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PRAKATA

Puji syukur dihaturkan kehadirat Allah SWT vyang telah
memberikan rahmat dan karunia-Nya sehingga buku ini dapat
diselesaikan dengan judul” Genistein Glycine Max (Kedelai) dan
Perbaikan Atrofi Vagina Pasca Menopause”. Tujuan penulisan buku
ini untuk memberikan wawasan kepada pembaca tentang manfaat
Genistein Glycine Max (Kedelai) terhadap perbaikan atrofi vagina
pada wanita pasca menopause. Seperti diketahui pada pasca
menopause akan terjadi penurunan hormon estrogen yang
mengakibatkan terjadinya atrofi dinding vagina yang ditandai
dengan lapisan epitel tipis, kering, hot flushes, tidak elastis dan
mudah iritasi. Genistein Glycine Max merupakan salah satu zat aktif
dalam isoflavon kedelai yang mampu melakukan perbaikan atrofi
vagina.

Topik-topik yang dikemas dalam buku ini memaparkan
bagaimana Genistein Glycine Max yang berasal dari kedelai mampu
melakukan perbaikan atrofi vagina pasca menopause dengan cara
meningkatkan kadar estradiol dalam darah. Selanjutnya kenaikan
estradiol (E2) ini dapat mempertebal lapisan epitel, meningkatkan
jumlah sel otot polos vagina, mencegah degradasi kolagen dan
elastin. Akhirnya, dalam kelemahan dan kekurangan penulisan
pada buku ini, penulis mengharapkan kritik dan saran yang
membangun.

Banjarmasin & Malang, Juli 2020

Penulis
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BAB 1
PENDAHULUAN

Proyeksi jumlah penduduk Indonesia pada tahun 2010 mencapai
233.48 juta jiwa dengan jumlah perempuan menopause sekitar
20,17 juta jiwa. Perhitungan statistik memperkirakan pada tahun
2020 jumlah penduduk Indonesia mencapai 262,6 juta dengan
jumlah perempuan menopause sekitar 48,2 juta sehingga
diperkirakan jumlah perempuan menopause yang mengeluhkan
gejala menopause (Biro Pusat Statistik, 2005).

Menopause adalah saat berhentinya menstruasi seorang
perempuan secara permanen akibat berkurang atau hilangnya
aktivitas ovarium sebagai penghasil estrogen. Produksi estrogen
yang berkurang mengakibatkan tidak terjadi haid lagi. Bila seorang
perempuan tidak haid selama 12 bulan berturut-turut, maka telah
dapat dikatakan bahwa perempuan tersebut telah mengalami
menopause. Definisi pascamenopause adalah masa setelah
menopause sampai senium dimulai setelah 12 bulan amenorea
dengan kadar FSH (Folikel Stimulasi Hormon) (>35 mU/ml), LH
(Lutein Hormon) sangat tinggi (>35 mIU/ml) dan kadar estradiol
(E2) sangat rendah (<30 pg/ml). Rendahnya kadar estradiol
mengakibatkan endometrium menjadi atrofi sehingga haid tidak
terjadi dan menimbulkan gejala menopause seperti hot flushes,
atrofi urogenital, inkontinensia, insomnia, masalah jantung dan
osteoporosis (Baziad, 2003; Noorpramono 2005; Arsana [WA,
2012).

Menurut Swift et al (2005) wanita pascamenopause yang
tidak mendapat terapi hormon memiliki angka kejadian prolaps
vagina yang lebih tinggi dibanding yang memakai terapi hormon.
Hasil yang sama ditemukan Moalli et al (2004) pada wanita
pascamenopause yang tidak mendapat terapi hormon berisiko
lebih  besar untuk mengalami prolaps vagina. Wanita
pascamenopause yang mendapat terapi hormon selama 5 tahun




atau lebih akan mengalami penurunan risiko untuk operasi prolaps
sebesar 90%.

Sejak tahun 2000 International Menopause Society telah
menyepakati terapi pengganti estrogen (estrogen replacement
therapy/ERT dapat mengurangi gejala-gejala menopause
khususnya vulvovaginal atrofi (Clarkson et al 2000, Li T et al,
2016). Hanya saja karena penggunaan estrogen sintetik mahal dan
penggunaan jangka panjang dapat menyebabkan timbulnya
berbagai komplikasi maka beberapa dekade terakhir telah mulai
dilakukan upaya untuk mencari senyawa alternatif menyerupai
estrogen. Salah satu senyawa menyerupai estrogen adalah
fitoestrogen yang mengandung bahan aktif isoflavon. Trowers et al
(2018) melaporkan ada hubungan fitoestrogen dan disfungsi dasar
panggul pada patofisiologis, pencegahan dan pengobatan prolaps
vagina.

Fitoestrogen berasal dari tumbuhan yang memiliki aktivitas
biologi dan struktur molekul yang menyerupai 17 [ estradiol.
Fitoestrogen dapat secara langsung berkaitan dengan reseptor
estrogen dan berkompetisi dengan hormon estrogen endogen.
Unsur utama fitoestrogen adalah isoflavon dengan sumber
utamanya adalah tanaman polong-polongan (leguminacea).
Diantara jenis tanaman polong-polongan yang telah dianalisis,
kedelai (soybean) menempati urutan pertama terbanyak
mengandung isoflavon (Yuan et al, 2008). Kedelai juga merupakan
antioksidan alami kuat karena mengandung aglikon isoflavon yang
terdiri dari genistein, daidzein dan glycitein.

Genistein Glycine Max (Soybean) termasuk golongan
isoflavon pada kelompok fitoestrogen paling banyak digunakan
dalam penelitian karena mempunyai struktur dan fungsi mirip
estrogen endogen dan bersifat selektif terhadap jaringan sehingga
tidak berpengaruh pada sel payudara, uterus dan pembuluh darah.
Hasil penelitian menunjukkan Genistein Glycine Max (Soybean)
selain berikatan dengan reseptor estrogen di dalam tubuh juga
dapat bertindak sebagai antioksidan dengan menghambat
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produksi Reaktif Oksigen Spesifik (ROS) yang terlibat dalam
pembentukan radikal bebas pada pascamenopause (Aquira and
Barosa., 2014, Mazumder AR and Hongsprabahas, 2016).

Genistein glycine max (soybean) akan diikat oleh reseptor
estrogen f (RE ) di permukaan sel parabasal vagina karena peran
dari RE. Ikatan antara Genistein Glycine Max (Soybean) dengan
reseptornya menyebabkan terjadi hantaran sinyal intraseluler
yang dimulai aktivasi dari enzim fosfolipase-C (FL-C). Enzim FL-C
akan mengubah fosfatidyl inositol di fosfat (PI-2p) menjadi
fosfatidil inositol tri fosfat (PI-3p). lkatan antara PI-3p dengan
reseptornya dipermukaan endoplasmik retikulum (ER) ini
mengakibatkan calcium gate open sehingga ion kalsium akan
dilepas ke daerah sitosolik dan mengakibatkan terjadi peningkatan
ion kalsium intraseluler. Selanjutnya ion kalsium tersebut akan
berikatan dengan kalsineurin di dalam sitosolik membentuk
kalsineurin kompleks.

Keberadaan kalsineurin kompleks ini akan menghambat
aktivitas dari Inhibitor kappa beta (Ik[p) sehingga nuclear factor
kappa beta (NF-kB) mengalami translokasi ke inti sel yang akan
memicu proses transkripsi. Peningkatan kemampuan transkripsi
karena rangsangan genistein glycine max (soybean) ini akan
menginduksi terjadinya proliferasi sel epitel wvagina dan
menghambat terjadinya apoptosis sel otot polos vagina (Clarkson
et al 2000; Alexande et al, 2002; Shakir and Derek, 2004, Tackas et
al 2011).

Pada kondisi pascamenopause banyak sel yang mengalami
atrofi sehingga terjadi penurunan kualitas sel pada dinding vagina.
Hal ini akibat hambatan maturasi epitel dan degradasi kolagen dan
penurunan sintesis elastin sehingga elastisitas vagina menurun.
Pada pascamenopause banyak radikal bebas membuat sel
parabasal vagina akan mengalami disfungsi mitokondria sehingga
dihasilkan ROS yang akan memicu kerusakan protein intraselluller
(Velde, 2000). Bila radikal bebas atau oksidan dihasilkan oleh
tubuh berlebihan, maka bahan tersebut akan dinetralisasi oleh
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antioksidan. Bila terjadi ketidakseimbangan antara aktifitas
oksidan dengan aktifitas antioksidan dengan rasio oksidan lebih
besar daripada antioksidan menimbulkan stres oksidatif. Kondisi
ini akan memicu kerusakan protein intraseluler dan untuk
menghambat kerusakan protein intraseluler tersebut, maka sel
akan mensintesis heat shock protein (Hsp) sehingga menjadikan
sel tidak rusak (Velde,2000; Sudiana,2008).

Pada kondisi pascamenopause banyak sel yang mengalami
kerusakan sehingga terjadi penurunan kualitas sel pada dinding
vagina. Hal ini akibat hambatan maturasi epitel dan degradasi
kolagen dan penurunan sintesis elastin sehingga elastisitas vagina
menurun. Sel parabasalis vagina dapat dilindungi dari kerusakan
dengan tubuh mengekpresikan stres protein yaitu heat shock
protein-70 (Hsp-70) (Rosdiana& Nenden, 2008). Hsp 70 banyak
terdapat di dalam nukleus, mitokondria, retikulum endoplasma
dan sitoplasma sel. Induksi Hsp 70 sebagian besar terjadi karena
berkelimpahan jumlah rantai polipeptida yang belum terlipat.
Kelas Hsp 70 mempunyai tingkat konversi yang tinggi didalam
proses evolusinya. Semua anggota dari kelas Hsp 70 mempunyai
dua domain yang berbeda, yaitu domain ATP ase yang terletak di
dekat ujung N - terminal dan bagian C terminal yang terdapat
domain yang mengikat peptida (Rodriques Dennen, 2011).

Genistein Glycine Max (Soybean) sebagai antioksidan
berperan meregulasi oksidan atau radikal bebas didalam sel
parabasal vagina berupa penurunan Hsp 70. Kondisi Hsp70 yang
teregulasi tersebut akan berfungsi sebagai chaperon menginduksi
faktor transkripsi untuk meningkatkan sintesis protein khususnya
seperti: CDK (Cyclin Dependent Protein Kinase) dan cyclin yang
menginduksi proliferasi epitel dan menghambat apoptosis sel otot
polos dinding vagina. Induksi ROS mengakibatkan banyak sel
parabasalis vagina yang tidak adaptif akan mengalami kerusakan
sel, selanjutnya sel yang rusak tersebut akan difagositosis oleh
makrofag (histiosit) dengan melepaskan sitokin, antara lain
Transforming Growth Factor 8 (TGF-) (Ellerbroek et al,, 2001).
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Untuk efek hormon estrogen terhadap metabolisme kolagen
ditemukan ada hubungan sintesa kolagen dengan peningkatan
ekspresi MMP-9 baik yang proaktif maupun yang aktif. Dilaporkan
oleh Novida A (2013) terjadi peningkatan ekspresi kadar MMP-9
pada dinding vagina tikus Wistar postpartum. Ekspresi MMP-9
pada jaringan ikat dinding vagina sangat berperan penting pada
elastisitas karena MMP-9 mengatur regulasi kolagen tipe I dan III
dan elastin pada dinding vagina. Kolagen tipe 1 bersifat lebih kuat
dan meningkatkan tensile strength untuk support dasar panggul
sedangkan kolagen tipe Il pada vagina sangat penting untuk
akomodasi fetus saat persalinan. Jaringan ikat dinding vagina
terdiri dari kolagen tipe [ dan tipe IIl dalam proporsi seimbang. Bila
proporsi ini berubah dimana kolagen IIl jumlahnya meningkat
dibanding tipe | maka akan menyebabkan prolaps dinding vagina
(Moalli et al, 2005).

Karam et al, (2007) juga melaporkan terjadi penurunan
sintesa serat elastin yang ditandai dengan terjadinya penurunan
ekspresi fibulin-5 pada dinding vagina yang mengalami prolaps.
Fibulin-5 adalah molekul penting yang berperan dalam
homeostasis matriks ekstra seluler (MES) elastin pada jaringan
ikat. Mekanisme kerja fibulin-5 dengan cara memfasilitasi
pembentukan serat elastin dan menghambat katabolismenya
dengan pembentukan mikrofibril (Kiety et al,2002; Drewes et al
2009). Ada hubungan MMP-9 dan Fibulin-5 dimana bila terjadi
defisiensi fibulin-5 akan meningkatkan aktivitas MMP-9 dan
elastogenesis terganggu sehingga mengakibatkan terjadinya
prolaps dinding vagina (Budhata et al 2011). Genistein Glycine Max
(soybean) dapat menginduksi fibroblas untuk mensintesis kolagen
tipe -1 dan serat elastin melalui TGF-3 Reseptor (Lee, 2006).
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BAB 2
ATROFI VAGINA PASCAMENOPAUSE

2.1  Atrofi Vagina

2.1.1 Anatomi Dinding Vagina

Vagina adalah organ utama yang menyokong organ panggul
(uterus, uretra, kandung kemih dan rektum) agar tetap pada
posisinya. Vagina merupakan organ dinamis yang dapat menahan
kekuatan dan peregangan mekanik selama persalinan karena
dinding vagina kaya akan serat elastin. Peran utama dari serat
elastin adalah memberikan elastisitas disamping melindungi
integritas struktural terhadap regangan pada dinding vagina.

Dinding vagina terdiri dari empat lapisan yang terdiri lapisan
epitel, lapisan subepitel atau lamina propria, lapisan muskularis
dan lapisan adventitia. Lapisan epitel vagina merupakan epitel
stratified squamos nonkeratinized superfisial. Lapisan subepitel
atau lamina propria adalah lapisan jaringan ikat padat yang
terutama terdiri dari kolagen dan elastin yang dibentuk oleh
fibroblas. Lamina propria berlubang karena dilewati arteriol dan
venula kecil. Lapisan muskularis tersusun oleh sel otot polos
sirkular inner dan longitudinal outer yang dikelilingi oleh jaringan
ikat. Lapisan adventitia adalah lapisan jaringan ikat longgar yang
memisahkan lapisan muskularis vagina dari jaringan paravagina.
Lamina propria dan muskularis adalah dua lapisan penting yang
memberi kekuatan untuk dinding vagina.




Sumber: Dikutip dari Lara LAS et al, 2009
Gambar 2.1 Fotomiograf dinding vagina dengan pewarnaan

trichome masson. Tanda panah kekanan
menunjukkan lapisan epitel dan tanda panah
kekiri menunjukkan tunica muscularis dinding
anterior vagina.

Sumber: Dikutip dari Landshere et al, 2010

Gambar 2.2

Histologi Spesimen Biopsi Full-Thickness yang
Diperoleh dari Cross-Section Dinding Vagina
pada Wanita dengan POP. Dinding vagina
terdiri dari empat lapisan: epitel, lamina
propria, muskularis, dan adventisia (a)
Pewarnaan Hematoxylin-Eosin, (b) pewarnaan
untuk sel otot polos «-aktin, (c¢) pewarnaan
orcein untuk mendeteksi serat elastin, (d)
pewarnaan trichrome Masson.
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Hasil pewarnaan imunohistokimia dinding vagina pada
penderita prolaps menunjukkan terdapat penurunan fraksi sel otot
polos, disorganisasi bundel otot polos dan menurunnya pewarnaan
a actin pada tunica muskularis. Dilaporkan juga didapatkan indeks
apotosis secara signifikan lebih tinggi pada wanita yang mengalami
prolaps dinding vagina. Fraksi sel otot polos pada lapisan
muskularis terjadi penurunan jumlah sel otot polos pada dinding
vagina secara signifikan yang disebabkan karena meningkatnya
kecepatan apoptosis (Takacs et al, 2008).

Pada pemeriksaan morfometri didapatkan lapisan
muskularis dinding vagina berubah secara signifikan dimana
terjadi penipisan pada sebagian area otot polosdi lapisan
muskularis dan bundel otot polos yang tidak teratur. Pengukuran
jarak antara epitel permukaan dan titik terdekat dari muskularis
juga telah digunakan untuk menganalisis perubahan jaringan
vagina dengan atau tanpa prolaps. Jarak rata-rata dari serat otot
polos dari epitel permukaan kelompok prolaps secara signifikan
lebih tinggi dibandingkan kelompok kontrol (Boreham et al 2002,
[naetal, 2010)

2.1.2 Prolaps Dinding Vagina

Prolaps dinding vagina bisa terjadi pada dinding anterior dan
posterior vagina. Prolaps dinding anterior vagina (sistokel) adalah
turunnya kandung kemih akibat melemahnya jaringan ikat dinding
vagina dan fascia puboservikalis. Prolaps dinding posterior vagina
(rektokel) adalah melemahnya dinding rektum akibat melemahnya
jaringan ikat dinding vagina dan fascia rektovaginalis. Sistokel
dapat memberikan gejala:

a) Berkemih sering dan sedikit-sedikit.

b) Perasaan seperti kandung kemih tidak dapat dikosongkan
seluruhnya.

c¢) Stres inkontinensia urine yaitu tidak dapat menahan
berkemih jika batuk, mengedan. Kadang-kadang dapat
terjadi retensio urin pada sistokel yang besar (Junizaf 2011).
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Prolaps dinding anterior vagina merupakan kelainan
tersendiri atau bersamaan dengan prolaps dinding posterior
vagina (Gambar 3.3). Penyebab prolaps dinding anterior dan
posterior vagina sampai saat ini belum dapat dipahami secara
menyeluruh karena multifaktorial. Terjadinya prolaps dinding
anterior dan posterior vagina disebabkan oleh mekanisme yang
beragam seperti persalinan pervaginam, konstipasi, peningkatan
tekanan intraabdominal kronik, obesitas, menopause dan faktor
genetik. Multiparitas persalinan pervaginam dan menopause
(hipoestrogen) merupakan etiologi utama terjadinya POP (Dietz
HP, 2015; Young N et al 2017). Trauma vagina berupa persalinan
pervaginam spontan atau dengan rangsangan akan menghasilkan
gangguan regulasi gen yang mempengaruhi homeostasis serat
elastin (Downing et al, 2013). Adanya kerusakan otot ataupun
jaringan ikat yang berfungsi sebagai stabilisasi dinding anterior
dan posterior vagina pada persalinan pervaginam akan
menimbulkan kerusakan pada otot dan jaringan ikat tersebut
(Handa et al, 2007).

Sumber: Dikutip dari Mariene MC, 2009

Gambar 2.3 Prolaps Dinding Anterior Vagina (A) dan Prolaps
Dinding Posterior Vagina (B) Tampak tonjolan
pada introitus vagina yang diakibatkan lemahnya
dinding vagina.
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Menurut Patel et al (2007) tentang faktor resiko prolaps pada
persalinan pervaginam pada wanita nullipara dan multiparitas,
didapatkan pada wanita dengan paritas tinggi persalinan
pervaginam mempunyai risiko lebih tinggi untuk terjadinya
prolaps vagina sebesar 2.6 kali dibandingkan dengan wanita
nullipara. Pada wanita dengan satu kali persalinan pervaginam
odds ratio (OR) = 3.0 dan OR =4,5 untuk wanita dengan 2 kali atau
lebih. Hasil tersebut mendukung hipotesis bahwa persalinan
pervaginam memberikan pengaruh vyang signifikan pada
kelemahan jaringan penyokong dasar panggul (vagina).

Pascamenopause menyebabkan dinding vagina menjadi
lemah sehingga resiko terjadi prolaps dinding vagina menjadi
besar.Ini terjadi karena adanya penurunan produksi dari hormon
estrogen oleh ovarium yang mempunyai efek pada jaringan
urogenital seperti penurunan kolagen sehingga menyebabkan
atrofi vagina, uretra, kandung kemih dan otot-otot dasar panggul
(Ibanez & Baulieu, 2005, Agius et al, 2009,) (Gambar 2.4)
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Gambar 2.4 Patofisiologi Perubahan Organ pada Menopause
Menyebabkan Penurunan Estradiol (E2)
Menimbulkan Pengaruh pada Sintesa Kolagen.
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Farouk et al, (2013) menyatakan bahwa trauma akibat
persalinan pervaginam merupakan faktor resiko terbesar pada
kejadian prolaps vagina dan paritas berhubungan dengan
perubahan histomorfologi jaringan vagina. Chen et al (2005) juga
melaporkan bahwa umur pada wanita sebagai faktor risiko
prolaps, semakin lanjut umur akan semakin tingginya tingkat
keluhan disfungsi dasar panggulnya. Hipotesis ini merupakan
penyebab sekunder dari berbagai faktor yang terlibat didalamnya
seperti penurunan estrogen (hipoestrogen) selama masa
pascamenopause. Untuk diketahui dinding vagina terdiri dari
epitel skuamosa, lamina propria, lapisan otot polos dan adventitia
semuanya berada di bawah kendali estrogen (Lara LAS et al 2009).

Fluktuasi perubahan kadar estrogen dalam sirkulasi darah
dapat tergambarkan dengan jelas dalam fisiologi dinding vagina
(Ballagh,2005). Tindakan pemberian estrogen terbukti sangat
bermanfaat pada pemeliharaan ketebalan epitel, kepadatan lapisan
otot, pembuluh darah, morfologi dan kepadatan syaraf. Mekanisme
kerja estrogen dalam hal ini dengan cara memodulasi matriks
ekstraselular, otot polos dan fibroblas yang bertanggung jawab
untuk produksi kolagen (Soderberg W et al 2008).

