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Abstrak

Mitokondria, organel sel yang menghasilkan energi dalam bentuk ATP melalui sistem respirasi, memiliki
DNA tersendiri (mtDNA) yang rentan terhadap mutasi karena tingginya laju replikasi. Mutasi pada mtDNA
dapat menyebabkan penyakit mitokondria. Kajian ini merinci karakteristik mutasi mtDNA, penyakit
mitokondria, dan kajian in silico mutasi tersebut. Disfungsi mitokondria dipicu oleh serangan radikal bebas
dan mutasi mtDNA, yang dapat mengakibatkan penurunan produksi ATP dan kerusakan oksidatif pada
mitokondria. Penyakit mitokondria seperti diabetes, MELAS, LHON, MERRF, dan MIDD disebabkan oleh
mutasi spesifik pada mtDNA. Penelitian in silico menggunakan simulasi dinamika molekuler, seperti
mutasi T15663C dan A3243G serta mutasi lainnya yang dibahas pada kajian ini, membantu memahami
dampak mutasi pada struktur dan fungsi mtDNA. Kajian tentang mutasi mtDNA yang terus berkembang
penting untuk pengembangan metode diagnostik dan terapeutik. Simulasi penelitian menggunakan metode
in silico diharapkan dapat menjadi alat diagnostik untuk mutasi yang terkait dengan sistem transfer elektron
dan translokasi proton dalam penyakit mitokondria.

Kata kunci: In siliko, DNA Mitokondria, Mutasi, Penyakit Mitokondria

PENDAHULUAN

Penyakit mitokondria adalah kelompok penyakit akibat penurunan fungsi atau
bahkan disfungsi mitokondria, organel sel yang bertanggung jawab atas produksi energi
seluler. Penyakit mitokondria dapat memiliki gejala yang bervariasi dan muncul pada
berbagai organ dan sistem tubuh. Gejala umum meliputi gangguan neurologis, gangguan
otot, gangguan pencernaan, gangguan penglihatan, gangguan jantung, dan gangguan
sistem saraf pusat. Penyakit mitokondria seringkali sulit untuk didiagnosis karena
gejalanya yang beragam dan serupa dengan banyak kondisi lain (Russell et al., 2020;
Schapira, 2006).

Salah satu penyebab penyakit mitokondria adalah adanya mutasi DNA mitokondria
(Kimetal., 2011; Wei & Lee, 2003). DNA mitokondria mengandung sejumlah gen yang
mengodekan protein-protein penting yang terlibat dalam proses produksi energi adenosin
trifosfat (ATP) dalam proses rantai respirasi. Mutasi dalam gen-gen ini dapat mengubah
struktur atau fungsi protein-protein tersebut. Mutasi dalam gen mitokondria dapat
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menghambat atau merusak rantai respirasi, mengganggu produksi ATP, dan mengurangi
ketersediaan energi bagi sel (Pieczenik & Neustadt, 2007). Kekurangan energi seluler
yang disebabkan oleh gangguan mitokondria dapat memiliki dampak jangka panjang
pada berbagai organ dan sistem tubuh. Organ-organ yang memerlukan energi tinggi,
seperti otak, otot, dan jantung, sering kali terpengaruh dengan signifikan (Annesley &
Fisher, 2019).

Sampai saat ini, manajemen diagnostik tingkat molekul masih kurang dilakukan.
Hal ini dikarenakan kompleksitas DNA mitokondria serta variabilitas fenotipe penyakit
yang diekspresikannya menyebabkan belum ditemukan manajemen terapi yang efektif
(Yarham et al., 2010). Keterlibatan dari banyak sistem organ yang berbeda menunjukkan
bahwa terapi yang efektif untuk satu organ, masih memungkinkan perkembangan
penyakit pada organ lainnya (Gorman et al., 2016).

