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 LAMPIRAN  

Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik  
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Lampiran 2. Surat Keterangan Identifikasi Tanaman 
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Lampiran 3. Kerangka Operasional Rancangan Penelitian 

A. Rancangan Perlakuan 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

1. Induksi indometasin dilakukan secara per oral dengan dosis 15 mg/kg BB 

dengan pelarut minyak jagung. 

2. Pada hari ke-1, 30 menit setelah 24 jam induksi indometasin tikus kelompok 

B dilakukan pembedahan untuk mengisolasi organ jejunum guna pengukuran 

ekspresi IL-6 dengan metode immunohistokimia dan pembuatan preparat 

histopatologi dengan pewarnaan Hematoxylen-Eosin (HE). 

3. Pada hari ke1- sampai hari ke-15 tikus kelompok C, D dan E diberikan terapi 

ekstrak metanol daun kamboja (Plumeria acuminata) dengan dosis 500 mg, 

750 mg dan 1000 mg. 

4. Pada hari ke-16 dilakukan pembedahan tikus kelompok C, D dan E untuk 

mengisolasi organ jejunum, guna pengukuran ekspresi IL-6 dengan metode 

immunohistokimia dan pembuatan preparat histopatologi dengan pewarnaan 

Hematoxylen-Eosin (HE). 

 

 

 

 

 

 

                  Indometasin                        Terapi kelompok C,D,E                               

Kelompok tikus IBD 

+ terapi                                  Day 0              Day 1                                        Day 15         Day 16 

Bedah kelompok A & B Bedah kelompok C,D,E 

B 
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B. Kerangka Operasional 

 

 

 

 

 

 

 

 

  H-1   H-1          H-1                             H-1   

 

 

 

 

  24 jam         24 jam       24 jam      24 jam 

 

 

 

 

 

H-15       H2           H2-15        H2-15         H2-15

        

 

  H16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TIKUS 

Kelompok A 

Tikus normal 

(kontrol 

negatif) 

 

Kelompok B 

Tikus IBD 

(kontrol 

positif) 

 

 

Kelompok C 

Tikus IBD  

 

 

Kelompok D 

Tikus IBD  

 

 

Kelompok E 

Tikus IBD 

 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

 

Induksi 

indometasin 

15 mg/kg BB 

 

Terapi 

ekstrak 

metanol daun 

kamboja 500 

mg/kg BB 

Terapi 

ekstrak 

metanol daun 

kamboja 750 

mg/kg BB 

Terapi 

ekstrak 

metanol daun 

kamboja 1000 

mg/kg BB 

Dislokasi leher  Pembedahan tikus 

Pengambilan Organ jejunum 

Analisa Data dan 

Deskriptif 

Ekspresi IL-6 Histopatologi Jejunum 

Keterangan : 

         : Parameter yang diamati 

 

ati 
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Lampiran 4. Perhitungan Dosis Indometasin 

  

Dosis indometasin yang diberikan yaitu 15 mg/kg BB (Aulani’am, 2012). 

Rata- rata berat badan tikus adalah 200 gram, sehingga kebutuhan indometasin 

untuk per ekor tikus yaitu: 

Dosis indometasin per ekor tikus = 15 mg/kg BB x 0,20 kg 

      = 3 mg/ekor 

Jadi, dosis indometasin yang diperlukan untuk 16 ekor tikus adalah: 

Dosis indometasin untuk 16 ekor tikus = 16 x 3 mg/ekor 

               =  48 mg/16ekor 

Pengeceran dengan minyak jagung yaitu sebanyak  = 48 mg / 45 mg x 4 ml 

                        =  4,2 ml/16 ekor 

Jadi, indometasin yang diperlukan untuk 16 ekor tikus yaitu sebanyak 48 mg. 

selanjutnya diencerkan dengan minyak jagung dengan hasil akhir 4,2 ml untuk 

16 ekor tikus. Induksi indometasin yang diperlukan untuk per ekor tikus yaitu 

0,27 ml. 
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Lampiran 5. Penentuan dosis dan pembuatan ekstrak daun kamboja putih 

(Plumeria acuminata) 

  Berdasarkan  penelitian Gupta (2006) dosis eksperimental yang 

digunakan yaitu 500 mg/kg BB, 750 mg/kg BB dan 1000 mg/kg BB. Hal ini 

dikarenakan dosis yang sering digunakan dalam penelitian menggunakan ekstrak 

daun kamboja putih antara 500 mg/kg BB sampai 2000 mg/kg BB.  

