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PENDAHULUAN

Serat atau fiber merupakan bahan alami dari tumbuhan yang banyak dijumpai
hampir pada semua bahan makanan di sekitar kita. Konsumsi serat telah terbukti
memiliki efek protektif terhadap berbagai penyakit seperti kanker usus, penyakit
jantung koroner, diabetes, dan obesitas. Potensi serat dalam melindungi usus dan
menjaga kadar lipid dalam darah menunjukkan langkah preventif terhadap berbagai
ancaman penyakit metabolik dan degeneratif. Efek protektif dan preventif serat
ternyata juga sangat bermanfaat untuk melindungi saluran cerna dari proses
keganasan. Berbagai penelitian menunjukkan bahwa mekanisme ini tidak hanya
melibatkan proses dalam saluran cerna saja tetapi diduga juga melibatkan reaksi
sistem imunitas tubuh.'

Kanker kolon adalah salah satu jenis kanker yang paling sering menimbulkan
kematian ketiga di dunia. Insidensi kanker tersebut hampir sama pada pria dan wanita
sampai usia lima puluh tahun.? Diet telah diketahui sebagai faktor risiko yang paling
penting dalam menimbulkan kanker saluran cerna.” Kebiasaan mengkonsumsi
makanan yang tinggi kadar lemak, tinggi protein dan rendah kandungan seratnya
ternyata berperan dalam induksi kanker kolon.* Data epidemiologi menunjukkan
terdapat hubungan terbalik antara tingginya konsumsi serat dan angka kejadian kanker
kolon.’

Proses terjadinya kanker kolon melibatkan interaksi genetik dan pengaruh
lingkungan. Lingkungan menunjukkan pengaruh yang lebih dominan bila
dibandingkan faktor genetik dalam hal induksi kanker.® Faktor diet diketahui sebagai
modulator kanker pada manusia yang paling penting, terutama kanker di saluran
pencernaan. Konsumsi lemak dan serat telah menjadi komponen utama yang

berkaitan dengan meningkat atau berkurangnya risiko kanker. Orang yang suka



mengkonsumsi diet tinggi lemak dan sedikit serat terbukti memiliki insiden kanker

7

saluran pencernaan yang tinggi.’ Proses terjadi kanker ditandai terutama oleh

pertumbuhan jaringan yang berlebihan karena adanya gen-gen yang abnormal, proses
ini berjalan bertahap dan penyebabnya multifaktorial.®®

Potensi serat sebagai agen preventif kanker saluran cerna yang telah lama
banyak diteliti. Selulosa sebagai salah satu serat polisakarida bagian dari dinding sel
tanaman terutama ditemukan pada buah-buahan, sayur-sayuran, sereal dan padi-
padian.'”'> Konsumsi selulosa sering dikaitkan dengan rendahnya prevalensi kanker
kolon."” Berbagai penelitian menunjukkan bahwa efek preventif selulosa terhadap
karsinogenesis lebih besar bila dibandingkan dengan efek kuratifnya.' Selulosa
digolongkan sebagai serat yang tidak larut dalam air, sehingga bila dikonsumsi
manusia tidak akan tercerna dengan baik. Di dalam usus besar, serat ini akan
difermentasi oleh bakteri anaerob menghasilkan asam lemak rantai pendek seperti
asam butirat, asam asetat, dan asam propionat.'

Selulosa dapat mencegah terjadinya kanker kolon melalui berbagai macam
cara. Konsumsi selulosa terbukti memperhalus jalannya bolus di saluran cerna. Selain
itu, mekanisme selulosa sebagai antikanker juga disebabkan oleh peranannya dalam
memperpendek waktu transit bolus di kolon dan meningkatkan pembentukan feses,
sehingga akan menurunkan waktu kontak bahan karsinogen dengan mukosa kolon.'®