Respon vagina terhadap terapi estrogen berlangsung dengan
cepat dan tahan lama seperti hilangnya rugae dan menipisnya
epitel vagina akan tampak pada 2-3 tahun pascamenopause
(Gambar 2.20). Turunnya produksi hormon estrogen dari ovarium
berhubungan dengan atrofi epitel vagina sedangkan degradasi
kolagen meningkat sejalan dengan penambahan usia (Moalli et al,
2004; Philips et al, 2006; Tineli et al, 2010).
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Sumber: Dikutip dari Strudee and Panay, 2010

Gambar 2.5 Pemeriksaan Histologis Vagina pada Pewarnaan
HE. Tampak terjadi penipisan lapisan epitel
pada premenopause (Gambar atas) dan hanya
tertinggal sel parabasalis vagina pada
pascamenopause (Gambar bawah)

Hal lain dilaporkan hipoestrogen menyebabkan perubahan
morfologi sel dan matriks ekstraselular pada dinding vagina
melalui perubahan globular actin. Globular actin hadir dalam
sitoplasma sel sebagai komponen sitoskeleton dalam bentuk
filamen paralel atau jaringan filamen. Globular actin menentukan
kekakuan sel sebagai respons terhadap stimulus dan bertindak
sebagai elemen penghubung dalam pemeliharaan ikatan sel yang
memungkinkan pertukaran interselular (Gorodeski GI, 2005).
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Hipoestrogen juga menyebabkan degenerasi mitokondria
dan perubahan morfologis dinding vagina. Di ruang interselular,
hipoestrogen menyebabkan peningkatan pengendapan kolagen II
dan proteoglikan (Wen Y et al,2007). Proteoglikan ini berinteraksi
dengan serat kolagen dan elastin untuk menciptakan jaringan
padat dengan kekuatan lebih tinggi dan fleksibilitas pada jaringan
vagina (Resplande |, et al 2002). Pada tikus normal, estradiol
memiliki efek hiperplasia epitel dan otot polos vagina. Pada hewan
coba kelinci yang dilakukan ovariektomi, estradiol terbukti
meningkatkan ketebalan epitel dan memperbaiki sebagian lapisan
muskularis (Pessina et al, 2006).

2.1.3 Mekanisme Prolaps Dinding Vagina.

Prolaps dinding vagina akan terjadi jika struktur dan integritas
mekanik dari vagina tidak menyokong. Pada keadaan normal
setelah trauma persalinan, maka jaringan penyokong dinding
vagina akan mengalami perbaikan sebagai suatu adaptasi terhadap
stress yg timbul saat persalinan (Word et al, 2009). Trauma dinding
vagina pada saat persalinan merupakan penyebab utama yang
berhubungan dengan perubahan histomorfologi dinding vagina
(Farouk et al, 2013). Ada beberapa mekanisme prolaps dinding
vagina akibat persalinan pervaginam:

A. Disfungsi Otot Polos

Disfungsi otot vagina adalah ketidaknormalan pada anatomi,
fisiologi dan biologi seluler dari otot polos dinding vagina. Hal ini
ditunjukkan perubahan pada lapisan muskularis dinding anterior
dan posterior vagina pada wanita dengan prolaps dimana jumlah

sel otot polos mengalami penurunan dibandingkan tanpa prolaps
(Ozdegirmenci et al, 2005).

Perubahan pada susunan otot polos berperan menimbulkan
prolaps atau penurunan kepadatan sel otot polos lapisan
muskularis. Penurunan jumlah sel otot polos pada lapisan
muskularis dari jaringan vagina yang prolaps akan merusak tonus
dinding vagina. Sebelumnya juga ada perbedaan bermakna
kepadatan sel otot polos vagina wanita yang mengalami POP
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dibandingkan dengan yang tidak POP [Boreham et al, 2002]. Pada
pewarnaan imunohistokimia menunjukkan penyebaran sel otot
polos merata, berbentuk tegas dan serupa (uniform) pada pasien
tanpa POP (Gambar 2.6a). Hal ini kontras dengan penyebaran sel
otot polos tidak merata pada pasien dengan POP (Gambar 2.6b)

Sumber: Dikutip dari Takacs et al, 2008

Gambar 2.6 Analisa Imunohistokimia Otot Polos pada
Dinding Vagina (100x). Biopsi dinding vagina
dari pasien tanpa (a) dan dengan prolaps
dinding vagina (b) yang diwarnai
imunohistokimia dengan antibody «-actin pada
otot polos.

Pada analisa pertama morfometrik kuantitatif menunjukkan
bahwa area fraksi otot polos non-vaskular pada biopsi dinding
vagina yang prolaps secara bermakna menurun dibandingkan
dengan tanpa prolaps (Gambar 2.4). Pemeriksaan apoptosis sel
otot polos dinding vagina menunjukkan bahwa indeks apoptosis
secara bermakna meningkat pada yang prolaps dibandingkan tidak
prolaps (no POP) (Gambar 2.5).

Pada analisis kedua nukleus sel otot polos menunjukkan
penurunan jumlah yang bermakna pada prolaps dibandingkan
tidak prolaps (Gambar 2.7).
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Gambar 2.7
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Fraksi Sel Otot Polos pada Dinding vagina. Area
imunoreaktif dengan «-actin otot polos
digambarkan sebagai fraksi total dinding vagina
tanpa prolaps (no POP) dan dengan prolaps
(POP)

No-POP POP

Sumber: Dikutip dari Takacs et al, 2008

Gambar 2.8

Indeks Apoptosis Otot Polos pada Dinding
Vagina Ditentukan dengan Pewarnaan HE.
Indeks Apoptosis (1A) ditentukan sebagai jumlah
sel apoptosis tiap 500 sel otot polos. IA dihitung
pada wanita tanpa (no POP) dan dengan prolaps
(POP).
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Sumber: Dikutip dari Takacset al, 2008
Gambar 2.9 Apoptosis Sel Otot Polos Dinding Vagina pada
Biopsi Tanpa Prolaps (a) dan dengan Prolaps (b)

B. Kerusakan Jaringan Ikat

Sejak dihipotesiskan oleh Jackson tahun 1996 bahwa kerusakan
jaringan ikat pada struktur penyanggah dasar panggul
berhubungan dengan kejadian prolaps, maka banyak penelitian
tentang jaringan ikat dilakukan untuk mengungkapkan
patofisiologi kelainan ini. Berdasarkan literatur dan hasil
penelitian biomolekuler terkini, mulai terungkap bahwa dasar
kelainan prolaps adalah kerusakan jaringan ikat (Philip et al
2006.). Pada prolaps terjadi suatu proses yang abnormal dalam
perbaikan jaringan penyokong tersebut. Banyak peneliti sulit
untuk membuktikan perubahan-perubahan tersebut apakah
merupakan penyebab atau akibat prolaps (Kerchof et al, 2009).

Perubahan jaringan ikat pada dasar panggul merupakan
suatu proses penting baik pada perempuan dengan prolaps.
Jaringan ikat terdiri dari matrik ekstra selular (MES) antara lain
kolagen dan elastin sebagai protein utama serta glikoprotein dan
proteoglikan (Ewies et al, 2006). Ada dua komponen utama pada
jaringan ikat ini sebagai penyokong vagina. Kolagen bertanggung
jawab terhadap kekuatan regangan, sedangkan elastin untuk
ketahanan dan kemampuan kembali dari peregangan vagina. Pada
kejadian prolaps menunjukkan bahwa proses degradasi kolagen
bergantung pada aktivitas matriks metaloproteinase (MMP) dan
regulasinya (Kerkhof et al, 2009).
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Jaringan ikat dasar panggul terdiri dari kolagen, elastin dan
serat mikro yang ditautkan pada matriks ekstra seluler dari
polisakarida. Kerusakan jaringan ikat dapat mengakibatkan
seorang perempuan menderita POP. Jaringan ikat dasar panggul
memberikan banyak sokongan anatomis terhadap panggul dan
isinya. Fascia dan jaringan ikat dari dasar panggul akan kehilangan
kekuatan seiring penambahan wusia. Jaringan ikat wvagina
mengandung komponen fibril (kolagen dan elastin) dan komponen
nonfibril (glikoprotein nonkolagen, hyaluronan dan proteoglikan).

Komponen fibril diperkirakan berkontribusi besar dalam
proses biomekanik jaringan vagina. Lapisan subepitel dan lapisan
muskularis  secara  bersama-sama membentuk lapisan
fibromuskularis memberikan sokongan baik secara longitudinal
maupun sentral. Jaringan ikat yang terletak pada lapisan adventia
terdiri dari beberapa sel selain sel mast, sel lemak, terutama terdiri
dari sel fibroblas yang menghasilkan MES (Gambar 2.10)

Fibroblast

Elastic

Raticular fibar

Macrophage

Merve fiber.

Lymphocyte

MNautrophil
Plasma cell

crouna———_g— &
substance o2 e

Sumber: Dikutip dari Kerkhof et al, 2009

Gambar 2.10 Matriks Ekstra Seluler (Mes) dan Komponen di
Dalam Jaringan Ikat. Tampak fibroblas yang
diantara kolagen dan serat elastin.
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BAB 3
HUBUNGAN HORMON ESTROGEN

DENGAN KOLAGEN, ELASTIN, DAN
FIBROBLAS

3.1 Hormon Estrogen

Hormon Estrogen adalah hormon wanita yang memberikan efek
pada beberapa organ. Konsekuensi dari penurunan hormon
estrogen ini dapat memberikan gejala tidak menyenangkan dan
berimplikasi terhadap perubahan kualitas hidup. Hormon estrogen
dihasilkan terutama dari ovarium, bisa juga dihasilkan dalam
jumlah yang sedikit dari plasenta, korteks adrenal dan sel Leydig
dalam testis. Hormon estrogen termasuk kelompok steroid dan
diproduksi oleh korteks adrenal, ovarium dan konversi lemak
perifer oleh androstenedion.

Semua steroid berasal dari kolesterol menyebabkan
perubahan pada aktivitas biologis dengan cara berikatan dengan
reseptornya didalam sitoplasma sel. Kompleks reseptor-steroid
berikatan dengan rangkaian asam deoksyribonukleat (DNA) di
dalam nukleus sel dan mengaktivasi gen-gen spesifik. Perubahan
kecil pada molekul kolesterol memproduksi tiga tipe steroid yang
berbeda: 1) mineralokortikoid (seperti aldosterone) yang bekerja
pada keseimbangan garam (mineral); 2) glukokortikoid (seperti
kortisol) yang bekerja pada metabolisme glukosa; dan 3)
gonadokortikoid, atau estrogen, progesteron, dan testosteron, yang
dikelompokkan sebagai famili karena memiliki efek bersama pada
fungsi reproduksi.

Ada tiga jenis hormon estrogen endogen diproduksi secara
alami dalam tubuh wanita. Pertama, 17p-estradiol (E2) yang
diproduksi oleh ovarium dengan jumlah terbesar. Estradiol adalah
agen yang paling poten karena memiliki afinitas tertinggi dengan




reseptor estrogen. Pada wanita premenopause, kadar estrogen
yang beredar di dalam sirkulasi berfluktuasi dari 40 hingga 200-
400 pg/mL selama masih mendapat siklus menstruasi. Setelah
menopause, kadar estradiol menurun drastis menjadi kurang dari
30 pg/mL.

Kedua, Estron (E1) bersifat kurang poten dibandingkan
estradiol dan juga merupakan metabolit estradiol. Estron
diproduksi melalui konversi androstenedion di jaringan adiposa.
Pada wanita pascamenopause, ovarium berhenti memproduksi
estradiol, tetapi glandula adrenal tetap memproduksi
androstenedion (prekursor cepat menjadi estron) sehingga kadar
estron tetap tidak berubah meskipun kadar estradiol di dalam
plasma turun secara signifikan.

Ketiga, estriol (E3) adalah merupakan metabolit estradiol di
perifer. Estriol merupakan estrogen utama yang diproduksi
plasenta selama kehamilan, namun ditemukan dalam jumlah lebih
kecil daripada estradiol atau estron pada wanita yang tidak hamil.
Seperti semua steroid, hormon estrogen merupakan agen yang
sangat larut-lemak, sehingga dengan mudah berdifusi melalui
membran sel ke dalam sirkulasi darah. Pada organ target, estrogen
berdifusi ke dalam sel melalui membran nucleus dan di dalam
nukleus estrogen akan berikatan dengan reseptor estrogen
(Speroff et al,2005).

Reseptor estrogen (RE) merupakan reseptor steroid/ thyroid
hormon superfamili yang secara struktural berhubungan dengan
faktor transkripsi yang diinduksi ligans. RE ini mempunyai
beberapa domain fungsional dengan N-terminal (A/B) domain
variabilitasnya sangat tinggi yang mengandung domain aktivasi
transkripsi (AFI) yang berinteraksi langsung dengan faktor
transkripsional. DNA-Binding Domain (DBD) yang sangat
terkonservasi dan bertanggung jawab pada pengenalan sekuen
DNA spesifik, mempunyai 2 jari Zn yang terlibat dalam ikatan
reseptor dan dimerisasi (C) dimana C-terminai domain (E/F)
merupakan ligand-binding domain (LBD) multifungsional untuk
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dimerisasi dan aktivasi transkripsi (AF2) (Glass dan Fosenfelt,
2000; Peterson dan Gustafsson, 2001; Ananingati, 2006).

Umumnya reaksi jaringan yang spesifik terhadap hormon
estrogen disebabkan oleh adanya reseptor protein intraseluler.
Reseptorini terutama bekerja pada proses transkripsi DNA melalui
berbagai macam mekanisme. Adapun fungsi protein tersebut
adalah sebagai faktor transkripsi ketika akan terjadi ikatan secara
klasik dengan RE sebagai kontrol estrogen regulated gens. RE dapat
juga mengirim sinyal melalui second messenger, seperti receptor
modulation protein kinase pada membran atau dalam sitoplasma
(Speroff et al, 2005; Chen et al, 2008).

Aktifitas hormon estrogen tidak bergantung hanya pada
kadar di serum, tetapi juga pada kadar RE. Terdapat ko-regulator
dan faktor transkripsi lainnya yang memiliki efek pada jalur
dependen estrogen. Sebagian besar data mengenai peranan
estrogen pada metabolisme jaringan ikat berasal dari hewan
percobaan. Hal ini disebabkan percobaan pada manusia
menghawatirkan dan hasilnya tidak dapat disimpulkan. Hal yang
sama dengan pengaruh estrogen pada jaringan ikat bergantung
pada regulasi metabolisme kolagen sebab estrogen bukan hanya
menstimulasi biosintesis serat kolagen tetapi juga meningkatkan
sintesis, sekresi dan aktivitas MMP (Kretowska et al, 2011).

Ada dua macam reseptor estrogen yang telah diketahui yaitu
reseptor RE-a dan RE-f3. Kedua reseptor ini dikode oleh gen dalam
kromosom yang berbeda. Gen REa terletak di lengan panjang
kromosom 6 sedangkan gen RE-J terletak di q22-24 kromosom 14.
Jumlah asam amino RE-a sebesar 595 dan RE-f§ sebesar 485. RE
pada tikus mempunyai tingkat homolog yang tinggi terhadap
protein REa terutama pada LBD (>95% asam amino identik) dan C
terminal LBD (55% asam amino identik). Perbedaan pada regio
NH2-terminal mungkin dapat menjelaskan adanya perbedaan
respons terhadap berbagai ligan. Misalnya E2 agonist terhadap RE-
a, tetapi bersifat antagonist murni terhadap RE-f (Ananingati,
2006)
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RE-a dan RE-f mempunyai kemampuan meregulasi
transkripsi melalui Aktivator Protein-1 (AP-I). Melalui AP-I terjadi
interaksi estradiol-173 dengan RE-f menyebabkan aktivasi
transkripsi, sedangkan pada RE-a menyebabkan hambatan
transkripsi. Ketika terekspresi pada sel yang sama, RE-a dan RE-f3
akan membentuk heterodimer sehingga memberikan banyak
kemungkinan variasi dalam regulasi gen (Wantri, 2005; Kohler et
al, 2005).

RE- lebih berperan sebagai peredam efek RE-a dan banyak
diekspresikan pada ovarium, prostat, uterus, otot polos, sistim
limfatik dan testis. RE-f3 juga terlibat dalam homeostatis elastin dan
kolagen baik melalui efek transkripsional pada elastin dan gen
kolagen atau melalui regulasi protease yang terlibat dalam
degradasi protein (Kochler KF et al. 2005). Pada sel kanker
(contohnya mamma dan ovarium) ratio RE-a/RE-f cenderung
meningkat, hal ini mungkin berhubungan dengan rendahnya
ekspresi RE-f8 (Ananingati, 2006).

Dilaporkan juga bahwa hormon estrogen berperan dalam
jaringan vaskular vagina melalui kedua genomic dan non-genomic.
RE- yang terletak di jaringan vaskular memediasi efek genom
estrogen pada pembuluh darah vagina manusia (Fu X et al.2003;
Fuermetz et al 2015). Ekspresi RE dikontrol oleh banyak faktor
termasuk oleh hormon estrogen dalam darah. Pada siklus estrus,
ekspresi RE-B di uterus tertinggi pada saat diestrus (estrogen
rendah) kemudian menurun saat proestrus awal (estrogen mulai
meningkat) dan mencapai titik terendah saat proestrus akhir.

Hal sebaliknya untuk RE-a, pada endometrium manusia
ekspresi RE-a terkuat saat pertengahan fase proliferasi sampai
sebelum ovulasi, sedangkan ekspresi RE-f meningkat selama fase
sekresi. Proses penuaan dapat menyebabkan reseptor bisa
menurun dalam jumlah dan afinitasnya, oleh karena itu bisa jadi
sistem menjadi kurang sensitif terhadap stimulasi hormonal
sehingga fungsinya menurun (Petersson dan Gustafsson, 2001).
Interaksi antara kompleks reseptor hormon dengan DNA akan

[22] GENISTEIN GLYCINE MAX(KEDELAI) DAN PERBAIKAN ATROFI..,




mengakibatkan terlepasnya hormon dari reseptor dan terjadi
eliminasi estrogen dari sel. Estrogen akan mengalami metabolisme
menjadi bentuk yang tidak berikatan kuat dengan reseptor dan
berdifusi keluar dari sel (Wantri, 2005; Ananingati, 2006).

A. Hormon Estrogen dan Kolagen

Hormon estrogen memiliki pengaruh besar pada sintesis kolagen
panggul. Diketahui kolagen merupakan salah satu konstituen
utama dari jaringan ikat di panggul. Kolagen tipe [ hadir dalam
serat terorganisir dan ligamen jaringan, sedangkan kolagen tipe III
umumnya ditemukan dalam jaringan areolar longgar. Komposisi
tipe kolagen berbeda antara wanita dengan prolaps dan tidak
prolaps. Secara umum, ekspresi kolagen tipe Il memberikan
dukungan struktural yang lebih lemah daripada tipe | kolagen,
namun lebih tinggi pada ligamen uteri prolaps dibandingkan
dengan ligamen uteri normal sehingga menyebabkan penurunan
kekuatan ligamen (Ewies AA et al 2003). Pada kondisi pasca
menopause (hipoestrogen) berpengaruh pada komposisi
biomekanik, kualitas dan kuantitas kolagen. Terdapat banyak bukti
hormon estrogen dapat meningkatkan sintesis kolagen (Jung H]J,
2007).

Hormon estrogen dapat meningkatkan ekpresi kolagen tipe
[ dan merusak kolagen tipe III di fibroblas sehingga mengarah
peningkatan kekuatan otot. Kekuatan otot juga bisa ditingkatkan
dengan meningkatkan ekspresi kolagen tipe | di jaringan organ
panggul (Clark AL, et al 2005). Hormon estrogen juga dapat
meningkatkan hubungan silang kolagen secara keseluruhan dan
mengganti kolagen yang sudah tua dengan jaringan baru (Jackson
S, et al 2005) (Gambar 3.1).
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Gambar 3.1. Estrogen dan Metabolisme Kolagen

Pada gambar 3.1 tampak hormon estrogen meningkatkan
kekuatan otot dan jaringan ikat melalui ekspresi kolagen tipe I,
keseluruhan cross-link konsentrasi kolagen dan deformasi kolagen
tipe III. Sebaliknya, hormon estrogen menurunkan degradasi
kolagen dan elastin melalui penurunan MMP dan meningkatkan
cystatin C mRNA. Kolagen matriks dalam jaringan ikat umumnya
terdegradasi oleh matriks metalloproteinase (MMPs), yang
merupakan keluarga Zn-dependen tendopeptidases (Curran §,
Muray GI 1999; Curran S, Muray GI 2000; Muray GI 2001; Visse R,
Nagase H, 2004) (Gambar 3.2).
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Gambar 3.2 Matriksmetalloproteinase (MMP) Menurunkan
Kolagen dalam Jaringan Penyokong Dasar
Panggul. Peningkatan MMP dapat
meningkatkan degradasi kolagen, sehingga
kekuatan mekanik jaringan menurun yang
mengarah terjadinya prolapse.

Matrik Metaloproteinase (MMP) adalah enzim protein
degradasi dari kolagen. Semakin tinggi kadar MMP semakin besar
proses degradasi pada kolagen. MMP memainkan peran penting
dan bertanggung jawab terhadap pergantian kolagen. Ekspresi
MMP dan aktifasinya dapat bervariasi sesuai dengan stimulus
endogen dan lokal. Kerja MMP dibatasi oleh inhibitor MMP baik
dari eksogen maupun endogen seperti Tissue Inhibitor MMP
(TIMP). TIMP-1 merupakan inhibitor yang mengikat hampir semua
MMP sehingga menghambat kerja MMP secara ireversibel. Fungsi
MMP diatur dalam berbagai tingkat. Induksi ekspresi gen
dikendalikan  oleh  jumlah  faktor-faktor  pertumbuhan,
Transformation Growth Faktor (TGF) B dan glukokortikoid.

