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Kanker kelenjar mammae atau kanker payudara merupakan salah satu

kanker yang sering menyebabkan kematian pada wanita. Di Indonesia, kanker

payudara merupakan kanker yang paling ganas kedua pada wanita setelah kanker

serviks. Sampai saat ini upaya pengobatan kanker payudara masih memerlukan

banyak biaya dan hasilnya kurang optimal sehingga cara yang lebih baik untuk

mengatasi kanker payudara adalah melalui upaya pencegahan. Salah satu upaya

pencegahan kanker payudara dapat dilakukan dengan cara konsumsi bahan alami

yang mengandung senyawa isoflavon, yaitu tempe kedelai. Salah satu senyawa

isoflavon pada tempe kedelai yang berpotensi sebagai antikanker adalah genistein.

Genistein diduga memiliki efek antiproliferatif pada pertumbuhan sel kanker

payudara dan dapat digunakan dalam pencegahan kanker payudara. Oleh karena

itu perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh pemberian tepung tempe kedelai

terhadap proliferasi sel kanker kelenjar mammae pada mencit strain C3H.

Salah satu cara pengamatan proliferasi sel kanker dapat dilakukan dengan

pengamatan AgNOR. Tahap pertama yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu

pembuatan tepung tempe kedelai dan pemeliharaan hewan mencit strain C3H

sebanyak 18 ekor yang dibagi menjadi 6 kelompok yaitu kelompok K- (mencit

kontrol normal tanpa perlakuan tepung tempe dan tanpa inokulasi tumor), K+

(mencit kontrol tanpa perlakuan tepung tempe tetapi diinokulasi tumor),

kelompok D1 (0.8 g tepung tempe dan diinokulasi tumor), D2 (1,6 g tepung tempe

dan diinokulasi tumor), D3 (2,4 g tepung tempe dan diinokulasi tumor), D4 (3,2 g

tepung tempe dan diinokulasi tumor). Pemberian tepung tempe kedelai dilakukan

secara gavage selama 16 hari sebanyak 1 ml. Pada hari ke-17 dilakukan inokulasi

bubur tumor pada bagian aksila kanan bawah mencit strain C3H. Selanjutnya

mencit dipelihara hingga terbentuk tumor kemudian pada hari ke-42 dilakukan
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nekropsi mencit dan pengambilan jaringan tumor. Jaringan tumor tersebut

kemudian dilakukan pengecatan AgNOR. Parameter pengamatan AgNOR terdiri

atas 2 yaitu mAgNOR yang berhubungan dengan transkripsi gen dan pAgNOR

yang berhubungan dengan aktifitas proliferasi sel.

Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian tepung tempe

kedelai sebelum inokulasi bubur tumor sudah dapat menghambat proliferasi sel

kanker kelenjar mammae mencit C3H pada dosis 0,8 gram, dengan penghambatan

paling besar pada dosis 1,6 gram. Namun pada pemberian tepung tempe kedelai

dengan dosis 3,2 gram cenderung meningkatkan proliferasi sel kanker kelenjar

mammae mencit C3H.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker kelenjar mammae atau kanker payudara merupakan salah satu

kanker yang sering menyebabkan kematian pada wanita. Di Indonesia, kanker

payudara merupakan kanker yang paling ganas kedua pada wanita setelah kanker

serviks (Rahmawati et al., 2006). Menurut hasil pendataan kanker di Jakarta, pada

tahun 2005 hingga 2007 kanker payudara menempati urutan pertama yang paling

sering terjadi pada wanita dengan kejadian 18,6 per 100.000 (Wahidin et al.,

2012).

Kanker payudara umumnya berasal dari sel-sel epitel yang mengalami

mutasi genetik (Hondermarck, 2003). Mutasi ini diduga sebagai akibat dari infeksi

virus, radiasi dan berbagai paparan bahan kimia. Mutasi genetik tersebut

menyebabkan adanya ketidakseimbangan antara proliferasi dan apoptosis sel

(Kresno, 2011). Sel yang mengalami kegagalan apoptosis dapat menyebabkan

proliferasi yang tidak terkontrol. Proliferasi sel merupakan peningkatan jumlah sel

sebagai hasil pertumbuhan dan pembelahan sel (Hyland, 2014). Sel normal dapat

berproliferasi apabila terdapat rangsangan seperti faktor pertumbuhan sedangkan

proliferasi sel kanker tidak hanya bergantung pada faktor pertumbuhan karena

dapat menghasilkan sinyal pertumbuhan sendiri (Kresno, 2011; Robbins et al.,

2007). Mutasi pada gen yang mengendalikan siklus sel juga dapat menyebabkan

timbulnya kanker (Robbins et al., 2007).

Sampai saat ini upaya pengobatan kanker payudara masih dilakukan secara

kuratif seperti pembedahan, kemoterapi, dan radioterapi. Namun cara pengobatan

tersebut memerlukan banyak biaya dan hasilnya kurang optimal. Selain itu, cara

pengobatan tersebut juga sering menimbulkan efek samping yaitu rusaknya sel-sel

normal (Yudissanta dan Ratna, 2012). Oleh karena itu, cara yang lebih baik untuk

mengatasi kanker payudara adalah melalui upaya pencegahan (McPherson et al.,

2000).
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Salah satu upaya penghambatan kanker payudara dapat dilakukan dengan

cara konsumsi bahan alami yang mengandung senyawa isoflavon. Menurut

American Institute for Cancer Research (2013), konsumsi bahan-bahan alami

yang mengandung isoflavon dapat mengurangi resiko kanker. Salah satunya

dengan kosumsi tempe dari biji kedelai yang banyak mengandung isoflavon

(Nakajima et al., 2005). Tempe kedelai merupakan produk olahan biji kedelai

yang diharapkan dapat mencegah kanker payudara karena mempunyai kandungan

isoflavon yang lebih tinggi dibandingkan dengan biji kedelai (Yan et al., 2009).

Isoflavon termasuk dalam kelompok fitoestrogen yang merupakan

senyawa fenolik aktif dari tumbuhan yang secara struktural mirip dengan estrogen

pada mamalia, 17β-estradiol (Mense et al., 2008; Sabatier et al., 2003). Salah satu

senyawa isoflavon yang berpotensi sebagai antikanker adalah genistein

(Lamartiniere, 2000). Genistein memiliki efek antiproliferatif pada pertumbuhan

sel kanker payudara dan dapat digunakan dalam pencegahan kanker payudara

(Sabatier et al., 2003). Pemberian genistein sebesar 100 µM/L terbukti dapat

menghambat Protein Tirosin Kinase (PTK) pada sel MCF-7, khususnya aktivasi

reseptor faktor pertumbuhan epidermal yang penting dalam mengatur proliferasi

dan apoptosis sel (Duffy et al., 2007; Polkowski dan Mazurek, 2000).

Mekanisme pencegahan kanker payudara oleh genistein pada tempe

kedelai salah satunya dapat melalui penghambatan proliferasi sel kanker.

Proliferasi sel yang tidak terkendali dapat menimbulkan kanker sehingga perlu

dilakukan pengamatan proliferasi sel. Salah satu cara pengamatan proliferasi sel

kanker dapat dilakukan dengan pengecatan AgNOR. Berdasarkan uraian latar

belakang tersebut, maka perlu dilakukan penelitian tentang pengaruh pemberian

tepung tempe kedelai terhadap proliferasi sel kanker kelenjar mammae pada

mencit strain C3H.

1.2 Rumusan masalah

Apakah pemberian tepung tempe kedelai berpengaruh terhadap proliferasi sel

pada tumor kelenjar mammae mencit strain C3H?
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1.3 Tujuan

Untuk mengetahui pengaruh pemberian tepung tempe kedelai terhadap

proliferasi sel pada tumor kelenjar mammae mencit strain C3H.

1.4 Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai

efektifitas tepung tempe kedelai dalam mencegah kanker kelenjar mammae,

sehingga dapat dimanfaatkan sebagai cara yang mudah, murah, dan dapat

dilaksanakan oleh masyarakat.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Struktur Kelenjar Mammae

Perkembangan dan struktur kelenjar mammae berkaitan dengan

perkembangan kulit di sekitar papilla mamaria. Fungsi utama kelenjar mammae

ini adalah mensekresikan air susu. Kelenjar mammae pada laki-laki dan

perempuan identik hingga masa pubertas. Sebelum pubertas, kelenjar mammae ini

masih belum berkembang (Price dan Wilson, 1995).

