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Isolasi DNA Dan Protein Dengan Tehnik PCR,
Elektroforesis Agarose Dan SDS-PAGE
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Abstrak

DNA dapat diisolasi dari jaringan apapun yang mempunyai sel inti (nucleus). Tahapannya
meliputi; 1) pengumpulan/panen sel-sel (sel harvest), 2) pemecahan sel-sel (cell lysis), 3)pencernaan
protein agar asam nucleat dilepaskan (protein digestion), 4) pengendapan DNA (DNA precipation)
dengan menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) dan elektoforesis agarose..

Protein dapat di isolasi dari jaringan melalui metode elektroforesis SDS-PAGE. Prinsip
elektroforesis SDS-PAGE (Sodium Dodecy! Sulfate-Polyacrilamide Gel Reaction) merupakan
teknik pemisahan protein darah dengan migrasi komponen acrilamida berdasarkan perbedaan berat
molekul. Hasil isolasi DNA maupun Protein dengan tehnik PCR, elektroforesis agarose dan SDS-
PAGE dianalisis dan dibandingkan dengan standar.

Band DNA darah dan sel epithelial manusia hasil elektroforesis agarose berada pada
kisaran 700 bp dengan persamaan y = 7938.e-1.59x untuk DNA darah dan y = 6796. e-1.48x untuk
DNA sel epithelial. Hasil elektroforesis SDS-PAGE semua sampel protein mengandung jenis

protein standar carbonic anhydrase

Keywords: Isolasi DNA dan Protein, PCR, SDS-PAGE, Elektroforesis agarose,

Perkembangan tehnologi biomolekuler saat ini
meningkat pesat dan berdampak sangat luas
terhadap kemajuan sains dan teknologi. Seiring
dengan pembuktian hasil-hasil penelitian yang
menggunakan teknik PCR untuk isolasi DNA, dan
Elektroforesis agarose dengan SDS-PAGE untuk
isolasi protein darah manusia.

Prinsip utama dalam isolasi DNA ada tiga
yakni penghancuran (lisis), ektraksi atau
pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa
dan protein, serta pemurnian DNA.

Prinsip elektroforesis agarose adalah teknik
pemisahan asam nukleat/ protein
berdasarkan perbedaan medan listrik, molekul dan
partikel bermuatan akan bergerak ke arah

©2014 by Department of Chemistry,
Gorontalo State University - Indonesia

elektrode yang memiliki muatan berlawanan di
bawah pengaruh medan listrik.

Prinsip elektroforesis SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel Reaction)
teknik pemisahan protein darah dengan migrasi
komponen acrilamida berdasarkan perbedaan berat
molekul.

DNA dapat diisolasi dari setiap bagian
mahkluk hidup yang mengandung nukleus/ inti sel,
dengan langkah-langkah berikut :

o Pengumpulan/panen sel-sel (cell harvest)

¢ Pemecahan sel-sel (cell lysis)

o Pencernaan protein agar asam nukleat

dilepaskan (protein digestion)

o Pengendapanan DNA (DNA precipation

Jumal Entropi Volume 9 Nomor 1 Februari 2014 (PP. 751-757)
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Setiap sel manusia mengandung  banyak

macam protein seperti protein sitoplasmik, dan  HASIL DAN PEMBAHASAN
protein membran. Protein ini dapat diisolasi |
dengan teknik sentrifugasi dan teknik biokimia  A. Hasil _

Isolasi DNA dengan Teknik PCR 0y
Elektroforesis Agarose

Sampel yang dianalisis misalnya darah dap "
epithelial mukosa manusia.

