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Lampiran 1. Rancangan Perlakuan

54

[ Tikus jantan (8-12 minggu 150-200 gram) ]

A 4

Hari
ke 1-7 [ Diaklimatisasi ]
A 4 v
l K () P1 \ P2 P3
( Palan BR- ) 4 Pakan BR- N\ Pakan BR-1 R /Pakan BR-1
1 Comfeed 1 Comfeed, Comfeed, Comfeed,
Hari ~dan minum ad minum ad minum
ke 8- minum ad libitum .dan libitum dan adlibitum dan
37 libitum rhodamin B Sakarin thodamin B
22,5 157,77 22,5
mg/KgBB mg/KgBB mg/KgBB  +
Sakarin
157,77
. AN AN /| mg/KgBB
Hari \ 4 \ 4 Y
ke 38 [ Pembedahan dan pengambilan organ tikus jantan ]

v

[ Histopat Duodenum secara IHK ]

y

[ Pengukuran Ekspresi TGF-feta ’

\ 4

[ Histopatologi duodenum J

v

[ Analisa data ]




Perhitungan dosis untuk tikus yang memiliki berat badan 200 gram = 0,2 Kg

1.

Lampiran 2. Perhitungan Dosis Perlakuan

Kelompok perlakuan P1, dosis thodamin B 22,5 mg/KgBB
rhodamin B yang diberikan:

=0,2 Kgx 22,5 mg/Kg BB

=4,5 mg/ekor

Kelompok perlakuan P2, dosis sakarin 157,77 mg/KgBB
Sakarin yang diberikan:

=0,2 Kgx 157,77 mg/KgBB

= 31,55 mg/ekor

Kelompok perlakuan P3, kombinasi dosis thodamin B dan sakarin
Kombinasi rhodamin B dan sakarin:

= Dosis rhodamin B kelompok P1 + Dosis sakarin kelompok P2
=4,5 mg/ekor + 31,55 mg/ekor

=36,05 mg/ekor
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Lampiran 3. Pembuatan Preparat Histologi

Duodenum

- Difiksasi dengan Normal Saline Formaline 10%

- Didehidrasi dengan menggunakan alkohol dengan konsentrasi
bertingkat sampai konsentrasi alkohol 100%

- Dimasukkan dalam pelarut organik xylena atau tuolena

- Diletakkan pada cetakan berisi lilin parafin hangat

- Dipotong dengan ketebalan 5-6um dengan menggunakan
mikrotom

- Diletakkan pada kaca objek

Preparat




Lampiran 4. Pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE).

Preparat

- Dimasukkan dalam Xilol selama 2X3 menit

- Dimasukkan dalam Etanolabsolut 2X3 menit

- Dimasukkan dalam Etanol 90% selama 3 menit

- Dimasukkan dalam Etanol 80% selama 3 menit

- Dibilas dengan menggunakan air keran selama 1 menit
- Dicelupkan larutan hematoksilin selama 6-7 menit

- Dibilas dengan menggunakan air keran selama 1 menit
- Dimasukkan dalam larutan pembiru selama 1 menit

- Dibilas dengan menggunakan air keran selama 1 menit
- Dimasukkan dalam larutan Eosin selama 1-5 menit

- Dibilas dengan menggunakan air keran selama 1 menit
- Dimasukkan dalam Etanol 80% sebanyak 10 celupan

- Dimasukkan dalam Etanol 90% sebanyak 10 celupan

- Dimasukkan Etanolabsolut sebanyak 10 celupan

- Dimasukkan dalam Etanolabsolut selama 1 menit

- Dimasukkan dalam xilol 3X3 menit

- Diangkat dari larutan xilol

- Ditetesi dengan cairan perekat (DPX)

- Ditutup dengan menggunakan kaca penutup (cover glass)

Preparat HE
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Lampiran 5. MSDS Rhodamin B

