
 
 

104 
 

LAMPIRAN 

Lampiran 1. Alur Penelitian 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

30  Ekor mencit Adaptasi 1 minggu Rata-rata Berat 

Badan 

Induksi DMBA  

0,025 mg/g BB 

P2 

Dosis 

100 

mg/kg 

BB/hari 

P3 

Dosis 

150 

mg/kg 

BB/hari 

P4 

Metotrek

sat 

K- K+ P1 

Dosis 50 

mg/kg 

BB/hari 

Mencit dibunuh 

Serum Pengambilan jaringan 

subkutan 

Hasil 

Ekspresi Caspase 3 

Imunohistokimia ELISA 

Kadar IFN-γ 
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Lampiran 2. Data Hasil Penelitian 

2.1 Berat Badan Mencit Selama Penelitian 

Kelompok  Minggu Ke- (g) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

K- 21.8 21.2 19.8 21.2 23.4 25 26.2 26.6 27 26.6 

K+ 21.2 21.8 22 20 19 18.2 18.4 19.4 20 21.8 

P1 20.8 21.4 19.6 17.8 17.4 18.8 20.4 21.4 22.6 25.4 

P2 21.4 21.6 22.2 21 19 17.6 19.2 20.8 22.8 25.6 

P3 20.8 21 19.2 18 18 19.4 21.6 23.4 24.8 27.8 

P4 20.8 20.6 19.2 17.8 17 18.6 20.6 22.2 23 25.4 

 

2.2 Perhitungan kadar IFN-γ 

A. Kurva standar IFN-γ 

Kadar pg/mL abs 

400 1.278 

200 0.893 

100 0.52 

50 0.412 

25 0.381 

12,5 0.28 
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B.  Absorbansi IFN-γ 

Kelompok abs 

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 4 Ulangan 5 

K- 0.367 0.388 0.391 0.404 0.392 

K+ 0.485 0.52 0.507 0.527 0.466 

P1 0.501 0.393 0.41 0.487 0.501 

P2 0.42 0.546 0.521 0.553 0.555 

P3 0.674 0.642 0.532 0.708 0.685 

P4 0.806 0.423 0.548 0.6 0.541 

 

C.  Kadar IFN-γ 

Kelompok Kadar (pg/mL) 

Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 4 Ulangan 5 

K- 38 48.5 50 56.5 50.5 

K+ 97 114.5 108 118 87.5 

P1 105 51 59.5 98 105 

P2 64.5 127.5 115 131 132 

P3 191.5 175.5 120.5 208.5 197 

P4 257.5 66 128.5 154.5 125 

 

2.3 Persentase Ekspresi Caspase 3  

Kelompok Ulangan 1 

(%) 

Ulangan 2 

(%) 

Ulangan 3 

(%) 

Ulangan 4 

(%) 

K- 100 58,6 100 61,1 

K+ 41,7 1,6 21,6 62,5 

P1 40,7 71,4 44 27,3 

P2 52,4 67,5 75 46,4 

P3 84,2 89,9 80,1 62 

P4 78,6 99,3 45,7 80 
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Lampiran 3. Analisis Data 

1. Analisis Rata-rata Berat Badan Sebelum Terapi Eksrak Etanol Akar Widuri 

(Calotropis Gigantea L.) 

Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  Data 

N 30 

Normal Parameters
a
 Mean 20.4095 

Std. Deviation 1.24920 

Most Extreme Differences Absolute .182 

Positive .182 

Negative -.116 

Kolmogorov-Smirnov Z .996 

Asymp. Sig. (2-tailed) .275 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

Ui Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

Data    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.203 5 24 .958 
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One Way Anova 

ANOVA 

Data      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 34.879 5 6.976 16.136 .000 

Within Groups 10.376 24 .432   

Total 45.254 29    

 

Pos Hoct Test 

Data 

Tukey HSD   

Perlaku

an N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

6 5 19.2286  

5 5 19.7143  

2 5 20.2857  

3 5 20.2857  

4 5 20.2857  

1 5  22.6571 

Sig.  .151 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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2. Analisis Rata-rata Berat Badan Setelah Terapi Eksrak Etanol Akar Widuri 

(Calotropis Gigantea L.) 

Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  Data 

N 30 

Normal Parameters
a
 Mean 20.4095 

Std. Deviation 1.24920 

Most Extreme Differences Absolute .182 

Positive .182 

Negative -.116 

Kolmogorov-Smirnov Z .996 

Asymp. Sig. (2-tailed) .275 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

Ui Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

Data    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.203 5 24 .958 

 

One Way Anova 

ANOVA 

Data      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 34.879 5 6.976 16.136 .000 

Within Groups 10.376 24 .432   

Total 45.254 29    
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3. Analisis Rata-rata Kadar IFN-γ 

Uji Normalitas 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  data 

N 30 

Normal Parameters
a
 Mean 111.577 

Std. Deviation 55.6645 

Most Extreme Differences Absolute .157 

Positive .157 

Negative -.095 

Kolmogorov-Smirnov Z .859 

Asymp. Sig. (2-tailed) .452 

a. Test distribution is Normal.  

