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ABSTRAK

POTENSI EKSTRAK LAMUN (Enhalus acoroides) SEBAGAI
ANTIKANKER TERHADAP PROFIL SEL DARAH MENCIT

(Mus musculus)

Oleh
ARGAULI SIDABALOK

Terbentuknya kanker disebabkan oleh senyawa yang bersifat karsinogenik. Fase
awal karsinogenesis berupa pembentukan lesi pada DNA, perusakan jaringan,
perubahan-perubahan sistem imun, susunan protein tubuh dan biokimiawi sel
tubuh. Tumbuhan lamun (E. acoroides) merupakan senyawa alami dengan potensi
antioksidan dan antikanker sebagai agen kemopreventif yang dapat menghambat
proses karsinogenesis. Tujuan dari penelitian ini adalah menguji ekstrak etanol
daun lamun (E. acoroides) yang diharapkan dapat dijadikan agen kemopreventif
untuk mencegah terjadinya kanker terhadap profil protein plasma darah mencit
jantan (Mus musculus) yang diinduksi karsinogenik benzo(a)piren selama 10 hari.
Penelitian ini dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) menggunakan
24 ekor mencit jantan yang dibagi dalam 4 kelompok dengan masing-masing 6
ulangan. dengan masing masing dosis 4,4 mg/hari, 8,7 mg/hari, 17,4 mg/hari.
Hasil pada penelitian ini menunjukan bahwa pemberian ekstrak tumbuhan lamun
(E. acoroides) pada mencit yang diinduksi benzo(a)piren berpotensi untuk
melawan perkembangan sel kanker pada sel darah mencit dan ekstrak etanol
lamun (E. acoroides) berpengaruh dalam mereduksi sel darah putih abnormal

sehingga mengembalikan leukosit ke jumlah normal pada dosis 17,4 mg/hari.

Kata kunci : Benzo(a)piren, eritrosit, Enhalus acoroides, kanker, leukosit
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan penyakit yang ditandai dengan mekanisme abnormal dan
tidak terkontrol yang mengatur kelangsungan hidup, proliferasi dan
diferensiasi sel. Jika penyebaran dari kanker tidak terkontrol maka dapat
menyebabkan kematian (Mangan, 2003). Kanker terjadi pada pertumbuhan
sel-sel normal melalui proses kesalahan yang berubah menjadi sel-sel ganas
yang berpoliferasi dengan cepat. Kanker bisa terjadi pada semua jaringan
termasuk pada jaringan darah. Sel-sel jaringan darah akan mengalami
pembelahan secara terus menerus yang akan mengalami pertumbuhan yang
meningkat. Sel-sel darah yang sering membelah akan berakibat pada semakin
besarnya kondisi tidak normal (Sundaryono, 2011).

Pada jaringan apapun dapat terjadi kanker, termasuk jaringan darah, yang
dikenal sebagai leukemia. Kanker pada umumnya disebabkan oleh paparan
zat karsinogen yang terjadi berulang kali dan bersifat aditif dengan dosis
tertentu, walaupun tidak menutup kemungkinan dapat terjadi akibat dosis
tunggal karsinogen (Archer, 1992). Benzo (o) pyrene merupakan senyawa
hidrokarbon aromatik polisiklik yang tergolong sebagai senyawa pro-
karsinogenik kuat yang mampu merusak DNA dan menyebabkan mutasi pada
gen pengatur tumbuh. Larutan benzo (o) pyrene akan diinjeksikan ke dalam
hewan coba untuk menginduksi kanker (Yana, 2009). Perawatan untuk

keganasan hematologis selama dekade terakhir telah mencakup pembedahan,



1.2

1.3

kemoterapi dan radioterapi (Baldy, 2006) Penelitian penelitian tentang bahan
alami yang memiliki potensi sebagai antikanker terus dikembangkan. Daerah
pesisir dan laut Indonesia salah satunya di Provinsi Lampung, merupakan
salah satu potensi sumber daya alam yang dapat dieksplorasi. Golongan
lamun (Enhalus acoroides) diketahui mengandung metabolit sekunder yang
dapat berperan sebagai antioksidan dan berpotensi sebagai antikanker
(Widiastuti, 2018).

Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut:

1. Untuk melihat potensi senyawa tumbuhan lamun (Enhalus acoroides) yang
diharapkan dapat dijadikan agen kemopreventif untuk mencegah
terjadinya kanker.

