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BAB1
PENDAHULUAN
1.1 Latar belakang

Sindrom metabolik adalah sekelompok disregulasi metabolik yang di
dalamnya terdapat beberapa komponen yaitu resistensi insulin, dislipidemia,
obesitas sentral, dan hipertensi.('! Kondisi ini meningkatkan risiko penyakit
kardiovaskular dan diabetes mellitus tipe 2. Menurut International Diabetes
Federation (IDF), prevalensi global sindrom metabolik mencapai 20-25%
berdasarkan ras, usia, dan jenis kelamin. ® Di Indonesia, penelitian Sigit et al.®)
melaporkan prevalensi SM sebesar 28% pada pria dan 46% pada wanita.
Patogenesis sindrom metabolik melibatkan multifaktor termasuk lingkungan dan
gaya hidup, namun faktor genetik memegang peran krusial.® Studi heritabilitas
menunjukkan 10-30% manifestasi SM ditentukan oleh komponen genetik.® Salah
satu gen yang berpotensi terlibat dalam manifestasi gangguan metabolik ini adalah
gen ACADIO.

Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 (ACAD10) adalah gen pengkode
enzim yang merupakan bagian dari keluarga acyl-Coa dehydrogenase, yang terlibat
dalam beta oksidasi asam lemak di mitokondria. Gangguan fungsi ACAD10 dapat
mengakibatkan akumulasi metabolit toksik dan disfungsi metabolik. Bian et
al.®® melaporkan bahwa varian polimorfisme ACADI10 (rs659964 dan rs601663)
berhubungan dengan risiko diabetes tipe 2, resistensi insulin, dan pembesaran
adiposit subkutan. Selain itu, Bloom et @’ menunjukkan bahwa tikus
dengan defisiensi ACAD10 mengalami gangguan toleransi glukosa, resistensi
insulin, dan penambahan berat badan, serta akumulasi metabolit lipid toksik yang
menunjukkan disfungsi metabolik. Penelitian oleh Yamada er al® juga
menunjukkan adanya hubungan antara varian ACADI0 (rs11066015)
dengan tekanan darah sistolik dan diastolik pada populasi Jepang. Temuan-temuan
ini menunjukkan bahwa ACAD10 berperan dalam berbagai aspek metabolisme
yang terkait dengan komponen utama sindrom metabolik.

Penelitian yang menunjukkan keterkaitan gen ACADI10 dengan sindrom

metabolik belum seluruhnya konsisten. Beberapa studi mengindikasikan bahwa



asosiasi ACADI10 dengan kondisi seperti hipertensi atau obesitas mungkin
disebabkan oleh kedekatan genomiknya dengan gen aldehyde dehydrogenase 2
(ALDH2), yang sudah terbukti berperan dalam metabolisme dan risiko penyakit
kardiometabolik.®!9 Di samping itu, penelitian lanjutan terhadap temuan pada
model hewan belum tersedia, dan hingga saat ini belum ada laporan mengenai
defisiensi ACAD10 secara klinis pada manusia.(!?

Meskipun berbagai penelitian telah mengidentifikasi hubungan antara
ACADI0 dengan komponen-komponen penting dari sindrom metabolik, masih
diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengklarifikasi peran ACAD10 dalam jalur
metabolisme lipid dan energi, serta mengevaluasi potensi gen ini sebagai biomarker
atau target terapi bagi individu dengan sindrom metabolik.

Berdasarkan latar belakang tersebut, Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis perbedaan ekspresi gen ACADI10 pada individu dengan dan tanpa
sindrom metabolik. Dengan demikian, diharapkan hasil penelitian ini dapat
menambah wawasan terkait gen yang berperan dalam perkembangan sindrom

metabolik.

1.2 Perumusan masalah
Apakah terdapat perbedaan ekspresi gen ACAD10 pada individu dengan

sindrom metabolik?

1.3 Tujuan
1.3.1 Tujuan umum
Untuk mengeksplorasi kandidat biomarker sindrom metabolik dengan
membandingkan ekspresi gen ACADI10 pada individu dengan sindrom metabolik
dan tanpa sindrom metabolik.
1.3.2 Tujuan khusus
e Untuk menentukan proporsi jenis kelamin, usia, pendidikan terakhir,
pekerjaan, sindrom metabolik dan rerata ekspresi gen ACADI10 pada orang

dewasa.



e Untuk menentukan perbedaan ekspresi gen ACAD10 pada individu dengan dan

tanpa sindrom metabolik.

