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Abstract

Single strand conformation polymorphism (SSCP) otkth one of further analysis methods in geneties tise
polymerase chain reaction (PCR) product for fastedtton of genetic mutation based on the alteratidn
nucleic acid migration on non denatured polyacryidengel. This method is also widely used in biodite

study. Aim of the research was to get an optimakeatration of acrylamide so that the best visagion of

deoxyribonucleic acid (DNA) was obtained. Gel waglenin certain composition by varying the percentad

acrylamide-bis-acrylamide monomer between 15 to §®8tcentage of volume) and followed by electrophisr
of single strand DNA for a certain time and vismali. The additional of glycerol was also examinedre

concentration. Results showed that the best coratént was found at 25% of acrylamide without glypdeTest

on the isotopic labeling of DNA with 0.1 uCi of P-@CTP and autoradiography showed a better quatity
visualization compared to that of non-labeled one.
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1. PENDAHULUAN migrasi pada gel [9].
Gel poliakrilamida adalah gel yang secara kimia

Teknik molekuler polymerase chain reaction terbentuk dari polimerisasi akrilamid yang berikata
(PCR) dan metode berbasis PCR telah dimanfaatkaacara cross-link dengan N,N'-methylenebisacryl-
secara luas untuk memahami patogenesis dan dasamide Reaksinya adalah polimeri-sasi radikal bebas
dasar genetika sel kanker, yakni kelainan sel akibdengan bantuan ammonium persulfat (APS) sebagai
terjadinya mutasi gen kunci yang bertanggung jawabhisiator dan  N,N,N',N'-tetramethylenediamine
dalam pengendalian siklus sel [1,2]. PenelusurfifEMED) sebagai katalis [10]. Karena gel
mekanisme molekuler yang melatar belakangioliakrilamid dapat memisahkan DNA dengan
resistensi bakteri terhadap obat antimikroba jugeesolusi tinggi dan hasilnya sangat murni, makaatn
memanfaatkan metode ini [3-5]. PCR-SSCP juga teldiaik digunakan untuk analisa molekuler lanjut. Para
digunakan dalam studi biodiversitas yakni untulpeneliti mencoba menemukan suatu formula atau
mengidentifikasi lokus-lokus gen yang bertanggungomposisi gel akrilamid untuk memperoleh kualitas
jawab terhadap variasi sifat yang memiliki nilaiyang baik dan uji efisiensi lainnya, antara lain
ekonomi pentinglquantitative trait locj, antara lain penambahan polietilen glikol, gliserol, variasi
untuk pemuliaan hewan guna memperoleh suakwnsentrasi akrilamid, dan suhu elektroforesis 121-
individu unggul [6]. Beberapa peneliti juga melakukannya dengan

PCR-SSCP merupakan metode yang sangat luaelabel DNA menggunakan isotop P-32 untuk
yang didasarkan pada perubahan mobilitas pita asanemperoleh kualitas yang baik [3,13,14]. Selama
deoksiribonukleat(DNA) pada gel poliakril-amida beberapa dekade terakhir, perspektif aplikasi
non denaturasi yang dapat diakibatkan oleh perubahedioisotop telah mengalami transformasi totalaisel
hanya pada satu nukleotida. Kelebihan lain darilsSQligunakan dalam pencitraan untuk memperoleh
adalah dapat diketahuinya jenis-jenis mutasi secairdformasi fungsional suatu senyawa, juga untuk
sekaligus dan merupakan metode yang jauh lebihendalami berbagai macam proses fisiologi dan
efisien untuk mengetahyolymorphismsuatu lokus patologi. Pelabelan radioisotop dalam biologi
inti [7,8]. Pola migrasi DNA yang karakteristik molekuler, imunologi dan biokimia pun dimaksudkan
terbentuk sesuai dengan variasi konformasi yanghtuk menelusuri fenomena mendasar suatu penyakit
terjadi karena susunan nukleotida dari rantai tahggyang ditunjang dengan perkembangan yang
DNA. Dengan demikian prinsip metode SSCP adalainenakjubkan akan senyawa yang dilabel radioisotop
pita-pita tunggal DNA akan memberikan konformasdengan desain yang baik. Aplikasi dalam rekayasa
berbeda, yang dapat disebabkan adanya mutasi bgsaetik, genomik dan proteomik telah lebih luas lag
tunggal, dan dapat dideteksi dengan perubahan laaperti untuk pelabelan biomolekul antibodi,
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oligonukleotida, peptida, dan lain sebagainya [15pada 95°C selama 4-5 menit, kemudian diletakkan di
Dalam makalah ini disajikan hasil penelitianatas es dan dielektroforesis pada gel poliakrilamid
konsentrasi monomer akrilamid yang menghasilkadalam larutan 0,5X TBE dengan variasi konsentrasi