Masuknya bahan karsinogen ke dalam tubuh, dapat mempengaruhi sistem
imunitas hospes.” Bahan-bahan tersebut dikenal sebagai benda asing oleh tubuh
(antigen) dan dapat menimbulkan jejas pada organ-organ terkait. Reaksi yang paling
sering muncul dari organ yang terkena jejas adalah respon inflamasi. Bila terjadi
respon inflamasi, terjadi peningkatan proliferasi sel-sel imunitas yang diperantarai

oleh mediator-mediator tertentu, selain itu meningkat pula aliran darah ke organ



tersebut sehingga dapat menimbulkan perbesaran ukuran dari organ yang terkena
jejas. Secara klinis, reaksi inflamasi dapat berupa hipertrofi dan hiperplasia dari sel-
sel imunitas yang pada akhirnya bermanifestasi pada ukuran makroskopisnya. "’

Sejauh ini belum diketahui efek konsumsi serat terhadap proses inflamasi yang
dialami oleh organ tertentu. Peneliti menduga bahwa serat mempunyai daya
menghambat reaksi inflamasi, sehingga dengan mengkonsumsi serat dapat
memperbaiki kondisi organ yang mengalami reaksi inflamasi. Pada penelitian induksi
kanker kolon ini, efek inflamasi pada sistem imunitas yang terkena jejas dapat dilihat
dari organ-organ limfoid penghasil sistem kekebalan seperti limpa. Limpa sebagai
organ limfoid sekunder terbesar mengandung bermacam-macam sel-sel imunitas.
Peningkatan jumlah sel-sel tersebut tercermin dari perubahan struktur limpa itu
sendiri, baik secara makroskopis (berat dan volume) atau mikroskopisnya.

Banyak eksperimen-eksperimen klinik telah dilakukan untuk membuktikan
potensi serat sebagai antikanker, namun hasilnya masih jauh dari yang diharapkan.
Penelitian ini merupakan pengembangan dari penelitian sebelumnya yang menyelidiki
potensi serat dalam mencegah kanker kolon. Efek yang ingin dilihat adalah tentang
respon limpa terhadap jejas karsinogen dan pengaruh pemberian diet selulosa
terhadap proses tersebut. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan gambaran
tentang efek; induksi karsinogen, induksi karsinogenesis plus diet selulosa, terhadap
gambaran histopatologik limpa yang meliputi rerata diameter pulpa putih, centrum
germinativum, dan jarak zona marginalis serta jumlah sel limfosit, sel plasma, dan
makrofag.

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberi informasi tentang efek

pemberian bahan karsinogenik terhadap limpa, potensi serat selulosa sebagai agent



kemopreventif kanker kolon dan peranan diet selulosa terhadap respon imun limpa
yang timbul pada proses karsinogenesis kolon.
METODE PENELITIAN

Penelitian observasional laboratorik ini dilaksanakan di Laboratorium Patologi
Anatomi dan Biokimia Fakultas Kedokteran Undip selama 9 minggu.. Populasi yang
diteliti adalah lima belas ekor tikus wistar jantan yang berusia antara 12 — 18 minggu
dengan berat 180 — 200 gram, sehat, tingkah laku normal, tidak sakit ataupun mati
selama penelitian. Induksi karsinogenesis diperankan oleh 7,2 DMH, dengan dosis
subkutan 20mg/tikus seminggu sekali ( Duckrey, 1967 ) ditambah dengan pemberian
diet tinggi lemak dan protein secara ad libitum tiap hari dimulai dari awal minggu
kelima hingga akhir minggu ke delapan pada kelompok ketiga.

Tikus diaklimatisasi selama 1 minggu dengan diberi pakan standar dan
minum ad libitum lalu dipilih secara acak dan dibagi dalam 3 kelompok. Kelompok
pertama adalah 5 ekor tikus Wistar yang tidak diberi perlakuan apa-apa, hanya diberi
pakan standar ( kelompok normal ), kelompok kedua 5 ekor tikus Wistar yang
diinduksi karsinogenesis dan yang ketiga adalah 5 ekor tikus Wistar yang diberi diet
selulosa 3,15 gr/KgBB yang dilarutkan dalam akuades hingga 3cc, lalu disonde
peroral selama 8 minggu , sesuai teknik konversi dosis menurut Laurence Bacharach
(1964) dan diinduksi karsinogenesis kolon mulai awal minggu kelima hingga akhir
minggu kedelapan. Pada akhir minggu kesembilan seluruh tikus diterminasi lalu
diambil organ limpanya.’ Tiap-tiap tikus dibuat satu preparat dari tiap blok parafin ,
lalu dari masing-masing preparat dilihat 3 folikel. Tiap folikel dideskripsikan
gambaran histopatologisnya.

