LAPORAN PRAKTIKUM 5
ISOLASI DNA
Oleh : Herviani Sari dan Henny E. S. Ompusunggu
Hari/Tanggal/Jam Praktikum : Kamis/ 1 November 2012 12.00-15.00 WIB

Tujuan :

1. Praktikan mengerti metode umum mengisolasi DNA
2. Praktikan dapat Mengisolasi DNA dari sel-sel epighenulut
3. Praktikan mengerti dan dapat mempraktekkan teRGR dengan sempel DNA manusia

Pendahuluan:

DNA dapat diisolasi dari jaringan apapun yang memygusel inti.

Langkah-langkah yang harus diikuti dengan jaringpapun adalah:

1. Pengumpulan/panen sel-se¢ll harvest

2. Pemecahan sel-sad]l lysi9

3. Pencernaan protein agar asam nucleat dilepagkateip digestioh

4. Pengendapanan DNANA precipation

Pada praktikum ini, DNA diisolasi dari “jaringan’tgktikan sendiri, yaitu sel-sel epitelial
mulut dan diisolasi dari darah. PCR (polimer chegaksi) dilaksanakan dengan sempel

DNA manusia.

Isolasi DNA dari Sel-Sel Epitel

Alat dan Bahan

Minuman isotonic beaker pH meter akuades
Batang kayu waterbath Tabung reaksj mikrosentrifus
Timbangan digital EDTA Spidol SDS

Stok proteinase K (100ug/ml) NacCl Vortex Etanolgiim
Tabung mikrosentrifus Tris 1 N HCI Pipet Mohr




Prosedur

Kerja

A. Panen Sel-Sel

. Dengan batang kayu praktikan menggosok bagian daipmselama 30 detik.

Jangan ditelan.

. Kemudian praktikan berkumur dengan 10 mL larutaisotonic, sekaligus

menggosok-gosok bagian dalam pipi selama 1 mamgah ditelan.

. Kemudian keluarkan minuman tersebut ke dalam e&kah merupakan larutan

sel sampel dari praktikan.

B. Lisis sel-sel dan pencernaan protein

10.

Tentukan waterbath pada temperatliG6
Dengan pipet Mohr, ambil 1,5 mL larutan sel ke databung mikrosentrifus.

Dengan seluruh sampel praktikan agar seimbangiifssnselama 30 detik pada
kecepatan 10,000rpm. Buanglah supernatant yangadéambahkan larutan sel

praktikan lagi.

Mengulangi langkah 5 dan 6 dua kali lagi supayapadnya semakin banyak.
Tambahkan 1 mL buffer Tris-EDTA.

Kemudian vortex sampel selama 30 detik (sampaipgardhancur).

Kemudian ditambahkan hQ Proteinase K dan biarkan di waterbath (56C)

selama 10 menit.

C. Pengendapan DNA

11.

12.

13.

14.

Tambahkan 10 NacCl, 2,5M. Aduk dengan cara mebolak-balikkarutagnya.

Transfer semua ke tabung reaksi yang bersih dangkéengan hati-hati biar
tidak banyak buih-buih.

Dengan hati-hati tambahkan 1 mL etanol dingin sapbgtasnya jelas (untuk

mengendapkan/menggumpalkan DNA). Kemudian diam&ems 5 menit

DNA akan menggumpal di batasan buffer dan etansligtan seperti benang
putih)



15. DNA diambil dengan batang kaca atau besi dan ditaiutabung sentrifugasi
kecil. Pakailah tisu utk mengisap sisa dari etanol.

** Kalau tidak bisa diambil dengan batang kaca,atab buang etanol sampai ke
lapisan putih dan ambil bagian yang dianggap bBi$A ke dalam tabung reaksi
sentrifugasi. Pakai alat sentrifugasi pada keceptitggi selama 2 menit— DNA

akan dilihatkan sebagai endapan. Buanglah supeirfata
16. Sentrifugasi lagi pada kecepatan 13.500 rpm selamanit.
17. Buang supernatant , kemudian keringkan dengaretissu
18. Kemudian tambahkan 100pL larutan DNA rehidrasi.

19. Lalu masukkan kedalam waterbath dengan suliGC 8&lama 30 menit (Hal ini

dilakukan untuk melarutkan DNA nya).

Isolasi DNA dari Darah

Alat dan Bahan yang digunakan

Darah 1 cc Larutan RNAase Anti-koagulan

Isopropanol Larutan sel lisis 70% etanol

Larutan nuclei lisis Larutan rehidrasi DNA Larutamotein precipitation”

Waterbath Tabung mikrosentrifus|  Mikrosentrifus

Vortex Kertas absorben Pipet tetes

Prosedur Kerja

. Ambil satu tabung Eppendorf (tabung mikrosentrifus mL) yang steril. Isi dengan
1mg anti-koagulan (EDTA. heparin atau citrat) daasokkan 1ml darah kedalamnya.

