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LAMPIRAN 

 

LAMPIRAN 1. Persetujuan Etik 
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LAMPIRAN 2. Pemeriksaan Histopatologi / PA 

 Perhitungan Jumlah Vaskular 

 Untuk menghitung jumlah vaskular, pembuatan preparat PA mengikuti langkah-

langkah berikut ini: 

1. Sediaan preparat dideparafinisasi dengan xylene sebanyak 2 kali, masing-masing 

selama  5 menit dan direhidrasi masing-masing selama 5 menit berturut-turut dengan 

alkohol 96%, alkohol 80% dan  alkohol 70%.  

2. Kemudian dicuci dengan air mengalir selama 5 menit.  

3. Slide dimasukkan ke dalam larutan TRS, lalu dipanaskan dengan microwave selama 10 

menit. 

4. Setelah didinginkan, kemudian dicuci dengan PBS 2 kali, masing-masing selama 5 

menit.  

5. Pinggir jaringan ditandai, selanjutnya dilakukan perokside block selama 15 menit.  

6. Preparat dicuci kembali dengan PBS 2 kali, masing-masing selama 5 menit, kemudian 

diberi protein block selama 5 menit, lalu dicuci lagi dengan PBS 2 kali, masing-masing 

selama 5 menit.  

7. Antibodi yang dipakai adalah antibodi CD31 dengan pengenceran 1/200 yang 

diinkubasi pada suhu -20oC  

8. Sediaan dicuci dengan PBS 2 kali, masing-masing selama 5 menit. Diberikan Ultratek 

anti-polyvalent (ScyTek) selama 10 menit. Sediaan dicuci kembali dengan PBS 2 kali, 

masing-masing selama 5 menit.  

9. Kemudian diberi Ultratek HRP (ScyTek) selama 10 menit, lalu dicuci kembali dengan 

PBS 2 kali, masing-masing selama 5 menit.  
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10. Selanjutnya sediaan diinkubasi dengan chromogen diaminobenzidine (DAB) dan dicuci 

dengan air mengalir selama 5 menit, lalu direndam dalam larutan hematoxylin selama 

5 menit.  

11. Sediaan dicuci kembali dengan air mengalir. Setelah itu dilakukan dehidrasi dengan 

alkohol secara bertingkat (alkohol 70%, alkohol 80%, alkohol 96%) masing-masing 

selama 5 menit lalu dilakukan clearing ( xylol I, xylol II) masing-masing selama 5 

menit.  

12. Slide dikeringkan, kemudian diberi entelan, lalu ditutup dengan deck glass. 

13. Dilakukan penghitungan jumlah vaskular di bawah mikroskop dengan perbesaran 40 

kali. 

 

 Penilaian Kerusakan Jaringan dengan Pewarnaan HE 

 Setelah tungkai tikus dipotong, dilanjutkan dengan pembuatan preparat PA dengan 

langkah-langkah berikut: 

1. Deparafinisasi preparat yang telah kering dalam xylol sebanyak 2 kali (masing-masing 

selama 5 menit). 

2. Masukkan ke dalam alkohol 96% sebanyak 2 kali (masing-masing selama 5 menit). 

Lalu cuci dengan air mengalir sampai alkohol hilang. 

3. Masukkan ke dalam larutan hematoxylin selama 5-10 menit. Lalu cuci dengan air 

mengalir selama 10 menit. 

4. Celupkan ke dalam larutan HCl 0.4% sebanyak 3 kali celup untuk dekolorisasi. Lalu 

cuci kembali dengan air mengalir selama 10 menit. 

5. Masukkan ke dalam larutan lithium carbonat selama 30 detik lalu cuci dengan air 

mengalir selama 10 menit. 
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6. Masukkan ke dalam larutan eosin selama 1-2 menit, lalu cuci dengan air mengalir 

selama 10 menit. 

7. Masukkan ke dalam larutan ethanol selama 15 detik sebanyak 3 kali dan selama 1 menit 

sebanyak 2 kali. 

8. Rendam ke dalam larutan xylol selama 5 menit sebanyak 3 kali. 

9. Tetesi dengan entelan dan tutup dengan deck glass. 

10. Preparat dibaca di bawah mikroskop cahaya dengan perbesaran 40 kali  

11. Hitung skor kerusakan otot skelet dengan menggunakan Tabel 4. 
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