2. Mengetahui dan menganalisis pengaruh kandungan antikanker yang

terdapat pada ekstrak lamun terhadap sel darah mencit (Mus musculus).

Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat, khususnya sebagai
sumber informasi ilmiah kepada masyarakat tentang potensi ekstrak lamun
sebagai senyawa antikanker pada sel darah mencit jika digunakan sebagai

obat di masa depan.



1.4 Kerangka Pikir

Benzo(a)piren merupakan salah satu zat
toksik yang bersifat karsinogenik yang
berasal dari hasil pembakaran

i

Zat toksik ini memicu terjadinya
karsinogenesis yaitu dengan 3 tahapan
(Inisiasi, Promosi, dan Progresi)

I

karsinogenesis dapat dihentikan dengan ekstrak metanol lamun (Enhalus
antioksidan dan antikanker acoroides) mampu bekerja
(kemopreventif) lamun (Enhalus | sebagai antikanker dalam
acoroides) mengandung senyawa alami mereduksi sel darah putih
dengan potensi antioksidan dan abnormal sehingga
antikanker sebagai antikanker. mengembalikan leukosit dan
eritrosit ke jumlah normal

'

Diujikan pada mencit yang diinduksi
karsinogenik benzo(a)piren

l

Dilakukan pengukuran terhadap:

1. Berat badan mencit

2. Darah (jumlah eritrosit, leukosit, dan
diferensial leukosit).




1.5

Hipotesis

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini yaitu pemberian ekstrak
metanol lamun (Enhalus acoroides) dapat mempertahankan pola profil

sel- sel darah mencit jantan (Mus musculus L.) yang telah diinduksi

senyawa karsinogenik (benzo(a)piren).



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karsinogenesis

Kanker adalah suatu penyakit multi-tahap pada organisme multiseluler, yang
mana sel mengalami perubahan metabolisme secara normal yang akibatnya
kehilangan fungsi kontrol regulasi dan homeostasis silkus sel. Hal ini
mendorong sel berproliferasi secara berlebihan dalam waktu cepat, sehingga
menimbulkan pertumbuhan jaringan yang abnormal (Boyle dan Levin, 2008;
Nisa et al. 2014).

Pertumbuhan dan perkembangan yang tidak normal pada sel-sel darah dapat
berubah menjadi sel- sel ganas. Keganasan dari sel-sel darah yang tidak
terkendali dan terdeteksi, sehingga ada perubahan jumlah eritrosit dan
leukosit yang merupakan salah satu jenis penyakit serius adalah leukemia
(Sundaryono, 2011). Leukemia memiliki sifat ganas pada jaringan darah yang
akhirnya dapat menyebabkan kematian. Kekurangan jumlah sel-sel darah
merah merupakan kelainan hematologi yang biasa dan sering ditemukan pada
pasien kanker. Banyak pasien telah didiagnosis menderita anemia akibat
berbagai penyakit kronik, seperti kanker (Syafei & Syafrizal, 2009).

Leukimia adalah penyakit klonal di mana satu atau lebih sel progenitor
hematopoietik normal mengalami perubahan menjadi ganas. Leukemia adalah
penyebab sepertiga dari kematian pada anak-anak dan remaja di bawah usia
15 tahun dari kanker di Amerika Serikat. Dari data Riset Kesehatan Dasar
(Riskesdas) Indonesia 2007, leukemia merupakan salah satu penyebab
kematian pada anak usia 14 tahun di Indonesia dengan angka kejadian 2,93%

Dalam penelitian yang dilakukan di RS Sanglah Bali, terjadi sekitar



23,7% kasus leukemia pada anak dan 2,8% dari kasus leukemia pada anak
pada periode 2000-2004.

2.2 Darah
2.2.1 Sel Darah Merah (Eritrosit)

Eritrosit merupakan produk akhir dari eritropoiesis yang diproduksi di
sumsum tulang merah. Produksi eritrosit distimulus oleh hormon
eritropoietin yang disekresikan oleh juxtaglomerulus ginjal yaitu sel-sel
yang terletak di dalam dinding pembuluh-pembuluh arteriol dekat dengan
glomerulus (Darmadi, 2018). Hormon eritropoietin merangsang
pembentukan eritrosit dengan memicu produksi proeritroblas dari sel-sel

hemopoietik dalam sumsum tulang (Meyer dan Harvey, 2004).

