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ABSTRAK

EFEKTIVITAS EKSTRAK DAUN KERSEN (Muntingia calabura L.)

TERHADAP RASIO BERAT TESTIS, JUMLAH SEL LEYDIG DAN

KETEBALAN SEL-SEL SPERMATOGENIK PADA MENCIT (Mus
musculus L.) YANG DIINDUKSI D-GALAKTOSA

Oleh
Riska Amelia Dewi

Penuaan merupakan proses fisiologis dalam tubuh yang akan terjadi seiring
dengan peningkatan usia. Penuaan berpengaruh juga pada bagian organ tubuh
salah satunya pada organ reproduksi yang mengakibatkan perubahan di jaringan
testis dan produksi sperma yang menurun. Diketahui tanaman kersen (Muntingia
calabura L.) mengandung zat-zat bioaktif yang dapat meminimalisir efek dari
kerusakan sel oleh radikal bebas. Zat-zat berupa karbohidrat, protein, flavonoid,
dan asam askorbat lebih dominan terkandung dalam ekstrak daun M. calabura
dibandingkan akar dan buah. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui
efektivitas ekstrak daun kersen (M. calabura L.) terhadap rasio berat testis, jumlah
sel Leydig, dan ketebalan sel-sel spermatogenik yang diinduksi dengan D-
Galaktosa. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober — Desember 2023,
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 5 konsentrasi dan setiap
konsentrasinya terdapat 5 kali pengulangan yaitu kontrol nol (KO) mencit hanya
diberi makan dan minum, kontrol negatif (K-) mencit diinduksi dengan D-
Galaktosa, (P1, P2, dan P3) mencit diinduksi dengan D-Galaktosa dan dengan
konsentrasi ekstrak daun kersen 35 mg/kgBB, 70 mg/kgBB, dan 105 mg/kgBB.
Data di uji normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk Test dan dilanjutkan uji
homogenitas dengan uji levene. Setelah homogen maka dilanjutkan dengan uji
ANOVA jika hasilnya signifikan maka dilanjutkan dengan uji duncan. Hasil
penelitian yang telah dilakukan menunjukkan bahwa terjadi penurunan setelah
diinduksi dengan D-Galaktosa pada rasio berat testis mencit sebesar 0,11, jumlah
sel Leydig sebesar 150,60 dan ketebalan sel-sel spermatogenik sebesar 19,32
kemudian terjadi peningkatan pada rasio berat testis sebesar 0,15, jumlah sel
Leydig sebesar 218,20 dan ketebalan sel-sel spermatogenik sebesar 35,20 setelah
diberikan ekstrak daun kersen, dan didapat hasil yang paling efektif dari semua
perlakuan yaitu pada konsentrasi ekstrak 105mg/kgBB (P3).

Kata Kunci: Daun kersen, Radikal Bebas, dan Tubulus seminiferus.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Saat ini masyarakat mulai menyadari bahwa proses penuaan seharusnya
dianggap sebagai penyakit dan bukanlah sesuatu yang dapat dihindari.
Penuaan merupakan suatu penyakit degeneratif dan berjalan secara progresif
dengan terjadinya sel yang mulai rusak, jaringan, dan organ tubuh yang
nantinya dapat berakibat fatal. Sebagai pencegahan, dunia kedokteran mulai
menerima bahwa konsep penuaan atau aging dapat dicegah dan diobati
(Sutyarso, 2017). Oleh karena itu, berbagai upaya pencegahan dan
pengobatan dapat dilakukan untuk mengatasi gangguan defisiensi nutrisi,
suplemen, hormon, imunitas, anti-oksidan, gaya hidup, seksualitas, obesitas
sampai terapi stem-cells dan terapi gen telah diteliti untuk menghentikan,
menghambat bahkan Aging Reversal atau membalikkan proses menua
(Mitchell, et al., 2015).

Penuaan reproduksi pada pria ditandai dengan menurunnya kesuburan.
Secara umum, penuaan adalah proses perubahan secara reguler yang meliputi
perubahan genetik, biokimia, morfologi, dan fisiologis. Perubahan yang
nampak menyimpang, melanggar dan menyederhanakan struktur dan fungsi
sistem kehidupan, sehingga terjadi peningkatan gangguan dan kematian.
Singkatnya, penuaan mengacu pada perubahan kompleks yang terjadi seiring
dengan bertambahnya usia suatu organisme, yang menyebabkan peningkatan
probabilitas kematiannya, demikian juga dengan spermatogensis selama
penuaan (Zahidov et al., 2010).



Pemberian D-galaktosa dalam jumlah banyak dapat menyebabkan kerusakan
oksidatif di berbagai jaringan dan organ, paparan sistemik dari D-Galaktosa

untuk mempercepat proses penuaan secara biokimia dan morfologi termasuk
sistem saraf pusat (Cardoso et al., 2015). Saat pemberian dosis D-Galaktosa
melebihi dosis normal dapat meningkatkan stress oksidatif yang menginduksi

proses penuaan (Shwe, 2018).

Dari berbagai teori yang menyebutkan proses terjadinya penuaan, diantaranya
adalah mekanisme dari stress oksidatif yang menjadi salah satu teori
menjelaskan mekanisme penuaan pada makhluk hidup (Mohammadirad, et
al., 2013). Suatu molekul yang tidak berpasangan dan memiliki sifat merusak
sel-sel tubuh disebut sebagai radikal bebas. ROS (Reactive Oxygen Species)
adalah suatu senyawa yang sangat reaktif, ROS mampu merusak jaringan
dengan cara memodifikasi lipid dan protein dalam tubuh makhluk hidup.
Radikal bebas merupakan salah satu dari ROS yang berlebihan dan masuk
kedalam tubuh manusia akan merusak unsur makro DNA, karbohidrat,
protein dan asam lemak. Akibatnya fungsi sel akan terganggu dan terjadi
kerusakan pada struktur sel tersebut (Yuslianti, 2018 ).