Informasi mengenai mekanisme molekular pengaruh mutasi sangat penting untuk
digunakan dalam pengembangan metode diagnostik maupun terapeutik (Binder, 2017;
Csosz et al., 2017). Kajian secara molekular pada tingkat atomik untuk mengungkap
mekanisme molekular dan interaksi yang terjadi dapat dilakukan dengan kajian in-silico
berupa simulasi dinamika molekul (MD). Metode ini mampu mengungkap interaksi suatu
sistem pada resolusi spatiotemporal yang tidak dapat dilakukan oleh metode lain
(Rovcanin et al., 2020).

GENOM MITOKONDRIA

DNA mitokondria memiliki 37 gen yaitu 2 gen rRNA (1 gen rRNA 12S dan 1 gen
rRNA 16S), 22 gen tRNA (1 gen untuk masing-masing asam amino berjumlah 20 dan
tambahan 1 gen tRNAM serta 1 gen tRNAS®"), dan 13 gen yang mengkode protein dari
78 protein yang berperan dalam proses respirasi. 13 gen yang dimaksud adalah 7 gen yang
mengkode subunit kompleks | NADH Dehidrogenase (ND1 hingga ND6), 1 gen yang
mengkode subunit kompleks I11 sitokrom b, 3 gen yang mengkode subunit kompleks 1V
sitokrom oksidase (COI, COll, dan COIII), dan 2 gen yang mengkode subunit kompleks
V ATP Sintase yaitu ATP6 dan ATP8 (Annesley & Fisher, 2019).

Selain daerah gen pengkode, terdapat juga daerah pengontrol pada mtDNA yang
tidak mengkode protein apapun (non coding region). Daerah tersebut disebut sebagai
displacement loop (D-loop). D-loop merupakan struktur beruntai tiga (triple stranded)
yang terdiri dari 1.122 pasang basa (16024-00575). D-loop mempunyai titik asal replikasi
rantai H (On) dan 2 promoter utama untuk untai H dan L (P dan Pp). Transkripsi MtDNA
diinisiasi dari dua promoter yang ada di daerah D-loop yaitu Py dan Py, transkripsi
berjalan mengelilingi mtDNA sehingga membentuk RNA yang polisistronik (Susmiarsih,
2010).
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Gambar 1 Genom mitokondria manusia. Rantai bagian luar adalah rantai H (Heavy
Chain) dan rantai bagian dalam adalah rantai L (Light Chain) (Anderson et
al., 1981). Gen-gen mtDNA yaitu ND, CO, sitokrom oksidase, sitokrom b
(cyt b), ATP sintatase, dua rRNA 12S dan 16s, tRNA (Kogelnik, 1996).

D-loop merupakan daerah kontrol utama ekspresi mtDNA dan berfungsi sebagai
promoter utama transkripsi (Li et al., 2016). Di daerah D-loop terdapat dua daerah yang
sangat bervariasi yaitu hypervariable region 1 (HVR1) dan hypervariable region 2
(HVR2) (Satiyarti dkk., 2020). Daerah ini tidak menyandi gen tertentu, namun telah
diketahui berperan penting pada studi populasi (Nicholls & Minczuk, 2014).

Salah satu karakteristik dari mtDNA adalah memiliki laju replikasi yang tinggi.
Laju replikasi tersebut menyebabkan mtDNA rentan terserang oleh radikal bebas
(Pieczenik & Neustadt, 2007). Akibat gangguan dari luar berupa radikal bebas tersebut,
matriks mitokondria banyak menghasilkan mutagen selama proses fosforilasi oksidatif
dan transfer elektron. DNA mitokondria yang tidak memiliki histon menyebabkan ia tidak
terlindungi dari pembentukan mutagen. kesalahan replikasi tidak dapat diperbaiki karena
DNA polimerase y tidak mempunyai aktivitas proofreading untuk mengoreksi kesalahan
replikasi tersebut (Satiyarti dkk., 2020). Hal ini menyebabkan laju mutasi mtDNA sangat
tinggi Laju mutasi mtDNA 10-17 kali laju DNA inti (Taylor & Turnbull, 2005).

