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RINGKASAN

Ringkasan Penelitian bidang Antropologi Ragawi

DNA profiling telah diakui sebagai suatu sarana yang canggih untuk
membantu pihak penyidik dan penuntut umum dalam perkara tindak pidana, maupun
untuk identifikasi kerangka dan sisa sisa tubuh korban pada kasus kasus kriminal,
serta dalam perkara perdata dan pelanggaran hak asasi.

Meskipun DNA profiling dengan analisis Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) diakui sebagai sarana yang dapat dipercaya untuk analisis
DNA guna identifikasi bahan forensik, namun tidak semua barang bukti dapat
selalu menghasilkan DNA yang cukup baik kualitas maupun kuantitasnya untuk
analisis RFLP. Metoda PCR-based typing sekarang menjadi metoda utama untuk
identifikasi.untuk DNA yang sudah terdegradasi oleh proses pembusukan atau yang
jumlahnya sedikit.

Penentuan jenis kelamin merupakan langkah pertama yang harus dikerjakan
untuk identifikasi seseorang. Penentuan jenis kelamin melalui analisis DNA dengan
metode PCR memerlukan tiga tahapan yaitu: (1) isolasi DNA, (2)amplifikasi
menggunakan primer, dan (3)visualisasi DNA setelah elektroforesis. Sesuai dengan
tahapan tersebut maka tujuan penelitian ini adalah: (1)menemukan suatu metode
untuk isolasi DNA tulang yang cepat, mudah dan murah dengan menggunakan
bahan yang umum dan mudah didapat, (2)menemukan Primer PCR yang akan
menghasilkan perbedaan pita X spesifik dan Y spesifik yang lebih besar dari 100
bp sehingga mempermudah separasi DNA, dan (3)menemukan metode yang
memungkinkan peningkatan visualisasi DNA pada gel agarosa biasa.

Tahap pertama pada penentuan jenis kelamin dengan analisis DNA ialah
melakukan isolasi DNA tulang. DNA terdapat dalam setiap inti sel termasuk sel
tulang. Sel tulang dikelilingi oleh matriks kristal hydroxyapatite yang keras terdiri
dari kalsium dan fosfor sehingga untuk mengisolasi DNA  tulang harus
didekalsifikas lebih dahulu. Sebagian besar sampel forensik dan paleoantropologi
harus dapat disimpan sebagai barang bukti dan dapat digunakan untuk pemeriksaan
ulang. Beberapa prosedur isolasi DNA tulang seperti cara tradisional melaui
penghancuran dengan pemukulan tulang yang telah dibekukan, terbukti tidak
dapat diandalkan.Demikian pula penggilingan dengan gilingan kopi yang dapat
digunakan untuk menanggulangi masalah di atas, ternyata teknologi tersebut

memerlukan biaya tinggi di luar jangkauan para peneliti. Thomas dan Moore (1997)
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mengemukakan metode untuk penghancuran fragmen tulang secara aseptik dengan
penekanan menggunakan 2 sekrup stainless yang digabungkan dengan 1 baut
stainless yang diletakkan dalam larutan nitrogen cair. Metode ini masih tetap sulit,
memerlukan waktu yang lama dan mahal sehingga diperlukan metode baru.

Pada tahap pertama penelitian biologi molekuler ini telah berhasil
dikembangkan suatu teknik baru isolasi DNA tulang berdasarkan konsep
dekalsifikasi menggunakan drill-pressed powdering dan sonifikasi. Tulang
dihancurkan dengan cara dibor menggunakan mesin bor. sehingga berbentuk
bubukan halus.Hilangnya bubukan tulang selama proses pengeboran dapat
diperkecil dengan menampung bubukan tersebut dalam tabung polypropylene 50 cc
(nunc).

