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ABSTRAK

Hiperglikemia atau tingginya tingkat glukosa darah merupakan penyebab utama
penyakit Diabetes Mellitus yang diketahui dapat menyebabkan gangguan
ejakulasi dan mengganggu spermatogenesis. Dengan adanya gangguan
spermatogenesis maka akan menyebabkan penurunan pada populasi sel
spermatogenik di dalam tubulus seminiferus. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis (Park.)
Fosberg) dalam memperbaiki kerusakan tubulus seminiferus yang disebabkan
oleh tingginya radikal bebas pada mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi
aloksan. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang
terdiri dari lima kelompok perlakuan dengan masing-masing lima ulangan
menggunakan mencit jantan. Kelompok K- sebagai kontrol negatif (diberi 0,4 ml
aquabides dan pakan standar), kelompok K+ sebagai kontrol positif (diinduksi
aloksan 150 mg/kg BB), kelompok P1 (diinduksi aloksan dengan dosis 150 mg/kg
BB dan ekstrak etanol daun sukun dengan dosis 5,6 mg/40 gr BB), P2 (diinduksi
aloksan dengan dosis 150 mg/kg BB dan ekstrak etanol daun sukun dengan dosis
11,2 mg/40 gr BB), dan P3 (diinduksi aloksan dengan dosis 150 mg/kg BB dan
ekstrak etanol daun sukun dengan dosis 22,4 mg/40 gr BB). Data yang diperoleh
diuji menggunakan One Way ANOVA dan dilanjutkan dengan BNT pada taraf
nyata 5%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol daun
sukun terhadap tubulus seminiferus mencit yang diinduksi aloksan dapat
meningkatan rata-rata jumlah sel spermatosit primer dan diameter tubulus
seminiferus mencit secara signifikan, namun tidak memberikan pengaruh yang
signifikan terhadap peningkatan jumlah sel spermatogonia, sel spermatid, dan
ketebalan sel-sel spermatogenik tubulus seminiferus.

Kata kunci : Hiperglikemia, Artocarpus altilis, Tubulus Seminiferus
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l. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Diabetes Mellitus (DM) merupakan salah satu penyakit yang menjadi
permasalahan di dunia hingga menyebabkan kematian bagi penderitanya. DM
diketahui dapat menyebabkan impotensi, gangguan ejakulasi, merusak fungsi
kelenjar seks aksesori, dan mengganggu spermatogenesis (WHO,2000).
Tingginya kadar glukosa darah pada seseorang menjadi penyebab utama
penyakit Diabetes Mellitus atau yang biasa dikenal dengan penyakit kencing
manis. Peningkatan glukosa darah yang cukup tinggi disertai dengan
peningkatan radikal bebas di dalam tubuh dapat memicu berbagai komplikasi.
Adanya peningkatan glukosa darah berkaitan dengan resistensi insulin.
Gangguan glukosa darah merupakan resiko terjadinya aterosklerosis dan
sering berkaitan dengan penyakit kardiovaskular, hipertensi, serta

dislipimedia (Abbas dan Maitra, 2015).

Pada penelitian eksperimental, peningkatan glukosa darah dilakukan
menggunakan bahan aloksan yang diinduksikan kepada hewan percobaan
yaitu mencit ataupun tikus. Aloksan adalah suatu substrat yang secara
struktural adalah derivat pirimidin sederhana (Nugroho dan Purwaningsih,

2006). Aloksan diperkenalkan sebagai hidrasi aloksan pada larutan encer.



Aloksan murni diperoleh dari oksidasi asam urat oleh asam nitrat (Watkuns;
dkk., 2008). Pemberian aloksan adalah cara yang cepat untuk menghasilkan
kondisi diabetik eksperimental (hiperglikemik) pada binatang percobaan.
Tikus hiperglikemik dapat dihasilkan dengan menginjeksikan 120 — 150
mg/kgBB (Nugroho ; Purwaningsih, 2004). Aloksan dapat diberikan secara
intravena, intraperitoneal, atau subkutan pada binatang percobaan

(Szkudelski, 2008).

Di dalam testis terdapat struktur yang disebut dengan tubulus seminiferus
yang berfungsi sebagai penghasil sperma. Testis dilapisi oleh kantong yang
terdiri dari kulit, tunica dartos, dan sebagian funiculus spermaticus yang
disebut kantong scrotum (Toelihere, 1985). Testis memiliki dua fungsi
sebagai penghasil spermatozoa dan penghasil hormon-hormon jantan atau
androgen (Hafez, 1970). Spermatozoa dibentuk dengan suatu proses yang
disebut dengan spermatogenesis, Yyaitu proses perkembangan sel-sel
spermatogenik yang terdiri dari tiga tahap yaitu spermatositogenesis atau
proliferasi, tahap meiosis dan tahap spermiogenesis. Terdapat faktor-faktor
yang mempengaruhi proses spermatogenesis yaitu faktor endogen dan faktor
eksogen. Faktor endogen meliputi hormonal, psikologis, dan genetik.
Sedangkan faktor eksogen meliputi bahan kimia dan obat-obatan, suhu, dan

radiasi sinar-X (Sukmaningsih, 2009).