Dari keadaan ROS yang meningkat dapat mempercepat terjadinya proses
penuaan, termasuk pada sistem reproduksi. Pada pria, proses penuaan
tersebut ditandai dengan berkurangnya ukuran testis serta penurunan
spermatogenesis atau pembentukan sperma. Pada keadaan normal testis
dapat mempertahankan diri dari ROS dengan antioksidan yang dihasilkannya,
namun seiring dengan peningkatan usia pembentukan antioksidan semakin

berkurang (Ahangarpour, 2014).

Infertilitas sekuder pada pria dapat terjadi oleh beberapa faktor. Faktor usia
mempengaruhi kesuburan dari pria. Pria dapat menghasilkan sperma
sepanjang hidupnya, namun seiring berjalannya umur, konsentrasi, motilitas,

dan morfologi sperma akan menurun (Harris, et al., 2011). Faktor lainnya



yang mempengaruhi adalah faktor gaya hidup. Mengenakan celana ketat
dapat mengurangi kesuburan pria karena pemakaian celana ketat dapat
mengurangi motilitas sperma. Kebiasaan merokok juga mengurangi kualitas
sperma antara lain menurunkan motilitas dan meningkatkan rasio antara

sperma abnormal dan normal (Meri, et al., 2013).

Selain merokok, kebiasaan untuk mengkonsumsi alkohol juga berpengaruh
buruk pada fertilitas pria. Konsumsi alkohol pada pria. Pada pria, konsumsi
alkohol jangka panjang dapat menyebabkan menurunnya ukuran testis,
volume semen, serta menurunkan konsentrasi, viabilitas, dan morfologi
normal sperma. Pemakaian narkoba seperti ganja, kokain, ekstasi, sabu-sabu
dan heroin juga berdampak buruk pada umum pada kesuburan pria karena
dapat menekan sekresi gonadotropin yang menyebabkan menurunnya sekresi
testosteron. Spermatogenesis membutuhkan hormon testosteron, sehingga
turunnya hormon testosteron menyebabkan turunnya produksi sperma
(Anifandis et al., 2014).

Dari banyaknya faktor penyebab infertilitas pria, stres oksidatif memiliki
pengaruh signifikan dalam menurunkan kualitas sperma. Stres oksidatif
merupakan keadaan terjadinya ketidakseimbangan jumlah oksidan (radikal
bebas) dengan jumlah antioksidan dalam tubuh sehingga menyebabkan
terjadinya kerusakan beruntun yang dimulai dari sel hingga tingkatan yang
lebih tinggi. Ketidakseimbangan antara radikal bebas dan antioksidan dalam
tubuh dapat disebabkan oleh meningkatnya jumlah radikal bebas,
menurunnya produksi antoksidan, atau keduanya. Stres oksidatif dapat
menyebabkan kerusakan sel dan merupakan dasar patogenesis bagi proses
penyakit kronik seperti kardiovaskuler, autoimun, pulmoner, gangguan
metabolik dan penuaan (Meri, et al., 2013).

WHO (2005) dan Paju et al., (2013) menegaskan bahwa tanaman yang
berkhasiat dan dimanfaatkan sebagai obat dikenal dengan nama obat herbal

atau herbal medicine, yang didefinisikan sebagai bahan baku atau sediaan



yang berasal dari tanaman yang memiliki efek terapi atau efek lain yang
bermanfaat bagi kesehatan manusia. Lebih lanjut dikatakannya bahwa
komposisi obat herbal dapat berupa bahan mentah atau bahan yang telah

mengalami proses lebih lanjut yang berasal dari satu jenis tanaman atau lebih.

Kerusakan sel pada testis dapat dikurangi dengan cara pemberian sejumlah
dosis antioksidan yang dapat mencegah pembentukan radikal bebas (ROS).
Berbagai penelitian telah membahas tentang aktivitas antioksidan, salah
satunya adalah vitamin C atau asam askorbat. Asam askorbat sendiri
merupakan antioksidan golongan nonenzimatik yang efektif menyingkirkan
radikal bebas (Barros et al., 2011). Aktivitas antioksidan juga terdapat pada
beberapa tanaman salah satunya adalah Muntingia calabura L. Tanaman ini
dikenal dengan nama kersen atau talok di Indonesia. Tanaman kersen
memiliki fungsi adaptasi yang baik sehingga dapat tumbuh dimana saja tanpa
mengenal musim. Hal inilah yang menyebabkan tanaman ini mudah
didapatkan bahkan ditempat yang tandus sekalipun (Pramono dan Santoso,
2014). Tanaman kersen merupakan salah satu jenis tanaman yang
menggandung senyawa kimia. Diketahui, daun kersen mengandung
terpenoid, karbohidrat, protein, polifenol, flavonoid, asam askorbat, alfa
tokoferol dan klorofil. Senyawa antioksidan yang terkandung dalam daun
kersen diharapkan mampu melindungi sel dan jaringan dari kerusakan akibat

radikal bebas dengan flavonoid sebagai senyawa aktif yang dominan.

Dengan adanya kandungan antioksidan pada daun kersen, maka diharapkan
dengan pemberian ekstrak daun kersen dapat mengurangi penuaan pada
mencit yang diinduksi dengan menggunakan D-Galaktosa terhadap testis

mencit.



1.2 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Mengetahui efektivitas ekstrak daun kersen (M. calabura L.) terhadap
rasio berat testis mencit (M. musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa.
2. Mengetahui efektivitas ekstrak daun kersen (M. calabura L.) terhadap
jumlah sel Leydig dan ketebalan lapisan sel-sel spermatogenik mencit
(M. musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa.

1.3 Kerangka Pemikiran

Penuaan merupakan perubahan pada anatomi, fisiologi, dan psikologi yang
terjadi akibat bertambahnya umur makhluk hidup. Proses penuaan tidak
hanya disebabkan oleh usia namun dapat juga dipercepat oleh beberapa faktor
lingkungan yang berhubungan dengan stres oksidatif. D-Galaktosa telah
digunakan dalam penelitian in vivo untuk menginduksi pembentukan stres
oksidatif meniru proses penuaan alami yang terjadi pada mencit. Radikal
bebas atau ROS merupakan produk akhir dari setiap proses metabolisme sel
akibat proses oksidasi dan pembakaran sel. Produksi ROS dapat berasal dari
internal dan eksternal, proses ini akan menyebabkan ROS akan bereaksi
dengan komponen seluler tubuh dan menyebabkan terjadinya stres oksidatif
sehingga memicu terjadinya peradangan, penuaan dan berbagai penyakit
degeneratif. Stres oksidatif dapat dicegah dengan adanya senyawa
antioksidan yang akan menyumbangkan atom hidrogennya kepada ROS dan
dapat mencegah terjadinya efek lanjutan dari stres oksidatif terhadap sel.
Adanya proses penuaan dapat menurunkan ukuran testis, jumlah sel

Germinal, sel Sertoli, maupun sel Leydig, serta sel Pritubular.