Mutasi baik di mtDNA ataupun di DNA inti akan menyebabkan kelainan dan
disfungsi pada mitokondria. Kelainan dan disfungsi mitokondria menyebabkan penyakit
mitokondria. Penyakit mitokondria yang disebabkan mutasi secara spesifik dijelaskan
sebagai suatu penyakit yang mengganggu sistem fosforilasi oksidatif (Taylor & Turnbull,
2005). Meskipun penyakit mitokondria disebabkan mutasi mtDNA yang tinggi,
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kerumitan tersebut relatif mudah diamati karena ukuran mtDNA yang kecil (DeBalsi et
al., 2017).

PENYAKIT MITOKONDRIA

Penyakit mitokondria merupakan kelainan mitokondria yang disebabkan perubahan
struktur dan fungsi mitokondria. Disfungsi ini disebabkan oleh penurunan fungsi
kompleks enzim respirasi dan menghambat reaksi fosorilasi oksidatif (OXPHOS) dalam
pembentukan ATP. Selain itu, disfungsi mitokondria juga disebabkan adanya serangan
radikal bebas reactive oxygen species (ROS) pada berbagai jaringan (Kim et al., 2011;
Wei & Lee, 2003). Sebagian oksigen yang masuk ke dalam sel, dipakai oleh mitokondria
untuk diubah menjadi spesi oksigen reaktif atau ROS. ROS akan ditangkap oleh
mekanisme pertahanan antioksidan. Mekanisme pertahanan tersebut diantaranya enzim
superoksida dismutase (SOD), glutasi peroksidase (GPx) dan katalase (CAT).
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Gambar 2 Siklus radikal bebas pada penyakit mitokondria (Maksum, 2018). Penuaan
terjadi karena adanya penurunan yang signifikan terhadap fungsi
bioenergetika sel. Penuaan dan penyakit mitokondria akan terbentuk pada
jaringan yang terserang oleh ROS (Wei & Lee, 2003).

Selain itu, mekanisme pertahanan tersebut dibantu dengan molekul antioksidan seperti
vitamin C dan vitamin E (Bhatti et al., 2017). Dalam kondisi normal, ROS yang berlebih
dibatasi dalam mitokondria untuk melindungi organel sel dari serangan oksidasi melalui
reaksi enzimatik maupun nonenzimatik. Di sisi lain, jika mekanisme pertahanan tidak
mampu lagi menangani kelebihan ROS maka ROS akan menyerang protein, DNA dan
lipid di dalam mitokondria (Beckman & Ames, 1999).

ROS berlebih merusak fungsi enzim dalam rantai respirasi seperti pemutusan rantai
dan modifikasi basa. Selain itu, ROS yang menyerang mtDNA menyebabkan mtDNA
mengalami mutasi yang kemudian akan ditranslasi dan transkripsi menjadi protein tidak
normal. Protein tidak normal tersebut berpartisipasi dalam sistem transport elektron
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(ETC) dan juga membuatnya menjadi tidak normal. Proses tersebut bukan hanya
menyebabkan berkurangnya sintesis ATP tetapi juga akan menghasilkan lebih banyak
ROS dan meningkatkan kerusakan oksidatif pada biomolekul lain di dalam mitokondria.
Pada akhirnya, proses ini menyebabkan disfungsi mitokondria, mengurangi biogenesis
mitokondria dan berbagai kondisi patologis seperti penuaan, berbagai penyakit
metabolik, dan gangguan neurodegeneratif (Ide et al., 1999; James & Murphy, 2002).

Disfungsi mitokondria terjadi di berbagai jaringan. Jaringan yang mengalami
disfungsi mitokndria di antaranya jaringan neuromaskular yang menyebabkan penyakit
demensia, ataksia, miopati, dan lainnya. Jika disfungsi mitokondria terjadi di jantung
maka akan menyebabkan kardiomiopati sedangkan jika terjadi di sel pangkreas maka
akan menyebabkan penyakit diabetes melitus (Russell et al., 2020). Beberapa penyakit
mitokondria adalah sebagai berikut.

