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ABSTRAK

Arif Rahman S, Pudjadi, Sofwan Dahlan

PERBEDAAN HASIL PREPARASI FRAGMEN DNA MITOKONDRIAL
DAN DNA INTI PADA SAMPEL URIN SIMPAN
UNTUK KEPENTINGAN IDENTIFIKASI PERSONAL

Latar belakang : Identifikasi seseorang pada berbagai kasus forensik - dapat
menggunakan cara konvensional maupun modern ( DNA typing ). Pemeriksaan DNA
mempunyai keunggulan karena DNA bersifat lebih stabil dibanding metode petanda
genetik konvensional ( misalnya golongan darah ), dan kode genetik DNA pada setiap
individu pasti berbeda, kecuali pada kembar identik. Identifikasi personal dengan
menggunakan sampel urin akhir-akhir ini mulai memegang peran cukup penting. Pada
kasus doping dan pemeriksaan narkoba yang menggunakan sampel urin dengan hasil
yang positif seringkali terjadi pengingkaran oleh pengguna. Selain DNA inti, pada tahun
1981 ditemukan DNA mitokondrial ( mtDNA ), yaitu DNA yang terdapat pada
mitokondria. Setiap sel mempunyai 1000 hingga 10.000 copy mtDNA, sehingga mtDNA

dapat ditemukan pada sampel yang sangat sedikit termasuk diantaranya adalah sampel
urin. :

Metoda : Dilakukan studi cross — sectional analitik dengan melibatkan 12 responden
terpilih ( 7 perempuan dan 5 laki-laki ) dari semua golongan umur yang diambil sampel
urin untuk dilakukan preparasi fragmen DNA ( mtDNA dan nDNA ) dan dilakukan
pengambilan darah sebagai sampel referensi ( baik mtDNA maupun nDNA ). Dilakukan
diskripsi perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA dan nDNA ( baik darah maupun urin
), kemudian dianalisis perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA dibanding nDNA pada
sampel urin.

Hasil : Didapatkan hasil preparasi fragmen mtDNA dan nDNA darah sebesar 100%,
mtDNA urin sebesar 83,3% dan nDNA urin sebesar 33,3%. Dari analisis perbedaan hasil
preparasi fragmen mtDNA dibanding nDNA wrin didapatkan 83,3%:33,3% dengan
p=0,031. Sehingga hasil preparasi fragmen mtDNA urin terbukti 2,5 kali lebih tinggi dari
preparasi fragmen nDNA urin,

Simpulan : Karena hasil preparasi fragmen mtDNA urin lebih tinggi dari preparasi
fragmen nDNA urin maka pada kasus-kasus narkoba atau doping dengan urin sebagat
sampelnya sebaiknya digunakan pemeriksaan mtDNA untuk mengetahui kepemilikan
dari urin tersebut.

Kata kunci : Identifikasi personal, mtDNA, nDNA
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ABSTRACTS

Arif Rahman S, Pudjadi, Sofwan Dahlan

DIFFERENCE OF RESULTS OF FRAGMENT PREPARATION BETWEEN
MITOCHONDRIAL DNA AND NUCLEAR DNA IN STORED URINARY
SAMPLES FOR PERSONAL IDENTIFICATION PURPOSE

Backgrounds: The identification of a person in various forensic cases may use both
conventional and modern methods (DNA typing). DNA investigation has an advantage
because DNA is more stable as compared with conventional genetic marker methods (for
example, blood group), and DNA genetic codes are always differ from person to person,
except for identical twin. Recently, personal identification by using urinary sample is
beginning to play a sufficiently important role. In examinations of doping cases and
narcotics abuse that are performed using urinary sample that gives positive results, the
user often denies the result. Other than nuclear DNA, in 1981 the mitochondrial DNA
(mtDNA) was discovered, i.e. DNA that resides in mitochondrion. Every cell has 1000 to
10,000 copies of mtDNA, so the mtDNA can be found in an extremely small amount of
sample, and urinary sample is included among them.

Methods: An analytic cross-sectional study was performed that involved 12 selected
respondents (7 females and 5 males) from all age groups, urinary samples were coliected
for performing DNA fragmentation (mtDNA and nDNA) and blood samples were
collected as reference sample (both mtDNA and nDNA). Description of difference of
mtDNA and nDNA fragment preparation results was performed (both blood and urine),
then the difference of fragment preparation result between mtDNA and nDNA in the
urinary samples was analysed.

Results: The result of blood mtDNA and nDNA fragment preparation was found to be
100%, whereas urinary mtDNA was 83,3% and urinary nDNA was 33,3%. From the
analysis of difference between urinary mtDNA fragment preparation result as compared
with urinary nDNA was found to be 83.3%:33.3% with p = 0.031. So the result of urinary
mtDNA fragment preparation was proved to be 2.5 times higher than urinary nDNA
fragment preparation.

Conclusion: Because the result of urinary mtDNA fragment preparation is higher than
urinary nDNA fragment preparation, so in cases of narcotic abuse or doping with urine as
the sample, then the mtDNA investigation should be used to find out the owner of the
urine.

Keywords: Personal identification, mtDNA, nDNA.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG PERMASALAHAN

Identifikasi seseorang pada berbagai kasus forensik, baik itu tindak pidana atau
bukan dapat menggunakan berbagai cara, yaitu cara konvensional dan modern. Cara
konvensional yang biasa digunakan antara lain dengan metode visual, dari pakaién dan
perhiasan yang dipakai, dokumen yang ada, gigi geligi, sidik jari atau metode eksklusi
untuk kasus — kasus massal. Namun cara — cara tersebut seringkali belum bisa menjawab
identifikasi seseorang secara memuaskan, terutama pada korban yang tidak beridentitas,
jenazah yang membusuk lanjut, korban mutilasi, atau barang bukti lain yang sudah rusék.
(12345)

Seiring dengan kemajuan ilmu biomolekuler, maka ilmu forensikpun berkembang
dengan pesat. Sejak tahun 1984 berkembang cabang ilmu forensic DNA analysis , yang
memungkinkan identiﬁkasi personal tidak hanya menggunakan cara-cara konvensional,
tetaﬁi juga menggu‘nakan cara modern yaitu berdasar pada kode genetik (DNA/
Deoxyribonucleic Acid Yyang Jazim dikenal sebagai DNA typing. (1,46.7)

Pemeriksaan identifikasi persoﬁal dengan menggunakan pemeriksaan DNA
mempunyai keunggulan karena DNA bersifat lebih stabil dibanding metode petanda
genetik konvensional ( misalnya golongan darah ), dan kode genetik DNA pada setiap

individu pasti berbeda, kecuali pada kembar identik. (+*)

Prosedur pemeriksaan DNA untuk identifikasi personal (forensic DNA typing),

diawali dengan ekstraksi dan pemurnian DNA dari sampel. Ekstrak DNA dari sampel

[P T-PUS TAK-UNDIP)




tersebut kemudian diperiksa menggunakan teknik PCR based atau non- PCR based.
Apabila jumlah sampel mencukupi, dapat digunakan teknik analisis non PCR based.
Teknik non PCR based yang paling sering digunakan yaitu RFLP (Restriction Fragment
Length Polimorphism) atau VNTR (Variable Number Short of Tandem Repeats). Kedua
teknik tersebut menggunakan marker DNA multilokus dan membutuhkan sampel DNA
segar. Sﬂejak tahun 1980-an dikembangkan teknik PCR—baséd. Dengan menggunakan
teknik tersebut, fragme'n DNA pada sampel yang jumlahnya sangat sedikit dapat
digandakan menggunakan primer fragmen-fragmen DNA standar yang digunakan untuk
identifikasi ﬁersonal. Hasil penggandaan fragmen DNA dapat terlihat berupa
pembentukan pita / band pada gel elektroforesis. Hasil preparasi. fragmen DNA untuk
identifikasi personal tersebut kemudian dapat dilanjutkan dengan teknik sequencing
untuk mencocokkan pasang basa DNA sampel dan DNA referensi. (1559

Pemeriksaan DNA untuk kepentingan identifikasi personal umumnya dengan

pemeriksaan DNA inti / nDNA ( lazim disebut sebagai DNA saja). Sampel yang sering

- digunakan untuk pemeriksaan nDNA dalam proses identifikasi personal antara lain :

darah, akar rambut, kuku, jaringan tubuh dan air liur, dimana darah sering digunakan
sebagai sampel referensi oleh karena jumlah sel berinti pada darah ( dalam hal ini whole
blood ) sangat banyak ._Pemeriksaan nDNA dari sampel urin jarang dilakukan karena sel
berinti pada urin normal sangat sedikit dan nDNA sulit teridentifikasi pada sampel yang
sedikit, telah mengalami degradasi atau denaturasi protein. Hal ini dikarenakan hanya
terdapat 2 copy nDNA pada setiap inti sel(S101112)