Ekstrak tanaman M. calabura mengandung zat-zat bioaktif yang dapat
meminimalisir efek dari kerusakan sel oleh radikal bebas. Zat-zat berupa
karbohidrat, protein, flavonoid, dan asam askorbat lebih dominan terkandung

dalam ekstrak daun M. calabura dibandingkan akar dan buah. Flavonoid



1.4

adalah suatu antioksidan alam yang mempunyai aktivitas biologis yang dapat
menghambat berbagai reaksi oksidasi serta mampu bertindak sebagai
pereduksi radikal hidroksil, superoksida dan radikal peroksil. Senyawa fenol
dan flavonoid berperan penting dalam pencegahan pembentukan radikal
bebas. Senyawa fenol dalam daun M. calabura memiliki komponen anti
radikal bebas sehingga daun kersen M. calabura ini dapat mencegah penuaan.

Dari uraian di atas, maka dalam penelitian ini akan dilakukan pengamatan
dan peninjauan terkait pengaruh dari pemberian ekstrak daun kersen (M.
calabura) terhadap rasio berat testis, jumlah sel Leydig dan ketebalan sel-sel
spermatogenik pada mencit yang sebelumnya telah diinduksi dengan

menggunakan D-Galaktosa sehingga menyebabkan penuaan.

Hipotesis

Berdasarkan tujuan yang telah disebutkan, terdapat beberapa hipotesis dari

penelitian ini adalah:

1. Efektivitas ekstrak daun kersen (M. calabura L.) dapat menurunkan rasio
berat testis mencit (M. musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa.

2. Efektivitas ekstrak daun kersen (M. calabura L.) dapat meningkatkan
jumlah sel Leydig dan ketebalan lapisan sel-sel spermatogenetik mencit
(M. musculus L.) yang diinduksi D-Galaktosa.



1.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Proses Penuaan

Penuaan merupakan proses fisiologis dalam tubuh yang akan terjadi seiring
dengan peningkatan usia. Penurunan fungsi organ merupakan salah satu
bentuk nyata dari proses penuaan. Proses penuaan pada berbagai organ belum
tentu sama, seperti halnya proses penuaan yang berbeda pada setiap individu
(Navaratnarajah dan Jackson, 2013). Bertambahnya usia akan menyebabakan
terjadi penurunan fungsi organ tubuh dan perubahan fisik baik tingkat seluler,
organ maupun sistem karena proses penuaan. Menjadi tua adalah proses yang
secara alami dialami oleh setiap mahkluk hidup. Proses penuaan pada setiap
orang berbeda-beda, pada umumnya terjadi setelah pertumbuhan dan
perkembangan sudah mencapai puncak Proses penuaan meliputi bermacam-
macam faktor intrinsik maupun ekstrinsik. Faktor intrinsik ialah faktor
alamiah yang berasal dari dalam tubuh sendiri seperti genetik, maupun
hormonal. Sedangkan faktor ekstrinsik berasal dari luar tubuh. Faktor ini
mencakup faktor-faktor lingkungan seperti paparan sinar matahari atau
ultraviolet, kelembaban, suhu, serta berbagai faktor lainnya. Biasanya dimulai
di usia 25-30an tahun dan gejalanya terlihat jelas pada usia 50an tahun keatas.
Proses menua terjadi baik secara fisik maupun psikis. Secara fisik proses
menua terjadi pada semua sel, jaringan maupun organ yang ada diseluruh tubuh

manusia (Swastika, 2013).



2.2 Testis

Testis atau buah zakar merupakan organ kelamin jantan yang berfungsi sebagai
tempat sintesis hormon androgen (terutama testoteron) dan tempat
berlangsungnya proses spermatogenesis. Kedua fungsi testis ini mempunyai
lokasi tempat berlangsungnya proses spermatogenesis, biosintesis androgen
berlangsung dalam sel Leydig di jaringan intertubuler, sedangkan proses
spermatogenesis berlangsung dalam epitel tubulus seminiferus (Guyton, 2011).

Mencit jantan dewasa mempunyai testis yang berbentuk bulat lonjong sebesar
kacang tanah dengan ukuran rata-rata 0,9 x 0,5 x 0,5 cm. di dalam testis
terdapat tubulus seminiferus berupa suatu saluran yang berlilit-lilit, tubulus
seminiferus dikelilingi oleh jaringan ikat yang mengandung serabut saraf,
pembuluh darah, serta sel interstisial Leydig yang menghasilkan hormon
androgen. Ketika pubertas, kelenjar adrenal melepaskan Luteinizing Hormone
(LH) dan Folicle Stimulating Hormone (FSH). LH akan mengaktifkan sel
interstisial Leydig dan menghasilkan sperma. Sedangkan FSH akan
mengaktifkan sel Sertoli untuk menghasilkan adenylate cyclase melalui
perantara CAMP dan akan terbentuk Androgen Binding-Protein (ABP).
Testosteron selanjutnya akan berikatan dengan ABP, ikatan inilah yang akan
dikeluarkan ke dalam lumen tubulus seminiferus dan akan meningkatkan

spermatogenesis (Gartner dan Hiatt, 2012).

2.3 Penuaan Pada Testis

Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Jiang at al., (2013) pada manusia
menunjukkan penurunan kuantitas dan kualitas sperma selama spermatogenesis
sangat erat hubungannya dengan gambaran histologis testis. Adanya penuaan
dapat menyebabkan kemunduran ukuran testis, jumlah sel germinal, sel Sertoli
dan sel Leydig di sekitar tabung, dapat dilihat perbedaan gambaran histologi
tubulus seminiferus normal dengan yang telah diinduksi dengan D-Galaktosa
Gambar 1.



