BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada bab ini akan dibahas hasil dari tahapan ifanelyang telah
dilakukan untuk menentukan urutan nukleotida da@&iBiRase 6 mtDNA manusia
populasi dataran rendah Cirebon. Urutan nukleotad®y diperoleh dibandingkan
dengan urutan nukleotida pembanding yaitu rCi& ged Cambridge Reference
Sequence), sehingga akan terlihat variasi urutan nukleotidai sampel. Mutasi
yang terjadi pada setiap individu sampel dan hatiy@mukan pada populasi
dataran rendah Cirebon dapat dijadikan sebagai smsfzesifik bagi populasi

tersebut.

4.1 Data Sampel ATPase 6 mtDNA Manusia

Sampel ATPase 6 mtDNA diambil dan dikumpulkan damrang yang
berasal dari populasi asli dataran rendah IndrandayuCirebon. Sampel berupa
sel epitel dan rambut yang masih memiliki akar ratmdengan jumlah masing-
masing 4 helai untuk setiap orang. Individu samgglastikan merupakan
penduduk asli daerah dataran rendah yang sudapatirsglama lebih dari 10
tahun. Karakteristik masing-masing sampel secara ditunjukkan oleh Tabel

4.1.
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Tabel 4.1. Data Individu Sampel mtDNA Manusia Populasi Dataran Rendah.
Sampel yang dianalisis berjumlah enam sampel dampakan penduduk
asli dataran rendah.

Kode | Jenis Kelamin Umuy Jenis Sampel Daerah
(th)

DR-001 P 55 epitel Indramayu
DR-002 L 19 epitel Indramayy
DR-005 L 60 rambut Indramayu
DR-014 P 45 rambut Cirebon
DR-016 P 22 rambut Cirebon
DR-018 P 30 rambut Cirebon

Sampel rambut dipilih karena akar rambut memilltifaas metabolisme
yang tinggi dan diperkirakan memiliki jumlah mtDN/Ang banyak dalam setiap
sel, sehingga mtDNA yang diambil akan banyak walaugari akar rambut yang
sedikit (Rossaria, 2008). Tetapi, ada beberapa slaggng diambil berupa sel
epitel mulut. Sampel yang telah diambil baik bersph epitel maupun rambut,
dikumpulkan dan disimpan pada plastik obat steah dliberi label. Sampel
disimpan pada lemari pendingin dengan temperd@ragar kondisi sampel tidak
rusak oleh enzim-enzim yang dapat mendegradasi kiMéna pada suhu tersebut

enzim menjadi tidak aktif.

4.2  Hasil Preparasi ProsesLisismtDNA Manusia Daerah AT Pase 6

Hasil dari proses lisis berupa templat mtDNA yangrupakan mtDNA
awal bagi proses selanjutnya. Jumlah mtDNA hasis Idiperkirakan berjumlah
sedikit sehingga harus diperbanyak dengan prosd®. HEmplat mtDNA ini
merupakan templat untuk reaksi PCR. Dari beberabapan lisis, templat

MtDNA ini merupakan supernatan dari campuran lariki@amponen lisis yang
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telah disentrifugasi. Komponen yang memiliki benablekul besar dalam sel
seperti organel, dinding sel, dan bagian lain akemgendap sebagai debris sel

sedangkan molekul mtDNA akan terdapat dalam bagiaernatan.

4.3 Amplikon mtDNA Manusia Daerah AT Pase 6

Amplikon mtDNA pada penelitian ini merupakan hasiplifikasi dengan
proses PCR, yang berukuran sekitar 2 kb menggunpkarer Efor dan Erev.
Amplikon dari proses PCR divisualisasi dengan papainar ultraviolet setelah
terlebih dahuludilakukan elektroforesis gel agarosa. Dengan meindenaka
dapat diketahui ukuran fragmen hasil PCR yang ditkam. Penentuan ukuran
pita MtDNA hasil PCR dilakukan dengan membandingbigen hasil PCR dengan
pita standar pUC1Blinfl yang memiliki enam pita, masing-masing berukuran
1419 pb, 517 pb, 396 pb, 214 pb, 75 pb, dan 65vpEualisasi dari salah satu
amplikon dapat dilihat pada Gambar 4.1.

