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Lampiran 1 

 
Perhitungan Besar Sampel Penelitian 

 

Digunakan rumus besar sampel dari dua kelompok tidak berpasangan 

(independen) dengan studi kasus kontrol tidak berpasangan (Dahlan, 2009) :      

                                                                                                                                                       

 
 221

2
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21

2

PP

QPQPZPQZ
NN




 

 

 
 

Keterangan :   

N1  = N2 = Perkiraan besar sampel kelompok kontrol dan kelompok 

kasus  

Zα   = Deviat baku alfa 

Zβ   = Deviat baku beta 

     P2   = Proporsi pada kelompok standar, tidak berisiko, tidak terpajan 

     atau kontrol 

Q2   = 1 – P2 

P1 – P2  = Selisih proporsi minimal yang dianggap bermakna 

P1    = Proporsi pada kelompok uji, berisiko, terpajan atau kasus 

Q1    = 1 - P1 

P1 - P2  = proporsi total = (P1 + P2)/2 

Q    = 1 – P 
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Hasil perhitungan : 

 

Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya yang telah dilakukan Pangaribuan 

(2004): 

1. Variabel adiponektin: 

P2 (proporsi kadar adiponektin rendah pada kelompok tidak PCOS) = 0,29 

Q2   = 1 – P2 = 0,71 

P1 – P2  = 0,38 

P1   = 0,38 + 0,29 = 0,67 

Q1   = 1 – P1 = 0,33 

P   = (P1 + P2)/2 = (0,67 + 0,29)/2 = 0,48 

Q   = 1 – P = 1 – 0,48 = 0,52 

 

       (1,64 √(2 x 0,48 x 0,52)  +  0,84 √((0,67 x 0,33) + (0,29 x 0,71)))2 

     (0,67 – 0,29)2 

 

                        

 

 

2. Variabel testosteron: 

P2 (proporsi kadar testosteron tinggi pada kelompok tidak PCOS) = 0,29 

Q2   = 1 – P2 = 0,71 

P1 – P2  = 0,42 

P1   = 0,42 + 0,29 = 0,71 

Q1   = 1 – P1 = 0,29 

P   = (P1 + P2)/2 = (0,71 + 0,29)/2 = 0,5 

Q   = 1 – P = 1 – 0,5 = 0,5 

N1 = N2 = 

   N1 = N2  =   21 ≈  25 
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       (1,64 √(2 x 0,5 x 0,5)  +  0,84 √((0,71 x 0,29) + (0,29 x 0,71)))2 

     (0,71 – 0,29)2 

 

                      

 

 

3. Variabel HOMA: 

P2 (proporsi yang mengalami resistensi insulin pada kelompok tidak 

PCOS) = 0,04 

Q2   = 1 – P2 = 0,96 

P1 – P2  = 0,38 

P1   = 0,38 + 0,04 = 0,42 

Q1   = 1 – P1 = 0,58 

P   = (P1 + P2)/2 = (0,42 + 0,04)/2 = 0,23 

Q   = 1 – P = 1 – 0,23 = 0,77 

 

       (1,64 √(2 x 0,23 x 0,77)  +  0,84 √((0,42 x 0,58) + (0,04 x 0,96)))2 

     (0,42 – 0,04)2 

 

                      

 

 

Dari hasil perhitungan besar sampel berdasarkan ketiga variabel tersebut, 

maka minimal besar sampel yang digunakan adalah 25 (yaitu besar sampel 

yang tertinggi). 

 

 

 

 

N1 = N2 = 

   N1 = N2  =   17 ≈  20 

N1 = N2 = 

   N1 = N2  =   14 ≈  15 
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Lampiran 2 

PENJELASAN BAGI PESERTA PENELITIAN 

 

Assalamualaikum/ Selamat pagi/siang/sore, perkenalkan saya Bertha, 

mahasiswa Program Pasca sarjana S3 dari Fakultas Kedokteran Universitas 

Hasanudin Makassar, sedang melakukan penelitian tentang sindrom polikistik 

ovarium yang sering terjadi pada wanita yang tidak subur. Sebelumnya 

perkenankan saya untuk menjelaskan terlebih dahulu kepada Ibu mengenai 

maksud dan tujuan dari penelitian yang akan saya lakukan. 

