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ABSTRAK

Latar Belakang

Kanker kolorektal ditandai dengan serangkaian perubahan genetik yang
disertai perubahan morfologik sel epitel kolon. Model eksperimental
karsinogenesis kolon pada tikus dengan menggunakan AOM atau 1,2 DMH
secara luas digunakan untuk mempelajari efek variasi diet dan bahan
khemopreventif, dimana perubahan yang tegjadi mirip dengan adenoma-
carcinoma sequence pada manusia.

Seledri atau Apium graveolens berasal dari Mediterania dimana bijinya -

banyak dimanfaatkan sebagai obat. Studi eksperimental maupun epidemiologik

memperlihatkan bahwa senyawa aktif dalam seledri seperti lutein, 3-n-B,

apigenin, sedanolide, terbukti berperan dalam memperlambat atau mencegah
karsinogenesis.. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk membuktikan bahwa
seledri dapat menghambat karsinogenesis kolon yang diinduksi dengan 1,2
DMH dengan dan tanpa diet tinggi lemak dan tinggi protein.

Metode

25 ekor tikus wistar jantan, umur 12 minggu, berat 180-200 gram, sehat,
tingkah laku normal diadaptasi terlebih dahulu selama 7 hari, kemudian dibagi
menjadi 5 kelompok, masing-masing terdiri atas 5 ekor tikus. Setiap kelompok
tersebut diberikan injeksi 1,2 DMH subkutan sekali seminggu dengan dosis 20
mg/kg BB. Seledri dalam bentuk jus diberikan pada kelompok U, 1V dan V
secara oral, setiap hari dengan dosis 12,096 gr’kg BB, sedangkan untuk
kelompok 1l dan 1V juga diberikan diet tinggi lemak dan tinggi protein, ad
libitum. Perlakuan tersebut diberikan selama 12 minggu untuk kelompok -1V
dan 16 minggu untuk kelompok V.

Setelah masa perlakuan berakhir, tikus diterminasi, usus besar diambil
saat laparotomi. Jaringan tersebut kemudian diperiksa apakah ada tumor usus
atau bagian yang mencurigakan. Untuk evaluasi histopatologik dan indeks
apoptosis, jaringan difiksasi dengan buffer formalin 10%, dijadikan blok parafin,
kemudian diwamai dengan H&E. Aktivitas proliferasi sel dinilai dengan
menggunakan pewarnaan argirofilik (AgNOR).

Gambaran histopatologik yang ditemukan dinilai dengan menggunakan
skoring perubahan epitel mukosa kolon. Indeks apoptosis dihitung dari setiap
100 sel, menggunakan pembesaran 400 x. Titik-titik AgNOR dihitung dalam
inti dari setiap 100 sel, dengan pembesaran tinggi memakai minyak emersi.

Perbedaan perubshan histopatologik epitel mukosa kolon, indeks
apoptosis dan AgNOR antara kelompok perlakuan dianalisis dengan Mann—
Whimey U test, memakai program SPSS 12.00 for windows.
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Hasil

Evaluasi perubahan histopatologik menunjukkan bahwa tikus  yang
diinduksi dengan 1,2 DMH saja atau disertai diet tinggi lemak dan protein
mempunyai lesi yang lebih berat dibanding kelompok yang diberi seledri, yaitu
lesi tingkat ringan, sedang dan berat dengan displasia ringan, sedang dan berat
Rerata tertinggi perubahan histopatologis diperlihatkan oleh kelompok III yaitu
2,70+0,82 dan terendah kelompok V (1,50+0,54). Rerata indeks apoptosis
tertinggi ditemukan pada kelompok 1V (3,48+2,61) dan terendah kelompok I
(0,95+0,52). Rerata hitung AgNOR terendah terlihat pada kelompok V
(0,7740,16) dan tertinggi kelompok I (1,44+0,40).

Uji beda dengan Mann Whimey U test memberikan hasil yang bermakna
antara pembandingan kelompok I dengan 1 pada ketiga variabel tergantung
tersebut. Perbedaan yang signifikan juga dihasilkan dari pembandingan antara
kelompok 11 dan 1V, untuk perubahan histopatologik (pertumbuhan epitelium
dan displasia se!) dan indeks apoptosis. Sedangkan pembandingan kelompok 11
dan V hanya bermakna untuk indeks apoptosis.

Kesimpulan

Seledri mampu menghambat perubahan histopatologik epitel mukosa
kolon, indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi sel (AgNOR) pada tikus yang
diinduksi dengan 1,2 DMH.

Seledri secara signifikan dapat menghambat perubahan histopatologik
dan meningkatkan apoptosis pada tikus yang diinduksi dengan 1,2 DMH dan
diet tinggi lemak dan protein.

Pemberian seledri dalam jangka waktu yang lebih lama secara signifikan
dapat meningkatkan indeks apoptosis pada tikus wistar yang diinduksi dengan
1,2 DMH.

Kata Kunci

Karsinogenesis kolon, 1,2 DMH, diet tinggi lemak tinggi protein, seledri,
perubahan histopatologik epitel mukosa kolon, indeks apoptosis, hitung
AgNOR.




ABSTRACT

Background

Colorectal cancer was characterized by a sequence of molecular genetic
alterations and morphological changes of colonic epithelial cell. Colon
carcinogenesis induced in rats by AOM or 1,2 DMH was a usefil experimental
model as it mimics the human adenoma-carcinoma sequence and allows the
study of dietary variation and the effects of chemopreventive agens.

Celery or apium graveolens was known as once highly valued medicine.
Epidemiologic and experimental studies have shown that celery’s active
compounds such as lutein, 3-n-B, apigenin, sedanolide were believed io play
important role in delaying or preventing carcinogenesis. The aim of this study is
to show that celery as a whole agent could prevent colon carcinogenesis of
wistar rat which induced by 1,2 DMH with or without high fat high protein diet.

Method

A total 25 male wistar rats, aged 12 weeks were adaptationed for 7 days
and then randomly divided to five groups, of 5 animal each. Each group were
given s.c injection of 20 mg/kgBW 1,2 DMH once weekly. Groups 1I, 1V and V
were given celery as a juice orally, everyday. Groups I and 1V were fed high
fat high protein diet, ad libitum. Groups [ to lv were treated for 12 weeks and
group V as long as 16 weeks.

After the times of exposure, all of rats were terminated, large intestine
were resected. The organ were opened and examined jor intestinal tumours or
suspicious part, macroscopically. For histopathological evaluation and
apoptosis, one of cut sections were fixed in 10% buffered formalin, embedded in
- paraffin blocks, and processed by routine histological procedure with H&E
staining. The other sections was stained using the argyrophilic technique
described by Ploton lo analyses cell proliferative activity.

Histopathological pattern (epithelial cell changes) was count as a
scoring. Apoptotic index described as a apoptotic bodies in 100 non apoptotic
epithelial cells of intestinal glands, using objective lens 40 x. AgGNOR dots were
count in the nucleus of 100 epithelial cells using high power field with emersion
oil. ‘

Differences in histopathological (epithelial) changes, apoptotic index
and AgNOR counts between groups were analysed by Mann-Whitney U test with
SPSS 12.00 for windows.




Result

The results of histopathological changes indicated that rats rats induced
by 1,2 DMH alone or with high fat high protein diet showed a higher degree of
lesions and higher degree of dysplasia when compared with the groups were
given celery. The highest mean was group H1 2,7010,82) with and the lowest
was group V (1,5010,54). Group IV show the highest apopotic index (3,48%
2,61) and the lowest was group I (0,954 0,52). AgNOR counts were shown the
lowest rate on group V (0,774 0,16) and the highest was group {11 (1,44+ 0,40).

Mann-Whitney U-test of group I versus Il show a significant differences
Jor the three of dependent variables. Significant differences were found in
compared group 111 versus IV to histopathological changes and apoptotic index.
Compare of group Il versus V were found only significant differences for
apoptotic index. |

Conclusion

Celery was potent to prevent histopatological changes, enhances
apoptosis and decrease cell proliferative activity (AgNOR) in 1,2 DMH-induced
colon tumors. Administration of celery significantly inhibit histopatological
changes and increasing apoptosis in 1,2 DMH and high fat protein diet-induced
colon carcinogenesis. Celery also significantly could enhances apoptosis in 1,2
DMH-induced colon tumors with different length periods.

Keywords
Colon carcinogenesis, 1,2 DMH, high fat high protein diet, celery,
histopathological {epithelial) changes, apoptotic index, AGNOR counts.




BAB 1. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Angka kejadian kanker kolon di seluruh dunia tahun 1996 tercatat
875.000 dengan mortalitas 510.000, Pada tahun 2004 di Amerika Serikat
diperkirakan akan terdiagnosis 146.940 kasus baru kanker kolon yang

menimbulkan kematian pada 56.730 orang' Kanker kolon menduduki urutan

kedelapan tertinggi di negara berkembang. Angka kejadian karsinoma kolorektal

secara nasional belum ada. Menurut Sjamsuhidayat dkk. yang dikutip dari
[ Riwanto (2003) pada 14 propinsi di Indonesia ditemukan 1378 kasus
karsinoma kolorektal dari total 134.743.420 penduduk atau 1,8 per 100.000
penduduk *Kanker kolorektal menduduki peringkat kedua dari seluruh kanker
terbanyak pada pria sesudah kanker paru sedangkan pada wanita merupakan
nomor tiga terbanyak sesudah kanker serviks dan payudara ”.

