Jurnal Biologi Tropis

Original Research Paper

Overview of MYH9 Gene Polymorphism SNP RS3752462 in Chronic Kidney
Disease (CKD) Patients with Diabetic Nephropathy

Ahmad Akmal Maulana' & Muhammad Taufiq Qurrohman'”
'Program Studi Sarjana Terapan Teknologi Laboratorium Medis, Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan
Nasional, Sukoharjo, Jawa Tengah, Indonesia;

Article History

Received : March 05™, 2026
Revised : April 15™, 2026
Accepted : May 02, 2026

Abstract: Diabetic nephropathy is a major cause of chronic kidney
disease and is influenced by both environmental and genetic factors. One
of the genes implicated in the pathogenesis of diabetic nephropathy is
MYH9, particularly the Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
rs3752462. This study aimed to describe the polymorphism of the MYH9
gene SNP rs3752462 in patients with chronic kidney disease associated
with diabetic nephropathy. A descriptive study design was applied,
involving five patients who met the inclusion criteria. Blood samples were
analyzed using the Polymerase Chain Reaction—Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) method with the Rsal restriction
enzyme. The Results showed that the DNA band patterns observed in all
samples did not form consistent combinations and did not correspond to
the expected genotype classification standards. In addition, extra bands
outside the target fragment sizes and variations in band intensity among
samples were observed. Based on these findings, the resulting band
patterns could not be reliably used to accurately determine genotypes, and
therefore did not adequately represent the polymorphism of the MYH9
gene SNP 153752462 in the studied samples. Accordingly, further
optimization of the PCR-RFLP method is required, along with validation
using more accurate approaches, such as DNA sequencing, and a larger
sample size to obtain more reliable results.
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Pendahuluan ekonomi kesehatan (Alicic ef al., 2020; Thomas
et al., 2021). Di Indonesia, proporsi pasien
Penyakit tidak menular, khususnya penyakit ginjal kronis (PGK) akibat nefropati

Diabetes Melitus (DM), merupakan tantangan
utama dalam  kesehatan global karena
prevalensinya yang terus meningkat dan
komplikasi kronis yang ditimbulkannya, salah
satu komplikasi paling serius adalah nefropati
diabetik (ND). Nefropati diabetik (ND)
merupakan salah satu komplikasi kronis paling
serius dari diabetes melitus yang menjadi
penyebab utama penyakit ginjal kronis (PGK)
dan gagal ginjal tahap akhir (Syurma et al.,
2021). Di berbagai negara. Secara global, ND
berkontribusi signifikan terhadap peningkatan
angka morbiditas dan mortalitas, serta beban
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diabetik (ND) tergolong tinggi, sejalan dengan
tingginya prevalensi ND di berbagai negara. Di
kawasan Asia, hampir 60% individu dengan
diabetes ~ dan  hipertensi ~ menunjukkan
keterlibatan ginjal, termasuk di Indonesia yang
mencapai sekitar 30—40% kasus PGK. Kondisi
ini menunjukkan bahwa ND tidak hanya
merupakan masalah klinis, tetapi juga menjadi
masalah kesehatan masyarakat yang penting dan
memerlukan pendekatan ilmiah yang
komprehensif dalam penelitian biomedis dan
klinis (Suherman et al., 2023).

Secara patofisiologis, nefropati diabetik
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ditandai oleh perubahan struktural dan
fungsional ginjal akibat hiperglikemia kronis,
seperti penebalan membran basal glomerulus,
ekspansi mesangial, dan kerusakan podosit.
Kondisi ini menyebabkan proteinuria, hipertensi,
serta penurunan Glomerular Filtration Rate
(GFR) secara progresif (Li ef al., 2021). Selain
faktor lingkungan dan metabolik, faktor genetik
juga berperan penting dalam kerentanan individu
terhadap ND. Variasi genetik, khususnya dalam
bentuk Single Nucleotide Polymorphism (SNP),
diketahui dapat memengaruhi ekspresi gen dan
fungsi protein yang terlibat dalam homeostasis
ginjal (Iyengar et al., 2015). Perkembangan ilmu
genomik melalui pendekatan Genome Wide
Association Study (GWAS) telah
mengidentifikasi berbagai variasi genetik,
khususnya Single Nucleotide Polymorphism
(SNP), diketahui dapat memengaruhi ekspresi
gen dan fungsi protein yang terlibat dalam
homeostasis ginjal (Gaal et al., 2009).

