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PCR DAN ELEKTROFORESIS GEL AGAROSA

Capaian Pembelajaran

1. Mahasiswa mampu menjelaskan tahapan pada reaksi polimerasi berantai atau
Polymerase Chain Reaction (PCR).

2. Mahasiswa mampu mengorelasikan prinsip pemisahan molekul DNA dengan struktur
DNA pada saat elektroforesis gel agarosa.

3. Mahasiswa mampu mengaitkan aplikasi PCR dan elektroforesis gel agarosa di bidang
biologi.

Pendahuluan

Reaksi polimerisasi berantai atau lebih dikenal sebagai Polymerase Chains Reaction (PCR)
merupakan metode dasar untuk amplifikasi asam nukleat di bidang biologi molekuler. Saat
ini, PCR merupakan teknik molekuler yang paling banyak digunakan di laboratorium riset.
Metode amplifikasi asam nukleat yang saat ini berkembang dan digunakan adalah
menggunakan prinsip siklus termal. Teknik siklus termal menggunakan pemanasan berulang
untuk mempercepat proses sintesis DNA sehingga menghasilkan jumlah sintesis DNA baru
yang lebih banyak daripada cetakan DNA di awal (Kalendar et al. 2017). Selain menggunakan
teknis siklus termal, amplikasi DNA juga dapat menggunakan teknik isothermal yang tidak
memerlukan beberapa siklus termal untuk sintesis DNA baru. Salah satunya adalah metode
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Notomi et al. 2000)

Amplifikasi menggunakan teknik PCR memiliki siklus termal yang terdiri atas tiga (3)
tahap, yaitu denaturasi cetakan DNA pada suhu tinggi, 90-95°C, penempelan primer pada suhu
55-60 °C, dan ekstensi hibridisasi cetakan DNA dengan primer untuk sintesis untai DNA baru
pada suhu 72 °C (Gambar 1.) Jumlah produk DNA baru yang disintesis bergantung pada berapa
banyak siklus yang dilakukan dalam PCR. Umumnya siklus PCR berkisar antara 30-40 siklus
sehingga dengan rumus 2", n=jumlah siklus, maka jumlah DNA hasil sintesis berkisar antara
1.073.741.824- 10.995.116.000.000.000.000 salinan DNA (Edel 2008). Sementara itu, untuk
mengetahui apakah amplifikasi DNA berhasil atau tidak diamplifikasi, maka metode
pengamatan visual menggunakan elektroforesis gel agarose dapat digunakan (Walker-Daniels
2012).
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Gambar 1. Tahapan pada PCR
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Aplikasi PCR banyak digunakan untuk berbagai bidang, salah satunya adalah untuk
mendeteksi keberadaan materi genetik dari suatu sampel. Bidang diagnostik untuk mendeteksi
keberadaan materi genetik virus saat ini banyak menggunakan PCR. Visualisasi gen penanda
keberadaan virus dapat menggunakan elektroforesis gel agarosa. Pendekatan in-silico
memungkinkan PCR dan visualisasi dilakukan tanpa harus melakukan kegiatan secara
langsung di laboratorium. Program FastPCR (Kalendar et al. 2017) merupakan program
berbasis Java yang dapat digunakan untuk melakukan PCR secara in-silico. Sementara itu,
perangkat lunak Snapgene dapat digunakan untuk memvisualisasikan elektroforesis gel
agaraosa. Pada modul akan dilakukan simulasi PCR dan elektroforesis gel dari beberapa gen
yang menjadi penanda untuk deteksi SARS-COV2.

Tinjauan Pustaka
Komponen PCR

1. Cetakan DNA (DNA template)

Sumber cetakan DNA untuk PCR dapat berupa DNA genom (gDNA), DNA komplemen
(cDNA), dan DNA plasmid. Jumlah molekul cetakan DNA yang digunakan harus
memerhatikan perbandingan antara cetakan DNA dengan primer yang digunakan. Jumlah
cetakan DNA untuk PCR berkisar 1-1000ng atau 10*-10" molekul DNA (Lorenz 2012).

