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BAB XV 

POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) 

Demes Chornelia Martantiningtyas 

Pendahuluan 

Suatu metode enzimatis untuk melipatgandakan sekuen nukleotida secara 

eksponensial dengan cara in vitro disebut sebagai reaksi berantai polimerase (Polymerase 

Chain Reaction). Polymerase chain reaction (PCR) pertama kali dikembangkan pada 

tahun 1980 oleh Dr Kary Mullis (Jalali, Saldanha and Jalali, 2017). Metode tradisional 

yang digunakan untuk amplifikasi DNA adalah dengan cara mengkloning urutan DNA 

menjadi vektor dan menggandakannya dalam sel hidup. Proses ini sering membutuhkan 

kerja berhari-hari atau berminggu-minggu, tetapi amplifikasi urutan DNA dengan PCR 

hanya membutuhkan beberapa jam. Sebagian besar analisis biokimia, termasuk deteksi 

asam nukleat dengan radioisotop, memerlukan masukan bahan biologis dalam jumlah 

yang signifikan, proses PCR memerlukan sangat sedikit. PCR mempunyai kemampuan 

mengenali sekuens DNA secara spesifik, kemudian mensintesis secara cepat dan akurat 

menjadi beberapa kopi DNA.PCR mampu mengamplifikasi DNA sekuens dalam jumlah 

sedikit menjadi jumlah kopi yang banyak. Proses penggandaan DNA dalam PCR cukup 

akurat, sehingga banyak digunakan dalam analisis genetik, diagnosis klinik, rekayasa 

genetik dan analisis forensik. Dalam bab ini kita akan membahas bagaimana PCR bekerja. 

Prinsip PCR 

Proses kerja PCR hampir sama dengan proses replikasi DNA didalam tubuh. 

Replikasi DNA merupakan suatu proses fisiologis yang digunakan oleh semua sel hidup 

untuk menduplikasi materi genetik sebelum pembelahan sel. Komponen utama yang 

digunakan dalam proses PCR adalah: (1) DNA Template (DNA cetakan), (2) DNA 

Polimerase, (3) primer dan (4) nukleotida (Tabel 15.1). 
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Tabel 15.1  Komponen PCR (Jalali, Saldanha and Jalali, 2017) 

Komponen PCR Keterangan 

DNA Template - Kualitas dan kemurniannya harus baik 

- Kemurnian DNA yang baik: A260/A280 dengan rasio 

antara 1.7–2.0 

- Digunakan 1ng-1µg per 50 µl  

- Adanya kontaminasi DNA akan mengurangi 

efisiensi 

DNA Polimerase - Enzim yang sering digunakan selama proses PCR 

adalah Taq DNA Polimerase 

- Digunakan 0.5–2U per 50μL 

- Suhu optimal aktivitas untuk Taq DNA Polimerase 

adalah 75°C 

- Diperlukan penambahan magnesium yang 

berfungsi sebagai ko-faktor untuk Taq DNA 

Polimerase.  

Primer DNA - Panjang primer 20-30 nukelotida 

- GC konten 40-60% 

- Temperature melting (Tm): 42–65°C, perbedaan 

Tm antar primer tidak boleh lebih dari 5°C. 

dNTP (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTT) 

Konsentrasi setiap dNTP dalam campuran reaksi PCR harus 

sama. 

Template DNA berisi sekuens DNA yang digunakan dalam amplifikasi PCR. DNA 

Polimerase berfungsi mengkat alis sintesis rantai DNA. Primer adalah short single-stranded 

molekul DNA yang berikatan secara komplemen dengan untai DNA template. 

Siklus dalam proses PCR, terdiri dari 3 tahap: 

1. Denaturasi

Selama denaturasi sampel DNA yang double stranded akan dikonvert menjadi

single stranded DNA dengan menggunakan panas 950C. Panas yang tinggi akan

memotong ikatan hydrogen pada DNA. Proses Denaturasi berlangsung sekitar

1-2 menit dengan suhu 950C (Gambar 15.1), kemudian suhu diturunkan menjadi

550C (masuk ke proses annealing) (Lorenz, 2012).

2. Annealing

Tahapan kedua dalam siklus PCR adalah annealing, selama annealing primer

akan menempel pada sekuens DNA. Primer akan menempel pada lokasi tertentu

pada DNA template untai tunggal melalui ikatan hidrogen (suhu yang tepat

tergantung pada suhu Tm primer yang digunakan) (Gambar 15.1). Penentuan
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suhu annealing yang tepat sangat penting, karena efisiensi dan spesifisitas sangat 

dipengaruhi oleh suhu annealing. Suhu annealing biasanya akan efisien pada 

suhu rendah (370C), tetapi suhu yang rendah mungkin membuat primer tidak 

menempel dengan sempurna atau menempel ditempat yang salah (mispriming). 

Suhu yang lebih tinggi, dapat meningkatkan spesifitas reaksi amplifikasi, tetapi 

menyebabkan efisiensinya menurun. Suhu annealing sebaiknya 3-50C dibawah 

suhu Tm primer (Cara menghitung Tm primer : Tm ≈ 4(G-C) + 2(A-T))(Lorenz, 

2012). 

