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RINGKASAN 

Perkiraan umur sangat penting dalam analisis forensik. Umur individu lebih sering diperkirakan 

dengan menggunakan tulang dan gigi. Akan tetapi, hal ini terbatas hanya pada kasus-kasus 

tertentu yang berhubungan dengan adanya kerangka manusia. Belum tersedia metode yang paten 

dalam memperkirakan umur melalui DNA. Metilasi DNA merupakan salah satu cara dalam 

memperkirakan umur pada sampel biologis. Metilasi DNA merupakan cara modifikasi 

epigenetik yang terbaik dalam memperkirakan umur pada sampel biologis pada manusia. Hal ini 

dikarenakan, DNA pada individu yang mengalami penuaan menyerupai perkembangan yang 

diatur dalam proses yang dikontrol ketat oleh modifikasi epigenetik khusus. Proses modifikasi 

replikasi ini hanya ditemukan pada posisi 5 cincin pirimidin dari sitosin dalam urutan CpG 

dinukleotida. (Yi et al., 2014; Tost, 2009). 

Pada penelitian ini bertujuan untuk dapat memperkirakan umur dari hasil isolasi DNA dengan 

menggunakan metilasi DNA pada sampel darah. Khusunya, Mengetahui penggunaan metilasi 

DNA dari sampel darah dalam memperkirakan umur individu. Mengetahui urutan DNA dari 

hasil metilasi DNA pada sampel urine dan menganalisis hubungan persen metilasi dengan umur 

individu dari sampel urine.   

Jenis penelitian ini adalah deskriptif dengan jumlah sampel sebanyak 10 sampel dengan variasi 

umur yang berbeda di setiap jenis kelaminnya. Tahapan-tahapan pada penelitian ini dimulai dari 

pengambilan sampel darah yang dipastikan sehat, di preparasi kemudian di isolasi dengan 

menggunakan DNAzol dan kloroform. Hasil isolasi kemudian di konversi bisulfit dan di PCR. 

Hasil PCR kemudian di sekuensing, sebelum disekuensing hasil PCR di elektroforesis agar 

diketahui panjang band yang akan disekuensing. Hasil sekuensing dianalisis dengan aplikasi 

online dan kemudian dihitung persen metilasinya. Hasil persen metilasi kemudian di uji statistik 

regresi linier dengan menggunakan program SPSS untuk mengetahui nilai validasinya. 

 

Perkiraan umur; Metilasi DNA; Konversi; Bisulfit; Sekuensing. 

 

LATAR BELAKANG 

 Ilmu forensik adalah ilmu yang mempelajari tentang tindak kejahatan yang membantu penegak 

hukum dan peradilan. Ilmu ini sangat penting dalam menganalisis barang bukti yang ditemukan, 

salah satunya adalah analisis DNA pada sampel yang ditemukan di dalam Tempat Kejadian 

Perkara (TKP). DNA (Deoxyribose Nukleic Acid) adalah asam nukleotida yang memiliki urutan 

basa nukleotida yang berbeda disetiap individu, kecuali kembar identik satu sel telur. Sampel DNA 

dapat diperoleh dari mana saja. Selain darah, DNA dapat juga dianalisis di sampel lainnya salah 

satunya pada sampel urine (Agudelo et al, 2016). 

Ringkasan penelitian tidak lebih dari 500 kata yang berisi latar belakang penelitian, tujuan dan 

tahapan metode penelitian, luaran yang ditargetkan, serta uraian TKT penelitian yang diusulkan.  

Kata kunci maksimal 5 kata 

Latar belakang penelitian tidak lebih dari 500 kata yang berisi latar belakang dan permasalahan 

yang akan diteliti, tujuan khusus, dan urgensi penelitian. Pada bagian ini perlu dijelaskan uraian 

tentang spesifikasi khusus terkait dengan skema. 



Perkiraan umur sangat penting dalam analisis forensik. Umur individu lebih sering diperkirakan 

dengan menggunakan tulang dan gigi. Akan tetapi, hal ini terbatas hanya pada kasus-kasus tertentu 

yang berhubungan dengan adanya kerangka manusia. Oleh karena itu diperlukan metode lainnya 

dalam memperkirakan umur pada sampel biologis. Belum tersedia metode yang paten dalam 

memperkirakan umur melalui DNA. Metilasi DNA merupakan salah satu cara dalam 

memperkirakan umur pada sampel biologis (Alisch et al, 2014).  

Metilasi DNA merupakan cara modifikasi epigenetik yang terbaik dalam memperkirakan umur 

pada sampel biologis pada manusia. Hal ini dikarenakan, DNA pada individu yang mengalami 

penuaan menyerupai perkembangan yang diatur dalam proses yang dikontrol ketat oleh modifikasi 

epigenetik khusus. Proses modifikasi replikasi ini hanya ditemukan pada posisi 5 cincin pirimidin 

dari sitosin dalam urutan CpG dinukleotida. 5-Methylcytosine dari beberapa puncak CpG dalam 

DNA genomik dapat direplikasi selama pembelahan sel dengan pemeliharaan DNA 

methyltransferases (DNMT) tertentu sebagai mediasi pada DNA tersebut (Bekaert et al, 2015). 

 

TINJAUAN PUSTAKA 

I. TEKNOLOGI PROFILING DNA METILASI 

Banyak teknologi dapat digunakan untuk deteksi dan analisis metilasi DNA. Mereka dapat 

dibagi menjadi tiga subkelompok utama sesuai dengan pretreatment DNA sebelum analisis: (a) 

digesti enzim (menggunakan restriction endonuclease); (b) pengayaan afinitas (menggunakan 

antibodi atau protein pengikat metil yang spesifik untuk situs CpG termetilasi); dan (c) konversi 

natrium bisulfit. Dalam ulasan ini kami membatasi diskusi kami untuk pretreatment ketiga 

karena hampir semua teknologi analisis-termilasi yang relevan dengan tes forensik, dari 

penemuan marker usia untuk menguji implementasi, menggunakan konversi bisulfit. 

A. Konversi Bisulfite 

Konversi bisulfit ditemukan pada 1990-an dan mewakili terobosan untuk deteksi dan analisis 

metilasi DNA [27,45]. DNA genomik yang terdenaturasi (ssDNA) diberi perlakukan dengan 

sodium bisulfit yang mendeaminasi residu sitosin yang tidak termetilasi ke uracil. Setelah PCR, 

uracil diamplifikasi sebagai timin, sementara residu 5-methycytosine diamplifikasi sebagai 

sitosin. Reaksi kimia ini menyebabkan degradasi DNA yang besar dan karena itu, pemurnian 

berikutnya diperlukan untuk menghilangkan natrium bisulfit. Protokol rinci telah dijelaskan di 

tempat lain. Selain itu, beberapa perangkat komersial saat ini tersedia untuk melanjutkan pra-

perawatan ini. Jumlah input DNA yang disarankan oleh produsen, meskipun variabel dan 

tergantung pada teknologi berikutnya diterapkan, lebih tinggi daripada untuk mengetik STR. 

Rata-rata 200–500 ng DNA input biasanya digunakan untuk mengkompensasi degradasi yang 

dihasilkan natrium bisulfit dalam DNA. Saat ini, beberapa laboratorium secara internal menguji 

bahan masukan kecil dan oleh karena itu, pengoptimalan selanjutnya dari protokol dapat 

mengurangi kuantitas DNA yang digunakan. 

Metode berbasis te-Bisulfti menyediakan resolusi pasangan tunggal dan data kuantitatif yang 

akurat. Oleh karena itu, sebagian besar data metilasi DNA baru didasarkan pada metodologi ini. 

Langkah konversi kemudian diikuti oleh amplifikasi DNA dengan target-spesifik c spesifik. 

Tinjauan pustaka tidak lebih dari 1000 kata dengan mengemukakan state of the art dan peta jalan 

(road map) dalam bidang yang diteliti. Bagan dan road map dibuat dalam bentuk JPG/PNG yang 

kemudian disisipkan dalam isian ini. Sumber pustaka/referensi primer yang relevan dan dengan 

mengutamakan hasil penelitian pada jurnal ilmiah dan/atau paten yang terkini. Disarankan 

penggunaan sumber pustaka 10 tahun terakhir. 



Sumber bias dapat menjadi konversi bisulfit yang tidak lengkap; Namun, ini dapat diatasi dengan 

analisis paralel dari kontrol metilasi DNA atau cytosines non-CpG internal yang diubah untuk 

mengukur keberhasilan reaksi konversi. Diferensial PCR efisiensi untuk termetilasi versus 

bagian-bagian yang tidak termetilasi dari sekuens identik juga dapat memperkenalkan beberapa 

bias. 

Perlu juga dicatat bahwa bisulfiteconversion tidak dapat membedakan antara 5-methycytosine 

(5-mC) dan 5-hydroxymethycytosine (5-hmC). Nukleotida 5-hmC baru-baru ini menerima 

banyak perhatian setelah pendeteksiannya dalam tingkat tinggi di Purkinje neuron dan sel induk 

embrio [80], serta penemuan simultan dari sekelompok enzim yang mengkatalisis hidroksilasi 5-

mC menjadi 5-hmC. (Misalnya, Okase oksigen Ten-Eleven-Translokasi atau TETs). Akibatnya, 

ini telah memperkenalkan residu baru dalam genom, yang perannya dalam regulasi gen masih 

perlu dijelaskan. Meskipun 5-hmC berada di luar ruang lingkup tinjauan ini, penting untuk 

diingat bahwa studi masa depan akan fokus pada mengartikan fungsi biologisnya. 

Protokol baru yang dapat mendeteksi 5-hmC telah dioptimalkan lebih lanjut dan akhirnya akan 

diketahui apakah perubahan usia-progresif dalam tingkat residu ini juga dapat berkontribusi pada 

estimasi usia. Proporsi metilasi DNA di situs CpG tertentu disebut nilai β-metilasi. Nilai ini 

dinilai dengan mengambil rasio sinyal methylated (C) ke unmethylated (T). Fraksi adalah 

generall y dihitung dengan rumus: M / (M + U), di mana M merupakan sinyal untuk molekul 

termetilasi dan U sinyal untuk molekul unmethylated. Metilasi DNA diukur pada skala 0 hingga 

1 (atau 0 hingga 100%). Nilai ß-0 menunjukkan tidak adanya metilasi lengkap, sementara 1 

menunjukkan metilasi penuh di situs CpG yang diteliti. Karena metilasi DNA diukur sebagai 

rata-rata dari kumpulan sel dan karena perubahan progresif dialami dalam sel-sel ini selama 

masa hidup individu, distribusi bimodal untuk nilai β tidak terlihat pada penanda yang terkait 

usia, tetapi nilai-nilai bertahap antara 0 dan 1 . 

B. Ukuran Genom yang Bisa Dijangkau 

Penemuan Umur yang Cocok - Informatif Metilasi Lokasi Whole-genom bisulfitesequencing 

(WGBS) dan penggunaan analisis DNA berbasis array seperti Illumina Infi nium 

HumanMethylation array adalah teknologi yang memungkinkan pemindaian genomewide pola 

metilasi DNA. WGBS menggabungkan bisulfitetreatment DNA skala besar dengan sekuens 

throughput tinggi untuk menghasilkan apa yang dikenal sebagai "methylome". Sebuah 

methylome menyediakan peta lengkap pola metilasi semua sitosin di genom suatu organisme 

atau sel. Keuntungan utama dari metode ini adalah cakupan CpG penuh (~ 28 juta situs CpG 

dalam genom manusia) termasuk situs non-CpG atau CpH (H = A, C, T), semuanya terdeteksi 

pada resolusi nukleotida tunggal. Dalam konteks penelitian penuaan manusia, WGBS diterapkan 

di tempat pertama untuk mengeksplorasi methylomes dari bayi yang baru lahir dan centenarians, 

dan mendeteksi hipomethylation terkait usia yang dominan global. Data yang diperoleh dari 

WGBS tidak bias dan akurat mencerminkan lanskap metilome dari genom, karena seluruh urutan 

dipetakan. 