Berikut contoh hasil isolasi DNA sampel dﬂrah‘
dan sel epithelial mukosa manusia dengan teknjy
PCR untuk proses replikasi dan dielel-ctroforesiS
agarose dengan hasil seperti pada gambar 1.

umum yang lain untuk dianalisis. Agarosa
merupakan polisakarida turunan yang didapat dari
alga merah. Gel agarose dapat digunakan untuk
memisahkan DNA berukuran lebih dari 100 bp,
sedangkan untuk memisahkan DNA dengan
ukuran lebih pendek dapat digunakan gel
poliakrilamid. Gel agarose merupakan fase diam
dalam pemisahan fragmen DNA dan muatan listrik

h§

sebagai fase geraknya. N ——
& ambar 1. Has agarose 2
Metode PAGE yang umumnya digunakan mm:;i: INESEA rah dan sel epitnelia

untuk analisa campuran protein secara kualitatif .
adalah SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate [t
Polyacrilamide Gel Electroforesis). Metode ini  # LI
sering digunakan untuk menentukan berat molekul |, 1"
suatu protein disamping untuk memonitor el
pemurnian protein. Penggunaan poliakrilamida
mempunyai keunggulan dibandingkan dengan gel
lainnya, karena tidak bereaksi dengan sampel dan
tidak membentuk matriks dengan sampel, sehingga
tidak menghambat pergerakan sampel yang
memungkinkan ~ pemisahan  protein secara
sempurna. Selain itu, gel poliakrilamida ini
mempunyai daya pemisahan yang cukup tinggi.
Penggunaan SDS berfungsi untuk mendenaturasi
protein karena SDS bersifat sebagai deterjen yang
mengakibatkan ikatan dalam protein terputus  Berikut contoh hasil elektroforesis agarose sel
membentuk protein yang dapat terelusi dalam gel  darah (tabel 1).

Band DNA sel epitelial

begitu juga mercaptoetanol.
Tabel 1. Hasil elektroforesis agarcse sel darah
METODE PENELITIAN =B i L R
: Metode penelitian ini merupakan kajian 2 1.3 1000
literature berdasarkan referensi dan kepustakaan 3 1.4 900
maupun artikel ilmiah. Uraian kalimat maupun + 1,5 800
penjelasan yang ditulis dalam artikel ini berupa 5 1.6 g
dasar teori, data-data serta gambar maupun grafik ;s e iy
yang turut serta untuk mempermudah pembaca ; ;’s igg
mengerti dan memahami tulisan ini :
g ami tulisan ini. 9 21 300
10 2,3 200
11 25 100




jarak terendah band DNA darah 1,0 cm pada
basepairs 1100, sebaliknya jarak terjauh band
DNA darah 2,5 cm pada basepairs 100.

Hubungan jarak band dan basepairs

sampel DNA darah dapat dilihat pada grafik
dibawah ini.
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Contoh hasil elektroforesis agarose sel epithelial
(tabel 2).

Jarak terendah band DNA sel epitelial 1,0 cm
dengan basepairs 1100 dan sebaliknya jarak
terjauh 2,6 cm band basepairs 100.

Hubungan jarak band dan basepairs

sampel DNA darah dapat dilihat pada grafik
dibawah ini.

Tabel 2. Hasil elektroforesis agarose sel epitelial
Band Jarak {em) Basepairs (bp)
1 1,0 1100
2 1,3 1000
3 1,£ 900
4 1,5 820
5 1,6 700
6 1,7 620
7 1.8 500
8 2,0 400
9 22 300
10 2, 200
11 2,6 100

Netty Ino Ischak
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Tabel 3, Hasil elektroforesis agarose sampel sel darah dan sel epitefal

Band Jarek{em) | Basepairs (bpj
Derah feri 1% 100
Daahria ; 4
Epfeidfer 16 (¥
Eoiefa nifa 16 100
"Band DNA idak tanpak

Sampel DNA darah dan sampel epitelial memliki
jarak band yang sama yakni 1,6 dengan kisaran
basepairs pada 700, sedangkan darah nita tidak
menmiliki basepairs (bp)

Tabel 4, Hasi pengamatan isolasi protein darah manusia

T [madm [wdom
Jumlah/ Wama _
Wama kg [Wama :merh

Bagian A diperoleh supernatant 7 ml dan
pengendapan 1 ml, hasil ini dilanjutkan untuk
isolasi berikutnya dan diperoleh hasil seperti pada
tabel dibawah ini.
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Gambar 2. Hasil elektroforesis SDS-PAGE protein darah Manygj,

