DNA Fingerprint

(Darmono)


Seperti halnya sidik jari (fingerprint) yang telah lama digunakan oleh detektif dan laboratorium kepolisian sejak tahun 1930. pada tahun 1989 telah ditemukan mengenai sidk DNA yang terdapat pada setiap individu/orang yang lazim disebut DNA Fingerprint yang unik dan selalu berbeda untuk setiap orang atau individu. Tidak seperti sidik jari biasa atau fingerprint konvensional yang terdapat pada ujung jari seseorang dan dapat dirubah dengan operasi, DNA fingerprint mempunyai kesamaan  pada setiap sel, jaringan dan organ pada setiap individu.  DNA Fingerprint tidak dapat dirubah oleh siapapun dan dengan alat apapun. Oleh karena itu DNA Fingerprint adalah metoda yang sangat akurat untuk mengidentifikasi perbedaan diantara satu orang dengan orang lainnya.


Aplikasi teknologi DNA fingerprint merupakan diagnosis yang kuat untuk penyakit keturunan pada orang dewasa, anak dan bayi yang belum dilahirkan. Teknologi tersebut sangat bagus sekali dan dapat dilakukan pada sampel sekecil apapun dan dalam selang waktu yang lama, misalnya pada pewarnaan darah beku presiden Amerika Serikat Abraham Lincoln dapat dianalisis adanya kelainan genetik yang disebut “Marfan’s disesease”.

Struktur DNA


Ciri khas dari makhluk hidup termasuk manusia adalah terdapat informasi biologik yang terdapat didalam DNAnya, yang diturunkan dari kedua orang tuanya. Struktur molekul dari DNA dapat digambarkan seperti resliting yang gigi-giginya saling bertaut disimbulkan sebagai huruf dari 4 huruf yaitu C,G,A dan T, dimana gigi yang berlawanan terbentuk satu atau dua pasang, baik A-T atau G-C.  Huruf A,C,G dan T adalah singkatan dari asam amino Adenin, Cytosin, Guanin dan Thymin, yang terbentuk merupakan bangunan dasar dari DNA. Dimana  Adenin dan Guanin adalah kelompok purine, sedangkan Thymin dan Cytosin adalah kelompok pyrimidin.
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Informasi yang ada dalam DNA dideterminasi primer oleh sequens dari huruf sepanjang untaian tersebut. Misalnya sequen ACGCT menunjukkan informasi yang berbeda dengan sequen AGTCC. Seperti pada kata “POST” artinya berbeda dengan “STOP” atau “POTS” walaupun kata-kata tersebut menggunakan huruf yang sama. Ciri khas pada DNA orang adalah informasi yang mengandung kode DNA. Bangunan dasar dari DNA adalah nukleotida, yang komposisinya terdiri dari : gula desoksiribosa, kelompok fosfat dan 4 nitrogen dasar (Adenin, Cytosin, Guanin dan Thymin/ ACGT). Komposisi dasar tersebut berkombinasi pada jalur yang sangat spesifik. Pasangan Adenin (A) hanya berkombinasi dengan Thymim (T) yaitu A-T. Sedangkan Guanin (G) hanya berpasangan dengan Cytosin (C) yaitu G-C. Informasi dalam DNA dapat dideterminasi oleh sequen pasangan dasar sepanjang kerangka gula fosfat tersebut. Perbedaan sequen DNA akan membedakan diantara makhluk hidup atau karakter mereka, karena mereka menyediakan perbedaan bangunan asam amino yang membentuk protein.
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Makhluk hidup yang tampak berbeda atau berbeda karakternya juga akan berbeda pula sequen DNA nya. Makin bervariasi suatu organisme maka makin bervariasi pula sequen DNAnya. DNA Fingerprint adalah cara yang paling cepat dan tepat untuk membedakan sequen DNA dari organisme yang berbeda.

Prosedur pemeriksaan DNA Fingerprint


Uji DNA Fingerprint adalah menunjukkan pekerjaan laboratorium yang mengikuti beberapa prosedur yang dilakukan melelui 6 tahapan.