Namun, kelemahan utama untuk cakupan genomewide penuh adalah biaya studi mahal yang 

mencakup ukuran sampel yang besar. Selanjutnya, memproses dan mengelola jumlah data yang 

dihasilkan adalah waktu dan memerlukan alat komputasi khusus. Target bisulfitesequencing 

berasal dari WGBS sebagai metode yang mengurangi biaya dengan pengambilan selektif dari 

sebagian kecil dari sitosin. Karena sebagian besar genom terkuras habis dari CpG, banyak studi 

cakupan penuh tidak memiliki informasi yang relevan; oleh karena itu, mencakup bagian spesifik 

dari genom dapat menyebabkan retrieval variasi epigenetik yang lebih informatif. Sebagai 

alternatif untuk sekuensing, array Infi nium BeadChip dibuat (Illumina, CA, USA). Analisis 



berbasis Array menggunakan natrium bisulfiteconversion DNA dan resolusi single-base 

berikutnya dari situs CpG yang ditargetkan menggunakan probe capture gratis untuk urutan 

kepentingan dan disusun pada microarray [90]. Rangkaian berbasis chip hemat biaya dan waktu 

analisis secara substansial berkurang. Human Methylation 27K BeadChip (HM27) diperkenalkan 

pada tahun 2008 dan menginterogasi lebih dari 27.000 situs CpG. Array ini digantikan pada 

tahun 2011 oleh HumanMethylation450K BeadChip (HM450) yang terdiri lebih dari 450.000 

penanda CpG.  

Cakupan yang ditingkatkan dari chip ini menyediakan alat yang dapat diterapkan secara luas dan 

menjadi platform pilihan untuk banyak studi asosiasi epigenome (kode aksesi: GPL13534 dalam 

kumpulan data GEO online di NCBI). Namun, satu kekurangan dari chip HM450 adalah hanya 

sekitar 1,5% dari keseluruhan CG gen diwakili pada chip dan pemilihan situs bias terhadap 

promotor dan kepulauan CpG. Situs CpG di elemen regulasi distal - yaitu, enhancer - sangat 

kurang terwakili. Untuk mengimbangi ini, microarray Illumina yang diperbarui baru-baru ini 

telah dirilis: MethylationEPIC BeadChip. Array EPIC ini mencakup 853.307 situs CpG dan 

berisi> 90% dari situs 450K, tetapi menambahkan 333.265 CpG yang terletak di kawasan 

regulasi. Sebagian besar dari situs tambahan ini terletak di daerah penambah (urutan yang 

berdampak transkripsi sementara berbaring distal ke situs awal transkripsi yang terletak di 

wilayah konten CPG miskin) dan array juga berguna untuk mendeteksi 5-

hydroxymethylcytosine. Namun, proporsi elemen regulasi masih terbatas dan comethylation dari 

beberapa situs dalam wilayah kecil tidak dapat diasumsikan dari probe CpG tunggal per elemen. 

Ketika data dari studi WGBS dan HM450 / EPIC secara langsung dibandingkan, tingkat metilasi 

yang diperoleh dari kedua platform umumnya sesuai dan berkorelasi baik. Sedangkan WGBS 

menemukan sebagian besar situs hypomethylated dengan usia; ini dapat dipertanggungjawabkan 

oleh bias masing-masing metode menunjukkan ke arah wilayah tertentu dalam genom. Selain itu, 

teknologi alternatif yang mencakup metilom skala besar (misalnya, pengayaan afinitas) juga 

konsisten dengan pola hipometilasi situs CpG dengan penuaan. Ketika langsung membandingkan 

pola metilasi yang diperoleh dari metode pengayaan afinitas di pulau-pulau CpG, 

hypermethylation adalah lazim, menunjukkan konkordansi antara teknologi ketika menargetkan 

situs serupa. Singkatnya, teknologi genomewide mencakup sejumlah besar situs CpG di seluruh 

genom. Meskipun mereka tidak dapat dikelola secara forensik pada skala ini, analisis 

bioinformatik data dari studi kunci, yang dapat diakses dari database publik, dapat dianalisis 

untuk menemukan korelasi antara pola metilasi yang diberikan dan usia donor yang tercatat pada 

saat penelitian . Ini memberikan langkah penemuan yang berharga untuk mengidentifikasi 

penanda penanda usia yang informatif tanpa perlu studi skala besar. 

 

C. Intermediate Coverage: Validasi 

Terlepas dari Pyrosequencing, dua metode utama deteksi metilasi yang berlaku untuk validasi 

penanda metilasi DNA dari penggunaan potensial untuk estimasi usia. Ini adalah sistem 

EpiTYPER® berbasis spektrometri massa (Agena Bioscience) dan sequencing massively parallel 

(MPS, alternatif sequencing generasi atau NGS). Cakupan yang mereka tawarkan adalah 

menengah, yaitu, ratusan hingga ribuan situs CpG dapat dideteksi secara bersamaan dengan 

setiap sistem. The Agena Bioscience EpiTYPER ® sistem (San Diego, CA, USA; sebelumnya 

Sequenom) adalah metode berbasis pengobatan bisulfit digabungkan dengan spektrometri massa 

MALDI-TOF. Tingkat metilasi dikenali sebagai set CpG, yang terdiri dari satu, atau beberapa 

posisi CpG dalam fragmen DNA yang sama (diperoleh dengan pembelahan dasar-spesifik dari 

DNA dengan enzim spesifik). Oleh karena itu, beberapa posisi CpG dalam satu set dapat 



dideteksi ketika mereka diposisikan secara dekat. Pedoman protokol rinci dapat ditemukan di 

Suchiman et al. Teknologi ini menargetkan wilayah genom sekitar 200-600 nt panjangnya, 

memiliki otomatisasi tingkat tinggi dan sangat berguna untuk mengukur sejumlah besar sampel 

atau wilayah dalam satu analisis. Studi tentang wilayah kandidat atau validasi penanda yang 

diperoleh dari data cakupan genomewide sebelumnya layak dan relatif terjangkau dengan sistem 

EpiTYPER®. Replikasi teknis antara EpiTYPER® dan Infi nium BeadChip array menunjukkan 

reproduktifitas antara kedua sistem. Karena keunggulan ini, komunitas forensik telah 

menunjukkan minat dalam mengembangkan metode prediksi usia berdasarkan data yang 

dihasilkan dengan teknologi EpiTYPER®.  

Meskipun resolusi singlenucleotide dapat dicapai, beberapa CpGs sangat dekat satu sama lain 

dideteksi sebagai blok dan jika analisis individu diperlukan, teknik tambahan harus diterapkan. 

Platform MPS dilindungi oleh teknologi sekuens throughput tinggi. Ada beberapa metode untuk 

MPS dan kemudian, kemampuan sekuensing mereka bervariasi sesuai dengan metodologi yang 

dipilih. Sedangkan WGBS bertujuan untuk menangkap seluruh genom dari sampel, teknologi 

alternatif MPS dikembangkan untuk menargetkan daerah spesifik genom ukuran yang diperkecil 

(misalnya, amplicon bisulfitesequencing). Platform MPS disesuaikan dengan analisis DNA 

forensik dan dirancang untuk digunakan sebagai teknologi throughput tinggi yang mendapatkan 

peningkatan traksi. 

Dua pemasok utama, Illumina (menggunakan detektor MiSeq) dan Thermo Fisher 

(menggunakan detektor Ion Torrentbased dari Ion PGM dan Ion S5), menawarkan sistem deteksi 

urutan kompak di mana penanda dianalisis dengan skala besar sequencing paralel dari beberapa 

fragmen pendek di workflash otomatis. ows. Kedua sistem mengurutkan DNA te-convert bisulfi 

untuk mendeteksi daerah DNA metilasi yang ditargetkan. Teknologi MiSeq menggunakan 

sekuensing-oleh-sintesis: di mana terminator reversibel berlabel fluorescently dicitrakan sebagai 

setiap dNTP ditambahkan, dan kemudian dibelah untuk memungkinkan penggabungan basis 

berikutnya. Ion Torrent MPS kimia didasarkan pada sekuensing semikonduktor: setiap kali 

nukleotida dimasukkan ke untai DNA yang tumbuh, sebuah proton dilepaskan dan variasi dalam 

pH diukur. Kedua metode memberikan panjang pembacaan urutan maksimum serupa (sekitar 

300–400 nt) dan harus dicatat bahwa teknologi yang mendasari untuk MiSeq menawarkan 

deteksi peregangan homopolimer yang sedikit lebih baik. Deteksi sinyal oleh sistem Ion Torrent 

dilakukan secara real time dan oleh karena itu waktu operasi yang sesuai lebih pendek dari 

MiSeq, di mana deteksi sinyal dilakukan oleh pencitraan. Namun, lebih banyak waktu diperlukan 

untuk persiapan sampel menggunakan teknologi Ion Torrent. Kedua metode, meskipun awalnya 

diluncurkan untuk genotipe SNP, mampu menganalisis metilasi DNA, meskipun aplikasi ini 

relatif baru dan optimalisasi protokol masih diperlukan. Salah satu keuntungan utama dari 

pendekatan MPS yang ditargetkan adalah jumlah minimal input DNA. 

Meskipun masih terlalu dini untuk menetapkan perbandingan teknis dengan sistem sebelumnya, 

beberapa pekerjaan awal yang mengeksplorasi data MPS versus data Illumina BeadChip telah 

dilaporkan untuk memberikan tingkat reproduktifitas yang tinggi. Selain itu, perbandingan 

langsung antara data DNA metilasi dari penanda yang berkaitan dengan usia antara MiSeq dan 

Ion PGM menunjukkan bahwa meskipun cakupan untuk MiSeq sangat meningkat, nilai metilasi 

dari kedua platform dapat direplikasi (David Ballard, Kings College: London, Inggris; 

komunikasi pribadi ). Selanjutnya, pendekatan awal untuk memprediksi usia individu 

berdasarkan sistem MiSeq MPS baru-baru ini dilaporkan. Platform MPS adalah bagian dari 

tinjauan ini dalam kategori validasi, tetapi mereka menjanjikan teknologi untuk implementasi 

forensik penuh dalam waktu yang tidak terlalu jauh. Meskipun pengoptimalan dan konsensus 



lebih lanjut dalam komunitas forensik pada penanda yang sesuai masih diperlukan, banyak 

pekerjaan pembangunan sedang berlangsung. D. Cakupan Rendah: Implementasi Forensik 

Setelah dipilih dan divalidasi, penanda forensik perlu diimplementasikan dalam teknik yang 

dapat menangani DNA khas jejak biologis forensik: sering terdiri dari DNA berkualitas rendah 

dan / atau tingkat rendah. 

Untuk mengimplementasikan analisis lokasi DNA metilasi lokus-spesifik, pyrosequencing telah 

disarankan sebagai "standar emas". Namun, ia memiliki beberapa keterbatasan yang sebagian 

besar diatasi oleh single-base-extension (SBE). Pyrosequencing ditemukan oleh Pål Nyrén pada 

tahun 1987. Saat ini, metode ini telah digambarkan sebagai teknologi sequencing-by-synthesis 

yang sangat kuantitatif. Pyrosequencing memanfaatkan produksi cahaya setelah rilis pirofosfat 

(luminescence), ketika nukleotida dimasukkan ke untai DNA yang tumbuh, dalam sistem 

kaskade enzimatik. DNA input adalah bisulfi te-treated. Untuk deskripsi teknis lengkap, lihat 

Tost and Gut. Replikasi teknis antara pyrosequencing dan Infinium BeadChip array telah 

dilaporkan memiliki reproduktifitas tinggi, serta dengan EpiTYPER®. 