2. Digoyangkan perlahan agar darah dan anti-koaguwatampur dengan baik.

. Ambil satu tabung Eppendorf steril lagi dan isiklengan 900L larutan sel lisis (sel
lisis berfungsi untuk memecah sel darah merah).



4. Ambil 300 uL darah dari tabung mikrosentrifus pertama danukien ke dalam
tabung kedua. Bolak-balikkan tabung 5-6 kali supegmannya bercampur dengan
baik.

5. Inkubasi tabung mikrosentrifus kedua selama 10 nhpaa temperatur ruang (bolak-
balikkan tabung 2-3 kali selama masa inkubasi)kunmalisis sel-sel darah merah.

6. Sentrifugasi tabung pada 13.500 rpm (13.000-16.00§) selama 2 menit pada
temperatur ruang.

7. Kemudian Buang supernatant sebanyak mungkin tampgganggu pellet putih yang
tampak. Lebih kurang 10-320L cairan residu akan tertinggal dalam tabung tertseb

8. Vortex tabung dengan kuat, sebentar (10-15 deg&) ael-sel darah putih tersuspensi
kembali.

9. Tambahkan 30QuL larutan nuklei lisis kedalam suspensi diatas gkam ke-8).
Campur dengan menggunakan pipet 5-6 kali untuksisedel-sel darah putih. Larutan
akan menjadivViscous (kental).

10. Tambahkan larutanptotein precipitatiori sebanyak 10QuL kedalam larutan yang
diperoleh pada langkah 9 atau 10 dan vortex derkyat selama 10-20 detik.
Gumpalan protein yang kecil mungkin akan terlihat.

11.Sentrifugasi 13.500 rpm (13.000 - 16.000 x g) seladnmenit, pada temperatur
ruangan. Pellet protein yang berwarna coklat t@andé&rlihat.

12.Pindahkan supernatantnya kedalam tabung Eppendenif gang berisi 300ul
isopropanol (temperatur ruangan).

13.Tabung dibalikkan perlahan-lahan supaya larutandmepur dan akan terlihat massa
seperti benang-benang putih (DNA-strands).

14.Sentrifugasi pada 13.500 rpm (1 3.000 - 16.000 getgma 1 menit pada temperatur
ruangan. DNA akan terlihat sebagal pellet kecilgypatih.

15.Buang supernatant dan tambahkan 80070% etanol (temperatur ruangan). Bolak-
balikkan tabung perlahan beberapa kali untuk manueleet DNA. Sentrifugasi lagi
seperti pada langkah 15 diatas.

16.Dengan hati-hati aspirasikan etanol (menggunakaetpiJangan sampai pelletnya
terbuang! Letakkan tabung secara terbalik diatatageabsorben dan keringkan di
udara selama 10-15 menit.

17.Tambahkan 100uL larutan rehidrasi DNA dan rehidrasi DNAnya dengan

menginkubasikan tabung pada 65 °C selama 30-60nS&tara periodik, campurkan



larutan dengan cara menepuk tabung perlahan. Bglefa dengan cara
membiarkannya pada 4 °C selama satu malam.
18.DNA disimpan pada temperatur 2-8°C atau untuk jarknjang pada -20°C.



LAPORAN PRAKTIKUM 6
ISOLASI PROTEIN DARI DARAH
Oleh : Herviani Sari dan Henny E. S. Ompusunggu
Hari/Tanggal/Jam Praktikum : Kamis/ 8 November 2012 12.00-15.00 WIB

Tujuan:

1. Praktikan mengerti teknik sentrifugasi untuk petnéabagian-bagian sel

2. Praktikan mengerti teknik biokimia umum lain yarenpng dalam proses isolasi protein

Pendahuluan:

Setiap sel kita berisi dengan ribuan macam prof&ita. protein yang berada di cairan
intraselular (protein sitoplasmik) dan ada yangkaian dengan membran sel (membran
ekstraselular maupun membran-membran organel). Peaddikum ini kita menggunakan
beberapa teknik biokimia yang sering dipakai unthdngisolasi protein dari molekul/ bahan
sel yang lain. Jaringan yang akan digunakan adadahh. Seperti kita ketahui, darah kita
terdiri dari plasma serta sel-sel darah. Kita ake@ncoba memisahkan protein plasma dari
protein intraselular dan protein membran, maupuri dagian sel lain dengan teknik
sentrifugasi serta pengendapan protein dengaratagdaram konsentrasi tinggafting ouj
dan pengendapan protein dengan etaalaofol precipitation. Pada akhirnya diharapkan
ada 6 sampel protein yang dapat dianalisa lanjugale SDS-PAGE yaitu M, S, Gs, Gp, Es,
Ep.

e

Flasma
(55% of total blood)

-—

Buffy Coat
leukocytes & platelets
(=1% of total blood)

Erythrocytes
(45% of total blood)




Schemaf{ow-char) kegiatan praktikum ini digambarkan di bawah.