Saat pubertas, hormon progesteron dan estrogen di ovarium menginduksi

perkembangan lebih lanjut pada kelenjar mammae wanita dengan munculnya

terminal duktus dan lobulus. Kelenjar mammae merupakan kelenjar

tubuloalveolar yang terdiri atas 15 sampai 20 lobus, pada setiap lobus terdapat

bagian yang melebar dari saluran laktiferus, yang dikenal sebagai sinus laktiferus.

Sinus laktiferus ini akan berujung pada papilla mamaria (Gartner dan Hiatt, 2011).

Papilla mamaria atau puting merupakan tonjolan berpigmen yang dikelilingi oleh

areola (Price dan Wilson, 1995).

Sel-sel yang membentuk duktus dan lobulus adalah sel epitel yang

berfungsi untuk memproduksi dan mensekresi air susu. Sel-sel epitel ini

dikelilingi oleh lapisan sel mioepitel, yang melekat pada membran basal, yang

berperan untuk mempertahankan struktur tubular dari duktus dan lobulus. Pada

sekitar lobulus dan duktus terdapat jaringan ikat dan lemak yang terdiri dari

fibroblast dengan banyak matriks ekstraseluler. Selain itu, juga terdapat pembuluh

darah, pembuluh getah bening, dan serabut saraf, terutama sensorik dan simpatik

pada kelenjar mammae (Hondermarck, 2003).

Kelenjar mammae pada mamalia dan manusia secara histologis memiliki

kemiripan. Pada mamalia, kelenjar mammae diklasifikasikan sebagai kelenjar

tubuloalveolar. Di dalam kelenjar mammae terdapat bagian terminal sekretorik

berbentuk tidak teratur dan bercabang sebagai tubulus dengan berbagai saluran

duktus atau alveoli. Duktus membentuk gugusan kompak berupa saluran kecil,
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yaitu saluran terminal intralobular, dan seluruh struktur ini disebut sebagai lobulus

atau unit lobuloalveolar. Saluran di antara lobulus adalah saluran interlobular.

Saluran interlobular dari banyak lobulus bersatu untuk membentuk saluran yang

lebih besar yaitu saluran laktiferus. Lobulus dan saluran duktus dari kelenjar

mammae tertanam dalam jaringan adiposa atau jaringan lemak (Zwieten, 1984).

Struktur histologis kelenjar mammae pada mamalia dapat dilihat pada Gambar

2.1.

Gambar 2.1 Struktur histologis kelenjar mammae pada mamalia (Zwieten, 1984)

2.2 Siklus Sel Normal dan Karsinogenesis

Siklus sel terdiri atas 4 fase yang terjadi secara berurutan yaitu fase G1

(gap 1), fase S (sintesis DNA), fase G2 (gap 2) dan fase M (mitosis/meiosis). Fase

G1 dan G2 merupakan fase pertumbuhan sel yang di dalam fase tersebut terjadi

metabolisme sel untuk persiapan pada fase selanjutnya. Sedangkan fase S

merupakan tahapan untuk replikasi DNA dan fase M merupakan fase pemisahan

kromosom dan pembelahan sel (Kresno, 2011; Satuman dan Fatmawati, 2009).

Siklus sel dipengaruhi oleh faktor intraseluler dan faktor ekstraseluler.

Beberapa faktor ekstraseluler yang mempengaruhi siklus sel yaitu faktor

pertumbuhan, komunikasi sel dan faktor nutrisi. Sedangkan salah satu faktor

intraseluler yang penting dalam siklus sel adalah Cyclin Dependent Kinase atau

CDK (Kresno, 2011; Satuman dan Fatmawati, 2009). Regulasi siklus sel
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dikendalikan oleh CDK melalui ikatan dengan kelompok protein yang disebut

siklin. Ikatan antara siklin dan CDK dalam siklus sel menyebabkan fosforilasi

berbagai protein sasaran yang penting dalam siklus sel (Robbins et al., 2007).

Apabila terdapat sinyal pertumbuhan, maka akan menyebabkan stimulasi

sel untuk memasuki siklus sel pada fase G1 dan terjadi ekspresi siklin D. Kadar

siklin D yang meningkat menyebabkan CDK4 dan CDK6 menjadi aktif. Tahapan

ini dipertahankan oleh protein retinoblastoma (pRB). Fosforilasi pRB yang

ditimbulkan oleh ikatan siklin-CDK dapat melepaskan faktor transkripsi E2F

sehingga sel dapat memasuki fase S dalam siklus sel. Pada fase S sel akan

melakukan replikasi DNA dan tejadi ekspresi siklin A. Peningkatan

(upregulation) siklin A yang berikatan dengan CDK2 dan CDK1 akan

melanjutkan sel menuju fase G2. Kemudian pada fase awal G2, siklin B

membentuk kompleks dengan CDK1. Ikatan siklin B dengan CDK1 menyebabkan

sel untuk masuk ke fase M (Satuman dan Fatmawati, 2009). Proses siklus sel

normal dapat dilihat pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Peran Siklin, Kinase Dependen-Siklin (CDK), dan Inhibitor CDK dalam
siklus sel (Robbins et al., 2007)

Kegagalan keakuratan replikasi DNA akan menyebabkan akumulasi

mutasi dan transformasi sel. Apabila gen yang mengendalikan siklus sel
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mengalami gangguan pengaturan akibat mutasi, maka dapat menyebabkan

timbulnya kanker. Kesalahan pada ekspresi siklin D atau CDK4 diduga lebih

sering terjadi pada transformasi neoplastik. Gen siklin D mengalami ekspresi

berlebihan di beberapa kanker, khususnya kanker payudara (Robbins et al., 2007).

Kanker payudara pada umumnya berasal dari sel-sel epitel yang

mengalami mutasi genetik (Hondermarck, 2003). Mutasi ini diduga sebagai akibat

dari infeksi virus, radiasi dan berbagai paparan bahan kimia. Terjadinya mutasi

gen ini akan menyebabkan ketidakseimbangan antara apoptosis dan proliferasi sel.

Proliferasi sel yang tidak terkendali akan menimbulkan kanker. Perkembangan

kanker atau karsinogenesis memerlukan serangkaian perubahan yang bertahap

hingga berakhir dengan kehilangan kontrol pertumbuhan (Kresno, 2011).

Pada umumnya terdapat dua kelompok gen yang terkait dengan kanker

yaitu: proto-onkogen dan gen penekan tumor (Tumor Suppressor Genes/TSG).

Terjadinya perubahan pada proto-onkogen dan tumor suppressor gene dapat

menyebabkan terjadinya kanker payudara. Proto-onkogen yaitu gen penghasil

protein yang secara normal menstimulir pembelahan sel atau menghambat proses

kematian sel normal. Proto-onkogen ini dapat mengalami mutasi dan teraktivasi

menjadi onkogen. Terjadinya mutasi pada TSG ini akan menyebabkan hilangnya

penghambatan proliferasi sel. Terdapat dua protein yang berfungsi sebagai

penekan tumor yaitu p53 dan pRB. Apabila keduanya mengalami mutasi, maka

akan menyebabkan proliferasi sel tidak terkontrol dan mengakibatkan timbulnya

tumor (Robbins et al., 2007; International Agency for Research on Cancer, 2008).

Tahapan pembentukan kanker terbagi menjadi tiga tahap yaitu inisiasi,

promosi dan progresi (Devi, 2004). Inisiasi merupakan proses perubahan sel

normal menjadi sel yang terinisiasi untuk berubah (transformed). Pada tahap

inisiasi terjadi mutasi gen pada protoonkogen dan TSG. Pada umumnya sel akan

mengalami nekrosis (Robbins et al., 2007). Promosi yaitu proses sel terinisiasi

berubah menjadi sel neoplasma. Sel yang mengalami mutasi akan menjadi sel

neoplasma sedangkan sel yang tidak mengalami mutasi tidak terpengaruh

terhadap tahap promosi. Progresi yaitu proses sel neoplasma menjadi kurang
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sensitive terhadap sinyal anti-pertumbuhan dan proliferasi sel tidak hanya

bergantung pada faktor pertumbuhan (Kresno, 2011; Devi, 2004).