HUBUNGAMN HORMON ESTROGEN DENGAN KOLAGEN, ELASTIN.. [25]




MMP-9 terikat pada kolagen tipe | melalui domain
fibronektin yang berfungsi untuk menstabilisasi aktivitasnya
(Ellerbroek et al, 2001). Pada penelitian tentang efek penggunaan
estrogen pada metabolisme kolagen vagina ditemukan adanya
penurunan komposisi kolagen vagina berhubungan dengan
peningkatan aktivitas proteinase disertai dengan peningkatan dari
dua bentuk MMP-9 baik yang proaktif maupun aktif. Beberapa
penelitian sebelumnya juga didapatkan hubungan silang antara
estrogen dan jaringan ikat penyokong dasar panggul. Pengaruh
estrogen pada jaringan ikat penyokong dasar panggul
kemungkinan bergantung pada regulasi metabolisme kolagen
(Kretowska et al., 2011).

MMP-9 merupakan kontributor terbesar dalam remodelling
jaringan sehingga sangat berkaitan dengan defek dasar panggul
dengan cara mendegradasi elastin yang sangat penting dalam
distensibilitas dasar panggul. MMP-9 akan memotong ikatan
intermolekul melalui serangkaian reaksi kimia sehingga ikatan ini
akan terpecah (Kontogiorgis et al, 2005). Hasil yang sama pada
wanita dengan prolaps memiliki kadar MMP-9 yang lebih tinggi
dibandingkan dengan wanita yang tidak mengalami prolaps (Roh
et al, 2000). Penelitian lain juga menemukan ada hubungan antara
peningkatan MMP-9 dengan penurunan kadar kolagen dalam
struktur pendukung dasar panggul wanita dengan prolaps (Philips
et al, 2006). Hormon estrogen dapat menurunkan MMP-9 dan
MMP-12 di dinding vagina, sehingga menyebabkan penurunan
degradasi kolagen (Rahn D et al 2014).

Menurut Rahn et al (2008) ada bukti pengaruh distensi
vagina (saat persalinan) terhadap homeostasis serat elastin pada
dinding vagina. Dalam penelitiannya Rahn menggunakan balon
simulasi partus dan mendapatkan peningkatan aktivitas ada MMP-
9 pada dinding vagina baik pada hewan tikus yang bunting maupun
tidak bunting yang terfragmentasi secara jelas pada dinding vagina.
Disimpulkan distensi vagina merupakan potensi yang signifikan
dalam patogenesis prolaps organ panggul.
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B. Hormon Estrogen dan Elastin

Elastin merupakan salah satu konstituen utama jaringan ikat di
panggul. Berbeda dengan kekuatan kolagen, elastin berfungsi
dalam fleksibilitas jaringan, ekstensi, ketahanan dan recoil (Liu X,
et al 2006). Pada jaringan ikat yang berasal dari ligamen
uterosakral dan dinding vagina wanita dengan prolaps ditemukan
ekspresi elastin lebih rendah (Yamamoto K et al 1997; Goepel C
2008).

Serat elastin secara ultrastruktur terdiri dari 2 elemen besar
yaitu komponen tidak berbentuk elastin dan komponen berbentuk
seperti serat disebut mikrofibril. Mikrofibril berfungsi sebagai
tempat melekatnya komponen tidak berbentuk elastin. Mikrofibril
terdiri dari beberapa protein (termasuk fibrilin dan glikoprotein).
Tropoelastin merupakan prekursor elastin yang dihasilkan dalam
bentuk monomer oleh sel fibroblas dan sel otot polos. Tropoelastin
disekresikan ke ekstraseluler dan berikatan dengan fibulin untuk
pembentukan serat elastin yang baru.

Fibulin adalah protein yang berperan penting pada
pembentukan serat elastin yang dihasilkan oleh glikoprotein.
Fibulin akan bergabung kedalam matrik esktra seluler fiber terdiri
dari lima anggota keluarga, masing-masing saling overlaping
namun berbeda pola ekspresinya. Dilaporkan Fibulin-5 sangat
penting dalam pembentukan serat elastin yang baru karena akan
menambatkan tropoelastin pada integrin di permukaan sel dan
mengarahkan lokasi elastin ke mikrofibril. Beberapa studi terbaru
mengidentifikasi fibulin-5 yang dikenal sebagai DANCE
[Developing Arteries and Neural Crest Epidermal Growth Factor-
Like Protein] atau EVEC [Embryonic Vascular Epidermal Growth
Factor-Like Repeat-Containing Protein]. Selain sebagai protein
yang fungsinya menghubungkan serat elastin pada sel, mengatur
perakitan dan mengorganisir serat elastin, Fibulin-5 juga
melokalisasi dan mengikat elastin pada permukaan serat elastin ke
sel-sel melalui interaksi dengan integrin sebagai reseptor di
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permukaan sel (Yanasigawa et al, 2002).

Residu lysin dari tropoelastin ini akan mengalami modifikasi
membentuk ikatan kovalen dengan rantai tropoelastin lainnya
untuk membentuk serat elastin matur yang dikelilingi mikrofibril.
[katan kovalen ini mempunyai kemampuan besar untuk mengkerut
dan meregang secara reversibel dengan diperantarai oleh Copper
(Cu) dan dependen enzim ekstraseluler yang disebut Lysyl
Oksidase (Gambar 3.3).

Tropoelastin

Elastic fiber

ntegrin

Microfibril

Sumber: Dikutip dari Kerchoff et al, 2009

Gambar 3.3 Peran Fibulin-5 dalam Pembentukan Serat
Elastin. Tampak ikatan kovalen dengan rantai
tropoelastin lainnya membentuk serat elastin
matur yang dikelilingi microfibril.

Drewes et al (2007) melaporkan tikus percobaan dengan
defisiensi fibulin -5 sebagian besar akan mengalami POP (96%)
pasca persalinan pervaginam. Hal ini menunjukkan bahwa sintesa
dan perakitan serat elastin sangat penting setelah persalinan
pervaginam karena kelainan homeostasis serat elastin memainkan
peran utama dalam patogenesis prolapse organ panggul. Hasil yang
sama didapatkan penelitian Jung HJ et al (2009) yang melaporkan
terjadi penurunan fibulin-5 pada penyokong dasar panggul pasien
dengan prolaps vagina.
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C. Hormon Estrogen dan Fibroblas

Jaringan ikat panggul terdiri dari fibroblas dikelilingi oleh matriks
ekstraseluler (MES). Fungsi fibroblas adalah mensintesis kolagen
dan glikosaminoglikans dari subtansi dasar dengan mensekresi
molekul prokolagen kedalam matriks intersel dan berpolimerasi
menjadi mikrofibril yang terjadi diluar sitoplasma. Pada orang
dewasa, fibroblas dalam jaringan ikat jarang mengalami
pembelahan (mitosis) hanya terlihat bila memerlukan fibroblas
lebih banyak, yaitu ketika jaringan ikat tersebut rusak (David,
1994). Fibroblas merombak matriks sekitarnya sebagai respon
rangsangan mekanik dan biokimia untuk mempertahankan
kekuatan MES. Pada jaringan yang prolaps, fibroblas memiliki
kapasitas kontraktil yang lebih rendah dan mekanisme yang lebih
lambat dibandingkan non-prolaps (Ruiz ZAM et al 2014; Ruiz ZAM
et al 2016).

Fibroblas merupakan sel paling sering ditemukan didalam
jaringan ikat yang bertanggung jawab pada sintesa serabut kolagen
dan substansi dasar. Fibroblas mempunyai nukleus bulat besar dan
berwarna merah muda dengan kromatin halus dan suatu nukleolus
yang jelas. Sitoplasmanya penuh dengan retikulum endoplasmik
dan aparatus Golgi. Hormon estrogen terbukti mempengaruhi
sitoskeleton dan morfologi sel fibroblas dan terbukti dapat
menekan remodeling yang berlebihan/ abnormal dengan
memperbaiki sifat mekanik dari jaringan ikat. Hormon estrogen
juga menjaga integritas dan fungsi fibroblas dalam jaringan ikat
selama terjadi peregangan untuk mencegah dan mengobati prolaps
organ panggul (Wang S et al. 2015).
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BAB 4
GENISTEIN GLYCINE MAX (KEDELAI)

4.1 Kedelai (Soybean)

Kedelai (Soybean) adalah tanaman yang sudah dibudidayakan
sejak 1500 tahun SM dan baru masuk Indonesia, terutama Jawa
sekitar tahun 1750. Kedelai paling baik ditanam di ladang dan
persawahan antara musim kemarau dan musim hujan. Tanaman
kedelai mempunyai perawakan kecil dan tinggi batangnya dapat
mencapai 75 cm. Bentuk daunnya bulat telur dengan kedua
ujungnya membentuk sudut lancip dan bersusun tiga menyebar
dalam satu untaian ranting yang menghubungkan batang pohon.
Kedelai berbuah polong yang berisi biji-biji. Kulit luar buah polong
maupun batang pohonnya mempunyai bulu-bulu yang kasar
berwarna coklat.

Nama Lokal kedelai: Kedhele (Madura); Kedelai, Kacang
jepun, Kacang bulu (Sunda), Lawui (Bima); Dele, Dangsul, Dekeman
(Jawa), Retak Menjong (Lampung); Kacang Rimang
(Minangkabau), Kadale (Ujung Pandang). Berbagai nama ini
menunjukkan bahwa kedelai telah lama dikenal di Indonesia.
Kedelai yang dibudidayakan terdiri dua spesies yaitu Glycine Max
(disebut kedelai putih, yang bijinya bisa berwarna kuning, agak
putih, atau hijau) dan Glycine soja (kedelai hitam, berbiji hitam).
Glycine max merupakan tanaman asli daerah Asia subtropik
seperti RRC dan Jepang Selatan, sementara Glycine Soja merupakan
tanaman asli Asia tropis di Asia Tenggara. Tanaman ini telah
menyebar ke Jepang, Korea, Asia Tenggara dan Indonesia.




Menurut Klasifikasi Tanaman Kedelai (Thomas, 1992)

Kingdom : Plantae

Divisi :  Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae

Kelas :  Dicotyledonnae

Ordo :  Leguminales

Famili :  Leguminoceae

Marga :  Glycine

Spesies :  Glycine max (L.) Merrill

4

Sumber: Dikutip dari Thomas, 1992
Gambar 4.1. Kedelai (soybean)

Kedelai sudah lama dikonsumsi sebagai makanan dengan
bukti beberapa aksi farmakologis termasuk dapat menurunkan
gejala-gejala pascamenopause (Eden, 2012, Aquira et al, 2014)
akibat adanya senyawa bioaktif isoflavon yang bermanfaat untuk
menjaga dan memperbaiki sistem fisiologis maupun untuk
pencegahan penyakit di masa pascamenopause (Cederoth et al
2012).

4.2 Isoflavon Kedelai

Unsur isoflavon utama dalam kedelai adalah genistein, glycitein
dan daidzein. Pada kedelai spesies Glycine Max mengandung lebih
banyak genistein dibandingkan dengan daidzein, meskipun rasio
ini bervariasi pada produk kedelai yang berbeda (Barlow et al,,
2007; Wang et al., 2013).
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Gambar 4.2 Struktur Kimia Isoflavon Kedelai

Isoflavon kedelai banyak ditemukan dalam bentuk tidak aktif
sebagai glucoconjugate (bentuk glikosida yang berikatan dengan
molekul gula). Bentuk aktifnya adalah aglycone, prosesnya
dilakukan oleh bakteri intestinal kemudian diabsorpsi dari usus ke
darah atau dimetabolisme lebih lanjut secara langsung di usus.
Degradasi dari isoflavon kedelai terjadi di hati yang dikonjugasi
dengan asam glukoronik menjadi molekul lebih kecil dan
diekskresi dari dalam tubuh melalui urine atau empedu. Biosintesa
isoflavon kedelai terjadi secara bertahap melalui sederetan
senyawa antara yang digolongkan dalam senyawa metabolit
sekunder dan digolongkan dalam satu kelompok senyawa khas
yang hanya dapat ditemukan pada Family Leguminceace (kacang-
kacangan). Isoflavon kedelai mempunyai struktur kimia yang sama
dengan E2 (estradiol) dan mempunyai kemampuan berikatan
dengan reseptor estrogen (RE).
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Gambar 4.3 Struktur Kimia Estrogen dan Isoflavon Kedelai

Mayoritas isoflavon tanaman dalam bentuk glikosida (yang
berikatan dengan molekul gula), maka untuk mendapatkan efek
biologiknya harus dipecah menjadi aglikon bebas gula. Dalam usus
mengalami perpecahan sebanyak 1/3 akan diabsorbsi sebagai
isoflavon bebas dan sebagian mengalami fermentasi oleh bakteri
yang berada dalam usus besar dengan menjadi metabolit seperti
Equol, Odesmethylangolensin (O-DMA) (dari daidzein), dan p-
ethylphenol (dari genistein).
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Sumber: Dikutip dari Paul et al, 2003
Gambar 4.4 Formasi dan Biotransformasi Isoflavon Kedelai
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Perubahan struktur isoflavon kedelai umumnya terjadi
dalam usus dan hati. Dalam usus besar isoflavon kedelai dengan
melalui proses reabsorpsi kemudian konjugasi dalam asam
glukuronik atau sulfat lalu kembali dieksresi melalui saluran
empedu untuk mengalami dekonjugasi oleh bakteri dan
direabsorpsi kembali (Gambar 4.5.)
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Gambar 4.5 Metabolisme Isoflavon Kedelai pada Manusia

Isoflavon kedelai (soybean) mengandung gugus fenolik yang
mempunyai kemampuan sebagai antioksidan kuat sehingga dapat
mengurangi gejala menopause, baik dalam intensitas dan
frekuensinya (Glaizer dan Bowman, 2001). Pengamatan ini
diverifikasi melalui studi epidemiologi di daerah vyang
masyarakatnya mengkonsumsi kedelai (soybean) tinggi. Wanita
Jepang memiliki 20% lebih sedikit yang mengalami gejala hot
flushes bila dibandingkan dengan wanita Eropa karena wanita
Jepang banyak konsumsi kedelai (Han et al, 2002). Dilaporkan
dalam konsumsi 50 sampai 80 mg isoflavon/hariselama satu tahun
pada pascamenopause dapat mengurangi 40% sampai 50%
keluhan hot flushes (Albertazzi dan Purdie, 2002).

GENISTEIN GLYCINE MAX (KEDELAL.. [35]




Studi lain juga melaporkan ada penurunan yang signifikan
hotflushes pada wanita yang mengkonsumsi isoflavon kedelai 50
mg/hari selama enam minggu (Scambia et al, 2000). Hasil yang
sama didapatkan pada penelitian terhadap190 wanita menopause,
bahwa isoflavon kedelai tidak hanya menghilangkan gejala hot
flushes saja, tetapi juga gejala lain seperti gangguan tidur,
kecemasan, depresi, kekeringan vagina, kehilangan libido dan nyeri
tulang dengan mengkonsumsi isoflavon 35 mg/hari dalam dua
dosis selama empat bulan (Aquira& Borbosa, 2014) .

Isoflavon kedelai mengikat reseptor estrogen (RE) karena
strukturnya memiliki kesamaan dengan 17-f-estradiol. Isoflavon
bekerja sebagai agonis dari RE, tetapi aktivitasnya lebih rendah
dari 17-B-estradiol. Pada jumlah yang cukup tinggi (lebih dari 100
nmol/l untuk genistein), pengaruh isoflavon dapat mendekati efek
17-B-estradiol pada tingkat fisiologisnya. Pengaruh isoflavon juga
tergantung tingkat estradiol endogen, karena isoflavon dan
estradiol bersaing untuk berikatan dengan RE.

Menurut Chen et al, (2007) reseptor estrogen pada dinding
vagina menurun pada wanita pascamenopause dibanding
premenopause. Dalam keadaan tingkat estrogen endogen tinggi
(misalnya wanita dalam fase folikuler dari siklus menstruasi),
isoflavon dapat menghambat aktivitas penuh estrogen dengan
menduduki bagian dari RE. Pada keadaan tingkat estrogen endogen
rendah (setelah ovariektomi), aktivitas estrogen isoflavon dapat
menjadi nyata. Dalam konteks inilah, isoflavon menjadi semakin
sering digunakan sebagai alternatif pada terapi hormon pada
wanita post menopause terutama dalam kasus pemberian jangka
panjang (Pilsavoka et al, 2010)

Dosis dan lama pemberian isoflavon tidak berhubungan
linier dengan pengaruh pengobatan. I[soflavon bekerja dengan
menghambat aktivitas Sa-reduktase, mengkatalisis konversi
testosteron menjadi 5a-dihidrotestosteron dan aromatase P450,
menengahi konversi testosteron ke estradiol. Dilaporkan bahwa
aktivitas aromatase dihambat pada konsentrasi rendah isoflavon,
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namun bila tingkat isoflavon tinggi akan meningkatkan aktivitas
enzim ini untuk merangsang sintesa Sex Hormon Binding Globulin
(SHBG) sehingga mengakibatkan perubahan pada konsentrasi
hormon steroid yang bersirkulasi dalam tubuh. Hal ini dapat
dijelaskan dengan peningkatan sintesis SHBG yang meningkatkan
penyerapan testosteron bebas, yang perannya dapat merangsang
produksi testosteron. Oleh karena itu, pada peningkatan
konsentrasi testosteron total dalam serum maka tingkat
testosteron bebas mungkin tidak berubah. Pada wanita, diet kaya
isoflavon menurunkan atau malah tidak mempengaruhi kadar
testosteron dalam serum.

Pada tikus normal (tanpa ovariektomi), tidak ada perubahan
tingkat estradiol yang dilaporkan setelah pemberian isoflavon,
namun peningkatan kadar estradiol serum ditemukan pada tikus
yang diovariektomi. Apabila isoflavon kedelai diberikan pada
perempuan pascamenopause, maka genistein akan diikat oleh
reseptor di permukaan sel epitel. [katan antara genistein dengan
reseptornya akan terjadi hantaran sinyal intraseluler yang dimulai
aktivasi enzim (fosfolipase-C). Enzim ini akan mengubah fosfatidyl
inositol di fosfat (PI-2p) menjadi fosfatidil inositol tri fosfat (PI-3p).
Reseptor PI-3p ini berada di permukaan endoplasmik reticulum
(ER). Ikatan antara PI-3p dengan reseptornya dipermukaan
endoplasmik retikulum, mengakibatkan calcium gate open,
sehingga ion kalsium akan dilepas ke daerah sitosolik, yang
mengakibatkan terjadi peningkatan ion kalsium intraseluler. lon
kalsium tersebut akan berikatan dengan kalsineurin di dalam
sitosolik. Keberadaan kalsineurin kompleks ini akan menghambat
aktivitas dari Inhibitor kapa beta (Ik-B), sehingga nuclear factor
kappa beta (NFk- (), mengalami translokasi ke inti sel dan akan
memicu proses transkripsi (Gambar 4.6) (Alexande et al, 2002,
Shakir dan Derek, 2002)
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Gambar 4.6 NF-KB Pathway. Tampak isoflavon menghambat
ROS dan aktivitas dari Inhibitor kapa beta (I1k-§)
sehingga nuclear factor kappa beta (NF-kf)
mengalami translokasi ke inti sel yang memicu
proses transkripsi.

Nuclear Factor Kappa B (NF-kP) adalah kompleks protein
yang mengendalikan transkripsi DNA dan ditemukan di hampir
semua jenis sel dan terlibat dalam respons seluler terhadap
rangsang seperti stres, sitokin, radikal bebas, radiasi ultra violet,
antigen bakteri atau virus (Gilmore, 2006; Perkin, 2007). NF-xp
terdapat dalam sitoplasma sel hampir seluruhnya dalam bentuk
tidak aktif dan terikat dengan protein penghambat (inhibitor
protein) [kBo. Melalui reseptor membran intergral berbagai sinyal
ekstraseluler isoflavon dapat mengaktifkan enzim IkB kinase (IKK)
yang pada gilirannya memfosforilasi protein [kBo. NF-x3 yang
diaktifkan kemudian ditranlokasi ke nukleus dengan mengikat
sekuens tertentu dari DNA yang disebut dengan respon element.
Kompleks DNA NF-kf kemudian merekrut protein lain seperti
coactivator promerase dan RNA polimerase yang mentranskripsi
DNA menjadi mRNA dan ditranslasikan kedalam protein yang
menyebabkan perubahan fungsi sel (Glimore, 2006).
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Dalam regulasi respons seluler adalah NF-kf termasuk
dalam katagori faktor transkripsi primer, dimana faktor transkripsi
yang terdapat pada sel berada dalam keadaan tidak aktif dan tidak
memerlukan sintesis protein baru agar dapat diaktifkan. Dalam sel
yang tidak terstimulasi NF-kp akan diasingkan di sitoplasma oleh
inhibitor yang disebut Ik (inhibitor of kB). Protein Ik menutupi
Nuclear Localization Signals (NLS) dari protein NF-kf dan menjaga
NF-k[3 tetap berada dalam keadaan tidak aktif di dalam sitoplasma.

Aktivasi NF-kB diinisiasi oleh sinyal yang menginduksi
degradasi protein Ikp sehingga kompleks NF-kf bebas memasuki
inti sel sehingga NF-k[3 dapat mengaktifkan ekspresi gen tertentu
yang mengikat sisi DNA yang berada di dekat NF-kB. Pengaktifan
gen oleh NF-kf§ ini mengarah pada munculnya respons fisiologis
misalnya respon peradangan atau respons imun. Untuk respon
bertahan hidup atau proliferasi sel, NF-k§ mengaktifkan ekspresi
reseptornya sendiri yakni [kBa untuk menghambat kembali NF-k[3.
Dengan demikian tercipta umpan balik otomatis, yang akan
menghasilkan tingkat osilasi aktivitas dari NF-k[ (Nelson et al.,
2004).
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BAB 5
EFEK GENISTEIN GLYCINE MAX

(KEDELAI) DAN UJI ANALISIS JALUR
(PATCH ANALYSIS)

Bukti pengaruh Genistein Glycine Max (Kedelai) terhadap
perbaikan atrofi vagina pascamenopause dapat dibagi 5 kelompok
pengamatan dengan masing-masing kelompok terdiri 5 ekor tikus
Wistar, yaitu antara lain:

1. kelompok kontrol negatif (tikus post partum kebuntingan ke
3 pada hari ke 56 tanpa diovariektomi);

2. kelompok kontrol positif (tikus postpartum kebuntingan ke 3
pada hari ke 56 pasca diovariektomi + injeksi oil selama 28
hari per injeksi subkutaneus);

3. kelompok P1 (tikus bunting ke 3 pada hari ke 56 pasca
diovariektomi + diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis
0.045 mg/kgbb/hari selama 28 hariper injeksi subcutaneus);

4. kelompok P2 (tikus postpartum bunting ke 3 pada hari ke 56
pasca diovariektomi + diberi Genistein Glycine Max
(Soybean) dosis 0.09 mg/kgbb/hari selama 28 hari per
injeksi subcutaneus)

5. kelompok P3 (tikus postpartum bunting ke 3 pada hari ke 56
pasca diovariektomi + diberi Genistein Glycine Max
(Soybean) dosis 0.18 mg/kgbb/hari selama 28 hari per
injeksi subcutaneus).