1.4 Hipotesis
Terdapat perbedaan ekspresi gen ACAD10 pada individu dengan dan tanpa

sindrom metabolik.

1.5 Manfaat
1.5.1 Bagi pengembangan ilmu pengetahuan

Penelitian ini dapat menambah wawasan mengenai hubungan gen ACAD10
dengan sindrom metabolik dan dapat menjadi literatur baru untuk penelitian lebih
lanjut dalam bidang biomedis, terutama terkait ekspresi genetik dan sindrom

metabolik.

1.5.2 Bagi profesi/institusi
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi referensi ilmiah bagi tenaga medis
dan peneliti dalam mengidentifikasi faktor risiko genetik yang dapat digunakan

untuk pencegahan dan intervensi dini terhadap sindrom metabolik.

1.5.3 Bagi masyarakat
Penelitian ini diharapkan dapat membantu meningkatkan pengetahuan

masyarakat tentang faktor risiko yang berkontribusi terhadap sindrom metabolik.



BABII

TINJAUAN, RINGKASAN PUSTAKA, KERANGKA TEORI
2.1 Tinjauan pustaka
2.1.1 Sindrom metabolik

Sindrom metabolik adalah sekumpulan faktor risiko metabolik yang
mencakup obesitas sentral, hipertensi, resistensi insulin, dan dislipidemia
aterogenik. Kondisi ini sangat berikatan dengan peningkatan risiko pengembangan
penyakit kardiovaskular dan diabetes mellitus tipe 2.(!"'? Etiologi SM bersifat
multifaktorial, dengan predisposisi genetik dan paparan lingkungan sebagai pemicu
utama. Faktor genetik mempengaruhi kerentanan individu terhadap akumulasi
lemak viseral dan gangguan sinyal insulin. Studi pada populasi Afrika-Amerika
menunjukkan bahwa meskipun memiliki persentase lemak viseral lebih rendah
dibandingkan kaukasian dengan indeks massa tubuh (IMT) serupa, mereka
cenderung mengalami resistensi insulin dan hiperinsulinemia yang lebih tinggi.('¥
Hal ini menunjukkan bahwa faktor genetik berperan dalam menentukan distribusi
lemak tubuh dan respons metabolik yang berbeda antar kelompok etnis. Perbedaan
jenis kelamin dan gender juga berperan signifikan terhadap prevalensi serta
ekspresi klinis sindrom metabolik (SM).!¥ Secara umum, prevalensi SM lebih
tinggi pada pria sebelum usia 50 tahun, tetapi meningkat tajam pada wanita
pascamenopause, terutama akibat perubahan hormonal seperti dominasi testosteron
dan penurunan kadar estrogen yang memicu peningkatan lemak viseral, resistensi
insulin, serta dislipidemia.('>

Di sisi lain, faktor lingkungan seperti pola makan tinggi karbohidrat olahan,
lemak jenuh, dan gaya hidup sedenter memperburuk ketidakseimbangan
metabolik.'® Konsumsi lemak berlebih meningkatkan stres oksidatif dan
peradangan kronis, sementara aktivitas fisik rendah mengurangi kapasitas oksidatif
otot, memperparah akumulasi lemak ektopik.(!) Interaksi tersebut menyebabkan
mekanisme umpan balik negatif di mana disfungsi adiposit meningkatkan
pelepasan asam lemak bebas ke dalam sirkulasi portal, yang selanjutnya

mengganggu keseimbangan homeostasis glukosa dan metabolisme lipid.(?



Patofisiologi sindrom metabolik (SM) melibatkan interaksi kompleks antara
faktor gaya hidup dan lingkungan yang saling memperkuat. Pola makan berlebihan
dan kurangnya aktivitas fisik menjadi pemicu utama akumulasi lemak viseral, yaitu
jenis lemak yang disimpan di sekitar organ-organ internal. Lemak viseral ini
berperan penting sebagai pemicu metabolik yang mengaktifkan berbagai jalur
patogenik. Salah satu jalur utama adalah resistensi insulin, di mana kelebihan lemak
viseral dan sekresi adipokin seperti leptin, adiponektin, dan resistin mengganggu
sinyal insulin normal, sehingga menghambat pengambilan glukosa dan
mengganggu metabolisme glukosa secara keseluruhan. Secara bersamaan,
akumulasi lemak viseral juga mendorong terjadinya peradangan kronis tingkat
rendah yang ditandai dengan peningkatan produksi sitokin proinflamasi seperti
interleukin-6 (IL-6) dan tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), serta peningkatan
kadar marker inflamasi seperti C-reactive protein (CRP). Mediator inflamasi ini
tidak hanya memperburuk resistensi insulin, tetapi juga menyebabkan disfungsi
vaskular. Selain itu, aktivasi neurohormonal, termasuk sistem renin-angiotensin
(RAS) dan sistem saraf simpatis, turut memperparah gangguan metabolik dan
meningkatkan beban kardiovaskular. Kondisi resistensi insulin juga menurunkan
produksi nitrogen oksida (NO) yang memiliki efek vasodilatasi sehingga
meningkatkan risiko terjadinya hipertensi.(!” Keseluruhan proses ini saling
berkaitan dan menciptakan siklus patologis yang mempercepat terjadinya disfungsi
endotel, fibrosis jaringan, serta progresi menuju kondisi serius seperti penyakit

