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Lampiran 1. Lembar Inform Consent

FORMULIR PERSETUJUAN MENGIKUTI PENELITIAN SETELAH
MENDAPAT PENJELASAN

Saya yang bertandatangan dibawah ini :

Nama :  ..................................................................

Umur : ...................................................................

Alamat : ...................................................................

setelah mendengar/membaca  dan mengerti penjelasan yang diberikan  baik

mengenai tujuan, manfaat apa yang akan  diperoleh pada penelitian ini, serta risiko

yang mungkin terjadi, maka dengan ini saya menyatakan setuju untuk ikut dalam

penelitian ini secara sukarela tanpa paksaan.  Saya dengan ini menyetujui semua data

saya yang dihasilkan dalam penelitian ini disajikan dalam bentuk lisan maupun

tulisan.

Saya memahami bahwa keikutsertaan saya ini bersikat sukarela tanpa paksaan,

sehingga saya bisa menolak ikut atau mengundurkan diri dari penelitian ini tanpa

kehilangan hak saya untuk mendapat pelayanan kesehatan. Juga saya berhak bertanya

atau meminta penjelasan   bila masih ada hal yang belum jelas atau masih ada hal

yang ingin saya ketahui tentang penelitian ini.

NAMA TANDA TANGAN TG/BLN/THN

Klien ......................................... .............................. ..............................

Saksi 1 ......................................... .............................. ..............................

Saksi 2 ......................................... .............................. ..............................

Penanggung Jawab Penelitian :
Nama : Rosalia Englina Napitupulu, S. Si., Apt.
Alamat : Prodia Tower, Lantai 6, Jl. Kramat Raya No. 150, Jakarta Pusat
Telepon : 08119502768

Penanggung jawab Medis :
Nama : dr. Diah
Alamat : Prodia Tower, Lantai 2, Jl. Kramat Raya No. 150, Jakarta Pusat
Telepon : 021-3144182

DISETUJUI OLEH KOMISI ETIK
PENELITIAN KESEHATAN FK UNHAS
Tgl 18 April 2013
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Lampiran 2. Lembar Wawancara Pasien Penelitian

LEMBAR WAWANCARA PASIEN PENELITIAN

No Pasien : Lingkar Perut : cm
Nama Pasien : Tinggi Badan : cm
Jenis Kelamin : Laki-laki Berat Badan : kg
Tanggal Lahir : Tekanan Darah : mmHg
No Telp / HP : Suhu Tubuh :
E-mail : Demam / Tidak Demam
Alamat : Tgl Wawancara :

Tgl Pengambilan
:

Sampel /Jam

Riwayat penyakit yang pernah diderita

Riwayat Keluarga Obesitas : Ya / Tidak
Diabetes : Ya / Tidak
Hipertensi : Ya / Tidak
Riwayat PJK : Ya / Tidak
Dislipidemia : Ya / Tidak
Penyakit/Gangguan Ginjal : Ya / Tidak
Hepatitis : Ya / Tidak
Gangguan Fungsi Hati : Ya / Tidak
Sakit Gigi : Ya / Tidak
Demam/Flu dalam 2 minggu Terakhir : Ya / Tidak

Obat / Suplemen yang sedang dikonsumsi dalam 2 minggu terakhir

Penurun Lipid : Ya / Tidak             Jenis Obat     :
Kortikosteroid : Ya / Tidak             Jenis Obat     :
Antibiotik : Ya / Tidak Jenis Obat     :
Suplemen Antioksidan
Suplemen lainnya

:
:

Ya / Tidak             Frekuensi      : Ya
/ Tidak             Frekuensi      :

Sedang dalam Terapi Pengobatan Lain : Ya / Tidak Jenis Obat     :

Rutinitas

Merokok : Ya / Tidak             Jumlah/hari          :

Minum Alkohol : Ya / Tidak             Jumlah/hari          :
Olah Raga : (  ) < 1 kali seminggu

(  ) 1-3 kali seminggu @  jam
(  ) > 4 kali seminggu @  jam
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Lampiran 3. Rekomendasi Persetujuan Etik



76

Lampiran 4. Kualitas Mutu (QC) Pemeriksaan Progranulin

No. Standar CV (%)

1. Standar 1 0,00

2. Standar 2 5,44

3. Standar 3 9,06

4. Standar 4 6,38

5. Standar 5 6,06

6. Standar 6 2,33

7. Standar 7 0,51
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Lampiran 5. Kualitas Mutu (QC) Pemeriksaan Granulin

No. Standar CV (%)

1. Standar 1 6,43

2. Standar 2 2,24

3. Standar 3 1,11

4. Standar 4 2,32

5. Standar 5 3,32

6. Standar 6 1,37

7. Standar 7 0,96
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Lampiran 6. Kualitas Mutu (QC) Pemeriksaan Vaspin

No Kontrol
Hasil Kontrol

Range control
(μmol/L)

CV (%)

1 Positif 1,372 0.031 - 2 ng/mL 0,00

2 Negatif 0,22 0.031 - 2 ng/mL 0,00

No. Standar CV (%)