DARAHUTUH

Sentrifugasi

Sel Plasma
Lisis sel Pengendapan Pengendapan
| dengan larutan dengan etanol
garam tinggl
Protein Protein | | l l
Membran Sitoplasmik .
(M) (S) Protein Protein dalam z;‘;'t ein Protein dalam
dalam pengendapan - pengendapan
supematant  (Gp) P
(Gs) (Es)

Alat dan Bahan :

Tabung steril untuk

Jarum steril 14 ml tabung sentrifuse klinik (3 buah)
darah
Sentrifus klinik Pipet otomatik 2 ml tabung mikrosefuse (2 buah)
Mikrosentrifus Pipet tetes 1,5 ml tabung mikrosiunsr
Larutan (NH),SO, yang jenuh
Es Vorteks
(>13,29/100ml)
pH meter NaCl Larutan (NpLSO,
Tabung reaksi dan _ _ _
‘ NaPO, Tempat membuang cairan biologis
ra
Pipet Mohr EDTA Etanol absolut, dingin
Tisu Spidol

Larutan-larutan yang perlu disiapkan:

«+ Buffer Cuci:

Siapkan 100ml buffer yang berisi 150 mM NaCl, 5 mid2HPO4, 0,1 mM EDTA.
Tentukan pH =7,4. Simpan di kulkas atau di dalam es



% Buffer Hemolisis:
Siapkan 100 ml buffer yang berisi 5mM Na2HPO4, WLEDTA. Tentukan pH =8.

Simpan di kulkas atau di dalam es.

Cara Kerja:
Bagian A: Sel-sel Darah dan Plasma dipisahkan

1.
2.

Pakailah sarung tangan dan teknik keselamatardidéorium yang benar.

Diambil 4-5 ml darah dari seseorang dari 1 grupamBjharap dapat +/- 1,5 ml plasma
dari darah yang diambil (50@ plasma dibutuhkan untuk prosedur pengendapanatieng
garam tinggi, 50Qul plasma untuk pengendapan dengan etanol darubpsma lagi
merupakan sampel protein plasma).

Transfer darah ke tabung sentrifus klinik. Pakautey sentrifus klinik yang lain, agar
seimbang (misalnya dari grup meja lain) dan masukiéea dalam alat sentrifus klinik.
Putar selama 5 menit.

Transfer semua plasma (yaitu bagian supernatan@ilkeng mikrosentrifuse (2ml) yang
bersih dan kering. Tandai tabung dengan “plasmai W@dak di dalam es. Inilah
merupakan sampel plasma.

Dengan hati-hati buang sisa supernatan ke dalamatelbuangan cairan biologis dengan
pipet tetes.

Tambah 6 ml buffer cuci yang dingin ke tabung skrgrklinik tersebut. Tutup dan
vorteks pelan-pelan supaya sel-sel bercampur eatgash buffer.

Pakai tabung sentrifus klinik yang lain, agar seindp (misalnya dari grup meja lain) dan
masukkan ke dalam alat sentrifus klinik. Putarrsel® menit.

Dengan hati-hati buang supernatan ke dalam tenyaattdan cairan biologis dengan pipet
tetes.

Ulangi langkah 6-8 sekali lagi. Endapan ini merwgrakel-sel darah

Bagian B: Isolas Protein-protein dari Sel-sel

1.

Pada tabung sentrifus klinik yang berisi sel-sehdatambahkan 6 ml buffer hemolisis

yang dingin.

2. Tutup dan vorteks kuat.

Pakai tabung sentrifus klinik yang lain, agar seintp (misalnya dari grup meja lain) dan

masukkan ke dalam alat sentrifus klinik. Putarrs@d.0 menit.



Dengan hati-hati ambil 1 ml supernatan dari atearig sentrifus klinik dan masukan ke
dalam tabung reaksi mikrosentrifus yang 2 ml. Tamalaungnya dan letak di dalam es.
Inilah merupakan sampel protein sitoplasn8k (angsung simpan di bagian atas kulkas.
Buang +/- 5 ml supernatan lagi ke dalam tempat galarcairan biologis dengan pipet
tetes.

Tambahkan 7 ml buffer hemolisis yang dingin. Vortiengan kuat.

7. Pakai tabung sentrifus klinik yang lain, agar seintdp(misalnya dari grup meja lain) dan

masukkan ke dalam alat sentrifus klinik. Putarrs@ld0 menit.

Buanglah supernatant ke dalam tempat buangan chicdogis dengan hati-hati. 2ml
yang paling bawah (termasuk pengendapan kalauditda)sfer ke tabung mikrosentrifus
yang 2ml yang sudah ditandai. Inilah merupakan shmptein membran (M).