Eritrosit memiliki fungsi utama dalam pengangkutan nutrien dan oksigen ke
seluruh tubuh. Pada umumnya di dalam eritrosit tersusun atas hemoglobin
yang berfungsi untuk mengikat oksigen. Eritrosit memiliki bentuk bikonkaf
yang memungkinkan lebih banyak volume oksigen yang diangkut dalam
setiap sel eritrosit (Ganong, 2001). Ukuran eritrosit pada tiap spesies
vertebrata berbeda. Lebar eritrosit sekitar 25% lebih besar daripada diameter
pembuluh kapiler sehingga dapat meningkatkan pertukaran oksigen dari

eritrosit dan jaringan tubuh (Darmadi, 2018).

2.2.2 Sel Darah Putih (Leukosit)

Leukosit merupakan sel darah yang mengandung inti, namun tidak memiliki
bentuk sel yang tetap. Leukosit diproduksi oleh jaringan hemopoetik untuk
jenis leukosit bergranula (polimorfonuklear) dan jaringan limfatik untuk
jenis leukosit tak bergranula (mononuklear) (Sutedjo, 2006). Leukosit
granular mengandung granula spesifik (dalam keadaan hidup berupa tetesan
setengah cair) dalam sitoplasmanya dan memiliki inti dengan bentuk yang
bervariasi, sedangkan leukosit yang tidak bergranula memiliki sitoplasma

yang homogen dan memiliki inti bulat seperti ginjal (Cambridge



Communication Limited, 2008).

Fungsi utama leukosit sebagai sistem pertahanan tubuh terhadap
berbagai infeksi. Fungsi leukosit lebih banyak terjadi di dalam jaringan
dan bersifat sementara mengikuti aliran darah ke seluruh tubuh. Ketika
terjadi peradangan pada jaringan, leukosit akan segera berpindah pada
jaringan yang mengalami peradangan dengan menembus dinding
kapiler (Kiswari, 2014).

Leukosit memiliki beberapa jenis diantaranya monosit, limfosit,
neutrofil (batang dan segmen), eosinofil, dan basofil yang memiliki
perbedaan ukuran, bentuk, inti, warna sitoplasma serta ada tidaknya
granula (Lestari et al., 2012). Struktur dan macam-macam leukosit

terlihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Macam macam leukosit (Neutrofil, Eosinofil, Basofil,
limfosit, monosit) (Freund, 2011)

1. Neutrofil
Neutrofil memiliki jumlah yang paling banyak (50-70%)
dibandingkan jenis leukosit yang lain. Neutrofil berperan dalam
pertahanan terutama terhadap serangan bakteri dan bersifat fagosit
serta dapat masuk ke dalam jaringan yang mengalami infeksi
(Kiswari, 2014).
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Eosinofil

Eosinofil berperan dalam pertahanan melawan zat asing khususnya
parasit dengan memfagositosis dan menghasilkan antibodi.
Eosinofil akan meningkat ketika terjadi alergi, penyakit parasitik,
flebitis, tromboflebitis, leukemia mielositik kronik (CML),
emfisema dan penyakit ginjal. Ketika dalam keadaan stres,
hiperfungsi adrenokortikal, injeksi steroid oral, dan luka bakar
dapat menurukan jumlah eosinofil (Riswanto, 2013., Kiswari,
2014).

Basofil

Basofil memiliki jumlah yang paling sedikit hanya berkisar 2% dari
keseluruhan leukosit. Basofil berperan dalam respon alergi dan
reaksi hipersensitivitas yang berhubungan dengan imunoglobulin
E. Basofil jarang ditemukan dalam keadaan normal. Selama terjadi
peradangan, senyawa Kimia berupa heparin, histamin, beradikinin

dan serotonin akan dihasilkan (Kiswari, 2014).

Limfosit

Limfosit memiliki jumlah terbanyak kedua setelah neutrofil
berkisar 20- 40% dari seluruh jumlah leukosit. Limfosit berperan
dalam invasi bakteri dan virus dalam pembentukan antibodi serta
respon imun seluler. Jumlah limfosit dalam darah akan meningkat

ketika terjadi infeksi khususnya virus (Nugraha, 2015).

Monosit

Monosit termasuk leukosit agranular yang memiliki dua fungsi
utama yaitu sebagai fagosit khususnya jamur dan bakteri serta
berperan dalam reaksi imun. Jumlah monosit berkisar 3-8% dalam
darah. Monosit mempunyai tempat reseptor pada permukaannya
dan tergolong fagositik mononuklear (sistem retikuloendotel)
(Kiswari 2014).