Terdapat enam ciri-ciri utama sel kanker yaitu dapat menghasilkan sinyal

pertumbuhan sendiri, tidak sensitif terhadap sinyal anti-pertumbuhan, dapat

melakukan invasi jaringan dan metastatis, mempunyai kemampuan replikasi tanpa

batas, angiogenesis berkelanjutan, dan dapat menghindar dari apoptosis sel

(Hanahan dan Weinberg, 2000). Enam ciri utama sel kanker tersebut dapat dilihat

pada Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Enam ciri utama kanker (Hanahan dan Weinberg, 2000)

2.3 Proliferasi Sel melalui Jalur Tranduksi Sinyal

Salah satu ciri utama sel kanker yaitu dapat menghasilkan sinyal

pertumbuhan sendiri. Mekanisme yang sering digunakan oleh sel kanker untuk

menghasilkan sinyal pertumbuhan sendiri adalah dengan mutasi gen pada jalur

tranduksi sinyal (Robbins et al., 2007). Salah satu jalur transduksi sinyal yang

sering menyebabkan kanker adalah jalur Ras-Raf-Map-kinase. Fungsi dari jalur

ini adalah untuk meneruskan sinyal ekstraseluler menuju ke nukleus untuk

perkembangan sel. Terjadinya disregulasi pada gen di jalur ini dapat

mengakibatkan proliferasi sel tidak terkendali (Kresno, 2011).

Proliferasi sel merupakan peningkatan jumlah sel sebagai hasil

pertumbuhan dan pembelahan sel (Hyland, 2014). Sel normal dapat berproliferasi
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apabila terdapat faktor pertumbuhan. Pada umumnya salah satu faktor

pertumbuhan berupa hormon. Ikatan hormon pada reseptornya mengubah reseptor

dari keadaan inaktif menjadi aktif (Kresno, 2011).

Pada kanker payudara, hormon estrogen berperan penting dalam

perkembangan proliferasi sel. Ikatan estrogen dengan reseptor estrogen akan

mengakibatkan aktifnya reseptor tirosin kinase. Reseptor tirosin kinase yang aktif

menyebabkan faktor pertumbuhan dapat berikatan dengannya. Faktor

pertumbuhan ini terdiri dari Epidermal Growth Factor (EGF), Insulin Growth

Factor (IGF), Plateled Derived Growth Factor (PDGF) yang akan berikatan

dengan salah satu dari reseptor tirosin kinase. Ikatan antara faktor pertumbuhan

dengan reseptor tirosin kinase akan mengaktifkan jalur utama sinyal transduksi ini

yaitu protein RAS. Protein RAS akan aktif apabila terikat dengan GTP. Protein

RAS yang aktif ini akan memfosforilasi kinase kaskade (secara berurutan terjadi

fosforilasi pada protein RAF (Rapidly Acceleratet Fibrosarcoma), Mitogen

Enhanced Kinase (MEK), dan Mitogen activated protein kinase (MAPK))

(Robbins et al., 2007). Aktifnya kinase kaskade ini menyebabkan c-myc

(Chromosom-myeocytomatosis) meningkat dalam nukleus. Peningkatan c-myc

berpengaruh terhadap stimulasi transkripsi siklin. Siklin yang terbentuk akan

berikatan dengan Cyclin Dependent Kinase (CDK). Ikatan siklin-CDK

menyebabkan pRB inaktif melalui fosforilasi sehingga dapat melepaskan faktor

transkripsi E2F. E2F merupakan faktor transkripsi yang dapat mempengaruhi sel

untuk memasuki fase S dalam siklus sel sehingga sel dapat melakukan replikasi

DNA. Pada keadaan aktif, pRB berfungsi menghambat sel untuk memasuki fase

selanjutnya dalam siklus sel (Kresno, 2011; Satuman dan Fatmawati, 2009).

2.4 Nucleolar Organizer Regions (NORs)

Aktivitas proliferasi sel dapat ditandai dengan adanya pembelahan sel.

Proses pembelahan sel memerlukan sejumlah protein sehingga terjadi sintesis

protein, salah satunya adalah sintesis protein RNA ribosomal. Protein ini

diekspresikan oleh DNA ribosomal yang mempunyai lengan kromosom
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akrosentrik atau disebut dengan Nucleolar Organizer Regions (NORs) (Kurnia et

al., 2012).

Nukleolus atau anak inti merupakan unit struktural dan fungsional dari inti

yang di dalamnya terdapat rangkaian DNA yang mengkode RNA ribosomal. RNA

ribosomal ini berperan dalam sintesis protein yang diperlukan untuk pembelahan

sel. Nukleolus ini terdiri atas (1) pusat fibrillar, (2) komponen fibrillar padat, (3)

komponen granular. Pusat fibrillar merupakan tempat terjadinya transkripsi r-

RNA primer yang menghasilkan dan mengandung DNA ribosomal, RNA

polimerase I dan topoisomerase I. Komponen fibrillar padat adalah tempat

pengolahan awal prekursor rRNA dan pigmen dengan antibodi untuk fibrillarin,

protein yang berkaitan dengan ribonukleoprotein nukleolus. Komponen granular

terdiri atas partikel prekursor ribosom. Ukuran dan bentuk NOR sangat bervariasi

tergantung pada transkripsi nukleolus. NOR sangat berkaitan dengan siklus sel,

yang juga berkaitan dengan proliferasi sel (Egan dan Crocker, 1992).

Daerah organizer nukleolus (NOR) adalah loop DNA ribosomal pada

lengan pendek kromosom akrosentrik dalam nukleolus sel. Protein argirofil yang

terkait dengan NOR (RNA polimerase I, protein B23, protein C23 atau nukleolin),

dikode oleh gen yang terletak di NOR, dapat diidentifikasi titik-titik hitam kecil di

inti di bawah mikroskop cahaya menggunakan teknik pewarnaan perak (Ag)

dengan argirofilik NOR (AgNOR). Jumlah AgNOR per inti telah terbukti

berhubungan dengan aktivitas proliferasi sel (Ibnerasa et al., 2005). Pada fase

interfase, NOR dapat dilihat di bawah mikroskop cahaya dengan pewarnaan

perak. Sifat protein NOR yang argirofilik menyebabkan dapat berikatan dengan

pewarna perak (Ag). Pewarnaan NOR dengan perak (Ag) disebut AgNOR (Utami,

2008).

2.5 Kandungan Isoflavon pada Tempe Kedelai

Senyawa isoflavon pada tempe kedelai terdapat dalam beberapa bentuk

glikosida salah satunya bentuk aglikon isoflavon (Allred et al., 2004). Aglikon

isoflavon terbentuk akibat aktivitas jamur Rhizopus oligosporus yang mengubah

senyawa isoflavon jenis terikat menjadi senyawa aglikon. Proses fermentasi ini
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meningkatkan nilai gizi tempe dengan meningkatkan ketersediaan aglikon

isoflavon (Ferreira et al., 2011; Haron et al., 2009). Aglikon terdapat dalam

jumlah kecil pada produk kedelai non-fermentasi, sehingga kadar isoflavon tempe

jauh lebih tinggi dibandingkan dengan biji kedelai (Utari et al., 2010; Yan et al.,

2009).

Genistin, daidzin, dan glisitein yang terdapat pada kedelai dapat

dihidrolisis oleh enzim β-glukosidase selama proses perendaman menjadi aglikon

isoflavon dan glukosanya, yaitu genestein (5,7,4'-trihidroksiisoflavon) dan

glukosa, daidzein (7,4'-dihidroksiisoflavon) dan glukosa, serta glisitein (6-

metoksi-7,4’-dihidroksiisoflavon) dan glukosa (Purwoko, 2004).

Gambar 2.4 Struktur kimia Daidzein dan Genistein yang terdapat pada tempe serta
struktur kimia Estradiol (Mense et al., 2008)

Struktur isoflavon pada tempe mirip dengan 17β-estradiol yang merupakan

estrogen endogen (Sabatier et al., 2003). Kemiripan strukur kimia dari isoflavon

genistein dan deidzein pada tempe dengan estradiol dapat dilihat pada Gambar

2.4. Isoflavon memiliki potensi untuk menimbulkan efek fisiologis karena dapat

berikatan dengan reseptor estrogen. Salah satu fungsi utama estrogen endogen

adalah untuk proliferasi sel. Isoflavon dapat mencegah kanker payudara melalui

anti-proliferasi, anti-angiogenesis, anti-oksidatif dan anti-inflamasi (Zhang et al.,

2010).