 Salah satu penyebab terjadinya kegagalan kehamilan pada wanita 

subur (wanita reproduktif) adalah anovulasi, yaitu suatu keadaan dimana 

rahim (ovarium) tidak dapat melepaskan sel telur yang matang disetiap siklus 

menstruasi normal. Banyak faktor penyebab terjadinya anovulasi, salah satu 

diantaranya adalah sindrom polikistik ovarium (polycystic ovary syndrome, 

PCOS). PCOS adalah suatu sindroma dari kegagalan fungsi rahim (disfungsi 

ovarium) yang disertai dengan keadaan peningkatan hormon kelakian 

(hiperandrogenisme) dan ditemukannya banyak kistik di rahim (polycysic 

ovary, PCO). PCOS merupakan satu diantara beberapa penyakit endokrin 

yang paling sering terjadi pada wanita, yang tidak hanya mengakibatkan 

terjadinya anovulasi dan tanda kelakian seperti tumbuhnya rambut-rambut di 

daerah tubuh yang umumnya terjadi pada lelaki (hirsutisme), tetapi juga erat 

kaitannya dengan terjadinya gangguan metabolik yang pada waktu jangka 

panjang dapat mengakibatkan terjadinya keadaan Diabetes Melitus (DM), 

penyakit kardiovaskular, atau keganasan pada ovarium. Sampai saat ini 

PCOS belum dapat diatasi dengan baik, karena banyak faktor yang dapat 

mempengaruhi keadaan PCOS, salah satunya adalah Adiponektin. 

Adiponektin adalah suatu hormon protein yang diproduksi dan dikeluarkan 

secara eksklusif oleh sel-sel lemak, dan diduga pada penderita PCOS kadar 

Adiponektin cenderung rendah. Namun demikian sampai saat ini hubungan 

antara Adiponektin dengan PCOS belum jelas benar. 

Sehubungan dengan hal tersebut saya bermaksud mengadakan 

penelitian  untuk melihat peran dari Adiponektin dan faktor-faktor genetik yang 

terkait dengan Adiponektin dan PCOS pada wanita usia subur (reproduktif) 
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yang mengalami PCOS. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan 

antara Adiponektin dan faktor-faktor genetik yang terkait dengan Adiponektin 

dan PCOS yang diduga berperan dalam proses terjadinya PCOS pada wanita 

usia subur (reproduktif).  

Dengan lebih diketahuinya hubungan tersebut, hasil penelitian ini 

diharapkan dapat memberikan sumbangan bagi dunia ilmu kedokteran dalam 

mengatasi kasus-kasus infertil yang disebabkan oleh PCOS mulai dari upaya 

deteksi dini, pencegahan dan penanganan yang tepat. 

Berdasarkan hal tersebut maka saya sangat mengharapkan kesediaan 

ibu untuk ikut serta dalam penelitian ini. Keikutsertaan ibu dalam penelitian ini 

bersifat sukarela dan tanpa paksaan, oleh karena itu ibu berhak untuk 

menolak atau mengundurkan diri tanpa risiko kehilangan hak untuk mendapat 

pelayanan kesehatan di rumah sakit / klinik ini. 

Bila ibu bersedia ikut serta dalam penelitian ini, diharapkan ibu dapat 

memberikan persetujuan secara tertulis pada formulir yang telah disediakan. 

Selanjutnya akan ada  beberapa pertanyaan mengenai ibu, antara lain data 

pribadi, riwayat kesehatan dan pekerjaan/aktivitas ibu. Dokter akan melakukan 

beberapa pemeriksaan antara lain pemeriksaan tekanan darah dan keadaan 

umum ibu, serta pemeriksaan rahim ibu dengan menggunakan alat USG. Ibu 

juga akan diambil darahnya untuk dilakukan pemeriksaan laboratorium berupa 

Adiponektin, hormon-hormon reproduksi, dan pemeriksaan lainnya yang 

terkait dengan PCOS. Untuk lebih jelasnya dapat ibu lihat pada Lembar 

Permintaan Pemeriksaan yang akan dibuat oleh Dokter dan dibawa oleh ibu 

ke laboratorium. Identitas dan semua data yang terkait dengan ibu akan kami 

jaga kerahasiaannya. 

Pemeriksaan laboratorium akan dilakukan oleh petugas dari 

Laboratorium Klinik Prodia dengan cara diambil darah pada pembuluh darah 

di lipatan siku ibu sebanyak 3 kali dengan selang waktu 20 menit antar proses 

pengambilan. Hal ini dikarenakan sifat hormon yang tidak stabil dan dapat 

berubah-ubah kadarnya saat diperiksa. Sehingga untuk mendapatkan hasil 

pemeriksaan yang dapat mewakili kadar hormon yang sebenarnya, dapat 

diantisipasi dengan cara pengambilan darah 3 kali dengan selang waktu 15-

30 menit. Untuk dapat memenuhi kebutuhan pemeriksaan laboratorium 

tersebut, total darah ibu yang akan diambil adalah sebanyak kira-kira 24 cc 
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(darah I : 10 cc, darah II dan III : @ 7 cc). Pada saat melakukan pemeriksaan 

laboratorium ibu diminta untuk puasa antara 10-12 jam (contoh : terakhir 

makan jam 8 malam, datang ke Laboratorium Klinik Prodia jam 7 pagi), dan 

ibu juga akan diberi asupan minuman glukosa setara dengan 75 gram setelah 

proses pengambilan darah pertama. Serta diakhir proses ibu juga akan diberi 

makan oleh petugas Laboratorium Klinik Prodia. 

