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Ringkasan: Latar Belakang: Stunting  dengan
prevalensi 24% pada anak Indonesia berkaitan dengan
kekurangan donor metil yang mengatur ekspresi gen
pertumbuhan melalui metilasi DNA gen IGF2.
Tujuan: Mengevaluasi perbedaan metilasi DNA gen
IGF2 pada anak stunting sebagai penanda biologis.
Metode: Studi case-control retrospektif melibatkan 46 anak
usia 3-5 tahun (23 stunting, 23 normal) di Pandeglang,
Banten. DNA darah tepi dianalisis menggunakan
Methylation Specific PCR dengan kit CpG WIZ H19-
IGF2. Analisis statistik menggunakan uji Kruskal-Wallis.
Hasil: Metilasi DNA gen IGF2 lebih tinggi pada anak
stunting (median 22% vs 17,83%, p>0,05) namun tidak
bermakna statistik. Metilasi bermakna lebih tinggi pada
anak laki-laki (median 28,68% vs 14,80%, p=0,04).
Simpulan: Metilasi DNA gen IGF2 berpotensi menjadi
penanda biologis stunting, terutama pada anak laki-laki.
Saran: Diperlukan penelitian lanjutan dengan sampel
lebih besar untuk mengeksplorasi mekanisme molekuler
stunting.

Abstrack : Background: Stunting with a prevalence of 24%
in Indonesian children is related to a deficiency of methyl donors
that regulate the expression of growth genes through DIN.A
methylation of the IGF2 gene. Objective: To evalnate
differences in DINLA methylation of the IGF2 gene in stunted
children as a biological marker. Methods: A retrospective case-
control study involved 46 children aged 3-5 years (23 stunted, 23
normal) in Pandeglang, Banten. Edge blood DNA was analyzed
using Methylation Specific PCR with a WI1Z H19-1GF2 CpG
kit. Statistical analysis using the Kruskal-Wallis test. Results:
DNA methylation of IGE2 gene was higher in stunted children
(median 22% vs 17.83%, p>0.05) but not statistically
significant. Methylation was significantly higher in boys (median
28.68% vs 14.80%, p=0.04). Conclusion: DN.A
methylation of the IGF2 gene has the potential to be a biological
marker of stunting, especially in boys. Suggestion: Further
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research with larger samples is needed to explore the molecular
mechanisms of stunting.

PENDAHULUAN

Stunting atau tinggi badan anak tidak sesuai umur masih merupakan tantangan kesehatan di
Indonesia. Di Indonesia prevalensi stunting mencapai 24% pada anak usia dibawah 2 tahun (Laksono
et al., 2022). Kondisi ini umumnya disebabkan oleh kekurangan gizi kronis, infeksi berulang, dan
stimulasi psikososial yang tidak memadai selama seribu hari pertama kehidupan, sehingga berdampak
pada fungsi kognitif, performa pendidikan, dan produktivitas di masa dewasa (Siregar & Gurning,
2023). Untuk mempelajari mekanisme biologi molekuler perlu dikembangkan metode deteksi metilasi
yang mudah dilakukan di negara berkembang dimana stunting masih merupakan masalah nasional.
Keberadaan stunting adalah indikasi asupan gizi yang kurang secara kronis yang berdampak kepada
keterlambatan pertumbuhan, kecerdasan, dan kerentanan mengalami penyakit seperti infeksi dan
obesitas. Meskipun kekurangan gizi pada 1000 hari pertama adalah salah satu faktor yang sudah
diketahui luas, mekanisme terjadinya stunting akibat malnutrisi kronis masih belum banyak diketahui
(de Onis & Branca, 2016).

Dalam proses pertumbuhan janin dalam kandungan, ekspresi gen yang bertanggungjawab
terthadap pertumbuhan sangat tergantung dari jumlah asupan nutrisi mikro seperti kandungan donor
metil. Donor metil yang ditemukan dalam asam folat misalnya diperlukan dalam upaya janin melakukan
regulasi ekspresi gen yang dikenal dengan proses epigenetic (Ramos-Lopez et al., 2019). Donor metil
akan di inkorporasi ke dalam susunan DNA janin dan akan mempengaruhi regulasi atau tingkat
ekspresi gen pertumbuhan. Ekspresi gen IGF2 atau Insulin Growth Factor 2 ditengari berperan dalam
pertumbuhan. Metilasi pada situs DNA yang menyandi IGF2 pada lokus DMR (differential methylated
region) bisa mengatur tingkat ekspresi gen IGFR2 (Bouwland-Both et al.,, 2013). Beberapa studi
menunjukkan bahwa tingkat asupan bisa mempengaruhi metilasi pada IGF2 seperti studi kelaparan di
Belanda (Tobi et al., 2012; Vaiserman & Lushchak, 2021), dan Cina (Shen et al., 2019).

