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ABSTRACT

This study was aimed to know the effect of Kebar grass extract on amount of mice
Sertoli cell exposed by TCDD. This study was experimental study with completely
randomized design. Thirty adult male mice of Mus musculus strain Balb/C, age 11
weeks and weight 25- 30 ~were used. Mice were divided into five groups, that were:
K- was control (aquadest 0) mL); K+ was injected with TCDD at dose of 7 pg/kg BW;
Pl was injected with TCCD and administrated with Kebar extract (0,045 mg/ g
BW /day); P2 was injected with TCCD and administrated with Kebar extract (0,080
mg/ g BW/day); P3 was injected with TCDD and administrated with Kebar extract
(0,135 mg/ g BW/day). Kebar grass extract was administrated in 53 days. Mice were
sacrificed and right testis organs were taken. Then, histology preparat with HE staining
were made and Sertoli cells were counted. Data were analyzed by One Way ANOV
A followed by Duncan test (a = 005). The result of this study showed that
administration of Kebar grass extract affected amount of mice sertoli cells. K+ (2,92a+0,109)
showed significance difference (p<0,05) compared to Pl (5,000+0,374), P2 (7,64¢+0,409) and P3
(9,681+0,363). Meanwhile, amount of Sertoli cells of P3 at the highest dose did not show
significance difference (p>0,05) with K- (10,164+0,829). The conclusion of this study was
administration of Kebar grass extract per oral in 53 days could maintain amount of mice
Sertoli cell exposed by TCDD.
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PENDAHULUAN makhluk  hidup lainnya. Hal ini
mengakibatkan  penurunan kualitas
lingkungan hidup. Pencemaran
lingkungan dari kelompok senyawa
organik persisten (Persistent Organic

Semakin hari dari waktu ke waktu Pollution (POPs)) dapat menyebabkan

terjadi pencemaran dan perusakan polusi  lingkungan sert.a masalah
li . kesehatan pada manusia maupun
ingkungan yang dilakukan oleh .
. L2 .. hewan (Dobrzynski et al.,  2009).
manusia melalui aktivitas-aktivitas yang , L
. . 2,3,7,8 - Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
secara tidak langsung menimbulkan L. ) .
dampak yang besar bagi kesehatan dan (TCDD) atau sering juga disebut dioxin
kelangsungan hidup manusia serta merupakan  salah  satu  pencemar

Lingkungan hidup merupakan sumber
penting dalam menjamin kelangsungan
dan kelestarian hidup manusia dan
organisme lainnya di muka bumi.
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lingkungan tersebut. Dioxin termasuk
kelompok kontaminan lingkungan yang
terutama dihasilkan melalui proses
industri seperti daur ulang elektronik,
pembangkit listrik serta pembuatan
herbisida dan pestisida (Procopec et al.,
2013).  Dioxin  dianggap  sebagai
pencemar lingkungan yang paling
berbahaya, tersebar luas, persisten dan
sangat beracun (Ciftci et al., 2010).

2,3,7,8 - Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD) atau dioxin ini terbukti memiliki
efek toksik pada sistem reproduksi.
Paparan dioxin memberikan dampak
negatif terhadap organ reproduksi
jantan antara lain berkurangnya ukuran
testis, kelenjar  prostat,  vesikula
seminalis, penurunan jumlah
spermatozoa dan peningkatan jumlah
spermatozoa yang tidak  normal
(Latchoumycandane et al., 2003),
menurunkan testosteron serum dan
hormon reproduksi yaitu GnRH, FSH,
LH, serta merusak struktur testis (Yin et
al., 2012).

Sel sertoli merupakan salah satu
sel penting dalam organ reproduksi
jantan yang memiliki fungsi penyokong
dan pemberi nutrisi bagi spermatozoa
yang berkembang serta penghasil
hormon Androgen Binding Protein (ABP)
(Junquiera et al,. 2007). Menurut
Sudomo dan  Tamtono (1979),
terganggunya sel  Sertoli  dapat
mengakibatkan terjadinya degenerasi
sel-sel  spermatogenik  dikarenakan
kekurangan nutrisi yang didapatkan
dari sel Sertoli.

Menurut Maritim et al. (2003),
antioksidan adalah zat alami yang
merombak radikal bebas dan mencegah
efek merusak tubuh. Antioksidan pada
tanaman pangan sangat penting karena
aktivitasnya dalam menghambat reaksi
radikal bebas sehingga melindungi
tubuh dari kerusakan oleh Reactive
Oxygen Species (ROS) (Yang et al., 2006).