Tahap 1: Isolasi DNA


DNA harus diperoleh dari sel atau jaringan tubuh. Hanya dalam jumlah sedikit jaringan seperti darah, rambut atau kulit yang bila perlu dapat dilakukan penggandaan dengan “Polimerase Chain Reaction” (PCR). Tetapi biasanya satu helai rambut sudah cukup untuk uji DNA fingerprint ini.

Tahap 2: Memotong, mengukur dan mensortir


Enzim yang khusus disebut enzim restriksi digunakan untuk memotong bagian-bagian tertentu. Misalnya enzim Eco Ri, yang ditemukan dalam bakteri akan memotong DNA yang mempunysi sequen GAATT. Potongan DNA disortir menurut ukuran dengan teknik penyaringan disebut “elektrophoresis”. Potongan DNA dilewatkan gel yang dibuat dari agarose (diproduksi dari rumput laut). Teknik ini adalah setara dengan bioteknologi untuk screening memisahkan pita-pita menurut berat molekulnya

Tahap 3: Transfer DNA ke nylon


Distribusi potongan DNA ditransfer pada sehelai nylon dengan menempatkan nylon diatas gel dan direndam selama 1 malam.

Tahap 4 dan 5: Probing


Dengan menambahkan radioaktiv atau pewarna probe pada sehelai nylon menghasilkan DNA fingerprint, Setiap probe seperti batang pendek (pita) hanya 1 atau 2 tempat yang khas pada helaian nylon tersebut.

Tahap 6:  DNA Fingerprint


Tahapan akhir DNA fingerprint dibuat dengan menggunakan beberapa probe (5-10 atau lebih) Biasanya menyerupai pita-pita DNA.
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Polymerase Chain Reaction (PCR)


PCR dikembangkan dan hak patennya masih dimiliki oleh “Roche Moleculer System Inc & F. Hoffman- La Roche Ltd”. Seperti halnya proses fotokopi, daerah DNA dapat dikopi dan dilipat gandakan. Polymerases adalah enzim yang ada secara normal dalam tubuh makhluk hidup. Peran enzim tersebut adalah mengkopi materi genetik, meneliti dan mengkoreksi kopian dari DNA. Setelah enzim melekat pada DNA, DNA dobel helix tersebut terbentuk dua singel strand DNA. Salah satu molekul DNA polimerase mengikat salah satu strand DNA, kemudian ikatan tersebut bergerak sepanjang strand dan kemudian mensintesis strand nukleotida dan setelah strand dikopi, dobel helix menutup kembali. Diperlukan DNA original untuk dikopi, dua molekul primer yang berbeda untuk mengurung DNA yang utuh. Nukleotida diperlukan untuk kerangkanya, larutan buffer dan taq DNA poymerases. Dua primer diperlukan untuk mengkomplement, satu strand DNA pada awal daerah target dan primer kedua untuk mengkomplement strand lainnya pada akhir daerah target.


Pada kondisi tertentu, daerah DNA akan berlipat ganda menjadi jumlah yang besar dalam waktu singkat. Proses pencampuran PCR mengikuti 3 tahapan yaitu: denaturasi, annealing primer dan replikasi DNA, detailnya adalah sebagai berikut:

a. Satu potong DNA original didenaturasi pada suhu 94-96oC, dobel helix strand dipisahkan menjadi single strand.

b. Primer mengikat masing-masing strand DNA pada suhu sekitar 50-65oC

c. Suhu dinaikkan sampai 72oC untuk replikasi DNA.

[image: image4.jpg]Polymerase Chain Reaction: PCR

P _-=
DNA " - =
0, <=

| OB .
A Copy = =
Soparate Target —_—

DNAStrands Target ~ Sequence
(DENATURE) Sequence





[image: image5.jpg]



[image: image6.jpg]



[image: image7.jpg]



Apabila sampel DNA telah cukup dilipatgandakan, maka dilanjutkan dengan proses elektroporesis (lihat tahap 2 proses analisis DNA Fingerprint)

Penggunaan/ aplikasi DNA Fingerprint


DNA Fingerprint banyak digunakan dalam berbagai bidang ilmu baik untuk kesehatan manusia, penelitian biologi, dunia medis dan untuk pembuktian peristiwa kriminal/ forensik.

i) Untuk mendiagnosis kelainan keturunan

Suatu program penelitian kelainan genetik yang diturunkan dapat dilakukan pada janin yang belum dilahirkan maupun bayi yang baru dilahirkan, telah dikembangan pada berbagai rumah sakit didunia. Kelainan tersebut meliputi kejadian cystik fibrosis, haemophilia, Huntington’s disease, famili alzhemers, sickle cell anemia, thalasemia dan lain-lainnya.