Sebanyak 1 gram bubukan tulang yang dihasilkan tersebut didekalsifikasi
dengan 10 cc 0,5 M EDTA (pH 7.5). Setelah divortex, diinkubasi pada suhu 56°C
dan disonifikasi dengan alat ultrasonik (33.000 Hz) selama 30 menit. Pellet yang
terjadi kemudian dicuci dengan deionized water. Proses dekalsifikasi diulang dan
dimonitor dengan penambahan larutan ammonium oxalate pH 3.0 jenuh. Jika
dengan penambahan ammonium oxalate tersebut, larutan pellet tulang menjadi
keruh berarti proses dekalsifikasi belum selesai. Proses dekalsifikasi dihentikan bila
larutan tetap jernih walaupun diberi larutan ammonium oxalate. Proses dekalsifikasi
ini jauh lebih cepat dan lebih murah dibanding metode yang telah ada, sehingga
mengurangi waktu isolasi DNA tulang dari 4-5 hari menjadi 4-5 jam.

Isolasi DNA pada tulang yang telah didekalsifikasi dilakukan dengan
menggunakan Ready AMP kit Promega. Kadar DNA hasil isolasi ditentukan dengan
menggunakan “DNA DipStick Kit” dari INVITROGEN, berentang dari 5ng -10
ng/ul untuk sampel tulang dan >10ng/ul.untuk sampel gigi. Setelah diisolasi dan
ditentukan kadar DNA maka selanjutnya akan digandakan dengan metode
PCR untuk dapat dianalisis jenis kelaminnya.

Tahap kedua penelitian bio' molekuler ialah mencari Primer PCR yang
sesuai dan akan menghasilkan perbedaan pita X spesifik dan Y spesifik lebih besar
100 bp sehingga mempermudah separasinya. Primer Kif untuk penentuan jenis
kelamin yang dijual secara komersial (sex identification system amelogenin primers
dari PROMEGA ) menghasilkan produk PCR 212-bp X-spesifik dan 218-bp
Y-spesifik sebagai akibat adanya delesi 6 bp pada intron pertama X homolog gene

Xi
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amelogenin. Perbedaan 6 bp tersebut untuk visualisasinya memerlukan teknik
khusus yaitu PAGE -polyacrylamide gel electrophoresis menggunakan
polyacrylamide 6% dan teknik pengecatan silver staining atau fluoresensi khusus
yang alatnya mahal.

Pada tahap kedua penelitian ini telah berhasil dirancang primer PCR untuk
penentuan jenis kelamin yang setelah penggandaan akan menghasilkan pita DNA
788-bp Y-spesifik dan 977-bp X-spesifik. Lokus yang akan digandakan merupakan
bagian intron gen amelogenin homolog yang telah dipetakan dan dapat diakses
melalui Genebank Database.

Pasangan primer yang dirancang adalah: 5’-CTGATGGTTGGCC
TCAAGCCTGTG -3” dan 5-TAAAGAGATTCATTAACTTGACTG-3’ dipesan
melalui “GENSET Singapore Biotechnology Pte Ltd’. Menggunakan primer ini
dengan ‘spanning’ suatu delesi 189-bp pada intron pertama dari Y homolog, akan
dihasilkan 788-bp Y-spesifik dan 977-bp X-spesifik.

Optimasi proses PCR menghasilkan kondisi sebagai berikut : DNA sampel
bervariasi dari 10 pg sampai 100 ng diamplifikasi dalam 25 ul reaction mixture
menggunakan PCR beads dari Amersham yang mengandung 15 picoMol
masing-masing primer.

Protokol amplifikasi adalah sebagai berikut:(1) inkubasi awal 950C selama
4 menit untuk denaturasi, diikuti oleh (2) 35 cycle terdiri dari 1 menit pada 95°C, 1
menit pada 58°C untuk anmnealing dan 2,5 menit pada 720C untuk extenson
menggunakan “BIORAD Gene Cycler”.

Sesudah amplifikasi, 5 ul produk PCR dan 100 bp DNA Ladder dijalankan
pada agarosa 1,3%; tebal 2 mm (PROMEGA) dan diseparasi secara ‘horizontal
discontinue type electrophoresis’ yang dirancang dan dibuat sendiri oleh peneliti,
menghasilkan produk PCR 977 bp X-spesifik dan 788 bp Y-spesifik. Hasil
elektroforesis ditampilkan dengan menggunakan gel agarosa biasa dengan
pengecatan silver staining .

