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Info Artikel Abstrak

Diterima 29 Maret 2018 Identifikasi mRNA untuk mengukur ekspresi suatu gen
Direvisi 29 Maret 2018 dapat dijadikan sebagai alat diagnostik suatu penyakit.
Disetujui 30 Maret 2018 MRNA RECK menghasilkan protein RECK yang terbenam
Tersedia 31 Maret 2018 dalam membran glikoprotein sel sehingga memperkuat

integritas sel. Ekspresi mMRNA RECK dikaitkan dengan
proses fisiopatologis dalam kanker ovarium. Metode one
step gRT-PCR sangat sensitif dan akurat, namun
membutuhkan kompleksitas yang tinggi. Salah satu faktor
yang dapat mempengaruhi hasil kuantifikasi mRNA adalah
suhu annealing primer mRNA RECK. Penelitian ini
melakukan optimasi suhu annealing secara in-silico melalui
http://tmcalculator.neb.com/dan
http://www.biophp.org/minitools/melting_temperature
diperoleh suhu 49°C (57°C primer forward; 54°C primer
reverse) dan 51,8°C primer forward; 51,1°C primer reverse.
Proses selanjutnya yaitu melakukan running gRT-PCR
menggunakan suhu bertingkat. Suhu 55,6°C pada awal
optimasi menunjukkan hasil yang baik terlihat dari kurva
meltpeak yang spesifik pada suhu 75°C. Namun setelah
proses running menggunakan sampel yang berbeda, hasil
meltpeak tidak spesifik. Proses optimasi kedua diperoleh
suhu 52,5°C dengan meltpeak spesifik suhu 76,5°C.
Optimasi  annealing dilanjutkan dengan  melakukan
persamaan konsentrasi RNA template menggunakan
pengenceran perbandingan 1:3 (RNA: Nuclease Free Water
(NFW)). Kesimpulan dari penelitian ini diperoleh suhu
annealing mRNA RECK sebesar 52,5°C dan pengenceran

1:3 RNA dengan NFW, serta penggunaan reagen KAPA one
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Pendahuluan

mMRNA  merupakan  produk hasil
transkripsi DNA yang bisa dideteksi secara
sederhana, sensitif, dan kuat untuk
mengetahui tingkat ekspresi suatu gen.
Identifikasi mMRNA dapat digunakan untuk
mengukur perbedaan ekspresi dari cDNA,
contohnya gen yang mengekspresikan
protein tertentu pada kasus kanker, penyakit
jantung, diabetes, dan kondisi fisiopatologis
lainnya (Malhotra et al., 1998).

Salah satu mRNA yang terlibat dalam
proses onkologi kanker ovarium yaitu
MRNA RECK. RECK menahan glikoprotein
pada membran, mengandung multiple
epidermal growth factorlike yang berulang
dan serine protease inhibitor like domain.
RECK secara luas diekspresikan pada
jaringan normal dan non-neoplastic cell line,
dimana ekspresi menurun pada onkogen.
RECK  dapat menurunkan  aktivitas
proteolitik pada MMP9, MMP2, dan Mt1-
MMP, peran RECK adalah untuk mengatur
MMPs, invasive dari tumor, dan metastasis
(Kang, et al., 2007).

Deteksi  ekspresi  mRNA  dapat
menggunakan metode one step quantitative
Real Time-Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR). Metode one step gRT-PCR
merupakan metode menggunakan sampel
RNA dengan sintesis cDNA langsung dalam
mesin  gRT-PCR. Metode gRT-PCR
memiliki  kelebihan  sensitivitas  dan
spesifisitas yang tinggi high dynamic range,
cocok untuk tindakan kuantifikasi dan user
and lab friendly (Schwarzenbach et al.,
2014).

