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Pengaruh Pemberian Polifenol Teh Hijau Terhadap Gambaran Jumlah
AgNOR dalam jaringan Adenokarsinoma Mamma Mencit C3H

M M Habibie', Ratna Damma P?

ABSTRAK

Latar Belakang : Kanker Payudara merupakan penyakit neoplasia yang
memiliki tingkat morbiditas paling tinggi pada wanita. Tingkat keganasan
kanker ini dapat tercermin dari jumlah AgNOR yang terlihat dengan pengecatan
perak (Ag). Polifenol teh hijau memiliki sifat sitoprotektif dan antikarsinogenik
yang dapat menghambat progresifitas kanker. Penelitian ini bertujuan untuk
membuktikan bahwa pemberian teh hijau dapat menurunkan jumlah AgNOR
dalam jaringan Adenokarsinoma mamma mencit C3H.

Metode Penelitian : Jenis Penelitian ini adalah penelitian eksperimental
dengan rancangan post test only group design. Sampel mencit strain C3H
sebanyak 15 ekor. Mencit dibagi menjadi 3 kelompok, yaitu kelompok K
(kontrol, diinokulasi sel kanker), kelompok P1 (diberi polifenol teh hijau
dengan dosis 0,5 cc/hari selama 3 minggu lalu diinokulasi sel kanker),
kelompok P2 (diinokulasi sel kanker lalu diberi polifenol teh hijau dengan
dosis 0,8 cc/hari selama 3 minggu).

Hasil : Rerata jumlah AgNOR dalam jaringan Adenokarsinoma mamma mencit
C3H tertinggi 266,6 (56,4) pada kelompok K; 205 (14,9) pada kelompok P2 ;
terendah 179,2 (22,6). Uji statistik menunjukkan perbedaan yang bermakna
(p=0,007). Rerata jumlah AgNOR berbeda bermakna antara kontrol dibanding
Pl (p=0,006) dan kontrol dengan P2 (p=0,048). Antara Pl dan P2 tidak
terdapat perbedaan bermakna (p=0,517).

Kesimpulan : pemberian polifenol teh hijau dapat menurunkan jumlah
AgNOR dalam jaringan Adenokarsinoma mamma mencit C3H.

Kata Kunci : jumlah AgNOR, polifenol teh hijau, kanker payudara
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The Influence of Green Tea Polyphenol to AgNOR Count of
Adenocarsinoma mammae in C3H Mice

M. M. Habibie !, Ratna Damma Purnawati >

ABSTRACT
Background : Breast Cancer is neoplasm disorders with highest mobidity and
second highest mortality in the world. The AgNOR have been shown to reflect
DNA transcriptional activity and also has been identified as a reliable factor of
cell proliferation and in turn, of the malignant potential of a lesion. Green Tea
Polyphenol known for its ability to inhibit the malignancy of a tumor due to its
anticarcinogenic and sitoprotective effect. This experiment aimed to prove that
administration of Green Tea Polyphenol can lower the AgNOR count of
Adenocarcinoma mammae in C3H mice.
Methods : Experimental study with post test only control group design. The
sampels were 15 C3H mice. 15 C3H mice were divided into 3 groups, group K
(control group, were only been inoculated with cancer cell), group Pl
(administered with 0,5 cc Green Tea Polyphenol every day for 3 weeks and
then were innoculated with cancer cell) group P2 (were innoculated with
cancer cell and then after tumors appeared, the group were administered with
0,5 cc Green Tea Polyphenol every day for 3 weeks)
Results : the highest AgNOR count was 266,6 (56,4) in group K ; 205 (14,9)
in group P2, and the lowest 179,2 (22,6) in group P2, There was a significant
difference in Histological grading between all groups (p=0,007). The AgNOR
count was significant between Group K and P1 (p=0,006) and between group
K and P2 (p=0,048). There was no significant difference between group P1 and
P2 (p=0,517)
Conclusion : The Administration of Green Tea Polyphenol can lower the
AgNOR count of Adenocarcinoma mammae in C3H mice

keywords : AgNOR count, Green Tea Polyphenol, breast cancer.
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PENDAHULUAN

Menurut World Health Organization, sekitar 8-9% wanita akan
mengalami kanker payudara. Hal ini menjadikan kanker payudara menjadi
keganasan yang paling banyak ditemui pada wanita. Pada tahun 2000,
diperkirakan 1,2 juta wanita terdiagnosa kanker payudara, sebanyak 700,000
orang diantaranya meninggal. Sekitar 40.000 orang meninggal dari keseluruhan
175.000 kasus baru yang terdiagnosa tiap tahun di Amerika Serikat.'