Identifikasi personal dengan menggunakan sampel urin akhir-akhir ini mulai

memegang peran cukup penting. Pada kasus doping dan pemeriksaan narkoba yang




menggunakan sampel urin dengan hasil yang positif seringkali terjadi pengingkaran oleh
pengguna ( probandus/ yang dicurigai ) bahwa urin yang diperiksa tersebut bukan milik
mereka atau tertukar. Pada kasus tersebut maka dilakukan pemeriksaan doping atau
narkoba ulang pada qrin yang telah diperiksa tersebutdan secara bersamaan juga
dilakukan pemeriksaan kepemilikan urin. Oleh karena itu pemeriksaan kepemilikan urin
lazimnya dilakukan pada urin simpan. Pada kasus-kasus tersebut identifikasi personal

dengan pemeriksaan DNA dari urin simpan berperan sangat penting. (%! L13,14)

Linfert (1998), menyatakan bahwa tingkat keberhasilan DNA fyping dari sampel
urin yang dibekukan (frozen), yang tercemar kontaminan (E. coli, albumin serum,
glukosa, detergent dan pemutih) maupun tidak ialah 71 % , sed@gkm Benecke (2001)
menemukan keberhasilan DNA #yping dari sampel urin yang telah tersimpan 24 jam pada

suhu 4° C ialah 8 dari 11 sampel yang diperiksa (72,7%). (A415)

Selain DNA inti, pada tahun 1981 ditemukan DNA mitokondrial { mtDNA ),
yaitu DNA yang terdapat pada mitokondria. Setiap sel mempunyai 1000 hingga 10.000
copy mtDNA, sehingga mtDNA dapat ditemukan pada sampel yang sangat sedikit. Salah
satu keunikan mtDNA ialah pada area Displacement Loop ( D-loop ) yang mempunyai
tingkat polimorfisme yang tinggi, yang berbeda untuk tiap individu, sehingga dapat
digunakan untuk identifiikasi personal, terutama identifikasi personal dimana sampel
sedikit dan pada periodé yang lama, misalnya dari pecahan gigi, serpihan tulang, jaringan
yang sudah hancur dan air liur yang tertempel pada amplop, perangko atau batang rokok.
(5,16,17)

Oleh karena urin sangat sedikit mengandung sel berinti, sehingga jumlah DNA

yang dapat diekstraksi dari urin juga sedikit, maka hasil preparasi fragmen mtDNA pada




urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal diharapkan mempunyai tingkat

keberhasilan lebih tinggi dibandingkan nDNA.

1.2 RUMUSAN MASALAH
Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah pada penelitian ini adalah
apakah terdapat perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA dibanding pemeriksaan
nDNA pada sampel urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal ? |
1.3 TUJUAN PENELITIAN
1.3.1 TUJUAN UMUM
”Untuk membuktikan adanya perbedaan hasil preparasi ﬁagmen mtDNA dan
nDNA pada sampel urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal.
1.3. 2. TUJUAN KHUSUS
1. Untuk mendiskripsikan perbedaan hasil preparasi fragmen nDNA urin simpan -
dibanding sampel referensi ( nDNA darah ) dengan terbentuknya pita ! band
nDNA. |
5 Untuk mendiskripsikan perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA urin simpan
dibanding sarﬁpel referensi ( mtDNA darah } dengan terbentuknya pita / band
mtDNA. |
3. Untuk menganalisis perbedaan haéil preparasi fragmen mtDNA dibanding nDNA

pada urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal.




1.4 MANFAAT PENELITIAN
1.4.1. Bagi pengembangan ilmu pengetahuan
Hasil penelitian dapat dipakai sebagai dasar untuk penelitian lebih lanjut tentang

identifikasi personal menggunakan pemeriksaan nDNA dan mtDNA pada sampe! urin.

1.4.2. Bagi kepentingan masyarakat
Hasil penelitian ini dapat memberikan masukan bagi instansi/ lembaga yang berwenang
melakukan tes urin, tentang manfaat identifikasi personal ménggunakan pemeriksaan

nDNA atau mtDNA untuk mencegah pengingkaran hasi! pemeriksaan dan kepemilikan

urin.




BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Identifikasi personél

Identifikasi personal dapat berarti upaya pembedaan individu satu dengan i_ndividu
lainnya atau upaya untuk menentukan kepemilikan bagian tubuh, cairan tubuh, atau
bagian-bagian tubuh yang lain baik yang masih bagus maupun yang sudah rusak bahkan
yang sudah hancur sekallipun terhadap si empunya. t12)

Identifikasi personal pada dasamya dapat dibedakan menjadi dua, yaitu identifikasi
personal dengan metode konvensional dan metode modern. 1236) |
2.1.1. Identifikasi personal konvensional
Identifikasi personal secara konvensiona! dikenal berbagai cara, yaitu L (23.18,19.20)

1. Metode visual, yaitu dengan memperhatikan korban secara cermat, terutama
wajah, dapat dilakukan oleh orang yang mengenali korban.

2. Pakaian, yaitu pencatatan yang teliti atas pakaian, bahan yang dipakai, mode
serta adanya tulisan di pakaian, seperti : merk, penjahit, dan lain sebagainya.

3. Perhiasan, dapat berupa anting-anting, kalung, gelang, serta cincin yang ada
pada tubuh k‘orban, khususnya bila pada perhiasan-perhiasan tersebut terdapat
inisialnya.

4. Dokumen, dapat berupa Kartu Tanda Penduduk ( KTP ), Surat Ijin

Mengemudi ( SIM ), paspof, kartu golongan darah, tanda pembayaran dan lain

sebagainya.




5.

10.

Medis, vyaitu pemeriksaan fisik secara keseluruhan, yang meliputi bentuk
tubuh, tinggi dan berat badan, jenis kelamin, cacat tubuh, atau ciri fisik
tertentu, seperti tatoo, jaringan parut dan sebagainya.

Gigi, bentuk gigi dan bentuk rahang merupakan’ ciri khusus dari seseorang,
sedemikian khususnya sehingga dapat dikatakan tidak ada gigi atau rahang
yang identik pada dua orang yang berbeda, bahkan pada kembar identik
sekalipun. |
Tulang, yaitu pemeriksaan tulang pada sisa tubuh yang sangat membusuk atau
telah membusuk sempurna sehingga tinggal tersisa tulang belulang.
Pemeriksaan tulang dapat menentukan jenis kelamin seéeorang, perkiraan ras,
usia , tinggi badan dan berat badan serta cedera tulang yang dialami orang
tersebut.

Sidik jari. Tidak ada dua orang yang mempunyai sidik jari yang sama,
walaupun kedva orang tersebut kembar identik, sehingga sidik jari
mempunyai nilai yang sangat tinggi untuk penentuan identitas seseorang.
Serologi, penentuan golongan darah yang diambil baik dari tubuh korban atau
pelaku, mauﬁun bercak darah yang terdapat di tempat kejadian perkara,
Eksklusi, metode ini pada umumnya hanya dipakai pada kasus di mana
banyak terdapat korban (kecelakaan massal), seperti ledakan pesawat,

tabrakan kereta api, dan lain-lain.




2.1.2. Identifikasi personal modern

Identifikasi personal dengan cara modern ijalah dengan menggunakan kode
genetik / DNA - seseorang, Dasar ilmiah dari pemeriksaan ini ialah bahwa setiap individu,
kecuali kembar identik, mempunyai DNA yang berbeda dan unik. Teknik identifikasi
personal menggunakan DNA tersebut dikembangkan sejak tahun 1970 sejak
ditemukannya enzim restriksi yang dapat memotong DNA n;.enjadi beberapa fragmen
pasang basa pada titik yang dikehendaki, fragmen tersebut kemudian diperiksa
menggl;lhlakan teknik elektroforesis gel. Gambaran pita DNA sampel kemudian
dibandingkan dengan marker (DNA yang sudah diketahui ukuran pasang basanya) dan
probe (template radioisotop yang telah diketahui hrutgn basanya). (3. 2122)

Pada tahun 1985, Alec Jeffreys dkk dari Universitas Leicester menyebut teknik
identifikasi personal tersebut sebagai DNA fingerprinting. Istilah DNA fingerprinting
tersebut digunakan karena DNA setiap individu adalah unik dan khas, sebagaimana sidik
jari untuk identifikasi personal. Istilah DNA fyping atau identifikasi DNA sebenarnya
merupakan istilah yang lebih tepat dibandingkan DNA fingerprinting atau DNA profiling,
akan tetapi istilah tersebut sama saja dan penggunaan istilah tersebut bervariasi
tergantung pada preferensi seseorang. (22)

Terdapat dua teknik forensik berbeda yang digunakan untuk DNA fingerprinting : (
1,5,8,19,23,24)
1. Teknik non PCR based

a. RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism)

Tehnik pertama yang mengadopsi tehnik analisis DNA forensik adalah RFLP.

