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ABSTRAK 

Latar belakang: Enzim CYP2A6 adalah salah satu anggota enzim sitokrom P450 yang 

memiliki bentuk polimorfisme yang tinggi. Bentuk polimorfi suatu gen sangat bervariasi 

diantara suku bangsa. Salah satu bentuk alel gen yang menyandi enzim ini adalah gen 

CYP2A6*9, dimana pada gen ini terjadi mutasi titik pada TATA box (T-48G) pada ujung '5 

yang menyebabkan terjadinya penurunan aktivitas enzim.  

Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi gen CYP2A6*9 pada subjek uji 

perokok suku Thionghoa dan Papua Indonesia menggunakan metode Polymerase Chain 

Reaction (PCR) 

Metode: Penelitian ini menggunakan desain penelitian Cross Sectional. Subjek uji yang 

terlibat dalam penelitian ini sebanyak 30 orang perokok aktif bersuku Thionghoa dan 30 

orang perokok aktif berasal dari suku Papua. Sistem PCR yang digunakan adalah primer 

forward, primer reverse dan reagen yang digunakan dalam penelitian ini berturut-turut 

adalah 5'-GAT TCC TCT CCC CTG GAA C-3', 5'- GGC TGG GGT GGT TTG CCT TTA-

3', dan Promega Go Taq Green Master Mix. Kondisi PCR yang digunakan adalah initial 

denaturation pada suhu 94⁰C selama 3’; diikuti dengan 30 siklus terdiri dari denaturation 

pada suhu 94⁰C selama 30”, annealing pada suhu 60⁰C selama 30“, dan extension pada suhu 

70⁰C selama 25”; kemudian diakhiri dengan final extension pada suhu 72⁰C selama 5’. 

Produk PCR yang dihasilkan berada pada panjang pita 368 bp. 

Hasil penelitian:Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dari 30 subjek uji 

bersuku Thionghoa, sebanyak 7 orang subjek uji teridentifikasi memiliki bentuk alel 

CYP2A6*9 dengan frekuensi alel sebesar 23%. Sedangkan pada subjek uji yang berasal dari 

suku Papua tidak satupun subjek uji memiliki alel *9.  

Kesimpulan: Adanya alel CYP2A6*9 diantara subjek uji bersuku Thionghoa Indonesia 

yang diteliti mempengaruhi perilaku merokok subjek uji, sedangkan pada populasi Papua, 

perilaku merokok tidak dipengaruhi oleh adanya alel *9.  

Kata Kunci: Polimorfi, gen sitokrom P450 2A6*9, Suku Thionghoa, Papua, Indonesia 

 

PENDAHULUAN 

Gen Sitokrom P450 2A6 (CYP2A6) merupakan gen yang mengekspresikan enzim CYP2A6. 

Enzim ini bertanggungjawab terhadap 70-90% metabolisme nikotin, suatu senyawa kimia 

yang dianggap paling bertanggungjawab terhadap timbulnya efek ketergantungan terhadap 

rokok(1). Enzim ini juga dapat mengaktivasi beberapa senyawa nitrosamin yang terdapat 
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dalam asap rokok menjadi senyawa alkil diazohidroksida, suatu DNA- alkylating agents, 

suatu senyawa yang bersifat karsinogen(2). 

Enzim CYP2A6 merupakan salah satu enzim sitokrom P450 yang diketahui memiliki bentuk 

polimorfi yang tinggi(3). Menurut Maggert (2012)(4), genetik polimorfisme didefinisikan 

sebagai variasi bentuk dari gen yang menghasilkan dua atau lebih varian dan masing-masing 

varian memiliki frekuensi yang cukup tinggi. Saat ini terdapat 80 jenis bentuk polimorfi 

CYP2A6 yang sudah berhasil diidentifikasi (https://www.pharmvar.org/gene/CYP2A6). 

Adanya polimorfisme CYP2A6 akan mempengaruhi aktivitas enzim pada metabolisme 

senyawa xenobiotik dalam tubuh, baik dengan menurunkan, menghilangkan atau 

meningkatkan aktivitas enzim(5). 