   

 

Ui Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

data    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.656 5 24 .184 

 

One Way Anova 

ANOVA 

data      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 56922.422 5 11384.484 8.296 .000 

Within Groups 32935.192 24 1372.300   

Total 89857.614 29    
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Pos Hoct Test 

data 

Tukey HSD    

perlaku

an N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 5 41.860   

3 5 83.700 83.700  

2 5 105.000 105.000  

4 5 114.000 114.000 114.000 

6 5  146.300 146.300 

5 5   178.600 

Sig.  .051 .118 .100 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 

4. Analisis Presentase Ekspresi Caspase 3 

Uji Normalitas 

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  Data 

N 24 

Normal Parameters
a
 Mean 62.150 

Std. Deviation 25.5826 

Most Extreme Differences Absolute .076 

Positive .070 

Negative -.076 

Kolmogorov-Smirnov Z .372 

Asymp. Sig. (2-tailed) .999 

a. Test distribution is Normal.  
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Ui Homogenitas 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Data    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.072 5 18 .408 

 

One Way Anova 

 

ANOVA 

Data      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7910.935 5 1582.187 3.988 .003 

Within Groups 7141.865 18 396.770   

Total 15052.800 23    

 

Pos Hoct Test 

Data 

Tukey HSD   

Perlaku

an N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

2 4 31.850  

3 4 45.850 45.850 

4 4 60.325 60.325 

6 4 75.900 75.900 

5 4  79.050 

1 4  79.925 

Sig.  .055 .201 

Means for groups in homogeneous subsets are 

displayed. 
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Lampiran 4. Penentuan dan Perhitungan Dosis 

1. Dosis Ekstrak Akar Widuri 

Penentuan dosis ekstrak etanol akar widuri untuk mencit adalah sebagai berikut: 

Misalnya berat badan manusia = 70 Kg, maka dosis mencit adalah: 

Dosis 1 = 50 mg/Kg BB x 70 kg x 0,0026
1 

= 9,1 mg/20 g BB 

       = 0,455 mg/g BB 

Dosis 2 = 100 mg/Kg BB x 70 kg x 0,0026
 

= 18,2 mg/20 g BB 

       = 0,91 mg/g BB 

Dosis 3 = 150 mg/Kg BB x 70 kg x 0,0026
 

= 27,3 mg/20 g BB 

       = 1,365 mg/g BB 

 

2. Dosis Metotreksat 

Dosis Metotreksat untuk manusia adalah 2,5 mg/Kg BB 

Maka: 2,5 mg/Kg x 70 Kg = 175 mg 

Dosis untuk mencit = 175 mg x 0,0026 

    = 0,455 mg/20 g BB 

    = 0,02275 mg/g BB 

 

Jumlah Metotreksat yang dibutuhkan = Dosis x jumlah mencit  

  = 0,455 mg/ mencit x 6 x 14 

  = 38,22 mg 

 

3. DMBA sebagai Karsinogen Mencit (Mus musculus) 

Dosis pemberian DMBA  = 25 µg DMBA/0,1 mL aseton/mencit 

Banyak mencit   = Jumlah kelompok perlakuan x pengulangan 

     = 6 x 6 = 36 

                                                           
1
 Keterangan  0,0026 diperoleh dari tabel perbandingan luas permukaan antar manusia 

dengan berat badan 70 kg dan mencit dengan berat badan 20 g 
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DMBA yang dibutuhkan  = dosis x banyak mencit x banyak induksi 

     = 25 µg DMBA/0,1 ml aseton x 36 x 12 

     = 10800 µg DMBA/43,2 ml aseton 

     = 10,8 mg DMBA/43,2 ml aseton 

Maka DMBA ditimbang sebanyak 10,8 mg DMBA dan dilarutkan kedalam 36 

ml aseton 

 

4. Ekstrak Akar Widuri untuk Terapi 

Rumus = Dosis x berat badan mencit 

        = Jumlah sampel tiap kelompok perlakuan x dosis x 14 hari 

Keterangan: Berat badan mencit = 20 g 

   Jumlah sampel tiap kelompok = 6 ekor 

 

Sehingga perhitungan tiap dosis adalah: 

Dosis 1  = 0,455 mg/g BB x 20 g = 9,1 mg 

   = 6 x 9,1 mg/ml x 14   = 764,4 mg/ 42 ml
2
 

Maka, ekstrak ditimbang sebanyak 764,4 mg dan dilarutkan ke dalam 42 ml 

CMC-Na 0,5% 

 