MELAS. Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-like Episodes
(MELAS) merupakan penyakit gangguan metabolisme dalam mitokondria. Gejala
MELAS ditandai dengan penumpukan asam laktat, sakit kepala disertai mual dan muntah
yang mirip dengan migrain, epilepsi, dan stroke-like episodes (Tetsuka et al., 2021).
Gejala lain yang biasa ditunjukkan adalah gangguan penglihatan hingga kebutaan
sebagian akibat adanya kerusakan pada jaringan otak yang berkaitan dengan penglihatan
(Fan et al., 2021).

Penyebab MELAS belum dipahami secara lengkap sampai saat ini. Saat ini ada
total 63 mutasi MtDNA yang berkaitan dengan fenotip MELAS. 14 mutasi terletak di gen
pengode polipeptida dan 12 lainnya terletak di gen pengode tRNA dan rRNA. Titik
mutasi terbanyak terjadi pada ND5 (11 mutasi), tRNA (10 mutasi) dan ND1 (9 mutasi)
(https://www.mitomap.org, 2023).

LHON. Leber’s Hereditary Optic Neuropathy (LHON) merupakan penyakit dengan
karakteristik gangguan pusat penglihatan subakut dan akut (Devi et al., 2021; Engvall et
al., 2021). LHON muncul akibat kerusakan pada sel ganglia retina dan aksonnya.
Penyebab LHON akibat adanya mutasi pada mtDNA. Saat ini mutasi yang terlaporkan
ada sekitar 152 mutasi, 14 diantaranya terjadi pada gen pengkode tRNA dan rRNA dan
138 lainnya terjadi pada gen pengkode polipeptida (https://www.mitomap.org, 2023).

MERRF. Myoclonic Epilepsy and Ragged Red Fibres (MERRF) merupakan
penyakit mitokondria multisistem dengan gejala awal berupa myoclonus yang kemudian
diikuti dengan gejala lain seperti ataksia, epilepsi, lemah dan demensia serta ragged red
fibers pada biopsi otot (Finsterer, 2019). Saat ini MERRF diketahui disebabkan karena
adanya mutasi mtDNA vyaitu pad gen pengkode tRNA sebanyak 12 mutasi. Mutasi
tRNAY merupakan mutasi yang paling banyak terjadi sekitar 50% dari seluruh mutasi
penyebab MERFF (https://www.mitomap.org, 2023).

MIDD. Maternally Inherited Diabetes and Deafness (MIDD) merupakan salah satu
penyakit mitokondria yang juga disebabkan karena adanya mutasi pada DNA
mitokondria. Salah satu tipe penyakit ini adalah diabetes melitus. Mutasi DNA
mitokondria sangat mungkin menjadi penyebab penyakit diabetes melitus. Diabetes
melitus berhubungan erat dengan sekresi insulin di sel p-pengkreas sebagai respon
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terhadap masuknya glukosa dan nutrien lain. Mutasi gen mitokondria dapat merusak
produksi ATP sehingga menghambat sekresi insulin (Ding et al., 2021; Wahid, 2020).

MUTASI DNA MITOKONDRIA

DNA mitokondria meiliki laju mutasi yang tinggi jika dibandingkan dengan DNA
inti (Dabravolski et al., 2022). Ada beberapa penjelasan yang mengarah ke mekanisme
mutasi tersebut. Pertama, ROS saat ini dipastikan sebagai faktor utama mutasi mtDNA.
Akumulasi mutasi lebih lanjut menyebabkan disfungsi mitokondria yang lebih parah dan
bahkan produksi ROS yang lebih tinggi, sehingga membentuk suatu lingkaran setan
(Kowalska et al., 2020). Kedua, sistem perbaikan DNA mitokondria tidak begitu efisien
dibandingkan dengan sistem DNA inti (DeBalsi et al., 2017). Selain itu, mtDNA tidak
dilindungi oleh protein histon, sehingga lebih mudah diserang oleh radikal bebas.
Akhirnya, mutasi pada polimerase y (POLG), yang bertanggung jawab untuk replikasi
mtDNA adalah penyebab dari gangguan mitokondria yang dapat diwariskan (Rahman &
Copeland, 2019).

