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 BAB IV
 HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Isolasi DNA
 Sebanyak 10 sampel darah dari pasien IMA dilakukan isolasi DNA
 dengan mengunakan geneaid DNA ekstraction kit. Prosedur yang dilakukan
 sesuai dengan protokol yang tertera pada kit tersebut. DNA hasil isolasi
 kemudian diuji secara kualitatif untuk mengetahui kualitas DNA yang didapat.
 Menurut Fatchiyah (2011), uji kualitatif merupakan metode standar yang
 digunakan untuk mengindentifikasi, pemisahan dan purifikasi fragmen DNA
 dengan menggunakan gel agarosa. Hal tersebut dilakukan untuk mengetahui
 kualitas atau kemurnian DNA.
 Gambar 4.1 DNA Whole Genom
 Genom merupakan satu kesatuan gen yang secara alami dimiliki oleh
 satu sel atau virus, atau satu kesatuan kromosom jasad eukaryot dalam fase
 haploid. Diperkirakan sekitar 20.000 sampai 25.000 gen di dalam genom
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 manusia (Yuwono, 2008). Berdasarkan hasil isolasi DNA yang telah
 dilakukan, terlihat band-band yang menunjukkan kualitas DNA. Semakin
 tebal pita yang dihasilkan, semakin tinggi pula kualitas DNA yang diperoleh.
 Sampel dengan kode A04, A07, D03, J03, H02, dan I03 memiliki kualitas
 DNA yang lebih tinggi dibandingkan dengan sampel dengan kode B08, B06
 dan B07. Kualitas DNA yang lebih rendah dapat disebabkan pada proses
 isolasi. Sampel darah B08, B06 dan B07 cenderung menggumpal sehingga
 menganggu proses isolasi DNA.
 4.2 Identifikasi dan Deteksi Polimorfisme Gen Apo E
 Identifikasi polimorfisme gen Apo E dilakukan dengan metode
 ARMS. Setiap satu sampel direaksikan dengan dua tube yang berbeda.
 Menurut Bourgazze (2000) primer yang digunakan pada metode ini adalah
 primer spesifik yang berbeda pada ujung -3’. Jika sampel homozigot, maka
 amplifikasi hanya terjadi pada salah satu tube saja. Sebaliknya, jika sampel
 heterozigot maka amplifikasi akan terlihat pada kedua tube. Kelebihan
 metode ARMS menurut Bolla et al., (1999) adalah cepat, tanpa pelabelan
 denga radioactivity dan gel agarose dapat dengan mudah diwarnai dengan
 Ethidium Bromida.
 Primer Cys/Arg 112 akan mengamplifikasi fragmen DNA sepanjang
 451 bp, sedangkan primer Cys/Arg 158 menghasilkan fragmen DNA
 sepanjang 588 bp. Dalam setiap tabung reaksi terdapat 3 primer (Common,
 Cys 112 dan Cys 158; Common, Arg 112 dan Arg 158). Tabung reaksi A
 mengandung primer Common, Cys 112 dan Cys 158, dan tabung reaksi B
 mengandung primer (Common, Arg 112 dan Arg 158). Setiap sampel
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 direaksikan dengan 2 tabung reaksi (A dan B) yang akan membentuk pola
 fragmen sesuai dengan alel sampel.
 Polimorfisme Apo E ini ditentukan oleh dua Single Nucleotide
 Polymorphisms (SNPs) pada posisi 2059 (T/C) dan 2197 (C/T) dari gen Apo
 E yang terletak pada kodon yang mengkode asam amino pada posisi 112 dan
 158 dari protein matur (Pantelidis et al., 2003). Terdapat tiga alel pada Apo E,
 ε2, ε3 dan ε4 yang masing-masing berbeda pada letak Sistein dan Arginin
 pada posisi 112 dan 158. Menurut Batalla et al., (2000) pada posisi 112 alel
 ε2 dan ε3 mengandung sistein, dan ε4 terdapat Arginin. Sedangkan pada
 posisi 158 alel ε3 dan ε4 mengandung arginin dan ε2 mengandung sistein.