Gambar 1. Gambar histologi tubulus semeniferus normal (1A dan 2A),
gambar histologi tubulus seminiferus yang diinduksi D-
galaktosa (1B dan 2B) (Shaikh et al, 2015)

Berkurangnya ukuran testis merupakan akibat dari proses penuaan. Secara
histologis, tubulus seminiferus normal memiliki bentuk yang bulat dengan
tepi yang teratur, sedangkan pada tubulus seminiferus cedera didapatkan
gambaran yang tepi irregular serta jumlah yang berkurang (Shaikh et al.,
2015).

2.4 Induksi D-Galaktosa Terhadap Penuaan Hewan Uji

Mencit yang telah mendapat perlakuan dengan berbagai cara, salah satunya
dengan induksi zat kimia seperti D-Galaktosa (Chen et al., 2010). D-Galaktosa
memiliki kemampuan untuk membentuk radikal bebas serta meningkatkan
produksi Advance Glycation end Products (AGESs) yang dapat mempercepat
proses penuaan fisiologis (Shaikh, 2014). Pemberian D-galaktosa dapat
menginduksi penuaan menyeluruh pada berbagai sistem organ. Dilaporkan
bahwa pemberian D-Galaktosa selama 6 minggu berturut-turut dapat
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menyebabkan peningkatan galaktosa dalam tubuh (Ahangarpour, 2014).
Enzim aldosa reduktase berperan dalam mengubah galaktosa menjadi
galaktikol, suatu senyawa yang tidak dapat dimetabolisme oleh tubuh.
Galaktikol yang terbentuk tidak dapat dimetabolisme di dalam tubuh, sehingga
apabila terakumulasi dalam sel dapat menyebabkan perubahan tekanan
osmotik. Hal ini dapat menyebabkan pembengkakan sel, disfungsi sel, dan
pada akhirnya akan menyebabkan penuaan (Ye, 2014). Induksi penuaan
dengan D-Galaktosa lebih efektif jika dibandingkan dengan galaktosa karena
induksi galaktosa pada diet akan menyebabkan penuaan yang melibatkan
apaptosis melalui mitokondria (Lu et al., 2010).

Pemberian D-Galaktosa terbukti memberikan berbagai efek pada penuaan
organ reproduksi, khususnya testis. Induksi D-Galaktosa dapat menyebabkan
penurunan spermatogenesis, penurunan berat serta ukuran testis, epididimis,
serta vesikula seminalis (Shaikh et al., 2014). D-Galaktosa dapat menginduksi
terjadinya peroksidasi lipid pada testis serta epididimis karena strukturnya
terdiri atas fosfolipid. Reaksi ini berlangsung apabila D-Galaktosa bereaksi
dengan makromolekul seperti lipid, protein, dan DNA tanpa reaksi enzimatik.
Hasil akhir dari reaksi ini adalah AGEs, yang dapat mengaktivasi reseptornya
atau disebut RAGE dan apabila terakumulasi dalam sel akan menginduksi
pembentukan ROS serta mencetuskan terjadinya reaksi peroksidasi lipid
(Kumar and Anil, 2011).
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2.5 Tanaman Kersen

251

2.5.2

Klasifikasi Tanaman Kersen

Klasifikasi tanaman kersen menurut Tjitrosoepomo (1991) adalah sebagai
berikut:

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta

Divisi : Spermatophyta (Tumbuhan biji)

Subdivisi : Angiospermae (Tumbuhan biji tertutup)

Kelas : Dicotyledoneae (Tumbuhan biji belah/ dikotil)
Subkelas : Dialypetalae

Ordo : Malvales / Columniferae

Famili : Elaeocarpaceae

Genus : Muntingia

Spesies : Muntingia calabura L.

Deskripsi Tanaman Kersen

M. calabura atau lebih dikenal dengan tanaman kersen di Indonesia dan
Jamaican cherry dalam Dunia Internasional memiliki beragam manfaat
khususnya dalam bidang medis. Di berbagai daerah tanaman ini memiliki
julukan yang berbeda-beda, seperti Chinese cherry atau Japanese cherry di
India, dan Cherry chettu di Telugu (Sridhar et al., 2011). Kersen adalah
pohon yang selalu hijau (evergreen), tinggi pohon antara 3 sampai 12
meter, tumbuh dan berbuah sepanjang tahun pada ranting-ranting yang
mirip kipas. Percabangannya mendatar, menggantung ke arah ujung,
berbulu halus. Daunnya tunggal, berbentuk bulat telur sampai berbentuk
lanset dengan panjang 4 — 14 cm dan lebar 1 — 4 cm dengan pangkal
lembaran daun yang nyata tidak simetris, tepi daun bergerigi, lembaran
daun sebelah bawah berbulu kelabu seperti pada Gambar 2. (Rosandari, et
al, 2015).
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Gambar 2. Morfologi dari Muntingia calabura L. (Dokumentasi
Pribadi).

Tanaman kersen mulai berbunga pada umur dua tahun, bunga-bunga
tumbuh 1-5 kuntum, terletak pada satu kuntum pada satu berkas yang
letaknya supra-aksilar dari daun, bersifat biseksual. Mahkota bunga
berbilangan lima dan berwarna putih, dalam satu berkas jumlah benang
sarinya meningkat dari 10 — 25 helai pada bunga yang muncul pertama
menjadi lebih dari 100 helai pada bunga yang muncul terakhir. Bunga
mekar ketika menjelang fajar dan hanya berlangsung satu hari (Rosandari
etal., 2015).