Studi genetik, eksperimental. dan epidemiologik menunjukkan bahwa
karsinoma kolorektal disebabkan oleh interaksi yang kompleks antara
kerentanan genetik dan faktor lingkungan atau gaya hidup 1. Kanker kolorektal
berkembang melalui serangkaian tumorigenesis histologikal. Perubahan epitelial
tersebut telah terbukti disertai oleh perubahan genetik *. Perubahan epitelial
tersebut mulai dari epitel normal, epitel hiperproliferatif, adenoma dan

karsinoma . Penelitian pada hewan coba dengan menggunakan karsinogen

[UPT-PUSTAR-LADIP)
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kimiawi untuk induksi tumor kolorektal telah menemukan rangkaian pembahan
tersebut, dan menuju pada hipotesis bahwa polip adenomatosa (adenoma) adalah
prekursor dari sebagian besar karsinoma kolorektal. O-Ieh karena itu cara-cara
yang dapat menurunkan insiden dan.prevalensi adenoma juga dapat menurunkan
risiko timbulnya karsinoma kolorektal -”,

Pada saat hasil pengobatan konvensional dan farmakologik masih
dipertanyakan, meningkatmya penerimaan terhadap terapi altematif medis oleh

masyarakat tidak dapat diabaikan. Melalui studi in vitro, hewan coba ataupun

studi pada manusia dengan berbagai herba, vitamin telah dibuktikan

kemampuannya dalam pengobatan atau pencegahan kanker kolon atau polip
prekanker ®  The National Cancer Institute dalam lima tahun terakhir
menghabiskan da;na lebih dari 20 juta dolar Amerika untuk meneliti potensi
antikanker dari tanaman-tanaman yang biasa dimakan. Tanaman atau herba yang
mempunyai aktivitas antikanker yang tertinggi misalnya bawang putih, kedelai,
kubis, jahe, licorice dan sayuran berumbi seperti wortel dan seledri °

Seledri atau Apium gmveolen; merupakan salah satu tumbuhan dengan

10,11

kandungan antioksidan tinggi . Apium graveolens mengandung senyawa

aktif karotenoid (lutein), flavonoid (apigenin,apiin),3-N-butyl-phthalide
(menentukan karakteristik odor pada seledri), serta sedanolide 10,12

Kim JM etal (1998) mengemukakan bahwa Jutein mempunyai potensi

sebagai agen kemopreventif melawan karsinogenesis kolon'”. Zheng GQ et.al




(1993) mengatakan bahwa phthalide , juga mer-upak;m senyawa kemopreventif
terhadap kanker **. Studi pada hewan menemukan ba‘hwa biji seledn -dapat
mencegah pembentukan tumor ganas pada mencit. Dalam suatu stud: dengan
memakai orang dalam jumlah yang banyak dengan dan tanpa kanker kolorektal,
ditemukan bahwa orang yang mengkonsumsi diet kaya Jutein {dari seledr,
bayam, tomat, wortel, selada, brokoli, jeruk) secara signifikan lebih sedikit
menderita kanker kolorektal, tetapi belum jelas apakah seledri saja berperanan

penting dalam pencegahan penyakit ini.'*

Thomas dan Schulick (2000) menyatakan bahwa apigenin .merupakan
COX-2 inhibitor”®, Momin RA dan Nair MG (2002), memasukkan sedanolide ke
dalam kelompok irhibitor COX. COX merupakan faktor yang berperan dalam
respon inflamasi'®. Sun ¥ etal (2002), menyatakan bahwa COX-2 meningkat

1", Peningkatan yang terjadi sampai empat kali

kadarnya pada kanker kolorekta
lipat dari normal. Inhibisi COX-2 menghambat metastasis kanker kolon pada
hati’®*. Boggs (2002), menyatakan bahwa COX-2 inhibitor menghambat
proliferasi sel kanker dan angiogenesisnya'”. Peneliti di $t. Marks Hospital,
London (1998) menemukan bahwa COX-2 inhibitor dapat menéegah kanker
kolon”.

Apium graveolens memiliki kandungan serat cukup tinggi 2 Studi

epidemiologik dan eksperimental (hewan coba) menunjukkan bahwa serat




mempunyai efek protektif terhadap karsinogenesié kolon melalui berbagai
mekanisme antara lain penurunan waktu transit, pengikatan asam empedu
sekunder dan pembentukan butirat %, |

1,2 DMH dapat menginduksi kanker kolon. Druckrey et. al (1967)
merupakan orang yang pertama kali meﬁginduks-i kanker kolon pada tikus
dengan menggunakan 1,2 DMH dan meng;atékan bahwa target jaringan utama
induksi adalah intestinum, khususnya kolen dan rektum. épes-ies hewan coba,
rate pemberian, dan dosis mempengaruhi karsinogenisitas 1,2 DMH. Selektifitas
target organ berdasarkan rute pemberian 1,2 DMH untuk menginduksi kanker
kolon telah ditégaskan oleh Wiebecke et. al (Chemical Induction of Colon
Cancer, 1982) pada penggunaan tikus dengan spesies yang sama. Sejak itu
banyak penelitian untuk mengkonfirmasi efek karsinogenik 1,2 DMH pada
kolon.”

Penelitian epidemiologik, eksperimental (hewan coba) dan Kklinis
menyatakan bahwa diet kaya lemak'protein, alkohol dan daging berhubungan
dengan peningkatan insiden kanker kolorektal. Asupan lemak yang tinggi juga
meningkatkan risiko rekurensi adenoma paska polipektomi 2 Diet tinggi lemak

juga menstimulasi efek karsinogenik 1,2 DMH pada hewan coba .




1.2. Permasalahan

Selama ini seledri dimanfaatkan sebagai obat terbatas pada hipertensi
dan rematik. Penelitian laboratorik yang melihat pe.ngar-uh seledri terhadap
karsinogenesis secara umum maupun khusus terhadap kolon masih sangat
“kurang. Berdasarkan hal tersebut, maka dirumuskan permasalahan sebagai
berikut :
a. Apakah pemberian seledri dapat menurunkan aktivitas proliferasi sel,
meningkatkan indeks apoptosis dan menghambat perubahan histepatelogis
epitel mukosa kolon pada tikus wistar yan.g diinduksi dengan 1,2 DMH ?
b. Apakah pemberian seledri dapat menurunkan aktivitas proliferasi sel,
meningkatkan indeks apoptosis dan menghambat perubahan histopatologis
epitel mukosa kolon pada tikus wistar yang diinduksi dengan 1,2 DMH beserta
diet tinggi lemak dan protein?
¢. Apakah lamanya pemberian seledri berpengaruh terhadap aktivitas proliferasi
sel, indeks apoptosis dan pembahan'histopatologis epitel mukosa kolon pada

tikus wistar yang diinduksi dengan 1,2 DMH?




1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum :

Melihat pengaruh pemberian seledri terhadap aktivitas proliferasi sel,
indeks apoptosis dan perubahan histopatologis epitel mukosa kolon pada tikus
wistar yang diinduksi karsinogenesis kolon.

1.3.2, Tujuan Khusus :

1.3.2.1. Mengetahui pengaruh pemberian seledri terhadap aktivitas proliferasi
sel, indeks apoptosis dan perubahan histopatologis epitel mukosa kolon pada
tikus wistar yang diinduksi dengan 1,2 DMH.

1.3.2.2. Mengetahui pengaruh pemberian seledri terhadap aktivitas proliferasi
sel, indeks apoptosis dan perubahan histopatologis epitel mukosa kolon pada
tikus wistar yang diinduksi dengan 1,2 DMH beserta diet tinggi lemak dan
protein.

1.3.2.3. Melihat pengaruh lama pemberian seledri terhadap aktivitas proliferasi
sel, indeks apoptosis dan perubahan.histopatologis epitel mukosa kolon tikus

wistar yang diinduksi .dengan 1,2 DMH.

1.4, Manfaat Penelitian
Apabila terbukti pengaruh seledri terhadap karsinogenesis kolon maka
hasil penelitian ini dapat sebagai dasar pertimbangan pemakaian seledri sebagat

suplemen. Penelitian ini juga diharapkan dapat bermanfaat sebagai dasar




[ [

penelitian selanjutnya baik tentang efek seledri secara menyeluruh maupun obat

tradisional lainnya yang mempunyai khasiat yang sama.




BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1, Karsinogenesis Kolon

Perkembangan sel normal menjadi kanker merupakan proses yang
kompleks dan bertahap (multistep process). Tahap perkembangan sel kanker
tersebut antara lain inisiasi, promosi dan progresi”’,

Perubahan genetik terjadi pada tahap inisiasi, tetapi untuk mengubah sel
normal menjadi se! kanker diperlukan mutasi pada lebih dari satu gen. Sel
tersebut mengalami perubahan/mutasi pada gennya tetapi secara fenotip masih

_normal . Tahap promosi adalah proses dimana sel yang terinisiasi terpapar
terhadap promoter tumor yang menyebabkan sel mengalami ekspansi klonal
secara fenotipik . Sel yang terinisiasi akan dirangsang untuk berproliferast.
Promoter tumor dapat menghambat apoptosis, sehingga sel yang terinisiasi
tersebut terakumulasi sebagai sel yang disfungsional dan tidak berdiferensiasi
(misalnya nodul pada mamma, polip pﬁda kolon dan papiloma pada kulit) **.

Progresi mun-ékin adalah proses yang paling kompleks dari ketiga tahap
ini, karena membutuhkan perubahan genetik dan fenotip dan ekspansi seluler
berlangsung dengan cepat, Sensitivitas terhadap komponen dalam diet, inhibitor
pertumbuhan, pemicu diferensiasi secara bertahap akan menghilang sehingga
tumor menjadi otonom secara progresif dan dapat dikendalikan hanya oleh

intervensi yang lebih drastis **.




Salah satu jenis tumor yang telah diteliti untuk mengetahui patogenesis
kanker tersebut. adalah kanker kolorektal. Telah lama diduga bahwa Kanker
kolorektal berasal dari polip karena jenis tumor jirllak ita sering dijumpai
bersamaan dengan kanker kolorektal. Penelitian yang dilakukan oleh beberapa
peneliti menemukan bahwa pada polip kecil ditemukan mutasi gen FAP, pada
polip besar ditemukan mutasi gen FAP dan gen K-ras, sedangkan pada kanker
kolorektal disamping mutasi kedua gen dijumpai pula mutasi pada dua gen lain,
yaitu gen p53 dan gen DCC 7,

Karsinogenesis kolon merupakan proses yang memerlukan interaksi
antara genetik dan faktor lingkungan. Faktor lingkungan yang berperan ternyata
terdiri dari banyak faktor yang saling berinteraksi melalui berbagai mekanisme.
Faktor lingk-ungar_l berasal dari endogen maupun eksogen, misalnya diet (lemak,
protein, serat), bakteri usus, rokok, alkohol, yang semuanya mempunyal peran
yang berbeda-beda.’ Penelitiaﬁ terdahulu membuktikan bahwa risiko
berhubungan dengan tingginya asupan lemak dan rendahnya asupan biji-bijian
dan serat. Sebagai tambahan, risiko juga berhubungan dengan rendahnya diet
sayuran dan buah dan gaya hidup barat dan mungkin dengan tingginya intake
katori/energi, daging dan kegemukan”.

Kanker usus besar berkembang melalui rangkaian perubahan yang
dikenal dengan Adenoma-Carcinoma Sequence. Perubahan mukosa adalah

sebagai akibat perubahan genetik progresif yang terjadi pada waktu-wakiu
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tertentu selama karsinogenesis. >* Genomic instability pada karsinogenesis
kolon yang telah diidentifikasi yaitu 1) MSI, yang juga dikenal sebagai 'RER,

ditemukan pada HNPCC dan 2) CIN yang ditemukan pada 85 % kanker

kolorektal sporadik, melalui mekanisme LOH (Gambar 1) 24,

APC gene mutation or 5q loss
(inherited mutation in adenomatous polyposis syndrome)

! :
hyperproliferation of crypt cells and clonal proliferation
“of a stem cells in small adenoma

activation of K-ras oncogene within small
adenoma and proliferation of doubly mutated clone

!

intermediate adenoma

!

loss of DCC results in proliferation
of clone with multiple genetic alterations

late adenoma with dysplasia
p33 loss of mutation results in proliferation of malignant clone

i

irvasive carcinoma

Gambar 1. LOH pathway to colorectal carcinoma 3

Risiko adenoma berubah menjadi kanker adalah antara 2,5-8 % dan
risiko meningkat bersama dengan pertambahan ukuran polip, adenoma multipel

. jenis histologik dan displasia epitel 23




Polip adenomatosa dibagi menjadi tiga subﬁpe berdasarkan arsitektur
epitelial yaitu adenoma tubular, adenoma vilosa dan adenoma tubulovilosa 2,

Semua lesi adenomatosa berasal dari prolif'era.;;i displastik epitel, yang
berkisar dari displasia ringan sampai berat, Displasia berat biasanya ditemukan
pada adenoma vilosa, tetapi semua derajat displasia, bahkan adenokarsinoma
invasif dapat ditemukan pada semua jenis histologik adenoma )

Model eksperimental kanker kolon, dimana tumor diinduksi dengan
AOM atau 1,2 DMH secara luas digunakan untuk mempelajari efek bahan

kemopreventif dan tahap perkembangan kanker kolon. Perubahan yang terjadi

. , P
menyerupai adenoma-carcinoma sequence pada manusia ?

