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Lampiran 1. Prosedur Isolasi Splenosit 

PROSEDUR ISOLASI SPLENOSIT 

(Metode Mishell (1980) dan Ding (1994) 

Untuk mendapatkan 5 x 10
7
 – 2 x 10

8
 sel/ mencit 

Alat : 

1. Pemanas alkohol 

2. Beaker glass volume 50 – 75 ml 

3. Gunting 

4. Pinset 

5. Petri dishes plastik 

6. Refrigerated centrifuge 

7. Pipet Pasteur 

8. Laminar flow hood 

9. Spuit disposable 5 cc 

Bahan : 

1. Sodium pentobarbital, 50 mg/ml 

2. Ethanol, 70% (v/v) 

3. Lysing buffer (NH4Cl 0,17 M) 

4. Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (GIBCO) 

5. Fetal Bovine Serum, FBS 

6. Glutamin (GIBCO) 
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7. Penicillin-Streptomycin (GIBCO) 

8. Mitogen (Concanavalin A) 

Prosedur : 

1. Mencit dibunuh dengan dislokasi cervix atau inhalasi dengan sodium 

pentobarbital, dibaringkan telentang dan seluruh permukaan ventral 

disiram ethanol 70%. 

2. Buat irisan kecil pada kulit menggunakan gunting pada medial abdomen. 

Robek kulit menggunakan 2 pinset kearah kepala dan ekor mencit, 

sehingga kulit terkelupas, dan tampak peritoneum. Basahi peritoneum 

dengan ethanol 70% untuk menyingkirkan bulu- bulu yang rontok. 

3. Rendam gunting dan pinset dalam ethanol 95%. Gunting peritoneum 

dengan irisan berbentuk huruf U mengelilingi limpa. Peritoneum dilipat ke 

atas, angkat limpa dengan menggunakan pinset. Pisahkan limpa dari 

pembuluh darah dan jaringan sekitarnya menggunakan gunting. Letakkan 

limpa pada petri dish berisi 1,5 ml RPMI. 

4. Semprotkan media menggunakan spuit ke dalam limpa sampai semua sel 

keluar. 

5. Dengan menggunakan pipet Pasteur, pindahkan suspense sel tabung 

pemusing. Biarkan sel- sel yang menggumpal mengendap selama 5 atau 6 

menit. 

6. Pindahkan suspense sel ke tabung yang lain dan pusingkan sel pada 

kecepatan 200 xg selama 10 menit pada suhu 4
o
C. Pellet yang didapat 

diresuspensikan dalam 2 ml lysing buffer pada suhu ruang (25
o
C) dikocok-
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kocok untuk melisiskan eritrosit, lalu pusingkan pada kecepatan 200 xg 

selama 10 menit pada suhu 4
o
C. 

7. Buang supernatant dan pellet dicuci 2x dengan RPMI dengan cara dipipet 

berulang- ulang dan dipusingkan pada kecepatan 200 xg selama 10 menit 

pada suhu 4
o
C. 

8. Hitung sel- sel menggunakan hematocytometer. 

9. Untuk keperluan pemeriksaan sitokin (mis : INF – γ), kultur sel dengan 

kepadatan 3 x 10
6
 sel/ml dalam medium komplit yang terdiri dari RPMI 

1640 mengandung penisilin (50 U/ml), streptomycin (50 µg/ml), 

glutamine (1 mM) dan 10 % FBS selama 72 jam dalam CO2 inkubator 

pada suhu 37
o
C. 
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Lampiran 2. Prosedur Pemeriksaan IFN-γ 

PROSEDUR PEMERIKSAAN IFN-γ 

Reagen (kit) yang tersedia : 

1. Microwell plate berlapis Ab monoklonal spesifik terhadap IFN- γ mencit 

2. Biotin-Conjugate 

3. Streptavidin-HRP 

4. Mouse IFN- γ standard lyophilized 

5. Sample diluent 

6. Assay buffer 

7. Wash buffer 

8. Substrate Solution  

9. Stop Solution 

10. Pewarna (blue-dye, green-dye, red-dye) 

11. Adhesive films 

Alat dan bahan tambahan yang dibutuhkan : 

1. Micropipet 

2. Distilled water 

3. ELISA reader 

4. Tube eppendorf 

Persipan reagen :  

1. Pembuatan standard dilution : 
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- Siapkan tube 7 buah (S1-S7). 

- Tambahkan 100 μl sample diluent ke dalam masing-masing tube. 

- Tambahkan 100 μl mouse IFN- γ standard ke dalam tube S1. 

- Lakukan pengenceran bertingkat. 

2. Pengenceran wash buffer : 50 ml wash buffer diencerkan dalam 950 ml 

distilled water. 

3. Pengenceran Assay buffer : 5 ml assay buffer diencerkan dalam 95 ml 

distilled water. 