1. Standar 1 0,00

2. Standar 2 3,31

3. Standar 3 5,53

4. Standar 4 0,29

5. Standar 5 4,32

6. Standar 6 0,00

7. Standar 7 0,00
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Lampiran 7. Prosedur Kerja Pemeriksaan Progranulin

Prinsip :
Pemeriksaan ini menggunakan teknik kuantitatif sandwichenzyme
immunoassay technique.Progranulin sebelum nya dilapisi di atas
microplate.Standar dan sampel di-pipet ke dalam well-well dan Progranulin
yang ada akan diikat oleh antibodi. Setelah pencucian senyawa yang tidak
terikat, antibodi enzyme-linked monoclonal spesifik untuk Progranulin
dimasukkan ke dalam well-well. Kemudian dilakukan pencucian untuk
menghilangkan reagen antobodi-enzim yang tidak terikat, setelah itu
ditambahkan larutan substrat ke dalam well-well dan terbentuklah warna
yang sesuai dengan jumlah Progranulin yang diikat. Pembentukan warna
berhenti dan dilakukan pengukuran intensitas warna.

Spesimen:
Serum.

Prosedur:
1. Persiapkan reagen, standardan sampel.
2. Lepaskan strip microplate yang berlebih dari bingkai plat, kembalikan ke

kantung foil yang mengandung pak pengering.
3. Tambahkan 100 μl Assay Diluent RD1-5 pada masing-masing well
4. Tambahkan 50 μl Standar, control atau sampel di tiap well dalam waktu

15 menit. Tutup dengan strip yang disediakan.Inkubasi selama 2 jam
pada suhu ruang. Susunan plat untuk mencatat letak standardan sampel
sudah disediakan.

5. Aspirasi tiap well dan cuci, ulangi proses sebanyak tiga kali sehingga total
pencucian empat kali. Cuci dengan cara mengisi tiap well dengan Wash
Buffer (400 μl) menggunakan botol semprot, atau autowasher.
Penghilangan sempurna cairan di setiap langkah merupakan hal yang
sangat penting. Setelah pencucian terakhir, hilangkan Wash Buffer yang
tersisa dengan cara aspirasi atau dituang. Balikkan plat dan hadapkan ke
kertas tisu yang bersih.

6. Tambahkan 200 μl konjugat progranulin ke tiap well. Tutup dengan strip.
Inkubasi selama 2 jam pada suhu ruang.
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7. Ulangi aspirasi/pencucian seperti tahap 5.
8. Tambahkan 200 μl larutan substrat ke tiap well. Inkubasi selama 30 menit

di suhu ruang. Lindungi dari cahaya.
9. Tambahkan 50 μl Stop Solution ke tiap well. Warna di dalam well akan

berubah dari biru menjadi kuning. Jika warna dalam well adalah hijau atau
warna tidak seragam, maka perlahan ketukkan plat untuk memastikan
pencampuran menyeluruh.

10.Tentukan densitas optik di tiap well selama 30 menit, menggunakan
microplate reader pada panjang gelombang 450nm. Jika koreksi panjang
gelombang tersedia, atur pada 540 nm atau 570 nm. Kurangi pembacaan
dari 540 nm atau 570 nm sampai pembacaan 450 nm. Pembacaan yang
langsung pada 450 nm tanpa koreksi, dapat memberikan hasil lebih besar
dan kurang akurat.
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Lampiran 8. Prosedur Kerja Pemeriksaan Granulin

Prinsip :

Pemeriksaan menggunakan teknik quantitative sandwich enzyme
immunoassay. Antibodi spesifik terhadap GRN sebelum nya dilapisi di atas
microplate. Standar dan sampel di-pipet ke dalam well-well dan GRN yang
ada akan diikat oleh antibodi. Setelah pencucian senyawa yang tidak terikat,
antibody biotin-conjugated spesifik untuk GRN dimasukkan ke dalam well-
well. Setelah pencucian,avidin conjugated Horseradish Peroxidase (HRP)
ditambahkan ke dalam well-well. Setelah pencucian untuk menghilangkan
reagen avidin-enzim yang tidak terikat, setelah itu ditambahkan larutan
substrat ke dalam well-well dan terbentuklah warna yang sesuai dengan
jumlah GRN yang diikat, Pembentukan warna berhenti dan dilakukan
pengukuran intensitas warna.

Spesimen:
Serum

Prosedur:

1. Persiapkan reagen, standar dan sampel.
2. Mengacu ke Assay Layout Sheet untuk menentukan jumlah well yang

digunakan dan letakkan sisa well dan pengering ke dalam kantung dan
tutup, simpan well tidak terpakai pada suhu 4˚C.

3. Tambahkan 100 μl Standar dan sampel di tiap well. Tutup dengan strip
yang disediakan. Inkubasi selama 2 jam pada suhu 37˚C. Susunan plat
untuk mencatat letak standardan sampel sudah disediakan.

4. Hilangkan cairan pada tiap well, jangan dicuci.
5. Tambahkan 100 μlBiotin-antibody (1x) ke tiap well. Tutup dengan strip

yang baru.Inkubai selama 1 jam pada suhu 37˚C. (Biotin-antibody (1x)
bias terlihat berawan. Hangatkan sampai suhu ruang dan goyangkan
perlahan sampai larutan merata).