Keunggulan penentuan jenis kelamin dengan primer ini dibanding
dengan primer komersiel ialah perbedaan antara X-spesifik dan Y-spesifik
sebesar 189 bp sedangkan primer komersiel hanya menghasilkan perbedaan 6
bp. Perbedaan yang lebih besar dari 100 bp ini akan meningkatkan visualisasi pita
DNA.

Xii
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Pada tahap ketiga penelitian biomolekuler juga telah berhasil
dikembangkan suatu metoda untuk DNA silver staining pada gel agarosa biasa,
Metoda yang dihasilkan dalam penelitian ini adalah : (1) setelah elektroforesis gel
direndam selama 10 menit dalam methanol 20% dan glycerol 2%, kemudian (2)
untuk fiksasi direndam selama 5 menit dalam larutan 20% ethanol dan 5% glacial
acetic acid pada suhu kamar. Setelah fiksasi gel direndam selama 15 menit dalam
larutan AgNO5 0.1% lalu dicuci dengan H, O deionized dingin untuk mengeliminasi
perak yang berlebihan. Gel dikembangkan dalam larutan NaOH 1.5% dan
formaldehyde 0.1% pada suhu dingin, sampai pita tampak dengan latar belakang
yang berwarna kuning. Pengecatan dihentikan dengan larutan methanol 20% dan
10% acetic acid. Gel hasil pengecatan dengan AgNO3 difoto dengan ‘back
illumination’ (White Fluorescent Lamp 6500K 2 X 15 Watt). ( dibuat sendiri oleh
peneliti.)

Penelitian ini membuktikan bahwa silver staining dapat diterapkan untuk
pengecatan DNA pada gel agarosa biasa sehingga meningkatkan visualisasi
penentuan jenis kelamin melalui PCR yang lebih mudah dan relatif murah
dibanding PCR kit komersiel. Metode baru pengecatan perak pada gel agarosa biasa
ini akan memperjelas separasi dan sensitivitasnya sebesar 2,5 kali lebih sensitif
dibanding fluorescent dye ethidium bromide.

Secara keseluruhan penelitian ini telah menghasilkan beberapa temuan, yaitu:
(1) metode isolasi DNA tulang yang cepat dan murah,

(2) rancangan primer PCR untuk penentuan jenis kelamin yang akan menghasilkan
977 bp X spesifik dan 789 Y spesifik. Dibanding dengan primer PROMEGA yang
menghasilkan 212 bp X spesifik dan 218 bp Y spesifik ( perbedaan 6 bp) maka
perbedaan 189 bp hasil primer penelitian ini akan lebih jelas separasinya. Demikian
Jjuga penggunaan PCR lebih unggul dibanding penggunaan probe Y spesifik seperti
pHY 10 karena selain lebih murah juga terdapat kontrol internal untuk meyakinkan
hasil tidak negatif semu.

(3) keberhasilan mengembangkan metoda DNA silver staining pada agarosa yang
mudah, murah dan cepat yang dapat menggantikan pengecatan dengan ethidium
bromide Karena kecepatan stabilitas dan kesederhanaannya maka metode ini
cocok untuk aplikasi klinis rutin, menghindari penggunaan polyacrylamide,

ethidium bromide yang karsinogen dan UV transilluminator dan film polaroid
xiii
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yang mahal. Diharapkan penemuan tersebut mendapatkan hak cipta tentang
tehnik Horisontal discontinue electrophoresis dan DNA Silver Staining untuk

agarosa gel electrophoresis yang dikembangkan dalam penelitian ini.
Ringkasan Penelitian bidang Antropologi Ragawi

Penelitian bidang Antropologi ragawi ini merupakan suatu penelitian
observasional cross sectional untuk menentukan jenis kelamin berdasarkan
morfometri bentuk kepala dengan analisis Fourier dan analisis eliptical Fourier