Metode one step gRT-PCR sangat sulit
dilakukan karena sifat RNA yang sangat
sensitif dan mudah rusak apabila suhu
berubah drastis maupun terjadi kontaminasi
yang mengandung enzim RNAse.
Pengukuran mRNA harus dilakukan dalam
kondisi steril, dan membutuhkan suhu
annealing yang tepat agar proses kuantifikasi
dapat berjalan dengan baik tanpa bias hasil
ekspresi maupun terjadi double peak. Suhu
annealing yang tidak optimal menyebabkan
ekspresi mMRNA RECK tidak konsisten,
terjadi double target, maupun tidak terjadi

penempelan primer pada mMRNA target.
Tahap optimasi suhu annealing merupakan
tahap penentu keberhasilan pengukuran
ekspresi mMRNA (Korbie & Mattick, 2008).
Penelitian Korbie & Mattick tahun 2008
menyebutkan  bahwa suhu  annealing
dipengaruhi oleh adanya GC-content yang
terdapat di dalam primer maupun sekuens
DNA target, konsentrasi RNA, dan mix
reagen PCR. Permasalahan yang terjadi yaitu
belum diketahui secara pasti suhu annealing
yang terdapat pada mRNA RECK dengan
primer forward RECK dengan sekuens 5°-
ACACTAATCCAGGTGCCATC-3’ dan
primer reverse RECK dengan sekuens 5’-
TTTCTAAGAGTCCACTTTGTCC -3°.

Penelitian terkait ekspresi mMRNA RECK
telah dilakukan oleh Kimura et al. (2010)
yaitu kuantifikasi ekspresi RECK pada
kloning kondriosit pada pasien Osteoarthritic
Cartilage, Bullock et al. (2013) mengukur
ekspresi mRNA RECK pada sel line
kolorektal manusia, kanker prostat (Hirata et
al., 2013) dan metastasis kanker paru-paru
(Yeh et al., 2015). Berdasarkan penelitian
yang telah dilakukan, tidak terdapat
kesamaan suhu annealing mRNA RECK
karena memiliki primer yang berbeda dalam
menarget mMRNA yang sama. Selain itu
ekspresi RECK setiap individu berbeda,
sehingga perlu dilakukan optimasi ulang
suhu annealing.

Penelitian ini akan melakukan optimasi
suhu annealing primer RECK pada pasien
suspect kanker ovarium mengunakan sampel
plasma darah sebelum operasi. Tujuan
penelitian untuk memperoleh suhu annealing
yang tepat berdasarkan optimasi suhu,
konsetrasi, dan reagen vyang digunakan
sehingga menghasilkan kuantifikasi ekspresi
mRNA RECK yang empiris tanpa
dipengaruhi oleh proses laboratorium yang
tidak tepat. Metode yang digunakan yaitu in-
silico, optimasi  menggunakan  suhu
bertingkat di mesin gRT-PCR dan optimasi
konsentrasi ~ template RNA  dengan
pengenceran, serta optimasi menggunakan
reagen KAPA SYBR FAST Universal One-
Step gRT-PCR Kkit.

23



Kartika/Jlabmed Vol 2 No 1 (2018) 22-33

Bahan dan Metode
Alat

Laminar Air Flow, Conical 15 ml
(Falcon®, USA), Pipette tip 2 ul (Pipetman®
neo Gilson, Germany), Pipette tip 20 pl
(Pipetman® neo Gilson, Germany), Pipette
tip 200 wl (Pipetman® neo Gilson,
Germany), Pipette tip 1000 pl (Pipetman®
neo Gilson, Germany), PCR tube (Axygen,
USA), DEPC-treated PCR tube, Biorad 24
CFX 96® Thermocycler, Swing bucket
centrifuge (Sorvall® Primo Centrifuge,
USA). Vacutainer EDTA 3 mL 100 pcs/pack,
Cat.No. 02.05.01.04, Becton Dickinson, Spuit
Terumo 3 cc, 100 pcs, tube strip-flat cap
Biorad.

Bahan

Plasma darah pasien suspect kanker
ovarium, alkohol 70%, isopropanol, rDNAse,
miRCURY™ RNA Isolation Kit — Biofluids
(50), Exigon, primer mMRNA RECK, KAPA
SYBR FAST Universal One-Step qRT-PCR
kit (Cat No KK4650, KAPA Biosystems).