- 2.2, Aktivitas Proliferasi Sel

Perubahan lain yang terjadi pada awal progresifitas sel norma! menjadi
sel kanker adalah peningkatan proliferasi sel )

Progresifitas sel neoplastik nierupakan cermin dari sifat dan perangai sel
yang telah berubah menjadi maligna. Sel-sel kanker yang tumbuh berlebihan
terjadi akibat proses aktivitas proliferasi sel yang berlebih-lebihan * Kenaikan
aktivitas proliferasi pada jaringan yang terinisiasi adalah perubahan yang sangat
penting pada stadium awal dari promosi tumor yang merupakan tanda khas lesi

prekanker 3,
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Aktivitas proliferasi sel pada lesi jinak maupun ganas dapat diteliti
dengan thymidine uptake, pemberian label bromodeoxy-uridine, sitometrik alur
maupun imunohistokimia, misalnya Ki-67, PCNA maupun MIB-1 »

NOR akhir-akhir ini banyak dipakai untuk mengﬁkur aktivitas proliferast
sel. Cara pewamaan AgNOR mudah dan biayanya murah schingga dapat
dilakukan secara rutin dengan blok parafin **

NOR merupakan metode dengan menggunakan reaksi Ag dengan NOR
(AgNOR) **. NOR adalah lengkung DNA yang menempati area khusus dalam
kromosom 13,14,15,21 dan 22 yang diketahui sebagai tempat gen DNA
ribosomal (rDNA). NOR penting dalam sintesis protein, membantu menjaga

perpanjangan konfigurasi DNA dan mengatur transkripsinya. NORs mempunyai

struktur nukleoprotein yang khas yang dipakai sebagai identifikasinya. Protein

tersebut selama transkripsi bersifat argirofilik, sehingga dapat dipulas dengan
perak. Pada sediaan blok parafin dengan pewarnaan perak koloid NOR tampak
sebagai bercak-bercak gelap intranukleus pada mikroskop cahaya. Bercak-
bercak itu disebut égrega't argirofilik (AgNOR). Hasil pewamaan AgNOR
mempunyai korelasi yang tinggi dengan sitometrik alur dan pewarnaan
imunohistokimia misalnya Ki-67. Variasi dalam jumlah AgNOR  dapat
membantu menegakkan diagnosis dan dapat membedakan berbagai tingkatan
lesi. Menurut Schwint et.al yang dikutip dari Ahmad Ghozali dkk. (1997) jumlah

AgNOR dapat membedakan antara epitel mulut yang normal dengan epitel
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mulut di dekat karsinoma epidermoid yang masih t;er]ihat normal ‘_dan belum
‘_‘menunjukkan tanda-tanda displasia. Pada penelitian tersebut jumlah AgNOR
dianggap dapat mendeteksi adanya perubahan seluler sebelum perubahan
morfologi terjadi, yaitu peningkatan aktivitas proliferasi pada mukosa mulut di

dekat karsinoma epidermoid *.

2.3. Hubungan Apoptosis dengan Karsinogenesis Kolon

Apoptosis adalah kematian sel yang dipicu oleh sel itu sendiri, oleh
karena itu disebut juga PCD. Apoptosis dapat terjadi secara fisiologis maupun
patologis. Apdptosis patologis terjadi karena berbagai sebab diantaranya adalah
kerusakan DNA %",

Apoptosis dikendalikan oleh 2 perangkat gen dengan fungsi yang
antagonistik yaitu memacu dan menghambat. Gen tersebut adalah p53 (memicu
apoptosis) dan gen Bel-2, salah satu gen yang menghambat apoptosis 2T

Pada baﬁyak jenis kanker diketahui bahwa terjadi mutasi homozigot dari
gen p53 sehingga apbptosis tidak dapat terjadi dan mutasi tidak dapat dicegah.
Demikian juga dengan gen Bcl-2, mengalami ekspresi berlebihan, sehingga sel
yang seharusnya terbunuh melalui apoptosis tetap hidup dan dapat menimbulkan
kanker ¥, |

Payne C et al (1995) meneliti apoptosis pada biopsi kolon manusia

dengan riwayat kanker kolorektal, adenoma, kolitis ulseratif dan tanpa neoplasia
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dan menemukan bahwa rata-rata indeks apoptosis -pada-orang normal dan kanker
kolorektal berbeda secara signifikan, dimana indeks apoptosis pada orang
normal lebih tinggi daripada penderita kanker **.

Terdapat berbagai metode untuk menghitung apoptosis, yang bervariasi
dari segi biologik dan utilitasny. Hu Y et al (2002) membandingkan jumlah sel
apoptotik dengan metode TUNEL lebih tinggi daripada HE, hal ini disebabkan
TUNEL sangat sensitif sehingga dapat mendeteksi pecahnya ikatan DNA walau
belum terjadi perubahan inti yang nyata. Tetapi metode ini tentunya lebih mahal

dan kompleks %,

24. 1,2 Dimethylhydrazine
2.4.1. Sifat Kimia 1,2 DMH

1,2 DMH, yang mempunyai rumus kimia CzHgNz atau CH3-NH-NH-
CH3 adalah senyawa yang mudah larut atau berbentuk cairan tak berwama
dengan bau mirip amoniak. Senyawa ini mempunyai potensi karsinogenik,

mutagenik, korosif serta mudah terbakar namun tidak ada level paparan yang

. aman. 1,2 DMH, suatu zat metilating, banyak digunakan untuk induksi tumor

kolon pada hewan coba karena kandungan karsinogen organotropiknya yang
besar, variasi  luas respon tumor terhadap hewan pengerat yang berbeda,

modulasi induksi-diet dan distribusi tumor yang menyerupai tumor kolon
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manusia serta kemiripan patologi tumor yang dititﬁbulkan-nya dengan tumor
pada manusia ‘"',
2.4.2. Induksi Karsinogenesis Kolon dengan 1,2 DMH

1,2 DMH mudah diabsorbsi, berikatan dengan protein, DNA dan RNA
jaringan mamalia. Kolon tikus adalah target toksisitas 1,2 DMH “

1,2 DMH dimetabolisme di hepar menjadi azomethane dan AOM,

kemudian dihidroksilasi menjadi methylazoxymethanol (MAM). Fiala, dalam

Chemical Induction of Colon Cancer, 1982 menemukan bahwa mikrosom kolon

.- berbeda dengan mikrosom hati yang tidak bisa mengkatalisa hidroksilasi AOM

menjadi MAM sehingga yang berperan dalam induksi karsinogenesis kolon
adalah 1,2 DMH dan metabolit-metabolitnya AOM dan azomethane ™.
Richards, dalam Chemical Induction of Colon Cancer, 1982 mengatakan
bahwa aksi 1,2 DMH melalui dua tahap yaitu tahap inisiasi dan promosi. Pada
tahap inisiasi terjadi metilasi DNA kolon yaitu pada posisi N dan O° dari
guanin. ® O° methylguanine (Oﬁ-MeG) dan N7 methylguanine yang sudah
rnengalami metilasi térsebut bersifat toksik, mutagenik dan karsinogenik. Dalam
keadaan tidak adanya DNA repair, O°-MeG akan menginduksi transisi GC—
AT . Transisi GC— AT dan adducts O°-MeG dapat menyebabkan mutasi
gen K-ras. Luceri et al {2000) meneliti perubahan DNA pada tikus yang
diinduksi AOM dan menemukan bahwa MSI yang terjadi amat terbatas sehingga

karsinogenesis kolon pada tikus mungkin disebabkan oleh mutasi spontan.
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Tetapi tumor yang diinduksi AOM memperlihatkal; genomic instability yang
terlihat pada pemeriksaan RAPD 2,

Bruce WR et al (2000) menyatakan bahwa terdapat dua mekanisme yang
diduga terjadi dalam karsinogenesis kolon yang berhubungan dengan inflamasi.
Pertama, defek pada barier epitelial (yang bisa disebabkan oleh bahan kimiawi

seperti karsinogen) menimbulkan iritast lokal ; iritasi akan menyebabkan respon

inflamasi dimana terjadi aktivasi enzim COX-2 dan terbentuknya prostaglandin

dari asam arakhidonat. Ini akan memicu sel radang, dimana sel radang akan

melepaskan radikal bebas, yang bersifat mutagenik dan mitogenik dan
mempromosi karsinogenesis kolon. Mekanisme kedua, defek barier epitelial
akan menimbulkan ketidakseimbangan elektrolit berupa efffux kalium dan influx
natrium dan kalsium. Gangguan elektrolit ini ‘menyebabkan terjadinya stress
oksidatif dan pembentukan radikal bebas. Radikal bebas sebaliknya juga akan

menginduksi COX-2 dan prostaglandin yang akan mempromosi karsinogenesis

43

Berbagai rstu.di telah dilakukan untuk mempelajari efek 1,2 DMH
terhadap karsinogenesis kolon. Corpet DE etal (2003) melakukan kajian 35
studi tentang topik diatas dan mengatakan bahwa rata-rata induksi dengan 1,2
DMH diberikan selama 8-14 minggu dengan dosis 15 mg/kg BB tikus*

Aberrant crypt jfoci (ACF), lesi preneoplastik putatif, suatu perubahan

morfologik awal,dapat ditemukan dua minggu sesudah induksi dengan
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karsinogen dosis tunggal seperti AOM s sedangkan-Papanikoloau et.al (2000)
meneliti pembentukan ACF pada strain tikus dengan kerentanan yang berbeda
terhadap induksi 10 mg/kg BB AOM dan menemu-k;m bahwa tumor terlihat
sejak minggu ke enam sesudah induksi pertama®®.