Di dalam testis terdiri dari kelenjar-kelenjar yang berbentuk tubulus dengan
pembungkus selaput tebal yang disebut tunika albugenia. Pada sudut posterior

organ testis terbungkus oleh selaput atau kapsula yang disebut mediastinum



testis. Septula testis merupakan selaput tipis yang meluas mengelilingi
mediastinum sampai ke tunika albugenia dan membagi testis menjadi 250-
270 bagian berbentuk piramid yang disebut lobuli testis. Isi dari lobulus
adalah tubulus seminiferus, yang merupakan tabung kecil panjang dan
berkelok-kelok memenuhi seluruh kerucut lobulus. Muara tubulus
seminiferus terdapat pada ujung medial dari kerucut. Pada ujung apikal dari
tiap-tiap lobulus akan terjadi penyempitan lumen dan akan membentuk
segmen pendek pertama dari sistem saluran kelamin yang selanjutnya akan

masuk ke rete testis (Partodiharjo 1980).

Tanaman Sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg) memiliki banyak
manfaat seperti tanaman pangan dan juga sebagai tanaman obat. Tanaman
sukun memiliki bagian tumbuhan yang bermanfaat sebagai tanaman obat.
Buahnya digunakan oleh masyarakat sebagai penguat fungsi hati. Bagian
daun juga dapat digunakan untuk pengobatan sirosis hati, hipertensi dan

diabetes (Jagtap dan Bapat, 2010).

B. Uraian Masalah
Kemampuan daun sukun dalam mengobati beberapa penyakit kronis
adalah karena senyawa yang terkandung di dalamnya. Daun sukun
mengandung beberapa senyawa yang berkhasiat bagi tubuh seperti
polifenol, asam hidrosionat, tanin, quercetin dan ortoindosionin. Senyawa
ortoindonesionin dan quercetin merupakan kelompok senyawa turunan
flavonoid yang berfungsi sebagai zat antioksidan dan banyak digunakan

sebagai komponen aktif dalam obat-obatan. Dalam penelitian ini akan



memanfaatkan daun sukun sebagai sumber pengobatan gula darah yang
tinggi dan pada mencit (Mus musculus L.) dengan melihat pengaruhnya
terhadap beberapa struktur histologi organ jantan tubulus seminiferus.
Pada penelitian ini mendorong peneliti untuk melihat pengaruh pemberian
ekstrak daun sukun terhadap jumlah sel-sel spermatogenik, ketebalan sel-
sel spermatogenik, dan diameter tubulus seminiferus mencit (Mus

musculus L.) yang diinduksi aloksan.

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun

sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg) terhadap:

1. Jumlah sel-sel spermatogenik yaitu sel spermatogonia, sel spermatosit
primer, dan sel spermatid mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi
aloksan.

2. Ketebalan sel-sel spermatogenik tubulus seminiferus mencit (Mus
musculus L.) yang diinduksi aloksan.

3. Diameter tubulus seminiferus mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi

aloksan.

D. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah :

1. Dapat dipakai sebagai acuan untuk penelitian selanjutnya tentang struktur

histologi tubulus seminiferus mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi



aloksan setelah pemberian ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis
(Park.) Fosberg).

2. Dapat mengetahui manfaat ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis
(Park.) Fosberg) terhadap organ testis yaitu tubulus seminiferus yang
digunakan sebagai obat tradisional.

3. Dapat digunakan sebagai acuan penentuan dosis yang tepat dalam
pemberian ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg)

jika digunakan sebagai salah satu obat tradisional.

E. Kerangka Pikir

Aloksan adalah suatu senyawa yang sering digunakan untuk mendapatkan
kondisi diabetik eksperimental (hiperglikemik) pada hewan percobaan.
Aloksan dapat menghasilkan radikal hidroksil yang sangat reaktif dan dapat
menyebabkan diabetes pada hewan coba. Daun sukun mengandung beberapa
senyawa yang berkhasiat bagi tubuh seperti polifenol, asam hidrosionat,
tanin, gquercetin dan artoindosionin. Senyawa ortoindonesionin dan quercetin
merupakan kelompok senyawa turunan flavonoid yang berfungsi sebagai zat
antioksidan dan banyak digunakan sebagai komponen aktif dalam obat-
obatan. Dalam hal ini daun sukun biasa digunakan oleh masyarakat di
berbagai belahan dunia sebagai alternatif pengobatan sirosis hati, hipertensi,

menurunkan kadar kolesterol dan diabetes.

Adanya pengobatan alternatif ini, kita juga harus mempertimbangkan efek

samping yang dapat merugikan organ lain jika penggunaan yang tidak sesuai



dosis atau takaran. Maka harus dilakukan pengamatan mikroskopik organ
dalam seperti struktur histologi dari testis yaitu tubulus seminiferus yang
berfungsi sebagai penghasil sperma, penjaga sperma, dan menyalurkan

sperma untuk fertilisasi.

Pada penelitian ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg)
sebelumya telah dilakukan terhadap tikus tentang analisis kadar glukosa darah
dan mempertahankan jumlah sperma yang diberi perlakuan diabetes dengan
diinduksi aloksan dan hasilnya menunjukan bahwa pemberian ekstrak etanol
daun sukun dapat menurunkan kadar gula darah pada tikus dan pemberian
ekstrak daun sukun tidak menghambat proses spermatogenesis sehingga
jumlah sperma tidak berbeda nyata dengan kontrol (I Putu, 2015). Dari uraian
tersebut maka mendorong peniliti untuk melakukan penelitian ini dengan
tujuan mengetahui pengaruh ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis
(Park.) Fosberg) terhadap jumlah sel-sel spermatogenik, ketebalan sel-sel
spermatogenik, dan diameter tubulus seminiferus mencit (Mus musculus L.)

yang diinduksi aloksan.