Pada tehnik ini DNA secara kimiawi dipotong menjadi beberapa fragmen,




diletakkan pada gel yang mengandung arus listrik sehingga DNA ( yang
bermuatan negatif ) akan bergerak kearah muatan positif berdasar ukuran atau
pasang basa DNA. Kemudian DNA ditransfer pada membran nylon dan
ditambahkan probe DNA radio aktif yang akan terikat pada sequence DNA
yang sesuai. Sebuah film X-ray diletakkan pada membran. Pada saat film
diproses maka akan tampak pola band / pifa yang disebut sebagai
autoradiogram / autorad. |
Kekurangan tehnik ini karena harus membutuhkan DNA segar yang relatif
banyak dan berkualitas baik. Untuk memproses film X-ray kira-kira
membutuhkan waktu satu minggu. @3.24) |
b. VNTR (Variable Number Short of Tandeh Repeats)
Metode ini pada dasarnya sama dengan teknik RFLP. Yaitu melalui tahap
ekstraksi DNA, pemotongan DNA menggunakan enzim restriksi Heelll ,
Hinfl atau Hindlll dan fragmen DNA dipisahkan menggunakan elektroforesis
gel.
2. Teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) ‘:based
PCR mérupakan cuatu metoda sintesis DNA secara in vitro. Prinsipnya
sama dengan sintesis DNA secara in vivo (kloning), tetapi menggunakan dua
buah primer yang masing-masing komplementer terhadap kedua untaian DNA
yang berlawanan. Dengan PCR satu molekul DNA dapat diperbanyak atau
.-digandakan sehingga diperoleh hasil akhir berupa sebuah fragmen DNA dengan
ukuran tertentu yang dapat diamati dengan jelas dalam elektroforesis gel agarosa.

PCR merupakan metode yang cepat untuk memperbanyak atau menggandakan




3.

Karakteristik genetik akan diwariskan pada keturunannya.

satu segmen DNA dan sangat selektif, sehingga tidak diperlukan langkah
pemurnian DNA sebelumnya. Hasil penggandaan 10° - 108 kali lebih banyak jika

dibandingkan dengan konsentrasi awalnya . ¢ *2*)

Teknik PCR sangat sensitif dan dapat menggﬁnakan sampel DNA hingga
1ng(1 nanograﬁl=1/ 1000.000.000 gram ) untuk kemudian digandakan. Teknik
PCR sekarang merupakan teknik yang paling sering- digunakan karena dapat
digunakan pada sampel yang sangat sedikit hingga 1/100 DNA yang dibutuhkan

pada teknik RFLp(#425)

Teknik STR merupakan salah satu teknik PCR-based. STR menggunakan
marker yang pendek, mengulang pola allele pada segmen mikrovarian antara 3 ~
7 pasang basa. (**)

Rapid DNA ID Microchip-Based Genetic Detectors.

Tehnik ini menggunakan piranti lunak / perangkat komputer untuk
mendeteksi sebuah pola dari tindak kejahatan. Sebenarnya sama dengan perangkat
lunak yang digunakan untuk mendeteksi adanya kelainan genetik seseorang, tetapi

sudah dimodifikasi dengan pemberian marker untuk identifikasi personal. (22)

2.2 DNA inti

2.2.1, Struktur DNA inti |

DNA inti merupakan dasar dari informasi genetik setiap individu. DNA adalah

komponen yang sangat penting, terkandung dalam setiap sel berinti makhluk hidup.

(3,5,26)

DNA manusia memiliki 46 kromosom, tiap kromosom mengandung kira-kira 550

gen. DNA tersebut terletak di inti sel sehingga disebut sebagai nuclear DNA (nDNA).
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Selanjutnya ﬁDNA lebih dikenal sebagai DNA saja. Selain genom yang terletak di inti,
manusia memiliki DNA lain yang terdapat dalam mitokondria. (24.26)

Sejarah perkembangan pengetahuan manusia tentang DNA dimulai pada tahun
1944, saat Oswald Avery mengemukakan DNA sebagai “the vehicle of generational
transference of heritable traits”. Pada tahun 1953, James Watson dan Francis Crick
menggambarkan struktur molekul DNA sebagai double helix. (1,24,26)

Struktur DNA digambarkan sebagai double-helix yaitu dua utas rangkaian
polinukleotida yang saling membelit satu sama lain. Rangkaian tersebut terdiri atas:
deoxyribosa, fosfat, dan pasangan basa. Gugus gula dan fosfat membentuk rangka utas
DNA. Setiap gugus gula juga berikatan dengan satu dari 4 basa,I yaitu adenin, guanin,
cytosin, dan timin. Pada DNA utas ganda, pasangan basa akan mengikat kedua utas.
Adenin selalu berpasangan dengan timin, sedangkan guanin selalu bérpasangan dengan
cytosin. Pada setiap individu, rangka gugus gula dan fosfat adalah sama, namun terdapat
variasi pada pasangan basa yang menjadi dasar karakteristik DNA yang berbeda pada
masing-masing individu. (3,2627)

Struktur DNA yang double-helix dipertahankan oleh adanya ikatan kovalen antara
gugus gula dan fosfat, ikatan hidrogen pada pasangan basa, serta ikatan kovalen antara

gugus gula dan basa. @627)
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Gambar 2.1. Struktur DNA intj.(2)
2.2.2. DNA inti untuk identifikasi personal

Meskipun gen terdapat pada kromosom di inti sel, hanya sejumlah kecil fraksi
DNA yang membentuk gen. Hanya 2,5 — 3,3 % DNA manusia yang mempunyai fungsi.
DNA tersebut ialah DNA coding, yang berfungsi membentuk enzim dan protein. DNA
coding tersebut sangat penting untuk analisa genetika klinik, karena mutasi pada DNA
coding tersebut akan menimbulkan kelainan genetika. #¥

Sebagian besar (95%) DNA pada kromosom manusia tidak mempunyai fungsi
yang jelas. DNA tersebut adalah DNA non coding atau intron, DNA yang tidak
mengkode atau tidak membentuk protein. Area DNA non coding terdiri dari sequence
(urutan) pasang basa tandem, yang diturunkan dari kedua orang tua. Urutan tandem

tersebut membentuk sidik jari (fingerprinf) DNA yang unik pada tiap individu - kecuali

pada kembar identik-, karena jumlah repeated (ulangan) sequence bervariasi pada tiap
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individu. Urutan pasang basa DNA non-coding tersebut disebut sebagai Variable Number

Tandem Repeats (VNTR). @9

Untuk keperluan di bidang forensik, maka analisa DNA menggunakan metode

RFLP (Restriction Fi ragment Length Polimorphism) yang terdiri beberapa tahap. ¢4

Gambar 2.2. Skema metode RFLP. Mula-mula DNA dipotong menjadi beberapa
fragmen. Pemotongan DNA tersebut menggunakan enzim, yaitu enzim restriksi (RE - Restriction
enzyme), enzim nuklease restriksi atau endonuklease restriksi. Panjang fragmen DNA yang
terpotong pada tiap individu akan berbeda karena lokasi / sifes pemotongan enzim pada tiap
individu akan berbeda. Fragmen DNA tersebut kemudian dipisahkan satu sama lain dengan
proses elektroforesis pada gel agarose, sehingga tampak gambaran band / pita-pita DNA yang
terpisah berdasar ukurannya. Pita tersebut akan tampak jelas di bawah lampu ultra violet. DNA
yang telah terpisah terscbut kemudian ditransfer ke atas membran nitroselulosa melalui proses
Southern Blot, Membran yang telah ditempeli DNA kemudian dilekatkan pada probe DNA yang

ditempeli radioisotop melalui proses hibridisasi. Setelah dilakukan pencucian, pita DNA dapat
dilihat dengan proses autoradiografi, ¥

Teknologi DNA fyping standar yang digunakan semula ialah RFLP. Sejak tahun

1997 laboratorium forensik di Kanada dan Eropa telah menggunakan metode identifikasi
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forensik Short Tandem Repeat (STR) atau analisis genom. Teknik STR ditetapkan
menjadi pilihan pertama untuk analisis bercak dan investigasi kriminal di Eropa. Teknik
STR menggunakan beberapa loci. Loci STR yang paling terkenal ialah HUMTHO!.
(24,28,29,30)

Berdasar penugasaan FEuropean DNA profiling Group (EDNAP) dan
rekomendasi European Network of Forensic Science Institute (ENSFI) pada pertemuan
kerja Interpol, terdapat empat standar loci STR : HUMTHO1, HUMVWFA31, D21S11
dan HUMFIBRA/FGA. Baru-baru ini ditambahkan juga loci D3S1358, D8S117 dan
D18S51. Terdapat dua tipe plat yang digunakan untuk analisis teknik STR (yang juga

digunakan untuk teknik mtDNA) yaitu flat bed gels dan capillary gel electrophoresis

(CE). (31,22)
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Gambar 2.3. Skema prosedur DNA gyping . ®®