Dalam konteks forensik, pyrosequencing adalah metode pilihan untuk implementasi model 

prediksi usia awal. Meskipun panjang bacaan untuk pyrosequencing relatif pendek (kurang dari 

100 nt), itu tidak dianggap sebagai kerugian untuk implementasi forensik, karena penanda 

pilihan biasanya situs CpG tunggal. Namun, pyrosequencing tidak berfungsi dengan baik ketika 

multiplexing, meskipun beberapa upaya untuk mencapai ini telah dilakukan. Reaksi multiplex 

PCR jelas diinginkan ketika beberapa penanda yang terletak di daerah genom yang berbeda 

ditargetkan dalam tes yang bertujuan untuk menganalisa sampel dengan DNA tingkat rendah. 

Untuk mengatasi masalah ini, perluasan satu basis dapat diterapkan. SBE (disebut juga 

sequencing-mini) terdiri dari annealing oligonukleotida tanpa label yang cocok dengan urutan 

yang berbatasan langsung dengan situs yang ditargetkan. 

Penggabungan berikutnya dari terminator fluorescently pelabelan tunggal tunggal (ddNTP) 

menghasilkan untaian urutan diperpanjang oleh satu nukleotida. SBE telah banyak digunakan 

dalam genetika forensik untuk SNP genotyping menggunakan SNaPshot® assay. Dengan 

penambahan pengobatan bisulfit ke protokol, metilasi DNA dapat dengan mudah dideteksi 

menggunakan kimia yang sama. Keuntungan utama yang ditawarkan SBE adalah kapasitasnya 

untuk multiplexing, yang memungkinkan deteksi simultan dari beberapa situs CpG dalam satu 

reaksi tunggal. Sebuah studi awal menggunakan teknik ini untuk estimasi usia dalam sperma 

baru-baru ini telah dilaporkan. Meskipun tingkat metilasi DNA menggunakan SNaPshot® adalah 

hasil kuantitatif, perhatian khusus diperlukan ketika menilai sinyal fluoresensi, karena tidak 

semua fluorofora menampilkan intensitas yang sama. Oleh karena itu, direkomendasikan bahwa 

analisis dibatasi sebanyak mungkin untuk kombinasi nukleotida C / T (pewarna kuning / merah) 

daripada kombinasi G / A (biru / hijau), karena sinyal C dan T memiliki intensitas fluoresensi 

yang paling mirip. sehingga rasio puncak puncak C / T selalu lebih seimbang. Meskipun nilai-

nilai DNA metilasi yang diperoleh oleh SBE yang awalnya dibandingkan dengan teknologi Infi 

nium BeadChip memberikan korelasi tinggi [84], studi replikasi sangat dianjurkan untuk 

menetapkan konsistensi antara kedua teknik dan pendekatan yang dikembangkan oleh 

laboratorium yang berbeda. 

 

II. FORENSIC AGE ESTIMATION USING DNA 

METHYLATION TESTS 

 



Studi metilasi DNA secara spesifik untuk estimasi usia forensik terus bertambah dalam lima 

tahun terakhir. Beberapa model prediksi usia telah dikembangkan menggunakan gen yang 

tumpang tindih sebagian, seperti yang dijelaskan di bawah ini. Sekarang saatnya bagi komunitas 

forensik untuk mencapai konsensus di situs-situs CpG yang paling informatif mengenai usia 

yang mencakup kebutuhan untuk menganalisa berbagai jaringan, populasi, rentang usia, dan 

teknologi deteksi, dengan tujuan akhir dari sistem prediksi usia universal. 

 

A. Current Forensic Age-Prediction Models 

Sampai saat ini, beberapa model prediksi usia yang berlaku untuk analisis DNA forensik telah 

dikembangkan berdasarkan berbagai gen, jaringan, dan teknologi. Ini dirangkum dalam Tabel 2. 

Aplikasi pertama metilasi DNA untuk estimasi usia menggunakan sejumlah situs CpG diskrit 

adalah Weidner et al. pada tahun 2014. Penelitian mereka menggunakan model 3-CpG yang 

terdiri dari satu situs CpG yang terletak di tiga wilayah genom independen. Dengan cara ini, tiga 

situs diidentifikasi sebagai: cg02228185 (ASPA), cg25809905 (ITGA2B), dan situs CpG dekat 

dengan cg17861230 (PDE4C), digunakan untuk membangun model prediksi usia dari DNA 

sampel darah. 

Meskipun cg17861230 awalnya adalah target analisis, deteksi simultan dari situs CpG yang 

diposisikan secara dekat oleh pyrosequencing mengarah ke deteksi situs CpG lain 14 nt terpisah, 

dengan hubungan yang lebih baik dengan usia. Dengan demikian, akurasi prediksi ± 5.43 tahun 

dilaporkan untuk model 3-CpG yang dikembangkan yang kemudian diadaptasi ke sampel swab 

buccal (dijelaskan secara rinci dalam bagian II.C), dengan menggunakan penanda dan teknologi 

identik, dan memperoleh akurasi yang sama. Bahkan penggunaan tunggal penanda PDE4C 

dalam sampel bukal diusulkan untuk cukup informatif untuk mencapai prediksi usia yang dapat 

diandalkan. 

Namun, pada saat tinjauan ini, eksplorasi lebih rinci dari model CpG tunggal ini diperlukan. Gen 

tunggal untuk estimasi usia juga diselidiki oleh Zbiec-Piekarska et al., berfokus pada tingkat 

metilasi DNA ELOVL2 dalam sampel darah menggunakan pyrosequencing. Dalam penelitian 

ini, korelasi kuat dengan usia ditemukan untuk dua situs CpG di wilayah promotor ELOVL2. 

Namun, peningkatan lebih lanjut dari penanda tambahan disarankan untuk meningkatkan model 

prediksi usia yang disarankan. Dengan mempertimbangkan hal ini, penelitian pertama 

ditindaklanjuti dengan model prediksi usia yang diperbarui menggunakan situs-situs CpG 

(ELOVL2, C1orf132, TRIM59, KLF14, dan FHL2). 

Akurasi yang disediakan oleh model ini meningkatkan hasil sebelumnya dengan mencapai nilai 

prediktif deviasi absolut (MAD) median ± 3,40 tahun. Akses terbuka untuk penggunaan khusus 

model prediksi usia dari penelitian ini dapat ditemukan di: 

http://www.agecalculator.ies.krakow.pl/. Sekali lagi, deteksi simultan dengan pyrosequencing 

situs CpG diposisikan memungkinkan penemuan penanda tambahan yang bahkan lebih erat 

terkait dengan usia dari situs CpG target asli. Karena korelasi yang tinggi dengan usia yang 

ditunjukkan oleh situs ELOVL2 CpG, gen ini telah dimasukkan dalam semua sistem prediksi 

usia forensik selanjutnya. Park et al. [116] melaporkan model berbasis darah menggunakan 

tingkat metilasi DNA dari tiga situs CpG di ZNF423, ELOVL2, dan CCDC102B (MAD: ± 3.16 

tahun). CCDC102B sudah diidentifikasi oleh Zbiec-Piekarska dkk. sebagai gen yang sangat 

informatif, meskipun tidak termasuk dalam model akhir studi tersebut. Bersamaan dengan studi 

Park et al., Zubakov et al. termasuk ELOVL2, FHL2, DUSP27, dan ORAOV1 dalam model 

berbasis darah 8-CpG yang melaporkan MAD: ± 5.09 tahun. Dalam studi ketiga yang 

diselesaikan pada saat yang sama oleh Giuliani et al., baik ELOVL2 dan FHL2 ditambah PENK 



dibawa bersama-sama dalam sistem prediksi usia menggunakan sampel gigi. Jumlah penanda 

yang digunakan dalam model Giuliani et al. Bervariasi antara 5-13 situs CpG, tergantung pada 

luas gigi yang dinilai. 

Menariknya, gen paling informatif ELOVL2 tidak termasuk dalam model prediksi usia awal 

yang dikonstruksi oleh Lee et al. menggunakan sampel semen [84]. Jaringan yang digunakan 

sebagai sumber DNA untuk pengembangan tes dan untuk membangun model prediktif adalah 

faktor kunci. Seperti dijelaskan di bawah ini, peristiwa metilasi DNA terjadi di sel germinal yang 

kemudian mengikuti jalur yang berbeda tergantung pada langkah diferensiasi jaringan. 

Independen dari situs atau jaringan CpG dievaluasi, karakteristik umum dari semua sistem 

prediksi statistik yang dikembangkan dalam tes forensik adalah penggunaan model regresi linier 

multivariat. Regresi linear adalah pendekatan untuk memodelkan hubungan antara variabel 

interogasi (dalam hal ini, usia kronologis) dan satu atau lebih variabel yang diamati (yaitu, 

tingkat metilasi DNA dari satu atau beberapa situs CpG). Selain itu, penting untuk dicatat bahwa 

data untuk model regresi linier perlu memenuhi beberapa asumsi yang mendasari tentang data: 

(a) tidak adanya collinearity; (B) tidak adanya heteroskedastisitas; dan (c) adanya normalitas. 

Dari ketiganya, kehadiran collinearity dapat diterima jika prediksi dibuat dari kombinasi variabel 

prediktor yang sama yang berasal dari "data pelatihan" yang digunakan untuk membangun 

model. 

Namun, jika normalitas tidak ada dan / atau heteroskedastisitas hadir, penggunaan model linier 

sederhana menjadi terbatas. Meskipun kehadiran heteroskedastisitas belum secara langsung 

dilaporkan dalam salah satu model prediksi studi di atas, itu tercermin dengan tidak adanya 

keseragaman dalam kesalahan prediksi. Itu berarti, meskipun MAD yang terkait per model 

adalah nilai tunggal yang mengukur kesalahan dalam semua prediksi; dalam kenyataannya, 

kesalahan prediksi secara proporsional meningkat seiring dengan usia seseorang. Sebagian besar 

penelitian sebelumnya menangani efek ini dengan membagi usia subjek studi yang spesifik ke 

dalam kelompok diskrit yang sesuai dengan rentang usia. Ketika ini dilakukan, kesalahan 

prediksi yang ditunjukkan oleh subjek muda selalu di bawah individu lansia. Bekaert dkk. secara 

langsung menunjukkan bagaimana kesalahan prediksi sudah berumur; penelitian mereka 

membagi kelompok sampel menjadi empat kategori rentang usia 20 tahun. Prediktor usia yang 

dikembangkan oleh Bekaert et al. dibangun menggunakan DNA tingkat metilasi sampel darah di 

empat situs CpG di ASPA, PDE4C, ELOVL2, dan EDARADD gen. Gen EDARADD juga telah 

dipilih oleh Weidner et al., dan diidentifikasi dalam studi awal Freire-Aradas et al., sebagai gen 

ageprediksi informatif. Namun, masalah teknis menghalangi penggunaan penanda ini. Perlu juga 

dicatat bahwa dalam model yang dikembangkan oleh Bekaert et al., Data yang berasal dari 

ELOVL2 diperlakukan secara statistik berbeda dari gen lain yang digunakan. Sebuah model 

regresi kuadrat diadopsi untuk ELOVL2, di mana tingkat metilasi gen dikuadratkan untuk 

memaksimalkan akurasi dalam hasil (MAD: ± 3,75 tahun). 

Meskipun sebagian besar situs CpG yang dipilih umumnya menunjukkan korelasi linear dengan 

usia kronologis, ELOVL2 tidak, dan dengan demikian model kuadrat disarankan sebagai cara 

untuk meningkatkan prediksi. Pengamatan serupa bahwa korelasi antara kadar metilasi DNA dan 

usia tidak selalu dijelaskan oleh regresi linier sederhana juga disorot oleh studi Xu et al. 

