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Pendahuluan
khir-akhir ini kemajuan teknologi di bidang rekayasa
genetik dirasakan sangat maju dan berkembang
engan pesat. Teknik pengujian dengan DNA probe
yang sudah dikenal sangat sensitif dan spesifik, masih ada
kelemahannya karena membutuhkan jumlah sel, jaringan atau
cairan tubuh lainnya dalam jumlah tertentu agar dapat
terdeteksi. Bilamana bahan pemeriksaan yang didapat
jumlahnya sangat sedikit, maka dilakukan pembiakan terlebih
dahulu. Tetapi sering kali pembiakan tidak berhasil baik atau
sulit tumbuh dalam medium pembiakan secara in vitro
sehingga memerlukan suatu metode pemeriksaan yang lain
yang lebih akurat, mudah, sensitif dan spesifik.

Pada tahun 1983, Karry B. Mullis menemukan metode
yang mudah, sederhana dan efektif untuk mengatasi prob-
lem tersebut. Teknik baru ini adalah Polymerase Chain Re-
action atau lebih dikenal dengan sebutan PCR.

PCR merupakan suatu metode untuk memperbanyak
segmen DNA yang spesifik secara enzimatik dan cepat dalam
in vitro. Setiap kali melakukan satu siklus PCR, DNA akan
memperbanyak diri menjadi dua kali lipat. Dengan demikian
bila dilakukan pemindahan 20 kali siklus, maka DNA yang
diperoleh menjadi sebesar dua pangkat 20 atau sama dengan
sejuta kali lipat 8.1,

Nampaknya aplikasi metode PCR tidak terbatas dan
masih berkembang terus, serta merupakan teknik yang sangat
berharga di bidang biologi molekuler dan ilmu kedokteran.

Penerapan metode PCR antara lain untuk mendeteksi
penyakit infeksi pada manusia yang disebabkan oleh
mikroorganisme yang patogen seperti bakteri, virus, jamur
dan parasit. Kloning gen DNA/ cDNA, mutagenesis in vitro,
genetic finger printing yang banyak digunakan dalam ilmu
kedokteran kehakiman, diagnosa dini penyakit, kelainan
genetik pada prenatal, analisa sekuens, yang berbeda pada
alel, analisa struktur trankrip RNA, genomic foot printing dan
pengurutan (sequencing) nukleotida dari gen DNA/cDNA
secara langsung *-& 1,

Meskipun PCR merupakan suatu metode yang mem-
punyai daya kekuatan yang besar untuk memperbanyak
segmen DNA yang spesifik, tetapi masih ada kekurangannya.
Misalnya dapat terjadi kontaminasi pada DNA meskipun dalam
jumlah yang sangat sedikit dan akan ikut diperbanyak,

sehingga akan memberikan hasil yang meragukan dan
menyesatkan. Untuk mengatasinya, laboratorium yang me-
ngerjakan metode PCR harus mempunyai ruangan cadangan
yang terpisah dan masing-masing digunakan untuk persiapan
reagen, pemrosesan PCR dan analisa hasil PCR. Reagen
yang digunakan harus dibagi menurut kebutuhan secukupnya,
pipet dan tabung reaksi digunakan harus yang sekali pakai
langsung dibuang, tip pipet harus yang panjang ¢ ).

Dalam makalah ini akan dibahas riwayat singkat PCR,
cara kerjanya dan beberapa penerapannya di bidang pe-
nelitian dan di bidang kedokteran.

Sejarah

Pada mulanya teori dasar Polymerase Chain Reaction
pertama kali telah dikemukakan secara rinci oleh Kleppe dkk
pada tahun 1971. Tetapi teori tersebut tidak membangkitkan
perhatian dan tidak menarik kepentingan umum. Sampai pada
pertengahan tahun 1980 ketika sarjana Kary B Mullis dan
kawan-kawannya di Cetus mengembangkan PCR ke dalam
suatu cara yang dapat digunakan untuk menghasilkan
sejumlah besar kopi gen dari DNA tunggal ¢ 2.

Enzim yang pertama-tama digunakan dalam proses PCR
yaitu DNA polimerase dari fragmen Klenow yang dipanen dari
bakteri E.coli ®. Enzim tersebut digunakan oleh Saiki et al
pada tahun 1985; Mullis et al pada tahun 1986; Mullis dan
Faloona pada tahun 1987. Tetapi karena enzim ini tidak tahan
terhadap suhu yang panas, sedangkan proses PCR memer-
lukan suhu yang tinggi, sehingga perlu terus ditambahkan
enzim tersebut selama proses berlangsung.