Pengukuran limpa dilakukan secara makroskopis yaitu mengukur volume

dengan tabung volume dan berat masing-masing limpa dengan timbangan elektronik,



mikroskopis dengan menganalisa gambaran histopatologiknya. Gambaran
histopatologik yang dimaksud adalah mengukur diameter rerata pulpa putih, centrum
geminativum, dan zona marginalis dengan menggunakan mikrometer pada perbesaran
mikroskop 10 kali, dan menghitung jumlah sel limfosit, sel plasma dan makrofag
dengan bilik hitung 5x5 kotak dengan perbesaran 40 kali pada lapangan pandang
yang susunan sel-selnya longgar dan dihitung pada 4 kotak dipojok dan 1 kotak
ditengah dibawah bimbingan ahli Patologi Anatomi.

Data yang telah terkumpul dianalisa dengan program komputer SPSS 12.0 for
Windows. Tiap variable dianalisa secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk tabel

dan grafik menurut kelompok perlakuannya.

HASIL PENELITIAN

Selama berlangsung penelitian terdapat dua ekor tikus yang diekslusikan
karena mati pada minggu ke 5 percobaan oleh karena suatu infeksi, namun diganti
dengan sampel cadangan, sehingga jumlah tikus tetap memenuhi syarat yang
ditetapkan.

Data makroskopis yang diukur adalah berat dan volume limpa Wistar pada
kelompok normal, induksi dan kelompok yang diberi diet selulosa. Pada tabel 1
menjelaskan data makroskopis yang berupa rerata berat dan volume limpa Wistar

pada ketiga kelompok.



Tabel 1. Mean & standar deviasi variabel pengukuran data makroskopis limpa

pada ketiga kelompok
Kelompok Variabel Mean £+ SD Maksimum Minimum
Pengukuran
| Berat (gr) 0,33+0,04 0,40 0,30
Volume ( mL) 0,38+0,04 0,40 0,30
II Berat (gr) 0,76+0,18 1,14 0,58
Volume ( mL) 0,62+0,13 0.80 0.40
11 Berat (gr) 0,52+0,05 0,59 0,53
Volume ( mL) 0,65+0,10 0,80 0,50

Data mikroskopis yang diukur meliputi rerata diameter centrum germinativum,
pulpa putih, jarak zona marginalis, dan hitung sel limfosit, sel plasma dan makrofag

pada ketiga kelompok. Uraian data tersebut dipaparkan di tabel 2.

Tabel 2. Mean & standar deviasi variabel pengukuran histopatologik limpa
pada ketiga kelompok

Kelompok Variabel Mean = SD Maksimum Minimum Rerata
Pengukuran (nm) (nm) (nm) Jumlah
Sel

I Diameter 16 £ 3,94 21 12 -
sentrum
germinativum
Diameter 31,6 £4,22 37 26 -
folikel
Jarak zona 1,40+ 0,55 2 1 -
marginalis
> Limfosit - - - 29
2 Sel plasma - - -
> Makrofag - - - 1
II Diameter 12.38 £ 3,54 19 9 -
sentrum
germinativum
Diameter 27,88 £5,25 35 20 -
folikel
Jarak zona 4,38+ 1,68 7 2 -
marginalis
> Limfosit - - - 23
> Sel plasma - - - 1



> Makrofag - - - 2

111 Diameter 13,67 £4,50 21 9 -
sentrum
germinativum
Diameter 28,50 £ 4,89 34 23 -
folikel
Jarak zona 2,17 £0,41 3 2 -
marginalis
2 Limfosit - - - 33
> Sel plasma - - - 1
> Makrofag - - - 1
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Gambar 1. Histogram perbandingan variabel pengukuran histopatologik
limpa pada ketiga kelompok