Rumput kebar mengandung
vitamin E dan flavonoid yang dikenal
sebagai salah satu antioksidan yang
mampu menangkal radikal bebas
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penyebab kerusakan pada jaringan
tubuh. Terdapat efek sinergi antara
vitamin E dan flavonoid yang
memperkuat kerja keduanya dalam
memperbaiki  gangguan infertilitas
sebagai antioksidan fenolik sehingga
mampu menghentikan reaksi berantai
peroksidasi lipid asam lemak tidak
jenuh pada fosfolipid membran sel
testis, membantu mencegah akumulasi
radikal bebas pada jaringan - jaringan
yang memproduksi spermotozoa, serta
melindungi fungsi spermatozoa (Astuti
dkk., 2008).

Penelitian ini dilakukan untuk
membuktikan pengaruh dari pemberian
ekstrak rumput Kebar dengan berbagai
dosis terhadap jumlah sel Sertoli mencit
(Mus musculus) yang dipapar 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).

MATERI DAN METODE

Sampel yang digunakan dalam
penelitian ini adalah testis mencit jantan
berjumlah 30 ekor, berumur 11 minggu
dan memiliki berat badan antara 25 - 30
gram. Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah ekstrak rumput
kebar (Biophytum petersianum Klotzch)
dengan tiga dosis yaitu (0,045 mg/g
BB/ hari, 0,08 mg/g BB/ hari), 0,135
mg/g BB/  hari), larutan 23,7,8-
tetrachlorodibenzo-p- dioxin (TCDD), corn
oil, Buffer Neutral Formalin 10%, larutan
alkohol konsentrasi 70%, 80%, 90%, 95%
dan alkohol absolut, larutan xylol,
parafin cair, dan pewarna Hematoxylin
Eosin. Alat yang digunakan untuk
menakar dosis yaitu mikropipet,
timbangan digital kecil, botol kaca steril
dan  mikrotube. Peralatan untuk
perlakuan menggunakan alat sonde,
spuilt 1cc  tuberculine.  Prosedur
terminasi menggunakan alat bedah
minor yang terdiri dari hand gloves,
masker, pinset, skalpel, gunting dan
botol pot kecil. Peralatan untuk
pembuatan preparat histologi object
glass, cover glass, pipet, tissue processor
automatic, — water  bath,  hot plate,
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microtome, dan blade serta alat untuk

pemeriksaan histologi dengan
menggunakan mikroskop.
Kelompok perlakuan pada

penelitian ini terdiri atas lima kelompok
yaitu K- (sonde aquadest), K+ (injeksi
TCDD dosis 7 ng/kg BB single dose),
P1 (injeksi TCDD + sonde ekstrak
rumput Kebar dosis 0,045 mg/g BB/
hari), P2 (injeksi TCDD + sonde ekstrak
rumput Kebar dosis 0,080 mg/g BB/
hari), dan P3 (injeksi TCDD + sonde
ekstrak rumput Kebar dosis 0,135 mg/g
BB/ hari) dengan masa perlakuan
selama 53 hari sesuai dengan satu
setengah siklus spermatogenesis agar
dapat dilihat pengaruhnya.

Data kuantitatif sel Sertoli testis
diamati dan dihitung dalam 5 lapang

pandang pada satu preparat.
Penghitungan dilakukan dengan
menggunakan  mikroskop  cahaya

dengan perbesaran 400x kemudian
dihitung menggunakan aplikasi image
raster. Hasil penghitungan tiap lapang
pandang  dalam  satu  preparat
dijumlahkan kemudian dihitung rata-
ratanya. Analisis data yang diperoleh
menggunakan  uji  ANOVA  dan
dilanjutkan  dengan  uji = Duncan
menggunakan program SPSS 23.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penghitungan jumlah sel Sertoli
dilakukan pada seluruh preparat secara
mikroskopis. Masing-masing preparat
diamati dalam 5 lapang pandang secara
acak dan pada masing-masing lapang
pandang dilakukan penghitungan sel
Sertoli pada 5 tubulus seminiferus.

Hasil penghitungan sel Sertoli
yang didapat berupa data kuantitatif
yang disajikan dalam Tabel 4.1

Tabel 4.1 Jumlah sel Sertoli di tubulus
seminiferus testis mencit (Mus musculus)
pada lima kelompok perlakuan yang
berbeda setelah pemberian TCDD dan
ekstrak rumput Kebar.

Kelompok Perlakuan MeantSD
K- (Kontrol negatif) 10,164 + 0,829
K+ (TCDD 7 pg/kg 2,92a £ 0,109
BB single dose)

P1 (TCDD + Rumput | 5,00b + 0,374
Kebar 0,045 mg/g BB/

hari)

P2 (TCDD + Rumput 7,64¢ + 0,409
Kebar 0,080 mg/g BB/

hari)

P3 (TCDD + Rumput | 9,684 +0,363
Kebar 0,135 mg/g BB/

hari)

Keterangan: Superskrip (a, b, ¢, d) yang
berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan adanya perbedaan yang
nyata antar perlakuan (p<0,05).