2. Enzim polimerisasi DNA (DNA polymerase)

Enzim DNA polimerase | Eschericia coli pertama kali digunakan dalam proses PCR. Akan
tetapi, karena tidak stabil pada suhu tinggi kemudian digantikan oleh enzim dari Thermus
aquaticus (Taq) yang memiliki waktu paruh pada suhu 95°C selama 40 menit (Perl-Verkuil et
al. 2008). Saat ini, sudah banyak DNA polimerase dari beberapa organisme yang sudah dijual
secara komersil. Beberapa contoh DNA polimerase yang diperoleh selain Thermus aquaticus
(Taq) adalah rTth dan Tth dari Thermus thermophilus serta DyNazyme dari Thermus
brockianus (Radstrom et al. 2003).

3. Primer

Molekul nukleotida sistesis sebanyak 15-30 basa (oligonukleotida) digunakan sebagai primer
pada PCR. Primer menyediakan gugus hidroksil pada ujung 3’ sehingga DNA polimerase
dapat melakukan sisntesis DNA pada saat PCR. Urutan primer dapat menentukan spesifitas
produk PCR sehingga perlu memerhatikan beberapa syarat sebelum disisntesis. Pertama,
Panjang berkisar 15-30 basa. Primer yang pendek menyebabkan produk tidak spesifik.
Sementara itu, primer yang panjang berpotensi membentuk struktur sekunder. Kedua, suhu
luruh (Tm) berkisar 55-70°C dengan perbedaan antara primer forward dan reverse maksimal
5°C. Ketiga, persentase GC berkisar 40-60% dengan distribusi merata tidak boleh lebih dari
tiga (3) basa G atau C pada ujung 3’(Perl-Verkuil et al. 2008).

Konsentrasi primer primer dalam PCR yang optimal adalah 0,1-1,0pM. Primer dengan
konsentrasi tinggi akan menghasilkan produk yang tidak spesifik dan gagal menempel di gen
target. Sementara itu, konsentrasi yang rendah juga akan menghasilkan produk yang sedikit
atau tidak ada produk dari gen target (Gambar 2.) (Haris 1998).
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Gambar 2. Variasi konsentrasi primer dan produk PCR yang
dihasilkan (Sumber: Thermofisher Scientific)

4. Deoxynucleoside triphosphates (ANTPS)

Sintesis DNA pada PCR memerlukan building blocks berupa dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP.
Umumnya pada reaksi PCR, building blocks tersebut disediakan dalam bentuk dNTP dengan
konsentrasi dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP yang sama satu sama lain. Konsentrasi masing-
masing penyusun dNTP pada rekasi PCR adalah 20-200uM pada 100uL reaksi PCR. Akan
tetapi jumlah tersebut tidak absolut bergantung dengan kebutuhan reaksi PCR dan keberadaan
kofaktor (Perl-Verkuil et al. 2008).

5. Kaofaktor

Aktivitas DNA polymerase pada PCR dipengaruhi oleh keberadaan kofaktor berupa ion
divalent magnesium (Mg?*). Prinsip kerja Mg?* adalah mengkatalis pembentukan ikatan fosfo-
diester antara ujung hidroksil 3 di primer dengan gugus fosfat pada dNTP. Konsentrasi Mg?*
perlu dioptimasi, karena konsentrasi yang tinggi dapat menghambat proses amplifikasi pada
PCR (Perl-Verkuil et al. 2008).

6. Bufer

Larutan bufer berperan untuk memfasilitasi reaksi optimum pada saat amplfikasi di PCR.
Terutama untuk meningkatkan spesifitas dari DNA polimerase pada saat hibridisasi primer
dengan cetakan DNA. Aktivitas optimum DNA polimerase memiliki pH 8,0-9,5. Tris-HCL
merupakan bufer yang umum digunakan pada PCR (Perl-Verkuil et al. 2008).