6. Aspirasi tiap well dan cuci, ulangi proses sebanyak dua kali sehingga total
pencucian tiga kali. Cuci dengan cara mengisi tiap well dengan Wash
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Buffer (200 μl) menggunakan botol semprot, pipet multi-channel atau
autowasher dan biarkan selama 2 menit. Penghilangan sempurna cairan
di setiap langkah merupakan hal yang sangat penting. Setelah pencucian
terakhir, hilangkan Wash Buffer yang tersisa dengan cara aspirasi atau
dituang. Balikkan plat dan hadapkan ke kertas tisu yang bersih.

7. Tambahkan 100 μl HRP-avidin (1x) ke tiap well. Tutup plat microtiter
dengan strip. Inkubasi selama 1 jam pada suhu 37˚C.

8. Ulangi aspirasi/pencucian seperti tahap 6.
9. Tambahkan 90 μl TMB Substrate ke tiap well. Inkubasi selama 15-30

menit di suhu 37˚C. Lindungi dari cahaya.
10.Tambahkan 50 μlStop Solution ke tiap well. Ketukkan plat secara

perlahan untuk memastikan pencampuran menyeluruh.
11.Tentukan densitas optik di tiap well dalam waktu 5 menit, menggunakan

microplate reader pada panjang gelombang 450 nm. Jika koreksi panjang
gelombang tersedia, atur pada 540 nm atau 570 nm. Kurangi pembacaan
dari 540 nm atau 570 nm sampai pembacaan 450 nm. Pembacaan yang
langsung pada 450 nm tanpa koreksi, dapat memberikan hasil lebih besar
dan kurang akurat.
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Lampiran 9. Prosedur Kerja Pemeriksaan Vaspin

Prinsip:

Standar, quality controls, dan sampel diinkubasi di microtitration well yang
sebelumnya dilapisi dengan antibody polyclonal anti-human vaspin. Setelah
inkubasi 60 menit diikuti pencucian, biotin labeled polyclonal anti-human
vaspin antibody ditambahkan dan diinkubasi dengan vaspin selama 60 menit.
Setelah pencucian berikutnya, streptavidin-HRP conjugate ditambahkan.
Setelah inkubasi 30 menit dan pencucian terakhir, sisa konjugasi dibiarkn
untuk bereaksi dengan larutan substrat (TMB). Reaksi dihentikan dengan
penambahan larutan asam dan diukur absorbansi produk yang dihasilkan
yang berwarna kuning. Absorbansi sebanding dengan konsentrasi vaspin.
Kurva standar dibuat dengan cara menempatkan nilai-nilai absorbansi
standar, dan konsentrasi sampel yang tidak diketahui dapat ditentukan.

Spesimen:
Serum

Prosedur:

1. Pipet 100 μl standar, quality controls, Dilution Buffer dan larutan sampel,
sebaiknya diduplikatkan, ke dalam well-well.

2. Inkubasi plat pada suhu ruang (25˚C) selama 1 jam, goyang pada 300
rpm pada orbital microplate shaker.

3. Cuci well sebanyak 5 kali menggunakan larutan pencuci (0,35 ml tiap
well). Setelah pencucian terakhir, balikkan dan ketukkan plat dengan kuat
menghadap kertas tisu.

4. Tambahkan 100 μl larutan Biotin Labelled Antibody ke tiap well.

5. Inkubasi plat pada suhu ruang (25˚C) selama 1 jam, goyang pada 300
rpm pada orbital microplate shaker.

6. Cuci well sebanyak 5 kali menggunakan larutan pencuci (0,35 ml tiap
well). Setelah pencucian terakhir, balikkan dan ketukkan plat dengan kuat
menghadap kertas tisu.

7. Tambahkan 100 μl konjugat Streptavidin-HRP ke tiap well.



84

8. Inkubasi plat pada suhu ruang (25˚C) selama 30 menit, goyang pada 300
rpm pada orbital microplate shaker.

9. Cuci well sebanyak 5 kali menggunakan larutan pencuci (0,35 ml tiap
well). Setelah pencucian terakhir, balikkan dan ketukkan plat dengan kuat
menghadap kertas tisu.

10.Tambahkan 100 μl larutan substrat ke tiap well. Hindari paparan plat
microtiter terhadap cahaya langsung. Tutup plat (misal dengan aluminium
foil).

11. Inkubasi plat selama 10 menit pada suhu ruang. Waktu inkubasi dapat
dilebihkan (sampau 20 menit) jika suhu reaksi di bawah 20˚C. Jangan
aduk plat selama inkubasi.

12.Hentikan pembentukan warna dengan penambahan 100 μlStop Solution.

13.Tentukan absorban di tiap well menggunakan microplate reader pada
panjang gelombang 450nm. Lebih baik dimulai dari 630 nm (rentang yang
diterima: 550-650 nm). Kurangi pembacaan dari 630 nm (550-650 nm)
untuk pembacaan 450 nm. Pembacaan harus berlangsung dalam waktu 5
menit setelah langkah ke-12.