Kiri : Penggunaan probe berkekuatan rendah menghasilkan pola multilokus. Tampak kecocokan
antara darah (sampel referensi) dan bercak pada tempat kejadian perkara. Tengah : Probe sangat
sensitif mendeteksi alel hanya pada 1 locus. Tampak tak ada kecocokan antara rererensi dan
bereak. Kanan : Kasus keayahan. Tampak profile anak memperlihatkan satu alel dari ibu dan satu
alel dari dari tersangka ayah — sehingga tersangka tersebut adalah ayah biologis dari anak
tersebut.
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2.3 DNA mitokondrial
2.3.1 Struktur DNA mitokondrial

Selain gehom yang terletak di inti, manusia memiliki DNA lain yang terdapat
dalam sitopla-sma vaitu terletak di dalam mitokondria. Jumlah DNA mitokondrial
(mtDNA) biasanya kurang dari 0,1% dari semua DNA sel yang terdapat di dalam organel
mitokondria. mtDNA merupakan molekul yang amat kecil dibandingkan dengan
kromosom inti. Mitokondria memiliki sistem genetik yang berbeda dengan sistem génetik
inti dan terdapat pada ll;agian matrik mitokondria. Setiap mitokondria memiliki dua

sampai enam copy mtDNA, ©3343%)

DNA mitokondrial (mtDNA) merupakan DNA beruntai ganda berbentuk

lingkaran tertutup yang telah diketahui urutan nukleotidanya secara lengkap. MtDNA
yang berukuran 16,569 pb ( pasang basa ), padat gen dan hampir tidak mempunyai intron
mangandung 37 gen yang menyandi 13 polipeptida yang menyusun protein kompleks
rantai respirasi, 22 tRNA dan 2 rRNA yang diperlukan untuk proses sintesis protein
mitokondria. Di samping itu terdapat pula suatu daerah kontrol yang tidak menyandi
protein ( non coding region ) yang disebut sebagai displacement loop ( D-loop )
sepanjang 1122 pb. D-foop merupakan daerah kontrol utama ekspresi mtDNA, selain
berfungsi sebagai leading strand replicatidn seﬁa promotor utama untuk transkripsi.(
17,33,34)

mtDNA terdiri atas 2 untai molekul yang saling berbentuk heliks yaitu untai H
(Heavy), kaya akan nukleotida G dan untai L (Light), kaya akan nukleotida C. Komposisi
nukleotida untai L adalah 24,7% T, 30,9% A( 55,6% AT) dan 31,2% C, 13,1% G (44,3%

GC). @9
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Pada untai H mengkode gen-gen : 12S rRNA; 16S rRNA; tRNA untuk asam
amino fenilalanin, valin, leusin (UUR), isoleusin, metionin, triptofan, asam aspartat, lisin,
glisin, histidin, serin (AGY), leusin (CUN), treonin, sitokrom b; dan kompleks 1 (NADH
ubiquinon oksidoreduktase (ND)) subunit 1,2,3,4,4L dan 5. Pada untai L. mengkode gen-
gen tRNA untuk asam amino glutamin, alanin, asparagin, sistein, tirosin, serin (UCN),

asam glutamat, prolin, dan kompleks 1 subunit 6. (34,36,37)

D-oop

Gambar 2.4. Peta gen pada mtDNA manusia. mtDNA terdiri atas 16.596 pb, nomor
dimulai dari Ori rantai-H (OH) mengelilingi peta sirkuler berlawanan arah jarum jam. Ori rantai-
L (OL). Gen tRNA ditunjukkan dengan huruf asam amino. ND = gen-gen NADH dehidrogenase,
Cyt b = gen-gen ubikuinol sitokrom oksireduktase, CO = gen-gen sitokrom oksidase, ATPase =
gen-gen ATP sintase, TRNA = gen-gen rRNA, tRNA = gen-gen tRNA s

miDNA memiliki laju mutasi yang jauh lebih tinggi ( 5 — 10 kali ) dibandingkan

dengan nDNA sehingga memiliki kemampuan diskriminasi yang tinggi. Hal ini
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disebabkan 'MtDNA memiliki mekanisme respirasi yang terbatas, tidak mempunyai
protein histon sebagai pelindung dan memiliki kandungan radikal bebas yang tinggi (3%)
Perbedaan sifat antara nDNA dan mtDNA dapat dilihat pada tabel 1. @3)

Tabel 2.1, Perbedaan nDNA dan mtDNA manusia

Karakteristik DNA inti . DNA mitokondrial

Ukuran 3 milyar pb 16.569 pb

Copy / sel 2 Bisa > 1000

Struktur . Linier, dikemas dalam Sirkuler
kromosom

Penurunan Paternal dan maternal Maternal

Rekombinasi Ya Tidak

Laju mutasi Rendah 5 — 10 kali inti

Sekuens Human Genome Project Anderson et al (1981)
(2002)

2.3.2 DNA mitokondrial untuk identifikasi personal

Salah satu keunikan mtDNA - yaitu memiliki tingkat polimorfisme yang tinggi,
sehingga dapat digunakan untuk mengetahui hubungan antar individu atau hubungan
maternal, > J

Pada daerah D-loop terdapat dua daerah hipervariabel, HVR I (15997 ~ 16401 nt)
dan HVR II (029 ~ 409 nt) dimana derajat keragaman daerah tersebut antar individu yang
tidak memiliki hubungarlli kekerabatan cukuﬁ tinggi. Oleh karenanya, dalam penentuan
identitas seseorang dapat hanya menggunakan daerah D-loop saja. Apabila tidak terdapat
mutasi baru pada mtDNA maka urutan mtDNA individu-individu yang mempunyai
hubungan keluarga secara maternal, seperti saudara kandung laki-laki dan perempuan
atau ibu dan anak perempuan akan tepat sama. Hal ini sangat mempermudah dalam

penyelidikan kasus-kasus orang hilang. Pada kedokteran forensik untuk mengetahui
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adanya variasi basa atau polimorfisme pada mtDNA biasanya dilakukan terlebih dulu
penggandaan DNA dengan menggunakan tehnik PCR. Untuk daerah D-loop, pendekatan

yang dilakukan adalah dengan melipatgandakan satu fragmen DNA, bisa daerah HVRI

maupun pada HVRII , 3339
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Gambar 2.5. Tampilan skematik molekul mtDNA yang memperlihatkan 400 sequence basa dari
regio kontrol (D-loop) serta contoh tes minisequencing dari mtDNA mukosa buccal (a) dan feses
(b). Profil berbeda, schingga tersangka dapat dicklusi.

Penelitian-penelitian untuk mengidentifikasi korban perang, sampel yang sangat

sedikit, sampel lama dan mengalami degradasi cenderung menggunakan analisis mtDNA
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daripada nDNA. Hal ini disebabkan di dalam satu sel terdapat ratusan hingga ribuan
mitokondria dan masing-masing mitokondria mempunyai beberapa copy mtDNA,
sehingga setiap sel dapat mempunyai 1000 hingga 10.000 copy mtDNA. Sedangkan
dalam satu sel hanya terdapat sebuah inti sel yang mengandung 2 set kromosom, yaitu
satu set paternal dan satu set maternal, yang mana masing-masing terdiri dari 23
kromosom. Walaupun nDNA memiliki jumlah basa yang lebiﬁ banyak daripada mtDNA,
tetapi dalam mtDNA. terdapat jumlah copy yang jauh lebih banyak daripada nDNA. bleh
karenanya karakteristik mtDNA ini berguﬁa_.bagi sampel dengan jumlah DNA yang
sangat sedikit, seperti sampel-sampel yang diambil dari kasus kriminalitas yaitu rambut,

tulang, gigi, dan cairan tubuh (air liur, air mani, bercak darah, urin). (33,394041)

Laboratorium Federal Bureau of Investigation (FBI) Amerika telah melakukafl
analisis mtDNA sebagai lalat penentuan identitas manusia sejak akhir tahun 1980. Pada
tahun 1992, laboratorium penelitian ini juga telah menggunakan sekuensing mtDNA bagi
kasus-kasus forensik. Setelah itu, pada bulan Juni 1996 telah mulai dilakukan pengujian

terhadap sampel-sampel yang merupakan barang bukti suatu tindak kejahatan, (%2

Laboratorium Identifikasi DNA Angkatan Bersenjata Amerika (The Armed Force
DNA Identification Laboratory, AFDIL) telah menggunakan analisis mtDNA untuk
identifikasi manusia dari konflik militer di Asia Tenggara, Korea, dan Perang Dunia II
[Wadhams, 1989]. Analisis mtDNA berhasil mengidentifikasi kerangka serdadu Amerika
yang meninggal pada perang Vietnam (yang terkubur % 24 tahun sebelum tes

identifikasi), sedangkan analisis nDNA dan PCR mengalami kegagalan . ©7

19




2.4 Urin untuk identifikasi personal

Pemeriksaan urin .untuk identifikasi personal terutama diaplikasikan pada kasus
penolakan hasil pemeriksaan urin (screening narkoba, doping). Donor urin yang terbukti
positif seringkali menolak hasil pemeriksaan tersebut dan menyatakan bahwa terjadi
kesalahan / penukaran sampei urin dan sampel urin yang diperiksa tersebut bukan urin
yang dikemihkan olehnya. Pada kasus- kasus térsebut dilakukan identifikasi personal
dengan membandingkan kecocokan profil DNA urin dengan sampel referensi dari donor
tersebut (sampel darah), {'%!34243)
2.4.1 Fisiologi dan macam sampel urin

DNA urin berasal dari sel-sel yang dieksresikan lewat ginjal dan saluran kemih.