Mengingat kedua variabel tersebut berskala rasio maka
pendekatan statistik yang digunakan adalah statistika parametrik.
Sebelum dianalisis dengan uji statistika parametrik digunakan
maka terlebih dahulu data diuji apakah sebaran data mengikuti
distribusi normal atau tidak, karena ukuran sampel yang
digunakan termasuk kecil (n = 5). Untuk uji normalitas dilakukan




dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk, berikut hasil ekspresi RE-
B, TGF-B, Fibulin-5, a Actin, Proliferasi Epitel, Hsp-70 dan Kadar
MMP-9 pada dinding vagina tikus wistar yang tanpa intervensi dan
yang mengalami intervensi dengan penyuntikan intracutaneus
beberapa dosis Genistein Glycine Max (Kedelai).

5.1 Ekspresi RE-;

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci pada tabel di
bawah ini.

Tabel 5.1.1 Uji Normalitas Data Ekspresi RE-f8

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.547 normal
kontrol (+) (OVX)+ oil 0.776 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.662 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.789 normal
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.785 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal

dan jika p-value=0.05 berarti data berdistribusi normal.

Tabel 5.1.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-Wilk
diperoleh bahwa data ekspresi RE-f pada dinding vagina untuk
masing-masing kelompok pengamatan telah menunjukkan nilai p-
value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi o« = 0.05.
Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik, yaitu
data terbukti tersebar mengikuti distribusi normal. Selanjutnya
data telah siap dianalisis lebih lanjut dengan uji statistika
parametrik guna membuktikan hipotesis penelitian yang telah
diajukan.

Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus postpartum bunting ]<n3 dan ovariektomi) data
ekspresi RE-B pada dinding vagina dengan menggunakan uji t
(independent sample t test) ditunjukkan secara ringkas seperti
tampak tabel di bawah ini.
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Tabel 5.1.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol negatif =~ Kontrol positif
Rerata + SD Rerata + SD
ekspresi RE- 82.71+£11.18 59.73+£3.30

g

Keterangan:  Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna
dan jika p-value>0.05 berarti tidak ada perbedaan yang
bermakna.

Variabel p-value

0.002 <

Pada tabel 5.1.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.002<x) rerata konsentrasi ekspresi RE-B antara kelompok
kontrol negatif (82.71+11.18 %) dengan kelompok kontrol positif
(59.73+£3.30 %). Berdasarkan nilai reratanya ekspresﬁ{E-B tampak
pada kelompok kontrol negatif lebih besar nilainya bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi RE-f pada kelompok kontrol
positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-3 dan
ovariektomi akan menunjukkan nilai rerata ekspresi RE-B yang
lebih kecil bila dibandingkan dengan tikus postpartum bunting ke-
3 yang tanpa ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di atas maka
dapat dikatakan bahwa perlakuan pada tikus postpartum bunting
ke-3 dan ovariektomi terbukti menunjukkan penurunan ekspresi
RE-B.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data ekspresi RE-
B pada dinding vagina diperoleh ada perbedaan yang bermakna
keempat kelompok sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan
dengan nilai p-value = 0.000<x. Analisis dilanjutkan dengan uji
perbandingan berganda (Multiple Comparisons) dengan uji Beda
Nyata Terkecil/BNT (Least Significant Difference/LSD) diperoleh
dan ditunjukkan secara lengkap pada tabel di bawah ini.
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Tabel 5.1.3 Perbandingan Ekspresi RE-f8

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX)+oil 59.73+3.30a 7
P1 (OVX + Gen 0.045 70.27+3.43b =
(OVX+ Gen mg) 0.000<c
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 79.00+5.75¢
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 82.34+5.75c

Keterangan: Pada reratax SD menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.1.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi RE-f antara
kelompok kontrol positif (59.73+3.30a %) dengan kelompok P1
(70.27+3.43b %), berbeda pula dengan kelompok P2
(79.00+£5.75¢ %), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok P3
(82.34+5.75¢ Y%). Bila berdasarkan nilai rerata ekspresi RE-
tampak ada peningkatan pada kelompok P1, P2, maupun P3, bila
dibandingkan dengan kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun
dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
meningkatkankan ekspresi RE-B. Tampak semakin tinggi dosis
yang diberikan semakin besar nilai rerata ekspresi RE-3. Jadi dapat
dikatakan bahwa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean) pada
tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi mampu
meningkatkan ekspresi RE-[3. Demikian pula ada perbedaan yang
bermakna rerata ekspresi RE-f antara kelompok P1
(70.27+3.43b %) dengan kelompok P2 (79.00+5.75c %), dan
dengan kelompok P3 (82.34+5.75¢ %).

Bila berdasarkan nilai reratanya tampak rerata ekspresi RE-
B ketiga kelompok tersebut semakin meningkat seiring dengan
peningkatan dosis Genistein Glycine Max (Soybean) yang diberikan
pada tikuamstpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Jadi dengan
kata lain ketiga dosis tersebut sama-sama mampu meningkatkan
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ekspresi RE-f pada tikus postpartum bunting ke 3 yang
ovariektomi.

Tidak ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi RE-f8
antara kelompok P2 (79.00£5.75¢ %) dengan kelompok P3
(82.34+5.75¢ %). Bila berdasarkan nilai reratanya tampak rerata
kedua kelompok tersebut nilainya berdekatan satu sama lain. Jadi
dengan kata lain kedua dosis tersebut memiliki kemampuan yang
sama atau memberi pengaruh yang sama, yaitu mampu
meningkatkan ekspresi RE- pada tikus postpartum bunting ke 3
dan ovariektomi.

Berdasarkan uraian hasil dari tabel 5.1.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
Epng diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kgbb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap ekspresi RE-3, yaitu mampu meningkatkan
ekspresi RE-f.

Jadi hipotesis pertama terbukti, yaitu pemberian genistein
dapat meningkatkan ekspresi RE-f§ pada tikus postpartum bunting
ke 3 dan ovariektomi. Selanjutnya rerata ekspresi RE-3 pada kelima
kelompok sampel tersebut disajikan secara lengkap tampak pada
gambar histogram (diagram batang) di bawabh ini.
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Gambar 5.1.1 Histogram Rerata Ekspresi RE-f

Pada gambar 5.1.1 tampak batang rerata ekspresi RE-f3 tikus
postpartum bunting ke-3 tanpa ovariektomi (kelompok kontrol
negatif) tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang lainnya. Hal
ini berarti bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus postpartum
bunting ke-3 mampu menurunkan ekspresi RE-B. Akan tetapi
tampak ada peningkatan rerata ekspresi RE-B pada tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun
dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus. Pada
histogram rerata kspresi RE-B kelompok kontrol negatif
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna dengan kelompok
kontrol positif dan juga dengan kelompok P1, P2, dan P3. Hal ini
dapat dikatakan bahwa tikus postpartum bunting ke-3 tanpa
ovariektomi dan tanpa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean)
menunjukkan rerata ekspresi RE-B lebih tinggi dibandingkan yang
lain.
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Sedangkan kelompok P3 menunjukkan rerata ekspresi RE-8
yang mendekati nilai rerata ekspresi RE-f kelompok kontrol
negatif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-3 yang
diovariektomi dan beri Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.18
mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan mampu
meningkatkan ekspresi RE-B. Dari histogram diatas disimpulkan
pemberian  Genistein  Glycine  Max  (Soybean)  dosis
0.18mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus pada
tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi merupakan dosis
efektif dalam meningkatkan ekspresi RE-B. Adapun hasil
pemeriksaan imunohistokimia didapatkan perbedaan Ekspresi RE-
B pada epitel vagina sebagai berikut:

-

Sumber: Dokumen Penulis

Gambar 5.1.2 Perbedaan Ekspresi RE-f pada epitel vagina

Keterangan:  A=control negative. B=control positif, C=perlakuan dosis
1. D=perlakuan dosis 2. E=perlakuan dosis 3

Pada gambar 5.2 Tampak peningkatan ekspresi RE-f pada
kelompok perlakuan yang diamati dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 x. Dengan
menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia ekspresi RE-3
yang ditunjukkan dengan warna coklat. Pecitraan hasil
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pengamatan lalu diunggah untuk selanjutnya diolah menggunakan
aplikasi imunoratio yang menghasilkan berupa presentasi area.

5.2 Kadar Estradiol (E2)

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawah ini.

Tabel 5.2.1 Uji Normalitas Data Kadar Estradiol (E2)

p-value
Kelompok pengamatan Kadar distribusi
estradiol (E2)
kontrol (-) 0.518 normal
kontrol (+) (OVX) (+) oil 0.369 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.704 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.830 n)rma]
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.069 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal
dan jika p-value>0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.2.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data kadar E2 (ng/L) untuk masing-masing
kelompok pengamatan telah menunjukkan nilai p-value yang
semuanya lebih besar dari taraf signifikansi o = 0.05. Jadi semua
data telah memenuhi uji prasyarat parametrik, yaitu data terbukti
tersebar mengikuti distribusi normal. Selanjutnya data telah siap
dianalisa lebih lanjut dengan uji statistika parametrik guna
membuktikan hipotesis penelitian yang telah diajukan.

Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
]:ur}sin'C (tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi) data kadar
E2 dengan menggunakan uji t (independent sample t test)
ditunjukkan secara ringkas seperti tampak tabel di bawah ini.
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Tabel 5.2.2. Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol Negatif Kontrol Positif
Rerata £ SD Rerata + SD
Kadar E2 206.5+£10.6 187.0£14.1 0.039 < x

Variabel p-value

Keterangan:  Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna
dan jika p-value>0.05 berarti tidak ada perbedaan yang

bermakna.

Pada tabel 5.2.2. berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.039<x) rerata kadar E2 antara kelompok kontrol negatif
[206.51“1.6 ng/L) dengan kelompok kontrol positif (187.0£14.1
ng/L). Berdasarkan nilai reratanya kadar E2 tampak pada
kelompok kontrol negatif lebih besar nilainya bila dibandingkan
dengan rerata kadar estradiol-2 pada kelompok kontrol positif. Hal
ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi
akan menunjukkan nilai rerata kadar E2 yang lebih rendah bila
dibandingkan dengan tikus postpartum bunting ke-3 yang tanpa
ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di atas maka dapat
dikatakan bahwa perlakuan pada tikus postpartum bunting ke-3
dan ovariektomi terbukti menunjukkan penurunan kadar EZ2.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data kadar
estradiol (E2) diperoleh ada perbedaan yang bermakna keempat
kelompok sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan nilai p-
value = 0.000<c. Analisis dilanjutkan dengan uji perbandingan
berganda (Multiple Comparisons) dengan uji Beda Nyata
Terkecil/BNT (Least Significant Difference/LSD) diperoleh dan
ditunjukkan secara lengkap pada tabel di bawah ini.
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Tabel 5.2.3 Perbandingan Kadar E2

Kelompok pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX) + oil 187.0+14.1a 7
P1 (OVX + Gen 0.045 214.6%£18.7b :
(OVX+ Gen 0.045 mg) 0.000<
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 245.9+8.1c
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 252.9+19.0c

Keterangan: Pada rerata+SD menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.2.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata kadar estradiol-2
antara kelompok kontrol positif (187.0+14.1a ng/L) dengan
kelompok P1 (214.6+18.7b ng/L). Bila berdasarkan nilai rerata
kadar E2 tampak ada peningkatan pada kelompok P1 bila
dibandingkan dengan kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg/kgbb/hari selama 28 hari
per injeksi subcutaneus akan berpengaruh terhadap kadar EZ2,
yaitu mampu meningkatkan kadar E2 bila dibandingkan dengan
tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi tanpa pemberian
Genistein Glycine Max (Soybean).

Tampak pada tabel 5.2.3 menunjukkan hasil yang sama yaitu
ada perbedaan yang bermakna rerata kadar estradiol-2 antara
kelompok kontrol positif (187.0+14.1a ng/L) dengan kelompok P2
(245.948.1c ng/L), juga berbeda dengan kelompok P3
(252.9+19.0c ng/L). Bila berdasarkan nilai reratanya tampak ada
peningkatan pada kelompok P2 maupun pada P3 bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.09 mg/kgbb/hari maupun dosis
0.18 mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap kadar E2Z, yaitu mampu meningkatkan
kadar E2 bila dibandingkan dengan tikus postpartum bunting ke-3
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dan ovariektomi tanpa pemberian Genistein Glycine Max
(Soybean).

Berdasarkan uraian hasil dari tabel 7.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
Epng diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kgbb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kegbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap kadar EZ, yaitu mampu meningkatkan
kadar E2 dalam darah.

Hasil penelitian nilai rerata kadar E2 menunjukkan ada
perbedaan yang bermakna antara kelompok P1 (214.6+18.7b
ng/L) dengan kelompok P2 (245.9+8.1¢ ng/L) maupun dengan
kelompok P3 (252.9+19.0c ng/L), tetapi antara kelompok P2 tidak
berbeda bermakna dengan kelompok P3. Tampak bahwa semakin
tinggi dosis Genistein Glycine Max (Soybean) yang diberikan
semakin besar rerata kadar E2 pada tikus postpartum bunting ke 3
dan ovariektomi.

Selanjutnya rerata kadar E2 dalam darah pada kelima
kelompok sampel tersebut disajikan secara lengkap tampak pada
gambar histogram (diagram batang) di bawabh ini.
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.2.1 Histogram Rerata Kadar E2

Pada gambar 5.2.1 menunjukkan histogram rerata kadar E2
pada kelompok kontrol negatif (tikus postpartum bunting ke-3 dan
tanpa ovariektomi), kontrol positif (tikus postpartum bunting ke-3
dan ovariektomi), P1 (tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis
0.045 mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus), P2
(tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.09 mg/kgbb/hari selama
28 hari per injeksi subcutaneus), dan P3 (tikus postpartum bunting
ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean)
dosis 0.18 mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus).

Tampak ada penurunan rerata kadar E2 pada tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi dibandingkan dengan
tikus postpartum bunting ke-3 tanpa ovariektomi. Hal ini berarti
bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus postpartum bunting ke-3
mampu menurunkan kadar E2. Ada peningkatan rerata kadar E2
pada tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg,
maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus
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dibandingkan dengan tikus postpartum bunting ke-3 dan
ovariektomi tanpa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean).

Pada histogram rerata kadar E2 kelompok kontrol negatif
menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna dengan
kelompok P1. Hal ini dapat dikatakan bahwa pemberian Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg/kgbb/hari selama 28 hari
per injeksi subcutaneus pada tikus postpartum bunting ke-3 dan
ovariektomi merupakan dosis efektif dalam meningkatkan kadar
E2.

5.3 Ekspresi Proliferasi Epitel

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawah ini:

Tabel 5.3.1 Uji Normalitas Data Proliferasi Epitel

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.175 normal
kontrol (+) (OVX)+oil 0.521 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.831 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.216 n)rma]
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.266 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal dan
jika p-value=0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.3.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data proliferasi epitel untuk masing-masing
kelompok pengamatan telah menunjukkan nilai p-value yang
semuanya lebih besar dari taraf signifikansi e = 0.05. Jadi semua
data telah memenuhi uji prasyarat parametrik, yaitu data terbukti
tersebar mengikuti distribusi normal. Selanjutnya data telah siap
dianalisis lebih lanjut dengan uji statistika parametrik guna
membuktikan hipotesis penelitian yang telah diajukan.
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Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus pcnpartum bunting ke-3 dan ovariektomi) data
proliferasi epitel dengan menggunakan ujit (independent sample t
test) ditunjukkan secara ringkas seperti tampak tabel di bawah ini.

Tabel 5.3.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol Negatif Kontrol Positif

Variabel
Rerata = 5D Rerata + SD

p-value

liferasi 150.94+36.28 36.76+8.05
proliferasi 0.000 < &

ﬁpite]
Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna
dan jika p-value=0.05 berarti tidak ada perbedaan yang

bermakna.

Pada tabel 5.3.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.000<x) rerata proliferasi epitel antara kelompok kontrol
negatif (150.94+36.28 pum) dengan kelompok kontrol positif
(36.76+8.05 mm). Berdasarkan nilai reratanya proliferasi epitel
tampak pada kelompok kontrol negatif lebih besar nilainya bila
dibandingkan dengan rerata proliferasi epitel pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-
3 dan ovariektomi akan menunjukkan nilai rerata proliferasi epitel
yang menipis bila dibandingkan dengan tikus postpartum bunting
ke-3 yang tanpa ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di atas
maka dapat dikatakan bahwa perlakuan pada tikus postpartum
bunting ke-3 dan ovariektomi terbukti menunjukkan penurunan
proliferasi epitel.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data proliferasi
epitel diperoleh ada perbedaan yang bermakna keempat kelompok
sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan nilai p-value =
0.000<ec. Analisa dilanjutkan dengan uji perbandingan berganda
(Multiple Comparisons) dengan uji Beda Nyata Terkecil/BNT
(Least Significant Difference/LSD) diperoleh dan ditunjukkan
secara lengkap pada tabel di bawabh ini.
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Tabel 5.3.3 Perbandingan Proliferasi Epitel

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX)+oil 36.76+8.05a 7
P1 (OVX + Gen 0.045 59.58+9.04b =

(OVX + Gen 0.045 me) 0.000<
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 90.10+13.27c
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 112.28+21.96d

Keterangan: Pada rerata+SD menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.3.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata proliferasi epitel
antara kelompok kontrol positif (36.76+8.05a pm) dengan
kelompokP1 (59.58+9.04b um), berbeda pula dengan kelompok P2
(90.10£13.27c pm), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok
P3 (112.28+21.96d um). Bila berdasarkan nilai rerata proliferasi
n;itel tampak ada peningkatan pada kelompok P1, P2, maupun P3,
bila dibandingkan dengan rerata proliferasi epitel pada kelompok
kontrol positif.

Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis
0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per
injeksi subcutaneus akan meningkatkan proliferasi epitel. Tampak
semakin tinggi dosis yang diberikan semakin meningkat proliferasi
epitel. Jadi dapat dikatakan bahwa pemberian Genistein Glycine
Max (Soybean) pada tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi mampu meningkatkan proliferasi epitel.

Demikian pula ada perbedaan yang bermakna rerata
proliferasi epitel antara kelompok P1 (59.584+9.04b um) dengan
kelompok P2 (90.10£13.27c¢ pm), juga tidak berbeda dengan
kelompokP3 (112.28+21.96d um). Demikian juga antara kelompok
P2 ada perbeda yang bermakna rerata proliferasi epitel dengan
kelompok P3. Bila berdasarkan nilai reratanya tampak rerata
proliferasi epitel ketiga kelompok tersebut semakin meningkat
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seiring dengan peningkatan dosis Genistein Glycine Max (Soybean)
pada tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Jadi dengan
kata lain ketiga dosis tersebut sama-sama mampu meningkatkan
proliferasi epitel pada tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi

Berdasarkan uraian hasil dari tabel 5.3.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
Epng diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kebb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kegbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap proliferasi epitel, yaitu mampu
meningkatkan proliferasi epitel. Selanjutnya rerata proliferasi
epitel pada kelima kelompok sampel tersebut disajikan secara
lengkap tampak pada gambar histogram (diagram batang) di
bawah ini.
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(OVX) 0.045 mg) 0.05 mg) 0.18 mg)
kelompok pengamatan

Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.3.1 Histogram Rerata Proliferasi Epitel

Pada gambar 5.3.1 tampak batang rerata proliferasi epitel
tikus postpartum bunting ke-3 tanpa ovariektomi (kelompok
kontrol negatif) tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang
lainnya. Hal ini berarti bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus
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postpartum bunting ke-3 mampu menurunkan proliferasi epitel.
Akan tetapi tampak ada peningkatan rerata proliferasi epitel pada
tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg,
maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus.
Pada histogram refgga proliferasi epitel kelompok kontrol negatif
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna dengan kelompok
kontrol positif dan juga dengan kelompok P1, P2, dan P3. Hal ini
dapat dikatakan bahwa tikus postpartum bunting ke-3 tanpa
ovariektomidan tanpa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean)
menunjukkan epitel yang berproliferasi dibandingkan yang lain.

Sedangkan kelompok P3 menunjukkan rerata proliferasi
epitel yang mendekati nilai rerata proliferasi epitel kelompok
kontrol negatif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-
3 yang diovariektomi dan beri Genistein Glycine Max (Soybean)
dosis 0.18 mg/kkbb/hr selama 28 hari per injeksi subcutaneus
merupakan dosis efektif meningkatkan proliferasi epitel. Hasil
pewarnaan HE didapatkan perbedaan ketebalan/proliferasi epitel
sebagai berikut:

o R
o it
7

Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.3.2 Perbedaan Proliferasi Epitel

Keterangan: A=control negatif. B=control positif. C=perlakuan dosis
1. D=perlakuan dosis 2. E=perlakuan

EFEK GENISTEIN GLYCINE MAX (KEDELAD DAMN LI ANALISIS.., [57]




Pada gambar 5.3.2 tampak kenaikan ketebalan/proliferasi
epitel pada kelompok perlakuan yang diamati dengan
menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 x
dengan metode pewarnaan HE. Pengukuran ketebalan atau
proliferasi epitel dilakukan dengan aplikasi dotslide dalam pm

5.4 Ekspresi TGF-3

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawah ini.