Di Indonesia, setiap tahun ada 100 wanita dari 100.000 penduduk yang
terkena kanker payudara.” Laporan Profil Kesehatan Jawa Tengah pada tahun
2003 menyebutkan bahwa kanker payudara adalah neoplasia yang paling
banyak ditemukan di Jawa Tengah sebesar 3.593 kasus (43,91%). Kasus
terbanyak adalah di Kota Semarang yaitu 1.205 kasus (33,53%).’

Penatalaksanaan kanker payudara dilakukan dengan serangkaian
pengobatan meliputi pembedahan, kemoterapi, terapi hormon, terapi radiasi
dan yang terbaru adalah terapi imunologi (antibodi). Biaya pengobatan yang
tinggi dan efek samping menjadi hambatan terapi. Berdasarkan hal tersebut,
diperlukan terobosan terapi kanker yang lebih efektif dan efisien secara
terapeutik maupun biaya dan memiliki efek samping yang lebih sedikit.'*

Upaya pencegahan kanker terfokus pada kelompok faktor resiko yang
dapat dimodifikasi. Salah satunya dengan asupan nutrisi yang sehat, baik
dengan menghindari bahan makanan karsinogenik atau mengkonsumsi

makanan yang bersifat anti-karsinogenik seperti teh hijau.>* Studi



epidemiologis telah menunjukkan penurunan insidensi kanker esofagus dan
kanker payudara pada masyarakat yang mengkonsumsi teh hijau secara
teratur.”’

Polifenol teh hijau mengandung senyawa (-) epigallocatechin-3-O-
gallate (EGCG) yang memiliki efek anti-karsinogenik. EGCG mampu
menghambat metabolisme zat karsinogen, menginduksi enzim yang berperan
untuk detoksifikasi zat karsinogen, berikatan langsung dengan bentuk aktif dari
zat karsinogen, dan sebagai immunomodulator yang meningkatkan respon
immun tubuh terhadap kanker.'*"!

EGCG meningkatkan sekresi IL-12 pada tikus UVB-induced
carcinogenesis.”'' EGCG juga meng-inhibisi immunosupressive cytokine IL —
10 yang merupakan kontrol feedback negatif aktifasi makrofag.'*>'>!

Nucleolar Organizer Region (NOR) merupakan lengkung rDNA
ribosom yang terletak di lengan akrosentrik kromosom 13,14,15,21,22. NOR
merupakan protein yang mampu mengikat perak (4g) sehingga dinamakan
AgNOR  (Agyrophilic ~ Nucleolar ~ Organizer  Region).  Pemeriksaan
menggunakan mikroskop cahaya, AgNOR terlihat sebagai titik hitam/coklat
yang terletak di dalam nukleus.” Menurut penelitian oleh Guskey et al,
dikatakan bahwa terdapat hubungan antara jumlah AgNOR dengan tingkat

proliferasi dan prognosis Ca Mamma.'*'""*



Berdasarkan hal tersebut di atas, didapatkan perumusan masalah yaitu
apakah pemberian polifenol teh hijau dapat menurunkan jumlah AgNOR dalam
jaringan Adenokarsinoma mamma?

Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan bahwa pemberian polifenol teh
hijau dapat menurunkan jumlah 4gNOR dalam jaringan Adenokarsinoma

mamma.

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi tentang pengaruh
pemberian polifenol teh hijau terhadap jumlah AgNOR dalam jaringan

Adenokarsinoma mamma.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran
Universitas Diponegoro selama empat bulan. Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental dengan rancangan post test only control group design
yang menggunakan binatang coba sebagai objek penelitian

Mencit strain C3H diperoleh dari Bagian Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia, umur 8-10 minggu, berat badan 20-25 gram,
sehat, tidak ada kelainan anatomi, diadaptasi selama 1 minggu, dan diberi
pakan standar serta minum secara ad libitum.

