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PEi\GARUH PEMBERIAN EKSTRAK MENIRAN (PIzy({alltlzus lIiruri L) 

T£RHADAP SEKRESI TNF-a INTRATESTIKULER PADA MENCIT 

.JANTAN (Mus musculus) 

Analis Wisnu Wardhana 

ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengamh pemberian ekstrak 
tanaman meniran (Phyllanthus niruri L) per-{)ral terhadap sekresi sitokin ThF-u 
(Tumor Necrosis Factor-Alpha) intratestikuler pada meneit jantan (Mus 
nIuscu/lIs). 

Bewan eoba yang digunakan terdiri dari 27 ekor meneit jantan strain 
BALB/e berumur rata-rata 2,5 bulan dengan berat badan rata-rata 25 gram, yang 
dibagi menjadi riga kelompok, yaitu kelompok kontrol (PO) yang diberi 0,1 ml 
aquades, perlakuan I (PI) yang diberi 4 mg/O,I mI ekstrak tanaman Phyllal1lhus 
niruri L, dan perlakuan II (P2) yang diberi 8 mg/O,I ml ekstrak tanaman 
Phyllanthus niruri L . 

Perlakuan tersebut diberikan setiap hari selama 54 hari dengan sonde dari 
spuit I mI. Pada han terakhir perlakuan, kelompok kontrol dan perlaJ,;uan diambil 
testisnya dan kemudian dilakukan pemeriksaan secara kuantitatif kadar TNF-u 
intratestikuler dengan indirect ELISA (Enzyme Linked lmmunosorbent Assay). 
Data yang diperoleh pada indirect ELISA dianalisis dengan uji F dan dilanjutkan 
dengan uji BN] 5%. 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak tanaman meniran 
(Phyllal1thus niruri L) berpengaruh pada sekresi sitokin TNF-u intratestihller 
pada meneit jantan (Mus musculus), yaitu pada dosis perlakuan I yang 
menunjukkan perbedaan nyata dengan PO (kontrol) (P<O,05), sedangkan P2 
dengan kontrol tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (P>{).05). 
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I.I. Latar Belakang 

BASI 

PENDAHULUAN 

Phyllanthus niruri 1" telah digunakan dalarn pengobatan tradisional di 

India, Cina, Filipina, Cuba, Nigeria dan Guam selama lebih dari 2000 tahun untuk 

berbagai penyak'it antara lain penyakit kuning, gonorrhea, mer",truasi yang tidak 

teratur dan diabetes, serta digunakan secara topikal sebagai salep untuk ulsera, lesi 

pada kulit dan skabies. Tunas pada tanaman yang masih muda dijadikan bentuk 

infus dan digunakan untuk pengobatan disentri kronis (Anonimus, 1998). 

Di Indonesia, tanaman Phyllanfhus niruri L dikenal dengan nama daerah 

rneniran atau rnelliran ija (Jawa), fllell'eniran (Sunda) atau gosau rna dungi 

(Temate). Tanaman ini banyak tumbuh liar pada tempat yang lembab dan berbatu 

seperti di tepi jalan, tanah yang terlantar, di antara rerumputan tepi selokan dan 

tempat-tempat lainnya (Wijayak'USuma, 2003). 

Secara tradisional masyarakat Indonesia menggunakan ekstrak 

Phyllanthus niruri L sebagai ramuan untuk obat sariawan mulut, meningkatkan 

pengeluaran air kencing (diuretik), mengobati diare, menambah nafsumakan, 

mengobati wasir dan varises. Secara ilmiah ekstrak ini terbukti memberikan efek 

penghambat terhadap pembentukan kristal kalsium oksalat sehingga dapat 

dijadikan obat altematif penyakit kencing batu, sedang\,:an aktifitas anti 

hepatotoksik disebabkan oleh adanya kandungan kimia Phylianlhin dan 

Hypophillanthin dan dari percobaan ill vitro, tanaman ini menunjukkan 
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kemampuan sebagai antivirus hepatitis B (Mursito, 2003), disamping itu ekstrak 

air dati tanaman Phyllonthus niruri L juga mampu meningkatkan titer antibodi 

pada ayam yang divaksin ak1if Newcastle Disease (Rahmahani, 2000). 

Pemberian ekstrak Phyllantl1lis niruri L per-oral pada meneit mampu 

mempengaruhi fungsi dan ak1ifitas sistem imun yaitu sebagai imtmostimulator. 

Hal iill ditunjukkan antara lain dengan adanya peningkatan ak1ivitas monosit atau 

makrofag pacta fungsi fagositosis dan kemotaksis serta sekresi beberapa sitokin 

oleh sel-sel imunogenik. Salah satu sitokin terse but adalah Tumor Necrosis 

FaclOr-a (TNF-a) yang disekresi oleh limfosit subset T-helper-I (Subset Th-I). 

TNf-a dapat mengak"1ifasi monosit atau makrofag untuk melepas interieukil1-1 

(IL-I), inJerleukin-6 (IL-6) dan TNf-a itu sendiri (Ma'at, 1997). Efek ini 

diperkirakan juga terjadi pada organ reproduksi, sebab pada testis TNf-a juga 

diproduksi oleh sel germinal jantan, juga oleh makrofag interstisial pada testis 

yang diduga mempunyai peran pada kontrol dari spermatogenesis (Pentikainen et 

al.,2001). 

Pada penelitian yang lain, pemberian ekstrak Phyllanthus niruri L per-oral 

dengan dosis 2 mg!O,I mI, 4 mg/O,I ml dan 8 mg! 0,1 ml selama 54 hari (satu 

setengah siklus spermatogenesis) telah terbukti mampu meningkatkan proses 

spermatogenesis pada meneit jantan, yang pacta pengamatan histologik diwakili 

oleh peningkatan berat testis kiri, ukuran diameter dan tebal tubulus seminijerus 

serta jumlah sel spermatosit primer dan spermatid. fak10f-YaI1g diduga 

bertanggung jawab dalaIll peningkatan proses spermatogenesis tersebut adalah 

sitokin Tumor Nekrosis fak1or-a (TNf-a) (Sarno, 2000). sehingga perIu 
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dibuktikan secara kuantitatif sekresi TNF-a pada testis setelah diberikan ekstrak 

I'hyllol7lhus /limri 1>. 

1.2. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang masalah tersebut. maka yang menjadi pokok 

permasalahan penelitian ini adalah apakah pemberian ekstrak Phyllanlhus I1Iruri L 

per-oral pada dosis 4mglO,lml dan SmglO,lml selama 54 hari (satu setengah 

siklus spennatogenesis) dapat mempengaruhi sekresi TNF-a intratestik-uler pada 

mencit jantan (Mus musculus) ? 

LJ. Landasan Teori 

Ekstrak Phyllmllhus niruri L secara ilmiah telah terbu!"'(j sebagai 

imunostimulator yang secara sistemik mampu mempengaruhi Iimfosit Th-l untuk 

mensekresi TNF-cx yang dapat merangsang monosit atau makrofag untuk 

mensekresi IL-I, IL-6 maupun TNF-a itu sendiri (Ma'at, 1997). 

Dwight el al. (1990) menyatakan bahwa TNF-a mampu meningkatkan 

produksi testoteron pada testis tikus dewasa yang telah diuraikan jaringannya dan 

pada sel Leydig yang dimurnikan. Efek sitokin ini diduga karena pengaruhnya 

terhadap ma!,.Tofag intratestikuler dan jUb'1llangsung pada sel Leydig. 

:--1akrofag jaringan interstisial testis yang secara ultra struI,.-tural sarna 

dengan makrofag sistemik juga mampu menghasilkan sitokin temtama ThF-cx, 

IL-l dan IL-6 yang mempengaruhi sel Leydig, sel Serloli dan sel germinal 
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sehingga berpengaruh pada proses steroidogenesis dan spennatogenesis 

(Robertson et 01.. 1993 ; Morrissette et 01 .• 1999). 

Reseptor untuk TNF-a dideteksi terdapat di dalarn sel somatik testis yaitu 

sel Leydig dan sel Sertoti. TNF-a mempunyai dua peran penting dalam 

mekanisme pengaturan honnonal dalam testis. Pada sel [£ydig TNF-a 

menyebabkan inhihisi Luteinizing Hormone (LH) dengan menginduksi sintesis 

testosteron, sedangkan pada sel Sertoti mengharnbat Follicle Stimulating 

Hormone (FSH) dengan menginduksi sintesis inhihin (Benahmed, 1997). 