Proses pengambilan darah akan menimbulkan sedikit rasa sakit 

sebagaimana rasanya bila disuntik, juga bisa timbul memar ringan atau terjadi 

infeksi, namun terjadinya hal ini sangat kecil kemungkinannya karena  

pengambilan darah dilakukan secara bebas hama oleh petugas yang sudah 

terlatih dan ahli dibidangnya. Walaupun kemungkinannya kecil, namun bila 

terjadi dampak buruk akibat pengambilan darah ini, maka akan ditangani 

sebagaimana mestinya dengan mengikuti standar prosedur operasional yang 

ada di Laboratorium Klinik Prodia. Darah yang diambil tadi akan digunakan 

untuk beberapa pemeriksaan, yaitu pemeriksaan darah yang biasa dilakukan 

di rumah sakit untuk melihat kadar dari jenis-jenis pemeriksaan hormon yang 

berhubungan dengan PCOS dan sifat genetik yang berhubungan dengan 

Adiponektin pada PCOS. 

Keuntungan yang akan ibu dapatkan dengan mengikuti penelitian ini 

adalah dapat mengetahui status kesehatan ibu khususnya yang terkait 

dengan kasus infertil dan penyakit PCOS, melalui pemeriksaan USG dan 

laboratorium secara cuma-cuma (tidak dikenakan biaya), yang apabila 

dihitung nilai nominalnya yaitu sekitar Rp.5.000.000 (lima juta rupiah). Semua 

biaya yang ada hubungannya dengan penelitian ini akan ditanggung oleh 

peneliti. Tentunya disamping memberikan manfaat bagi ibu sendiri, hasil 

penelitian ini juga diharapkan akan sangat bermanfaaat bagi ibu-ibu lain yang 

menderita penyakit ini. Demikian pula halnya dalam dunia ilmu pengetahuan 

kesehatan di bidang laboratorium klinik dan kedokteran, hasil penelitian ini 

akan menambah informasi mengenai pengaruh Adiponektin dan faktor-faktor 

genetik yang terkait pada kejadian PCOS. Oleh karena itu saya akan sangat 

menghargai dan berterima kasih akan kepedulian serta keikutsertaan ibu 

terhadap pengembangan ilmu kedokteran. 

Sekali lagi perlu ibu ketahui, bahwa keikutsertaan ibu dalam penelitian 

ini bersifat sukarela dan tanpa paksaan, sehingga ibu mempunyai hak untuk 
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menolak ikut dalam penelitian ini. Demikian juga bila nantinya terjadi hal-hal 

yang tidak memungkinkan ibu untuk terus ikut dalam penelitian ini, atau ibu 

merasa tidak bersedia lagi ikut, maka ibu berhak untuk mengundurkan diri. 

Penolakan atau pengunduran diri ibu tersebut tidak akan mempengaruhi 

pelayanan kesehatan yang seharusnya ibu dapatkan. Apabila di kemudian 

hari terjadi perbedaan pendapat yang berkaitan dengan keikutsertaan ibu 

dalam penelitian ini, maka hal tersebut akan diselesaikan secara 

kekeluargaan. 

Data hasil penelitian ini akan dikumpulkan, diolah, dianalisis dan 

disimpan tanpa menyebutkan nama ibu dalam arsip tertulis atau elektronik 

(komputer), tidak bisa dilihat oleh orang lain selain peneliti atau tim dari Komisi 

Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran UNHAS Makassar.  Identitas 

ibu akan tetap dirahasiakan (anonim) apabila penelitian ini akan diajukan atau 

dipublikasikan pada  : 

 Forum ilmiah Program Pasca Sarjana (S3) Universitas Hasanuddin 

 Publikasi pada jurnal ilmiah kedokteran yang ada di  dalam maupun luar 

negeri 

Apabila masih ada hal-hal yang belum jelas atau belum dimengerti 

dengan baik oleh ibu, dapat menanyakan atau minta penjelasan pada saya : 

Dra. Bertha Pangaribuan, MSi, Apt (No. HP : 08129291415, No. Flexi : 

02170555541). 