 Prosedur pembuatan ekstrak metanol daun kamboja putih (Plumeria 

acuminata) 

   

 Ditimbang sebanyak 1000 gram. 

 Dimasukkan ke dalam beker glass. 

 Ditambahkan metanol dengan perbandingan 1:3. 

 Direndam dan didiamkan pada suhu kamar minimal 2 x 24 

jam, dengan sesekali diaduk. 

 Disaring  menggunakan kertas saring whatman no.40 

 Dilakukan evaporasi untuk menghilangkan pelarut metanol 

dengan suhu 40-50 oC . 

 Diuapkan pada suhu 40-50 oC untuk menghilangkan sisa 

metanol 

Daun kamboja putih (Plumeria acuminata) 

Ekstrak metanol daun kamboja putih (Plumeria acuminata) dalam bentuk pasta (semisolid) 
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Lampiran 6. Dosis Terapi Ekstrak Metanol Daun Kamboja Putih (Plumeria 

acuminata)  

 Kelompok Terapi 1 (500 mg/kg BB) 

Dosis untuk satu ekor tikus = 200/1000 kg x 500 mg 

            = 100 mg 

100 mg berat kering daun kamboja putih ini untuk satu ekor tikus 

= 100 x 4 (jumlah tikus satu kelompok) x 14 (hari) 

= 5600 mg 

= 5,6 gr  

5,6 gr ditambah dengan 56 ml aquades diberikan 1 ml untuk ekor tikus setiap 

hari 

 Kelompok Terapi 2 (750 mg/kg BB) 

Dosis untuk satu ekor tikus = 200/1000 kg x 750 mg 

            = 150 mg 

150 mg berat kering daun kamboja putih ini untuk satu ekor tikus 

= 150 x 4 (jumlah tikus satu kelompok) x 14 (hari) 

= 8400 mg 

= 8,4 gr 

8,4 gr ditambah dengan 56 ml aquades diberikan 1 ml untuk ekor tikus setiap 

hari 
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 Kelompok Terapi 3 (1000 mg/kg BB) 

Dosis untuk satu ekor tikus = 200/1000 kg x 1000 mg 

            = 200 mg 

200 mg berat kering daun kamboja putih ini untuk satu ekor tikus 

= 200 x 4 (jumlah tikus satu kelompok) x 14 (hari) 

= 11200 mg 

= 11,2 gr 

11,2 gr ditambah dengan 56 ml aquades diberikan 1 ml untuk ekor tikus setiap 

hari 
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Lampiran 7.  Pembedahan Hewan Coba 

 

- dieuthanasi dengan cara dislokasi leher 

- diposisikan rebah dorsal 

- difiksasi 

- dibedah daerah thorax dengan melakukan incisi pada kulit 

dibawah os sternum 

- dipotong os costae pada bagian lateral (dexter dan sinister) 

kemudian dikuakkan hingga terlihat organ dalam rongga thorax 

- diambil organ dalam rongga thorax (jejunum) 

- dipotong organ jejunum menjadi 2 bagian dan organ jejunum yang 

sudah dipotong disimpan dalam larutan PFA 4% 

  

 

 

 

 

 

Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan berumur 8-12 minggu 

Organ Jejunum 
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Lampiran 8. Pembuatan Preparat dan Pewarnaan Hematoxyline Eosin (HE) 

Histopatologi Organ Jejunum 

 

  - diambil dan direndam dalam PFA 4% 

  - direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit 

  - direndam dalam alkohol 80% selama 5 menit 

  - direndam dalam alkohol 90% selama 5 menit 

  - direndam dalam alkohol 95% selama 5 menit 

 

  - dimasukkan dalam xylol I selama 1 jam 

  - dimasukkan dalam xylol II dan III selama 30 menit pada suhu kamar           

dan 30 menit pada inkubator 

 - dicelupkan pada parafin cair dengan suhu 58-600C 

 

 

