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ABSTRAK
Aplikasi PCR (Polymerase Chain Reaction) dewasa ini telah berkembang cukup pesat yang semula
fungsinya hanya untuk perbanyakan fragmen DNA saja. PCR telah digunakan dalam dunia
kedokteran sebagai pendeteksi suatu penyakit seperti kanker. Metode deteksi berbasis perbanyakan
asam nukleat ini walaupun sudah diklaim memiliki tingkat akurasi deteksi yang cukup tinggi namun
eror masih sering dijumpai pada banyak metode deteksi PCR bahkan pada sistem berbasis high-
troughput sekalipun. Hal ini menyebabkan data yang didapatkan kurang begitu dipercaya
kebenarannya sehingga berdampak sangat signifikan pada kualitas penanganan pasien oleh dokter.
Untuk itu, mengetahui penyebab eror PCR dan langkah-langkah eliminasinya menjadi tahapan
penting dalam pengembangan metode deteksi molekuler berbasis PCR ini. Pada mini review ini
dijelaskan faktor-faktor penyebab timbulnya eror PCR, jenis eror PCR, strategi untuk menghilangkan

eror PCR serta implikasi eror PCR pada akurasi deteksi molekuler kanker.
Kata kunci: Polymerase Chain Reaction, genotyping errors, amplifikasi asam nukleat.

PENDAHULUAN

Terknologi deteksi berbasis amplifikasi DNA
atau dikenal dengan PCR (Polymerase Chain
Reaction) saat ini sudah sedemikian maju.
Hanya dalam kurun waktu kurang dari setengah
abad sejak ditemukan pertama kali teknologi
perbanyakan DNA secara in vitro oleh kary B.
Murris PCR telah bertransformasi ketahapan
yang lebih canggih. Teknologi PCR tidak hanya
digunakan untuk tujuan kloning gen saja tetapi
sudah dipakai untuk diagnostik molekuler
penyakit yang erat kaitannya dengan era
modern dewasa ini yaitu kanker. Format
terknologi yang sedang berkembang untuk
deteksi  kanker berbasis PCR saat ini
dimungkinkan elusidasi gen-gen yang terlibat
dalam Kkarsiogenesis untuk pengembangan
terapetik baru maupun cara baru dalam
pengobatan kanker. Bergantung pada kesukaran
gen yang dianalisa, deteksi gen bisa dilakukan
secara tunggal ataupun simultan di dalam satu
reaksi sekaligus dan proses deteksinya bisa
dilakukan dengan cepat melalui pendekatan
high-troughput yang cukup populer untuk
deteksi faktor prediktif dan prognosis kanker
yang melibatkan banyak cuplikan. Namun
demikian, improvisasi teknologi ini tidak selalu
dibarengi dengan rendahnya eror. Banyak studi
terkait asosiasi gen terhadap resiko kanker
menggunakan platform PCR dijumpai banyak

eror pada data yang ditampilkannya. Hal umum
yang menjadi pemicu eror karena hasil analisa
PCR menunjukan positif palsu atau negatif
palsu sehingga menyebabkan klasifikasi data
yang salah. Dampak signifikan dari eror PCR
pada studi asosiasi gen penyebab kanker yaitu
banyak kandidat-kandidat gen yang sebenarnya
tidak memberikan kontribusi pada patogenesis
penyakit ini diklaim memiliki potensi sebagai
kandidat biomarker kanker. Hal tersebut secara
ekonomi menjadi tidak efektif dikarenakan
pengahamburan anggaran penelitian untuk
pengembangan kandidat obat atau diagnostik
yang seharusnya tidak perlu.

Faktor-faktor penyebab eror PCR

Eror PCR bisa dipicu dari berbagai macam
sumber. Sumber yang berbeda menghasilkan
penyebab eror PCR yang berbeda pula. Secara
umum seluruh aktivitas terkait analisa gen
menggunakan metode PCR seperti teknik
isolasi material genetika, perbanyakan material
genetika dan deteksi bisa menjadi pemicu eror
(El-Hashemite and Delhanty, 1997; El Bali et
al., 2014; Hosking et al., 2004; Mclnerney et
al., 2014;Tajadini et al., 2015). Analisa gen
penyebab kanker umumnya menggunakan
darah, saliva, urine, sel-sel bukal, rambut, atau
jaringan kanker sebagai sumber material
genetika dimana kondisi sub-optimal seperti
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aplikasi ekstrasi material genetika yang tidak
tepat berpotensi membawa kontaminan ke
dalam proses PCR (Siravegna and Bardelli,
2016; Meng et al., 2015; Hu et al., 2012; Ng et
al., 2006; Hansen et al., 2007; Berz et al., 2016;
Koutros et al., 2012). Antibodi, enzim, dan
hormon serta golongan non-protein seperti
karbohidrat, lipid dan metabolit merupakan
Kontaminan-kontaminan  yang  berpotensi
terbawa pada saat PCR sehingga menggangu
kerja enzim polymerase dalam dua cara yaitu
menghambat secara total kerja enzim sehingga
tidak ada produk PCR yang dihasilkan atau
menurunkan spesifitas enzim dalam mengenali
gen targetnya sehingga didapatkan produk PCR
yang tidak spesifik (Al-soud et al., 2000;
Huggett et al., 2008; Hu et al., 2014; Davalieva
and Efremov, 2010). Tiap sumber material
genetika membawa kontaminasi yang berbeda
sehingga perlakuan spesifik untuk
menghilangkan kontaminan sebelum material
genetika bisa digunakan untuk PCR menjadi
langkah penting. Selain kontaminasi, dua faktor
lain yang bisa menyumbang pada eror PCR
yaitu integritas dan kuantitas material genetika.
Beberapa laporan menyebutkan bahwa material
genetika yang sudah terdegradasi bisa
menurunkan  derajat  sensitivitas  deteksi
dikarenakan tidak optimumnya penempelan
primer pada gen sasaran yang berdampak pada
tidak bekerjanya enzim taq polymerase (Baak-
pablo et al.,, 2010; Sjoholm et al., 2005).
Kuantitas material genetika yang rendah
biasanya memicu eror PCR dikarenakan efek
stokastik selama proses perbanyakan material
genetika berlangsung (Weiler et al., 2012).