2.3 Biologi Lamun

Klasifikasi Lamun sebagai berikut (Guiry, 1999) :

Kingdom : Plantae

Filum : Tracheophyta
Kelas : Angiospermae
Order - Alismatales

Famili : Hydrocacharitaceae
Genus : Enhalus

Spesies : Enhalus acoroides

Gambar 2. Lamun (Enhalus acoroides)

Lamun adalah tumbuhan berbunga (Angiospermae) yang hidup terendam
dalam air dan berkembang dengan baik di perairan laut dangkal dan estuari. Di
Indonesia terdapat 13 jenis lamun yang tersebar di hampir seluruh perairan
Indonesia dengan luas diperkirakan 30.000 km?2. Lamun merupakan tumbuhan
yang beradaptasi sempurna dengan biota laut, terdiri dari rimpang, daun, dan
akar. Rimpang adalah bagian batang yang tenggelam dan merayap, dengan
simpul. Dalam buku-buku ini tumbuh batang pendek yang tumbuh tegak,
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dengan daun dan bunga, dan akar. Rimpang dan akar ini menahan gelombang
dan arus (Rahmawati, 2014).

Enhalus acoroides merupakan tanaman lurus, 2 sampai 5 daun muncul dari
rimpang yang tebal dan kasar dengan beberapa akar akar kuat. Daun seperti
pita atau pita rambut (panjang 40 sampai 90 cm, lebar 1 sampai 5 cm).
Rimpang merambat, kasar, tidak bercabang atau bercabang (diameter 1 sampai
3 cm), dikelilingi oleh kulit luar yang tebal. Akar panjang dan berbulu (panjang
5 sampai 15 cm, diameter 2 sampai 4 mm). Tumbuh pada substrat pasir-
lumpuran sampai pecahan karang mulai dari bagian surut terendah sampai ke
bagian surut tengah, bercampur dengan jenis lamun lain, tetapi kadang-kadang
ditemukan tumbuh sendiri. Ciri-ciri umum Enhalus acoroides merupakan salah
satu phanerogamae dengan morfologi yang luas. Enhalus acoroides memiliki
rambut hitam yang tumbuh pada rimpang dan memiliki banyak akar. Ujung

daun tanaman ini memiliki gigi (Rahmawati, 2014).

Padang lamun merupakan ekosistem perairan dangkal yang kompleks dan
memiliki produktivitas hayati yang tinggi. Oleh karena itu padang lamun
merupakan sumberdaya laut yang penting baik secara ekologis maupun secara
ekonomis (Rasheed et al., 1994). Fungsi dan peranan lamun, bergantung pada
jumlah helaian daun, panjang daun, lebar daun, serta biomassa total, semua itu
sangat ditentukan kondisi setempat. Hal ini merupakan salah satu parameter
yang sangat penting untuk diketahui dalam usaha pengelolaan lamun di suatu
daerah (Wangkanusa et al, 2017).

Secara umum, lamun dapat tumbuh subur di daerah pasang surut terbuka dan
perairan pantai yang memiliki dasar lumpur berpasir, kerikil, dan serpihan
karang mati. Lamun sangat beragam, ada sekitar 60 spesies lamun yang dikenal
di dunia. Karena keragaman yang tinggi ini, baru-baru ini ada minat luas dalam
evaluasi berbagai parameter morfometrik struktural dan dinamis di lamun
(Wagey, 2011).



11

Berdasarkan hasil pemurnian senyawa bioaktif yang dilakukan Qi et al., (2008)
disebutkan bahwa ekstrak etanol Enhalus acoroides mengandung sebelas
senyawa kimia murni, empat diantaranya tergolong dalam golongan flavonoid
dan lima lainnya termasuk ke dalam steroid. Flavonoid yang diisolasi dari
lamun tersebut diketahui memiliki aktivitas antifeedant terhadap larva
Spodoptera litura, antibakteri terhadap beberapa bakteri laut, dan antilarva

Bugula neritina.