Dilaporkan bahwa berdasarkan analisis HPLC, kandungan senyawa

isoflavon pada tepung tempe sebesar 901,24 mg/kg berat kering, diantaranya

berupa genistein sebesar 250,65 mg/kg (Safrida, 2008). Sebagian besar tubuh

dapat menyerap isoflavon dalam bentuk aglikon dengan tingkat absorbsi sebesar

20 hingga 55%. Hasil penelitian menyebutkan bahwa seseorang sebaiknya

mengonsumsi isoflavon sebesar 30-100 mg per hari (Utari et al., 2010).

Isoflavon yang terdapat dalam kedelai maupun tempe kedelai terbukti

mampu menggantikan peran hormon estrogen. Estrogen berikatan dengan reseptor
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estrogen menghasilkan serangkaian reaksi biologis. Pada saat kadar hormon

estrogen menurun, akan terdapat banyak reseptor estrogen yang tidak terikat dan

isoflavon dapat berikatan dengan reseptor estrogen tersebut. Apabila tubuh

mendapat asupan isoflavon, misalnya dengan mengonsumsi produk-produk

kedelai, maka akan terjadi pengikatan isoflavon dengan reseptor estrogen yang

menghasilkan efek menguntungkan. Efek menguntungkan dari isoflavon yaitu

dapat menurunkan resiko kanker payudara pada wanita pre-menopause dan dapat

mencegah penyakit kardiovaskuler dan osteoporosis pada wanita pre- dan post-

menopausal (Koswara, 2006).

2.6 Pengaruh Isoflavon Terhadap Kanker Payudara

Isoflavon utama pada kedelai terdiri dari genistein (4’,5’7-

tryhydroxyisoflavone) dan daidzein (4’,7-dihydroxyisoflavone) (Astuti, 2008). Di

antara bentuk-bentuk isoflavon tersebut, aktivitas antioksidatif tertinggi

ditunjukkan oleh genistein (Purwoko, 2004). Struktur dari isoflavon genistein

yang mirip dengan 17β-estradiol ini mengakibatkan isoflavon dapat berikatan

dengan reseptor estrogen. Reseptor estrogen terdiri atas Reseptor Estrogen α

(REα) dan Reseptor estrogen β (REβ). REα berperan dalam proliferasi sel tumor,

sedangkan REβ berperan dalam menghambat proliferasi sel tumor sebagai

supresor tumor (Harahap et al., 2012). Kemampuan isoflavon untuk berikatan

dengan REβ 20 kali lebih tinggi dibandingkan dengan REα. Aktivitas  selektif

isoflavon ini menguntungkan karena  REβ akan menekan proliferasi pada sel-sel

kanker yang distimulasi oleh senyawa yang berikatan dengan REα (Nurfaiziyah et

al., 2011). Afinitas genistein untuk mengikat REβ adalah dari 7 sampai 48 kali

lipat lebih tinggi daripada REα sehingga genistein dapat berikatan dengan REα

pada konsentrasi tinggi (Taylor et al., 2009).

Senyawa isoflavon pada tempe kedelai yang berpotensi sebagai antitumor

adalah genistein. Genistein memiliki sifat estrogenik dan antiestrogenik, dapat

berperan sebagai antioksidan, dapat menghambat topoisomerase II dan

angiogenesis, serta untuk menginduksi diferensiasi sel (Lamartiniere, 2000).

Genistein merupakan inhibitor selektif tirosin kinase pada sel miometrium
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manusia dan tikus. Efek yang sama juga terlihat pada sel kanker ovarium manusia.

Meskipun daidzein memiliki struktur yang mirip dengan genistein namun

daidzein tidak dapat menghambat aktifitas tirosin kinase (Burton dan Wells,

2002). Genistein telah terbukti menghambat Protein Tyrosine Kinases (PTK),

khususnya aktivasi reseptor faktor pertumbuhan epidermal yang penting dalam

mengatur apoptosis dan proliferasi sel (Duffy et al., 2007).

Efek hambatan genistein pada proliferasi sel kanker dapat dijelaskan

melalui efek hormonal androgen, modulasi DNA oleh topoisomerase II, regulasi

siklus sel atau apoptosis, jalur sinyal intraseluler, atau melalui efek tirosin kinase

yang menghambat reseptor pertumbuhan (Lazarevic, 2012). Pada penelitian kultur

sel kanker payudara MCF-7, kadar genistein sebesar 100 µM/L dapat

menghilangkan respons proliferatif terhadap stimulasi fosforilasi intraseluler

tirosin. Genistein juga dapat menghambat proliferasi pada sel kanker prostat

manusia (Polkowski dan Mazurek, 2000). Pada penelitian terhadap kelenjar

mammae tikus prapubertas, dilaporkan bahwa genistein mengatur ekspresi

reseptor faktor pertumbuhan epidermal, yang berpengaruh terhadap peningkatan

proliferasi sel. Hal ini menunjukkan bahwa perlakuan genistein meningkatkan

diferensiasi sel yang menyebabkan faktor pertumbuhan epidermal kurang aktif

sehingga terjadi penekanan terhadap perkembangan kanker payudara

(Lamartiniere, 2000).

Selain bersifat antiproliferatif, genistein juga berpengaruh terhadap

aktivitas apoptosis sel kanker. Berdasarkan hasil penelitian secara in vitro, dosis

genistein sebesar 208,31 µg/ml dapat menyebabkan kematian sel sebesar 50%

(LC 50) pada sel MCF-7 (Mahriani dan Utami, 2014). Aktifitas antiangiogenik

dari genistein juga terjadi pada tikus yang diinokulasikan sel kanker kandung

kemih. Pemberian genistein sebanyak 50 mg/kg berat badan/hari pada tikus dapat

menurunkan ukuran tumor dan penurunan jumlah kepadatan pembuluh darah yang

terbentuk akibat dari kanker, dibandingkan dengan hewan kontrol (Polkowski dan

Mazurek, 2000). Pemberian genistein sebesar 10 mg/kg/hari selama 5 hari juga

dapat menghambat angiogenesis tumor pada tikus betina strain Balb/c yang

diimplantasi sel tumor (Farina et al., 2006).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Kegiatan penelitian dilaksanakan pada bulan November 2014 hingga

Februari 2015. Penelitian ini dilakukan di Lembaga Penelitian dan Pengujian

Terpadu (LPPT) Unit 4 dan Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran,

Universitas Gadjah Mada (UGM) Yogyakarta, Laboratorium Zoologi Jurusan

Biologi, dan Laboratorium Biokimia Jurusan Kima, Fakultas Matematika dan

Ilmu Pengetahuan, Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu kandang plastik berukuran

30x20x15 cm3, alat bedah dan papan seksi, cetakan blok paraffin, autoklaf, tissue

processor automatic, waterbath, mikroskop, optilab, termometer, higrometer,

jarum suntik ukuran 18Gx1½”, cawan petri, inkubator, freezer, pipet, mikrotom,

mesin grinder, gelas ukur, botol yang telah steril, kaca objek dan kaca penutup,

ayakan 70 mesh dan timbangan.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu tempe kedelai, hewan uji

berupa  mencit betina dan mencit donor strain C3H yang diperoleh dari LPPT

UGM, pakan mencit berupa pellet AD II yang diperoleh dari LPPT UGM,

chloroform, larutan buffer formalin 10%, xylol, akuades, larutan PBS (Phosphate

Buffer Saline), alkohol 100%, alkohol 95 %, alkohol 80%, alkohol 70%, paraffin

cair, larutan pewarna AgNOR (gelatin 2%, larutan asam formiat 1%, dan larutan

perak nitrat 50%), cairan mounting LEICA, minyak imersi, kertas label dan es

batu.
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3.3 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu pola RAL

(Rancangan Acak Lengkap). Sedangkan metode penelitian yang digunakan yaitu

metode eksperimental dengan 6 kelompok dan 3 kali ulangan, sebagai berikut:

- Kelompok K-: mencit kontrol negatif tanpa tepung tempe kedelai dan

tanpa diinokulasikan tumor

- Kelompok K+: mencit kontrol positif tanpa diberikan tepung tempe

kedelai dan diinokulasikan tumor

- Kelompok D1: mencit yang diberikan tepung tempe kedelai dengan total

dosis 0,8 gram dan diinokulasikan tumor

- Kelompok D2: mencit yang diberikan tepung tempe kedelai dengan total

dosis 1,6 gram dan diinokulasiikan tumor

- Kelompok D3: mencit yang diberikan tepung tempe kedelai dengan total

dosis 2,4 gram dan diinokulasikan tumor

- Kelompok D4: mencit yang diberikan tepung tempe kedelai dengan total

dosis 3,2 gram dan diinokulasikan tumor

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Pemeliharaan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan adalah mencit strain C3H yang khusus

digunakan untuk insiden tumor payudara. Mencit C3H memiliki warna tubuh abu-

abu tua dan memiliki insidensi yang sangat tinggi terhadap tumor payudara

(Harlan, 2008). Induksi tumor payudara pada mencit C3H dapat dilakukan dengan

cara memasukkan cairan filtrat yang mengandung sel-sel tumor payudara

(Djuanda dan Gunardjono, 1974).