Rhodamine B
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Lampiran 6. MSDS Sakarin
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Material Safety Data Sheet
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Section 1, Chemical Prodiel ahd Company identification Fage Number, 1
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Lampiran 7. Perhitungan Rata-Rata Persentase Area Ekspresi TGF-Beta
A. Peningkatan Persentase Area Ekspresi TGF-peta pada Duodenum Tikus
Putih (Rattus norvegicus)

Peningkatan rata-rata persentase area akspresi TGF-Beta pada
duodenum tikus putih (Rattus norvegicus) dalam penelitian ini sebagai
berikut:

1. Kelompok Perlakuan 1 (rhodamin B dosis 22,5 mg/KgBB)
% Ekspresi TGF — Beta

Rataan Kontrol (—) — Rataan Perlakuan 1
Rataan Kontrol (—)
24,5 — 37,3
24,5

=100% X

% Ekspresi TGF — Beta = 100 % X

= 52,2%
2. Kelompok Perlakuan 2 (Sakarin dosis 157,77 mg/KgBB)

% Ekspresi TGF — Beta
Rataan Kontrol (—) — Rataan Perlakuan 2
Rataan Kontrol (—)
24,5 — 30,9
—Za5

=100% X

% Ekspresi TGF — Beta = 100 % X

= 26,1 %

3. Kelompok Perlakuan 3 (Kombinasi rhodamin B dan sakarin)

% Ekspresi TGF — Beta

Rataan Kontrol (—) — Rataan Perlakuan 3

=100% X
% Rataan Kontrol (—)
. 24,5-51,6
% Ekspresi TGF — Beta = 100% X —<o89

= 110,6%.



Lampiran 8. Hasil Uji Statistika Ekspresi TGF-Beta pada Duodenum

A. Uji Normalitas Data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Residual for
Hasil
N 16
Normal Parameters®° Mean .0000
Std. Deviation 10.40717
Most Extreme Differences Absolute .183
Positive .183
Negative -.153
Test Statistic .183
Asymp. Sig. (2-tailed) .1563¢
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B. Tabel Deskriptif Ekspresi TGF-feta Duodenum

Hasil

Descriptives

95%
Confidence
Interval for

Mean

Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound
Kontrol 4| 24.4700 .34660 17330 23.9185
Kelompok perlakuan 1 41 37.2550 45118 .22559 36.5371
Kelompok perlakuan 2 4 30.8500 .51394 .25697 30.0322
Kelompok perlakuan 3 41 51.5700 1.73601 .86801 48.8076
Total 16| 36.0363 10.40717| 2.60179 30.4907
C. Uji Homogenitas Varian

C.Test of Homogeneity of Variances

Hasil
Levene Statistic df1 df2 Sig.

1.679 12 224
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Uji homogenitas varian digunakan sebagai bahan acuan untuk menentukan

keputusan berlaku atau tidaknya asumsi uji Analysis of Variance (ANOVA), yaitu

apakah keempat sampel mempunyai varian yang sama. Untuk mengetahui apakah

asumsi dari keempat kelompok sampel yang ada mempunyai varian yang sama
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(homogen), maka diperlukan dasar pengambilan keputusan dan hipotesis dalam uji
homogenitas.

Adapun hipotesisnya adalah sebagai berikut:

Ho= Keempat varian populasi adalah sama (homogen).
H; = Keempat varian populasi tidak sama (tidak homogen).

Dengan pengambilan keputusan yaitu:

a. Jika signifikan (p) >0,01 maka Hy diterima.
b. Jika signifikan (p) <0,01 maka Hy ditolak dan Hiditerima.

Berdasarkan pada hasil yang diperoleh pada Test of Homogenity of
Variances, dimana dihasilkan bahwa probabilitas atau signifikannya adalah 0,615
yang berarti lebih dari 0,01 maka dapat disimpulkan bahwa Ho diterima, maka
asumsi dari keempat varian populasi adalah sama (homogen).