Tabe! 5, Basipengamatanisolasi prtei daah manusia

BAGIANB SUPERNATAN |  PENGENDAPAN
dmah .7m mld tml
e Wara camg  [Wama imean

Bagian B diperoleh supernatant 7 ml berwarna
Kuning dan pengendapan 1 ml berwarna merah.
Dari hasil isolasi ini diperoleh sampel protein
sitoplasmik (S) dan protein membran (M).
Tabel . Hasi pengamatan isolasi protein darah manusia
BAGIAN C SUPERNATAN |  PENGENDAPAN

duih 065m { Jumlah ;S\ m

Jumlahy Wama _ _
Wama ‘kurng | Wama : kuning gelap _
Tabel 8. Jarak band dan berat molekul protein standar Elektroforesis sy
PAGE darah manusia
: i Jenis Jarak (cm) BM
Bag_tan C diperoleh supematant 0,65 ml berwal:ﬂa Protein Band Protein (D)
kuning dan pengendapan 0,1 ml berwarna kuning Myosin 07 200.000
gelap yang merupakan isolasi untuk sampel p-Galaklosidase 1.2 116.250
protein supernatant garam tinggi (Gs) dan sampel Giycogen phosphoriase b 17 97.400
protein pengendapan garam tinggi (Gp). Bovine serum alburmin 25 £6.200
TR ‘ Ovaabumin 30 45,000
Tabel 7. Hasi pengamatan isolasi protein darah manusia Carbonic anhydrase 42 31.000
BAGIAND SUPERNATAN - | PENGENDAPAN Soybean trypsin infibitor 47 21500
» mh T2 00 E:p”;‘?’e 3 o
Jumlah/ Warna . ol : :
Wama :huning  |Wama : puth

P

’ Grafik Standar Protein Marker Hasil Elektroforesis |
Bagian C diperoleh supematant 0,65 ml berwarna SDS-PAGE a

kuning dan pengendpan 0,1 ml berwarna kuning '
gelap yang merupakan isolasi untuk sampel
protein supernatant garam tinggi (Gs) dan sampel
protein pengendapan garam tinggi (Gp).
Berikut contoh hasil elektroforesis SDS-PAGE
protein darah manusia (Gambar 2).




Jarak band protein standart terdekat memilki berat
molekul tertinggi dan sebaliknya jarak band

Netty Ino Ischak
Isolasi DNA dan Protein Dengan Teknik PCR ...755

terjauh memilikiberat molekul terendah.

Tabel 8. Hasil Elektroforesis SDS-PAGE protein darah manusia

sampel Band Band Band Band Band Band | Band | Band | Band
9 8 7 6 5 4 3 2 1
0.7 26 a0 12 a7 50
pPlasma AREHI HY - _ 18aY 49| 1871400 98 219983,39/|246171,89(2581384,99 "
Mywsin albumn | ovaalsumin | aroonic | Trypsin |Lysozyme
anhydrase| inhibitor
. 0.3 1,1 18 61
protein [S?k 1571308 " _ n ,%229 49 214145 RY|2A 1419 by 319499,68
sitoplasmi Nywsin Fprot i Carbonic | Trypsin inin
y otk anhydrase| inhibitor 2 IRE
= 15 17 5.0 6.2
2.5 | 4t .
protein (M) L . : 3. 235596,49|246171,59(251884.99] 1, 737 38
- 13 I T i . 324737
eran i R C e e
<] race| inhibikar
Frotein
supernatan 39 42 47
penqendﬂpﬂﬂ = 3 = Iﬁl'il'i\-‘i 40 219983.39 2#_6171',89 4 2
aram oo | Camonic | Trypsin
lasr:)tan g ovasalbutnin arydrase| inhibitor
Protein
endapan 23 44
pengendapan 7 = - 12045709 , el RS 5 -
aram
::g:)tan ’ b anhydrase
Protein
supernatant 25 a1 43 4.6
pengendapan | - = - 13004249| 15236069 (2252210024084 10 -
tanol t i Carbonic
:aErsL;mne bl o anthydiase| inhibits
Protein
|supernatant 27 48
pengendapan o - & 14 1417.32 = L < -
- 1 ne
:.'é:l‘ian etanol albumin SRlydnac

