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ABSTRAK

Studi epidemiologi yang menghubungkan diet minyak ikan diet dengan risiko kanker kolorektal telah banyak
dilaporkan walaupun hasinya tidak konsisten. Kebanyakan laporan menunjukkan adanya hubungan yang
positif. Penelitian ini dilakukan untuk memahami efek penghambatan minyak ikan yang diperoleh dari sisa
produk pengalengan ikan pada ekspresi penanda inflamasi dari preneoplasia kolorektal mencit yang diinduksi
oleh azoxymetane (AOM) dan dekstran natrium sulfat (DSS). Dalam penelitian ini, mencit Balb/c diinduksi
dengan AOM 10 mg/kg berat badan diikuti dengan pemberian 1% DSS selama seminggu. Minyak ikan
diberikan secara oral dengan dosis 1,5 mg, 3 mg, dan 6 mg pada setiap mencit percobaan per hari. Ekspresi
PGE2 diamati pada sel epitel kripta pada mukosa kolon. Pada bulan kedua, ekspresi PGE2 menurun dengan
pemberian dosis sedang (3 mg/hari) dan tinggi (6 mg/hari) minyak ikan. Sedangkan pada bulan ketiga dan
keempat, penurunan ekspresi PGE2 diamati karena pemberian minyak ikan dosis rendah, sedang dan tinggi
(p=0,010 dan 0,005 m). Kesimpulannya, pemberian dosis sedang minyak ikan pada mencit yang diinduksi
AOM/DSS telah menurunkan ekspresi PGE2 pada bulan kedua adalah dosis yang paling efektif.

Kata kunci : azoxymetane, inflamasi, kanker kolorektal, minyak ikan, PGE.

ABSTRACT

Epidemiologic studies of dietary fish oil and risk of colorectal cancer have been inconsistent, and their relation
to risk of colorectal cancer has not been evaluated in detail. The study was conducted to understand the
inhibitory effect of fish oil on inflammation marker expression in the colorectal preneoplasia of mice induced by
azoxymetane (AOM) and dextran sodium sulfate (DSS). In this study, Balb/c mice was induced by AOM 10
mg/kg body weight followed by administration of 1 % DSS during a week. Fish oil administrated orally at a dose
of 1.5 mg, 3 mg and 6 mg in each testing mouse per day. The expression of PGE was observed in the cryp
epithelial cells of colon mucosa. In the second month, the PGE expression was decreased by medium (3 mg/
day) and high (6 mg/day) dose of fish oil. While in the third and fourth month, decreasing in the PGE
expression were observed due to administration of low, medium and high doses of fish oil (p=0.010 and 0,005
respectively). In conclusion, administration of medium dose of fish oil in mice induced AOM/DSS has decreased
the expression of PGE in the second month was the most effective doses.

Key words : azoxymetane, colorectal cancer, fish oil, inflammation, PGE
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PENDAHULUAN

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa ter-
bentuknya kanker kolorektal berhubungan
dengan faktor nutrisi. Minyak ikan merupakan
bahan yang mengandung poly-unsaturated fatty
acid (PUFA) w-3 seperti asam eikosapentaenoat
(EPA) dan asam dokosaheksaenoat (DHA) yang
berperan dalam menginduksi apoptosis dan
diferensiasi, serta menghambat proliferasi sel.
Penumpukan PUFA w-3 pada membran sel
diperkirakan mempertahankan fluiditas, ikatan
reseptor dengan ligannya, menentukan aktivitas
enzim seperti dekarboksilase ornitin (ODC), dan
jaras transduksi.!