Pada Gambar 4.1., sumur pertama memperlihatkanyadaite marker
yang terpisah sesuai dengan jumlah pasang basRitgasampel terlihat pada
posisi di atas pita pertam@aarker yang menunjukkan adanya suatu fragmen
berukuran = 2 kb. Pita-pita tersebut menunjukkahwaza proses amplifikasi
daerah ATPase berhasil dilakukan. Hal ini diperldeaigan munculnya pita pada
kontrol positif berukuran 2 kb dan tidak terdapatrpita pada kontrol negatif.
Munculnya pita pada kontrol positif PCR juga memkkpn bahwa proses lisis
berhasil, karena kontrol positif ini merupakan sahlm@ang pernah berhasil dilisis

dan diamplifikasi sebelumnya. Pita kontrol negatiting tidak muncul
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menunjukkan bahwa mtDNA yang diamplifikasi adalabMA yang diinginkan,

bukan kontaminan.

1419 pb
512 pb

396 pb
214 pb

75 pb

Fragmen 2 kb

Gambar 4.1. Hasll Elektroforesis Fragmen ATPase 6 Sampel mtDNA
Manusia. Sumur 1 adalah pUC14infl yang digunakan sebagai
marker, sumur 2 adalah sampel yang tidak menunjugka, sumur 3-
6 adalah sampel mtDNA ATPase 6 populasi datarawlatenyang
berlabel DR1, DR2, DR5, DR14. Sumur 7 adalah kérositif dan
sumur 8 adalah kontrol negatif yang tidak mempatkan pita.

Pita-pita yang terdapat baik di bawah pita sammé, kontrol positif dan
pada kontrol negatif bukanlah kontaminan, melairdteear yang terjadi karena
jumlah templat yang terlalu banyak pada prosesGR-Bampel dan merupakan
sisa primer yang tidak dipakai oleh templat mtDNRe-PCR dilakukan karena
pada proses PCR tidak didapatkan amplikon mtDNAlaParoses PCR tidak

didapatkan sejumlah DNA yang dapat divisualisaBingga dilakukan proses re-

PCR.
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4.4  Urutan Nukleotida mtDNA Daerah ATPase 6 Populas Dataran

Rendah

Hasil sekuensing berupa elektroforegram urutan emtida mtDNA
sampel diperoleh dalam format file abl, pdf, te@kuwmhen, dan phd.1. Salah satu
elektroforegram individu sampel (DR-001) ditunjukkgpada Gambar 4.2,
sedangkan elektroforegram keseluruhan sampel t&rdagam lampiran.

Pada elektroforegram ditunjukkan puncak-puncak dengarna yang
berbeda sesuai dengan jenis basa. Puncak berwigananfenunjukkan puncak
basa adenin (A), puncak berwarna biru menunjukkamcgk basa sitosin (C),
puncak berwarna merah menunjukkan puncak basa t{fjndan puncak
berwarna hitam menunjukkan puncak basa guanin $8lain keempat notasi
diatas (A, C, T, G), terdapat juga notasi N yangatiebahwa terdapat puncak
yang tidak jelas yang disebabkan bertumpuknya bgbepuncak basa pada satu
posisi atau terlalu rendahnya puncak yang dihasil#ari nukleotida tersebut,
sehingga tidak terbaca oleh mesin pada saat psaseensing. Notasi N dapat
diperbaiki secara manual dengan mengamati puncakne@agganti dengan notasi
yang sesuai, dengan syarat puncak yang diamatit dbipadakan secara jelas

antara basa yang satu dengan basa yang lain (il.26128).
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Gambar 4.2. Elektroforegram Urutan Nukleotida Daerah ATPase 6 Individu
DR-001. Warna hijau menunjukkan basa A, warna biru mendgok
basa C, warna merah menunjukkan basa T dan waitan h
menunjukkan basa G.
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45 Varias mutas mtDNA Daerah ATPase 6 Manusia Populasi Dataran