Ekstrak Phyllanthus nimri L yang diberikan pada meneit jantan per-oral 

dengan dosis 4 mg/O,lml dan 8 mg/O,lml selarna 54 hari (satu setengah siklus 

spennatogenesis) terhu1.1:i marnpu meningkatkan proses spermatogenesis yang 

diduga diakibatkan oleh meningkatnya sekresi TNF-a dan Iaeningkatnya aktifitas 

monosit atau makrofag intratestikuler karena efek imunostimulator dari ekstrak 

Phyllanthus nimri L (Sarno, 2000). 

TNF-a yang dihasilkan oleh sel germinal dan makrofag interstisial 

diduga mempunyai peran pada kontroI spermatogenesis. TNF-a merupakan salah 

satu faktor parakrin testis yang bersama hormon dari poros hipothalamus-hipofise

testis mengatur spermatogenesis (Pentikainen et al., 200 I). 

1.4. Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian 

ekstrak Phyllanthus nimri L per-oraI selarna 54 hari (satu setengah siklus 

spennatogenesis) terhadap sekresi . TNF-a intratestikuler (iwnlah kuantitatif dan 
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TNF-a) dalam hUbungannya denb'llll peningkatan proses spennatogenesis pada 

meneil jantan (Mus musculus). 

1-5. Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menginfonnasikan balm'a ekstrak 

Phi!!onthus nimri L pada dosis tertentu dapat meningkatkan sehesi TNF-a yang 

berperan pada proses spennatogenesis meneit jantan. lnfonnasi ini akan 

bennanfaat dalam pengembangan ilInu ataupun penelitian bidang reproduksi 

lemak 

1.6. Hipotesis Penelitian 

Hipotesis yang dapat diajukan pada penelitian ini adalah pemberian 

ekstrak Phi!!onlhus nimri L per-oral pada meneil jantan (Mus musculus) dengan 

dosis 4 mglO.,1ml dan 8 mg/O,lml selama 54 hali (satu setengah siklus 

spermatogenesis) dapat mempengaruhi sekresi TNF-u intratestikuler. 
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BAB II 

T1NJAliAN PliSTAKA 

2.1. Tinjauan Tanaman Phyllallthus lIirnri L 

2.1.1. Klasifikasi Pllyllalltlms nirnri L 

Divisi : Spennatophyta 

Sub divisi : Angiospennae 

Kelas : Dycotylae 

Sub kelas : Monoclamidael Apetalae 

Bangsa : Eupbomiales 

Suku ( familia) : Euphomiceae 

Matga ( genus) : Phyllanthus LINN 

Jenis ( species) : Phyllanthus nirun LINN 

2.1.2. Sinonim 

Tanaman Phyllanthus nihrun L dikenal dengan berbagai nama yaitu 

Phyllanthus alatus, Phy/lanthus cantanensis. Phyllanthus echinatuswall. 

Phyllanthus lepidocarpus, Phyllanlhus /eprocarpus, meniran / meniran ijo (Jawa), 

memeniran (Sunda), gosau rna dungi ruriha (Temate), Zhen zhu cao 

(Sastrowidjojo, 200 I). Wujud dari tanaman Phyllanthus niruri L bisa dilihat pada 

gambar I. 
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Gambar I. Tanaman Phyllanthuf niruri L 

2.1.3. Morfologi 

Perdu, tumbuh tegak, tinggi 50 em sampai satu meter, bercabang 

terpencar. Cabang mempunyai daun tunggal berseling dan tumbuh mendatar dari 

batang pokok. Batang berwama hijau pucat dan hijau kememhan. Daun 

berbentuk bulat telUJ sampai bulat memanjang, panjang daun 5 mm sampai 10 

mm, lebar 2,5 mm sampai 5 mm, ujung bulat atau runcing dan permukaan 

bagian bawah berbintik-bintik. Bunga keluar dari ketiak daun, bunga jantan 

terletak di bawah ketiak daun, berkumpul 2-1 bunga, gagang bunga 0,5 - I mm, 

helaian mahkota bunga berbentuk bulat telUJ terbalik, panjang 0,75 - I mm, 

berwama pucat. Bunga betinanya letaknya di permukaan alas ketiak daun, 

gagang bunga 0,75 - I mm, helaian mahkota bunga berbentuk bulat telur sampai 

bulat memanjang, tepi berwama hijau muda, panjang 1,25 - 2,5 mm. Buah bulat 

licin, garis tengah 2 - 2,5 mm, panjang gagang buah 1,5 - 2 mm (WijayaJruswna, 

2003) 
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Ekologi penyebaran, tumbuh tersebar hampir di seluruh Indonesia pada 

ketinggian tempat antara I - 1000 meter di atas permukaan laut. Tumbuh liar di 

tempat terbllka, pada tanah gembur yang mengandung pasir, di ladang, di tepi 

sllngai dan di pantai. 

Tanaman ini belum dibudidayakan secara teratur dan merupakan gulma 

yang tumbuh secara liar pada tempat yang lembab dan berbatu (Ma'at, 1997) 

2.1.4. Kegunaan tanaman 

Ekstrak Phyllanthus nirori L telah banyak digunakan dalam pengobatan 

terhadap infeksi virus hepatitis B, pemberian ekstrak Phyllanhus nirori L per

oral pada meneit menunjukkan pengarulm.ya pada fungsi dan ak--tivitas sistem 

imlln yaitu sebagai imunostimulator (Ma'at 1997). Ekstrak Phyllanthus nirori L 

juga telah terbukti mampu rneningkatkan proses spermatogenesis (Sarno, 2000). 

2.1.5. Kandungan tanaman 

Kandllngan kimia dari Phyllanthus nirori L dapat berupa flavonoid yang 

terdiri dari guercetrin, quercifri, iso quercitrin, astragalin, rotin, kaempforol-4-

rhamnopyranoside, erydictyol-7-rhamnopyranoside, !estin-4-o-g{ucoside dan 

nirorin ; lignan yang terdiri dari Phyllantin dan hyphyllanthin. Alkaloid yang 

diberi nama ent-norcecurinin (Ma'at 1997). 

Terakhir diketemukan lagi /ignan dan isolignan yang baru seperti 

linteralin. iso linteralin, nirteralm, nirphyllin dan phyllnirorin (Sarno, 2000). 
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2.1.6. Pengaruh Pltyllantltus niruri L pada sekresi TNF- a intratestikuler 

Pemberian per-oral ekstrak Phyl/al1lhus niruri L dapat meningkatkan 

aktifitas fagositosis dan kemotaksis in vivo monosit atau makrofag dan dapat 

meningkatkan sekresi TNF-a oleh subset T helper - I, selanjwlya TNF-a dapat 

mengaktifasi komponen sistem imun monosit atau makrofag untuk melepas IL -I, 

IL-G dan TNF-a itu sendiri ( Ma'at, 1997 ), sehingga diperkirakan juga akan 

mempengaruhi aktifitas sel imunokompeten dalam testis terutama monosii atau 

makrofag yang mensekresi TNF-a dan diduga dapat mempengaruhi proses 

spennatogenesis. 

2.1.7. Mekanisme Kerja Obat 

Zat aktif yang terkandung didalam tanaman Plryllanthus nim"; L yang 

didllga berperan sebagai imllnostimulator adalah phyllal1lhin dan flavonoid 

(Ma'at, 1997). Senyawa yang bllkan antigen (agen furmakologik seperti senyawa

senyawa bahan alam), biasanya akan berikatan dengan rantai karb0hidrat dari 

protein transmembran pada pemnkaan sel T. Interaksi ini akan menimbulkan 

sinyal untuk aktifasi sel T-helper (Widyawaruyanti, 1999). Phylfanthin dan 

flavonoid disini bertindak sebagai ligan atau sinyal ekstra sel atau juga disebut 

sebagaijlm messenger, yang akan berikatan dengan reseptor transmembran yaitu 

reseptor terkait protein-G (Ma'at, 1997). 

Transdnksi sinyal meIaIui jenis reseptor terkait protein-G melibatkan tiga 

molekul terkait membran, yaitu reseptor itu sendiri, protein-G dan suatu molekul 

efektor. Istilab "protein-G" merupakan singkatan dan Guanosin Binding Protein 
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karena molelml ini dapat mengikat GOP (Guanosin DipllOSpat) atau GTI' 

(GlIal1osil1 Triphmpat). Protein-G terdiri dari tiga subunit: a, ~ dan y. Dalam 

bentuk tidak aktif, subunit a mengikat GOP, sedangkan dalam bcntuk ah'tif akal1 

mengikat GTP. 