Sel tersebut ialah sel darah putih, sel epitel dan silinder (cas?) sel darah putih atau silinder

~ epitel. Sel darah putih pada sedimen urin antara lain netrofil, eosinofil, limfosit, monosit

dan makrofag. Sel netrofil merupakan sel darah putih yang paling sering dijumpai pada
urin. Secara normal, terdapat 5 — 30 neutrofil / ul urin. Urin hipotonik menyebabkan sel
lekosit membengkak, berbentuk sferis dan lisis. Pada suhu ruang 50 % lekosit akan
mengalami lisis dalam jangka waktu 2-3 jam sejak dikemihkan. Sejumlah kecil sel epitel
terdapat pada sedimen urin normal dan menggambarkan pelepasan sel —sel tua. Sel epitel
squamous merupakan sel epitel yang paling sering dan paling besar yang dijumpai pada
urin. Sel squé.mous pada wanita berasa! dari saluran uretra sedangkan pada pria berasal
dari bagian distal uretra. Sel epitel transisional berasal dari kaliks renal, pelvis renalis,
ureter dan kandung kencing, dan bagian proksimal uretra pada pria. Sel epitel renal

berasal dari tubulus renalis,
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Urin sewaktu dan pancaran rutin merupakan sampel urin yang paling sering
digunakan pada screening, terutama untuk obat-obatan / narkoba, karena merupakan jenis
sampel yang paling mudah, nyaman, dapat diambil sewaktu-waktu dan tanpa pc;siapan
tertentu. Sampel urin terbaik untuk pemeriksaan ialah urin segar, yaitu urin harus
diperiksa 3 — 6 jam setelah dikemihkan. Apabila pemeriksaan ditunda, maka urin harus
diawetkan. Bahan pengawet urin untuk pemeriksaan DNA ialah sodium azide.
Penambahan sodium azide akan memperpanjang waktu simpan pada suhu ruang. .Cara
pengawetan urin yang paling mudah, paling sering digunakan dan dapat digunakan pada
semua jenis pemeriksaan urin (termasuk tes narkoba) ialah dengan menyimpan urin pada
suhu 4 — 6° C (disimpan bada lemari es). Penyimpanan pada suhu 4 — 6° C tersebut akan
mencegah proliferasi bal&eri dan sampel urin masih dapat digunakan untuk kultur tanpa
kontaminasi bakteri hingga 24 jam setelah urin dikemihkan. "

2.4.2 Pemeriksaan DNA inti pada urin

Sampel urin sangat jarang digunakan untuk pemeriksaan DNA inti. Hal itu
disebabkan jumlah sel berinti pada sampel urin sangat sedikit, Jumlah DNA yang dapat
diekstraksi dari sampel urin bervariasi antara 0 ~ 8§00 ng / 20 mi urin segar. Benecke
(2001) menyatakan bahwa jumlah DNA maksimal yang dapat diekstraksi dari 50 ml urin
yang telah tersimpan semalam pada suhu 4°C ialah 232 ng. Oleh karena jumlah sel berinti
tersebu'.ch sangat sedikit, maka pemeriksaan DNA urin menggunakan teknik PCR yang
daiaat menggandakan DNA hasil ekstraksi dari sampel urin hingga ribuan kali, sehin;gga
dapat memperlihatkan gambaran band / pita DNA secara jelas pada elektroforesis gel.
Penelitian Linfert (1998), menyatakan bahwa tingkat keberhasilan DNA fyping dari

sampel urin yang dibekukan (frozen), yang tercemar kontaminan (E. coli, albumin serum,
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glukosa, detergent dan pemutih) maupun tidak ialah 71 %. Penelitian Benecke (2001)
menyatakan keberhasilan DNA #yping dari sampel urin simpan semalam pada suhu 4°C

tersebut ialah 8 dari 11 sampel yang diperiksa. 9

Oleh karena jumlah sel epitel pada urin sangat sedikit, Benecke menggunakan 3 loci
STR pendek (multiplex system), kurang dari 300 pb, yaitu CD4, DHFRP/PIUMFOLP23
dan D8S306. CD4 ialah locus identifikasi manusia yang terkenal sedangkan locus

DHFRP/HUMFOLP23 ditemukan oleh Kimpton et al dan Benecke et al pada tahun 1993.

(14,15)

2.4.3 Pemeriksaan DNA mitokondrial pada urin

Pemeriksaan mtDNA urin pada urin merupakan pemeriksaan terpilih karena.

-jumlah sel yang terdapat dalam urin sangat sedikit, sehingga DNA yang diekstraksipuﬁ

sangat minimal, 194647

Junge dkk (2003) menemukan pada kasus penolakan atlit atas kecurigaan doping
nandrolon, mtDNA dari urin yang telah tersimpan selama 9 bulan pada suhu -20°C
ternyata dapat diidentifikasi dan cocok dengan mtDNA darah atlit tersebut. Marker DNA
yang digunakan pada elektroforesis gel menggunakan fragmen DNA dengan pasang basa
kecil, yaitu 70 — 20b bp, karena DNA pada sampel urin, terutama urin simpan, pada
umumnya telah mengalami fragmentasi. Pemeriksaan DNA urin pada kasus tersebut
mengalami kegagalan. Pemeriksaan mtDNA urin menggunakan primer area D-loop pada

mtDNA, yaitu pada area HVR I dan HVR IJ (1813:1348)
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka teori

jSampel jaringan,
sperma, mucosa buccal, ]
rambut, tulang, air liur

| Sampel darah

Sampel urin

l

Urin simpan

mtDNA ‘ Identifikasi
[~ * Fragmen mtDNA personal
PCR di bidang
"| * Fragmen nDNA forensik
nDNA |
bakteri
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3.2 Kerangka konseptual

e nDNA

e mtDNA

3.3 Hipotesis

PCR

- Pita fragmen nDNA

- Pita fragmen mtDNA

Terdapat perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA dibanding preparasi fragmen

nDNA pada sampel urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian cross sectional analitik,

mtDNAurin e Q1

! : L nDNA urin 02

4.2 Populasi dan sampel

4..2.1. Populasi
Populasi penelitian adalah subyék yang datang untuk melakukan tes urin di
bagian Forensik Fakultas Kedoktéran UNDIP

4.2.2. Sampel

4.2.2.1. Besar sampel

Besar sampél dihitung berdasarkan perhitungan besar sampel untuk 2 mean, dengan
TUMus :
n=n;= (Za+ZP)S
(Xi-X2)
Dimana :
n; =n; =jumlah saﬁpel pada tiap kelompok
S = simpang baku

X)-X, = perbedaan klinis yang diinginkan
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o. = tingkat kemaknaan

B = power penelitian

Bila diterima tingkat kemaknaan (0; ) = 0,05 dan kemungkinan mendeteksi
perbedaan ( power ) sebesar 80%, simpang baku 15, dan perbedaan klinis yang
diinginkan sebesar 20, maka : |

2

n=2 | (1.96+1282)x15)
20

n=12

Sehingga jumlah sampel minimal untuk masing-masing kelbmpok ialah 12 (£ 10 %)

4.2.2.2. Kriteria sampel
Kriteria inklusi :

* Subyek bersedia berpartisipasi dalam penelitian

* Sampel dikemihkan di Laboratorium Forensik FK UNDIP - RSDK

* Sampel dari semua golongan umur dan jenis kelamin
Kriteria eksklusi :

* Terdapﬁt bakteri urin pada pemeriksaan mikroskopis.

