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RINGKASAN

Teh memiliki kandungan polifenol flavonol yang disebut katekin
(Miyagawa et al., 1997). Di antara senyawa katekin yang terdapat dalam teh,
(-)-epigalokatekin galat (EGCG) merupakan komponen yang terbesar (5,7 %
b/b) (Wang ef al, 1992). EGCG dilaporkan dapat menghambat
karsinogenesis, oleh benzo(a)piren (BP) dan 7,12-dimetilbenz(a)antrasena
(DMBA) (Huang et al, 1991). Namun sejauh ini mekanisme EGCG
menghambat terjadinya inisiasi karsinogenesis belum diperoleh secara pasti.

Sebagai senyawa yang berpotensi untuk dikembangkan menjadi obat,
maka mekanisme hambatan karsinogenesis EGCG perlu diteliti lebih lanjut:
Beberapa peneliti  memperkirakan efek hambatan karsinogenesis
EGCGmemiliki titik tangkap pada sistem perbaikan DNA (Shimoi ef al., 1986),
Shi et al., 1994) namun sistem perbaikan yang mana masih belum diperoleh
penjelasan. Salah satu sistem perbaikan DNA (DNA repair system) yang
sangat berperan terhadap hambatan inisiasi karsinogenesis adalah 0%
alkilguanin-DNA alkiltransferase (AGT) (Jackson ef al., 1997). Secara teoritis
EGCG dapat meningkatkan aktivitas AGT dengan cara meningkatkan ekspresi
gen AGT melalui mekanisme respon adaptif. Dari struktur kimia EGCG yang
merupakan ester dari asam galat dan epigalokatekin, struktur resonansi ester
terprotonkan memberikan muatan positif terhadap atom karbon karbonil dan
atom oksigen karbonil (Fesenden & Fesenden, 1984) sehingga EGCG dapat
berinteraksi dengan AGT seperti yang terjadi dengan ion karbanium (CH;")
(Singer & Berg, 1992). Akibat interaksi ini, AGT dapat menjadi aktifator gen
AGT sendiri sehingga ekspresinya meningkat (Takano et al, 1988).
Meningkatnya ekspresi AGT akan mempercepat proses perbaikan O°-
metilguanin-DNA sehingga kadarnya menurun (Singer & Berg, 1992).
Menurunnya kadar O%-metilguanin-DNA ini, akan mencegah mutasi pada
proto-onkogen K-ras sehingga inisiasi karsinogenesis dapat dicegah (Lijinsky
et al., 1994). Untuk mendapatkan pembuktian dari masalah tersebut, maka
perlu dilakukan penelitian secara eksperimental.

Tujuan penelitian ini adalah membuktikan kemampuan EGCG dalam
meningkatkan aktifitas gen O°f-alkilguanin-DNA alkiltransferase (AGT)
sehingga mampu mencegah inisiasi karsinogenesis. Untuk membuktikan
kemampuan tersebut maka dilakukan pengukuran aktifitas AGT, kadar O°-
metiguanin DNA dan analisis hambatan terjadinya mutasi pada proto-onkogen
K-ras kodon 12, 13 ekson 1 dan kodon 61 ekson 2 oleh MNU.

. Percobaan dilakukan secara in vitro menggunakan kultur hepatosit
tikus. Hasil yang dicapai pada penelitian ini adalah bahwa dalam selang
waktu12-48 jam, EGCG pada kadar 8,3 ppm hingga 66,7 ppm dapat
meningkatkan aktifitas AGT dari 1,4 hingga 2,8 kali lebih besar dari kondisi
konstitutif yang diukur dengan Liquid Scintillation Counter (LSC). Untuk
menunjukkan bahwa telah terjadi peningkatan AGT, maka ditentukan kadar
Of-metilguanin-DNA dengan menggunakan HPLC yang dilanjutkan dengan
LSC. Pemberian EGCG 66,7 ppm mampu mencegah pembentukan O°-
metilguanin yang diinduksi oleh MNU (48 uM) sebesar 92,6%.. EGCG 33,3
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ppm terbukti dapat mencegah terjadinya mutasi pada proto-onkogen K-ras
yang diinduksi oleh MNU 48 pM. Hal ini menunjukkan kemampuan EGCG
dalam menghambat inisiasi karsinogenesis

Dari penelitian ini disarankan untuk mencari dosis EGCG yang tepat,
mempelajari hubungan antara struktur kimia dan aktifitas AGT, mempelajari
pengaruh EGCG terhadap ekspresi gen AGT pada tingkat mRNA, dan
menginformasikan kepada masyarakat tentang manfaat teh hijau untuk
pencegahan kanker.
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ABSTRACT

(--Epigallocatechin gallate (EGCG) is a major component of tea
catechin, which was reported to inhibit cancer development induced by
chemical carcinogen. However, it is still not known how does the mechanism
occur. In this study, the role of EGCG on the enhancement of O®-alkylguanine-
DNA alkyltransferase (AGT) in primarily rat liver cell culture was evaluated
using Liquid Scintillation Counter method. The result showed that in the range
of 12-48 hour after various concentrations (8.3-66.7 ppm) of single dose
EGCG treatments, the AUC (area under curve) of AGT activity was increased
by 1.4- to 2.8-fold (p < 0.01) than the constitutive level. To confirm that the
expression of AGT increased by EGCG treatment, it could be shown by the
decreased of O°-methylguanine-DNA induced by N-methyl-N-nitrosourea
(MNU). The evidence showed that the formation of this O°-methylguanine-
DNA by MNU at the highest concentration (48 M) could be prevented 92,6 %
by EGCG 66,7 ppm in the culture media. Furthermore, mutation of K-ras in
codon 12™ which had been proven the most frequent mutation caused by
chemical carcinogen was also analyzed. using PCR-SSCP method,
subsequently continued by DNA sequencing. EGCG concentration of 16.6
ppm could prevent K-ras mutation induced by MNU 32 uM. Result of these
studies indicate that EGCG has substantial anti-cancer-initiating activity due to
enhancing the AGT expression.

Keyword: (-)-Epigallocatechin gallate, O®-alkylguanine-DNA alkyltransferase,
K-ras, PCR-SSCP, DNA sequencing, anti-cancer activity.
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