Tabel 5.4.1 Uji Normalitas Data Ekspresi TGF-3

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.140 normal
kontrol (+) (OVX)+oil 0.992 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.255 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.096 n)rma]
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.776 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal
dan jika p-value>=0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.4.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data ekspresi TGF-3 pada dinding vagina
untuk masing-masing kelompok pengamatan telah menunjukkan
nilai p-value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi o =
0.05. Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik,
yaitu data terbukti tersebar mengikuti distribusi normal
Selanjutnya data telah siap dianalisis lebih lanjut dengan uji
statistika parametrik guna membuktikan hipotesis penelitian yang
telah diajukan.

Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus postpartum bunting kw dan ovariektomi) data
ekspresi TGF- pada dinding vagina dengan menggunakan uji t
(independent sample t test) ditunjukkan secara ringkas seperti
tampak tabel di bawah ini
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Tabel 5.4.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol Negatif  Kontrol Positif
Rerata + SD Rerata + SD
ekspresi TGF- 77.52+12.39 45.08+3.43

a

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna
dan jika p-value=0.05 berarti tidak ada perbedaan yang

Variabel p-value

0.000 <

bermakna.

Pada tabel 5.4.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.000<) rerata konsentrasi ekspresi TGF-f8 antara kelompok
kontrol negatif (77.52+12.39 %) dengan kelompok kontrol positif
(45.08+3.43 %). Berdasarkan nilai reratanya eksnesi TGF-B
tampak pada kelompok kontrol negatif lebih besar nilainya bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi TGF-f pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-
3 dan ovariektomi akan menunjukkan nilai rerata ekspresi TGF-[3
yang lebih kecil bila dibandingkan dengan tikus postpartum
bunting ke-3 yang tanpa ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di
atas maka dapat dikatakan bahwa perlakuan pada tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi terbukti menunjukkan
penurunan ekspresi TGF-p.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data ekspresi TGF-
B diperoleh ada perbedaan yang bermakna keempat kelompok
sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan nilai p-value =
0.000<e  (Lampiran 17). Analisa dilanjutkan dengan uji
perbandingan berganda (Multiple Comparisons) dengan uji Beda
Nyata Terkecil/BNT (Least Significant Difference/LSD) diperoleh
dan ditunjukkan secara lengkap pada tabel di bawah ini.
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Tabel 5.4.3 Perbandingan Ekspresi TGF-f3

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX)+oil 45.08+3.43a 7
P1 (OVX + Gen 0.045 57.52+.34b =
(OVX+ Gen mg) 0.000<c
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 73.95+6.75c
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 87.09+5.40d

Keterangan: Pada reratazSD menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.4.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi TGF-[3 antara
kelompok kontrol positif (45.08+3.43a %) dengan kelompok P1
(57.52+34b %), berbeda pula dengan kelompok P2
(73.95+6.75¢ %), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok P3
(87.09+£5.40d %). Bila berdasarkan nilai rerata ekspresi T(ﬁ-B
tampak ada peningkatan pada kelompok P1, P2, maupun P3, bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi TGF-f pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke
3 dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean)
dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun dosis 0.18 mg selama 28
hari per injeksi subcutaneus akan meningkatkan ekspresi TGF-p.
Tampak semakin tinggi dosis yang diberikan semakin meningkat
ekspresi TGF-pB. Jadi dapat dikatakan bahwa pemberian Genistein
Glycine Max (Soybean) pada tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi mampu meningkatkan ekspresi TGF-J3.

Demikian pula ada perbedaan yang bermakna rerata
ekspresi TGF-B antara kelompok P1 (57.52+.34b %), dengan
kelompok P2 (73.95+6.75c¢ %), juga berbeda pula dengan
kelompok P3 (87.09+5.40d %). Demikian juga antara kelompok P2
ada perbeda yang bermakna rerata ekspresi TGF-f dengan
kelompok P3. Bila berdasarkan nilai reratanya tampak rerata
ekspresi TGF-f ketiga kelompok tersebut semakin meningkat
seiring dengan peningkatan dosis Genistein Glycine Max (Soybean)
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pada tikuamstpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Jadi dengan
kata lain ketiga dosis tersebut sama-sama mampu meningkatkan
ekspresi TGF-f pada tikus postpartum bunting ke 3 yang
ovariektomi

Berdasarkan uraian hasil dari tabel 5.4.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
(3 L diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kgbb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh  terhadap ekspresi TGF-B, yaitu mampu
meningkatkan ekspresi TGF-f. Selanjutnya rerata ekspresi TGF-p
pada kelima kelompok sampel tersebut disajikan secara lengkap
tampak pada gambar histogram (diagram batang) di bawah ini.

100 -
m -
g %
@ i
Lo 87.
B 60 -
E 77. .39
o 50 -
3
40 73.9546,75¢
30 - 57 4b
20 - 45. 32
10 -
0 ; ; . . )
kontrol (-) kontrol (+) P1(OVX+ Gen P2 (OVX + Gen P3 (OVX + Gen
(OWX) 0.045 mg) 0.09 mg) 0.18 mg)

kelompok pengamatan

Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.4.1 Histogram Rerata Ekspresi TGF-8

Pada gambar 5.4.1 tampak batang rerata ekspresi TGF-f8
tikus postpartum bunting ke-3 tanpa ovariektomi (kelompok
kontrol negatif) tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang
lainnya. Hal ini berarti bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus
postpartum bunting ke-3 mampu menurunkan ekspresi TGF-(.
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Akan tetapi tampak ada peningkatan rerata ekspresi TGF-f pada
tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg,
maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus.
Pada histogram regyta ekspresi TGF-f§ kelompok kontrol negatif
menunjukkan ada perbedaan yang bermakna dengan kelompok
kontrol positif dan ]'I.nl dengan kelompok P1, sedangkan dengan
kelompok P2 dan P3 tidak ada perbedaan yang bermakna. Hal ini
dapat dikatakan bahwa tikus postpartum bunting ke-3 tanpa
ovariektomidan tanpa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean)
menunjukkan nilai rerata ekspresi TGF-3 yang tinggi dibandingkan
yang lain. Sedangkan kelompok P2 menunjukkan rerata ekspresi
TGF-B yang mendekati nilai rerata ekspresi TGF-f kelompok
kontrol negatif.

Dari histogram diatas disimpulkan pemberian Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0,09mg/kgbb/hari selama 28 hari per
injeksi subcutaneus pada tikus postpartum bunting ke-3 dan
ovariektomi merupakan dosis efektif dalam meningkatkan
ekspresi TGF-B. Adapun hasil pemeriksaan imunohistokimia
didapatkan perbedaan Ekspresi TGF-f pada stroma sebagai
berikut.

Gambar 5.4.2 Perbedaan Ekspresi TGF-p pada stroma
Keterangan: A=control negative. B=control positif. C=perlakuan dosis 1.
D=perlakuan dosis 2. E=perlakuan dosis3
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Pada gambar 5.4.2 tampak peningkatan ekspresi TGF-5 pada
kelompok perlakuan yang diamati dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 x. Dengan
menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia ekpresi TGF-[3
yang ditunjukkan dengan warna coklat. Pecitraan hasil
pengamatan lalu diunggah untuk selanjutnya diolah menggunakan
aplikasi imunoratio yang menghasilkan berupa presentasi area.

5.5 Kadar MMP-9

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawah ini

Tabel 5.5.1 Uji Normalitas Data Kadar MMP9

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.173 normal
kontrol (+) (OVX)+oil 0.185 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.640 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.062 n)rma]
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.186 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal dan
jika p-value=0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.5.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data kadar MMP-9 pada gerusan vagina
untuk masing-masing kelompok pengamatan telah menunjukkan
nilai p-value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi o =
0.05. Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik,
yaitu data terbukti tersebar mengikuti distribusi normal.
Selanjutnya data telah siap dianalisis lebih lanjut dengan uji
statistika parametrik guna membuktikan hipotesis penelitian yang
telah diajukan

Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus postpartum bunting kw dan ovariektomi) data kadar
MMP-9 pada gerusan vagina dengan menggunakan wuji t
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(independent sample t test) ditunjukkan secara ringkas seperti
tampak tabel di bawah ini.

Tabel 5.5.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol Negatif = Kontrol Positif
Rerata + SD Rerata + SD

dadar MMP9 0.82+0.07 1.37+0.53 0.049 < x

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna

dan jika p-value>0.05 berarti tidak ada perbedaan yang
bermakna.

Variabel p-value

Pada tabel 5.5.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.049<x) rerata kadar MMP-9 antara kelompok kontrol negatif
[D.SE:W? ng/L) dengan kelompok kontrol positif (1.37+0.53
ng/L). Berdasarkan nilai reratanya kadar MMP-9 tampak pada
kelompok kontrol negatif lebih kecil nilainya bila dibandingkan
dengan rerata kadar MM P-9 pada kelompok kontrol positif. Hal ini
berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi
akan menunjukkan nilai rerata kadar MMP-9 yang lebih besar bila
dibandingkan dengan tikus postpartum bunting ke-3 yang tanpa
ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di atas maka dapat
dikatakan bahwa perlakuan pada tikus postpartum bunting ke-3
dan ovariektomi terbukti menunjukkan peningkatan kadar MMP-9.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data kadar MMP-9
pada gerusan vagina diperoleh ada perbedaan yang bermakna
keempat kelompok sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan
dengan nilai p-value = 0.009<« (Lampiran 5). Analisis dilanjutkan
dengan uji perbandingan berganda (Multiple Comparisons) dengan
uji Beda Nyata Terkecil/BNT (Least Significant Difference /LSD)
diperoleh dan ditunjukkan secara lengkap pada tabel di bawah ini.
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Tabel 5.5.3 Perbandingan Kadar MMP-9

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX)+oil 1.37+0.53a
P1 (OVX + Gen 0.045 0.78+0.02b

(OVX + Gen 0.045 me) 0.009<x
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.80+0.04b
P3 (OVX +é?n 0.18 mg) 0.85+0.09b

Keterangan: Pada reratazSD menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.5.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata kadar MMP-9 antara
kelompok kontrol positif (1.37£0.53 ng/L) dengan kelompok P1
(0.78+0.02b ng/L), berbeda pula dengan kelompok P2 (0.80+0.04b
ng/L), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok P3
(0.85+£0.09b ng/L). Bila berdasarkan nilai rerata kadar MMP-9
tampak ada penurunan pada kelompok P1, P2, maupun P3, bila
dibandingkan dengan kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun
dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
menurunkan kadar MMP-9. Tampak semakin tinggi dosis yang
diberikan semakin turun kadar MMP-9. Jadi dapat dikatakan
bahwa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean) pada tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi mampu menurunkan
kadar MMP-9, akan tetapi tampak tidak ada perbedaan yang
bermakna rerata kadar MMP-9 antara kelompok P1 (0.78+0.02b
ng/L) dengan kelompok P2 (0.80+£0.04b ng/L), juga tidak berbeda
dengan kelompok P3 (0.85+0.09b ng/L).

Demikian juga antara kelompok P2 tidak berbeda bermakna
rerata kadar MMP-9 dengan kelompok P3. Bila berdasarkan nilai
reratanya tampak rerata ketiga kelompok tersebut nilainya sangat
berdekatan satu sama lain. Jadi dengan kata lain ketiga dosis
tersebut memiliki kemampuan yang sama atau memberi pengaruh
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yang sama, yaitu mampu menurunkan kadar MMP-9 pada tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi.

Berdasarkan uraian hasil dari tabel 5.5.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
Epng diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kebb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap kadar MMP-9, yaitu mampu menurunkan
kadar MMP-9. Jadi hipotesis pertama terbukti, yaitu pemberian
genistein dapat menurunkan kadar MMP-9 pada tikus postpartum
bunting ke 3 dan ovariektomi. Selanjutnya rerata kadar MMP-9
pada kelima kelompok sampel tersebut disajikan secara lengkap
tampak pada gambar histogram (diagram batang) di bawah ini
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.5.1 Histogram Rerata Kadar MMP-9

Pada gambar 5.5.1 tampak batang rerata kadar MMP-9 pada
gerusan vagina tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi
tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang lainnya. Hal ini
berarti bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus postpartum
bunting ke-3 mampu meningkatkan kadar MMP-9. Akan tetapi
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tampak ada penurunan rerata kadar MMP-9 pada tikus postpartum
bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max
(Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun dosis 0.18
mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus
dibandingkan dengan tikus postpartum bunting ke-3 dan
ovariektomi tanpa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean).
Pada histogram rerata kadar MMP-9 kelompok kontrol negatif
menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna dengan
kelompok P1, P2, dan P3. Hal ini dapat dikatakan bahwa pemberian
Genistein Glycine Max (Soybean) ketiga dosis tersebut efektif untuk
menurunkan kadar MMP-9 dengan dosis efektif 0,09 mg/kgbb/hr

5.6 Ekspresi Fibulin-5

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawah ini

Tabel 5.6.1 Uji Normalitas Data Ekspresi Fibulin 5

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.074 normal
kontrol (+) (OVX)+oil 0.657 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.633 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.256 n)rma]
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.897 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal
dan jika p-value>0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.6.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data ekspresi fibulin5 pada dinding vagina
untuk masing-masing kelompok pengamatan telah menunjukkan
nilai p-value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi o =
0.05. Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik,
yaitu data terbukti tersebar mengikuti distribusi normal.
Selanjutnya data telah siap dianalisis lebih lanjut dengan uji
statistika parametrik guna membuktikan hipotesis penelitian yang
telah diajukan.
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Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus postpartum bunting keﬂ dan ovariektomi) data
ekspresi fibulin-5 pada dinding vagina dengan menggunakan uji t
(independent sample t test) ditunjukkan secara ringkas seperti
tampak tabel di bawah ini

Tabel 5.6.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol Negatif  Kontrol Positif
Rerata = SD Rerata + SD

Variabel p-value

ekspresi 97.60+£1.87 70.26+6.11

0.000 < o
ghibulins =

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna
dan jika p-value>0.05 berarti tidak ada perbedaan yang
bermakna.

Pada tabel 5.6.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.000 <) rerata konsentrasi ekspresi fibulin5 antara kelompok
kontrol negatif (97.60+1.87 %) dengan kelompok kontrol positif
(70.26%6.11 %). Berdasarkan nilai reratanya ekspresi fibulin5
tampak pada kelompok kontrol negatif lebih besar nilainya bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi fibulin5 pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-
3 dan ovariektomi akan menunjukkan nilai rerata ekspresi fibulin5
yang lebih kecil bila dibandingkan dengan tikus postpartum
bunting ke-3 yang tanpa ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di
atas maka dapat dikatakan bahwa perlakuan pada tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi terbukti menunjukkan
penurunan ekspresi fibulin-5.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data ekspresi
fibulin-5 diperoleh ada perbedaan yang bermakna keempat
kelompok sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan nilai p-
value = 0.000<ec. Analisa dilanjutkan dengan uji perbandingan
berganda (Multiple Comparisons) dengan uji Beda Nyata
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Terkecil/BNT (Least Significant Difference/LSD) diperoleh dan
ditunjukkan secara lengkap pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.6.3 Perbandingan Ekspresi Fibulin-5

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX)+oil 70.26+6.11a
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 79.52+4.24b 00ﬂ=:c<
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 81.80+2.78b '
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 88.70+£2.95¢

Keterangan: Pada rerataz SD menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.6.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi fibulin5
antara kelompok kontrol positif (70.26t6.11a %) dengan
kelompok P1 (79.52+4.24b %), berbeda pula dengan kelompok P2
(81.80+2.78b %), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok P3
(88.70+£2.95¢c %). Bila berdasarkan nilai rerata ekspresi fibulin5
tampak ada peningkatan pada kelompok P1, P2, Epupun P3, bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi fibulin-5 pada kelompok
kontrol positif.

Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis
0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per
injeksi subcutaneus akan meningkatkan ekspresi fibulin5. Tampak
semakin tinggi dosis yang diberikan semakin meningkat ekspresi
fibulin5.

Jadi dapat dikatakan bahwa pemberian Genistein Glycine
Max (Soybean) pada tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi mampu meningkatkan ekspresi fibulin5. Demikian
pula ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi fibulin5 antara
kelompok P1 (79.52+4.24b %) dengan kelompok P3
(88.70+£2.95¢ %), sedangkan tidak ada perbedaan yang bermakna
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rerata ekspresi fibulin5 antara kelompok P1 (79.52+4.24b %)
dengan kelompok P2 (81.80+2.78b %). Hal ini berarti kelompok P1
dan P2 memiliki kemampuan yang sama dalam meningkatkan
ekspresi fibulin5. Selanjutnya antara kelompok P2 ada perbedaan
yang bermakna rerata ekspresi fibulin5 dengan kelompok P3. Bila
berdasarkan nilai reratanya tampak rerata ekspresi fibulin5 ketiga
kelompok tersebut semakin meningkat seiring dengan
peningkatan dosis Genistein Glycine Max (Soybean) pada tikus
Epstpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Jadi dengan kata lain
ketiga dosis tersebut sama-sama mampu meningkatkan ekspresi
fibulin5 pada tikus postpartum bunting ke 3 yang ovariektomi.

Berdasarkan uraian hasil dari Tabel 10.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
Epne diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kegbb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kegbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap ekspresi fibulin5, yaitu mampu
meningkatkan ekspresi fibulin-5.

Selanjutnya rerata ekspresi fibulin5 pada kelima kelompok
sampel tersebut disajikan secara lengkap tampak pada gambar
histogram (diagram batang) di bawah ini.
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.6.1 Histogram Rerata Ekspresi Fibulin 5

Pada gambar 5.6.1 tampak batang rerata ekspresi fibulin 5
tikus postpartum bunting ke-3 tanpa ovariektomi (kelompok
kontrol negatif) tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang
lainnya. Hal ini berarti bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus
postpartum bunting ke-3 mampu menurunkan ekspresi fibulin-5.
Akan tetapi tampak ada peningkatan rerata ekspresi fibulin-5 pada
tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg,
maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus.

Pada histogram reratzakspresi fibulin-5 kelompok kontrol
negatif menunjukkan ada perbedaan yang bermakna dengan
kelompok kontrol positif dan juga dengan kelompok P1, P2 dan P3.
Hal ini dapat dikatakan bahwa tikus postpartum bunting ke-3
tanpa ovariektomidan tanpa pemberian Genistein Glycine Max
(Soybean) menunjukkan nilai rerata ekspresi fibulin-5 yang tinggi
dibandingkan yang lain. Sedangkan kelompok P3 menunjukkan
rerata ekspresi fibulin5 yang mendekati nilai rerata ekspresi
fibulin5 kelompok kontrol negatif. Hal ini berarti bahwa tikus
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postpartum bunting ke-3 yang diovariektomi dan beri Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi
subcutaneus merupakan dosis efektif untuk meningkatkan
exspresi fibulin-5. Adapun hasil pemeriksaan imunohistokimia
didapatkan perbedaan Ekspresi Fibulin-5 pada stroma sebagai
berikut:

Sumber: Dokumen Penulis

Gambar 5.6.2 Perbedaan Ekspresi Fibulin -5 pada Stroma

Keterangan: A=kontrol negatif. B=kontrol positif. C=perlakuan dosis1.
D=perlakuan dosis 2. E=perlakuan dosis 3

Pada gambar 5.6.2 Tampak peningkatan ekspresi Fibulin-5
pada kelompok perlakuan yang diamati dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 x. Dengan
menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia ekspresi
Fibulin-5 yang ditunjukkan dengan warna coklat. Pecitraan hasil
pengamatan lalu diunggah untuk selanjutnya diolah menggunakan
aplikasi imunoratio yang menghasilkan berupa presentasi area.
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5.7 Ekspresi c-Actin

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawah ini.

Tabel 5.7.1 Uji Normalitas Data EKkspresi a-Actin

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.472 normal
kontrol (+) (OVX)+oil 0.700 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.363 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.690 n:rma]
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.122 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal
dan jika p-value>0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.7.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data ekspresi «c-Actin pada dinding vagina
untuk masing-masing kelompok pengamatan telah menunjukkan
nilai p-value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi e =
0.05. Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik,
yaitu data terbukti tersebar mengikuti distribusi normal.
Selanjutnya data telah siap dianalisis lebih lanjut dengan uji
statistika parametrik guna membuktikan hipotesis penelitian yang
telah diajukan.

Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus postpartum bunting keﬂ dan ovariektomi) data
ekspresi oc-Actin pada dinding vagina dengan menggunakan uji t
(independent sample t test) ditunjukkan secara ringkas seperti
tampak tabel di bawabh ini.
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Tabel 5.7.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol Negatif  Kontrol Positif
Rerata £ SD Rerata £ SD

Variabel p-value

ekspresi «- 73.84+5.76 44,95+6.62

“&cﬁn

0.000 < e

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna dan
jika p-value=0.05 berarti tidak ada perbedaan yang
bermakna.

Pada tabel 5.7.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample

t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna

(p=0.000 <) rerata konsentrasi ekspresi «c-Actin antara kelompok

kontrol negatif (73.84+5.76 %) dengan kelompok kontrol positif

(44.95+6.62 %). Berdasarkan nilai reratanya ekspresi oc-Actin

tampak pada kelompok kontrol negatif lebih besar nilainya bila

dibandingkan dengan rerata ekspresi o-Actin pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-

3 dan ovariektomi akan menunjukkan nilai rerata ekspresi «<-Actin

yang lebih kecil bila dibandingkan dengan tikus postpartum

bunting ke-3 yang tanpa ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di

atas maka dapat dikatakan bahwa perlakuan pada tikus

postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi terbukti menunjukkan
penurunan ekspresi o¢-Actin.

