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= Di laboratorium ditemukan sampel DNA, namun jumlah DNA tidak cukup
dianalisis.

= Setelah ekstraksi DNA, kita ingin mempelajari bagian tertentu dari suatu gen untuk melakukan
pengurutan.

« Bagaimana mengatasi masalah ini?



= Solusinya adalah dengan melakukan amplifikasi dari bagian dari DNA

= Terutama ada dua metode:
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» PCR adalah sarana untuk memperkuat sepotong DNA tertentu.

=> Memperkuat= membuat banyak salinan segmen DNA.

« PCR dapat membuat miliaran salinan rangkaian target DNA dalam waktu singkat.

* Ini adalah sebuahversi laboratorium Replikasi DNA dalam sel.

=» secara in vitro” karena terjadi di dalam tabung reaksi sedangkan
“secara alami” menandakan terjadi dalam sel hidup.
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implification of a speciiic target SeHUGNRCS:

» PCR tidak menyalin seluruh DNA dalam sampel. la hanya menyalin aurutan yang sangat
spesifik kode genetik dari DNA templat, yang ditargetkanweleh primer PCR.

 Diperlukan pengetahuan tentang beberapa informasi sekuens DNA yang mengapit fragmen
DNA untuk dapat diamplifikasi (DNA sasaran).
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 Dari informasi ini dua primer oligo nukleotida sintetik dapat disintesis secara kimia masing-

masing melengkapi rangkaian DNA kesisi 3'DNA target, satu oligo nukleotida untuk masing-
masing dua untai DNA (DNA polimerase hanya dapat menambahkan nukleotida ke gugus 3'-
OH yang sudah ada sebelumnya).

(a) PCR primers must bind to sequences on either side of the

target sequence, on opposite strands. Primer

5 annealing site 3
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Primer Region of DNA to
annealing site  be amplified by PCR

(b) When target DNA is single stranded, primers bind and allow
DNA polymerase to work.
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5’ Untai ke depan 3’
« Dalam reaksi PCR yang Anda
ATG TAA butuhkandua primeruntuk memperkuat
urutan target:
<4 ATT ’
3’ Reverse Primer 5’ =  Primer ke depan, yang memiliki urutan
5’ Forward Primer 3’ untai DNA depan yang sama danberikatan
ATG => dengan untai balik komplementer.
= Primer terbalik, yang memiliki urutan
TAC ATT untai DNA terbalik yang samadan berikatan
_ _ dengan untai depan komplementer.
3 Untai terbalik 5

*Jika hanya ada satu primer, hanya satu untai
DNA untai ganda yang akan diamplifikasi
pada reaksi PCR.
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Componemnts of POR
4 2 0 )

~
DNA Sample Primers Nucleotides

® |

Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube /

PCR Cycle

Reagen tambahan mungkin disertaka

Thermal Cycler
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* PCR berlangsung dalam TIGA langkah berbeda yang Diatur olehSuhu:

-

« DNA cetakan
beruntal ganda
adalah

didenaturasi dengan
pemanasan, biasanya
hingga 95°C, untuk

~

Denaturasi:
(95°C)

K

~
Reaksi dengan cepat
didinginkan  sampai
suhu anil  untuk

memungkinkan
oligonukleotida

primer untuk

**anil:
(50-65°C)

i Reaksi dipanaskan

sampai suhu,
biasanya 72°C
sintesis DNA yang
efisien
oleh DNA

Perpanjan
gan:
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eRalErelion:

« DNA cetakan beruntai ganda didenaturasi dengan pemanasan, biasanya menjadi 95°C, untuk
memisahkan DNA beruntai ganda (Mengapa?).

Reglon oftarget ONA

10 be amplfed
Langkah 1 | |
| S |
i [— |

(94-97 °C)
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2, immealing:

 Reaksinya cepat di dinginkan sampai suhu anil primer(50-65 °C) untuk memungkinkan
primer oligonukleotida berhibridisasi menjadi templat beruntai tunggal.

 Primer hanya akan dianil pada sekuens yang saling melengkapi (deretan target).
« Apa jenis obligasinya?

L angkah 2 3=5F,=

: 05
[(E— SSSS—
(50-65 °C)
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Reaksinya adalah dipanaskan ke suhu tergantung pada DNA polymerase digunakan.
Biasanyasuhu72°Cdigunakan dengan enzim ini.
Artinya suhu 72°C adalah ....................... DNA polimerase optimum.

Pada langkah ini DNA polymerase mensintesis DNA baruuntai yang saling melengkapi
dengan cetakan DNA

Langkah 3

3

(72 °C) g
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Denature DNA

Extend Primers

Satu X 25

Anneal Primers siklus

Time
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 Pada akhir reaksi PCR, urutan spesifik akan terakumulasi dalam miliaran salinan

(amplikon).