Penelitian ini mengembangkan model prediksi usia menggunakan enam situs CpG dari gen: 

ADAR, AQP11, ITGA2B, dan PDE4C. Meskipun regresi kuadrat awalnya diuji, hasil yang 

paling akurat diperoleh dengan asumsi model regresi vektor dukungan. Penggunaan alternatif 

analisis regresi untuk model linier juga diterapkan dalam sistem prediksi usia yang 

dikembangkan oleh Freire-Aradas et al. Prediktor usia ini didasarkan pada total tujuh situs CpG 



yang terletak di tujuh wilayah genom: ELOVL2, ASPA, PDE4C, FHL2, CCDC102B, C1orf132, 

dan chr16: 85395429 (tidak ada gen yang terkait dengan posisi terakhir). 

Studi tentang Freire-Aradas memperoleh kesalahan prediksi rata-rata ± 3,07 tahun. Model ini 

dikembangkan menggunakan sampel darah DNA dari satu set pelatihan besar yang terdiri lebih 

dari 700 orang, yang didistribusikan secara seragam baik di usia dan jenis kelamin. Kehadiran 

heteroskedastisitas diamati dalam data, sehingga analisis regresi kuantilisasi multivariat 

diterapkan sebagai model prediksi yang paling tepat untuk data. Keuntungan utama 

menggunakan regresi kuantil daripada regresi linier sederhana adalah bahwa mantan menetapkan 

interval prediksi spesifik-usia setiap kali data baru berkontribusi pada model. Sementara interval 

tunggal ditampilkan dalam regresi linier, interval prediksi dalam model regresi kuantil relatif dan 

spesifik usia. Akses gratis ke alat prediktor usia online yang sesuai yang dikembangkan oleh 

Freire-Aradas et al. dapat ditemukan di situs web klasifikasi Klasifikasi forensik di: 

http://mathgene.usc.es/cgi-bin/ snps / processmethylation.cgi. Terakhir, laporan terbaru dari 

Vidaki et al. memperkenalkan penggunaan jaringan saraf artifi cial dan menunjukkan perbaikan 

konsisten atas regresi linier. Model prediksi usia yang dikembangkan untuk penelitian ini 

menghitung 16 situs CpG dan memberikan nilai MAD ± 7,45 tahun. 

Singkatnya, dalam waktu hanya dua sampai tiga tahun, sejumlah besar prediktor usia forensik 

telah dikembangkan, terutama berdasarkan pada sampel darah, tetapi dengan jumlah yang 

semakin meningkat sekarang yang meliputi jaringan tambahan. Secara independen dari teknologi 

deteksi metilasi yang digunakan atau analisis statistik yang diterapkan, kesamaan dalam akurasi 

prediksi secara konsisten dilaporkan. Tren ini menegaskan temuan yang jelas bahwa deteksi 

kadar metilasi DNA mengarah ke model prediksi usia yang sangat akurat. Meskipun tingkat 

presisi yang lebih tinggi yang diinginkan, itu lebih penting pada saat ini, di mana laboratorium 

telah menyelesaikan penemuan gen kandidat mereka, untuk mencapai konsensus mengenai situs 

CpG yang harus digabungkan ke dalam panel metilasi yang disetujui sebelum ini disesuaikan 

untuk MPS- analisis berdasarkan. 

 

B. Candidate Genes 

Dalam pencarian gen kandidat metilasi, data dominan yang dilaporkan dalam domain publik 

berasal dari Infiumium BeadChip array. Terutama yang relevan adalah Illumina HM450, karena 

cakupannya yang tinggi dari situs metilasi dan digunakan dalam kebanyakan studi ekspresi gen 

manusia. Untuk menangkap gen paling informatif usia yang dijelaskan di bawah ini, kriteria 

yang diterapkan adalah: (a) tingkat metilasi DNA yang dilaporkan menunjukkan korelasi dengan 

usia; (b) identifikasi ganda sebagai penanda dalam model prediksi usia forensik saat ini; dan (c) 

kehadiran dalam data metilasi yang berasal dari studi HM450. Kompilasi gen kandidat dalam 

susunan HM450 memungkinkan situs metilasi mereka untuk siap diteliti baik dalam studi yang 

ada dan yang baru selesai. 

 Data ekspresi manusia yang paling komprehensif menggunakan HM450 chip adalah GSE87571, 

dirilis pada akhir tahun 2016, dan data ini telah digunakan dalam kajian untuk menghasilkan 

gambaran baru untuk menunjukkan pola yang diperoleh dengan gen kandidat yang paling terkait 

usia. Ringkasan karakteristik gen dan situs CpG mereka yang digunakan untuk menggambarkan 

korelasi usia dikompilasi dalam Tabel 3. Perlu dicatat bahwa daerah lain dalam genom yang 

tidak tercakup oleh rangkaian Infiumium BeadChip saat ini dapat memberikan banyak tambahan 

yang terkait usia Situs CpG sama atau lebih informatif daripada yang dijelaskan saat ini. Bagian 

atas daftar gen kandidat utama untuk prediksi usia dipimpin oleh ELOVL2 (ELOVL fatty acid 

elongase 2). Korelasi usia kronologis dengan tingkat metilasi DNA dalam promotor ELOVL2 



mencapai nilai tertinggi dan secara konsisten diidentifikasi sebagai prediktor terbaik dalam 

berbagai penelitian. Gen ini milik keluarga gen ELOVL (perpanjangan-dari-rantai-asam-lemak), 

yaitu, kumpulan enzim protein elongase yang memiliki peran dalam metabolisme lipid manusia 

dari pengendalian perpanjangan asam lemak. 

Sampai saat ini, tujuh enzim ELOVL telah dijelaskan (ELOVL # 1–7) dan semuanya ditutupi 

oleh HM450 yang menganalisa lebih dari 100 situs CpG. Dari tujuh gen perpanjangan asam 

lemak, ELOVL2 menonjol sebagai prediktor usia terbaik. ELOVL2 terletak di kromosom 6 

(kira-kira 6: 10980500 hingga 6: 11046600, koordinat GRCh37) dan mengkode enzim 

transmembran retikulum endoplasma yang secara spesifik terlibat dalam pemanjangan asam 

lemak tak jenuh ganda (PUFA). Selama penuaan, promotor ELOVL2 menjadi hipermetilasi. 

Lima belas situs CpG di ELOVL2 ditangkap oleh HM450, di antaranya telah berada di wilayah 

promotor (cg16323298, cg16867657, cg21572722, cg24724428, dan cg25151806). Dari posisi 

promotor CpG ini, cg16867657, cg21572722, dan cg24724428 memberikan korelasi tingkat 

metilasi tertinggi dengan usia (koefisien korelasi Spearman, rs: 0,9522, 0,9121, dan 0,8857, 

masing-masing). Diagram dispersi terkait untuk situs-situs ini ditunjukkan pada Gambar 1A. 

Namun, hipermetilasi DNA sedikit meningkat dengan cg16323298 (rs: 0,4704) dan pola konstan 

diamati untuk cg25151806 (rs: 0,1250).  

Jarak meningkat untuk cg16323298 (sekitar 80 nt) dan cg25151806 (> 400 nt). Karena korelasi 

usia yang tinggi dan berkurangnya intervariabilitas yang ditampilkan oleh situs CpG di wilayah 

genom ini, sistem prediksi usia forensik yang paling informatif yang dikembangkan sejauh ini 

semuanya telah menyertakan penanda ELOVL2 dalam model mereka. Deskripsi gen yang telah 

diadopsi secara luas - ASPA, EDARADD, FHL2, ITGA2B, dan PDE4C - yang merupakan 

tambahan untuk ELOVL2 mengikuti urutan abjad. Gen ASPA (aspartoacylase, atau bernama: 

SPATA22) terletak di kromosom 17 (17: 3375500– 3406600), dan memainkan peran dalam 

katabolisme protein dan peptida. Ini mengkodekan enzim spesifik mengkatalisis konversi N-

asetil-L-aspartat (NAA) menjadi aspartat dan asetat. ASPA ditutupi oleh HM450 dengan 10 situs 

CpG, dari mana cg02228185 adalah yang paling terkenal, karena telah dimasukkan dalam 

beberapa model prediksi usia forensik. Plot-plot ini menunjukkan kedua CpG berkorelasi negatif 

dengan usia, dan meskipun lebih banyak dispersi diamati pada usia yang lebih tua, ASPA ß-nilai 

lebih terdistribusi secara merata pada orang dewasa muda. 

Gen EDARADD (domain kematian terkait EDAR) terletak pada kromosom 1 (1: 236511600–

236647900). Protein yang sesuai ditemukan untuk berinteraksi dengan EDAR, reseptor domain 

kematian yang terlibat dalam evolusi morfologi, karena diperlukan untuk perkembangan rambut, 

gigi, dan jaringan ektodermal lainnya. Korelasi usia pada awalnya dilaporkan oleh Bocklandt et 

al. [17], terutama informatif untuk situs EDARADD CpG cg09809672, dan kemudian 

dieksplorasi sebagai penanda forensik. Sebanyak 21 situs CpG yang terkait dengan EDARADD 

termasuk dalam HM450, dari ini; cg09809672 (rs: –0.8182) bersama dengan cg18964582 (rs: –

0.7271) adalah CpG yang paling terkait usia dari gen ini 

 

Gen FHL2 (empat setengah LIM domain 2) terletak di kromosom 2 (2: 105974256-106054900) 

dan mengkode protein domain LIM. Domain LIM adalah domain interaksi protein yang 

mengatur proliferasi sel, apoptosis, dan ekspresi gen. Protein FHL2 diduga memiliki peran dalam 

perakitan membran ekstraseluler. HM450 menargetkan 34 situs CpG dalam gen ini dan dari ini, 

cg06639320 (rs: 0.9362), cg22454769 (rs: 0.9339) dan cg24079702 (rs: 0.8999) telah berulang 

kali dilaporkan sebagai posisi yang sangat berkorelasi usia. Gambar 1D menunjukkan 

peningkatan hipermetilasi terjadi pada FHL2, dengan akumulasi progresif kelompok metil. 



 

Gen ITGA2B (integrin subunit alpha 2b) terletak di kromosom 17 (17: 42449400-42468400). 

Gen ini memainkan peran kunci dalam sistem pembekuan darah, dengan memediasi agregasi 

trombosit. Dua puluh dua CpG dari ITGA2B dilindungi oleh HM450. Meskipun gen ini telah 

dimasukkan dalam beberapa model prediksi usia forensik, korelasi dengan usia adalah tingkat 

rendah, seperti yang dapat diamati pada Gambar 1E. Situs cg00062245 (rs: 0,6427) dan 

cg25809905 (rs: –0,5247) adalah satu-satunya posisi CpG di mana sedikit pola hiper atau 

hipometilasi dengan usia telah ditemukan. Namun, eksplorasi lebih lanjut dari gen ini bisa 

menambah lebih banyak detail tentang kegunaan ITGA2B untuk estimasi usia dalam situasi 

tambahan, termasuk jaringan yang berbeda untuk darah atau rentang usia ekstrem. Selain itu, 

penting untuk dicatat bahwa koeksistensi pola hiper dan hipomethilasi yang saling berkorelasi 

secara bersamaan yang masing-masing berkorelasi dengan usia untuk gen yang sama, sangat 

jarang. Namun demikian, perlu juga dicatat bahwa kedua situs CpG terpisah cukup jauh (lebih 

dari 5000 nt). Oleh karena itu mereka terletak di daerah yang berbeda dari gen yang sama dan 

kemudian, kedua situs bisa menjadi bagian dari mekanisme penuaan yang cukup berbeda. 

