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Semua daun tanaman pelawan (daun ke 34 dan 5) yang di uji coba
d 1 dari kotoran yang menempel, kemudian dibilas dengan air mengalir
‘hingga bersih lalu ditiriskan, selanjutnya dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan atau dijemur dibawah sinar matahari dengan ditutup plastik hitam.
‘Setelah kering, sampel dibersihkan kembali dari kotoran yang mungkin masih
tertinggal saat pencucian. Setelah bersih dan kotoran, dilakukan penyerbukan dan
pengayakan menggunakan ayakan schingga didapat serbuk daun, kemudian
disimpan dalam wadah bersih dan tertutup rapat (Ditjen POM 2000).

Pembuatan Ekstrak Etanol

Pembuatan ekstrak etanol daun dilakukan dengan menambahkan etanol
 shsolute 95% ke dalam 100 g serbuk daun hingga seluruh sampel terendam dan
 pelarut dilebihkan setinggi kurang lebih 2 cm di atas permukaan serbuk. Toples
ditutup dan direndam selama 2 * 24 jam dan dilakukan pengadukan sesekali
 kemudian ditampung dalam wadah dan diganti pelarutnya setiap hari. Hasil dan
.nsensidimphndmnlnmmrycvapammr(do'cmsom)hinw
 didapat ekstrak kering dan daun (Ditjen POM 2000).

Penyiapan Hewan

Tiga puluh ekor tikus betina diadaptasikan terlebih dahulu dalam kandang
individu. Tikus ditempatkan dalam kandang berukuran 34 x 25 x 12 cm per ekor
yang beralaskan sekam dan bertutupkan kawat. Sckam diganti seminggu sekali.
Tikus diberi makan secara teratur dengan kebutuhan diet yang terjaga (feed intake
diasumsikan sama), minum ad libitum, dan ditempatkan pada ruangan dengan
 pencahayaan selama 12 jam (06.00-18.00), suhu ruangan 20-25°C dengan

Pembuntingan Hewan
Tikus jantan dan betina dimasukkan ke dalam satu kandang Proses
~ perkawinan biasanya terjadi malam hari. Untuk mengetahui terjadinya perkawinan
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pemeriksaan ulas vagina. Terjadinya perkawinan diindikasikan dengan
spermatozoa pada sediaan ulas vagina. Hari ditemukannya
ingan (Tumer & Bagnara 1976).

Pengelompokan Hewan

!-lew:nperoobamudiridarimekorﬁkmbeﬁmbmﬁngymgdibagi
dalam 2 kelompok perlakuan yaitu kelompok control (KK) dan kelompok
perlakuan ckstrak etanol daun pelawan (KP) Masing-masing kelompok terdiri
dan 15 ckor tikus bunting Kemudian setiap kelompok perlakuan dibagi lagi
menjadi 3 waktu pengambilan sampel yaitu pada hari ke 3 postpartus, hari ke 5
postpartus, dan hari ke 7 postpartus (Roosita e a/. 2003).

Perlakuan In Vivo
Penelitian mengunakan 2 perlakuan dengan 15 ulangan Perlakuan yang
dimaksud adalah:

c. Kelompok kontrol (KK), yaitu kelompok tikus betina yang tidak diberi
perlakuan.

d. Kelompok perlakuan (KP), vaitu kelompok tikus betina yang diberi
ckstrak etanol daun pelawan dengandosis 100 mg/kg bobot badan.
Perlakuan pada penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanol daun

pelawan peroral yang diberikan dengan cara dicekok pada saat sehari setelah tikus
betina melahirkan Pemberian Perlakuan dilaksanakan selama 7 hari.

Pengamatan dan Pengambilan Sampel
Padahnﬂpermnxpostpmmcﬁlnkuhnpenimbanganbobotbadanﬁkm
betina. Kemudian pada han ke 3, S, dan 7 postpartus dilakukan penimbangan
hewan uji, Kemudian dilakukan pembedahan untuk mengambil ovanumnya
Selanjutnya dibuat preparat ovarium dengan bahan fiksatif berupa larutan Bouins
dan pewarnaan dengan Hematoxylin dan eosin (Humason 1967). Ovarium diinis
secara melintang. Pembuatan preparat histopatologi yaitu:
|.Sampel organ difiksasi di dalam formalin 10% selama 10 jam
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2 Sampel didehidrasi di dalam alkohol bertingkat mulai dani alkohol 70%, 80%,
90% (selama 9 jam) dan dilanjutkan dengan alkohol absolut I, 11, IIl masing-
masing | jam
3 Tahap clearing dengan xylol 1, I1, [Il masing-masing | jam
4 Sampel diinfiltrasi dalam campuran xylol dan parafin dengan perbandingan
volume:

d. 1=20ml : 20 ml (30 menit)

e. 11=30ml: 10 ml (30 menit)

f. 111 =40 ml total parafin (30 menit)
S Tahap embedding, yaitu penanaman jaringan dalam blok parafin dan dituang
parafin cair hingga memadat
6.Selanjutnya tahap sectioning, yaitu pemotongan jaringan menggunakan
mikrotom dengan ketebalan 3-4 ym
7 Affiksing yaitu penempelan potongan janingan ke kaca objek yang diben
glyserin-albumin dan dikeringkan di hotplate 40°C
8 Staining, vaitu Pewamaan Hematoksilin-cosin (HE), sampel dimasukkan ke
xylol 1, 11, 111, alkohol absolut 96%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%,
aquades dan larutan hematoksilin masing-masing selama 2 menit
9 Sampel dicuci di air mengalir hingga jernih selama 10 menit
10.Sampel dimasukkan ke alkohol bersen 30%, 40%, 50%, 60%, 70% 2 kali
celupan, dan direndam dalam larutan cosin selama 5 menit
11.Sampel dimasukkan ke alkohol berseri 70%, 80%, 90%, alkohol absolut, xylol
I, 11, 111 masing-masing 2 kali celupan
12 Mounting, vaitu penutupan sampel dengan cover glass yang direkatkan dengan
Canada balsam

Selanjutnya preparat  ovanum diamati  dengan mikroskop cahaya

perkembangan sel folikel-folike! di ovanum, khususnya pada folikel primer,
folikel sekunder dan folikel de graff.

Analisis Data
Data penelitian dianalisis secara kualitatif yaitu melihat perkembangan sel-
sel folikel folikel di dalam ovanum. Kuantitatif adalah menghitung banyaknya
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folikel primer, sekunder dan de graff, kemudian data kuantitatif dianalisis
menggunakan metode ANOVA untuk menentukan perbedaan yang nyata atau
ndak diantara kelompok periakuan. Apabila terdapat perbedaan, dilanjutkan
dengan uji Duncan Multiple Range Test (DMRT) dengan a : 0.05. Nilai
probabilitas (p) < 0.05 diterima sebagai hal yang berbeda nyata, sedangkan
apabila (p) > 0.05 maka ditenma sebagai hal yang tidak berbeda nyata (Mattjik
and Sumertajaya 2000)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengamatan makroskopis ovarium tikus pada penelitian ini terdin dan
ovarium kin dan kanan yang bentuk organnya seperti oval berwarna putih
kekuningan. Pada semua mamalia betina terdapat sepasang ovarium dan organ ini
terletak di dekat ginjal yaitu tempat pertama kali ovarium mengalami diferensiasi
{Nalbandov 1990).

Gambar 2 | Struktur morfologi ovarium tikus putih betina (A). Ovarium Kanan
(B) Ovarium kin

Cembar 4.2 Sayatan melintang ovarium tikus putih (A). Folikel primer (B) Folikel
sekunder. Ket: 1 Qosit, 2: Sel granulosa
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Dari hasil penelitian berupa jumlah folikel primer, folikel sekunder dan
folikel de graff. Perubahan histopatologi yang diamati adalah terjadinya
peningkatan jumlah folikel primer dan folikel sekunder jika dibandingkan dengan
kontrol. Data tersebut disajikan pada Tabel 2.1

Tabel 2.1 Pengamatan dan Perhitungan Jumlah Jaringan Ovarium Sebelah Kanan

Waktu Perlakuan (Han)