« Hanya dalam 20 siklus, PCR dapat menghasilkan sekitar satu juta (22°) salinan target.

AMPLIFICACION
EXPONENCIAL

............. » 20-35ciclos

235 =
34 billones de copias

Cicle 4
Fragmento a
lificar ”
= == a3
\ < O —.
S— < Ciclo 2
3 S=
PU— < e
Cich 1
ADN molde — —
2 copi .

Rt 4 copiras 3 copias 16 copias

Adaptado de  (Andy Vicistracee 2001)
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Desain primer

dan spesifisitas
primer
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Pasca
PCRhasil
PCR EEUNE
optimasi menggunakan
elektroforesis
gel agarosa

laboratorium berikutnya

Mulai PCR
PCR Anda dan

penyelesaian

visualisasikan

masalah hasilnya
berdasarkan

laboratorium berikutnya
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EHAmpIe:

« Anda ingin belajar amutasi pada gen DLG3 dan bagaimana kaitannya dengan memori:

1. Temukan urutan gen dari situs web mana pun, misalnya Ensebmle.

2. Tentukan wilayah target Anda.

5 CATGCGATAAGAGTGATTGAGGT

3" GTACGCTATTCTCACTAACTCCA

Segmen yang ingin Anda perkuat ada di kotak merah

CCACCATGTTATCATGCGATAAGAGTGATTC

GGTGGTACAATAGTACGCTATTCTCACTAAC

A

T(

GT CCACCATGTTATCATGCGATAA

[ C2 GGTGGTACAATAGTACGCTATT

GAGTGATTGAGGT 3

"TCACTAACTCCA 5'

3. Rancang primer menggunakan alat desain primer, misalnya Primer3, lalu kirimkan ke
perusahaan mana pun yang akan mensintesisnya.

4. Pastikan area yang ingin diteliti berada di antara primer (daerah yang akan diteliti
sebaiknya berada di antara primer maju dan mundur).

5. Periksa spesifisitas primer dengan BLAST.

6. Optimalkan PCR Anda dan pemecahan masalah.

7. Mulai PCR.
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otart veur POR [
1. Denaturasi: 95 OCi

> eraccerarrercacrancroc) GaRGIACARTAGHACORARROTCACTANCRCCA GGRGGRACAATAGTACGORARR C chCTAACTCCH

19



I N

Il

2. Anil: 58 °C i

3" GGTGGTACAATAGTACGCTATT 5

5' CCACCATGTTATCATGCGA' 3

> craceeraTreTcacTaacTocHGGNGTACARTAGACC AR RO CACTANCRCCA GGRGGRACAATAGTACGORARR C cACTAACTCCH

Primer ke 5'CCACCATGTTATCATGCGA'3
depan:

3' GGTGGTACAATAGTACGCTATT 5' 20
Primer terbalik:



(@)
3. Perpanjangan: 72 C i

0 CATGCGATAAGAGTGATTGAGGT GAGTGATTGAGGT 3'
——————— ATTCTCACTAACTCCA GGTGGTACAATAGTACGCTATT &'
3' 5|

GTACGCTATTCTCACTAACTCC CTCACTAACTCCA

Tag DNA polimerase Q



otart yeur PER [

3.Perpanjan
gan:

nec

CATGCGATAAGAGTGATTGAGGT GAGTGATTGAGGT 3

=} GTACGCTATTCTCACTAACTCCAGGTGGTACAATAGTACGCTATTCTCACTAACTCCA GGTGGTACAATAGTACGCTATT 5

3'

5' CCACCATGTTATCATGCGA\TAAGAGTGATTGAGGT CCACCATGTTATCATGCGATAAGAGTGATTGAGGT 3
3'

GTACGCTATTCTCACTAACTCC CTCACTAACTCCA 5

Siklus #1:
1 DNA diamplifikasi menjadi 2 DNA 22



Siklus

2 1. Denaturasi

, 5 CCACCATGTTATCATGCGATANGAGTCATTGAGET CORCCATTTATOATGOGATAA GAGTCATTAGGT 3
8 CATGOGATARGAGTGATTGR

06T CAGTGATTGAGGT P
3°GTACGCTATTCTCACTAACTCCA GGTGGTACAATAGTACGCTATT &

)
P e R . .11 <

2. anil .
)
8 CATGOGATARGAGTGATTGAGGT GRGTGTIGAGGT 1 3 [ o

5 CCACCATGTTATCATGCGATANGAGTGATTGAGG T CCACCATGTTATOATGOGATRAGACTGATTGAGET 3
3> GGTGGTACAATAGTACGCTATT 5°

5° CCACCATGTTATCATGCGA' 3

3amaceeTarncncacraacrec@GRGGACAATAGIACGCTATICICACTRACICC cereoacaATaGTACGCTATT 57 )
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Sl kl US 2 3.Perpanjangan