Wang. 0-S etal (1999) mengatakan bahwa pemberian berulang
karsinogen seperti 1,2 DMH pada hewan pengerat menyebabkan timbulnya
tumor yang mirip dengan karsinoma kolorektal sporadik pada manusia a

Rute pemberian tampaknya tidak mempunyai efek signifikan terhadap
organotropisme utama dari 1,2 DMH pada tikus, Pemberian 1,2 DMH secara
subkutan maupu.n oral secara selektif menginduksi adenokarsinoma pada kolon
dan rektum tetapi injeksi subkutan merupakan cara yang paling konsisten dan

dapat dipercaya untuk menginduksi kanker kolon pada hewan pengerat. »

Lain halnya dengan Working Group (1999) yang melaporkan apapun
rute pemberian, 1,2 DMH, bila diberikan dalam dosis yang sesuai, menyebabkan
timbulnya adenoma dan adenokarsinoma kolon dan pada usus halus (dalam

jumlah yang lebih sedikit) pada tikus dan mencit. Bila diberikan dalam air

minum dapat menimbulkan tumor vaskuler 2
The Cancer Jowrnal (1993) menyimpulkan bahwa pemberian berulang
1,2 DMH pada tikus akan terjadi kegagalan maturasi sel induk kripte kolon yang

menyebabkan peningkatan jumlah sel dan penumpukan sel pada bagian atas
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kripte“s. Melen-Mucha (2002) memberikan 1,2 DMH pada tikus Wistar jantan,
dan menemukan bahwa terjadi peningkatan proliferasi dan penurunar.l apoptosis
epitel kolon. # |

Kanker pada kolon yang diinduksi dengan 1,2 DMH pada mencit dan
tikus memperlihatkan stadium prekanker yang jelas. Rangkaian perubahan
patologik dapat diobservasi sebelum timbul karsinoma, dan jumlah serta jenis

epitel kolon yang berubah tergantung dosis dan lama pemberian’.

2.5. Peran Diet Tinggi Lemak dan Tinggi Protein pada Karsinogenesis
Kolon

Studi pada hewan coba memperlihatkan konsistensi yang jelas bahwa
diet tinggi lemak meningkatkan insiden kanker kolon. Pengaruhnya terutama
pada tahap promosi karsinogenesis, walaupun inisiasi dapat dipengaruhi pada
berbagai derajat .

Promosi kanker kolon oleh diet tinggi lemak disebabkan oleh
meningkatnya ekskresi asam empedu sekunder), yang mungkin dimediasi oleh
PKC dan/atau omithine decarboxylase . SBA bersifat sebagai promoter
tumor, yang akan menstimulasi aktivitas proliferasi epitel kolon melalui
percepatan pertukaran "membran fosfolipid. Percepatan ini kemudian
mengakibatkan dilepasnya DAG. Dala-m keadaan normal konversi membran

fosfolipid ini dilakukan oleh bakteri usus, tetapi meningkat pada diet tinggi
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lemak. DAG a:da-lah aktivator endogen PKC, ‘yang selanjutnya akan
meningkatkan proliferasi sel * >'. SBA juga mampu meningkatkan produksi
PG-E; dan ekspresi COX-2 . |

SBA dibentuk oleh mikroflora usus seperti Streptococcus bovis, yang
meningkat pada keadaan diet tinggi lemak. Selain berperan dalam pembentukan
SBA, mikroflora usus mampu memecah asam lemak peroksidabel menjadi
superoxide. Superoxide dengan dikatalisa Fe®* berubah menjadi hidroksi radikal

yang merusak DNA 33 Produksi superoxide dan radikal bebas lain

- menstimulasi mikroflora usus untuk mengeluarkan inflammatory cytokine dan

chemokine seperti TNF-¢, IL antara lain 1.-6, 1L-8. Radikal bebas dapat
merusak DNA sedangkan 11.-8 berperan dalam tahap progresi karsinogenesis
kolon dan memicu terlepasnya radikal superoksid dari netrofil 533
Inflammatory cytokine juga menimbulkan inflamasi kronik yang pada akhirnya
juga mengarah kepada karsinogenesis kolon .

Protein yang dicerna dalam tubuh meningkatkan kadar amin dan amida

yang berperan dalam pembentukan nitrosamide. Nitrosamide merupakan

karsinogen yang akan menimbulkan jejas pada sel kolon *'.
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2.6. Seledri (Apium Graveolens)
2.6.1. Morfologi dan Habitat

Seledri dikenal dengan nama ilmiah Apizm; graveolens, termasuk
keluarga Umbilliferae **. Seledri adalah tanaman biennial yang banyak ditanam
tetapi juga tumbuh liar di Amerika Utara dan Selatan, Eropa dan Affika.
Tanaman seledri berdiri tegak, dapat tumbuh sampai 2-3 kaki. Da.un seledri

berwarna hijau tua, licin, berbentuk baji, dengan pinggir bergerigi, terletak pada

- kedua sisi tangkai yang berseberangan. Bunga berwarmna abu-abu-putih, mekar

dari bulan Juli sampai November. Buahnya kecil, berisi biji berbentuk elips 2637,

Seledr yang dikenal sekarang berasal dari seledri liar yang banyak
ditemukan di Mediterania, dimana bijinya banyak dimanfaatkan sebagai obat "
2.6.2. Kandungan Tanaman Seledri

Komponen aktif seledri adalah carotenoid (lutein); phthalide terutama 3-
n-butylphthalide, ligustilide, sedanolide dan sedanenolide | coumarins,

bergapted ; isopimperatorin , iso pimpinellin ;| apiumoside dan celeroside,

Havonoids seperti dpiin dan apigenin ; fatty acids | jixed oil; volatile oil

(mengandung d-limonene, dengan a-selinene, santalol, a-dan b- eudesmol,
dihydrocarvone 10,1256
2.6.3. Pengaruh Lutein dalam Seledri terhadap Karsinogenesis Kolon

Lutein merupakan flavonoid karotenoid, antioksidan poten, yang banyak

terkandung dalam Apium graveolens. Kim JM (1988) menemukan bahwa lufein
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berperan sebagai senyawa kemopreventif terhadap kanker kolon pada tikus yang
terinduksi dengan 1,2 DMH. '

The US Departmeni of Agricuimre-Nutrf‘tioﬁ Coordinating C’en{re '
menyatakan bahwa intake /ufein berhubungan dengan turunnya risiko kanker
kolon. Sedangkan, karotenoid lain, seperti a-karoten dan SBkaroten, tidak
berhubungan sec.ara signifikan, karena lutein memiliki gugus hidrofilik dan
hidrofobik yang c.lapat terentang antara membran sel. Karotenoid yang lain tidak
memiliki gugus polar dan tetap tinggal secara utuh pada bagian dalam lapisan
lipid membran sel. 59

Gugus polar lutein yang berada di luar membran sel dapat mengikat
radikal bebas dengan efektif. Mekanisme kerja /utein dapat dijelaskan sebagai
berikut : ion superoxide sebagai radikal bebas dioksidasi oleh lutein menjadi
oksigen. Lutein juga dapat mengikat radikal bebas sehingga terbentuk senyawa
inaktif. "

Villalon B et al (2004) melaporkan bahwa lufein secara signifikan
menurunkan insiden dan jumilah tumor dibanding kelompok tikus jantan
Sprague-Dawley yang diberi DMH. Dengan analisis PCR-SSCP, kelompok
yang diberi lutein memperlihatkan mutasi K-ras yang berbeda dibanding dengan

kelompok yang diberi DMH maupun kelompok kontrol o,




Sumantran VN et al (2000) melaporkan bah@ ATRA dan lufein secara
selektif menginduksi apoptosis pada sel yang bertransformasi menuju keganasan
tapi tidak pada sel normai®,

Slattery ML et al (2000) ﬁmenel-iti hubungan konsumsi karotenoid dengan
kanker kolon dan menemukan bahwa konsumsi Jutein, salah satu karotenoid
predominan dalam plasma, secara signifikan mempelihatkan efek protektif pada
penderita kanker kolon yang terdiagnosis sebelum usia 67 tahun maupun pada
penderita yang perokok ® .Suatu penelitian tentang lutein juga menemukan
bahwa Jutein berhubungan dengan penurunan 17 % risiko kanker kolon. Orang-
orang dengan konsumsi makanan kaya lutein seperti bayam, brokoli, selada,
tomat, jeruk dan seledri mempunyai insiden kolon kanker yang lebih rendah. *

2.6.4. Pengaruh Apigenin dan Sedanolide dalam Seledri terhadap
Karsinogenesis Kolon

Apium graveolens mengandung bahan aktif sedanolide dan apigenin
yang mempunyai kemampuan untuk menghambat enzim COX-1 dan COX-2
pada pH 7. COX-2 berperan dalam sintesa PG-E; , suatu mediator inflamasi
endogen yang berfungsi meningkatkan proses inflamasi, antara lain dengan
dilatasi mikrovaskuler dan  meningkatkan permeabilitas terhadap plasma.
Proses inflamasi, bila berlangsun—g kronik, menyebabkan perubahan mukosa
kolon menuju ‘ displasia.® Kojima (2001) menyatakan bahwa PG-E;

mempengaruhi _reaksi antitumor sel limfosit sehingga menyebabkan




imunosupresi pada area tumor. Dengan demikian eksi)resi COX-2 yang berlebih
pada kolon mengakibatkan imunosupresi lokal. COX-2 juga menurunkan
indeks proliferasi limfosit. Hal ini diperkuat oleh Iswjii M (2002), yang
mengatakan bahwa PG-E; mempunyai efek yang berlawanan dengan
" antitumor”. COX-2 juga berperan dalam pengaturan pertumbuhan. COX-2
cenderung meningkatkan proliferasi sel epitel kripte kolpn dan menurunkan

apoptosis yang merupakan mekanisme proteksi terhadap karsinogenesis. 15, 1819,

60, 65

Van Dross R et. al (2003) melaporkan bahwa apigenin berperan sebagai
zat kemopreventif karena berbagai efeknya terhadap kultur sel karsinoma kolon
termasuk inhibisi transformasi dan angiogenesis, induksi penghentian siklus sel
dan stimulasi komunikasi celah hubungan interseluler .

Liang Y-C etal (1999) dalam studinya tentang penekanan COX oleh
apigenin dan flavonoid lain menyimpulkan bahwa apigenin dan Slavonoid lain
mampu menghambat aktivitas PKC ﬁé.

Di l‘ndonesia, seledri yang dipadukan dengan kumis kucing telah
dipatenkan menjadi obat antihipertensi. Apigenin yang terkandung dalam seledri
berfungsi sebagai kalsium antagonis 5,

2.6.5. Pengaruh Serat dalam Seledri terhadap Karsinogenesis Kolen
Seledri mengandung serat dalam jumlah yang cukup tinggi yaitu 1,7

g/100 g atau 3,5 g dalam satu tangkai besar **.
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Serat mampu meningkatkan besar feses, séhingga akan melarutkan
karsinogen dan memperpendek waktu transit, dengan'demikian kontak antara
karsinogen dengan lumen dan mukosa kolon akan lebih singkat e

Serat juga berikatan dengan asam empedu, jadi akan menurunkan
konsentrasi asam empedu dalam feses, akibatnya dekonyugasi dan konversi
asam lemak primer menjadi sekunder oleh enzim bakterial dapat dicegah. Serat
menurunkan pH feses, sehingga menurunkan solubilitas asam empedu bebas,
yang secara teoritis akan mengurangi aktivitas promoter tumor dari SBA *.