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data ekspresi «-
Actin diperoleh ada perbedaan yang bermakna keempat kelompok
sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan dengan nilai p-value =
0.000<c<. Analisa dilanjutkan dengan uji perbandingan berganda
(Multiple Comparisons) dengan uji Beda Nyata Terkecil/BNT
(Least Significant Difference/LSD) diperoleh dan ditunjukkan
secara lengkap pada tabel di bawah ini.
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Tabel 5.7.3 Perbandingan Ekspresi [@-Actin

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX)+oil 44.95+6.62a 3
P1 (OVX + Gen 0.045 59.34+4.61b =
(OVX + Gen 0.045 me) 0.000<c
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 67.99+1.79c
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 74.43+6.75c

Keterangan: Pada reratazsd menunjukkan hasil uji LSD 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).

Pada tabel 5.7.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi o-Actin
antara kelompok kontrol positif (44.95%6.62a %) dengan
kelompok P1 (59.34+4.61b %), berbeda pula dengan kelompok P2
(67.99+£1.79¢ %), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok P3
(74.43+6.75¢ %). Bila berdasarkan nilai rerata ekspresi oc-Anin
tampak ada peningkatan pada kelompok P1, P2, maupun P3, bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi «-Actin pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke
3 dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean)
dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun dosis 0.18 mg selama 28
hari per injeksi subcutaneus akan meningkatkan ekspresi oc-Actin.
Tampak semakin tinggi dosis yang diberikan semakin meningkat
ekspresi «-Actin. Jadi dapat dikatakan bahwa pemberian Genistein
Glycine Max (Soybean) pada tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariektomi mampu meningkatkan ekspresi o<-Actin.

Demikian pula ada perbedaan yang bermakna rerata
ekspresi oc-Actin antara kelompok P1 (59.34+4.61b %), dengan
kelompok P2 (67.99+1.79¢ %), juga berbeda pula dengan
kelompok P3 (74.43+6.75¢ %). Selanjutnya antara kelompok P2
tidak ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi o«-Actin
dengan kelompok P3. Hal ini berarti kelompok P2 dan P3 memiliki
kemampuan yang sama dalam meningkatkan ekspresi «c-Actin.
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Bila berdasarkan nilai reratanya tampak rerata ekspresi o-
Actin ketiga kelompok tersebut semakin meningkat seiring dengan
peningkatan dosis Genistein Glycine Max (Soybean) pada tikus
Epstpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Jadi dengan kata lain
ketiga dosis tersebut sama-sama mampu meningkatkan ekspresi
o-Actin  pada tikus postpartum bunting ke 3 yang
ovariektomiBerdasarkan uraian hasil dari tabel 12.3 di atas maka
dapat diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan
ovariea)mi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis
0.045 mg/kgbb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh  terhadap ekspresi o-Actin, yaitu mampu
meningkatkan ekspresi o-Actin. Selanjutnya rerata ekspresi o-
Actin pada kelima kelompok sampel tersebut disajikan secara
lengkap tampak pada gambar histogram (diagram batang) di
bawah ini.
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.7.1 Histogram Rerata Ekspresi @-Actin
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Pada gambar 5.7.1 tampak batang rerata ekspresi o«-Actin
tikus postpartum bunting ke-3 tanpa ovariektomi (kelompok
kontrol negatif) tertinggi dibandingkan dengan kelompok yang
lainnya. Hal ini berarti bahwa perlakuan ovariektomi pada tikus
postpartum bunting ke-3 mampu menurunkan ekspresi «-Actin.
Akan tetapi tampak ada peningkatan rerata ekspresi «c-Actin pada
tikus postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg,
maupun dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus.

Pada histogram rerataa:kspresi ec-Actin kelompok kontrol
negatif menunjukkan ada perbedaan yang bermakna dengan
kelompok kontrol positif danga dengan kelompok P1, sedangkan
dengan kelompok P2 dan P3 tidak ada perbedaan yang bermakna.
Hal ini dapat dikatakan bahwa tikus postpartum bunting ke-3
tanpa ovariektomidan tanpa pemberian Genistein Glycine Max
(Soybean) menunjukkan nilai rerata ekspresi «-Actin yang tinggi
dibandingkan yang lain. Sedangkan kelompok P2 dan P3
menunjukkan rerata ekspresi oc-Actin yang mendekati nilai rerata
ekspresi «-Actin kelompok kontrol negatif. Hal ini berarti bahwa
tikus postpartum bunting ke-3 yang diovariektomi dan beri
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.18 mg/kkbb /hari selama
28 hari per injeksi subcutaneus merupakan dosis efektif
meningkatkan ekspresi oc-Actin. Adapun hasil pemeriksaan
imunohistokimia didapatkan perbedaan Ekspresi a Actin pada sel
otot polos vagina sebagai berikut:
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1LV A
Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.7.2 Perbedaan Ekspresi a ACTIN Pada Otot Polos

Keterangan: A=control negative. B=control positif. C=perlakuan dosis 1.
D=perlakuan dosis 2. E=perlakuan dosis 3

Pada gambar 5.7.2 Tampak neningkatan ekspresi a ACTIN
pada kelompok perlakuan yang diamati dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 x. Dengan
menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia ekspresi a
ACTIN yang ditunjukkan dengan warna coklat. Pecitraan hasil
pengamatan lalu diunggah untuk selanjutnya diolah menggunakan
aplikasi imunoratio yang menghasilkan berupa presentasi area.

5.8 Ekspresi Hsp-70

Pada analisis uji Shapiro-Wilk dijelaskan secara rinci tampak pada
tabel di bawabh ini.
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Tabel 5.8.1 Uji Normalitas Data Ekspresi Hsp-70

Kelompok Pengamatan p-value Distribusi
kontrol (-) 0.737 normal
kontrol (+) (OVX)+ oil 0.712 normal
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 0.102 normal
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 0.136 n)rmal
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 0.101 normal

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti data tidak berdistribusi normal
dan jika p-value>0.05 berarti data berdistribusi normal.

Pada tabel 5.8.1 menunjukkan analisis data hasil uji Shapiro-
Wilk diperoleh bahwa data ekspresi Hsp-70 pada dinding vagina
untuk masing-masing kelompok pengamatan telah menunjukkan
nilai p-value yang semuanya lebih besar dari taraf signifikansi e =
0.05. Jadi semua data telah memenuhi uji prasyarat parametrik,
yaitu data terbukti tersebar mengikuti distribusi normal.
Selanjutnya data telah siap dianalisis lebih lanjut dengan uji
statistika parametrik guna membuktikan hipotesis penelitian yang
telah diajukan.

Pada hasil uji perbandingan kelompok kontrol negatif (tikus
postpartum bunting ke-3 dan tanpa ovariektomi) dengan kontrol
positif (tikus postpartum bunting keﬂ dan ovariektomi) data
ekspresi Hsp-70 pada dinding vagina dengan menggunakan uji t
(independent sample t test) ditunjukkan secara ringkas seperti
tampak tabel di bawah ini

Tabel 5.8.2 Hasil Perbandingan Antarkelompok Kontrol

Kontrol negatif  Kontrol positif
Rerata + SD Rerata = SD

Variabel p-value

ekspresi Hsp- 73.18+6.75 94.98+1.78

ﬁﬂ

0.000 <

Keterangan: Jika p-value<0.05 berarti ada perbedaan yang bermakna
dan jika p-value>0.05 berarti tidak ada perbedaan yang
bermakna.
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Pada tabel 5.8.2 berdasarkan hasil uji t (independent sample
t test) menunjukkan bahwa ada perbedaan yang bermakna
(p=0.000 <) rerata konsentrasi ekspresi Hsp-70 antara kelompok
kontrol negatif (73.18+6.75 %) dengan kelompok kontrol positif
(94.98+1.78 %). Berdasarkan nilai rerata ekspresi Hsp-70 tampak
pada kelompok kontrol negatif lebih kecil nilainya bila
dibandingkan dengan rerata ekspresi Hsp-70 pada kelompok
kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus postpartum bunting ke-
3 dan ovariektomi akan menunjukkan nilai rerata ekspresi Hsp-70
yang lebih besar bila dibandingkan dengan tikus postpartum
bunting ke-3 yang tanpa ovariektomi. Berdasarkan hasil uraian di
atas maka dapat dikatakan bahwa perlakuan pada tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi terbukti menunjukkan
peningkatan ekspresi Hsp-70

Berdasarkan hasil uji Anova one way pada data ekspresi Hsp-
70 pada dinding vagina diperoleh ada perbedaan yang bermakna
keempat kelompok sampel pengamatan, hal ini ditunjukkan
dengan nilai p-value = 0.000<c«. Analisa dilanjutkan dengan uji
perbandingan berganda (Multiple Comparisons) dengan uji Beda
Nyata Terkecil/BNT (Least Significant Difference/LSD) diperoleh
dan ditunjukkan secara lengkap pada tabel di bawah ini.

Tabel 5.8.3 Perbandingan Ekspresi Hsp-70

Kelompok Pengamatan Rerata + SD p-value
kontrol (+) (OVX) +oil 94.98+1.78a
P1 (OVX + Gen 0.045 mg) 70.65+15.61b UUU{O(
P2 (OVX + Gen 0.09 mg) 50.30£9.52¢ '
P3 (OVX + Gen 0.18 mg) 40.80+5.70c

Keterangan: Pada rerata+SD menunjukkan hasil uji LSD jika memuat
hurufyang 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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Pada tabel 5.8.3 berdasarkan hasil uji LSD menunjukkan
bahwa ada perbedaan yang bermakna rerata ekspresi Hsp-70
antara kelompok kontrol positif (94.98+1.78a %) dengan
kelompok P1 (70.65+15.61b %), berbeda pula dengan kelompok
P2(50.3049.52¢ %), dan juga berbeda bermakna dengan kelompok
P3 (40.80+5.70c %). Bila berdasarkan nilai rerata ekspresi Hsp-70
tampak ada penurunan pada kelompok P1, P2, maupun P3, bila
dibandingkan dengan kontrol positif. Hal ini berarti bahwa tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein
Glycine Max (Soybean) dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun
dosis 0.18 mg selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
menurunkan ekspresi Hsp-70. Tampak semakin tinggi dosis yang
diberikan semakin turun ekspresi Hsp-70. Jadi dapat dikatakan
bahwa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean) pada tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi mampu menurunkan
ekspresi Hsp-70.

Demikian pula ada perbedaan yang bermakna rerata
ekspresi Hsp-70 antara kelompok P1 (70.65£15.61b %) dengan
kelompok P2 (50.30£952c %), dan dengan kelompok P3
(40.80+5.70c¢ %).

Bila berdasarkan nilai reratanya tampak rerata ekspresi Hsp-
70 ketiga kelompok tersebut semakin menurun seiring dengan
peningkatan dosis Genistein Glycine Max (Soybean) pada tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Jadi dengan kata lain
ketiga dosis tersebut sama-sama mampu menurunkan ekspresi
Hsp-70 pada tikus postpartum bunting ke 3 yang ovariektomi.
Akan tetapi tampak tidak ada perbedaan yang bermakna rerata
ekspresi Hsp-70 antara kelompok P2 (50.30+£9.52c %) dengan
kelompok P3 (40.80+5.70c %). Bila berdasarkan nilai reratanya
tampak rerata kedua kelompok tersebut nilainya berdekatan satu
sama lain. Jadi dengan kata lain ketiga dosis tersebut memiliki
kemampuan yang sama atau memberi pengaruh yang sama, yaitu
mampu menurunkan ekspresi Hsp-70 pada tikus postpartum
bunting ke 3 dan ovariektomi.
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Berdasarkan uraian hasil dari tabel 5.8.3 di atas maka dapat
diartikan bahwa tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi
Epne diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.045
mg/kgbb/hari, dosis 0.09 mg/kgbb/hari dan dosis 0.18
mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus akan
berpengaruh terhadap ekspresi Hsp-70, yaitu mampu menurunkan
ekspresi Hsp-70. Jadi hipotesis pertama terbukti, yaitu pemberian
genistein dapat menurunkan ekspresi Hsp-70 pada tikus
postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi. Selanjutnya rerata
ekspresi Hsp-70 pada kelima kelompok sampel tersebut disajikan
secara lengkap tampak pada gambar histogram (diagram batang)
di bawabh ini.
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.8.1 Histogram Rerata Ekspresi Hsp-70

Pada gambar 5.8.1 menunjukkan histogram rerata ekspresi
Hsp-70 pada kelompok kontrol negatif (tikus postpartum bunting
ke-3 dan tanpa ovariektomi), kontrol positif (tikus postpartum
bunting ke-3 dan ovariektomi), P1 (tikus postpartum bunting ke 3
dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean) dosis
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0.045 mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus), P2
(tikus postpartum bunting ke 3 dan ovariektomi yang diberi
Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.09 mg/kgbb/hari selama
28 hari per injeksi subcutaneus), dan P3 (tikus postpartum bunting
ke 3 dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean)
dosis 0.18 mg/kgbb/hari selama 28 hari per injeksi subcutaneus).

Tampak batang rerata ekspresi Hsp-70 pada tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi tertinggi dibandingkan
dengan kelompok yang lainnya. Hal ini berarti bahwa perlakuan
ovariektomi pada tikus postpartum bunting ke-3 mampu
meningkatkan ekspresi Hsp-70. Akan tetapi tampak ada
penurunan rerata ekspresi Hsp-70 pada tikus postpartum bunting
ke-3 dan ovariektomi yang diberi Genistein Glycine Max (Soybean)
dosis 0.045 mg, dosis 0.09 mg, maupun dosis 0.18 mg selama 28
hari per injeksi subcutaneus dibandingkan dengan tikus
postpartum bunting ke-3 dan ovariektomi tanpa pemberian
Genistein Glycine Max (Soybean).

Pada histogram rerata ekspresi Hsp-70 kelompok kontrol
negatif menunjukkan tidak ada perbedaan yang bermakna dengan
kelompok P1, sedangkan menunjukkan ada perbedaan yang
bermakna dengan kelompok P2 dan P3. Hal ini dapat dikatakan
Blhwa pemberian Genistein Glycine Max (Soybean) dosis 0.09
mg/kgbb/hari dan dosis 0,045 mg/kgbb/hari tersebut efektif
untuk menurunkan ekspresi Hsp-70. Adapun hasil pemeriksaan
imunohistokima didapatkan perbedaan Ekspresi Hsp-70 pada
intraparabasalis vagina sebagai berikut.
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Sumber: Dokumen Penulis

Gambar 5.8.2 Perbedaan Ekspresi HSP-70 pada
Intraparabasalis Vagina

Keterangan: A=kontrol negatif. B=kontrol positif. C=perlakuan dosis
1. D=perlakuan dosis 2. E=perlakuan dosis 3.

Pada gambar 5.8.2 tampak penurunan ekspresi HSP-70 pada
kelompok perlakuan yang diamati dengan menggunakan
mikroskop cahaya dengan pembesaran 400 x. Dengan
menggunakan metode pewarnaan imunohistokimia ekpresi HSP-
70 yang ditunjukkan dengan warna coklat. Pecitraan hasil
pengamatan lalu diunggah untuk selanjutnya diolah menggunakan
aplikasi imunoratio yang menghasilkan berupa presentasi area.

5.9 Hasil Uji Analisis Jalur (Patch Analysis)
5.9.1 Model Analisis Jalur

Langkah pertama dalam analisis jalur adalah pembuatan model
analisis jalur berdasarkan teori yang menggambarkan hubungan
antar variabel. Model tersebut berupa diagram jalur dan sistem
persamaan yang menunjukkan hubungan sebab akibat (cause-
effect). Model diagram jalur hubungan antara ekspresi RE-J,
ekspresi Hsp-70, ketebalan epitel, ekspresi a Actin, ekspresi TGF-J3,
kadar MMP 9, dan ekspresi fibulin-5 dari data pengukuran yang
diperoleh adalah sebagai berikut.
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Gambar 5.9.1 Diagram Jalur Pada Model Hubungan Antara
Ekspresi Re-B (X1), Ekspresi Hsp-70 (Y1),
Ketebalan Epitel (Y2), Actin (Y3), Ekspresi Tgf-
B (Y4), Kadar Mmp 9 (Y5), dan EKkspresi
Fibulin-5 (Y6).

Model yang tersaji pada gambar 5.9.1 dapat pula dibentuk ke
dalam sebuah sistem persamaan, yaitu:

1) Y1=pylxl1X1l+pylelel
2) Y2 =py2x1X1+py2e2e2
3) Y3 =py3x1X1+py3e3e3
4) Y4 = py4x1 X1 + pyded e4
5) Y5=py5y3Y3 +py5e5e5
6) Y6=pyby3 Y3 + pybet eb

Sebagai dasar penghitungan koefisien jalur adalah
penghitungan koefisien korelasi antar variabel. Dimana nilai
koefisien korelasi menunjukkan nilai tingkat keeratan hubungan
dua variabel. Secara ringkas tingkat keeratan hubungan antar
variabel atau  koefisien  korelasi (r) beserta nilai
tingkat/probabilitas kesalahan empiris (p-value) disajikan pada
tabel 5.9.1 di bawabh ini.
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Tabel 5.9.1 Koefisien Korelasi

) Koefisien )
Korelasi antara . p-value  Kesimpulan
Korelasi (r)
K .
exsprest -0.673 0.006 Signifikan
Hsp-70
liferasi
ekspresi przpl.f;am 0.664 0.007 Signifikan
1
RE-
b Actin 0.913 0.000 Signifikan
K .
exsprest 0.685 0.005  Signifikan
TGF-B
kad
oraaa -0.896 0.000 Signifikan
ekspresi MMP 9
TGF- k '
b ckspresi 0.956 0.000 Signifikan

fibulin-5

Keterangan: Padakolom p-value jika p-value<0.05 berarti ada korelasi

yang bermakna dan jika p-value>0.05 berarti ada korelasi
yang tidak bermakna.

Koefisien korelasi antara ekspresi RE- dengan ekspresi Hsp-
70 adalah -0.673 (p-value=0.006<x), demikian pula ada korelasi
yang bermakna antara ekspresi RE-f dengan ketebalan epitel dan
seterusnya secara lengkap dapat dilihat pada tabel 5.9.1 tersebut di
atas. Berdasarkan hasil korelasi antar variabel tersebut pada tabel
di atas menghasilkan korelasi yang bermakna (signifikan), maka
analisa dapat dilanjutkan dengan analisis jalur (path analysis).

Diagram jalur yang menggambarkan koefisien-koefisien jalur
atau hubungan antara kausal dan efek beserta koefisien sisaan
(error) antara ekspresi RE-f3, ekspresi Hsp-70, ketebalan epitel,
ekspresi o Actin, ekspresi TGF-[3, kadar MMP 9, dan ekspresi
fibulin-5 ditunjukkan sebagai berikut.
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 5.9.2 Koefisien Jalur pada Model Hubungan Antara
Ekspresi RE-B (X1), Ekspresi Hsp-70 (Y1),
Ketebalan Epitel (Y2), Actin(Y3), Ekspresi TGF-
B (Y4), Konsentrasi MMP 9 (Y5), dan Ekspresi

Fibulin-5 (Y6).

MMP 9
(Ys)

fibulin-5
(Ye)

0.956

0.293

Dari hasil penghitungan koefisien jalur diperoleh persamaan
untuk model persamaan (1) sampai (6) adalah sebagai berikut:

1) Y1=-0.673X1 +0.739 el (p=0.006)
2) Y2=0.664X1 +0.748 e2 (p=0.007)
3) Y3=0.913 X1 + 0.409 e3 (p=0.000)
4) Y4=0.685X1 +0.729 e4 (p=0.005)
5) YS5=-0.896 Y4 + 0.444 5 (p=0.000)
6) Y6=0.956Y3 +0.293 e6 (p=0.000)

5.9.2 Validasi Model

Untuk menentukan model yang terbaik digunakan koefisien
determinasi. Penghitungan koefisien determinasi total adalah
sebagai berikut.
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Rzl"ﬁ =1- Pz:"’EEE
=1-[(0.444)?]
=0.803
R%, =1-P%, ,
=1-(0.293)?]
=0.914

Interpretasi ﬁ"‘l5 dan Rf,ﬁ sama dengan interpretasi koefisien

deterla'nan (R2) pada analisis regresi linier berganda. Nilai Rf,_r, =
0.803 mempunyai arti keragaman data yang dijelaskan oleh model
persamaan (5) tersebut adalah sebesar R:'f,4 x100% =0.803 x 100%
=80.3%, sedangkan sisanya sebesar 19.7% dijelaskan oleh variabel
lain yang belum terdapat dalam model dan error. Dengan kata lain
secara bersama-sama antara ekspresi RE-§ dan ekspresi TGF-$
mempearuhi konsentrasi MMP-9 sebesar 80.3% dan konsentrasi
MMP-9 dipengaruhi variabel lain g tidak terdapat dalam model
sebesar 19.7%. Demikian pula nilai = 0,914 mempunyai arti
keragaman data yang dijelaskan oleh model persamaan (6)
tersebut adalah sebesar Rjgx 100% = 0,914 x 100% = 91,4%,
sedangkan sisanya sebesar 8.6% dijelaskan oleh variabel lain yang
belum terdapat dalam model dan error. Dengan kata lain secara
bersama-sama ekspresi RE-f§ dan ekspla;i TGF-B mempengaruhi
fibulin-5 sebesar 91.4% dan fibulin-5 dipengaruhi variabel lain
yang tidak terdapat dalam model sebesar 8.6%.

5.9.3 Interpretasi Hasil

Dari hasil analisis jalur dapat diambil beberapa informasi.
Penjelasan tentang informasi dari hasil penggunaan analisis jalur
adalah sebagai berikut:

Berdasarkan hasil validitas model diperoleh nilai Rf,_r, =0.803

yang ternyata sama dengan nilai dari R2 = 0.803 yang diperoleh
dari hasil regresi (Lampiran 25). Dengan demikian model pada
persamaan (5) dalam analisis jalur dapat dikatakan model sama
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baiknya bila dibandingkan dengn model pada regresi dalam
menjelaskan pengaruh ekspresi TGF-f8 terhadap MMP-9.