Ada dua Primer yang digunakan dalam PCR, yaitu oligonukleotida yang 

mempunyai sekuen yang identik dengan salah satu rantai DNA cetakan pada 

ujung 5’-fosfat, dan oligonukleotida yang kedua identik dengan sekuen pada 

ujung 3’-OH rantai DNA cetakan yang lain. Setelah dilakukan annealing 

oligonukleotida primer dengan DNA cetakan, suhu inkubasi dinaikkan menjadi 

720C (masuk tahapan Extension).  

3. Extension/Elongation

Extension adalah tahapan ketiga dalam proses PCR, suhu yang digunakan pada

extension adalah 720C. Selama tahapan ini DNA Polimerase akan melakukan proses

polimerasi rantai DNA yang baru berdasarkan informasi yang ada pada DNA

cetakan. Setelah terjadi polimerasi, rantai DNA yang baru akan membentuk jembatan

hydrogen dengan DNA cetakan (Gambar 15.1).

Gambar 15.1 Siklus dalam PCR (Britanicca, 2020) 

Reaksi-reaksi seperti yang sudah dijelaskan, akan diulangi lagi sampai 20-35 kali 

(siklus) sehingga pada akhir siklus akan didapatkan molekul-molekul DNA rantai ganda 

https://www.britannica.com/science/polymerase-chain-reaction
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yang baru hasil polimerasi dalam jumlah yang lebih banyak dibandingkan jumlah DNA 

cetakan yang digunakan diawal.  

Contoh pengaturan siklus pada mesin PCR:  

Tahapan Siklus Suhu Waktu Jumlah siklus 

Denaturasi awal 95 °C 1 menit 1 

Denaturasi 95 °C 30 detik 25-35 

Annealing 55 °C (tergantung Tm Primer) 30 detik 

Extension 72 °C 30 detik 

Final Extension 72 °C 5 menit 1 

Hold 4 °C ∞ 1 

Analisis Produk PCR 

Produk PCR atau amplicon dapat divisualisasikan dan dianalisis menggunakan 

Elektroforesis gel agarose. Elektroforesis akan memisahkan produk DNA berdasarkan 

ukuran dan muatannya.  Elektroforesis gel melakukan pemisahan molekul bermuatan 

dalam medan listrik pada agarosegel, diikuti oleh pewarnaan dengan etidium bromida 

(Gambar 15.2).  

Gambar 15.2. PCR experimental design. (A) Proses Polymerase chain reaction (PCR) 

memerlukan beberapa komponen yaitu DNA template, DNA Polimerase, deoxynucleotide 

triphosphates (dNTPs) dan oligonucleotide primers. (B) PCR mix ditempatkan dalam mesin 

thermal cycler. (C) Ukuran fragmen DNA dapat dilihat dengan menggunakan elektroforesis gel. 

Molekul DNA bermuatan negatif dan akan bergerak ke kutub positif, prinsip ini memungkinkan 

proses pemisahan dapat berjalan (Clark, 2010). 
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Fase PCR 

Reaksi PCR dapat dibagi menjadi tiga fase: 

a. Eksponensial

Pada setiap siklus, jumlah produk digandakan (dengan asumsi efisiensi reaksi

100%). Setelah 30 siklus, satu salinan DNA dapat ditingkatkan hingga

1.000.000.000 (satu miliar) salinan (Schochetman, Ou and Jones, 1988). Jadi,

dalam arti tertentu, replikasi untaian DNA yang terpisah sedang dimanipulasi

dalam tabung di bawah kondisi yang terkendali.

b. Linier

Selama fase linier, komponen-komponen PCR dalam reaksi mulai habis,

akibatnya reaksi menjadi melambat.

c. Plateu

Pada fase plateu, reaksi berhenti dan tidak ada lagi produk yang dihasilkan.

Berkurangnya reagen (komponen PCR) akan terjadi pada kecepatan yang berbeda

beda, karena kinetika reaksi yang berbeda disetiap tabung PCR. Tingkat berkurangnya 

reagen (komponen PCR) bervariasi, dan setiap sampel akan berhenti di titik berbeda. 

Contoh, DNA template (cetakan) akan habis dengan nomor salinan yang berbeda di fase 

plateu, meskipun dimulai dengan kuantitas yang sama. Fase dalam PCR yang digunakan 

untuk analisis data adalah fase ekponensional, karena menghasilkan data kualitatif 

berkualitas tinggi. PCR konvensional mengukur data dari fase linier dan fase plateu. Oleh 

karena itu, data dari PCR konvensional hanya dianggap sebagai data semi-kuantitatif.  

Gambar 15.3 Fase amplifikasi selama proses PCR (Clark, 2010) 
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TaqDNA Polimerase 

Sebelum ditemukannya DNA polimerase termostabil, para peneliti harus dengan 

susah payah mengisi ulang reaksi dengan enzim baru (seperti Klenow atau T4 DNA 

polimerase) setiap siklus denaturasi. DNA Polimerase termostabil merevolusi dan 

mempopulerkan PCR karena kemampuannya untuk menahan suhu denaturasi yang tinggi. 

