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Abstract: Chronic kidney disease (CKD) and hypertension are closely 

related conditions and can be influenced by genetic factors, including 

polymorphisms in the Myosin Heavy Chain 9 (MYH9) gene. The SNP 

rs3752462 in the MYH9 gene is known to be associated with impaired 

kidney function. This study aims to describe the genotype pattern of the 

MYH9 rs3752462 SNP polymorphism in patients with chronic kidney 

disease and hypertension at UNS Hospital. This is a descriptive study with 

a molecular analysis approach. A total of 10 blood samples were collected. 

Polymorphism detection was performed using the Polymerase Chain 

Reaction–Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 

method with the RsaI restriction enzyme. The results showed that all 

samples were successfully amplified, producing a PCR product of 

approximately 421 bp. The DNA bands observed in all samples did not form 

a consistent combination and did not match the expected genotype reference 

standard. In addition, the appearance of additional bands outside the target 

fragment size, therefore the results of this study do not adequately represent 

the MYH9 SNP rs3752462 gene polymorphism in the studied samples. 

Conclusion: Further examination is needed using other modern methods 

such as DNA sequencing and larger sample sizes to obtain appropriate 

results. 

 

Keywords: Chronic Kidney Disease; Hypertension; MYH9 SNP 

rs3752462; PCR-RFLP. 

 

 

Pendahuluan 

 

Kesehatan ginjal merupaka koponen 

vital dalam system fisiologis manusia, di mana 

ginjal berperan penting dalam homeostasis tubuh 

melalui filtrasi sisa metabolisem dan regunalsi 

tekanan darah (Cheung et al., 2017). Secara 

global, penyakit gagal ginjal kronis menunjukkan 

peningkatan yang signifikan di seluruh dunia. 

World Health Organization (WHO) melaporkan 

bahwa gagal ginjal kronis (GGK) menyebabkan 

850.000 kematian setiap tahunnya (Marisi et al., 

2022). Fenomena ini menuntut pemahaman 

mendalam mengenai mekanisme patologis yang 

mendaari kerusakan ginjal. Ilmu Kesehatan terus 

mengeksplorasi factor genetic guna 

meningkatkan kualitas hidup manusia melalui 

deteksi dini yang lebih akurat.  

Hipertensi dan gagal ginjal kronis (GGK) 

memiliki keterkaitan patofisiologis yang sangat 

erat (Amidu et al., 2020). Hipertensi merupakan 

factor resiko utama yang menyebabkan 

kerusakan vascular ginjal melalui mekanisme 

iskemia glomerulus dan aktivasi system renin-

angiotensin-aldosteron, yang pada akirnya 

mempercepat progresi nefroklerosis (Gultom et 

al., 2023). Di sisi lain, kemajuan ilmu genetika 

molekuler telah mengidentifikasi bahwa variasi 

genetic, seperti polimorfisme nukleotida Tunggal 

(Singel Nucleotide Polymorphism), memegang 

peranan krusial dalam menentukan kerentanan 

seseorang terhadap kerusakan oragan. Gen 

Myosin Heavy Chain 9 (MYH9), yang 

mengkodekan protein motorik on-muscle myosin 

heavy chain IIA, menjadi focus penting karena 

ekspresinya pada podosit dan sel mesangial 

ginjal sangat menentukan integritas penghalang 

filtrasi glomerulus (Cyrus et al., 2018. Tavira et 
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al., 2013).  

Tingginya angka kasus di Indonesia, 

khususnya di Jawa Tengah di mana hipertensi 

ditemukan pada 45,5% populasi dangan 

prevalensi gagal ginja mencapai 1,3% penderita 

(Dinkes Jateng., 2021). Meskipun factor gaya 

hidup berpengaruh, perbedaan repon klinis antar 

pasien sering kali dipengaruhi oleh variasi 

genetic. Polimorfisme gen MYH9 SNP 

rs3752462 diduga kuat menjadi pemicu 

kebocoran protein pada urine penderita 

hipertensi (Wungu et al., 2020) . Namun, data 

mengenai gamabran genetic ini pada populasi 

local penderita gagal ginjal kronis dengan 

hipertensi masih sangat minim, sehingga sulit 

bagi klinis untuk memprediksi resiko 

progesivitas penyakit berdasarkan profil genetic 

pasien (Igo et al., 2011).  