visualisasi terbaik dan uji pelabelan isotopik. volume MDE (2X MDE™ gel (FMC BioProducts,
Rockland, ME, USA) pada voltase 100 Volt, suhu

2. METODOLOGI kamar selama 1 jam. Pada satu percobaan,
elektroforesis dilakukan pada ruangan dingin (4°C)

DNA dan amplifikasi PCR selama semalam (8 jam). Setelah dielektroforesis, g

Ekstrak DNA yang digunakan dalam PCR-SSCHRiambil dan direndam dalam larutan etidium bromida
ini adalah ekstrak dari isolat Kklinis sputum(l pg/ml) selama 15 menit dan akiabisdes 20 menit,
mengandungM. tuberculsosigian ekstraksi dilakukan kemudian  dilakukan  visualisasi pada UV
sesuai dengan cara sebelumnya [16]. Sel dilisteansiluminator dan pemotretan dengan kamera
dengan larutan Tris-HCI, guanidin tiosianat sebag#olaroid dilengkapi printer elektrik (Mitsubishi).
chaotropic agentEDTA, dan triton X-100. Ekstraksi, Tabel 1. Komposiss masing-masing komponen
presipitasi DNA masing-masing dilakukan dengamintuk pembuatan gel akrilamida.
larutan diatom dan aseton, etanol 70% serta

sentrifugasi dengan kecepatan tinggi. DNA dielusi % Aquabi | MDE | TBE | APS | TE-
dengan buffer TE 1X. Ekstrak DNA diamplifikasi| volume -dest (ml) 10X | 10% | MED
dengan metode PCR menggunakan pasangan primer total (ml) (ml) | (u) | (w)
MF-MR menggunakan tabung PCR pre-mix (Accy g 7.80 1,55 | 0,60 40 a

Power PCR Premix; Bioneer, Daejon, Korea) yan

terdiri dari 50mM Tris-HCI (pH 8,3), 40 mM KCI, 1,5 2(5) é’:g ;’gg 8’28 28 2

mM MgCl,, 250 uM dNTP,1U Tag DNA polymerase ! ! !

dangel loading dyePrimer (20 pmol) dan DNA target 30 6,36 300 | 0,60 40 4

di tambahkan dalam campuran tersebut sehingga Volume total : 10,004 ml

volume menjadi 20 pl. Amplifikasi meliputi tahap

denaturasi awal pada suhu®@5 5 menit 1 siklus, Untuk uji analisis SSCP radioaktif dilakukan

A : : : . dengan mengikuti prosedur standard di atas tetapi
?;I:;Ju;kan tdengg.ngféo Zl(l)(ll;sty;ng tlarl). sH;Igoscm;igp pada saat amplifikasi DNA dengan PCR dilakukan
) p dena uras_l g et ,a.nnea_ung. o penambahan dCTP berlabel isotop P-32 dengan
extended extensigmada 73C, 5 menit, 1 siklus. Hasil radiasi yang memadai. Kondisi proses PCR sama
PCR dideteksi dengan elektroforesis gel agaro$a.1,5seperti PCR non isotopik. Selanjutnya DNA berlabel
Hasil amplifikasi sampel dan kontrol positif P-32 dielektroforesis pada satu konsentrasi volgete
(berukuran 342 pasang basa) digunakan untuk prossdgilamid (25%) selama 1 jam dan dilakukan proses