jantung dan diabetes melitus tipe 2.(11®)

‘‘‘‘‘‘

Metabolic
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Gambar 1. Patofisiologi sindrom metabolik("



Kriteria diagnosis klinis sindrom metabolik mengacu kepada beberapa
sumber, yaitu World Health Organization (WHO, 1998), National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel III (NCEP/ATP III, 2004) and the
International Diabetes Federation (IDF, 2005).(1%29 Untuk tabel kriteria diagnosis

dapat dilihat pada Lampiran 2.

2.1.2 Ekspresi ACAD10 dalam jaringan tubuh

ACADI10 (acyl-CoA dehydrogenase family member 10) merupakan gen
pengkode enzim mitokondrial yang berperan dalam proses -oksidasi asam lemak
serta metabolisme asam amino tertentu. Ekspresi ACAD10 terdeteksi di berbagai
jaringan tubuh, dengan distribusi yang cukup luas namun memiliki ekspresi
fungsional dominan di jaringan metabolik aktif seperti hati, otot rangka, ginjal,
pankreas, dan jaringan adiposa.®” Studi in vivo menggunakan model tikus
defisiensi ACAD10 menunjukkan bahwa gen ini juga diekspresikan di jaringan otot
skeletal dan otak, meskipun ekspresi di otak dewasa tergolong rendah, lebih tinggi

pada fase fetal.?

2.1.3 ACAD10 dan sindrom metabolik

Gen ACADI10 telah diidentifikasi sebagai salah satu kandidat genetik yang
berperan dalam patogenesis sindrom metabolik, termasuk diabetes melitus tipe 2
dan hipertensi. Penelitian asosiasi genom luas (GWAS) yang dilakukan oleh Bian
et al. pada populasi Pima Indian yang memiliki prevalensi tinggi diabetes melitus
menunjukkan bahwa varian polimorfisme nukleotida tunggal (SNP) dalam
ACADI10, seperti 15659964 dan rs601663, berkorelasi signifikan dengan
peningkatan risiko diabetes tipe 2, resistensi insulin, serta penurunan oksidasi lipid
pascaabsorptif dan pembesaran adiposit subkutan di abdomen.® Defisiensi
ACADI10 pada model tikus menghasilkan fenotipe metabolik signifikan, seperti
intoleransi glukosa, hiperinsulinemia, akumulasi lemak abdominal, disfungsi
mitokondria pada otot rangka, serta peningkatan kadar asilkarnitin rantai panjang,

yang semuanya merupakan karakteristik utama sindrom metabolik.(”



Studi terbaru oleh Paquay et al.!” mengungkap bahwa ACAD10 berperan
dalam metabolisme asam lemak hidroksilat melalui aktivitas ganda sebagai kinase
dan dehidrogenase, yang penting untuk integrasi senyawa 4-hidroksi-asil-KoA ke
dalam jalur B-oksidasi mitokondrial. Gangguan fungsi ini dapat menyebabkan
akumulasi metabolit lipid toksik yang berkontribusi terhadap resistensi insulin dan
inflamasi metabolik. Selain itu, studi exome-wide association yang dilakukan oleh
Yamada et al. pada populasi Jepang menunjukkan bahwa varian rs11066015 dalam
gen ACADI10 secara signifikan berhubungan dengan peningkatan tekanan darah
sistolik dan diastolik, serta risiko hipertensi, memperkuat peran ACAD10 dalam
regulasi tekanan darah dan homeostasis vaskular.® Hal ini dikarenakan pada
kondisi resistensi insulin, terdapat penurunan produksi nitrit oksida (NO) yang
berfungsi untuk vasodilatasi sehingga terjadi disfungsi endotel yang kenyebabkan
hipertensi.('® Dengan demikian, baik melalui mekanisme genetik maupun
fungsional, ACADI10 berperan penting dalam berbagai komponen sindrom
metabolik, dan berpotensi menjadi target biomarker maupun terapi masa depan

untuk gangguan metabolik.