Akhir kata jika ibu setuju untuk ikut serta dalam penelitian ini, saya 

mengharapkan ibu dapat menandatangani surat persetujuan untuk mengikuti 

penelitian (Informed Consent). Atas kesediaan dan kerjasama yang ibu 

berikan, saya ucapkan terima kasih. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISETUJUI OLEH  
KOMISI ETIK PENELITIAN 

KESEHATAN 
FAK. KEDOKTERAN UNHAS  

Tgl. 16 Januari 2009 
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Identitas peneliti : 

Nama       : Dra. Bertha Pangaribuan, MSi, Apt 

Alamat  : Taman Meruya Ilir Blok H5 No.5, Meruya Ilir, Jakarta - 

11530 

Telepon : 021-70555541 / HP. 08129291415 

 

Dokter penanggung jawab medis : 

Nama   :  

HP        :  
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Lampiran 3 

 
FORMULIR PERSETUJUAN SETELAH PENJELASAN 

(Informed Consent) 
 

SURAT PERSETUJUAN 
 

Saya yang bertandatangan dibawah ini : 
 
Nama   :  .................................................................. 

Tanggal lahir  : ................................................................... 

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

 
Setelah mendengar, membaca dan mengerti penjelasan yang diberikan oleh 
......................................, baik mengenai tujuan penelitian, manfaat yang akan 
diperoleh pada penelitian ini, serta risiko yang mungkin terjadi, maka dengan ini saya 
menyatakan setuju untuk ikut serta dalam penelitian ini secara sukarela, tanpa 
paksaan dan dalam keadaan sadar sepenuhnya.    

Saya tahu 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. 

Saya juga mengerti bahwa semua biaya yang dikeluarkan sehubungan 
dengan penelitian ini, dan kemungkinan  terjadinya hal-hal yang tidak diinginkan, 
menjadi beban peneliti.   

Apabila terjadi perselisihan akan diselesaikan secara musyawah untuk 
mencapai mufakat. 
 

Jakarta, ...........................2009 
 
            (Saksi)                                                                              (Subyek penelitian) 
 
 
 
 
(..........................................)            
(.................................................) 
 
 
    
Identitas peneliti 
Nama :   
HP. :    

 

Dokter penggung jawab medis: 

Nama : 
HP. : 
 
 
 

DISETUJUI OLEH  
KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN 

FAK. KEDOKTERAN UNHAS  
Tgl. 16 Januari 2009 
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Lampiran 4 

 
FORMULIR RIWAYAT KESEHATAN SUBYEK PENELITIAN 
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Lampiran 5 

 

ALUR PENANGANAN SUBYEK PENELITIAN DI LABORATORIUM 
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Lampiran 6 

 
ALUR PENANGANAN SAMPEL PENELITIAN 
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Lampiran 6 (lanjutan) 

 

 
ALUR PENANGANAN SAMPEL PENELITIAN 
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Lampiran 7 

 

Pemeriksaan Polimorfisme Gen Adiponektin 

 

 Pemeriksaan polimorfisme genetik adiponektin dilakukan di 

Laboratorium Molekular (Laboratorium Klinik Prodia), pelaksana laboratorium 

adalah staf yang terlatih dan mempunyai kompetensi dalam bidangnya. 

Pemeriksaan ini dilakukan dengan menggunakan sampel darah EDTA. 

Tahapan pengerjaan pemeriksaan ini adalah : 

1. Ekstraksi dan isolasi DNA 

2. Amplifikasi DNA dengan menggunakan metode PCR (Polymerase Chain 

Reaction) 

3. Deteksi dengan metode elektroforesis 

4. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 

ALAT DAN BAHAN YANG DIGUNAKAN 

 

I. Reagen 

Ekstraksi: 

- QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit ( Qiagen. Cat: 5110:50 reaksi 

atau Qiagen Cat: 51106:250 reaksi). 

- Ethanol 96%-100% 

Amplifikasi: 

- Primer Adiponectine- F (Eurogentec AIT)  
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- Primer Adiponectine- R (Eurogentec AIT) 

- Taq DNA Polymerase (Invitrogen.Cat.No.10966-018) 

- dNTP Mix (Invitrogen. Cat.No.10297-018) 

- ddH2O-DEPC 

Deteksi: 

- Agarose (Diastika. Cat. No.V3121) 

- TAE 10 X (Duastika. Cat. No.V 4271) 

- Ethidium Bromide (Diastika. Cat. No.H5041) 

- Blue Orange Loading Dye 6X (Promega. Cat.No.G1881) 

- Ladder 100 bp (Promega. Cat. No.G 2101) 

- Aquabidest 

RFLP: 

- Enzim REstriksi Sma I (AIT) 

- ddH2O-DEPC 

II. Barang Pembantu 

- Tabung PCR (0.2 mL) 

- Tabung Microcentrifuge 0.5 mL 

- Tabung Microcentrifuge 1.5 mL 

- Barrier Tips Set ( 0.2 µL-1000 µL) 

- Tips (0.2 µL-1000 µL) 
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- Polaroid Film 