Penelitian berskla besar seperti Genome-

wide Association Study (GWAS) telah 

mengidentifikasi MYH9 sebagai factor risiko 

utama penyakit ginjal stadium akir pada populasi 

Afrika-Amerika (Freedman et al., 2009), namun 

studi serupa pada populasi Asia, khususnya di 

Indonesia, masih sangat terbatas (Liu et al., 

2016). Kebaruan penelitian ini terletak pada 

analisis polimorfisme gen MYH9 SNP 

rs3752462 pada penderita GGK dengan hipertesi 

di Rumah Sakit UNS. Penelitian ini 

menggunakan metode PCR RFLP untuk 

mengidentifikasi variasi genotip pasien secara 

akurat, untuk mendeskripsikan distribusi 

polimorfisme gen MYH9 pada subjek penelitian. 

Hasil penelitian ini menjadi dasar pengembangan 

terapi berbasis profil genetic. Data ini diharapkan 

dapat memberikan kontribusi nyata bagi 

manajemen klinis pasien gagal ginjal di masa 

depan.  

 

Bahan dan Metode 

 

Ethical Clearance  

Penelitian telah lulus kajian dan 

mendapatkan izin etik dari institusi Universitas 

Sebelas Maret dengan nomor registrasi 

074/UN27.46/TA.04.19/KEP/EC/2025 

 

Waktu dan tempat 

Penelitian ini berlangsung pada bulan 

Maret sampai dengan September 2025. Tempat 

pengambilan sampel penelitian di Rumah Sakit 

UNS, dan deteksi polimorfisme gen MYH9 SNP 

rs3752462 pada penderita gagal ginjal kronis 

dengan hipertensi dilakukan di Laboratorium 

Biologi Molekuler Sekolah Tinggi Ilmu 

Kesehatan Nasional 

 

Jenis penelitian 

Jenis penelitian ini adalah deskriptif. 

Teknik sampling yang digunakan penelitian ini 

adalah quota sampling berdasarkan kriteria 

inklusi yang telah ditetapkan. Jumlah sampel 

dalam penelitian ini sebanyak 10 sampel darah 

EDTA. 

 

Alat dan Bahan  

Alat penelitian yaitu Centrifuge, almari es, 

spektrofotometer UV-Vis, vortex, spin down, 

erlenmeyer, gelas ukur, microwave, timbangan 

analitik, cetakan gel agarose, mikropipet, PCR 

thermal cycler, BSC (Biosafty Cabinet), 

serangkaian alat elektroforensis, dry bath, UV 

Transilluminator dan gel doc. Bahan penelitian 

yaitu Tabung 1,5ml, ependoft, tip, sampel darah 

gagal ginjal kronis dengan hipertensi dan sampel 

darah gagal ginjal kronis non hipertensi, Kit 

Wizard Genomic DNA Purification, 

aquabides, tabung reaksi, bubuk agarose, TBE 

1x, parafilem, gel agarose, isolat DNA, loading 

dye, DNA leader, Master Mix, Gel Read, enzim 

restriksi RsaI primer forward reverse, master 

mix, nuclease free water. 

  

Prosedur Penelitian  

Pengambilan sampel darah  

Responden diminta untuk menandatangani 

informed consent sebagai bentuk persetujuan 

serta kuesioner untuk memperoleh data 

karakteristik klinis yang relevan dengan kriteria 

yang sudah ditentukan. Kemudian dilakukan 

pengambilan darah vena EDTA oleh perawat 

rumah sakit UNS Surakarta, kemudian sampel 

diberi label identitas dan disimpan untuk diproses 

molekuler  

 

Uji Kualitatif DNA 

Penelitian ini menggunakan sampel darah 

EDTA pasien gagal ginjal kronis dengan 

hipertensi dan pasien gagal ginjal. Darah pasien 

diambil dari rumah sakit UNS Surakarta. Darah 

diekstraksi menggunakan kit Wizard® Genomic 

DNA Purification. DNA isolat kemudian 

dilakukan pemeriksaan kualitatif menggunakan 

alat elektroforensis gel agarose 1% pada 

tegangan 90 volt 400Am.  