  - diambil dan dipotong dengan menggunakan microtube dengan 

ukuran 5 milimikron pada water bath dengan suhu 38-400C 

 - diambil irisan yang didapat dengan obyek glass 

  - diletakkan dan disimpan dalam inkubator suhu 37-380C selama 24 

jam  

 

- dideparafinasi dengan dimasukkan pada xylol bertingkat I - III 

masing - masing selama 5 menit 

 

Organ Jejunum 

Jejunum hasil dehidrasi alkohol bertingkat 

Jejunum dalam blok parafin 

Preparat jejunum siap pewarnaan 
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  - direndam dalam alkohol 95% selama 5 menit 

  - direndam dalam alkohol 90% selama 5 menit 

  - direndam dalam alkohol 80% selama 5 menit 

  - direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit 

  - direndam dalam aquades selama 5 menit 

 

   

- diwarnai dengan hematoxyline selama 10 menit 

- dicuci dengan aquades selama 5 menit 

- dimasukkan dalam pewarna eosin selama 5 menit  

- dicuci dengan aquades selama 5 menit 

- dimasukkan dalam alkohol 70% selama 5 menit 

- dimasukkan dalam alkohol 80% selama 5 menit 

- dimasukkan dalam alkohol 90% selama 5 menit 

- dimasukkan dalam alkohol 95% selama 5 menit 

- diclearing dalam xylol I – II masing – masing selama 3 menit dan 

dikering anginkan 

- di mounting dengan menggunakan entellan dan ditutup dengan cover 

glass 

 

 

 

 

 

Preparat Jejunum 

Preparat jejunum pewarnaan HE 
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Ditetesi BSA 1% dalam PBS selama 30 menit 

Ditetesi antibodi sekunder berlabel biotin (Goat Anti 

Rat biotin labeled), 1 jam pada suhu ruang 

Lampiran 9. Metode Immunohistokimia Ekspresi IL-6 

 

 

 

 

 

-Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit 

 

-  

 

 

  

Ditetesi Antibodi primer (rabbit anti IL-6), semalam 

suhu 40C (diencerkan dalam 1% BSA dalam PBS) 

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit 

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit 

kali 

Preparat jejunum 

SA-HRP (Strepta Avidin-Horseradish Peroxsidase) 

30-60 menit suhu ruang 

Chromogen DAB (3,3-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride)10-20 menit pada suhu ruang 

- Dicuci dengan xylol I, xylol II, 

alkohol bertingkat (100%, 90%, 

80%, 70%), aquades 

- Dicuci PBS pH 7,4 3x5 menit 

3% Hidrogen peroksida (dalam dionize water) 20 menit 

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit 

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3 x 5 menit 
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Mounting dengan entellan 

Pengamatan dibawah mikroskop 

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit 

kali 



66 
 

 
 

Lampiran 10. Hasil Pengamatan Ekspresi IL-6 

Tabel 10.1 Data Interleukin-6 (IL-6) 

Perlakuan U1 U2 U3 U4 U5 Rata-Rata 

A (Kontrol negatif) 11,3 10,6 11,1 10,8 10,7 10,90 

B (Kontrol positif) 97,8 98,1 98,3 97,8 98,0 98,00 

C (Terapi 500 mg/kg BB) 61,1 61,5 60,9 61,4 61,6 61,30 

D (Terapi 750 mg/kg BB) 38,8 39,1 39,6 38,7 39,2 39,08 

E ((Terapi 1000 mg/kg BB) 15,3 14,8 15,1 14,9 15,0 15,02 

Presentasi penurunan dan kenaikan dari ekspresi interleukin-6 (IL-6) pada organ 

jejunum hewan coba tikus (Rattus norvegicus) model Inflammatory Bowel Disease 

(IBD) yang diinduksi indometasin dan diterapi dengan ekstrak metanol daun kamboja 

putih (Plumeria acuminata) adalah sebagai berikut :  

Kelompok Positif  

Kadar Interleukin-6 (100%)    = Rataan Positif – Rataan Negatif 

     Rataan Negatif 

    = 98,00 – 10,90 

             10,90 

    = 799,08 % 

     

Terapi I 

Kadar Interleukin-6 (100%)   = Rataan Positif – Rataan Terapi I 

     Rataan Positif 

     

