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METODOLOGI PENELITIAN

Pada penelitian ini terdapat lima tahapan utamta ygngumpulan sampel
MtDNA berupa epitel mulut, ekstraksi mtDNA melalprioses lisis sel epitel
mulut dan akar rambut, amplifikasi fragmen mtDNAeddn ATPase 6
menggunakan metode PCR, penentuan urutan fragnéeotida mtDNA hasil
amplifikasi dan analisis urutan nukleotida mtDNAndan program Segman

DNAstar versi 4.

3.1. Bagan Alir Pendlitian

Sampel mtDN¢/ (sel epitel mull dan akar ramb)

l » Lisis sel
Templat mtDN#

 Amplifikasi fragmen ATPase mtDNA
dengan teknik PCR

 Deteksi fragmen ATPase mtDNA dengan

v metode elektroforesis gel agarosa

Fragmen mtDNA daeh ATPas 6

»  Sekuensing Fragmen ATPase 6 mtDNA

y
Urutan nukleotida daerah ATPase |6

* Analisis urutan nukleotida daerah ATPase 6
dengan program DNAstar versi 4

A

Variasi urutan nukleotida mtDNA daerah ATPaseg 6
populasi dataran rendah

Gambar 3.1 Bagan Alir Penélitian. Penelitian ini secara umum terdiri dari lima
tahap, yaitu pengumpulan sampel, lisis, amplifikdan sekuensing.
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3.2. Tahapan Pendlitian
3.2.1. Pengumpulan Sampel mtDNA Manusia

Sampel mtDNA diambil dan dikumpulkan dari 6 orarang bertempat
tinggal di dataran rendah. Sampel yang diambil frergel epitel mulut dan akar
rambut. Sampel sel epitel mulut diambil dengaiton bud sterile, masing-masing
tiga batangcotton bud dari penduduk yang bertempat tinggal di datarawdlab.
Sampel akar rambut diambil dengan cara mencabubuasampai ke akarnya
sebanyak empat helai untuk setiap orang. Pengambdepel dilakukan pada
tanggal 7 Maret 2009 di daerah Indramayu sebanyalar@pel dan 3 sampel

lainnya di daerah Kejawanan, Cirebon.

3.22. Lisssd
3.2.2.1. Sel epitel

Proses lisis menggunakan tiga bataotjon bud yang telah mengandung
sel epitel mulut. Diambil bagian kapasnya dan dukkan ke dalam tabung
eppendorf berukuran 1,5 mL yang telah disterilkanghn proses autoklaf.
Selanjutnya ditambahkan dgBl 260 pL, buffer lisis sebanyak 30 pL, dan enzim
proteinase K 10 pL pada tabung eppendorf. Kemudatung eppendorf
dibungkus dengan parafilm, dan dilisis selama gatu enam menit pada suhu
55°C. Tabung eppendorf yang telah dilisis dideaktigatama 10 menit pada suhu
95°C dan disentrifugasi selama tiga menit pada keaepa#000 rpm. Setelah
proses sentrifugasi, diambil supernatannya sebany& uL dan dimasukkan ke

dalam tabung eppendorf steril yang baru.
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3.2.2.2. Akar Rambut

Proses lisis menggunakan empat helai rambut yamgbd bagian ujung
akarnya sekitar 1 cm dan dimasukkan ke dalam taleppendorf berukuran 1,5
mL yang telah disterilkan dengan proses autoklalargutnya ditambahkan
ddH,O 170 puL, buffer lisis sebanyak 20 pL, dan enzimiginase K 10 pL pada
tabung eppendorf. Kemudian tabung eppendorf dibusmiglengan parafilm, dan
dilisis selama satu jam enam menit pada suliG 55abung eppendorf yang telah
dilisis dideaktivasi selama 10 menit pada suhiC%an disentrifugasi selama tiga
menit pada kecepatan 14000 rpm. Setelah prosesrifegasi, diambil
supernatannya sebanyak + 150 puL dan dimasukkaralkendtabung eppendorf

steril yang baru.