 

Uji Kuantitatif DNA  

Uji kuantitatif DNA digunakan untuk 

menentukan konsentrasi dan kemurnian DNA 

menggunakan alat spektrofotometer UV-Vis 
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dengan cara pengenceran 20µl isolat DNA yang 

dilarutkan dalam aquabidest sebanyak 2980µl 

dengan rasio absorbansi pada 260/280 nm. Nilai 

absorbansi yang didapatkan digunakan untuk 

menghitung kemurnian dan konsentarsi DNA. 

 

Perhitungan kemurnian DNA: 

 

Perhitungan konsentrasi DNA: 

 

A260 x 50 x faktor pengenceran 

 

Optimasi suhu annealing 

Optimasi suhu annealing untuk 

menentukan suhu paling optimal dalam reaksi 

PCR. Proses optimasi dilakukan dengan 

memvariasikan suhu annealing yang ditentukan 

berdasarkan nilai Melting Temperature (TM). 

Nilai TM yang didapatkan dari sepasang primer 

dirancang secara spesifik untuk menghasilkan 

amplifikasi paling optimal terhadap fragmen gen 

MYH9 SNP rs3752462.  

 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  

Amplifikasi PCR dilakukan denggan alat 

thermal cycler. Amplifikasi DNA menggunakan 

sepasang primer yang telah di desai 

menggunakan NCBI oleh (Alqaysi et al., 2020). 

Primer forward 5’-

CCAGGAGCATCCGGGCTCTA-3’ Primer 

reverse 3’-

CACCTCCACAACCAACACAGAGCT-5’ 

sebagai primer spesifik dengan target 421 bp 

untuk MYH9. DNA genomic digunakan sebagai 

tempat untuk amplifikasi PCR dengan 

menggunakan berbagai variasi suhu yaitu 59-

65°C. 

 

Digesti (perpotongan) 

Analisis polimorfisme gen MYH9 

menggunakan metode PCR-RFLP, DNA yang 

dihasilkan dicerna dengan endonuclease restriks. 

Rsal digunakan untuk rs3752462. 10µl produk 

amplifikasi PCR dicerna dengan 0,5µl dari 

endonuclease pembatasan yang sesuai, setiap 

produk pencernaan kemudian di inkubasi 

menggunakan dry bath pada suhu 37⁰C selama 4 

jam untuk memverifikasi genotype, mengurutkan 

produk DNA yang diperkuat dan dicerna. 

 

Hasil dan Pembahasan  

 

Hasil uji kuantitatif DNA  

DNA genom hasil isolasi dari 10 sampel 

darah kemudian dilakukan pemeriksaan 

pengukuran konsentrasi serta kemurnian DNA 

menggunakan alat Spektroforometer UV-Vis 

dengan menggunakan Panjang gelombang 

260nm dan 280 nm. Didapatkan hasil 

keseluruhan sampel berada pada rentang 0,2-1,3. 

Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa isolate 

DNA yang diperoleh masih memiliki Tingkat 

kemurnian yang rendah dibawah 1,8-2,0. 

 

Hasil optimasi suhu annealing  

Optimasi suhu annealing dilakukan untuk 

menentukan suhu paling optimal dalam reaksi 

PCR. Suhu yang diuji dalam beberapa variasi 

yaitu dari 59-65°C. Berdasarkan hasil optimasi 

suhu didapatkan hasil dengan suhu 62,7°C yang 

di tetapkan sebagai suhu anneling optimal. Pada 

suhu tersebut, pita DNA terlihat lebih jelas, tebal 

dan spesifik dibandingan suhu lain, yang akan 

digunakan pada tahap PCR.  