§ CATGCGATAAGAGTGATTGAGGrGAGTGATTGAGGT 3 ; I,
' ) 3
3" GTACGCTATTCTCACTAACTCC GGTGGTACAATAGTACGCTATT 5 3' [cenceracaaTAGTACGCTATTCTCACTARCTCCA CGTGGTACAATAGTACGCTATT 5°

e
.
.
.
-
-
-
-
.
-

5 CCACCATGTTATCATGOGA TAAGAGTGA T IGAGG T CACCATGT TATOATGOGATAR GAGTGATTGAGET 3

——— - —
3 CCACCATGTTATCATGCGTANGAGTGATIGAGGT CCACCATGTTATCATGOGATAR, ', =-.
3 GTACGCTATICTCACTAAC TGS A CAAAGEACEGEARRCICACTANCRCOR COTGOTACRATAGTACKCTAIT &,

Siklus 3

5 CCACCATGTTATCATGCGA TAAGAGTGATTCAGGT COACCATCITATCATGCGATAN 3 5 (CACCATGTTATCATGCGR! 3
3" GGTGGTACAATAGIACCCTATICICACTANCICEA CCTCGTACAATAGTACCCTATT 5 3 GGTGGTACAATAGTACGCTATT 5

Urutan sasaranMuncul

setelah tiga siklus dan mulai
terakumulasi

Setelah 30 siklus:

23%salinan DNA target!! o




Bagaimana Anda akan memastikan bahwa urutan target Anda

diperkuat?Sangat penting untuk mengetahui ukuran produk

Anda, mengapa?

=>» Ukuran urutan target kami adalah 350 bp

25
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400 bp

300 bp Urutan sasaran

200 bp

100 bp
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« Kesederhanaan, metodologi yang lebih mudah, sensitif, prosedur operasi standar yang divalidasi
secara luas serta ketersediaan reagen dan peralatan

PCR epplicetion:

» Genotipe.

» RT-PCR.

» Kloning.

» Deteksi mutasi.

» Pengurutan.

» mikroarray.

» Forensik.

» Pengujian garis ayah.

27



» Tidak ada satu set kondisi yang optimal untuk semua reaksi
PCR.

» Lab selanjutnya.

28



‘ Suhu leleh (Tm)

‘ Suhu anil (Ta)
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Primer Desl

1. Urutan primer:

« Harus melengkapi urutan mengapit wilayah target.
* Menghindari:

=>Urutan komplementer antar primer.

=>Ulangi (misal: ATATATAT) [Isalah prima.
=>»Berjalan (misal: AGCGGGGAT) [Isalah prima.
=>» Ketidakcocokan di akhir 3'.

=>Lintas Homologi.

2. Panjang primer:
 Secara umum diterima bahwa panjang primer yang optimal adalah18-25 hal.
 Tidak terlalu panjang dan tidak terlalu pendek

30



Primer Desl

3. Konten GC:

* GC% =Jumlah G dan C dalam primer sebagai persentase dari total basa.
 Seharusnya 40-60%.

4. penjepit GC:
« Kehadiran basa G atau C di dalamlima pangkalan terakhirdari ujung 3' primer.
 Tidak lebih dari 2 G atau C.

5\-CAACATAATAGCGACAACACTAGA-3 \

31
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Primer Design Gu

5. Suhu leleh (Tm):

Apa itu Tm?

Suhu leleh di kisaran50-60 °Cumumnya memberikan hasil terbaik.
Perbedaan maksimum antara pasangan primer adalah5°C.

(I
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NGe:

Tm primer dapat dihitung dengan rumus berikut:
Tm=[(G+C)x4]+[(A+T)x?2]

6. Suhu Anneal (Ta):

 Suhu leleh primer merupakan perkiraan stabilitas hibrid DNA-DNA dan sangat
penting dalam menentukan suhu annealing.

« Tergantung langsung pada panjang dan komposisi GC primer.

 Terlalu tinggi Ta [Jmenghasilkan hibridisasi primer-templat yang tidak mencukupi.

 Terlalu rendah Ta ['menyebabkan produk non-spesifik yang disebabkan oleh
tingginya jumlah ketidakcocokan pasangan basa.

32



Now... you should be 2bie to answer the
iollowing guestions:

- Bagaimana amplifikasi akan dilakukan?

- Bagaimana Anda menentukan urutan target Anda?

- Bagaimana amplifikasinya spesifik untuk segmen tertentu?
» Apa saja persyaratan untuk membawa PCR?

33
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* Suppose you perform a PCR that begins with one double-strand of the
following DNA template:

—————————————————————————————————

A. Draw one cycle of PCR reaction below the following diagram.

B. Label the template DNA, the primers, and what is happening at each step.

T
% température

®
@

{0} cycle #1 34




