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LAMPIRAN 1
SKEMA KERJA

Ekstraksi Physalis angulata dan Ananas comosus

[ Physalis angulata ] [ Ananas comosus ]
Ditimbang sebanyak Ditimbang sebanyak
2000 gram 7000 gram

[ Tambahkan pelarut air sebanyak 2 liter ] [ Tambahkan pelarut air sebanyak 7 liter J

Ekstraksi menggunakan alat
press

- Sampel yang dibungkus kain
diletakkan di atas plat tengah
alat pres

- Sampel ditekan dengan tekanan
60 MPa selama 15 menit

[ Ekstrak cair ]

Dikeringkan menggunakan freeze
dryer selama 24 jam

Ekstrak kering Physalis
angulata dan Ananas comosus
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Pembuatan suspensi NaCMC 0,5%

Serbuk NaCMC

- Ditimbang sebanyak 0,5 gr

- ditambahkan aquadest yang
dipanaskan pada suhu 70°C
100 mL.

- Dicukupkan hingga hingga
tanda batas

- Aduk hingga homogen

v

Larutan NaCMC 0,5%

Pembuatan suspensi k-karagenan

Serbuk k-karagenan

- Ditimbang sebanyak 0,0682
gram

- Dimasukkan ke dalam beaker
lalu ditambahkan NaCl 0,9%
sebanyak 5 mL

- Kemudian aduk hingga
homogen selama +5 menit

v

Suspensi k-karagenan




Skema kerja secara umum

Mencit (Mus musculus) ]

- Diaklimatisasi selama + 3
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J

minggu
v v v \ v v K
4 ) (" Kel k Kel k
Kelompo elompo elompo Kelompok Kelompok Kelompok
Kelompok 3 4- . . .
k1: . : : 5: 6: 7
larutan 2: ekstrak Ekstrak kombinasi kombinasi kombinasi
NaCMC Karagenan daun buah ekstrak ekstrak ekstrak
0,5% (50 ciplukan nanas 1:1 1:3 3:1
mg/kgBB) 65 65 (32,5 (16,25 (48,75
— mg/kgBB mg/kgBB mg/kgBB : mg/kgBB : mg/kgBB
\ VAN _J 32,5 48,75 : 16,25
mg/kgBB) mg/kgBB) mg/kgBB)
- AN
| |
- Diberikan sebanyak 0,25 mL/hari
- Hari ke-21 : diinjeksi larutan K -
karagenan (50 mg/kgBB)
sebanyak 110 L secara
intraperitoneal
v
Perlakuan selama 25 hari dan
pengambilan darah di hari ke-26
v v

CD62P

[ Pengukuran ekspresi J

[ Pengukuran ekspresi

CD41

|

Olah data dan

analisis statistik
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Isolasi Platelet

[ Darah diambil dengan metode tusukan jantung ]

- Masukan ke dalam tabung EDTA

- Ficoll-Hipaque sebanyak 300 pL ke
dalam microtube

- Darah diambil lalu dimasukan ke
dalam microtube berisi Ficoll-Hipaque
perbandigan 1:1

2 lapisan Darah + Ficoll
Hipaque

- Disentrifugasi dengan kecepatan 1600
rpm pada suhu 23°C selama 30 menit

- Diambil lapisan paling bening dan
pindahkan pada microtube

Tambahkan PBS hingga 1 mL dan
sentrifugasi dngan kecepatan 2500
rpm selama 5 menit pada suhu 10°C

y
[ Supernatan dibuang dan pelet ]

diambil
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Pengukuran CD41 dan CD62P

Platelet yang telah diisolasi dan
disentrifugasi

]

[ Dlberi perwarna antibodi CD62P-PE dan ]

CD41-FITC sebanyak 50 uL

- Diinkubasi pada suhu 4°C selama 20
menit dalam kondisi gelap

- Ditambahkan 400 uL PBS

- Dipindahkan ke dalam kuvet

Analisis menggunakan flow
cytometer
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LAMPIRAN 2

TABEL

Nilai gate hasil flow cytometer semua mencit pada kelompok
perlakuan

UR LR UL
Kelompok (sell (sell (sell Teraktivasi(%) Tidak teraktivasi (%)

ML)  uL)  pb)

Sehat 045 334 0,99 3,79 88,13%
Sehat 048 304 091 3,52 86,36%
Sehat 033 305 0,85 3,38 90,24%
Karagenan 469 14,19 3,41 18,88 75,16%
Karagenan 4,77 14,82 3,64 19,59 75,65%
Karagenan 547 14,40 3,24 19,87 72,47%
Bkstrak Daun e 553 046 0,58 91,38%
Ciplukan
Bkstrak Daun e 535 19 0,40 87,50%
Ciplukan
Blstrak Daun ) e 531 (23 0,36 86,11%
Ciplukan
Ekstrak Buah 3,59 14,46 0,86 18,05 80,11%
Nanas
Ekstrak Buah 6,14 31,77 1,83 37,91 83,80%
Nanas
Ekstrak Buah 500 2431 1,36 29,31 82,94%
Nanas
Kombinasi 1:1 1,52 19,4 0,31 20,92 92,73%
Kombinasi1:1 1,25 19,12 0,31 20,37 93,86%
Kombinasi 1:1 1,81 28,14 0,60 29,95 93,96%
Kombinasi 1:3 0,36 12,55 0,17 12,91 97,21%
Kombinasi 1:3 0,33 11,26 0,24 11,59 97,15%
Kombinasi 1:3 05 12,05 0,40 12,55 96,02%
Kombinasi3:1 3,01 18,88 1,44 21,89 86,25%
Kombinasi3:1 3,29 2008 1,74 23,37 85,92%