Fermentasi serat oleh mikroflora usus seperti prebiotik dan probiotik
akan membentuk SCFA, diantaranya butyrate. Butyrate mampu menghambat
enzim histone del;acetylase, yang dihasilkan dari hiperasetilasi histone. Enzim
histone deacetylase berperan dalam pengaturan gen SRC dimana ekspresi gen
ini akan menimbulkan proliferasi sel yang beriebihan pada kolon ', 69,70

Medina V et al melaporkan bahwa asam butirat yang merupakan produk
degradasi serat secara signifikan menurunkan jumlagh tumor dan insiden
keganasan dan karsiﬁoma kolon pada hewan coba yang diinduksi dengan 1,2

DMH".
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3.3 HIPOTESIS

1. Pemberian seledri pada tikus wistar yang diinduksi 1,2 DMH dapat menurunkan
aktivitas proliferasi sel, meningkatkan indeks apoptosis dan menghambat perubahan
histopatologis epitel mukosa kolon.

2. Pemberian seledri pada tikus wistar yang diinduksi 1, 2 DMH beserta diet tinggi
lemak dan protein dapat menurunkan aktivitas proliferasi sel, meningkatkan indeks
apoptosis dan menghambat perubahan histopatologis epitel mukosa kolon.

3. Terdapat perbedaan aktivitas proliferasi sel, indeks apoptosis dan perubahan
histopatologis epitel mukosa kolon pada tikus wistar yang diinduksi 1, 2 DMH dengan

jangka waktu berbeda.




BAB 4. METODOLOGI PENELITIAN

4.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental  dengan desain
Randomized Post Test Control Group yang dilakukan dengan Rancangan Acak

Lengkap. Randomisasi sedethana dilakukan dengan menggunakan komputer.

4,2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian berlangsung selama 18 minggu.

Pemeliharaan hewan coba dan induksi 1,2 DMH, pemberian seledri dan
diet tinggi lemak dan protein dilakukan"di Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Diponegoro, Semarang.

Pemeriksaan aktivitas proliferasi sel, indeks apoptosis (Al) dan
perubashan histopatologis epitel mukosa kolon dilakukan di Laboratorium

Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran UNDIP.

4.3. Jenis dan Besar Sampel

Populasi dan sampel penelitian ini adalah tikus Wistar jantan berusia 12
minggu dengan berat badan 180-200 gram.

Penentuan besar sampel dengan rumus Federrer, yaitu (t-1}n-1) > 15,

dimana t adalah kelompok perlakuan, dan n adalah jumlah sampel perkelompok




perlakuan. Tikus wistar dibagi dalam 5 kelompok, yaitu 1 kelompok kentrol, 1
kelompok kontrol perlakuan dan 3 kelompok perlakuan, sehingga didapat

jumlah sampel minimal perkelompok adalah 3 ekor tikus.

4.4, Kriteria Inklusi
Tikus Wistar jantan, dalam keadaan sehat, aktivitas dan tingkah laku

normal, berumur 12 minggu, dengan berat badan 180-200 gram.

4.5, Kriteria Eksklusi
Gerakan tikus tidak aktif mengalami diare selama penelitian yang
ditandai dengan feses yang tidak terbentuk, atau tikus mati dalam masa

penelitian.

4.6. Variabel Penelitian

4.6.1, Variabel Bebas

Variabel bebas dalam ﬁenelitian ini adalah pemberian 1,2 DMH
subkutan, seledri dan diet tinggi lemak dan tinggi protein.

4.6.2. Variabel Tergantung
Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah aktivitas proliferasi sel
(hitung AgNOR) , perubahan histopatologis epitel mukosa kolen dan

indeks apoptosis.
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4.7. Definisi Operasional
4.7.1. Variabel Bebas

Injeksi 1,2 DMH adalah pemberian 1,2 DMH dengan dosis 20 mg/kgBB
sekali seminggu secara subkutan.

Pemberian seledri dalam bentuk jus dan serat aari daun dan tangkai
seledrt deﬁgan dosis 12,096 gr/kgBB melalui sonde lambung (us) dan
dicampurkan dengan pakan (serat) setiap hari, Dosis didapat berdasarkan dosis
lazim manusia yang dikonversikan pada tikus, dan telah disesuaikan dengan
‘hasil penelitian pendahuluan.

Pemberian diet tinggi lemak dan protein dalam bentuk pakan siap pakai
yang berisi lemak 40 % dan protein 24 %.

4..2. Variabel Tergantung

Aktivitas proliferasi sel dinilai dengan menggunakan pewarnaan
AgNOR yaitu jumlah titik-titik AgNOR. dalam inti sel pada 100 sel tumor
dengan pembesaran 1000 x menggunakan minyak emersi, skala rasio.

Perubahan histopatologis mukosa kolon dilihat dari perubahan epitel
ketenjar mukosa kolon secara mikroskopik mulai dari normal, hiperplasia,
displasia dan karsinoma/adenokarsinoma, skala ordinal.

Indeks apoptosis adalah badan apoptotik per 100 sel tumor non apoptotik

dengan pembesaran 400 x, kemudian diambil rata-ratanya, skala rasio.
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4.8. Alat dan Bahan

4.8.1.Alat

4.8.1.1. Untuk pemeliharaan dan perlakuan adalah timbs;ngan, kandang hewan,
sonde lambung dan spuit dispossable. '
4.8.1.2. Untuk pemeriksaan sediaan histopatologi dan hitung AgNOR adalah
oven, mikrotom, kaca obyek dan kaca penutup.
4.8.2.Bahan
Hewan coba dalam penelitian ini adalah tikus jantan galur Wistar yang
berumur 12 minggu, bobot badan antara 180-200 gram, sehat; aktivitas dan
tingkah laku normal. Selama penelitian tikus tidak sakit daﬁ menga-lé&’ﬁi dlare
atau mati. Tikus diberi pakan standar AIN 93 M dan minum secara ad lbitum.
Bahan perlakuan adalah 1,2 DMH, diet tinggi lemak dan protein dan
seledrn.
Untuk prosesing jaringat berupa formalin bugfer 10 %, a;seton, xylol,
benzol, dan parafin cair. Untuk penéecatan HE berupa xylol, alkohol absolut,

hematoksilin, eosin, dan kanada balsam. Untuk pengecatan AgNOR diperlukan

gelatin, asam format dan perak nitrat.




4.9. Cara Kerja
4.9.1. Cara Perlakuan

Pemberian perlakuan dibagi atas dua kelompok waktu yaitu kelompok
pertama diberi perlakuan selama 12 minggu dan kelompok kedua yang diben
perlakuan selama 16 minggu. Pemberian injeksi 1,2 DMH, seledri dan diet
tinggi lemak dan protein dimulai pada saat ya:ng sama yaitu hari pertama minggu
pertama sesudah melewati masa adaptasi, tetapi frekuensinya berbeda yaitu 1,2
DMH diberikan sekali seminggu tiap hari pertama pada minggu tersebut
sedangkan seledri:dan diet tinggi lemak dan protein diberikan setiap hari.

1,2 DMH dalam bentuk bubuk terlebih dahulu ditimbang dan dilarutkan
dalam aquabidestilata. Injeksi 1,2 DMH dilakukan secara subkutan pada daerah
abdomen tikus. Dosis 1,2 DMH 20 mg/kgBB, sehingga rata-rata dosis adalah 4
mg per tikus. Injeks dilakukan pada setiap tikus dari kelompok 1-V.

Seledri segar dihaluskan secara manual (dengan tingkat kehalusan cukup
sampai ® 0,3-0,5 cm dan disaring dengan saringan teh (@ 1 mm), sehingga
akan menjadi larutaﬁ. Pada proses penghalusan seledii, akan keluar cairan dar
dalam seledri tersebut.  Larutan diberikan melalui sonde lambung dan

) ampas/serat yang tersisa .dari hasil penyaringan dicampur dengan pakan tikus,
sebanyak 12,096 gr'kgBB atau 2,4192 gr per tikus.

Diet tinggi lemak dan protein diberikan dalam bentuk bahan siap pakat,

sebagai pakan tikus, ad libitum.
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Bahan Perlakuan Kell Kelll Kellll KellV Kel V
1,2DMH X X X X X
(1x 1 minggu) '
Seledri (setiap hari) X ' X X
Diet Tinggi Lemak dan Protein X X

(setiap hari)

4.9.2. Cara Pemeriksaan

Teknik pemeriksaan aktivitas proliferasi sel, perubahan histopatologi
epitel mukosa kolen dan indeks apoptosis dengan cara 1) tikus didekapitasi ; 2)
diambil usus besar pada bagian yang mencurigakan atau bagian yang sudah
terbentuk tumor, setiap jaringan usus besar tikus diambil 2 poton g jaringan yang
masing-masing dibuat blok parafin, diperoleh 44 blok parafin ; 3) dilakukan
prosesing jaringan dan 4) pengecatan HE untuk indeks apoptosis dan perubahan
histopatologi mukosa lkolon dan AgNOR untuk aktivitas proliferasi sel (cara
prosesing dan pengecatan terlampir).

Pemeriksaan perubahan histopatologis epitel mukosa kolon dan hitung

* titik AgNOR dan indeks apoptosis dilakukan pada setiap blok parafin.

Aktivitas proliferasi sel kolon dinilai dengan menggunakan metode
AgNOR. Hitung AgNOR dilakukan sesuai metode Ploton dengan menghitung
jumlah AgNOR. interfase-p¢r sel pada 100 sel tumor dengan pembesaran 1000x
menggunakan minyak emersi, kemudian diambil rata-ratanya. Pada setiap
sediaan dilakukan penghitungan pada daerah yang paling anaplastik, hindari

bagian nekrotik dan sel yang bertumpuk. Kontro! internal reaksi dilakukan




34

dengan penghitungan AgNOR pada limfosit yang hanya memiliki satu bintik

AgNOR. Pengecatan AgNOR tampak sebagai titik coklat atau hitam dalam inti

sel epitel kelenjar ™™,

Perubahan  histopatologis mukosa kolon dilihat dari perubahan
histopatologis epitel mukosa kolon secara mikroskopik yaitu :

Tabel 1. Skoring Perubahan Histopatologik Epitel Mukosa Kolon

Skor Perubahan Histopatologis Sel Epitel Mukosa Kolon
0 Normal

1 Hiperplasia

2 Displasia ringan

3 Displasia sedang

4 Displasia berat

Hiperplasia epitel kelenjar adalah pertambahan jumlah sel epitel kelenjar
mukosa kolon, menjadi lebih dari satu lapis "

Polip adenomatosa atau adenoma adalah massa yang fumbuh menonjol
ke dalam lumen kolon, bertangkai atau sessile yang membentuk struktur
kelenjar atau berasal dari sel epitel kelenjar, yang disertai berbagai derajat atipla
sel 7, Displasia ringan ditandai dengan inti sel membesar, hiperkromatik
tetapi polaritas inti hanya sedikit menuran dan sedikit gambaran mitosis.
Displasia sedang berupa inti sel pleomorfik, mulai berlapis-lapis dan kelenjar
lebih padat yang d—itandai. dengan pola "back to back”, penurunan sekresi musin

dan mitosis lebih banyak. Displasia berat secara mikroskopik ditandai dengan
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inti lebih pleomorfik, bertumpuk-tumpuk, loss of pollariw tetapi belum ada
invasi melalui muskularis mukosa ke dalam submukosa ™.