Kemudian pada tahun 1988 Saiki dan kawan-kawan
menemukan enzim lain yang lebih stabil yaitu DNA polimerase
yang diekstraksi dari bakteri Thermus aquaticus yang bersifat
termofilik. Enzim ini dikenal dengan sebutan Taq Polymerase,
bekerja optimal pada suhu 75°C dan masih stabil pada suhu
94°-95°C. Dengan penemuan enzim ini, proses PCR menjadi
lebih mudah 919,

Selain enzim tersebut juga ditemukan enzim polimerase
lain yang lebih tahan panas yaitu Vent DNA Polymerase yang
diisolasi dari Thermococcus litoralis.

Cara kerja
Pada dasarnya Polymerase Chain Reaction (PCR)
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merupakan suatu prosedur siklus biokimia untuk memper-
banyak segmen DNA secara enzimatik. Pemeriksaan ini
menggunakan enzim DNA polimerase yang stabil pada suhu
tinggi. Hingga saat ini enzim yang sering digunakan adalah
Taq polymerase dan Vent polymerase.

Bahan-bahan yang diperlukan dalam suatu siklus PCR
yaitu: Segmen DNA yang spesifik, enzim pdlimerase, primer
yang terdiri dari oligonukleotida dan bahan-bahan pembangun
DNA (dNTP).

Tiap proses siklus PCR terdiri dari tiga tahapan yaitu: tahap
| adalah denaturasi/pemisahan yang memerlukan suhu yang
tinggi sekitar 94 - 95°C, untuk memisahkan untaian rangkap
DNA. Tahap Il yaitu tahap renaturasi atau primer annealing di
mana terjadi pendinginan. Suhu yang dibutuhkan sekitar 37 -
60°C selama beberapa puluh detik, dan terjadi penempelan
primer pada ujung 5' atau 3' DNA yang akan diperbanyak.
Setiap primer akan merupakan oligonukleotida yang terdiri dari
untaian tunggal dan urutan nukleotida. Primer dapat menempel
pada DNA karena telah dibuat khusus, sehingga urutan basa-
basanya merupakan urutan basa yang komplementer terhadap
ujung bagian DNA yang akan diperbanyak. Tahap |ll yaitu pe-
manjangan atau primer extension. Dalam tahap ini perlu pe-
manjangan primer agar dapat terbentuk DNA untai ganda yang
lengkap (Gambar 1). Pada proses ini memerlukan suhu yang
tinggi sekitar 72°C, bila memakai enzim T. aquaticus Taq DNA
Polymerase, sedangkan untuk enzim yang berasal dari E.coli
hanya memerlukan suhu 37°C selama beberapa menit 3.8 1,

Tiap proses satu siklus PCR berlangsung membutuhkan
waktu sekitar 3-6 menit dan menghasilkan DNA dua kali lipat
jumlahnya. Bila melakukan sejumlah X kali siklus PCR maka
akan mendapatkan dua pangkat X kali lipat, sehingga dalam
beberapa jam saja akan mendapatkan hasil jutaan kali lipat
DNA yang spesifik. Tetapi tidak dianjurkan melakukan
perbanyakan lebih dari 40 kali siklus, karena akan terjadi efek
pendaratan (plauteau). Pada keadaan tersebut meskipun kita
menambahkan siklus PCR, tidak akan menghasilkan DNA
yang efektif seperti semula.
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Gambar 1: Skema kerja PCR ©,

Untuk mengetahui berhasil tidaknya reaksi PCR, maka
dapat dipakai berbagai metode, antara lain bila hasil amplifikasi
DNA cukup banyak dipakai metode elektroforesis dengan
pewarnaan etidium bromida. Metode ini yang paling sering
digunakan. Hasil elektroforesis dapat diamati dengan
menggunakan sinar ultra violet. Proses PCR berhasil baik
bila terlihat pita atau bintik DNA seperti pada gambar foto di
bawah ini (Gambar 2).
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Gambar 2: Penampakan hasil PCR pada agarosa elektroforesa (ll).
Dengan pemberian zat etidium bromida. Pita DNA akan terlihat
berwarna coklat di bawah sinar ultra violet pada agarosa. Bagian
kiri dan kanan adalah marker (petanda) dengan panjang

gelombang yang telah diketahui.

