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ABSTRAK

Pendahuluan: Deoxyribonucleic acid (DNA) mengandung materi genetik yang
berisi segala informasi identitas suatu individu. Saliva berpotensi menjadi sumber
DNA manusia yang baik. Jika dibandingkan dengan pengambilan sampel darah,
saliva mudah dikumpulkan dan pengumpulannya tidak invasif. Namun, DNA
manusia yang dikumpulkan dari saliva berpotensi mengalami kerusakan karena
aktivitas deoxyribonuclease (DNase) dalam saliva. Aktivitas DNase dapat
dihambat oleh antibiotik, seperti antibiotik golongan aminoglikosida dan turunan
lincomycin. Tujuan: Penelitian ini bertujuan menilai pengaruh streptomycin dan
clindamycin terhadap aktivitas DNAse | pada kualitas DNA genom manusia asal
saliva. Metodologi: Teknik pengambilan sampel adalah sampel dikumpulkan dari
9 subjek dengan setiap subjek mengalirkan ke pot saliva. Sebelum pengumpulan
saliva, subjek diminta untuk berkumur-kumur dengan larutan chlorhexidine gargle
(Listerin™) selama 30 detik, kemudian sampel dibagi menjadi empat kelompok.
Hasil Penelitian: Rata-rata konsentrasi DNA hasil ekstraksi metode spin-column
adalah 32,91 pg/mL (7,10-99,45 pg/mL) sementara rata-rata kemurnian adalah
1,813 pg/mL (1,639-2,043 pg/mL). Dengan perlakuan clindamycin, PCR dapat
mengamplifikasikan gen human NOTCH2 (~704 bp) sementara streptomycin
menghasilkan band ~100 bp. Kesimpulan: Kadar 3,2 mM clindamycin efektif
menghambat aktivitas DNAse | dan dapat mengamplifikasikan gen human
NOTCH2 sementara streptomycin tidak dapat melindungi.

Kata Kunci: Clindamycin, DNase, DNA saliva, Streptomycin, Preservasi
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ABSTRACT

Introduction: Deoxyribonucleic acid (DNA) contains genetic material that has all
the information of an individual. Saliva has the potential to be a good source of
human DNA. When compared to blood sampling, saliva is easier to collect and the
collection process is non-invasive. However, human DNA collected from saliva has
the potential to be degraded due to deoxyribonuclease (DNase) activity in saliva.
DNase activity can be inhibited by antibiotics, such as aminoglycoside antibiotics
and lincomycin derivatives. Objective: This study aimed to determine the effect of
streptomycin and clindamycin on DNAse | activity against the quality of human
genomic DNA from saliva. Methodology. The sampling technique was that samples
were collected from 9 subjects with each subject flowing into a saliva pot. Prior to
saliva collection, subjects were asked to rinse their mouth with a solution of
chlorhexidine gargle (Listerin™) for 30 seconds, then the samples were divided
into four groups. Results: The average concentration of DNA extracted from the
spin-column method was 32.91 g/mL (7.10-99.45 g/mL) while the average purity
was 1.813 g/mL (1.639-2.043 g/mL). With clindamycin treatment, PCR was able to
amplify the human NOTCH2 gene (~704 bp) while various concentrations of
streptomycin produced multiple bands of ~100 bp. Conclusion: Concetration of 3.2
mM clindamycin effectively inhibit DNAse | activity and can amplify the human
NOTCH2 gene while streptomycin cannot protect.

Keywords: Clindamycin, DNase, salivary DNA, Streptomycin, Preservation
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BAB 1
PENDAHULUAN

11 LATAR BELAKANG

Deoxyribonucleic acid (DNA) mengandung materi genetik yang berisi
segala informasi identitas suatu individu.! DNA berada di dalam nukleus sel
eukaryota dan didapati hampir di seluruh sel individu. Bagian-bagian tubuh
manusia seperti saliva, darah, sperma, sel kulit, rambut, urin, keringat, dan lain-lain
dapat menjadi sumber DNA.?3

Saliva berpotensi menjadi sumber DNA manusia yang baik. Jika
dibandingkan dengan pengambilan sampel darah, saliva mudah dikumpulkan dan
pengumpulannya tidak invasif.*® Saliva diproduksi dan disekresikan oleh kelenjar
ludah sebagai suatu cairan yang kompleks dengan 99% saliva terdiri dari air, zat
organik dan anorganik.® Selain itu, saliva juga mengandung flora normal, enzim,
sel, cairan elektrolit, mikroorganisme, sel-sel epitel, hormon, imonoglobulin dan
lain sebagainya.®’® Sel epitel di mukosa mulut yang dilepaskan bersamaan saliva
berpotensi menjadi sumber DNA untuk kepentingan diagnostik. Akan tetapi,
kontaminan dalam saliva dapat merusak DNA.®