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental pra-analitik studi.
Pengambilan sampel dilakukan secara

purposive sampling. Sampel darah diambil
dari pasien suspect kanker ovarium. Informed
consent pasien sebelum pengambilan darah
dilakukan di Instalasi Rawat Inap 1, yaitu
ruang Bougenvile 1 dan 2. Pengambilan
sampel darah dilaksanakan di RSUP. Dr.
Sardjito Yogyakarta, gedung GBST (Gedung
Bedah Sentral Terpadu). Pengambilan
sampel darah dilakukan dari bulan September
2015 hingga Mei 2016. Isolasi RNA dan
sintesis cDNA dilakukan di Laboratorium
Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran
Universitas Gadjah Mada, dan gRT — PCR
dilakukan  di  Laboratorium  Biokimia
Fakultas Kedokteran, Universitas Gadjah
Mada .

Isolasi Plasma pada Sampel Darah

Sampel darah pada vacutainer EDTA
disentrifugasi dengan kecepatan 1500 rpm
selama 10 menit. Supernatan diambil dan

dipindahkan ke tabung 1,5 ml, kemudian
disimpan di -80°C.

Isolasi RNA

Isolasi RNA menggunakan miRCURY
RNA Isolation Kit-iofluid. Sampel
disentrugasi 3000 g, selama 5 menit.
Sebanyak 200 pl supernatan di pindahkan
dalam tabung baru, ditambahkan 60ul Lysis
Solution BF, divortex selama 5 detik.
Selanjutnya ditambahkan 20 pl Protein
Precipitation Solution BF, divortex selama 5
detik dan diinkubasi suhu ruang selama 1

menit. Kemudian disentrifugasi 11.000g
selama 3 menit. Kemudian supernatan
ditambah dengan 270 pl isopropanol,

divortex selama 5 detik. Selanjutnya
microRNA Mini Spin Column dipasang dan
sampel dimasukkan dalam kolom. Kemudian
diinkubasi 2 menit dan disenrifugasi 11.000g
selama 30 detik. Cairan yang masuk ke
dalam tabung koleksi dibuang dan dicuci
sebanyak 3 kali menggunakan Wash Solution
disentrifugasi 11.000 g selama 30 detik.
Sebanyak 50 pl rDNAse ditambahkan dalam
kolom, dan diinkubasi 15 menit. Kemudian
dicuci menggunakan Wash Solution 700 pl
dan disentrifugasi 11.000g, 30 detik.
Sebanyak 25 pl RNAse free water
ditambahkan dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 1 menit, kemudian disentrifugasi
11.000g selama 1 menit. Kolom dibuang
kemudian RNA disimoan dalam suhu -80°C.

Real Time gPCR mRNA RECK

Sebanyak 1 puLL RNA dicairkan dalam 3
uL Nuclease Free Water dimasukkan dalam
tube PCR 0,2 mL yang telah diberi label,
kemudian vortex dan spindown. Bahan untuk
real time g°PCR mRNA adalah KAPA SYBR
FAST Universal One-Step gqRT —PCR Kit.

Proses persiapan qPCR harus dilakukan
tanpa menggunakan pencahayaan yang
berlebihan dan dalam suhu rendah dengan
menggunakan cool box. 2X KAPA SYBR
FAST g PCR Master Mix diambil sebanyak 5
pL dalam tube PCR 0,2 mL, kemudian
dicampur dengan 50X KAPA RT Mix
sebanyak 0,2 pL, vortex dan spindown.
Primer forward RECK dengan sekuens 5’-
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ACACTAATCCAGGTGCCATC-3’ diambil
sebanyak 0,2 pL. dimasukan dalam campuran
2X KAPA SYBR FAST q PCR Master Mix
dengan 50X KAPA RT Mix, kemudian
ditambah dengan Primer reverse RECK
dengan sekuens
S’TTTCTAAGAGTCCACTTTGTCC -3’
sebanyak 0,2 uL, vortex dan spindown.