Penggunaan polimerase DNA termostabil juga memungkinkan suhu annealing yang lebih 

tinggi. Polimerase DNA termostabil dapat digunakan baik untuk RT-PCR satu enzim atau 

dua enzim. Misalnya, Tth DNA polimerase dapat bertindak sebagai reverse transcriptase 

dengan adanya Mn2+.  

DNA Polimerase merupakan enzim kunci dalam replikasi dan perbaikan DNA 

tingkat seluler. Di antara enam keluarga polimerase DNA, enzim A-Family berfungsi 

dalam replikasi DNA, perbaikan dan pemrosesan fragmen Okazaki selama sintesis 

lagging strand. Thermus aquaticus DNA polimerase I (Taq Pol) adalah polimerase DNA 

A-Family termostabil yang telah menjadi subjek banyak penelitian baik secara struktural 

dan kinetik.  

Taq DNA Polimerase berasal dari bakteri Thermus aquaticus BM (Gambar 15.4). 

Taq DNA Polimerase memiliki berat molekul kurang lebih 95 kD, enzim ini mempunyai 

kemampuan polimerasi DNA yang tinggi, tetapi tidak mempunyai aktivitas eksonuklease 

3’  5’. Kelebihan Taq DNA Polimerase adalah enzim ini tahan terhadap suhu tinggi, 

suhu tinggi diperlukan untuk memisahkan ikatan DNA template (Kadri, 2020). Taq DNA 

Polimerase biasanya digunakan untuk mengamplifikasi produk PCR sebesar 5kb atau 

kurang. Produk PCR dalam kisaran 5–10kb dapat diamplifikasi dengan Taq DNA 

Polimerase tetapi seringkali membutuhkan lebih banyak pengoptimalan daripada produk 

PCR yang lebih kecil. Taq DNA polimerase adalah enzim prosesif dengan kecepatan 

ekstensi > 60 nukleotida / detik pada suhu 70°C.  Enzim ini memiliki waktu paruh 40 

menit pada suhu 95°C.  

Gambar 15.4 Bakteri Thermus aquaticusBM (Beffa et al., 1996) 
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Degenerate Primer 

Informasi sekuens diperlukan untuk membuat primer PCR. Degenerate primer 

digunakan ketika informasi urutan parsial tersedia, tetapi urutan lengkapnya tidak 

diketahui. Misalnya, kita mungkin memiliki urutan gen dari satu organisme dan tertarik 

untuk mendapatkan gen yang sesuai dari organisme lain. Jika dua organisme terkait, 

urutan DNA mereka untuk gen tertentu akan dekat, meskipun jarang identik. Lebih lanjut, 

kode genetik mengalami degenerasi dan beberapa kodon dapat mengkode asam amino 

yang sama. Secara khusus, banyak famili kodon berbagi dua basa pertama dan hanya 

bervariasi pada posisi ketiga. Karena urutan protein, bukan DNA, yang paling penting 

untuk fungsi, sebagian besar variasi antara gen yang berkerabat dekat berada pada posisi 

kodon ketiga (Gambar 15.5).  

Oleh karena itu, degenerate primer DNA dibuat yang memiliki campuran semua 

kemungkinan basa di setiap posisi ketiga. Primer yang mengalami degenerate sebenarnya 

adalah campuran dari primer yang terkait erat. Agaknya salah satu primer dalam campuran 

akan mengenali DNA dari gen yang diinginkan. Selain itu, pasangan yang sempurna 

sebenarnya tidak terlalu diperlukan. Jika, katakanlah, 18 atau 19 dari 20 basa berpasangan, 

primer akan bekerja dengan baik. Banyak segmen DNA telah berhasil diamplifikasi 

dengan PCR menggunakan data sekuens dari kerabat dekat. 

Gambar 15.5 Degenerate DNA Primers. Degenerate primers digunakan jika hanya informasi 

urutan DNA parsial yang tersedia. Seringkali, seperti di sini, urutan asam amino pendek dari protein 

diketahui. Karena banyak asam amino dikodekan oleh beberapa kodon alternatif, sekuens 

pengkodean DNA yang disimpulkan menjadi ambigu. Misalnya, tirosin asam amino dikodekan 
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oleh TAC atau TAT. Oleh karena itu, basa ketiga ambigu dan ketika primer disintesis, campuran 

50: 50 C dan T akan disisipkan pada posisi ini. Ambiguitas ini terjadi untuk semua basa yang 

ditampilkan dalam warna merah, menghasilkan kumpulan primer dengan urutan yang berbeda 

namun terkait. Diharapkan, salah satu dari primer ini akan memiliki basa komplementer yang 

cukup untuk mendukung urutan target yang akan diamplifikasi (Clark, 2010). 

Degenerate DNA primers harus digunakan jika hanya urutan protein yang 

tersedia. Dalam hal ini, urutan protein diterjemahkan ke belakang untuk menghasilkan 

urutan DNA yang sesuai. Karena degenerate kode genetik beberapa kemungkinan akan 

ada untuk urutan DNA yang sesuai dengan urutan polipeptida tertentu. Sebagian besar 

ambiguitas berada pada posisi kodon ketiga. Urutan ambigu ini dapat digunakan untuk 

membuat degenerate primer, seperti sebelumnya.  

