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LAMPIRAN 1 

 

1. Cara pembuatan Isoflavon melalui fraksinasi dari biji kedelai 

1) Biji kedelai lokal varietas Grobogan, JawaTengah. Biji kedelai 100g 

diekstrasi dengan 500 ml aseton 70% secara maserasi kinetika 

menggunakan rotary shaker dengan putaran 180 rpm selama 4 jam. 

Ekstrasi diulang dua kali dan dirotavapor hingga diperoleh ekstrak 

kering 

2) Fraksinasi isoflavon 

Ditambahkan sebanyak 1 gr ekstrak dengan 100 ml aquades, 

fraksinasi dilakukan berdasarkan tingkat kepolarannya. Frakasinasi 

diawali dengan pelarut non polar (n-heksan) sebanyak 100ml, 

sehingga diperoleh fraksi n-heksan dan air. Fraksinasi selanjutnya 

dengan pelarut semi polar (etil asetat) sebanyak 100ml, sehingga 

diperoleh fraksi etil asetat dan air. Fraksinasi terakhir dengan polar 

(n-butanol) sebanyak 100ml, sehingga diperoleh fraksinasi n-bitanol 

dan air. Fraksi n-heksan, fraksi etil asetat dan fraksi n-butanol 

diuapkan dengan rotary epavorator sampai kering pada suhu 40-

50°C 

 

2. Cara Pengukuran Kadar 8-OHdG 

Pemeriksaan kadar 8-OHdG dilakukan di laboraturium dengan metode  

ELISA menggunakan alat spektrofotometer dengan panjang gelombang 

450 nm. Sampel darah mencit diambil pada masing-msing kelompok 
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penelitian dilakukan pemeriksaan kadar 8-OHdG. Darah mencit diambil 

sebanyak 0,5 ml dari medial kantus sinusorbitalis mata kanan, sebelum 

pengambilan darah dilakukan tindakan asepsis dan antiseptik dengan 

pengusapan alkohol sekitar daerah yang akan diambil darahnya. Darah 

yang diambil kemudian dimasukkan ke dalam tabung ependorf, 

diendapkkan selama 2 jam pada temperatur kamar, kemudian di 

sentrifugeselama 15 menit kecepatan 4000 rpm, kemudian serum diambil 

dan dimasukkan ke dalam ependorf dan dilakukan pemeriksaan dengan 

metode ELISA dengan panjang gelomang spektrofotometer 450 nm. 

Langkah dalam pemeriksaan kadar 8-OHdG menggunakan ELISA sebagai 

berikut :  

a. Reagen diletakkan di suhu ruang 30 menit sebelum digunakan. 

b. Dilakukan pengambilan 50 µL, standar, sampel, dan qualitycontrol 

dengan menggunakan pipet, kemudian dimasukkan ke dalam well.  

c. Ditambah 200 µL, enzim konjugat kemudian dilakukan pengocokan, 

setelah itu diinkubasi pada suhu ruang (37°C) selama 120 menit, tanpa 

menutup plate.  

d. Cairan dibuang dan dicuci sebanyak 3x dengan larutan wash buffer 

sebanyak 400 µL ditambahkan lagi 100 µL subtrat solution, diinkubasi 

kembali pada suhu ruang selama 15 menit, kemudian ditambahkan 

kembali 50 µLstopping solution.  

e. Pembacaan dilakukan pada spektrofotmeter pada panjang gelombang 

450 nm, maksimum dilakukan dalam 10 menit. 

f. Hasil kadar 8-OHdG dalm satuan pg/mL.   



94 

 

 
 

 

3. Cara pengukuran ekspresi caspase-3 

Imunostaining caspase-3 

A. Fiksasi sampel 

Paraffin-embedded tissue section: blok parafin 

B. Deparafinisasi – Rehidrasi 

a) Masukan sampel ke xylol 4x, masing masing 5’ 

b) Masukan ke alkohol absolute 2x, masing masing 5’ 

c) Masukan ke alkohol 96% selama 5’    

d) Masukan ke alkohol 80% selama 5’ 

e) Cuci dengan air mengalir selama 5’ 

C. Retrievel Antigen 

a) Panaskan buffer sitrat dengan PH 6 pada decloaking chamber, suhu 

tinggi hingga (90-95ºC) 

b) Turunkan ke suhu rendah selama 10’ 

c) Tunggu hingga suhu ruangan 

d) Cuci 2x dengan PBS masing masing’ 

D. Staining Slide 

a) Blocking endogenous peroxidase 

1) Slide blok paraffin 

a. Teteskan H2O2 dalam methanol 3% selama 20’ 

b. Cuci dengan air mengalir 5’ 

c. Cuci dengan aquased 5’ 

d. Cuci 2x dengan PSB 2x masing masing 5’ 
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b) Background blocking 

1) Teteskan background sniper (warna biru) 

2) Buang dengan cara ditiriskan 

c) Inkubasi antibodi primer 

1) Teteskan antibodi caspase-3 (perbandingan 1:100) penggunaan 

0,02M phosphate buffered saline (PBS) direkomendasikan 

sebagai pelarut antibodi primer   

2) Inkubasi selama overnight pada suhu 4ºC (dalam kulkas) atau 

inkubasi 30’ suhu ruangan 

3) Cuci 2x dengan PBS, masing masing selama 5’ 

d) Inkubasi antibodi sekunder 

1) Teteskan antibodi sekunder/ universal link (warna kuning) 