Tube PCR strip dimasukkan dalam mesin
Biorad CFX 96 dengan suhu awal 42 °C
selama 5 menit untuk proses pengubahan
RNA ke cDNA, kemudian suhu 95°C selama
3 menit, step ketiga menggunakan suhu 90
°C sebanyak 10 detik, dan step keempat suhu
52,6 °C selama 30 detik sebagai suhu
annealing dengan scan mode, step ketiga
dengan step keempat diulangi sebanyak 44
siklus, step kelima yaitu melting curve dari
suhu 60 °C selama 0,5 detik menuju ke suhu
95 °C selama 5 detik.

Optimasi suhu annealing

Optimasi suhu anealing menggunakan
program in-silico http://tmcalculator.neb.com/
danhttp://www.biophp.org/minitools/melting_tem
perature. Proses selanjutnya yaitu optimasi suhu
yang diperoleh dari in-silico kemudian di running
menggunakan qRT-PCR suhu bertingkat 59 °C;
61,4°C; 63,3°C; 64,5°C. Optimasi kedua
menggunakan suhu bertingkat 52,8 °C; 54,5
°C; 56,7 °C; 58,5 °C. Optimasi ketiga
menggunakan suhu 52 °C dan 52,7 °C.
Optimasi konsentrasi dengan pengenceran
menggunakan Nuclease Free Water 1:3 ;
1:10; 1:20; 1:30 . Optimasi reagen KAPA
mengguankan keseluruhan reagen yang
tersedia dan menghilangkan pemakaian
dUTP serta ROX low maupun High.

Hasil

Proses in-silico untuk menentukan nilai
melting temperature dengan mengakses web
http://tmcalculator.neb.com/ , primer forward dan
reverse mRNA RECK dimasukkan ke kotak
primer kemudian dianalisis. Hasil analisis
menggunakan in-silico  www.neb.com
menunjukkan hasil annealing temperature
kedua primer di suhu 49 °C. Kandungan GC
pada primer RECK forward lebih tinggi yaitu
50% sedangkan primer RECK reverse
sebesar 41%. Berdasarkan perhitungan

manual menggunakan formula melting
temperature 4(G+C) + 2(A+T) diperoleh
nilai 60 °C untuk primer forward dan 52 °C
untuk primer reverse. Perhitungan dari studi
in-silico berbeda jika dibandingkan dengan
perhitungan manual.

Uji insilico kedua menggunakan web
http://www.biophp.org. Studi in-silico kedua
ini menunjukkan perbedaan suhu annealing
bila dibandingkan dengan uji pertama
(www.neb.com). Suhu annealing primer
forward  menggunakan  uji  in-silico
www.biophp.org yaitu 51, 8 °C dan 51,1 °C.
Proses analisis suhu annealing dilanjutkan
dengan optimasi suhu dalam mesin qRT-
PCR. Optimasi suhu dalam mesin gRT-PCR
dapat dibuat bertingkat dalam satu proses.

Gambar 1. Langkah running gqRT-PCR menggunakan
suhu bertingkat

Gambar 1 menunjukan tahapan proses
running qRT-PCR. Langkah pertama suhu 42
°C selama 5 menit menunjukkan proses
pengubahan RNA menjadi cDNA
menggunakan enzim reverse transcriptase.
Proses one step gRT-PCR menggunakan
sampel RNA sehingga pengubahan ke cDNA
dilakukan dalam satu proses kuantifikasi
ekspresi. Proses kuantifikasi one step qRT-
PCR lebih sulit jika dibandingkan dengan
two step gRT-PCR yang menggunakan
sampel DNA.

Langkah kedua vyaitu tahap hot start
pengaktifan enzim polymerase suhu 95 °C
dan ketiga merupakan proses denaturasi pada
suhu 90 °C. Tahap keempat adalah proses
annealing menggunakan suhu bertingkat.
Pada proses keempat diaktifkan optical read
untuk merekam proses penempelan primer
sehingga akan terbentuk double strand DNA
yang akan dideteksi oleh KAPA SYBR
sehingga menghasilkan amplification curve.
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Gambar 2 Ampllflcatlon curve optimasi suhu
menggunakan suhu annealing bertingkat

Pada Gambar 2, proses optimasi suhu
meggunakan suhu 64,5 °C ; 63,6 °C; 61,4 °C;
59,0 °C. Suhu tersebut disesuaikan dengan
hasil perhitungan manual, dimana primer
forward memiliki suhu annealing sebesar 60
°C.