Bentuk polimorfi enzim CYP2A6 banyak ditemukan pada orang-orang Asia, dengan 

frekuensi alel nonaktif tinggi(6–8). Menurut Nakajima dan Yokoi (2005)(9) bentuk alel non 

aktif CYP2A6 pada populasi Asia adalah CYP2A6*4 (11-20%), CYP2A6*7 (4-7%), 

CYP2A6*9 (20%). Alel CYP2A6*9 merupakan alel yang mempunyai single-nucleotide 

polymorphism (SNP), metabolisme nikotin pada perokok yang memiliki alel CYP2A6*9 

akan mengalami penurunan dibandingkan dengan perokok yang mempunyai gen CYP2A6 

normal(10). Beberapa penelitian lain menyebutkan adanya alel CYP2A6*9 ini dapat 

menurunkan risiko terjadinya berbagaijenis penyakit kanker yang disebabkan oleh asap 

rokok(11–13). 

Frekuensi dan jenis alel suatu enzim yang mempunyai bentuk polimorfi sangat bervariasi 

diantara berbagai suku bangsa karena frekuensi dan jenis alel sangat dipengaruhi oleh faktor 

genetik. Indonesia merupakan salah satu negara kepulauan yang memiliki gugusan pulau 

terbesar dan terpanjang di dunia. Kondisi ini menyebabkan Indonesia memiliki tingkat 

keberagaman suku bangsa yang tinggi. Ras terbesar di Indonesia berasal dari ras Melayu 

Mongoloid, dimana salah satu suku bangsa dari ras ini adalah suku Thionghoa. Ras ini 

memiliki kulit yang lebih cerah dibanding suku yang lain. Ras berkulit gelap yang ada di 

Indonesia berasal dari ras Papua Melanezoid, dimana salah satu suku bangsa dari ras ini 

adalah suku Papua(14). Berdasarkan kondisi ini, maka penelitian ini bertujuan untuk melihat 

adanya polimorfi gen CYP2A6 diantara subjek uji bersuku Thionghoa dan Papua Indonesia. 

Jenis alel yang diteliti adalah alel CYP2A6*9. Metode yang digunakan untuk 

mengidentifikasi adanya alel CYP2A6*9 diantara subjek uji adalah Polymerase Chain 

Reaction (PCR). PCR merupakan metode molekuler untuk menggandakan potongan DNA 

hingga berjuta kali lipat dalam waktu yang relatif singkat. Metode ini mampu 

mengamplifikasi suatu fragmen gen pada templat DNA berdasarkan primer tertentu 

sehingga dapat dilakukan untuk mengidentifikasi suatu alel dalam sampel DNA(15). 

 

BAHAN DAN METODE 

Bahan 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Promega Go Taq Green Master Mix, 

primer forward 2A6*9S (5'-GATTCCTCTCCCCTGGAAC-3'), primer reverse 2A6*9AS-

wild type (5'-GGCTGGGGTGGTTTGCCTTTA-3'), FavorPrep TM Genomic DNA Mini Kit 

(Blood/Cultured Cell), Tris-Borate-EDTA Buffer (10x), gel agarose (Vivantis), Gel Red TM 

Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), VC 100bp Plus DNA marker (Vivantis), DNA loading 

dye (Vivantis), etanol 96% (Sigma Chemical Co., St. Louis), aqua bidestilata steril 

(Ikapharmindo). 

https://www.pharmvar.org/gene/CYP2A6
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Metode 

Penentuan subjek uji 

Subjek uji yang terlibat pada penelitian ini adalah perokok aktif yang berasal dari suku 

Thionghoa dan suku Papua Indonesia minimal sampai third degree relativies. Masing-

masing kelompok subjek uji berjumlah 30 subjek uji, berumur 20-40 tahun, sehat jasmani 

dan rohani, tidak sedang mengkonsumsi obat-obatan, serta bersedia menandatangani 

informed consent.  