2.2 Ringkasan pustaka

Tabel 1. Ringkasan pustaka

No. Peneliti Lokasi Desain studi Subjek Variabel yang diteliti Lama Hasil
1 BianL,et Amerika Genome-wide 3.501 Pima Polimorfisme ACADI10 2010 SNP rs659964 dan r1s601663
al.® association study Indian + 3.723 (rs659964,  rs601663), berhubungan  dengan  T2DM,
American Indian resistensi insulin, resistensi insulin, dan pembesaran
oksidasi lipid, adiposit adiposit (p = 0.009 dan 0.00007)
2 BloomK, Amerika Eksperimental Tikus knockout Glukosa darah, insulin, 2018 Tikus defisiensi ACADI0
et al ) ACADI10 profil acylcarnitine, menunjukkan intoleransi glukosa,
jaringan adiposa, hati, hiperinsulinemia, akumulasi lemak,
otot dan disfungsi mitokondria (two-
tailed p value = 0.0201 dan 0.0122)
3 Paquay S, Belgia  Eksperimental  Sel 3T3L1 Metabolit 4- 2024 Sel knockout ACADI10 dengan
et al. ("0 knockout hydroxyacyl-CoA, domain  haloacid  dehalogenase
ACADI10 aktivitas (HAD) memiliki jumlah metabolit 4-
kinase/dehidrogenase hydroxyacyl-CoA yang lebih tinggi
daripada wild type (p = 0.05)
4  Yamada Jepang  Exome-wide 14.678  subjek SNP ACADI10 2017 Varian rs11066015 pada ACADI10
Y, et al® association study Jepang (8215 (rs11066015), tekanan berhubungan signifikan dengan

hipertensi, 6463 darah, hipertensi
kontrol)

tekanan darah sistolik (p = 8.38 x 10
1) dan diastolik (p = 4.08 x 107%)




2.3 Kerangka teori
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Gambar 2. Kerangka teori




BAB III
KERANGKA KONSEP DAN DEFINISI OPERASIONAL

3.1 Kerangka konsep

Ekspresi gen .| Sindrom
ACADI0 | Metabolik

Gambar 3. Kerangka konsep
3.2 Variabel penelitian
3.2.1 Variabel tergantung

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah Sindrom metabolik.

3.2.2 Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah Ekspresi gen ACAD10.
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3.3 Definisi operasional

Tabel 2. Definisi operasional

Variabel Definisi Alat ukur yang Cara pengukuran Hasil pengukuran Skala Referensi
akan digunakan pengukuran
ACADI10 Gen pengkode enzim Real-Time qPCR RNA  diekstraksi dari Ekspresirelatif gen ~ Numerik  Bloom ef al.
yang merupakan (Quantitative darah, kemudian dilakukan ACADI10 terhadap (2018)
bagian dari keluarga PCR) transkripsi balik (cDNA gen GAPDH
acyl-Coa synthesis) dan  diukur
dehydrogenase, yang ekspresinya dengan qPCR
terlibat dalam beta menggunakan primer
oksidasi asam lemak di spesifik  ACADIO dan
mitokondria. housekeeping gene
(GAPDH)
Sindrom Sekumpulan faktor Kriteria National Pengambilan data Sindrom metabolik  Kategorik Ahmed et
metabolik risiko metabolik yang Cholesterol antropometri (lingkar (ya/tidak) al. (2022)
sangat berikatan Education perut), tekanan darah,
dengan  peningkatan Program  Adult profil lipid (TG, HDL), dan
risikko pengembangan Treatment Panel kadar glukosa puasa, lalu
penyakit III  (NCEP/ATP diklasifikasikan menurut
kardiovaskular dan III) kriteria sindrom metabolik.

diabetes mellitus tipe 2.
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BAB IV
METODE PENELITIAN
4.1 Desain penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian kuantitatif dengan desain cross-

sectional.

4.2 Lokasi dan waktu penelitian

Penelitian ini dilakukan di Kampus B Fakultas Kedokteran Universitas
Trisakti, Jalan Kyai Tapa No. 260, RT.5/RW.9, Tomang, Kecamatan Grogol,
Jakarta Barat, Indonesia. Penelitian akan dilaksanakan pada bulan Agustus 2025

sampai dengan Desember 2025.