Dari tabel diatas jenis protein carbonic anhydrase
dijumpai pada semua sampel protein, sedangkan
bovine serum albumin, ovaalbumin dan soybean
trypsin inhibitor hampir dijumpai disemua jenis
sampel protein. Glycogen yang di elektroforesis
SDS-PAGE.

B. Pembahasan

Isolasi DNA dilakukan dengan tujuan untuk
memisahkan DNA dari bahan lain seperti protein,
lemak, dan karbohidrat. Dalam isolasi DNA ini
digunakan bahan bahan berikut :

- Tris berfungsi untuk mendenaturasi protein.

- EDTA berfungsi sebagai penghancur sel
dengan cara mengikat ion magnesium yang
diperlukan oleh sel untuk menjaga keutuhan
selubung sel secara keseluruhan.

- SDS berperan dalam melisiskan membran sel
juga dapat berperan dalam mengurangi

aktivitas enzim nuklease yang merupakan
enzim pendegradasi DNA

- NaCl berfungsi sebagai bahan -penetral pada
gula fosfat DNA.

- Proteinase K untuk melisiskan membran pada
sel darah dan mendegradasi protein globular
maupun rantai polipeptida dalam komponen
sel.

- Larutan sel lisis untuk pelisisan sel

- Nuclei lisis untuk pelisisan nucleus/inti sel
sehingga DNA bisa diperoleh.

- Enzim RNAse berfungsi melisiskan RNA dari
ekstrak DNA

- Isopropanol dingin bertujuan agar DNA
tersebut mengendap/mengumpul  sekaligus
memisahkannya dari garam-garam mineral sisa.

- Etanol 70% berperan dalam pemurnian DNA,
garam-garam yang terlibat dalam proses
ekstraksi  bersifat kurang larut dalam
isopropanol  sehingga dapat terpresipitasi
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bersama DNA, oleh sebab itu dibutuhkan
presipitasi kembali dengan etanol setelah
presipitasi  dengan  isopropanol untuk
menghilangkan residu garam.

Setelah DNA dari sampel darah dan sel
epithelial mukosa diperoleh dari hasil isolasi,
dilanjutkan dengan teknik PCR. Tahap ini
merupakan proses replikasi DNA dengan enzim
taq polymerase dan hasil replikasi DNA
dielektroforesis agarose. Dari hasil elektroforesis
DNA agarose dapat dilihat migrasi elektroforesis
DNA melalui gel agarosa dipengaruhi oleh faktor
ukuran dan konformasi  molekul DNA,
konsentrasi agarosa, arus listrik dan temperatur.

Ethidium Bromide sebagai pewarna

fluorosensi digunakan untuk alat identifikasi dan
mengukur semi-kualitatif fragmen DNA yang
terseparasi dalam gel. Ethidium Bromide ini akan
terikat diantara dua untai ganda DNA, sehingga
band/pita DNA dalam gel agarosa akan
berpendar, karena pewarna ini mengandung zat
fluoresence. Ethidium Bromide dapat diberikan
pada setiap sampel yang akan dimasukkan ke
sumuran gel atau dicampurkan ke gel agarosa
sebelum gel dicetak dalam cetakan gel. Intensitas
fluoresence dapat diukur dengan menggunakan
DNA marker standar, sehingga dapat
diperkirakan kuantitas DNAnya.