- Gloves 

- Tissue 

- Parafilm 

III. Peralatan 

- Thermal Cycler (Perkin-Elmer 2400) 

- Micropipet set (0.2 µL-1000 µL) 

- Electroforesis Set 

- UV Transluminator 

- Kamera Polaroid 

- Gelas Ukur (100 mL -1L) 

- Erlenmeyer (100 mL -250 mL) 

- Neraca Analitik 

- Microwave 

- Centrifuge 
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PROSEDUR 

 

Ekstraksi dan isolasi DNA 

Reagen  : QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit ( Qiagen. Cat:    

                                   51104) 

Sampel   : Darah EDTA (Buffy Coat) 

Preparasi :   

a. Reagen 

1. Qiagen Protease (untuk 50 reaksi) : 

- Larutkan Lyophilized QIAGEN Protease dengan 1.2 mL Protease 

Solvent. 

- Stabil selama 2 bulan pada temperatur  2-8oC. 

- Stabil lebih lama pada temperatur -20oC.   

- Dibuat aliquot untuk menghindari beku cair. 

2. Buffer AL 

- Kocok Buffer AL sebelum digunakan. 

- Stabil pada suhu kamar selama 1 tahun. 

3. Buffer AW1 

- Larutkan Buffer AW1 dengan 25 µL etanol (96-100%). 

- Stabil pada suhu kamar selama 1 tahun. 
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4. Buffer AW2 

- Larutkan Buffer AW2 dengan 30 µL etanol (96-100%). 

- Stabil pada suhu kamar selama 1 tahun. 

 

b. Prosedur :  

1. Cairkan sampel pada suhu kamar. 

2. Set waterbath pada temperatur 56oC. 

3. Cairkan buffer AE atau ddH2O pada suhu kamar. 

4. Pastikan bahwa buffer AW1, buffer AW2 dan QIAGEN Protease telah 

disiapkan. 

5. Jika endapan terbentuk pada Buffer AL, inkubasi pada 56oC hingga 

endapan larut. 

 

Prosedur :  

1. Pipet 20 µL QIAGEN Protease (Proteinase K) ke dalam tabung  

microcentrifuge 1,5  mL. 

2. Tambahkan 200 µL sampel ke dalamnya. 

3. Tambahkan 200 µL Buffer  AL pada suhu kamar vortex selama 15 detik. 

4. Inkubasi pada 56oC selama 10 menit. 

5. Spindown.  
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6. Tambahkan 200 µL etanol (96%-100%) pada suhu kamar vortex selama 15 

detik. Spindown. 

7. Pindahkan campuran (620µL) ke QIAamp Mini Spin Column (jangan 

membasahi rim). Centrifuge pada 20000xg (14000 rpm) selama 1 menit 

(selain Buffy Coat : 6000xg (8000rpm) selama 1 menit).  Ganti collection 

tube. Buang filtrat. 

8. Tambahkan 500 µL Buffer AW1 (jangan membasahi rim). centrifuge pada 

6000 xg (8000 rpm) selama 1 menit. Buang filtrat ganti collection tube. 

9. Tambahkan 500 µL Buffer AW2 (jangan membasahi rim). centrifuge pada 

20.000xg (14.000 rpm) selama 3 menit. 

10. Ganti collection tube dengan tabung microcentrifuge 1,5 mL. Sentrifuge 

pada 20.000xg (14.000 rpm) selama 1 menit. 

11. Ganti tabung microcentrifuge 1,5 mL dengan tabung microcentrifuge 1.5 

mL baru. Tambahkan 200 µL Buffer AE atau aquadest. Inkubasi selama 5 

menit pada suhu kamar. Centrifuge pada 6000xg (8000 rpm) selama 1 

menit. 

12. Segera gunakan ekstrak DNA  atau simpan pada 2-8oC atau pada -15 oC  

sampai - 25oC untuk waktu penyimpanan lebih lama. 
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Amplifikasi : 

1. Buat Master Mix sesuai tabel (on ice) : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer adiponektin : 

Forward :  

GAAGTAGACTCTGCTGAGATGG 

Reverse : 

AGATGCAGCAAAGCCAAAGT 

2. Masukkan 20 µL master mix ke dalam tabung microsentrifuge 200 µL. 

3. Tambahkan template / ekstrak ke dalamnya. 

4. Vortex sesaat kemudian spindown. 

5. Masukkan ke thermocycler yang telah di-setting untuk proses amplifikasi. 

Reagen & 

konsentrasi  stock 

Volume total 25 
µL per 1 tes Konsentrasi 

akhir 

Volume (µL) 