Tral1sduksi sil1yal terkait protein-G berlal1gswlg sebagai berikut : 

I. Bila reseptor mengikat ligan, reseptor akan teraktifasi dan akan mcngikat 

protein-G 

2. Setelah protein-G terikat, subunit a melepas GOP dan mengikat GTP 

3. Protein-G kemudian terlepas dari reseptor dan subunit a yang sekarang 

mengikat GTP selanjutnya terlepas dari subunit ~y 

4. Subunit a berdifilsi menjauhi subunit ~y dan mengikat pada efektor PLC-y 

(alur PO 

5. PLC-y (Phospolipase C-y) akan menghasilkan dua second messengeryaitu 

[P3 (InOSl/o! triphospat) yang akan memasuki sitosol dan DAG (Diasi! 

Gliserol) yang masih tetap pada membran sel. 

6. IP3 setelah memasuJ".; sitosol akan ditangkap oleh reseptor 11'3 yang 

terdapat pada retikulwn endoplasma. 

7. Reseptor IP3 adalah reseptor terkait saluran yang menyalurkan Ca ++. 

Reseptor ini akan terbuka bila mengikat Iigannya dan melepas Ca ++ masuk 

ke sitosol 

8. Di sitosol , Ca ++ akan mengikat suatu protein yang disebut kalmodulin. 

9. Gabungan Ca-kalmodulin (Ca-Cam) akan mengaktitkan berbagai enzim, 

salah satunya adalah Ca-Cam-PK ( Calcium-Calmodulim Protein Kinase). 
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10. Ca-Cam-PK selanjutnya menglik1ifasi berbagai protein termasuk TNF-u 

(Suryohudoyo, 2000; Ma'at, 1997). 

2.2 Sistem (mun 

Sistem imun tubuh terdiri atas berbagai macam sel dan molekul protein 

yang saling bekerjasama, mulai dari pengenalan antigen asing (non-setfantigen) 

hingga timbulnya respon imlm dan terbentukuya antibodi maupun sel makrofag 

alnif 

Di dalam tubuh terdapat kmnpulan jaringan, beberapa sel dan moIekuI 

yang dikeIompokkan daIam sistem imun tubuh dan berfungsi menjaga 

keseimbangan homeostasis dan pertahanan tubuh terhadap mikroba patogen dan 

bahan-bahan asing yang masuk ke dalam tubuh serta bertindak sebagai sistem 

perondaan terhadap terjadinya mutasi seI tubuh. Tanggapan yang diberikan oleh 

sistem ini terbadap substansi asing yang masuk tubuh dinamakan respon imun 

(Staines et ai, 1993). 

Sistem imun dibedakan menjadi dna yaitu, pertama : natural / alamiah 

atau non-spesiflk dan sering juga dikenaI dengan istilah innate immunity, sistem 

imun alamiah bekerja secara spontan terhadap substansi asing, tanpa memerlukan 

pengenalan terlebih dahulll, tidak diskriminasi terl1adap substansi asing dan tidak 

membentuk sel memori. Kedua ialah sistem imun spesiflk yang dapat mengenal 

substansi asing secara spesifik dan mengeIiminasi benda asing secara selektif 

Ciri khas dari sistem imun ini adalah adanya spesifitas, diversifitas, terbentukuya 
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sel memoli. Ketahanan tubuh yang diperoleh melalui sistem imun ini dinamakan 

imunitas spesifik I acquired immunity (Baratawidjaja, , 2000). 

lmunitas namral spesifik terdiri dari : pertahanan anatomik (air liur, air 

mata, sekresi mul,;us), pertahanan fisiologis (pH lambung, Iisozim, komplemen), 

pertahanan melalui fagositik f endositik (sel neutrofil, eosinofil, makrofag), 

pertahanan melalui respon inflamasi. sitotoksisitas oleh sel natural killer (NK) 

dan mediator al .. tif yang lamt seperti intet:leron bela, tumor nekrosis lah:tor yaitu 

suatu sitokin yang dilepas oleh makrofag. 

Imunitas spesifik terdiri dati populasi limfosit T dan Iimfosit B bersama 

dengan sel penyaji antigen (antigen presenting eel!). 

Komponen pertama sistem irnunitas spesifik ini ialah imunitas humoral 

yang dibawakan oleh sel B, sedangkan komponen kedua ialah imunitas seluler 

yang dibawakan oleh sel T. Kedua sistem imunitas ini dibentuk dati sistem 

hemopoetic stem cell, suatu sumber yang sarna untuk sel darah merah. Dalam 

perkembangan dan diferensiasi, stem cell selanjutnya menjadi sel Iim/oid. Sel ini 

akan dipengaruhi oleh bursa /abricius pada burung atau gut associated lymphoid 

tissue pada manusia, sebingga sel tersebut menjadi sel limfosit B yang kompeten 

sebagai mediator irnunitas humoral, sebaliknya apabila stem cell tersebut 

dipengaruhi oleh kelenjar thymus atau cairan sekresinya yaitu thymosin, maka sel 

lim/oid akan berkembang dan berdiferensiasi menjadi sel yang kompeten sebagai 

mediator irnunitas seluler. Sel semacam ini dikenal dengan nama limfosit T (sel 

T), dirnana sel ini pada umumnya berukuran keci!. 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ... ANALIS WISNU WARDHANA 



13 

Sistem limfosit B dan T ini meskipun dapat melakukan tugasnya secara 

terpisah, yang satu memproduksi antibodi sedangkan yang lain melepaskan 

limfokin (sitokin), namun mereka juga bekerjasama menghadapi antigen asing 

yang masuk tubuh. Sel monosit atau makrofug apabila telah memfagosit suatu 

antigen asing sebagai manifestasi proses imunitas non spesifik. maka pada wa\;tu 

terjadi penghancuran intrascluler oleh beberapa enzim proteolitik, antigen tersebut 

akan dipresentasikan di pcrmukaan monositl makrofag bersaJl1a moiekul MHC 

dan akan dikenali oleh limfosit T melalui T cell receptor (TCR) sekaligus 

dipersiapkan untuk menjadi suatu super antigen, yaitu antigen yang sifat 

imunogeniknya bertambah besar. Langkah beril"ltnya adalah terjadinya kontak 

antara makrofug dengan limfosit T maupun limfosit B. Pada pertemuan ini terjadi 

presentasi super antigen, sehingga antigen itu segera dikenaI oleh sistem imunitas 

yang spesifik sebagai antigen asing. Limfosit T jenis helper cell akan membantu 

limfosit B, sehingga Icbih efektif dalam proses pengenalan zat antigenik tersebut. 

Limfosit B kemudian berkembang menjadi sci plasma yang akan mensintesis 

antibodi. Limfosit T jenis sitotoksik akan berdiferensiasi menjadi sel yang 

mampu mengadakan penyerangan ke organ target, sedangkan limfosit T yang lain 

berubah menjadi limfosit yang secara spesifik akan menghasilkan berbagai zat 

mediator imunitas seluler, yaitu zat limfokin (sitokin) (Tjokronegoro, 1999). 

Di dalam jaringan interstisial pada testis, selain terdapat pembuluh darah, 

syaraf, jaringan ikat, terdapat juga sel khusus yang disebut sel Leydig dan 

beberapa sel lain, seperti makrofug, limfosit, sel mast dan sel darah putih yang 

lain (Beckennan, 1997). 
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Sel makrofag, limfosit dan sel darah putih yang lain ini. dinamakan sel 

imunokompeten, yang memproduksi sitokin antara lain TNF-a. Sel ini secara 

ultra struktural dan fungsional sarna dengan komponen sistem imun yang berada 

di jaringan tubuh yang lain. Makrofag dan sel mast yang menetap di jaringan 

interstisial testis mensekresi sitokin yang berinteraksi dengan sel Leydig, sel 

SerlOti dan sci genninal pada tubulus seminiferns (Robertson et at., 1993 ; 

Morrissette el at., 1999). 

2.3. Sitokin 

Lebih dati 100 jenis sitokin telah diketahui saat ini, menurut Baratawidjaja 

(200e) sitokin adalah mediator berupa peptida yang fungsinya dapat menurunkan 

atau meningkatkan respon Imun inflamasi dan respon tubuh terhadap 

penyembuhan jaringan yang rusak. Sitokin merupakan messenger kimia atau 

perantara dalam komunikasi interseluler yang sangat poten, al..'tif pada Kadar yang 

sangat rendah (10. 10.10.15 molll) dan dapat merangsang sel sasaran. 