Penelitian uji fitokimia lainnya juga pernah dilakukan oleh Santoso, et al.
(2014), ekstrak metanol dan n-heksan Enhalus acoroides mengandung
senyawa bioaktif dari jenis flavonoid, alkaloid, steroid, serta dilaporkan
mengandung serat larut yang cukup tinggi. Amudha et al. (2017) memaparkan
tabel komponen fitokimia ekstrak kasar Enhalus acoroides dalam beberapa
jenis pelarut, yang dapat dilihat pada Tabel 1:

Tabel 1. Kandungan senyawa kimia lamun (Amudha et al,2017)

No | Jenis ekstraksi Komponen kimia

1. | Ekstrak Heksana Alkaloid, Flavonoid, Quinon, dan
Glikosida

2. | Ekstrak Klorofom Flavonoid, Fenol, Quinon, Tanin, dan
Steroid

3. | Ekstrak Etil Asetat Alkaloid, Flavonoid, Fenol, Quinon,
Tanin, dan Karbohidrat

4. | Ekstrak Etanol Flavonoid, Quinon, dan Karbohidrat

5. | Ekstrak Air Fenol, Quinon dan Tanin

2.4 Benzo(a)pyrene

Benzo(a)pyrene, yang merupakan senyawa hidrokarbon polisiklik aromatik,
mampu merusak DNA sel hematopoietik di sumsum tulang atau jaringan
hematopoietik lainnya. Kerusakan DNA inilah yang menyebabkan kelainan

pada gen pengatur tumbuh, khususnya gen pG3, dan diduga sel sumsum
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tulang mengalami hal yang sama (Yana, 2009). Kerusakan yang disebabkan
oleh benzo(a)pyrene terjadi dengan pelepasan radikal bebas yang mampu

mengoksidasi molekul seluler.

Benzo(a)pyren yang juga dikenal dengan benzo[d,e,f]chrysene; 3-
4benzopyrene; 3,4-benzpyrene; benz[a]pyrene; BP atau B[a]P, adalah
senyawa PAH (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon) yang tergolong
prokarsinogen kuat. Senyawa dengan rumus kimia CzoH12, memiliki 5 buah
cincin alkil aromatik dan memiliki berat molekul 252,3. Benzo(a)piren
(Gambar 3) berbentuk padatan atau kristal berwarna kuning dengan titik
leleh 179-179,3°C dan titik didih 310-312°C. Senyawa ini secara alami
ditemukan sebagai bagian dalam dari material larva gunung api, batu bara,

dan jatuhan dari atmosfer yaitu airborne particulate

Gambar 3. Struktur benzo(a)piren (Terzi et al, 2008)

Di lingkungan, benzo(a)pyren dijumpai sebagai hasil pirolisis lemak atau
pembakaran arang yang tidak sempurna seperti pada daging yang dipanggang
menggunakan arang dan makanan yang diasap, ditemukan pula pada asap
rokok dan asap kendaraan (Terzi et al., 2008 dan Nebert et al., 2013).Walker
(2009) menyebutkan bahwa sebagai senyawa karsinogenik, benzo(o)piren
mampu menimbulkan mutasi DNA pada onkogen (gen yang bertanggung
jawab pada pertumbuhan dan diferensiasi sel secara normal). Ikatan kimia
antara benzo(a)piren dengan DNA akan mengganggu proses replikasi DNA
dan mempengaruhi jaringan pada saat pembelahan sel. Yana (2009) juga
menyebutkan bahwa benzo(a)piren dapat merusak DNA dan menimbulkan
mutasi pada gen p53 (gen pengatur pertumbuhan). Senyawa ini dapat
menyebabkan kerusakan kromosom dengan membentuk aberasi atau patahan

kromosom.
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Pada penelitian tentang tumor, zat kimia benzo(a)piren sering digunakan
untuk menginduksi tumor fibrosarkoma pada jaringan lunak hewan percobaan
(Vander, 2000). Pemeriksaan hematologi pada hewan coba mencit yang
diinduksi dengan senyawa polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) mengalami
penurunan jumlah eritrosit dan penurunan jumlah hemoglobin yang
menyebabkan anemia. Terjadi peningkatan jumlah total leukosit, peningkatan
yang tidak signifikan pada jumlah neutrofil, serta penurunan jumlah monosit
(Fajar et al., 2019).

Penelitian yang dilakukan oleh Gangar et al. (2010) menuliskan bahwa
induksi zat karsinogen benzo(a)piren pada tikus memperlihatkan efek pada
bobot badan dan hemotologi yang signifikan dalam menurunkan jumlah
eritrosit, hemoglobin, jumlah leukosit, limfosit, monosit dan meningkatkan
persentase neutrofil yang merupakan indikator penting pada proses
karsinogenesis atau tumorigenesis pada tikus. Dengan demikian hasil
penelitian dapat memberikan informasi ilmiah mengenai efek yang
ditimbulkan dari induksi benzo(a)piren terhadap profil hematologi serta

sebagai acuan untuk penelitian selanjutnya.