Faktor-Faktor yang Menentukan Keberhasilan PCR 

Keberhasilan PCR ditentukan oleh beberapa faktor seperti dNTP, Primer, DNA 

Template, Komposisi larutan Buffer, jumlah siklus dalam reaksi, Enzim yang digunakan, 

serta Faktor teknis dan non teknis lainnya. 

1. Deoksiribunukleotida triphosphate (dNTP)

Larutan stok dNTP sebaiknya dinetralkan terlebih dahulu menjadi pH 7,0

sebelum digunakan. Kemudian perlu juga diperiksa konsentrasi dNTP dengan

menggunakan spektroskopi. Dalam proses PCR diperlukan konsentrasi masing-

masing dNTP sekitar 20-200 µM dan keempat dNTP yang digunakan sebaiknya

harus memiliki konsentrasi yang sama. Konsentrasi yang sama dapat

memperkecil kesalahan penggabungan nukelotida selama proses polimerasi.

2. Primer

Konsentrasi optimal primer yang digunakan dalam reaksi PCR berkisar antara

0,1 -0,5 µM. Konsentrasi Primer yang lebih tinggi dapat menyebabkan

terakumulasinya hasil polimerisasi yang nonspesifik. Primer yang digunakan

umumnya memiliki panjang oligonukleotida 18-28 nukleotida, dengan

kandungan G+C sebesar 50-60%.  Primer yang digunakan (forward dan reverse)

sebaiknya mempunyai Tm (Temperature melting) yang serupa. Tm diartikan

sebagai suhu saat setengah molekul DNA mengalami denaturasi.

3. DNA Template

Jumlah DNA template yang digunakan sebaiknya berkisar 105 – 106 molekul. Jumlah

DNA template yang diperlukan untuk amplifikasi agar berhasil bergantung pada

kompleksitas sampel DNA. Misalnya, dari sebuah plasmid 4kb yang mengandung

urutan target 1kb, 25% dari input DNA adalah target yang diinginkan. Sebaliknya,
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urutan target 1kb dalam genom manusia (3,3 × 109bp) mewakili sekitar 0,00003% 

input DNA. Jadi, sekitar 1.000.000 kali lipat lebih banyak DNA genom manusia yang 

diperlukan untuk mempertahankan jumlah salinan target yang sama per reaksi. 

Kesalahan umum termasuk menggunakan terlalu banyak DNA plasmid, terlalu 

banyak produk PCR atau terlalu sedikit DNA genom sebagai template. Reaksi 

dengan DNA template yang terlalu sedikit akan memiliki hasil yang rendah, 

sedangkan reaksi dengan cetakan DNA yang terlalu banyak dapat menyebabkan 

amplifikasi non spesifik.  

4. Komposisi Larutan Buffer 

Kebanyakan buffer untuk reaksi terdiri dari buffering agent, seperti Tris-based 

buffer, garam, dan KCl. Buffer mengatur pH reaksi, yang mempengaruhi 

aktivitas dan ketepatan DNA polimerase. Konsentrasi KCl dalam jumlah sesuai 

akan meningkatkan aktivitas DNA polimerase sebesar 50-60% dibandingkan 

aktivitas tanpa adanya KCl; 50 mM KCl dianggap optimal. Buffer juga 

mengandung senyawa yang meningkatkan kepadatan sampel sehingga akan 

tenggelam ke dalam sumur gel agarosa, dan memungkinkan reaksi untuk 

langsung dimasukkan ke gel agarosa tanpa perlu memasukkan pewarna.  

5. Jumlah siklus dan reaksi 

Dua parameter siklus yang paling sering diubah adalah suhu annealing dan 

waktu ekstensi. Waktu dan suhu untuk langkah lain dari siklus PCR biasanya 

tidak berbeda secara signifikan. Namun dalam beberapa kasus, siklus denaturasi 

dapat dipersingkat atau suhu denaturasi yang lebih rendah digunakan untuk 

mengurangi jumlah depurinasi, yang dapat menyebabkan mutasi pada produk 

PCR. Urutan primer merupakan faktor utama yang menentukan suhu annealing 

optimal, yang seringkali memiliki perbedaan 5°C dari suhu Tm primer. 

Menggunakan suhu annealing yang sedikit lebih tinggi daripada primer Tmakan 

meminimalkan primer non spesifik serta menurunkan jumlah produk yang tidak 

diinginkan disintesis.  

Penggunaan suhu annealing yang lebih rendah dari Tm primer dapat 

menghasilkan hasil yang lebih tinggi, karena annealing primer lebih efisien pada 

suhu yang lebih rendah. Pengujian beberapa suhu annealing sebaiknya dimulai 

kira-kira 5°C di bawah Tm, untuk menentukan kondisi annealing terbaik. Dalam 

banyak kasus, amplifikasi nonspesifik dan pembentukan primer-dimer dapat 

dikurangi melalui optimalisasi suhu annealing, tetapi jika produk PCR yang 

tidak diinginkan tetap menjadi masalah, dapat dipertimbangkan untuk 

menggunakan PCR Hot-Start. 
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Panjang siklus ekstensi, yang mungkin perlu dioptimalkan bergantung 

pada ukuran produk PCR dan DNA polimerase yang digunakan. Secara umum, 

biarkan sekitar 1 menit untuk setiap 1kb amplikon (waktu ekstensi minimum = 

1 menit) untuk DNA polimerase non-proofreading dan 2 menit untuk setiap 1kb 

amplikon untuk proofreading DNA polimerase. Hindari perpanjangan waktu 

yang terlalu lama, karena dapat meningkatkan kemungkinan timbulnya artefak 

yang terkait dengan aktivitas eksonuklease 5′ → 3′ intrinsik dari Taq DNA 

Polimerase. PCR biasanya melibatkan 25-35 siklus amplifikasi. Risiko produk 

PCR yang tidak diinginkan muncul seiring dengan peningkatan jumlah siklus.  