4. Pengenceran Biotin-conjugate : 0,06 ml biotin-conjugate diencerkan dalam 

5,94 ml assay buffer. 

5. Pengenceran Streptavidin-HRP : 0,06 ml Streptavidin-HRP dalam 5,94 ml 

Assay buffer. 

Persiapan sampel : 

Sampel berupa supernatant yang berasal dari kultur splenosit selama 72 jam. 

Prosedur pemeriksaan : 

1. Tentukan jumlah microwell strips yang dibutuhkan. 

2. Cuci microwell strips 2 kali dengan wash buffer. 

3. Tambahkan 100 μl standard dilution ke dalam standard well. 

4. Tambahkan 100 μl sample diluent ke dalam blank well. 

5. Tambahkan 50 μl sample diluent ke dalam sample well. 

6. Tambahkan 50 μl sample A, B, C ke dalam sample well. 

7. Siapkan biotin-conjugate. 
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8. Tambahkan 50 μl biotin-conjugate ke semua well. 

9. Tutup microwell strips dan inkubasi 2 jam pada suhu ruangan (18-25
o
 C). 

10. Siapkan Streptavidin-HRP. 

11. Kosongkan dan cuci microwell strips 3 kali dengan wash buffer. 

12. Tambahkan 100 μl streptavidin-HRP ke semua well. 

13. Tutup microwell strips dan inkubasi 1 jam pada suhu ruangan (18-25
o
 C). 

14. Kosongkan dan cuci microwell strips 3 kali dengan wash buffer. 

15. Tambahkan 100 μl substrate solution ke semua well. 

16. Inkubasi selama 10 menit pada suhu ruangan (18-25
o
 C). 

17. Tambahkan 100 μl stop solution ke semua well. 

18. Baca dengan ELISA reader pada 450 nm. 
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Lampiran 3. Prosedur Pemeriksaan IL-4 

PROSEDUR PEMERIKSAAN IL-4 

Reagen (kit) yang tersedia : 

1. Microwell plate berlapis Ab monoklonal spesifik terhadap IL-4 mencit 

2. Biotin-Conjugate 

3. Streptavidin-HRP 

4. Mouse IL-4 standard lyophilized 

5. Sample diluent 

6. Assay buffer 

7. Wash buffer 

8. Substrate Solution  

9. Stop Solution 

10. Pewarna (blue-dye, green-dye, red-dye) 

11. Adhesive films 

Alat dan bahan tambahan yang dibutuhkan : 

1. Micropipet 

2. Distilled water 

3. ELISA reader 

4. Tube eppendorf 

Persipan reagen :  

1. Pembuatan standard dilution : 



64 
 

- Siapkan tube 7 buah (S1-S7). 

- Tambahkan 100 μl sample diluent ke dalam masing-masing tube. 

- Tambahkan 100 μl mouse IL-4 standard ke dalam tube S1. 

- Lakukan pengenceran bertingkat. 

2. Pengenceran wash buffer : 50 ml wash buffer diencerkan dalam 950 ml 

distilled water. 

3. Pengenceran Assay buffer : 5 ml assay buffer diencerkan dalam 95 ml 

distilled water. 

4. Pengenceran Biotin-conjugate : 0,06 ml biotin-conjugate diencerkan dalam 

5,94 ml assay buffer. 

5. Pengenceran Streptavidin-HRP : 0,06 ml Streptavidin-HRP dalam 5,94 ml 

Assay buffer. 

Persiapan sampel : 

Sampel berupa supernatant yang berasal dari kultur splenosit selama 72 jam. 

Prosedur pemeriksaan : 

1. Tentukan jumlah microwell strips yang dibutuhkan. 

2. Cuci microwell strips 2 kali dengan wash buffer. 

3. Tambahkan 100 μl standard dilution ke dalam standard well. 

4. Tambahkan 100 μl sample diluent ke dalam blank well. 

5. Tambahkan 50 μl sample diluent ke dalam sample well. 

6. Tambahkan 50 μl sample A, B, C ke dalam sample well. 

7. Siapkan biotin-conjugate. 
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8. Tambahkan 50 μl biotin-conjugate ke semua well. 

9. Tutup microwell strips dan inkubasi 2 jam pada suhu ruangan (18-25
o
 C). 

10. Siapkan Streptavidin-HRP. 

11. Kosongkan dan cuci microwell strips 3 kali dengan wash buffer. 

12. Tambahkan 100 μl streptavidin-HRP ke semua well. 

13. Tutup microwell strips dan inkubasi 1 jam pada suhu ruangan (18-25
o
 C). 

14. Kosongkan dan cuci microwell strips 3 kali dengan wash buffer. 

15. Tambahkan 100 μl substrate solution ke semua well. 

16. Inkubasi selama 10 menit pada suhu ruangan (18-25
o
 C). 

17. Tambahkan 100 μl stop solution ke semua well. 

18. Baca dengan ELISA reader pada 450 nm. 
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HASIL OUTPUT ANALISIS DATA 