DNA manusia yang dikumpulkan dari saliva berpotensi mengalami
kerusakan karena aktivitas deoxyribonuclease (DNase) dalam saliva.® DNase
adalah enzim yang mampu mengurai asam nukleat.® Termasuk ke dalam kelas
enzim yang heterogen, DNase mengkatalisis hidrolisis DNA dan akhirnya
mendegradasinya. Dua jenis utama DNase adalah DNase | dan DNase 11.1° DNase
Il dikenal sebagai DNase asam karena aktivitas optimalnya berada pada lingkungan
pH rendah dari lisosom.!

Aktivitas DNase dapat dihambat oleh antibiotik, seperti antibiotik golongan
aminoglikosida dan turunan lincomycin (lincosamides). %2 Aminoglikosida adalah
antibakteria yang dihasilkan oleh Streptomyces atau fungi lainnya. Sejak tahun
1943, berbagai derivat aminoglikosida telah dikembangkan. Contoh obat golongan
amninoglikosida adalah streptomycin, neomycin, kanamycin, gentamicin,

amikacin, dan tobramycin.®* Aminoglikosida dengan
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akhiran “mycin” (streptomycin, neomycin, kanamycin, paromomycin dan
tobramycin) berasal dari Streptomyces; aminoglikosida yang berakhiran “micin”

(gentamicin, netilmicin, dan amikacin) berasal dari Micromonospora.'*

Istilah lincomycin berasa dari Lincoln, Nebraska (Amerika Serikat), daerah
dimana jenis antibiotik ini pertama kali diisolasi dari Streptomyces lincolnensis
dalam sampel tanah.!? Lincosamide merupakan kelas antibiotik yang relatif kecil
dengan struktur kimia yang terdiri dari asam amino dan gula. Anggota kelompok
antibiotik yang terbentuk secara alami dari lincosamide adalah lincomycin dan
celesticetin. Banyak semisintetik turunan lincomycin telah disintesis. Dari jenis
tersebut, hanya clindamycin yang efektif. Lincosamide diproduksi oleh beberapa
spesies Streptomyces terutama S. lincolnensis, S. roseolusand, S. Caelestetis, dan
Micromonospora halophytica. Secara luas lincosamide aktif melawan bakteri
anaerob.?

Potensi antibiotik golongan aminoglikosida terhadap aktivitas DNase
tampaknya bervariasi. Clindamycin, suatu turunan lincomycin yang dihasilkan oleh
Streptomyces lincolnensis, menunjukkan aktivitas terhadap bakteri, terutama
bakteri Gram positif dan protozoa. Antibiotika ini bersifat bakteriostatik,
menghambat sintesis protein pada bakteri yang sensitif, dan umumnya pada
konsentrasi yang lebih tinggi bisa bersifat bakterisida. Clindamycin lebih efektif
daripada lincomycin dalam pengobatan infeksi bakteri, khususnya yang disebabkan
oleh spesies anaerob. Selain itu, clindamycin efektif menghambat aktivitas DNase
pada lesi tikus dengan necrotizing fasciitis pada dosis tinggi yaitu 100 pg/tikus dua
kali sehari secara intraperitoneal, meskipun tidak jelas perannya dalam
menghambat degradasi DNA?®16:12

Preservasi DNA manusia asal saliva dapat dilakukan dengan menggunakan
antibiotik golongan aminoglikosida dan turunan lincomycin. Streptomycin dan
clindamycin, selain dapat menghambat aktivitas DNase, juga mudah didapatkan
dengan harga yang murah. Penilaian atas keberhasilan preservasi DNA manusia
asal saliva bersandar pada penghambatan aktivitas DNase dan dapat dinilai secara

kualitas dan kuantitas. Penelitian ini bertujuan
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untuk menilai pengaruh streptomycin dan clindamycin terhadap aktivitas
DNAse | pada kualitas DNA genom manusia asal saliva.

1.2 RUMUSAN MASALAH
Permasalahan penelitian ini adalah apakah steptomycin dan clindamycin
berpengaruh terhadap aktivitas DNAse | pada kualitas DNA genom manusia asal

saliva.

1.3 TUJUAN PENELITIAN
1.3.1 Tujuan umum
Penelitian ini bertujuan untuk menentukan pengaruh streptomycin dan

clindamycin terhadap aktivitas DNase | pada kualitas DNA manusia asal saliva.