**Tunggu semua kelompok siap, sebelum alat mikrogen dihidupkan utk langkah
berikut ini** Pakai tabung mikrosentrifus yang laimgar seimbang (misalnya dari grup
meja lain) dan masukkan ke dalam alat mikrosemtisupayaningeke tengah alat. Putar

selama 30 menit pada kecepatan 14.000 rpm.

10. Selama menunggu hasil langkah “9”, teruskan dehgagian C.

11.Ketika periode mikrosentrifus sudah siap, keluarta@sung mikrosentrifus dengan hati-

hati. Akan terlihat pengendapan yang agak haluanBsupernatan ke tempat buangan
cairan biologis. Tambah 5Q0 buffer hemolisis/cuci dan tutup tabung. Simpaitdis es/

di bagian atas kulkas.

Bagian C Pengendapan Protein Plasma dengan Larutan Garam Berkonsentras Tinggi

1.

Pada tabung mikrosentrifus 1,5ml tambahkanpuR38rutan (NH4)2SO4 yang jenuh.
Tambahkan 50@ sampel plasma dari tabung yang disimpan tadi.

Tutup dan vorteks kuat sebentar. Biarkan diam sefamenit di temperatur ruangan.

Pakai tabung mikrosentrifus yang lain, agar seirghfanisalnya dari grup meja lain) dan

masukkan ke dalam alat mikrosentrifus. Putar sefam&nit pada kecepatan tinggi.

Dengan hati-hati transfer 500 supernatan ke tabung reaksi mikrosentrifus langy
sudah ditandai. Letakkan di atas es. Inilah merapaampel protein supernatan garam

tinggi (GS). Langsung simpan di bagian atas kulkas.

Pakailah tisu untuk mengeringkan bagian atas emtgpa Tambah 1ml larutan 50%
(NH4)2S04 (yang tak jenuh) dan campur baik dengjpet petes.



6. Pakai tabung mikrosentrifus yang lain, agar seirgk@@amsalnya dari grup meja lain) dan

masukkan ke dalam alat mikrosentrifus. Putar sefaimenit pada kecepatan tinggi.

7. Buanglah supernatan dan keringkan bagian di ataspamnya dengan tisu. Inilah
merupakan sampel protein pengendapan garam tir@gg). (Tambah 500ul buffer

hemolisis dan simpan di bagian atas kulkas.

Bagian D Pengendapan Protein Plasma dengan Etanol
1. Pada tabung mikrosentrifus 1,5ml tambahkan p256tanol absolut yang dingin.
Tambahkan 50@ sampel plasma dari tabung yang disimpan tadi.

2. Tutup dan vorteks kuat sebentar. Biar diam selama&it di atas es.

3. Pakai tabung mikrosentrifus yang lain, agar seirgk@@msalnya dari grup meja lain) dan

masukkan ke dalam alat mikrosentrifus. Putar sefam&nit pada kecepatan tinggi.

4. Dengan hati-hati transfer supernatan ke tabungsreakkrosentrifus lain yang sudah

ditandai. Letakkan di atas es. Inilah merupakanpsdprotein supernatan etanélS).

5. Pakailah tisu untuk mengeringkan bagian atas emgpa Tambah 1ml etanol 50% dan
campur baik dengan pipet otomatik — jagalah supgapang mikrosentrifus sedingin

mungkin (yaitu kerjakan dengan cepat dan selalpaimdi atas es)

6. Pakai tabung mikrosentrifus yang lain, agar seirgk@@msalnya dari grup meja lain) dan

masukkan ke dalam alat mikrosentrifus. Putar sefamenit pada kecepatan tinggi.

7. Buanglah supernatan dan keringkan bagian di ataspamnya dengan tisu. Inilah
merupakan sampel protein pengendapan etanol ti(gB). Tambah 500 | buffer

hemolisis dan simpan di atas es/bagian atas kulkas.

Ketika semua sampel siap, periksa bahwa semuatafaddi dengan jelas. Simpan di kulkas,

bagian atas sampai minggu depan.
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LAPORAN PRAKTIKUM 7
PCR, ELEKTROFORESIS AGAROSE DAN SDS-PAGE
(SDSPOLYACRILAMIDE GEL ELEKTROFORESIS)
Oleh : Herviani Sari dan Henny E. S. Ompusunggu
Hari/Tanggal/Jam Praktikum :
Kamis/ 22 November 2012 dan 13 Desember 2012/ 12100 WIB

Tujuan :

1. Praktikan memahami dan mengerti teknik PCR.

2. Praktikan mengerti teknik dasar elektoforesis.

3. Praktikan dapat melatih teknik elektroforesis agaralengan sampel DNA yang
diperoleh.

4. Praktikan mengerti teknik penggunaan SDS-PAGE untakiisahkan protein-protein

darah.