Kel.1 (10X) Kel.2 (10X)



Kel.3 (10X) Sel-sel pada kel.2 (40X)

Gambar 2. Gambaran mikroskopis histopatologik limpa pada ketiga kelompok ( a:
zona marginalis, b: centrum germinativum, c: folikel, d: limfosit, e: sel
plasma, f: makrofag)

PEMBAHASAN

Induksi karsinogenesis kolon dengan menggunakan 7,2 DMH, diet tinggi
protein dan lipid dapat mempengaruhi sistem imunitas tubuh dengan menimbulkan
jejas pada organ-organ pertahanan tubuh. Limpa, sebagai organ limfoid terbesar,
dapat mengalami reaktif hiperplasia oleh karena proses induksi tersebut.'” Selulosa
diduga dapat mengurangi jejas akibat induksi karsinogenesis ke limpa.

Limpa merupakan salah satu organ pertahanan tubuh yang penting. Di
dalamnya banyak terdapat sel-sel limfosit dan  pengatur kekebalan lainnya.
Banyaknya sel-sel ini menunjukkan fungsi limpa yang utama sebagai sistem imunitas
terhadap mikroorganisme yang masuk ke dalam darah. Limpa juga berreaksi terhadap
antigen-antigen yang dibawa oleh darah, seperti protein produk inflamasi dan protein
asing."”

Masuknya benda asing (antigen) ke dalam darah, akan menimbul reaksi dari
tubuh untuk menetralisir. Reaksi itu melibatkan sel-sel imun yang banyak dijumpai
pada organ-organ limfoid. Antigen tersebut tidak hanya berupa infeksi
mikroorganisme, tetapi juga paparan jejas fisik (panas, radiasi) dan kimia (produk
radang, bahan kemotaktik, enzim, dan karsinogen) juga dapat merangsang timbulnya

reaksi. Respon sistem limfoid terhadap paparan karsinogen meliputi reaksi dari organ



limpa, limfonodus dan reaksi komponen seluler dari target organ seperti limfosit dan
makrofag. Reaksi yang sering timbul akibat jejas kimia pada limpa adalah berupa
hiperplasia reaktif."

Reaksi hiperplasia akut ditandai dengan pembesaran dan pelunakan
konsistensi limpa. Istilah lain yang sering digunakan adalah splenomegali atau septic
splenitis. Splenomegali diakibatkan hiperplasi dari sel-sel mielosit dan limfosit,
disertai kongesti oleh sel-sel eritrosit. Reaksi ini dapat disebabkan oleh organisme
patogen, tetapi paling sering terjadi karena produk-produk inflamasi, zat-zat yang
bertanggung jawab atas mobilisasi sel-sel neutrofil (PMN), dan limfosit. Limpa juga
bereaksi terhadap produk-produk non inflamasi, seperti protein asing atau jaringan
nekrotik yang jauh letaknya.'’

Reaksi hiperplasia limpa dicirikan oleh jumlah sel yang meningkat di pulpa
merah. Pada permukaan irisan tampak secara makroskopis berwarna merah keabuan
dengan pulpa putih yang menonjol. Pengamatan mikroskopis ditemukan jumlah sel
neutrofil yang meningkat, menyebabkan warna permukaan menjadi keabuan. Sel-sel
fagosit juga meningkat, di dalamnya dapat dijumpai sisa-sisa dari lekosit mati,
eritrosit, dan mikroorganisme yang mati tercerna. Sel plasma kadang ditemukan,
pulpa putih biasanya mengalami hiperplasi dan pulpa merah mengalami kongesti.
Pulpa putih terkadang dijumpai dengan pusat germinal yang membesar, yang

menunjukan aktivitas fagositosis."’