 Gambar 4.2 Posisi Sistein dan Arginin Alel ε2, ε3 dan ε4 pada Asam
 Amino 112 dan 158
 PCR tube yang berisikan primer, PCR mix, dan DNA template
 kemudian dimasukkan dalam mesin PCR dengan kondisi pada gambar 3.1.
 Suhu Annealing untuk sampel dengan kode A (Common, Cys 112 dan Cys
 158) yaitu 610C, dan kode B (Common, Arg 112 dan Arg 158) pada suhu
 63,50C. Penentuan suhu annaeling ini berdasarkan pada Fatchiyah (2011),
 dengan rumus Tm = + . Suhu Annealing biasanya
 50C dibawah Tm. Jika suhu tersebut kurang optimal, maka dilakukan gradien
 suhu dengan menaikan suhu 01-2,5 0C (Kapabiosystem, 2013).
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 Pola haplotip hasil ARMS-PCR selanjutnya dipisahkan dengan
 elektroforesis dengan 100 V selama 60 menit dengan 2% gel agarosa.
 Passarge, (2001) mengatakan bahwa kecepatan molekul bergerak sesuai
 dengan muatan, bentuk dan ukuran. Selanjutnya divisualisasikan dengan UV
 transiluminator dengan pewarnaan Ethidium Bromida (EtBr).
 Gambar 4.3 Hasil Elektroforesis PCR sampel A04, A07, B06, B07, B08, D03 dan H02
 Gambar 4.4 Hasil Elektroforesis PCR sampel I03, I04 dan J03
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 Keterangan :
 A = Tube reaksi berisi primer Cys 112 dan Cys 158
 B = Tube reaksi berisi primer Arg 112 dan Arg 158
 1 dan 2 = Cys 112 dan 158 positif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε2)
 3 dan 4 = Cys 112 dan 158 positif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε2)
 5 dan 6 = Cys 112 dan 158 positif, Arg 112 dan 158 positif, (Ε4/Ε2)
 7 dan 8 = Cys 112 positif dan 158 negatif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε3)
 9 dan 10 = Cys 112 positif dan 158 negatif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε3)
 11 dan 12 = Cys 112 positif dan 158 negatif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε3)
 13 dan 14 = Cys 112 positif dan 158 negatif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε3)
 15 dan 16 = Cys 112 positif dan 158 negatif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε3)
 17 dan 18= Cys 112 positif dan 158 negatif, Arg 112 dan 158 positif (Ε4/Ε3)
 19 dan 20 = Cys 112 dan 158 positif, Arg 112 dan 158 positif, (Ε4/Ε2)
 Primer Cys/Arg 112 akan menghasilkan amplikon sepanjang 451 bp,
 dan primer Cys/ Arg 158 sepanjang 588 bp. Terdapat tiga macam pola yang
 terbentuk dari metode ini. Jika terdapat band pada Cys 112 dan Cys 158
 disebut Ε2, terdapat Cys 112 dan Arg 158 disebut Ε3 sedangkan disebut Ε4
 jika terdapat band pada Arg 112 dan Arg 158.
 Tabel 4.1 Alel Apo E pada Pasien IMA
 Alel Jumlah Individu
 ε2 4
 ε3 6
 ε4 10
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 Tabel 4.2 Genotip Apoliprotein E pada Pasien IMA
 Genotip Jumlah Individu
 Ε4/Ε2 4
 Ε4/Ε3 6
 Berdasarkan hasil PCR yang dilakukan, didapatkan terdapat variasi
 genetik pada pada penderita IMA. Terdapat 4 orang dengan genotip Ε4/Ε2
 dan 6 orang bergenotip Ε4/Ε3 dari total sampel 10. Dalam penelitian ini
 tidak ditemukan adanya genotip Ε2/Ε2, Ε3/Ε2, Ε3/Ε3, dan Ε4/Ε4. Alel Ε4
 merupakan alel yang paling banyak ditemukan. Dari 10 sampel pasien IMA,
 semuanya membawa alel Ε4. Hal ini sama dengan penelitian Ahmed et al.,
 (2006) dengan populasi Bangladesh dengan pembawa alel Ε4 terbanyak.
 Berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh Bazrgar et al., (2008) dengan
 populasi Iran selatan yang kebanyakan membawa alel Apo Ε3 dan tidak
 ditemukan adanya genotip Ε2/Ε2. Sedangkan penelitian Elousa et al.,(2004)
 pada penderita aterosklerosis di Framingham tidak terdapat genotip Ε4/Ε2.
 Menurut Bahri et al., (2008) genotip yang terdapat pada populasi tunisa
 adalah Ε2/Ε3, Ε3/Ε3, dan Ε4/Ε3. Hal ini menunjukkan bahwa polimorfisme
 Apo E berbeda pada etnik yang berbeda.
 4.3 Hubungan Polimorfisme Gen Apo E dengan Infark Miokardium Akut
 Data sekunder yang diperoleh dari pasien IMA meliputi kadar LDL,
 HDL, kolesterol dan trigliserida. Untuk mengetahui hubungannya dengan
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 penyakit IMA maka dapat dibandingankan dengan kontrol IMA dengan uji
 korelasi pearson.
 Tabel 4.3 Hubungan antara Kolesterol, trigliserida, HDL dan LDL sampel
 dibandingkan dengan kontrol
 Hubungan
 Antara
 Koefisien
 Korelasi
 Kekuatan
 hubungan t hitung t tabel Kesimpulan
 Kolesterol -0.179 Sangat
 Lemah -0.51 2.31
 Hubungan Tidak
 Signifikan
 Trigliserida 0.300 Lemah 0.89 2.31 Hubungan Tidak
 Signifikan
 HDL 0.464 Sedang 1.48 2.31 Hubungan Tidak
 Signifikan
 LDL -0.333 Sangat
 Lemah -1.00 2.31
 Hubungan Tidak
 Signifikan
 Berdasarkan dari perhitungan diatas menunjukan hubungan yang tidak
 signifikan (terdapat perbedaaan) pada kadar kolesterol, trigliserida, HDL dan
 LDL antara sampel dan kontrol. Semakin rendah koefisien korelasi, maka
 semakin kuat perbedaan diantara sampel dan kontrol. Kadar kolesterol dan
 LDL antara sampel (pasien IMA) dan kontrol (non IMA) memiliki hubungan
 atau korelasi paling rendah. Hal ini berarti Kolesterol dan LDL merupakan
 faktor yang berpotensi terjadinya IMA.
 Kadar LDL pada sampel cenderung lebih tinggi dibandingkan dengan
 kontrol. Hal ini dapat disebabkan adanya alel Apo Ε4 pada sampel yang telah
 dilihat pola genotipnya. Hasil ARMS-PCR menunjukkan bahwa dari 10
 sampel pasien IMA, semuamya membawa alel Apo Ε4. Reseptor LDL
 cenderung berikatan dengan Apo Ε4, sehingga individu pembawa alel Ε4
 kadar LDL-nya cenderung meningkat. Menurut Marzooq et al., (2011), Alel
 Ε4 berpengaruh terhadap peningkatan kolesterol dan LDL dikaitkan dengan
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 deposit kolesterol dalam plak arteri. Jadi, alel Apo Ε4 memiliki peran dalam
 peningkatan resiko penyakit IMA. Resiko IMA tersebut dapat dijelaskan
 melalui mekanisme pembentukan aterosklerosis yang merupakan salah satu
 faktor utama terjadinya IMA.
 Peningkatan kadar suatu jenis lipoprotein berdensitas rendah (LDL)
 berhubungan dengan aterosklerosis. LDL murni tidak bersifat aterogenik.
 Namun demikian, modifikasi oksidatif LDL oleh oksidan yang berasal dari
 makrofag dan sel endotel serta sel otot polos dapat menyebabkan
 pembantukan LDL teroksidasi yang aterogenik dalam dinding vaskular. LDL
 teroksidasi bersifat kemotaktik terhadap monosit dalam sirkulasi, dan
 meningkatkan ekspresi molekul adhesi sel endotel yang menjadi tempat
 pelekatan monosit. Selanjutya monosit berpindah ke lapisan monolayer
 endotel, menumpuk dibawahnya, dan mengalami maturasi menjadi makrofag.