Salah satu gen yang sering diteliti adalah
MYH 9, dalam mengkode protein non-muscle
myosin heavy chain 11A dan berperan menjaga
integritas sitoskeleton podosit. Disfungsi podosit
akibat variasi genetik pada MYH9 dapat memicu
kerusakan filtrasi glomerulus dan berkontribusi
terhadap perkembangan penyakit ginjal kronis
(Freedman et al., 2009). Berbagai penelitian
telah melaporkan hubungan antara polimorfisme
gen MYH9 dan penyakit ginjal pada berbagai
populasi dunia, namun penelitian pada populasi
Asia Tenggara, khususnya Indonesia, masih
menunjukkan kesenjangan pengetahuan yang
signifikan. Variasi genetik yang bersifat spesifik
populasi menyebabkan hasil penelitian dari
negara lain belum tentu dapat diaplikasikan
secara langsung pada populasi lokal. Selain itu,
keterbatasan data mengenai distribusi genotipe
serta hubungan polimorfisme MYH9 rs3752462
dengan kejadian nefropati diabetik pada pasien
diabetes di Indonesia menunjukkan masih
rendahnya pemahaman terhadap kontribusi
faktor genetik pada populasi tersebut. Kondisi ini
menghambat pengembangan strategi deteksi dini
dan penatalaksanaan berbasis risiko genetik yang
lebih tepat sasaran.

Perbedaan latar belakang genetik dan
lingkungan di kawasan Asia Tenggara juga
berpotensi memengaruhi distribusi genotipe serta
risiko penyakit, namun belum banyak dikaji
secara komprehensif. Polimorfisme gen MYHO9,
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termasuk 753752462, telah dikaitkan dengan
peningkatan risiko penyakit ginjal kronis dan
end-stage renal disease (ESRD) pada berbagai
populasi (Cooke et al., 2012; Tuttle et al., 2022),
tetapi sebagian besar penelitian masih terfokus
pada populasi Afrika-Amerika, Kaukasia, dan
sebagian Asia lainnya (Colares et al., 2014). Oleh
karena itu, kurangnya representasi data genetik
lokal menjadi permasalahan penting yang
memengaruhi akurasi interpretasi risiko penyakit
serta menghambat pengembangan pendekatan
diagnosis dan terapi berbasis genetik pada
populasi Indonesia.

Seiring berkembangnya teknologi analisis
genetik, sejumlah varian intronik MYH9 telah
diidentifikasi sebagai faktor risiko penyakit

ginjal. Studi RENASTUR di  Spanyol
melaporkan bahwa SNP 153752462 berhubungan
dengan peningkatan kerentanan terhadap

penderita ginjal kronis (Tavira et al., 2013).
Metode identifikasi polimorfisme yang spesifik
dan akurat diperlukan untuk menganalisis variasi
genetik secara komprehensif. Salah satu teknik
yang umum digunakan adalah Polymerase Chain
Reaction—Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP), yaitu teknik yang
mengombinasikan proses amplifikasi DNA
melalui PCR dengan pemotongan fragmen DNA
menggunakan enzim restriksi tertentu. Teknik ini
memungkinkan identifikasi variasi genotipe
melalui perbedaan pola fragmen DNA serta
dikenal sebagai metode yang relatif sederhana,
spesifik, dan efisien dalam analisis SNP (Sinha et
al., 2020).