Buffer PCR 5x 5 1x 

dNTP Mix 10mM 0,5 0.2 mM 

MgCl 25 mM 1,5 1.5 mM 

Taq DNA Polymerase 5U/ µL 0,1 01 unit 

Template 5 (20-150) ng 

Primer Forward 20 µM 0,5 0.4 µM 

Primer Reverse 40 µM 0,25 0.4 µM 

ddH2O 12,15  

Total  volume 25  
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Cycle Condition : 

Step 1 : 94oC selama 3 menit 

Step 2 : 94oC selama 30 detik 

Step 3 : 55oC selama 30 detik 

Step 4 : 72oC selama 1 menit 

Step 5 : 72oC selama 5 menit 

6. Segera gunakan amplikon atau simpan pada suhu -15oC sampai -25oC. 

 

Deteksi dengan metode elektroforesis 

Pembuatan Gel 2% : 

1. Timbang 0.6 gr Agarose Gel. 

2. Tambahkan 30 mL TAE satu kali. Kocok hingga homogen. 

3. Masukkan ke microwave hingga mendidih. Keluarkan setiap 30 detik. 

Kocok. 

4. Ulangi sebanyak dua kali. 

5. Setelah ± 50oC. Masukkan 3 µL Ethidium Bromida. Tutup dengan 

alluminium foil. 

6. Kocok hingga homogen. 

7. Tuang ke UV gel tray. Letakkan comb. Hindari terjadinya bubble. 

8. Setelah beku,  tarik comb dari gel secara perlahan.  

35 cycle 
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9. Masukkan gel dan UV Gel Tray ke dalam elektroforesis tank yang telah 

berisi TAE 1x hingga batas maksimum. 

 

Prosedur elektroforesis : 

1. Renggangkan parafilm di atas box tips kosong. 

2. Pipet 2 µL Loading Dye ke atas parafilm sebanyak sampel yang di 

butuhkan. 

3. Pipet 5 µL sampel atau 5 µL kemudian campur dengan memipet up dan 

down. 

4. Masukkan campuran ke dalam gel. 

5. Tutup elektroforesis tank. 

6. Running pada 100 V selama ±30 menit . 

7. Tekan Stop. 

8. Pindahkan UV gel tray dan gel ke atas transiluminator. . 

9. Dokumentasikan. 
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

RFLP dilakukan dengan menggunakan enzim restriksi SmaI    

1. Buat master mix sesuai tabel (on ice):     

 

 

 

 

 

        

 

2. Masukkan 3 µL master mix ke dalam tabung microcentrifuge 200 µL. 

3. Tambahkan dengan 7 µL amplikon DNA positif. 

4. Inkubasi pada suhu kamar selama 1 jam  

5. Lanjutkan ke prosedur elektroforesis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reagen & 
Konsentrasi Stok 

Untuk Vol 20 µL 

Per 1 tes 

Vol (µL) 

Smal  0.2 

Buffer M 10x 1 

Amplicon 7 

H2O 1.8 

Total Volume 10 
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Lampiran 8 

 
 

Pemeriksaan Polimorfisme Gen CYP17 

 

 Pemeriksaan polimorfisme genetik CYP17 dilakukan di Laboratorium 

Molekular (Laboratorium Klinik Prodia), pelaksana laboratorium adalah staf 

yang terlatih dan mempunyai kompetensi dalam bidangnya. Pemeriksaan ini 

dilakukan dengan menggunakan sampel darah EDTA (Buffy Coat). Tahapan 

pengerjaan pemeriksaan ini adalah : 

1. Ekstraksi dan isolasi DNA 

2. Amplifikasi DNA dengan menggunakan metode PCR (Polymerase Chain 

Reaction) 

3. Deteksi dengan metode elektroforesis 

4. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 

 

ALAT DAN BAHAN YANG DIGUNAKAN 

 

II. Reagen 

Ekstraksi: 

- QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit ( Qiagen. Cat: 5110:50 reaksi 

atau Qiagen Cat: 51106:250 reaksi). 

- Ethanol 96%-100% 

Amplifikasi: 

- Primer CYP17-F (Eurogentec AIT).  
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- Primer CYP17-R (Eurogentec AIT) 

- Taq DNA Polymerase (Invitrogen.Cat.No.10966-018) 

- dNTP Mix (Invitrogen. Cat.No.10297-018) 

- ddH2O-DEPC 

Deteksi: 

- Agarose (Diastika. Cat. No.V3121) 

- TAE 10 X (Duastika. Cat. No.V 4271) 

- Ethidium Bromide (Diastika. Cat. No.H5041) 

- Blue Orange Loading Dye 6X (Promega. Cat.No.G1881) 

- Ladder 100 bp (Promega. Cat. No.G 2101) 

- Aquabidest 

RFLP: 

- Enzim Restriksi MspA1 I (AIT) 