Penghitungan skoring perubahan histopatologis dan morfologi sel epitel
mukosa kolon dilakukan pada satu preparat dari tiap blok parafin Tiap kolorlx
tikus dijadikan 2 blok parafin, masing-masing blok parafin dihitung sebagai satu
sampel sehingga didapat total sampel adalah 44 buah, setelah dikurangi tikus
yang mati sebelum berakhir masa perlakuan. Bila ditemukan. lebih dari 1 bentuk
perubahan (seperti hiperplasia dan displasia) pada satu preparat, skoring
diambil dari perubahan yang tertinggi.

Indeks apoptosis adalah badan apoptotik per 100 sel tumor non apoptotik
% Indeks apoptosis dihitung sesuai metode yang digunakan oleh Aihara M et al,
dimana badan apoptotik dihitung per 100 sel tumor dari area yang signifikan
dengan pembesaran 400 X, pada 10 lapangan pandang dari satu preparat tiap

blok parafin, kemudian diambil rata-ratanya ”,

Pewamaan HE memperl—ihatké.n badan apoptotik berupa sel bulat tunggal
dengan sitoplasma .padat, homogen, eosinofilik kuat yang mengandung
kondensasi kromatin berupa material basofilik kuat homogen, berbentuk bulat,

tunggal. Kadang kromatin yang memadat tersebut pecah menjadi beberapa

«bagian, bisa juga sitoplasma hilang dan tertinggal hanya sedikit fragmen

kromatin. Kadang badan apoptotik dipisahkan dari sel utuh sekitarnya melatui

halo yang jernih ™.




4.10. Gambar 2. Alur Kerja

25 ekor ﬁkué-;vistar

famtan usia 12 minggu

!

Adaptasi | minggu
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a. Kelompok I merupakan kelompok kontrol, diberi paké.n standar dan injeksi
1,2 DMH subkutan selama 12 minggu.
b. Kelompok H merupakan kelompok perlakuan diberi pa.kan standar, injeksi 1,2
DMH subkutan dan seledri selama 12 minggu. |
c. Kelompok 111 merupakan kelompok kontrol perlakuan, diberi pakan standar,
injeksi 1,2 DMH subkutan dan diet tinggi lemak dan tinggi protein.
d. Kelompok IV merupakan kelompok perlakuan, diberi pakan standar, injekst
1,2 DMH subkutan, diet tinggi lemak dan protein serta seledri selama 12
minggy.
£ Kelompok V merupakan kelompok perlakuan, diberi pakan standar, injeksi
1,2 DMH subkutan dan seledri selama 16 minggy.
g Kelompok 1 dibandingkan dengan kelompok 11 diharapkan dapat mencapai
tujuan khusus a.
h.Kelompok I dibandingkan dengan kelompok 1V diharapkan dapat mencapai
tujuan khusus b.
i Kelompok 1L dibaridingkén dengan kelompok V diharapkan dapat mencapai

tujuan khusus €.
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5, HASIL PENELITIAN

%.1. Gambaran Umum

Selama penelitian, sejak minggu pertama sami:ai minggu ke-empat
beberapa tikus mati yaitu satu ekor masing masing dari kelompok 1, IV dan V.
Dari .otopsi didapatkan tanda aspirasi pneumonia pada paru, perdarahan,
degenerasi sampai nékrosis pada hepar, ginjal dan traktus gastrointestinal.
Minggu ke-lima sampai selesai penelitian, tidak ada lagi tikus yang mati
dengan berat badan relatif stabil. Daerah abdomen di sekitar lokasi penyuntikan
1,2 DMH ditemukan ulkus pada beberapa tikus. Kelompok tikus wistar 16
minggu (kelo-ml;ak V) ditemukan satu ekor tikus dengan pembengkakan pada
daerah kulit abdomen dan satu ekor pada daerah leher, yang kemudian pecah
menbentuk ulkus. Setelah induksi selama tujuh minggu, sat ekor tikus dari
kelompok 1 (kontrol) diterminasi, secara makroskopik belum terlihat tumor
tetapi secara mikroskopik sudah didaéatkan adenoma tubulovilosa pada kolon.

Kolon tiap tiicus dipotong dan dijadikan dua blok parafin, tiap blok
parafin dihitung sebagai satu sampel sehingga total sampel adalah 44 buah.

Data dianalisis dengan SPSS 12.0 for Windows.
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5.2. Analisis Statistik

Pada akhir penelitian pada kelompok yang diinduksi selama 1.2 minggu
maupun 16 minggu, secara makroskopik belum tampak '.tumor kolon.

Hasil penelitian berupa perubahan histopatologis epitel mukosa kolon,
indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi sel (AgNOR) didiskripsikan dan

dimasukkan dalam Tabel 2 dan 3 serta dibuat grafik box-plot.
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Tabel 2 Skoring Perubahan Histopatologis Epitel Mukosa Kolon, Indeks

Apoptosis dan Hitung AgNOR

Kelompok  Perubahan Histopatologis  Indeks Apoptosis AgNOR
Epitel Mukosa
I IL I I 1 1
L
Tikus 1 2 3 1,6 18 0.98 1,26
Tikus 2 2 2 - 0,9 0,6 1,82 1,32
Tikus 3 3 3 0,4 0,7 105 1,73
Tikus 4 2 2 0,5 1,1 1,63 1,19
18
Tikus 1 2 2 10,3 2,0 0338 0,90
Tikus 2 2 2 12 2.5 095 0,98
Tikus 3 2 2 1.7 1.9 054 040
Tikus 4 1 2 23 23 1,03 1,06
Tikus § 2 2 2,1 2,1 134 1,01
m
Tikus 1 2 2 0,5 0,7 0,98 1,63
Tikus 2 2 4 0,3 1,3 1,35 1,96
Tikus 3 4 3 2,6 1,7 1,60 1,97
Tikus 4 3 2 0,6 19 0,68 1,44
Tikus § 3 2 1,1 1,0 1,45 1,29
v
Tikus 1 2 1 2,1 1,5 1,46 0,70
Tikus 2 2 1 13 29 039 098
Tikus 3 2 1 6,4 8.6 0,77 080
Tikus 4 2 2 2,3 2.7 1,32 1,48
v
Tikus 1 2 1 2,0 1,2 0,53 .0,87
Tikus 2 2 2 1,6 1,3 0,68 0,64
Tikus 3 1 1 1,0 1.2 0,95 0,82
Tikus 4 2 1 1,2 1,1 1,00 0,68
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Tabel 3, Nilai Mean dan Median Perubahan Histopatologis Mukosa Kolon,
, Indeks Apoptosis dan AgNOR pada tikus kelompok L, IL, ITL, IV dan V

Kelompok Perubahan Histopatologis Indeks AgNOR.
Epitel Mukosa Kolon Apoptosis
Kel. 1{n=8)
Mean . 238 0,95 1,37
Median 2,00 0,80 1,29
SD 0,52 0,52 0,32
Keldl (n=10)

Mean - , 1,90 2,84 0,90
Median 200 2,10 0,97
| SD 0,32 2,65 0,27

Kel.Ill (n=10)
Mean 2,70 1,19 1,44
Median 2,50 1,03 1,43
SD 0,82 0,70 0,40

Kel 1V (n=8)
Mean 1,63 3,48 0,99
Median 2,00 2,50 0,89
SD 0,52 2,61 0,40

Kel V-(n=8)
Mean 1,50 1,33 0,77
Median 1,50 1,20 0,75
SD ' 0,54 0,32 0,16

Skoring perubahan histopatologis (pertumbuhan epitelium dan displasia
sel)) mukosa kolon adalah skala ordinal sehingga uji statistik yang

* dipergunakan adalah non parametrik yaitu uji beda Mann-Whimey U 1est.
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Sedangkgn untuk indeks apoptosis dan hitung AgNdR yang berupa skala rasio
nermalitas data diuji terlebih dahulu dengan uji Kolmogorové‘mimov (p<0,05).
Temyata data indeks apoptosis dan aktivitas proliferasi sel (AgNOR)
berdistribusi tidak normal. Untuk uji beda kedua variable tersebut dipakai test
non parametrik untuk uji beda yaitu Mann Whitney U Test.

5.2.1. Perubahan Histopatologis Mukosa Kolon

Perubahan histopatologik secara mikroskopik ditemukan adenoma
dengan berbagai jenis histologik dan derajat displasia pada semua tikus dari
kelompok I dan 1. Pada kelompek 11, dan IV sebagian besar adalah berupa
hiperplasia epitel tetapi masih ditemukan adenoma yaitu pada 1 ekor tikus
kelompok 1, dan 2 tikus dari kelompok 1V. Tikus kelempok V' sama sekali
tidak terbentuk adenoma.,

Data Tabe! 2 menunjukkan bahwa pada kelompok kontrol (1) dan
kontrol perlakuan (1Y) , didapat perubahan histopatologik epitel mukosa berupa
displasia ringan, sedang dan berat. |

Kelompok H'dan IV yang selain diinduksi karsinogenesis kolon juga
diberi seledri, gambaran mikroskopik yang ditemukan adalah hiperplasia dan
displasia ringan.

Data Tabel 3 menunjukkan bahwa rerata skoring perubahan
histopatelogis mukosa kolon tikus wistar yang diberi injeksi 1,2 DMH s:c dan

diet tinggi lemak dan protein (kelompok 1) sebesar 2,70 £ 0,82 lebih tinggi




43

dibandingkan kelompok kontrol (kelompok 1). Sédangkan rerata skoring
perubahan histopatologis mukosa kolon tikus wistar yang diberi injeksi 1,2
DMH s.c dan seledri selama 16 minggu yaitu sebesar i,SO * 0,54 {Kelompok
V) lebih rendah dibanding kelompok 1l yang mendapat perlakuan yang sama

selama 12 minggu.

p =0,007*
. IR l
=0,067
359 |- il
p=0,032%
N 1
I}
£ 259
&
2
1.5
o R
4 1 1] 1 1
1 2 2 4 ]
Tikus
Keterangan :

™1 =uji beda kelompok I vs 11
1 = yji-beda kelompok I vs IV
™3 = uji beda kelompok Hvs V

Gambar 3. Perubahan Histopatologis Epitel Mukosa Kolon Tikus Wistar

Gambar ' 3 memperlihatkan median dari kelima kelompok yang
bervariasi. Median tertinggi diperlihatkan oleh kelompok 1l yaitu 2,50 , berarti

perubahan histopatologis yang ditemukan berkisar diatas dan dibawah skor
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tersebut. Hal yang sama ditemukan juga pada kelompok 1, dengan area box-plot
yang lebih besar di atas nilai tengah. Tetapi pada kelompok U dan IV, nilai
tengah sama dengan kelompok 1 yaitu 2,00, hanya skor perubahan epitel

berada sekitar atau dibawah median. Pada kelompok 11, ada nilai owutlier yaitu

sampel 15.