3.2.3. Amplifikass mtDNA Daerah ATPase dengan Teknik PCR

Proses amplifikasi fragmen daerah ATPase mtDNA mianu
menggunakan primer Efor 7925-7944 (GGCGGACTAATCTIIANC), Erev
9884-9863 (GTCAAATATTAGTTGGCGGATG). Campuran reaksPCR
disimpan dalam tabung eppendorf 0,15 mL, yang rie@ias 5 pL templat
mtDNA hasil lisis; 0,5 puL dari masing-masing prim@0 pmol/uL), 2,5 uL
buffer PCR 10x (Amersham Pharmacia Biotech: 500 K®A, 100 mM Tris-HCI
pH 9,0 pada suhu 25; 1,0% Triton X-100); 0,2 uL enziffiaq DNA Polimerase
(5 unit/uL, Amersham Pharmacia Biotech); 0,5 pL paran dNTP 10 mM
(Amersham Pharmacia Biotech) dan ditambah @lldteril hingga volumenya

mencapai 25 uL.
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Proses PCR dilakukan dengan mesin GeneAmp PCRnsy=t80 (Perkin
Elmer) sebanyak 30 siklus. Proses PCR memiliki tagd#etahapan yang dimulai
dengan tahap denaturasi awal yang dilakukan pakia 84C selama 1 menit,
prosesannealing yang dilakukan pada suhu®bselama 1 menit 30 detik, dan
prosesextention atau polimerasi pada suhu®@2selama 2 menit. DNA hasil PCR

kemudian disimpan pada suhu %20

3.2.4. Deteks Hasil PCR Dengan Elektroforesis Gel Agarosa

Hasil amplifikasi dianalisis dengan gel agarosa %) menggunakan
alat Mini sub™ DNA electrophoresis cell (TM Minicell). Gel agarosa dibuat
dengan melarutkan 0,15 g agarosa dalam 15 mL bUA&r 1x (Tris-asetat 0,05
M; EDTA 0,001 M pH 8,0). Larutan tersebut dipanaskada gelas Erlenmeyer
100 mL hingga agarosanya larut semua, lalu didkaginhingga suhu larutan
mencapai 6fC dan ditambahkan 2 pL larutan etidium bromida |(t@dmL) dan
kemudian diaduk hingga homogen sebelum dituangkatalam cetakan gel yang
memiliki sisir sebagai pembentuk sumur gel. Padaimgamasing sumur gel
dimasukkan 3 pL sampel hasil PCR yang telah dicardpugan 2 ploading
buffer (sukrosa 50%; EDTA 0,1 M pH 8; brom fenol biru %,JpH 8) dengan
ukuran 1 plUoading buffer untuk 10 pL amplikonMarker atau penanda kontrol
yang digunakan adalah pUCHYAfI (Amersham Life Science) yang memiliki
lima pita (masing-masing berukuran 1419 pb, 517386, pb, 214 pb, dan 75 pb).

Proses elektroforesis divisualisasi dengan lampuseW pada panjang gelombang
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312 nm. Penentuan konsentrasi DNA dapat dilakukaengan cara
membandingkan intensitas pita yang dianalisis tiapaita-pita danmarker yang

konsentrasinya telah ditentukan sebelumnya.

3.2.5. Sekuensing

Sekuensing merupakan tahapan akhir dalam menentuigtan nukleotida
fragmen hasil amplifikasi dengan PCR. Tahapan seng dilakukan oleh
MacroGen yang berada di Korea Selatan. Primer yhggnakan pada proses
sekuensing adalah dmt 1L 8412-8435 (TACTCCTTACACTRTTCATCA).
Data hasil sekuensing berupa elektroforegram daras sampel dalam bentuk
ABL file, pdf file, danphd file. Elektroforegram menunjukkan urutan nukleotida

sampel dengan warna yang berbeda sesuai dengamgsainya.

3.2.6. AnalissHasll Sekuensing

Analisis hasil sekuensing dibantu dengan menggunmaka@ogram
SegMaf" versi 4 dari DNAstar, urutan nukleotida sampel daman nukleotida
standar (rCRS) dimasukkan pada program ini yangaemtomatis program ini
akan mengurutkan nukleotida sampel sesuai dengaanudan posisi nukleotida
standar dan kemudian akan menandai basa tertentubgabeda dengan standar
sehingga akan tampak perbedaan urutan nukleotidgpedayang mengalami

mutasi. Nukleotida sampel yang mengalami mutasn a&dihat berwarna merah,
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sedangkan yang tidak mengalami mutasi tetap beamaitam. Perbedaan yang

mencolok akan mempermudah proses analisis terhadtgn nukleotida sampel.