- ddH2O-DEPC 

II. Barang Pembantu 

- Tabung PCR (0.2 mL) 

- Tabung Microcentrifuge 0.5 mL 

- Tabung Microcentrifuge 1.5 mL 

- Barrier Tips Set ( 0.2 µL-1000 µL) 

- Tips (0.2 µL-1000 µL) 
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- Polaroid Film 

- Gloves 

- Tissue 

- Parafilm 

III. Peralatan 

- Thermal Cycler (Perkin-Elmer 2400) 

- Micropipet set (0.2 µL-1000 µL) 

- Electroforesis Set 

- UV Transluminator 

- Kamera Polaroid 

- Gelas Ukur (100 mL -1L) 

- Erlenmeyer (100 mL -250 mL) 

- Neraca Analitik 

- Microwave 

- Centrifuge 
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PROSEDUR 

 

Ekstraksi dan isolasi DNA 

Reagen  : QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit ( Qiagen. Cat:    

                                   51104) 

Sampel   : Darah EDTA (Buffy Coat) 

Preparasi :   

a. Reagen 

1. Qiagen Protease (untuk 50 reaksi) : 

- Larutkan Lyophilized QIAGEN Protease dengan 1.2 mL Protease 

Solvent. 

- Stabil selama 2 bulan pada temperatur  2-8oC. 

- Stabil lebih lama pada temperatur -20oC.   

- Dibuat aliquot untuk menghindari beku cair. 

2. Buffer AL 

- Kocok Buffer AL sebelum digunakan. 

- Stabil pada suhu kamar selama 1 tahun. 

3. Buffer AW1 

- Larutkan Buffer AW1 dengan 25 µL etanol (96-100%). 

- Stabil pada suhu kamar selama 1 tahun. 
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4. Buffer AW2 

- Larutkan Buffer AW2 dengan 30 µL etanol (96-100%). 

- Stabil pada suhu kamar selama 1 tahun. 

b. Prosedur :  

1. Cairkan sampel pada suhu kamar. 

2. Set waterbath pada temperatur 56oC. 

3. Cairkan buffer AE atau ddH2O pada suhu kamar. 

4. Pastikan bahwa buffer AW1, buffer AW2 dan QIAGEN Protease telah 

disiapkan. 

5. Jika endapan terbentuk pada Buffer AL, inkubasi pada 56oC hingga 

endapan larut. 

 

Prosedur :  

1. Pipet 20 µL QIAGEN Protease (Proteinase K) ke dalam tabung  

microcentrifuge 1,5  mL. 

2. Tambahkan 200 µL sampel ke dalamnya. 

3. Tambahkan 200 µL Buffer  AL pada suhu kamar vortex selama 15 detik. 

4. Inkubasi pada 56oC selama 10 menit. 

5. Spindown.  
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6. Tambahkan 200 µL etanol (96%-100%) pada suhu kamar vortex 

selama 15 detik. Spindown. 

7. Pindahkan campuran (620µL) ke QIAamp Mini Spin Column (jangan 

membasahi rim). Centrifuge pada 20000xg (14000 rpm) selama 1 menit 

(selain Buffy Coat : 6000xg (8000rpm) selama 1 menit).  Ganti 

collection tube. Buang filtrat. 

8. Tambahkan 500 µL Buffer AW1 (jangan membasahi rim). centrifuge 

pada 6000 xg (8000 rpm) selama 1 menit. Buang filtrat ganti collection 

tube. 

9. Tambahkan 500 µL Buffer AW2 (jangan membasahi rim). centrifuge 

pada 20.000xg (14.000 rpm) selama 3 menit. 

10. Ganti collection tube dengan tabung microcentrifuge 1,5 mL. Sentrifuge 

pada 20.000xg (14.000 rpm) selama 1 menit. 

11. Ganti tabung microcentrifuge 1,5 mL dengan tabung microcentrifuge 

1.5 mL baru. Tambahkan 200 µL Buffer AE atau aquadest. Inkubasi 

selama 5 menit pada suhu kamar. Centrifuge pada 6000xg (8000 rpm) 

selama 1 menit. 