* Terdapat sperma pada urin dari sampel perempuan.
4.2.2.3, Cara pengambilan sampel
Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik systematic sampling. Pada tehnik ini
ditentukan bahwa tiap subyek yang memeriksakan urin di laboratorium forensik FK
UNDIP tiap nomor kelipatan 3 dimasukkan sebagai sampel hingga jumlah sampel

mencukupi.
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4.3. Variabel Penelitian dan definisi
4.3.1. Variabel Penelitian
4.3.1.1 Variabel bebas
Variabel bebas adalah jenis DNA : nDNA dan m;tDN.A
Skala data : skala nominal
4.3.1.2, Variabel tergantung
Variabel tergaptung adalah gambaran pita fragmen DNA : nDNA dan mtDNA
Unit pengukuran : -
Gambaran pita / band fragmen DNA : positif (+ ) / negatif ( -)
Skala data : nominal
4.3.1.3. Variabel perantara
Variabel perantara adalah metode pemeriksaan : PCR
4.3.2. Definisi operasional
- Sampel urin simpan adalah sampel urin yang dikemihkan oleh subyek penelitian
di laboratorium Forensik FK UNDIP (urin sewaktu), disimpan selama 24 jam
sejak dikemihkan, pada suhu 4°C |
- Hasil preparasi fragmen nDNA adalah gambaran visual pita / band nDNA pada
gel elektroforesis menggunakan ekstrak DNA yang telah di PCR menggunakan
primer nDNA untuk identifikasi personal. Didokumentasikan pada kamera
dengan filter Ultra Violet,
Hasil positif ialah apabila terbentuk gambaran pita / band pada gel. Sedangkan

hasil negatif ialah apabila tidak terbentuk gambaran pita / band.
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- - Hasil preparasi fragmen mtDNA adalah gambaran visual pita / band mtDNA pada

gel elektroforesis menggunakan ekstrak DNA yang telah di PCR menggunakan

primer mtDNA untuk identifikasi personal. Didokumentasikan pada kamera

dengan filter Ultra Violet.

Hasil positif ialah apabila terbentuk gambaran pita / band pada gell. Sedangkan

hasil negatif ialah apabila tidak terbentuk gambaran pita / band.

4.4 Bahan dan Alat penelitian

4.4.1 Bahan penelitian

Urin simpan

Primer nDNA untuk identifikasi personal:
5-XGTAAGACTTTTGGAGCCATT

5'-TTC AGG GAG AAT GAG ATG GG

Primer mtDNA untuk identifikasi personal:

115904 : 5’-CTAATACACCAGTCTTGTAAACCGGAG-3’

H16540: 5’-GTGGGCTATTTAGGCTTTATGACCCTG-3’

4.4.2, Alat / instrumen penelitian

%

$

Alat pengambilan sampel urin : falcon tube 50 ml.

Alat pengambilan darah vena : dispossable spuit 3 ml, manset, tabung EDTA
Refrigerator Toshiba

Sterilisator : Autoclave, Electric Pressure steam sterilizer model no. 25X
(American) ; Laminar flow (Labconco Co, Kansas City)

Inkubator CO2 MCO - 175 ( Sanyo, Japan )

Centrifuge model 5804 R (Eppendorf, Germany)
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Microcentrifuge model 5417R (Eppendorf, Germany)
Spectrofotometer model UV mini — 1240 ( Shimadzu, Japan )
Mesinr PCR system 2400 Gene Amp (Perkin Elmer)

Alat elektroforesi gel model EC250-90E-C (Apparatus Corporation)

Lampu dan kamera UV model No. GDS8000+ TFM 20 (merk UVP)

4.5 Prosedur pengumpulan data

1.

Subyek yang melakukan pemeriksaan urin di laboratorium Forensik FK
UNDIP yang bersedia berpartisipasi dalam p;enelitian diminta menandatangani
blanko kesediaan.

Semual prosedur (alat dan pemeriksa) dilakukan pada keadaan steril.
Responden yang terpilih dilakukan pengambilan urin. Urin ditampung dalam
falcon tube 50 ml dan disimpan 24 jam pada suhu 4°C. Setelah 24 jam,
diambil kira-kira 10 ml urin dimasukkan dalam tabung steril, disentrifuge
dengan kecepatan 1500-2000 rpm. Sedimen yang “cerbentuk diperiksa di
bawah mikroskop untuk pemeriksaan bakteri urin, Apabila terdapat bakteri,
maka sampel tidak digunakan untuk penelitian.

Darah vena digunakan sebagai sampel referensi. Tiga cc darah vena
ditampung pada tabung EDTA steril.

Isolasi DNA darah dan urin simpan. Prosedur isolasi DNA darah
menggunakan metéde salting out. Prosedur isolasi DNA urin menggunakan

prosedur dari Noer AS, ‘7
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6. Hasil isolasi / ekstraksi DNA darah dan urin simpan masing-masing dibagi

dua, sebagian untuk preparasi fragmen nDNA, sebagian untuk preparasi

fragmen mtDNA untuk kepentingan identifikasi personal

7. Preparasi fragmen nDNA urin simpan dan darah

Ekstrak DNA urin simpan diproses PCR mepggunakan primer nDNA
untuk identifikasi personal sehingga didapatkan fragmen nDNA . urin
simpan untuk identifikasi personal. Ekstrak DNA darah diproses PCR
menggunakan primer nDNA untuk identifikasi personal sehingga
didapatkan fragmen nDNA darah untuk identifikasi personal.

Fragmen nDNA urin simpan untuk identifikasi personal diproses di
elektroforesis gel bersama / bersisisan dengan fragmen nDNA darah
sampel referensi

Gambaran pita / band fragmen nDNA urin simpan dan darah (sampel
referensi) didokumentasikan menggunakan kamera UV

Dilakukan dokumentasi keberhasilan pembentukan pita / band fragmen

nDNA urin simpan dibandingkan sampel referensi.

8. Preparasi fragmen mtDNA urin simpan dan darah

Ekstrak DNA urin simpan diproses PCR menggunakan primer
mtDNAuntuk identifikasi personal sehingga didapatkan fragmen mtDNA

urin untuk identifikasi personal. Ekstrak DNA darah diproses PCR

_ menggunakan primer mtDNA mtDNAuntuk identifikasi personal sehingga

didapatkan fragmen mtDNA urin untuk identifikasi personal.
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o Fragmen mtDNA urin simpan untuk identifikasi personal diproses

elektroforesis gel bersama / bersisisan dengan fragmen mtDNA darah
sebagai sampel referensi

e (ambaran pita / band fragmen miDNA urin simpan dan darah (sampel
referensi) didokumentasikan menggunakan kamera UV

o Dilakukan dokumentasi keberhasilan pembentﬁkan pita / band fragmen

mtDNA urin simpan dibandingkan sampel referensi. Data dicatat dan

ditabulasi.
9. Dilakukan perbandingan data keberhasilan pembentukan pita / band fragmen
nDNA dan mtDNA urin simpan. Data dicatat dan ditabulasi.
| 4.6 Lokasi penelitian
4.6.1 Lokasi penelitian
‘ Penelitian dilakukan di bagian Forensik FK UNDIP Semarang dan laboratorium PAU
' UGM Yogyakarta.

Laﬁﬂa Penelitian 8 bulan.
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4.7 Skema kerja Populasi
|
Sampel / Probandus
| .
| | |
urin Sampel referensi :
24 jam suhu 4°C Dalrah
Ekstraksi DNA Ekstraksi DNA
Ekstrak DNA Ekstrak DNA
PCR PCR
menggunakan menggunakan
primer nDNA utk primer mtDNA utk
identifikasi personal identifikasi personal

N

N

Elektroforesis gel Elektroforesis gel Elektroforesis gel Elektroforesis gel
Fragmen nDNA Fragmen nDNA Fragmen mtDNA Fragmen mtDNA -
urin darah urin darah
| ! ! |
Pita / band Pita / band Pita/ band Pita/ band
Fragmen nDNA Fragmen nDNA Fragmen mtDNA Fragmen mtDNA

1‘ LI

=1
% keberhasilan
pita/ band fragmen nDNA urin

IA LI
™ 1

% keberhasilan
pita/ band fragmen mtDNA urin

[,

.
%

Perbandingan % keberhasilan
pembentukan pita / band fragmen nDNAurin : mtDNA urin




4.4 Analisis data

Pengolahan dan analisis data secara univariat dan bivariat dilakukan dengan

bantiian komputer yaitu dengan menggunakan program SPSS for Windows versi

10.0.

Data yang sudah terolah kemudian dianalisis secara diskriptif dan analitik sesuai

dengan tujuan penelitian :

1. Data yang berupa hasil pemeriksaan DNA ( nDNA dan mtDNA ) dari sampel
urin dan darah dimasukkan ke dalam file komputer. Setelah dilakukan cleaning
maka dibuat analisis diskriptif dengan membuat :

e Diskripsi ada tidaknya pembentukan pita ( bard ) antara sampel urin
dan darah pada pemeriksaan fragmen nDNA -

e Diskripsi ada tidaknya pembentukan pita ( band ) antara sampel urin
dan darah pada pemeriksaan fragmen mtDNA

s Diskripsi kesesuaian pembentukan pita ( band ) antara fragmen mtDNA
dibanding nDNA pada sampel urin.