Pada band urutan ke-9 hasil elektroforesis
agarose sel darah tidak tampak jelas, hal ini
mungkin disebabkan DNA yang diperoleh hanya
sepotong-sepotong saat melakukan isolasi. Saat
isolasi mungkin saja terjadi kontaminasi, seperti
kita ketahui kulit tangan banyak mengandung
nuclease sehingga apabila terkontaminasi enzim
ini dapat memotong untaian DNA yang diisolasi.
Sehingga ketika kita elektroforesis band yang
tampak seperti pada gambar 1.

Band urutan ke-13 hasil elektroforesis
agarose sel darah tidak tampak adanya band, ini
disebabkan tidak adanya DNA dalam sampel yang
diisolasi. Sedangkan pada band urutan ke-1 dan 3
hasil elektroforesis agarose sel-sel epithelial juga

tampak adanya band, ini disebabkan kesalahap
dalam pemindahan sampel DNA ke sumuy;
elektroforesis agarose, sehingga tidak ditemukap
DNA.

Dari grafik diatas diperoleh persamaan pada DNA
darah y = 7938.¢-1.59x dan DNA sel epithelial y =
6796.c-1.48x. Dari kedua persamaan ini dapat
dihitung jumlah basepairs sampel DNA yang
dielektroforesis agarose.

Dari hasil perhitungan jumlah basepairs
DNA darah, sampel darah dan DNA sel epithelial
kelompok 3 grup siang yaitu pada band nomor 12
dan 13 berjumlah 700 bp. Hal ini sesuai dengan
letak band pada posisi marker ke-7 (700 bp).

SDS-PAGE merupakan metode
elektroforesis yang menggunakan kombinasi
polyacrilamida dan SDS. Dalam analisis ini
migrasi protein dengan elektroforesis dilakukan
pada tegangan 70 volt dan lama pemisahan kurang
lebih 4 jam agar didapatkan molekul protein yang
berbeda dapat terpisah dengan baik. Penanda
migrasi ditentukan dengan pewama coomassie
brilliant blue.

Pada analisis ini digunakan 9 protein
standar yang telah diketahui berat molekulnya,
yaitu Myosin, P Galaktosidase, Glycogen
phosphorilase b, Bovine serum albumin,
Ovaalbumin, Carbonic anhydrase, Soybean trypsin
inhibitor, Lysozyme, dan Aprotinin dengan berat
molekul secara urut seperti pada tabel 4.

Dari elektroforesis SDS-PAGE diperoleh
persamaan y = 286.59¢-0.603x, sehingga dapat
ditentukan berat molekul (BM) protein
berdasarkan persamaan tersebut seperti pada tabel
9. Dari data dapat dilihat protein standar carbonic
anhydrase dijumpai pada semua sampel protein
yang dielektroforesis. Sampel protein membran
dan protein plasma paling banyak ditemukan jenis
protein standar.




Kesimpulan
1. Band DNA darah dan sel epithelial
manusia hasil elektroforesis agarose

berada pada kisaran 700 bp dengan
persamaan y = 7938.e-1.59x untuk DNA
darah dan y = 6796. e-1.48x untuk DNA
sel epithelial.

2. Jarak band elektroforesis agarose dan
SDS-PAGE yang diperoleh dipengaruhi
oleh konsentrasi medium (agarose dan
polyacrilamida), voltage dan waktu
elektroforesis yang digunakan.

3. Berat molekul

protein  sampel
elektroforesis  SDS-PAGE dihitung
berdasarkan persamaan y = 286.59-
0.603x .

4. Hasil elektroforesis SDS-PAGE semua

sampel protein mengandung jenis protein
standar carbonic anhydrase .

5. Protein sitoplasmik dan protein membran
memiliki lebih banyak jenis  protein
dibandingkan sampel protein yang lain.

Saran

Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam

analisis DNA dan protein darah adalah , sterlisasi
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alat, keadaan sampel (harus segar), waktu
pengambilan sampel, instrument terkalibrasi.
Khusus reagen/zat kimia perlu kehati-hatian dalam

proses penggunaan karena umumnya bersifat
toksik.
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