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ABSTRAK

Penelitian mtDNA manusia mengenai profil genetik suatu populasi sudah banyak dilakukan, namun penelitian
mtDNA khususnya daerah ATPase 6 pada populasi dataran rendah belum pernah dilakukan. Penelitian ini penting
dilakukan untuk mengetahui variasi mutasi ATPase 6 mtDNA pada populasi dataran rendah Cirebon, berkaitan
dengan pola adaptasi metabolisme yang berbeda terhadap dataran tinggi. Tahapan penelitian yang dilakukan
meliputi ekstraksi mtDNA, amplifikasi mtDNA dengan teknik polymerase chain reaction (PCR), deteksi mtDNA
dengan teknik elektroforesis gel agarosa, penentuan urutan nukleotida mtDNA daerah ATPase 6 melalui proses
sekuensing dan analisis urutan nukleotida mtDNA daerah ATPase 6 terhadap urutan nukleotida revised Cambridge
Reference Sequence (rCRS) menggunakan program Segman DNAstar versi 4. Berdasarkan hasil penelitian, dari
enam sampel yang diteliti diperoleh 3 mutasi yaitu, A8701G, A8718G, dan A8860G. Dua diantara tiga mutasi
tersebut adalah mutasi umum, yaitu mutasi A8701G dan A8860G. Berdasarkan pola mutasi yang teramati, tidak
ditemukan adanya mutasi spesifik yang mewakili populasi dataran rendah, tetapi 2 mutasi umum yang terjadi
merubah asam amino treonin menjadi alanin. Perubahan jenis asam amino tersebut diduga mengakibatkan
berubahnya struktur dari gen ATPase 6. Hasil penelitian ini diharapkan dapat berkontribusi dalam penyusunan
database mtDNA manusia di Indonesia dan bermanfaat sebagai data pendukung untuk berbagai kajian lain seperti
ilmu kedokteran, forensik atau antropologi.

Kata Kunci : ATPase 6, adaptasi metabolisme, dan dataran rendah.

PENDAHULUAN elektron  tersebut, masing-masing

kompleks

Mitokondria sebagai penghasil energi dalam
bentuk ATP (adenosin trifosfat) diperlukan untuk
menjaga aktivitas dan integritas sel. Dalam
mitokondria, sintesis ATP dapat berlangsung
dengan adanya ATP sintase. ATP sintase
merupakan enzim yang mensistesis ATP melalui
reaksi fosforilasi oksidatif. Dalam enzim tersebut
terdapat bagian yang dikode oleh mtDNA, vyaitu
ATPase 6 dan ATPase 8. Enzim ini bekerja dengan
cara menggunakan energi dari gradien proton yang
dihasilkan selama proses transfer elektron.
Rangkaian proses transfer elektron ditunjukkan
pada Gambar 1.

Dalam proses transfer elektron, masing-
masing kompleks menerima dan melepaskan
elektron. Elektron tersebut pada akhirnya akan
ditangkap oleh oksigen molekuler yang kemudian
bereaksi dengan sepasang ion hidrogen untuk
membentuk molekul air. Selama proses transfer
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memompa ion hidrogen (proton) dari matriks
mitokondria ke dalam ruang antar membran.
Dengan demikian terjadi perbedaan konsentrasi
proton pada matriks dan ruang antar membran.
Gradien proton tersebut dapat menggerakkan

proton kembali melintasi membran menuruni
gradiennya. Ketika ion hidrogen mengalir
menuruni gradiennya, kompleks ATP sintase

bekerja untuk memfosforilasi ADP menjadi ATP.

Adanya gangguan atau mutasi pada mtDNA
khususnya pada daerah ATPase 6 akan
berpengaruh terhadap sintesa ATP. Terganggunya
sintesa energi (ATP) adalah salah satu dari
penyebab berkembangnya penyakit tertentu (Ni
Wayan, et al., 2002). Aktivitas ATP sintase dalam
otot rangka berkaitan erat dengan konsumsi
oksigen secara maksimum (Tonkonogi, et al.,
1997, yang dikutip dari Murakami, et al., 2006)
dan aktivitasnya meningkat ketika melakukan
aktivitas fisik (olahraga).
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Gambar 1. Rantai Transfer Elektron. Selama proses transfer elektron, gugus prostetik enzim-enzim yang
terlibat berubah-ubah antara keadaan tereduksi dan teroksidasi (Campbell, 2002).