Mencit C3H yang digunakan adalah mencit betina yang berumur 5

minggu, dengan berat sekitar 15 gram. Mencit C3H sebanyak 18 ekor ini dibagi

menjadi 6 kelompok yang masing-masing kelompok terdiri dari 3 mencit sebagai

ulangan. Mencit dipelihara dalam kandang yang terbuat dari plastik, dengan atap

berupa ram kawat, berukuran 30x20x15 cm3. Kandang mencit diberi alas sekam

yang diganti setiap 3 hari sekali. Dalam satu kandang terdapat 3 ekor mencit
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sesuai dengan kelompoknya. Mencit dipelihara dengan diberi pakan berupa pellet

AD II dan minum berupa air secara ad libitum. Pemeliharaan hewan uji dilakukan

pada laboratorium dengan suhu 27-30° C dan kelembaban 75-90% serta dilakukan

adaptasi terlebih dahulu selama satu minggu.

3.4.2 Pembuatan Tepung Tempe Kedelai

Langkah awal pembuatan tepung tempe yaitu tempe kedelai yang telah

difermentasi selama 48 jam dipotong dadu berukuran 0,5 x 0,5 cm2. Selanjutnya

potongan tempe tersebut dipanaskan dalam oven pada suhu 45°C selama 24 jam,

setelah itu dihaluskan menggunakan mesin grinder. Tahap terakhir pembuatan

tepung tempe yaitu dilakukan pengayakan dengan ukuran ayakan 70 mesh

sehingga terbentuk tepung tempe.

3.4.3 Penentuan dosis dan Aplikasi Perlakuan

Dosis tempe kedelai yang akan diuji diperoleh berdasarkan hasil analisis

dosis genistein yang optimum untuk LC50 pada sel MCF-7 secara in vitro yaitu

sebesar 208,31 µg/ml (Mahriani dan Utami, 2014). Dengan demikian pemberian

dosis tepung tempe yang digunakan pada penelitian ini yaitu 0,8 gram tepung

tempe, 1,6 gram tepung tempe, 2,4 gram tepung tempe dan 3,2 gram tepung

tempe. Masing-masing dosis, seluruhnya dilarutkan pada akuades hingga volume

total 16 ml dan diberikan pada mencit secara gavage sebanyak 1 ml/hari

(Lampiran A). Setelah aplikasi perlakuan, kemudian beberapa kelompok mencit

diinokulasi bubur tumor.

3.4.4 Pembuatan dan Inokulasi Bubur Tumor pada Hewan Uji

Inokulasi bubur tumor dilakukan melalui transplantasi jaringan tumor yang

berasal dari mencit donor. Tranplantasi jaringan tumor dilakukan dengan cara

mencit donor dimatikan dengan chloroform, kemudian diletakkan telentang pada

papan seksi. Selanjutnya dibuat sayatan tipis menggunakan gunting pada kulit

kelenjar mammae dan seluruh jaringan tumor dari mencit donor diambil.

Kemudian jaringan tumor dibersihkan menggunakan larutan PBS (Phosphate
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Buffer Saline) di dalam cawan petri yang diletakkan di atas es. Jaringan tumor

yang telah bersih ditambah dengan larutan PBS lalu dicacah hingga menjadi bubur

tumor yang homogen. Sebanyak 0,2 ml bubur tumor disuntikan dengan jarum

trokar secara subkutan di daerah aksila kanan bawah mencit resipien.

3.4.5 Pengecatan AgNOR

Setelah mencit diinokulasi tumor, kemudian dipelihara sampai 42 hari.

Selanjutnya dilakukan pembedahan untuk mengambil jaringan  mammae. Setelah

diambil jaringan tumornya, kemudian dilakukan pengukuran volume tumor.

Segera setelah pengambilan jaringan mammae, kemudian jaringan ini dimasukkan

dalam botol berisi larutan buffer formalin 10%. Selanjutnya jaringan dipotong

secara makroskopis. Irisan jaringan tersebut diproses menggunakan alat tissue

processor automatic. Tahap pertama processing jaringan yaitu proses fiksasi

menggunakan larutan buffer formalin 10% selama 2 jam. Kemudian di dehidrasi

dengan alkohol bertingkat dengan alkohol 70%, 80%, 95% masing-masing selama

1,5 jam, alkohol 100% I selama 1 jam, alkohol 100% II selama 1,5 jam dan

alkohol 100% III selama 2 jam. Selanjutnya di clearing dengan xylol I selama 1

jam, xylol II selama 1,5 jam, dan xylol III selama 1,5 jam. Irisan jaringan tesebut

kemudian diinfiltrasi dengan paraffin cair I selama 1,5 jam dan paraffin cair II

selama 2 jam.

Irisan jaringan yang telah selesai diproses dikeluarkan dan segera dilakukan

pengeblokan paraffin. Irisan jaringan tersebut dimasukkan dalam cetakan blok

yang berisi paraffin cair, kemudian didiamkan selama ± 20 menit (hingga

mengeras). Selanjutnya didinginkan dalam freezer selama ± 15 menit. Blok yang

telah dingin, dipotong menggunakan mikrotom setebal ± 5µ sehingga terbentuk

pita jaringan. Pita jaringan tersebut dimasukkan dalam waterbath yang bersuhu

50°C. Pengambilan pita jaringan dengan menggunakan object glass kemudian

didiamkan selama 5 menit dan diberi label. Sebelum dilakukan pengecatan

AgNOR, preparat diinkubasi terlebih dahulu pada suhu 37°C selama 24 jam.

Proses pewarnaan diawali dengan irisan jaringan dihilangkan paraffinnya

atau deparafinisasi menggunakan xylol sebanyak 3 kali masing-masing 3 menit.
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Kemudian direhidrasi secara bertingkat dengan alkohol 100%, alkohol 95%,

alkohol 80% dan alkohol 70% masing-masing 2 menit dan terakhir dengan air

mengalir selama satu menit. Kemudian preparat ditempatkan dalam ruangan gelap

dan tertutup. Secara cepat, preparat ditetesi dengan larutan pewarna AgNOR.

Bahan dan cara pembuatan pewarna AgNOR dapat dilihat pada lampiran B.Segera

setelah dilakukan pengecatan, didiamkan selama 20 menit pada suhu ruang.

Sediaan kemudian dicuci dengan air mengalir dan didehidrasi dalam alkohol

bertingkat (alkohol 70%, 80%, 95% dan 100%) masing-masing 3 celup.

Kemudian diclearing dengan xylol sebanyak 3 kali masing-masing 3 celup. Tahap

terakhir dilakukan mounting dengan 1 tetesan cairan mounting dan ditutup dengan

kaca penutup.

3.4.6 Parameter yang diamati

Parameter yang diamati yaitu volume tumor dan penghitungan AgNOR.

Volume tumor diukur menggunakan rumus V = 4/3 π r3. Pengukuran volume

tumor dilakukan pada hari ke 42 setelah inokulasi bubur tumor menggunakan

kaliper. Sedangkan untuk penghitungan AgNOR dilakukan pengamatan preparat

dengan perbesaran 1000X dalam minyak imersi. Pada tiap sampel dihitung 100

sel dengan 5 kali pengamatan (5 daerah lapang pandang yang berbeda). AgNOR

divisualisasikan sebagai titik coklat hitam dengan ukuran bervariasi yang berada

dalam inti sel. Terdapat 2 macam parameter untuk penghitungan AgNOR, yaitu

mAgNOR dan pAgNOR. Perhitungan mAgNOR berkorelasi dengan massa DNA

atau ploidi sedangkan pAgNOR menunjukkan aktivitas proliferasi sel (Ibnerasa et

al., 2005).

- Mean of AgNOR (mAgNOR) dilakukan dengan cara menghitung titik hitam

yang berada pada 100 sel, kemudian dirata-rata dengan cara membagi

jumlah seluruh titik hitam dengan jumlah sel yang teramati.