 Kemudian makrofag mengakumulasi sebagian besar LDL teroksidasi yang
 akhirnya menjadi sel busa berisi kolesterol yang membentuk fatty streak.
 Stimulasi makrofag dan sel-sel endotel oleh LDL teroksidasi ini
 menyebabkan sel- sel tersebut mengeluarkan sitokin. Sitokin bermigrasi ke
 dalam intima, berproliferasi dan menyekresikan sejumlah kolagen secara
 abnormal. Lesi yang kaya akan lipid dan sel busa biasanya tidak stabil dan
 cenderung robek serta terbuka. Ruptur plak ini memungkinkan darah
 memasuki lesi menyebabkan pembentukan trombus yang banyak ditemui
 pada infark miokard (Aoronson, 2010).
 LDL kolesterol pada grup Apo Ε2 lebih rendah dari pada grup Apo
 Ε4. Pada sampel laki-laki, kadar trygliserida cenderung lebih tinggi pada grup

Page 9
                        

39
 Apo Ε4 dari pada grup Apo Ε2 (Elousa et al., 2004). Trigleserida yang tinggi
 berbalik dengan kadar HDL yang rendah. HDL yang rendah merupakan salah
 prediktor resiko IMA (Aoronson, 2008).
 Infark Miokard Akut merupakan suatu penyebab utama kematian
 Pencegahan terhadap penyakit ini merupakan upaya yang penting (Yamada et
 al., 2002). Terdapat faktor resiko IMA yang dapat diubah dan tidak dapat
 diubah. Faktor yang dapat diubah menurut Farissa (2012), antara lain kadar
 serum lipid, hipertensi, merokok, gangguan toleransi glukosa, dan diet yang
 tinggi lemak jenuh, kolesterol, serta kalori. Sedangkan faktor risiko biologis
 infark miokard yang tidak dapat diubah yaitu usia, jenis kelamin, ras, dan
 riwayat keluarga.
 Meskipun faktor genetis merupakan faktor yang tidak dapat diubah,
 namun dengan mengetahui profil genetis Apo E ini maka akan bisa dilakukan
 upaya pencegahan. Sehingga individu dengan pembawa alel Apo Ε4 yang
 sangat berpotensi IMA ini lebih berhati-hati dalam mengkonsumsi
 makanannya. Maka dari itu manusia perlu memperhatikan makanan dan
 minuman yang dikonsumsi seperti firman Allah SWT:
 Artinya: Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya (Q.S
 ‘Abasa, 80: 24)
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 Upaya pencegahan tersebut dapat dilakukan dengan diet rendah
 lemak. Menurut Astuti (2009), asam lemak omega-3 mengurangi
 kecenderungan platelet darah saling menempel sehingga mengurangi
 kemungkinan penggumpalan darah atau terbentuknya suatu plak dalam arteri.
 Namun, asam lemak omega -3 yang tinggi dapat meningkatkan pendarahan
 jika kemampuan platelet untuk membentuk penggumpalan darah terlalu
 banyak dikurangi. Terbukti bahwa diet yang mengandung asam lemak
 omega-3 dapat membantu mengurangi kemungkinan tumbuhnya penyakit
 jantung. Hal ini selaras dengan Sherwood (2001), perubahan asam lemak dari
 makanan dapat mengubah kadar kolesterol darah total dengan mempengaruhi
 satu atau lebih mekanisme yang melibatkan kolesterol. Asam lemak tak jenuh,
 asam lemak perdominan di sebagaian besar tanaman, cenderung menurunkan
 kadar kolesterol darah dengan meningkatkan eliminasi kolesterol dan garam
 empedu.
 Sampel darah pasien yang digunakan dalam penelitian adalah Laki-
 laki. Laki- laki cenderung memiliki faktor resiko IMA lebih tinggi dari pada
 wanita. Menurut Aoronson (2010) dan Sherwood (2001), insidensi penyakit
 jantung iskemik meningkat seiring dengan bertambahnya usia, terutama
 setalah 40 tahun. Aterosklerosis jauh lebih umum terjadi pada pria
 dibandingkan dengan wanita karena efek protektif dari esterogen. Esterogen
 tersebut berpengaruh pada peningkatan kadar HDL.
