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ABSTRAK

Latar belakang. Keamanan konsumsi Genistein pada kehamilan trimester pertama dan pengaruhnya pada
perkembangan embrio, terutama pada perkembangan sistem saraf pusat masih belum banyak diketahui.
Tujuan. Mengetahui pengaruh paparan genistein terhadap perkembangan awal sistem saraf pusat.
Metode. Model yang digunakan dalam penelitian ini adalah embrio ayam (Gallus gallus) umur 48 jam.
Genistein pada dosis 5 uM, 10 uM dan 20 uM diinjeksikan secara in ovo ke dalam yolk sac telur sebelum
diinkubasi. Telur kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37,5° — 385° C. Setelah 48 jam,
cangkang telur dipecah, embrio diambil dan dilakukan pewarnaan menggunakan Toluidine Blue. Evaluasi
dilakukan pada neural tube, neuropore anterior, neuropore posterior dan somit.

Hasil. Ditemukan defek neural tube pada kelompok perlakuan dengan genistein lebih banyak dibanding
kelompok kontrol namun secara statistik hasil tersebut tidak signifikan.

Simpulan. Untuk somit, pada kelompok perlakuan genistein dengan dosis 10 uM, jumlah somit lebih
banyak dibanding kelompok kontrol dan secara statistik jumlah tersebut signifikan.

Kata kunci: Genistein, embrio ayam, sistem saraf pusat

ABSTRACT

Background. The safety of genistein consumption in the first trimester of pregnancy and its effect on
embryonic development, especially in the development of Central Nervous System (CNS) is still not widely
known.

Objective. To determine the effect of genistein exposure to the early development of the Central Nervous
System.

Methods. The animal model used in this research is chick embryo (Gallus gallus). Genistein at a dose of 5
uM, 10 uM and 20 uM in ovo injected into the yolk sac of the eggs before incubation. The eggs were then
incubated for 48 hours at a temperature of from 37.5° to 38.5° C. After 48 hours, broken egg shell,
embryos are taken and carried out using Toluidine Blue staining. The evaluation was done on the neural
tube, anterior neuropore, posterior neuropore and somites.

Results. It was found neural tube defects in the group treated with genistein more than the control group
but the result was not statistically significant.

Conclusion. For the somites, in the group treated with a dose of 10 uM genistein, the number of somites
more than the control group and statistically the number is significant.
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PENDAHULUAN

Kelainan kongenital telah menjadi masalah
kesehatan global. Menurut data WHO, kelainan
kongenital merupakan penyebab kematian 2,7 juta
neonatus di 193 negara.1 Di Amerika Serikat,
diperkirakan sekitar 120.000 bayi terlahir dengan
kelainan kongenital setiap tahun.’

Defek tabung saraf atau yang dikenal dengan NTD
(Neural tube Defect) merupakan kelainan
kongenital yang cukup banyak ditemui dan
menempati urutan kedua setelah kelainan jantung
bawaan. Di China, prevalensi neural tube defect
adalah 6 kejadian per 1000 kelahiran. Bentuk NTD
yang paling sering ditemukan adalah anencephaly
dan spina bifida, diperkirakan mencapai 300.000
kejadian di dunia tiap tahunnya. Di Amerika Serikat,
prevalensi kejadian anencephaly adalah 1 per 4859
kelahiran dan spina bifida adalah 1 per 2858
kelahiran.?