- Indeks Proliferatif AgNOR (pAgNOR) dilakukan dengan cara menentukan

jumlah sel yang memiliki titik hitam lebih dari 5 pada 100 sel (CCRC,

2014).
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3.5 Analisis Data

Semua hasil data akan dianalisis menggunakan uji One Way ANOVA

dengan taraf kepercayaan 95% dan dilanjutkan dengan uji Duncan (Sugiyono,

2010).
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengaruh Tepung Tempe Terhadap Aktifitas Proliferasi Sel Kanker
Kelenjar Mamme

Aktivitas proliferasi sel dapat dilihat melalui jumlah mAgNOR dan

pAgNOR. NOR berkaitan dengan aktivitas transkripsi dan peningkatan jumlah

AgNOR berhubungan dengan aktivitas proliferasi sel yang tinggi. Karena ploidi

(kandungan DNA) dan aktivitas proliferasi merupakan indikator prognostik, maka

perlu dilihat secara terpisah dalam penghitungan AgNOR yaitu mAgNOR dan

pAgNOR (Ibnerasa et al., 2005). Hasil pengamatan jumlah mAgNOR sebagai

akibat perlakuan pemberian tepung tempe kedelai dapat dilihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Rata-rata Jumlah mean of AgNOR (mAgNOR)

Perlakuan Tepung Tempe (g) ± SD (dalam 100 sel)

K- 2,05 ± 0.06a

K+ 3,41 ± 0.80b

D1 (0,8) 2,01 ± 0.19a

D2 (1,6) 2,27 ± 0.21a

D3 (2,4) 2,39 ± 0.16a

D4 (3,2) 3,34 ± 0.90b

keterangan: angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan berbeda nyata pada α < 0,05.
K- : Kontrol negatif (mencit normal), K+ : Kontrol positif (tanpa perlakuan
tepung tempe).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa jumlah mAgNOR antar perlakuan

terdapat perbedaan nyata (α = 0,01). Hal ini berarti pemberian tepung tempe

kedelai berpengaruh terhadap jumlah mAgNOR (Lampiran D). Berdasarkan hasil

uji Duncan menunjukkan bahwa pada kontrol negatif dengan kontrol positif

terjadi peningkatan jumlah rata-rata titik AgNOR secara nyata. Pada dosis 1, dosis

2 dan dosis 3 jumlah rata-rata titik AgNOR berbeda nyata dengan kontrol positif,

namun tidak berbeda nyata dengan kontrol negatif. Pada dosis 1, dosis 2 dan dosis

3 terjadi peningkatan jumlah titik AgNOR tetapi tidak berbeda nyata. Peningkatan
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jumlah rata-rata titik AgNOR terjadi pada dosis 4 dan terdapat perbedaan nyata

dengan kontrol negatif, dosis 1, dosis 2 dan dosis 3 sedangkan dengan kontrol

positif tidak terdapat perbedaan nyata. Grafik rata-rata jumlah mAgNOR dapat

dilihat pada Gambar 4.1.

Gambar 4.1 Rata-rata jumlah mAgNOR

Berdasarkan Tabel 4.1 dapat menunjukkan bahwa pada dosis 1 dengan

pemberian tepung tempe kedelai sebesar 0,8 gram telah dapat menghambat

aktifitas transkripsi gen. Transkripsi gen bertujuan untuk sintesis protein yang

diperlukan dalam pembelahan sel (Kurnia, 2004).

Selain pengamatan mAgNOR, dilakukan juga pengamatan pAgNOR yaitu

menghitung sel yang mempunyai titik AgNOR lebih dari lima. pAgNOR sangat

berhubungan dengan aktivitas proliferasi sel (Ibnerasa et al., 2005). Hasil

pengamatan jumlah rata-rata sel yang memiliki lebih dari lima AgNOR seperti

pada Tabel 4.2.
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Tabel 4.2 Jumlah Rata-rata Sel yang Memiliki Titik AgNOR lebih dari lima (pAgNOR)

Perlakuan Tepung Tempe (g) ± SD

K- 0.00 ± 0.00a

K+ 11.33 ± 7.02b

D1 (0,8) 1.00 ± 0.00a

D2 (1,6) 0.67 ± 1.15a

D3 (2,4) 3.00 ± 2.00ab

D4 (3,2) 11.00 ± 8.18b

keterangan: angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan berbeda nyata pada α < 0,05.
K- : Kontrol negatif (mencit normal), K+ : Kontrol positif (tanpa perlakuan
tepung tempe).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa jumlah pAgNOR antarperlakuan

terdapat perbedaan nyata (α = 0,02). Hal ini berarti pemberian tepung tempe

kedelai berpengaruh terhadap jumlah pAgNOR (Lampiran F). Hasil uji Duncan

menunjukkan bahwa kelompok kontrol negatif berbeda nyata dibandingkan

dengan kontrol positif dan dosis 4. Jumlah pAgNOR yang rendah dijumpai pada

dosis 1 dan dosis 2, serta terdapat perbedaan nyata dibandingkan dengan kontrol

positif dan dosis 4. Pada dosis 3 terjadi peningkatan jumlah pAgNOR namun

tidak berbeda nyata dibandingkan dengan dosis 1 dan dosis 2. Peningkatan jumlah

pAgNOR terjadi lagi pada dosis 4 namun tidak berbeda nyata terhadap dosis 3.

Gambaran grafik jumlah pAgNOR dapat dilihat pada Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Jumlah sel lebih dari 5 titik AgNOR (pAgNOR)
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Pada sel normal (kontrol negatif) tidak tampak aktifitas proliferasi sel yang

tinggi. Hal ini ditunjukkan dengan tidak adanya sel yang memiliki titik AgNOR

lebih dari 5 per nukleus. Gambaran sel kelenjar mammae yang telah diwarnai

dengan pewarnaan AgNOR dapat dilihat pada Gambar 4.3.

K- K+

D1 D2

D3 D4

Gambar 4.3 Sel kelenjar mamae yang telah diwarnai dengan pewarnaan AgNOR. (a) Sel
normal dengan titik AgNOR kurang dari lima; (b) Sel tumor dengan titik
AgNOR lebih dari 5 (perbesaran 1000X)

a

b

b

b

b
b
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Pada Gambar 4.3 terlihat pada kelompok kontrol negatif (K-) yang

merupakan sel normal hanya memiliki satu sampai tiga titik AgNOR. Hal ini

sesuai dengan pendapat Koss (1992) bahwa sel normal memiliki satu sampai tiga

titik AgNOR (Hartini, 2002). Sedangkan pada kelompok sel yang bertumor yaitu

pada kelompok kontrol positif, dosis 1, dosis 2, dosis 3 dan dosis 4 tampak

memiliki titik lebih dari lima dalam satu sel. Hal ini menunjukkan adanya aktifitas

proliferasi sel yang tinggi.

Berdasarkan Tabel 4.2 maka dapat diketahui bahwa pada dosis 1 dengan

pemberian tepung tempe kedelai sebesar 0,8 gram telah menghambat proliferasi

sel tumor. Penurunan jumlah proliferasi sel tumor pada dosis 1 menunjukkan

adanya pengaruh hambatan tumor akibat pemberian tepung tempe kedelai. Tempe

kedelai memiliki kandungan isoflavon yang mirip dengan struktur 17β-estradiol

atau  estrogen endogen (Sabatier et al., 2003). Isoflavon dapat mencegah kanker

payudara melalui pengaturan aktifitas proliferasi sel khususnya isoflavon

genistein (Zhang et al., 2010; Polkowski dan Mazurek, 2000).

Pada penelitian ini, penghambatan proliferasi sel tumor diduga melalui

pengikatan genistein dengan reseptor estrogen. Reseptor estrogen terdiri atas

Reseptor Estrogen α (RE α) dan Reseptor estrogen β (RE β). REα berperan dalam

proliferasi sel tumor, sedangkan REβ berperan dalam menghambat proliferasi sel

tumor sebagai supressor tumor (Harahap et al., 2012). Afinitas genistein untuk

berikatan dengan REβ yang sangat tinggi sehingga terjadi penghambatan

proliferasi sel tumor (Nurfaiziyah et al., 2011).