1.3.2 Tujuan khusus

1. Menentukan dosis streptomycin dan clindamycin yang efektif untuk
menghambat aktivitas DNase | pada DNA genom manusia asal saliva.

2.  Menentukan efek perlindungan streptomycin dan clindamycin terhadap
aktivitas DNase | pada kualitas DNA genom manusia asal saliva, melalui
amplifikasi gen human NOTCH2.

14 MANFAAT PENELITIAN

Sebagai bahan rujukan untuk peneliti-peneliti selanjutnya dan institusi dapat
mengembangkan hasil penelitian ini pada tingkat yang lebih tinggi dengan meneliti
pengaruh pemberian jenis antibiotik dan bahan lainnya terhadap penghambatan
aktivitas DNase pada kualitas DNA manusia asal saliva.

15  HIPOTESIS
Streptomycin dan clindamycin mampu menghambat aktivitas DNAse | dan

mempreservasi DNA genom manusia asal saliva.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

21 STREPTOMYCIN

Streptomycin (Gambar 2.1) diekstraksi dari bakteri Streptomyces griseus
dan menjadi antibiotik golongan aminoglikosida yang pertama kali ditemukan.!’
Seperti jenis aminoglikosida yang lain, streptomycin bersifat bakterisidal dan
memberikan efek pada sintesis protein/peptida ribosom. s dengan sisi 16S RNA
yang terletak pada komponen 30S, streptomycin menghambat dan menghentikan
sintesis protein dengan membentuk ikatan peptida. Streptomycin efektif pada
bakteri gram negatif aerob.® Streptomycin memberikan efek pada sintesis protein
(Gambar 2.1).%°

Streptomycin

Gambar 2.1 Struktur streptomycin

Sumber: ¥
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Time i 10 30 60
{min)

Streptomycin 0 1 0 1 0 1 0 1
(mM) 05| 2 0,5 2 05| 2

/ 4899bp

—  3639%p

\ 2799bp

Lane 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Gambar 2.2. Streptomycin-DNAse | protection assay

Tidak ada perlindungan degradasi DNA yang terdeteksi (jalur 14, 15, 19,
20). Konsentasi streptomycin yang tinggi tempaknya mempercepat
degradasi DNA (jalur 15, 20). Konsentrasi streptomycin adalah: 0 mM
(alur 2,7, 12, 17), 0.5 mM (jalur 3, 8, 13, 18,), 1 mM (garis 4, 9, 14, 19)
dan 2 mM (jalur 5, 10, 15, 20). Masa inkubasi: 1 menit (jalur 2-5); 10 menit
(jalur 7-10); 30 menit (jalur 12-15); 60 menit (jalur: 17 dan 20). Penanda
berat molekul DNA: jalur 1,21. DNA plasmid EGF, tidak diberikan
perlakuan: jalur 6, 11, dan 16. *°

Sumber: 1°

2.2  CLINDAMYCIN

Clindamycin adalah suatu turunan lincomycin tersubstitusi chlorin, suatu
antibiotik yang dihasilkan oleh Streptomyces lincolnensis. Clindamycin,
menghambat sintesis protein dengan mengganggu pembentukan kompleks inisiasi
dan reaksi-reaksi translokasi aminoasil. Clindamycin lebih efektif dari lincomycin
khususnya yang disebabkan oleh bakteri anaerob. Streptokokus, stafilokokus, dan

pneumokokus dihambat oleh clindamycin pada dosis 0,5-5 mcg/mL. Enterokokus
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dan organisme aerob gram negatif biasanya resisten terhadap clindamycin.
Resistensi terhadap clindamycin, yang umumnya menghasilkan resistensi silang
terhadap makrolid, disebabkan oleh (1) mutasi tempat pengikatan ribosom, (2)
modifikasi reseptor oleh metilasi yang diekspresikan secara konstitutif, dan
inaktivasi clindamycin oleh enzim. Spesies-spesies aerob gram negatif secara
intrinsik menjadi resisten terhadap clindamycin karena rendahnya permeabilitas

membran luar mereka.’

c
IH:jl ‘|3Ha
Cl—CH
’ |
M7 b wH—cn
I
HO 0
OH
S — CHy
OH
Clindamycin

Gambar 2.3 struktur clindamycin

Sumber: 17

Dalam sampel jaringan manusia, aktivitas DNAse benar-benar hilang
setelah dua hari pengobatan tambahan dengan clindamycin, meskipun konsentrasi
bakteri yang tinggi tetap ada. Pengobatan dengan clindamycin mengurangi aktivitas
DNAse ekstraseluler in vivo, sedangkan konsentrasi clindamycin subinhibitor

mengindukasi ekpresi dan aktivitas DNAse. 1°
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2.3 DEOXYRIBONUCLEASE