SSCP. autoradiografi sesuai prosedur standard.
Pembuatan gel akrilamida 3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Disusun peralatan untuk membuat gel dengan
menyusun pelat kaca daspacer padagel casting Hasil elektroforesis pada medium gel

sedemikian sehingga tidak ada kebocoran. Setalah fioliakrilamid dengan konsentrasi 15% dapat dilihat
gel dibuat dengan mencampur antara larutan MDada Gambar 1. Pita-pita DNA pada gel poliakrilamid
(mutation detection enhanceme@X dengan variasi konsentrasi 15% terlihat tidak jelas (samar), bahka
konsentrasi volume (1,55; 2,0; 2,5 dan 3,0 ml @apa bisa dikatakan tidak muncul. Hal ini disebabkan
volume total) sehingga terdapat variasi konsentrakarena konsentrasi dari akrilamid dalam matriks gel
volume masing-masing (15, 20, 25 dan 30%) dengatang rendah dimana ikatan-ikatan antar monomer
akuabidest dan larutan TBE 10X serta amoniummaupun monomer dengamosslinkernya tidak baik.
persulfat (APS) 10%+TEMED. Karena konsentrasRongga-rongga yang terbentuk dari hasil-hasil ikata
MDE yang digunakan adalah 30% maka konsentragntar monomer maupun monomer dengamsslink
akrilamid-bis-akrilamid dari konsentrasi volume 15nya rendah, sehingga untai tunggal DNA tidak dapat
20, 25 dan 30% adalah 4,5; 6,0; 7,5 dan 9%. Adapuiengan mudah melewati rongga-rongga (poros) pada
komposisi masing-masing komponen disajikan dalagel poliakrilamid 15% [11, 19]. Sifat hidrogel
Tabel 1 untuk dualate gel. Pada satu percobaan, keakrilamid bergantung pada konsentrasi monomer,
dalam campuran akrilamida 25% ditambahkan gliserdimana untuk gel dengan konsentrasi monomer rendah
dengan konsentrasi volume 10%. maka akan lebih lemah yang menyebabkan lemahnya
Analisis SSCP untuk deteksi mutasi gen. daya penetrasi rantai polimer dalam suatu jejaring
Analisis SSCP dilakukan dengan mengikuti prosedikerja f(ietworR. Air paling umum digunakan sebagai
standard [17,18]. Sebanyakul DNA produk PCR medium reaksi polimerisasi karena lebih murah dan
(konsentrasi sama atau hampir sama) dicamptidak beracun [20]. Terlebih lagi gel ini biasanya
dengan 7ul SSCP loading dye (95% formamide digunakan dalam lingkungan berair.

(Biorad) dan 5% 10Xlue juicg. Sampel didenaturasi
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Hasil dektroforesis dengan menggunakigel
poliakrilamid konsentrasi 20% dapat dilihat pe
Gambar 2. Pita-pita DNAnasih belur jelas terlihat
dan sedikit membelok serta tidak terlihat ma-
masing untai tunggal DNA. Meskipun demikipita-
pita DNA pada gel pakrilamid konsentrasi 20%
terlihat lebih jelas dibandingkan dengangel
konsentrasi 1%, hal ini disebakan naiknya
konsentrasi akrilamidatau nainya jumlah rongga-
rongga dalam matrik gel untuk dilalui molekul D.
Selain itu mobilitas pita-pitaunggal DNA sampel
yang terlihat tidak menunjukkan adanya mobil
single strandyang menjadi ci khas (khusus) dari
teknik analisis SSCR.1, 12, 19.

Hasil elektroforesis dengagel poliakrilamid
konsentrasi 25% dapat dilihat peGambar 3. Terlihat
mobilitas pita-pita DNA pada semuakolom dan
marker DNA (M) kecualino 1dan 7 yang mungkin
disebabkan karena kesalahan tekiPita-pita DNA
pada gel poliakrilamidkonsentrasi 25% lebih ba
dibandingkardengan konsentrasi 20% dan 15% c-

1 2 3

4 5 6 7

Gambar 1. Hasil visualisasi gel poliakrilamid
dengan konsentrasi 15%.