Berdasarkan fakta tersebut, maka seseorang
yang tinggal pada daerah dataran tinggi dan
seseorang yang tinggal di dataran rendah akan
memiliki perbedaan laju metabolisme tubuh. Di
dalam tubuh manusia terdapat suatu sistem
kesetimbangan yang berperan dalam menjaga
fungsi fisiologis tubuh untuk beradaptasi dengan
lingkungannya. Proses adaptasi yang dilakukan
oleh tubuh manusia salah satunya adalah
beradaptasi terhadap perbedaan ketinggian. Daerah
dataran rendah diketahui memiliki jumlah oksigen
yang relatif lebih banyak jika dibandingkan dengan
dataran tinggi. Hasil dari adaptasi tersebut
memungkinkan terjadinya perubahan fisiologis
dalam hal respirasi, sirkulasi, dan jumlah sel darah
merah dalam tubuh. Pada orang yang tinggal di
daerah dataran tinggi, suplai oksigen ke seluruh
jaringan menjadi berkurang. Untuk mengatasi hal
tersebut tubuh beradaptasi dengan meningkatkan
jumlah sel darah merah. Semakin tinggi jumlah sel
darah merah dan konsentrasi hemoglobin, maka
kapasitas oksigen respirasi akan meningkat
(Poedjiadi, 2006).

Namun, jika suplai oksigen yang dibutuhkan
oleh mitokondria untuk menjalankan sistem

metabolisme berkurang, maka akan berdampak
pada proses fosforilasi oksidatif. Dalam proses
fosforilasi oksidatif di mitokondria, oksigen dari
hasil respirasi berperan sebagai akseptor elektron.

Rendahnya konsumsi oksigen mengakibatkan
meningkatnya level reduksi dari sitokrom B
sehingga  akan  terbentuk  ubisemikuinon.

Ubisemikuinon tersebut kemudian berinteraksi
dengan O, dan menghasilkan radikal oksigen
(ROS). Tingginya produksi ROS  dapat
menyebabkan kekacauan sistem metabolik pada
mitokondria. Radikal oksigen tersebut dapat
menyebabkan terjadinya mutasi pada gen ATPase 6
sehingga menyebabkan mitokondria mengalami
defisiensi produksi energi ATP. Pada Gambar 2.
ditunjukkan proses pembentukan radikal oksigen.

Meningkatnya level ROS dapat
mengakibatkan terjadinya mutasi pada mtDNA,
sehingga besar kemungkinan terdapat heterogenitas
varian nukleotida daerah ATPase 6 manusia pada
populasi dataran tinggi dan dataran rendah. Oleh
karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk
menganalisis urutan nukleotida daerah ATPase 6
mtDNA manusia populasi dataran rendah.
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Gambar 2. Reaksi Pembentukan Radikal Oksigen. Pembentukan radikal bebas terjadi ketika oksigen yang
dibutuhkan untuk proses fosforilasi oksidatif tidak mencukupi (Aguilaniu, et al., 2005).
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METODE PENELITIAN

Pada penelitian ini terdapat lima tahapan
utama yaitu pengumpulan sampel mtDNA berupa
epitel mulut, ekstraksi mtDNA melalui proses lisis
sel epitel mulut dan akar rambut, amplifikasi
fragmen mtDNA daerah ATPase 6 menggunakan
metode PCR, penentuan urutan fragmen nukleotida
mtDNA hasil amplifikasi dan analisis urutan
nukleotida mtDNA dengan program Segman DNA
star versi 4.

Pengumpulan Sampel mtDNA manusia

Sampel mtDNA diambil dan dikumpulkan
dari 6 orang yang bertempat tinggal di dataran
rendah Indramayu dan Cirebon. Sampel yang
diambil berupa sel epitel mulut dan akar rambut.
Untuk sampel sel epitel mulut, sampel diambil
dengan cotton bud sterile masing-masing tiga
batang cotton bud. Sampel akar rambut, sampel
diambil dengan cara mencabut rambut sampai ke
akarnya sebanyak empat helai untuk setiap orang.