Deoxyribonuclease (DNAse) merupakan enzim yang mampu
menghidrolisis ikatan fosfodiester molekul DNA. Berdasarkan sifat biokimia dan
biologinya DNAse dibagi menjadi dua keluarga DNase | dan DNase |IlI.
Kemampuan untuk menghidrolisis DNA adalah umum untuk keduanya. DNAse
dikodekan oleh beberapa gen dan diekpresikan dalam banyak jaringan. Beberapa
DNase disekresikan oleh sel ke ekstraseluler, sehingga DNase dapat mencerna
DNA intraseluler dan ekstraseluler.?

Beberapa nuklease dapat menguraikan DNA. Golongan ini termasuk enzim-
enzim yang mampu memecahkan ikatan fosfodister internal untuk menghasilkan
terminal 3’-hidroksil dan 5’-fosforil atau terminal 5’-hidroksil dan 3’fosfiril.
Enzim-enzim ini disebut endonuklease. Terdapat golongan endonuklease yang
mampu mengenali sekuens spesifik dalam DNA,; sebagian besar enzim ini adalah
endonuklease retriksi yang menjadi perangkat penting dalam genetika molekuler
dan ilmu kedokteran.® Dua jenis utama DNase adalah Dnase | dan DNase 11, kedua
endonuklease ini masing-masing menghasilkan 3’-  oligonukleotida  dan
5’oligonukleotida. DNase berperan penting dalam patogenesis berbagai penyakit
dan apoptosis. 102

DNAse | diekpresikan oleh sel eksokrin di saluran pencernaan, pada
manusia dikodekan oleh DNASEL1 yang terletak pada kromosom 16 p13.3. Gen ini
panjangnya 3,2 kb dan terdiri dari sembilan akson dan delapan intron. DNase ini
pada manusia mengandung empat DNase yang berbeda. DNase I, DNase X, DNase
¥, dan DNAS1L2. DNase I, DNase X, DNase y adalah endonuklease netral yang
menunjukkan aktivitas maksimumnya masing-masing pada pH netral (6.8-7.2),
sedangkan DNASI1L2 merupakan endonuklease yang bersifat asam yang
menunjukkan aktivitas maksimumnya pada asam pH (5.6). Berdasarkan struktur
kimianya, semua DNase | adalah glikoprotein. Berdasarkan ditribusi jaringan
terdapat tiga jenis DNase | yang berbeda pada mamalia. Jenis pertama terdapat pada
manusia dan babi dengan aktivitas tertinggi terdapat pada pankreas; lebih sensitif
pada pH rendah dan disebut tipe pankreas. Jenis kedua terdapat pada tikus, dengan
aktivitas tertinggi terdapat pada kelenjar parotid dan disebut tipe parotid.
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Jenis ketiga terdapat pada sapi dan kelinci dengan aktivitas tertinggi
terdapat pada kelenjer parotid dan pankreas (disebut tipe campuran). Selain itu
DNase | juga terdapat pada ginjal, hati, lambung, usus kecil, usus besar limpa,
jantung, tetapi aktivitas pada jaringan sedang atau lebih rendah. *° Mekanisme
enzim DNase | dalam memotong untaian tunggal dan untaian ganda membutuhkan
ion logam divalen dalam menghidrolisis DNA untuk menghasilkan 3’-hidroksil dan
produk 5’-fosforilasi.**?

DNase Il family mengandung DNase yang sangat homolog dengan
distribusi di berbagai jaringan, berlokalisasi di lisososm, dan fungsi optimalnya
pada pH asam tanpa adanya kation divalen. DNAse Il sering disebut sebagai
DNAse asam karena memiliki pH otimum (pH 4,8-5,2). Peningkatan pH
lingkungan merupakan kemampuan DNAse Il untuk membelah DNA lebih dari 100
kali. DNase ini berperan penting dalam mediasi penghancuran DNA sebagai
mekanisme utama untuk perkembangan dan homeostasis.’® Enzim DNase Il
berperan dalam menghidrolisis DNA pada pH rendah untuk menghasilkan 3’-
fosforilasi dan 5°-hidroksil produk. DNase Il tidak memerlukan ion logam divalen
untuk katalisis. Meskipun enzim DNase Il didistribusikan secara luas dalam
jaringan mamalia, tetapi lebih sering ditemukan dalam lisosom dan fagolisosom.!!
Keluarga DNAse II mencakup dua enzim dalam hal keturunan: DNAse II a dan
DNAse II p.2°
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Gambar 2.4 Perbandingan langsung DNAse c-dependence dari fragmentasi DNA
pada apoptosis dan nekrosis.