6. Enzim yang digunakan

Taq DNA Polimerase yang digunakan dalam 50μl PCR mix adalah sekitar1–

1,25unit Penambahan jumlah unit enzim tidak akan meningkatkan hasil produk

secara signifikan. Faktanya, peningkatan jumlah enzim meningkatkan

kemungkinan menghasilkan artefak yang terkait dengan aktivitas eksonuklease

5′ → 3′ dari Taq DNA polymerase. Kesalahan pemipetan sering menjadi

penyebab tingkat enzim yang berlebihan. Penambahan larutan enzim dalam

volume kecil yang akurat sulit dilakukan, jadi alangkah baiknya menyiapkan

campuran induk reaksi, yang membutuhkan volume yang lebih besar dari setiap

reagen, untuk mengurangi kesalahan pemipetan.

7. Kontaminasi Asam Nukleat

Penting untuk meminimalkan kontaminasi silang antar sampel dan mencegah

terbawanya RNA dan DNA dari satu percobaan ke percobaan berikutnya.

Gunakan area kerja dan pipet terpisah untuk langkah pra dan pasca amplifikasi.

Kenakan sarung tangan, dan gantilah sesering mungkin.

Jenis-Jenis PCR 

a. Quantitative PCR (qPCR): digunakan untuk mengukur kuantitas urutan target

(biasanya dalam real-time). qPCR secara kuantitatif mengukur jumlah awal

DNA, cDNA, atau RNA. PCR kuantitatif biasanya digunakan untuk

menentukan urutan DNA yang ada dalam sampel dan jumlah salinannya dalam

sampel (Contoh hasil qPCR: Gambar 15.6). PCR kuantitatif memiliki tingkat

presisi yang sangat tinggi. Metode PCR kuantitatif menggunakan pewarna

fluoresen, seperti Sybr Green, EvaGreen atau probe DNA yang mengandung

fluorofor, seperti TaqMan, untuk mengukur jumlah produk yang diamplifikasi

secara real time. Kuantitatif PCR juga disingkat menjadi RT-PCR (real-time

https://en.wikipedia.org/wiki/Quantitative_PCR
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PCR) tetapi singkatan ini digunakan untuk Reverse transcription PCR. qPCR 

sesuai untuk PCR kuantitatif (PCR real time). 

Gambar 15.6 Hasil amplifikasi qPCR (Life Technologies, 2015) 

b. Reverse Transcription PCR (RT-PCR): RT-PCR adalah prosedur dua langkah

yang melibatkan pembuatan salinan cDNA dari mRNA, kemudian

menggunakan PCR untuk amplifikaci cDNA (Gambar 15.7). Pertama, sampel

mRNA (yang tidak memiliki intron) diisolasi. Reverse transcriptase digunakan

untuk membuat salinan cDNA dari mRNA. Sampel cDNA kemudian

diamplifikasi dengan PCR. Proses ini menghasilkan banyak salinan cDNA tanpa

intron. RT-PCR banyak digunakan dalam profil ekspresi, untuk menentukan

ekspresi gen atau untuk mengidentifikasi urutan transkrip RNA, termasuk situs

awal dan penghentian transkripsi. Jika urutan DNA genom dari suatu gen

diketahui, RT-PCR dapat digunakan untuk memetakan lokasi ekson dan intron

dalam gen tersebut.
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Gambar 15.7 Tahapan Proses Reverse Transcription PCR (Clark, 2010) 

c. Nested PCR: dikembangkan untuk meningkatkan sensitivitas dan spesifisitas

PCR. Teknik ini menggunakan dua pasang primer amplifikasi dan dua putaran

PCR. Dua set primer digunakan dalam dua proses PCR yang berurutan. Pada

reaksi pertama, sepasang primer digunakan untuk menghasilkan produk DNA,

selain target yang dituju, mungkin masih terdiri dari fragmen DNA yang tidak

diamplifikasi secara spesifik. Produk kemudian digunakan dalam PCR kedua

dengan satu set primer yang lokasi pengikatnya berbeda seluruhnya atau

sebagian. Sensitivitas yang meningkat muncul dari jumlah siklus total yang

tinggi, dan peningkatan spesifisitas muncul dari annealing set primer kedua

hingga urutan yang dihasilkan oleh siklus pertama (Gambar 15.8).

https://en.wikipedia.org/wiki/Nested_PCR
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Gambar 15.8 Tahapan Proses Nested PCR (Shen, 2019) 

d. Multiplex-PCR: terdiri dari beberapa set primer dalam satu campuran PCR.