Pendeteksian kelainan tersebut lebih awal akan memudahkan dokter atau ahli medis untuk melakukan pengobatan padak anak yang menderita kelainan tersebut. Suatu program pengobatan kelainan genetik menggunakan DNA fingerprint sebagai informasi untuk orang tuanya mengenai resiko dari kelainan tersebut pada anaknya. Pada program lain informasi pada orang tuanya mengenai DNA fingerprint pada bayi yang masih dalam kandungan mengalami kelainan genetik dan tindakan apa yang akan dilakukan.

ii) Pengembangan penelitian mengenai kelainan genetik

Program penelitian difokuskan pada gangguan kelainan yang diturunkan pada kromosom, hal ini perlu diinformasikan apa yang terdapat pada DNA fingerprint. Dengan mempelajari DNA fingerprint pada orang yang menderita kelainan tertentu atau membandingkan dengan kelompok orang noraml atau penderita kelainan akan dapat diidentifikasi bentuk DNA yang berhubungan dengan kelainan tersebut.

iii) Bukti biologik

Barang bukti DNA Fingerprint telah sering digunakan pada laboratorium kriminal kepolisian yaitu darah, rambut, semen dan sebagainya. Seperti peristiwa teror bom Bali banyak bukti bahan biologik telah diuji DNA fingerprintnya untuk menentukan korban dan identifikassi korban. DNA fingerprint juga dapat untuk identifikasi korban pembunuhan maupun pelaku pembunuhan ataupun perkosaan.

Variable Number Tandem Repeat (VNTR)

Pada kromosom manusia, sequen pendek dari DNA selalu diulang beberapa kali. Pada kromosom tertentu jumlah pengulangnannya tersebut bervariasi dari stu sampai 30 kali ulangan. Selama daerah ulangan tersebut terikat pada enzim tertentu yang terbatas, akan memungkinkan dapat dilakukan pemotongan sequen dari kromosom tersebut yang mengandung variasi jumlah “tandem repeat” atau VNTR yang dapat di “runing” total DNA pada gel dan diidentifikasi VNTR sequennya dengan cara hybridisasi dengan probe yang spesifik untuk sequen DNA dari ulangannya.


Kata “tandem” artinya pengulangan sequen yang langsung dari setiap segmen. Contoh dari 3x ulangan tandem pendek pada 9 pasangan nukleotida sebagai berikut:

“TAAGGGCCATAAGGGCCATAAGGGCCA”


Pada gambar dibawah menunjukkan kromosom dari sepasang orang tua (atas) dan individu garis keturunannya (bawah). Orang tua pertama (mis:bapak) mempunyai satu kromosom dengan 4 kali sequen ulangan dan satu kromosom dengan 6 kali sequen ulangan. Orang tua lainnya (mis:ibu) mempunyai satu kromosom dengan 3 kali sequen ulangan dan satu kromosom dengan 5 kali sequen ulangan. Maka garis keturunannya pada gambar bawah adalah 4 orang anakny yang mempunyai variasi ulangan sequen yang mirip dengan kedua orang tuanya. DNA dari setiap anak setelah dianalisis pada “VNTR repeat number” pada gel terlihat setiap individu memperlihatkan genotype yang berbeda tetapi mempunyai padanan mirip dengan kedua orang tuanya. Perlu diperhatikan bahwa setiap orang dari jumlah 6 orang tersebut (2 orang tua, 4 anak) masing-masing berbeda berdasarkan VNTR pada satu locus genetik
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Singel locus


Multi locus