Kajian tentang mutasi DNA mitokondria yang tinggi ini cukup rumit tetapi mudah
diamati karena ukuran mtDNA yang pendek. Perkembangan mutasi mtDNA dapat dilihat
pada bank data MITOMAP beserta penyakit mitokondria. Pada bank data MITOMAP
menunjukkan jumlah mutasi yang terjadi di gen pengkode polipeptida, tRNA, dan
noncoding region.

Salah satu mutasi yang terjadi pada gen pengkode subunit ND1 adalah mutasi titik
G3316A. Mutasi ini terjadi pada nukleotida 3316 dengan perubahan posisi G menjadi A.
Perubahan ini sangat signifikan karena merubah kode genetik GCC yang mengkode asam
amino alanin menjadi ACC yang mengkode asam amino treonin. Perubahan asam amino
pada subunit ND1 akan mengganggu ikatan antara sisi pengikatan Flavin
Mononukleotida (FMN) dengan asam amino didekatnya, sehingga FMN akan mudah
lepas. Akibatnya, akan mengganggu aktivitas FMN dalam membawa elektron untuk
mereduksi ubiquinol menjadi ubiquinon. Selain itu juga akan mengganggu fungsi FMN
sebagai pembawa proton untuk sintesis ATP (Maksum, 2020). Mutasi G3316A juga
ditemukan pada penderita katarak (Maksum et al., 2010). Mutasi ini juga akan
menyebabkan berkurangnya sintesis ATP yang dapat mengganggu fungsi sel dan juga
lensa mata. Kejernihan lensa mata tidak dapat dipertahankan karena kurangnya ATP
untuk mengembalikan protein yang terdenaturasi ke keadaan normalnya (Bagchi et al.,
2002; Horwitz, 2003).

Selain mutasi di ND1, masih banyak lagi mutasi yang telah dikonfirmasi
menyebabkan berbagai penyakit. Contoh mutasi terjadi beserta fenotipnya diantaranya
titik G3959A (Lin et al., 2014) dan G3946A (Danhelovska et al., 2020) yang dapat
menyebabkan penyakit Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-like
Episodes (MELAS), T10609C dan C10676G yang dapat menyebabkan penyakit diabetes
melitus (Destiarani et al., 2020), T3271C (Bulduk et al., 2020) dan A8315C (Stufkova et
al., 2022) yang dapat menyebabkan penyakit Myoclonic Epilepsy and Ragged Red Fibres
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(MERRF), A3243G (Maksum et al., 2013) dan T12338C (Jiang et al., 2022) yang dapat
menyebabkan penyakit Maternally Inherited Diabetes and Deafness (MIDD).

KAJIAN INSILICO MUTASI DNA MITOKONDRIA

Informasi mengenai mekanisme molekular pengaruh mutasi sangat penting untuk
digunakan dalam pengembangan metode diagnostik maupun terapeutik (Binder, 2017;
Csosz et al., 2017). Kajian secara molekular pada tingkat atomik untuk mengungkap
mekanisme molekular dan interaksi yang terjadi dapat dilakukan dengan kajian in-silico
berupa simulasi dinamika molekul (MD). Metode ini mampu mengungkap interaksi suatu
sistem pada resolusi spatiotemporal yang tidak dapat dilakukan oleh metode lain
(Rovcanin et al., 2020).
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Gambar 3 Simulasi MD untuk mutasi G3635A yang terjadi pada mtND1 Perubahan
dalam struktur dan stabilitas ND1. (A) struktur protein wild-type (S110,
biru) dan mutan (N110, kuning) pada akhir simulasi. (B) Interaksi
elektrostatik yang terbentuk antara Ser110 dan Glul43 pada protein wild-
type (biru) dan antara Asn110 dan Tyr114 pada protein mutan (kuning). (C)
Perkembangan waktu nilai RMSD dari semua atom Co untuk protein Wild-
Type (garis hitam) dan protein mutan (garis merah). (D) Analisis Western
blot.