Prinsip Dasar Elektroforesis Gel Agarosa
Pemisahan molekul DNA dapat dilakukan dengan menggunakan metode yang relatif murah
dengan menggunakan elektroforesis gel agarosa. Selain gel agarose, gel akrilamid juga dapat
digunakan untuk memisahkan molekul DNA. Ada dua (2) jenis elektroforesis yang digunakan
untuk memisahkan molekul DNA, yaitu metode vertical dan hoirisontal. Pemisahan molekul
DNA mengggunakan gel agarosa lebih efektif dan efisien jika dilakukan menggunakan metode
horizontal, karena lebih sedikit gel yang dibutuhkan dan lebih mudah dilakukan (Katoch 2011).
Molekul gel agarosa membentuk ikatan hidrogen dan ukuran pori-pori gel bergantung
dengan konsentrasi molekul agarosa. Oleh karena itu, ukuran, bentuk, kemurnian dan
homogenitas molekul dapat diamati (Katoch 2011).  Larutan bufer digunakan untuk
menjalankan elektorforesis gel, umumnya adalah bufer TAE pH 8,2. Selain itu juga perlu
pewarnaan sehingga DNA dengan menggunakan EtBr sehingga dapat diamati dalam UV
dengan panajang gelombang 302nm dan 590nm (Holtzhauer 2006).
Ukuran molekul DNA yang dipisahkan melalui elektroforesis gel agarosa dapat ditentukan
dengan membandingkan menggunakan marka DNA (DNA ladder). DNA ladder dapat
diperoleh secara komersil atau dibuat dengan menggunakan fragmen DNA dari lamda, virus
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simian, dan plasmid yang telah dipotong-potong menggunakan enzim restriksi. Sebagai
contoh, produksi marka DNA 100bp dengan menggunakan plasmid pGEM-800 menghasilkan
ukuran fragmen DNA dari 100-1000 pasang basa dipotong menggunakan enzim Smal
(Gambar 3.) (Lan et al. 2012).
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Gambar 3. Produk marka DNA 100 pasang basa menggunakan pGEM-800.
Keterangan gambar: a. dan b. gel agarose, c. gel poliakrilamid (Sumber: Lan et al.
2012)

Gen Penanda SARS-COV2

Penyakit severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pertama kali
dideteksi pada tahun 2019 di Wuhan dan saat ini masa menjadi pandemi. ldentifikasi
menggunakan gen RNA dependent RNA polymerase (RdRp) menunjukkan SARS-CoV-2
mengalami diversifikasi dari kelompok Betacoronavirus dari kelelawar dan trenggiling. Hal
tersebut menunjukkan gen RdRp dapat digunakan sebagai gen penanda yang stabil untuk
identifikasi kelompok Betacoronavirus (Kasibhatla et al. 2020). Selain gen RdRp, terdapat dua
(2) gen lain yang menjadi target untuk mengidentifikasi SARS-CoV-2, yaitu gen E dan gen N.
Kedua gen tersebut merupakan gen structural yang mengode selubung (E) dan nucleocapsid
(N) (Gambar 4.) (Corman et al. 2020).

Orf1a Orfiab
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RdRp E N

Gambar 4. Struktur genom virus SARS-CoV-2 (Sumber: Corman et al. 2020)

Metode

Alat

1. Komputer.
2. Perangkat lunak FastPCR dan Snapgene.

Bahan
1. Urutan nukleotida dari NCBI.
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Cara Kerja
Instalasi Java Runtime dan FastPCR

1.

2.
3.

Perangkat lunak Java Runtime diunduh dari laman
https://www.oracle.com/java/technologies/javase-jdk16-downloads.html

Piliih sistem operasi Windows dan kemudian diinstal.

Perangkat lunak FastPCR diunduh pada laman https://primerdigital.com/tools/

Jika aplikasi tidak dapat digunakan maka lakukan pengaturan “Java Control Panel”
kemudian ikuti pengaturan seperti pada Gambar 5. berikut.

[£] Java Control Panel - X Certificates n
General Update Java Security Advanced

Certificate type: | Eigner CA

Enable Java content for browser and Web Start applications User | system

Issued To Issued By

Security level for applcations not on the Exception Site list
O Very High

Only Java applications identified by a certificate from a trusted authority are allowed to run,
and only if the certificate can be verified as not revoked.

® figfi
Java applications identified by a certificate from a trusted authority are allowed to run, even
if the revocation status of the certificate cannot be verified.

v
Import Export Remove Details
Exception Site List Import a certificate that is not already
Applications launched from the sites listed below will be allowed to run after the appropriate on the list Close

security prompts.

ittp:/jprimerdigital.com/ ~

https:/fprimerdigital.com/ 4 Edit Site List...