. HIPOTESIS

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol daun
sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg) dapat meningkatkan :
1. Jumlah sel-sel spermatogenik pada tubulus seminiferus mencit (Mus

musculus L.) yang diinduksi aloksan



Ketebalan sel-sel spermatogenik pada tubulus seminiferus mencit (Mus
musculus L.) yang diinduksi aloksan.
Ukuran diameter tubulus seminiferus mencit (Mus musculus L.) yang

diinduksi aloksan.



1. TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg)

Tanaman sukun sangat mudah ditemukan di Indonesia karena tanaman sukun
merupakan tanaman tropis yang ditemukan pada iklim tropis meliputi suhu 20

—40°C, curah hujan tinggi 2.000 — 3000 mm per tahun (Mardiana, 2013).

Klasifikasi tanaman sukun adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Bangsa : Rosales

Suku : Moraceae

Marga  : Artocarpus

Jenis : Artocarpus altilis (Parkinson ex F.A.Zorn) Fosberg
(Syamsuhidayat & Hutapea, 1991).

Bagian tanaman sukun memiliki manfaat bagi kehidupan manusia baik dari
segi kesehatan maupun segi makanan, hal tersebut yang membuat tanaman
sukun memiliki julukan tanaman serbaguna. Masyarakat di berbagai belahan
dunia memanfaatkan bagian tanaman sukun berupa buah, daun, getah, hingga
bunga sukun secara tradisional dan turun-temurun sebagai obat-obatan

kesehatan. Di Indonesia tanaman sukun mengalami penyebaran ke berbagai



daerah yaitu Sumatera (Aceh, Sumatera Utara, Sumatera Barat, dan Riau),
Jawa (Kepulauan Seribu, Jawa Barat, Jawa Tengah, Yogyakarta, Jawa Timur,
dan Madura), Bali, Nusa Tenggara Barat, Nusa Tenggara Timur, dan
Sulawesi (Minahasa, Gorontalo, Makassar, Malino, dan Maluku) (Rizema,

2013).

Tanaman sukun mempunyai akar tunggang yang dapat mencapai panjang 6
m. Jika akar terpotong maka akan memacu tumbuhnya pertunasan (Rizema,
2013). Pohon sukun memiliki kemampuan pertumbuhan hingga mencapai
tinggi 20 — 40 m dengan batang pohon yang tegak, relatif besar, sedikit lunak
dan bergetah banyak. Batang pohon sukun memiliki cabang yang banyak dan
cenderung mengalami pertumbuhan ke atas (Wardany, 2012). Tanaman
sukun memiliki daun yang berbentuk oval, panjang daun 60 cm, lebar daun
45 cm dengan tangkai daun 7 cm dan ujung daun meruncing (Pitojo, 1992).
Tanaman sukun termasuk tanaman berumah satu yang memiliki karakteristik
bunga berkelamin tunggal. Artinya dalam satu tanaman benang sari dan putik
terletak pada bunga yang berbeda (Rizema, 2013). Warna dari bunga sukun
adalah hijau muda, bunga tumbuh di ujung ranting, dan warna mahkota bunga

adalah kuning (Wardany, 2012).

Sumber karbohidrat dapat diperoleh dari buah sukun (Artocarpus altilis
(Park.) Fosberg) yang biasa digunakan sebagai sumber karbohidrat yang baik
oleh masyarakat (Suseno, 2013). Buah sukun memiliki bentuk bulat dengan
tangkai buah sekitar 5 cm, namun terdapat beberapa varietas yang memiliki

bentuk buah yag hampir lonjong dan memanjang. Tanaman sukun sangan
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menguntungkan karena sukun dapat berbuah sepanjang tahun dan tidak

mengenal musim (Wardany, 2012).

Gambar 1. Daun sukun (Ahmad, 2012)

Beberapa penelitian disebutkan bahwa daun sukun (Artocarpus altilis (Park.)
Fosberg) memiliki kandungan kimia seperti flavonoida, saponin dan tanin.
Saponin bersifat membran permeabilising, hemolitik, antioksidan, anti-
inflamasi, imunostimulan dan antikarsinogenik, mereka mempengaruhi
konsumsi pakan, pertumbuhan dan reproduksi pada hewan, dan dapat
digunakan sebagai fungisida, moluskisida dan insektisida, serta dapat

diaplikasikan terhadap beberapa bakteri dan virus (Geyter et al., 2007).