Lisis Sel Epitel Mulut

Proses lisis menggunakan tiga batang cotton
bud yang telah mengandung sel epitel mulut.
Diambil bagian kapasnya dan dimasukkan ke
dalam tabung eppendorf berukuran 1,5 mL yang
telah  disterilkan dengan proses  autoklaf.
Selanjutnya ditambahkan ddH,O 260 pL, buffer
lisis 10x (50 mM Tris-Cl pH 8,5; 1 mM EDTA pH
8,5 dan 0,5%(v/v) Tween 20) sebanyak 30 uL, dan
enzim proteinase K 10 pL pada tabung eppendorf.
Selanjutnya, tabung eppendorf dibungkus dengan
parafilm, dan dilisis selama satu jam enam menit
pada suhu 55°C. Tabung eppendorf yang telah
dilisis dideaktivasi selama 10 menit pada suhu
95°C dan disentrifugasi selama tiga menit pada
kecepatan 14000 rpm. Setelah proses sentrifugasi,
diambil supernatannya sebanyak + 200 pL dan
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf steril yang
baru.

Lisis Akar Rambut

Proses lisis menggunakan empat helai rambut
yang diambil bagian ujung akarnya sekitar 1 cm
dan dimasukkan ke dalam tabung eppendorf
berukuran 1,5 mL yang telah disterilkan dengan
proses autoklaf. Selanjutnya ditambahkan ddH,O
170 pL, buffer lisis 10x (50 mM Tris-Cl pH 8,5; 1
mM EDTA pH 8,5 dan 0,5%(v/v) Tween 20)
sebanyak 20 pL, dan enzim proteinase K 10 pL
pada tabung eppendorf. Kemudian tabung
eppendorf dibungkus dengan parafil, dan dilisis
selama satu jam enam menit pada suhu 55°C.
Tabung eppendorf yang telah dilisis dideaktivasi
selama 10 menit pada suhu 95°C dan disentrifugasi
selama tiga menit pada kecepatan 14000 rpm.
Setelah proses sentrifugasi, diambil supernatannya
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sebanyak + 150 pL dan dimasukkan ke dalam
tabung eppendorf steril yang baru.

Amplifikasi daerah ATPase 6 dengan Teknik
PCR

Reaksi PCR menggunakan 5 p L templat, 1,2
M L enzim Tag DNA polymerase, 0,5 p L
campuran dNTP, primer Erev dan Efor masing-
masing 0,5 p L, buffer PCR 10x 2,5 p L dan
ddH20 sampai volume total 25 py L. Proses PCR
dilakukan dalam 30 siklus, setiap siklus terdiri atas
tahap denaturasi suhu 94°C selama 1 menit, tahap
annealing suhu 56°C selama 1 menit 30 detik dan
tahap polimerisasi suhu 72°C selama 2 menit.
Proses PCR menggunakan alat GeneAmp PCR
System 2400 (Perkin Elmer).
Hasil PCR dianalisis dengan elektroforesis gel
agarose 19%(b/v) menggunakan marker DNA
pUC19/Hinfl.

Sekuensing DNA

Sekuensing merupakan tahapan akhir dalam
menentukan urutan nukleotida fragmen hasil
amplifikasi dengan PCR. Tahapan sekuensing
dilakukan oleh MacroGen yang berada di Korea
Selatan. Primer yang digunakan pada proses
sekuensing  adalah dmt 1L  8412-8435
(TACTCCTTACACTATTCCTCATCA). Data
hasil sekuensing berupa elektroforegram dari setiap
sampel dalam bentuk ABL1 file, pdf file, dan phd
file.  Elektroforegram  menunjukkan  urutan
nukleotida sampel dengan warna yang berbeda
sesuai dengan jenis basanya.

Analisis Hasil Sekuensing

Analisis hasil sekuensing dibantu dengan
menggunakan program SeqMan™ versi 4 dari
DNAstar, urutan nukleotida sampel dan urutan
nukleotida standar (rCRS) dimasukkan pada
program ini yang dengan otomatis program ini
akan mengurutkan nukleotida sampel sesuai
dengan urutan dan posisi nukleotida standar dan
kemudian akan menandai basa tertentu yang
berbeda dengan standar sehingga akan tampak
perbedaan urutan nukleotida sampel yang
mengalami  mutasi. Nukleotida sampel yang
mengalami mutasi akan terlihat berwarna merah,
sedangkan yang tidak mengalami mutasi tetap
berwarna hitam. Perbedaan yang mencolok akan
mempermudah proses analisis terhadap urutan
nukleotida sampel.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Individu sampel merupakan penduduk asli
daerah dataran rendah yang sudah tinggal selama
lebih dari 10 tahun. Karakteristik masing-masing
sampel secara rinci ditunjukkan oleh Tabel 1.
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Tabel 1. Data Individu Sampel mtDNA Manusia Populasi Dataran Rendah

Kode Jenis Kelamin Umur Jenis Sampel Daerah
(th)

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

Vol 1
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Hasil Preparasi Proses Lisis mtDNA

Hasil dari proses lisis berupa templat mtDNA
yang merupakan mtDNA awal bagi proses
selanjutnya. Jumlah mtDNA hasil lisis diperkirakan
berjumlah sedikit sehingga harus diperbanyak
dengan proses PCR, sehingga templat mtDNA ini
merupakan templat untuk reaksi PCR. Dari
beberapa tahapan lisis, templat mMtDNA ini
merupakan supernatan dari campuran larutan
komponen lisis yang telah disentrifugasi.