4.3 Sampel penelitian
4.3.1 Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian ini merupakan bahan biologi
tersimpan berupa isolat RNA yang disesuaikan dengan kriteria inklusi dan eksklusi
berikut:
1. Kriteria inklusi
e Sampel berasal dari darah perifer atau jaringan yang telah
dikumpulkan dan disimpan sesuai protokol
e RNA yang disimpan di kulkas pada suhu -80 °C
2. Kriteria ekskusi
e RNA terkontaminasi
e Data pengambilan sampel tidak lengkap

e Konsentrasi RNA kurang dari 10 ng/ul

Sampel ini dikumpulkan dari penelitian terdahulu pada orang dewasa yang
disesuaikan dengan kriteria inklusi dan eksklusi berikut:
1. Kiriteria inklusi:

e Pria dan wanita usia 18-59 tahun

12



2. Kriteria eksklusi:
e Mengonsumsi obat anti diabetes termasuk insulin
¢ Sedang hamil dan menyusui

e Sedang menderita infeksi akut atau penyakit kronis berat

4.3.2 Besar sampel penelitian

Besar sampel yang digunakan untuk melihat perbedaan ekspresi acy/-CoA
dehydrogenase family member 10 (ACADI10) dihitung menggunakan aplikasi
G*Power versi 3.1.9.7 dengan uji statistik difference between two independent
means t tests. Metode pengambilan sampel yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Consecutive Non-Random Sampling, di mana pemilihan sampel dilakukan
berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi sampai jumlah sampel yang dibutuhkan

tercapai.

G*Power 3.1

Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses

critical t = 1,6602

0,1 B a
0 T T T T T
-3 -2 -1 ] 1 2 3 4 5
Test family Statistical test
t tests (2] Means: Difference between two independent means (two groups) v}
Type of power analysis
A priori: Compute required sample size - given a, power, and effect size e
Input parameters Output parameters
Tail(s) One e Noncentrality parameter & 25248762
Determine Effect size d 0,5 Critical t 16602343
a err prob 0,05 Df 100
Power (1-B err prob) 08 Sample size group 1 51
Allocation ratio N2/N1 1 Sample size group 2 51
Total sample size 102
Actual power 0,8058986

XY plot for a range of values  (NCIETED

Gambar 4. Hasil perhitungan besar sampel
Dari hasil uji perhitungan menggunakan aplikasi G*Power didapatkan hasil total
besar sampel sebanyak 102 sampel. Kemudian ditambahkan dengan jumlah sampel

drop out sebesar 15% :
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102 1> 15,3 15
X — = ~
100 ’

Besar sampel yang dibutuhkan dari hasil perhitungan ditambah dengan
sampel drop out adalah 102 + 15 menjadi 117 sampel.

Untuk memastikan kembali jumlah sampel yang dibutuhkan dalam
penelitian, perhitungan dapat dilakukan menggunakan rumus uji perbandingan dua
kelompok.

:2[(2a+zs)-o 2
(1 — 12)
Keterangan:
n = jumlah subjek per kelompok
Zo. = deviat baku alfa (misal: 1.96 untuk o = 0.05)
Z = defiat baku beta (misal: 0.84 untuk 80%)
o = standar deviasi gabungan

W - e = perbedaan rata-rata yang dianggap bermakna secara klinis/statistik

Hingga saat ini, belum terdapat data penelitian mengenai rerata dan simpangan
baku ekspresi gen ACAD10 pada populasi yang menjadi subjek penelitian. Oleh
karena itu, akan dilakukan preliminary study terlebih dahulu menggunakan 10
sampel dari kelompok sindrom metabolik dan 10 sampel dari kelompok non
sindrom metabolik. Hasil studi pendahuluan tersebut akan digunakan untuk
memperoleh estimasi nilai simpangan baku gabungan (o) dan selisih rerata (ul —
p2). Nilai-nilai ini kemudian akan dimasukkan ke dalam rumus di atas untuk
menghitung kebutuhan besar sampel yang dibutuhkan secara final.