Metode elektroforesa tidak dapat menentukan identifikasi
bila jumlah target pada awal urutan sangat kecil. Keadaan
seperti ini mungkin masih dapat diperbanyak dari beberapa
urutan-urutan nukleotida yang tidak spesifik dan menghasilkan
DNA spesifik yang sangat sedikit untuk dapat dilihat. Oleh
karena itu deteksi akhir hanya mengandalkan hibridisasi
perbanyakan DNA terdapat DNA sintetik prob.

Beberapa Hal yang perlu diperhatikan dalam
mengerjakan PCR:

*Enzim Taqg DNA Polimerase

Meskipun enzim ini termasuk termostabil dan mempunyai
daya tahan terhadap suhu yang sangat tinggi, tetapi untuk
mendapatkan efisiensi yang besar, maka sebaiknya enzim
ini tidak dimasukkan sebelum tahap denaturasi dimulai dan
dianjurkan penambahan enzim sebaiknya sesudah tahap
denaturasi pertama.

Penambahan enzim polimerase Tag DNA sebesar 2,5 u
per reaksi dapat meningkatkan efisiensi PCR, tetapi hanya se-
kali saja penambahan enzim akan berefek. Penambahan en-
zim selanjutnya akan menghasilkan PCR yang non spesifik @.
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*Suhu dan Waktu

Setiap tahap pada siklus PCR membutuhkan waktu yang
seminimal mungkin, tetapi efektif. Bila waktu yang dipakai
terlalu lama maka akan terjadi pemborosan dan kerusakan
pada enzim polimerase DNA.

*Tahap Denaturasi

Tahap ini merupakan tahap kritis, karena bila terjadi
pemisahan untai yang sempurna terlalu cepat selama proses
denaturasi, maka DNA akan mengalami pemanasan yang
lebih lama dari waktu standar yang dibutuhkan yaitu 90 menit
sehingga mengakibatkan DNA rusak.

Jika kandungan G-C sangat tinggi maka memerlukan
temperatur yang lebih tinggi dari 94°C sehingga mengakibat-
kan efektifitas enzim polimerase Taq akan menurun dengan
cepat.

*Tahap Penempelan (Annealing)

Keadaan kritis terjadi bila primer tidak menempel dengan
baik pada template. Primer dengan kandungan G-C yang
rendah (<50%) membutuhkan temperatur yang lebih rendah
dari 55°C untuk penempelan yang sempurna @9,

*Tahap Pemanjangan (Extention)

Tahap ini tergantung pada panjang sekuen yang ingin
diperbanyak. Dalam waktu 3 menit sudah cukup untuk
memperpanjang beberapa Kbp. Sebaliknya bila waktu lebih
lama dari 15 menit tidak memperlihatkan hasil yang baik ®.

*Kontaminasi

Kontaminasi berupa urea, detergen SDS, sodium asetat,
dan beberapa komponen yang terbawa sewaktu pemurnian
DNA dengan agarosa gel dapat menurunkan efisiensi dari
PCR @10,

Penerapan PCR di Bidang Penelitian

PCR memiliki kemampuan yang sangat berguna dalam se-
gala bidang dan situasi untuk memeriksa DNA. Dapat diramalkan
bahwa PCR berguna secara luas dalam penelitian analisa ge-
netik, seperti arkeologi dan patologi forensik yang sebelumnya
selalu dihindari karena kesulitan teknis identifikasi .

Dengan memperbanyak target DNA, PCR dapat meng-
ganti atau menambah standar metode kloning yang baku, mi-
salnya isolasi dan pelabelan fragmen DNA, site specific muta-
genesis, complementary DNA, kloning gena, analisis inter-
aksi protein DNA, pengurutan DNA/RNA dan manipulasi
pengobatan dengan gen.

Mungkin lebih menggairahkan para peneliti dalam
kemampuan mewujudkan manipulasi DNA dengan PCR yang
sebelumnya memberikan kesulitan atau ketidakpastian. Triglia
dan kawan-kawan menggunakan /nverse PCR pada gen yang
mengkode prekursor antigen permukaan merosoid mayor dari
Plasmodium falciparum. Dalam penerapan ini dilakukan
pemotongan gen DNA dengan menggunakan Rsal. Setelah
disambung membentuk lingkaran dengan enzim ligase,
kemudian dipotong kembali dengan menggunakan enzim Hinf

untuk diperbanyak®.