Amplikon mtDNA manusia Daerah ATPase 6

Amplikon mtDNA pada penelitian ini
merupakan hasil amplifikasi dengan proses PCR,
yang berukuran sekitar 2 kb menggunakan primer
Efor dan Erev. Amplikon dari proses PCR
divisualisasi dengan paparan sinar ultraviolet
setelah terlebih dahulu dilakukan elektroforesis gel
agarosa. Dengan metode ini maka dapat diketahui
ukuran fragmen hasil PCR yang didapatkan.
Penentuan ukuran pita mtDNA hasil PCR
dilakukan dengan membandingkan pita hasil PCR
dengan pita standar pUC19/Hinfl yang memiliki
enam pita, masing-masing berukuran 1419 pb, 517
pb, 396 pb, 214 pb, 75 pb, dan 65 pb.

Gambar 3. Hasil Elektroforesis Fragmen ATPase 6 Sampel mtDNA Manusia
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Keterangan : Sumur 1 adalah pUC19/Hinfl yang digunakan sebagai marker, sumur 2 adalah sampel yang tidak
menunjukkan pita, sumur 3-6 adalah sampel mtDNA ATPase 6 populasi dataran rendah yang berlabel DR1,
DR2, DR5, DR14. Sumur 7 adalah kontrol positif dan sumur 8 adalah kontrol negatif yang tidak

memperlihatkan pita

Gambar 3.1 memperlihatkan hasil elektroforesis
berupa pita. Sumur pertama memperlihatkan
adanya pita marker yang terpisah sesuai dengan
jumlah pasang basanya. Pita sampel terlihat pada
posisi diatas pita pertama marker yang
menunjukkan adanya suatu fragmen berukuran + 2
kb. Pita-pita ini menunjukkan bahwa proses PCR
berhasil dilakukan. Hal ini ditunjukkan dengan
munculnya pita pada kontrol positif berukuran 2 kb
dan tidak terdapatnya pita pada kontrol negatif.
Munculnya pita pada kontrol positif PCR juga
menunjukkan bahwa proses lisis berhasil, karena
kontrol positif ini merupakan sampel yang pernah
Hasil Analisis Homologi

berhasil dilisis dan diamplifikasi sebelumnya. Pita
kontrol negatif yang tidak muncul menunjukkan
bahwa mtDNA yang diamplifikasi adalah mtDNA
yang diinginkan, bukan kontaminan.

Hasil Sekuensing Daerah ATPase 6 mtDNA
Manusia

Hasil sekuensing berupa elektroforegram
urutan nukleotida mtDNA sampel diperoleh dalam
format file abl, pdf, teks dokumen, dan phd.1.
Dalam elektroforegram ditunjukkan urutan-urutan
nukleotida berupa puncak-puncak yang sesuai
dengan jenis nukleotidanya.
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hasil

Gambar 4. Perbandingan Urutan Nukleotida Sampel DR-001 dengan Standar rCRS.
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Keterangan : Dua mutasi terhadap urutan rCRS ditunjukkan dengan cetak tebal.
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Hasil  analisis dari  keenam  sampel
menunjukkan adanya tiga jenis mutasi Yaitu
8701A - G, 8718A - G, dan 8860A - G. Dua dari
tiga mutasi tersebut merupakan mutasi umum yang
terdapat pada seluruh sampel, yaitu mutasi A8701G
dan A8860G. Mutasi umum merupakan mutasi
yang sering ditemukan pada setiap sampel. Namun
mutasi umum ini tidak dapat dijadikan mutasi yang
spesifik pada populasi dataran rendah Cirebon
karena mutasi ini juga muncul pada populasi
dataran tinggi Kuningan (Ariningtyas, komunikasi
personal). Kedua mutasi di atas (A8860G dan
A8701G) meubah jenis asam amino treonin
menjadi alanin. Perubahan tersebut diduga
mengakibatkan berubahnya struktur dari gen
ATPase 6 dikarenakan perbedaan struktur antara
treonin dan alanin, treonin mengandung gugus
samping yang bersifat polar sedangkan alanin
mengandung gugus samping yang bersifat non
polar.