Restore Security Prompts Manage Certificates...
[E2] Exception Site List n

Applications launched from the sites listed below will be allowed to run after the appropriate security prompts.

Location

ittp: /fprimerdigital.com/

Add Remove
g FILE and HTTP protocols are considered a security risk. We recommend using HTTPS sites where available.

Add entries in the table

OK Cancel

Gambar 5. Pengaturan java runtime untuk menjalankan perangkat FastPCR.

Simulasi PCR menggunakan FastPCR

1.

Buka perangkat lunak FastPCR yang telah diinstal sehingga muncul tampilan seperti
pada Gambar 6.

EGt Tools Rea Heo
2@ dd X el a@ =&)

R primers design | in sisco PCR | Otigotest | Primers bt anaysis | Polymerase cychn ng assemaly | Restriction | Toots

Special Settngs for Primer Desgn

Gambar 6. Tampilan antarmuka FastPCR
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2. Pilih “in silico PCR” dan kemudian input file “Sample 1.txt” melalui pilihan “Open large
FASTA file into memory into content TAB” seperti Gambar 7.

L2

FastPCR
File Eot Tools~Rum Help
SoodRdd | X (ehalale a8 SR

Open large FASTA file into memory into current TAB
PCR praners design in silico PCR | Oligo test Primers list analysin Polymerase ¢ ycling assembly Restriction Tools

Pre-designed Searching Options Parameters for PCR Product Analysis

Length range of PCR product (bp
Ao i PCR preduct predicton
Linked (Associsted) search

¥] Show si matching stes of primer bindng

Sequences | Pre-designed primers (probes) list

Gambar 7. Proses input file FASTA ke dalam perintah in silico PCR di FastPCR

3. Setelah file “Sample 1.txt” berhasil maka selanjutnya dapat dimasukkan tiga (3) primer
berikut yang menjadi target untuk deteksi SARS-COV-2 (Tabel 1.). Urutan tahapan dan

tampilan seperti Gambar 7.

Tabel 1. Primer untuk amplifikasi gen RdRp, E, dan N SARS-COV-2 (Corman et al.

2020)
Nama Primer Urutan Primer (5°-3%) Gen Target
RdRp_SARSr-F GTGARATGGTCATGTGTGGCGG
RdRP gene

RdRp_SARSr-R CARATGTTAAASACACTATTAGCATA
E_Sarbeco F ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT
E_Sarbeco_R ATATTGCAGCAGTACGCACACA
N_Sarbeco_F CACATTGGCACCCGCAATC
N_Sarbeco R GAGGAACGAGAAGAGGCTTG

E gene

N gene
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PCR Primer Design Options
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| Sequences 29903 | Predesigned pramar (peobe) bat 6 136

# | FastPCR - 0 X d
Foe Eot Tools Run Help
g2z dRdye | X ety ) ag s&) RS B D) IWnAT) B Yo T) BT} VeAC) MnACT) DuART) oy NAADCT

Frimers Bat anadysin  Polymerase cychng assembly | Restricton Tooks

Specal Letings for Primer Desgn
& Detaet PCR ortern

Parameters for PCR Prodect Analysis

Syschreazieg Tm (C)

Long dtance FCR

LIt 100 conpative COnErancn o1 Dar ormers

Cusettatve POR

Xireme Chan Reacton (XCR
[ . Mumplex PCR
DFCSR saguence Polymersse extension clonng (OF PCR)

Winiemal Gference detwoen POR products, b0
Inverted PCR
Maximal Sfierence between Ta of PCR products (2'C
Circolar sequence

Unique PCR
Group-apecific PCR

Gambar 7. Input file “Sample

1.txt” dan urutan primer di FastPCR

Program in silico PCR dijalankan dengan menekan perintah Run atau F5 pada computer,

beberapa saat kemudian akan

muncul hasil prediksi penempelan primer dan produk PCR.

Perhatikan nilai persentase dan produk amplikonnya seperti pada Gambar 8.

€@

& | FastPCR .