Rendah

Variasi mutasi mtDNA daerah ATPase 6 yang khas plgpulasi dataran
rendah dapat diketahui dengan membandingkan uratddeotida mtDNA
individu sampel terhadap wurutan nukleotida standa€RS). Dengan
menggunakan program Segman versi 4 dari DNAstgatddiketahui perbedaan
yang terjadi pada urutan nukleotida individu sampefbedaan urutan nukleotida
sampel dengan nukleotida standar menunjukkan ademytasi pada sampel.
Contoh nukleotida yang mengalami mutasi ditunjukk@mgan huruf berwarna

merah pada elektroforegram seperti terlihat padaliaa 4.3.

bl SeqMan - [Alignment of Contig 1]
* Fie

Edit Sequence Contig Project Help -8 %
@ Pogition: 8701 16.569kb

', °6¢ °63ﬂ °6r-1ﬂ °65ﬂ °66ﬂ °6Jﬂ °6°ﬂ °69ﬂ 8700 8710 8720
i) o Ll Ll Ll ol RS FRT ol b b b by

}Iranslate A CIC AAAIAI 1C AI AA CAAC aA IAAI Cac A AA AM.:A IAAI AAA TAACCIC AAAA ARATGATARCCATACACAACACTARRGER
complete gencm.SEQ(DlGSGSJ—) ccccacctccaaatatctcatcaacaaccgaGtaatcaccacccaacaatgactaatcaaactaacctcaaaacaaatgata a0Catacacaacactas gga

mnn.muuuuummlmm mm nhuumu mmlmunhlh umuuuumld

\ARTATCTCATCAR GACTARICA ARTGRTAGCCATAC ACTARGEGA

@ |z | £ TE|= = o

Gambar 4.3. Tampilan Program Seqman DNAstar Vers 4. Huruf berwarna
merah padacomplete genom menunjukkan adanya mutasi subtitusi
transisi A~>G pada sampel DR-016 di posisi 8701.

Berdasarkan gambar tersebut terlihat adanya msuéstitusi transisi basa adenin
menjadi guanin pada posisi 8701 (A8701G). Dengaia gang sama seperti

Gambar 4.4, dilakukan perbandingan urutan nuklaoséetiap sampel terhadap
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urutan nukleotida rCRS. Dari analisis tersebut taliketahui jenis, posisi, dan
jumlah mutasi yang terjadi.

Hasil perbandingan seluruh urutan nukleotida sardpelDR-001 hingga
DR-018 terhadap urutan nukleotida rCRS menunjulkd@emya dua mutasi yang
terjadi pada semua sampel. Salah satu contoh Ip@slhandingan urutan
nukleotida sampel DR-001 dengan standar rCRS déjilsat pada Gambar 4.4.
Kedua mutasi tersebut antara lain, transisi basaefsjadi basa G pada posisi
8701 (A8701G) dan 8860 (A8860G). Pada sampel DRtBddapat satu mutasi
substitusi transisi tambahan yaitu pada posisi 8A®B718G). Daftar mutasi
seluruh sampel dapat dilihat secara lengkap pabel Ba2.

Tabel 4.2. Daftar Mutas Sampel. Jumlah mutasi terbanyak pada keenam

individu sampel yang dianalisis adalah tiga musasiangkan jumlah
terkecil adalah dua mutasi

Kode Sampe
No DR DR DR DR DR DR
y Posisi 001 002 005 014 016 018
1 8701 A-G A—G | A—G A—-G | A—>G A—G
2 8718 A—-G
3 8860 A-G A—-G | A—>G A—-G | A—-G A—G
Jumlah Mutasi 2 2 2 2 3 2

Mutasi yang terjadi pada semua sampel adalah mswsititusi transisi. Mutasi
substitusi transisi seringkali terjadi dan diselzabkarena keduanya merupakan