METODE PENELITIAN
a. Sumber material genetika

Trend saat ini dalam analisa biomarker
penyebab kanker yaitu menggunakan darah atau
dikenal dengan liquid biopsy sebagai cara
effektif dalam mengetahui status pasien lebih
dini atau menganalisa keefektifan suatu obat
anitkanker ~ melalui identifikasi  material
genetika yang bersirkulasi dalam komponen
darah. Kim et al. (2012) telah
mengindetifikasi faktor-faktor endogenus darah
dan antikoagulan seperti heparin yang
digunakan pada saat pengambilan plasma yang
terbawa saat purifikasi berpengaruh nyata
dalam menghambat Kkerja enzim reverse

transkriptase dalam memperbanyak mikroRNA
penyebab kanker. Hal ini menyebabkan
perhitungan mikroRNA menjadi bias dan
beresiko menjadi penyebab eror. Untuk
menanggulanginya beberapa  startegi telah
diterapkan seperti pada tahapan pre-PCR
dimana (1) plasma atau serum ditambahkan
heparinase kemudian dilakukan isolasi RNA
dengan metode trizol phenol/chloroform diikuti
oleh absorpsi silika, atau (2) mengurangi
volume plasma sebelum dilakukan ekstrasi,
tahapan PCR (1) mengganti Tagq Polymerase
dengan jenis mutan seperti Hemo KlenTaq
polymease yang lebih resisten terhadap
inhibitor atau (2) menggabungkan Hemo
KlenTag polymease dengan intact Taq
polymerases dalam bentuk coctail. Liquid
biopsy menggunakan metode quantitative allele
specific Real-Time PCR yang telah dilakukan
oleh Wu et al. (2017) pada pasien kanker paru
dalam  mendeteksi mutasi gen EGFR
mengindikasikan adanya perbedaan hasil
analisa mutasi dari DNA yang isolasi dari
plasma versus serum dimana persentasi mutasi
EGFR yang tinggi ditemukan pada plasma. Hal
tersebut diduga karena perlakuan darah dengan
penambahan  proteinase K pada saat
pengambilan plasma bisa meningkatkan deteksi
mutasi melalui penghilangan  kontaminasi.
Bahkan perbandingkan 6 jenis kit komersial
untuk isolasi DNA asal sirkulasi darah
menggunakan plasma versus serum diketahui
bahwa plasma sebagai sumber material genetika
bisa lebih bisa dipercaya (reliable) untuk tujuan
liquid biopsy (Re et al., 2008). Rendahnya
tingkat akurasi deteksi material genetika asal
serum juga didukung oleh Hoque et al. (2008)
yang membandingkan material genetika yang
diambil dari dua sumber yang berbeda diujikan
pada platform teknologi SNP diberbagai
laboratotium diketahui bahwa material genetika
asal sel darah putih memberikan hasil deteksi
gen polimorfisme kanker prostat yang dapat
dipercaya dan keterulangan data yang cukup
bagus pada beberapa flatform teknologi SNP
berbasis multiplexing high-througput
dibandingkan material genetika asal serum.
Eror data yang dihasilkan antara laboratorium
yang diujikan pada material genetika asal serum
disebabkan oleh kontaminasi hormon pada
sample material genetika yang digunakan.

Selain darah, urin bisa digunakan sebagai
alternatif untuk tujuan liquid biopsy seperti
pada kanker kandung kemih. Komponen urin
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sangat unik berbeda dari darah. Urin
mengandung senyawa-senyawa hasil
metabolisme tubuh yang dibuang melalui ginjal
seperti amoniak, atau protein seperti nuclease
pada patogenesis tertentu. Pada urin pasien
kanker sering ditemukan sel-sel kanker
sehingga pemilihan metode ekstrasi yang tepat
akan sangat menentukan akurasi deteksi liquid
biopsy menggunakan material genetika asal
urin. El Bali et al. (2014) telah melaporkan
pentingnya mengevaluasi keberadaan
kontaminan pada DNA asal urin setelah proses
ektrasi menggunakan kit komersial. Pada
laporannya dipaparkan setidaknya ada dua
pendekatan yang bisa dilakukan untuk
mendeteksi  keberadaan kontaminan pada
material genetika yaitu dengan menghitung
rasio absorbansi 260 terhadap absorbansi 280
dimana rasio <1.8 mengindikasi adanya
kontaminasi protein, fenol atau senyawa kimia
yang dipakai selama proses  ekstraksi
berlangsung, atau >2 adanya kontaminansi
RNA. Pendekatan kedua yaitu menggunakan
metode Real-Time PCR dengan menghitung
perbedaan nilai Cq cetakan DNA tanpa
pengenceran terhadap cetakan DNA dengan
pengenceran 10 kali dari hasil amplifikasi gen
B-globin asal manusia dari sampel yang sama.
Sample bebas dari kontaminan akan
memberikan nilai ACq sebesar 3.3 £ 0.5
dengan asumsi bahwa kurva standar yang
ditunjukan dari hasil amplifikasi amplifikasi
gen P-globin memberikan efisiensi +100%.
Penelitian ini menekankan bahwa kit komersial
sekalipun tidak menjamin terbebasnya material
genetika dari kontaminasi baik yang dibawa
dari urin itu sendiri maupun dari bahan-bahan
kimia yang dipakai selama proses ekstrasi
berlangsung  sehingga  tahapan  evaluasi
kontaminan setelah proses ekstrasi DNA
menjadi proses yang tidak bisa dipisahkan.
Material genetika selain DNA yang bisa
diisolasi dari urin yaitu RNA. Teknik isolasi
untuk jenis asam nukleat ini memerlukan
strategi tersendiri dikarenakan waktu paruh
yang rendah akibat degradasi secara enzimatis
oleh nuklease yang terdapat pada urin (Menke
and Warnecke, 2004). Hanke et al. (2007) telah
melaporkan suatu metode ampuh yang mampu

menghilangkan nuklease dari urin untuk
mendapatkan  hasil  isolasi RNA  yang
berkualitas  bagus. Dalam penelitaannya
dilaporkan  bahwa  penambahan  serbuk

guanidinium tiosianat ke dalam urin bisa

meningkatkan resistensi RNA dari nuklease
sehingga sangat membantu dalam penemuan
biomarker  baru  urokinase  plasminogen
aktivator penyebab kanker kandung kemih.

Diagnostik molekuler kanker berbasis asam
nukeat mengharuskan penggunaan material
genetika berkualitas yang bagus. Ada tiga
parameter untuk menguji kualitas suatu material
genetika yaitu (1) integritas material genetika,
(2) quantitas material genetika, dan (3)
kemurnian material genetika. Analisa gen
penyebab suatu kanker bisa menggunakan
jaringan biopsi kanker (invasive procedure)
atau cairan tubuh (urin, saliva, dan darah) (non-
invasive procedure) dimana kedua prosedur
tersebut sering mempengaruhi tiga parameter
dari qualitas material genetika yang akan
dianalisa. Dibandingkan non-invasive
procedure, pemakaian jaringan biopsi dalam
bentuk sediaan preparat jaringan untuk
keperluan diagnostik masih banyak dipraktekan
dewasa ini oleh banyak patologis. Faktor
keterbatasan ukuran jaringan kanker hasil
biopsi dan kemudahan proses analisa oleh
patologis, umumnya jaringan kanker akan
diawetan dalam formalin kemudian dibuatkan
preparat jaringan jaringan dengan teknik FFPE
(Formalin-Fixed and  Paraffin-Embedded)
(Gjerdrum et al., 2004). Proses pengawetan
jaringan  kanker  menggunakan  formalin
bertujuan untuk meningkatkan waktu simpan
jaringan kanker. Namun demikian, praktek
tersebut menimbulkan reaksi kimia yang
bersifat destruktif terhadap integritas material
genetika itu sendiri dan penggunaan DNA asal
preprarat FFPE sebagai cetakan untuk
diagnostik berbasis amplifikasi asam nuklear
sering dijumpai inkonsistensi data. Diagnostik
eror akibat pemakaian DNA asal preparat
jaringan FFPE sangat terkait dengan pemilihan
jenis penyangga (formalin, etanol absolute,
aseton) dan lamanya proses fiksasi jaringan
kanker. Ce et al. (1991) telah melaporkan
performa PCR menggunakan cetakan DNA asal
jaringan yang difiksasi dengan penyangga
etanol 95% lebih baik dibandingan cetakan
DNA asal jaringan yang difiksasi dalam
penyangga formalin pada durasi waktu yang
sama. Hal ini disebabkan karena etanol 95%
tidak begitu bersifat desturktif terhadap DNA.
Dietrich et al. (2013) telah mengidentifikasi
pola pita DNA hasil ekstrasi asal jaringan
kanker prostat dan plasenta dari preparat
jaringan FFPE. Berbeda dari pita DNA asal
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jaringan yang tidak diawetkan, pita DNA dari
kedua jaringan yang telah diawetkan dalam
formalin  menunjukan pola smear yang
menunjukan adanya degradasi DNA (Gambar
1).