Gambar 2. Hasil visualisas gel poliakrilamid
dengan konsentrasi 20%.

na pda konsentrasi gel pliakrilamid 2! pita-pita
DNA terlihat jelas, beberapa diantaranya did
mengandung mutadi gen.el@n konsentrasi gel
poliakrilamid terdapatpengaruh lain seperti efek
pemanasan juga dapat mengakibatkan tidak timbt
mobilitas single strandpada DNA sampel, karet
fungsi utama dari pemanasan pada metode ¢
adalah membentuk mobilitas DNA njadi single
strand dengan cara memutuskan ikeikatan
hidrogen pada pasangpasangan basa yang terde
pada rantai DNA [18-20]Peneliti juga menemuke
bahwa Gel MDHebih baik daripada gel polialamid

dan elektroforesispada suhu 8°C lebih daripada
elektroforesis pada suhu013[21].

Hasil elektroforesis dengaigel poliakrilamid
konsentrasB0% dapat dilihat pacGambar 4. Terlihat
adanya pita-pita DNArang sangat jeli namun hampir

semua pita smeared (memulas) di sepanjar
kolomnya sehingga konsentrasi ini kurang
digunakan untuk elektroforesis karena ter

tingginya akrilamida-biskrilamida dalam matrik
gel.

Gambar 3. Hasil visualisas gel poliakrilamid
dengan konsentrasi 25%. M : marker DNA.

: L A Pl % il
Gambar 4. Hasil visualisas gel poliakrilamid
dengan konsentrasi 30%. M : marker DNA.
Uji menggunakan penambahan gliserol 10%
elektroforesis pada ruanga\OC tidak mempengaruhi
kualitas visualisasi gel (masi-masing disajikan pada
Gambar 5 dan 6)Pada penelitian oleh Liu dkk [2
menyatakan untuk suatu mutasi tertentu, glis
mampu mempertinggi efisiensi komponen SSi
Namun pada umumnya persentase mutasi pad
dengan gliserol sedikit lebih tinggi dibandingk
tanpa gliserol (56% versu: 61% untuk gel
poliakrilamid tanpa dan dengan gliserol, d64%
vsS.77% untuk gel MDBanpa dan dengan glise).
Satu faktor kritis yanguga mempengaruhi presisi
SSCP adalah suhu selamelektroforesis. Suhu
mempengaruhi  viskositas matriks polimer
pemilahan fragmen DNA, serta mempenga
konformasi kedua DNA. Fluktuasi suhu ambient j
menyebabkan fragment DNA bermigrtidak normal
(anomaly) meskipun hanya sedi [22]. Akan tetapi
hal tersebut tidak ditemukan dalam penelitian
Mobilitas rantai tunggal atau ganda DNA dal
gel bergantung padakurar panjang untai, tetapi
relatif tidak bergantung pada deret nuklecnya,
namundipengaruhi oleh perubahan sangat kecil d
mungkin satu dari ratusarukleotida. Perubahan ke
akan sangat jelas karena sifat yang relatif tidakik
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dari DNA untai tunggal; tanpa ada pasangannya, |
tunggal akan berikatan antantei (antar basa itu

sendiri) menyebabkan sualoop dan pelipatan yang dipengauhi

menyebabkan suatu untai tunggal yang terlihat s8l
tiga dimensi unik, berapapun panjangnya |[.

Metode molekuler PCR dengiprobe (pelacak)
bertanda RB2 radioaktif merupakan metode ye
cepat dan akurat untuk mengidentifiksuatu patogen

Gambar 5. Has| visualisasi gel poliakrilmid
konsentrasi 25% dengan penambahan gliserol, K+
: DNA kontrol positif.

Gambar 6. Hasil visualisasi gel poliakril-amid
konsentrasi 25% dan elektroforesis pada suhu 4°c.

dan bahkarstrainrnya PCR mampu menggandak
DNA atau RNA sampai 1 juta kali atau lebih ¢
dapat dengan mudah diukur menggunakan pel
asam nukleat bertanda radioaktif ur
mengidentifikasi fragment DNA [2. Berbagai hasil
penelitian menunjukkan bahwa meskipun rel
mahal, metode radioaktif ternyata lebih sen
daripada metode non radioal [3,14]. Dalam
penelitian ini, hasil SSCP dengan pelabelan iskt
disajikan dalam Gambar 7, yang membuktikan b
metode radioaktif relatifebih sensitifatau lebih baik
daripada metode non radioal Akan tetapi jika
ditinjau dari segi biaya, hal ini perlu dipertimlgggan
karena menyangkut pemanfaatan isotop
harganya mahal dan perlu keterampilan teknis kt
menyangkut proteksi radiasi selama preparasi |
proses elektroforesis dan juga penanganan samp.
[24].