Mencit C3H berjumlah 15 ekor, dibagi dalam 3 kelompok perlakuan

dengan besar sampel 5 ekor mencit tiap kelompok.



a. Kelompok kontrol (K) diinokulasi sel kanker dan diberikan diet standar

selama 3 minggu.

b. Kelompok perlakuan 1 (P1) diinokulasi dengan sel kanker dan
diberikan diet standard selama 3 minggu. Mencit kemudian diberikan

Polifenol teh hijau sebanyak 0,5 cc per hari selama 3 minggu.

c. Kelompok perlakuan 2 (P2) diberikan diet standar dan polifenol teh
hijau sebanyak 0,5 cc per hari selama 3 minggu. Mencit kemudian

diinokulasi sel kanker dan diterminasi setelah 3 minggu

Setelah perlakuan berakhir, semua mencit diterminasi dengan
menggunakan ether. Jaringan tumor diambil kemudian difiksasi dengan buffer
formalin 10%. Selanjutnya jaringan tumor dibuat blok parafin dan dilakukan
pengecatan perak (AgNOR) dengan prosedur terlampir.

AgNOR dihitung menggunakan mikroskop cahaya, perbesaran 100 x 10
lensa objektif dalam minyak emersi, dihitung 100 sel pada setiap preparat.
AgNOR tunggal dan AgNOR yang bergerombol dihitung secara hati-hati
dengan merubah fokus naik turun. Bilamana terdapat struktur polisiklik besar
(NOR yang saling bertumpang tindih), maka dianggap sebagai AgNOR tunggal
jika bintik individual tidak dapat diidentifikasi. Penghitungan dilakukan
dengan double blinding kemudian hasil dirata-rata'’

Normalitas distribusi data diperiksa dengan Uji Shapiro-wilk. Hasil

analisis menunjukkan bahwa distribusi data tersebut normal sehingga uji



hipotesis dilakukan menggunakan statistik parametrik one way analysis of
variance (ANOVA). Karena terdapat perbedaan bermakna (P<0,05), maka
dilanjutkan dengan uji Post Hoc Tukey HSD untuk perbandingan antar
kelompok. Data yang diperoleh dari tiga kelompok sampel diolah dengan

program komputer SPSS 12.0.



HASIL PENELITIAN

Hasil penghitungan jumlah AgNOR sediaan jaringan Adenokarsinoma
mamma untuk kelompok kontrol dan perlakuan ditampilkan dalam tabel 1 dan
gambar 1.

Tabel 1. Perbandingan jumlah AgNOR antar kelompok mencit

No Kontrol (K) Perlakuan 1 (P1) Perlakuan 2 (P2)
1 171 176,5 181,5
2 269,5 212 210
3 275,5 153,5 216,5
4 305,5 189 217,5
5 311,5 164,5 199,5
Rerata £ SD 266,6 + 56,4 179,2 £ 22,8 205+ 14,9
1
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Gambar - 1.
. 200.00-
Diagram
Box-Plot o'
Skor 150.00— L
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Analisis data dengan uji ANOVA menunjukkan perbedaan bermakna

dengan nilai p = 0,007 (p<0,05). Uji Post Hoc Tukey HSD dilakukan untuk



mengetahui perbandingan antar 3 kelompok. Hasil ditampilkan dalam tabel
sebagai berikut :

Tabel 2. Nilai p uji Post Hoc jumlah AgNOR

Nilai P K P1 P2
K - 0,006* 0,048*
P1 0,006* - 0,517
P2 0,048* 0,517 -

*. bebeda bermakna
PEMBAHASAN

Rerata jumlah AgNOR pada kelompok P1 lebih rendah diantara semua
kelompok. Kelompok K memiliki rerata jumlah AgNOR lebih tinggi
dibandingkan dengan P1 maupun P2. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian
polifenol teh hijau dengan dosis 0,5 cc / hari selama 3 minggu dapat
menurunkan jumlah AgNOR dalam jaringan Adenokarsinoma mencit C3H baik
dalam fungsi preventif maupun kuratif.

Peningkatan jumlah AgNOR berbanding lurus dengan tingkat proliferasi
sel sehingga secara tidak langsung menunjukkan progresifitas kanker.
Penurunan jumlah 4AgNOR pada kelompok P1 dan P2 menunjukkan bahwa
polifenol teh hijau dapat menghambat progresifitas dari Adenokarsinoma
mamma.”® Hal tersebut dimungkinkan karena polifenol dapat mencegah
kerusakan sel dan memiliki sifat antikarsinogenik.