Pengaruh jejas pada limpa akibat pemberian /,2 DMH masih belum dapat
dimengerti sepenuhnya oleh karena terbatasnya referensi yang menerangkan.
Bagaimana jalur /,2 DMH dapat menimbulkan jejas pada limpa belum dapat
dijelaskan secara memuaskan, apakah efek langsung dari injeksi subkutan atau

melalui proses bertahap dari karsinogenesis kolon terlebih dahulu. Dari berbagai



penelitian diketahui bahwa pemberian 7,2 DMH melalui jalur apapun, asalkan
dosisnya tepat, dapat menginduksi timbulnya kanker kolon dan usus halus pada tikus
percobaan.' Injeksi 7,2 DMH secara subkutan dapat menyebabkan displasia kolon
dan rektum. Displasia yang terjadi meliputi adenoma hingga bermacam-macam jenis
adenokarsinoma. Pada hewan pengerat, induksi subkutan merupakan metode paling

efektif untuk menginduksi kanker kolon.*

Bruce WR et al (2000) menyatakan bahwa mekanisme karsinogenesis kolon
berkaitan dengan dengan proses inflamasi. Defek pada epitel mukosa yang
disebabkan bahan kimia seperti karsinogen dapat menimbulkan iritasi lokal. Iritasi ini
akan memacu respon inflamasi dimana terjadi aktivasi enzim COX-2 dan
terbentuknya prostaglandin. Proses ini akan memicu sel-sel radang, dimana sel-sel

tersebut akan melepas radikal bebas yang bersifat mutagenik dan mitogenik.*

Diet tinggi lemak menstimulasi peningkatan insidensi hiperplasia pusat-pusat
germinal dan pulpa putih. Mekanisme pastinya belum diketahui, namun efeknya lebih
kuat jika dibandingkan dengan pemberian karsinogen 1,2 DMH. * Efek diet tinggi
protein yang dapat menimbulkan jejas di organ limpa tidak diketahui. Diduga bahwa
protein yang tidak dicerna dalam tubuh meningkatkan kadar amin dan amida yang
berperan dalam pembentukan nitrosamide sebagai agen karsinogenik yang ikut

menimbulkan jejas di limpa.*

Pada kelompok induksi dijumpai organ limpa yang lebih berat (0,7gr) dengan
volume yang lebih besar (0,6mL) bila dibandingkan dengan kelompok normal (0,3gr
dan 0,4mL). Analisa gambaran histopatologik menunjukan jarak zona marginalis
yang lebih besar (4,4 p) bila dibanding dengan kelompok normal (1,4 p). Hal ini
dimungkinkan oleh karena didaerah ini banyak berisi antigen sehingga aktivitas

imunologis pada kelompok induksi meningkat yang ditandai dengan bertambahnya



jumlah sel-sel fagosit."® Diameter pulpa putih dan centrum germinativum kelompok
induksi didapat ukuran yang lebih kecil (27,8 pu dan 12,4 p) dibandingkan dengan
normal (31,6 p dan 16 p). Berdasarkan teori ( Anderson, 1985) seharusnya limpa
yang mengalami reaktif hiperplasia mengalami penambahan diameter baik pulpa
putih dan cenfrum germinativum namun pada kelompok induksi didapati data yang
sebaliknya. .Hal ini bertentangan dengan referensi yang menyatakan seharusnya
meningkat.'” Alasan mengapa ini terjadi belum dapat dijelaskan secara memuaskan

oleh karena tidak ada referensi yang menjelaskan.

Pada hitung sel, kelompok induksi didapati jumlah limfosit yang lebih sedikit
(23), namun jumlah sel plasma dan makrofag lebih besar (1 dan 3) bila dibandingkan
dengan kelompok normal (limfosit 29, sel plasma tidak ditemukan, dan makrofag 1).
Berdasarkan pendapat Anderson (1985) menunjukkan adanya peningkatan aktivitas

fagositosis karena adanya antigen dari bahan karsinogen.'®

Limpa pada kelompok selulosa menunjukan berat dan volume yang lebih
besar ( 0,5gr dan 0,6mL ) bila dibandingkan kelompok normal (0,3gr dan 0,4mL).
Jarak zona marginalis lebih besar (2,2 p) tetapi diameter pulpa putih dan centrum
germinativum yang lebih kecil dibanding normal ( 28,5 p dan 13,6 p). Data hitung sel
menunjukkan peningkatan sel limfosit, plasma dan makrofag (33, 1, dan 1) Hal ini
dimungkinkan karena pemberian diet selulosa dilakukan sebelum dan selama induksi
karsinogenesis kolon.