Fie Eon Toots [NR] Heip

Szl b3 | X )8ty
PCRprmers design — in sllco PCR | O8go test

Pre.desgred Searching Options
& Defaul crtera seacchng
Fast searchng

Strong criera searching

Probe search

Crovlar seguence

Restrict mnalyss 1 FR pomer pars

Sequences J9%0) Pre-designed primer (probe) list &: 135

Primers st analysis | Polymerase cychog assembly | Restriction

(&)

AE =&) MSGAT) ReGAD) WeALT) SaNC) Yois/T) Ke(VT) VaARIC) HMAL/T) Do(ADT) BaCOT) NeasoT

Tools
Paramaeters for PCR Product Analysis

Length range of POR prodect (0 Mamaiches slowed in Yend O Snat
¥ PCR product predcten

Linked (Avsccuated) search

¥ Show s matching wbes of prmer bedeg
Show coly matching stes of primer bndeg that generate products
oW svpon seguence

Shom ol aTokors R0z

In alico PCR resalt

L2

l' 29903 0t AsBI54 0 GaSBE30 TS50 0 Co5ai2 0 Ret14817 0 Yoi5008.0 R/v«0 982 GC-380% Temil 4'C

Readng Soquencels) v

Gambar 8. Perintah menjalankan in silico PCR dan outputnya
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Simulasi in silico dapat dilakukan dengan menambahkan komponen reagen PCR seperti
konsentrasi primer, buffer, dan kofaktor yang akan berpengaruh pada rekomendasi suhu
luruh (Tm) dan suhu penempelan (Ta) primer (Gambar 9.)

# | FastPCR - a ~
File Eot Tools Rea Help

gsedREdS x TR RIRT] Al | BER) MNAC) ReA T} WA T} Sei0/C) YaC/T) KatlVT) VaGATAC) Ho{AC/T) DaADT) BCOT) Ne(AGC

PCR primers design | in silco PCR | ORQo test | Primers list amalysis | Polymerase cycling assembly | Restriction | Tools

Pacameters for Oigo Tm Cakulation Polymerase Cycing Assembly (PCA) Options

Aamamad 0 0dgo sength (40190 nt

Vanmal ©ng oigo ength (50.200 .

Vrimal cveriapong lengh (2040 nt

Olgo concantraton (A 02s Optrzation of tigo length (recommended

Duabie repeats aralyss and sasing

Gambar 9. Pengaturan simulasi pengaruh konsentrasi primer, buffer, dan kofaktor
terhadap suhu luruh (Tm) dan suhu penempelan primer (Ta).

Simulasi Elektroforesis Gel Agarosa di Snapgene

Perangkat lunak Snapgene dapat diunduh di laman https://www.snapgene.com/
Instalasi mengikuti petunjuk yang ada di laman di atas. Jika proses instalasi berhasil
akan muncul tampilan antarmuka seperti Gambar 10.

> SnapGene - X
SnapGene®3.2.1
! ﬂ New DNA File...

:] New Protein File...
Open...
Open Recent

Q import

- Help ~ | Reference ~ Exit

Gambar 10. Tampilan antarmuka perangkat lunak Snapgene.

3. Simulasi elektroforesis gel agarosa dapat dibuka dengan menekan “Open” kemudian

pilih file contoh yang diberikan dengan nama file “SARS-CoV-2 (COVID-19) Genome”
sehingga akan muncul tampilan seperti Gambar 11. berikut.

Halaman 9 dari 13
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Gambar11. T

ampilan file “SARS-CoV-2 (COVID-19) Genome” di pera

lunak Snapgene.

ngkat

Perangkat lunak Snapgene juga dapat melakukan in silico PCR yaitu dengan memilih
bagian “Action” lalu “PCR” setelah akan muncul pilihan untuk memasukkan primer

seperti pada G

ambar 12 berikut.

T View Enzymes F

WO -

1

11[E]

(336) Nrul
(0) Start

QU Map Sequence

Primer 1:

(675) BsaHI - Narl
(674) Kasl

Unique 6+ Cutters (Nonredundar
Primers

eatures  Primers Actions Tools Window Help Ve

Restriction Cloning 0N
\ - 29,903 bp
Linear Ligation =
s S a0 "
Overlap Extension PCR ’ ORF&
Mutagenesis. Curls) ORF7a)
ORF8)

PCR and Mutagenesis Tutorial Video
BsrBI (28,436)

=4 Gaewny®, Soning % Absl - PacR71 - PspXi
— (6747  Gibson Assembiy® , pe
- (4254) Sma NEBuilder® Hifi DNA Assembly » =