Selain berkaitan dengan nutrisi, karsi-
nogenesis kolorektal juga berkaitan dengan
radang yang terjadi pada jaringan kolorektal.
Kolitis ulseratif dan IBD yang terjadi pada
jaringan kolorektal meningkatkan potensi terja-
dinya kanker kolorektal. Terjadinya radang
pada sel epitel kripta kolorektal menyebabkan
pembentukan inducible nitric oxide synthase
(iNOS) dan siklooksigenasi-2 (COX-2) yang
mengakibatkan upregulasi produksi prosta-
glandin E2 (PGE2) dan oksida nitrit (NO).
Kedua molekul tersebut menyebabkan pening-
katan reactive oxygen species (ROS). ROS
mengakibatkan berbagai kerusakan pada gen
baik protoonkogen maupun gen supresor
tumor. Kerusakan yang disebabkan oleh ROS
terhadap gen memacu inisiasi perkembangan
sel epitel normal menjadi preneoplasi dan
neoplasi.2 B-katenin merupakan salah satu
gen supresor tumor yang berkaitan dengan
terjadinya kanker kolorektal. Mutasi pada gen
B-katenin mengakibatkan overekspresi protein
B-katenin pada sitoplasma dan inti sel epitel
kripta kolorektal.’> Dengan meneliti ekspresi B-
katenin sebagai hasil upregulasi produksi
iNOs dan COX-2 pada sel epitel kolorektal
mencit yang mendapat tambahan minyak ikan,
diharapkan dapat diketahui pengaruh minyak
ikan pada ekspresi ketiga protein tersebut
dalam karsinogenesis kolorektal khususnya
yang didahului oleh terjadinya peradangan.
Untuk mendapatkan model karsinogenesis
kolorektal yang didahului oleh peradangan,
mencit diinduksi dengan azoksimetan (AOM),
sebagai bahan yang memiliki efek genotoksik,
dan dextran sodium sulfate (DSS), sebagai
senyawa yang memacu terjadinya peradang-
an.
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1. Produksi minyak ikan dari limbah penga-
lengan

Limah minyak ikan diperoleh dari PT Maya Food
Industries, Pekalongan. Limbah ikan sebagai
bahan sisa pengalengan dipanaskan untuk
menghasilkan minyak ikan dan tepung ikan.
Papain juga digunakan sebagai bahan penghan-
cur sisa atau buangan hasil industri pengaleng-
an ikan menjadi bubur ikan atau kosentrat
protein hewani. Dengan kemampuan enzim
papain tersebut diatas maka penggunaan ini
diharapakan mampu memecahkan jaringan
protein pengikat (Stroma) yang ada pada daging
ikan. Protein stroma merupakan jaringan
pengikat yang terdiri dari komponen kolagen dan
elastin. Kolagen dalam jumlah banyak bila
dipanaskan di dalam air mendidih, maka
kolagen akan berubah sifatnya menjadi gelatin
yang mampu membentuk gel pada suhu 35-
40°C dan akan berfungsi sebagai stabilisator
dan dapat mempertahankan sifat emulsifer. Sifat
emulsifer yang dimiliki protein ini yang diharap-
kan dihancurkan oleh enzim papain. Dengan
terpecahkannya jaringan pengikat ini diharapkan
minyak yang terdistribusi ke dalam berbagai
jaringan tubuh termasuk pada seluruh daging
ikan dapat keluar dengan mudah ketika dipanasi
pada temperatur tertentu.

2. Hewan coba

Mencit jantan Balb/C berumur 5 minggu
diperoleh, dipelihara dan diberikan perlakuan di
Laboratorium Patologi Eksperimental, Depar-
temen Patologi Anatomik, Fakultas Kedokteran,
Universitas Indonesia. Hewan dipelihara dan
diperlakukan sesuai Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals dari Animal Care and Use
Committee, dan telah mendapat persetujuan etik
dari Komisi Etik Penelitian dari Fakultas Kedok-
teran Universitas Indonesia. Mencit dipelihara
pada kondisi temperatur terkontrol yaitu 23°C,
kelembaban 55% dengan siklus 12 jam terang/
gelap. Mencit diberi pakan standar pada
kelompok kontrol dan kelompok uji. Selain itu,
pada kelompok uji diberikan minyak ikan dengan
cara pencekokan dengan dosis 1,5 mg, 3 mg
dan 6 mg per mencit per hari.
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3. Induksi karsinogenesis kolon dengan
azoksimetan (AOM) dan dextran sodium
sulfate (DSS)

Induksi karsinogenesis kolon mencit dilakukan
melalui diinjeksi intraperitoneal mencit dengan
AOM vyang dilarutkan dalam 0,9% NaCl dengan
dosis 10 mg/kg berat badan sekali pemberian.
Mencit diberikan makanan standar dan minum
air mineral selama satu minggu pasca induksi.
Selanjutnya selama satu minggu, minuman
diganti dengan air mineral yang mengandung
1% DSS.*® Protokol penelitian disajikan pada
Gambar 1.

4. Preparasi sampel jaringan

Mencit dikorbankan dengan eter setelah 4, 8,
12, dan 16 minggu pascainduksi karsinogenesis
dengan AOM. Kolon mencit diambil, sisa kotoran
dibersihkan dari lumen kolon dengan air.
Jaringan difiksasi menggunakan buffer formalin
fosfat 10%.