Hasil dari uji normalitas dan homogenitas sampel didapatkan kesimpulan
bahwa data Ekspresi TGF-Beta tikus putih telah memenuhi asumsi sehingga

pengujian dapat dilanjutkan menggunakan uji Analysis of Variance (ANOVA).

D. Uji Lanjutan dengan Uji Tukey / Uji BNJ (Beda Nyata Jujur)

Uji lanjutan (Post-Hoc) dilakukan untuk mengetahui kelompok mana yang
berbeda dan yang tidak berbeda. Hal ini dapat dilakukan apabila F hitungnya
menunjukkan perbedaan, sedangkan jika F hitung menunjukkan tidak ada
perbedaan, maka analisa sesudah ANOVA tidak perlu dilakukan.

Pada tabel uji Tukey diatas dapat dilihat bahwa nilai signifikan < 0,01

artinya pemberian rhodamin B dan sakarin tersebut menyebabkan perbedaan yang
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signifikan terhadap Ekspresi TGF-Beta antar kelompok kecuali antara kelompok
perlakuan 1 dan kelompok perlakuan 2 yang menunjukkan tidak terdapat perbedaan

yang signifikan (nilai signifikan > 0,01).

E. Pemberian Notasi pada Uji Tukey / Uji BNJ (Beda Nyata Jujur)

Tabel L 9.6 Notasi pada BNJ (Beda Nyata Jujur) dari Ekspresi TGF-Beta Tikus
Putih pada Organ Duodenum

Hasil
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.01

Kelompok_Perlakuan N 1 2 3 4
Kontrol 4| 244700
Kelompok perlakuan 2 4 30.8500
Kelompok perlakuan 1 4 37,9550
Kelompok perlakuan 3 4 515700
Sig.

1.000 1.000 1.000 1.000
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F. Uli Statistika ANOVA

Tabel 9.7 Uji ANOVA dari Ekspresi TGF-Beta Pada Duodenum Tikus

ANOVA
Hasil
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1613.832 3 537.944 597.456 .000
Within Groups 10.805 12 1900
Total 1624.637 15

Berdasarkan pada hasil perlakuan pada uji ANOVA, didapatkan hasil yang
sangat signifikan (p<0,01), dimana dapat dilihat pada F hitung (597.456) > F table
(5.41), yang berarti Ho ditolak dan menerima H;, sehingga menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan yang sangat signifikan pada ekspresi TGF-Beta dengan
pemberian rhodamin B dan sakarin. Hal ini berarti bahwa pemberian kombinasi
antara rhodamin b dengan sakarin dapat mempengaruhi rata-rata persentase area

ekspresi TGF-Peta.



Lampiran 9. Layak Etik Penelitian

66

KOMISI ETIK PENELITIAN
UNIVERSITAS BRAWILIAY A

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
SETHICAL CLEARENCE™

Mo: FE5-HEF-UB

HKOMISI ETIK PERELITIAM (ANPMAL CARE AND USE COMMITTEE)

UNIVERSITAS BRAWILIAY A

TELAH MEMPELAJARI SECARA SERSAMA RARCANGAN PEMELITIAN YANG

FEMELITIAMN BERJUDUL

FERMELITI

UNITILEMBAGATEMPAT

Dby AT Sk

DIUSUILEAM, MAK A DEMGAN INI MENYATAKAN BAHWA:

Ul TOKSIEITAS REODAMIM B DAN  SasARIN
TERHADARP GalBARAM HISTOPATOLOGH GIMIAL TS
KEaADARE  SUPEROXIDE DISMUTASE (S00) Pl
SERLM TIKLIG PUTIH { Failus nonvagius §

LIRS TA FRAMUL LESTARD
UKIVERESITAS BRAWIIAYA
Lalk ETIE

Maiang, B Me 2017
Eelua Karmisi Crik Penalitian
P i niversitas Brawijava

T

h Sy Prof.lrdrh. Aulanni'am, DES
¥ = :
HIF 1SEO0S0E 198802 2 001

[

-5