Genomic DNA

Hmw FFPE FFPE
Prostate Placenta

12.0 kb

1.0 kb

0.1 kb

Gambar 1. Pola pita DNA hasil isolasi dari
preparat jaringan FFPE (Dietrich et al.,
2013)

Asesibilitas DNA asal preparat jaringan FFPE
untuk diagnostik berbasis amplifikasi DNA bisa
dilakukan dengan pendekatan kualitatif atau
kuantitatif. Pendekatan pertama yaitu dengan
metode singleplex end-point PCR
menggunakan beberapa pasang primer dengan
target fragmen DNA yang berbeda (200 -850
bp) pada satu target gen yang sama. Hasil
analisa PCR dari gen target menggunakan
templat DNA asal preparat jaringan FFPE
hanya mampu mendeteksi fragmen gen
maksimal sampai 350 bp (Gambar 2A).
Multiplex  end-point  PCR  merupakan
pendekatan pertama yang lainnya dimana
pasangan primer yang berbeda dicampurkan
dalam satu reaksi yang sama dengan hasil
analisa PCR hampir mirip dengan singleplex
end-point PCR yaitu DNA asal FFPE hanya
mampu diperbanyak untuk fragmen-fragmen
DNA vyang ukurannya kurang dari 300 bp
(Gambar 2B) Adapun metode kuantitatif PCR
untuk analisa fragmentasi DNA yaitu melalui
perhitungan perbedaan nilai Ct (threshold
cycle) antara hasil PCR fragmen DNA asal
preparat jaringan FFPE dengan fragmen DNA
kontrol yang sama. Semakin jauh ACt yang
dihasilkan maka tingkat fragmentasi DNA
semakin tinggi. Dibandingan dengan dua
metode kualitatif, analisa integritas DNA
dengan gPCR jauh lebih sensitif. Akibat
rendahnya integritas DNA dari preparat
jaringan FFPE ini eror PCR akan sering
dijumpai pada analisa fragmen-fragmen gen

berukuran besar (>400 bp) sehingga aplikasi
DNA asal peprarat FFPE untuk diagnostik
PCR yang sifatnya multiplex atau quantitif
harus mempertimbangkan (1) ukuran gen yang
akan dianalisa secara cermat serta (2) kondisi
terbaik untuk proses PCR sehingga fragmen
gen yang menjadi sasaran dapat diamplifikasi
dengan spesifik (Dietrich et al., 2013; Sikora et
al., 2010).
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Gambar 2. Metode kualitatif untuk
mengetahui kualitas DNA asal preparat
jaringan FFPE (Dietrich et al., 2013; Sikora
et al., 2010)

Selain disebabkan oleh rendahnya integritas
DNA, kuantitas DNA hasil isolasi dari preparat
FFPE yang sangat sedikit sangat berpengaruh
signifikan pada inkonsistensi hasil deteksi
genotipe dengan metode PCR. Cara praktis
untuk mengatasi kendala tersebut, biasanya
dilakukan penambahan cetakan DNA pada
reaksi PCR namun cara demikian justru
memperburuk hasil PCR yang didapatkan. Ada
beberapa  strategi  untuk  meningkatkan
asesishilitas DNA asal preparat jaringan FFPE
yang berkuantitas rendah mulai dari (1)
melakukan strategi pre-amplifikasi gen target,
(2) penetapan jumlah qualitas DNA terukur
(Amplification-Quality DNA). Baak-pablo et al.
(2010) telah memamparkan bagaimana metode
pre-amplifikasi gen target bisa meningkatkan
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ketangguhan genotiping dari beragam SNP
yang berbeda dari DNA asal peparat FFPE.
Secara teknis, DNA asal FFPE silde akan

dilakukan  perbanyakan terlebih  dahulu
menggunakan primer spesifik gen
menggunakan  teknik  konvensional PCR

sebelum analisa genotiping dilakukan dengan
Tagman-based Real-Time PCR. Tujuan
penambahan langkah Pre-amplifikasi  pada
analisa genotiping yaitu untuk memperbanyak
salinan gen target pada DNA yang mungkin
mengalami degradasi akibat perlakuan pada
proses pengawetan dan fiksasi sehingga
meningkatkan peluang gen target untuk
dideteksi pada saat amplifikasi sebenarnya
menggunakan Tagman genotyping assay.
Asesibilitas DNA asal peparat FFPE setelah
pre-amplifikasi ditandai dengan menurunnya
nilai Ct dari target gen yang semula pada
kisaran +35 menjadi +15. Keluaran PCR
menjadi lebih terpecaya dengan callrate untuk
hampir semua jenis SNP yang diujikan hampir
mendekati 100%. Sikora et al. (2010) telah
mengembangkan metode penetapan jumlah
qualitas DNA terukur atau disebut dengan AQ-
DNA (Amplification-Quality DNA)
menggunakan fragmen gen terstandar sebelum
cuplikan DNA asal peparat jaringan FFPE
dilakukan diagnosis. AQ-DNA ditetapkan
melalui gPCR dari fragmen gen GAPDH
berukuran +100 bp vyang berasal dari
pengenceran berseri DNA berkualitas tinggi
kemudian Ct dari masing-masing pengenceran
tersebut di ekstraplorasi terhadap bobot
DNAnya untuk mendapatkan regresi linier. Ct
dari masing-masing gPCR cuplikan DNA
peparat FFPE dimasukan ke dalam persamaan
regresi linier untuk ditetepkan nilai AQ-
DNAnya. Metode ini sangat ampuh dalam
mengurangi kemungkinan eror PCR pada saat
genotiping suatu gen menggunakan DNA dari
peparat FFPE.