1). Validitas model diperoleh nilai R_.f,ﬁ: 0,914 yang ternyata

dengan dengan nilai dari R2 = 0.914 yang diperoleh dari hasil
regresi. Dengan demikian model pada persamaan (6) dalam
analisis jalur sama baiknya dibandingkan dengan model pada
regresi dalam menjelaskan pengaruh ekspresi TGF-f3 terhadap
fibulin-5.

2). Pengaruh langsung dari variabel ekspresi RE-§3, ekspresi Hsp-
70, ketebalan epitel, Actin, ekspresi TGF-f3, konsentrasi MMP 9,
dan ekspresi fibulin-5 sebagai akibat pengaruh pemberian
genestein pad tikus yang telah dioverextomi ditunjukkan oleh
tabel 5.9.2 di bawah ini.

Tabel 5.9.2 Pengaruh Langsung

Pengaruh langsung

Variabel Koefisien Berpengaruh p-value
pengaruh terhadap
-0.673 ekspresi Hsp-70 0.006
ekspresi RE-B 0.664 proliferasi epitel 0.007
0.913 Actin 0.000
0.685 ekspresi TGF-3 0.005
ekspresi TGF- -0.896 kadar MMP 9 0.000

B

ekspresi fibulin-
5

0.956 0.000

Tabel 5.9.2 menjelaskan bahwa ekspresi RE-f3 berpengaruh
langsung terhadap ekspresi Hsp-70 ditunjukkan den@ koefisien
pengaruh sebesar -0.673 (p=0.006<c). Nilai negatif pada -0.673
dapat diartikan ada pengaruh hubungan yang berlawanan antara
ekspresi RE-B terhadap ekspresi Hsp-70. Dengan kata lain
peningkatan ekspresi RE-[3 akan menurunkan ekspresi Hsp-70 atau
sebaliknya, penurunan ekspresi RE-[§ akan meningkatkan ekspresi
Hsp-70.
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Selanjutnya ekspresi RE-3 berpengaruh langsung terhadap
proliferasi atau ketebalan epitel ditunjukkan dengan koefisien
pengaruh@ebesar 0.664 (p=0.007<x) yang bermakna secara
statistik. Nilai positif pada 0.664 dapat diartikan ada pengaruh
hubungan yang seiring antara ekspresi RE-f3 terhadap ketebalan
epitel. Dengan kata lain peningkatan ekspresi RE- akan
meningkatkan ketebalan epitel atau sebaliknya, penurunan

ekspresi RE-ff akan menurunkan ketebalan epitel.
p)

Demikian pula ekspresi RE-B berpengaruh langsung
terhadap aActin ditlajukkan dengan koefisien pengaruh sebesar
0.913 (p=0.000<). Nilai positif pada 0913 dapat diartikan ada
pengaruh hubungan yang positif atau seiring antara ekspresi RE-f3
terhadap aActin.

Dengan kata lain peningkatan ekspresi RE-[3 dalam penelitian
ini akan meningkatkan kadar aActin atau sebaliknya, penurunan
ekspresi RE-ff akan menurunkan aActin.

Pada tabel 5.9.2 menunjukkan pula ekspresi RE-f
berpengaruh langsung terhadap ekspresi TGF-f8 ditunjuaan
dengan koefisien pengaruh sebesar 0.685 (p=0.005<x). Nilai
positif pada 0.685 dapat diartikan ada pengaruh hubungan yang
positif atau seiring antara ekspresi RE-f§ terhadap ekspresi TGF-p.
Dengan kata lain peningkatan ekspresi RE-3 akan meningkatkan
ekspresi TGF-B atau sebaliknya, penurunan ekspresi RE-f akan
menurunkan ekspresi TGF-[3.

Hasil pada tabel 5.9.2 menjelaskan ada pengaruh langsung
ekspresi TGF- terhadap konsentrasi MMP-9 ditunjukkan de@an
koefisien pengaruh sebesar -0.896 (p=0.000<x). Nilai negatif pada
-0.896 dapat diartikan ada pengaruh hubungan yang negatif atau
berlawanan antara ekspresi TGF-f3 terhadap konsentrasi MMP-9.
Dengan kata lain peningkatan ekspresi TGF-p akan menurunkan
konsentrasi MMP-9 atau sebaliknya, penurunan ekspresi TGF-f3
akan meningkatkan konsentrasi MMP-9.
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Tampak pada tabel 5.9.2 memperlihatkan ada pengaruh
langsung ekspresi TGF-f8 terhadap fibulin-5 ditajukkan dengan
koefisien pengaruh sebesar 0.956 (p=0.000<). Nilai positif pada
0.956 dapat diartikan ada pengaruh hubungan yang positif atau
seiring antara ekspresi TGF-f3 terhadap fibulin-5. Dengan kata lain
peningkatan ekspresi TGF-f dalam penelitian ini akan
meningkatkan fibulin-5 atau sebaliknya, penurunan ekspresi TGF-
B akan menurunkan fibulin-5.

5.9.4 Analisis Jalur Perblok

Diagram jalur gambar 5.9.2 dapat dipecah menjadi 6 buah model
atau 6 blok sebagai berikut.

Model 1: Y1=-0.673X1+0.739 el (p=0.006)
o .
RE-B = | ekspresi Hsp-70 | €— e
-0.673(0.006) (Y1) 0.739

Ada pengaruh yang sangat signifikarasecara langsung
ekspresi RE-f (X1) terhadap ekspresi Hsp-70 (Y1) sebesar -0.673
(p=0.006<), nilai negatif menunjukkan adanya hubungan yang
berlawanan. Kenaikan ekspresi RE-p yang diakibatkan pengaruh
pemberian genestein pada tikus bunting yang diovariektomi akan
dapat berpengaruh terhadap penurunan ekspresi Hsp-70.
aosentase pengaruh ekspresi RE-f terhadap ekspresi Hsp-70
sebesar koefisien determisi kali seratus persen: R2 x 100% =
0.453 x 100% = 45.3%. Hal ini dapat diartikan bahwa dalam
penelitian ini ekspresi Hsp-70 dipengaruhi oleh ekspresi RE-f3
besar 45.3%, sedangkan sisanya 54.7% ekspresi Hsp-70
dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak ada pada model 1.
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Model 2: Y2 = 0.664 X1 + 0.748 e2 (p=0.007)

oy
-~

ketebalan <
0.664(0.007) epitel (Yz) 0.748

RE-B

=t

Ada pengaruh yang sangat signifikan secara ]angsg
ekspresi RE-fB (X1) terhadap proliferasi atau ketebalan epitel (Y2)
sebesar 0.664 (p=0.007<x), nilai positif menunjukkan adanya
hubungan yang seiring. Kenaikan ekspresi RE-f§ yang diakibatkan
pengaruh pemberian genestein pada tikus bunting yang
diovariektomi akan dapat berpengaruh terhadap peningkatan
ketebalan epitel.

g(}sentase pengaruh ekspresi RE-f terhadap ketebalan
epitel sebesar koefisien determinasi kali seratus persen: R2x 100%
= 0440 x 100% = 44.0%. Hal ini dapat diartikan bahwa
ketebalan/proliferasi epitel dipengaruhi oleh ekaresi RE-B
sebesar 44%, sedangkan sisanya 56 % ketebalan epitel dipengaruhi
oleh variabel lain yang tidak ada pada model 2.

Model 3: Y3 = 0.913 X1 + 0.409 e3 (p=0.000)

S
-

RE-B Actin (Ya) <

0.913(0.000) 0.408

ea

Ada pengaruh yang sangat signifikan S@jara langsung
ekspresi RE-f (X1) terhadap Actin (Y3) sebesar 0.664
(p=0.007<x), nilai positif menunjukkan adanya hubungan yang
seiring. Kenaikan ekspresi RE-B yang diakibatkan pengaruh
pemberian genestein pada tikus bunting ke 3 yang diovariektomi
akan dapat berpengaruh terhadap peningkatan a&ctin. Prosentase
pengaruh ekspresi RE-B terhadap Actin sebesar koefisien
determinai kali seratus persen: R2 x 100% = 0.833 x 100% =
83.3.0%. Hal ini dapat diartikan bahwa dalam penelitian ini Actin
dipengaruhi ta:h ekspresi RE-[3 sebesar 83.3%, sedangkan sisanya
16.7% Actin dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak ada pada
model 3.
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Model 4: Y4 = 0.685 X1 + 0.729 e4 (p=0.005)

T
- %
RE-B - TGF-R (VA
0.685(0.005) 0.729

=

Ada pengaruh yang signifikan sggara langsung ekspresi RE-3
(X1) terhadap ekspresi TGF-B (Y4) sebesar 0.685 (p=0.005<x),
nilai positif menunjukkan adanya hubungan yang seiring. Kenaikan
ekspresi RE-f akan dapat berpengaruh meningkatkan ekspresi
Tﬁ-B. Prosentase pengaruh ekspresi RE-p terhadap ekspresi TGF-
B sebesar koefisien cleternaxasi kali seratus persen: R2 x 100% =
0.469 x 100% = 46.9%. Hal ini dapat diartikan bahwa dalam
penelitian ini ekspresi TGF-f dipengaruhi oleh ekspresi RE-f3
besar 46.9%, sedangkan sisanya 53.1% ekspresi TGF-B
dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak ada pada model 4.

Model 5: Y5 = - 0.896 Y4 + 0.444 e5 (p=0.000)

TGF-p 1 MMP-9 (Ys) < es

-0.896(0.000) 0.444

Ada pengaruh yang sangat signifikan secara angsung
ekspresi TGF-f (Y4) terhadap konsentrasi MMP-9 (Y5) sebesar -
0.896 (p=0.000<c<), nilai negatif menunjukkan adanya hubungan
yang berlawanan. Kenaikan ekspresi TGF-f yang diakibatkan
pengaruh pemberian genestein pada tikus bunting yang
dioverextomi akan dapat berpengaruh terhadap penurunan
konsentrasi MMP-9. Faasentase pengaruh ekspresi TGF-f3 terhadap
konsentrasi MMP-9 sebesar koefisien detaminasi kali seratus
persen: R2 x 100% = 0.803 x 100% = 80.3%. Hal ini dapat diartikan
bahwa dalam penelitian ini konsentrasi MMP-9 dipengaruhi oleh
ekspresi TGF- sgesar 80.3%, sedangkan sisanya 19.7%
konsentrasi MMP-9 dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak ada
pada model 5.
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Model 6: Y6 = 0.956 Y3 + 0.293 e6 (p=0.000)

TGF-B | Fibulins(ve) | < A

0.956(0.000) 0.283

Ada pengaruh yang sangat signifikan seggra langsung
ekspresi TGF-f (Y4) terhadap fibulin-5 (Y6) sebesar 0.956
(p=0.000<x), nilai positif menunjukkan adanya hubungan yang
seiring. Kenaikan ekspresi TGF-f yang diakibatkan pengaruh
pemberian genestein

Pada tikus bunting yang diovariektomi akan dapat
berpengaruh terhadap peningkatan ﬂmlin-s. Prosentase pengaruh
ekspresi TGF- terhadap fibulin-5 sebesar koefisien deterainasi
kali seratus persen: R2 x 100% = 0.914 x 100% = 91.4%. Hal ini
dapat diartikan bahwa dalam penelitian ini fibulin-5 dipengaruhi
oleh eksa'esi TGF-B sebesar 91.4%, sedangkan sisanya 8.6%
fibulin-5 dipengaruhi oleh variabel lain yang tidak ada pada model
6.
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BAB 6
AGLIKON ISOFLAVON KEDELAI DAN

DOSIS GENISTEIN GLYCINE MAX

6.1 Studi In Silico Aglikon Isoflavon Kedelai

Kedelai mengandung empat struktur isoflavon antara lain
Aglycone (genistein, daidzein, dan glycitein), Glycoside (genistein,
daidzein, dan glycitein), Acetyl Glycoside (acetyl genistein, acetyl
daidzein, dan acetyl glycitein) dan Malonyl Glycoside (malonyl
genistein, malonyl daidzein, dan malonyl glycitein) (Shao S et
al,2011). Tujuan dari studi in silico adalah untuk menganalisis
ikatan molekul yang ada guna menemukan aglikon isoflavon
kedelai pada TGF-f3, Hsp70, dan jalur apoptosis pada prolaps organ
panggul (POP). Studi in silico ini melibatkan prosedur pencari
protein dan urutan nukleotida dalam pemodelan ikatan struktur
tiga dimensi dan analisis interaksi. Terhadap sinyal TGF-f8 terdapat
interaksi antara TGF-f dan reseptor TGF-f yang difasilitasi
genistein, terhadap sinyal Hsp70 didapatkan daidzein
memfasilitasi interaksi HSF dan Hsp70 dan terhadap sinyal NF-kB
untuk gen Bel-xl didapatkan daidzein dan glycitein memfasilitasi
interaksi gen NF-kB dan Bcl-xl. Hasil studi insilico didapatkan:

6.1.1 Daidzein Memiliki Induksi Langsung
Transkripsi Gen Hsp70

Untuk memeriksa kemungkinan peran senyawa aktif kedelai dalam
induksi transkripsi gen Hsp70, analisis docking dilakukan antara
protein faktor transkripsi Hsp70, HSF, dengan promotor gen
Hsp70. Analisis ini menunjukkan bahwa dalam kondisi normal,
energi yang dibutuhkan oleh HSF untuk mengikat promotor gen
Hsp70 sama dengan 507.82 k] / mol, dengan ikatan yang terbentuk
sebanyak 18 (3 ikatan hidrogen, 15 interaksi van der waals). Ketika
disimulasikan dengan menyela daidzein dalam protein HSF




sebelum ia berikatan dengan promotor gen Hsp70, ditemukan
energy diperlukan untuk berinteraksi lebih rendah daripada di
bawah kondisi basal (512,12 k] / mol). Selainitu, ditemukan bahwa
ikatan hidrogen, yang merupakan salah satu ikatan terkuat,
berkurang (ikatan hidrogen terbentuk dan berinteraksi van
derwaals).

Dalam simulasi menggunakan senyawa genistein dan
glycitein, energi yang dibutuhkan oleh HSF untuk mengikat
promotor gen Hsp70 menunjukkan bahwa energi yang dibutuhkan
menjadi sedikit lebih besar dari pada kondisi basal (Gambar 6.1.1)
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 6.1.1. Efek Senyawa Isoflavon Kedelai Terhadap
Interaksi Hsf Pada Promotor Gen Hsp-70

6.1.2 Genistein Diperkirakan Mendukung Aktivasi
Persinyalan TGF-31

Analisis ini dilakukan untuk melihat kemungkinan efek senyawa
aktif kedelai terhadap sinyal TGF-f. Ditemukan ada satu
kemungkinan bahwa senyawa isoflavon kedelai (yaitu genistein)
untuk mendukung interaksi antara TGF-B1 dengan reseptornya,
yaitu ketika genistein berikatan dengan TGFR sebelum TGF-1
mengikat (897,01 k] / mol). Di docking lain ketika genistein
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mengikat TGF-B1 terlebih dahulu sebelum mengikat ke TGFR,
pengikatan energi yang dibutuhkan menjadi lebih besar (835,54 k]
/ mol).

Ketika daidzein dan glycitien hadir, energi ikat yang
dibutuhkan untuk interaksi menjadi lebih besar, baik ketika
senyawa terikat TGF-1 sebelum mengikat ke TGFR, atau ketika
senyawa berikatan dengan TGFR terlebih dahulu sebelum TGF-1
mengikat (Gambar 6.1.2).

Etotal: 875,48 kmol y T Genistein i Glycitein

Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 6.1.2 Interaksi Antara Isoflavon Kedelai dengan
TGFp dan TGFR

6.1.3 Daidzein dan Glycitein Menginduksi Aktivasi
Transkripsional Gen Anti-Antiapoptosis Bcl-x|

Studi ini menunjukkan bahwa situs ikatan antara glycitien dan
NFKB terletak di situs di mana ikatan antara NFkB dan gen Bcl-x],
sehingga diduga bahwa senyawa ini dapat mendukung induksi
Bclxl sebagai transkripsi gen secara langsung. Analisis ini
dilakukan untuk menguji kemungkinan kemampuan kedelai
sebagai senyawa aktif yang mendukung proses transkripsi gen
anti-apoptosis Bcl-xl. Dengan tidak adanya senyawa aktif, energi
yang dibutuhkan untuk interaksi adalah 531,60 k] / mol (dengan 2
ikatan hydrogen dan 21 interaksi van der waals). Ketika daidzein
hadir, energi ikat menjadi lebih kecil (542,22 k] / mol); ketika ada
genistein, ikatan energi menjadi lebih besar (527,87 k] / mol); dan
kapan ada glycitein, energi pengikat yang dibutuhkan untuk
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interaksi antara NFkB dan gen Bcl-x] promotor jauh lebih rendah
(689,56 k] / mol) (Gambar 6.1.3)
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Sumber: Dokumen Penulis
Gambar 6.1.3 Efek Senyawa Isoflavon Kedelai Terhadap
Interaksi Nfkb Pada Promotor Gen Bcl-X1

Pada penelitian sebelumnya dilaporkan kasus prolaps vagina yang
sudah menopause ada penurunan indeks mitosis fibroblas
dibandingkan dengan prolaps vagina pra-menopause, namun
setelah distimulasi oleh TGF-f§ didapatkan tidak ada perbedaan
dalam hal respon proliferasi fibroblas. Hal ini mungkin karena
downregulation dari reseptor TGF-f (Sun B et al 2014).
Transforming Growth Factor-p (TGF-) adalah sitokin multifungsi
yang mengatur berbagai fungsi seluler, termasuk proliferasi,
apoptosis, dan diferensiasi. Pada kasus POP, ekspresi mRNA dan
protein TGF-Bf1 berkorelasi negatif dengan tingkat terjadinya
prolaps (LiBS et al 2013; Liu C, 2017). Hasil yang sama dalam uji in
vitro menggunakan strain model degradasi matriks ekstraseluler,
aplikasi TGF-f1 dapat menghambat hilangnya matriks
ekstraseluler melalui sinyal TGF-B1 (Liu C et al 2017).

Saat ini jalur TGF-p dianggap sebagai target terapi terbaru
untuk POP [Liu ¢ et al 2017] karena TGF-f akan berinteraksi
dengan reseptor TGF-[8 tipe Il (TGF-pBII) dan reseptor TGF-f tipe |
(TGF-BI). Interaksi ini akan memicu penataan ulang kompleks
reseptor heterotetramerik yang menghasilkan lokasi ikatan untuk
Smad2Z/smad3 dan mengarah ke fosforilasi. Fosforilasi protein
Smad2 / Smad3 akan membentuk kompleks heteromer dengan
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Smad4 dan bergerak ke inti untuk mengikat ke daerah target
promotor gen TGF-B. Ekspresi gen ini terlibat dalam diferensiasi,
proliferasi, apoptosis dan migrasi matriks ekstraseluler (Massague
],2000; Derynck R,2003; Akhurst R] et al 2012).

Pada studi in silico ini terungkap data bahwa energi
interaksinya antara TGF-31 dan reseptor TGF-31 adalah 875,48 k]
/ mol, namun ketika ada Genistein maka energi interaksi menjadi
897,01 k] / mol (Gambar 6.1.2). Hal ini menunjukkan bahwa
genistein mampu memfasilitasi interaksi antara reseptor TGF-fi1
dan TGF-J5, sementara daidzein dan glycetin lebih sulit berinteraksi
sebagai reseptor TGF-f1 dan TGF-f.

Hal yang sama pada penelitian sebelumnya juga
menunjukkan bahwa ekspresi protein TGF-f31 dapat berubah atau
lebih rendah pada kasus prolaps daripada tanpa prolaps (Qi Xy et
al 2011; Meijerink AM et al 2013;). Dengan demikian pada
penelitian pendahuluan ini bahwa genistein adalah kandidat untuk
pengobatan POP melalui modulasi sinyal TGF-f1 dengan cara
meningkatkan ekspresi mRNA TGF-f1 dan protein TGF-B1 (Polito
Fetal 2012).

Pencarian bahan aktif dari tanaman kedelai (soybean) pada
penelitian pendahuluan ini juga dimaksudkan untuk menginduksi
Hsp 70 melalui fosforilasi pada Heat Shock Factor-1 (HSF-1). Hsp70
adalah protein berlimpah yang dapat diinduksi dan diekspresikan
secara konstitutif pada suhu normal dan berfungsi sebagai molekul
pendamping untuk siklus hidup protein. Dalam kondisi stres, level
mRNA Hsp70 akan meningkat untuk menghambat kerusakan
protein intraseluler (Harti FU et al 2002; Cui Y et al 2010; Tazawa
Hetal 2015).

HSF adalah master pengatur Hsp dimana ketika suatu
organisme mengalami rangsangan panas, maka monomer HSF-1
yang tidak aktif akan dikonversi menjadi trimer sehingga terikat-
DNA yang memiliki aktivitas transkripsi dan trimer HSF-1 akan
mengikat ke daerah promotor gen Hsp sehingga proses transkripsi
dimulai dan memicu peningkatan regulasi Hsp (Miozo F et al 2015;

AGLIKON ISOFLAVON KEDELAI DAN DOSIS GEMISTEIN.., [99]




Zhou |B et al 2018). Hasil yang sama pada penelitian sebelumnya
juga menunjukkan bahwa pada POP terjadi peningkatan stres
oksidatif yang ditandai dengan peningkatan 8-oHdG
hidroksinonenal dan penurunan glutation peroksidase
dibandingkan dengan kontrol (Li Bs et al 2013; Kim EJ et al 2013).
Peneliti menyimpulkan peningkatan stres ini disebabkan oleh
ketidakmampuan homeostasis stres oleh Hsp70 dan peningkatan
status oksidatif dikaitkan dengan Hsp 70 (De Toda IM et al 2016).