Banyak penelitian menunjukkan
polimorfisme rs3752462 terhadap gen MYH9
berpotensi menjadi biomarker genetik untuk
memprediksi risiko penyakit ginjal kronis,
termasuk pada pasien diabetes tipe 2 (Cooke et
al., 2012; Owiredu et al., 2020), Meskipun
demikian penelitian terhadap populasi Indonesia
masih sangat terbatas. Kondisi ini menunjukkan
perlunya penelitian yang dapat memberikan data
genetik yang lebih spesifik pada populasi lokal.
Oleh karena itu, sebagai upaya mengisi
kesenjangan tersebut, penelitian ini bertujuan
mengetahui gambaran distribusi dan pola
polimorfisme gen MYH9 SNP rs3752462 pada
pasien gagal ginjal kronis dengan nefropati
diabetik melalui pendekatan Polymerase Chain
Reaction—Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP). Penelitian ini
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penting untuk mendukung pengembangan
skrining  genetik, deteksi dini, sehingga
diharapkan dapat memberikan kontribusi
terhadap pemahaman peran faktor genetik dalam
perkembangan nefropati diabetik, sekaligus
menambah informasi ilmiah mengenai peran
faktor genetik dalam nefropati diabetik pada
populasi Indonesia.

Bahan dan Metode

Metode Penelitian

Penelitian  ini  telah  memperoleh
persetujuan etik dari institusi Universitas Sebelas
Maret dengan nomor registrasi

075/UN27.46/TA.04.19/KEP/EC/2025.
Penelitian dirancang menggunakan metode
deskriptif yang bertujuan untuk menggambarkan
polimorfisme gen MYH9 SNP rs3752462 pada
pasien gagal ginjal kronis dengan nefropati
diabetik. Teknik pengambilan sampel dilakukan
menggunakan quota sampling sesuai Kriteria
inklusi yang telah ditentukan. Data penelitian
berupa hasil pemeriksaan molekuler yang
diperoleh dari sampel darah pasien yang
dianalisis menggunakan metode Polymerase
Chain Reaction—Restriction Fragment Length
Polymorphism  (PCR-RFLP).  Pengambilan
sampel darah dilakukan di Rumah Sakit
Universitas Sebelas Maret (UNS), sedangkan
proses uji kualitas dan kuantitas DNA,
amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR),
proses digesti menggunakan enzim restriksi,
hingga visualisasi hasil melalui elektroforesis
gel, dilaksanakan di Laboratorium Biologi
Molekuler Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan
Nasional Surakarta

Alat dan bahan penelitian

Alat penelitian ini meliputi Mikropipet,
centrifuge, cup sampel, yellow tip, blue tip, spin
down, vortex, eppendorf, rak tabung, water bath,
kuvet, spektrofotometer UV Vis, tabung falcon,
chamber elektroforesis, gel doc, kertas timbang,
tabung erlenmeyer, oven, monitor, CPU, cetakan
agarose, thermal cycler, PCR tube, PCR-RFLP,
dan Bio-Rad Gel Doc EZ Imuger Manual. Bahan
penelitian terdiri atas sampel darah pasien gagal
ginjal kronis dengan nefropati diabetik, TBE
buffer, NEB buffer, aquabidest, agarose, loading
dye, gel red, PCR mix, master mix, primer
reverse, primer forward, kit reagen, Genomic
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DNA Mini Kit, enzim nuclease, dan air suling
ganda (ddH20).

Cara Kerja
Uji Kualitatif DNA

Isolasi DNA dari sampel darah dilakukan
menggunakan kit Geneaid™ melalui lima
tahapan utama, yaitu sample preparation, cell
lysis, DNA binding, wash, dan DNA elution.
Selanjutnya, DNA hasil isolasi dianalisis secara
kualitatif menggunakan metode elektroforesis
gel agarosa dengan konsentrasi 1%. Sampel
DNA dicampur dengan loading dye, dan gel red
kemudian dimasukkan ke dalam sumur gel
agarose yang disiapkan dalam buffer TBE.
Elektroforesis dilakukan hingga terbentuk
pemisahan fragmen DNA dengan tegangan
60volt, 400mA selama 120menit. kemudian pita
DNA divisualisasikan menggunakan Bio-Rad
Gel Doc EZ Imuger Manual untuk menilai
keberadaan DNA gen.