3 4 8 12 16

vy
$28322] )
Reesesss
peasessy)

X

Gambar 1. Protokol penelitian (AAOI\/I 10 mgtkg bb, i.p.; .I% DSs;
minyak ikan; p:qmencit dikorbankan; angka menunjukkan
minggu).

5. Pewarnaan PGE

Jaringan dipotong dengan ketebalan 4 um untuk
pewarnaaan imunohistokimia. Setelah dilakukan
deparafinasi dan rehidrasi, preparat dicelup
pada buffer sitrat 0,01 M (pH6,0) di dalam
microwave selama 5 menit. Sediaan ditetesi 3%
hidrogen peroksida untuk menghilangkan perok-
sida endogen selama 5 menit pada temperatur
kamar. Sediaan diinkubasi dengan antibodi PGE
rabbit polyclonal (pengenceran 1:200; Abcam,
Inc, Cambridge, MA) dalam PBS selama 2 jam
pada suhu kamar dalam humidity chamber,
dilanjutkan dengan inkubasi overnight pada 4°C.
Sebagai kontrol negatif digunakan N-Universal
(Dako). Sediaan kemudian diinkubasi dengan
antibodi sekunder yang sesuai selama 1 jam
pada suhu kamar yang dilanjutkan dengan
inkubasi selama 30 menit dengan HRP-
conjugated streptavidin. Protein divisualisasi
menggunakan 3, 3-diaminobenzidine (DAB)
selama 10 menit pada suhu kamar. Sediaan
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ditambahkan counterstain dengan hematoksilin
Harris, dehidrasi dan dilakukan mounting.

6. Interpretasi pewarnaan imunohistokimia
Ekspresi PGE pada membran dan sitoplasma
sel epitel kripta jaringan kolon dinilai secara
semikuantitatif menggunakan kriteria Walker.
Ekspresi dinyatakan dalam skor sebagai berikut:
O=negatif, 1=kurang dari 10% sel terwarnai,
2=10-50% sel terwarnai, dan 3=lebih dari 50%
sel terwarnai. Dari sepuluh lapang pandang
dengan pembesaran 400x pada sediaan kolon,
skor ekspresi dijumlah kemudian dihitung
reratanya.” Sebagai kontrol positif pada pewar-
naan PGE digunakan jaringan tonsil. Sedangkan
sebagai kontrol negatif ketiga jenis pewarnaan
tersebut, pada sediaan jaringan yang sama,
tidak dilakukan penambahan antibodi primer
pada tahap pewarnaan inunohistokimia.

7. Analisis data

Untuk mengetahui pengaruh pemberian tiga
dosis minyak ikan (1,5; 3 dan 6 mg/hari) serta
pengaruh lama pemberian minyak ikan (1, 2, 3,
dan 4 bulan) terhadap karsinogenesis kolorektal
yang dilihat dari penilaian terhadap ekspresi
PGE, dilakukan uji analisis varians dua arah.
Untuk mengetahui perbedaan antar kelompok
dilakukan uji multiple comparation Tukey.
Sebelum dilakukan analisis varian, kenormalan
distribusi data diuji mengunakan uji Levene,
begitu pula kehomogenan variansnya diuji
menggunakan uji Kolmogorov-Smirnov.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Melalui uji statistik menggunakan analisis
varians dua arah, ditunjukkan perbedaan yang
bermakna antara ekspresi PGE dari setiap bulan
pengambilan sampel jaringan kolon mencit.
Juga ditunjukkan terdapat perbedaan ekspresi
PGE berdasarkan dosis minyak ikan yang
digunakan. Interaksi antara kedua variabel
tersebut tidak ditemukan (p=0,591). Melalui uji
multiple comparation Tukey, ditunjukkan bahwa
pada kelompok kontrol tidak terjadi perubahan
ekspresi PGE. Pada dosis rendah dan sedang
terjadi penurunan ekspresi PGE yang dijumpai
pada bulan keempat. Sedangkan pada dosis
tinggi, penurunan ekspresi PGE yang berbeda
nyata terjadi mulai bulan ketiga. Bila dilihat dari
perbandingan ekspresi PGE setiap bulannya,
maka pada bulan pertama belum dijumpai
perbedaan yang nyata ekspresi PGE. Pada
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bulan kedua baru ditemukan ekspresi PGE yang
berbeda nyata dimulai sejak penggunaan dosis
sedang. Begitu pula pada bulan ketiga dan
keempat dimana penggunaan dosis sedang
sudah dapat menurunkan ekspresi PGE (Tabel
1). Dari penjelasan tersebut disimpulkan bahwa
pemberian minyak ikan mulai menunjukkan
penurunan ekspresi PGE sejak bulan kedua
dengan menggunakan dosis sedang (3 mg/hari).