Sitokin bekeIja seperti honnon, yaitu melalui reseptor pada permukaan sel 

sasaran secara langsung atau tidak langsung. Secara langsung, sitokin bekeIja 

lebili dati satu efek terhadap berbagai jenis sel (pleiotropik), bekeIja secara 

autoregulasi (fungsi autokrin) atau bekeIja terhadap sel yang letaknya tidak jauh 

(fungsi parakrin). Secara tidak langsung sitol..in menginduksi ekspresi reseptor 

untuk sitokin lain atau bekeIja sama dengan sitokin lain dalam merangsang sel 

(sinergisme) serta mencegah ekspresi reseptor atau produksi sitokin 

(antagonistik). Baratawidjaja (2000) juga menyebutkan ba1,\\'a sitokin berperanan 
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dalam banyak respon imun seperti ak1ifasi sel T, sel B, monosit dan makrofag, 

induksi sitotoksisitas dan inflamasi. 

2.4. Tumor Nekrosis Faktor- u (TNF-a) 

TNF-a adalah sitokin dengan berat molek'lll sebesar 26 Kda dan kemudian 

dipecah oleh TNF-a Converting Enzyme (TACE) sehingga menjadi protein 

dengan berat molek'lll 17,5 KDa (Anonimlls, 2002). TNF-u terdiri dari 157 

protein asam amino yang merupakan sitokin yang Imat dan mempunyai efek 

sitotoksik yang luas pada sel tumor dan target sel yang lain. TNF -u adalah 

perantara utama dalam sistem imun (Anonimus, 2003). 

TNF dahulu dikenal dengan nama limfotoksin, tetapi sekarang TNF 

dibedakan menjadi TNF-a dan TNF-~ (limfotoksin). Swnber utama TNF-a 

adalall sel fagosit mononuklear yang diahifasi dengan lipopolisakarida (LPS). 

Sumber yang lain adalah sel T yang dirangsang antigen, sel NK ak1if dan selmas/ 

aktif. TNF-a adalah suatu mediator untuk imunitas a1ami atau natural dan 

imunitas spesifik atau acquired, disamping itu juga merupakan mediator yang 

penting guna menjembatani antara respon imun spesifik dengan proses inflamasi 

aim!. Pada dosis rendah (kurang lebih 10-9 M) TNF-a bertindak sebagai regulator 

parakrin dan automn (Abbas, (994). 

TNF-a memiliki peran yang besar dalam ak1ifitas sistem Imun, 

dibandingkan dengan sitokin yang lain, diantaranya berperan dalam sistem imun 

natural dan spesifik. Peran yang lain dari TNF-a adalah : (I) merangsang sel-sel 

endotel untuk mengekspresikan molek .. 11 adhesi. untuk menduk'llng proses 
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kemotaksis sel-sel inflamasi . (2) mengaktifusi sel-sel inflamasi (3) merangsang 

sel-sel lain untuk meningkatkan ekspresi molekul MHC kelas C, guna mendukung 

fungsi sel T sitotoksik (GaIIin, 1989). 

Menurut Dwight et al., (1990) bahwa TNF-a adaIah sitokin yang kuat dan 

diproduksi terutama oleh makrofag, TNF-a mempunyai sejumlah fungsi biologis 

yaitu nekrosis hemorrhagis pada tumor yang ditransplantasikan. sitotoksisitas. 

peran yang penting dalam syok endotoksik dan pada inflamasi. pengaturan imun. 

proliferasi dan respon anti viral. 

Menurut Mealy et al (1990) TNF-a adalah sitokin yang bertindak sebagai 

mediator dari banyak respon imun setelaIl tetjadinya endotoksemia, septikemia 

dan kerusakan jaringan. 

TNF-a merupakan suatu sitokin pleiotropik yang mempuny?.i efek seluler 

yang luas, tennasuk respon inflamasi dan pengaturan imun. Di dalam testis, 

TNF-a diproduksi oleh sel germinal jantan dan oleh makrofag interstitial dati 

testis tikus dan meneit. TNF-a diduga merupakan salall satu fiIk10r parakrin testis 

yang bersama dengan hormon dati poros hipothalamus-hipofise-testis diduga 

mempunyai peran pada kontrol spermatogenesis (Pentikainen el aI., 1999). 

TNF-a dan IL-I merangsang sekresi testosteron, baik pada testis yang 

digerus dan juga pada scI Leydig yang dimumikan. TNF-a dan IL-I juga 

menambah rangsangan maksimaI pada sekresi testosteron (Warren el al., (990). 
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2.5.lmunomodulator 

Imunomodulasi yaitu eara untuk mengcmbalikan dan memperbaiki sistem 

imun yang fungsinya tcrganggu alau untuk menekan yang fungsinya berIebihan. 

Sedangkan imunomodulator adalah obat-obatan yang seeara Iangsung memodulasi 

fimgsi imun, memptmyai efek positif yang mampu meningkatkan fungsi dan 

ak1ifitas komponen sistem imun atau efek negatif yang mampu menekan fungsi 

dan ahifitas komponen sistem imun. Berdasarkan mekanisme kerjanya 

imunomodulator dibagi menjadi : 

a) imunostimulator, yaitu baban-baban yang dapat meningkatkan fungsi 

dan aktifitas sistem imun. 

b) lmunosupresor, yaitu baban-baban yang dapat menekan fungsi dan 

aktifitas sistem imun normal atau sistem imun yang terganggu 

(Baratawidjaja, 2000). 

2.6. Histologi Testis Mendt 

Testis merupakan kelenjar tubuler yang sangat kompleks dan mempunyai 

dua fimgsi yaitu fungsi eksokrin dan fungsi endokrin. Fungsi eksokrin yaitu 

spermatogenesis yang teIjadi di tubulus seminijerns memproduksi spermatozoa, 

sedangkan fungsi endokrin yaitu proses steroidogenesis yang teIjadi pada sel 

Leydig memproduksi hormon testosteron (Ferdinandus, 1980). 

Testis berada di dalam skrotum, dimana skrotum ini berperanan penting 

dalam mempertabankan suhu testis agar tetap berada di bawah suhu tubuh, 
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kondisi ini diperlukan agar proses spermatogenesis berjalan normal (TIlwaits and 

Hannan, 1989). 

Testis dihubungkan dengan beberapa saluran untuk membawa 

spermatozoa keluar yaitu epydldimis, ductus deferens dan urethra di dalam penis 

(Delman and Brown, 1992). 

Testis dibungkus oleh tiga lapisan yaitu tunika vaginalis yang dibangun 

oleh satu mesotelium yang duduk di suatu membrana basalis, memisahkan tunika 

vaginalis dengan lapisan yang lebih tebal dan letaknya di tengah dinamakan 

turuKa albugenia. Tunika albugenia terdiri dari jaringan fibroblas dan sel otot 

polos. Lapisan bagian dalam testis adalah tunika vasl,:ulosa yang memiliki banyak 

pembuluh darah. 

Pada bagian posterior testis terd~pat penebalan tunika albugenia yang 

berjalan memasuki testis dan disebut mediastinum testis. Dari mediastinum testis 

menyebar sekat-sekat fibrous dan pipih membagi bagian dalam testis menjadi 

kurang lebm 250 lobuli. Tiap-tiap lobuli terdapat 1 - 4 tubuli seminiferi, yang 

terbenam dalam stroma jaringan ikat kendor yang mengandung banyak pembuluh 

darah., pembuluh limfe, syaraf, sel-sel interstisial yang lain misalnya makrofag dan 

sel utama yaitu sel Leydig. Sel ini mempunyai ukuran besar. berkelompok dan 

mampu mensekresi hormon steroid terutama testosteron atas rangsangan 

Luteini::ing Hormone (LH) yang diproduksi oleh hipofise anterior. 

Ruangan diantara sel sprennatogenik terisi oleh sel Serloli yang 

mempunyai bentuk dasar kolumnar dengan prosesus apikal dan lateral, berinti 

ovoid alau triangular. Sel Sertoli yang berdekatan dihubungkan oleh tight 
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junction dan gap junction, dimana kompleks junction ini membentuk blood testis 

barrier yang melindungi sel genninal yang sedang berkembang dan mencegail 

masuknya produk aktifitas spennatogenesis ke dalam tubuh yang dapat 

membangkitkan respon imun (Ganong, 1993). 