Kendala lain yang menyebabkan eror PCR
yaitu kemurnian DNA asal peparat FFPE yang
rendah.  Paraffin  merupakan  penyebab
rendahnya kemurnian DNA hasil ektrasi dari
peparat FFPE bahkan penggunaan kit ekstraksi
DNA komersial sekalipun tidak benar-benar
menjamin  100% terbebasnya DNA dari
senyawa kimia lilin ini (Senglven et al., 2014;
Janecka et al., 2015). Oleh sebab itu, modifikasi
ektrasi DNA pada tahapan penghilangan
Paraffin menjadi penting. Ada beberapa teknik
untuk menghilangkan pengotor Paraffin dari

preparat jaringan PPFE seperti penambahan
senyawa kimia tertentu, atau perlakuan fisika.
Secara teknis, kombinasi perlakuan merupakan
cara paling disukai untuk mendapatkan jumlah
DNA dari preparat FFPE dengan tingkat
kemurnian yang cukup tinggi (Bonin and
Stanta, 2013). Penambahan xylene absolute
pada tahapan pre-ekstrasi DNA asal preparat
FFPE merupakan cara Klasik yang banyak
sudah banyak diterapkan dibanyak laboratorium
patologi (Pikor et al., 2011). Xylene memiliki
derajat polaritas yang cukup rendah sehingga
sangat efekektif untuk menghilangkan lilin dari
preparat FFPE. Namun demikian, perlakuan
preparat FFPE hanya dengan xylene saja tidak
cukup menghilangkan Paraffin dari jaringan
FFPE sehingga beberapa modifikasi perlu
ditambahkan untuk meningkatkan efektivitas
defarafinasi seperti menambahkan perlakuan
dengan tween-20 yang dikombinaskan dengan
perlakuan suhu (Alvarez-aldana et al., 2015).
Penelitian terbaru telah membuktikan bahwa
perlakukan jaringan FFPE dengan air panas
bisa menggantikan defarafinasi FFPE oleh
xylene seperti ditunjukan oleh Mansour et al.,
(2014) dalam deteksi protein aktin dan AKT.
Mereka berargumen bahwa perlakukan panas
dalam waktu singkat (95°C selama 2-3 menit)
dapat melelenkan paraffin tanpa merusak
struktur protein target. Selain itu suhu tinggi
juga dapat mengakselerasi pemutusan ikatan
silang yang terbentuk akibat proses fiksasi.
Prinsip tersebut kemudian telah diterapkan
untuk isolasi DNA asal preparat FFPE dimana
kemurnian DNA vyang didapat cukup bagus
pada kisaran 1.65 (Kalantari et al., 2016).
Namun demikian metode alternatif ini belum
ada laporan dampaknya pada aplikasi deteksi
perubahan basa DNA dengan metode
amplifikasi asam nukleat.

b. Amplifikasi material genetika

Potensi eror PCR pada saat genotiping bisa
disebabkan oleh faktor-faktor yang terlibat
langsung dalam proses amplifikasi material
genetika seperti kondisi PCR, primer, larutan
penyangga, dan jenis enzim polymerase
(Lorenz, 2012). Suhu merupakan elemen
penentu dalam  keberhasilan amplifikasi
material genetika dengan metode PCR. Suhu
yang tepat untuk proses denaturasi sempurna
dari material genetika ataupun amplicon,
penempelan primer pada fragmen gen sasaran
dan polimerasi material genetika oleh enzim
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polimerase perlu dipilih dengan seksama untuk
menghindari eror PCR. Umumnya suhu 95°C
sudah cukup untuk proses denaturasi material
genetika maupun amplicon pada proses PCR
(Roux, 2009). Namun, pada kondisi tertentu
dimana amplicon mengandung komposisi basa
guanin (G) dan sitosin (C) yang cukup tinggi
atau amplicon membentuk suatu struktur
geometris tertentu (G4-quadruplex, stem-loop)
penggunaan suhu standar (95°C) untuk
denaturasi menjadi tidak optimal lagi yang bisa
menyebabkan proses perbanyakan gen target
terhambat dan memicu kegagalan PCR.
Menaikan suhu denaturasi sebesar 1°C, atau
menambahkan  enhancer  seperti  betaine
merupakan dua strategi yang digunakan untuk
mengurangi eror PCR yang diakibatkan oleh
dua kondisi tersebut. Amplicon dengan
komposisi basa G dan C yang tinggi memiliki
jumlah ikatan hidrogen yang cukup untuk
menstabliskan ~ duplex = DNA  sehingga
dibutuhkan kalor yang lebih besar untuk
memutus ikatan hidrogen agar pemisahan dua
utas DNA bisa terjadi secara sempurna.
Sedangkan betaine bisa menurunkan suhu yang
dibutuhkan oleh DNA untuk terdenaturasi
setengahnya (melting temperature) sehingga
pada suhu denaturasi standar (95°C) amplicon
dengan komposisi basa G dan C yang tinggi
bisa terdenturasi sempurna (Wenzel et al.,
2009; Henke et al. 1997; Rees et al. 1993;
Kieleczawa and Mazaika, 2010).

Optimasi  perlu  dilakukan juga dalam
menentukan suhu penempelan primer pada saat
PCR. Untuk tujuan genotiping berbasis PCR
penentuan suhu ini menggunakan gradien suhu
PCR atau disebut dengan teknik PCR gradient.
Teknik ini digunakan untuk mendapatkan suhu
penempelan terbaik dari primer gen sasaran
yang membawa varian polimorfisme yang
ditandai dengan spesifitas hasil amplifikasi
yang cukup jelas untuk semua varian alel yang
diujikan. Pendekatan ini telah  berhasil
diaplikasikan untuk genotiping polimorfisme
kodon 1655V gen HER2 penyebab kanker
payudara pada wanita (Bugi Ratno Budiarto
dan Desriani, 2016). Karena kebanyakan teknik
genotiping berbasis PCR untuk deteksi
perubahan basa nukleotida pada jenis kanker
tertentu menggunakan multi-primer spesifik
alele maka optimasi kondisi PCR untuk
menentukan suhu terbaik penempelan primer
menggunakan teknik PCR gradien adalah

langkah yang tepat (Casado-diaz et al., 2007;
Seekhuntod et al., 2016).

Primer harus dirakit dengan seksama
menggunakan kaidah perakitan primer yang
benar. Parameter dalam perakitan primer yang
digunakan untuk tujuan PCR genotiping akan
berbeda dengan primer-primer yang digunakan
untuk amplifikasi gen saja. Primer untuk tujuan
genotiping akan dirakit berdasarkan pola basa
nukleotida yang mengalami perubahan pada
suatu gen atau fragmen DNA dan pemilihan
basa yang disalahpasangkan (missmatch bases)
pada basa-basa primer nomor 2 atau 3 dari
ujung 3 disamping aspek GC content, panjang
urutan basa, kemungkinan terbentuknya self-
complementary, temperature leleh (Tm) primer
dan konsentrasi garam. Ketepatan pemilihan
basa nukleotida pada ujung 3 dari primer untuk
deteksi perubahan basa nukleotida sangat
menentukan dalam mengurangi eror PCR
seperti hasil PCR positif palsu ataupun negatif
palsu. Pemilihan basa nukleotida pada ujung 3
dari primer telah dipaparkan oleh Bui dan Liu
(2009) secara lengkap. Prinsip pemilihan basa
ini didasarkan pada konsep destabilitas yang
mungkin terjadi antara basa primer yang
dipasangkan. Satu jenis basa pada ujung 3
primer forward akan ditetapkan sedemikian
rupa sehingga mengenali alel tipe wild
sedangkan pada primer forward yang sama
pada ujung 3-nya akan diteteapkan basa
sehingga mengenali alel tipe mutant. Untuk
meningkatkan sensitifitas deteksi pada basa
nomor 3 dari ujung 3 primer forward umumnya
dilakukan pemasangsalahan basa seperti yang
disarankan oleh Liu et al. (2012). Teknik allele-
specific amplification ini telah banyak
diaplikasikan untuk deteksi perubahan basa
nukelotida baik dalam bentuk format monoplex
maupun multiplex genotiping (Seekhuntod et
al., 2016; Myakishev et al., 2001; Lang et al.,
2011). Saat ini dengan semakin majunya ilmu
bioinformatika, perakitan primer untuk tujuan
deteksi perubahan basa nukleotida bisa
menggunakan aplikasi software secara online
seperti BatchPrimer3
(http://batchprimer3.bioinformatics.ucdavis.edu
) dan primerl
(primerl.soton.ac.uk/primerl.html). Perakitan
primer secara siliko ini tidak menjamin 100%
keberhasilan dalam deteksi perubahan basa
nukelotida target sehingga formulasi optimum
secara laboratorium (wet lab) tetap menjadi
bagian tidak terpisahkan dalam
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mengembangkan suatu metode mumpuni untuk
diagnosis mulekuler berbasis mutasi.