Saponin dapat menurunkan tegangan permukaan dinding sel dan apabila
berinteraksi dengan dinding bakteri, maka dinding tersebut akan pecah atau
lisis. Saponin akan mengganggu tegangan permukaan dinding sel, maka saat
tegangan permukaan terganggu zat antibakteri akan masuk dengan mudah
kedalam sel dan akan mengganggu metabolisme hingga akhirnya terjadilah

kematian bakteri (Karlina et al., 2013).
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Flavonoid terdapat pada semua tanaman hijau seperti pada tanaman sukun.
Senyawa flavonoid tersebar pada semua bagian tanaman termasuk daun, akar,
kayu, bunga dan biji (Markham, 1988). Berdasarkan penelitian Lotulung PD,
dkk dari Lembaga Pengetahuan Indonesia (LIPI), kandungan bioaktif dari
ekstrak etanol daun sukun yang berhasil diidentifikasi adalah Flavonoid
terprenilasi yang mempunyai aktivitas sitotoksik. Flavonoid bersifat sebagai
oksidatif yang dapat menangkap radikal bebas. Flavonoid juga dapat
berfungsi sebagai antibiotik yang mengganggu fungsi mikroorganisme seperti

bakteri atau virus (Harmanto, 2012).

Tanin terdapat disebagian besar bagian tanaman, akar, tunas, daun muda,
kulit dalam, kulit luar, dan buah tanaman. Tanin efektif membunuh serangga
(Mulyana, 2002). Tanin merupakan senyawa fenolik yang merupakan
polimerasi polifenol sederhana. Zat ini dapat menurunkan kadar glukosa
darah dengan cara memacu metabolism glukosa dan lemak, sebagai
antiseptik, obat luka bakar, menghentikan pendarahan kecil, dan
menghentikan diare (Mardiana dan Aminah, 2009). Tanin juga bersifat anti
bakteri dan anti virus. Mekanisme kerja tanin akan merusak membran sel
bakteri dan mengerutkan dinding sel sehingga akan mengganggu
permeabilitas sel bakteri, hingga pertumbuhan sel bakteri terlambat dan
bahkan akan mati. Sebagai anti virus, tanin akan merusak enzim yang
diperlukan virus untuk memperbanyak diri, hal ini yang mengakibatkan virus

sulit berkembang (Shabella, 2012).
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B. Mencit (Mus musculus L.)

Mencit (Mus musculus L.) adalah anggota Muridae yang berukuran kecil
sering disebut dengan rodensia (latin = rodere, yang artinya mengerat).
Hewan ini terdapat di seluruh penjuru dunia yang merupakan binatang asli
Asia dan Eropa barat. Dalam hal genetika mencit merupakan kelompok
mamalia yang dicirikan paling lengkap dan memiliki kemiripan secara
homolog dengan manusia. Mencit juga mudah dipelihara dan memiliki siklus

reproduksi yang cepat (Meredith dan Redrobe 2002).

Berdasarkan taksonomi, mencit memiliki klasifikasi sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae

Marga : Mus

Jenis : Mus musculus L. (ITIS, 2018).

Penyebaran mencit (Mus musculus L.) terbilang cukup luas, mulai dari iklim,
dingin, sedang, maupun panas dan dapat hidup terus menerus dalam kandang
atau secara bebas sebagai hewan liar. Hewan percobaan adalah hewan yang
digunakan dalam penelitian biologis maupun biomedis dan dipelihara secara
intensif di laboratorium. Mencit (Mus musculus L.) merupakan hewan
laboratorium yang sering digunakan sebagai hewan uji/ percobaan. Mencit
laboratorium digunakan untuk penelitian dalam bidang obat-obatan, genetik,

Diabetes Mellitus, dan obesitas (Andri, 2007).
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Mencit memiliki tubuh yang kecil ditutupi rambut yang lembut dan sangat
lebat, mencit memliki kaki yang pendek dan ekor panjang ditutupi bulu tipis.
Sama seperti rodentia yang lain pada umumnya. Mencit memiliki rumus gigi
0 2 (1/1 incisors, 0/0 canines, 0/0 premolars, 3/3 molars) (Hrapkiewicz dan
Medina, 2007). Mencit sebagai hewan percobaan sangat praktis untuk
penelitian kuantitatif, karena sifatnya yang mudah nerkembangbiak, selain itu
mencit juga dapat digunakan sebagai hewan model untuk mempelajari seleksi

terhadap sifat-sifat kuantitatif (Andri, 2007).

Tabel 1. Sifat Biologis Mencit (Mus musculus L.) (Smith dan
Mangkoewidjojo, 1998)

Kriteria Keterangan
Lama bunting 19 — 21 hari
Umur sapih 21 hari
Umur dewasa 35 hari
Umur dikawinkan 8 minggu
Berat dewasa :
- Jantan - 20-404qr
- Betina - 18-35¢r
Berat sapih 18 — 20 gr
Jumlah anak Rata-rata 6, bisa mencapai 15 ekor
Kecepatan tumbuh 1 gr/ hari
Siklus estrus 4 —5 hari
Perkawinan Pada waktu estrus
Fertilitas 2 jam setelah kawin
Aktivitas Nokturnal (aktif pada malam hari)
Berat lahir 0,5-100r

Mencit termasuk ke dalam golongan hewan omnivora, sehingga mencit dapat
memakan semua jenis makanan. Mencit juga termasuk hewan nokturnal,
yaitu aktivitas hidupnya (seperti aktivitas makan dan minum) lebih banyak
terjadi pada sore dan malam hari. Kualitas makanan merupakan salah satu

faktor lingkungan yang sangat berpengaruh terhadap penampilan mencit,
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sehingga status makanan yang diberikan dalam percobaan biomedis
mempunyai pengaruh nyata terhadap hasil percobaan. Mencit membutuhkan
makanan berkadar protein diatas 14%, karena inilah kebutuhan zat makanan
mencit dapat dipenuhi dar makanan ayam komersial yang kandungan

poteinnya hingga 17% (Andri, 2007).