Salah satu bantuan penting yang dapat dilakukan oleh seorang ahli
antropologi forensik ialah menentukan jenis kelamin kerangka dalam upaya
mengungkap identitas korban. Telah lama diketahui bahwa terdapat perbedaan seks
antara tengkorak laki-laki dan perempuan yang penting untuk menentukan lebih
lanjut keadaan dan ciri-ciri lain dari kerangka tersebut, seperti tinggi badan, populasi
dan akhirnya mungkin dapat mengungkap identitas kerangka tersebut.(
El-Najjar,1978; Rathburn, 1984, Krogman, 1986).

Dahulu pemeriksaan dilakukan dengan membedakan bentuk tengkorak
dengan mata telanjang dan kemudian dilakukan secara matematis dengan melakukan
pengukuran-pengukuran secara umum dan dilakukan analisis dengan statistik
sederhana untuk membuat analisis deskriptif dari bentuk. Hal ini tidak dapat
mengeliminasi faktor size dari bentuk (shape)(Inoue,1990). Kemudian dilakukan
pengukuran dari titik-titik antropometris. Apabila ditemukan tengkorak secara utuh
maka dapat dilakukan pengukuran secara lengkap dari titik-titik antropometris di
kepala yang lazim disebut titik kraniometris, ada 31 pengukuran (Glinka,1990).
Kemudian dibuat indeks-indeks yang selain memerlukan ketrampilan juga
memerlukan pengetahuan dasar antropologi ragawi. Dengan menggunakan analisis
diskriminan maka beberapa peneliti telah membuktikan ketepatan dalam
menentukan jenis kelamin suatu tengkorak 82%-92% (Hong, 1992). Persoalan
timbul apabila tengkorak yang ditemukan tidak utuh. Bagian depan kepala adalah
bagian yang sering terakhir rusak dibandingkan bagian lain.

Penentuan jenis kelamin tengkorak secara kasar biasanya dilakukan dengan
melihat antara lain bentuk tepi supraorbital, bentuk dahi bentuk orbita dan
mandibula. Apabila bentuk bagian-bagian tengkorak tersebut dapat dikuantifikasi

secara matematis maka penentuan jenis kelamin akan lebih mudah.
X1V
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Penentuan jenis kelamin tengkorak secara morfometrik (kuantitatif) dengan
fungsi diskriminan sebagian besar didasarkan pada jarak antara ftitik-titik
antropometris dari tengkorak (Lestrel,1974, Johnson, 1989, Hong, 1992). Informasi
yang didapat dari teknik ini cukup untuk memprediksi besar (size) dari tengkorak ,
tetapi tidak bentuk shapenya. Suatu tengkorak dengan ciri-ciri yang jelas suatu
tengkorak laki-laki seperti suprorbital yang menonjol, processus mastoideus yang
besar tetapi ukuran tengkoraknya kecil dapat di misclassified sebagai perempuan bila
digunakan distance based discriminant function (Inoue,1990). Perbedaan jenis
kelamin pada tengkorak lebih baik dituangkan dalam bentuk shape daripada dalam
besarnya ( Lestrel,1974), tetapi cara konvensioanal dengan pengamatan bentuk
adalah subjektif dan ketepatannya sangat tergantung pada pengalaman
pemeriksanya, Steward (1948) melakukan seksing dengan mandibula dengan
ketepatan hanya 77%. Hong (1992) melakukan penelitian untuk menetukan jenis
kelamin tengkorak dengan menggunakan multipel stepwise discriminat function
analysis pada 41 variabel ukuran yang diukur dari titik-titik antrpometri dan dibuat
dua rumus, satu dengan 14 variabel dan satu dengan 5 variabel yang dipilih dengan
cara multiple stepwise regression. Hasil discriminat rate untuk rumus dengan 5
variabel adalah 92,7% sedangkan dengan 14 variabel adalah 96%. Inoue (1992)
melakukan penelitian dengan menggunakan bentuk lateral tengkorak yang
dikuantifikasi dengan mengukur jarak antara pusat auris eksterna dengan kontur
tengkorak mulai dari rhinion sampai akar processus mastoideus. Lengkung tersebut
dibagi dengan interval 5°- Hasilnya kemudian dibuat fungsi diskriminannya dan
menghasilkan akurasi 86% untuk laki-laki dan 90% untuk perempuan. Kedua cara
di atas selain rumit, memerlukan pengalaman untuk mengukur titik-titik
antropometri (41 pengukuran) pada penelitian Hong, dan juga memerlukan
tengkorak yang utuh, sedangkan sering pada kasus forensik tengkorak ditemukan
tidak utuh dan bagian yang paling tahan terhadap kerusakan ialah bagian dahi.