Polifenol merupakan antioksidan yang mampu menginaktifasi ion metal
dan mengeliminasi Reactive Oxygen Species (ROS) yang bersifat toksik

terhadap sel. EGCG menginhibisi secara kompetitif fosforilasi reseptor tirosin



sehingga mencegah aktivasi dari tumor growth factor VEGF dan EGF. EGCG
juga mencegah proses mutasi sel yang disebabkan oleh deaminasi DNA.*'*
EGCG meningkatkan ekspresi tumor supressor protein p53. EGCG juga
meningkatkan ekspresi Bax dan menurunkan ekspresi Bcl-2. Peningkatan rasio
Bcl-2/Bax setelah pemberian EGCG menyebabkan penurunan sekresi
cytochrom ¢ ke dalam sitosol, meningkatkan ekspresi Apaf-1, mengaktifasi
caspase-3 dan poly(ADP-ribose) polymerase. Semua hal diatas akan
menginduksi proses apoptosis pada kanker payudara.”
EGCG meningkatkan sekresi IL-12 pada tikus UVB-induced
carcinogenesis. 1L-12 memiliki beberapa fungsi penting yakni :
menstimulasi produksi IFN y oleh sel NK dan limfosit T, bersama dengan
IFN y memicu differensiasi CD4" T lymphocytes menjadi TH 1 yang
mampu mensekresi [FN y, meningkatkan aktifitas cyfotoxic dari sel NK dan
CD8" cytotocyc T lymphocyte’s..”* EGCG juga meninhibisi
immunosupressive cytokine 1L —10 yang merupakan kontrol feedback

negative aktifasi makrofag.'>*'

Selain itu EGCG meng-inhibisi proses ekspresi dari Tumor Necrotizing
Factor-a (TNF-a). Hal ini sangat berpengaruh terhadap proses karsinogenesis

yang terkait dengan peran TNF-a sebagai salah satu faktor essensial dalam

proses promosi tumor. '



KESIMPULAN

Rerata jumlah AgNOR dalam jaringan Adenokarsinoma mamma pada
kelompok yang diberi polifenol (P1 dan P2) lebih rendah daripada kelompok
yang tidak diberi polifenol (K) dengan perbedaan yang bermakna.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan sampel yang homogen yaitu
mencit strain C3H betina.
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LAMPIRAN 1
METODE INOKULASI SEL ADENOKARSINOMA MAMMAE
PADA MENCIT C3H

Alat dan Bahan

* mencit C3H (donor dan resipien)

* spuit insulin + jarum ukuran 18

e gunting bedah 10 cm

* gunting bengkok 10 cm

* pinset anatomis dan chirrurgis

* botol jaringan

* sterofoam atau papan lilin

* cawan arloji

e cawan petri

* buffer formalin 10%

* esbatu

* baskom

» alkohol 70%

* kapas

* hand scun

* ringer laktat / NaCl 0,9%

Cara Inokulasi

a. Siapkan mencit donor, diterminasi lalu diambil jaringan tumornya.

b. Bersihkan jaringan tumor tersebut dalam cawan petri yang sudah diisi
dengan NaCl 0,9% dari jaringan ikat, pembuluh darah dan jaringan lain
yang melekat.

c. Buat bubur tumor di cawan arloji yang diletakkan di atas baskom es
dengan menggunakan gunting bengkok sampai lembut (bubur tumor

bisa masuk ke dalam jarum spuit).



d. Encerkan bubur tumor dengan NaCl 0,9% (bubur tumor : NaCl 0,9% =
1:1), lalu campur rata kemudian masukkan ke dalam spuit insulin

sampai batas 0,2 ml dan suntikkan subcutan ke mencit C3H resipien.



LAMPIRAN 2
METODE BAKU PEMBUATAN SEDIAAN PENELITIAN
UNTUK PEMERIKSAAN HISTOPATOLOGI RUTIN

A. Fiksasi
1. Potongan jaringan dimasukkan dalam larutan formalin buffer (larutan
formalin 10% dalam buffer Natrium asetat sampai mencapai pH 7,0)
selama 18-24 jam.
2. Kemudian dilakukan pemotongan jaringan menjadi 2 potongan sama
besar.
3. Semua potongan dimasukkan dalam larutan aquades selama 1 jam untuk

proses penghilangan larutan fiksasi.

B. Dehidrasi
1. Potongan jaringan dimasukkan dalam alkohol konsentrasi bertingkat
hingga jaringan menjadi lebih jernih dan transparan.
2. Kemudian jaringan dimasukkan dalam larutan alkohol-xylol selama 1
jam.
3. Kemudian jaringan dimasukkan dalam larutan xylol murni selama 2x2

jam.

C. Impregnasi

Jaringan dimasukkan dalam parafin cair selama 2x2 jam.