Proses amplifikasi material genetika dengan
metode PCR berlangsung dalam suatu larutan
penyangga. larutan penyangga ini terdiri dari
dNTP, MgCl,, dan KCI yang dilarutkan dalam
tris-HCI dengan derajat keasaman pada kisaran
8. Larutan penyangga pada Kit PCR komersial
untuk amplifikasi material genetika yang ada di
pasar sudah mengalami optimalisasi sehingga
menjadi lebih praktis, cepat dan mudah dalam
penggunaannya. Namun demikian, dalam
beberapa kasus tertentu larutan penyangga yang
sudah optimal tersebut tidak memberikan efek
signifikan pada hasil PCR. Kondisi ini terjadi
pada proses PCR di mana sumber material
genetika yang dipakai banyak mengandung
inhibitor atau gen yang menjadi sasaran
mengandung basa G dan C yang cukup tinggi
(Bhagya et al., 2013; Schrader et al., 2012).
Beberapa jenis larutan penyangga komersial
seperti penyangga BL-AMP™ (Bailong Gene
Company, nanjing, China), dan Ampdirect™
(Shimadzu Corp, Kyoto, Japan) diklaim
memiliki  kemampuan untuk amplifikasi
material genetika langsung dari sumbernya
tanpa harus melakukan proses pemurnian
sehingga eror PCR dapat dieliminasi (Huang et
al., 2006; Nishimura et al., 2000). Larutan
penyangga Anydirect diklaim bisa digunakan
untuk PCR langsung tanpa melakukan proses
permurnuian material genetika dengan gen
target mengandung G dan C tinggi ataupun gen
target dengan jumlah copi gen yang cukup
sedikit (Yang et al., 2007). Hal menarik datang
dari hasil penelitian Bu et al., (2008) dan
Sharma et al. (2012) dalam usahanya
mengembangkan larutan penyangga efektif
yang memiliki Kkarakteristik meningkatkan
performa emzim polymerase untuk tujuan PCR
langsung dari sumber material genetika. Mereka
menyimpulkan konsentasi MgCl, menjadi
faktor penting dalam mendapatkan larutan
penyangga efektif untuk tujuan PCR genotiping
tanpa melakukan pemurnian material genetika
terlebih dahulu.

Taq polymerase yang dijual dipasar memiliki
karakteristik beragam meskipun asal enzim
berasal dari jenis Thermus aquaticus. Hal ini
disebabkan karena Tag polymerase tersebut
telah mengalami modifikasi sedemikian rupa
sehingga memunculkan sifat yang unik baik
dari sisi fidelitasnya maupun kemampuan

eksonuleasenya yang berdampak pada efisiensi
amplifikasi dan deteksi (Terpe et al., 2013;
Mclnerney et al., 2014; Marta et al., 2017).
Beberapa hasil penelitian mengindikasikan
pemilihan Tagq polymerase yang tepat akan
berpengaruh pada tingkat akurasi hasil deteksi
perubahan basa nukleotida menggunakan
metode PCR dengan mengeliminasi salah baca
basa nukleotida yang mengalami perubahan
basa nukleotida dari gen target. Taq polymerase
yang umum dipakai untuk tujuan genotiping
dalam deteksi perubahan basa nukleotida
biasanya sudah dikemas dalam bentuk Kkit
sehingga pemilihan kit yang tepat akan
menentukan  akurasi  deteksi.  Umumnya,
pemilihan metode atau kit yang menunjukan
performa bagus merupakan hasil optimasi dari
beberapa kandidat kit setelah dilakukan uji
performa dengan membandingakan hasil
genotiping menggunakan kit komersial dengan
metode standar untuk genotiping seperti DNA
sequencing (Zhang et al., 2015; Fitarelli-kiehl
et al., 2016; Bruin et al., 2017).

c. Metode deteksi

Deteksi hasil amplifikasi asam nukleat berbasis
PCR untuk diagnosis perubahan basa
nukleotida akibat perubahan basa nukleotida
secara konvensional dilakukan menggunakan
media agarose yang dipadatkan atau dikenal
dengan teknik DNA elektorforesis (Aaij and
Borst, 1972). Asam nukleat hasil PCR yang
terjerap dalam agarose bisa dibaca oleh mata
telanjang akibat reaksi kimia interkelator DNA
seperti etidium bromide (EtBr) dengan DNA
pada saat agarose dipaparkan pada sinar ultra
violet. Pita-pita DNA vyang tersaji berupa
besaran ukuran basa nukleotida yang mewakili
variasi genetika yang dibawanya (Lee et al.,
2012; Chory dan Pollard, 2001). Selain murah
dan sederhana, akuisisi data dengan teknik
elektroforesis ini bisa didapatkan dalam waktu
yang relatif singkat. Namun demikian,
sensitifitas deteksi dengan teknik ini sangat
beragam dan bergantung pada banyaknya asam
nukleat yang teramplifikasi, konsentrasi
interkelator DNA yang dipakai, konsentrasi dari
agarose yang dipakai dan jenis transiluminator
yang digunakan. Untuk mengatasi kendala
tersebut beberapa modifikasi sudah dilakukan
baik pada saat proses PCR maupun setelah
proses PCR. Penambahan siklus PCR dari 30
menjadi 35 kali, penambahan DNA templat,
atau merakit ulang kembali primer merupakan
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beberapa upaya yang dilakukan untuk
meningkatkan jumlah kopi DNA target
sehingga meningkatkan sensitifitas deteksi pada
saat visualisasi  (Garibyan dan  Nidhi,
2013;Rumsby, 2006; Rahman et al., 2013).
Terkadang hal sederhana seperti mengganti
larutan EtBr yang lama dengan yang baru untuk
merendam agarose bisa menjadi penyebab
meningkatnya sensitifitas deteksi. Hal ini
dikarenakan EtBr bekas mungkin sudah
mengalami degradasi sehingga proses reaksi
kimia menjadi menurun. Untuk itu, beberapa
peneliti menyarankan untuk menambahkan
larutan EtBr segar ke dalam agarose sebelum
dilakukan elektroforesis dan  visualisasi.
Konsentrasi agarose sangat mempengaruhi
kemampuan penetrasi EtBr ke dalam pori-pori
agarose tebal maka penetrasi EtBr akan
semakin lambat. Agarose dengan konsentrasi
yang tinggi (3-5%) biasanya digunakan untuk
deteksi perubahan basa nukleotida dengan
format multiplex PCR dengan ukuran target
DNA yang saling berdekatan. Agarose dengan
konsentrasi tinggi dianjurkan menggunakan
EtBr dengan konsentrasi tinggi diharapkan
dengan konsetrasi tersebut EtBr bisa menyebar
secara merata pada semua bagian agarose
sehingga DNA yang terjerap di dalamnya bisa
terwarnai secara menyeluruh. Saat ini terdapat
alternatif interkelator DNA lain seperti Sybr
green dye yang lebih aman dan dklaim
memiliki tingkat sensitifitas deteksi yang lebih
tinggi dibandingkan EtBr (Huang dan Fu,
2005). Terakhir, pemilihan transiluminor yang
tepat akan menentukan hasil akhir akurasi
analisa. Terkadang pada beberapa kasus,
deteksi hasil PCR yang sama menggunakan
transiluminator yang berbeda memberikan hasil
sensitifitas deteksi yang berbeda (Tuma et al.,
1999). Semakin berkembangnya metode deteksi
PCR dan penemuan interkelator DNA baru, saat
ini sudah dikembangkan teknik deteksi baru
untuk deteksi perubahan basa pada suatu gen
dengan metode PCR dinamakan Melting Curve
Analysis (Furugaki et al., 2014; Ririe et al.,
1997; Gundry et al., 2003; Tsiatis et al., 2010;
Hoffmann et al., 2007). Alih-alih menggunakan
perbedaan ukuran pita DNA, teknik ini
membedakan perubahan basa nukleotida pada
suatu gen dari titik leleh yang dibawanya dan
disajikan dalam bentuk diagram puncak titik
leleh. Teknik ini sangat sensitif dimana
perbedaan satu pasang basa pada gen bisa
dibedakan secara nyata. Aplikasi Melting Curve