Testis sendiri tersusun atas banyak bentukan seperti pipa atan saluran 

halus yang berjalan berlekuk-Iekuk, dengan kedua muaranya berllUbungan dengan 

rete testis melalui tubuli recti. Pipa-pipa kecil tersebut disebut tubuli sel11l11ijeri, 

yang merupakan saluran atau pipa halus berkelok-kelok yang mengisi lebih dan 

90 % dan massa testis (Ferdinandus, 1980). 

Di dalam tubulus seminiferus terdapat berbagai macam sel genninal 

misaluya spermatogonium, spermatosit primer dan se~'UIlder, spermatid serta 

spennatozoa. Disamping itu terdapat pula sel Serloli yang mempunyai peranan 

penting untuk tUltuk memben nntrisi, proteksi dan hormonal terhadap sel genninal 

(Jolmson and Eventt, 1998). Semua tubulus seminijerus bermuara ke satu arah 

dan berkumpul membentuk rete testis di daerah mediastinum. ReTe testis 

melanjutkan din ke ductus efferent kemudian ke mediastinum bagian dorsal untuk 

membentuk caput epydidimis (Dellman dan Brown, 1992). 

2.7. Poros hipothalamus - hipofise - testis 

Hipotalamus yang mensekresi Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) 

mempunyai peranan penting dalam merangsang hipofise anterior untuk 

memproduksi gonadotropin yaitu Follicle Stimulating Hormone dan Leurenizing 

Hormone (FSH dan LH), yang targemya adalah sel Sertoli, sel genninal serta 
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lubulus seminifems. Selanjutnya FSH merangsang sel Serloli untuk mengaktitkan 

enzun Admylsiklase yang merubah Adenosin TriPllO.lpal (ATP) menjadi 3 '5' 

siklik Adenosin MOl1oPho.lpal (cAMP), dimana cMiP ini merangsang 

pembentukan Androgen Binding Prolein (ABP) yang berrungsi sebagai alat 

transportasi hormon androgen di dalam tubulus semil1ifems. FSH menstimulasi 

sel germinal agar lebih sensitifterhadap androgen, interaksi hormon androgen, sel 

genninal dan sel Satoli sangat diperiukan guna beriangsungnya proses 

spermatogenesis (Ganong, 1993). Peranan lain dari hormon FSH adalah 

meningkatkan sintesis glikoprotein pada permukaan sel sehingga berperan dalam 

adhesi antar sel SerlOli, meningkatkan jumlah reseptor androgen dalam sel Sertoli 

dan membantu lH meningkatkan biosintesis androgen dalam sel Leydig (Hadley, 

1992). FSH juga berperan pada proses spermatogenesis yaitu sejak teIjadinya 

proliferasi spermatogonia hingga terbentuknya spermatosit primer (Maekawa ef 

aI., 1995) dan terhadap perkembangan tahap akhir spennatid menjadi spermatozoa 

( Ganong, J 993 ). 

Sel Sertoli mensekresi inhibin yang berperan sebagai umpan balik negatif 

terhadap produksi FSH. Inhibin adalah Protein yang lamt dalam air, bebas dari 

estrogen dan testosteron (nol1- steroid) dengan berat moleiall 10.000 Da. Inhibin 

menghambat FSH baik secara langsung atau tidak (penunman sekresi ABP oleh 

sel Sertoli) dapat mempengaruhi proses spermatogenesis, sedangkan lH 

dibutuhkan untuk merangsang sel Leydig dalam jaringan interstisial testis dalam 

pembentukan hormon steroid misal : testosteron yang diperlukan dalam 

keJangsungan proses spermatogenesis. Sekresi LH ke dalam sirl..wasi oJeh 
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kelenjar hipofise anterior dapat dihambat oleh adanya umpan balik negatif 

testosteron baik secara langsung pada hipofise anterior maupun pada sekresi 

GnRH oleh hipothalamus (Ganong, 1993). Skema alur poros hipothalamus

hipofise-testis terdapat pada lampiran 4. 
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BAB III 

MA TERI DAN METODE 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan selama tujuh bulan, mulai bulan September 2003 

sampai dengan bulan Maret 2004. Tahap perlakuan bertempat di Laboratorium 

Farmasi Faf.."Illtas Kedokteran Universitas Airlangga dan Unit Hewan Coba 

Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga. Tahap 

pemeriksaan dilaf..-ukan di Laboratorium Biologi Molef..-uler Faf..-ultas Kedof..ieran 

Hewan Universitas Airlangga, Tropical Desease and Research Center ( TORC ) 

Universitas Airlangga dan Laboratorium Virologi Fclmltas Kedokieran Hewan 

Universitas Airlangga. 

3.2. Materi Penelitian 

3.2.1 Hewan Percobaan 

Hewan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah meneit 

jantan ( Mus musculus) dewasa strain BALB/c yang berumur dua bulan dengan 

berat badan rata-rata 25 gram sebanyak 27 ekor. Mencit tersebut diperoleh dan 

dipelihara di Unit Hewan Coba Laboratorium Biokimia Fakultas Kedokieran 

Universitas Airlangga. 
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3.2.2 Bahan Pcnclitian 

Bahan - hahan penelitian yang digunakan adalah ekstrak Phy/lanthus 

nintri L yang diperoleh dan Laboratoriwn Tradimun Gresik, denf,'lIl1 dosis 4 mg I 

0, I mJ dan 8 mg I 0,1 ml yang teJah diuji di Laboratonum Botani Fannasi -

Famakognosi Fakultas Fannasi Universitas Airlangga Surabaya (Ma'at, (997) 

(eara pembuatan ektrak pada lampiran 2), alkohol 70 % sebagai desinfektan, 

pakan meneit menggunakan pellet ayam layer tipe 524 produksi PT. Clmroen 

PolqJhand SidoaIjo. Bahan - bahan untuk indirect ELISA adaIah: sampel berupa 

testis kin yang telah digerus dan disentrifus serta diarnbil supematannya. konjugat 

" rabbit ami· mouse", anti - mouse TNF-a, substrat AP (4 - NPP ph 9,8), NaOH 

3 N., PhOSpal Buffer Saline (PBS), PBS-Tween, carbonat buffer, lwshing buffer 

dan hlocking h1l;ffer(cara pembuatan h1l;ffertercantwn pada Iampiran I). 

3.2.3 Alat Penelitian 

Penelitian ini pada tahap periakuan dan isolasi menggunakan ala! Sonde 

lambung, timbangan, gunting, pinse!, skalpel dan sentrifus. Alat yang digunakan 

untuk tahap pemenksaan adalah : lernari es, Freezer, ELISA reader, pencatat 

wak1u ( timer), tabung sentrifus, mikropipet multichannel, pipet tip, eppendor[ 

tube 10 !-II. cawan petri, mikroplale ELISA, washing dish, rak, tabung 

Erlenmeyer, gelas ukur 500 mI, aluminium foil, dan vortex. 
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3.2.4 Kandang Penelitian 

Kandang llntllk meneit pada pcnelitian ini terbuat dan kotak plastik 

berbentuk persegi panjang dengan ukuran 30 x 50 x 15 em, yang bcralaskan 

sekam dan ditutup dengan kawat dan disediakan sebanyak riga buah. Sebclum 

digunakan, kandang didesinfeksi dengan eara disemprot dengan larutao alkohol 

70 %, sedangkan sekam dioven pada suhu 160°C selama dua jam dan disimpan 

dalam tempat yang rapat sebelum digtmakan. Kandang dibersihkan setiap tiga 

han sekali dan sekam diganti dengan yang baru, minuman untuk meneit dibenkan 

ad libitum, sedangkan pakan dibenkan sebanyak 5 gram seriap ekor mcneit per

han. 

3.3. Metode Penelitian 

3.3.1. Persia pan Hewan Percobaan 

Penclitian ini menggtmakan 27 ekor meneit yang dibagi secara acak dalam 

tiga kelompok perlakuan yang masing - wasing terdiri dan sembi Ian nlangan. 

Semua dimasukkan dalam kandang yang telah disiapkan. Sebelum diberikan 

perlah"Uan, mcneit tersebut hams diadaptasikan untuk hidup bersama dalam satu 

kandang masing - masing selama satu minggu, kalan dijumpai satu meneit yang 

agresif, segera diganti dengan yang bam yang diambil seeara random. 