D. Embedding (pengeraman)
1. Jaringan ditanam dalam parafin padat yang mempunyai titik lebur 56-58
°C, ditunggu sampai parafin padat.
2. Jaringan di dalam parafin dipotong setebal 4 mikron dengan mikrotom.
3. Potongan jaringan ditempelkan pada kaca objek yang sebelumnya telah

diolesi polilisin sebagai perekat.



4. Jaringan pada kaca objek dipanaskan dalam inkubator suhu 56-58 °C
sampai parafin mencair.

E. Pengecatan AgNOR

1. Preparat dibilas dengan larutan xylene selama 5-10 menit sebanyak 3
kali, kemudian dalam ethanol (100%) selama 2-5 menit.

2. Prepara dicuci dengan air mengalir selama 5 menit kemudian dibilas
dengan deionized water selama 2-3 menit sebanyak 2-3 kali.

3. Preparat direndam dalam satu bagian larutan A dan 2 bagian larutan B
kemudian dibiarkan ditempat yang gelap selama 30-60 menit.

4. Larutan A (Coloid Developer Solution) dibuat dengan melarutkan 100
ml air murni dengan 2 gr gelatin dan 1 mL asam format 1% kemudian
diaduk selama 20-30 menit dalam suhu 40-60 ° C.

5. Larutan B dibuat dengan melarutkan 100 mL aquades dengan 50 gr
silver nitrat. Larutan ini harus disimpan dalam tempat yang gelap dan
dibungkus dengan kertas alumunium foil.

6. Preparat dicuci dengan deionized water 3 kali, dengan sodium tiosulfat
5% selama 5 menit, kemudian dibilas dengan ethanol (100%) dan

larutan xylene



Lampiran 4

Explore
Perlakuan
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
Perlakuan N Percent N Percent N Percent
AgNOR Kontrol 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%
'(DF[%’G”‘” 5| 100.0% 0 0% 5| 100.0%
Kuratif (P2) 5 100.0% 0 .0% 5 100.0%
Descriptives
Perlakuan Statistic Std. Error
AgNOR Kontrol Mean 266.6000 25.25490
95% Confidence Lower Bound 196.4812
Interval for Mean Upper Bound
336.7188
5% Trimmed Mean 269.4167
Median 275.5000
Variance 3189.050
Std. Deviation 56.47167
Minimum 171.00
Maximum 311.50
Range 140.50
Interquartile Range 88.25
Skewness -1.674 913
Kurtosis 3.048 2.000
Preventif (P1) Mean 179.1000 10.13829
95% Confidence Lower Bound 150.9516
Interval for Mean Upper Bound
207.2484
5% Trimmed Mean 178.6944
Median 176.5000
Variance 513.925
Std. Deviation 22.66991
Minimum 153.50
Maximum 212.00
Range 58.50
Interquartile Range 41.50




Skewness .596 913
Kurtosis -.162 2.000
Kuratif (P2) Mean 205.0000 6.69328
95% Confidence Lower Bound 186.4165
Interval for Mean Upper Bound
223.5835
5% Trimmed Mean 205.6111
Median 210.0000
Variance 224.000
Std. Deviation 14.96663
Minimum 181.50
Maximum 217.50
Range 36.00
Interquartile Range 26.50
Skewness -1.186 913
Kurtosis .680 2.000
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Perlakuan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
AgNOR Kontrol .320 5 .103 .817 110
(F’F[‘j‘)’e”“f 146 5 200(%) 976 913
Kuratif (P2) 231 5 .200(*) 877 295

* This is a lower bound of the true significance.
a Lilliefors Significance Correction
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Oneway

Test of Homogeneity of Variances

AgNOR
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
1.895 2 12 193
ANOVA
AgNOR
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 20202.700 2 10101.350 7.717 .007
Within Groups 15707.900 12 1308.992
Total 35910.600 14
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: AQNOR
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference
(1) Perlakuan (J) Perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Kontrol Preventif (P1) 87.50000(*) | 22.88223 .006 26.4533 148.5467
Kuratif (P2) 61.60000(*) | 22.88223 .048 5533 122.6467
Preventif (P1)  Kontrol -87.50000(*) | 22.88223 .006 -148.5467 -26.4533
Kuratif (P2) -25.90000 | 22.88223 514 -86.9467 35.1467
Kuratif (P2) Kontrol -61.60000(*) | 22.88223 .048 -122.6467 -.5533
Preventif (P1) 25.90000 | 22.88223 514 -35.1467 86.9467

* The mean difference is significant at the .05 level.
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