Kajian in silico telah dilakukan untuk mutasi titik G3635A. Mutasi ini terjadi pada
gen pengkode ND1. Mutasi ini ditemukan pada penderita LHON. Secara in-silico
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ditemukan bahwa perubahan G ke A pada posisi 3635 menyebabkan mengubah struktur
dan fungsi ND1 dan akhirnya menyebabkan penurunan fungsi subunit kompleks I (Jin et
al., 2021).

Kajian in-silico juga sudah dilakukan untuk mutasi titik A3243G. Mutasi ini terjadi
pada gen pengkode tRNA"®“(YYR) Mutasi ini ditemukan pada penderita diabetes. Secara
in-silico ditemukan bahwa perubahan A ke G pada posisi 3243 menyebabkan tRNA
membentuk suatu dimer. Bentuk dimer ini diduga akan mempengaruhi proses aminosilasi
sehingga membentuk suatu protein prematur (Maksum et al., 2022).
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Gambar 4 Simulasi Dinamika Molekul mutasi titik A3243G (a) struktur natif dan (b)
struktur mutan

Kajian in silico mutasi T15663C juga telah dilakukan dan diperoleh hasil bahwa
mutasi menurunkan stabilitas struktur cytb. Selain itu, mutasi ini mempengaruhi interaksi
antara residu histidin dan Fe-heme yang terkait dengan fungsi transfer elektron sehingga
menghambat transfer elektron heme pada rantai respirasi kompleks I11 dan menyebabkan
defisiensi ATP, yang berhubungan dengan kegagalan sekresi insulin pada sel f-pankreas
dan penurunan fungsi renaturasi protein pada lensan (Maksum, 2020).

Dari beberapa kajian in-silico mutasi DNA mitokondria masih belum banyak
membahas hingga tingkat pengaruhnya terhadap trasfer elektron. Padahal proses transfer
elektron adalah jalur utama dalam rantai respirasi untuk menghasilkan ATP dalam
mitokondria (Hahn & Zuryn, 2019). Penyebab hal ini adalah ukuran protein yang sangat
besar sehingga kurang memungkinkan jika dilakukan simulasi mekanika kuantum. Salah
satu solusi untuk mengatasi masalah tersebut adalah dengan menggunakan metode hybrid
antara mekanika kuantum dan mekanika molekul atau dikenal dengan metode Quantum
Mechanic/Molecular Mechanic (QM/MM) (Groenhof, 2013).
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Gambar 5 Simulasi QM/MM proses deaktivasi kompleks I mitokondria.

Simulasi dengan metode QM/MM untuk kompleks | pernah dilakukan untuk jenis
protein wild type. Penelitian tersebut menyelidiki tentang perbedaan protein dalam
kondisi aktif dan tidak aktif. Kondisi tidak aktif disebabkan karena adanya perubahan
konformasi subunit ND1, ND3 dan ND6. Hasil simulasi menunjukkan bahwa pada
kondisi aktif, terjadi proses transfer elektron antara dua residu asam amino Asp66ND3
dan Glu34NDA4L. Reaksi transfer proton ini dihalangi ketika pada kondisi tidak aktif,
karena adanya perubahan rotasi heliks TM3ND6 yang mencegah konektivitas protonik
antara Asp66ND3 dan Glu34ND4L (Ropke et al., 2021).

KESIMPULAN

Metode insiliko dapat memberikan informasi mekanisme molekular suatu mutasi
terhadap suatu penyakit. Informasi mengenai mekanisme molekular pengaruh mutasi
sangat penting untuk digunakan dalam pengembangan metode diagnostik maupun
terapeutik. Metode ini mampu mengungkap interaksi suatu sistem pada resolusi
spatiotemporal yang tidak dapat dilakukan oleh metode lain.
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