C. Aloksan

Aloksan (2,4,5,6-tetraoksipirimidin; 2,4,5,6-pirimidinetetron) merupakan
senyawa turunan pirimidin teroksigenasi yang berisfat asam lemah, sangat
hidrofilik dan tidak stabil (dapat terdekomposisi menjadi asam aloksanat).
Mekanisme aloksan melalui sel beta selektif, waktu paruhnya pada pH netral
7,4 dan suhu 37°C adalah 1,5 menit dan akan lebih lama pada temperatur yang

lebih rendah. Aloksan stabil pada pH asam (Lenzen, 2008).

Aloksan adalah suatu senyawa yang sering digunakan untuk penelitian dibetes
menggunakan hewan coba. Aloksan dapat menghasilkan radikal hidroksil
yang sangat reaktif dan dapat menyebabkan diabetes pada hewan coba (Herra
dan Haidi, 2005). Sebagai diabetogenik, aloksan dapat digunakan secara
intravena, intraperitoneal, dan subkutan. Dosis intravena yang digunakan
biasanya 65mg/kg BB, sedangkan intraperitoneal dan subkutan adalah 2-3

kalinya (Endro, 2006).

Salah satu metode yang paling potensial untuk menginduksi hewan
eksperimental diabetes melitus adalah dengan cara induksi aloksan. Pemberian

aloksan adalah cara yang cepat untuk menghasilkan kondisi dibetik
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eksperimental pada binatang percobaan. Aloksan dapat menyebabkan diabetes
melitus tergantung insulin pada binatang tersebut dengan karakteristik mirip

dengan diabetes melitus tipe 1 pada manusia (Rohilla dan Shahjad, 2012).

Aloksan bersifat toksik selektif terhadap sel beta pankreas yang memproduksi
insulin. Dalam waktu 24-48 jam setelah pemberian aloksan, integritas sel-sel
beta menghilang dan terjadi degranulasi yang menyebabkan terjadinya kondisi
hiperglikemia yang permanen. Secara morfologi terjadi destruksi dan nekrosis
pada sel beta pankreas yang irreversible (Rohilla dan Shahjad, 2012). Aksi
sitotoksik aloksan pada sel beta pankreas dimediasi oleh radikal bebas melalui
reaksi redoks, homeostasis kalsium intraseluler yang terganggu, dan inhibisi

enzim glukokinase (Endro, 2006; Rohilla dan Shahjad, 2012).

D. Tubulus Seminiferus

Tubulus terdiri atas suatu lapisan jaringan ikat fibrosa, lamina basalis, dan
suatu epitel germinal kompleks atau disebut seminiferus. Tubulus seminiferus
dilapisi oleh tunika propria yang terdiri atas berbagai lapisan fibroblast.
Tubulus seminiferus merupakan kelenjar tubulosa kompleks, bagian ini
menghasilkan spermatozoa (Finn 1994). Epitel tubulus seminiferus terdiri
atas dua jenis sel yaitu sel Sertoli atau sel penunjang dan sel-sel
spermatogenik yang terdiri dari spermatogonia, spermatosit primer,
spermatosit skunder, spermatid dan spermatozoa (Partodiharjo 1980).
Tubulus rektus merupakan penghubung antara tubulus seminiferus dengan

labirin saluran-saluran berlapis epitel berkesinambungan, yaitu rete testis.
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Rete testis ini kemudian akan dihubungkan dengan bagian kepala epididimis

oleh duktus eferen (Guyton dan Hall 1997).
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Gambar 2. Struktur histologi testis, tubulus seminiferus (Eroschenko, 2010).

Setiap tubulus seminiferus akan dilapisi oleh epitel germinal berlapis, yang
mengandung sel penunjang atau sel sertoli yang tidak berproliferasi dan sel
spermatogenik yang berproliferasi. Sel spermatogenik tersebut terdiri dari sel
spermatogonia, sel spermatosit primer, sel spermatosit sekunder, sel
spermatid, dan spermatozoa. Di dalam tubulus seminiferus juga terdapat sel
Sertoli yang memiliki fungsi membantu sel germinal dalam memelihara
suasana agar sel tersebut dapat berkembang dan menjadi dewasa,
mengirimkan sinyal untuk memulai dan mengontrol spermatogenesis, dan
mempertahankan perkembangan spermatid, serta mengatur fungsi kelenjar
pituitari. Di antara tubulus seminiferus terdapat sel Leydig yang
memproduksi testosteron dan akan disekresikan ke dalam aliran darah (Sneil,

2006 ; Lange, 2007).