Sel Ramos (R) dan cRamos25 (25, satu transforman yang mengekspresikan human
DNase y secara berlebihan ) sel diinduksi untuk apoptosis dengan staurosporine
(jalur 3 dan 4) atau nekrosis dengan beku-cair (jalur 5 dan 6) atau saponin (jalur 7
dan 8). Fragmentasi DNA dianalisis dengan elektroforesis gel agarose (panel atas).
Pembelahan PARP (dari 116 kDa menjadi 85 kDa) dianalisis dengan Western blot
(panel bawah). DNA (panel atas) dan protein kontrol (panel bawah) dari sel yang
tidak diberikan perlakukan berada pada jalur 1 dan 2. M = penanda tangga DNA 1
kb.

Sumber:2!
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2.3.1 Inhibitor DNase

Inhibitor DNase adalah senyawa yang dapat mengontrol atau memodifikasi
aktivitas DNA. Fragmentasi DNA nukleosomal adalah karakteristik utama dari
apoptosis yang melibatkan tiga endonuklease utama yaitu caspase-activated DNase
(CAD), endonuklease G, dan DNase v.1° Beberapa inhibitor DNAse telah diisolasi
dari berbagai sumber alami, seperti manusia, hewan (sapi, kelinci, tikus), tanaman
(Nicotiana tabacum), dan beberapa Streptomyces dan species adenovirus,
Micromonospora echinospora dan Escherichia coli, sementara yang lain dapat
diperoleh dari sintesis kimia.

Terdapat beberapa jenis inhibitor DNAse diantaranya adalah sebagai
berikut:
1. Natural DNAse inhibitors

a. Natural DNAse inhibitors telah diisolasi dari berbagai sumber: manusia
(somatostatin, kolestrol sulfat bersamaan dengan asam empedu, inhibitor
dalam eokosit, dan protein dari sel KB, hewan (aktin, anti sera anti-DNASse,
protein dari limfa, dan timus), mikroorganisme: antibotik yang diisolasi dari
bakteri genus streptmomyces (actinomycin D, nogalamycin, daunomycin,
neomycin B dan paromomycin), dan metabolit dari Micromonospora
echinospora, protein dari sel Nicotina tabacum.

b. Natural DNase Il inhibitors: suatu protein yang ditemukan pada jaringan
hewan dan beberapa senyawa nukleotida dan metabolit mikroorganisme.

c. Natural DFF40/CAD inhibitors: Beberapa senyawa yang terbentuk secara
alami seperti DFF45/ICAD, DFF35/ICADS, kompleks Akt/Ebpl,
kompleks Akt/Ebpl dan pigmen alami curcumin, mampu menghambat
DFF40/CAD dan dengan demikian mencegah fragmentasi DNA selama
apoptosis.

d. Natural DNase inhibitors lainnya: Berbagai senyawa dari mikroorganisme
menunjukkan efek penghambatan terhadap DNases dan beberapa vitamin
juga dapat menghambat aktivitas DNAse.

2. Synthetic DNase inhibitors
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a. Synthetic DNase I inhibitors: Beberapa turunan asam 2-nitro-5-thiobenzoic,
hydroxybiphenyls, nitrogen mustard, ditemukan bertindak sebagai inhibitor
DNAse 1.

b. Synthetic DNase p inhibitors: Berbagai turunan triazine menunjukkan efek
menghambat terhadap DNAse y .

c. Synthetic DNase Il inhibitors: Beberapa polielektrolit anionik (PES, HEMA
dan etilen maleat anhidrida) dalam jumlah 10 mg mampu sepenuhnya
menghambat aktivitas DNAse Il pada nilai optimalnya (pH 5.0).

d. Synthetic DFF40/CAD inhibitors: Aktivitas CAD dapat dipengaruhi oleh
sodium nitroprusside (SNP) dan peroxynitrite.