Amplification

RFU

Cycles
Gambar 3. Amplification curve optimasi suhu
bertingkat (kurva hijau : B-actin ; kurva merah: mRNA
RECK)

Gambar 3 menunjukkan  kurva
amplifikasi mRNA RECK dan pB-Actin.
Optimal tidaknya suhu annealing dapat
dilihat dari grafik amplifikasi dengan
membandingkan perlakuan triplo dari satu
sampel yang sama. Jika jarak Cq dari triplo
sampel yang sama menunjukkan Cq yang
sangat berbeda, maka harus dioptimasi ulang.

Melt Curve

RFU (10*3)

Temperature, Celsius

Gambar 4. Melt curve optimasi suhu bertingkat (kurva

hijau : B-actin ; kurva merah: mMRNA RECK).

Melt curve pada Gambar 4 menunjukkan
kurva yang stabil.

Melt Peak

«d[RFUYAT

Temperature, Celsius

Gambar 5. Kurva melt peak optimasi suhu bertingkat
(kurva hijau : p-actin (kontrol internal); kurva merah:
MRNA RECK)

Melt peak pada Gambar 5 menunjukkan
hasil yang spesifik karena hasil kurva RECK

menunjukkan satu peak dan terdapat
beberapa kurva yang melebihi nilai

threshold.

PRI T T - "PUSIRS PUS——— e —

-] = - -] = L!

= _~ i _' L]
Gambar 6. Optimasi kedua menggunakan suhu 58,5 ;
56,7 ;54,4 ;52,8 .

Gambar 6 menunjukkan hasil optimasi
terbaik pada suhu 55,6°C.
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Melt Peak

i REUYT

Temperature, Celsius

Gambar 7. Kurva meltpeak optimasi suhu 58,5 ; 56,7 ;
54,4 ; 52,8 (warna merah : kurva RECK).

Gambar 7 kurva meltpeak menunjukkan
2 suhu yang berbeda dengan menggunakan 1
sampel yaitu sampel OVP 12 , suhu meltpeak
berkisar 75°C dan 73°C. Suhu annealing
terbaik pda suhu  55,6°C.  Setelah
mendapatkan  suhu  annealing terbaik,
langkah selanjutnya yaitu melakukan running
gRT-PCR menggunakan beberapa sampel
dengan suhu 55,6 °C.

Amplification

RFU (10%3)

Gambar 8. Kurva amplifkasi running dengan suhu
annealing 55,6 °C (hijau : B-Actin, merah : RECK,
hitam: Nuclease Free Water)

Gambar 8  menunjukkan  kurva
amplifikasi running gRT-PCR menggunakan
suhu 55,6 °C. Berdasarkan gambar tersebut
terlihat bahwa kurva NFW yang seharusnya
tidak teramplifikasi, terlihat terdeteksi.
Padahal kurva NFW tanpa menggunakan
template RNA. Terjadi kesalahan dalam
running gRT-PCR, NFW yang seharusnya
menjadi  kontrol negatif justru terdeteksi

positif, hal ini dapat terjadi karena faktor
handling reagen yang kurang tepat,
kontaminasi, maupun suhu annealing yang
kurang tepat.

Melt Curve

RFU (10%3)

+ + + t
& 0 & =]

Temperature, Celsius
Gambar 9. Kurva melt curve suhu running 55,6 °C.

Gambar 9 menunjukkan kurva meltpeak
yang tidak stabil, sehingga suhu 55,6 °C
bukan suhu annealing optimal. Kurva
meltpeak terbentuk akibat terpisahnya double
strand yang terjadi ketika primer menempel,
sehingga dari double strand diubah kembali
menjadi single strand agar tidak terdeteksi
berkali  kali, karena proses deteksi
amplifikasi terjadi akibat double strand yang
terbentuk,  kemudian KAPA  SYBR
menempel dan akan berpendar sehingga
flouresensinya dapat ditangkap oleh optical
read dalam bentuk Relative Flouresence Unit
(RFU).