Sebagian besar kelainan kongenital terjadi pada
trimester pertama kehamilan.? Awal minggu ketiga
perkembangan, saat gastrulasi dimulai adalah
stadium yang sangat sensitif terhadap gangguan
teratogen. Perkembangan awal Sistem Saraf Pusat
dimulai pada tahap ini. Neural tube defect, baik
spina bifida maupun anencephaly terjadi karena
kegagalan menutupnya neuropore (lubang pada
ujung neural tube) yang normalnya terjadi antara
hari ke-21 sampai hari ke-28, pada saat ini seorang
ibu belum menyadari bahwa dirinya hamil.*

Dewasa ini, penggunaan suplemen cukup populer
di masyarakat. Genistein adalah salah satu contoh
suplemen yang cukup banyak dikonsumsi karena
khasiatnya sebagai antioksidan dan antikanker.’
Senyawa ini merupakan isoflavone yang banyak
ditemukan pada kedelai.®

Pengaruh genistein terhadap perkembangan janin
jika dikonsumsi oleh ibu hamil belum banyak
diketahui. Menurut studi sebelumnya, genistein
diketahui dapat melewati plasenta.” Hal ini
membawa pada suatu pemikiran, jika genistein
dapat melewati plasenta, genistein mungkin bisa
mempengaruhi perkembangan janin.

Pengaruh genistein pernah diteliti pada embrio
zebrafish. Dalam penelitian tersebut dijelaskan
bahwa pemberian 17.5 UM genistein
mengakibatkan mortalitas pada embrio zebrafish
(mortalitasnya mencapai 90%). Pada konsentrasi
dibawah 10 pM, genistein tidak mengakibatkan

kematian pada zebrafish embrio namun
menyebabkan apoptosis. Apoptosis ditemukan
terutama pada hindbrain dan anterior spinal cord.
Yang menarik adalah, apoptosis tidak ditemukan di
luar CNS (Central Nervous System)® Hal ini
membawa pada suatu pemikiran bahwa paparan
genistein berpengaruh terhadap perkembangan
sistem saraf pusat pada embrio.

Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh
paparan berbagai dosis genistein terhadap
perkembangan embrio. Embrio yang digunakan
dalam penelitian ini adalah embrio ayam. Dalam 50
tahun terakhir, embrio ayam telah menjadi suatu
model penting untuk mempelajari perkembangan
biologi pada vertebrae.” Perkembangan awal
embrio ayam memiliki kemiripan dengan embrio
manusia  sehingga hasilnya bisa lebih relevan
dibanding menggunakan model vertebrae yang
lebih rendah (ikan).*

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
dengan menggunakan rancangan ran-domized
control group post test design. Penelitian dilakukan
di  Laboratorium  Anatomi-Histologi  Fakultas
Kedokteran Universitas Brawijaya.

Model yang digunakan adalah embrio ayam (Gallus
gallus). Telur ayam yang sudah dibuahi diperoleh
dari peternak lokal di daerah Singasari, Kabupaten
Malang. Tahap perkembangan embrio ayam
mengikuti  tabel perkembangan  Hamburger
Hamilton.'’ Telur dibagi secara acak menjadi 4
kelompok (n=9) yaitu kelompok kontrol negatif
(hanya injeksi NS), kelompok perlakuan Genistein
dengan dosis 5 uM, 10 uM dan 20 pM.

Perlakuan dilakukan secara in ovo dengan
melakukan injeksi ke dalam yolk sac pada ujung
tumpul telur dengan menggunakan dispossible
syringe 1 cc. Sebelum injeksi, area injeksi diusap
dengan alkohol dispossable. Setelah selesai injeksi,
ditutup dengan vinyltape. Kemudian posisi telur
dibalik 180° sesuai aksisnya. Kemudian diinkubasi
pada suhu 37,5-38,5 °C selama 48 jam.

Pengambilan dan Penyimpaan Embrio

Cangkang telur dipecahkan dengan cara
mengetukkan dasar telur pada bidang yang agak
tajam, dengan tidak merubah posisi telur. Telur
dituang dalam cawan petri yang setengahnya telah

MNJ, Vol.04, No.01, Januari 2018



14 | Rahayuy, et al.