Beberapa teori menerangkan bahwa Selulosa termasuk pada serat yang tahan
terhadap proses hidrolisis atau katabolisme oleh enzim dan air atau disebut juga non
starch polysaccharide (NSP). Selulosa juga termasuk pada resistant starch (RS),
sehingga dapat mencapai kolon dalam keadaan tak tercerna. Serat ini di dalam kolon

akan difermentasi oleh bakteri anaerob, sehingga dihasilkan asam lemak rantai



pendek seperti asam butirat, asam propionate dan asam laktat.'* Butirat telah diketahui
sebagai zat antineoplastik in vivo. Peranan butirat yang lain adalah menghambat
proliferasi sel kanker, menginduksi apoptosis, menghambat proliferasi sel kolon,
menghambat invasi sel kanker dan menurunkan senyawa radikal bebas hidrogen
peroksida yang mampu merusak DNA.** Kemampuan selulosa untuk mengikat air
akan memperpendek waktu transit makanan di usus, sehingga kesempatan kontak
antara bahan karsinogen dan mukosa usus akan dipersingkat. Selulosa juga dapat
mengikat bahan-bahan kimia organis seperti asam empedu, karsinogen, dan
mutagen.”

Pada tahapan karsinogensis kolon ada suatu reaksi radang pada epitel mukosa

akibat pemberian 7,2 DMH sebelum akhirnya terjadi adenocarcinoma colon. Reaksi
inflamasi tersebut menghasilkan berbagai macam mediator yang beredar dalam
peredaran darah. Mediator yang berperan dalam reaksi hiperplasia limpa belum
diketahui dengan pasti, diduga prostaglandin dari aktivitas enzim cyclooxygenase-2
(COX-2) memicu reaksi pada limpa.*
Serat makanan dalam hal ini selulosa, diduga dapat mengontrol reaksi inflamasi pada
proses karsinogenesis kolon, sehingga efeknya ke limpa dapat berkurang. Gambaran
histopatologis limpa diharapkan dapat membaik, baik ukuran struktur maupun jumlah
sel didalamnya. Mekanisme pasti bagaimana selulosa dapat mempengaruhi reaksi
limpa akibat pemberian karsinogen belum bisa dijelaskan walaupun pada penelitian
ini didapatkan gambaran histopatologi pada limpa yang mengalami hiperplasia
reaktif.

Oleh karena penelitian ini hanya mengamati deskripsi histopatologi limpa
pada; kondisi normal (tanpa perlakuan), induksi karsinogenesis kolon, induksi

karsinogenesis plus diet selulosa, maka tidak dapat dilakukan perbandingan efek



ketiganya, disamping ada perbedaan lama perlakuan pada kelompok ketiga yang
hanya diberi diet selulosa selama empat minggu.
KESIMPULAN

Penelitian ini telah dapat memberikan gambaran tentang efek; induksi
karsinogenesis, induksi karsinogenesis plus diet selulosa, terhadap gambaran
histopatologi limpa yang meliputi rerata diameter pulpa putih, centrum germinativum,
dan jarak zona marginalis serta gambaran histopatologi yang sama pada kondisi

normal atau tanpa perlakuan.

SARAN

Perlu adanya penelitian lanjutan mengingat penelitian semacam ini masih
jarang dilakukan dan eksplorasi lebih lanjut mengenai variasi dosis selulosa untuk
dapat mengoptimalkan respon imun terhadap karsinogenesis, namun tetap layak
diujicobakan pada manusia. Di sarankan juga melakukan penelitian sejenis dengan
durasi penelitian yang lebih lama dan proporsional dengan desain penelitian
randomized control double blind.
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