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Lampiran 1. Skema Kerja

LAMPIRAN

Mencit (Mus musculus)
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Kelompok 1
Kontrol Negatif
NaCMC 0.5%

Kelompok 2
Konsentrat
buah tomat
50 mg/kgBB

Kelompok 3

Konsentrat

buah tomat
150 mg/kgBB

Kelompok 4

Konsentrat

buah tomat
600 mg/kgBB

Kelompok 5
Kontrol Positif
Elacridar
20 mg/kgBB

Diberikan selama 7 hari

)

Diberikan suspensi siklosporin 2 mg/kgBB
pada hari ke-7 tiap kelompok

y

Pengambilan Sampel Darah
(jam ke 0,25; 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 24)

Analisis menggunakan HPLC

V

Analisis Data
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Lampiran 2. Perhitungan Dosis

Produk jus buah tomat yang beredar diketahui mengandung 160 g buah

tomat dalam 200 mL, sehingga

Dosis manusia =160 g/60 kgBB
= 2,7 g/kgBB
Konversi dosis mencit =2,79/Kgx12,3

= 33,2 g/kgBB — 30 g/kgBB

Sebanyak 10 kg tomat segar menghasilkan 189 g konsentrat kering tomat

(faktor pembagi = 53)
Konsentrat tomat 30 g/kgBB = 30.000 mg/53

=566 mg — 600 mg/kgBB
Variasi Dosis
a) Dosis 1 (50 mg/kgBB)
Dosis 1 ekor mencit (35 g) = 50 mg/kgBB
=50 mg/1000 gBB
=1,75mg/ 35 g/ 0,35 ml
Dosis 1 kelompok mencit =1,75mg x 7
= 12,25 mg/ 2,45 ml NaCMC
b) Dosis 1 (150 mg/kgBB)
Dosis 1 ekor mencit (35 g) = 150 mg/kgBB
=150 mg/1000 gBB
=5,25mg/ 35 g/ 0,35 ml
Dosis 1 kelompok mencit =5,25mg x 7
= 36,75 mg/ 2,45 ml NaCMC
c) Dosis 1 (600 mg/kgBB)
Dosis 1 ekor mencit (35 g) = 600 mg/kgBB
= 600 mg/1000 gBB
=21 mg/ 35 g/ 0,35 ml
Dosis 1 kelompok mencit =21 mgx 7
=147 mg/ 2,45 ml NaCMC
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Siklosporin 2 mg/kgBB

Dosis yang diberikan =35 g x 0.002 mg/gBB
=0.07 mg

Siklosporin yang ditimbang = (0.07 mg x 26 ekor) dalam (0,35 ml x
26 ekor)

=1.82 mg dalam 9,1 ml NaCMC

Elacridar 20 mg/kgBB

Dosis yang diberikan =35 g x 0.02 mg/gBB
=0.7 mg

Siklosporin yang ditimbang = (0.7 mg x 5 ekor) dalam (0,35 ml x 5
ekor)
= 3.5 mg dalam 1.75 ml NaCMC



Lampiran 3. Bobot Badan Mencit Pada Tiap Kelompok

Tabel 2. Bobot badan mencit pada kelompok |
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Mice H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Mice 1 33 36,6 36,6 34,1 34 34,2 34
Mice 2 28,4 31,5 30,7 28,2 28,2 28,8 28,4
Mice 3 25,6 26 25,5 24,3 25,1 25,1 24,4
Mice 4 29 30,9 30,7 29 29,4 29,8 29,1
Mice 5 35 35,3 35,5 33,5 33,7 33,2 33,2
Tabel 3. Bobot badan mencit pada kelompok Il

Mice H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Mice 1 27,6 28,3 28,1 27,5 27,6 27,9 28,8
Mice 2 26,1 26,9 26,7 26,4 26,4 26,1 28,2
Mice 3 36,7 27,4 26,8 26,7 27,3 27,6 29,9
Mice 4 30 30,8 30,2 29,4 29,9 29,8 31,8
Tabel 4. Bobot badan mencit pada kelompok I