Analysis, seperti pada gambar 3 telah berhasil
meningkatkan  sensitifitas  deteksi ~ SNP
HER21655V pada kanker payudara
menggunakan metode Allele-Specific PCR
yang semula menggunakan teknik DNA
elektroforesis dimana pita-pita DNA yang
teramati sangat tipis (Budiarto et al., 2016).
Pada metode deteksi HER21655V, hasil Allele-
Specific PCR dengan produk genotipe AA (116
bp) dan GG (168 bp) masing-masing akan
dikonversi menjadi titik leleh dengan puncak
suhu leleh sebesar 86°C, dan 89°C. Sedangkan
genotipe AG akan menampakan kedua puncak
suhu leleh secara bersamaan. Dampak
signifikan analisa genotiping menggunakan
metode  melting curve analysis  yaitu
menghilangkan kemungkinan eror PCR yang
disebabkan oleh salah baca hasil deteksi PCR.

(A) (B)

Gambar 3. Perbandingan metode deteksi
dari produk PCR untuk genotiping
HER21655V. (A) metode deteksi
menggunakan DNA elektroforesis, (B)
metode deteksi dengan Melting Curve
Analysis (Budiarto et al., 2016)

Tipe Eror PCR pada aplikasi genotiping
(genotyping errors) dan teknik optimasi
untuk mengeliminasinya

Eror PCR dijumpai pada banyak pengembangan
metode PCR untuk tujuan deteksi perubahan
basa nukleotida pada asam nukeat (Blais et al.
2015). Jika pada deteksi gen menggunakan
metode PCR hanya ditemukan eror PCR akibat
tidak berlangsungnya proses amplifikasi DNA
(Locus Drop Out/LDO) atau rendahnya
spesifisitas reaksi yang ditunjukan oleh ada
tidaknya pita dari gen sasaran maka eror pada
PCR untuk tujuan deteksi perubahan basa
nukelotida sering ditemukan fenomena yang
disebut dengan preferential amplification
(Walsh et al. 1992). Format untuk deteksi
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perubahan basa nukelotida menggunakan PCR
umumnya dalam bentuk multiplex PCR dimana
lebih dari satu jenis primer spesifik alele
digunakan dalam satu reaksi PCR secara
bersamaan baik untuk deteksi gen tunggal
maupun lebih dari satu gen. Format PCR seperti
ini untuk deteksi perubahan basa nukleotida
sangat rentan terbentuknya eror PCR.
Disamping itu, beberapa faktor seperti metode
ekstraksi asam nukleat, umur dari sumber asam
nukleat diambil, jumlah DNA templat yang
digunakan untuk diagnosis, primer, keberadaan
basa nukleotida pada primer spesifik alelel
selain pada posisi ujung 3 dan nomor 2 atau 3
dari ujung 3, terdapatnya struktur G-quadpulex,
i-motif dan metilasi daerah CpG pada gen
target, umur dan inhibitor juga bisa menjadi
faktor pemicu timbulnya genotyping errors
(Pompanon et al. 2005).

Preferential amplification merupakan
kegagalan Taq polymerase untuk
mengamplifikasi secara optimal salah satu jenis
alele dari gen target yang heterozigote. Pada
kondisi yang sangat ektrim dimana proses
amplifikasi dari salah satu alele tidak terjadi,
dinamakan Allele Drop Out (ADO) bisa
menyebabkan hasil PCR negatif palsu (Findlay
et al., 1995). Sehingga untuk kasus-kasus
metode genotiping berbasis PCR yang
berpotensi menyebabkan genotyping errors
diatasi dengan pendekatan yang hampir sama.
Preferential amplification bisa disebabkan oleh
(1) perbedaan GC cotent yang mencolok antar
alele yang menyebabkan denaturasi tidak
sempurna pada alele yang mengandung GC
conten tinggi, (2) Perbedaan ukuran alele yang
dianalisa dimana alele-alele ukuran pendek
cenderung mengalami preferential
amplification, (3) Jumlah cetakan DNA yang
digunakan untuk proses PCR relatif sedikit
yang menyebabkan efek stokastik akibat jumlah
cetakan DNA dalam beberapa reaksi PCR yang
sama tidak konsisten, dan (4) rendahnya
kapasitas pengikatan primer pada alele
targetnya disebabkan karena pemilihan basa
nukleitoda pada posisi yang meningkatkan
efisiensi  penempelan  primer  (basa-basa
nukleotida pada posisi 2 atau 3 dari ujung 3
primer) tidak mengikuti aturan baku perakitan
primer untuk PCR genotiping (Walsh et al.,
1992). Analisa kejadian preferential
amplification pada PCR genotiping berbasis
agarose sebagai sistem deteksinya bisa
dilakukan dengan mengamati langsung proporsi

pita-pita DNA target yang terbentuk pada
sampel heterozigote seperti pada metode Allele-
Specific PCR untuk deteksi SNP HER21655V
pada  kanker  payudara  yang  sudah
dikembangkan oleh Budiarto dan Desriani,
(2016).  Heterozigote alele HER21655V
menunjukan dua pola preferential amplification
yang bergantung pada jumlah cetakan DNA
yang digunakan yaitu (1) preferential
amplification alele GG pada cetakan DNA 10
sampai 0.3125 ng dan (2) preferential
amplification alele AA pada cetakan DNA
0.019 ng. Sedangkan analisa preferetial
amplification menggunakan PCR berbasis
melting curve sebagai metode deteksinya bisa
dilakukan dengan melihat kesamaan puncak
leleh (melt peak) untuk kedua alele yang
terbetuk. Preferential amplification terjadi jika
kedua puncak leleh pada sampel heterozigote
memiliki proporsi tinggi yang tidak sama
seperti ditunjukan pada hasil penelitian Wang et
al., (2005) yang menganalisa pola SNP untuk
gen insulin growth factor 2 (Gambar 4).