Apoptosis adalah proses kematian sel terprogram dan
merupakan hal mendasar dalam berbagai proses fisiologis,
termasuk embriogenesis dan remodeling jaringan. Apoptosis
terjadi melalui mekanisme intrinsik dan ekstrinsik. Mekanisme
ekstrinsik dimulai dengan pengikatan ligan yang memicu kematian
reseptor pada permukaan sel. Kerusakan DNA, deprivasi faktor
pertumbuhan dan stres oksidatif dapat menginduksi jalur intrinsik
yang akan memicu depolarisasi mitokondria, sehingga melepaskan
Cytochrome-c. Selanjutnya Cytochrome-c akan melepaskan
Apoptotic Protease Activating Factor-1 (APAF-1) dan akan
membentuk apoptosome. Apoptosome akan mengaktifkan
caspase-9, yang kemudian mengaktifkan caspase-3 dan
menginduksi apoptosis (Danial NN 2004; Jin Z et al 2005;
Ashkenazi A et al 2017). Pada POP terjadi peningkatan apoptosis
mitokondria, protein apoptosis dan penurunan rasio protein
antiapoptosis dibandingkan dengan kontrol (Wen Y et ak 2011;
Kim EJ et al 2013). Selain itu, ada upregulasi protein proapoptosis,
Cytochrome-c, caspase-3, caspase-9 pada POP dibandingkan
kontrol (Zhao X et al 2011).

Pada penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa pada POP ada
peningkatan apoptosis mitokondria dibandingkan kontrol (Kim E]
et al 2013). Selain itu, peningkatan protein apoptosis dan juga
Ditemukan penurunan rasio protein anti-apoptosis dengan protein
apoptosis (Wen Y et al 2011) dan Bcl-xl adalah protein anti-
apoptosis. Pada penelitian pendahuluan ini, daidzein dan glycitein
dapat memfasilitasi interaksi antara gen NFkB dan Bcl-xl. Hal ini
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menunjukkan bahwa kedua senyawa ini akan mendukung
upregulasi protein anti-apoptosis pada POP.

Sebelumnya dilaporkan daidzein dapat memicu peningkatan
regulasi Bel-xl (Jin X et al 2017), sementara sampai saat ini tidak
ada penelitian yang mengevaluasi efek glycitein pada Bcl-xl. Ini
membuktikan bahwa daidzein dapat mempromosikan interaksi
antara gen Hsp 70 dan HSF yang akan mendukung aktivitas Hsp 70
sebagai protein anti-apoptosis (Cheng EH et al 2001).

Sebagai kesimpulan pada studi in silico bahwa aglikon
isoflavon kedelai dapat memodulasi TGF-1, Hsp70, Bcl-x] sinyal
anti-apoptosis dan aglikon isoflavon Kedelai (soybean) bisa
menjadi nutrisi alternatif atau kandidat dari produk herbal untuk
tatalaksana prolaps dinding vagina.

6.2 Dosis Genistein Glycine Max (Kedelai)

Sampai saat ini dosis pemberian yang efektif dari genistein belum
ada kesepakatan di antara para ahli. Dosis genistein yang biasanya
digunakan berada dalam kisaran 0,25 mg sampai 1 mg/kgBB /hari
(Landa JFR et al 2009). Pada penelitian ini dosis yang digunakan
berdasarkan penelitian terdahulu tentang efek genistein glycine
max (soybean) pada tikus yang diovariektomi yaitu dosis 0, 045
mg/kgbb/hari, 0,09 mg/kbb/hari dan dosis 0,18 mg/kbb /hari
(Landa JFR et al 2017). Dosis genistein glycine max terhadap
perbaikan atrofi vagina pasca ovariektomi didapatkan bahwa dosis
0,18 mg/kg bb/hari merupakan dosis yang paling efektif untuk
peningkatan ekspresi RE-f pada epitel vagina, peningkatan
proliferasi/ketebalan lapisan epitel, penurunan kadar MMP-9 pada
gerusan vagina, peningkatan ekspresi Fibulin-5 pada stroma dan
peningkatan ekspresi a Actin pada otot polos.

Hal ini dapat dilihat dari gambar histogram yang mendekati
hasil yang didapat pada kelompok kontrol negatif. Semua data
berikut telah memenuhi uji prasyarat parametrik, yaitu data telah
terdistribusi normal sehingga data bisa dianalisa lebih lanjut
dengan uji statistik guna membuktikan hipotesis penelitian.
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6.2.1 Ekspresi RE-p

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata ekspresi RE-f
pada kelompok kontrol positif (59.73+ 3.30%) dengan kelompok
perlakuan P1 (70.27%3,43%), P2 (79.00+5.75%) dan P3
(82.34+5.75%). Bila berdasarkan nilai rerata+SD ekspresi RE-3
tampak ada peningkatan pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3
bila dibandingkan dengan kontrol positif (tabel 5.1.3). Hal ini dapat
dianggap terjadi peningkatan ekspresi RE- B pada kelompok
perlakuan dan peningkatan ini bermakna secara statistik. Hasil
menunjukkan bahwa secara statistik terjadi peningkatan ekspresi
RE-f pada pemukaan sel parabasalis vagina. Ekspresi RE-f yang
tinggi pada epitel vagina karena paparan Genistein Glycine Max
(Soybean) yang terus menerus selama 28 hari (gambar 5.1.1).

Diketahui  reseptor merupakan mekanisme yang
mempertahankan homeostasis. Reseptor dapat mengalami
penurunan kepekaan yang dikenal dengan desensitisasi atau
penurunan jumlah yang dikenal down regulation dikarenakan
adanya rangsangan terus menerus oleh agonis, keadaan patologis
atau karena proses degenerasi. Interaksi antara agonis dan
reseptor yang terus menerus meningkatkan kepekaan reseptor
yang disebut super-sensitive atau meningkatkan jumlah reseptor
yang dikenal sebagal up regulation (Glass, 2000). Hal ini sesuai
dengan teori bahwa RE-B diekspresikan dalam sel otot polos, epitel
dan vaskular, sedangkan untuk RE-f yang terletak di jaringan
vaskular memediasi efek genom estrogen pada pembuluh darah
vagina (Fu X et al.2003; Fuermetz et al 2015)

6.2.2 Kadar MMP-9

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata kadar MMP-9
pada kelompok kontrol positif (1,37t 0.54) dengan kelompok
perlakuan P1 (0.78+0.02), P2 (0.80£0.04) dan P3 (0.85£0.09). Bila
berdasarkan nilai reratatSD kadar MMP-9 tampak ada penurunan
pada kelompok perlakuan P1,P2 dan P3 bila dibandingkan dengan
kontrol positif (tabel 5.5.3). Hal ini dapat dianggap penurunan
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kadar MMP-9 pada kelompok perlakuan dan penurunan ini
bermakna secara statistik.

Genistein Glycine Max (Soybean) mampu menurunkan kadar
MMP-9 pada gerusan vagina pada kelompok perlakuan (Gambar
5.9.1) Hal ini terlihat dari besarnya koefisien korelasi yang
bermakna (signifikan) antara ekspresi TGF- [ dan kadar MMP-9
yaitu -0.896 dengan p-value 0.000 (tabel 5.9.1). Kadar MMP-9 yng
menurun pada dinding vagina berperan penting sebagai
penyokong dasar panggul. Hal ini terjadi karena MMP-9 mengatur
regulasi kolagen tipe [, Il dan elastin pada dinding vagina. Kolagen
tipe I bersifat lebih kuat dan meningkatkan tensil strength untuk
support dasar panggul. Kolagen tipe Il pada vagina sangat penting
untuk akomodasi fetus saat persalinan. Jaringan ikat dinding
vagina terdiri dari kolagen tipe I dan tipe IIl dalam proporsi
seimbang. Bila proporsi ini berubah dan koalgen tipe IIl jumlah
meningkat dibanding tipe I, akan menyebabkan prolaps dinding
vagina (Moalli et al 2005).

Pada teori tentang efek penggunaan estrogen pada
metabolisme kolagen dinding vagina ditemukan adanya
penurunan komposisi kolagen tipe 1 vagina disertai dengan
peningkatan dari dua bentuk MMP-9 baik yang proaktif maupun
yang aktif (Kretowska et al, 2011). MMP-9 mengalami up
regulation setelah suatu jaringan mengalami regangan. Pada
periode pasca salin, MMP-9 mengalami peningkatan. Ekspresi
matriks metalloproteinase dibatasi oleh inhibitor MMP baik dari
eksogen maupun endogen seperti tissue inhibitor matrix
metalloproteinase 1(TIMP-1). TIMP-1 merupakan inhibitor yang
mengikat secara stoikiometri pada hampir semua MMP sehingga
menghambat MMP secara ireversibel dan perubahan kadar TIMP-
1 akan sangat mempengaruhi kadar MMP-9 (Rahn et al., 2008).

Dilaporkan pada wanita dengan prolaps dinding vagina
memiliki kadar MMP-9 yang lebih tinggi dibandingkan dengan
wanita yang tidak mengalami prolaps (Roh et al, 2000; Zong W et
al 2010). Dilaporkan juga ada hubungan antara peningkatan kadar
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MMP-9 dengan penurunan kadar kolagen dalam struktur
pendukung dasar panggul wanita dengan POP (Philips et al, 2006).

6.2.3 Ekspresi Fibulin-5

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata ekspresi
Fibulin-5 pada kelompok kontrol positif (70.26+ 6.11%) dengan
kelompok perlakuan P1 (79.52+4.24%), P2 (81.80+2.78%) dan P3
(88.70+ 2.95%). Bila berdasarkan nilai rerata+SD tergambar
ekspresi Fibulin-5 tampak ada peningkatan pada kelompok
perlakuan P1, P2 dan P3 bila dibandingkan dengan kontrol positif
(tabel 5.6.3). Hal ini dapat dianggap peningkatan ekspresi Fibulin-
5 pada kelompok perlakuan dan peningkatan ini bermakna secara
statistik.

Genistein Glycine Max (Soybean) pada semua dosis mampu
meningkatkan ekspresi fibulin -5 (Gambar 5.9.1). Hal ini terlihat
dari besarnya koefisien korelasi yang bermakna (signifikan) antara
ekspresi TGF- B dan ekspresi Fibulin-5 yaitu 0.956 dengan p-value
0.000 (tabel 5.9.1). Peningkatan ekspresi fibulin-5 pada dinding
vagina dalam penelitian ini sesuai dengan penelitian sebelumnya
bahwa defisiensi fibulin-5 dapat menyebabkan terjadinya prolaps
(Tackas et al, 2009). Fibulin-5 berperan penting pada dinding
vagina untuk mencegah terjadinya prolaps karena fibulin -5
sebagai protein yang berperan dalam perakitan serat elastin baru
dan menghubungkan elastin ke sel melalui integrin sebagai
reseptor di membran sel (Yanasigawa et al 2002). Diketahui elastin
merupakan salah satu konstituen utama dari jaringan ikat di
vagina. Berbeda dengan kekuatan kolagen, elastin berfungsi dalam
fleksibilitas jaringan, eksistensi, ketahanan dan recoil (Liu X et al
2006).

Dilaporkan jaringan ikat dinding vagina wanita dengan POP
ditemukan ekspresi tingkat elastin lebih rendah (Goepel C et al
2008). Beberapa penelitian menunjukkan hasil yang sama bahwa
tingkat ekspresi mRNA LOXL-1 pada dinding vagina wanita dengan
POP lebih tinggi dari non POP, namun setelah pemberian 17 3
estradiol (E2Z) mengakibatkan ekspresi gen LOX mengalami
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peningkatan pada dinding vagina tikus (Jung Hj et al 2009), Hasil
yang sama pada penelitian lain menunjukkan bahwa E2 dapat
meningkatkan ekspresi gen LOX dan bisa dipertimbangkan dapat
digunakan untuk POP pada manusia (Zong W et al 2015).

6.2.4 Ekspresi o ACTIN

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata ekspresi a Actin
pada kelompok kontrol positif (44.95+6.62%) dengan kelompok
perlakuan P1 (59.34+ 4.61%), P2 (67.99%£1.79%) dan P3
(74.43+6.75%). Bila berdasarkan nilai rerata+SD ekspresi a Actin
tampak ada peningkatan pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3
bila dibandingkan dengan kontrol positif (tabel 5.7.3). Hal ini dapat
dianggap peningkatan ekspresi a Actin pada kelompok perlakuan
dan peningkatan ini bermakna secara statistik.

Peningkatan ekspresi «a Actin pada penelitian ini
menunjukkan Genistein Glycine Max (Soybean) mampu
menurunkan apoptosis sel otot polos vagina (gambar 5.7.1). Hal ini
terlihat dari besarnya koefisien korelasi yang bermakna
(signifikan) antara ekspresi RE- § dan ekspresi a Actin yaitu 0.913
dengan p-value 0.000 (tabel 5.9.1). Apoptosis adalah proses
kematian sel terprogram dan merupakan hal mendasar dalam
berbagai proses fisiologis, termasuk embriogenesis dan
remodeling jaringan. Apoptosis digambarkan sebagai akibat dari
hipoksia, trauma, denervasi dan peningkatan metabolisme.
Trauma persalinan pervaginam 3 kali pada hewan coba pada
penelitian ini merupakan faktor resiko utama prolaps dinding
vagina dimana regangan hebat pada dinding vagina saat persalinan
pervaginam menimbulkan trauma otot polos vagina yang
meningkatkan apoptosis pada keadaan akut (Faried et al 2013).

Hasil ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang
menunjukkan bahwa ada perbedaan bermakna kepadatan sel otot
polos pada dinding vagina yang mengalami prolaps dibandingkan
yang tidak prolaps. Pada dinding vagina yang prolaps didapatkan
fraksi sel otot polos wvagina secara signifikan menurun
dibandingkan dengan yang tidak prolaps (Tackas et al 2008). Hasil
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yang sama juga didapatkan Meljerink AM et al (2013) bahwa
ekspresi a Actin pada otot polos berperan pada patogenesis
prolaps dinding vagina.

6.2.5 Ekspresi TGF-3

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata ekspresi
konsentrasi TGF-f3 pada kelompok kontrol positif (45.08+3.43%)
dengan kelompok perlakuan P1 (57.52+3,4%), P2 (73.95 £6.75%)
dan P3 (87.09+5.40%). Bila berdasarkan nilai reratatSD ekspresi
TGF-B tampak ada peningkatan pada kelompok perlakuan P1, P2
dan P3 bila dibandingkan dengan kontrol positif (tabel 5.4.3). Hal
ini dapat dianggap peningkatan ekspresi TGF-f pada kelompok
perlakuan dan peningkatan ini bermakna secara statistik.

Genistein Glycine Max (Soybean) mampu menginduksi
peningkatan TGF-f8 pada kelompok perlakuan (Gambar 5.4.1). Hal
ini terlihat dari besarnya koefisien korelasi yang bermakna
(signifikan) antara ekspresi RE- 3 dan ekspresi TGF- yaitu 0.685
dengan p-value 0.005 (tabel 5.9.1). Seperti dilaporkan pada
penelitian sebelumnya bahwa TGF-f dapat merangsang proferasi
fibroblas pada dinding vagina.

Fibroblas adalah sel yang paling banyak dalam jaringan ikat
dan berperan dalam sintesis komponen matriks ekstraseluler.
Fibroblas mensintesa kolagen dan elastin. Pada proses translasi
yang terjadi di sel parabasalis vagina menghasilkan beberapa
protein, antara lain, CDK dan Cyclin yang berperan dalam siklus
pembelahan sel yang juga merangsang mitogenesis fibroblas (Jung
et al,2009).

Ekspresi TGF-f berperan penting pada dinding vagina. Hal ini
karena Transforming Growth Factor-f (TGF-B) adalah sitokin
multifungsi yang mengatur berbagai fungsi seluler, termasuk
proliferasi, apoptosis, dan diferensiasi. Di sisi lain, CDK dan cyclin
juga berperan dalam siklus pembelahan sel yang juga merangsang
mitogenesis fibroblas dimana proliferasi fibroblas diinduksi oleh
TGF-B (Leaks &Abraham 2004).
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6.2.6 Proliferasi Epitel

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata proliferasi
epitel pada kelompok kontrol positif (36.76%£8.05 pm) dengan
kelompok perlakuan P1 (59.58+9.04pum), P2 (90.10+13.27um) dan
P3(112.28+21.96um). Bila berdasarkan nilai rerata£SD proliferasi
epitel tampak ada peningkatan pada kelompok perlakuan P1, P2
dan P3 bila dibandingkan dengan kontrol positif (tabel 5.3.3). Hal
ini dapat dianggap peningkatan proliferasi epitel pada kelompok
perlakuan dan peningkatan ini bermakna secara statistik.

Hasil ini sesuai dengan pengamatan mikroskopis sayatan
dinding vagina dengan pewarnaan Hematoksilin /HE (gambar
5.3.2) tampak terjadi peningkatan proliferasi /penebalan epitel
dinding vagina pada hewan coba setelah diberi genistein glycine
max (soybean) dibandingkan dengan yang tidak diberi genistein
glycine max. Hal ini terlihat dari besarnya koefisien korelasi yang
bermakna (signifikan) antara ekspresi RE- [ dan ekspresi
proliferasi yaitu 0.664 dengan p-value 0.007 (tabel 5.9.1).

Hal ini dimungkinkan terjadi karena keberadaan ikatan
antara Genistein Glycine Max (Soybean) dengan reseptor estrogen
(RE-B) di permukaan membran sel parabasalis bagian,
menyebabkan hantaran sinyal intraseluler yang dimulai dengan
aktivasi enzim (fosfolipase -C). Enzim ini akan mengubah fosfatidil
inositol di fosfat (P1-2p) menjadi fosfatidil inositol trifosfat (PI-3p).
Reseptor PI-3p ini berada di permukaan endoplasmik retikulum
(ER). Ikatan antara PI-3p dengan reseptor tersebut mengakibatkan
calcium gate open, sehingga terjadi peningkatan ion kalsium intra
seluler. lon kalsium tersebut akan berikatan dengan calsineurin di
dalam sitoplasma. Keberadaan calsineurin kompleks ini
menghambat aktivitas dari Inhibitor kappa beta (Ik-f3), sehingga
nuclear factor kappa beta (NFk-f3) aktif, selanjutnya mengalami
translokasi ke inti sel, dan memicu proses transkripsi. Proses
transkripsi menghasilkan mRNA yang ditransfer ke sitoplasma
(ribosom). Di ribosom terjadi proses translasi menghasilkan
beberapa protein antara lain CDK, Cyclin yang berperan pada siklus

AGLIKOM ISOFLAVON KEDELAI DAN DOSIS GEMISTEIN... [107]




pembelahan sel dan protein untuk peningkatan ekspresi RE-f
(Alexande, 2002; Lu et al, 2004; Shakir dan Derek, 2004).

Di sisi lain, genistein glycine max (soybean) yang ditangkap
oleh RE-§ bertindak sebagai antioksidan yang akan menghambat
ROS, akibatnya oksidan di dalam sel parabasalis vagina akan
diregulasi. Akibat regulasi tersebut maka kerusakan protein
intraseluler akan menurun sehingga sintesis HSP-70 teregulasi.
Kondisi HSP-70 yang teregulasi tersebut akan berfungsi sebagai
chaperon (pengarah protein) yang akan menginduksi faktor
transkripsi untuk meningkatkan sintesis protein khususnya
seperti: CDK (Cyclin Dependent Protein Kinase) dan Cyclin yang
meningkatkan proliferasi epitel (Lee, 2006).

6.2.7 Ekspresi Hsp 70

Terdapat adanya perbedaan yang bermakna rerata ekspresi HSP-
70 pada kelompok kontrol positif (94.98+1.78%) dengan
kelompok perlakuan P1 (70.65+ 15.61%), P2 (50.30% 9.52%) dan
P3 (40.80+5.70%). Bila berdasarkan nilai rerata+SD ekspresi HSP-
70 tampak ada penurunan pada kelompok perlakuan P1, P2 dan P3
bila dibandingkan dengan kontrol positif (tabel 5.8.3). Hal ini dapat
dianggap penurunan ekspresi HSP-70 pada kelompok perlakuan
dan penurunan ini bermakna secara statistik.

Genistein glycine max (soybean) mampu menurunkan HSP-
70 (gambar 5.8.1). Hal ini terlihat dari besarnya koefisien korelasi
yang bermakna (signifikan) antara ekspresi RE- 8 dan ekspresi
HSP-70 yaitu -0.673 dengan p-value 0.006 (tabel 5.9.1). Hal ini
terjadi karena genistein glycine max (soybean) sebagai antioksidan
kuat (Ullah dan Obayed, 2009; Pitella et al, 2009) dapat
menghambat pembentukan ROS.

Sebelumnya dilaporkan genistein glycine max (soybean)
yang ditangkap oleh RE- bertindak sebagai antioksidan yang akan
menurunkan ROS dan oksidan di dalam sel akan diregulasi
sehingga kerusakan protein intraseluler menurun. Dalam hal ini
fungsi HSP-70 menjadi sangat penting sebagai respons terhadap
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stress akibat ovariektomi dan kematian sel merupakan mekanisme
utama dalam tubuh (Faried, 2003; Goetz et al., 2003).

Kondisi HSP-70 yang teregulasi tersebut akan berfungsi
sebagai chaperon (pengarah protein) menginduksi faktor
transkripsi untuk meningkatkan sintesis protein khususnya
seperti: CDK (Cyclin Dependent Protein Kinase) dan Cyclin yang
meningkatkan proliferasi epitel (Lee, 2006). Peningkatan ekspresi
HSP-70 merupakan kompensasi dan berperan mempertahankan
homeostasis struktur dan fungsi sel baik pada keadaan normal
maupun pada situasi stres (Snoeck dan Cornelussen, 2001). Dalam
hal ini HSP-70 yang tinggi mempunyai efek antiapoptosis
diperlukan untuk menghindari kerusakan sel dengan menekan
produksi ROS (Christians et al2002; Sudiana,2008).
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