Multiplex-PCR berfungsi untuk menghasilkan amplikon dengan berbagai

ukuran yang khusus untuk urutan DNA yang berbeda. Dengan menargetkan

beberapa gen sekaligus, informasi tambahan dapat diperoleh dari satu uji coba

yang sebaliknya akan membutuhkan beberapa kali reagen dan lebih banyak

waktu untuk melakukan. Suhu annealing untuk masing-masing set primer harus

dioptimalkan agar bekerja dengan benar dalam satu reaksi, dan ukuran

amplikon. Artinya, panjang pasangan basa mereka harus cukup berbeda untuk

membentuk pita yang berbeda ketika divisualisasikan dengan elektroforesis gel.

Gambar 15.9 Tahapan Proses Multiplex-PCR (Ewart et al., 2018) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Multiplex-PCR
https://en.wikipedia.org/wiki/Multiplex-PCR
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e. Inverse PCR: Pendekatan lain yang menggunakan informasi urutan tidak 

lengkap untuk amplifikasi gen target adalah Inverse PCR. Syarat penggunaan 

teknik Inverse PCR adalah urutan bagian dari molekul DNA yang panjang, 

misalnya kromosom, diketahui. Tujuannya adalah untuk memperluas analisis di 

sepanjang molekul DNA ke daerah yang tidak diketahui. Biasanya untuk 

mensintesis primer untuk PCR, target yang tidak diketahui urutannya harus 

diapit oleh dua wilayah urutan yang diketahui. Dalam Teknik Inverse PCR justru 

kebalikan dari itu. Target molekul DNA diubah menjadi lingkaran. Mengitari 

lingkaran membawa membuat kembali ke awal. Efeknya, meskipun, hanya satu 

bentangan kecil urutan yang diketahui, bentuk melingkar memungkinkan 

memiliki satu wilayah di kedua sisi urutan target.  

 

Gambar 15.10 Tahapan Proses Inverse -PCR (Clark, 2010) 

Enzim restriksi, biasanya yang mengenali urutan enam basa, digunakan untuk 

membuat lingkaran. Enzim ini tidak boleh memotong ke dalam urutan yang 

diketahui, oleh karena itu, pada akhirnya, enzim ini akan memotong bagian hulu 

atau hilir dari daerah yang diketahui. Fragmen yang dihasilkan akan memiliki 

https://en.wikipedia.org/wiki/Inverse_polymerase_chain_reaction
https://en.wikipedia.org/wiki/Inverse_polymerase_chain_reaction
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urutan pertama yang tidak diketahui, urutan yang diketahui ditengah, diikuti 

oleh urutan yang lebih tidak diketahui. Kedua ujung fragmen akan memiliki 

ujung sticky end yang kompatibel untuk membuat lingkaran DNA. Dua primer 

sesuai dengan wilayah yang diketahui dan menghadap ke luar mengelilingi 

lingkaran digunakan untuk PCR. Sintesis DNA baru akan dilanjutkan di sekitar 

lingkaran searah jarum jam dari satu primer dan berlawanan arah jarum jam dari 

primer lainnya. Secara keseluruhan, inverse PCR memberikan banyak salinan 

dari segmen DNA yang mengandung beberapa DNA kekanan dan beberapa 

DNA di sebelah kiri dari wilayah asli yang diketahui (Gambar 15.10). 

f. Hot start PCR: teknik yang mengurangi amplifikasi non-spesifik selama tahap

penyiapan awal PCR. Hot start PCR dapat dilakukan secara manual dengan

memanaskan komponen reaksi ke suhu denaturasi (misalnya 95°C) sebelum

menambahkan polimerase. Sistem enzim khusus telah dikembangkan untuk

menghambat aktivitas polimerase pada suhu kamar, baik dengan pengikatan

antibodi atau dengan adanya inhibitor yang terikat secara kovalen yang hanya

terdisosiasi pada aktivasi suhu tinggi. Hot-start PCR / cold-finish dicapai

dengan polimerase hibrid baru yang tidak aktif pada suhu kamar dan langsung

diaktifkan pada suhu elongasi.

g. Intersequence-specific PCR (ISSR): Metode PCR untuk DNA fingerprinting

yang mengamplifikasi regions diantara sekuens DNA pendek yang berulang

untuk mendapatkan sekuens fingerprint yang unik, kemudian fragmen ini

diamplifikasi.

h. Single Specific Primer-PCR (SSP-PCR): memungkinkan amplifikasi DNA untai

ganda bahkan ketika informasi sekuens hanya tersedia di satu ujung. Metode ini

memungkinkan amplifikasi gen yang hanya tersedia informasi sekuens parsial,

dan memungkinkan genom searah berjalan dari daerah yang diketahui ke daerah

kromosom yang tidak diketahui.