Gen PDE4C (phosphodiesterase 4C) terletak pada kromosom 19 (19: 18318900–18360800) dan 

mengkode protein yang mengatur konsentrasi seluler cAMP, mediator tanggapan sel terhadap 

sinyal ekstraseluler. Dari semua gen yang dijelaskan dalam ulasan ini, PDE4C menyajikan 

cakupan tertinggi oleh HM450 (total situs 45 CpG). Gambar 1F menunjukkan bahwa situs CpG 

yang paling terkait usia di PDE4C (cg17861230 dan cg20119148; rs: 0.7084 dan 0.7114, 

masing-masing) menunjukkan peningkatan tingkat metilasi dengan usia. Beberapa prediktor usia 

forensik telah memasukkan PDE4C dalam model mereka, tetapi dari penelitian ini perlu dicatat 

bahwa CpG yang ditemukan 14 nt terpisah dari cg17861230 yang umum digunakan telah 

terdeteksi sebagai yang paling berkorelasi dengan usia. Hal ini berkaitan dengan poin yang 

dibuat dalam pengenalan bagian ini, bahwa HM450 adalah platform kuat yang menghasilkan 

data dalam jumlah besar, namun informasi tambahan yang diperoleh dari teknologi alternatif 

seringkali dapat memberikan situs CpG yang lebih informatif. 

Singkatnya, gen singkat yang dirangkum di sini adalah lokus kandidat yang baik yang telah 

dipelajari secara luas untuk pengembangan tes estimasi usia forensik, karena tingkat korelasi 

yang tinggi antara pola metilasi DNA dan usia kronologis. Ini telah tercermin dalam adopsi yang 

konsisten mereka sebagai komponen kunci dari banyak model prediktor usia yang telah 

dilaporkan oleh komunitas forensik. 

 

C. Intertissue Variability 

Metilasi DNA juga dikenal sebagai cara yang informatif untuk mengidentifikasi cairan tubuh 

atau sumber jaringan jejak forensik. Pola metilasi DNA biasanya jaringan / tipe-sel-spesifik dan 

properti ini dapat digunakan dalam skenario forensik untuk memastikan sumber biologis dari 

banyak jejak DNA. Karena karakteristik ini, tantangan dalam tes penuaan yang masih 

membutuhkan eksplorasi lebih lanjut adalah untuk sepenuhnya mengevaluasi variabilitas 

intertissue tingkat metilasi DNA; karena dapat menjadi kasus bahwa prediktor utama dalam satu 

jenis jaringan, seperti darah, tidak memiliki variasi yang diperlukan dalam jaringan lain, atau 

tidak memiliki hubungan yang cukup dekat dengan usia. Masalah ini awalnya ditangani oleh 

prediktor usia multitissue yang dikembangkan oleh Horvath. Data DNA metilasi dari lebih dari 

50 jaringan dan tipe sel yang berasal dari penelitian berdasarkan HM27 / MH450 dieksplorasi 

dalam. Dari analisis ini, kumpulan 353 situs CpG dipilih untuk membangun sistem prediksi yang 

dapat diterapkan secara seragam ke jaringan yang berbeda (MAD: ± 3,6 tahun). 



Jaringan yang relevan secara forensik yang diperiksa oleh Horvath termasuk darah, air liur, dan 

air mani. Dari data tersebut, perkiraan usia epigenetik yang lebih rendah diperoleh untuk air mani 

dibandingkan dengan bagian lain dari tubuh manusia. Hasil serupa ditemukan oleh Lee et al. dan 

akibatnya prediktor usia spesifik untuk air mani diusulkan. Karena contoh air mani adalah sel 

germinal, pemeliharaan pola epigenetik dapat diatur oleh jalur biologis yang berbeda dengan 

yang bekerja pada sel somatik. Secara independen, untuk memiliki prediktor usia universal yang 

dapat diterapkan secara bersamaan untuk sampel darah atau air liur akan menguntungkan untuk 

tes forensik. Namun demikian, jumlah situs CpG yang diperlukan untuk tes membuat tes umum 

menjadi berat. Untuk alasan ini, Jam epigenetik Horvath, yang diadaptasi dalam berbagai 

penelitian, adalah tes forensik yang tidak efektif pada usia ketika spesimen DNA berkualitas 

buruk / kuantitas dianalisis. Agar dapat diterapkan pada sampel forensik, sejumlah penanda yang 

berkurang harus dikompilasi, dan batasan ini pada jumlah posisi KPG yang dianalisis 

menyebabkan kurangnya universalitas jaringan dalam pengujian. Seperti yang dijelaskan 

sebelumnya, Weidner et al. mengembangkan model prediksi usia berdasarkan data DNA metilasi 

darah dari jumlah terbatas hanya tiga situs CpG (dalam gen: ASPA, ITGA2B, dan PDE4C). Plot 

perkiraan dan usia kronologis yang diamati menunjukkan akurasi yang tinggi dalam analisis 

sampel darah (MAD: ± 5,43 tahun). Dua tahun kemudian, kinerja model 3-CpG ini diuji dalam 

sampel swab bukal. Hasil menunjukkan korelasi yang tinggi antara prediksi dan usia kronologis 

(R2: 0:91). 

Namun, data dari sampel buccal / saliva menyebabkan usia rata-rata 14,6 tahun di atas nilai 

mereka yang sebenarnya. Karena ini adalah overestimasi yang konsisten daripada efek acak, 

langkah pelatihan ulang untuk model sebelumnya diadopsi dan model 3-CpG kemudian 

dilaporkan (MAD: ± 4.3 tahun). Selanjutnya, Eipel et al. menguji set data tambahan secara lebih 

rinci yang berasal dari darah, air liur, dan penyeka bukal dan korelasi rendah metilasi DNA 

dengan usia ditemukan untuk dua situs PPG yang termasuk dalam model: cg02228185 (ASPA) 

dan cg25809905 ( ITGA2B). Sebaliknya, cg17861230 (PDE4C) menghasilkan korelasi yang 

lebih kuat dengan usia dalam air liur dan penyeka bukal daripada dalam darah. Ini menyoroti 

kebutuhan untuk evaluasi penuh pola metilasi dalam berbagai jenis jaringan dan adaptasi model 

prediksi dasar yang digunakan dalam pengembangan uji awal dari suatu jaringan tertentu, karena 

perbedaan selalu muncul. Dapat dikatakan bahwa pengamatan ini bertentangan dengan model 

Horvath; Meskipun demikian, efek spesifik jaringan dapat dikompensasi sebagian dengan 

menggunakan penanda terkait usia yang lebih tinggi. 

Penilaian paralel jaringan juga dibahas oleh penelitian Bekaert et al. Dalam penelitian ini, model 

prediktor usia-forensik dikembangkan berdasarkan kadar metilasi DNA darah yang diperoleh 

dari empat gen (ASPA, PDE4C, ELOVL2, dan EDARADD), dan kemudian diuji pada sampel 

dentin. Prediksi kesalahan sedikit meningkat (MAD: ± 4,84 di gigi versus ± 3,75 dalam darah) 

dan oleh karena itu, untuk meningkatkan akurasi prediksi keseluruhan dari tes, pencarian rinci 

penanda terkait usia gigi-spesifik dibuat. Perlu dicatat bahwa batasan ukuran sampel mungkin 

telah memengaruhi hasil. Sampel gigi kemudian dieksplorasi lebih detail oleh Giuliani et al. 

Penelitian ini menguji gigi modern untuk pola dalam tiga gen terkait usia ELOVL2, FHL2, dan 

PENK, yang sebelumnya dilaporkan untuk darah. Meskipun batasan ukuran sampel juga 

diterapkan pada data penelitian ini, hasil awal menunjukkan tingkat metilasi DNA serupa pada 

gigi yang diamati dalam darah dan kemudian menghasilkan prediksi yang akurat (MAD: ± 1,20-

7,07 tahun tergantung pada area gigi yang dianalisis). 

Analisis gigi dan tulang layak mendapat perhatian khusus, karena tulang-tulang kerangka 

merupakan sumber DNA yang paling melimpah untuk antropolog forensik. Karena sedikitnya 



data yang telah dilaporkan untuk uji usia epigenetik untuk jaringan ini, penyelidikan tambahan 

baik pada sampel DNA modern atau kuno diperlukan untuk mengetahui apakah model prediksi 

yang serupa dapat diterapkan pada sampel-sampel historis. Penanganan DNA purba lebih 

menantang, karena proses deaminasi secara alami terjadi sejak saat kematian, yaitu sitosin 

termetilasi cenderung membusuk menjadi thymines sementara sitosin nonmethylated cenderung 

membusuk ke uracils, dari waktu ke waktu dalam sampel postmortem. Sebagaimana dinyatakan 

oleh Pedersen et al: "informasi epigenetik tersedia dari organisme kontemporer, tetapi sulit untuk 

melacak kembali dalam waktu evolusi". Perlambatan atau percepatan jam epigenetik pada situs 

CpG yang berbeda karena variasi evolusioner dalam diet atau lingkungan manusia dapat secara 

berbeda berdampak pada populasi kuno dan kontemporer serta pola metilasi mereka. Terlepas 

dari keterbatasan ini, pertanyaan awal dieksplorasi dari sampel batang rambut dari Paleo-Eskimo 

berusia 4.000 tahun milik budaya Saqqaq; di mana analisis dua situs CpG (TRIM58 dan 

KCNQ1DN) dari DNA yang terisolasi mengarah ke perkiraan usia antara 44,1 dan 69,3 tahun. 

Meskipun hasil ini perlu dinilai dengan hati-hati, mereka mungkin dianggap sebagai prompt 

untuk menyelidiki jaringan tambahan yang akan lebih berguna dalam antropologi dan juga 

sebagai bukti yang sering ditemukan dalam skenario forensik. Bloodstains juga merupakan 

bentuk bukti umum dalam kasus kriminal dan beberapa penelitian telah mengkonfirmasi 

stabilitas metilasi DNA dalam spesimen tersebut. Tidak ada perbedaan statistik antara usia yang 

diprediksi menggunakan darah dan noda darah ditemukan oleh Huang et al. 

Selain itu, prediksi usia untuk noda darah lama yang disimpan hingga empat bulan pada kondisi 

ruangan dipastikan dengan benar. Periode waktu yang lebih panjang dieksplorasi oleh Zbiec-

Piekarska dkk., misalnya, untuk noda darah disimpan pada suhu kamar selama 5, 10, dan 15 

tahun. Meskipun dengan waktu konsentrasi DNA semakin menurun di noda darah tersebut, 

berlawanan dengan status degradasi sampel, yang secara bertahap meningkat; sampel-sampel 

yang dapat diperkuat, dihasilkan sama tingkat prediksi usia yang benar secara independen ke 

waktu penyimpanan, mengkonfirmasikan stabilitas pola metilasi DNA. 

Selain pengujian untuk variasi DNA metilasi potensial antara jaringan, potensi variasi intratis 

dalam pengaruh komposisi tipe sel juga telah disarankan menjadi faktor penting. Darah utuh 

adalah kumpulan beragam jenis sel, menampilkan profil metilasi DNA yang berbeda, yang 

distribusi dan proporsinya tergantung pada usia. Untuk alasan ini, komposisi seluler telah 

dianggap sebagai faktor pembaur yang telah diusulkan harus diperhitungkan dalam model 

prediksi usia. Namun demikian, efek komposisi seluler darah dieksplorasi oleh Weidner et al. di 

bawah model 3-CpG dan tidak ada asosiasi yang jelas dengan tipe sel yang ditemukan. Temuan 

ini sesuai dengan jam epigenetik Horvath yang hanya menemukan perbedaan kecil di sel darah 

yang diurutkan. Komposisi tipe sel juga dapat memiliki peran dalam spesimen tambahan seperti 

penyeka bukal - yaitu, campuran heterogen sel epitel bukal dan leukosit. Untuk meningkatkan 

hasil estimasi usia dari sumber-sumber biologis ini, dua situs CpG spesifik-jenis sel (CD6 dan 

SERPINB5) dimasukkan dalam model dari Eipel et al. menyesuaikan prediksi untuk distribusi 

seluler, meskipun akurasi prediksi hanya sedikit meningkat. 