3.32. Perlakuan Hewan Percobaan 

Pembenan plasebo berupa aquades maupun ekstrak Phyllanthus niruri L 

dilakukan selarna 54 han ( satu setengah siklus spermatogenesis ) dan diberikan 
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pada pagi han. Ekstrak Phyllanhus nimri L sebelum dihisap ke dalam spuit 

dikocok hingga homogen, dosis yang disediakan untuk perlakuan adalah 4 mg! 

0,1 ml per-han, 8 mg! 0,1 ml per-han (eara penennlan dosis pada lampiran 5) dan 

sebagai kontrol diberikan aquades sebanyak 0,1 mil han yang dibenkan per-oral 

dengan eara dimasukkan ke dalam lambung meneit dengan memakai jarum 

kllUSUS yang ujungnya bula! minp sonde. Cara seperti ini ditempuh untuk 

menghindari twnpah atau keluaruya kembali larutan yang dibenkan, sehingga 

bisa dijamin keakuratan jumlah dan dosis dan larutan tersebut. Setelah dipakai 

larutan tersebut disimpan dalam leman es. 

Pembenan ekstrak Phyllanthus nimri L dilal,:ukan setiap han dan hewan 

coba dibagi menjadi tiga kelompok yang masing - masing terdiri dan sembilan 

ekor meneit : 

- PO ( Kontrol ) 

- PI 

- P2 

Meneit diberikan plasebo (aquadest) per-oral masing masing 

sebanyak 0,1 ml per-ekoL 

Meneit dibenkan ekstrak Phyllantlms nimri L per- oral 

dengan dosis 4 mg/O,1 mI per-ekor 

Meneit diberikan ekstrak Phyllanthus nimri L per-{)ral 

dengan dosis 8 mg/O, I mI per-ekor 

3.3.3. Pengambilan sampel 

Pad a han ke 55 semua meneit dikorbankan dengan menggunakan ether, 

kernudian dibuat sayatan pada skrotum. T esris kiri diarnbil dengan pinset dan 

gunting chimrgis dan dibersihkan dan jaringan sekitaL Testis yang telah 
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dibersinkan dicuci dengan larutan PBS dan dimasukkan dalam tabung eppendOlj". 

Testis dihancurkan dengan eara digerus dengan gelas spatula, setelah itu 

disentrifus den!,'1In kecepatan 3000 g's selama 10 menit. Supernatan diambil 

untuk uji indirec[ ELISA. 

3.3.4. Itldirect ELISA· 

Prosedur indirect ELISA untuk pemeriksaall TNf-a menurut Anonimus 

(2003) dan Burgess (1995) adalah : 1). Coating Antigent. Pertarna-tama sampel 

testis yang telah digerus dan disentrifus serta diambil supernatannya diencerkan 

dalam carbonate buffer 1: 250, lalu dirnasukkan dalam tiap sumuran sebanyak 

100 f.ll ditutup dengan aluminium Jail, inkubasi dalam lernari es pada sunu 4°C 

selarna sernalam (kurang lebih 18 jam ), seIanjutnya dicuci dengan NaC!-Tween 

20 sebanyak tiga kali. 2). Blocking. Masukkan buffer blocking sebanyak 150 f.ll 

pada setiap sumuran dan ditutup dengan plastik, inkubasi pada suhu 37°C selama 

satu jam dan dicuci dengan NaC!-Tween 20 sebanyak tiga kali. 3). Inkubasi 

Aotibodi. Antibodi anti-mouse TNF-o. yang sudah dieocerkao dengan blocking 

bu.ffer I: 100 dimasukkan pada tiap sumuran sebanyak 100 f.ll, ditutup dengan 

plastik dan diinkubasi selama satujam pada suhu 37°C lalu dicuci dengan NaC!

Tween 20 sebanyak tiga kali. 4). Inkubasi Konjugat. Masukkan konjugat rabbit 

anti-mouse yang telah diencerkan dengan blocking buffir 1:2500 ke dalam tiap 

surnuran sebanyak 100 f.ll, tutup dengan aluminium JOil dan inkubasi selarna satu 

jam pada subu 37°C kernudian dicuci dengan NaC!-Tween 20 sebanyak tiga kali. 

5). Inkubasi substrat. Tambahkan substrat sebanyak 100 f.ll pada liap sumuran, 
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tutup dengan aluminium foil kemudian diamkan selama 30 menit pada suhu kamar 

di ntang gelap. Tambahkan NaOH 3 N sebanyak 50 III pada tiap Iubang unmk 

menghentikan reaksi. Langkah terakhir dilal-ukan pembacaan hasil dengan 

menggunakan ELISA reader dengan panjang gelombang 405 nm dan akan 

diperoIeh data bentpa niIai OD (Optical Density) dari kadar TNF-(I intratestikuler. 

3.3.5. Rancangan Penelitian dan Analisis Data 

Rancangan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan Acak 

Lengkap (RAL) (Kusriningrum, 1989). Data yang diperoleh dari indirect ELISA 

berupa nilai OD dianaIisis dengan uji F menggunakan Statistical Program alld 

Service Solution (SPSS) rei 10,0 for windows (Santoso, 2000), dan dilanjutkan 

dengan uji BNJ 5% 
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3.4. Alur Penelitian 

I 27 ekor meneit jantan (Mus musculus) I 

/ ~ 
9 ckor mcneit 9 ekor meneit 9 ekor meneit 

kelompok kontrol kelompok perlakuan I kelompok perlakuan II 

I .. 
Diberi aquades Diberi ekstrak Dibcri ekstrak 
0,1 mllekorfhari Phyffanthus niruri L Phyffanthus niruri L 

4mgfO,1 mllekorfhari 8 mgfO,1 mlfekorfhari 

n 
Perlakuan selama 

54 hari 

n 
I Isolasi testis I 

.rl 
Pemeriksaan kadar Th'F-u 

dengan indirect ELISA 

..D-
ELISA reader 405 nm 

I ~ai±=O I 

Gambar 2. Skema Alur Penelitian 
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nASIL PENELITIAN 

4.1. Pengukuran Kadar TNF-a Dengan Indirect ELISA 

Setelah dilakukan isolasi sampel yaitu dengan cara penggerusan dan 

sentrifugasi pada testis, kemudian hasil isolasi sampel tersebut baik kelompok 

kontrol maupun kelompok perlakuan diperiksa kadar TNF-a nya dengan 

menggunakan indirect ELISA, seperti terlihat pada gambar 3. 

A 

B 

C 

o 
E 

F 

G 

H 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Gambar 3. Mikroplate ELISA yang menunjukkan hasil indirect 
ELISA 

Keterangan : 
Kalak merah: kelampok PO 
Kalak biru : kelampok PI 
Kalak hijau : Kelampok P2 
Sumuran pada kalam 3,6,9 dan 12 tidak lerpakai, karena lerjadi reaksi antara antigen 
dan anlibodi yang lidak dikenai. 
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Hasil indirecl ELISA seperti terlihat di alas kemudian ditentukan nilai 

OD-nya dengan mcngb'1lllakan ELISA reader sehingga diperoleh nilai OD dati 

kadar 1NF-a seperti pada tabel I. 

Tabel 1. Nilai OD Hasil Pemeriksaan Kadar 1NF-a Intratestikuler Dengan 
Indirecl ELISA 

PO PI i P2 

Ulangall Nilai OD Ulangan Nilai OD i Ulangan Nilai OD 

1 0,318 I 0,564 I I 0,399 
2 0,453 2 0,597 I 2 0,241 

3 0,417 

I 
3 0,509 

I 
3 0,253 

4 0,233 4 0,485 I 4 0,236 
5 0,475 5 0,764 I 5 0,252 
6 0,302 6 0,928 

i 6 0,565 I 

7 0,394 7 0,679 7 0,185 
8 0,330 8 0,533 8 0,165 
9 0,331 9 0,660 9 0,216 

Hasil tersebut di atas kemudian dilalalkan analisis data m;:nggunakan 

Rancangan Acak Lengkap, dan hasil analisis tersebut dapat dilihat pada 

tabel2. 

Tabel 2. HasH Analisis Data Nilai OD Kadar 1NF-a Intratesti!~ler 

Perlakuan Nilai OD rata-rata ± SD 
PO 0,3598 ± 0,079 
PI 0,635b± 0,142 
P2 0,2468 ± 0,066 

Keterangan : a,b dengan superskrip berbeda daIam kolom yang sarna menUllJukkan perbedaan 
yang nyala (P<O,05) 

Pada tabel 2. dapat diketahui perbedaan yang nyata ( P<O,05 ) dari 

nilai OD rata-rata kadar 1NF-a intratestiJ..uler antara PO dengan PI, 

sedangkan antara PO dengan P2 tidak menunjukkan adanya perbedaan yang 

nyata (P>O,05). 

i 
! 