2) Inkubasi selama 15’ 

3) Cuci 2x dengan PBS masing masing ‘ 

e) Inkubasi streptavidin 

1) Teteskan dengan sreptavidin/ HRP label (warna orange) 

2) Inkubasi selama 10’ 

3) Cuci 2x dengan PSB masing masing 5’  

f) Inkubasi DAB 

1) Teteskan dengan DAB 

2) Inkubasi 3-5’ 

3) Cuci dengan air mengalir selama 5 menit 

E. Counterstaining  

a) Slide jaringan 
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1) Teteskan hamatoxylin selama 2-4’ 

2) Cuci dengan air mengalir 

F. Dehidrasi-clearing-mouting 

a) Slide jaringan 

1) Cuci dengan alkohol 96% selama 1’ 

2)  Cuci dengan alkohol absolute selama 1 menit 

3) Rendam dalam xylol selama 1 menit 

4) Tutup dengan coverglass dan beri label  

G. Deteksi dan analisis menggunakan mikroskop cahaya dihitung sel yang 

positif per 100 sel 
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LAMPIRAN 6 
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LAMPIRAN 8 
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LAMPIRAN 9 
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LAMPIRAN 10 

Histopatologi Ekspresi Caspase-3 

 

 

Kelompok kontrol 

 

                           Kelompok P1 

 

Kelompok P2 
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LAMPIRAN 11 

HASIL ANALISIS OUTPUT SPSS 

 

 

 

Oneway 

 

 

Tests of Normality

.235 6 .200* .892 6 .328

.201 6 .200* .929 6 .572

.205 6 .200* .905 6 .405

.223 6 .200* .941 6 .666

.275 6 .177 .808 6 .069

.212 6 .200* .910 6 .433

Kelompok

K

P1

P2

K

P1

P2

8 - OHdG

Ekspresi Caspase-3

Stat ist ic df Sig. Stat ist ic df Sig.

Kolmogorov-Smirnov
a

Shapiro-Wilk

This is a lower bound of  the true signif icance.*. 

Lillief ors Signif icance Correctiona. 

Test of Homogeneity of Variance

2.196 2 15 .146

1.108 2 15 .356

1.108 2 9.135 .371

1.952 2 15 .176

.470 2 15 .634

.328 2 15 .725

.328 2 11.962 .726

.458 2 15 .641

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on t rimmed mean

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on t rimmed mean

8 - OHdG

Ekspresi Caspase-3

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.

Descriptives

6 11.293 .8665 .3537 10.384 12.203 10.4 12.6

6 7.160 .3980 .1625 6.742 7.578 6.7 7.7

6 4.253 .5997 .2448 3.624 4.883 3.6 5.1

18 7.569 3.0344 .7152 6.060 9.078 3.6 12.6

6 1.1500 .07043 .02875 1.0761 1.2239 1.03 1.24

6 .8083 .04262 .01740 .7636 .8531 .73 .84

6 .6033 .04844 .01978 .5525 .6542 .54 .66

18 .8539 .23774 .05604 .7357 .9721 .54 1.24

K

P1

P2

Total

K

P1

P2

Total

8 - OHdG

Ekspresi Caspase-3

N Mean Std.  Dev iation Std.  Error Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al for

Mean

Minimum Maximum
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Post Hoc Tests 

 

 

 

 

 

LAMPIRAN 12 

Test of Homogeneity of Variances

2.196 2 15 .146

.470 2 15 .634

8 - OHdG

Ekspresi Caspase-3

Levene

Stat istic df1 df2 Sig.

ANOVA

150.190 2 75.095 177.549 .000

6.344 15 .423

156.534 17

.915 2 .458 150.473 .000

.046 15 .003

.961 17

Between Groups

Within Groups

Total

Between Groups

Within Groups

Total

8 - OHdG

Ekspresi Caspase-3

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.

Multiple Comparisons

LSD

4.1333* .3755 .000 3.333 4.934

7.0400* .3755 .000 6.240 7.840

-4.1333* .3755 .000 -4.934 -3.333

2.9067* .3755 .000 2.106 3.707

-7.0400* .3755 .000 -7.840 -6.240

-2.9067* .3755 .000 -3.707 -2.106

.34167* .03184 .000 .2738 .4095

.54667* .03184 .000 .4788 .6145

-.34167* .03184 .000 -.4095 -.2738

.20500* .03184 .000 .1371 .2729

-.54667* .03184 .000 -.6145 -.4788

-.20500* .03184 .000 -.2729 -.1371

(J) Kelompok

P1

P2

K

P2

K

P1

P1

P2

K

P2

K

P1

(I) Kelompok

K

P1

P2

K

P1

P2

Dependent  Variable

8 - OHdG

Ekspresi Caspase-3

Mean

Dif f erence

(I-J) Std.  Error Sig. Lower Bound Upper Bound

95% Conf idence Interv al

The mean dif f erence is signif icant at the .05 lev el.*. 
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 Bahan Dan Alat Penelitian  

 

Isoflavon  

 

Bubuk Kedelai 

 

Pemberian isoflavon 

 

Latihan fisik 

 

Elisa  

Pengambilan jaringan 
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Jaringan soleus 

 

Pengelompokan jaringan 

  

 

Kelompok penelitian 

 

 

 