Kombinasi 3:1 3,58 2199 1,82 25,57 86,00%
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LAMPIRAN 3

PERHITUNGAN

Perhitungan dosis pada mencit
a. 50:50
Ciplukan : 250 mg x 0,0026 (faktor konversi mencit)
= 0,65mg/20 gBB
Berat mencit yang dipakai £25 g
= 0,8125 mg/25 gBB mencit
= 32,5 mg/kgBB mencit
Larutan stok = 0,8125 mg/25 gBB/0,25 mL
= 32,5 mg/10 mL
Jadi, ekstrak ciplukan yang perlu ditimbang sebanyak 32,5 mg
disuspensikan dengan NaCMC 0,5% hingga 10 mL.
Nanas : 250 mg x 0,0026 (faktor konversi mencit)
= 0,65 mg/20 gBB
Berat mencit yang dipakai 25 g
= 0,8125 mg/25 gBB mencit
= 32,5 mg/kgBB mencit
Larutan stok = 0,8125 mg/25 gBB/0,25 mL
= 32,5 mg/10 mL
Jadi, ekstrak buah nanas yang perlu ditimbang sebanyak 32,5 mg

disuspensikan dengan NaCMC 0,5% hingga 10 mL.
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b. 75:25
Ciplukan : 375 mg x 0,0026 (faktor konversi mencit)
= 0,975 mg/20 gBB mencit
Berat mencit yang dipakai £25 g
=1,21875 mg/25 gBB mencit
= 48,75 mg/kgBB mencit
Larutan stok =1,21875 mg/25 gBB/0,25 mL
= 48,75 mg/10 mL
Jadi, ekstrak ciplukan yang perlu ditimbang sebanyak 48,75 mg
disuspensikan dengan NaCMC 0,5% hingga 10 mL.
Nanas : 125 mg x 0,0026 (faktor konversi mencit)
= 0,325 mg/20 gBB mencit
Berat mencit yang dipakai £25 g
= 0,40625 mg/25 gBB mencit
= 16,25 mg/kgBB mencit
Larutan stok = 0,40625 mg/25 gBB/0,25 mL
=16,25 mg/10 mL
Jadi, ekstrak buah nanas yang perlu ditimbang sebanyak 16,25 mg
disuspensikan dengan NaCMC 0,5% hingga 10 mL.
25:75
Ciplukan : 125 mg x 0,0026 (faktor konversi mencit)

= 0,325 mg/20 gBB mencit
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Berat mencit yang dipakai £25 g
= 0,40625 mg/25 gBB mencit
= 16,25 mg/kgBB mencit
Larutan stok = 0,40625 mg/25 gBB/0,25 mL
=16,25 mg/10 mL
Jadi, ekstrak ciplukan yang perlu ditimbang sebanyak 16,25 mg
disuspensikan dengan NaCMC 0,5% hingga 10 mL.
Nanas : 375 mg x 0,0026 (faktor konversi mencit)
= 0,975 mg/20 gBB mencit
Berat mencit yang dipakai £25 g
=1,21875 mg/25 gBB mencit
= 48,75 mg/kgBB mencit
Larutan stok =1,21875 mg/25 gBB/0,25 mL
= 48,75 mg/10 mL
Jadi, ekstrak buah nanas yang perlu ditimbang sebanyak 48,75 mg
disuspensikan dengan NaCMC 0,5% hingga 10 mL.

Perhitungan Kappa Karagenan
Diketahui :
dosis kappa karagenan = 50 mg/kgBB
volume pemberian secara intraperitoneal = 110 yL/mencit
Berat mencit yang dipakai rata-rata 30 g
= 50 mg/kgBB
= 50 mg/1000 gBB
=1,5 mg/30 gBB
Larutan stok  =1,5mg/110 pL
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= 68,2 mg/5 mL
Jadi, kappa karagenan yang perlu ditimbang sebanyak 68,2 mg

dilarutkan dengan NaCl 0,9% dalam 5 mL.