nukleotida dengan basa nitrogen yang memiliki kgrair struktur.
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8527 ATGAACGAAA ATCTGTTCGC TTCATTCATT GCCCCCACAA GRS
ATGAACGAAA ATCTGTTCGC TTCATTCATT GCCCCCACAA DR-001
8567 TCCTAGGCCT ACCCGCCGCA GTACTGATCA TTCTATTTCC rCRS
TCCTAGGCCT ACCCGCCGCA GTACTGATCA TTCTATCC DR-001
8607 CCCTCTATTG ATCCCCACCT CCAAATATCT CATCAACAA rCRS
CCCTCTATTG ATCCCCACCT CCAAATATCT CARACAAC DR-001
8647 CGACTAATCA CCACCCAACA ATGACTAATC AAACTAACCT rCRS
CGACTAATCA CCACCCAACA ATGACTAATC AAACTACCT DR-001
8687 CAAAACAAAT GATAACCATA CACAACACTA AAGGACGAAC rCRS
CAAAACAAAT GATAGCCATA CACAACACTA AAGGACGAAC DR-001
8727 CTGATCTCTT ATACTAGTAT CCTTAATCAT TTTATTGCC rCRS
CTGATCTCTT  ATACTAGTAT CCTTAATCATTTTITATTGCC DR-001
8767 ACAACTAACC TCCTCGGACT CCTGCCTCAC TCATTTACAC CRS
ACAACTAACC TCCTCGGACT CCTGCCTCAC TCATATAC DR-001
8807 CAACCACCCA ACTATCTATA AACCTAGCCA GGCCATCCC rCRS
CAACCACCCA ACTATCTATA AACCTAGCCA GGCCRCCC DR-001
8847 CTTATGAGCG GGECAGTGA TTATAGGCTT TCGCTCTAAG rCRS
CTTATGAGCG GGGCAGTGA TTATAGGCTT TCGCTCTAAG DR-001
8887 ATTAAAAATG CCCTAGCCCA CTTCTTACCA CAAGGCACAC rCRS
ATTAAAAATG CCCTAGCCCA CTTCTTACCA CAAGGCACAC DR-001
8927 CTACACCCCT TATCCCCATA CTAGTTATTA TCGAAACCAT rCRS
CTACACCCCT TATCCCCATA CTAGTTATTA TCGAAACCAT DR-001
8967 CAGCCTACTC ATTCAACCAA TAGCCCTGGC CGTACGCCTA rCRS
CAGCCTACTC ATTCAACCAA TAGCCCTGGC CGTACGCCTA DR-001
9007 ACCGCTAACA TTACTGCAGG CCACCTACTC ATGCACCTAA rCRS
ACCGCTAACA TTACTGCAGG CCACCTACTC ATGCACCTAA DR-001
9047 TTGGAAGCGC CACCCTAGCA ATATCAACCA TTAACCTTCC rCRS
TTGGAAGCGC CACCCTAGCA ATATCAACCA TTAACCTTCC DR-001
9087 CTCTACACTT ATCATCTTCA CAATTCTAAT TCTACTGACT rCRS
CTCTACACTT ATCATCTTCA CAATTCTAAT TCTACTGACT DR-01
9127 ATCCTAGAAA TCGCTGTCGC CTTAATCCAA GCCTACGTTT rCRS
ATCCTAGAAA TCGCTGTCGC CTTAATCCAA GCCTACGTTT DR-001
9167 TCACACTTCT AGTAAGCCTC TACCTGCACG ACAACACATA rCRS
TCACACTTCT AGTAAGCCTC TACCTGCACG ACAACACATA DR-01
9207 A rCRS
A DR-001

Gambar 4.4. Perbandingan Urutan Nukleotida Sampel DR-001 dengan
Standar rCRS. Dua mutasi terhadap urutan rCRBunjukkan dengan
warna merabh.
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Dari seluruh mutasi yang terjadi pada sampel, patd& variasi mutasi
dan hanya dua variasi mutasi yang umum terdapat patliruh sampel, yaitu
mutasi A8701G dan A8860G. Mutasi umum merupakanasiuyang sering
ditemukan pada setiap sampel. Namun mutasi umunidak dapat dijadikan
mutasi yang spesifik pada populasi dataran rendadb@h karena mutasi ini juga
muncul pada populasi dataran tinggi Kuningan (Agtyas, komunikasi
personal). Begitu juga mutasi A8718G tidak dapptdikan mutasi spesifik pada
populasi dataran rendah karena mutasi tersebuiahamycul pada satu sampel,
dan tidak ditemukan pada kelima sampel lainnya.