Mutasi A8718G tidak dapat dijadikan mutasi
spesifik pada populasi dataran rendah karena
mutasi tersebut hanya muncul pada satu sampel,
yaitu sampel DR-016 dan tidak ditemukan pada
kelima sampel lainnya. Begitu juga pada sampel
yang berasal dari dataran tinggi, dari 7 sampel yang
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dianalisis, hanya 1 sampel yang memiliki mutasi
pada possisi 8718 (Ariningtyas, komunikasi
personal). Mutasi yang terjadi pada posisi 8718
A- G merupakan mutasi silent, artinya mutasi
tersebut tidak merubah jenis asam amino. Mutasi
yang terjadi pada semua sampel adalah mutasi
substitusi  transisi. Mutasi  substitusi  transisi
seringkali terjadi dan disebabkan karena keduanya
merupakan nukleotida dengan basa nitrogen yang
memiliki kemiripan struktur. Daftar mutasi pada
keenam sampel dapat dilihat pada Tabel 2.

Hasil penelitian juga menunjukkan bahwa
daerah ATPase 6 populasi dataran tinggi memiliki
variasi mutasi lebih banyak dibandingkan variasi
mutasi daerah ATPase 6 populasi dataran rendah.
Pada sampel yang berasal dari dataran rendah
hanya terdapat 3 variasi mutasi dari 6 sampel,
sedangkan pada sampel yang berasal dari dataran
tinggi terdapat 6 variasi mutasi dari 7 sampel
(Ariningtyas, komunikasi personal). Hal tersebut
sesuai dengan teori yang dikemukakan bahwa pada
daerah dataran tinggi dimana jumlah oksigennya
relatif sedikit akan memicu peningkatan level ROS.
Keberadaan ROS dalam jumlah banyak dapat
merusak mtDNA dan menyebabkan terjadinya
mutasi.

Tabel 2. Daftar Mutasi Sampel.

Kode Sampel
No. DR-001 DR-002 DR-005 DR-014 DR-016 DR-018
Posisi
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

Keterangan : mutasi yang dicetak tebal merupakan mutasi umum yang terjadi pada sampel.

Perbandingan Mutasi
Mitomap

Perbandingan data mutasi hasil penelitian
dengan database mitomap dilakukan untuk
mengetahui apakah mutasi yang terjadi pada
sampel tersebut merupakan mutasi yang baru
ditemukan atau telah dipublikasikan sebelumnya.
Dengan mencocokkan data mutasi sampel dengan
data mitomap diketahui bahwa tiga mutasi yang
terdapat pada sampel telah dilaporkan dan
dipublikasikan ~ dalam  mitomap.  Penelitian-
penelitian yang telah dilakukan pada daerah
ATPase 6 menunjukkan bahwa mutasi A8860G
ditemukan hampir di semua daerah ATPase 6
mtDNA manusia dengan frekuensi kemunculannya
100%  (www.argusbio.com)  sehinggi  dapat
dikatakan bahwa mutasi A8860G merupakan
mutasi khas daerah ATPase 6 karena frekuensi
kemunculannya yang tinggi.

Sampel dengan Data

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Hasil dari penelitian menunjukkan mutasi yang
terjadi pada keenam sampel populasi dataran
rendah Cirebon dan Indramayu berjumlah 3 mutasi
A8701G dan A8860G. Hasil perbandingan mutasi
sampel dengan database mitomap menunjukkan
ketiga mutasi tersebut telah dipublikasikan oleh
peneliti lain. Berdasarkan hasil tersebut, tidak
ditemukan adanya mutasi spesifik yang mewakili
populasi dataran rendah Cirebon.

yaitu, A8701G, A8718G, dan A8860G. Dari ketiga
variasi mutasi terdapat dua mutasi yang umum
ditemukan pada seluruh sampel yaitu mutasi
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Saran

Pada penelitian ini tidak diperoleh mutasi
spesifik yang khas dari populasi dataran rendah
Cirebon. Oleh karena itu, pada penelitian
selanjutnya diperlukan jumlah sampel yang lebih
banyak dengan karakteristik yang eksklusif
(terisolasi dari dataran tinggi dan memiliki
perbedaan ketinggian yang cukup signifikan) yang
mewakili  seluruh  populasi dataran rendah,
sehingga profil genetik yang khas dari populasi
tersebut dapat terlihat.
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