Umumnya hanya satu-dua bunga yang menjadi buah. Buah tanaman ini
bertangkai panjang, bulat hampir sempurna, diameter 1-1,5 cm, hijau
kuning dan merah jika sudah masak, bermahkota sisa tangkai putik yang
tidak rontok serupa bintang hitam bersudut lima. Berisi beberapa ribu biji
kecil-kecil, halus, putih dan kekuningan dalam daging dan sari buah yang
manis sekali. Buah kersen bertipe buni, mempunyai rasa manis dan flavor
yang khas. Buah kersen mempunyai nilai gizi yang baik, yaitu
mengandung vitamin A dan C, juga mineral seperti kalsium dan fosfor
(Rosandari et al., 2015).
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2.5.3 Kandungan Senyawa Bioaktif Daun Kersen

Penelitian yang dilakukan Khan, et al., (2015) menunjukkan bahwa
ekstrak tanaman M. calabura mengandung zat bioaktif yang dapat
meminimalisir efek dari kerusakan sel akibat dari radikal bebas. Zat-zat
berupa karbohidrat, protein, flavonoid, dan asam askorbat lebih dominan
terkandung dalam ekstrak daun M. calabura dibandingkan akar dan
buahnya. Sedangkan, ekstrak buah M. calabura dominan akan kandungan
polifenol dibandingkan akar dan daun. Ekstrak akarnya sendiri lebih kaya
alfa tokoferol dibanding daun dan buahnya. Karena mekanisme kerjanya
yang saling berhubungan, seluruh senyawa ini akan dapat menghambat
stress oksidatif dalam tubuh (Khan, et al., 2015).

Flavonoid merupakan suatu antioksidan alami dengan aktivitas biologis
yang dapat menghambat berbagai reaksi oksidatif dan berperan sebagai
agen pereduksi radikal hidroksil, superoksida dan radikal peroksil
(Kuntorini, et al., 2013). Senyawa fenol dan flavonoid berperan penting
dalam mencegah terbentuknya radikal bebas. Senyawa fenol dalam daun
M. calabura mengandung senyawa yang mampu melawan radikal bebas.
Reaksi peroksidasi lipid yang disebabkan oleh radikal bebas akan
dihambat oleh 17 kemampuan donasi proton dari kelompok hidroksil yang

terdapat pada komponen senyawa fenol (Narayanaswamy, 2011).

Senyawa polifenol juga memiliki aktivitas antiglikasi dengan menghambat
signaling RAGEs, menghambat reaksi glikosidasi (Bartosz dan Sadowska,
2015) M. calabura juga mengandung saponin. Saponin dapat berperan
dalam mencegah penuaan melalui aktivasi AKT/Forkhead box O3a dan
jaras Nuclear factor-erythroid 2-related factor-2. Proses ini akan
meningkatkan ekspresi dan fungsi enzim antioksidan seperti superoksida
dismutase-2, katalase, glutation reduktase, glutamat-sistein ligase, dan
heme oksigenase-1 (Khan, et al., 2015). M. calabura juga mengandung

asam askorbat. Asam askorbat atau vitamin C merupakan salah satu jenis
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antioksidan yang poten. Vitamin C terdiri dari 6 rantai karbon lakton dan
disintesis dari glukosa di dalam hati mamalia kecuali manusia, hal ini
desebabkan karena manusia tidak mempunyai enzim glunolakton oksidase

yang dapat mensintesis asam askorbat dari glukosa (Dianasari, 2014).

2.6 Mencit (Mus Musculus L.)

2.6.1

2.6.2

Klasifikasi Mencit (Mus Musculus L.)

Klasifikasi mencit (M. musculus L.) menurut Guneberg (1943) disajikan

sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Class : Mamalia

Order : Rodentia
Family : Muridae

Genus : Mus

Species : Mus musculus L.

Deskripsi Mencit (Mus Musculus L.)

Mencit merupakan hewan yang sering digunakan sebagai hewan uji coba
dalam penelitian. Mencit banyak digunakan sebagai hewan penelitian di
laboratorium karena memiliki kelebihan seperti siklus hidup relatif
pendek, jumlah anak perkelahiran banyak, variasi sifat-sifatnya tinggi,
mudah ditangani, serta sifat produksi dan karakteristik reproduksinya
mirip hewan mamalia lain, seperti sapi, kambing, domba, dan babi. Selain
itu, mencit dapat hidup mencapai umur 1-3 tahun. Gambar mencit secara

lebih jelas dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Mencit (M. musculus) (Dokumentasi Pribadi)

Mencit merupakan hewan yang termasuk dalam famili Muridae. Pada
mencit terdapat tahap estrus siklus terpenting dari siklus birahi, yang
menunjukkan gejala khusus diamati pada perilaku mencit jantan dan betina
untuk berkopulasi. Tahap estrus pada betina bisa diamati dengan

mengamati secara visual genitalia eksterna (Byers et al., 2012).

Mencit betina bisa dilihat dengan keanehan perilaku mencit seperti
kegelisahan dan tidak menolak ketika pejantan mulai mendekatinya. Di
luar estrus, betina akan menolak, bersikap agresif, dan tidak mau
berkopulasi dengan pasangannya, fase estrus berlangsung selama 12 jam.
Menurut Byers et al., (2012) pengamatan fase estrus secara genitalia betina
membutuhkan cahaya yang cukup, untuk menentukan warna yang
dihasilkan pada vagina mencit. Saat estrus terjadi ditandai dengan mulai
terbukanya vagina membesar dengan jaringan merah yang cukup bengkak
muda dan cukup lembab di area genital. Mencit adalah hewan pengujian
yang paling mudah digunakan karena mudah digunakan karena
pemeliharaan dan tidak memerlukan ruang yang besar. Pada saat masa
kehamilannya singkat, mencit bisa melahirkan dalam jumlah yang cukup

besar.

Sistem Reproduksi Mencit (Mus musculus L.)

Sistem reproduksi mencit jantan tersusun atas organ genital eksternal dan

internal. Pada organ genital eksternal terdapat skrotum yang terletak di
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depan anus mencit dan penis yang digunakan sebagai alat kopulasi
sebagian besar hewan mamalia. Sistem reproduksi mencit jantan tersusun
atas sepasang testis yang merupakan lokasi pembuatan sel gamet,
epididimis yang merupakan tempat pemasakan spermatozoa mencit, dan
saluran panjang yang disebut vas deferens yang menghubungkan testis
dengan kelenjar aksesori. Di dalam sistem reproduksi mencit terdapat pula
beberapa kelenjar aksesori seperti vesikula seminalis dan prostat. Sistem

reproduksi mencit jantan berakhir pada penis (Wiranata, 2013).

