersebut menyebabkan hambatan terhadap enzim P450 17a hidroksilase, akibatnya terjadi
penghambatan pada proses steroidogenesis. Berdasarkan kondisi tersebut maka pengubahan progestron
menjadi 17 a hydroksiprogesteron yang memerlukan enzim P450 17a hidroksilase tidak terjadi. Hal tersebut
menyebabkan penghambatan terbentuknya androstenedion, yang berakibat testosteron tidak terbentuk.

Penurunan kadar hormon testosteron berakibat terganggunya proses maturasi sperma di dalam
epididimis. Menurut hasil penelitian yang dilakukan oleh Sirivaidyapong dan Uthai (2003) menjelaskan
bahwa proses maturasi sperma membutuhkan senyawa-senyawa fruktosa, sorbitol, dan
glicerylphosphorylcholine (GPC). Oleh karena terjadi penurunan kadar hormon testosteron maka berakibat
sekresi senyawa-senyawa tersebut juga menurun, hal ini berakibat penurunan viabilitas sperma pada
pemberian genistein dosis 0,0035 mg/g (P2), dosis 0,0042 mg/g (P3), dan dosis 0,0049 mg/g (P4).

Proses maturasi merupakan serangkaian proses yang meliputi terjadinya perubahan struktural
kepala dan ekor spermatozoa yang disertai dengan peningkatan motilitas sperma yang progresif. Sesuai
hasil penelitian Visconti & Kopf (1998) menjelaskan bahwa spermatozoa yang berada dalam epididimis juga
mengalami proses kapasitasi yang pada akhirnya mampu melakukan fertilisasi.

Turunnya kadar hormon testosteron juga mengakibatkan terjadinya gangguan pada proses
spermatogenesis, yang diindikasikan dengan penurunan jumlah sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus
testis. Berdasarkan hasil analisis statistik deskriptif perlakuan pemberian genistein dosis 0,0035 mg/g (P2),
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0,0042 mg/g (P3), dan dosis 0,0049 mg/g (P4) mengalami penurunan terhadap rerata jumlah sel-sel
germinal dalam tubulus seminiferus testis menunjukkan bahwa rerata jumlah sel-sel germinal. Kondisi ini
sesuai yang dijelaskan oleh Akiyama et al. (1987) dan Alexandrakis et al. (2003) bahwa genistein mampu
menghambat proliferasi sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus testis. Menurut Matsukawa et al. (1993)
genistein mampu menahan siklus sel pada fase G2-M serta hambatan enzim tirosin kinase yang terlibat
dalam meregulas terhadap proliferasi dan deferensiasi sel, siklus sel, migrasi sel, keberlangsungan hidup
sel, dan modulasi pada metabolisme seluler.

KESIMPULAN DAN SARAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ada pengaruh pemberian genistein terhadap sistem reproduksi
mencit (Mus musculus) jantan, pada sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus testis, morfologi
spermatozoa, viabilitas spermatozoa, dan kadar hormon testosteron. Berdasarkan hasil penelitian yang
didapat, diperlukan sosialisai pada masyarakat mengenai genistein sebagai antifertilitas serta
pengemasannya secara efektif dan efisien sehingga mudah dikonsumsi. Menindaklanjuti kebutuhan
tersebut, maka perlu pengkajian tingkat molekuler pada sel-sel germinal dalam tubulus seminiferus,
sehingga penggunaan genistein sebagai senyawa antifertilitas dapat dipertanggungjawabkan
keefektifitasannya.
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PERTANYAAN
Penanya: Sony Heru (Institut Teknologi Bandung)
Mengapa tidak dilakukan uji kawin? Apakah ada perubahan pada mencit?
Jawab:
Penelitian di awal, masih dilakukan pada mencit jantan, jadi belum dilakukan uji perkawinan. Pada
mencit percobaan terjadi perubahan perilaku, testisnya menjadi lebih besar.

Penanya: Dodin K (Balai Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik
Pertanian)

Apakah nilai kemanfaatan dari potensi Genistein? Apakah potensi genistein ini akan diuji /
diterapkan pada manusia?
Jawab:

Terdapat kemanfaatan pada manusia, tapi pada uji lebih lanjut untuk kerusakan pada organ — organ
lain. Kemanfaatan untuk biofarma, untuk meneliti lebih lanjut pada kerusakan jaringan.

Pertanyaan 3

Bagaimana cara mengukur hormon testosteron? Bagaimana cara mendapatkan genistein?
Jawab:

Cara mengukur hormon testosteron dengan menggunakan metode elisa. Genistein didapatkan
dengan cara membeli genistein yang sudah jadi kemudian disintesis, tapi cukup mahal, atau mensintesis
sendiri dari tanaman leguminosa.
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