Mice H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Mice 1 30,3 33,4 31,1 29,8 30,7 29,3 31,2
Mice 2 31,1 33,8 32 31,7 32,4 30,5 32,3
Mice 3 27,3 29,4 27,6 27 27,8 25,2 27,8
Mice 4 31,2 33,5 32,3 31,6 32,5 30,7 32,4
Mice 5 28,3 30,8 28,7 28,2 28,3 27,1 29,2
Tabel 5. Bobot badan mencit pada kelompok 1V

Mice H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Mice 1 26,1 28,5 26,4 26,3 27,3 27,9 27,8
Mice 2 31,4 32,3 31 30,4 30,6 31 32,5
Mice 3 29 31,4 29,6 28,8 29,6 29,9 30,4
Tabel 6. Bobot badan mencit pada kelompok V

Mice H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7
Mice 1 27,3 29,2 27,2 26,8 28,7 29,1 31,7
Mice 2 26 26,6 25,6 24,7 25,7 26,6 28,2
Mice 3 23,4 25,3 23,1 21,8 22,3 22,1 24,8
Mice 4 27,3 29,2 26,4 26 27,5 28,4 31,3
Mice 5 25,5 27 25,6 25,4 26,5 27,6 30,4
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Lampiran 4. Luas Area Kromatogram Siklosporin Pada Beberapa Seri

Kadar

Tabel 7. Luas Area Kromatogram Siklosporin Pada Beberapa Seri Kadar
No Seri konsentrasi (pl/mL) Luas Area
1 24 115957,8
2 72 385323,8
3 240 771810,8
4 720 1716398
5 2400 6740672




Lampiran 5. Kromatogram Standar Siklosporin

1. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 24 ppm

BIOFARMAKA

Puss Penelinan Fukuits Farmen
lamtm 4 wing B Gedong Posst Kagistan Penelition

Owomesoeran

2§ Torys

Report Filensme :
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Gambar 7. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 24 ppm
2. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 72 ppm

5240110012005

BIOFARMAKA
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Gambar 8. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 72 ppm
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fise gecak = ACN air 70 30.lom
fow rate = 1.0 mi'min



3. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 240 ppm

BIOFARMAKA o
Pusst Penelitisn Puluitss Farmasi
lantsi 4 wing B Gedung Posat Kegistan Penelitian
Sample Information
Chromemgram Acpired by : Admin
240 D:' 2023 \Mei\Aisysh' lampican \240.1cd Sample Name 2240
w Sample ID 1240
= Ty :1
Vaite :3
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50000- Daa Filename 124038
Aarhod Filename : ACN air 70 30.1cm
Batch Filensme 230 mai 27 240.1ch
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Gambar 9. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 240 ppm
4. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 720 ppm
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Posst Penelition Peiniess Furmasi
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‘Sample Infwmation
Chromatogmam Acyuired by - Admin
720 D:\2023 Mei\Aisysh\lammpisan 720,508 Sample Name 1720
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Pesk= Rer Time Ares Heaght Ares % Haight %
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Gambar 10. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 720 ppm



5. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 2400 ppm

BIOFARMAKA
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~
- =
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-
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Gambar 11. Kromatogram Standar Siklosporin pada konsentrasi 2400 ppm
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Lampiran 6. Kromatogram Sampel Pengukuran Kadar Siklosporin

Data dibawah mewakili masing-masing kelompok

1. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok |

BIOFARMAKA I
Puss Panetition Pubsites P
famtni 4 wing B Gedung Pusst Kegisten Penslition
‘Sample Infhrmanon
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Gambar 12. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok |

2. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok II
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Gambar 13. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok I
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3. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok Il
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Gambar 14. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok Il

4. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok IV

BIOFARMAKA
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Gambar 15. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok IV
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5. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok V