Perbedaan rerata jumlah
hitung sel Sertoli pada masing-
masing perlakuan dapat dilihat pada
diagram batang 4.1.

K- K+ P1 P2 P3
Kelompok Perlakuan

Gambar 4.1 Diagram batang rerata jumlah
hitung sel Sertoli di tubulus seminiferus
testis mencit (Mus musculus) pada lima
kelompok perlakuan yang berbeda.

Pada hasil pengamatan terhadap
jumlah sel Sertoli yang terpapar dioxin
melalui preparat histopatologi testis
mencit  menggunakan  mikroskop
dengan perbesaran 400x menunjukkan
adanya penurunan yang signifikan
terhadap jumlah sel Sertoli pada
kelompok kontrol positif. Perlakuan ini
adalah kelompok perlakuan penelitian
yang diberi dioxin dengan dosis
7 ug/kg BB single dose tanpa
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pemberian ekstrak rumput Kebar. Hal
ini dapat diketahui dengan
membandingkan  pada  kelompok

kontrol negatif, dapat dilihat pada
gambar 4.2 dan 4.3.
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Gambar 4.2 dan 4.3 Gambaran
Histopatologi Sel Sertoli Kontrol Negatif
(K-) dan Kontrol Positif (K+). (Pewarnaan
HE serta perbesaran 400x). Tanda panah
menunjukkan sel inti Sertoli.

U2 @ et 40

Setelah dioxin memasuki tubuh,
selanjutnya akan berikatan dengan
protein yang ada pada sel yang disebut
reseptor Ah (AhR) membentuk senyawa
kompleks bersama translocating protein.
Senyawa kompleks ini kemudian akan
masuk ke dalam inti sel (nucleus), dan
berikatan dengan DNA (Deoxyribo
Nucleic Acid) pada tempat yang spesif
dan diikuti dengan translokasi m-RNA
(messenger Ribose Nucleic Acid). Senyawa
kompleks ini akan mempengaruhi gen-
gen lain, salah satunya gen spesifik P-
4501A1 dan menghasilkan produk
berupa radikal bebas (ROS) (Warlina,
2009). radikal bebas (ROS) dapat
merusak ~ membran  sel = melalui
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peroksidasi lipid. Telah diketahui
bahwa membran sel terdiri dari lipid
bilayer ~ yang merupakan struktur
pembangun sel. Peningkatan
peroksidasi lipid pada membran sel
dapat mengakibatkan terjadinya
gangguan transport ion-ion esensial dari
luar dan dalam sel. Radikal bebas (ROS)
dapat menyebabkan peroksidasi lipid
pada semua sel, termasuk sel Sertoli
testis (Wati dkk., 2014).

Sel Sertoli pada mencit berperan
penting  dalam  diferensiasi  dan
perkembangan fungsi testis. Jumlah sel
Sertoli pada testis secara pasti
menentukan ukuran testis dan produksi
spermatozoa sehingga kerusakan atau
penurunan jumlah sel Sertoli otomatis
akan menurunkan produksi
spermatozoa dan meningkatkan
jumlah spermatozoa abnormal yang
mengakibatkan infertilitas (Schulz et al.,
2005). Folicle Stimulating Hormone (FSH)
mengawali proses proliferasi
spermatogenesis, kemudian testosteron
berdifusi dari sel interstitial yang
diperlukan untuk pematangan akhir
spermatozoa (Agarwal et al., 2003).
Berdasarkan Mocarelli et al. (2008),
paparan dioxin dapat menghambat
pembentukan  FSH.  Terhambatnya
pembentukan FSH  mengakibatkan
terganggunya spermatogenesis serta
menyebabkan turunnya jumlah sel
Sertoli (Guyton dan Hall, 2008).

Menurut Boekelheide et al. (2000),
terjadinya penurunan jumlah sel Sertoli
mengindikasikan kegagalan fungsi sel
Sertoli melindungi sel-sel germinal
terhadap apoptosis. Kerusakan sel
Sertoli akan mengganggu proses
spermatogenesis. Lebih lanjut Lohiya et
al. (2002), menyatakan jika fungsi sel
Sertoli terganggu, maka sekresi ABP,
suplai nutrisi, faktor pertumbuhan,
laktat dan transferin juga terganggu
karena zat-zat tersebut sangat
dibutuhkan dalam proses
spermatogenesis. Selain itu, terjadinya
penurunan jumlah sel Sertoli pada
tubulus seminiferus testis mencit setelah
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pemberian dioxin juga mengakibatkan
terjadinya peningkatan produksi radikal
bebas,  sehingga  terjadi  reaksi
peroksidasi lipid yang berlebihan pada
tingkat jaringan sel gonad (testis).
Terutama kerusakan pada membran sel
epitel germinal tubulus seminiferus dan
degenerasi sel testis (Dina dkk., 2017).