I 
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Dari hasil analisis statistik jika digambarkan dalam bentuk grafik maka 

akan didapatkan hasil sepeI1i pada gambar 4 (Analisis statistik secara lengkap 

pada lampiran 3 ). 

OD 

0.600 

0.500 

0.400 

0.300 

0.200 

Kontrol Perlakuan I Perlakuan 2 

Gambar 4. Grafik Nilai 00 Kadar TNF-a Intratestikuler 
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5.1. Teknik lsolasi Sam pel 

BABV 

PEMBAHASAN 

Sampel diperoleh melalui teknik penggerusan dan dilanjutkan dengan 

sentrifugasi pada testis meneit dengan kecepatan 3000 g's selama 10 menit. Teknik 

ini didasarkan pada penelitian Warren et al. (1990) bahwa TNf·a mampu 

merangsang produksi testosteron pada testis tikus dewasa yang digerus. 

Pada penelitian U1fah (2004) dengan teknik penggerusan dan sentrifugasi 

pada testis meneit dan dilanjutkan dengan elektroforesis (teknik SDS - PAGE) serta 

Western blatt telah mampu mengidentifikasi TNF-a. intratestikuler dengan berat 

molekul 26 KDa, sesuai dengan laporan dan Remick (1997), bahwa TNF-a. 

mempunyai berat molekul sebesar 26 KDajika terdapat pada membran sel. 

5.2. Pengukuran Kadar TNF-a. Intratestikuler Dengan Indirect ELISA 

Sampel yang telah didapatkan dengan teknik penggerusan dan sentnfugasi 

pada testis meneit kemudian diukur kadar TNF-a. nya dengan menggunakan indirect 

ELISA. Alasan dipilihnya uji ini karena hasilnya lebih spesifik dibandingkan dengan 

metode direct ELISA, selain itu bahan yang digunakan telah banyak dipasarkan dan 

tidak memerlukan keahlian khusus untuk konjugasi, meskipun disisi lain indirect 

ELISA memerlukan biaya sedikit lebih besar (Rantam, 2003). 
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HasH dari indirect ELISA diperoleh nilai OD seperti tercantum dalam tabel I, 

untuk sumuran pada kolom 3,6,9 dan 12 teIjadi reaksi silang antara antigen dan 

antibodi yang tidak dikenal, karena pada penelitian ini tidak menggunakan "mouse 

TNF-a standard" sebagai pembanding terhadap kontrol dan sebagai gantinya dicoba 

digunakan serum meneit nonnal ditambah dengan konjugat "anli -mouse TlI'F-a " 

yang merupakan antibodi poliklonal sehingga menimbulkan reaksi yang tidak 

spesifik, akan tetapi reaksi tersebut tidak mempengaruhi hasil penelitian, sehingga 

sumuran pada kolom 3,6,9 dan 12 tidak dipakai. Nilai OD hasil indirect ELISA 

dianalisis statistik (tabel 2) dan hasilnya digambar dalam bentuk grafik seperti pada 

gambar 4 , terlihat bahwa nilai OD kelompok PI lebih tinggi dan berbeda nyata 

dengan nilai OD kelompok PO, sedangkan nilai OD kelompok P2 lebih rendah dan 

tidak berbeda nyata dengan nilai OD kelompok PO. Hasil tersebut menunjukkan 

bahwa pada perlakuan dengan pemberian dengan dosis 4 mg/O,! ml Phyllanthus 

niruri L ( dosis terapi ) mampu memberikan rangsangan maksimal pada sekresi TNF-

a intratestikuler, sedangkan perlakuan dengan dosis 8 mg/O,I ml Phyllanthus niruri L 

( dosis maksimal ) menyebabkan turunnya sekresi TNF-a intra testikuler, bahkan 

melebihi PO. 

Hasil tersebut di atas sesuai dengan penelitian terdahulu, yaitu dengan 

memberikan ekstrak phyl/anthus niruri L dengan dosis 2 mg/O,! ml,4 mg/O,I ml dan 

8 mg/O, I ml per-oral selama 54 hari ( satu setengah siklus spermatogenesis) mampu 

meningkatkan spermatogenesis yang di\'</akili oleh peningkatan ukuran, diameter dan 
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tebal epitel tubulus seminiferus sertajumlah sel spennatosit primer dan sel spermatid. 

Penin!!katan tersebut dimulai pada dosis pemberian ekstrak Phyl/anthus niruri L 4 

mg/O,I ml dan akan semakin menurun pada dosis pemberian ekstrak Phyl/all1hus 

niruri L 8 mg/O,I m!. 

Terjadinya peningkatan kadar TNF-a pada dosis 4 mg/O,! ml tersebut 

disebabkan karena ekstrak Phyllanthus niruri L merupakan agen imunostimulator 

yang dapat meningkatkan sekresi TNF-a yaitu melalui stimulasinya terhadap sel 

limfosit T helper-I (sel Th-I) yang akan mensekresi TNF-a, dim ana TNF-a yang 

disekresi oleh sel Th-I akan mengaktifasi monosit atau makrofag untuk melepaskan 

!nterleukin-I (lL-I), /nlcrleukin-6 (lL-6) dan TNF-a itu sendiri (Ma'at, i997), hal ini 

bukan hanya terjadi secara sistemik tetapi juga terjadi pada organ reproduksi seperti 

testis, dimana TNF-a yang juga dihasilkan oleh makrofag interstisial testis akan 

mempengaruhi sel Leydig, sel Serroti dan sel germinal pada testis yang akan 

mempengaruhi proses steroidogenesis dan spermatogenesis (Robertson et aI., 1993 ; 

Morrissette et aI., ! 999). 

Pemberian ekstrak Phyl/anthus niruri L dengan dosis 8 mg/O,! ml 

menyebabkan turunnya kadar TNF-a intratestikuler disebabkan karena terjadinya 

kelelahan / fatik pada sel Th-I dan makrofag karena rangsangan yang terjadi secara 

terus menerus, sehingga kadar TNF-a secara bertahap akan turun bahkan melebihi 

kadar normal (Ma'at, 1997), hal ini disebabkan karena dosis suatu agen 

imunostimulator tidak mengikuti aturan dosis obat secara nonnal (Wagner and Jurcic, 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ... ANALIS WISNU WARDHANA 



35 

1991) sehingga semakin tinggi dosis yang diberikan bukan berarti efek yang 

diberikan juga semakin besar, terbuhi jika tanaman Phyllanthus niruri L jika 

diberikan dengan dosis besar atau berlebihan justru akan bersifat merusak dan bahkan 

akan menyebabkan impotensi (Wijayakusuma, 2000), untuk itu harus sangat teliti dan 

hati-hati dalam menentukan dosis pemakaian_ 
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6.1 Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dan uraian diatas bisa ditank kesimpulan bahvva pembenan ekstrak 

l'hyllanlhus niruri L. mampu mempengaruhi sekresi TNF-a intratestikuler, yaitu : 

1. Pembenan ekstrak meniran (Phyllanthus niruri L) dengan dosis 4 mg/O,l ml 

per-oral pada meneitjantan selama 54 han (satu setengah siklus spermatogenesis) 

dapat meningkatkan kadar TNF-a intratestikuler. 

2. Pembenan ekstrak meniran (Phyllanthus niruri L) dengan dosis 8 mg/O,I mI 

per -oral pada meneit jantan selama 54 hari (satu setengah siklus spermatogenesis) 

menurunkan kadar TNF -a intratestikuler. 

6.2. Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih Ianjut tentang pengaruh ekstrak Phylfanlhus 

niruri L terhadap selrresi testosteron. 
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RINGKASAN 

ANALIS WISNU W ARDHANA. Pengaruh pemberian ekstrak meniran 

(Phyllanluhs nimri L) terhadap sekresi TNF-{l intratestikllier pada meneit jantan 

(Mus musculus) dibawah bimbingan Lilik Maslachah, M.Kes., Oft!. seba~>ai 

pembimbing pertama dan DR. Hardijanto, MS., Drh. sebagai pembimbing kedua. 