Uji Kuantitatif DNA

Uji  kuantitatif dilakukan dilakukan
menggunakan metode spektrofotometri dengan
pengenceran 20ul isolat DNA dilarutkan dalam
2980 aquabidest. Isolat DNA yang sudah
diencerkan dibaca pada alat spektrofotometer
UV-Vis dengan mengukur nilai absorbansi pada
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Nilai
absorbansi yang didapatkan digunakan untuk
menghitung kemurnian dan konsentrasi suatu

DNA dengan rumus :

Kemurnian DNA = A260/ A280
Konsentrasi DNA = A260 x 50 x faktor
pengenceran

Optimasi Suhu Annealing

Optimasi suhu annealing dilakukan dengan
menetapkan rentang suhu yang diperoleh dari
perhitungan rata-rata nilai Temperature Melting
(TM) primer. Nilai TM yang didapatkan
kemuadian dilakukan pengujian dengan 8 suhu
59°C-65°C untuk menentukan suhu yang
menghasilkan amplifikasi DNA paling baik.

Polymerase Chain Reaction
Amplifikasi DNA dilakukan pada alat
thermal cycler dengan primer spesifik, yaitu

primer forward
5’CCAGGAGCATCCGGGCTCTA-3 dan
primer reverse
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5’CACCTCCACAACCAACACAGAGCT-3".
Reaksi PCR terdiri atas 4 pul DNA genom,
masing-masing 1 pl primer, 12 pl master mix,
dan 7 pl NFW. Reaksi PCR meliputi pre-
denaturasi (94°C, 3 menit), diikuti tahap
denaturasi (94°C, 35 detik), annealing (55°C, 45
detik), dan ekstensi (72°C, 55 detik), serta final
extension (72°C selama 5 menit). Produk PCR
divisualisasi menggunakan elektroforesis gel
agarose 1% pada 60 Volt dan 400 mA selama
120.

Digestion

Analisis polimorfisme gen MYH9 SNP
rs3752462 dilakukan menggunakan metode
Polymerase Chain Reaction—Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP).
Produk PCR selanjutnya dicerna menggunakan
enzim restriksi Rsal, dengan komposisi reaksi
berupa 10 pl produk PCR dan 0,5 pl enzim
restriksi, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 4 jam. Hasil digesti dianalisis
menggunakan elektroforesis gel agarose 1%
untuk mengamati pola pita DNA yang terbentuk,
yang selanjutnya digunakan dalam penentuan
adanya polimorfisme SNP pada pasien gagal
ginjal kronis dengan nefropati diabetik.

Hasil dan Pembahasan

Uji Kuantitatif DNA

Uji kuantitatif dilakukan untuk untuk
menentukan tingkat kemurnian serta konsentrasi
DNA. Nilai kemurnian dan konsentrasi DNA
didapatkan dari hasil rata-rata pengukuran
absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan
280 nm. Berdasarkan tabel 1, nilai kemurnian
DNA pada seluruh sampel tercatat berada pada
rentang 0,22-0,41.

Tabel 1. Hasil uji kuantitatif isolat DNA

Kemurnian Konsentrasi

Sampel A260 A280 DNA DNA ng/ul
D1 0,0076 0,0183 0,41 57
D2 0,0040 0,0179 0,22 30
D3 0,0054 0,0179 0,3 40,5
D4 0,0045 0,0175 0,25 33,75
D5 0,0079 0,0197 0,4 59,25

Optimasi Suhu Annealing
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Optimasi suhu annealing dilakukan untuk
memperoleh kondisi PCR yang optimal dalam
mendeteksi fragmen DNA. Optimasi dilakukan
pada suhu  59°C-65°C. Berdasarkan hasil
(Gambar 2), Pada suhu annealing 62,7°C, pita
DNA teramati jelas dan terdefinisi, dibandingkan
dengan suhu annealing lainnya, sehingga suhu ini
digunakan pada tahap PCR selanjutnya.