Pendahuluan:

Protein-protein atau asam nukleat dapat dipisatdan dari yang lain atas dasar
pebedaan muatan listrik. Pada hari ini, Anda akiperlihatkan hasil elektroforesis DNA
dengan teknik elektroforesis agarose dan memisapkatein-protein yang sudah diisolasi
dari darah dengan SDS-PAGE.

Elektroforesis agarose dapat digunakan untuk mérasa asam nukleat (atau
fragmennya) yang bermuatan negatif sesuai denga listrik. Pada sistem elektroforesis
tersebut, agarose merupakan bahan media yang gsrgbagai alas/ medium pemisah yang
diletakkan antara anode dan catode alat elektrsi®r®Medium pemisah tidak bergerak (fasa
stationer). Molekul yang ingin dipisahkan diletakkpada medium pemisah dan dibawa
sesuai dengan muatan listrik oleh karena mediumigadndirendam dengan larutan ionik.
Molekul yang besar bergerak lebih lambat dari paualekul lebih kecil. Gel agarose
disiapkan dengan ethidium bromide yang mengikatgdenDNA ({ntercalate) dan
diperlihatkan warna oren kalau disinarkan dengéiaya UV.

Protein-protein dapat dipisahkan berdasarkan bew@ekul. SDS-PAGE qodium
dodecyl sulfate — polyacrilamide gel electrophosadalah teknik elektroforesis yang sering
digunakan dalam analisis protein di laboratoriuram$el protein denaturasi (dipanaskan)

dan dicampur dengan SDS (yang merupakan detergenayaonik) dengan akibat kompleks
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protein-detergen itu bermuatan negatif dan protging lebih besar menpunyai muatan
negatif yang lebih besar.. Kompleks protein-deterie akan dibawa oleh medan listrik ke
arah kutub positif (anoda). Gel akrilamide berfurgmsbagai dasar atau alas atas gerakan
sampel protein. Konsentrasi akrilamide menentukeuran pori-pori gel dan ukuran pori-
pori gel menentukan jarak yang ditempuh oleh kokwplprotein-SDS. Jadi berapa faktor
harus ditentukan untuk memaksimalkan pemisahareiprprotein melalui teknik SDS-
PAGE (antara lain: kadar SDS, konsentrasi gel akitle dan ukuran gelnya, kemurnian
sampel protein dan jumlah sampel yang diletakkatagel; voltage yang digunakan pada

alat elektroforesis dan selama medan listrik dipidun).

Percobaan PCR
Alat dan bahan yang dibutuhkan pada percobaan PCR

1. Forward Primer : konsentrasi 20 pmol

2. Reverse Primer : konsentrasi 20 pmol

3. dNTP’s : konsentrasi akhir adalah 0,1 mM untetiep nukleotida (A T,G,C)
4. 10 x Buffer (10 x Konsentrasi) dengan konseniviagCI2 1,5 mM

5. Aquabidest steril

6. Taq Polimerase : 0,125 L

7. Sample DNA

8. Mineral oil (untuk menghindari penguapan

9. Therma Cycler PCR

10. UV reader

Cara kerja PCR

1. Disiapkan larutan untuk beberapa orang sekaligas disebut dengan larutdfix Solution
(untuk memudahkan pekrjaan dan memperoleh ketepatame)

2. Perhatikan penyimpanan larutan-larutan diatas, yateg harus pada temperature 20
(Primer, dNTP'’s, Buffer, Tag dan bila perlu larufaNA), oleh karena itu pada saat bekerja
harus diletakan yang berisi es

3. Selalu gunakan tabung dan tips yang telah disasili
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Contoh menyiapkan Mix Solution :

1 sample
* 5x PCR Buffer 5 uL
e dNTPs 10 mM 0,aL
MgCl;25 mM 1 uL
e Primer LTa-HTB-1 (40 pmol) 0,2%L
HTB-3 (40 pmol) 0,26
e Taq polymerase 0
« DdH20 15,31L
* Tempalate DNA 2,5L
TOTAL 25uL

13 sample
65 pL
6,5uL
13 uL
3,25uL
3,25uL
2,6uL
198,9uL

4. Siapkan 13 tabung PCR (steril), dipipetkan sebar®al6 uL Mix Solution masukan ke

masing-masing tabung PCR

5. Tambahkan masing-masing 26 larutan DNA 12 sampel, vortex

6. Jangan lupa mengikutsetakan kontrol negatif dalatiag menjalankan PCR (control

negative = tabung PCR hanya berisikan Mix Solutitampa penambahan larutan DNA

sampel)

7. Tambakan lagi sebanyak 5@ (1 tetes) mineral oil (untuk mencegah penguapaat s

dilakukan PCR)