Explore 

IFN-  

 

 

 

 

 

 

 

Case Summaries

IFN-gamma

8 16.1659 4.51986 14.9796 10.51 25.03

8 29.4245 8.77348 31.1693 12.75 40.66

8 23.8420 6.89195 24.4700 12.19 33.40

8 25.3771 5.28716 25.8655 15.54 32.84

32 23.7024 7.92896 23.9115 10.51 40.66

Kelompok

K

P1

P2

P3

Total

N Mean Std.  Deviation Median Minimum Maximum

Tests of Normality

.180 8 .200* .936 8 .572

.203 8 .200* .944 8 .648

.190 8 .200* .964 8 .844

.188 8 .200* .947 8 .680

Kelompok

K

P1

P2

P3

IFN-gamma

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

.781 3 28 .514

.753 3 28 .530

.753 3 21.231 .533

.778 3 28 .516

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on t rimmed mean

IFN-gamma

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.



69 
 

 

 

 

Oneway 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

IFN-gamma

738.926 3 246.309 5.700 .004

1209.992 28 43.214

1948.918 31

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
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Post Hoc Tests 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Multiple Comparisons

Dependent  Variable: IFN-gamma

LSD

-13.25863* 3.28687 .000 -19.9915 -6.5258

-7.67614* 3.28687 .027 -14.4090 -.9433

-9.21120* 3.28687 .009 -15.9440 -2.4784

13.25863* 3.28687 .000 6.5258 19.9915

5.58249 3.28687 .101 -1.1504 12.3153

4.04743 3.28687 .228 -2.6854 10.7803

7.67614* 3.28687 .027 .9433 14.4090

-5.58249 3.28687 .101 -12.3153 1.1504

-1.53506 3.28687 .644 -8.2679 5.1978

9.21120* 3.28687 .009 2.4784 15.9440

-4.04743 3.28687 .228 -10.7803 2.6854

1.53506 3.28687 .644 -5.1978 8.2679

(J) Kelompok

P1

P2

P3

K

P2

P3

K

P1

P3

K

P1

P2

(I) Kelompok

K

P1

P2

P3

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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Explore 

IL-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

Case Summaries

IL-4

8 4.9496 .74953 5.0673 4.05 5.87

8 8.1638 .75321 8.0742 6.88 9.30

8 6.3355 .68498 6.3100 5.43 7.52

8 6.6924 .77614 6.6853 5.68 8.11

32 6.5353 1.35902 6.4689 4.05 9.30

Kelompok

K

P1

P2

P3

Total

N Mean Std.  Deviation Median Minimum Maximum

Tests of Normality

.240 8 .195 .859 8 .118

.210 8 .200* .938 8 .591

.137 8 .200* .966 8 .869

.154 8 .200* .961 8 .822

Kelompok

K

P1

P2

P3

IL-4

Stat istic df Sig. Stat istic 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

.245 3 28 .864

.258 3 28 .855

.258 3 23.899 .855

.249 3 28 .861

Based on Mean

Based on Median

Based on Median and

with adjusted df

Based on t rimmed mean

IL-4

Levene

Stat ist ic df 1 df 2 Sig.
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Oneway 

 

 

 

 

 

 

ANOVA

IL-4

41.850 3 13.950 25.355 .000

15.405 28 .550

57.255 31

Between Groups

Within Groups

Total

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
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Post Hoc Tests 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Multiple Comparisons

Dependent  Variable: IL-4

LSD

-3.21425* .37087 .000 -3.9739 -2.4546

-1.38594* .37087 .001 -2.1456 -.6263

-1.74284* .37087 .000 -2.5025 -.9831

3.21425* .37087 .000 2.4546 3.9739

1.82831* .37087 .000 1.0686 2.5880

1.47141* .37087 .000 .7117 2.2311

1.38594* .37087 .001 .6263 2.1456

-1.82831* .37087 .000 -2.5880 -1.0686

-.35689 .37087 .344 -1.1166 .4028

1.74284* .37087 .000 .9831 2.5025

-1.47141* .37087 .000 -2.2311 -.7117

.35689 .37087 .344 -.4028 1.1166

(J) Kelompok

P1

P2

P3

K

P2

P3

K

P1

P3

K

P1

P2

(I) Kelompok

K

P1

P2

P3

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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FOTO HASIL PENELITIAN 

 

1. Interferon Gamma (IFN-ϒ) 

Gambar 8. Perubahan Warna Setelah Diberi Substrate Solution 

 

Gambar 9. Perubahan Warna Setelah Diberi Stop Solution 
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2. Interleukin 4 (IL-4) 

Gambar 10. Perubahan Warna Setelah Diberi Substrate Solution 

Gambar 11. Perubahan Warna Setelah Diberi Stop Solution 

 

 



76 
 

FOTO KEGIATAN PENELITIAN 
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