2. Untuk melihat kesesuaian pembentukan pita ( band ) antara sampel urin dan
darah ( nDNA dan mtDNA ) maka dilakukan analisis uji kappa untuk melihat
reliabilitasnya, disajikan dalam bentuk tabel silang 2 X 2. Untuk melihat
perbedaan pembentukan pita ( band ) antara mtDNA urin dengan nDNA urin

dilakukan dengan uji Mc. Nemar
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BAB S

HASIL PENELITIAN

Jumlah orang yang melakukan pemeriksaan urin di laboratorium forensik FK
UNDIP selama periode bulan Mei 2004 — Juli 2004 ialah 42 orang, Dari jumlah tersebut
diperoleh responden 12 ¢rang yang bersedia ikut dalam penelitian dan memenuﬁi kriteria
inklusi. Responden terdiri dari 5 orang laki-laki dan 7 orang perempuan. Dari 12
responden tidak ada yang dieksklusi karena tidak dijumpai baic;ceri pada urin simpan
maupun adanya sperma pada urin responden perempuan,

5. 1. Data dasar

Tabel 5.1. Data dasar penelitian

No.sampel Jenis nDNA nDNA MtDNA MtDNA
kelamin Darah Urin Darah Urin
1. Laki-lakt o+ + + +
2. Perempuan + - + +
3. Perempuan + + + +
4, Laki-laki + - + -
5. Perempuan + - + +
6. Laki-laki + - + +
7. Perempuan + + + +
8. Perempuan + - + +
9. Laki-laki + - + +
10. Perempuan + - + -
11. Laki-laki + - + +
12, Perempuan + + + +
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Setelah dilakukan ekstraksi DNA dan PCR menggunakan I-Jrimer standar untuk

identifikasi personal, maka didapatkan hasil gambaran pita / band dari elektroforesis gel

sebagaimana tampak pada gambar 5.1 — §

12216 pb —

2036 pb —
1018 pb —

298 pb >

Gambar 5.1.

Gambar 5.2,

Gambar 5.1. dan 5.2.

Hasil preparasi fragmen nDNA darah untuk kepentingan identifikasi personal setelah
elektroforesis pada gel agarose 2% dan didokumentasikan dengan kamera UV,

Dari kiri ke kanan : M ialah marker DNA dengan panjang basa 220 - 12216 pb

Kolom nomor 1 - 12 adalah sampel DNA responden 1 — 12. Tampak pembentukan pita /
band pada 12 kolom gel sampel tersebut dengan panjang basa + 300 pb
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12216 pb -

2036 pb —
1018 pb—
298 pb —

Gambar 5.4.

Gambar 5.3. dan 5.4.

Hasil preparasi fragmen nDNA urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal
setelah elektroforesis pada gel agarose 2% dan didokumentasikan dengan kamera UV.
Dari kiri ke kanan : M ialah marker DNA dengan panjang basa 220 - 12216 pb

Kolom nomor 1 — 12 adalah sampel DNA responden 1 — 12.

Tampak pembentukan pita / band pada kolom gel sampel 1,3, 7 dan 12 dengan panjang
basa % 300 pb
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2642 pb -
1000 pb —
500 pb —

Gambar 5.5 Gambar. 5.6

Gambar 5.5. dan 5.6.

Hasil preparasi fragmen mtDNA darah untuk kepentingan identifikasi personal setelah
elektroforesis pada gel agarose 2 % dan didokumentasikan dengan kamera UV.

Dari kiri ke kanan : kolom 1 dan 2 ialah M (marker) DNA dengan panjang basa 100 - 2642 pb
Kolom 3 - 14 (nomor 1 - 12) adalah sampel DNA responden 1 — 12. Tampak pembentukan
pita / band pada 12 kolom gel sampel tersebut dengan panjang basa =+ 400 pb.

Gambar 5.7 Gambar 5.8

Gambar 5.7. dan 5.8.
Hasil preparasi fragmen mtDNA urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal
setelah elektroforesis pada gel agarose 2 % dan didokumentasikan dengan kamera UV.
Dari kiri ke kanan : Kolom 1 — 12 (nomor 1 — 12) adalah sampel DNA responden 1 — 12,
Tidak tampak pembentukan pita / band pada kolom gel sampel ke 4 dan 10.

Gambaran pita / band hasil preparasi fragmen mtDNA darah maupun mtDNA
urin simpan menampakkan densitas yang lebih tinggi dibanding pita / band nDNA darah

maupun nDNA urin simpan,
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5. 2. Analisis Univariat

Hasil analisis univariat disajikan dalam tabel distribusi frekuensi.

5.2.1. Hasil preparasi fragmen nDNA sampel darah dan urin simpan untuk kepentingan

identifikasi personal
Hasil preparasi fragmen nDNA sampel darah dan urin simpan dinyatakan sebagai
positif (bila terbentuk pita / band) atan negatif (bila tidak terbentuk pita / band).
Hasilnya ditampilkan pada tabel di bawah ini :
Tabel 5. 2

Distribusi frekuensi hasil preparasi fragmen identifikasi personal
dari nDNA sampel darah dan urin simpan

Hasil nDNA nDNA
darah urin simpan
positif 12 4
(%) 100,0 333
Negatif 0 8
(%) 0 66,7
Total 12 12
(%) - 100,0 100,0

Dari tabel 5. 2 Terlihat bahwa hasil preparasi fragmen identifikasi personal dari
nDNA sampel darah 100 % dinyatakan positif atau terdapat pembentukan pita / band
pada gel. Sedangkan hasil preparasi fragmen identifikasi personal dari nDNA sampel

urin simpan yang positif sebesar 33,3 %.
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Grafik 5.1. Grafik batang hasil preparasi fragmen nDNA darah dan nDNA urin simpan
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|I:| nDNA urin simpan (%)

5.2.2. Hasil preparasi fragmen identifikasi personal dari mtDNA sampel darah dan urin
simpan
Hasil preparasi fragmen identifikasi personal dari mtDNA sampel darah dan urin
simpan dinyatakan sebagai positif (bila terbentuk pita / band) atau negatif (bila tidak

terbentuk pita / band). Hasilnya ditampilkan pada tabel di bawah ini :
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Tabel 5.3
Distribusi frekuensi hasil preparasi fragmen identifikasi personal

dari mtDNA sampel darah dan mtDNA urin simpan

miDNA mtDNA urin
Hasil darah “simpan
(%) (%)
Positif 12 10
(%) 100,0 83,3
Negatif 0 2
(%) 0 16,7
Total 12 12
(%o) 100,0 100,0

Dari tabel 5. 3 Terlihat bahwa hasil preparasi fragmen identifikasi personal dari
mtDNA sampel darah 100% dinyatakan positif atau terdapat pembentukan pita / band

pada gel. Sedangkan hasil preparasi fragmen identifikasi personal dari mtDNA

sampe! urin simpan yang positif sebesar 83,3%.
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Grafik 5.2. Grafik batang hasil preparasi fragmen mtDNA darah dan mtDNA urin simpan
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OO mtDNA urin simpan (%) 16.7

5. 3. Analisis bivariat
Analisis bivariat merupakan tindak lanjut hasil analisis univariat, dilakukan terhadap
hasil preparasi fragmen mtDNA (darah dan urin simpan) dan nDNA (darah dan urin

simpan).
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5.3.1.Rangkuman hasil distribusi silang hasil preparasi fragmen mtDNA dan
nDNA darah dengan mtDNA dan nDNA urin simpan.
Hasil preparasi fragmen mtDNA dan nDNA baik dari sampel darah maupun urin
simpan disajikan dengan tabel dibawah ini :

Tabel 5. 4
Distribusi silang hasil preparasi fragmen mtDNA dan nDNA darah

dengan mtDNA dan nDNA urin simpan

Hasil preparasi
Positif (%) Negatif (%) | Jumlah
mtDNA
4 8 12
(33,3) (66,7) (100)
Urin simpan
MtDNA -
10 2 12
mtDNA (83,3) (16,7} (100)
Urin simpan

Dari tabel 5.4 menunjukkan bahwa analisis silang hasil preparasi nDNA urin
simpan terhadap nDNA darah yang dinyatakan positif sebesar 33,3% dari 12
sampel. Sedangkan analisis silang mtDNA urin simpan terhadap mtDNA darah
hasil positif sebesar 83,3%. Sehingga bisa dinyatakan bahwa nilai positif pada

pemeriksaan mtDNA urin simpan lebih tinggi dibanding nDNA urin simpan.
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5.3.2. Distribusi silang hasil preparasi fragmen nDNA dengan mtDNA urin
simpan.'
Hasil preparasi fragmen nDNA dengan mtDNA lurin simpan disajikan dalam
bentuk tabel silang. Hasilnya digambarkan pada tabel di bawah ini :
Tabel 5. 5 | |

Distribusi éilang hasil preparasi fragmen nDNA dengan mtDNA urin simpan.

mtDNA urin simpan Total
Positif Negatif
(%) (%)

Positif 4 0 4
nDNA urin (%) 100,0 0 100,0

simpan Negatif 6 2 8
(%) 75,0 25,0 100,0

Total 10 2 12
(%) 83,3 16,7 100,0

Nilai kappa kohen : 0,182, p = 0,237
Dari tabel 5.5. terlihat bahwa preparasi fragmen nDNA urin simpan dibanding

mtDNA urin simpan, diperoleh hasil dari 12 sampel yang diperiksa, 4 sampel

dinyatakan positif sejati (33,3%) dan 2 sampel dinyatakan negatif sejati.
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Grafik 5.3. Grafik batang hasil preparasi fragmen nDNA urin simpan dan mtDNA
urin simpan
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5.3.3. UjiKappa
Dari tabel silang diatas, diperoleh nilai kappa sebesar 0,182 dengan nilai 0,273. Hal
ini berarti bahwa nilai kappa pada preparasi fragmen nDNA urin simpan dan

mtDNA urin simpan mempunyai kesepakatan rendah.