65°C 64,6 63,8] 62,7 |61,3 60,2 594 59,0

—

Gambar 1. Hasil optimasi suhu annealing

Polymerase Chain Reaction

Amplifikasi gen MYH9 dilakukan
menggunakan pasangan primer spesifik, yaitu
primer forward 5’-

CCAGGAGCATCCGGGCTCTA-3’ dan primer
reverse 5’-
CACCTCCACAACCAACACAGAGCT-3’,
dengan produk target berukuran 421 bp dan suhu
annealing 62,7°C. Produk PCR divisualisasikan
menggunakan elektroforesis gel agarose 1% yang
dijalankan pada tegangan 60 Volt dan arus 400
mA selama 120 menit, dengan DNA ladder 100
bp sebagai penanda ukuran fragmen amplifikasi.
Hasil elektroforesis PCR (Gambar 3), pita DNA
hasil amplifikasi teramati pada posisi yang
sejajar dengan penanda ukuran sekitar 421 bp
pada masing-masing sampel.

D1

D2 D3 D4

D5

Gambar 2. Hasil elektroforesis PCR

Digestion
Proses digest dilakukan untuk mengetahui
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adanya polimorfisme pada SNP rs3752462 dari
Gen MYH9. Produk hasil amplifikasi PCR
direaksikan dengan enzim restriksi Rsal yang
memiliki situs pengenalan spesifik pada sekuens.
Dengan demikian, keberadaan atau ketiadaan
situs restriksi Rsal akan menghasilkan pola
pemotongan DNA yang berbeda, sehingga
memungkinkan identifikasi genotip.

Gambar 3. Hasil elektroforesis Digest

Berdasarkan hasil elektroforesis digest
(Gambar 4), dari lima sampel yang dianalisis
menunjukkan terdapat perpotongan pita DNA
pada ukuran sekitar 243 bp, 178 bp, 92 bp, dan
86 bp, tetapi pola pita tersebut tidak membentuk
kombinasi yang konsisten sesuai dengan
klasifikasi genotipe yang diharapkan. Selain itu,

teramati pula beberapa perpotongan pita
tambahan di luar ukuran fragmen yang
ditentukan.
Pembahasan

Hasil uji kuantitatif DNA menunjukkan
bahwa nilai rasio absorbansi A260/A280 pada
seluruh sampel berada di bawah kisaran ideal
kemurnian DNA (1,8-2,0). Nilai rasio yang
rendah  tersebut  menunjukkan  adanya
kontaminasi, baik oleh protein maupun protein
sisa reagen isolasi seperti etanol atau buffer lisis,
yang belum tereliminasi secara optimal selama
proses pemurnian DNA. Kondisi ini berpotensi
memengaruhi efisiensi reaksi Polymerase Chain
Reaction (PCR), terutama melalui penghambatan
aktivitas DNA polimerase atau penurunan
spesifisitas penempelan primer, yang pada
akhirnya dapat menghasilkan amplifikasi yang
lemah atau tidak konsisten. (Green & Sambrook,
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2021).

Beberapa penelitian melaporkan bahwa
DNA dengan rasio A260/A280 di bawah nilai
normal masih dapat digunakan untuk analisis
PCR, selama integritas DNA genom tetap terjaga
dan konsentrasi inhibitor PCR tidak mencapai
tingkat yang menghambat reaksi
enzimatik(Lucena-aguilar et al., 2016). Temuan
ini sejalan dengan laporan Farhanah et al. (2021)
menjelaskan bahwa rendahnya kemurnian DNA
pada sampel darah sering dijumpai dan tidak
selalu berujung pada kegagalan amplifikasi. Oleh
karena itu, meskipun nilai kemurnian DNA yang
diperoleh rendah, proses PCR tetap dapat
berlangsung, namun  tetap berpotensi
meningkatkan variasi efisiensi amplifikasi antar
sampel dan menjadi salah satu faktor pembatas
yang perlu dipertimbangkan dalam interpretasi
hasil genotipe.