8. Tabung ditutup rapat dan susun di dalam rak/blakBhermal Cycler

9. Atur program untuk menjalankan PCR

Elektroforesis Agarose
Alat dan Bahan

Alat Bahan

Sarung tangan 7 sampel protein darah yang telah disiapkan
pada praktikum sebelumnya

Waterbath Sampel DNA sel epithelial

Mikrosentrifus Pewarna DNA (crystal violet dalam 20%
gliserol)

Tabung mikrosentrifus (1,5 ml) Etanol absolute ding

Pipet Mohr Gel poliakrilamide-SDS 10%
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Erlenmeyer flask

Isobutanol

pH meter Protein standarad SDS-PAGE
Pipet otomatik 1 NHCL

Pipet tetes Tris

Alat elektroforesis agarose DTT

Alat elektroforesis SDS

Power supply Agar 2%

Beaker NaHPO,

Hamilton syringe Gliserol

Vortex EDTA

Tissue Asam boric

Larutan pewarna

Larutan pencuci

Agarose

Persiapan Larutan :

1. 1X TBE - setiap kelompok menyiapkan 1000mL (resep dibawialitk 1000ml)
» 10.8 g Tris, 5.5 g asam borik acid, 0.74 g EDTA alumkkan ke dalam beaker
1000 ml.
» Tambahkan 900mL akuades dan aduk dengan magriggc sampai larut.
» Tambahkan akuades sampai volume larutan sama dérgan
* Simpan di dalam botol bersih pada temperatur ruar{sa disimpan selama
beberapa bulan).
2. 0.8% Agarose - setiap kelompok siapkan agarose secukupnya ushgijotanya
(perlu 40ml/casting tray) — resep di bawah ini L@6ml.
» 1 g agarose dimasukkan ke dalam beaker/flask 25@&ng bersih.
* Tambahkan 125 ml larutan 1X TBE buffer solution.
* Tutup flask/beaker dengan foil aluminium untuk memaggi penguapan dan
sisakan celah sedikit.
* Aduk secara gerakan flask. Kemudian panaskan samgadidih dan larutan

jernih.
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« Dinginkan sampai ~60° dan tambahkan pll2 larutan ethidium
bromide/casting tray.
Larutan Dapar Sampel (50mM Tris-HCI pH 6,8; 10%(v/v) gliserol; 1% (b/®DS;
0,01% (b/v) biru bromfenol).
. Larutan Dapar Elektroda (250mM Tris-HCI pH 6,8; 1,8M glisin; 1% (b/v) SDS).

5. Larutan Pewarna (0,15% Coomassie Brilliant Blue R-250; 250mL metad®mL

asam asetat; akuades sampai 500mL)

. Larutan Pencuci (50mL metanol; 75mL asam asetat; akuades samp@iml00

Bagian A — ELEKTROFORESIS GEL AGAROSE
Setiap praktikan menyiapkan casting tray masiaging. Pasang satadmly (sisir)

pada pertengaharray” (plat cetakan) dan satu sisir lagi pada ujungnya.
. Tuangkan ~ 40ml 0,8% agarose ke casting tray Anda.

Cara kerja alat elektroforesis:
Apabila gel sudah beku, lepaskan comb secardtti

. Letakkan gel di dalam elektroforesis tank yang buderisi larutan 1X TBE.

Perhatikan cara meletakkannya. Elektroforesis thagat disii dengan 3 casting gel.
. Tambahkan larutan 1X TBE secukupnya sampai gelegeénam seluruhnya.

. Untuk mewarnai DNA manusia, campurplMNA dari sel epitelial dengan 0
perwarna DNA di atas parafilm dan langsung masskeamuanya (2d) ke sumur gel.
Kemudian, dengan parafilm baru lagi, campuulIDNA dari sel darah dengan {10
perwarna DNA di atas parafilm dan langsung masseamuanya (2d) ke sumur gel.

Catat posisi dan urutan sampel grup Anda pada laaldmasil praktikum ini.

. Nyalakan mesin elektroforesis selama 30 menit denggangan 90V. Sampel-

sampelnya akan mulai bergerak ke katode, (DNA batamunegatif)
Matikan mesin elektroforesis secara sempurna.
. Dengan sangat hati-hati keluarkan gel dan letakala pray yang disediakan.

. Pindahkan ke alat “UV reader” untuk melihat haslisypaya hasilnya lebih jelas.