Setelah jumlah minimal sampel diperoleh, jumlah tersebut akan ditambah
dengan estimasi drop out sebesar 15% sebagai bentuk antisipasi terhadap

kemungkinan kehilangan data selama pelaksanaan penelitian.
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4.4 Bahan dan instrumen penelitian

Penelitian ini menggunakan beberapa bahan utama, di antaranya adalah kit
isolasi RNA yang terdiri dari sampel darah, DNA/RNA Shield, Proteinase K,
isopropanol, etanol, RNA Lysis Buffer, RNA Wash Buffer, DNase I, DNA Digestion
Buffer, RNA Prep Buffer, serta DNase/RNase-Free Water. Proses sintesis cDNA
dilakukan dengan menggunakan kit sintesis cDNA yang terdiri atas sampel RNA
dan master mix. Untuk komponen master mix terdapat pada Lampiran 3.
Selanjutnya, untuk proses quantitative real time-PCR (qQRT-PCR), digunakan kit
qPCR yang terdiri dari sampel cDNA, reagen SensiFAST SYBR Green No-ROX
marker, serta primer ACAD10 dan GAPDH dengan rincian sekuens yang dapat
dilihat pada Lampiran 3.

Instrumen yang digunakan selama proses penelitian meliputi alat dan
perlengkapan untuk tiga tahapan, yaitu isolasi RNA, sintesis cDNA, dan qPCR.
Pada tahap isolasi RNA, digunakan tabung sentrifugasi berkapasitas 2 ml sebagai
wadah penampung, collection tube untuk menampung supernatan, filter spin-away
berwarna kuning untuk penyaringan supernatan, serta spin column berwarna hijau
sebagai tempat penampungan RNA hasil isolasi. Proses ini juga membutuhkan
microtips dan micropipette untuk transfer cairan yang presisi dan steril, mesin
microcentrifuge untuk proses sentrifugasi, serta inkubator dry bath untuk
menginkubasi sampel pada suhu tertentu.

Tahap sintesis cDNA dilakukan menggunakan mesin PCR (SensoQuest),
PCR tube sebagai wadah reaksi, micropipette untuk pengambilan volume reagen
secara akurat, serta microtips untuk menghindari kontaminasi silang. Sedangkan
pada tahap qPCR, instrumen yang digunakan meliputi mesin PCR Rotor Gene 3000
(Qiagen), PCR tube, micropipette, dan microtips.

4.5 Cara penelitian
4.5.1 Isolasi RNA
1. Tambahkan 200 pl DNA/RNA Shield ke dalam 200 pl sampel darah lalu

campur hingga rata.
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10.
11.

Untuk setiap 400 pl reagen/larutan darah, tambahkan 8 pul Proteinase K dan
campur hingga rata. Inkubasi dalam suhu ruangan (20-30°C) selama 30
menit.

Setelah inkubasi, vortex sampel dan sentrifugasi pada kecepatan maksimum
selama 2 menit untuk mengendapkan debris. Pindahkan supernatan ke
nuclease-free tube baru.

Tambahkan isopropanol dengan volume yang sama (1:1) dan campur
hingga homogen.

Pindahkan larutan ke tersebut kedalam Spin Column bewarna hijau yang
telah dipasangkan kedalam tabung koleksi, lalu sentrifugasi pada kecepatan
10,000-16,000 x g selama 30 detik. Buang flow-through dan lanjutkan ke
tahap purifikasi.

Transfer sampel yang telah di lisiskan oleh RNA lysis buffer ke dalam Spin-
away Filter bewarna kuning yang telah dipasangkan kedalam tabung
koleksi, lalu sentrifugasi pada kecepatan 10,000-16,000 x g selama 30 detik
untuk memisahkan sebagian besar DNA genom. Simpan cairan flow-
through. Nnn

Tambahkan etanol 95-100% ke dalam tabung berisi cairan flow-through
dengan rasio volume 1:1, campur hingga homogen. Transfer campuran
tersebut kedalam Spin Column bewarna hijau yang telah dipasangkan
kedalam tabung koleksi, sentrifugasi pada kecepatan 10,000-16,000 x g
selama 30 detik. Ganti dengan tabung koleksi yang baru.

Cuci column dengan 400 pul RNA Wash Buffer sentrifugasi pada kecepatan
10,000-16,000 x g selama 30 detik. Ganti dengan tabung koleksi yang baru.
Tambahkan 5 pl DNase I (1 U/ul) dan 75 pl DNA Digestion Buffer pada
nuclease-free tube , campurkan dan pindahkan larutan ke dalam column
matrix.

Inkubasi column selama 15 menit pada suhu ruangan (20-30°C).
Tambahkan 400 ul RNA Prep Buffer pada column lalu sentrifugasi pada
kecepatan 10,000-16,000 x g selama 30 detik. Ganti dengan tabung koleksi

yang baru.
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12. Tambahkan 700 pul RNA Wash Buffer pada column lalu sentrifugasi pada
kecepatan 10,000-16,000 x g selama 30 detik. Ganti dengan tabung koleksi
yang baru.