Penyiapan Sampel DNA 

Ekstraksi DNA dari sampel darah 

Metode ekstraksi ini berdasarkan protocol dari QIAamp DNA MINI KIT (QIAGEN, 

2016) 

1. Sebanyak 20 µl Qiagen Protease atau Proteinase K dipipet ke dalam tube 1,5 ml.

2. Kemudian ditambahkan 200 µl sampel darah.

3. Tambahkan 200 µl Buffer AL ke dalam sampel. Vortex selama 15 detik.

https://en.wikipedia.org/wiki/Hot_start_PCR
https://en.wikipedia.org/wiki/Hot_start_PCR
https://en.wikipedia.org/wiki/Single_Specific_Primer-PCR
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4. Inkubasi pada suhu 560C selama 10 menit, kemudian sentrifuge sebentar.

5. Tambahkan 200 µl Etanol absolut, vortex selama 15 detik, kemudian sentrifuge

sebentar.

6. Campuran sampel kemudian dimasukkan ke dalam QIAamp Mini Spin Column,

kemudian sentrifugasi pada kecepatan 6000x g selama 1 menit. Filtrat dibuang.

Pindahkan Column ke collection tube yang baru.

7. Tambahkan 500 µl AW1, kemudian sentrifugasi 6000x g selama 1 menit. Filtrat

dibuang.

8. Tambahkan 500 µl AW 2, kemudian sentrifugasi pada kecepatan maksimal

14.000x g selama 1 menit. Filtrat dibuang.

9. Sentrifugasi coloumn dalam keadaan kosong dengan kecepatan maksimal

14.000x g selama 1 menit.

10. Pindahkan QIAamp Mini Spin Coloumn ke dalam tube 1,5 mL yang baru.

Kemudian tambahkan 50-100 µl Buffer AE, inkubasi dalam suhu ruang selama

1 menit, kemudian sentrifugasi dengan kecepatan 6000x g selama 1 menit.

11. Larutan DNA dapat disimpan di suhu -200C.

Penyiapan Sampel RNA 

RNA dapat diekstraksi dalam 30-60 menit menggunakan metode yang disajikan 

di bawah ini diadaptasi dari metode yang dikembangkan oleh Chomezynski dan Mackey 

(Chomezynski and Mackey, 1995). Protokol ini menggunakan Reagen TRIzol, yang 

dirancang untuk mengisolasi RNA total berintegritas tinggi. 

Homogenisasi 

1. Untuk jaringan, tambahkan 1 mL TRIzol per 50-100 mg sampel jaringan.

Homogenisasi sampel menggunakan homogenizer.

Untuk sel yang sedang ditumbuhkan, suspensi sel disentrifuge pada 300xg

selama 5 menit, supernatant dibuang. Kemudian pada pellet sel ditambahkan

0,75 mL TRIzol per 0,25 mL sampel.

2. Re-suspend lysate menggunakan 1mL pipette tip.

3. Inkubasi pada suhu ruang selama 5 menit.

4. Apabila bekerja di fume hood, tambahkan 200μL kloroform per 2mL Reagen

TRIzol.

5. Vortex samples selama 15 detik dan inkubasi pada suhu ruang selama 3 menit.
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6. Sentrifuge sampel dengan kecepatan 12.000x g selama 15 menit pada suhu 4°C.

Campuran akan terpisah menjadi 3 phase, bagian bawah red phenol-chloroform

phase, interphase, dan aqueous phase yang terdapat RNA (Gambar 15.12).

7. Pindahkan aqueous phase pada tube baru.

RNA precipitation 

8. Tambahkan 500μL isopropanol 100% pada tube dan inkubasi sampel pada

suhu ruang selama 10 menit.

9. Sentrifuge dengan kecepatan 12.000× g selama 10 menit pada suhu 4°C. Pellet

RNA akan mengendap di sisi dasar tube.

RNA wash dan resuspension 

10. Buang supernatant dan cuci presipitasi dengan menambahkan 1 ml etanol 75%.

Vortex sampel.

11. Sentrifuge sampel pada kecepatan 7.500x g selama 5 menit pada suhu 4°C.

12. Buang supernatant, biarkan beberapa menit sampai etanol kering.

13. Tambahkan RNAase-free water (20–50μL).

14. Simpan di suhu -800C.

Gambar 15.11 Tahapan Proses Ekstraksi RNA (Seaborne, 2018) 

Menilai kuantitas, kemurnian, dan integritas RNA dapat diukur dengan menggunakan 

spektrofotometer seperti "Nanodrop". Absorbansi ultraviolet pada 260 nm digunakan 

untuk mengukur jumlah asam nukleat dalam sampel. Pembacaan A260 dari 10 setara 

dengan sekitar 40μg / mL RNA. Kemurnian RNA ditentukan dari absorbansi relatif pada 
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260 dan 280nm. Rasio A260 / 280 yang lebih besar dari 1,8 (1,8-2,0) sudah dinilai 

memiliki kemurnian yang baik Untuk menentukan integritas atau kualitas RNA, kita dapat 

melihat intensitas pita rRNA pada gel agarose (Edelmann, Niedner and Niessing, 2014). 

Aplikasi PCR Untuk Diagnosis 

PCR dapat digunakan untuk mengidentifikasi sampel darah, jaringan, atau rambut 

yang tidak diketahui pemiliknya.  Pertama, urutan DNA tertentu harus ditentukan dari 

organisme. Misalnya, jika kita ingin menentukan apakah sampel darah yang tidak 

diketahui berasal dari manusia, maka urutan unik dari manusia harus ditentukan. Karena 

banyak genom berbeda yang sedang diurutkan, data ini dapat diperoleh dengan mudah. 