Di samping itu genistein dalam menghambat proliferasi sel kanker diduga

melalui penghambatan jalur tranduksi sinyal kinase. Salah satunya dapat melalui

penghambatan fosforilasi protein kinase dalam jalur tranduksi sinyal kinase

(Hanahan dan Weinberg, 2000; Polkowski dan Mazurek, 2000). Pengikatan ligan

ekstraseluler merupakan langkah awal yang memicu perubahan dalam protein

reseptor (terjadi autofosforilasi) yang kemudian memperoleh aktivitas protein

tirosin kinase. Aktivitas protein tirosin kinase yaitu aktifnya protein RAS yang

kemudian akan memfosforilasi kinase kaskade (Raf-Mek-Mapk).

Terfosforilasinya kinase kaskade ini menyebabkan c-myc meningkat dalam
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nukleus. Peningkatan c-myc berpengaruh terhadap stimulasi transkripsi siklin.

Siklin yang aktif ini akan berikatan dengan CDK. Ikatan ini menyebabkan pRB

inaktif dan melepaskan faktor transkripsi E2F sehingga sel dapat masuk ke fase

selanjutnya dalam siklus sel (Kresno, 2011; Satuman dan Fatmawati, 2009). Oleh

karena itu, apabila fosforilasi protein tirosin kinase dihambat maka dapat

menghambat aktifitas proliferasi sel.

Genistein diduga juga berperan dalam penghambatan siklin. Siklin

merupakan kelompok protein spesifik dalam siklus sel. Salah satu siklin yang

sering mengalami mutasi adalah siklin D (Robbins et al., 2007). Siklin D

disintesis pada awal fase G1, dan memainkan peran penting dalam fase G1 ke fase

S. Siklin D merupakan protein kunci dari transduksi sinyal dalam proliferasi sel.

Jika ekspresi siklin D berlebihan maka check point dari fase G1 ke S akan

kehilangan kendali dalam sinyal proliferasi. Hal ini semakin mempercepat siklus

sel dan proliferasi sel, serta menyebabkan perubahan sel normal menjadi sel

tumor. Penghambatan ekspresi siklin D pada sel tumor akan membantu

memulihkan siklus sel dan mengatur kecepatan proliferasi sel-sel tumor. Menurut

Cui et al. (2005), genistein menunjukkan penghambatan yang signifikan terhadap

ekspresi siklin D pada sel SGC-7901. Penghambatan proliferasi sel tumor oleh

genistein diduga dengan cara mengurangi ekspresi siklin D.

Selain itu, isoflavon yang terdapat dalam tempe kedelai diduga juga dapat

meningkatkan ekspresi tumor suppressor gen yaitu p53. Terjadinya tumor

diakibatkan oleh terganggunya keseimbangan antara proliferasi sel dan apoptosis

dalam siklus sel. Proliferasi sel tumor yang tidak terkendali dapat terjadi akibat

terjadinya mutasi dari gen yang mengatur apoptosis sel tumor yaitu p53. Secara

normal, fungsi dari gen p53 yaitu untuk menekan pertumbuhan sel-sel yang rusak

dengan cara menghentikan siklus sel dan memperbaiki sel rusak tersebut. Apabila

sel yang rusak tidak dapat diperbaiki maka p53 akan merangsang sel tersebut

untuk apoptosis (Robbins et al., 2007). Genistein dapat menginduksi siklus sel

untuk arrest dan dapat memodulasi pengaturan protein siklus sel pada konsentrasi

5-200 µM (Pavese et al., 2010).
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada dosis tinggi yaitu 3,2 gram

terjadi peningkatan dalam jumlah mAgNOR dan pAgNOR. Hal ini diduga akibat

dari pemberian tepung tempe yang mengandung genistein pada dosis yang tinggi

dapat memicu perkembangan kanker. Genistein dapat bertindak sebagai estrogen

agonis dan antagonis, sehingga dapat menghambat atau meningkatkan proliferasi

sel (Wolfe, 2012). Pada konsentrasi tinggi, genistein dapat bertindak sebagai

estrogen antagonis yang dapat meningkatkan proliferasi sel tumor. Hal ini sesuai

dengan pendapat Farina et al. (2006) bahwa genistein dapat memberikan aktivitas

estrogenik antagonis pada konsentrasi yang lebih tinggi.

Selain itu, pemberian tepung tempe kedelai dengan dosis yang tinggi

diduga juga dapat menyebabkan terjadinya akumulasi kandungan estrogen dalam

tubuh.  Hal ini menyebabkan konsentrasi estrogen pada tumor mammae lebih

tinggi daripada kelenjar mammae normal sehingga dapat meningkatkan proliferasi

sel. Menurut Sanchez-Barcelo et al. (2005), konsentrasi estrogen pada tumor

mammae lebih tinggi daripada di kelenjar mammae yang normal akibat terjadinya

akumulasi estrogen. Aktifitas proliferasi sel yang tinggi pada dosis 4 diduga

berkaitan dengan Reseptor Estrogen α (REα). REα adalah reseptor steroid yang

mengatur proses seperti pertumbuhan dan diferensiasi sel target dengan

mempengaruhi transkripsi sel. REα juga berperan penting dalam perkembangan

kanker payudara (Choi et al., 2014).
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4.2 Pengaruh Tepung Tempe Kedelai Terhadap Volume Tumor dan
Hubungannya dengan Jumlah AgNOR

Hasil pengamatan pengaruh tepung tempe kedelai terhadap volume tumor

pada masing-masing kelompok perlakuan seperti pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Rata-rata Volume Tumor Mammae Mencit Strain C3H

Kelompok (g) ± SD (cm3)

K+ 7,19 ± 2.09a

D1 (0,8) 5,11 ± 1.93a

D2 (1,6) 3,99 ± 1.16a

D3 (2,4) 4,98 ± 3.79a

D4 (3,2) 5,32 ± 0.72a

keterangan: angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan berbeda nyata pada α < 0,05.
K+: Kontrol positif (mencit bertumor tanpa perlakuan tepung tempe
kedelai).

Hasil uji Anova menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan nyata antar

perlakuan terhadap volume tumor (α = 0,53). Dengan begitu tidak terdapat

pengaruh tepung tempe kedelai sebelum inokulasi tumor dengan volume tumor

(Lampiran H). Namun dapat dilihat bahwa volume tumor terbesar terdapat pada

kontrol positif, kemudian volume tumor menurun pada dosis 1 hingga dosis 2.

Pada dosis 3 terjadi peningkatan volume tumor, demikian pula pada dosis 4 juga

terjadi peningkatan volume tumor. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian tepung

tempe kedelai cenderung dapat menekan pertambahan volume tumor. Meskipun

pada dosis yang tinggi ukuran volume tumor cenderung meningkat namun tetap

lebih rendah dibandingkan kontrol positif yang tanpa diberi tepung tempe. Grafik

rata-rata volume tumor dapat dilihat pada Gambar 4.4.
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Gambar 4.4 Volume tumor mammae mencit strain C3H antar perlakuan

Volume tumor menunjukkan adanya pertumbuhan sel-sel tumor. Salah

satu yang mempengaruhi pertumbuhan tumor adalah kadar estrogen. Menurut

Robbins et al. (2014), laju pertumbuhan tumor ini tergantung pada kadar estrogen,

pasokan darah dan kebutuhan oksigen. Pertumbuhan tumor biasanya tumbuh biner

secara eksponensial (2n sel) membentuk kumpulan sel tumor hingga batas tertentu.

Pada batas tertentu tersebut, pertumbuhan sel tumor menjadi lambat dengan

bertambah besarnya tumor. Hal ini tergantung pada pasokan darah, ruang tempat

tumbuh dan daya imunitas tubuh (Sukardja, 2000 dalam Utami, 2008).