Pengambilan sampel darah 

Sampel darah diambil dari pembuluh vena subjek uji dan ditampung dalam vacuumtainer 

yang berisi EDTA (1,8mg/mL darah). Darah segar yang diperoleh disimpan pada suhu ± 

4°C, sebelum dianalisis. Darah ini kemudian digunakan untuk identifikasi alel CYP2A6*1 

dan CYP2A6*4. 

Isolasi DNA dari sampel darah 

Ekstraksi DNA dari sampel darah dilakukan dengan metode salting-out menggunakan 

reagen FavorPrep TM Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell). Volume darah yang 

digunakan sebanyak 1,0 mL. Hasil isolasi DNA total disimpan pada suhu -20 °C.  

 Identifikasi alel CYP2A6*9 menggunakan metode PCR.  

Amplifikasi alel CYP2A6*9 dilakukan dengan mesin PCR (Thermal cycler Perkin Elmer 

2400) menggunakan Promega Go Taq Green Master Mix dimana kadar genomik DNA 

masing-masing larutan kira-kira 50 ng pada volume akhir 25 μL. Kondisi PCR digunakan 

adalah sebagai berikut: initial denaturasi pada suhu 95˚C (5’); dilanjutkan dengan denaturasi 

pada suhu 98˚C (20”); annealing pada suhu 64˚C (15”) dan ekstensi pada suhu 72˚C (30”). 

Siklus amplifikasi tersebut dilakukan sebanyak 25 kali dan selanjutnya diakhiri dengan final 

ekstensi pada suhu 72˚C (5’). Produk PCRdianalisis menggunakan elektroforesis. Alel 

CYP2A6*1 akan terdeteksi pada pita 368 bp, sedangkan adanya alel CYP2A6*9 tidak akan 

menghasilkan produk PCR.  

Analisis Hasil 

Besarnya frekuensi alel CYP2A6*9 pada masing-masing populasi dihitung menggunakan 

persamaan berikut: 

 

𝐹𝑟𝑒𝑘𝑢𝑒𝑛𝑠𝑖 =
𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑎𝑙𝑒𝑙

𝑗𝑢𝑚𝑙𝑎ℎ 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎𝑠𝑖
 𝑥 100% 

 

HASIL  

Subjek uji yang terlibat pada penelitian ini berasal dari suku Thionghoa dan Papua, masing-

masing suku berjumlah 30 orang perokok aktif, berumur antara 20-30 tahun, jumlah rokok 

yang dihisap (Cigarette per Day/CPD) antara 5-25 dengan lama merokok 5-10 tahun (Tabel 

1). Hasil isolat DNA dari sampel darah subjek uji berupa larutan yang jernih dan pada tahap 

identifikasi DNA menggunakan teknik elektroforesis menunjukkan adanya pita tunggal dan 

tebal dengan ukuran lebih dari 3000 bp (Gambar 1). Hal ini menunjukkan bahwa isolat yang 

dihasilkan murni, tidak tercemar oleh protein lain serta tidak terdegradasi. Oleh karena itu 
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isolat DNA yang diperoleh dapat digunakan untuk analisis gen CYP2A6*9 menggunakan 

metode PCR. 

Semua sampel DNA, baik pada populasi subjek uji Thionghoa maupun Papua, sebesar 100% 

sampel berhasil diamplifikasi dan menghasilkan produk PCR seperti yang dikehendaki 

(Gambar 2). Pada populasi Thionghoa, persentase subjek uji yang mempunyai gen 

CYP2A6*9 adalah sebesar 23,4%, sedangkan pada populasi Papua, gen CYP2A6*9 tidak 

ditemukan diantara subjek uji (Tabel 1). 