Selanjutnya, dua primer harus dirancang dan disintesis menggunakan informasi sekuens. 

Sampel kecil DNA yang tidak diketahui asalnya kemudian dapat diuji dengan PCR 

menggunakan primer ini. Setelah reaksi PCR. DNA yang dihasilkan dirunning pada gel 

agarosa untuk memisahkannya sesuai ukurannya. Jika sampel DNA yang diuji berisi 

target atau urutan yang diketahui, produk PCR akan memiliki panjang yang diprediksi 

(misalnya, Gambar 15.13; sampel No. 2 yang tidak diketahui). Jika tes DNA bukan dari 

organisme yang sama, tidak ada pita yang akan dihasilkan (misalnya, Gambar 15.13; 

sampel tidak diketahui No. 1).  

Gambar 15.12. PCR digunakan untuk Mendiagnosis. Keterkaitan Genetik PCR dapat 

menentukan identitas sampel DNA yang tidak diketahui. Pada gambar ini, dua sampel DNA yang 

tidak diketahui diisolasi dan diamplifikasi menggunakan PCR. Primer yang digunakan untuk 

menguji sampel DNA ini spesifik untuk urutan yang diketahui (merah muda). Pada sampel 1, tidak 
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ada produk PCR yang dibuat. Oleh karena itu, sampel tidak mengandung DNA dengan urutan yang 

diketahui (merah muda). Sampel 2 menunjukkan produk PCR dengan ukuran yang diprediksi 

untuk urutan yang diketahui(Clark, 2010). 

Kunci dari eksperimen ini adalah primer dan seberapa baik primer menempel pada 

urutan target. PCR dapat digunakan dalam berbagai uji diagnostik. Misalnya, gejala AIDS 

yang terlihat hanya muncul dalam waktu lama setelah terinfeksi, seringkali beberapa 

tahun. Namun, dengan menggunakan primer PCR khusus untuk urutan yang hanya 

ditemukan dalam genom HIV, para ilmuwan dapat menguji DNA HIV dalam sampel 

darah, meskipun tidak ada gejala yang terlihat. Contoh lainnya adalah tuberkulosis. Tidak 

seperti banyak bakteri, Mycobacterium, yang menyebabkan penyakit ini, tumbuh sangat 

lambat. Awalnya, untuk menguji tuberkulosis, bakteri dibiakkan di cawan petri yang berisi 

media pertumbuhan untuk Mycobacterium, tetapi tes ini memakan waktu hampir sebulan. 

Sebaliknya, identifikasi DNA mikobakteri dengan PCR dapat dilakukan dalam sehari. 

Diagnosis medis yang lebih cepat sangat penting untuk membantu mencegah penyebaran 

dan perkembangan penyakit. PCR adalah alat yang efektif untuk mengamplifikasi DNA 

dalam jumlah kecil.  

DNA dari 1/100 mililiter darah manusia mengandung sekitar 100.000 salinan dari 

setiap kromosom. Jika urutan target untuk PCR adalah 500 pasang basa, maka ada sekitar 

sepersepuluh pikogram (10-12 gram) berat dari urutan target. Proses PCR yang baik akan 

memperkuat urutan target dan menghasilkan mikrogram (10-6 gram) atau lebih DNA. Satu 

mikrogram mungkin tidak tampak banyak tetapi cukup untuk sekuensing lengkap atau 

kloning. Jadi dengan PCR, memungkinkan untuk mengidentifikasi suatu organisme dari 

sampel yang sedikit mengandung materi DNA. Teknik ini telah merevolusi sistem 

peradilan pidana dengan memungkinkan identifikasi individu yang sangat akurat dari 

sampel yang sangat kecil. 

Aplikasi PCR 

PCR memiliki dapat diaplikasi dalam penelitian, biologi, kedokteran, dan 

arkeologi. Beberapa aplikasi paling umum tercantum, contohnya:  

1. PCR dapat digunakan untuk menyelidiki bagaimana ekspresi gen berubah

pada diferensiasi sel, perubahan lingkungan, atau paparan berbagai obat.

2. PCR memainkan peran utama dalam kloning dan sekuensing.

3. Digunakan untuk karakterisasi dan deteksi organisme penyakit menular.

4. Dengan pengujian genetik, calon orang tua mungkin diuji untuk melihat

apakah mereka membawa penyakit genetik tertentu.
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5. Pembuatan profil DNA dapat digunakan untuk mengidentifikasi individu dari

sampel DNA tiap individu. Bukti forensik penting di tempat kejadian perkara

yang hanya ada dalam jumlah yang sangat kecil, misalnya sehelai rambut

manusia. Sampel ini dapat dengan cepat diamplifikasi dengan PCR, dan

kemudian dibandingkan dengan DNA tersangka, atau dengan DNA historis

dalam database polisi.

6. PCR memainkan peran utama dalam produksi protein rekombinan seperti

insulin.

7. Aplikasi PCR terkait lingkungan seperti pengujian kemurnian air, dan dalam

arkeologi untuk mengamplifikasi DNA yang sering terdegradasi dengan

buruk oleh waktu.
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