Perkembangan tumor dapat ditunjukkan dengan bertambah besarnya

volume tumor. Ukuran volume tumor yang bertambah menunjukkan adanya

aktivitas proliferasi sel tumor yang dipengaruhi oleh aktifitas mitosis dan

apoptosis sel. Aktifitas proliferasi sel pada kelenjar mammae dapat ditunjukkan

dengan adanya titik AgNOR, sehingga adanya perubahan volume tumor maka hal

ini menunjukkan adanya aktifitas proliferasi sel (Khoiri, 2009). Grafik

perbandingan antara volume tumor mammae mencit strain C3H dengan jumlah

AgNOR dapat dilihat pada Gambar 4.5.
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Gambar 4.5 Grafik Perbandingan antara Volume Tumor Kelenjar Mammae Mencit Strain
C3H dengan jumlah pAgNOR

Berdasarkan Gambar 4.5 tampak bahwa peningkatan volume tumor sejalan

dengan aktifitas proliferasi sel tumor. Hal ini dapat dilihat pada kelompok kontrol

positif yang memiliki ukuran volume tumor tertinggi dengan aktifitas proliferasi

selnya juga tinggi. Sedangkan pada kelompok dosis 2 yang memiliki ukuran

volume tumor terkecil, aktifitas proliferasi selnya juga terendah. Begitu juga pada

dosis 3 ukuran volume tumornya yang lebih besar dibandingkan dosis 2 maka

aktifitas proliferasi selnya juga lebih tinggi dibandingkan dosis 2. Hubungan

antara proliferasi sel dengan volume tumor ini menunjukkan bahwa semakin

tinggi proliferasi sel maka semakin besar volume tumornya (Khoiri, 2009; Utami,

2008).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat disimpulkan bahwa pemberian

tepung tempe kedelai sebelum inokulasi bubur tumor sudah dapat menghambat

proliferasi sel kanker kelenjar mammae mencit C3H pada dosis 0,8 gram, dengan

penghambatan paling besar pada dosis 1,6 gram. Namun pada pemberian tepung

tempe kedelai dengan dosis 3,2 gram cenderung meningkatkan proliferasi sel

kanker kelenjar mammae mencit C3H.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek isoflavon yang

terkandung dalam tepung tempe kedelai terhadap indeks mitosis dn apoptosis sel

kanker kelenjar mamme.
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LAMPIRAN

A. Penentuan Dosis

- LC50 pada sel MCF-7 secara in vitro yaitu sebesar 208,31 µg/ml (Mahriani
dan Utami, 2013).

- Berdasarkan hasil HPLC pada tepung tempe kedelai terdapat genistein
sebesar 250.65 mg/kg berat kering (Safrida, 2007).

Setara dengan tepung tempe kedelai =
, /, / = 0.8 gram/ml

- Jadi dosis LC50 pada sel MCF-7 secara in vitro setara dengan 0,8 gram
tepung tempe

Tabel pemberian perlakuan tepung tempe pada mencit C3H

LC50 Dosis
Volume

Total
Volume Oral

Lama
pemberian

1 0.8 gr 16 ml 1 ml/hari 16 hari
2 1.6 gr 16 ml 1 ml/hari 16 hari
3 2.4 gr 16 ml 1 ml/hari 16 hari
4 3.2 gr 16 ml 1 ml/hari 16 hari
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B. Rumus Perhitungan Pengecatan AgNOR

Bahan Pewarna AgNOR:

 2 % gelatin = 2 gram /100 ml Asam Formiat
= 200 mg / 10 ml Asam Formiat

= 100 mg /5 ml Asam Formiat

= 50 mg/2,5 ml Asam Formiat

 50% AgNO3 = 50 gram / 100 ml akuades
= 5 gram / 10 ml akuades

Proses Pembuatan Pewarna AgNOR

Tahap pertama untuk pembuatan pewarna AgNOR yaitu 50 mg dilarutkan
dalam 2,5 ml Asam formiat. Setelah tercampur kemudian dilanjutkan tahap kedua
yaitu 5 gram AgNO3 dilarutkan dalam 10 ml akuades. Setelah kedua tahap selesai,
kemudian larutan gelatin dalam Asam formiat dicampurkan ke larutan AgNO3 dan
terbentuk pewarna AgNOR.

1 bagian : 2% gelatin dalam 1% asam formiat

2 bagian : 50% perak nitrat

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


55

C. Tabel Data Jumlah mean of AgNOR (mAgNOR)

Kelompok Ulangan mAgNOR Rata-rata

Kontrol - 1 2.01 2.05
2 2.05
3 2.09

Kontrol + 1 4.02 3.41
2 3.70
3 2.50

Dosis 1 1 2.61 2.56
2 2.72
3 2.35

Dosis 2 1 2.68 2.74
2 2.79
3 2.74

Dosis 3 1 2.63 2.62
2 2.59
3 2.63

Dosis 4 1 4.24 3.39
2 2.44
3 3.50
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D. Hasil Uji Statistik Oneway ANOVA mAgNOR

Descriptives

N Mean
Std.

Deviation

Std.

Error

95%
Confidence
Interval for

Mean Minimum Maximum

Lower
Bound

Upper
Bound

K- 3 2.0500 .06083 .03512 1.8989 2.2011 1.98 2.09

K+ 3 3.4067 .80133 .46265 1.4160 5.3973 2.50 4.02

D1 3 2.0067 .19009 .10975 1.5345 2.4789 1.82 2.20

D2 3 2.2667 .20817 .12019 1.7496 2.7838 2.10 2.50

D3 3 2.3867 .16042 .09262 1.9882 2.7852 2.22 2.54

D4 3 3.3933 .90473 .52235 1.1459 5.6408 2.44 4.24

Total 18 2.5850 .74395 .17535 2.2150 2.9550 1.82 4.24

ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 6.270 5 1.254 4.793 .012

Within Groups 3.139 12 .262

Total 9.409 17

Duncana

Kelompok

Subset for alpha = 0.05

N 1 2

D1 3 2.0067a

K- 3 2.0500a
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D2 3 2.2667a

D3 3 2.3867a

D4 3 3.3933b

K+ 3 3.4067b

Sig. .415 .975
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E. Tabel Data Jumlah Indeks Proliferatif AgNOR (pAgNOR)

Kelompok Ulangan pAgNOR Rata-rata
Kontrol - 1 0.00 0.00

2 0.00
3 0.00

Kontrol + 1 18.00 11.33
2 12.00
3 4.00

Dosis 1 1 1.00 1.00
2 1.00
3 1.00

Dosis 2 1 0.00 0.67
2 2.00
3 0.00

Dosis 3 1 1.00 3.00
2 5.00
3 3.00

Dosis 4 1 20.00 11.00
2 4.00
3 9.00
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F. Hasil Uji Statistik Oneway ANOVA Jumlah pAgNOR

Descriptives

N Mean
Std.

Deviation

Std.

Error

95% Confidence
Interval for

Mean Minimum Maximum
Lower
Bound

Upper
Bound

K- 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00

K+ 3 11.3333 7.02377 4.05518 -

6.1147

28.7813 4.00 18.00

D1 3 1.0000 .00000 .00000 1.0000 1.0000 1.00 1.00

D2 3 .6667 1.15470 .66667 -

2.2018

3.5351 .00 2.00

D3 3 3.0000 2.00000 1.15470 -

1.9683

7.9683 1.00 5.00

D4 3 11.0000 8.18535 4.72582 -

9.3335

31.3335 4.00 20.00

Total 18 4.5000 6.22377 1.46696 1.4050 7.5950 .00 20.00

ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 415.167 5 83.033 4.095 .021

Within Groups 243.333 12 20.278

Total 658.500 17

pAgNOR

Duncana

Kelomp

ok

Subset for alpha = 0.05

N 1 2
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K- 3 .0000a

D2 3 .6667a

D1 3 1.0000a

D3 3 3.0000a 3.0000b

D4 3 11.0000b

K+ 3 11.3333b

Sig. .464 .051
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G. Tabel Data Volume Tumor Mencit C3H

Kelompok Ulangan Volume Tumor Rata-rata

Kontrol + 1 8.23
7.192 8.58

3 4.78

Dosis 1 1 5.42
5.122 6.88

3 3.05

Dosis 2 1 5.13
4.002 4.06

3 2.80

Dosis 3 1 5.96
4.982 8.18

3 0.80

Dosis 4 1 4.51
5.322 5.57

3 5.88
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H. Hasil Uji Statistik Oneway ANOVA Volume Tumor

Descriptives

N Mean
Std.

Deviation

Std.

Error

95% Confidence
Interval for

Mean Minimum Maximum
Lower
Bound

Upper
Bound

K+ 3 7.1933 2.09905 1.21189 1.9790 12.4077 4.78 8.58

D1 3 5.1177 1.93157 1.11519 .3194 9.9159 3.05 6.88

D2 3 3.9987 1.16329 .67163 1.1089 6.8884 2.81 5.13

D3 3 4.9780 3.78741 2.18666 -4.4305 14.3865 .80 8.18

D4 3 5.3210 .72009 .41575 3.5322 7.1098 4.51 5.88

Total 15 5.3217 2.15383 .55612 4.1290 6.5145 .80 8.58

ANOVA

VolumeTumor

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 16.240 4 4.060 .834 .534

Within Groups 48.706 10 4.871

Total 64.946 14
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