 

PEMBAHASAN 

Identifikasi gen CYP2A6 pada penelitian ini dilakukan dalam rangka studi polimorfisme gen 

CYP2A6 di Indonesia. Pemilihan alel CYP2A6*9 didasarkan adanya frekuensi alel slow 

metabolizer seperti CYP2A6*9 yang sangat tinggi pada populasi Asia, terutama pada 

populasi oriental(5). Gen CYP2A*9 merupakan gen CYP2A6 yang mengalami mutasi pada 

posisi TATA box (-48T>G), hal inilah yang menyebabkan penurunan aktivitas enzim 

CYP2A6(3).  

Subyek uji yang terlibat dalam penelitian ini merupakan perokok aktif yang berasal dari suku 

Thionghoa dan Papua (Tabel 1). CPD subjek uji dikelompokkan menjadi tiga, yaitu: light 

smokers (CPD: 1-10), intermediate smokers (CPD: 11-20) dan heavy smokers (CPD: 21-

30)(16). Jenis rokok yang dihisap adalah rokok filter putih yang mempunyai kandungan 

nikotin sebanyak 12 mg/batang rokok.  

Isolasi DNA dari sampel darah subjek uji dilakukan menggunakan reagen FavorPrep TM 

Genomic DNA Mini Kit. Hasil isolat DNA dari kedua kelompok subjek uji menunjukkan 

kemurnian yang tinggi, sehingga dapat digunakan untuk identifikasi gen CYP2A6*9 

menggunakan metode PCR. Penggunaan primer yang spesifik pada PCR dapat digunakan 

untuk mendeteksi adanya variasi genetik di dalam suatu populasi. Primer yang digunakan 

primer pada penelitian ini mengacu pada penelitian Yoshida (2003)(17), primer foward akan 

mengamplifikasi ekson 395 sampai 376 dan primer reverse mengamplifikasi ekson 48 

sampai 28 (Gambar 2). Primer ini hanya mampu menempel pada gen CYP2A6*1, oleh 

karena itu pada subjek uji yang mempunyai gen CYP2A6*9 tidak akan terbentuk produk 

PCR (Gambar 3). Adanya perbedaan 1 basa pada gen CYP2A6*9 terhadap gen CYP2A6 (-

48T>G) menyebabkan primer tidak dapat menempel pada subjek uji yang memiliki gen 

CYP2A6*9(3).  

Amplifikasi gen CYP2A6 menggunakan primer tersebut menghasilkan produk PCR yang 

berukuran 368-bp (Gambar 3). Hasil analisis produk PCR terhadap 30 sampel dari subjek 

uji Thionghoa menunjukkan bahwa sebanyak 7 orang subjek uji memiliki gen CYP2A6 

dengan frekuensi sebesar 23,4%. Hasil ini mendukung penelitian yang dilakukan oleh 

Raunio (2012)(5), dimana bentuk gen CYP2A6*9 banyak ditemukan pada populasi Asia, 

terutama pada populasi oriental. Gen CYP2A6*9 pada populasi Thionghoa tersebar pada 

perokok light smokers, intermediate smokers dan heavy smokers. Sedangkan pada 30 sampel 

yang berasal dari Papua, tidak ada subjek uji yang memiliki gen CYP2A6*9. Hasil ini 

menunjukkan bahwa adanya alel tidak aktif (CYP2A6*9) pada kedua kelompok subyek uji, 

tidak berpengaruh pada jumlah rokok yang dihisap. Hal ini konsinten dengan penelitian yang 

dilakukan oleh Kwon et al. (2001)(6) dan Gambier et al. (2005)(18) yang melaporkan tidak 

ada perbedaan yang signifikan antara status merokok dengan genotipe CYP2A6. Oleh 

karena itu dapat disimpulkan bahwa variasi genetik CYP2A6 hanya merupakan salah satu 
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faktor dari efek ketergantungan nikotin. Perilaku perokok selain dipengaruhi oleh faktor 

genetik juga dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain: faktor lingkungan dan sosial serta 

faktor psikologis(19,20). 