Kemudian foto hasilnya.
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SDS PAGE
Persiapan Gel
1. Bersihkanlah plat kaca dengan akuades dan etad)(

2. Kemudian susun lempeng kaca sespacer Celah antara lempeng dengspacer
ditutup dengan agar 2% secukupnya.

3. Untuk menyiapkan gel poliakrilimide-SDS 10%, sesdemgan tabel yang di bawah
ini. Siapkan gel pemisah dulu.

Bahan gel pemisah gel penumpuk

perlu ~20ml/gel perlu ~5mi/gel
(tabung reaksi 1) (tabung reaksi 2)

Acrylamid 1880uL 360 pL

1,5 M Tris HCI pH 8,6 1280 pL -

0,5M Tris HCI pH 6,8 - 240 pL

Aquadest 1930 pL 700pL

SDS 10% 5,6 puL 10uL

APS 3,8 UL 7.2 uL

Temed 3,8 uL imL

4. Tuang campuran gel pemisah ke dalam ruang antamgeleg kaca, Sisakan kira-kira
2,5 cm dari tepi atas lempeng kaca untuk gel penlmpeteskan isobutanol untuk
menyingkirkan udara pada bagian atas gel dan amas antar gel dapat terbentuk
dengan baik. Biarkan gel pemisah berpolimerisakinsg kurang lebih 30 menit.

Siapkan gel penumpuk.

5. Setelah gel pemisah berpolimerisasi, tuangkan aeanpgel penumpuk di atasnya.
Sisipkan sisir plastik (pembentuk sumur sampelari&in hingga gel penumpuk
berpolimerisasi.

6. Setelah gel penumpuk berpolimerisasi, lepas swmir bagian atas dan klem serta

spacerbagian bawabh.

7. Letakkan lempeng kaca yang berisi gel secara atrpleda alat electroforesis dan
kemudian klem. Isi tempat dapar dengan dapar elkirSingkir gelembung udara

pada bagian bawah gel.
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Bagian B: Persiapan sampel-sampel protein (sampel-sampel protein akan disiapkan
petugas lab)

1.

2.

Tentukan waterbath pada temperatur 100C.

Praktikan menyiapkan 7 tabung mikrocentrifus damd# dengan “plasma”, “M”,
“S”, “GS”, “GP”, “ES”, “EP”. Keluarkan 7 sampel ptein darah kalian (yaitu plasma,
M, S, GS, GP, ES, EP) dari kulkas.

Tambahkan 450uL buffer sampel dan 2B -merkaptoetanol ke setiap tabung
mikrosentrifus yang sudah ditandai. TransfepbGampel protein plasma, M, S, GS,

GP, ES, EP ke tabung mikrosentrifus masing-masing.
Tutup dan vorteks pelan-pelan supaya endapanngan@ur rata dengan buffer.

Masukan semua tabung mikrosentrifus ke dalam watienang mendidih. Biarkan 5

menit.

Tentukan bahwa tabung mikrosentrifus berkeseimlbadga masukkan ke dalam alat

mikrosentrifus. Putar selama 3 menit pada kecepktdd00 rpm.

Bagian C : Loading and running the gel

1.

2.

Masukkan 10pL sampel protein (yaitu plasma, m, @2, G, E2, E) ke dalam
sumur masing-masing dengan pipet otomatik. Padausyang terakhir masukkan
10puL protein petanda. Catat nomor sumur dan isinya.

Hubungkan alat elektroforesis dengaower supplyJalankan elektroforesis selama 3
jam (voltage yang ditentukan pada alat elektrofsrésrgantung waktu yang ada

untuk menjalankannya).

Bagian D: Pewarnaan Gel

1.

3.

Setelah watku untuk menjalalan pemisahan protéasaie matikarpower supplydan

lepaskan semua kabel dari alat elektroforesis.

Pakai sarung tangan. Buka klem. Anglepiacer pada kedua sisi lempeng kaca,
kemudian pisahkan satu lempeng kaca dari gel. Bogmh pada batas antara gel
penumpuk dan gel pemisah. Tandai salah satu ujehdcgtat petanda yang Anda

buat supaya ingat).

Dengan hati-hati angkat gel dan rendam dalam lanpsavarna selama 30-60 menit.
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4. Pindahkan ke tempat larutan pencuci. Ganti larygancuci beberapa kali hingga

warna latar belakang memudar dan pita-pita proégas terlihat.

5. Bandingkan mobilitas semua protein sampel dengaoteipr petanda untuk
menentukan berat molekulnya. Untuk menentukan leottkul protein sampel, ukur
jarak pita-pita protein sampel serta pita-pita @irotpetanda dari batas atas gel
pemisah. Masukkan hasil pada tabel di halaman pegtiktikum ini.