Spermatogenesis terjadi di dalam suatu stuktur yang disebut tubulus

seminiferus, tubulus seminiferus memiliki bentuk yang berlekuk-lekuk dalam
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setiap lobulus testis yang semua duktusnya kemudian akan meninggalkan
testis, dan masuk ke dalam epididimis tikus. Tubulus seminiferus dilapisi oleh
epitel bertingkat yang sangat kompleks yang di dalamnya mengandung dua
jenis sel yang penting dalam proses spermatogenesis yaitu sel spermatogenik
yang berproliferasi dan sel sertoli yang tidak berproliferasi. Dalam
menjalankan fungsinya, setiap tubulus seminiferus dikelilingi oleh membran
basalis yang memisahkan setiap tubulus seminiferus dalam setiap lobulus
testis. Di dekat membran basalis ini terdapat sel progenitor yang berfungsi
sebagai sel induk dari pembentukan spermatozoa. Proses spermatogenesis
yang terjadi pada sistem reproduksi tikus jantan dipengaruhi oleh hormon-
hormon yang dihasilkan oleh organ hipotalamus, hipofisa, dan organ testis

sendiri (Krinke, 2000 ; Larasati,2013).



I11.  METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada Oktober 2018 — Februari 2019 di
Laboratorium Zoologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Universitas Lampung untuk pemeliharaan dan perlakuan hewan uji. Untuk
pembuatan ekstrak etanol daun sukun dilakukan di Laboratorium Kimia
Dasar Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas
Lampung. Untuk pembuatan histologi dilakukan di Laboratorium Patologi
Balai Penyidikan dan Pengujian Veteriner (BPPV) Regional 111 Bandar

Lampung.

B. Alat dan Bahan

1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah oven yang berfungsi
untuk mengeringkan daun sukun, penyaring dan pompa vacum yang
berfungsi untuk menyaring filtrat, gelas ukur digunakan untuk mengukur

etanol yang dibutuhkan, tabung reaksi yang berfungsi untuk menampung
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filtrat hasil reaksi, pipet tetes, kaca arloji, kaca objek, kaca penutup,
mikroskop digunakan untuk mengamati preparat histologi, kandang
mencit beserta penutup yang terbuat dari kawat sebanyak 25 buah, wadah
pakan mencit, botol minum mencit, rak kandang mencit, sonde lambung
yang dihubungkan dengan alat suntik digunakan untuk pemberian ekstrak
etanol daun sukun secara oral, timbangan analitik untuk menimbang berat
badan mencit, seperangkat alat bedah untuk membedah mencit yang akan
diambil organ testisnya, kertas label yang berfungsi untuk memberikan
label pada objek pengamatan, evaporator untuk mengekstrak daun sukun,
1 buah jarum suntik untuk induksi aloksan, tisu yang berfungsi untuk
membersihkan sisa zat warna pada objek gelas, kamera yang berfungsi
untuk mendokumentasi selama penelitian berlangsung, dan alat tulis yang

berfungsi untuk mencatat data hasil penelitian.

Bahan

Bahan yang digunakan adalah 25 ekor mencit jantan berumur 2 — 3 bulan
dengan berat 30 — 40 gr, sekam padi atau serbuk kayu sebagai alas
kandang mencit, pelet sebagai pakan mencit, air minum mencit, aloksan
untuk menaikkan gula darah pada hewan uji, alkohol yang berfungsi
untuk sterilisasi, kloroform sebagai obat bius, buffer formalin 10%
berfungsi untuk fiksasi organ testis yang akan dibuat preparat histologi,
NaCl 0,9% sebagai pelarut aloksan, alkohol 70%, 80%, 90%, 96%, dan
alkohol absolut digunakan untuk dehidrasi atau menarik air dari sediaan,

xylol untuk menarik alkohol kembali, parafin (titik didih 56 — 80°C) untuk
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filtrasi dan embedding, zat warna Hematoksilin-Eosin (HE), canada
balsam, aquabides yang berfungsi untuk larutan pada perlakuan kontrol
serta untuk pengenceran ekstrak etanol daun sukun dalam pencekokan,

dan air.

C. Pelaksanaan Penelitian

1. Persiapan Hewan Uji

Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit jantan
yang memiliki berat badan 30 — 40 gr sebanyak 25 ekor berumur 2 — 3
bulan yang dibagi dalam 5 kelompok yaitu satu kelompok kontrol
positif, satu kelompok kontrol negatif, dan tiga kelompok perlakuan,
masing-masing kelompok terdiri dari 5 ekor. Sebelum diberi
perlakuan, semua mencit diaklimatisasi terlebih dahulu selama 7 hari.
Selama aklimatisasi mencit hanya diberi pakan standar (pellet) dan
air. Setelah diaklimatisasi semua mencit dipuasakan selama 8 — 12

jam dan hanya diberi air minum.

2. Persiapan Dosis Aloksan

Setiap mencit diinduksi aloksan dengan dosis sebanyak 0,15 mg/gr
BB menggunakan NaCl sebagai pelarut sebanyak 0,9% dan syringe 1
ml secara subkutan pada bagian tengkuk leher. Penginduksian aloksan

harus steril, pada bagian tengkuk leher dibersihkan dengan cara diusap
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menggunakan kapas yang telah diberi alkohol 70%. Kemudian larutan
aloksan yang terdapat pada syringe dapat diinjeksikan pada mencit
yang sebelumnya telah dipuasakan terlebih dahulu selama 8-12 jam

(hanya disediakan air minum).

. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Sukun (Artocarpus altilis (Park.)