Pada gambar 3 juga terlihat hasil uji beda antar kelompok perlakuan.
Uji antar kelompok perlakuan terhadap skoring perubahan histopatologis
mukosa kolon tikus wistar yang berbeda bermakna didapatkan pada
pembandingan antara kelompok 1 dengan kelompok 1l (p= 0,032) dan antara
kelompok 111 dengan 1V (p= 0,007).. Berdasarkan uji tersebut didapatkan
perbedaan yang tidak bermakna pada pembandingan antara kelompok 1L

dengan V (p=0,067).

5.2.2.Indeks Apoptosis

Tabel 4 menunjukkan bahwa rerata indeks apoptosis kelompok 1V yang
diberi injeksi 1,2 DMH s.c + diet tinggi lemak dan protein + seledri (3,48 &
2,61) adalah yang tertinggi dibanding kelompok lainnya. Sebaliknya rerata
indeks apoptosis kelompok kontrol sebesar 0,95 * 0,52 adalah yang paling
rendah diantara lima kelompok tersebut. Rerata indeks apoptosis kelompok 11,

IV dan V (mendapat seledri) lebih rendah dibanding kelompok I dan I (tidak

__mendapat seledri).
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=1 =uji beda kelompok 1 vs 11
1 =uji beda kelompok I vs IV
1 = uji beda kelompok 1l vs V

Gambar 4. Indeks Apoptosis

Pada gambar 4 terlihat bahwa variasi median kelima kelompok tidak
terlalu jauh berbeda walaupun median indeks apoptosis kelompok 1V adalah
yang paling tinggi dibanding 4 kelompok lainnya. Median indeks apoptosis
kelompok 11IV' dan V. yang semuanya diberi seledr selain diinduksi
karsinogenesis kolon, lebih tinggi dibanding kelompok I dan II. Data outlier

ditemukan pada kelompok 11 (sampel 9 dan 11) dan V (sampel 37).
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Perbedaan yang signifikan didapatkan pada t.lji beda indeks apoptosis
antara kelompok perlakuan I dengan 11 (p=0,001), kelorppok 111 dengan 1V (p =
0,005) dan kelompok 1 dengan V {p=0,003).

5.2.3. Aktivitas Proliferasi Sel (AgNOR)

Dari Tabel 3 terlihat bahwa rerata hitung AgNOR kelompok I yang
diberi injeksi 1,2 DMH s.c + diet tinggi lemak dan protein (1,44 * 0,40} adalah
yang tertinggi dibanding kelompok lainnya, sebaliknya rerata hitung AgNOR
kelompok V sebesar 0,77 £+ 0,16 adalah yang paling rendah. Rerata hitung
AgNOR kelompok U, 1V dan V (mendapat seledri) lebih rendah dibanding

kelompok I dan 1II (tidak mendapat seledri).
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1 = uji beda kelompok I vs 11
I =uyji beda kelompok 11 vs 1V
T 1 =uji beda kelompok Il vs V

Gambar 5. Aktivitas proliferasi sel (hitung AgNOR) tikus wistar

Grafik box-plot hitung AgNOR dari kelima kelompok perlakuan
memperlihatkan -variasi yang nyata.. Pada gambar 5 terlihat bahwa median
hitung AgNOR kelozhpok 111 adalah yang paling tinggi dibanding 4 kelompok
lainnya dengan median terendah ditemukan pada kelompok V. Nilai tengah
hitung AgNOR kelompok 11V dan V yang semuanya diberi seledri selain
diinduksi karsinogenesis kolon, lebih rendah dibanding kelompok i dan 1M.
Masih ditemukan data outlier pada kelompok I (sampel 13,14 dan 17} dan

sampel 25 dari kelompok 1.
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Uji beda antar kelompok perlakuan terhadap hitung AgNOR antara
kelompok I dengan kelompok 1I (p= 0,007) berbeda bermakna . Sedangkan uji
beda yang berbeda tetapi tidak bermakna didapatkan pada pembandingan

kelompok 111 dengan 1V (p=0,068,) dan kelompok Il dengan V {(p=0,100}.
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BAB 6.PEMBAHASAN

Satu ekcl)r tikus dari kelompok 1, 1V dan V mati pada minggu pertama
sampai ke-empat. Dari otopsi ditemukan tanda-tanda aspirasi pneumonia
(paru), perdarahan, degenerasi sampai nekrosis pada hepar, ginjal dan traktus
gastrointestinal. Pada salah satu ekor tikus yang mati juga terbentuk semacam
ulkus dekat daerah penyuntikan 1,2 DMH (abdomen). Pemeriksaan
histopatologik dari daerah ulkus tersebut ditemukan nekrosis luas. Hir Y et al
menemukan bahwa maksimuﬁ respon akut -apoptotik terjadi dalam delapan
jam setelah injeksi tunggal AOM dengan dosis 10 mg/kgBB *°. 1,2 DMH
adalah bahan kimia yang bersifat sangat korosif dan dapat merusak kulit dan
mata. Menghirup 1,2 DMH dapat meinitasi hidung, tenggorokan dan paru
menyebabkan batuk dan sesak napas. 1,2 DMH juga menimbulkan gangguan

pada hepar setelah paparan dalam waktu lama®.

6.1, Pengaruh Pemberian Seledri terhadap Sel Mukosa Kolon Tikus
Wistar

Kemopreventif berpotensi untuk menjadi komponen utama kontrol
kanker kolorektal Walaupun masyarakat ilmiah telah mengetahui kontribusi
potensial kemopreventif “untuk pencegahan dan kontrol kanker kolorektal,
pendekatan optimal untuk preventif kanker ini adalah kombinasi antara

manipulasi nutrisi dan pemberian bahan kemopreventif .
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Seledri atau Apium graveolens telah lama diken;a.l di-daerah I\rlediteran-ia,
dimana bijinya banyak dimanfaatkan sebagai obat ® . Kandungan senyawa
dalam seledri antara lain {utein, phthalid (3-n-butyl-phthalide=3-n-B,
sedanolide), flavonoid (apigenin} dan furanocoumarins ‘(psoralen, bergapten,
angelicin)’™* .

Penelitian terdahulu baik epidemiologik maupun laboratorik telah
membuktikan peran senyawa aktif dalam seledri tersebut terhadap pencegahan
berbagai jenis kanker, termasuk kanker kolorektal.

6.1.1. Perubahan Histopatologis Mukosa Kolon

Pada penelitian ini dapat ditunjukkan bahwa perubahan histopatologis
epitel mukosa kolon tikus wistar yang diberi seledri dilihat secara mikroskopik
sebagian besar belum terbentuk adenoma dengan beberapa pengecualian pada
1-2 tikus dari kelompok 11 dan IV sedangkan berdasarkan skoring yang telah
ditetapkan, adalah berupa hiperplasia dan displasia ringan. Rerata skoring
perubahan histopatologis epitel -frmkosa kolen memperlihatkan bahwa
kelompok 11, 1V’ danl V lebih rendah dibanding kelompok 1 dan I yang tidak
diberi seledri.

Hasil yang ditemukan sesuai dengan yang diharapkan dimana dapat
ditunjukkan bahwa seledri mampu menghambat perkembangan  lesi
karsinogenesis kolon. Analisis komparatif dengan Mann-Whitney U Test

membuktikan bahwa perbedaan skoring perubahan histopatologis antara

TR IO

,-—-"""—'M
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kelompok I vs 11 dan Ul vs 1V adalah signifikan, terbtllkti bahwa seledri bukan
saja mampu menghambat karsinogenesis i{olon pada tikus yang diinduksi
dengan 1,2 DMH, tetapi juga 1,2 DMH yang disertai diet tinggi lemak dan
protein.

Lutein adalah senyawa karotenoid, antioksidan, yang paling banyak
mendapat perhatian karena mampu mengatur pertumbuhan sel, modulasi
ekspresi gen dan peningkatan respon imun.Asupan futein berhubungan dengan
turunnya risiko kanker kolon. Induksi kanker kolon dengan pemberian injeksi
20 mg/kgBB DMH s.c 2x/minggu selama 3 minggu kemudian dibeni lutein
0,05% dalam air minum (minggu 5-12), ternyata secara signifikan menurunkan
jumlah kripte kolon tikus dibanding kelompok kontrol yang tidak diberi futein
“79. Lutein secara signifikan menurunkan insiden dan rerata jumiah tumor pada
kolon tikus yang diinduksi karsinogenesis kolon dengan 1,2 DMH yaitu
melalui perubahan pola mutasi K-ras dan B-catenin yang dapat dilihat dari
analisis DNA (PCR) *. Studi oleh Slattery M et al (2000) memakai sampel
penderita kanker kolo.rektal dan yang tidak, yaitu dengan menanyakan makanan
yang dikonsumsi sejak dua tahun sebelum penyakitnya didiagnosis. Nutrient
yang terkandung dalam. makanan tersebut kemudian dikalkulasi dengan
database. Temyata dari semua karotenoid yang diteliti, hanya lutein dan
zeaxanthin yang memperlihatkan efek protektif terhadap kanker kolon. Efek

antioksidan Jutein dan zeaxanthin berhubungan dengan kemampuannya untuk
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menangkap radikal bebas pada membran sel kolon yang rentan terhadap
karsinogen *. |
Apigenin dalam Apium graveolens berfungsi sebagai kalsium antagonis
sehingga dapat menghambat kontraksi aorta tikus ys;mg disebabkan -oleh
konsentrasi kalsium yang berlebihan dan menurunkan tekanan darah ™
Apigenin mempunyai efek vasodilator, anti allergenic, anti inflammmatory ,
anti viral dan preventif terhadap kanker M Efek kemopreventif apigenin telah
dibuktikan secara in vitro maupun in vivo, salah satunya pada kultur sel dimana
apigenin mampu menghambat transformasi dan angiogenesis, induksi siklus sel
yang terhenti dan stimulasi gap junctional komunikasi interseluter .
Kandungan serat dalam seledri cukup tinggi yaitu 1,7 gram dalam 100
gram seledri mentah %2 Diet kaya serat-telah lama dihipotesiskan bersifat
protektif terhadap kanker Kolon. Salah satu mekanismenya yaitu serat dapat
melarutkan asam empedu fecal, yang -bt?rsifat sebagai rpromote.r tumor, Serat
juga mempunyai efek ditusi sterol feces, sterol feces diduga dapat
meningkatkan Karsinogenisitas AOM "**. Penelitian lain menyatakan bahwa
serat yang berasal dari batang/tangkai tumbuhan, yang mengandung senyawa
polymeric phenolic seperti lignin dan suben"n, bila didegradasi akan
mengeluarkan asam ferulic dan asam hidroksinnamik lainnya. Asam ini
mempunyai potensi antioksidan, ant-imﬁtageni%c dan efek antikanker lainnya

seperti modulasi ekspresi gen dan respon imun M
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Masing-masing senyawa dalam seledri tersebuf mempunyai jalur yang
berbeda tetapi secara sendiri-sendiri atau bersama—sgma mempunyai efek
'-i)reventif terhadap kanker kolorektal.