Perhitungan %Rendemen Physalis angulata
Diketahui :
Berat ekstrak kering daun Physalis angulata
Berat sampel daun Physalis angulata
Ditanya :
%rendemen ....7

Penyelesaian :

Berat ekstrak kering daun Physalis angulata

orendemen = Berat sampel daun Physalis angulata sebelum diekstrasi x100%
= 2 x100%
=9,00%

Perhitungan %Rendemen Ananas comosus

Diketahui :

Berat ekstrak kering Ananas comosus

Berat sampel Ananas comosus

Ditanya :

%rendemen ....7

Penyelesaian :

%rendemen = Berat ekstrak kering Ananas comosus x100%

Berat sampel Ananas comosus sebelum diekstrasi

3% 4100%
7000

5,57%



LAMPIRAN 4

DATA HASIL ANALISIS STATISTIKA

Analisis Jumlah Relatif CD41*CD62P*

Tes Kruskal-Wallis

Tes Statistik

52

teraktivasi
Kruskal-Wallis H 19,082
Df 6
Asymp. Sig. 0,004
Tes Post Hoc (Uji Lanjutan)
Perbandingan Kelompok Secara Berpasangan
Std. Tes
Sampel 1-Sampel 2 Tes Statistik Std. Eror Statistik Sig.
kombinasi 1:3-kombinasi 1:1 3,000 5,066 0,592 0,554
kombinasi 1:3-kontrol sehat 7,333 5,066 1,448 0,148
kombinasi 1:3-kelompok ciplukan 8,000 5,066 1,579 0,114
kombinasi 1:3-kombinasi 3:1 -11,667 5,066 -2,303 0,021
kombinasi 1:3-kelompok nanas 15,000 5,066 2,961 0,003
kombinasi 1:3-kontrol negatif 18,000 5,066 3,553 0,000
kombinasi 1:1-kontro sehat 4,333 5,066 0,855 0,392
kombinasi 1:1-kelompok ciplukan 5,000 5,066 0,987 0,324
kombinasi 1:1-kombinasi 3:1 -8,667 5,066 -1,711 0,087
kombinasi 1:1-kelompok nanas 12,000 5,066 2,369 0,018
kombinasi 1:1-kontrol negatif 15,000 5,066 2,961 0,003
kontrol sehat-kelompok ciplukan -0,667 5,066 -0,132 0,895
Kontrol sehat-kombinasi 3:1 -4,333 5,066 -0,855 0,392
kontrol sehat-kelompok nanas -7,667 5,066 -1,513 0,130
kontrol sehat-kontrol negatif -10,667 5,066 -2,105 0,035
kelompok ciplukan-kombinasi 3:1 -3,667 5,066 -0,724 0,469
kelompok ciplukan-kelompok nanas -7,000 5,066 -1,382 0,167



kelompok ciplukan-kontrol negatif
kombinasi 3:1-kelompok nanas
kombinasi 3:1-kontrol negatif

kelompok nanas-kontrol negatif

5,066
5,066
5,066
5,066

1,974
0,658
1,250
0,592

53

0,048
0,511
0,211
0,554
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LAMPIRAN 5

DOKUMENTASI PENELITIAN

Gambar 14. Pembuatan larutan
NaCMC 0,5%

ek

Gambar 15. Suspensi kombinasi Gambar 16. Pemberian kombinasi
ekstrak ekstrak secara oral hewan uji



Gambar 18. Pengukuran panjang

Gambar 17. Induksi karagenan h
trombosis pada ekor

secara intraperitoneal

/it

Gambar 20. Pengambilan darah
melalui tusukan jantung

Gambar 21. Penyiapan alat dan Gambar 22. Proses isolasi platelet
bahan isolasi palelet

95
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Gambar 23. Proses penambahan Gambar 24. Persiapan analisis
pewarna antibodi CD41 dan dengan flow cytometer
CD62P

Gambar 25. Analisis CD41°*CD62P* Gambar 26. Alat flow cytometer
menggunakan flow cytometer

Gambar 27. Gating hasil
flow cytometer
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KEMENTERIAN PENDIDIKAN, KEBUDAYAAN, RISET DAN TEKNOLOGI

KOMITE ETIK PENELITIAN FARMASI DAN KESEHATAN

FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS HASANUDDIN

Sckretariat : Lantai 3 Fakultas Farmasi

JL.PERINTIS KEMERDEKAAN KAMPUS UNHAS TAMALANREA KM.10 MAKASSAR 90245.
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Etik Penelitian Nurhasni Hasan, M.Si.,

M.Pharm.Sc., Ph.D., Apt.

Kewajiban peneliti utama:
e Menyerahkan amandemen protokol untuk persetujuan sebelum di implementasikan
e Menyerahkan laporan SAE ke komisi etik dalam 24 jam dan dilengkapi dalam 7 hari dan
lapor SUSAR dalam 72 jam setelah peneliti utama menerima laporan
e Menyerahkan laporan kemajuan (progress report) setiap 6 bulan untuk penelitian resiko
tinggi dan setiap setahun untuk penelitian resiko rendah
e Menyerahkan laporan akhir setelah penelitian berakhir
e Melaporkan penyimpangan dari protokol yang disetujui (protocol deviation/violation)
e Mematuhi semua peraturan yang ditentukan.