Hasil dan Pembahasan:

Elektroforesis dan PCR Agarose DNA Epitel dan Darah

Gambar 1. Elektroforesis DNA Epitel dan Darah
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Keterangan Gambar 2:

S1:
S2:
S3:
S4:
S5:
S6:
S7:

Standar

Sampel DNA darah grup Henny/Sari
Sampel DNA epitel Henny

Sampel DNA epitel Sari

Sampel DNA darah grup Rebecca/Maria
Sampel DNA epitel Maria

Sampel DNA epitel Rebecca

Tabel 1. Pita hasil PCR DNA standar

Pita 1 Pita 2
Jarak pita DNA ke sumur 2,9cm 3,2cm
Panjang Pita DNA 700 bp 600 bp
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Gambar 2. Hasil PCR DNA Epitel dan Darah

Pita 3
3,8cm
500 bp



Grafik Hasil PCR Standar DNA
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Gambar 3. Grafik Hasil PCR Standar DNA

Dari garfik hasil PCR standar DNA didapat persamaan 1974.&-3%

Persamaan ini yang dipakai untuk menghitung panid4g sampel.

Tabel 2. Pita hasil PCR DNA Sampel

S5 S6
Jarak pita DNA ke sumur 3,8cm 3,7cm
Panjang Pita DNA 493 bp 514 bp

Pembahasan:

1. Hanya 1 pita DNA pada masing-masing sumur 5 darus@nyang muncul pada hasil

PCR. Mungkin disebabkan oleh karena praktikan kyreshti dalam memasukkan

sampel ke dalam sumur pada saat melakukan eleldsidoatau saat proses isolasi

DNA epitel tidak terisolasi, sehingga pada saatkilikan PCR tidak tampak

gambaran pita DNA.

2. Baik pita DNA standar maupun pita DNA sampel yaagpak pada PCR tidak

terpisah (terurai) sempurna dikarenakan kurangmleguwwuntuk proses elektroforesis

dimana proses penguraian DNA belum melewati minisgtengah agarose (lihat

gambar 1)

3. Dari garfik hasil PCR standar DNA didapat persampan1974.&-** yang dipakai

untuk menghitung panjang DNA sampel, sehingga didppnjang DNA S5(sampel
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DNA darah grup Rebecca/Maria) 493 bp dan panjand\[¥8 (sampel DNA epite
Maria) 514,5 bp

Elektroforesis Poliakrilami

Gambar 4. (el hasil Isolasi Protein SDS-PAGE

Keterangan Gambar 4:
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Gambar £ gel hasil Isolasi Protein SDS-PAGE

Keterangan Gambar 5 :

E=
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Sumurn R Sumur "M
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Keterangan Kelompok :
Kelompok 2 : Herviani Sari & Henny S. Ompusunggu
Kelompok 3 : Rebecca Rumesty & Maria Lestari

Kelompok 4 : Juwita & Rika Nailuvar

Tabel 2. Pita DNA Standar :

Jarak DNA ke sumur Berat Molekul Nama Protein
(cm) (dalton)

Pita 1 1 200.000 Myosin
Pita 2 15 116.250 B-Galaktosidase
Pita 3 1,8 97.400 Phosphorylase
Pita 4 2,4 66.200 Albumin
Pita 5 3 45.000 Ovalbumin
Pita 6 3,7 31.000 Carbonic anhydrase
Pita 7 4 21.500 Trypsin inhibitor
Pita 8 4,5 14.400 Lysozime
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100000

50000 \

Berat Molekul Protein (Daltons)

Jarak pita DNA ke sumur (cm)

Grafik Hasil Elektroforesis dan PCR Protein Darah
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Gambar 6. Grafik Hasil Elektroforesis dan PCR RroBarah
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Pembahasan :
1. Dari garfik hasil elektroforesis dan PCR standarADdNdapat persamaan
y = 36660& "™ yang dipakai untuk menghitung berat molekul protirah sampel.
2. Tidak dapat ditentukan jenis protein sampel oleleka persamaan yang didapat tidak
dapat digunakan untuk menghitung berat molekuleginadarah sampel
3. Kemungkinan kesalahan terjadi karena adanya kelaglirprosedur pada saat
pembuatan plate poliakrilamid (kesalahan tahapambpatan plate dan takaran gel

pemisah dan gel penumpuk), sehingga mempengarsihielektroforesis.

Saran :

 Hendaknya ketersediaan bahan-bahan kimia di ladriwat dilengkapi dan
dicukupkan sehingga pada saat praktikum para peaktitidak mengalami
kehabisan/kekurangan bahan.

* Pengaturan alat-alat laboratorium yang akan dipadeditikum sebaiknya diatur 1 jam
sebelum melakukan praktikum, sehingga pada saditilpre tidak perlu lagi
menunggu pengaturan alat yang memakan waktu lama.

* Sebelum melakukan praktikum sebaiknya diberikargperhan yang jelas mengenai
tahapan praktikum sehingga praktikum berjalan denganar dan hasil yang
diperoleh dapat bermakna (tidak terjadi kesalamasgalur praktikum).

» Alokasi waktu untuk praktikum harus sudah diper@mgjkan dengan baik sehingga
semua prosedur praktikum dapat dilakukan sebagainyang seharusnya, karena
pengurangan waktu dari setiap tahapan prosedurt dagampengaruhi hasil

praktikum.
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