Melt Peak

-d(RFUYAT

Temperature, Celsius

Gambar 10. Kurva meltpeak running gRT-PCR suhu
annealing 55,6 °C.

Gambar 10 menunjukkan bahwa hasil
gPCR tidak menarget RECK secara spesifik
karena memiliki meltpeak yang bervariasi,
berbeda dengan kurva meltpeak yang
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dibentuk oleh B-Actin yang hanya memiliki
satu peak, sehingga dapat disimpulkan suhu
55,6 °C bukan suhu optimal annealing
mRNA RECK.

i
3
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Gambar 11. Optimasi suhu annealing 52,7 °C dan 52
°C.

Melt Peak

-d{RFUydT

i - I '
4] 70 ad a0

Temperature, Celsius

Gambar 12. Kurva meltpeak optimasi suhu annealing
(merah : RECK)

Kurva meltpeak pada Gambar 12
menunjukkan hasil yang spesifik karena
memiliki satu peak walaupun terdapat
beberapa sampel yang tidak melewati nilai
threshold. Tahap optimasi ke tiga
menunjukkan suhu annealing optimal pada
suhu 52,5 °C dengan suhu meltpeak yang
seragam yaitu 76,5 °C.

= “+ . 1 . + . IR T .

Gambar 13. Running gRT-PCR degan suhu annealing
52,5 °C.

Tahap optimasi ke tiga menghasilkan
suhu 52,5 °C menunjukkan suhu terbaik
untuk annealing, kemudian suhu tersebut
digunakan sebagai suhu running beberapa
sampel.

Amplification

REU(10%3)

Gambar 14. Kurva amplifikasi running gRT-PCR
menggunakan suhu 52,5 °C (kurva hijau : B-actin
(kontrol internal); kurva merah: mMRNA RECK)

Gambar 14 menunjukkan hasil kurva
amplifikasi pada beberapa sampel dengan Cq
yang hampir sama. Proses running
menggunakan pengenceran RNA dan NFW
dengan perbandingan 1:3 dan kit KAPA yang
tidak digunakan adalah dUTP , ROX low dan
ROX high.
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Melt Curve

RFU (10*3)

Temperature, Celsius
Gambar 15. Kurva melt curve suhu annealing 52,5 °C

Kurva meltpeak dengan menggunakan
suhu annealing 52,5 °C menunjukkan asli
yang stabil, sehingga suhu 52,5 °C
merupakan suhu terbaik untuk proses
annealing primer RECK.

Melt Peak

-d(RFUYAT

Temperature, Celsius

Gambar 16. Kurva meltpeak running qRT-PCR suhu
annealing 52,5 °C

Gambar 16 menunjukkan meltpeak dari
MRNA RECK yang bervariasi, namun masih
dalam kisaran yang sama yaitu 76 °C, 79 °C,
dan 80 °C. Penentuan suhu annealing
menggunakan metode one step gRT-PCR
membutuhkan ketelitian yang tinggi dan
proses laboratorium yang steril. Konfirmasi
terhadap hasil qRT-PCR RECK dilakukan
dengan uji gel elektroforesis untuk melihat
produk yang terbentuk memiliki panjang

produk yang sama atau tidak. Target mRNA
RECK sebesar 82 bp (Gambar 17).

Gambar 17. Elektroforesis hasil qRT-PCR suhu
annealing 52,5 °C dengan target MRNA RECK