Dalam penelitian ini telah dilakukan analisis Fourier dari dahi, belakang
kepala, neurokranium dan mandibula. Hasil penelitian menujukkan bahwa
mandibula adalah bagian yang paling tinggi nilai diskriminannya. Dari koefisien
fungsi diskriminan dapat dibuat suatu program untuk penentuan jenis kelamin

dengan menggunakan digitizer dan komputer, Penelitian juga menunjukkan bahwa
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nilai harmonik nomor 3 ke atas lebih besar pada laki-laki dibandingkan perempuan.
Hal ini menunjukkan bahwa bentuk tulang laki-laki secara kuantitatif lebih tidak rata
dibanding tulang perempuan. Keuntungan lain adalah seseorang pemeriksa yang
tidak terlatih sekalipun dapat menentukan jenis kelamin tengkorak dengan mudah
hanya dengan mengikuti petunjuk yang sederhana.

Nilai diskriminan yang dihasilkan menunjang teori tumbuh kembang
kraniofasial. Bagian belakang kepala merupakan bagian yang tidak banyak berubah
baik pada laki laki maupun pada perempuan karena waktu lahir bentuk neuro
cranium ini sudah mencapai 25% pertumbuhan optimal, pada umur 6 bulan
mencapai 50% dan pada umur 10 tahun telah mencapai 95%, sedangkan wajah baru
mencapai 65% pertumbuhan maksimal.

Penggunaan analisis Fourier dan eliptical Fourier untuk kuantifikasi shape
bagian tengkorak guna menentukan jenis kelamin tengkorak secara antropologi
ragawi terbukti meningkatkan nilai diskriminan bila dibandingkan dengan
penelitian terdahulu yang menggunakan pengukuran morfometri berdasarkan
pengamatan yang sangat subjektif. Akurasi penentuan jenis kelamin tenggkorak oleh
Steward (1948) 77%, Steward (1951) 80%, Keen (1950) 85%, Giles (1970) 85-86%,
[schan (1989) 80-90% ( Graw, 1999).

Dibanding penentuan morfometri secara linear penentuan jenis kelamin
dengan analisis Fourier meningkatkan nilai diskriminan (p=0,001) dan
meningkatkan koefisien contingency dari 0,551 menjadi 0,647

Superimpose bentuk rerata mandibula laki-laki dan perempuan membuktikan
bahwa procesus condylaris dan procesus coronoideus adalah bagian mandibula yang
mempunyai nilai diskriminan penentuan jenis kelamin tertinggi. Pada mandibula,
nilai diskriminan antara laki-laki dan perempuan sangat tinggi (100%) disebabkan
beberapa hal antara lain (1). kontraksi otot pengunyah menghasilkan peregangan
pada bagian luar fibros yang menutupi kepala, sebaliknya tulang mengalami
kompresi pada saat gigi oklusi;(2) Selama pertumbuhan dan perkembangan
mandibula, tulang dibentuk pada condylus sehingga menyebabkan pertumbuhan
ramus ke arah superoposterior yang juga disertai dengan deposisi pada permukaan
dorsal bagian superior ramus (Sperber,1989).

Penemuan ini merupakan indikator morfologi yang baru untuk penentuan

Jenis kelamin kerangka manusia.
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