2.5 Mencit

Pada penelitian ini yaitu mencit menggunakan hewan uji (Mus musculus.)
(Gambar 4). Karakteristik umum mencit menurut Thrall (2004) dan Suckow
et al. (2006) yaitu memiliki panjang tubuh 7,5-10 cm, dengan luas
permukaan tubuh 36 cm2. Lama hidup 1-3 tahun, dimana pada usia 35 hari
mencit telah dikatagorikan dewasa. Berat mencit jantan dewasa berkisar
antara 20-40 g sementara berat betina berkisar antara 18-35 g. Mencit
memiliki siklus estrus 4-5 hari dengan lama bunting antara 19-21 hari.
Selain itu, mencit memiliki jumlah sel darah merah 6,5-10,1x106 sel/ul dan
sel darah putih sebanyak 2,61-10,05x103 sel/pl.
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Gambar 4. Mencit (Mus musculus) sebagai hewan uji

Mencit memiliki klasifikasi sebagai berikut (Pribadi, 2008).

Kerajaan : Animalia

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia
Bangsa : Rodentia

Suku : Muridae

Marga : Mus

Jenis : Mus musculus L.

Mencit mempunyai siklus hidup yang relatif pendek, jumlah anak per
kelahiran banyak dan mudah ditangani (Hadriyanah, 2008). Hal-hal tersebut
menjadi dasar pemilihan mencit sebagai hewan percobaan pada penelitian ini.
Sejak abad ke-19, mencit banyak digunakan sebagai hewan uji dalam
penelitian. Mencit banyak digunakan karena memiliki gen yang relatif mirip
dengan manusia. Mencit merupakan hewan yang mudah dipelihara,
dikarenakan morfologinya kecil, jinak, lemah, mudah ditangani,
mengkonsumsi makanan relatif sedikit dan memiliki harga yang relatif
murah. Mencit juga memiliki daya reproduksi yang tinggi dengan masa
kebuntingan yang singkat (Soegijanto et al., 2003).



3.1

3.2

1. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret sampai dengan April 2022.
Pembuatan ekstrak lamun, penginduksian zat karsinogen dan pemberian
ekstrak lamun kepada hewan uji dilaksanakan di Laboratorium Biologi

Molekuler, Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan lImu Pengetahuan

Alam, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain set peralatan
pemeliharaan mencit (bak berbahan plastik berukuran 20x30cm dilengkapi
dengan penutup berbahan kawat, wadah pakan, dan botol minum), beaker
glass, erlenmeyer, set alat ekstraksi (blender, oven, kertas saring, corong
buchner, dan rotary evaporator), neraca analitik untuk menimbang bahan
dan mengukur berat badan mencit, jarum suntik untuk menginduksi zat
karsinogenik benzo(a)piren, sonde lambung untuk mencekokkan bahan uji,
Haemositometer (untuk menghitung jumlah eritrosit dan leukosit), object

glass, cover glass, mikroskop, serta kamera untuk dokumentasi.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain hewan uji berupa
mencit jantan (Mus musculus) dengan berat badan 30-35 g, yang diperoleh
dari Balai Veteriner Lampung, pelet pakan mencit, air minum, lamun

(Enhalus acoroides), zat karsinogenik benzo(a)pyren, etanol
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For Analysys sebagai pelarut ekstraksi bahan uji, vacutainer tube EDTA
untuk mengumpulkan darah mencit, bahan-bahan pengukuran konsentrasi

protein.
Rancangan Penelitian
Data Primer

Berdasarkan penelitian sebelumnya telah dilakukan (Khairani,2019)
pemberian ekstak lamun dengan dosis 8,7 mg/bb/hari sehingga pada
penelitian ini dilakukan penambahan dosis ekstrak lamun sebesar 4,35
mg/bb/hari, 8,7 mg/bb/hari, dan 17,4 mg/bb/hari. Penelitian ini dilakukan
dengan menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan empat
kelompok perlakuan, dimana masing-masing perlakuan berisi enam ekor
mencit sebagai ulangan. Kelompok tersebut, yaitu:

1. Kelompok 1: Kelompok yang hanya diberi pakan standar hingga akhir
penelitian (kontrol negatif).

2. Kelompok 2: Kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari,
kemudian dilanjutkan pemberian ekstrak lamun dengan dosis 4,4
mg/bb/hari selama 15 hari.

3. Kelompok 3: Kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari,
kemudian dilanjutkan pemberian ekstrak lamun dengan dosis 8,7
mg/bb/hari selama 15 hari.