6.1.2. Indeks Apoptosis

Pada keadaan transformasi keganasan, sel yang ﬁlengalami perubahan
tersebut tidak dapat lagi disingkirkan dengan mekanisme apoptos-i-s, oleh karena
timbulnya mutasi gen pengatur apoptosis. Dalam keadaan demikian, terjadi
resistensi apoptosis. Hal ini menjadi ‘salah sata mekanisme kerja zat
kemopreventif yaitu melalui peningkatan apoptosis.

Rerata indeks apoptosis kelompok yang diberi seledri’ (1L1V dan V)
lebih tinggi dibanding kelompok kentro! dan kentrol perlakuan. Uji beda yang
signifikan ditemukan pada pembandingan antara kelompok 1 dan U serta Il
dengan IV. Hasil ini membuktikan bahwa seledri dapat meningkatkan
apoptosis pada sel epitel kolon yang diinduksi karsinogenesis dengan 1,2 DMH
atau disertai diet tinggi lemak dan pro.tein.

Belum ditemukan literatur yang menelaah melalui mekanisme apa

senyawa aktif dalam seledri mampu meningkatkan apoptosis. Sumantran VN

et al (2000) melaporkan bahwa ATRA dan Jutein secara selektif menginduksi
apoptosis pada sel yang bertransformasi menuju keganasan tapi tidak pada sel
nomal? Brown WA et al (2001) mengatakan bahwa COX inhibitor

menghambat karsinogenesis kolon pada hewan coba yang diinjeksi 1,2 DMH
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melalui induksi apoptosis dan inhibisi proliferasi sel. e Kandungan serat dalam
‘seledri dapat mengurangi pembentukan SBA. SBA sglain sebagai pronioter
tumeor, dapat meni-mbu—lkar; transformasi keganasan dengan meningkatkan
inflamasi ®.

Ada beberapa data ekstrim dari indeks apoptosis. Tikus 1 kelompok I,
Al adalah 10,3 , demikian juga tikus 3 kelompok IV, Al adalah 6,4 dan 8.6,
jauh diatas rata-rata untuk kelompok tersebut. Belum diketahui penyebab
peningkatan Al tersebut, disarankan penelitian yang lebih mendalam dengan
metoda yang lebih sensitif.

6.1.3. Aktivitas Proliferasi Sel (AgNOR)

Pada awal progresifitas sel normal menjadi sel kanker, resistensi
apoptosis selalu diikuti dengan peningkatan proliferasi sel B Melen-Mucha
(2002) memberikan 1,2 DMH pada tikus Wistar jantan, dan menemukan bahwa

.terjadi peningkatan proliferasi dan penurunan apdptosis epitel kolon. bt

Pada penelitian ini terjadi peningkatan proliferasi sel pada kelompok 1
dan HI yang di-induké-i karsinogenesis kolon, Sebaliknya rerata hitung AgNOR
pada kelompok yang diberi seledri lebih rendah dibanding kelompok yang
tidak diberi seledri, menunjukkan aktivitas proliferasi sel pada kelompok yang
diberi seledri berkurang walau sama-sama diinduksi karsinogenesis kolon. Uji
beda yang signifikan didapatkan pada pembandingan kelompok 1 dengan H,

membuktikan bahwa seledri dapat menurunkan aktivitas proeliferasi sel pada
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tikus yang -diinduksi dengan 1,2 DMH. Tetapi uji be;da yang bermakna tidak
ditemukan pada pembandingan kelompok II dengan v, walaupun hasilnya
hampir mendekati yaitu p = 0,068, Dari hasil tersebut disimpulkan bahwa hal
ini disebabkan jumlah sampel yang masih tertalu kecil.

COX inhibitor dapat menghambat aktivitas Katalitik enzim COX dan
sintesis prostaglandin. Dengan demikian COX inhibitor mampu menghambat
transformasi sel, inhibisi proliferasi sel, angiogenesis dan inisiasi apoptosis ",

Apigenin, juga berfungsi sebagai COX-inhibitor. LiangY-C et al (1999)
melaporkan bahwa apigenin secara. signifikan menghambat PG-E2,
menurankan COX-2 dan ekspresi iNOS. Selama infeksi dan inflamasi,
tingginya produksi NO dapat menyebabkan kerusakan DNA sebagaimana
mutasi in vivo® .

Fermentasi serat oleh mikroflora usus akan membentuk butyrate.
Butyrate mampu menghambat proliferasi se! dan menginduksi apoptosis. COX~
inhibitor seperti NSAIDs juga dapat meningkatkan efek butyrate dengan down-

regulating ekspresi COX-2 M,

6.2. Pengaruh Lama Pemberian Seledri
Berbagai sumber baik melalui perpustakaan dan mternet telah ditelusuri
tetapi sampai saat ini belum ditemukan studi yang meneliti efek lama

pemberian seledri terhadap karsinogenesis kolon.
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Seperti dapat dilihat pada tabel 2 dan 3, kelompok V yang diberi injeksi
1,2 DMH s.c dan seledri selama 16 minggu, perubahan histopatologis épite-l

mukosa kolen yang ditemukan adalah hiperplasia dan displasia ringan dengan

_rerata 1,50+0,54 yang merupakan rerata perubahan’ histopatologis yang

terendah dibanding 4 kelompok lainnya, Rerata Al kelompok V adalah
1,3340,32 (dibanding 2 kelompok lain yang diberi seledri adalah yang
terendah). Aktivitas proliferasi sel yang terlihat dari jumlah titik AgNOR dalam
inti sel adalah yang terendah yaitu 0,77+0,16. Grafik box-plot perabahan
histopatologis (Gambar 3) menunjukkan bahwa median kelompok V adalah
yang paling rendah. Hal serupa tampak pada grafik box-plot gambar 6 dimana
median hitang AgNOR kelompok V adalah yang paling rendah.

Dari hésil-hasil tersebut diatas dapat dinyatakan bahwa seledri mampu
menghambat karsinogenesis kolon dengan waktu pemberian yang lebih lama
tetapi belum dapat diketahui éfek pémber—ian seledri pada karsinogenesis kolon
yang sudah mencapai 'tahap adeneka—t.'sinoma karena sampai akhir periakuan 16
minggu, belum ditexﬁukan keganasan kolon pada sampel yang ada. Menurut
Corpet DE et a—ll-(2002), adenoma dan adenokarsinoma membutuhkan waktu 5-
8 bulan untuk terbentuk pada hewan coba yang diinduksi dengan karsinogen

kimiawi *,
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Uji beda perubahan histopatologis dan aktivitas -ﬁroliferasi sel antara
kelompok 11 dengan V- tidak bermakna. Perbedaan yang signifikan didapaﬁ(an
pada uji beda indeks apoptosis antara kelompok 1 dan V.

Dapat disimpulkan bahwa efek protektif selédri terhadap inhibisi
perkembangan karsinogenesis kolon melalui injeksi 1,2 DMH dengan waktu
pemberian yang berbeda, dilihat dari perubahan histopatologis yang muncul
maupun aktivitas proliferasi sel masih‘ belum dapat dibuktikan. Sedangkan
pengaruh seledri terhadap .indeks apoptosis dengan lama pemberian yang
berbeda telah dapat dibuktikan, berarti sel yang mengalami apoptosis akan
lebih banyak bila pemberian seledri juga diperpanjang. |

6.3. Keterbatasa-n dalam Penelitian

Penelitian ini mempunyai beberapa kelemahan yaitu :

a. Waktu induksi karsinogenesis kolon dan pemberian seledri kurang lama
sehingga tidak dapat dilihat efek seledri terhadap perubahan morfologik
kolon yang lebih lanjut (adenokarsinoma).

b. Khusus untuk indeks apoptosis, pengecatan HE bukanlah pengecatan
spesifik untuk badan apoptotik sehingga hasil penghitungannya masih
ada kemungkinan terjadi kekeliruan.

¢. Objektifitas penelitian belum sepenuhnya diterapkan.
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1. Kesimpulan

Beberapa llcesimpulan yang dapat difarik dari penélitian ini adalah ;
7.1.1. Seledri mampu menghambat perubahan histopatologis  dari
karsinogenesis kolon yang diinduksi dengan 1,2 DMH.
7.1.2. Seledr mampu meningkatkan indeks apoptosis dari karsinogenesis kolon
yang diinduksi dengan 1,2 DMH.
7.1.3. Seledri mampu menghambat aktivitas proliferasi sel dari karsinogenesis
kolon yang diinduksi dengan 1,2 DMH.
7.1.4. Seledri secara signifikan dapat menghambat perubahan histopatologis
dan indeks apoptosis pada kolon yang diinduksi karsinogenesis dengan 1,2
DMH dan diet tinggi lemak dan protein.
‘“7 1.5. Seledri secara signifikan terbukti mampu meningkatkan indeks apoptosis
pada kolon tikus yang diinduksi dengan 1,2 DMH dalam waktu yang lebih
lama. |
7.1.6. Belum dapat dibuktikan efek seledri terhadap perubahan histopatologis
dan aktivitas proliferasi sel kolon yang diinduksi 1,2 DMH dalam jangka waktu

yang lebih lama.
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7.2. Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan jumlah sampel yang lebih

besar dan memperpanjang masa induksi karsinogenesis kolon (5-8 bulan)

sehingga didapatkan perubahan morfologik sel mukosa kolon yang lebih lanjut,
untuk lebih mengetahui pengaruh seledri terhadap tumor tipe tersebut. Perlu
juga penelitian lebih mendalam dengan variasi dosis dan penilaian toksisitas
seledri.

Perlu pula dilakukan penelitian lanjutan untuk melihat dan
membandingkan efek masing-masing senyawa aktif dalam seledri serta dosis
yang efektif dalam menghambat karsinogenesis kolon, misainya dengan
mengekstraksi apigenin dan meneliti secara lebih mendalam fungsi COX
inhibitor dari apigenin dan membandingkan dengan obat COX’ inhibitor yang
sudah beredar di pasaran. Penelitian lanjutan disarankan juga untuk
membandingkan efek seny;clwa aktif seledri dengan serat murni untuk lebih

memahami peran senyawa aktif seledri terhadap karsinogenesis kolon.
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