12. Segera gunakan ekstrak DNA  atau simpan pada 2-8oC atau pada -15 

oC  sampai - 25oC untuk waktu penyimpanan lebih lama. 
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Amplifikasi : 

1. Buat Master Mix sesuai tabel (on ice) (CYP17): 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Primer CYP17 : 

Forward :  

CATTCGCACTCTGGAGTC 

Reverse : 

 AGGCTCTTGGGGTACTTG 

2. Masukkan 20 µL master mix ke dalam tabung microcentrifuge 200 µL. 

3. Tambahkan template / ekstrak ke dalamnya. 

4. Vortex sesaat kemudian spindown. 

5. Masukkan ke thermocycler yang telah di-setting untuk proses amplifikasi. 

 

 

                          
Reagen &  

Konsentrasi  Stock 

Vol total 25 µL 
per 1 tes Konsentrasi 

akhir 
Vol (µL) 

Buffer PCR 5x 5 1x 

dNTP Mix 10mM 0.5 0.2 mM 

MgCl 25 mM 1.5 1.5 mM 

Taq DNA Polymerase 5U/ µL 0.1 01 unit 

Template 5 (20-150) ng 

Primer Forward 20 µM 0.5 0.4 µM 

Primer Reverse 20 µM 0.5 0.4 µM 

ddH2O 11.9  

Total  Volume 25  
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Cycle Condition : 

Step 1 : 94oC selama 3 menit 

Step 2 : 94oC selama 30 detik 

Step 3 : 55oC selama 30 detik 

Step 4 : 72oC selama 1 menit 

Step 5 : 72oC selama 5 menit 

6. Segera gunakan amplikon atau simpan pada suhu -15oC sampai -25oC. 

 

Deteksi dengan metode elektroforesis 

Pembuatan Gel 2% : 

1. Timbang 0.6 gr Agarose Gel. 

2. Tambahkan 30 mL TAE satu kali. Kocok hingga homogen. 

3. Masukkan ke microwave hingga mendidih. Keluarkan setiap 30 detik. 

Kocok. 

4. Ulangi sebanyak dua kali. 

5. Setelah ± 50oC. Masukkan 3 µL Ethidium Bromida. Tutup dengan 

alluminium foil. 

6. Kocok hingga homogen. 

7. Tuang ke UV gel tray. Letakkan comb. Hindari terjadinya bubble. 

8. Setelah beku,  tarik comb dari gel secara perlahan.  

35 cycle 
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9. Masukkan gel dan UV Gel Tray ke dalam elektroforesis tank yang telah 

berisi TAE 1x hingga batas maksimum. 

 

Prosedur elektroforesis : 

1. Renggangkan parafilm di atas box tips kosong. 

2. Pipet 2 µL Loading Dye ke atas parafilm sebanyak sampel yang di 

butuhkan. 

3. Pipet 5 µL sampel atau 5 µL kemudian campur dengan memipet up dan 

down. 

4. Masukkan campuran ke dalam gel. 

5. Tutup elektroforesis tank. 

6. Running pada 100 V selama ±30 menit . 

7. Tekan Stop. 

8. Pindahkan UV gel tray dan gel ke atas transiluminator. . 

9. Dokumentasikan. 
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

RFLP dilakukan dengan menggunakan enzim restriksi MspA1I 

1. Buat master mix sesuai tabel (on ice):     

 

 

 

 

 

        

 

 

 

              

6. Masukkan 8 µL master mix ke dalam tabung microcentrifuge 200 µL. 

7. Tambahkan dengan 7 µL amplikon DNA positif. 

8. Inkubasi pada 37oC selama 1 jam . 

9. Lanjutkan ke prosedur elektroforesis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reagen & Konsentrasi 
Stok 

Untuk Vol 20 µL 

Per 1 tes 

Vol (µL) 

MspA1I 0.5 

Buffer M 10x 1.5 

Amplicon 7 

BSA 0.15 

H2O 5.85 

Total Volume 15 
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Lampiran 9 

Perhitungan Persamaan Hardy-Weinberg 

 

1. Gen adiponektin 

 

  

A simple calculator to determine whether observed 
genotype frequencies are consistent with Hardy-

Weinberg equilibrium   
          

  Genotypes Observed # 
Expected 

#   

  
Homozygote 
reference: 58 58.5   

  Heterozygote: 40 39.0   
  Homozygote variant: 6 6.5   

    
^Put your values 

here^     
  Var allele freq: 0.25     
          

  2 =  0.068376068     

  2 test P value =  0.793716 with 1 degree of freedom. 

          
  1. If P < 0.05 - not consistent with HWE.     
  2. Not accurate if <5 individuals in any genotype group.     

        
Michael H. Court (2005-

2008)
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2. Gen CYP17 

 

  

A simple calculator to determine whether observed 
genotype frequencies are consistent with Hardy-

Weinberg equilibrium   
          

  Genotypes Observed # 
Expected 

#   

  
Homozygote 
reference: 45 45.8   

  Heterozygote: 48 46.4   
  Homozygote variant: 11 11.8   

    
^Put your values 

here^     
  Var allele freq: 0.34     
         

  2 =  0.116995486     

  2 test P value =  0.732316 with 1 degree of freedom. 

          
  1. If P < 0.05 - not consistent with HWE.     
  2. Not accurate if <5 individuals in any genotype group.     
        Michael H. Court (2005-2008) 

 

 