Dalam penelitian ini terbukti SSCP radioal
lebih sensitif dibandingkan SSCP konvensional .
non radioaktif yakni pewarnaan etidium brom.
Meskipun berbagai macam penelitian membukti
sensitivitas probe radioaktif yang jauh lebih tin¢
namun memiliki keterbatasan yakni waktu paro ist
yang pendek dan bahaya radiasi yang dimilik

[3,14].

Dengan demikian, dberhasilan teknik SSCP
oleh konsentrasi akrilamid, su
elektroforesis yang konstan, kondisi pH dimana [
biasanya didenaturasi dalam larutan dengan pHit
(aditif gliserol dapat menurunkan pH d
menggunakan buffer Triserat) dan ukuran fragm
DNA serta faktor lain gng banyak dibahas dale
literatur [9, 11-13].Dengan menggunakan polietil
glikol, A. Marfoff dkk [25] mampu membuktika
bahwa waktu untuk SSCP jauh lebih cep#3 jam
dibandingkan 7 jam untuk SSCP konvensio
dengan hasil yang baik. Suhu elektrosis pun
biasanya dilakukan padiua macam yakr250 C atau

4°c sebagai standarflL1], seperti dilakukan pada
penelitian ini meskipun tidak ditemukan perbed
antara kedua suhu tersebut.

Dengan kondisi optimal, -90% perubahan basa
yang terjadi dapatdideteksi dengan SSC Gel
poliakilamid pun seharusnya dij-elektroforesis
terlebih  dahulu  sebelum digunakan un
mengeliminasi kotoran bermuatan seperti del
amonium persulfat dari matrik gel. Jika hal iniatk
dilakukan maka kotoran bermuatan ebut akan
membentuk kompleks dengan fragmen DNA, vy
merubah  mobilitas  elektroforknya.  Reaksi
polimerisasi pun memerlukan wakhingga 24 jam
untuk sempurna, olelkarena itu untuk penentu
kadar DNA secara akurat maka gel harus digune
setelah 24 jamAkan tetapi hal ini tidak dilakuka
karena dianggap tidak ada kotoran yang terjadi
elektroforesis dilakukan dengan waktu standarc
menit setelah gel dibuat.

s R 63 64 67 R

Gambar 7. Hasl visualisas (autoradiografi) SSCP
radioaktif dimana DNA dilabel dengan P-32.
Keterangan : Sadalah DNA strain sensitif obat, R:
resisten obat.

4. KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwdiantara
konsentrasi 2@0% volume poliakrilamid, yan
terbaik ditemukan pada 2&5volume akrilamid (atau
7,5%) tanpa penambahan glisl dan elektroforesis
pada suhu ruanglji pelabelan isotopik DNA denge
P32dCTP 0,1 pCi dan autoradiografi menunjukl
adanya kualitas visualisasi yarrelatif lebih baik
dibandingkan dengan non pelabe
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Pertanyaan| Bagaimana cara melakukan elektrofquadis suhu 4C. Mengapa tidak ada pengar
suhu terhadap hasil visualisasi.

Jawaban Elektroforesis dilakukan dengan menggungéeatatan pompa khusus yang dapat
diatur suhunya sesuai keinginan. Tidak ada pengarlab karena kemungkinan
visualisasi ditentukan oleh komposisi akrilamid

Adang Hardi Gunawan (Pusat Penelitian RadioisotopRiadiofarmaka — BATAN)

Pertanyaan| Mengapa DNA harus didekomposisi dalaldelsm dielektroforesis dan apakah adg
hasil yang DNA nya tidak dipanaskan dahulu?

Jawaban DNA harus didekomposisi / dipanaskan kargnannya adalah mendetekdsi
mutasi/perubahan basa pada rantai tunggal DNAKkTada hasil dari DNA yang tidak
dipanaskan.
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