Sistem reproduksi mencit jantan terdiri dari beberapa bagian seperti:

a. Testis
Testis berjumlah dua buah, terdapat didalam kantong luar disebut
skrotum. Pada semua spesies testis berkembang di dekat ginjal, yakni
didaerah krista genitalis primitif. Testis merupakan kelenjar
campuran, yakni kelenjar eksokrin juga sekaligus sebagai kelenjar
endrokin. Sebagai kelenjar eksokrin testi berfungsi menghasilkan sel

sperma.

b. Kelenjar Asesoris
Kelenjar asesoris rodentia dan mamalia terdiri atas epididimis, vas
deferens, prostat, sepasang glandula cowper dan sepasang vasikula
seminalis. Kelenjar ini berfungsi membuat cairan semen yang dapat

memungkinkan sperma bergerak aktif dan hidup untuk waktu tertentu.

c. Alat Kelamin atau Organ Kopulatoris
Organ kopulatoris pada mencit jantan yaitu penis yang memiliki tugas
ganda seperti untuk alat pengeluaran urin dan penyaluran semen ke

dalam saluran reproduksi mencit betina (Akbar, 2010).

Nugroho (2018), menjelaskan bahwa di dalam testis mencit terdiri dari
tubulus seminiferus dan jaringan stroma. Lapisan dalam epitel tubulus

seminiferus terdapat sel germinatif dan sel Sertoli, sedangkan pada



17

jaringan stroma terdapat pembuluh darah, limfe, sel saraf, sel makrofag
dan sel Leydig. Sel Leydig berfungsi menghasilkan hormon testosteron.
Sekresi hormon oleh sel Leydig dikontrol oleh hormon gonadotropin, bila
sekresi hormon gonadotropin mengalami hambatan maka sekresi
testosteron akan mengalami penurunan, untuk gambar lebih jelasnya
seperti pada gambar 4.
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Gambar 4. Gambar a. Posisi Testis Pada Mencit dan Gambar b.

Struktur Testis Mencit (Mus musculus) (Science Photo
Library, 2002).



3.1

3.2

I1l. METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu

Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium Botani, Laboratorium Zoologi,
Tempat Pemeliharaan Hewan Uji Coba Jurusan Biologi Fakultas
Matematikan dan IiImu Pengetahuan Alam Universitas Lampung dan Balai

Veteriner Lampung pada bulan Oktober - Desember 2023.

Bahan dan Alat

Adapun bahan yang digunakan pada penelitian yaitu 25 ekor Mencit jantan
(Mus musculus L.) fertil umur 3 bulan dengan berat rata-rata 30-40 gram yang
berasal dari Peternakan Hewan di Fajar Baru, Kab. Lampung Selatan ,Pur
ayam atau pellet sebagai pakan mencit, air sebagai minum mencit, alkohol
untuk strelisasi alat penelitian, D-galaktosa untuk meningkatkan aging pada
mencit, kloroform sebagai larutan pembius saat pembedahan, ekstrak daun
kersen sebagai anti-aging, akuades sebagai larutan pada perlakuan kontrol.
Xylol untuk menarik alkohol kembali, paraffin (titik didih 56-80 °C) untuk
filtrasi dan embedding sediaan, pewarna HE untuk mewarnai preparat dan

Canada balsam untuk mempelkan cover glass.

Alat yang digunakan adalah 25 kandang mencit (Mus musculus L.) beserta

penutupnya yang berfungi untuk tempat tinggal mencit, wadah pakan mencit

yang berfungi untuk tempat makanan bagi mencit, botol air minum mencit

yang berfungsi untuk tempat penyimpanan air minum mencit, rak kandang
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mencit berfungi untuk tempat meletakkan kandang mencit, timbangan yang
berfungsi untuk menimbang berat badan mencit, alat bedah yang berfungsi
untuk membedah hewan uji, mikroskop yang berfungsi untuk mengamati
preparat histologi, jarum suntik yang berfungsi untuk alat penginduksian
mencit dengan D-galaktosa,sonde oral untuk memberikan perlakuan ekstrak
daun kersen melalui peroral/mulut pada mencit, obyek glass dan cover glass
berfungsi untuk pembuatan preparat, label yang berfungsi untuk memberi label
pada objek pengamatan, tisu yang berfungsi untuk membersihkan sisa zat
warna pada obyek glass, pipet tetes yang berfungsi untuk membantu proses
pengambilan cairan, dan kamera berfungsi untuk dokumentasi penelitian dan

alat tulis yang berfungsi untuk mencatat data hasil penelitian.

3.3 Prosedur Kerja

3.3.1 Tahap Persiapan

a. Persiapan Alat dan Bahan
Alat yang akan digunakan disterilkan terlebih dahulu seperti alat bedah
dan sonde. Mempersiapkan sampel daun kersen yang digunakan
sebagai ekstrak. Daun kersen diambil di daerah Natar, Kab. Lampung
Selatan. Lalu dibawa ke Laboratorium Botani Jurusan Biologi FMIPA
Unila daun kersen dicuci dengan menggunakan air yang mengalir

sampai bersih untuk dibuat ekstrak.

b. Persiapan Hewan Uji
Hewan uji yang dipakai dalam penelitian ini terdiri dari mencit jantan
sejumlah 25 ekor yang berumur 3 bulan, fertil, dengan berat 35 gram
yang dipisahkan dalam 5 perlakuan dan setiap perlakuannya terdiri dari
5 ekor. Sebelum diberi perlakuan, semua mencit di aklimatisasi terlebih

dahulu selama dua minggu. Mencit-mencit tersebut diberi makan pellet
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dan air minum yang di setiap harinya, penelitian dilakukan selama 35

hari.