3. Inorganic DNase inhibitors
Inorganic DNase inhibitors: Bersumber dari ion emas Au (llI)
menunjukkan efek penghambatan terhadap aktivitas DNAse | pada pH netral.
Aktivitas DNAse | dihambat oleh 10 ekuivalen Au 111 dan diikuti oleh perubahan

konformasi molekul enzim.1©

2.4 EKSTRAKSI DNA

Ekstraksi DNA merupakan serangkain proses pemisahan DNA dari
komponen-komponen sel lainnya. DNA dapat diekstraksi dari berbagai organisme
sebagai sumber DNA, yang dimulai dari kelompok sel eukariot, seperti: manusia,
hewan dan tumbuhan, juga sampai ke sel prokariot seperti bakteri, dan juga virus.
Pada manusia dan hewan terdapat dua bentuk DNA yaitu DNA kromosom yang
berlokasi di nukleus dan DNA mitokondria yang berlokasi di mitokondria,
sedangkan pada tanaman terdapat bentuk tambahan DNA lainnya yaitu DNA
kloroplas yang terdapat di organel kloroplas. Pada bakteri terdapat dua bentuk DNA
yaitu DNA kromosom dan DNA plasmid.?2

Ekstraksi DNA merupakan tahapan pekerjaan awal yang harus dilakukan
dalam berbagai pemeriksaan/analisis DNA. Keberhasilan proses ekstraksi DNA

seringkali sangat menentukan hasil pekerjaan selanjutnya.
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DNA hasil ekstraksi harus terbebas dari berbagai kontaminan seperti protein, lipid,
dan RNA yang dapat mengganggu berlangsungnya proses PCR untuk DNA. Oleh
karena itu, metode ekstraksi DNA yang tepat sangat diperlukan untuk mendapatkan
DNA dengan kualitas dan kuantitas yang baik.?®

Pada dasarnya, ektraksi DNA pada organisme eukariot dilakukan melalui
proses penghancuran dinding sel, penghilangan protein dan RNA, pengendapan
DNA, dan pemanenan. Ekstraksi DNA menjadi lebih mudah dengan teknik
ekstraksi dalam bentuk kit. Berbagai teknik ekstraksi DNA telah dikembangkan
dari prinsip dasar sehingga saat ini muncul berbagai teknik ekstraksi dan purifikasi
DNA dalam bentuk kit yang prosesnya akan lebih mudah, cepat, dan sederhana. 23

Penentuan kuantitas dan kualitas DNA hasil ekstraksi dilakukan untuk
melihat konsentrasi dan kemurnian menggunakan spektrofotometer dan
elektroforesis gel. Pengukuran kuantitas DNA dilakukan dengan metode
spektrofotometri pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. Kemurnian DNA
ditentukan dengan menghitung rasio absorbansi pada A260 dengan A280 (Rasio
A260:280). Molekul DNA dikatakan murni jika rasio absorbansinya berkisaran
antara 1,8-2,0. Uji kulaitas DNA dilakukan dengan horizontal elektroforesis,
pengecekan hasil isolasi DNA pada gel agarose.?* Informasi mengenai konsentrasi
dan kemurnian DNA sangat diperlukan untuk mengetahui derajat kontaminasi suatu

sampel sebagai satu pertimangan-untuk digunakan pada tahap selanjutnya. 2*

2.5 POLYMERASE CHAIN REACTION

Masalah utama dalam analisis gen adalah sulithnya mendapatkan molekul
DNA spesifik yang menjadi target, terutama dari mamalia, dalam jumlah yang
memadai untuk dideteksi/dikuantisasi. Sebelum ditemukannya teknologi
polymerase chain reaction (PCR), untuk memperbanyak (menyalin) molekul DNA,
para peneliti harus menunggu hasil kloning selama berhari-hari. Dengan
menggunakan teknik PCR, proses fotokopi DNA hanya memerlukan waktu
beberapa jam.?® PCR digunakan untuk identifikasi penyakit genetik, infeksi, oleh

berbagai mikroorganisme (virus, bakteri, jamur/fungi, parasit), genetic profiling in
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forensic, legal and bio-diversity applications, biologi evaluasi, Site-directed
mutagenesis of genes dan mRNA quantitation pada sel ataupun jaringan.?

Reaksi polimerase berantai merupakan suatu teknik atau metode
perbanyakan (replikasi) DNA secara enzimatik tanpa menggunakan organisme.
Teknik replikasi DNA mneggunakan PCR dapat meningkatkan jumlah urutan DNA
menjadi ribuan bahkan jutaan kali dari jumlah semula, sekitar 10°-107. Kali. Setiap
urutan basa nukleotida yang amplifikasi akan menjadi dua kali jumlahnya. Pada
setiap n siklus PCR akan diperoleh 2" kali banyaknya DNA target. °

Dalam proses PCR, untai DNA hasil isolasi suatu organisma, direaksikan
dengan komponen-komponen PCR yang terdiri dari enzim DNA polymerase,
deoxynucleoside triphosphate (ANTPs), MgClz, dan primer (potongan pendek DNA

untai tunggal) yang mengawali sintesis DNA.?°

26 GEN HUMAN NOTCH2

Gen human NOTCH2 (reseptor NOTCH) merupakan gen pengkode protein
pada manusia dan berperan banyak selama proses perkembangan dan homeostasis
jaringan dewasa. Gen ini terletak pada kromosom 1.2