4. Kelompok 4: Kelompok yang diinduksi benzo(a)piren selama 10 hari,

lalu dilanjutkan dengan pemberian dosis 17,4 mg/bb/hari selama 15 hari.

Data Sekunder

Diperlukan data sekunder yaitu kelompok yang diinduksi benzo(a)piren
tanpa penambahan bahan uji (kontrol positif) sebagai data pendukung dari
data primer yang didapat dari hasil penelitian sebelumnya Khairani et al.
(2019) yang telah dilakukan dengan menggunakan bahan uji dan hewan uji

yang sama dengan data primer.
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3.4 Pelaksanaan Penelitian

3.4.1 Persiapan Hewan Uji

Persiapan mencit: Mencit yang digunakan adalah mencit jantan dari galur
khusus berumur 5-7 minggu sebanyak 30 ekor dan ditempatkan di wadah
yang terpisah, dengan masing-masing wadah berisi satu ekor mencit. Mencit
diaklimatisasi selama 15 hari agar beradaptasi dengan kondisi kandang,
dengan diberi pakan Par G dan minuman air mineral secara ad libitum
(sampai kenyang). Masing-masing mencit diusahakan agar kondisi

kekebalan tubuhnya sama.

3.4.2 Persiapan Bahan Uji

Proses ekstraksi daun lamun dilakukan dengan tahapan yaitu dengan
mengumpulkan daun lamun, kemudian dicuci dengan air mengalir hingga
bersih. Baik daun lamun dikeringkan menggunakan oven dengan suhu 35-
40°C selama 48 jam. Selanjutnya dilakukan penggilingan hingga didapat
bubuk kering daun lamun. Proses maserasi dilakukan dengan cara
merendam bubuk kering daun lamun masing masing menggunakan pelarut
Etanol For Analysis selama 1 x 24 jam dengan perbandingan 1 : 10 (1 liter
metanol digunakan untuk merendam 100 g bubuk kering), hingga diperoleh
maserat. Selanjutnya maserat disaring menggunakan corong buchner. Filtrat
dari maserat tersebut dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu sesuai
dengan titik didih etanol yaitu 78,5°C hingga didapat ekstrak kental.
Terakhir, ekstrak kental dimasukkan ke dalam oven hingga diperoleh
ekstrak dalam bentuk pasta yang siap untuk dilakukan perhitungan dosis.
Ekstrak yang diperoleh tidak dapat dilarutkan dalam akuades, sehingga
dibutuhkan emulsifier turunan selulosa untuk memudahkan pelarutan
ekstrak, yaitu larutan CMC (Carboxy Methyl Cellulose) 1% (1 g CMC
dilarutkan dalam 100 ml akuades) (Hervidea et al, 2018)
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3.4.3 Induksi Zat Karsinogenik Benzo(a)piren

Induksi zat karsinogenik dilakukan dengan cara menyuntikkan larutan
benzo(a)piren pada jaringan subkutan mencit di bagian tengkuk. Sebanyak
0,3 mg benzo(a)piren dilarutkan dalam 0,2 ml minyak jagung. Semua
kelompok perlakuan (kecuali kontrol negatif) diinduksi dengan
benzo(a)piren selama 10 hari sampai terlihat tanda tanda perubahan pada
hewan uji kemudian dilanjutkan dengan pemberian zat uji selama 15 hari.
Setelah dilakukan induksi benzo(a)piren, pada hari ke 9, akan terlihat
pembengkakan (edema) yang membentuk nodul pada bagian tengkuk, hal
ini mengindikasikan adanya efek pemberian zat karsinogenik terhadap
fisiologi hewan uji (Juliyarsi dan Melia, 2007). Kemudian, diberi ekstrak
etanol lamun dengan dosis ekstrak metanol lamun dalam penelitian ini
mengacu dan memodifikasi penelitian Hervidea et al (2018) yang
menggunakan ekstrak metanol makroalga Gracillaria sp. dengan dosis 8,7
mg/bb per hari selama 15 hari. Dosis tersebut mampu memperbaiki
kerusakan histopatologi hepar dan ginjal mencit yang diinduksi

benzo(a)piren.