Effects of Genistein Exposure Toward Initial Development of Central Nervous System

diisi dengan Larutan Natrium Clorida (NaCl) 0,9%
(NS). Bingkai kertas saring diletakkan di atas
blastodisk (embrio) sehingga nampak perlahan-
lahan menjadi basah. Kemudian dilakukan
pengguntingan vitelinne membrane di sisi luar
bingkai kertas saring, sehingga embrio ikut
menempel pada lubang di bingkai kertas saring.
Embrio dimasukkan dalam larutan NS yang lain dan
digoyang-goyangkan beberapa kali. Kemudian
dipindahkan lagi dalam larutan NS yang lain dan
digoyang-goyangkan beberapa kali. Embrio
dimasukkan ke dalam larutan formalin 10% dan
dikirim ke Laboratorium Anatomi-Histologi untuk
dilakukan pewarnaan.

Pengamatan Embrio

Pewarnaan menggunakan Toluidine Blue untuk
melihat morfologi neural tube, penutupan
neuropore anterior, neuropore posterior dan jumlah
somit. Panjang neural tube (neuroaxis) diukur
dengan menggu-nakan mikrometer mikroskop. Pe-
ngamatan dengan menggunakan mikroskop cahaya.
Pengambilan foto embrio dengan menggunakan
kamera digital.

Analisis Data

Uji Fisher digunakan terhadap data morfologi
neural tube dan penutupan neuropore anterior
karena merupakan variabel kategorik. Data dengan
variabel numerik (panjang neural tube, lebar
neuropore posterior dan jumlah somit) dianalisis
dengan uji Kruskal Wallis."

HASIL PENELITIAN
Neural tube

Pada penelitian ini, dilakukan deskripsi morfometrik
dan morfologis untuk melakukan evaluasi pada
neural tube. Pada deskripsi morfometris, dilakukan
pengukuran panjang neuroaxis pada embrio ayam.
Untuk kelompok perlakuan kontrol, panjang
neuroaxis bervariasi antara 4110-5820 um. Merujuk
pada penelitian yang dilakukan oleh Straaten, hasil
pengukuran panjang neuroaxis kelompok kontrol
dalam penelitian ini adalah normal.™

Panjang neuroaxis kelompok perlakuan genistein
memberikan hasil yang lebih bervariasi antara 2460
- 7890 um. Merujuk pada penelitian yang dilakukan
oleh Straaten et al., panjang neuroaxis <2500 pm
dan >7000 um pada embrio ayam 48 jam adalah
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tidak normal.*®* Secara statistik hasil ini tidak

signifikan (p>0.05).
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Gambar 1. Diagram rata-rata panjang neural tube (dalam
satuan um)

Karena hasil yang tidak signifikan, penghitungan
data dilakukan lebih lanjut dengan Cohen’s d-type
effect size.™* Dengan effect size, kelompok kontrol
dibanding kelompok perlakuan genistein 5 uM
menunjukkan d=0.55, kontrol dibanding kelompok
perlakuan genistein 10 puM menunjukkan d=0.32,
kontrol dibanding kelompok perlakuan genistein 20
UM menunjukkan  d=0.14. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa genistein pada dosis 5 uM
memberikan efek sedang pada panjang neuroaxis
dan pada dosis lebih tinggi memberikan efek kecil
pada panjang neuroaxis.

Pada kelompok perlakuan 5 uM genistein, panjang
neuroaxis bervariasi antara 2460-7890 um. Panjang
neuroaxis <2500 um menunjukkan perkembangan
yang terhambat dan panjang neuroaxis >7000 um
menunjukkan perkembangan yang terlalu cepat
untuk embrio ayam umur 48 jam. Pemanjangan
neuroaxis terjadi seiring dengan pembentukan
neural plate menjadi neural tube dan pada proses
tersebut terjadi perkembangan sel-sel neuroepitel
yang memungkinkan pemanjangan neuroaxis [10].
Apabila perkembangan sel-sel neuroepitel tersebut
terganggu, tentunya dapat menyebabkan
perkembangan neuroaxis menjadi terhambat dan
apabila perkembangan sel-sel neuroepitel menjadi
cepat, perkembangan neuroaxis pun menjadi cepat.
Genistein adalah suatu DNA topoisomerase |l
inhibitor™ yang dapat mempengaruhi struktur DNA
sehingga timbul suatu pemikiran bahwa genistein
mungkin mempengaruhi perkembangan sel-sel
neuroepitel sehingga dapat mempengaruhi proses
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pemanjangan neuroaxis. Sejauh mana genistein
mempengaruhi sel-sel neuroepitel masih belum
dapat dievaluasi pada penelitian ini karena tidak
dilakukan pengamatan secara histologis untuk
melihat susunan sel-sel neuroepitel.