 

Polymerase Chain Reaction 

Proses amplifikasi PCR gen MYH9 SNP 

rs3752462 dilakukan dengan menggunakan alat 

thermal cyler PCR. Setelah amplifikasi DNA 

sesuai, selanjutnya dilakukan tahapan 

elektroforensis dengan gel agarose 1% pada 

90volt, 400mA selama 120 menit. Penanda 

ukuran DNA (DNA leader) digunakan sebagai 

pembanding untuk menentukan panjang ukuran 

fragmen DNA yang akan teramplifikasi. 

Berdasarkan hasil elektroforensis pada gambar 1. 

menunjukkan pita DNA yang teramplifikasi 

dengan baik pada ukuran 421 bp, yang sesuai 

dengan ukuran target.  

 
 

 

Gambar 1. Hasil visualisasi deteksi Gen MYH9 

 

Digesti (perpotongan) 

Proses digesti dilakukan untuk mengetahui 

adanya polimorfisme pada SNP rs3752462 Gen 

MYH9, dengan penambahan enzyme restriks 

RsaI yang situs pengenalan spesifik pada skuens, 

kemudian di tambahkan dengan produk 

amplifikasi PCR. Proses ini dilakukan untuk 

memverifikasi genotype, mengurutkan produk 

DNA yang diperkuat dan dicerna akan 

menghasilkan pola perpotongan DNA yang 
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berbeda, sehingga menunjukkan pola 

perpotongan genotype untuk memungkinkan 

identifikasi. 
 

  

Gambar 2. Hasil visualisasi proses digesti 

 

Berdasarkan hasil visualisasi proses digesti 

pada gambar 2. menunjukkan hasil Sebagian 

besar sampel menunjukkan panjang perpotongan 

enzime pada 86 bp, 92 bp, 178 bp, dan 243 bp, 

namun pola perpotongan pita tersebut tidak 

membentuk kombinasi pola perpotongan yang 

konsisten sesuai dengan klasifikasi genotipe 

yang diharapkan. Selain itu, terdapat pula 

beberapa perpotongan pola pita tambahan diluar 

ukuran fragmen target. 

 

Pembahasan  

 

Hasil uji kuantitatif DNA dilakukan 

melalui pengukuran kemurnian DNA 

menggunakan rasio absorbansi A260/A280. 

Hasil pengukuran menunjukkan bahawa seluruh 

sampel memiliki rasio kemurnian dibawah 

rentang optimal 1,8-2,0. Nilai rasio yang rendah 

mengindikasikan terjadinya kontaminasi 

protein, keberadaan sisa reagen isolasi. Selain 

itu, faktor sisa residu etanol pada tahap pencucian 

dan ketidak tepatan pada pemipetan juga dapat 

menyebabkan terbawanya komponen seluler lain 

dalam isolate DNA (Viljoen et al., 2022). Rasio 

kemurnian DNA yang berada dibawah standar 

optimal 1,8-2,0 berpotensi menghambat aktivitas 

enzyme pada tahap selanjutnya, baik pada proses 

PCR maupun pada saat proses pemotongan 

menggunakan enzyme restriksi (Green & 

Sambrook., 2012).  

Tahapan optimasi suhu annealing 
dilakukan untuk menentukan suhu paling optimal 

dalam reaksi PCR. Nilai TM yang didapatkan 

dari sepasang primer yang dirancang secara 

spesifik untuk menghasilkan amplifikasi paling 

optimal terhadap fragmen gen MYH9 SNP rs 

3752462. berdasarkan hasil optimasi 

menunjukkan bawah suhu annealing 62,7°C 

memberikan hasil amplifikasi optimum, yang 

ditandai dengan terbentuknya pita DNA yang 

jelas dan konsisten pada ukuran target. Hal ini 

menunjukkan bahwa suhu tersebut 

mengakibatkan primer dapat berkaitan secara 

stabil dan spesifik dengan skuens targen gen 

MYH9. Pemilihan suhu annealing yang tepat 

sangat penting dalam PCR karena menentukan 

spesifisitas dan efisien amplifikasi, suhu 

annealing yang terlalu tinggi menyebabkan 

primer tidak dapat menempel sehingga 

amplifikasi gagal, sedangkan suhu terlalu rendah 

menyebabkan primer menempel pada Lokasi 

yang tidak spesifik sehingga menghasilkan 

produk non-target (Herman et al., 2017). 