Gen ini menyandi protein transmembran tipe 1 dengan jumlah akson 34.
Gen ini diekspresikan secara luas dalam jaringan manusia yang sedang berkembang
dan normal.?® Protein ini berfungsi sebagai reseptor untuk ligan terikat membran,

dan juga berperan dalam perkembangan vaskular, ginjal, dan hati.z
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2.6 KERANGKA TEORI
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Gambar 2.5 Kerangka Teori

2.7 KERANGKA KONSEP

Varibel Independen Variabel Dependen
Streptomycin J| * Kuantitas dan kualitas DNA
Clindamycin " manusia asal saliva

e Aktivitas DNAse |

Gambar 2.5 Kerangka Konsep
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BAB |11

METODOLOGI PENELITIAN

3.1 DEFINISI OPERASIONAL
Tabel 3.1 Definisi operasional
Variabel Definisi Alat ukur Hasil ukur  Skala Ukur
Kuantitas Konsentrasi Spektrofotometer pg/mL Rasio
DNA manusia dsDNA pada
asal saliva A260 nm
Kualitas DNA Penentuan PCR dan Band 704 Nominal
manusia asal kualitas DNA elektroforesis gel bp
saliva pada gen agarose 1%
human
NOTCH2
Aktivitas Aktivitas Elektroforesis gel Fragmentasi Nominal
DNAse enzim yang agarose 1% DNA atau
mencerna smear DNA
DNA menjadi
oligonukleoti
da
Streptomycin  Antibiotik Timbangan dan mM Rasio
yang Volumetric flask
dihasilkan
oleh
Streptomyces
Clindamycin  Antibiotik Timbangan dan mM Rasio
golongan Volumetric flask
lincomycin

DNA-= deoxyribonucleic acid; mM = millimolar; PCR = polymerase chain reaction.

3.2

RANCANGAN PENELITIAN

Rancangan penelitian yang digunakan adalah eksperimental murni dengan

desain pretest posttest.

15
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3.3 TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran,

Universitas Sumatera Utara. Penelitian berlangsung pada Desember 2021-Januari
2022,

34  SAMPEL PENELITIAN

Sampel penelitian yang digunakan adalah saliva dan DNA asal saliva.

3.5 BESAR SAMPEL
Sampel saliva dikoleksi dari subjek penelitian yang ditetapkan jumlahnya
sebanyak 9 orang.

3.6 VARIABEL PENELITIAN
Variabel dependen: Kuantitas DNA manusia asal saliva, kualitas DNA manusia asal
saliva, dan Aktivitas DNase I.

Variabel independen: Streptomycin, Clindamycin

3.7 PENGUMPULAN SAMPEL PENELITIAN

Saliva dikumpulkan dari masing-masing subjek. Sebelum pengumpulan
saliva, subjek diminta untuk berkumur-kumur dengan larutan chlorhexidine gargle
(Listerin™) selama 30 detik dan aquades steril. Kriteria inklusi dan ekslusi tidak
diperlukan. Sebanyak 15 mL saliva bersih dikumpulkan dari setiap subjek dengan
setiap subjek mengalirkan ke pot saliva bersih.

Sampel saliva dari masing-masing subjek segera dibagi menjadi 4 kelompok
yaitu kontrol negatif (K1), kontrol positif (K2), Streptomycin (K3), dan
Clindamycin (K4).

3.8 EKSTRAKSI DNA ASAL SALIVA
Sebanyak 10 mL saliva dari masing-masing kelompok disentrifugasi
dengan 1300 g selama 10 menit pada suhu ruang. Supernatan dibuang dan pelet

diresuspensi dengan larutan resuspensi. DNA diekstraksi menggunakan Kit
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ekstraksi DNA (GIN170, Sigma) dengan modifikasi dari petunjuk manufacturer.
Kuantitas DNA hasil ekstraksi ditentukan dengan spektrofotometri menggunakan
NanoDrop ND-1000 (Implen).