Penelitian ini ditujukan untllk mengetahlli pengaruh pemberian ekstrak 

meniran (Phyllal1lhus nimri L) per-oral terhadap sekresi TNF-a intratestikllier 

pada meneit jantan. Penelitian ini dilakukan dengan model penelitian 

eksperimental laboratorik. Hewan coba yang digunakan adalah 27 ekor meneit 

jantan berumllf rata-rata 2,5 bulan yang dipastikan sudah de .... lIsa kelamin. Pada 

kontrol diberikan 0,1 ml aqua des tanpa ekstrak Phyllalllhus ninlri L, perlakuan 

yang diberikan pada perla]nmn I dan II berupa ekstrak Phylianlhus nimri L 

dengan dosis 4 mg! 0, I ml untuk perlakuan I, dan 8 mg! 0, I ml untuk perlakuan II. 

Perlal.:uan diberikan selama 54 hari dengan pemberian sekali dalam satu hari 

menggunakan sonde dari spuit I m!. 

Pada han ke 55 semua hewan coba dari kontrol, perlakOlan I dan perlakuan 

II dikorbankan, kemudian diambil testisnya diperiksa kadar TNF-{l nya secara 

kuantitatif dengan indirect ELISA, JaJu hasilnya dibaca dengan ELISA reader 

pada panjang gelombang 405 nm dan akan didapat nilai dalam bentuk Optical 

Density (00). 

Hasil dan serangkaian analisis yang telah dilakukan rnenunjukkan bahwa 

PI berbeda nyata dengan PO, sedangkan P2 tidak berbeda nyata dengan PO bila 
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dilihat berdasarkan nilai Optical Density (00), hal itu disebabkan karena dosis 

suatu agen imunostimulator tidak mengikuti aturan dosis obat seeara nonnal, 

sehingga semakin tinggi dosis yang diberikan bukan berarti menghasilkan efek 

yang tinggi pula, dan tcrjadinya kelelahan f falik pada sel imun karena rangsangan 

yang terjadi seeara terus menerus. Sehingg:a pada penelitian ini bisa ditarik 

kesimpulan bahwa pemberian ekstrak meniran (Phyllanthus nirori L) pada dosis 

tel1entu bisa meningkatkan sckresi TNF-<I intratestil.:uler. 
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Lampiran L Bahan lJji II/direct ELlSA 

I). PBS-Tween 0,1 % 

Tween 20 

PBS 

2). Carbonate Butfi!r 

I ml 

ad. I liter 

(BujJer untuk coaling al1ligen) 

-NaHC03 

- Na2C03 

- Aquadest 

2,93 gram 

1,59 gram 

ad. I liter 

simpan pada 4°C, tidak lebih dati dua minggu. 

3). Blocking Buffer 

(Buffer untuk blocking dan pengenceran antibodi) 

-Creamer 

- PBS- Tween 

4). Washing Buffer 

0,1% 

ad. 100 ml 

(BujJeruntuk pencuci ) NaCl-Tween 20 

- NaCI 9 gram 

- Tween 20 

- Aquadest 

buat pH 8,6 

5). Conjugate 

I ml 

ad. I liter 

- Alkaline Phospatase-conjugate rabbit anli-mouse TNF-a 
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Lampiran 2. Pembuatan Ekstrak Meniran (Pltyllanthus niruri L). 

Pembuatan ekstrak Phyf/anlhus niruri L dilakukan dengan cara maseraSl 

standart. Tumbuhan Plzy/lanti1us niruri L yang masih segar (1500 g) diambil semua 

bagian tanaman (akar, batang, daun, dan bunga) dicuci bersih, tiriskan, dipotong 

kecil-kecil kemudian diangin-anginkan sampai benar-benar kering (650 g), ditumbuk 

sampai menjadi serbuk (350 g), dan diayak dengan ayakan no. 60 (200 g). Hasil 

serbuk dimaserasi dengan peIarut etanoI 95% secukupnya sampai rata dan basah, 

biarkan selama 15 menit. Masukkan bahan tersebut ke dalam perkolator dan 

dimampatkan. Tambahkan kembali etanol 95% sampai seluruh bahan terendam. 

Perkolasi dila":ukan dengan cara perlahan (1 mllmenit) dan secara bertahap 

ditambahkan etanol 95% secukupnya sampai perkolat yang ditampung tidak berwama 

pekat lagi. Kemudian filtratnya disaring dengan penyaring buchner. Total hasil 

maserasi diuapkan menggunakan Rotatory Vacum Evaporator sampai didapatkan 

larutan pekat, kemudian ditutup dengan aluminium foil. Hasil ekstraksi mumi 

dianggap konsentrasi awal 100%, yang setara dengan 50,6 g. Pengeringan dilakukan 

dengan penguapan penangas air hingga diperoleh ekstrak kering. 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ... ANALIS WISNU WARDHANA 



46 

Lampiran 3. Perhitungan Statistik Nilai o() Kadar TNF-a Intratestikuler 

Nilai OD kadar TNF-u 
I intratestilatler 

Kontrol I 0.
318

1 
2 OA53 

3 OAI7 i 
4 02~~ i 
5 0.4 J) i 
6 0.302 I 
7 0~:7 I 
8 0 . .).)0 i 

9 0.311 I 

Total N 03535~ 1 Rata-rata 
Simpangan Ba!"" 0.079881 1 
Galat Baku 0.026627 I 

Perlakuan I I 0.564 
2 0.597 
3 0.509 
4 OA85 
5 0.764 
6 0.928 
7 0.679 
8 0.533 I 
9 0.660 I 

Total N 91 
Rata-rata 0.63544 i 
Simpangan Ba"-u 0.141560 i 
Galat Ba"" 0.047187 I 

Perlakuan 2 1 0.399 
2 0.241 
3 0.253 
4 0.236

1 

5 0.252 
6 0.265 
7 0.185 
8 0.165 
9 0.216 

Total N 9 
Rata-rata 0.24578 I 
Simpangan Baku 0.066296 ! 
GalatBaku 0.022099 I 

Total N 27 I 
Rata-rata OA1359 i 
Simpangan Baku 0.193075 i 
GalatBaku 0.037157 I 

! 
i 
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SIDIK R-\.GAl\f 

Nilai 00 kadar TNF a intratestikuler -
Jumlah Derajat Kuadrat F Sig l 

kuadrat bebas ten(!8h 

Perlal"lJan .723 2 .361 35.179 .000 

Sisa .247 24 I .010 
Total .969 26 

i 

PERBANDINGAN BERGANDA 

Uji Tukey dengan Beda Nyata Jujur 
Variabel tidak bebas : Nilai OD kadar Tl'-o'F-a intratesti~'llier 

(I) Perlakuan (J) Perlakuan Gala! Sig. Taraf kepercayaan 95% 

I Balm 
Batas bawal Balas atas 

I 

Kontrol Perlal'llan 1 -275889 .047777 .000 -.39520 -.15658 

PerlalOlan 2 .113778 .047777 .064 -.00553 .23309 

Perlalman 1 Kontrol 275889 .047777 .000 .15058 .39520 

Perlakuan 2 .389667 .047777 .000 .27035 .50898 

Perlakuan 2 Kontrol -.113778 .047777 .064 -.23309 .00553 

! Perlakuan I -.389667 .047777 .000 .50898 -.27035 

Uji Tukey dengan Beda Nyata Jujur 

Perlakuan N Untuk al ha~.05 
I 2 

Kontrol 9 .35956 

PI 9 .63544 
P2 9 .24578 

Sig. .064 1.000 
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Lampiran 4. Skema Alur Poros Hipothalamus-Hipofise-Testis 

Hipothalamus 

GnRH 

r------------- • Hipofise 

Inhibin FSH LH 

TE TIS 

Tub. 
'-------- Semini- Sel 

ferus Leydig 

Spennatogenesis 

----, 
• 

: T estosteron 

Efek 
-t---+-. Androgenik 

dan 
Anabolik 

Keterangan : __ feed back positif 
- - - - - - feed back "ega/if 
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Lampiran 5. Penentuan Dosis Obat 

Dosis ekstrak men iran ( Phyllanthus nirori L) untuk manusia adalah sebesar 

900 - 2700 mg per-hari (Anonimus, 1998) dan angka konversi dari manusia ke 

mencit dengan berat hadan rata - rata 25 gram adalah sebesar 0,0026. Dosis pada 

manusia kemudian dikalikan dengan angka konversi, sehiogga didapat dosis ullluk 

mencit sebesar 2 - 8 mg per-hari. Peneliti mencoba untuk mengamall perubahan 

sekresi Kadar 1NF - a intratestikuler pada mencit jantan setelah pemberian ekstrak 

meniran (Phyllanthus nirori L) pada dosis terapi 4 mg dan dosis maksimal 8 mg. 
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