5. 4. Analisis lanjut
Sebagai analisis lanjut dari hasil yang telah diperoleh, dilakukan melalui uji Mc.
Nemar. Dengan uji Mc. Nemar diperoleh p value sebesar 0,03 (p< 0,05). Sehingga

secara statistik hasil penelitian dinyatakan berbeda bermakna.
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BAB 6

PEMBAHASAN

Jumlah sampel dalam penelitian ini sebanyak 12 orang. Sampel urin dan darah
diambil di laboratorium forensik FK UNDIP Semarang, kemudian diteliti di laboratium

PAU UGM Yogyakarta.
Berdasarkan pemeriksaan preparasi fragmen DNA darah dan DNA urin simpan

untuk kepentingan identifikasi personal diperoleh hasil :

6. 1 Hasil preparasi fragmen nDNA darah
Sebesar 100% sampel darah yang diperiksa preparasi fragmen nDNA positif,
dengan pita / band yang tampak jelas pada elektroforesis gel. Hal tersebut sesuai
dengan teori bahwa darah merupakan sampel referensi yang paling sering
digunakan pada pemeriksaan DNA untuk identifikasi personal dengan tingkat
keberhasilan 100 %. 631

6. 2 Hasil preparasi fragmen nDNA urin simpan
Pada preparasi fragmen nDNA urin simpan untuk kepentingan identifikasi personal
diperoleh hasil positif sebesar 33,3%. Hasil penelitian ini jauh lebih rendah dari
penelitian Bc;,necke (2001) yang menyatakan keberhasilan DNA #yping dari urin
simpan ialah 72,7 % (8 dari 11 sampel yang diperiksa). Perbedaan hasil penelitian
yang mencolok ini kemungkinan besar disebabkan karena terdapat perbedaan teknik
isolasi DNA yang digunakan pada penelitian ini dibanding penelitian Benecke.
Pada penelitian Benecke isolasi / ekstraksi DNA urin menggunakan spin columns
(Centricon spin colums®). Metode spin colunms merupakan isolasi DNA

menggunakan filtrasi gel kromatografi yang memisahkan matriks lewat partikel gel
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berukuran sangat kecil sehingga molekul kecil dapat berdifusi dan diisolasi,
dilanjutkan dengan teknik sentrifugasi selektif sehingga partikel kontaminan dapat
disingkirkan. Metode spin columns merupakan metode yang banyak digunakan
untuk isolasi DNA dari sampel bercak darah yang men‘empel pada permukaan yang
‘bermasalah’ pada isolasi DNA, misalnya kulit, kotoran atau kain bernoda. Setiap
spin ‘columns hanya dapat digunakan untuk satu sampel saja dan merupakan kit
yang sekali pakai, sehingga harga spin cofumns cukup mahal dan bukan merupakan
teknik isolasi DNA yang rutin di lakukan di laboratorium bioteknologi di Indonesia.

Sedangkan isolasi / ekstraksi DNA urin pada penelitian ini menggunakan prosedur

manual yang sangat sederhana. Prosedur isolasi DNA urin pada penelitian ini

merupakan modifikasi dari prosedur isolasi DNA urin oleh Noer AS dari bagian
biokimia Fakultas Teknik Kimia ITB. Prosedur isolasi DNA urin tersebut
ekonomis, tanpa kit dan menggunakan reagen dan alat yang rutin digunakan untuk
isolasi DNA dar-ah sehingga prosedur isolasi DNA urin tersebut dapat dilakukan
oleh semua laboratorium di Indonesia. Selain itu Benecke menggunakan prosedur
dan alat otomatik (Gibco BRL Aces Human DNA Quantitation Kit) dan
menggunakan 3 loci STR fragmen DNA untuk identifikasi personal sebagai primer
pada PCR (CD 4, DHFRP/HUMFOLP23, D8S306), sedangkan pada penelitian ini
menggunakan metode manual sederhana tanpa kit dan menggunakan 1 loci STR
fragmen DNA standar untuk identifikasi personal yang lazim digunakan

(DHFRP/HUMFOLP23). “0%0
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6. 3 Hasil preparasi fragmen mtDNA darah
Sebesar 100% sampel darah yang diperiksa preparasi fragmen mt_DNA positif,
dengan pita / band yang tampak jelas pada elektroforesis gel. Hal tersebut sesuai
dengan teori bahwa darah merupakan sampel referensi yang paling sering
digunakan pada pemeriksaan DNA untuk identifikasi personal dengan tingkat
keberhasilan 100 %. ("

6.4 Hasil preparasi fragmen mtDNA urin simpan
Pada preparasi fragmen mtDNA urin simpan untuk kepentingan identifikasi
personal diperoleh hasil positif sebesar 83,3%. Keberhasilan preparasi fragmen
mtDNA urin simpan ini cukup tinggi walaupun teknik dan prosedur yang digunakan
pada penelitian ini ialah teknik manual yang sederhana tanpa kit, yang relatif
ekonomis dan dapat dilakukan di laboratorium bioteknologi sederhana di Indonesia.

Dari gambaran pita / band yang terbentuk dari hasil elektroforesis gel,

terlihat bahwa densitas pita / band fragmen mtDNA dari sampel darah maupun urin
simpan lebih tinggi dari densitas pita / band fragmen nDNA sampel darah maupun
urin simpan. Hal tersebut menunjukkan bahwa kuantitas fragmen mtDNA  untuk
identifikasi personal lebih banyak dari fragmen nDNA, -7

6.5 Perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA dibanding nDNA pada urin simpan
untuk kepentingan identifikasi personal. |
Hasil preparasi fragmen rﬂtDNA pada urin simpan untuk kepentingan identifikasi
personal ialah 83,3 % ; 2,5 kali lebih tinggi dari hasil preparasi nDNA yang hanya

33,3 %. Secara statistik menggunakan uji Mc Nemar dinyatakan bahwa terdapat
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perbeciaan bermakna pada hasil preparasi fragmen mtDNA dan nDNA pada urin
simpan untuk kepentingan identifikasi personal. (p = 0,03).

Hasil penelitiaﬁ ini mendukung teori bahwa iaemeriksaan mtDNA untuk identifikasi
personal sangat bermanfaat dan mempunyai keberhasiian tinggi pada sampe! yang
jumlah DNA-nya sangat sedikit misalnya tulang, gigi, cairan tubuh (air liur, air
mani, bercak darah, urin) yang tertempel pada amplop, p;arangl;o, batang rokok atau

pada sampel yang tersimpan pada periode yang lama. Hal ini disebabkan karena

dalam Setiap sel dapat mempunyai 1000 hingga 10.000 copy mtDNA dibanding

nDNA yang hanya mempunyai 2 copy pada tiap sel (3:16,17,33,39,41)

Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa pemeriksaan identifikasi personal

pada kasus-kasus yang menggunakan urin simpan, misalnya pada kasus
pengingkaran sampel doping atau tes narkoba, dapat digunakan pemeriksaan
mtDNA yang pada pemeriksaan preparasi fragmen untuk identifikasi personal

mempunyai tingkat keberhasilan lebih tinggi (83,3%) dibanding nDNA (33,3 %).
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A. KESIMPULAN

1.
2. Didapatkan hasil preparasi fragmen mtDNA urin simpan yang positif sebesar |
3. Terdapat perbedaan hasil preparasi fragmen mtDNA dibanding nDNA urin

B. SARAN

1.

. Hasil penelitian ini dapat dikembangkan penelitian lebih lanjut menggunakan

BAB 6

KESIMPULAN DAN SARAN E

Didapatkan hasil preparasi fragmen nDNA urin simpan yang positif sebesar |

33,3%, sedangkan nDNA darah 100%

83,3%, sedangkan mtDNA darah 100%
simpan untuk kepentingan identifikasi personal (p=0,03)

Pada kasus-kasus identifikasi personal yang menggunakan sampel urin simpan,

misalnya pada kasus pengingkaran sampel doping atau tes narkoba, sebaiknya
digunakan pemériksaan mtDNA.
Untuk identifikasi personal , hasil preparasi fragmen mtDNA pada penelitian ini

dapat diteruskan dengan teknik sequencing.
sampel DNA yang kuantitas maupun kualitas minimal, misalnya sampel jaringan

yang sudah rusak karena terkubur lama, kebakaran atau ledakan bom dan lain-

lain. i
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