Hasil PCR fix menunjukkan pita tunggal 

yang jelas dan spesifik pada ukuran 421 bp pada 

sebagian besar sampel. Keberhasilan amplifikasi 

menunjukkan bawah primer yang digunakan 

miliki tingkat spesifisitas yang baik terhadap 

sekuens target serta kondisi PCR yang diterapkan 

telah optimal. Intensitas pita yang kuat juga 

menandakan bahwa proses amplifikasi 

berlangsung secara efisien dan konsisten 

(Wittmeier & Hummel, 2022). 

Tahapan selanjutnya dilakukan proses 

digest pencernaan enzim restriksi RsaI yang 

memiliki situs pengenalan sekuens DNA tertentu 

dengan penambahan amplicon PCR. Keberadaan 

serta ketiadaan situs restriksi dapat dipengaruhi 

oleh variasi basa pada SNP rs3752462, sehingga 

menghasilkan pola pemotongan DNA yang 

berbeda sesuai dengan genotype masing-masing 

individu. Berdasarkan hasil elektroforesis PCR-

RFLP, terlihat beberapa varisai ukuran pola pita 

DNA yang menandakan terjadinya perpotongan 

oleh enzime restriksi RsaI. Pada beberapa sampel 

menunjukan terjadinya perpotongan pita 

tambahan diluar fragmen target sehingga 

terjadinya ketidak sesuaian pola perpotongan 

dengan jurnal Alqaysi et al., (2020).  

Hasil penelitian ini tidak sejalan dengan 

peneliti sebelumnya yang seharus perpotongan 

pola genotipe CC pada panjang pita DNA 243 

+178 bp, pola genotipe TT pada panjang pita 

DNA 243+92+86 bp dan pola genotipe CC pada 

panjang pita DNA 243+178+92+86bp, yang 

dilaporkan dalam hasil penelitian Alqaysi et al., 

2020. Secara prinsip, enzime restriksi memotong 

DNA pada skuens spesifik dan menghasilkan dua 

tipe ujung, blunt ends  (ujung tumpul) dan Sticky 

ends (ujung lengket) (Brown., 2016). Enzime 

RsaI merupakan salah satu enzime yang 

menghasilkan blunt ends,  sehingga fragmen 

DNA yang dihasilkan tidak memiliki ujung 

lengket. Kondisi ini menyebabkan proses ligasi 

DNA menjadi kurang efisien dibandingkan sticy 
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ends karena tidak adanya pasangan basa 

komplementer yang membantu stabilisasi ikatan 

antar fragmen DNA (Chaudhary et al., 2014) 

Ketidak sesuaian pola pita hasil RFLP  

dapat dipengaruhi oleh aspek teknis selama 

proses pemotongan DNA. Salah satu 

kemungkinan yang perlu dipertimbangkan 

adalah terjadinya partial digesti, yaitu kondisi 

ketika enzim restriksi tidak memotong seluruh 

situs target secara optimal (Sambrook & Russell, 

2001). Kondisi ini umumnya dipengaruhi oleh 

konsentrasi enzim yang tidak mencukupi, waktu 

inkubasi yang kurang optimal, suhu reaksi yang 

tidak sesuai, atau adanya inhibitor dalam sampel 

DNA.  

Fragmen DNA hasil digest yang berukuran 

kecil pada penelitian ini tampak samar atau tidak 

terdeteksi secara jelas pada gel agarosa. Hal ini 

menyebabkan pola fragmentasi yang teramati 

tampak lebih sederhana dibandingkan dengan 

jurnal penelitian (Alqaysi et al., 2020). 

Perbedaan ini kemungkinan disebabkan oleh 

keterbatasan resolusi gel agarosa dalam 

memisahkan fragmen DNA berukuran kecil, 

sehingga tidak seluruh fragmen hasil digest dapat 

teramati secara optimal (Green & Sambrook, 

2012). Kualitas enzim restriksi juga berperan 

penting dalam keberhasilan proses RFLP. Enzim 

yang telah mengalami penurunan aktivitas akibat 

penyimpanan yang tidak sesuai, siklus freeze–

thaw berulang, atau masa simpan yang hampir 

habis dapat menurunkan efisiensi pemotongan. 