Hingga kini belum diketahui hubungan kausalitas antara metilasi DNA dengan stunting. Apabila
hubungan antara metilasi dengan stunting bisa dievaluasi secara mudah maka upaya pencegahan
stunting bisa lebih presisi karena metilasi DNA erat hubungannya dengan asupan yang bisa diperbaiki
dengan intervensi nutrisi. Tujuan penelitian ini, Untuk mengevaluasi hubungan antara metilasi DNA
pada gen IGF2 yang berfungsi dalam pertumbuhan, kami melakukan studi pendahuluan dengan
mendeteksi tingkat metilasi pada DNA darah dari kelompok anak normal dan anak stunting
dibandingkan dengan menggunakan metode MSP (Mezhylation Specific PCR) (Tedjokusumo et al., 2021).
Hingga kini belum ada studi metilasi DNA IGF2 di Indonesia dalam konteks stunting.

METODE

Jenis Penelitian

Desain penelitian ini adalah preliminary study case-control retrospective dari kohort penelitian
sebelumnya di desa lokus stunting Pandeglang Banten (Surono et al., 2021) dan telah mendapatkan
persetujuan dari kaji etik Universitas YARSI No. 004/KEP-UY/BIA/1/2020.

Lokasi dan Waktu Penelitian

Proses ekstraksi DNA, analisa metilasi DNA dilakukan di Universitas YARSI di tahun 2023.
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Pengumpulan Data

DNA dari darah anak normal (N=23) dan stunting (N=23) dickstraksi dan diperlakukan
konversi bisulfit sebelum dilakukan MSP (wethylation specific PCK). Setelah konversi bisulfit, DNA
diamplifikasi dengan primer paternal dan primer maternal sesuai instruksi dari kit CpG WIZ H19-
IGF2 amplification kit (Merck Milipore, USA) dengan thermal cycler MyGo. Data persentase metilasi
dihitung dengan rumus kuantifikasi citra produk PCR primer paternal dibagi dengan total kuantifikasi
citra produk PCR primer paternal dan produk PCR primer maternal sebagaimana yang dilakukan
sebelumnya (Tedjokusumo et al., 2021).

Pengolahan dan Analisis Data
Sebelum diolah lebih lanjut, data persentase metilasi IGF2 dicek normalitasnya. Karena distribusi

data persentase metilasi tidak normal, maka perbandingan persentase metilasi IGF2 antar variabel
menggunakan uji Kruskal Wallis. Nilai P kurang dari 0,05 berarti bermakna secara statistik.

HASIL

Tabel 1. Demografi anak yang diperiksa

Variabel Normal (N=23) Stunting (N=23)
Jenis Kelamin
Laki-laki 15 15
Perempuan 8 3
Rentang usia bulan 36-67 35-60

Terlihat di Tabel 1, tidak ada perbedaan bermakna jumlah atau proporsi jenis kelamin dan rentang
usia antara kelompok anak normal dan anak stunting. Amplifikasi PCR menggunakan primer paternal
(P untuk deteksi sekuen yang termetilasi) dan primer maternal (M untuk deteksi sekuen yang tidak
termetilasi) berhasil dilakukan seperti yang terlihat di Grafik 1. Citra dari produk PCR primer paternal
dan primer maternal dikuantifikasi untuk mendapatkan persentase metilasi yang terangkum di Tabel 2.

PN 43 PS 40
[ | [

Control Control
500 ng 250 ng 150 ng DNA 500 ng 250 ng 150 ng DNA NTC

\
3|=NCAPE

Ket :

M : Maternal primer

P : Paternal primer

Control DNA adalah DNA sampel yang tidak di konversi bisulfit

Grafik 1. Produk PCR pada metilasi alel paternal (P) dan maternal (M) Gen IGF2 pada
kelompok anak normal (PN) dan anak stunting (PS)
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Tabel 2. Persentase Metilasi DNA Gen IGF2 pada kelompok anak stunting dan normal

Variabel Rerata SD Median IQR25% IQR75% Nilai P
Status

Normal 21,50% 4,60% 17,83% 6,30% 24.30% >0,05
Stunting 26,16% 5,80% 22,00% 11,70% 39,50%

Jenis Kelamin

TLaki-laki 28,68% 5,15% 22.94% 13,50% 34,50% 0,04
Perempuan 14,80% 3,79% 12,84% 1,90% 22%

* Uji Kruskal-Wallis persentase metilasi DNA antara kelompok anak normal dan kelompok stunting, Nilai P
Sig (2 -tailed) = < 0,05 ; IQR interquartile range

Berdasarkan Tabel 2, nilai median metilasi DNA pada gen IGF2 ditemukan sebesar 22% di DNA
darah anak stunting sedangkan pada anak normal median metilasinya 17,83%, nilai (p >0.05) dimana
perbedaan tidak bermakna secara statistik. Menariknya, metilasi DNA IGF2 ditemukan lebih tinggi
pada anak laki-laki dibanding perempuan yang bermakna secara statistik (median 28,68% vs 14,80%,
nilai p 0,04).