3.3.4 Analisis Sel Darah

Sel darah putih (leukosit) dan sel darah merah (Eritrosit). Perhitungan
jumlah eritrosit, leukosit dan diferensial leukosit mencit dilakukan pada hari
ke-25 (akhir penelitian). Sampel darah didapatkan dengan cara mengambil
darah melalui pembuluh darah vena yang diambil langsung dari jantung
mencit. Perhitungan jumlah eritrosit dan leukosit dilakukan menggunakan
kamar hitung haemositometer. Jumlah eritrosit dihitung dengan cara
mengambil 0,5 pl darah, kemudian diencerkan pada larutan Hayem dengan
volume 100,5 pl (pengenceran 200x). Jumlah leukosit dihitung dengan cara
mengambil 0,5 pl darah, kemudian dilarutkan pada larutan Turk dengan
volume 10,5 pul (Pengenceran 20x). Setelah itu, suspensi darah diteteskan
sebanyak £10 pl pada haemositometer yang telah ditutup dengan kaca
penutup. Eritrosit dihitung pada 5 kotak kecil pada kotak besar di tengah,
adapun leukosit dihitung pada 4 kotak besar bagian tepi.
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Gambar 5. Kamar Hitung Haemocytometer (Sumber: www.
docplayer.biz.tr/55109790-Satureja- khuzestanica.html)

Jumlah total sel eritrosit dan leukosit dihitung sebagai berikut :
Jumlah sel per mm3 = % X P

Keterangan :

N : Jumlah eritrosit ataupun leukosit pada seluruh kotak hitung;

V : Volume kotak hitung (volume seluruh kotak hitung eritrosit yaitu (0,2
mm X 0,2 mm x 0,1 mm) x 5 kotak = 0,02 mm3 dan volume seluruh
kotak hitung leukosit yaitu (1 mm x 1 mm x 0,1 mm) x 4 kotak = 0,4
mm3);

P : Pengenceran

Perhitungan Jenis Leukosit Darah yang telah diperoleh diteteskan di atas
object glass untuk dibuat preparat ulas darah. Darah ditarik lurus ke bagian
depan menggunakan cover glass dengan sudut 45° seperti pada Gambar 6
setelah didapatkan ulasan darah yang tipis kemudian dikeringkan dan

difiksasi menggunakan metanol selama 5 menit.
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Gambar 6. Pembuatan Preparat Ulas Darah (Archer and Jeffcott, 1977)

Preparat ulas darah yang telah kering selanjutnya dilakukan pewarnaan
dengan memasukkan ke dalam rak pewarnaan yang berisi larutan giemsa
(Eosin Methylen Blue dan larutan PBS) dengan perbandingan 1 : 9,
didiamkan selama 30 menit. Kemudian preparat dibilas dengan air mengalir
dan dikeringkan. Preparat ulas darah diamati di bawah mikroskop
perbesaran 400 kali dengan menghitung sebanyak 100 sel dan dihitung
persentase masing-masing sel yang terdiri dari monosit, limfosit, neutrofil,
eosinofil dan basofil. Angka yang diperoleh merupakan jumlah relatif

masing-masing sel dari seluruh jenis leukosit (Tambur, 2006).

Parameter Penelitian

Parameter yang diukur dalam penelitian ini yaitu rata - rata berat badan
mencit yang diukur sebanyak tiga kali, yaitu berat badan hari ke-1, hari ke-
10, dan hari ke-25. Selain itu juga dihitung rata - rata jumlah eritrosit,

leukosit dan diferensial leukosit.

Analisis Data
Analisis data primer dan data sekunder berupa jumlah sel eritrosit, sel

leukosit, dan diferensial leukosit dianalisis dengan metode statistik ANOVA



(Analysis of Variance), dengan uji lanjut BNT (Beda Nyata Terkecil) pada
taraf nyata 5%.
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5.1

5.2

V. KESIMPULAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat ditarik kesimpulan

bahwa pemberian bahan uji ekstrak lamun (Enhalus acoroides) pada mencit

yang diinduksi benzo(o)piren, yaitu :

1. Tumbuhan lamun (Enhalus acoroides) berpotensi untuk menjadi agen
kemoprotektif untuk melawan perkembangan sel kanker pada sel darah.

2. Ekstrak etanol lamun (Enhalus acoroides) berpengaruh dalam mereduksi
sel darah putih abnormal sehingga mengembalikan leukosit ke jumlah

normal pada dosis 17,4 mg/hari.

Saran

Saran yang diajukan dalam penelitian ini yaitu pada penelitian berikutnya
perlu dilakukan pengambilan darah secara berkala dan perlu dilakukan
fraksinasi pada ekstrak lamun untuk memperoleh antioksidan murni yang

terkandung dalam tanaman tersebut.
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