Karena pada saat ini beberapa model prediksi usia yang akurat telah dikembangkan, validasi 

intertissue sebagai studi tindak lanjut langkah demi langkah diperlukan untuk setiap model. 

Mungkin hasil ideal dari tes metilasi multitissue forensik yang unik bukanlah hasil yang realistis. 

Dalam hal ini, model independen harus diperbaiki, terutama untuk jaringan yang belum 

sepenuhnya dipelajari sejauh ini, tetapi sering ditemukan dalam analisis forensik atau 

antropologis, termasuk air mani, rambut, gigi, atau tulang. 

D. Intergroup Variability 



Variasi potensial dalam usia epigenetik yang dapat dikaitkan dengan karakteristik individu yang 

berbeda yang tidak terkait dengan usia juga harus dinilai secara penuh. Untuk memastikan 

konsistensi dan ketahanan uji forensik, penting untuk mengevaluasi variasi yang dapat dilihat 

dengan membagi individu ke dalam kelompok berdasarkan: (a) jenis kelamin, (b) leluhur, dan (c) 

terjadinya penyakit dalam jangka hidup individu. Seks sebagai variabel yang dapat 

mempengaruhi pola metilasi DNA telah dipelajari secara luas. Namun, hasil yang kontradiktif 

telah dilaporkan. Beberapa penelitian mendeteksi pola metilasi DNA berkorelasi seksual 

sementara yang lain tidak menemukan asosiasi yang signifikan. Dari pengamatan yang 

membingungkan seperti itu dapat menjadi kasus bahwa meskipun pola metilasi dari beberapa 

situs CpG berpotensi dipengaruhi oleh perubahan hormonal yang secara langsung terkait dengan 

seks, posisi-posisi KPG yang ditargetkan untuk estimasi usia bisa netral terhadap efek ini, dan 

dengan demikian tidak memiliki asosiasi semacam itu. Prediktor usia forensik yang 

dikembangkan sejauh ini juga memberikan hasil yang berbeda. Sedangkan Bekaert dkk. dan 

Freire-Aradas et al. gagal mendeteksi efek seks apa pun, Weidner et al. dan Zbiec-Piekarska dkk. 

menemukan sedikit kontribusi dari parameter ini terhadap tingkat penuaan. 

Populasi berbeda yang berasal dari daerah yang tersebar luas di dunia terpapar berbagai faktor 

lingkungan, termasuk diet bervariasi, tingkat radiasi UV atau paparan polusi udara, dan lain-lain. 

Karena lingkungan secara langsung terkait dengan epigenetika, bisa jadi kasus bahwa pola 

metilasi DNA yang berbeda ditemukan di situs-situs CpG yang sama, ketika nenek moyang yang 

berbeda diperiksa. Sebagian besar studi yang dilakukan pada estimasi usia sejauh ini didasarkan 

pada populasi Eropa. Dengan demikian, perlu untuk mengeksplorasi seluruh kelompok populasi 

di seluruh dunia untuk memastikan apakah prediktor usia umum dapat diterapkan secara 

independen dari populasi asal; atau jika penyesuaian khusus penduduk diperlukan untuk model 

prediksi yang digunakan. 

Variasi metilasi DNA di populasi manusia awalnya dieksplorasi di Eropa (CEU) versus Afrika 

(YRI) HapMap individu; dengan perbedaan terbukti di ratusan situs CpG. Dalam penelitian 

berikutnya, bahkan lebih banyak variasi ditandai dalam pola metilasi DNA yang diamati di tiga 

populasi global (Kaukasia-Amerika, Afrika-Amerika, dan Han Cina-Amerika). Namun; penting 

untuk dicatat bahwa dari lebih dari 400 situs CpG yang bermetastasis diferensial yang 

dilaporkan, tidak ada yang cocok dengan gen kandidat usia yang berkorelasi yang sudah 

dijelaskan. Namun, penelitian tambahan harus dilakukan untuk memastikan hasil ini. Jam 

epigenetik Horvath baru-baru ini dinilai dalam lima kelompok populasi yang berbeda (Afrika, 

Kaukasia, Hispanik, Asia Timur, dan Tsimane Amerindian). Meskipun variasi dalam prediksi 

usia epigenetik terdeteksi pada leluhur yang berbeda, dataset yang lebih besar harus dipelajari 

untuk menyeimbangkan ukuran sampel dari setiap kelompok populasi yang dianalisis. 

Independen dari hasil ini, penting untuk dicatat bahwa gen prediktor usia utama ELOVL2 juga 

diidentifikasi dalam penelitian Asia, serta CCDC102B juga termasuk dalam model prediksi usia 

yang dikembangkan oleh Freire-Aradas et al. Investigasi Asia tambahan juga memasukkan 

ITGA2B dan PDE4C ke dalam model prediksi usia mereka, yang sebelumnya dilaporkan oleh 

Weidner et al. Ini membuka pintu untuk aplikasi penanda penanda usia prediktif forensik umum 

di seluruh dunia. 

Kehadiran penyakit telah dikaitkan dengan pola metilasi DNA yang diubah. Kanker pada 

manusia menonjol sebagai peristiwa kehidupan paling penting yang mempengaruhi perubahan 

epigenetik grosir. Bahkan, pola metilasi DNA telah dianggap sebagai tanda kanker; ketika pola 

DNA hipometilasi genomewide, serta hipermetilasi DNA di pulau-pulau CpG terkait promoter 

hadir dalam tumor dibandingkan dengan rekan-rekan jaringan yang sehat. Efek yang disebabkan 



kanker seperti itu dapat meniru tanda-tanda epigenetik penuaan alami. Relevan untuk model 

prediksi usia saat ini, terutama yang dikembangkan dari sampel darah, adalah penentuan kadar 

metilasi DNA yang terdeteksi dalam jaringan yang dipengaruhi oleh kehadiran tumor di berbagai 

organ manusia selain darah. Bukti menunjukkan bahwa perubahan metilasi DNA dalam darah 

mungkin mewakili kejadian awal dalam perkembangan kanker atau hasil yang berhubungan 

dengan kesehatan, seperti penyakit kardiovaskular. Oleh karena itu, kehati-hatian harus 

dilakukan, dan adopsi interval prediksi usia yang terkait dengan usia tertentu dapat membantu 

mengurangi prediksi yang salah, sambil mempertahankan informasi yang bermakna. 

CONCLUDING REMARKS 

Estimasi usia forensik telah mendapat perhatian cukup besar dalam tiga hingga empat tahun 

terakhir. Korelasi tingkat metilasi DNA dengan usia kronologis telah menjadi langkah kunci 

dalam meningkatkan akurasi prediksi dari tes tersebut dan perkembangannya dipercepat untuk 

penggunaan forensik. Penelitian terperinci tentang tingkat metilasi CpG mendasari pencapaian 

besar dalam mengembangkan tes ini, yang didasarkan pada contoh pertama, pada analisis DNA 

dari sampel darah. Bloodstains membentuk bagian penting dari bukti forensik dalam banyak 

kasus kejahatan, tetapi sebagai tambahan, bukti sering terdiri dari rambut atau air mani dan jejak 

air liur. Untuk alasan ini, pemeriksaan rinci lebih lanjut dari jaringan-jaringan ini diperlukan. 

Demikian pula, gigi dan tulang juga memerlukan penelitian untuk mengembangkan tes yang 

berguna untuk studi antropologi bahan skeletal. Masalah tambahan juga perlu pemeriksaan lebih 

lanjut, termasuk perpanjangan studi pola-metilasi di luar subyek Eropa dan analisis rinci 

peristiwa kehidupan dan pengaruhnya pada tingkat metilasi terkait usia di antara individu-

individu yang sebaliknya sebanding dalam semua faktor lainnya. Banyak laboratorium forensik 

di seluruh dunia sekarang memaksimalkan upaya mereka untuk memvalidasi berbagai model 

yang diterbitkan dan set situs CpG yang paling informatif. Dengan meningkatnya kecepatan dan 

ruang lingkup pekerjaan ini, posisi konsensus pada pemilihan optimal situs PTG dan sistem 

analisis DNA yang paling sesuai dapat diharapkan dalam waktu dekat. 

 

METODE 

 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian pada penelitian ini adalah deskriptif. 

Sampel Penelitian 

Sampel yang akan digunakan pada penelitian ini adalah darah dari beberapa pendonor sehat di 

daerah Surabaya. Penentuan sampel ini digunakan. Penarikan sampel tidak secara acak (non 

probability sampling). Teknik sampling yang digunakan adalah sampling purposive. Sampling 

Metode atau cara untuk mencapai tujuan yang telah ditetapkan ditulis tidak melebihi 600 kata. 

Bagian ini dilengkapi dengan diagram alir penelitian yang menggambarkan apa yang sudah 

dilaksanakan dan yang akan dikerjakan selama waktu yang diusulkan.  Format diagram alir dapat 

berupa file JPG/PNG. Bagan penelitian harus dibuat secara utuh dengan penahapan yang jelas, 

mulai dari awal bagaimana proses dan luarannya, dan indikator capaian yang ditargetkan. Di 

bagian ini harus juga mengisi tugas masing-masing anggota pengusul sesuai tahapan penelitian 

yang diusulkan. 



purposive merupakan teknik penentuan sampel dengan pertimbangan tertentu. Sampel yang 

digunakan akan disesuaikan dengan kriteria tertentu yang diterapkan berdasarkan tujuan 

penelitian. 

Berdasarkan penjelasan dari teknik tersebut, maka digunakan sampel sebanyak 10 Sampel 

dengan rentang usia yang digunakan dari umur 1 tahun hingga 65 tahun dengan rincian seperti 

berikut (Depkes, 2009):  

Balita  : 0-5 Tahun pada laki-laki dan perempuan 

 Kanak-Kanak : 5-11 Tahun pada laki-laki dan perempuan 

 Remaja : 12-25 Tahun pada laki-laki dan perempuan 

 Dewasa : 26-45 Tahun pada laki-laki dan perempuan 

 Lansia  : 46-65 Tahun pada laki-laki dan perempuan 

Alat dan Bahan Penelitian 

Alat 

 Tabung Falcon 50 mL, tabung Falcon 15 mL, tabung Eppendorf 1,5 mL, tabung 

Eppendorf 500 µL, Chem Bath, Water bath, mikropipet Eppendorf, freezer, alat sentrifugasi, 

thermal cycler, vortex, Spindown, seperangkat alat elektroforesis, Applied Biosystems 3130 

XL Genetic Analyzers dan UV transiluminator. 

Bahan 

Kit DNA Metilasi EZ DNA Methylation-DirectTM dari Zymo Research, etanol 90%, 

etanol 70%, Destilated Water, DNA Marker 1 kb, primer T7 promotor tag, primer 10 mer tag, 

kit HotStarTaq Plus Master Mix dari Qiagen, agarosa, bufer TAE (Tris-asetat 40 mM dan 

Na2EDTA 1 mM pH 8), EtBr, dan T7 primer, kontrol positif K562, DNAZOL, kloroform, 

isopropanol, 



 

Pengambilan sampel 

Sampel darah yang akan digunakan didapatkan dari pendonor berdasarkan persetujuan 

kode etik yang diterapkan dan persetujuan dari pihak pendonor. Darah sebanyak ±5 mL yang 

didapatkan dari pendonor adalah darah vena yang diambil dari vena cubiti. 

Preparasi Sampel 

Sampel darah yang didapatkan dari beberapa pendonor di preparasi dengan cara 

sebanyak 3 mL sampel darah ditempatkan pada tabung 3 mL. setelah itu, sampel yang berada 

di tabung di sentrifugasi dengan kecepatan 6000 x g selama 20 menit pada suhu -20°C. Hasil 

sentrifugasi akan terbentuk supernatan dan pelet. Supernatan dibuang dan pelet digunakan 

pada tahapan selanjutnya yaitu tahapan isolasi metilasi DNA. 