13. Tambahkan 400 ul RNA Wash Buffer pada column lalu sentrifugasi pada
kecepatan 10,000-16,000 x g selama 1 menit untuk menghilangkan buffer
secara menyeluruh. Buang tabung koleksi, transfer column ke nuclease-free
tube.

14. Tambahkan 100 pl DNase/RNase-Free Water pada column lalu sentrifugasi
pada kecepatan 10,000-16,000 x g selama 30 detik. Hasil isolasi RNA
berada pada dasar tabung koleksi.

4.5.2 Sintesis cDNA

1. Siapkan master mix di atas es.

2. Vortex semua larutan dan sentrifugasi sebentar sebelum digunakan

3. Campur perlahan menggunakan pipet

4. Atur program berikut pada thermal cycler :

e 25°C selama 10 menit (penempelan primer)
e 42 °C selama 15 menit (transkripsi balik)
e 85°C selama 5 menit (inaktivasi enzim)
e Tahan pada 4 °C (atau dinginkan di atas es)
5. Simpan cDNA pada suhu -20 °C untuk analisis lebih lanjut.
4.5.3 Quantitative real-time PCR (qPCR)

1. Masukkan 2 ul cDNA, SensiFAST SYBR Green No.-ROX marker,
Forward Primer, Reverse Primer, dan Nuclease Free Water ke dalam
tabung PCR hingga total volume campuran mencapai 10 pl

2. Tempatkan tabung ke dalam mesin PCR dan jalankan selama 50 siklus
dengan program sebagai berikut:

e Pre-soak dalam suhu 95 °C selama 10 menit
e Denaturasi dalam suhu 95 °C selama 15 detik

o Annealing dalam suhu 60 °C selama 1 menit
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4.6 Analisis data
4.6.1 Analisis univariat

Analisis univariat digunakan untuk mendeskripsikan karakteristik masing-
masing variabel dari data yang telah terkumpul. Variabel yang dianalisis secara
univariat meliputi karakteristik sosiodemografik subjek penelitian serta ekspresi
gen ACADIO.

Data quantitative-PCR yang dikumpulkan dalam penelitian ini akan

dimasukkan ke dalam rumus berikut:

D~aveACt

Keterangan :

ave = average/ rata-rata

Ct = cycle threshold

ACt = selisih antara Ct gen ACAD 10 dan Ct gen GAPDH

Average ACt = rata-rata dari hasil pengurangan cycle threshold gen GAPDH
dengan ekspresi ACAD10

Rumus tersebut digunakan untuk membandingkan ekspresi gen ACADI10
dengan ekspresi gen GAPDH (housekeeping gene) yang diekspresikan secara
konsisten pada semua sel tubuh. Data numerik yang menggambarkan ekspresi
ACADI0 akan menjadi hasil akhir yang kemudian akan diuji normalitasnya

mengguakan metode Kolmogorov-Smirnov.

4.6.2 Analisis bivariat

Analisis bivariat digunakan untuk menganalisis perbedaan ekspresi gen
ACADI0 pada sindrom metabolik dan non sindrom metabolik. Pada penelitian ini,
data numerik kadar ekspresi ACAD10 yang terdistribusi dengan normal akan
dianalisis mengunakan uji statistik independent t-test. Jika data tidak terdistribusi

dengan normal, maka akan digunakan uji statistik Mann-Whitney U test.
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4.7 Alur kerja penelitian

Data sampel biologi
tersimpan yang memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi

\ 4 \ 4

Memenuhi Tidak memenuhi
\ 4
Sintesis cDNA Drop Out
v
qPCR

Uji normalitas
Kolmogorov-Smirnov

\ 4 A 4

Normal Tidak normal
\4 \ 4
Uji statistik Uji statistik
Independent t-test Mann-Whitney U test

Gambar 5. Alur penelitian
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4.8 Etika penelitian

Setelah tim penguji skripsi menyetujui proposal penelitian yang berjudul
“Analisis Perbedaan Ekspresi acyl-CoA dehydrogenase family member 10
(ACAD10) pada Sindrom Metabolik”, peneliti akan mengisi formulir permohonan

kaji etik penelitian dengan melampirkan informed consent.
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4.9 Penjadwalan penelitian