¥ BseYI (29.198)

= (4252) TspMI - Xmal In-Fusion® Cloning . PspFT (29,202)

EH ( A or GC . (29,53

€ £ (646) Bgll TA or GC Cloning lc26,751) 1 - SqrAl Stul (29,528)
(678) PhuTl Age ORFIO)
(676) Sfol B a g

Anneal Oligos.. (26,149) BspEl >
t At | (25,313) BamHI L
' (25,140) Swal End (29,903)
5000" 10,0007 15,0007 20,000"

25,0001

orflab

L] 5 Mhospherylated

(] 5 rhospherylated

Pvul (29,753)

Gambar 12. Tahapan melakukan in silico PCR di perangkat lunak Sanpgene
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Simulasi PCR menggunakan urutan primer pada Tabel 1. diatas dan memasukkan satu
per satu primer dengan memilih bagian “Primer” kemudian “Add Primer” seperti pada

Gambar 13.

Swtocto: Pwwer 3 (90 113 = 33
Semcted: 8awp_sAR S wwwesed bases)
P 28t e
— X | T~ -
Pringhuryoint o (g

ue b Cuttery

e Conny  fenees

Poa
PachT1 - Pagkl - T - Xhal

nretes ve

Gambar 13.' ':I'ahapan memasukkan urutan primer di Snapgene

Simulasi PCR dengan tiga (3) gen target di atas dapat dilakukan dengan menekan

“Action” kemudian “PCR” seperti Gambar 14.

B SARS-Cav-2 (COMD-19) Gens

Selected: N_Sarbeco_R (20,814 .. 20,830 = 2

Overlap Extension PCR

(4252) TspMI - Xmal

(846) Bgll {ht 4

(678) PlTT E |

(676) Sfol |

e (675) Bsall - Rarl |

(674) Kasl (26,149) Bspkl

(336) Nrul ORESa) [

STUTR (2%.913) BamNI |

(0) Start (25.140) Swal ]

SARS-CoV-2 (COVID-19) Genome
29,903 tp

Unique 6+ Cutters (Nonred daot) <
| R Map  Sequence  Exnws  Festees  Primers  Watory

28,436)

{4254 Sl (26,751) Agel - SgrAl [m

|| BseYl (29,198)

Mtageness. Cute)
-
PR st Mitageneis T Video
=g
= Gatewdy® Ooning * £5.960) Moel
Gitson Assembly ® * 38) NgoMiv
NEBuilder ® HF1 DNA Assembly v b osan "
In-Fusion® Cloning | 5ARs RS
TA or GC Cloming * 2) Sacl ORFYS
’ 053k1
Circularze. ORFE
7 z
Anneal OBgos. a::‘ll (
Make Protein. Ctrtek R
cen

- 29.903 bp

PacR71 - PspXI - THI - Xhol

PspFl (29.202)
Stul (29.528)

ORFIO!
Pvul (29,753)
Fum
End (29.503)

Oescription Pasel

Gambar 14. Proses untuk memulai simulasi PCR.
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7. Gen yang akan diamplifikasi dan divisualisasikan dilihat pada bagian “Primer”
kemudian pilih primer untuk tiap produk. Ulangi tahapan sesuai dengan jumlah gen dan
mengganti nama product sesuai dengan gen pada bagian “Create product” seperti pada
Gambar 15.
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Gambar 15. Simulasi PCR tiap gen target.

8. Simulasi hasil produk PCR dari tiga gen target dapat dilakukan dengan menekan bagian
“Tools” kemudian pilih “Simulate Agarose Gel” Seperti Gambar 16.
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Gambar 16. Simulasi elektroforesis gel agarosa produk PCR tiap gen target.
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9. Tampilan simulasi elektroforesis gel agarose dapat diubah dengan memilih bagian “MW”
untuk DNA ladder, bagian “lane” untuk pita DNA, bagian “% agarose” untuk

konsentrasi gel, dan bagian “lanes” untuk jumlah baris sampel gel seperti terlihat pada
Gambar 16.
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Gambar 16. Tahapan pengaturan parameter untuk simulasi elektroforersis gel
agarosa di perangkat lunak Snapgene.
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