Diskusi

Kuantifikasi ekspresi mRNA berfungsi
untuk melihat proses patofisiologis dalam
tubuh karena mRNA merupakan hasil
transkripsi dari DNA. Perubahan ekspresi
mMRNA merupakan penanda terjadinya
perubahan aktivitas sel . Ekspresi mRNA
dapat di ukur menggunakan metode one step
gRT-PCR. One step gRT-PCR merupakan
proses kuantifikasi mRNA menggunakan
template  RNA hasil isolasi dari plasma
darah. mRNA yang diukur dari plasma darah
merupakan mRNA yang diseksresikan keluar
sel melalui eksosom. mMRNA Protein
Reversion-inducing Cysteine-rich  Protein
with Kazal Motif (RECK) yang mengkode
perlekatan glikoprotein yang menghambat
aktivitas inhibitor kuat melawan berbagai
matrix metalloproteinase dan disentegrin.
Protein ini memiliki fungsi utama dalam
remodeling jaringan dan mengontrol aktivitas
pada enzim remodeling seperti MMP
khususnya MMP9. RECK berfungsi sebagai
tumor suppressor yang menghambat migrasi,
invasi, dan angiogenesis (Hong, et al., 2013;
Siddesha et al., 2014).

Proses kuantifikasi menggunakan
template RNA sangat sulit, membutuhkan
ketelitian lab dan skill lab yang tinggi,
namun hasilnya sangat sensitif dan spesifik
serta langsung dapat terukur ekspresinya.
Jika  dilakukan proses kuantifikasi
menggunakan cDNA dari kit cDNA
Synthesis Exigon , mMRNA RECK tidak dapat
teramplifikasi dengan baik karena adanya
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kandungan spike in yang digunakan dalam
tahapan sintesis cDNA. Salah satu faktor
yang mempengaruhi keberhasilan proses
kuantifikasi mRNA adalah suhu annealing.
Suhu annealing diperoleh dengan beberapa
faktor yaitu studi in-silico dan optimasi suhu
gradien melalui gRT-PCR. Studi in-silico
sangat membantu dalam melakukan analisis
melting temperature primer maupun RNA
dan DNA target. Melting temperature juga
dapat dicari menggunakan rumus manual.
Setelah mendapatkan perkiraan suhu
annealing melalui analisis studi in-silico,
langkah  selanjutnya yaitu  melakukan
optimasi suhu bertingkat menggunakan
metode one step q RT PCR. Kesulitan yang
diperoleh yaitu terbentuk suhu melting peak
yang berbeda beda. Suhu melting peak yang
dimiliki oleh satu target mMRNA harus sama
karena menandakan spesifisitas target, jika
terjadi double peak, maka terdapat 2 target
dalam satu cDNA vyang ditempeli oleh
primer. Jika suhu yang diperoleh telah tepat
berdasarkan analisis kurva amplifikasi, kurva
melting, maupun melting peak, langkah
selanjutnya yaitu melakukan kuantifikasi

keseluruhan sampel yang aka diukur
ekspresinya menggunakn qRT PCR.
Uji  konfirmasi  dibutuhkan  untuk

mengetahui target spesifik atau tidak. Uji
konfirmasi menggunakan gel elektroforesis
mRNA RECK dengan panjang 82 bp.
Bedasarkan hasil uji elektroforesis mRNA
RECK hasil gRT PCR disimpulkan bahwa
target telah spesifik, terlihat dari bend DNA
yang terbentuk sejajar.

Optimasi selanjutnya dengan
menyamakan konsentrasi RNA. Template
RNA diencerkan dengan NFW perbandingan
1:3 , kemudian optimasi reagen. 50X ROX
High tidak digunakan karena tidak ada
pengaturan dalam mesin Biorad CFX 96. 10
mM  dUTP tidak digunakan karena
menggunakan one step gRT-PCR, sehingga
ketika menggunakan dUTP akan
mendegradasi cDNA selama sintesis. Setelah
menetapkan formula KAPA vyang sesuali,
selanjutnya yaitu melakukan optimasi ulang
suhu annealing secara bertingkat, sehingga
suhu yang berhasil optimal untuk annealing

RECK sebesar 52,6 °C. Suhu 52,6 °C
optimal, karena hasil kurva yang dibentuk
pada melt peak sebanyak 1 peak sehingga
menunjukkan  spesifikasi produk yang
diukur. Kesimpulan dari penelitian ini diperoleh
suhu annealing MRNA RECK sebesar 52,5°C
dan pengenceran 1:3 RNA dengan NFW, serta
penggunaan reagen KAPA one step PCR tanpa
penambahan dUTP dan ROX high serta ROX low
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