(A) (B)

AG genotype

05 25 125 0625ng 03125 0.156 0.078 0039 0.019ng

rs734351 rs1004446
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Gambar 4, Kejadian Preferential
amplification pada (A) deteksi SNP 1655V
heterozigote alele menggunakan Allele-
Specific PCR dengan agarose sebagai media
deteksi (Budiarto dan Desriani, 2016), (B)
deteksi SNP pada gene insulin growth faktor
2 menggunakan Allele-Specific PCR dengan
melting curve analysis sebagai media deteksi;
heterozigote yang mengalami preferential
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amplification diwarnai kuning (Wang et al.,
2005)

Untuk sampel heterozigote yang mengalami
preferential amplification, Weissensteiner and
Lanchbury  (1996) menyarankan  untuk
memaodifikasi beberapa kondisi PCR yang
tujuan untuk meningkatkan sensitivitas deteksi
alele yang sulit diamplifikasi pada kondisi PCR
yang sub optimal seperti penambahan NaCl dan
Betaine pada reaksi PCR. Namun demikian,
pada beberapa kasus intervensi garam dan
kosolven tidak sepenuhnya bisa menghilangkan
preferential amplification. Fragmen gen terget
dalam analisa SNP yang mengandung urutan
basa nukleotida G2 sN1 7G25N17G25N1 7Go s
atau  C25N1-7CosN17C25N17Co5 berpotensi
membentuk struktur sekunder DNA seperti
Motif Loop atau |. Kegagalan proses
amplifikasi pada gen yang mengandung motif
ini disebabkan karena induksi struktur sekunder
pada amplicon PCR di beberapa awal siklus
PCR karena dinamika suhu selama proses PCR
berlangsung. Suhu denturasi (suhu standar
95°C) pada awal siklus PCR masih bisa
mendenturasi secara sempurna dari semua
amplicon PCR yang dibentuk dari siklus PCR
sebelumnya. Namun demikian, siklus PCR
secara tidak langsung juga menyebabkan
pembentukan struktur sekunder secara spontan
dari amplicon sebelumnya dimana penambahan
siklus PCR menyebabkan pertambahan proporsi
amplicon PCR dengan struktur sekunder
sehingga hanya sebagian kecil saja amplicon
yang mampu didenaturasi secara sempurna
dengan suhu 95°C hal ini berdampak pada
turunnya efisiensi amplifikasi DNA. Intervensi
yang mampu menggangu stabilitas ikatan
hidrogen yang membentuk struktur sekunder
dari amplikon DNA adalah cara rasional untuk
menghilangkan  preferential  amplification
akibat halangan geometris ini. Ada tiga cara
yang bisa diterapkan untuk meningkatkan
tingkat denturasi amplicon PCR yang
membentuk  struktur  sekunder vyaitu (1)
menambahkan senyawa denaturan  seperti
DMSO dan formaldehide, (2) menambahkan
Kofaktor Mg+ dan (3) menaikan suhu
denaturasi PCR. Efektifitas ketiga cara tersebut
dalam menghilangkan preferential
amplification akan sangat bergantung pada
kekuatan struktur sekunder amplicon DNA
yang ditentukan oleh kerapatan dari masing-
masing motif. Namun demikian, Reformulasi
buffer in house serta optimasi MgCl, untuk

tujuan genotiping pada target gen yang
demikian merpakan kunci utama untuk
mendapatkan PCR genotiping yang optimal
(Wenzel et al., 2009; Saunders et al., 2010).

Beberapa kondisi lain seperti sampel DNA
heterozigote yang (1) jumlahnya rendah, (2)
proporsi gen target yang membawa SNP tidak
sama, dan (3) mengalami degradasi bisa
menginduksi terjadinya preferential
amplification. Saat ini PCR genotiping untuk
sejumlah besar SNP yang relevan dengan resiko
kanker yaitu menggunakan sumber DNA dari
preparat FFPE yang rentan mengalami tiga
kondisi tersebut sehingga potensi preferential
amplification yang berdampak pada hasil PCR
negatif palsu semakin tinggi. Proses isolasi
DNA asal FFPE menggunakan jaringan dengan
jumlah yang cukup sedikit dengan tujuan untuk
optimalisasi proses isolasi DNA sehingga
didapatkan kemurnian DNA yang cukup tinggi.
Namun demikian, tingkat kemurnian DNA
tidak selalu berbanding lurus dengan jumlah
DNA yang berhasil diisolasi. Bahkan perbedaan
metode isolasi DNA vyang dipakai bisa
menyebabkan proporsi alele yang didapatkan
pada satu sampel beragam. Proses fixasi pada
jaringan memperburuk qualitas DNA hasil
isolasi dari FFPE yang kebanyakan sudah
mengalami degradasi. Oleh sebab itu teknik
untuk mengurangi potensi negatif akibat
preferential amplification dalam diagnosis SNP
terkait kanker berbasis FFPE menjadi penting
untuk digunakan dalam mendapatkan suatu
metode PCR genotiping yang tangguh. Teknik
untuk meningkatkan amplifikasi DNA dari
proporsi alele yang mengalami tekanan akibat
preferential amplification dari alele yang
lainnya pada sampel heterozigote selama proses
PCR berlangsung banyak diadaptasi dari hasil
penelitian teknologi PCR untuk aplikasi
forensik, kepurbakalaan dan preimplantasi
embrio. Skenario terbaik untuk meningkatkan
jumlah DNA hasil isolasi dari jaringan FFPE
yaitu dengan metode pooling Ektrasi DNA
yaitu mengekstrasi DNA lebih dari satu kali
dari satu sampel FFPE yang sama. Kelemahan
dari metode ini yaitu hanya mungkin diterapkan
jika jaringan FFPE masih tersedia dalam jumlah
relatif banyak. Untuk jaringan FFPE terbatas,
metode alternatif deteksi SNP vyaitu dengan
melakukan nested allele-specific PCR. Metode
ini bertujuan untuk meningkatkan probabilitas
gen target yang membawa SNP melalui dua kali
reaksi PCR. Reaksi PCR pertama akan
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mengamplifikasi gen target yang membawa
SNP dengan primer luar (outer primer)
menggunakan DNA templat dari hasil isolasi
DNA. Proses amplifikasi pada tahapan ini
dilakukan sebanyak *10 siklus PCR untuk
mendapatkan produk PCR spesifik gen target
yang akan digunakan untuk deteksi SNP
menggunakan primer spesifik alele (inner
primer) pada allele-specific PCR (Ray dan
Handyside, 1996). Selain itu, metode nested
allele-PCR bisa digunakan untuk aplikasi
genotiping dimana proporsi alele pada DNA
heterozigote  tidak  proporsional  akibat
pemilihan metode DNA extraksi yang tidak
tepat (EI-Hashemite dan Delhanty, 1997). Sifat
metode fiksasi jaringan pada peparasi FFPE
yang cukup destruktif pada DNA maka untuk
mengurangi preferential amplification pada
deteksi SNP maka disarankan nested allele-
specific PCR dengan target gen berukuran
kurang dari 300 bp menggunakan primer
spesifik alele dengan  mengoptimalisasi
beberapa parameter kondisi PCR seperti

cetakan AQ-DNA, rasio primer, larutan
penyangga, MgCl;, dan enhancer seperti
betaine.