Pada deskripsi morfologis, dilakukan pengamatan
berdasarkan ada atau tidaknya abnormalitas pada
neural tube. Hasil penelitian menunjukkan adanya
abnormalitas pada semua kelompok perlakuan
(termasuk kontrol). Secara statistik tidak ada
perbedaan bermakna (p>0.05) antara kelompok
kontrol dan perlakuan dengan genistein namun
pada kelompok perlakuan dengan genistein,
abnormalitas yang ditemukan lebih banyak.

S0
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M Tidak Normal

Kontrol 5umM
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Gambar 2. Diagram Prosentasi Neural tube Normal dan
Abnormal

Hipotesis pada penelitian adalah genistein akan
mengganggu perkembangan neural tube. Paparan
genistein mungkin mengganggu keseimbangan FGF
dan Wnts sehingga turut ~mempengaruhi
perkembangan neural tube. FGF dan Whnts
merupakan jalur signaling yang penting dalam
proses induksi saraf. FGF akan menekan BMP4 agar
terjadi induksi saraf.’®” Wnts diekspresikan di regio
kaudal pada tahap gastrula dan Whnt inhibitor
diekspresikan lebih pada area rostral. Berdasarkan
pembagian tersebut, Wnt signal berperan secara
gradasi untuk menentukan sel-sel neural plate yang
secara progresif lebih ke caudal.'®* Apabila
keseimbangan sinyal-sinyal tersebut terganggu
karena paparan genistein, pembagian sinyal-sinyal
molekuler dorso-ventral akan kacau sehingga
neural tube yang terbentuk kemungkinan menjadi
tidak teratur.

Selain abnormalitas bentuk neural tube, pada
penelitian  ini  juga ditemukan neuropore
romboencephalon yang masih terbuka dan neural
groove yang masih terbuka. Menurut Straaten et

al., pada proses pembentukan neural tube yang
multifasik, pembukaan kembali mungkin terjadi ke
arah kranial tapi tidak terjadi ke arah kaudal®® ini
menjelaskan mengapa pada penelitian ini terdapat
neuropore romboencephalon yang terbuka saat
neuropore posterior telah menutup.

Pada penelitian ini, embrio dengan neural groove
yang masih terbuka menunjukkan axis yang lebih
melengkung dibandingkan kontrol. Hal ini sesuai
dengan penelitian Straaten et al. bahwa faktor yang
berperan pada proses penutupan neural tube
antara lain adalah axial curvature dan somit.®
Seperti yang telah dijelaskan di atas, paparan
genistein memungkinkan pembagian sinyal-sinyal
molekuler dorso-ventral menjadi tidak seimbang
sehingga dapat mengacaukan axial curvature.
Somit juga berperan dalam proses penutupan
neural tube namun dari penelitian terlihat bahwa
axial curvature yang terganggu membuat somit
berperan  kurang maksimal dalam proses
penutupan neural tube. Seberapa jauh genistein
mempengaruhi sinyal FGF dan Wnts yang mengatur
pola dorso-ventral sehingga mempengaruhi
pembentukan neural tube tidak di evaluasi dalam
penelitian ini karena tidak dilakukan evaluasi pada
ekspresi FGF dan Wnts.