Fosberg)

Daun sukun dibersihkan dan dicuci kemudian dikeringanginkan, lalu
daun sukun dipotong menjadi bagian yang lebih kecil menggunakan
gunting, daun sukun dikeringkan menggunakan oven pada suhu 40°C.
Setelah itu daun sukun yang telah kering dihaluskan menggunakan
blender dan diayak untuk mendapatkan serbuk halusnya. Setelah
bubuk halus didapatkan, kemudian bubuk tersebut dimaserasi
menggunakan etanol dan disaring lagi menggunakan pompa vacum
sehingga didapatkan filtrat. Kemudian filtrat dievaporasi
menggunakan rotary evaporator hingga terbentuk ekstrak kasar
berbentuk pasta yang digunakan sebagai bahan percobaan dalam

penelitian ini.

. Pemberian Perlakuan

Setelah mencit selesai diaklimasi selama 7 hari, maka pemberian
perlakuan dapat segera dimulai. Pada penelitian ini ekstrak etanol

daun sukun diberikan secara oral atau dicekok dengan menggunakan
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aquabides sebagai kontrol sehingga presentase yang digunakan adalah
1% (Yorijuly, 2012). Hewan uji yang digunakan dalam penelitian ini
adalah mencit jantan dengan berat sekitar 40 gr, sehingga rumus

perhitungan volume penggunaan aquabides yaitu sebagai berikut :

Volume pemberian = Berat x Persen Pemberian
=409grx 1%
=40 gr x (1 ml/100 gr)
=0,4ml

Perlakuan dosis ekstrak etanol daun sukun yang diberikan adalah

sebagai berikut :

a. Kontrol negatif (K-) diberi 0,4 ml aquabides (hari ke-0 — ke-35)

b. Kontrol positif (K+) diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB

c. Perlakuan 1 (P1) diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB dan diberi
dosis 5,6 mg/40 gr BB dalam 0,4 ml aquabides

d. Perlakuan 2 (P2) diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB dan diberi
dosis 11,2 mg/40 mg BB dalam 0,4 ml aquabides

e. Perlakuan 3 (P3) diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB dan diberi

dosis 22,4 mg /40 mg BB dalam 0,4 ml aquabides.

Waktu pencekokan ekstrak dilakukan setiap hari sekali selama 35 hari.

. Pembedahan Mencit (Mus musculus L.)

Setelah mencit diberi perlakuan selama 35 hari, kemudian dilakukan

pembedahan. Mencit yang dibedah terlebih dahulu diberi kloroform
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dan diletakkan pada bak parafin. Spesimen dibuka perutnya untuk
diambil testisnya. Testis yang telah dipotong difiksasi dengan buffer
formalin 10% di dalam botol, kemudian dibawa ke Laboratorium
Patologi Balai Penyidikan dan Pengujian Veteriner (BPPV) Regional
I11 Bandar Lampung untuk dibuat preparat histologi sehingga tubulus

seminiferus dapat diamati.

D. Pengamatan

1. Teknik Pembuatan Slide

a. Trimming

Trimming merupakan proses pemotongan tipis jaringan setebal
kurang lebih 4 mm dengan orientasi sesuai organ yang akan
dipotong yaitu pada bagian testis. Proses ini dilakukan setelah
sebelumnya spesimen yang berupa potongan organ difiksasi
terlebih dahulu dengan menggunakan larutan pengawet yang
berupa buffer formalin atau 10% formalin. Setelah itu potongan

jaringan testis tersebut dimasukkan ke dalam embedding casette.

b. Dehidrasi

Proses dehidrasi dilakukan dengan menggunakan tissu

processor yang bertujuan untuk menghilangkan kandungan air
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dalam jaringan. Proses ini dilakukan secara bertahap dengan
menggunakan larutan alkohol (konsentrasi 70 — 100%). Setelah
proses dehidrasi selesai dilanjutkan dengan clearin’
menggunakan larutan xylol dan impregnasi menggunakan

larutan paraffin.

c. Embedding

Setelah melalui proses dehidrasi, maka jaringan yang berada
dalam embedding cassette dipindahkan ke dalam base mold,
kemudian diisi dengan paraffin cair, yang selanjutnya dilekatkan

pada balok kayu ukuran 3 x 3 cm.

d. Cutting

Proses cutting dilakukan dalam ruangan dingin. Sebelumnya
blok terlebih dahulu didinginkan. Pemotongan diawali dengan
pemotongan kasar yang selanjutnya dilakukan pemotongan
halus dengan ketebalan 4 — 5 mikron. Setelah dipotong,
selanjutnya dipilih lembaran potongan yang baik, lalu
diapungkan di air. Kemudian lembaran jaringan dipindahkan ke
dalam water bath selama beberapa detik sampai mengembang
sempurna. Selanjutnya slide ditempatkan pada inkubator (suhu

37°C) selama 24 jam sampai jaringan melekat sempurna.

e. Staining
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Setelah jaringan melekat sempurna, selanjutnya dilakukan
pewarnaan slide dengan menggunakan teknik pewarnaan

Hematosilin Eosin (HE).

f. Mounting

Penetesan bahan mounting dilakukan dengan menggunakan
canada balsam dan ditutup dengan coverglass, dan dicegah

jangan sampai terbentuk gelembung udara.

g. Pembacaan slide

Pembacaan slide dilakukan dengan memeriksa slide di bawah
mikroskop cahaya dan membedakan antara spermatogonia,
spermatosit, dan spermatid dari tubulus seminiferus mencit

tersebut.