X 100% 

X 100% 

X 100% 
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    = 98,00 – 61,30 

             98,00 

    = 37,45 % 

Terapi II 

Kadar Interleukin-6 (100%)   = Rataan Positif – Rataan Terapi II 

          Rataan Positif 

    = 98,00 – 39,08 

             98,00 

    = 60,12 % 

Terapi III 

Kadar Interleukin-6 (100%)   = Rataan Positif – Rataan Terapi III 

        Rataan Positif 

    = 98,00 – 15,02 

             98,00 

    = 84,67 % 

 

 

 

 

 

 

X 100% 

X 100% 

X 100% 

X 100% 

X 100% 
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Lampiran 11. Data dan Uji Statistika Ekspresi IL-6 

a. Uji Normalitas Data 
 

Test of Normality 

  N Mean 

Std. 

Deviatio

n Std. Error 

95% 

Confidence 

Interval for 

Mean Minimum Maximum 

Kelompok 

perlakuan 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Kontrol negatif 5 10,900 ,2915 ,1304 10,538 11,262 10,6 11,3 

Kontrol positif 5 98,000 ,2121 ,0949 97,737 98,263 97,8 98,3 

Terapi 1 5 61,300 ,2915 ,1304 60,938 61,662 60,9 61,6 

Terapi 2 5 39,080 ,3564 ,1594 38,638 39,522 38,7 39,6 

Terapi 3 5 15,020 ,1924 ,0860 14,781 15,259 14,8 15,3 

Total 25 44,860 32,8239 6,5648 31,311 58,409 10,6 98,3 

 

 
 

b. Uji Homogenitas 
 

Test of Homogeneity of Variances 
 

ekspresiIL6  

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

,804 4 20 .537 

 
  

c. Uji One Way ANOVA 
 

ANOVA 

 

ekspresiIL6  

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 25856,244 4 6464,061 85277,850 .000 

Within Groups 1,516 20 .076     

Total 25857,760 24       
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d.Uji Post Hoc  
 Multiple Comparisons 
 

ekspresiIL6  

Tukey HSD  

(I) perlakuan (J) perlakuan 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error Sig. 95% Confidence Interval 

    

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Lower 

Bound 

Kontrol negatif Kontrol positif -87.1000(*) .1741 .000 -87.621 -86.579 

  Terapi 1 -50.4000(*) .1741 .000 -50.921 -49.879 

  Terapi 2 -28.1800(*) .1741 .000 -28.701 -27.659 

  Terapi 3 -4.1200(*) .1741 .000 -4.641 -3.599 

Kontrol positif Kontrol negatif 87.1000(*) .1741 .000 86.579 87.621 

  Terapi 1 36.7000(*) .1741 .000 36.179 37.221 

  Terapi 2 58.9200(*) .1741 .000 58.399 59.441 

  Terapi 3 82.9800(*) .1741 .000 82.459 83.501 

Terapi 1 Kontrol negatif 50.4000(*) .1741 .000 49.879 50.921 

  Kontrol positif -36.7000(*) .1741 .000 -37.221 -36.179 

  Terapi 2 22.2200(*) .1741 .000 21.699 22.741 

  Terapi 3 46.2800(*) .1741 .000 45.759 46.801 

Terapi 2 Kontrol negatif 28.1800(*) .1741 .000 27.659 28.701 

  Kontrol positif -58.9200(*) .1741 .000 -59.441 -58.399 

  Terapi 1 -22.2200(*) .1741 .000 -22.741 -21.699 

  Terapi 3 24.0600(*) .1741 .000 23.539 24.581 

terapi3 Kontrol negatif 4.1200(*) .1741 .000 3.599 4.641 

  Kontrol positif -82.9800(*) .1741 .000 -83.501 -82.459 

  Terapi 1 -46.2800(*) .1741 .000 -46.801 -45.759 

  Terapi 2 -24.0600(*) .1741 .000 -24.581 -23.539 

*  The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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d.Homogeneous Subsets 
 ekspresiIL6 
 

Tukey HSD  

perlakuan N Subset for alpha = .05 

   2 3 4 5 1 

Kontrol negatif 5 10.900         

Terapi 3 5   15.020       

Terapi 2 5     39.080     

Terapi 1 5       61.300   

Kontrol positif 5         98.000 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

  

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 