Gambar 3. Embrio ayam 48 jam dengan pewarnaan
toluidine blue. (A) Perkembangn embrio normal pada
kelompok kontrol; (B) Abnormalitas pada embrio dengan
perlakuan 20 um genistein. Terlihat neuropore
romboenchepalon (lingkaran merah) masih terbuka saat
neuropore posterior (tanda panah) sudah menutup; (C)
Abnormalitas pada embrio dengan perlakuan 5 pm
genistein. Terlihat adanya neural groove (lingkaran
kuning) masih terbuka; (D) Abnormalitas pada embrio
dengan perlakuan 20 um genistein. Terlihat
perkembangan neural tube yang terhenti pada somit
terakhir (lingkaran orange). (E) Abnormalitas pada
embrio dengan perlakuan 5 pm. Terlihat perkembangan
neural tube yang terlalu pendek dibanding harga normal.
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Penutupan Neuropore anterior

Pada penelitian ini, prosentase penutupan
neuropore anterior pada kelompok kontrol
cenderung lebih tinggi dibanding prosentase

penutupan neuropore anterior pada kelompok
dengan paparan genistein. Secara statistik, hasil ini
tidak signifikan (p>0.05).

100
80 -
60 -
40 -
20 -+
0 -
Kontrol 5u 10 uM 20 uM

Gambar 4. Diagram prosentase penutupan neuropore
anterior

Pada embrio ayam, neuropore anterior seharusnya
sudah menutup sempurna pada stage 12
Hamburger-Hamilton (45-49 jam perkembangan).®
Neurupore anterior yang belum menutup sempurna
pada umur tersebut menunjukkan adanya
gangguan dalam proses penutupannya. Dalam
penelitian ini, genistein diduga menghambat proses
penutupan tersebut. Genistein menghambat
ekspresi FGF.*® Pada embrio, aktivasi FGF
menghambat transkripsi BMP4 dan meningkatkan
chordin dan noggin yang menghambat aktifitas
BMP.**™ paparan genistein yang menghambat FGF
dapat menyebabkan tingginya aktifitas BMP yang
kemudian memungkinkan terjadinya hambatan
formasi MHP dan gangguan penutupan neuropore
anterior. Neural fold bending pada MHP (Mid Hinge
Points) dan DLHP (Dorso-Lateral Hinge Points)
merupakan proses yang penting pada penutupan
neuropore anterior namun mekanisme yang pasti
tentang bagaimana posisi bending ditentukan pada
tingkat molekuler dan seluler belum sepenuhnya
jelas.”' Aktivitas BMP telah diidentifikasi secara 2
dimensi pada neural plate dan didapatkan bahwa
supresi BMP diperlukan untuk formasi MHP.
Aktivitas BMP yang berlebihan akan mengakibatkan
gangguan formasi MHP dan hambatan pada
penutupan neural tube.’”> Adanya neuropore
anterior yang belum menutup pada embrio
kelompok kontrol menunjukkan bahwa mekanisme
ini  bukan satu-satunya yang mempengaruhi
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penutupan neuropore anterior. Masih banyak
faktor selain BMP yang mempengaruhi neural fold
bending.

Neuropore posterior

Karena neuropore posterior embrio kelompok
kontrol belum menutup sempurna, dilakukan
pengamatan terhadap lebar neuropore posterior
embrio kelompok kontrol dan embrio kelompok
paparan genistein. Pada embrio kelompok kontrol
lebar neuropore posterior bervariasi antara 30 um —
135 um. Ukuran ini sesuai dengan penelitian
Straaten, dimana pada tahap ini (stadium 10-14
somit), lebar neuropore posterior bervariasi dari
180 um — 0 pm.” Embrio kelompok paparan
genistein juga memberikan hasil pengukuran
neuropore posterior yang bervariasi yaitu antara 0
pum — 300 pm. Hasil ini secara uji statistik tidak
signifikan  (p>0.05) vyang berarti tidak ada
perbedaan lebar neuropore posterior antara
kelompok kontrol dan kelompok perlakuan dengan
genistein.