Tahap optimasi PCR melalui uji gradien
suhu annealing merupakan tahap penting untuk
untuk memperoleh spesifisitas dan efisiensi
amplifikasi gen MYHO9. Hasil uji gradien
menunjukkan bahwa suhu annealing 62,7°C
menghasilkan pita DNA paling jelas, tajam, dan
konsisten pada ukuran target 421 bp. Suhu ini
mencerminkan kondisi optimal bagi ikatan
primer dengan sekuens target, sehingga mampu
meminimalkan amplifikasi non-spesifik dan
meningkatkan efisiensi reaksi PCR. Suhu
annealing yang terlalu rendah  dapat
meningkatkan kemungkinan primer berikatan
dengan sekuens nonspesifik, sedangkan suhu
yang terlalu tinggi berpotensi menghambat
proses annealing sehingga menurunkan efisiensi
amplifikasi (Khaira et al., 2023).

Hasil  elektroforesis  produk  PCR
memperlihatkan pita tunggal berukuran sekitar
421 bp sesuai dengan ukuran target yang
diharapkan. Tidak ditemukannya pita non-
spesifik atau smear menunjukkan bahwa desain
primer yang digunakan memiliki spesifisitas
tinggi terhadap sekuens target MYH9 SNP
rs3752462 dan kondisi PCR telah optimal.
Temuan ini konsisten dengan laporan Wittmeier
& Hummel (2022) yang menyatakan bahwa pita
tunggal yang jelas mencerminkan spesifisitas
primer dan efisiensi amplifikasi yang baik.

Tahap digesti menggunakan enzim
restriksi Rsal selanjutnya dimanfaatkan untuk
mengidentifikasi variasi genotipe gen MYH9
pada SNP rs3752462 melalui metode PCR-
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RFLP. Enzim Rsal merupakan endonuklease
restriksi tipe Il yang secara spesifik mengenali
urutan basa GTAC dan memotong pada situs
tersebut, sehingga menghasilkan fragmen DNA
dengan ujung tumpul (blunt end) (Roberts et al.,
2021). Dalam konteks analisis SNP, perubahan
satu basa nukleotida pada rs3752462 dapat
menyebabkan terbentuknya atau hilangnya situs
pengenalan enzim ini, sehingga memengaruhi
pola fragmentasi DNA yang dihasilkan. Oleh

karena  itu, perbedaan  genotipe  akan
menghasilkan pola pita yang berbeda setelah
proses  elektroforesis, dan  keberhasilan

identifikasi genotipe sangat bergantung pada
spesifisitas pemotongan enzim terhadap situs
target tersebut (Kratochwil et al., 2022).

Hasil elektroforesis PCR-RFLP
menunjukkan bahwa pola pita DNA gen MYH9
SNP rs3752462 tidak sepenuhnya sesuai dengan
pola fragmentasi yang dilaporkan dalam jurnal
acuan. Secara teoritis, metode PCR-RFLP
menghasilkan pola pita spesifik yang dapat
digunakan untuk membedakan  genotipe
berdasarkan keberadaan atau ketiadaan situs
restriksi  akibat variasi Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), yaitu dua pita untuk
homozigot CC, tiga pita untuk homozigot TT,
dan empat pita untuk heterozigot CT (Tarach,
2021).

Pola band fragment hasil digesti
menggunakan enzim restriksi Rsal pada SNP
rs3752462 dalam penelitian oleh Alqaysi et al.
(2020). menunjukkan klasifikasi genotipe yang
jelas, yaitu perpotongan 243 bp + 178 bp untuk
genotipe CC, perpotongan 243 bp + 92 bp + 86
bp untuk genotipe TT, serta kombinasi empat pita
243 bp + 178 bp + 92 bp + 86 bp untuk genotipe
heterozigot CT. Namun demikian, hasil
penelitian ini tidak menunjukkan pola band
fragment yang sejalan dengan temuan tersebut.
Meskipun terdapat pita pada ukuran 243 bp, 178
bp, 92 bp, dan 86 bp tetap teramati tidak
membentuk kombinasi yang konsisten dan tidak
dapat diklasifikasikan ke dalam genotipe CC,
CT, atau TT secara jelas. Selain itu, munculnya
pita tambahan di luar ukuran yang diharapkan
mengindikasikan adanya kemungkinan produk
non-spesifik atau ketidaksempurnaan proses
pemotongan DNA menyababkan
ketidaksesuaian antara hasil penelitian ini dengan
pola standar yang dilaporkan dalam literatur.