Hasil penelitian ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya bahwa pemberian asam
lemak yang terdapat pada minyak ikan memiliki
efek penghambatan pada mencit yang diinduksi
terjadinya kanker kolon.” Penelitian lain meng-
gunakan 1,2-dimetilhidrazin (DMH) dalam meng-
induksi terjadinya kanker kolorektal pada tikus
juga memberikan hasil penurunan ekspresi
penanda radang pada sel epitel kripta kolon dan
meningkatkan apoptosis sel epitel kripta setelah
pemberian pakan PUFA w-3.2 Pemberian w-3
menurunkan penanda radang pada sel kanker
kolorektal yang terjadi pada tikus setelah induksi
dengan AOM. Penurunan ini terjadi karena PGE

prrrEtd Patologi

yang merupakan substansi yang dihasilkan pada
proses radang mengalami penurunan produksi
sejalan dengan menurunnya derajad radang.
Pada karsinogenesis kanker kolorektal melalui
jalur radang, hambatan radang oleh pemberian
w-3 menyebabkan proses karsinogenesis
selanjutnya tidak terjadi.’

Gambar 2 Ekspresi PGE pada jaringan mukosa kolon
mencit yang diinduksi AOM dan DSS. A. Ekspresi
PGE skor 0 (negatif) dari jaringan kolon kelompok
pemberian minyak ikan dosis besar pada bulan
keempat, B. Skor 3 dari kelompok kontrol bulan
keempat (D) (pembesaran 400x).

Tabel 1. Ekspresi PGE pada sel epitel kripta kolon mencit yang diinduksi AOM dan DSS bulan kesatu sampai

keempat.
Ekspresi  Kelompok Bulan ke-1 Bulan ke-2 Bulan ke-3 Bulan ke-4 p
PGE kontrol 29,38+3,26™ 33,20+4,26° 33,83+4,25° 30,00+2,34° 0,423
dosis rendah 33,20+2,41"® 30,24+5,34" 28,22+4,19"® 20,54+4,23"* 0,045
dosis sedang 20,42+2,78™" 19,97+2,57*®° 16,43+3,42%%° 12,65+4,76* 0,024
dosis tinggi 14,22+2,87*° 17,89+4,65™ 10,53+2,41* 12,44+2,56* 0,010

p 0,023 0,042 0,001 0,005
Keterangan: dosis rendah (1,5 mg/hari), dosis sedang (3 mg/hari), dosis tinggi (6 mg/hari),*® menunjukkan
kemaknaan rerata per bulan (komparasi horizontal),a'b'c menunjukkan kemaknaan rerata antar kelompok (komparasi

vertikal) dengan p< 0,05 melalui uji multiple comparation Tukey.

Adanya korelasi antara karsinogenesis
kolorektal dengan peningkatan ekspresi pe-
nanda inflamasi menggunakan mencit trans-
genik telah dilaporkan (Ishikawa & Herschman
2010). Penelitian lain yang memberikan hasil
selaras dengan penelitian yang telah dilakukan
ini  menunjukkan bahwa ekspresi penanda
inflamasi pada sel epitel kolon mencit transgenik
dihambat oleh pemberian PUFA w-3.” Pembe-
rian pakan mengandung asam lemak desaturasi
pada mencit transgenik kolitis menunjukkan
ekspresi PGE menurun.? Penambahan minyak
ikan dalam diet berpengaruh dalam mengurangi
PGE2 dan PGE3 dimana kedua mediator ini
berperan dalam peradangan dan pada pening-
katan apoptosis sel kolon.