PEMBAHASAN

Data pemeriksaan metilasi gen IGF2 menunjukkan persentase metilasi yang lebih tinggi pada
kelompok anak stunting daripada anak normal meskipun tidak bermakna secara statistik. Pengaturan
ckspresi gen IGF2 melalui proses metilasi cukup kompleks karena lokasi sekuen DNA yang termetilasi
berada di belakang gen IGF2 yaitu di lokasi sekuen dari gen H19. Di masa awal pertumbuhan embrio,
sekuen gen H19 di alel IGF2 maternal tidak mengalami metilasi sehingga lokasi tersebut bisa diikat
oleh protein insulator CTCF (Yang et al., 2003). Pengikatan sekuen yang tidak termetilasi oleh CTCF
menghambat proses ekspresi gen IGF2. Akibatnya gen IGF2 tidak diekspresikan oleh alel maternal.
Namun, ekspresi gen IGF2 berasal dari alel paternal yang termetilasi. Metilasi pada alel paternal
membuat protein CTCF tidak bisa mengikat sekuen pengaturan sehingga IGF2 bisa diekspresikan oleh
alel paternal.

Dampak peningkatan metilasi pada IGF2 ini terhadap pertumbuhan masih kurang jelas terutama

kaitannya dengan stunting. Ibu hamil yang mengalami kelaparan baik akibat perang seperti di Belanda
maupun gejolak sosial seperti Cina memberikan hasil yang bertolak belakang. Metilasi DNA gen IGF2
cenderung menurun pada mereka yang mengalami kelaparan di Belanda, namun meningkat di Cina
(Shen et al, 2019). Sementara itu studi metilasi DNA pada gen IGF2 yang berkaitan dengan
pertumbuhan masih jarang dilakukan (Bouwland-Both et al., 2013), apalagi asosiasinya dengan stunting
belum dilakukan. Data metilasi pada anak stunting yang ditemukan di studi ini perlu dielaborasi lebih
lanjut.
Persentase metilasi DNA gen IGF2 juga ditemukan lebih tinggi pada anak laki-laki dibandingkan
perempuan. Meskipun belum diketahui secara pasti dampak peningkatan metilasi IGF2 pada anak laki-
laki, publikasi sebelumnya menunjukkan bahwa anak laki-laki memiliki tingkat metilasi secara umum
lebih tinggi daripada perempuan (Taylor et al., 2020) dan juga lebih berisiko untuk mengalami stunting
(Igbal et al., 2019).
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KESIMPULAN DAN SARAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa metilasi DNA gen IGF2 cenderung lebih tinggi pada anak
stunting dibandingkan anak normal, meskipun perbedaan tidak bermakna secara statistik. Temuan
bermakna menunjukkan metilasi DNA gen IGF2 lebih tinggi pada anak laki-laki dibanding perempuan,
yang konsisten dengan tingginya risiko stunting pada anak laki-laki. Hasil ini mengindikasikan bahwa
metilasi DNA gen IGF2 berpotensi menjadi penanda biologis yang menjanjikan untuk deteksi dini dan
pemahaman mekanisme molekuler stunting.

Perlu studi lanjutan untuk menguji asosiasi antara asupan tipe nutrisi dengan tingkat metilasi gen
IGF2 atau gen yang lain yang bisa diteliti dengan metode nextgeneration sequencing (NGS). Penelitian
di Gambia menggunakan sel plasenta menemukan beberapa gen yang termetilasi dan berasosiasi
dengan perubahan berat badan maupun panjang badan (Quilter et al., 2021). Hanya saja penelitian
tersebut belum menjelaskan adanya asosiasi yang jelas antara perbedaan tingkat metilasi beberapa gen
tersebut dengan stunting. Alternatifnya, pemeriksaan methylation dengan metode methylation
microarray Infinium juga bisa dilakukan sebagaimana laporan sebelumnya untuk menemukan metilasi
yang berasosiasi dengan fungsi kognitif akibat malnutrisi.

REKOMENDASI

Penelitian selanjutnya hendaknya menggunakan sampel yang lebih besar dengan statistical power
yang memadai untuk mendeteksi perbedaan bermakna metilast DNA antara anak stunting dan normal.
Diperlukan pengembangan studi longitudinal untuk mengevaluasi hubungan kausal antara asupan
nutrisi spesifik, tingkat metilasi gen IGF2, dan kejadian stunting. Selain itu, perlu dilakukan eksplorasi
lebih mendalam terhadap perbedaan metilasi berdasarkan jenis kelamin untuk memahami mekanisme
kerentanan anak laki-laki terhadap stunting.
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