Munculnya pita tambahan di luar ukuran
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fragmen yang  diharapkan pada  hasil
elektroforesis dapat disebabkan oleh faktor
genetik maupun teknis. Secara biologis,
kemungkinan adanya variasi nukleotida lain di
sekitar daerah amplikon selain SNP rs3752462
perlu dipertimbangkan. Dalam metode PCR-
RFLP, enzim restriksi seperti Rsal mengenali
urutan spesifik GTAC, sehingga perubahan satu
basa nukleotida dapat menyebabkan hilangnya
situs restriksi atau justru membentuk situs
restriksi  baru. Kondisi ini  berpotensi
menghasilkan pola fragmentasi yang berbeda
dari pola teoritis, termasuk munculnya fragmen
tambahan akibat pemotongan pada lokasi yang
tidak terduga. Penelitian terbaru menunjukkan
bahwa keberadaan SNP tambahan atau variasi
sekuens lain di sekitar daerah target dapat
memengaruhi jumlah dan posisi situs restriksi
dalam  satu  fragmen DNA, schingga
menghasilkan pola digest yang lebih kompleks
(Kautt et al., 2022). Namun demikian,
munculnya pita tambahan tidak selalu
mencerminkan adanya mutasi biologis. Faktor
teknis seperti partial digestion, amplifikasi non-
spesifik, serta kondisi reaksi enzim yang tidak
optimal juga dapat menyebabkan terbentuknya
fragmen tambahan. Aktivitas enzim restriksi
yang tidak optimal bahkan dapat memicu
fenomena star activity, yaitu pemotongan pada
situs yang mirip tetapi tidak identik dengan
urutan target (Pingoud et al., 2020).

Faktor teknis yang menjadi salah satu
penyebab utama adalah terjadinya partial
digestion, yaitu kondisi ketika enzim restriksi
tidak memotong seluruh produk PCR secara
sempurna. Hal ini menyebabkan fragmen DNA
yang seharusnya terpotong tetap muncul sebagai
pita utuh, sehingga muncul pita tambahan atau
ukuran fragmen yang menyimpang
menghasilkan pola pita yang tumpang tindih dan
sulit diinterpretasikan (Gonzalez et al., 2021).
Karakteristik blunt end pada enzim retriksi Rsal
ini menyebabkan efisiensi pemotongan sangat
bergantung pada kondisi reaksi. Ketidaksesuaian
suhu inkubasi, waktu reaksi, konsentrasi enzim,
maupun buffer dapat menyebabkan aktivitas
enzim tidak optimal, sehingga meningkatkan
kemungkinan terjadinya partial digestion (Green
& Sambrook, 2020; Wilson & Walker, 2010).

Kualitas enzim restriksi juga berperan
dalam memengaruhi kesesuaian pola fragmen
hasil digest. Enzim restriksi merupakan protein
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yang sangat sensitif terhadap  kondisi
penyimpanan, frekuensi pembekuan, pencairan
(freeze—thaw), serta masa simpan. Apabila enzim
digunakan dalam kondisi aktivitasnya telah
menurun, misalnya karena mendekati masa
kedaluwarsa atau mengalami degradasi parsial,
maka proses pemotongan DNA  dapat
berlangsung tidak sempurna (partial digestion).
Kondisi ini dapat menghasilkan pita tambahan.
Beberapa penelitian menyebutkan bahwa
stabilitas dan aktivitas enzim restriksi merupakan
faktor penting yang menentukan konsistensi hasil
metode PCR-RFLP (Kratochwil et al., 2022).