Oleh karena itu, kualitas dan penanganan enzim 

restriksi menjadi faktor krusial untuk 

memperoleh hasil RFLP yang akurat dan 

konsisten (Brown, 2016). 

Selain itu, tingkat kemurnian DNA juga 

berpengaruh terhadap hasil RFLP. Rasio 

kemurnian DNA yang berada di bawah standar 

optimal (1,8–2,0) mengindikasikan adanya 

kontaminan seperti protein, fenol, atau sisa 

reagen isolasi yang berpotensi menghambat kerja 

enzim restriksi (Dayanti et al., 2019). DNA yang 

tidak murni dapat mengurangi efisiensi 

pemotongan dan meningkatkan risiko terjadinya 

pemotongan parsial atau munculnya pita 

nonspesifik pada hasil elektroforesis. Kondisi ini 

juga dapat memengaruhi tahap amplifikasi PCR 

sebelumnya, sehingga kualitas produk PCR yang 

digunakan sebagai template RFLP menjadi 

kurang optimal dan berdampak pada interpretasi 

hasil akhir (Green & Sambrook, 2012). 

Keterbatasan sampel yang ada tidak mencukupi 

untuk menentukan validitas variasi pola genotipe 

pada penelitian ini.  

Metode RFLP memanfaatkan enzime 

restriksi seperti RsaI untuk menghasilkan pola 

fragmen DNA yang berbeda antar individu. 

Metode tersebut sudah banyak digunakan untuk 

identifikasi genotipe berdasarkan variasi panjang 

fragmen DNA (Urakawa et al., 1997). Namun, 

metode RFLP memiliki keterbatasan 

ketergantungan terhadap keberadaan situs 

restriksi tertentu pada DNA. Jika mutasi tidak 

terjadi pada situs pengenalan enzime. Maka 

variasi genetik tersenut tidak dapat terdeteksi, 

selain itu, metode ini relatif lebih kompleks dan 

kurang efisien karena melibatkan beberapa 

tahapan seperti digesti enzime, elektroforensis 

dan visualisasi fragmen DNA (Bhat et al., 2020). 

RFLP hanya memberikan informasi berupa pola 

pita DNA tanpa menunjukan urutan basa secara 

langsung. Oleh karena itu, untuk analisis yang 

lebih akurat dan mendalam, metode ini sering 

dikombinasi dengan teknik DNA sequencing 

(Ota et al., 2009), yang mampu mengidentifiksi 

variasi genetik hingga tingkat nukleutida serta 

mendeteksi mutasi kecil seperti SNP dengan 

sensitivitas tinggi (Metzker., 2010).  

 

Kesimpulan 

 

Berdasarkan hasil penelitian dapat 

disimpulkan bahwa amplifikasi gen MYH9 SNP 

rs3752462 berhasil dilakukan dengan metode 

PCR menghasilkan fragmen ±421 bp, serta tidak 

dapat disimpulkan pola genotype pada sampel 

tersebut karena munculnya pola pita tambahan di 

luar teoritis pada pasien gagal ginjal kronis 

dengan hipertensi. Meskipun metode PCR-RFLP 

mampu mendeteksi polimorfisme genetik, hasil 

pola pita yang tidak sepenuhnya sesuai teori 

mengindikasikan adanya pengaruh faktor teknis 

seperti kemurnian DNA yang rendah, 

kemungkinan partial digesti, resolusi 

elektroforesis serta keterbatasan sampel yang 

dimiki. Secara umum, penelitian ini memberikan 

gambaran awal distribusi polimorfisme gen 

MYH9 pada populasi lokal serta menunjukkan 

bahwa variasi genetik berpotensi berperan dalam 

kerentanan terhadap gagal ginjal kronis dengan 

hipertensi, meskipun diperlukan penelitian 

lanjutan dengan metode yang lebih akurat seperti 

DNA sequencing dan jumlah sampel yang lebih 

besar. 
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Penulis ucapkan terima kasih kepada 

Program Studi Sarjana terapan teknologi 
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