 Kadar HDL pada sampel dan kontrol memiliki korelasi sedang yang
 berarti bahwa HDL antara sampel dan kontrol tidak memiliki perbedaan yang
 besar. Hal tersebut dapat terjadi karena pada sampel terdapat alel Apo Ε2 dan
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 Apo Ε3. Menurut Ahmed et al., (2006) berdasarkan adanya arginin pada
 posisi 112, Apo Ε4 dapat berikatan dengan trigliserida yang kaya lipoprotein
 seperti VLDL. Sedangkan Apo Ε2 dan Ε3 yang mengandung dua atau satu
 sistein dapat berikatan dengan HDL. Menurut Sherwood, (2001) resiko
 aterosklerosis berbalik terbalik dengan konsentrasi HDL dalam darah.
 Peningkatan kadar HDL dikaitkan dengan penurunan insiden penyakit
 jantung aterosklerotik. Pada kenyataanya, perdiktor yang lebih akurat untuk
 resiko timbulnya aterosklerosis adalah rasio kolesterol HDL atau kolesterol
 total darah. Semakin tinggi kolesterol HDL dalam kaitannya dengan kadar
 kolesterol darah total, maka semakin kecil resiko IMA. Menurut Aoronson
 (2010) hal ini dapat dikarenakan oleh fungsi HDL yang melepaskan
 kolesterol dari jaringan tubuh dan dapat menginhibisi oksidasi lipoprotein.
 Jadi alel yang memiliki potensi dalam peningkatan resiko penyakit
 IMA adalah alel Apo Ε4 yang berhubungan dengan tingginya kadar
 kolesterol dan LDL. Polimorfisme gen Apo E akan berbeda pada suatu
 populasi dengan etnik yang berbeda. Rasulullah SAW bersabda:
 ولد لي غلم أسود عليه وسلم فقال يا رسول للا بي صلى للا أن رجلا أتى النفيها من أورق قال فقال هل لك من إبل قال نعم قال ما ألوانها قال حمر قال هل
 نعم قال فأنى ذلك قال لعله نزعه عرق قال فلعل ابنك هذا نزعه
 Artinya: Seorang laki-laki mendatangi Nabi shallallahu 'alaihi wasallam dan
 berkata, Wahai Rasulullah, isteriku telah melahirkan anak yang berkulit
 hitam. Beliau bertanya: Apakah kamu memiliki beberapa ekor Unta? laki-
 laki itu menjawab, Ya. Beliau melanjutkan bertanya: Lalu apa saja warna
 kulitnya? Ia menjawab, Merah. Beliau bertanya lagi: Apakah di antara Unta
 itu ada yang berkulit keabu-abuan? laki-laki itu menjawab, Ya. Beliau
 bertanya: Kenapa bisa seperti itu? laki-laki itu menjawab, Mungkin itu
 berasal karena faktor keturunan (gen). Beliau bersabda: Mungkin juga
 anakmu seperti itu (karena factor keturunan).(HR Bukhori, No.4893).

Page 12
                        

42
 Gen yang dimaksud pada hadisr tersebut adalah asal keturunan.
 Kajian genetika menyatakan bahwa setiap janin akan mewarisi sifat –sifat
 genetik kedua orang tuanya. Pewarisan genetis tidak selalu berasal dari orang
 tuanya secara langsung namun berasal dari kakek buyutnya (An-Najar: 2010).
 Pewarisan gen dapat memunculkan sifat-sifat tertentu. Hubungannya dengan
 penelitian ini gen yang berpotensi dalam peningkatan resiko IMA adalah gen
 Apo E dengan pembawa alel E4. Berdasarkan hasil yang diperoleh, genotip
 Ε4/Ε3 lebih banyak dari genotip Ε4/Ε2 dengan jumlah masing – masing 4
 dan 6.
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