. Pembuatan Ekstrak Kersen

Daun kersen dibersihkan secara menyeluruh dengan air mengalir,
selanjutnya dibilas menggunakan air suling. Daun dikeringkan pada
suhu kamar kemudian dikeringkan secara sempurna pada oven dengan
suhu 60°C selama 24 jam. Daun kersen yang telah kering selanjutnya
digiling menjadi serbuk simplisia menggunakan mesin penggiling.
Serbuk simplisia disimpan dalam botol tertutup rapat pada suhu ruang.
Pembuatan ekstrak dilakukan dengan terlebih dahulu menimbang
simplisia sebanyak 100 gram, kemudian dimasukkan ke dalam wadah
maserasi, dituang akuades 1000 ml sampai seluruh permukaan simplisia

terendam kemudian dibiarkan selama 3 hari.

Setelah 3 hari ekstrak tersebut difilter dengan menggunakan corong
Buchner untuk menghasilkan filtrat dan residu sebelum dilakukannya
evaporasi. Hasil perendaman dimasukkan ke dalam labu evaporasi.
Labu evaporasi dipasang pada evaporator dan waterbath diisi dengan
air sampai penuh. Semua rangkaian alat dipasang, termasuk rotary
evaporator, pemanas waterbath (diatur sampai 70-80°C), sambungkkan
dengan aliran pemanas listrik. Lalu tunggu hingga larutan berhenti
menetes pada lampu penampung (x1,5-2 jam untuk 1 labu). Hasil yang
diperoleh sekitar sepertiga dari bahan alami kering. Hasil ekstraksi
ditempatkan pada botol ekstrak, kemudian hasil ekstrak cair dapat

digunakan perlakuan ke mencit.

Mencit jantan yang akan digunakan ditimbang terlebih dahulu, setelah ditimbang

mencit dibagi menjadi 5 konsentrasi ekstrak yang masing-masing konsentrasi

terdiri dari 5 kali pengulangan. Berikut 5 konsentrasi yang digunakan dalam

penelitian ini:
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1. Kontrol (K0): mencit hanya diberi makan dan minum secara normal
tanpa mendapat perlakuan apapun.

2. Kontrol Negatif (K-): mencit diinduksi dengan menggunakan D-
galaktosa 150 mg/kgBB, kemudian diberi makan dan minum secara
normal.

3. Perlakuan 1, 2 dan 3 (P1, P2, dan P3): mencit diinduksi dengan D-
galaktosa 150 mg/kgBB, kemudian diberi makan dan minum secara
normal serta mendapat perlakuan berupa pemberian ekstrak kersen

dengan cara di cekok (secara oral) sebanyak 35, 70 dan 105 mg/kgBB.

D-galaktosa diinduksikan kepada mencit Kontrol negatif dan Perlakuan secara
intraperitonial. Menggunakan metode ini karena dalam penelitian Budni et al.,
(2016) yang menyatakan bahwa kadar amyloid beta (aff) dan protein prekursor of3
hippocampus mencit akan mengalami peningkatan setelah diinduksi D-Galaktosa
secara intraperitoneal. Sedangkan dosis yang digunakan adalah sebanyak 150
mg/Kg (Siti et al., 2019), hal ini sesuai dengan Sulistyoningrum, (2017) yang
menjelaskan bahwa dosis yang tepat untuk menurunkan parameter sperma adalah
100-200 mg/kg yang dilarutkan dalam 1 ml akuades.

Tujuan dari perlakuan induksi D-galaktosa pada mencit yaitu untuk meningkatkan
radikal bebas sehingga tubuh mencit mengalami stress oksidatif dan penuaan
dapat berjalan lebih cepat dibandingkan dengan kondisi normal, sedangkan dosis
ekstrak daun kersen yang dipakai dalam penelitian ini terdiri dari tiga jenis yaitu
35 mg/kgBB (rendah), 70 mg/kgBB (sedang) dan 105 mg/kgBB (tinggi). Proses
pencekokan pada perlakuan dilakukan setiap hari selama 35 hari. Lama waktu
perlakuan didasarkan pada lama waktu satu siklus pembentukan spermatozoa pada
mencit. Setelah 35 hari mencit ditimbang berat badannya kemudian mencit
dibedah dan diambil jaringan testis, setelah itu dilakukan penimbangan kedua
testis untuk mengetahui rasio berat testis dan dibuat preparat histologinya dengan

mengamati jumlah sel Leydig dan mengukur ketebalan sel-sel spermatogenik.
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3.4 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian yang bersifat eksperimental dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL). Sebanyak 25 ekor mencit
yang berasal dari Peternakan Hewan di Fajar Baru, Kab. Lampung Selatan,
yang dibagi menjadi 5 konsentrasi dimana masing-masing konsentrasi terdiri
dari 5 kali pengulangan. 5 konsentrasi mencit tersebut, yaitu KO (kontrol nol),
K- (kontrol negatif), P1 (perlakuan 35 mg/kgBB daun kersen), P2 (perlakuan
70mg/kgBB daun kersen) dan P3 (perlakuan 105mg/kgBB daun kersen).
Penentuan jumlah pengulangan dilakukan menggunakan rumus Federer, yaitu
(t-1) (n-1) > 15, dimana t menyatakn jumlah perlakuan dan n menyatakan
jumlah ulangan. Sehingga jumlah ulangan yang dibutuhkan untuk penelitian

ini disajikan sebagai berikut:

(t-1) (n-1) >15
(5-1) (n-1) >15
4dn- 4 >15
4n >19
n >5

3.5 Proses Pembedahan Mencit

Mencit yang telah diberi perlakuan selama 35 hari, kemudian dilakukan
pembedahan. Sebelum mencit, dibius terlebih dahulu dengan kloroform dan
diletakkan pada bak parafin. Spesimen dibuka perutnya untuk diambil
testisnya. Testis yang telah dipotong kemudian ditimbang untuk mengetahui
rasio berat testis selanjutnya, testis difiksasi dengan buffer formalin 10% di
dalam botol, kemudian dibawa ke Laboratorium Patologi Balai Penyidikan dan
Pengujian Veteriner (BPPV) Regional 111 Bandar Lampung untuk dibuat

preparat histologi sehingga tubulus seminiferus dapat diamati.