Tabel 3. Penjadwalan penelitian

Kegiatan

WAKTU

Feb | Mar
2025 1 2025

Apr
2025

Mei
2025

Jul
2025

Jun
2025

Aug
2025

Sep
2025

Okt
2025

Nov
2025

Des
2025

Perumusan
topik dan
pembuatan
judul

Penyusunan
dan
penyelesaian
BAB I

Penyusunan
dan
penyelesaian
BAB II

Penyusunan
dan
penyelesaian
BAB III

Penyusunan
dan
penyelesaian
BAB IV

Konsultasi

Penyerahan
Proposal

Ujian Proposal

Pengerjaan
sampel

Analisis data

Penyusunan
Skripsi
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4.10 Biaya penelitian
Tabel 4. Biaya penelitian

Keterangan Jumlah Total
1. SYBR Green PCR kit 200 rx Rp 1.000.000,00
2. c¢DNA synthesis kit 1 kit Rp 7.000.000,00
3. Biaya sewa Laboratorium Biomolekuler 6 (bulan) Rp 500.000,00
Total Pengeluaran Rp 8.500.000,00
Dana Hibah Penelitian Rp 7.000.000,00

Total pengeluaran yang ditanggung mahasiswa (*)

Rp 1.500.000,00
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Dummy table

Tabel 1. Distribusi karakteristik subjek studi

. Rerata = SD/ . o
Variabel median (min-mak) Frekuensi (n) Persentase (%)

Jenis kelamin
Laki-laki
Perempuan

Usia
18-25
26-45
46-59

Pendidikan terakhir
SD
SMP
SMA/SMK
Sarjana

Pekerjaan
Karyawan swasta
PNS
Wirausaha
Ibu rumah tangga
Mahasiswa

Sindrom metabolik

Non sindrom metabolik

Rerata ekspresi ACAD10

Tabel 2. Perbedaan ekspresi ACAD10

Sindrom metabolik Non sindrom metabolik P
ACAD10 mean + SD/median &+ CI mean + SD/median + CI
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Lampiran 2. Kriteria diagnosis sindrom metabolik

Komponen WHO (1998) NCEP/ATP III (2004) IDF (2005)
Definisi IGT atau DM Tipe 2 Tiga atau lebih dari Obesitas  sentral

dan/atau  resistensi komponen berikut (disesuaikan  ras
insulin ditambah dua dan jenis kelamin)
atau lebih komponen ditambah dua dari
berikut empat komponen
berikut
Obesitas Rasio lingkar Lingkar pinggang >102 Lingkar pinggang
Sentral pinggang/pinggul cm (pria) atau >88 cm meningkat (cut-off
(WHR) >0,9 (pria) (wanita) spesifik ras dan
atau >0,85 (wanita) jenis kelamin)
dan/atau IMT >30
kg/m?
Tekanan  >140/90 mmHg >130/85 mmHg >130 mmHg
Darah sistolik atau >85

mmHg  diastolik
atau sedang dalam
pengobatan
hipertensi
Profil Lipid Trigliserida >150 Trigliserida >150 Trigliserida >150
mg/dL dan/atau HDL mg/dL; HDL <40 mg/dL atau terapi
<35 mg/dL (pria) atau mg/dL (pria) atau <50 kelainan lipid;

<39 mg/dL (wanita) mg/dL (wanita) HDL <40 mg/dL
(pria) atau <50
mg/dL (wanita)
Glukosa IGT, IFG, atau DM >110 mg/dL  atau >100 mg/dL atau
tipe 2 diabetes diabetes

Lainnya Laju ekskresi urin - -

>20 mg/menit atau

rasio

albumin/kreatinin

>30 mg/g
Impaired glucose tolerance (IGT), impaired fasting glucose (IFG), diabetes mellitus (DM),
waist/hip circumference ratio (WHR), indeks massa tubuh (IMT), high-density lipoprotein (HDL).




Lampiran 3. Bahan penelitian

Tabel 1. Komponen master mix

Komponen Volume
Total RNA atau mRNA (hingga 1 pg) »n pL
Buffer TransAmp 5x 4 uL
Reverse Transcriptase 1 uL
DNase/RNase free-water Tambahkan hingga total 20 pL

Tabel 2. Sekuens primer

Primer Sekuens

ACADI10 forward ~ GCC TCT TCA GAT GCC ACC AAC A
ACADI1O reverse CAC AGA GTT GGC AACGAGGATC
GAPDH forward GTC TCC TCT GAC TTC AAC AGC G
GAPDH reverse ACCACCCTGTTGCTGTAGCCA A
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