BIOFARMAKA
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Gambar 16. Kromatogram Sampel Pengukuran Siklosporin dalam plasma pada kelompok V
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Lampiran 7. Kadar Siklosporin dalam darah pada tiap-tiap kelompok

Kelompok | NaCMC 0,5%

Tabel 8. Kadar Siklosporin dalam darah pada kelompok |

Time Point Mice
1 2 3

luas area 947865,60 422999,30 2414174,50
0.25 Conc (nM) 329,32 139,04 860,90
Conc (ng/mL) 396,05 167,22 1035,33

Ave (ng/mL) 532,87
luas area 2210392,10 1624284,20 1127627,20
05 Conc (nM) 787,03 574,55 394,49
Conc (ng/mL) 946,49 690,95 474,42

Ave (ng/mL) 703,95
luas area 982222,8 1044589,90 1698085,90
1 Conc (nM) 341,78 364,39 601,30
Conc (ng/mL) 411,03 438,22 723,13

Ave (ng/mL) 524,12
luas area 479643,90 704361,80 1624284,20
2.5 Conc (nM) 159,58 241,05 574,55
Conc (ng/mL) 191,91 289,88 690,95

Ave (ng/mL) 390,92
luas area 721731,3 519651,80 331867,80
5 Conc (nM) 247,34 174,08 106,01
Conc (ng/mL) 297,46 209,35 127,48

Ave (ng/mL) 211,43
luas area 775719,60 369362,7 295033,50
10 Conc (nM) 266,92 119,60 92,65
Conc (ng/mL) 321,00 143,83 111,43

Ave (ng/mL) 192,08
luas area 466494,8 473763,50 346491,70
24 Conc (nM) 154,81 157,45 111,31
Conc (ng/mL) 186,18 189,35 133,86

Ave (ng/mL) 169,80




Kelompok Il Konsentrat tomat 50 mg/kgBB

Tabel 9. Kadar Siklosporin dalam darah pada kelompok I
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time point mice
1 2 3 4

Area 2107280,20 1664687,10 248752250 2141233,30
0.25 Conc (nM) 749,65 589,19 887,49 761,95
Conc (ng/mL) 901,53 708,57 1067,31 916,33

Ave (ng/mL) 898,44
Area 1714413,70 1963379,30 1876332,90 2868525,20
0.5 Conc (nM) 607,22 697,48 665,92 1025,62
Conc (ng/mL) 730,25 838,79 800,84 1233,42

Ave (ng/mL) 900,83
Area 2549850,00 2751388,70 2598634,70 1868338,20
1 Conc (nM) 910,09 983,15 927,78 663,02
Conc (ng/mL) 1094,48 1182,35 1115,75 797,36

Ave (ng/mL) 1047,49
Area 1815664,00 1652208,30 1538624,70 2033295,80
25 Conc (nM) 643,93 584,67 543,49 722,82
Conc (ng/mL) 774,39 703,13 653,61 869,27

Ave (ng/mL) 750,10
Area 2259638,30 1760340,80 355546220 2161495,30
5 Conc (nM) 804,88 623,87 1274,65 769,30
Conc (ng/mL) 967,96 750,27 1532,91 925,17

Ave (ng/mL) 1044,08
Area 1993614,80 1783460,90 2347980,60 3305579,50
10 Conc (nM) 708,44 632,25 836,91 1184,06
Conc (ng/mL) 851,97 760,35 1006,47 1423,97

Ave (ng/mL) 1010,69
Area 2262971,30 2126372,60 181008550 1919571,20
24 Conc (nM) 806,09 756,57 641,90 681,60
Conc (ng/mL) 969,41 909,85 771,96 819,69

Ave (ng/mL) 867,73




Kelompok Il Konsentrat tomat 150 mg/kgBB

Tabel 10. Kadar Siklosporin dalam darah pada kelompok i

a7

time point mice
1 2 3 4 5

height 622453,10 971753,70  1404109,9 1903103,1 661286,90
025 Conc (nM) 211,35 337,98 494,73 675,63 225,43
Conc (ng/mL) 254,17 406,46 594,96 812,51 271,11