Dosis 2  = 0,91 mg/g BB x 20 g = 18,2 mg 

   = 6 x 18,2 mg/ml x 14  = 1528,8 mg/ 42 ml 

Maka, ekstrak ditimbang sebanyak 1528,8 mg dan dilarutkan ke dalam 42 ml 

CMC-Na 0,5% 

 

Dosis 3  = 1,365 mg/g BB x 20 g = 27,3 mg 

   = 6 x 27,3 mg/ml x 14 = 2293,2 mg/ 42 ml 

                                                           
2
 42 ml adalah jumlah pengulangan x jumlah hari terapi x 0,5 ml = 6 x 14 x 0,5 ml = 42 ml 
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Maka, ekstrak ditimbang sebanyak 2293,2 mg dan dilarutkan ke dalam 42 ml 

CMC-Na 0,5% 

Sehingga total ekstrak akar Widuri yang dibutuhkan adalah 4586,4 mg = 4, 

5864 g. Dan total CMC-Na 0,5% yang dibutuhkan adalah 126 ml. 

 

Lampiran 5.  Dokumentasi Penelitian 

 

Timbangan Analitik 

 

Hot plate 

 

Rotary vacum evaporator 

 

Corong bughner 

 

Mikroskop komputer 

olympus tipe cx31 

 

Elisa Reader 

 

Akar Widuri (Calotropis 

 

Ekstrak Etanol Akar Widuri 

 

DMBA 
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gigantea L.) (Calotropis gigantea L.) 

 

Proses Induksi DMBA 

 

Kontrol Negatif (K-) 

Minggu ke-3 setelah induksi 

DMBA 

 

Kontrol Positif (K+) Minggu 

ke-3 setelah induksi DMBA 

 

P1 Minggu ke-3 setelah 

induksi DMBA 

 

 

P2 Minggu ke-3 setelah 

induksi DMBA 

 

P3 Minggu ke-3 setelah 

induksi DMBA 

 

P4 Minggu ke-3 setelah 

induksi DMBA 

 

Minggu ke-1 setelah induksi 

DMBA 

 

Minggu ke-2 setelah induksi 

DMBA 
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Minggu ke-3 setelah induksi 

DMBA 

 

Minggu ke-4 setelah induksi 

DMBA 

 

Minggu ke-5 setelah induksi 

DMBA 

 

Minggu ke-6 setelah induksi 

DMBA 

 

Minggu ke-1 setelah terapi 

Ekstrak etanol akar Widuri  

 

Minggu ke-2 setelah terapi 

Ekstrak etanol akar Widuri 

 

Proses terapi Ekstrak etanol 

akar Widuri (Calotropis 

gigantea L.) 

 

Proses Pembedahan 

 

Pengambilan jaringan 

subkutan 
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Proses Pengambilan Serum 

 

Pengeringan setelah dicuci 

PBS 

 

Proses penambahan 

antibody primer dan skunder 

 

Proses penambahan cromogen 

(DAB) dan Counterstaining 

(HE) 

 

Hemaxtoxilin 

 

Mounting 

 

Interferon-gamma (IFN-γ) 

Mouse pre-coated, ELISA Kit 

Komabiotech No katalok 

K0331138 

 

Assay Diluent RD1-21, Wash 

Buffer Concentrate, Color 

Reagent A 

 

Pemetaan mikroplate Elisa 
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Penambahan assay buffer A 

pada mikroplate 

 

Proses inkubasi pada suhu 

ruang dan ditutup rapat 

dengan plate sealer 

 

Pipet multi channel 

 

PBS 

 

Sebelum ditambah Stop 

Solution (Biru) 

 

Sesudah ditambah Stop 

Solution (Kuning) 
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Lampiran 6.Gambar analisis Persentase  Ekspresi Caspase 3 dengan imunoratio 

 

Kontrol Negatif 1 

 

Kontrol Negatif 2 

 

Kontrol Negatif 3 

 

Kontrol Negatif 4 

 

Kontrol Positif 1 

 

Kontrol Positif 2 

 

Kontrol Positif 3 

 

Kontrol Positif 4 

 

Perlakuan 1ulangan 1 
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Perlakuan 1ulangan 2 

 

 

Perlakuan 1ulangan 3 

 

 

Perlakuan 1 ulangan 4 

 

 

Perlakuan 2 ulangan 1 

 

Perlakuan 2 ulangan 2 

 

Perlakuan 2 ulangan 3 

 

Perlakuan 2 ulangan 3 

 

Perlakuan 3 ulangan 1 

 

 

Perlakuan 3 ulangan 2 
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Perlakuan 3 ulangan 3 

 

Perlakuan 3 ulangan 4 

 

Perlakuan 4 ulangan 1 

 

Perlakuan 4 ulangan 1 

 

Perlakuan 4 ulangan 1 

 

Perlakuan 4 ulangan 1 
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