Enzim CYP2A6 selain berperan dalam metabolisme nikotin juga merupakan enzim yang 

bertanggungjawab pada aktivasi beberapa senyawa nitrosamin yang terdapat dalam 

tembakau serta metabolisme beberapa senyawa obat. Seseorang yang memiliki alel tidak 

aktif gen GYP2A6 tidak dapat mengaktivasi senyawa prokarsinogen yang terdapat dalam 

asap rokok utamanya senyawa TSNA(13). Beberapa obat juga dimetabolisme oleh enzim 

CYP2A6, adanya bentuk tidak aktif enzim ini akan menurunkan laju metabolisme obat, 

sehingga akan mengakibatkan penumpukan obat dalam darah dan secara tidak langsung akan 

menaikkan risiko penggunaan obat(21,22). Daigo et al. (2002)(23) menemukan bahwa pasien 

kanker lambung yang mempunyai status poor metabolizer CYP2A6 jika diberikan tegafur 

tidak mampu menghasilkan bentuk aktif metabolit obat pada konsentrasi yang cukup tinggi, 

sehingga efek terapi yang diharapkan tidak tercapai. Oleh karena itu pengetahuan tentang 

polimorfisme enzim ini menjadi sangat penting, utamanya pada studi metabolisme beberapa 

senyawa toksik maupun senyawa karsinogen serta metabolisme senyawa obat. 

 

KESIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat disimpulkan bahwa: 

Frekuensi gen CYP2A6*9 diantara subjek uji suku Thiongho yang diteliti ditemukan sebesar 

23,4%. Diantara subjek uji suku Papua yang diteliti tidak ditemukan adanya gen CYP2A6*9. 

Adanya gen CYP2A6*9 diantara kedua kelompok subjek uji tidak mempengaruhi jumlah 

rokok perhari yang dihisap oleh subjek uji. 
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Gambar dan Tabel 

 

 

Gambar 1. Hasil analisis kualitatif isolat DNA menggunakan teknik elektroforesis.  

M: Marker (100 bp DNA Ladder Geneaid); 1-7: Isolat DNA dari sampel darah subjek 

uji. (Kondisi Elektroforesis: Fase diam Agarose 1%; Fase Gerak larutan TBE 0,5%; 

Kecepatan 100V/cm; Vol. Injeksi 5 µL)  

 

Alel CYP2A6*1  

Primer forward 5'  

5’                                       3’ 

GATTCCTCTCCCCTGGAAC                             TAAAGGCAAACCACCCCAGCC  

CTAAGGAGAGGGGACCTTG                              ATTTCCGTTTGGTGGGGTCGG 

                                        5’                                        3’ 

                                                                      Primer reverse 

Gambar 2. Situs penempelan primer pada sekuen CYP2A6*1 

 

 

Gambar 3. Identifikasi Produk PCR alel CYP2A6*9 menggunakan tehnik 

elektroforesis.  
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M: Marker (100 bp DNA Ladder Geneaid); 1-8: Produk PCR subjek uji.  

(Kondisi Elektroforesis: Fase diam Agarose 1%; Fase Gerak larutan TBE 0,5%; 

Kecepatan 100V/cm; Vol. Injeksi 5 µL) 

Tabel 1. Karakteristik Subjek Uji  

 

Karakteristik 
Suku 

Thionghoa Papua 

Jumlah (orang) 30 30 

Umur (th): 

Mean  SD 

Range 

 

21,9± 2,16  

20-30 

 

23,33 ± 2,53 

20-28 

CPD : 

Mean  SD 

Range 

 

12,96 ± 4,80  

5-25 

  

10,30 ± 6,22 

3-24 

  

Lama merokok (th): 

Mean  SD 

Range 

 

5,8 ± 1,17  

5-8 

 

8,03 ± 3,2 

5-18 

 

 

Tabel 2. Frekuensi Gen CYP2A6*9 pada Populasi Thionghoa dan Papua 

Subjek Uji (n = 30) Frekuensi CYP2A6*9 

(%) 

Frekuensi CYP2A6*1 

(%) 

Thionghoa 23,4 76,6 

Papua 0 100 

 

  