Paparan dioxin  menyebabkan
radikal bebas eksogen yang dapat
meningkatkan  produksi  senyawa
oksigen reaktif dalam tubuh. Senyawa
oksigen reaktif seperti O,, HxO dan
OH, merupakan mediator yang
memegang peranan penting dalam
kejadian kerusakan oksidatif pada sel
termasuk sel Sertoli (Saito dkk., 2005).
Paparan dioxin juga dapat menurunkan
secara efektif sistem antioksidan testis,
yang  mengakibatkan  peningkatan
peroksidasi lipid yang ditandai dengan
peningkatan malondialdehid (MDA)
pada testis dan menyebabkan stres
oksidatif. Malondialdehid merupakan
produk penting peroksidasi lipid dan
berhubungan dengan biosintesis lipid
melalui kerusakan lipid terutama pada
fosfolipid. Peroksida lipid menyebabkan
kerusakan pada membran sel, sehingga
menimbulkan gangguan pada membran
dan organel sel (Zhou dkk., 2011).

Hasil penelitian diketahui bahwa
pemberian ekstrak rumput Kebar pada
mencit selama 53 hari dengan dosis
0,045 mg/g BB/ hari, 0,080 mg/g BB/
hari dapat menghambat penurunan
jumlah sel Sertoli (Tabel 4.1), sedangkan
pada perlakuan pemberian ekstrak
rumput Kebar dosis tertinggi 0,135
mg/g BB/ hari diketahui dapat
mempertahankan jumlah sel Sertoli
dalam tubulus seminiferus (Gambar 2.4,
2.5, 2.6). Hal ini menunjukkan bahwa
ekstrak rumput Kebar memberikan efek
positif terhadap paparan dioxin. Efek
menguntungkan dari ekstrak rumput
Kebar sebagian besar karena sifat
antioksidan yang berperan sebagai
pelindung utama terhadap  stres
oksidatif ~dan mencegah produksi

peroksidasi lipid dengan

menghancurkan rantai radikal yang
beracun, produk sampingan dari proses
metabolisme dalam membran biologis
pada testis (Wati dkk., 2014).

Gambar 24, 25, 26 Gambaran
Histopatologi  Sel  Sertoli ~Kelompok
Perlakuan 1 (P1), Perlakuan 2 (P2) dan
Perlakuan 3 (P3). (Pewarnaan HE serta
perbesaran 400x). Tanda panah
menunjukkan inti sel Sertoli.

Ekstrak Rumput kebar
mengandung  antioksidan  berupa
vitamin E dan flavonoid. Vitamin E
mempunyai potensi sebagai antioksidan
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pemutus rantai pada membran yang
dapat mencegah kerusakan sel oleh
peroksidasi lipid dan menghambat
pembentukan radikal bebas (Maslachah,
2008). Menurut Halliwel dan Gutteridge
(2000) mekanisme kerja antioksidan
flavonoid yaitu menekan pembentukan
radikal bebas atau ROS dengan cara
menghambat enzim, pengkelatan ion
logam (metal ion chelating) yang terlibat
produksi radikal bebas serta meredam
radikal bebas (free radical scavengers).
Peroksidasi lipid dapat dicegah pada
tahap inisiasi dengan radical scavengers,
sementara reaksi propagasi dapat
dicegah dengan peroxy-radical scavenger
diantaranya dengan antioksidan
flavonoid (Widowati, 2005).

Pemberian ekstrak rumput Kebar
yang mengandung antioksidan tersebut
mampu menangkal radikal bebas dioxin
pada sel-sel dan jaringan reproduksi.
Ekstrak rumput Kebar diperkirakan
dapat menghambat peroksidasi lipid
dan memperbaiki membran yang rusak,
sehingga  dapat  mempertahankan
jumlah sel Sertoli serta meningkatkan
fungsi  testis untuk  mengontrol
biosintesis androgen oleh sel Leydig dan
menghasilkan testosteron untuk proses
spermatogenesis di epitel tubulus
seminiferus. Sintesis testosteron dan
spermatogenesis melibatkan kontrol
beberapa hormon. GH (Growth Hormone)
mempengaruhi secara langsung
diferensiasi sel Leydig sebagai tempat
sintesis testosteron dan LH mengontrol
sintesis testosteron. FSH meningkatkan
ABP (Androgen Binding Protein) untuk
mengikat testosteron yang kemudian
dihantarkan ke tubulus seminiferus
sebagai tempat pembentukan
spermatozoa, sehingga sel Sertoli dapat
berfungsi dengan normal dalam
pembentukan membran tubulus
seminiferus dan menyediakan
lingkungan bagi diferensiasi serta
maturasi sel-sel spermatogenik (Mayes
2003).
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KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian ekstrak rumput Kebar dapat
mempertahankan jumlah sel Sertoli
tubulus seminiferus testis mencit dari
kerusakan akibat paparan 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
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