Ave (ng/mL) 467,84
height 1664475,00  742560,90 545486,20 1433916,70  371326,80
05 Conc (nM) 589,12 254,89 183,45 505,53 120,31
' Conc (hg/mL) 708,48 306,54 220,62 607,96 144,69

Ave (ng/mL) 397,66
height 357209,90 325602,90 473612,50 716787,80 1936399,40
L Conc (nM) 115,19 103,74 157,39 245,55 687,70
Conc (ng/mL) 138,53 124,75 189,28 295,30 827,03

Ave (ng/mL) 314,98
height 634978,20  383649,10 71741550 364210,70  338527,20
25 Conc (nM) 215,89 124,78 245,78 117,73 108,42
Conc (ng/mL) 259,64 150,06 295,58 141,59 130,39

Ave (ng/mL) 195,45
height 363413,90 195744250  400306,90  424512,10  564219,80
c Conc (nM) 117,44 695,32 130,82 139,59 190,24
Conc (ng/mL) 141,24 836,20 157,32 167,88 228,79

Ave (ng/mL) 306,29
height 580161,40 539839,70  360258,70 1280484,00  493062,20
10 Conc (nM) 196,02 181,40 116,30 449,91 164,44
Conc (ng/mL) 235,74 218,16 139,86 541,06 197,76

Ave (ng/mL) 266,52
height 476996,10 354535,60 1082029,30  268948,00 1079871,90
” Conc (nM) 158,62 114,22 377,96 83,20 377,18
Conc (ng/mL) 190,76 137,37 454,54 100,05 453,60

Ave (ng/mL) 267,26




Kelompok IV Konsentrat tomat 600 mg/kgBB

Tabel 11. Kadar Siklosporin dalam darah pada kelompok IV
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) ) mice

time pomt 1 5 3
height 487496,20 439064,50 433273,30
0.25 Conc (nM) 162,43 144,87 142,77
Conc (ng/mL) 195,34 174,22 171,70

Ave (ng/mL) 180,42
height 2177486,70 176874,40 1813532,10
05 Conc (nM) 775,10 49,82 643,15
Conc (ng/mL) 932,14 59,91 773,46

Ave (ng/mL) 588,50
height 1954526,50 875542,50 628386,50
) Conc (nM) 694,27 303,10 213,50
Conc (ng/mL) 834,93 364,52 256,76

Ave (ng/mL) 485,40
height 481491,40 692300,60 631932,00
25 Conc (nM) 160,25 236,67 214,79
Conc (ng/mL) 192,72 284,63 258,31

Ave (ng/mL) 245,22
height 574745,40 373346,60 346806,80
Conc (nM) 194,06 121,04 111,42
> Conc (ng/mL) 233,37 145,57 134,00

Ave (ng/mL) 170,98
height 709764,40 375372,60 469025,70
10 Conc (nM) 243,01 121,78 155,73
Conc (ng/mL) 292,24 146,45 187,28

Ave (ng/mL) 208,66
height 343030,50 243511,20 206060,30
” Conc (nM) 110,05 73,97 60,40
Conc (ng/mL) 132,35 88,96 72,64