3.6 Prosedur
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3.6.1 Teknik Pembuatan Slide

a. Trimming
Proses trimming ini adalah pose pemotongan tipis jaringan setebal + 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 yaitu buffer formalin atau 10% formalin. Kemudian
potongan jaringan testis tersebut dimasukkan ke dalam embedding

casette.

b. Dehidrasi
Proses dehidrasi ini dilakukan dengan menggunakan tissue processor
yang bertujuan untuk menghilangkan kandungan air dalam jaringan.
Pada proses ini dilakukan secara bertahap dengan menggunakan
larutan alkohol (konsentrasi 70-100%). Setelah proses dehidrasi
selesai dilanjutkan dengan proses clearin dengan menggunakan

larutan xylol dan impregnasi menggunakan larutan paraffin.

c. Embedding
Pada proses embedding ini, jaringan yang berada dalam embedding
cassette dipindahkan ke dalam base mold, kemudian diisi dengan
parafin cair, yang selanjutnya dilekatkan pada balok kayu ukuran 3x3

cm.

d. Cutting
Proses cutting ini dilakukan didalam ruangan dingin. Sebelumnya
blok terlebih dahulu didinginkan. Pemotongan diawali dengan
pemotongan kasar selanjutnya dilakukan pemotongan halus dengan
ketebalan 4-5 mikron. Setelah dipotong, dipilih lembar potongan
yang paling baik, apungkan di air. Kemudian pindahkan lembaran

jaringan ke dalam water bath selama beberapa detik sampai
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mengembang sempurna. Selanjutnya menempatkan jaringan pada
slide bersih dengan cara menyendok lembaran jaringan tersebut di
dalam waterbtah. Setelah itu, slide ditempatkan pada inkubator (suhu

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

e. Staining
Pada proses staining ini dilakuka pewarnaan slide dengan
menggunakan Teknik pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE).

f. Mounting
Proses mounting merupakan tahap penetesan bahan dengan
menggunakan Canada balsam yang ditutup dengan cover glass, saat

penetesan jangan sampai terbentuknya gelembung udara.

g. Pembacaan Slide
Pembacaan slide dilakukan dengan memeriksa slide dibawah

mikroskop cahaya.

3.6.2 Pengamatan

a. Rasio Berat Testis

Mencit ditimbang berat badannya kemudian di terminasi dan diambil
jaringan testis, setelah itu dilakukan penimbangan kedua testis. Penilaian
berat testis diukur dengan menimbang testis kanan dan kiri. Rasio berat
testis dihitung dengan menggunakan rumus menurut Kurniati dan
Nugraheni, (2019) berikut ini:

Berat Testis (gram)

RASIO =
Berat badan hewan uji saat dikorbankan (gram)

b. Pengamatan Jumlah Sel Leydig
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Perhitungan jumlah sel Leydig dilakukan dengan cara menghitung jumlah
sel yang berada diantar tiga sampai empat tubulus seminiferus dalam 10

lapang pandang dengan perbesaran 400x%.

c. Pengamatan Tebal Sel-Sel Spermatogenik

Dalam melakukan pengukuran tebal sel-sel spermatogenik yaitu dengan
menggunakan mikrometer pada lensa okuler. Tebal sel-sel spermatogenik
diukur dengan mikroskop perbesaran 400x. Tebal sel-sel spermatogenik
diukur dengan cara menghitung tubulus seminiferus yang terpilih secara
acak pada bagian lapisan luar yaitu sel spermatogonia hingga bagian sel
spermatid. Hasil dari tebal sel-sel spermatogenik dinyatakan dalam satuan

um.

3.7 Analisis Data

Data yang didapatkan dari penelitian kemudian dianalisis secara statistik
berupa data dari hasil perhitungan rasio berat testis, data yang diperoleh
diolah dengan Program komputer SPSS. Data di uji normalitas menggunakan
uji Shapiro-Wilk Test dan dilanjutkan dengan uji homogenitas. Selanjutnya,
data yang sudah homogen kemudian di uji ANOVA, dari hasil analisis
ANOVA nantinya hasil akan menunjukkan apakah perlakuan yang diberikan
signifikan atau tidak. Apabila signifikan antar perlakuan, maka akan
dilanjutkan dengan uji lanjut selang berganda Duncan untuk melihat

perlakuan mana yang paling efektif (paling baik) dengan P < a 0.05.

3.8. Diagram Alir Metode Penelitian



Persiapan Penelitian:

1. Persiapan hewan uji
2. Persiapan bahan dan
3. Persiapan alat

J

Penginduksian dengan D-
Galaktosa terhadap hewan uji

J

Penentuan dosis ekstrak daun
kersen dan pemberian perlakuan
terhdap hewan uji yang telah
diinduksi dengan D-Galaktosa

4

Penimbangan berat badan mencit
sebelum dibedah

4

Pembedahan mencit dan
menimbang berat testis

4

Pembuatan preparat terhdap
jumlah sel Leydig dan ketebalan
epitel tubulus seminiferus

4

Pengamatan dan analisis data
preparate terhdap rasio berat
testis, jumlah sel Leydig, dan
ketebalan lapisan sel-sel
spermatogenik

4

Interpretasi data dan
penyusunan laporan

Gambar 5. Diagram alir metode penelitian
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V. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Penelitian yang sudah dilaksanakan menghasilkan kesimpulan sebagai
berikut:

1. Pemberian ekstrak daun kersen (M. calabura) dapat meningkatkan rasio
berat testis mencit (M. musculus) yang sebelumnya mengalami kerusakan
akibat diinduksi dengan D-Galaktosa dan didapati hasil yang paling
efektif pada konsentrasi ekstrak 105mg/kgBB (P3) sebesar 0,15.

2. Pemberian ekstrak daun kersen (M. calabura) dapat meningkatkan
jumlah sel Leydig sebesar 218,20 dan Ketebalan sel-sel spermatogenik
sebesar 35,20 pada mencit (M. musculus) yang sebelumnya mengalami
kerusakan akibat diinduksi dengan D-Galaktosa dan didapati hasil yang
paling efektif pada konsentrasi ekstrak 105mg/kgBB (P3).

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang dampak pemberian ekstrak

daun kersen (M. calabura) terhadap histologi organ tubuh mencit (M.

musculus) yang lainnya.
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