Jaringan : ! 3 J
i perlakuan | Harike 0 Harike3 | Harikes Hari ke 7

kanan | kin | Kanan | kiri | kanan | kin | Kanan | kini

Kontrol 2 1 2 3 2 2 3 3

Folikel

etanol

kontrol 2 1 2 2 2 4 5 4
Folikel
Ekstrak

etanol

| Kontrol

Folikel

De graff | Ekstrak
ctanol

Hasil perhitungan jumlah sel folikel pada ovarium yaitu sel folikel primer
pada ke 5 dan 7 menghasilkan jumiah paling banyak ada 9 dan 10 sel folikel,
sedang kontrol hanya berjumlah 2 dan 3 sel folikel Pada pengamatan ini tdak
ditemukan sel folikel de graff Berdasarkan hasil penelitian terhadap
perkembangan folikel pnimer bark pada ovarium sebelah kanan maupun kini,
diperoleh data yang menunjukkan bahwa terdapat pengaruh dari pemberian
ekstrak daun pelawan terhadap perkembangan folikel pnmer.
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Gambar 2.2 Sayatan Melintang Ovarium Tikus Putith dengan perbesaran 100 x.
A. kontrol (0 mg/kg BB), B. Pl (Ekstrak Etanol Daun Pelawan 20

mg/kg BB). Ket. 1. Oosit, 2. Sel granulosa, 3. Sel granulosa pada sel
folikel sekunder.

Dari hasil penclinan di atas yang menunjukkan adanya peningkatan
jumlah perkembangan folikel ovarium pada han ke 5 dan 7. Hal ini kemungkinan
disebabkan adanya bahan akuf pelawan yaitu salah satunya steroid. Bahan akuf
steroid terscbut diduga sebagai bahan aktif yang bekerja sebagai faktor yang
memicu perkembangan sel folikel Bahan aktuf tersebut diduga mampu
mengakibatkan gangguan pada jalur hipotalamus hipofase vang selanjutnya
berpengaruh terhadap pembentukan, pematangan dan perkembangan fohkel
(Limbong 2007).

Folikel de graff pada penelitian im belum terbentuk, dimana diketahw
folikel de graff merupakan folikel matang dengan memuliki area antrum vang
besar yang dipenuhi dengan cairan dibungkus dengan granulosa (Leeson 1996)
Hormon FSH dan LH yang dapat mempengaruhi perkembangan folikel ovarium,
juga terdapat beberapa hormon protein lain yang berasal dan ovarnium, salah
satunya inhibidin.

Menurut (Winda 2006) sumber utama inhibidin di ovanum adalah sel
granulosa. Inhibdin mensupresi pituitari terhadap produksi FSH. Inhibidin dibag
menjadi inhibidin A dan B, Inhibidin B disekresikan terutama dalam fase folikular
dengan kadarnya menurun pada pertengahan fase folikular dan menjadi tidak
terdeteksi setelah lonjakan LH  Konsentrasi inhibidin A rendah sclama

pertengahan pertama fase folikular tapt meningkat selama peniengahan fase
folikular dan puncaknya pada fase luteal. Inhibvdin yang terdapat pada ovarium
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juga dapat menyebabkan terhambatnya produksi gonadotropin yang menyebabkan
terganggunya perkembangan folikel. Dari keterangan tersebut diketahui bahwa
sel-sel granulosa merupakan sumber utama yang menghasilkan inhibidin pada
ovarium. Pematangan folikel sangat dipengaruhi oleh hormon-hormon
gonadotropin LH dan FSH. Atas rangsangan FSH dan adenohypofysa sejumlah
folikel vesikuler mulai berkembang Sementara folokel-folikel berkembang,
sejumlah estrogen yang semakin banyak dihasilkan oleh teca interna akan
diabsorbsi kedalam sirkulasi tubuh dan juga kedalam cairan folikuler (Toilchere
1981). Pada hewan betina FSH merangsang pertumbuhan folikel, begitu juga
dengan LH yang diketahui dapat membantu perkembangan folikel hingga folikel
itu mencapai proses pematangan yang sempumna. LH juga merangsang produksi
estrogen dalam folikel oleh sel-sel granulosa dan teca intema (Partodihardjo
1992).

KESIMPULAN
Dengan pemberian ekstrak etanol daun Pelawan temyata dapat memicu

perkembangan folikel pada ovarium. Hal ini kemungkinan senyvawa setoid yang
dikandung ekstrak etanol daun Pelawan yang mempengaruhi produksi FSH dan
LH yang akan memicu perkembangan sel-sel folikel di ovarium,
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