Ave (ng/mL) 97,98




Kelompok V Elacridar 20 mg/kgBB

Tabel 12. Kadar Siklosporin dalam darah pada kelompok V
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time point mice
1 2 3 4 5
height 751844,50 1528147,20 1750720,90
025 Conc (nM) 258,26 539,69 620,38
Conc (ng/mL) 310,59 649,04 746,08
Ave (ng/mL) 568,57
height 1255234,10 1220098,00 1215223,00
05 Conc (nM) 440,75 428,02 426,25
’ Conc (hg/mL) 530,05 514,74 512,61
Ave (ng/mL) 519,13
height 1215223,00 1760368,00 338819,10
L Conc (nM) 426,25 623,88 108,53
Conc (ng/mL) 512,61 750,28 130,52
Ave (ng/mL) 162,71
height 346062,80 902719,50 216722250 452525,50
25 Conc (nM) 111,15 312,96 771,38 149,75
Conc (ng/mL) 133,67 376,37 927,66 180,09
Ave (ng/mL) 404,45
height 403272,90 215829,80 431700,10  344440,20 725485,80
c Conc (nM) 131,89 63,94 142,20 110,56 248,70
Conc (ng/mL) 158,62 76,89 171,01 132,97 299,09
Ave (ng/mL) 167,72
height 356754,80 789175,30  395687,90  357532,00
10 Conc (nM) 115,03 271,79 129,14 115,31
Conc (ng/mL) 138,33 326,86 155,31 138,67
Ave (ng/mL) 189,79
height 189277,20  310675,30 339194,40  448938,20 457851,20
" Conc (nM) 54,31 98,32 108,66 148,45 151,68
Conc (ng/mL) 65,32 118,25 130,68 178,53 182,41
Ave (ng/mL) 135,04




Lampiran 8. Perhitungan Area Under Curve (AUC)

Tabel 13. Perhitungan Area Under Curve (AUC)

Time(min
Treated Mice (min) AUC(ng.min/mL) AUC(ng/mL.hr)  Average STd
15 30 60 150 300 600 1440
Micel 0 306,05 946,49 411,03 191,91 297,46 321,00 186,18 587083,0047 9784,716745
NaCMC Mice2 0 16722 690,05 43822 289,88 209,35 143,83 189,35 433054,6696 7217,577826 8352,428  1309,161
Mice3 0 103533 47442 72313 690,95 127,48 111,43 133,86 483299,2911 8054,988186
Micel 0 90153 730,25 109448 77439 967,96 851,97 969,41 1819729,961 30328,83268
Tomat 50 mg/kgBB Mice2 0 70857 83879 1182,35 703,13 750,27 760,35 909,85 1626221,403 27103,69005 3202857 4079605
Mice3 0 106731 800,84 111575 653,61 1532,91 100647 771,96 2081495,931 34691,59885
Mice4 0 91633 123342 797,36 869,27 92517 142397 819,69 2159410,051 35990,16752
Micel 0 25417 708,48 13853 250,64 141,24 23574 190,76 428035,8437 7133,930729
Mice2 0 406,46 306554 12475 150,06 836,20 218,16 137,37 661935,0248 11032,25041
Tomat 150 mg/kgBB  \ice3 0 50496 22062 189,28 29558 157,32 139,86 45454 474907,9303 7915,132172 9193,141  1627,172
Mice4 0 81251 607,96 29530 14159 167,88 541,06 100,05 616094,5207 10268,24201
Mice5 0 27111 14469 827,03 130,39 22879 197,76 453,60 576968,875 9616,147917
Micel 0 19534 093214 834,93 192,72 23337 29224 13235 562339,8424 9372,330707
Tomat 600 mg/kgBB  Mice2 O 17422 5901 36452 284,63 14557 14645 88,96 325677,3368 5427,955613 6910,294  2146,947
Mice3 0 171,70 77346 25676 258,31 134,00 187,28 72,64 355835,6637 5930,594395
Mice 1 0 31059 310,59 158,62 138,33 65,32 217047,041 3617,450684
Mice 2 0 649,04 530,05 133,67 76,89 326,86 118,25 385275,7834 6421,263057
Elacridar Mice 3 0 74608 51474 512,61 37637 171,01 15531 130,68 429857,2381 7164,287301 6575,05  2114,263
Mice 4 0 512,61 750,28 927,66 132,97 138,67 178,53 570401,3864 9506,689774
Mice 5 0 130,52 180,09 299,09 138,67 182,41 369933,5943 6165,559904
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Lampiran 9. Analisis Statistik

Tabel 2. ANOVA Summary

ANOVA summary
F 20.22
P value <0,0001
P value summary ek
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0,7294