Tabel 4.2. Reagen-reagen dalam kit EZ DNA Methylation-DirectTM (Zymo  

Research Corp.,CA)(Zymo, 2014). 

 

Kit EZ DNA Methylation-

DirectTM 

D5020 Temperatur 

Penyimpanan 

Proteinase K dan Storage Buffer 5 mg set -20°C(setelah dicampur) 

M-Digestion Buffer (2x) 4 mL Suhu ruangan 

CT Conversion Reagen 5 tabung Suhu ruangan 

M-Dilution Buffer 1,5 mL Suhu ruangan 

M-Solubilization Buffer 4,5 mL Suhu ruangan 

M-Reaction Buffer 1 mL Suhu ruangan 

M-Binding Buffer 30 mL Suhu ruangan 

M-Wash Buffer 6 mL Suhu ruangan 

M-Desulphonation Buffer 10 mL Suhu ruangan 

M-Elution Buffer 1 mL Suhu ruangan 

Zymo-SpinTM IC Columns 50 kolom Suhu ruangan 

Tabung penyimpan 50 Tabung Suhu ruangan 

Petunjuk penggunaan  1 - 

 

Persiapan reagen  



Sampel darah di isolasi dengan menggunakan kit DNA Metilasi dari EZ DNA 

Methylation-DirectTM (Zymo Research Corp.,CA). Satu kit terdapat beberapa bahan yang 

digunakan, dapat dilihat pada Tabel 4.2. Sebanyak 790µL M-Solubilization Buffer dan 300µL 

M-Dilution Buffer ditambahkan di setiap tabung CT Conversion Reagen, dan dicampur 

sebanyak 160µL M-Reaction Buffer. Etanol 90% ditambahkan 24mL ke 6mL M-Wash Buffer 

konsentrat sebelum digunakan (Zymo, 2014).  

 

Isolasi metilasi DNA 

Isolasi dilakukan dengan menggunakan DNAZOL Kloroform. Sampel yang berada di 

tabung Falcon ditambahkan sebanyak 1000µL DNAZOL kemudian divortex dan diinkubasi 

selama satu jam. Setelah itu, sampel ditambahkan kembali sebanyak 200 µL Kloroform, vortex 

dan diinkubasi selama satu malam. Sampel hasil inkubasi semalam kemudian di sentrifugasi 

pada kecepatan 6000 x g selama 20 menit pada suhu -20°C. hasil sentrifugasi terbentuk 3 

lapisan lapisan paling bawah berwarna merah, lapisan tengah berwarna kekuningan dan lapisan 

paling atas berwarna jernih. Lapisan paling atas diambil secara perlahan dan dipindahkan pada 

tabung eppendorf 1,5 mL (Sari, 2015). 

Sampel yang sudah ada di dalam tabung eppendorf ditambahkan isopropanol sebanyak 

500µL dan dibolak-balik secara perlahan. Sampel tersebut diinkubasi selama satu jam. Setelah 

itu, sampel di sentrifugasi selama 12000 x g selama 10 menit. Hasil sentrifugasi akan 

membentuk supernatan dan pelet, supernatan di buang dan pelet di cuci dengan menggunakan 

Etanol 70 % dan didiamkan selama satu jam. Setelah di diamkan satu jam, disentrifugasi 

kembali dengan kecepatan 12000 x g selama 10 menit. Pelet hasil sentrfugasi ditambahkan 

Destilated Water sebanyak 50µL sedangkan supernatannya di buang (Sari, 2015). 



Konversi Bisulfit akan digunakan metode yang diintruksikan pada petunjuk penggunaan 

kit (2014). Sebanyak 50µL sampel DNA ditambahkan ke 130µL CT Conversion Reagen dalam 

Tabung PCR . Sampel dicampur dan kemudian disentrifugasi 5000 x g selama 1 menit, untuk 

memastikan tidak ada tetesan berada ditutup atau sisi tabung. Tabung- tabung PCR 

ditempatkan dalam thermal cycler dan melakukan langkah-langkah berikut: 

1. Pada suhu 98°C selama 8 menit 

2. Pada suhu 64°C selama 3,5 jam 

3. Pada suhu 4°C dalam penyimpanan hingga 20 jam. 

Sebanyak 600µL M-Binding Buffer dimasukan ke dalam Zymo-spin™ IC Kolom dan 

diletakkan kolom ke tempat yang disediakan. Sampel yang berada pada Thermal Cycler 

ditambahkan ke dalam Zymo-spin ™ IC kolom, kemudian ditutup dan diaduk dengan 

membalik kolom beberapa kali. Setelah itu disentrifugasi dengan kecepatan 10000 x g selama 

30 detik kemudian supernatan dibuang (Zymo, 2014). 

Pelet yang dihasilkan dicuci dengan 100µL M-Wash Buffer ke dalam kolom. Kemudian 

disentrifugasi kembali dengan kecepatan 10.000 x g selama 30 detik. Setelah itu, supernatan 

kembali di buang, dan pelet ditambahkan 200µL M-Desulphonation Buffer ke dalam kolom 

dan di inkubasi pada suhu 20°C selama 20 menit. Setelah diinkubasi, disentrifugasi dengan 

kecepatan 10.000 x g selama 30 detik (Zymo, 2014). 

Supernatan dibuang dan pellet kemudian dicuci 2 kali dengan 200 µL M-Wash Buffer 

dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 x g selama 30 detik. Kolom ditempatkan ke dalam 

tabung 1,5ml microcentrifuge. Sebanyak 10µL M-Elution Buffer ditambahkan langsung ke 

matriks kolom. Sentrifugasi kembali dengan kecepatan 10.000 x g selama 30 detik untuk 

mengelusi DNA (Zymo, 2014). 



Hasil elusi DNA dapat di analisis langsung maupun di PCR. Untuk kontrol negatif 

digunakan Aquades dan untuk kontrol positif digunakan DNA Marker. Hasil dari isolasi 

metilasi DNA dilihat terlebih dahulu dengan menggunakan elektroforesis gel agarosa 1% 

(Zymo, 2014). 

PCR amplifikasi 

Primer yang digunakan pada proses PCR amplifikasi ini di gunakan T7 Promotor tag 

sebagai reverse primer dengan sekuens 5’-

CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCT-3’. dan 10 mer tag dengan sekuens 5’-

AGGAAGAGAG-3’ bertindak sebagai forward primer. Dalam melakukan PCR amplifikasi 

digunakan Kit HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen, USA). Reagan yang didapatkan dalam 

kit dapat dilihat pada Tabel 4.3, (Qiagen, 2010). 

Langkah awal adalah mencampurkan 5 µL Sampel DNA yang termetilasi dengan larutan 

Primer masing-masing sebanyak 1 µL ke dalam tabung. Setelah itu, ditambahkan 10µL larutan 

HotStarTaq Plus Master Mix, 2X. Setelah dicampur, larutan ditambahkan dengan Coral Load 

Concentrate 10X sebanyak 2 µL, kemudian ditambahkan dengan RNAse-Free Water sebanyak 

1µL. 

Tabel 4.3. Reagen yang didapatkan pada kit HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen, USA), 

(Qiagen, 2010). 

 

 

 

 

 

 

HotStarTaq plus 

Master Mix Kit 

Isi 250 Unit 

HotStarTaq plus 

Master Mix 

HotStarTaq DNA Polymerase, 

PCR Buffer dengan 3mM MgCl, 

400µM  Campuran dNTP 

3 X 0,85 mL 

RNase-Free Water  2 X 1,7 mL 

Coral Load 

Concentrate, 10X 

 1 X 0,55 mL 

Handbook  1 



Pada siklus optimasi dilakukan aktivasi pada Thermal Cycler dengan suhu 95°C selama 

5 menit. Kemudian, masuk dalam 3 siklus yaitu: denaturasi, annealing dan ekstensi. Pada 

tahapan denaturasi dilakukan pada suhu 94°C selama 1 menit, lalu tahapan annealing pada 

suhu 65°C selama 1 menit dan tahapan ekstensi dilakukan pada suhu 72°C selama 1 menit  

(Qiagen, 2010; Ehrich et al., 2006). 

Siklus ini diulang sebanyak 30 siklus, setelah siklus selesai sampel di inkubasi pada suhu 

72°C selama 10 menit. Setelah itu, dibiarkan semalaman pada suhu -20°C. Hal ini diperlakukan 

juga pada kontrol positif K562 dan kontrol negatif aquades. Hasil PCR dapat dilihat pada 

elektroforesis gel agarosa 1% (Qiagen, 2010; Ehrich et al., 2006). 

Elektroforesis gel agarosa 

Tahapan ini dilakukan untuk mengetahui metilasi DNA hasil setelah PCR. Gel agarosa 

1% yang digunakan untuk elektroforesis dibuat dengan melarutkan 0,4 g agarosa dalam 40 mL 

bufer TAE (Tris-asetat 40 mM dan Na2EDTA 1 mM pH 8) dengan pemanasan. Setelah agarosa 

terlarut dan didinginkan sampai kira-kira suhunya 45oC, selanjutnya gel agarosa dituangkan 

pada cetakan dan dibiarkan memadat.  

Elektroforesis dilakukan dalam bufer TAE pada tegangan 70-100 Volt. Elektroforesis 

dihentikan ketika telah bermigrasi kira-kira 2/3 dari panjang gel. Gel agarosa kemudian 

direndam dalam larutan EtBr 250 μg/mL selama 30 menit. Pita DNA dapat diamati dengan 

sinar UV menggunakan UV Transiluminator. Panjang metilasi DNA hasil isolasi sekitar 150-

300 bp (Eryatma, 2012; Yi et al., 2014). 

Analisis kuantitatif terkait usia metilasi 

Sampel produk dari PCR diperlukan sebanyak 20 µL untuk mengidentifikasi situs CpG 

dapat menggunakan Applied Biosystems 3130 XL Genetic Analyzers dalam mengukur status 



metilasi terisolasi penanda metilasi terkait usia pada pendonor. Primer yang digunakan adalah 

T7 dengan urutan 5’-CAGTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCT-3’. Hasil 

sekuensing dibaca dengan Bioedit® (Applied, 2005; Febria, 2012). 

Analisis regresi linier antara umur dan metilasi  

Hasil sekuensing yang didapatkan akan berbentuk pulau CpG. Pulau CpG dapat dilihat 

dan dianalisis dengan menggunakan aplikasi online Emboss Cpgplot di situs 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/). Persen metilasi dapat dihitung dengan 

menggunakan rumus sebagai berikut: 

% Metilasi = 
𝑝𝑎𝑛𝑗𝑎𝑛𝑔 𝑝𝑒𝑟𝑘𝑖𝑟𝑎𝑎𝑛 𝑠𝑖𝑡𝑢𝑠 𝐶𝑝𝐺 

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑠𝑒𝑘𝑢𝑒𝑛𝑠
 𝑋 100 % 

Hasil yang didapat diregresikan antara umur dengan jumlah persen metilasi yang terdapat 

pada DNA individu tersebut. Hasil akan di analisis dengan program SPSS (Yi, 2014; Parrish, 

2012). 

 

4.2 Alur Penelitian 
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USIA 1-65 TAHUN 
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1 
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LANSIA 

URINE DI SIMPAN PADA SUHU -20°C 

PCR AMPLIFIKASI MENGGUNAKAN:  

kit Qiagen HotStarTaq Plus Master Mix  

PREPARASI SAMPEL DAN PERSIAPAN REAGEN 

ISOLASI DNA METILASI MENGGUNAKAN:   

DNAZOL Kloroform dan Konversi Bisulfit dengan EZ 

DNA Methylation-DirectTM (Zymo Research Corp.,CA) 



 

JADWAL 

 

 

No Nama Kegiatan 
Bulan 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 Persiapan pengumpulan sampel  √  √  √                   

2 Pemeriksaan lab, analisis        √  √  √  √  √         

3 Laporan, publikasi                  √  √  √  √ 
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Pengisian poin C sampai dengan poin H mengikuti template berikut dan tidak dibatasi jumlah kata atau halaman namun 
disarankan seringkas mungkin. Dilarang menghapus/memodifikasi template ataupun menghapus penjelasan di setiap poin. 