Namun demikian, penelitian mengguna-
kan sampel jaringan kolon pasien kanker
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kolorektal menunjukkan tidak ada korelasi
antara ekspresi COX-2 dengan ketahanan hidup
pasien kanker. Ternyata hanya 37% dari
jaringan penderita kanker yang diteliti yang
memiliki ekspresi COX-2 positif.1 Laporan yang
lebih kontroversi menggunakan mencit trans-
genik, menyatakan bahwa COX-2 justeru
merangsang tahap progresi tumor dan tidak
berpengaruh pada tahap inisiasi.™* Peningkatan
ekspresi COX-2 pada penelitian ini yang terjadi
pada kelompok kontrol dengan perkembangan
waktu, menunjukkan bahwa tahap inisiasi sudah
dilewati.

Penelitian yang dilakukan ini menunjukkan
pemberian minyak ikan menurunkan reaksi
radang. Dari beberapa kepustakaan disebutkan
bahwa minyak ikan yang mengandung asam
lemak tidak jenuh memiliki potensi menurunkan
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derajad radang pada inflammatory bowel
diseases/IBD.”*" Minyak ikan dapat mempenga-
ruhi sel yang berperan dalam reaksi radang
melalui berbagai mekanisme, yaitu: mempe-
ngaruhi kompleks lipid, lipoprotein, hormon dan
metabolit yang berperan dalam reaksi radang.
Kandungan PUFA yang terdapat pada minyak
ikan berpengaruh langsung terhadap sel radang
melalui reseptor asam lemak yang terdapat
pada permukaan sel maupun intraseluler yang
akhirnya berpengaruh pada faktor transkipsi
seperti peroxisome proliferator activated recep-
tors (PPARS). Selain itu, PUFA dapat dioksidasi
melalui proses enzimatik maupun nonenzimatik
yang derifatnya bekerja langsung pada reseptor
permukaan sel radang.

Dilaporkan bahwa perubahan dari asam
linoleat (LA) menjadi asam arakhidonat (AA)
dihambat oleh EPA, DHA dan ALA yang
terkandung dalam minyak ikan. AA berkompetisi
dengan EPA yang merupakan substrat COX-2
dalam pembentukan PG dan tromboksan (TX),
dan substrat dari enzim lipooksigenase (LOX)
dalam pembentukan leukotrin.’> PG, TX dan
leukotrin merupakan protein yang berperan
dalam reaksi radang dan proliferasi, namun
ketiga protein tersebut yang dibentuk dari EPA,
kurang memiliki kemampuan merangsang reaksi
radang dan proliferasi. Selain itu EPA dan DHA
memiliki kemampuan menghambat produksi
COX-2 sehingga menghambat produksi ketiga
protein proinflamasi dan proproliferasi tersebut.
Telah diketahui bahwa reaksi radang dan
proliferasi berhubungan dengan terjadinya
tumor.'***

Ekspresi yang ditunjukkan oleh tiga
protein penanda yang berhubungan dengan
karsinogenesis kolorektal, secara keseluruhan
menunjukkan pemberian minyak ikan mengu-
rangi ekspresi ketiga jenis protein tersebut.
Keseragaman tersebut menunjukkan adanya
hubungan antara ketiga protein tersebut.
Hubungan tersebut dijelaskan berikut. NO dan
PG adalah mediator radang yang mempenga-
ruhi patogenesis radang pada kolon seperti
kolitis dan IBD. Pada keadaan terjadi kenaikan
kadar NO dan PG, terjadi juga peningkatan
ekspresi INOS dan COX-2 pada sel epitel
mukosa kolon.”® Begitu pula pada keganasan
kolon manusia yang didahului oleh terjadinya
radang dan pada mencit yang diinduksi DSS,
terjadi peningkatan ekspresi iINOS dan COX-2
pada sel epitel kolon.> Penjelasan yang bisa
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digunakan untuk menerangkan hal ini adalah
terdapatnya interaksi antara NO endogen
dengan COX-2, dan antara pathway B-katenin/
APC dengan COX-2. B-Catenin/APC memegang
peran dalam penginduksi peningkatan COX-2
yang diperantarai NO pada sel epitel kolon.
Kompleks B-katenin/Tcf-4 mengaktifkan faktor
transkipsi PEA3 g/an% selanjutnya merangsang
ekspresi COX-2.'%1"t

KESIMPULAN

Pemberian minyak ikan pada mencit yang
diinduksi AOM dan DSS yang ditujukan agar
mengalami perkembangan preneoplasia
kolorektal melalui jalur radang, menurunkan
ekspresi penanda inflamasi pada sel epitel
kripta mukosa kolon. Penurunan ekspresi kedua
protein tersebut tercapai pada bulan kedua
pemberian minyak ikan dengan dosis sedang.
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