Mekanisme proses penutupan neuropore posterior
merupakan proses yang tidak dapat dipisahkan dari
proses pembentukan neural tube secara
keseluruhan. Penutupan neuropore posterior
dipengaruhi oleh berbagai macam faktor seperti
yang sudah dibahas pada proses pembentukan
neural  tube. Seiring dengan  penutupan
rhombocervical yang berlangsung sangat cepat, titik
penutupan neuropore posterior secara bertahap
menuju ke arah kaudal di bawah level somit
terakhir dan dikelilingi oleh mesoderm pre somit.™
Ada faktor lain yang mempengaruhi penutupan
selain somit yang secara bertahap menjadi lebih
penting dalam proses penutupan. Seperti telah
dijelaskan di atas, genistein mengganggu proses
sinyal-sinyal yang mengatur pola dorsoventral dan
turut mengatur curvature axis. Curvature axis yang
lebih melengkung akan menghambat penutupan
neural tube.® Neuropore posterior yang belum
menutup mungkin terjadi karena curvature angle
yang terlalu cembung atau terlalu cekung. Faktor-
faktor yang mempengaruhi curvature axis belum
banyak diketahui.

Somit

Pada penelitian ini, somit juga dievaluasi karena di
luar dugaan, jumlah somit signifikan secara statistik
untuk embrio ayam dengam perlakuan 10 puM
genistein. Evaluasi dilakukan dengan
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membandingkan jumlah somit pada kelompok
kontrol dan kelompok perlakuan dengan genistein.
Pada penelitian ini, jumlah somit pada embrio
dengan kelompok perlakuan genistein 10 uM lebih
banyak dibanding kelompok kontrol dan hasil ini
signifikan secara uji statistik. Jumlah somit yang
lebih banyak menunjukkan perkembangannya yang
lebih cepat. Hal ini mungkin terjadi karena
hambatan pada FGF akan membuat RA lebih
mudah meningkatkan gen-gen penentu pola somit
sehingga somit terbentuk lebih cepat. Genistein
diketahui menghambat ekspresi FGF.*° FGF
diekspresikan lebih banyak pada daerah posterior.™
FGF signaling berperan penting selama proses
perkembangan mesoderm  posterior.”®>  Somit
merupakan  turunan lapisan  germinativum
mesoderm yang dikenal sebagai mesoderm
paraksial. Pembentukan somit bersegmen dari
mesoderm presomit (paraksial) bergantung pada
segmentation clock yang dibentuk oleh gen-gen
siklik. Gen-gen siklik tersebut mencakup anggota
jalur sinyal Notch dan Whnts yang diekspresikan di
mesoderm presomit. Batas untuk ekspresi gen-gen
penentu pola somit diatur oleh asam retinoat (RA)
dan FGF8. RA diekspresikan dalam suatu gradien
rostrokaudal sedangkan FGF8 diekspresikan dalam
gradien kaudorostral. RA meningkatkan gen-gen
penentu pola somit sementara FGF 8 menekan
aktivitas RA dan menghambat pematangan
mesoderm presomit menjadi somit.™®

Di penelitian selanjutnya sebaiknya lebih banyak
untuk mengurangi kemungkinan error yang terjadi.

Perlu adanya penelitian lebih lanjut tentang
marker-marker yang mungkin mempengaruhi
pembentukan neural tube. Perlu dilakukan

pengamatan irisan melintang pada embrio ayam
umur 48 jam untuk melihat posisi pasti notochord,
MHP dan DLHP yang juga turut berperan pada
pembentukan neural tube.

SIMPULAN

Paparan genistein mempengaruhi pembentukan
neural tube namun secara statistik memberikan
hasil yang tidak signifikan.

Paparan genistein menghambat
neuropore anterior namun secara
memberikan hasil yang tidak signifikan.

penutupan
statistik

Paparan genistein tidak mempengaruhi penutupan
neuropore posterior.

Paparan genistein mempercepat perkembangan
somit pada dosis 10 uM.
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