Selain itu, variasi nukleotida di sekitar
situs pengenalan enzim restriksi juga dapat
memengaruhi  efisiensi pemotongan DNA,
Variasi basa di luar SNP target berpotensi
mengubah kemampuan enzim dalam mengenali
situs restriksi, sehingga menghasilkan pola
pemotongan yang berbeda, khususnya pada
populasi dengan latar belakang genetik yang
beragam. Kondisi merupakan salah satu
keterbatasan inheren dari metode PCR-RFLP,
terutama pada populasi dengan keragaman
genetik tinggi (Gonzalez et al., 2021).

Rendahnya kemurnian DNA  pada
penelitian ini juga dapat memengaruhi efisiensi
proses digest. Tingkat kemurnia yang lebih
rendah dari kisaran ideal 1,8-2,0
mengindikasikan kemungkinan adanya
kontaminasi, baik oleh protein maupun atau sisa
reagen isolasi. Kontaminan tersebut dapat
menghambat kerja enzim restriksi sehingga
pemotongan DNA tidak terjadi secara optimal,
meskipun urutan target sebenarnya tersedia.
DNA dengan tingkat kemurnian yang rendah
diketahui dapat menurunkan efektivitas reaksi
enzimatik lanjutan, termasuk reaksi restriksi
(Green & Sambrook, 2021).

Berdasarkan perbandingan dengan jurnal
acuan dan analisis terhadap hasil yang diperoleh,
hasil ini belum dapat digunakan untuk
mengidentifikasi polimorfisme SNP rs3752462
gen MYH9 secara akurat dan perlu ditafsirkan
dengan  mempertimbangkan  keterbatasan
penelitian. Mengingat jumlah sampel yang
sangat terbatas dapat memengaruhi kekuatan
analisis serta representativitas hasil terhadap
populasi yang lebih luas. Kondisi ini
menyebabkan temuan yang diperoleh dalam
penelitian ini lebih bersifat deskriptif eksploratif,
sehingga belum dapat digunakan untuk menarik
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kesimpulan yang kuat mengenai hubungan antara
polimorfisme gen MYH9 SNP rs3752462
dengan kejadian gagal ginjal kronis akibat
nefropati diabetik. Selain itu, ketidaksesuaian
pola pita yang diperoleh juga semakin membatasi
kemampuan interpretasi genotipe secara akurat.

Oleh karena itu, penelitian selanjutnya
perlu mempertimbangkan penggunaan jumlah
sampel yang lebih besar agar meningkatkan
validitas. Di samping itu, diperlukan optimasi
lebih lanjut pada tahapan PCR-RFLP, khususnya
pada kondisi digest enzim restriksi, untuk
meminimalkan kemungkinan kesalahan teknis
seperti partial digestion atau amplifikasi non-
spesifik.  Untuk  memastikan  keakuratan
identifikasi variasi genetik, validasi hasil juga
perlu dilakukan menggunakan metode yang lebih
sensitif dan spesifik, seperti sekuensing DNA,
yang mampu mendeteksi perubahan nukleotida
secara langsung tanpa bergantung pada pola
fragmentasi. Dengan pendekatan tersebut,
diharapkan hasil penelitian selanjutnya dapat
memberikan gambaran yang lebih akurat
mengenai peran polimorfisme gen MYH9 dalam
patogenesis gagal ginjal kronis dengan nefropati
diabetik.

Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian, analisis
PCR-RFLP gen MYH9 SNP 1rs3752462

menunjukkan pola pita DNA yang tidak
konsisten, sehingga tidak dapat digunakan untuk
menentukan genotipe secara akurat. Meskipun
fragmen target terdeteksi, ketidaksesuaian pola
tersebut kemungkinan besar disebabkan oleh
faktor teknis, seperti partial digestion, kondisi
enzim yang tidak optimal, dan amplifikasi non-
spesifik. Oleh karena itu, penelitian ini
memberikan kontribusi ilmiah berupa gambaran
awal mengenai penerapan PCR-RFLP pada
analisis gen MYH9 pada penderita gagal ginjal
kronik dengan nefropati diabetik di populasi
lokal. Dengan demikian, diperlukannya
penggunaan metode yang lebih akurat, seperti
sekuensing DNA, untuk memastikan validitas
hasil analisis polimorfisme genetik.
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