Selain itu, hasil penelitian menunjukkan bahwa alagkTPase 6 populasi
dataran tinggi memiliki variasi mutasi lebih banydikandingkan variasi mutasi
daerah ATPase 6 populasi dataran rendah. Pada lsgamgeberasal dari dataran
rendah hanya terdapat 3 variasi mutasi dari 6 sikmpdangkan pada sampel
yang berasal dari dataran tinggi terdapat 6 variasitasi dari 7 sampel
(Ariningtyas, komunikasi personal). Hal tersebususe dengan teori yang
dikemukakan bahwa pada daerah dataran tinggi dijo@amah oksigennya relatif
sedikit akan memicu peningkatan level ROS. KebemaddOS dalam jumlah

banyak dapat merusak mtDNA dan menyebabkan teyadimutasi.

4.6  Perbandingan Mutas Sampel dengan Data Mitomap
Perbandingan data mutasi hasil penelitian dendamabase mitomap
dilakukan untuk mengetahui apakah mutasi yang diepada sampel tersebut

merupakan mutasi yang baru ditemukan atau telahbllkasikan sebelumnya.
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Dengan mencocokkan data mutasi sampel dengan dat@ap diketahui bahwa
tiga mutasi yang terdapat pada sampel telah dikapodan dipublikasikan dalam
mitomap. Perbandingan mutasi sampel dendgiabase mitomap dapat dilihat
pada Gambar 4.5.

Mutasi A8860G ditemukan hampir di semua daerah AEP& mtDNA

manusia dengan frekuensi kemunculannya 100%w(.argusbio.com Dapat

dikatakan bahwa mutasi A8860G merupakan mutasi #@esah ATPase 6 karena
frekuensi kemunculannya yang tinggi. Mutasi tersefmerubah urutan asam
amino pada kodon 112 (AGAAGA). Mutasi A8701G diketahui memiliki
frekuensi kemunculan sebesar 72,5% (Murakamal., 2006). Mutasi A8701G
terjadi pada posisi pertama dari kodon 59 (A@GCC). Kedua mutasi di atas
(A8860G dan A8701G) mengubah jenis asam amino itmeorenjadi alanin.
Perubahan tersebut diduga mengakibatkan berubatmdur dari gen ATPase 6
dikarenakan perbedaan struktur antara treonin dkmina treonin mengandung
gugus samping yang bersifat polar sedangkan ataemyandung gugus samping
yang bersifat non polar.

Berbeda dengan mutasi sebelumnya, mutasi yanglitggala posisi 8718
A—G merupakan mutasilent, artinya mutasi tersebut tidak merubah jenis asam
amino. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukakuensi munculnya mutasi
ini sangat rendah, terlihat dari enam sampel yaagatisis, mutasi A8718G

hanya muncul pada satu sampel yaitu sampel DR-016.
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Clear
Search for J

MITOMAP: MtDNA Coding Region Sequence Polymor phisms

Last edited Oct 12, 2009

Some reported polymorphisms have now been showa thie to errors or rare
polymorphisms
in the original Cambridge sequence. See footnotes

Nucleotide Locus = Nucleotide = Amino Acid References
Position Change Change

8701 MT-ATP6 A-G T-A references
8703 MT-ATP6 C-T syn references
8705 MT-ATP6 T-C M-T references
8707 MT-ATP6 C-T H-Y references
8709 MT-ATP6 C-T syn references
8711 MT-ATP6 A-G N-S references
8718 MT-ATP6 A-G syn references
8857 MT-ATP6 G-A G-S references
8859 MT-ATP6 C-T syn references
8860 MT-ATP6 A-A rCRS rare pm references
8860 MT-ATP6 A-G T-A(consensus) references
8865 MT-ATP6 G-A syn references

Gambar 4.5. Tampilan database Mitomap. Ketiga mutasi yang terdapat pada
sampel telah dipublikasikan oleh peneliti lain. Hal dapat diketahui
dengan mencocokkan antara mutasi sampel dengamiataap. Huruf
yang dicetak biru merupakan mutasi yang terjadi apahmpel.
(http://www.mitomap.org, 2009).

Begitu juga pada sampel yang berasal dari datanggit dari 7 sampel yang
dianalisis, hanya 1 sampel yang memiliki mutasigppdssisi 8718 (Ariningtyas,

komunikasi personal).