HASIL PENELITIAN

Implikasi genotyping errors PCR pada
akurasi diagnostik kanker

Deteksi SNP pada fragmen-fragmen gen yang
diduga berkaitan dengan resiko kanker berbasis
PCR sangat rentan akan kesalahan interpretasi
data sehingga memicu genotyping errors.
Setidaknya ada dua penyebab genotyping errors
yaitu akibat PCR positif palsu (klasifikasi data
yang seharusnya PCR negatif sebagai PCR
positif) dan PCR negatif palsu (klasifikasi data
yang seharusnya PCR positif sebagai PCR
negatif). PCR Positif palsu disebabkan oleh
kontaminasi DNA vyang ikut teramplifikasi
pada saat PCR dan menampakan ukuran DNA
yang mirip dengan gen target yang dituju (Borst
et al., 2004). DNA kontaminan yang ikut
teramplifikasi bisa dikarenakan dua faktor yaitu
(1) proses pembuatan larutan PCR dilakukan
dalam kondisi yang tidak steril atau (2)
pemilihan PCR kit yang tidak tepat dimana Taq
polymerase yang disediakan sudah
terkontaminasi oleh DNA mikroorganisme
asing (Rys dan Persing, 1993; Muhl et al.,
2010). PCR positif palsu bisa dihilangkan
dengan melakukan dua pendekatan sekaligus
yaitu menambahkan DNAse | pada kit PCR

dengan tujuan untuk menghilangkan DNA
kontaminan pada kit PCR dan menerapkan
prosedur steril seperti pemaparan dH>O, tips,
tips, dan tube PCR dengan sinar ultra-violet dan
melakukan pencampuran larutan PCR di dalam
PCR cabinet dengan harapan DNA kontaminan
yang bersumber dari udara bida dihilangkan
(Aslanzadeh 2004; Heininger et al., 2003).
Sedangkan kemunculan PCR negatif palsu
sangat berkaitan erat dengan faktor-faktor
pendukung keberhasilan suatu PCR genotiping
yang sub-optimal (Bacich et al., 2011).
Sehingga eliminasi PCR negatif palsu dalam
PCR genotiping yaitu selain perlakukan Dnase |
dan penggunakan prosedur steril pada saat PCR
dilakukan juga optimasi pada setiap faktor
pendukung keberhasilan PCR  genotiping
seperti diuraikan sebelumnya.

Deteksi SNP menggunakan teknologi berbasis
PCR saat ini sangat variatif dari teknik
konvensional sampai berbasis high-trouhgput.
kompleksitas teknologi PCR yang dipakai
untuk mendeteksi varian gen ini tidak
menjamin bahwa potensi genotyping errors
akan semakin kecil. Metode PCR untuk tujuan
genotiping mikrosatelit berbasis highthrougput
seperti yang dipaparkan oleh Ewen et al. (2000)
memiliki potensi kumulatif eror sebesar 0.25%
sampai 1.37% dimana preferential
amplification menjadi penyumbang terbesar
tipe eror pada pembacaan data hasil PCR yaitu
sebesar 48.7%. Sedangkan Teknik PCR
genotiping metode konvensional untuk deteksi
HER21655V mengandung kumulatif eror 10%
sampai 50% pada kasus alele heterozigote
(Budiarto et al., 2017). Dari data di atas dapat
disimpulkan bahwa metode deteksi SNP
berbasis PCR sangat rentan akan timbulnya
genotyping errors sehingga upaya untuk
mengeliminasi salah duga data dari metode
genotiping berbasis kit PCR komersial harus
diterapkan. Langkah sederhana yaitu (1) selalu
melakukan PCR genotiping dengan melibatkan
ulangan pada sampel yang sama. Hal ini selain
untuk melihat konsistensi hasil genotiping juga
untuk meminimalkan pengaruh stokastik DNA
templat atau inhibitor pada proses amplifikasi
DNA dan (2) pada setiap proses PCR dilakukan
PCR kontrol dengan mereaksikan semua
komponen PCR tanpa penambahan cetakan
DNA.

Analisa SNP menggunakan metode amplifikasi
DNA yaitu mendeteksi varian alele dari suatu
gen yang digolongkan menjadi alel dominan

11



Biodidaktika: Jurnal Biologi dan Pembelajarannya Vol. 13 No. 2 Juli 2018

p-1SSN: 1907-087X; e-ISSN: 2527-4562

dan alel resesif. Pada analisa genetika SNP di
dalam suatu populasi tertentu terkait perannya
dalam suatu karsinogenesis proporsi pada kedua
varian alele akan sangat menentukan apakah
alele suatu gen yang sedang diamati memang
benar adanya menjadi kandidat biomarker
sebagai penciri kerentanan terhadap resiko
kanker atau disebabkan adanya penggiringan
kesimpulan yang kurang tepat akibat adanya
overestimasi dari satu alele terhadap alele yang
lainnya akibat genotyping errors (Mitchell et
al., 2003) sehingga tidak mengherankan bahwa
banyak studi genetika SNP sebagai kandidat
biomarker untuk kerentanan terhadap suatu
kejadian kanker menimbulkan hasil yang saling
bertolak belakang. Kasus yang menarik bisa
diambil dari studi genetika SNP HER21655V
yang diduga sebagai biomarker untuk
kerentanan kanker payudara dimana ada SNP
jenis ini untuk populasi Cina menjadi
biomarker kanker payudara akan tetapi untuk
populasi afrika tidak demikian (Xie et al.,
2000; Millikan et al., 2005; Siddig et al., 2008;
Naidu et al.,, 2008). Perbedaan ini bisa
disebabkan oleh faktor etnis yang secara
langsung  memperngaruhi  proporsi  alele
dominan terhadap alele resesif atau bisa
disebabkan oleh eror terkait metodologi yang

digunakan vyang didukung oleh adanya
penyimpangan proporsi alele dari
keseimbangan Hardy-Wienberg.  Sebuah

penelitian mengungkapkan bahwa eror akibat
faktor ~yang kedua ini  memberikan
kemungkinan kesalahan diagnosis sebesar 14
sampai 58% (Hosking et al., 2004). Hal ini
menggaris-bawahi pentingnya  pemilihan
metodologi yang tepat dengan laju kumulatif
eror yang rendah untuk studi SNP terkait
kanker.

KESIMPULAN

Teknologi amplifikasi asam nukleat untuk
deteksi perubahan basa terutama SNP sudah
sangat mutakhir. Namun demikian, eror PCR
masih menjadi persoalan serius dalam analisa
SNP berbasis teknologi ini. Locus Drop Out,
preferential amplification dan Allele Drop Out
merupakan jenis-jenis eror PCR yang
menyebakan terjadinya genotyping errors pada
analisa SNP berbasis amplifikasi asam nukleat
yang disebabkan oleh sumber material genetika
yang kualitas maupun kuantitasnya rendah,
penggunaan kondisi PCR yang sub-optimal,
atau pemakaian metode deteksi yang tidak

tepat. Strategi seperti modifikasi pada semua
tahapan PCR (pre-PCR, PCR, dan post-PCR)
menjadi kunci dalam mengurangi genotyping
errors untuk menegakan suatu metode PCR
genotiping yang mumpuni.
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