2. Parameter yang Diamati

Preparat testis diamati dengan menggunakan mikroskop cahaya,
pengamatan meliputi sel-sel spermatogenik dari lapisan basalis ke
arah lumen tubulus seminiferus.

Parameter yang diamati dalam penelitian adalah sebagai berikut:
1. Jumlah sel-sel spermatogenik yaitu sel spermatogonia, sel

spermatosit primer, dan spermatid mencit (Mus musculus L.)
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2. Ketebalan sel-sel spermatogenik pada tubulus seminiferus
mencit (Mus musculus L.)

3. Diameter tubulus seminiferus mencit (Mus musculus L.)

Pengamatan sel-sel spermatogenik dilakukan dengan menghitung
jumlah sel-sel tersebut secara manual. Perhitungan jumlah sel-sel
tersebut dilakukan pada setiap tubulus seminiferus yang telah dipilih.
Pengamatan dilakukan pada potongan melintang tubulus seminiferus

yang diambil secara random.

Pengukuran ketebalan sel-sel spermatogenik dan diameter tubulus
seminiferus dilakukan dengan menggunakan mikrometer pada lensa
okuler. Pengukuran diameter tubulus seminiferus menggunakan
mikroskop dengan perbesaran 40 x 10, pengamatan sel-sel spermatid

dilakukan dengan mikroskop dengan perbesaran 40 x 10.

E. Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental, menggunakan Rancangan Acak
Lengkap (RAL). Rancangan Acak Lengkap digunakan karena unit
eksperimental bersifat homogen. Perlakuan diberikan secara acak dengan
4 perlakuan dan 5 kali pengulangan. Menurut rumus Frederer (1991),
jumlah perlakuan dan ulangan dibuat sebagai berikut, yaitu t(n-1)>15

Perlakuan (t) : 4
4(n-1) = 15
4n > 19
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n > 5

Satuan percobaan : 5 x 5 = 25 mencit jantan yang homogen. Maka

jumlah mencit yang digunakan adalah 25 ekor mencit.

Penelitian ini terdiri dari 3 kelompok perlakuan dan 2 kelompok kontrol

dengan lima kali ulangan.

a. Kontrol negatif (K-) : Mencit diberikan 0,4 ml aquabides

(hari ke-0 — ke-35)

b. Kontrol positif (K+) : Mencit diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB

c. Perlakuan 1 (P1) : Mencit diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB
dan diberi ekstrak etanol daun sukun
dengan dosis 5,6 mg /40 gr BB dalam 0,4

ml aquabides

d. Perlakuan 2 (P2) : Mencit diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB
dan diberi ekstrak etanol daun sukun
dengan dosis 11,2 mg /40 gr BB dalam 0,4

ml aquabides

e. Perlakuan 3 (P3) : Mencit diinduksi aloksan 6 mg/40 gr BB
dan diberi ekstrak etanol daun sukun
dengan dosis 22,4 mg /40 gr BB dalam 0,4

ml aquabides.
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Adapun rancangan penelitian yang digunakan adalah sebagai berikut:

LI Ll LI LI LI
LI LI LI LI LI
LI LI LI LI LI
LI Ll Ll LI LI
LI LI Ll LI LI

Gambar 3. Skema Rancangan Acak

Keterangan

K (-) :Kontrol Negatif Ul : Ulangan 1
K (+) : Kontrol Positif U2 : Ulangan 2
P1 : Perlakuan 1 U3 : Ulangan 3
P2 : Perlakuan 2 U4 : Ulangan 4
P3 : Perlakuan 3 U5 : Ulangan 5

F. Analisis Data

Data dianalisis dengan menggunakan One Way ANOVA (Analisis of
Varian) untuk mengetahui ada tidaknya perbedaan antar perlakuan.
Apabila terdapat perbedaan yang nyata maka dilanjutkan dengan uji Beda

Nyata Terkecil (BNT) dengan taraf 5%.



V. PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan Hasil penelitian mengenai “Pengaruh ekstrak etanol Daun Sukun
(Artocarpus altilis (Park.) Fosberg) Terhadap Jumlah Sel-Sel Spermatogenik,
Ketebalan Sel-Sel Spermatogenik Dan Diameter Tubulus Seminiferus
Mencit (Mus musculus L.) Yang Diinduksi Aloksan” diperoleh kesimpulan

Sebagai berikut :

1. Ekstrak etanol daun sukun dapat meningkatkan rata-rata jumlah sel
spermatogonia.

2. Ekstrak etanol daun sukun meningkatkan rata-rata jumlah sel spermatosit
primer.

3. Ekstrak etanol daun sukun tidak memberikan perbedaan yang signifikan
pada rata-rata jumlah sel spermatid.

4. Ekstrak etanol daun sukun dapat meningkatkan ketebalan sel-sel
spermatogenik pada tubulus seminiferus.

5. Ekstrak etanol daun sukun dapat meningkatkan diameter tubulus

seminiferus.
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B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efisiensi waktu perlakuan
pemberian ekstrak etanol daun sukun (Artocarpus altilis (Park.) Fosberg)
sebagai senyawa antioksidan terhadap struktur histologi tubulus seminiferus
mencit (Mus musculus L.) yang diinduksi aloksan dengan waktu efektif 28

hari pemberian ekstrak.
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