Tabel 3. Dunnett’s Multiple Comparison

Dunnett's multiple Mean  95,00% Cl of Significa Summ  Adjusted P
comparisons test Diff, diff, nt? ary Value
NaCMC vs. tomat 50 -542 -761,510 —
mg/kgBB 322,5 Yes el <0,0001
NaCMC vs. Tomat 150 72,74 -146,8 to 0,8074
mgkgBB 292,3 No ns
NaCMC vs. Tomat 600 106,9 -112,7 to 0,5386
mg/kgBB 326,4 No ns
4834  -171.2t0 0,9442
NaCMC vs. Elacridar 267,8 No ns
Tabel 4. ANOVA Summary Cmax
ANOVA summary
= 2.809
P value 0,0700
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R square 0,4636
Tabel 5. Dunnett’s Multiple Comparison Cmax
Dunnett's multiple Mean  95,00% Cl of Significa Summ  Adjusted P
comparisons test Diff, diff, nt? ary Value
NaCMC vs. tomat 50 -915,5to 0,3149
mg/kgBB -343,5 228,4 No ns
NaCMC vs. Tomat 150 -310,8 to 0,5771
mgkgBB 236,1 783,0 No ns
NaCMC vs. Tomat 600 -496,0 to 0,9524
mg/kgBB 1155 726,9 No ns
-476,0 to 0,9204
NaCMC vs. Elacridar 1354 746,8 No ns
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Tabel 6. ANOVA Summary AUC

ANOVA summary
F 78,28
P value <0,0001
P value summary Fhkx
Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0,9543

Tabel 7. Dunnett’s Multiple Comparison AUC

52

Dunnett's multiple Mean 95,00% Cl of Significa Summ  Adjusted P
comparisons test Diff, diff, nt? ary Value
NaCMC vs. tomat 50 -28752 to -
mg/kgBB -23676 18601 Yes ool <0,0001
NaCMC vs. Tomat 150 -5694 to
mgkgBB -840,7 4012 No ns 0,9647
NaCMC vs. Tomat 600 -3984 to
mg/kgBB 1442 6868 No ns 0,8653
-3076 to
NaCMC vs. Elacridar 1777 6630 No ns 0,6991
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Lampiran 10. Dokumentasi Penelitian

Gambar 21. Penimbangan hewan coba

Gambar 23. Pemberian perlakuan hewan coba Gambar 24. Pengambilan darah hewan coba
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[

Gambar 25, Sentrifugasi sampel darah Gambar 26. Preparasi sampel plasma

Gambar 27. Pengukuran kadar siklosporin menggunakan
HPLC
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Lampiran 11. Surat Persetujuan Etik
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RSPTN UNIVERSITAS HASANUDDIN =
RSUP Dr. WAHIDIN SUDIROHUSODO MAKASSAR

Sekretariat : Lantai 2 Gedung Laboratorium Terpadu
JLPERINTIS KEMERDEKAAN KAMPUS TAMALANREA KM.10 MAKASSAR 90245.
Contact Person: dr. Agussalim Bukharl.,MMed.PhD, SpGK TELP. 081241850858, 0411 5780103, Fax : 0411-581431

REKOMENDASI PERSETUJUAN ETIK
Nomor: 314/UN4.6.4.5.31/ PP36/ 2023
Tanggal: 13 Mei 2023

Dengan ini Menyatakan bahwa Protokol dan Dokumen yang Berhubungan Dengan Protokol
berikut ini telah mendapatkan Persetujuan Etik :

No Protokol UH23040250 No
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Peneliti Utama | Aisyatul Islamiyah Ridwan Sponsor

Judul Peneliti Pengaruh Inhibisi Transporter P-Glikoprotein (P-gp) Oleh Konsentrat Buah
Tomat (Solanum lycopersicum) terhadap Profil Farmakokinetika Siklosporin

Pada Mencit (Mus musculus).
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Kewajiban Peneliti Utama:

¢ Menyerahkan Amandemen Protokol untuk persetujuan sebelum di implementasikan
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