Penerapan lainnya yang dilakukan oleh Silver dan
Keerikatte..untuk memperbanyak DNA seluler yang me-
ngandung provirus ekotropik yang diintegrasikan ke dalam
tikus ™.

Salah satu keuntungan lainnya adalah dengan meng-
gunakan metode Alu PCR, mampu mengisolasi dengan cepat
DNA manusia yang diinsersi dari bahan klon ©.

Penerapan PCR Di Bidang Kedokteran

Pada umumnya penerapan PCR di bidang kedokteran
dapat dibagi 3 bidang, yaitu: (1) penyakit genetik, (2) infeksi
yang disebabkan oleh mikroorganisme patogen seperti:
bakteri, virus, jamur dan parasit dan (3) keganasan.

Pemakaian PCR pertama kali pada penyakit anemia sel
sabit yang juga merupakan penemuan PCR pertama kali oleh
Kary B. Mullis. Hingga saat ini pemakaian PCR masih
ditingkatkan terus.

Untuk mendiagnosa penyakit kelainan prenatal melalui
amniosentesis sebaiknya dilakukan pada trimester kedua. Hal
ini untuk menghindari efek radioaktif terhadap janin. Biopsi
vilus khorion yang diambil pada trimester pertama kehamilan
dapat dianalisa dengan cara Colorimetrically dalam waktu 6
jam.

Laboratorium Dr. Erlich telah membuat kemajuan yang
pesat dalam penggunaan PCR untuk mempelajari gen Hu-
man Histocompability (HLA). Dengan demikian telah
memberikan informasi yang berharga mengenai kecen-
drungan adanya kelainan genetik seperti penyakit insulin de-
pendent diabetes mellitus, rheumatoid arthritis, pemphigus
vulgaris dan yang lainnya. Selain diagnosa penyakit pada
manusia PCR-HLA juga sangat berguna di bidang ilmu
kedokteran kehakiman dan transplantasi jaringan @4,

PCR sering dipakai untuk mendiagnosa penyakit yang
disebabkan oleh infeksi mikroorganisme dalam jumlah yang
sangat sedikit, sehingga mendapat kesulitan dalam
pembiakan, maka dapat digunakan PCR untuk mendetek-
sinya. Dengan cara PCR, DNA kuman, virus dan parasit akan
diperbanyak sehingga dapat terdeteksi. Di antara penyakit
infeksi yang sering menggunakan PCR untuk mendeteksi
penyebabnya adalah penyakit Acquired Immunodeficiency
Syndrome yang di sebabkan oleh virus Human Immunodefi-
ciency Syndrome (HIV). Penderita yang tidak dapat terdeteksi
HIV positif dangan cara uji serologi,seperti pada bayi-bayi yang
lahir dari ibu yang menderita penyakit Acquired Immunodefi-
ciency Syndrome (AIDS) dan orang-orang yang HIV serologi
negatif dengan risiko tinggi terhadap AIDS.4819),

Terlepas dari itu PCR mempunyai kemampuan yang tinggi
dalam mempelajari patogenesa penyakit, karena punya
kesanggupan untuk mendeteksi sekuen DNA spesifik yang
sesuai dengan definisi keadaan patologik. Selain itu PCR juga
dapat mengidentifikasi sekuen dari virus papilloma pada

ke halaman 14

10
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menjadi pilihan pertama, mengingat testis merupakan organ
yang sangat rentan terhadap kenaikan suhu yang relatif kecil,
dan dalam tempo yang tidak terlalu lama.
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Polymerase...
dari halaman 10

keganasan konjungtiva dan kornea serta penyakit infeksi vi-
rus yang laten ™.

Kesimpulan

Tehnik PCR merupakan satu prosedur yang dilakukan
secara in vitro dan dapat memberikan manfaat yang besar di
bidang penelitian dan kedokteran. Di samping itu PCR dapat
mendeteksi penyebab penyakit infeksi yang disebabkan
berbagai mikroorganisme patogen, seperti bakteri, virus, jamur
dan penyakit genetik serta keganasan. Hal ini dapat dikerjakan
karena metode PCR terbukti dapat mengidentifikasi DNA dan
memperbanyaknya.
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