 

 

Hasil Penelitian 

Ekstraksi dan isolasi DNA pada bercak darah menghasilkan konsentrasi dan temuan kemurnian 

DNA seperti digambarkan pada Tabel 1 di bawah ini. Data sesuai dengan pengukuran UV 

spektrofotometer penyerapan cahaya pada kepadatan optik 260 nm dan 280 nm. 

Tabel 1. Kadar dan kemurnian pada masing-masing sampel bercak darah 

 

Sampel Kadar (µg/µl) Kemurnian 

A 833 1.16 

B 745.5 1.13 

C 1050 1.17 

D 1589 1.22 

E 1526 1.20 

F 1092 1.17 

G 815.5 1.19 

H 1032.5 1.18 

I 577.5 1.14 

J 1683.5 1.22 

 

Berdasarkan tabel di atas didapatkan kadar DNA terendah adalah 577,5 µg/µl dan kadar 

DNA tertinggi adalah 1683,5 µg/µl.  Rata-rata kadar DNA pada bercak darah adalah 1094,45 

µg/µl. Nilai kemurnian DNA paling rendah adalah 1,13 dan Nilai kemurnian terbesar adalah 

1,22. Rata-rata nilai kemurnian DNA pada bercak darah adalah 1,18. 

Setelah dilakukan konversi bisulfit, untuk melihat terdapat atau tidaknya DNA pada 

hasil metilasi dan PCR dilakukan visualisasi dengan menggunakan gel agarose 1%. Dari hasil 

visualisasi menggunakan elektroforesis gel agarosa didapatkan pita dari 10 sampel tersebut 

yang pada umumnya berkisar antara 150 bp dan 300 bp. 

C.  HASIL PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan secara ringkas hasil pelaksanaan penelitian yang telah dicapai sesuai 
tahun pelaksanaan penelitian. Penyajian dapat berupa data, hasil analisis, dan capaian luaran (wajib dan atau 
tambahan). Seluruh hasil atau capaian yang dilaporkan harus berkaitan dengan tahapan pelaksanaan penelitian 
sebagaimana direncanakan pada proposal. Penyajian data dapat berupa gambar, tabel, grafik, dan sejenisnya, serta 
analisis didukung dengan sumber pustaka primer yang relevan dan terkini. 



 
Gambar 1. Hasil elektroforesis pada gel agarose 1% 

 
Keterangan: 

M  = DNA marker 1 Kb 

K+  = Kontrol positif K562 

K-  = Kontrol negatif Aqudes 

A  = Bercak darah balita jenis kelamin laki-laki usia 2 tahun. 

B  = Bercak darah anak-anak jenis kelamin laki-laki usia 6 tahun. 

C  = Bercak darah remaja jenis kelamin laki-laki usia 20 tahun. 

D  = Bercak darah dewasa jenis kelamin laki-laki usia 42 tahun. 

E  = Bercak darah lansia jenis kelamin laki-laki usaia 47 tahun. 

F  = Bercak darah balita jenis kelamin perempuan usia 4 tahun. 

G  = Bercak darah anak-anak jenis kelamin perempuan usia 11 tahun. 

H = Bercak darah remaja jenis kelamin perempuan usia 17 tahun. 

I  = Bercak darah dewasa jenis kelamin perempuan usia 34 tahun. 

J  = Bercak darah lansia jenis kelamin perempuan usia 53 tahun. 

 

Dengan cara perhitungan yang sama seperti pada sampel A dan sampel F maka, didapatkan 

hasil persen metilasi ke 10 sampel dapat dilihat pada tabel 5.2. 

Tabel 2 Hasil perhitungan persen metilasi pada panjang 300 bp 

Kode 

Sampel 

Umur 

(Tahun) 

Jenis 

kelamin 

Perkiraan 

Panjang 

situs CpG 

Jumlah 

sekuens 

Persen 

Metilasi 

(%) 

A 2 Laki-laki 0 309 0 

B 6 Laki-laki 202 691 29,23 

C 20 Laki-laki 257 694 37,03 

D 42 Laki-laki 434 829 52,35 

E 47 Laki-laki 359 695 51,65 

F 4 Perempuan 22 199 11,05 

G 11 Perempuan 221 694 31,84 

H 17 Perempuan 80 199 40,20 

I 34 Perempuan 93 199 46,73 

J 53 Perempuan 358 728 49,18 

 



Dari hasil analisis data menggunakan IBM SPSS Statistics 24, pada subyek laki-laki 

didapatkan nilai r hitung (Pearson Correlation) adalah 0,888 dengan nilai signifikansi 2-tailed 

bernilai 0,04. Berdasarkan tabel R, didapatkan nilai R untuk N=5 dengan signifikansi 5% 

adalah 0,878, karena r hitung lebih dari r tabel dan niliai signifikansi kurang dari 0,05 maka 

terdapat korelasi signifikan antara persen metilasi dan umur pada subyek laki-laki. 

Pada subyek perempuan didapatkan r hitung (Pearson Correlation) adalah 0,834 dengan 

nilai signifikansi 2-tailed bernilai 0,079, karena r hitung lebih dari r tabel namun nilai 

signifikansi lebih dari 0,05 maka terdapat korelasi tidak signifikan antara persen metilasi dan 

umur pada subyek perempuan. 

Pembahasan 

Pada penelitian ini didapatkan kadar DNA terendah adalah 577,5 µg/µl dan kadar DNA 

tertinggi adalah 1683,5 µg/µl.  Rata-rata kadar DNA pada bercak darah adalah 1094,45 µg/µl. 

Kadar DNA optimal yang dibutuhkan untuk hasil optimal dalam konversi bisulfit adalah 200-

500 ng (Holmes et al. 2014). Sehingga hasil isolasi DNA dari bercak darah masih optimal untuk 

dilakukan konversi bisulfit. 

Pada penelitian ini, persen metilasi subyek laki-laki cenderung meningkat selaras 

dengan kategorisasi usia namun persen metilasi justru menurun pada subyek lansia. Hal ini 

sangat mungkin dipengaruhi oleh faktor gaya hidup, lingkungan, dan penyakit yang diderita. 

Sedangkan pada subyek perempuan persen metilasi secara konsisten mengalami peningkatan 

sesuai dengan kategorisasi usia, meskipun laju peningkatan tersebut tidak secara konstan dapat 

diukur. 

Antara laki-laki dan perempuan, situs CpG memiliki tingkat metilasi DNA yang 

berbeda secara signifikan. Situs CpG ini ditempatkan pada kromosom autosomal dengan 

perbedaan absolut dalam metilasi karena situs CpG terelokasi pada kromosom X sehingga 

perbedaan metilasi spesifik jenis kelamin pada kromosom X cenderung lebih tidak stabil. 

Kerentanan perempuan terhadap stress dan penyakit tertentu juga sangat mempengaruhi laju 

metilasi DNA, sehingga faktor-faktor yang mempengaruhi termetilasinya DNA sangat 

bervariasi pada masing-masing individu (Davegårdh et al. 2019). 

Penyakit-penyakit degeneratif dan sindroma metabolik yang dimiliki oleh masing-

masing individu juga sangat mempengaruhi hasil persen DNA yang termetilasi. Proses 

perjalanan penyakit degeneratif menargetkan elemen-elemen mesin epigenetik seluler, 

mengubah ekspresi dan aktivitas mesin epigenetik sehingga akan mrmpengaruhi perubahan 

keadaan epigenetik tiap individu (Neidhart 2016). 



Regulator epigenom yang sering diabaikan adalah neuroendokrin, padahal DNA 

metilasi dapat menjadi proses yang dinamis, dimana keadaan hormonal individu sangat 

mempengaruhi peran hidroksimetilasi sitosin. Penggunaan obat-obatan tertentu yang bersifat 

oksidatif maupun antioksidan juga akan memberikan efek terhadap laju modifikasi histon.  Ini 

dapat terjadi, misalnya, melalui mutasi sitosin dalam kasus mereka dimetilasi dalam sel normal. 

Tidak adanya sitosin teretilasi dapat menyebabkan modifikasi histone permisif dan 

memungkinkan gen untuk diekspresikan. Jenis mekanisme ini dapat mengubah fenotip dan 

perilaku sel (Neidhart 2016). 

Penyakit-penyakit neoplastik, degeneratif, metabolik, bahkan inflamasi akan 

menyebabkan stress oksidatif yang akan mempengaruhi aktivasi dan inaktivasi gen tertentu, 

serta ketidakstabilan genom, yang terjadi dengan mekanisme epigenetik juga. Tidak seperti 

mutasi genetik, epimutasi tidak mengubah urutan dasar DNA dan berpotensi reversibel 

(Neidhart 2016). 

 

D.  STATUS LUARAN:  Tuliskan jenis, identitas dan status ketercapaian setiap luaran wajib dan luaran tambahan (jika 
ada) yang dijanjikan pada tahun pelaksanaan penelitian. Jenis luaran dapat berupa publikasi, perolehan kekayaan 
intelektual, hasil pengujian atau luaran lainnya yang telah dijanjikan pada proposal. Uraian status luaran harus didukung 
dengan bukti kemajuan ketercapaian luaran sesuai dengan luaran yang dijanjikan. Lengkapi isian jenis luaran yang 
dijanjikan serta mengunggah bukti dokumen ketercapaian luaran wajib dan luaran tambahan melalui Simlitabmas 
mengikuti format sebagaimana terlihat pada bagian isian luaran 

 

- Untuk luaran wajib : manuscript sudah selesai direncanakan untuk proceeding internationa conference forensic 
medicine and legal medicine 2020 di kuala lumpur 

- Untuk luaran tambahan : sudah  dalam munuscripts 
 

E.  PERAN MITRA: Tuliskan realisasi kerjasama dan kontribusi Mitra baik in-kind maupun in-cash (jika ada). Bukti 
pendukung realisasi kerjasama dan realisasi kontribusi mitra dilaporkan sesuai dengan kondisi yang sebenarnya. Bukti 
dokumen realisasi kerjasama dengan Mitra diunggah melalui Simlitabmas mengikuti format sebagaimana terlihat pada 
bagian isian mitra 

 

- Tidak ada mitra 
 

F. KENDALA PELAKSANAAN PENELITIAN: Tuliskan kesulitan atau hambatan yang dihadapi selama melakukan 
penelitian dan mencapai luaran yang dijanjikan, termasuk penjelasan jika pelaksanaan penelitian dan luaran penelitian 
tidak sesuai dengan yang direncanakan atau dijanjikan. 

 

Proses optimasi PCR yang memakan cukup lama untuk mendapatkan ukuran pasang basa yang sesuai 

  



G. RENCANA TINDAK LANJUT PENELITIAN: Tuliskan dan uraikan rencana tindaklanjut penelitian selanjutnya dengan 
melihat hasil penelitian yang telah diperoleh. Jika ada target yang belum diselesaikan pada akhir tahun pelaksanaan 
penelitian, pada bagian ini dapat dituliskan rencana penyelesaian target yang belum tercapai tersebut. 

 

- Estimasi umur melalui methilasi DNA ini dikembangkan pada sampel-sampel yang lain, terutama sampel-sampel 
biologis yang sering didapatkan di tempat kejadian perkara. 

- Target publikasi proceediing internasional dalam awal tahun 2010 sudah terrealisasi serta publikasi pada jurnal 
nasional terakreditasi teraccepted pada awal 2020. 

 

H. DAFTAR PUSTAKA: Penyusunan Daftar Pustaka berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan pengutipan. Hanya 
pustaka yang disitasi pada laporan akhir yang dicantumkan dalam Daftar Pustaka. 
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