3.9 ASAI PERLINDUNGAN TERHADAP DNase |

Buffer uji standar mengandung 50 mM Tris-HCI (pH 8), 10mM CaCl,, dan
MgCI2. Kelompok K1 dibuat dengan 1 ug saliva DNA ditambahkan ke microtube
namun tidak memberikan 2,5 mg/mL DNase | (DN25, Sigma) sedangkan K2 dibuat
dengan memberikan 2,5 mg/mL DNase | (Tabel 3.1). Sebanyak 1 pg saliva DNA
ditambahkan ke microtube dan dipreinkubasi dengan berbagai konsentrasi (masing-
masing tabung berisi 0,1 mM, 0,2 mM, 0,4 mM, 0,8 mM, 1,6 mM, 2,0 mM, 3,2
mM) dari masing-masing antibiotik (K3, K4) selama 30 menit di atas es (Tabel 3.2).
Tabung dipindahkan ke suhu ruang dan 2,5 ug/mL DNAse | ditambahkan ke semua
sampel secara bersamaan. Volume reaksi adalah total 100 pL. Larutan stok
aminoglikosida (250 mM dan 12,5 mM) disiapkan dalam H>O dan disimpan pada
suhu -20°C*°.

Tabel 3.1 Perlakuan sampel saliva
Kelompok
K1 K2
DNA saliva + +
DNase | - +
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Tabel 3.2 Perlakuan sampel saliva

Kelompok
K3 (Streptomycin (mM)) K4 (Clindamycin (mM))
01 02 04 08 16 20 32 01 02 04 08 16 20 32
DNA + 4+ + + + + + 4+ + + + + 4+ o+

saliva

DNAsel + + + + + + + + + + + + + +

3.10 PENENTUAN KUANTITAS DNA

Untuk menentukan kuantitas DNA dan perkembangan degradasi, 10 uL
alikuot diambil dari masing-masing sampel setelah 30 dan 60 menit inkubasi.
Reaksi dihentikan dengan 5 ul 0,5 M EDTA di atas es. Aliquot dianalisis pada gel
agarosa 1% dalam buffer TAE 1X) yang diwarnai dengan etidium bromida setelah
gel dijalankan®®. Selain itu, konsentrasi DNA pasca uji ini ditentukan menggunakan
0,5 pL alikuot yang diperiksa dengan kaidah spektrofotometri (NanoDrop ND-
1000, Thermo Fisher Scientific USA).

3.11 PENENTUAN KUALITAS DNA
3.11.1 Primer

Penentuan kualitas DNA menggunakan primer dan PCR. Primer yang
digunakan adalah primer gen human NOTCH2 (Gene Bank Accession Number
NG_008163.1) dengan forward primer CCCATTTGGGCTGGAGGAAT dan
reverse primer GCCTGTAAACGAGGGTGACA. Panjang amplikon diperkirakan
704 bp.

3.11.2 PCR dan VISUALISASI BAND

PCR dijalankan menggunakan 25 pL campuran reaksi PCR yang
mengandung 5 puL DNA template, 1 uM untuk setiap primer, 200 pM untuk setiap
dNTP, 2.5 mM MgClz, 5 uL 5X dapat penyangga PCR dan juga 5 U/uL Taq
polimerase DNA dalam PCR mastermix Kapa2G Fast ReadyMix (2GFRMKB,
Merck). Untuk mengetahui kualitas DNA setelah asai perlindungan terhadap
DNase I, metode PCR dijalankan dengan menggunakan primer yang sudah didesain
(3.11.1).

18 Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



Kualitas DNA manusia asal saliva seterusnya dinilai melalui elektroforesis
gel agarosa 1% (b/v) dan divisualisasi di bawah cahaya UV dalam chamber gel

documentation system (Uvitec, France) setelah pewarnaan etidium bromida (EtBr).

3.12 ANALISIS DATA

Analisis data dilakukan dengan univariat berupa rerata dan standar deviasi
untuk konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi. Aktivitas DNase | terhadap
ekstraksi DNA dari saliva dinilai secara kualitatif melalui pengamatan pada hasil
elektroforesis gel agarose 1%. Penilaian hasil PCR untuk gen human NOTCH2 dari
hasil asai inhibisi DNase | oleh antibiotika, dilakukan menggunakan pendekatan
deskriptif dengan pengamatan pada hasil elektroforesis gel agarose 1%. Hasil pada
elektroforesis gel agarose 1% yang diharapkan adalah keberadaan expected

amplicon length (~704 bp).
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3.13 KERANGKA KERJA

Sebelum pengumpulan saliva, subjek diminta berkumur-kumur dengan larutan

Chlorhexidine selama 30 detik dan aquades steril.

I

Sebanyak 15 mL saliva bersiﬁ dikumpulkan dari setiap subjek dengan

setiap subjek menglirkan ke pot saliva

v

15 mL saliva dikelompokkan menjadi 4

oo

K1 K2 K3 K4
| l | |
A\ 4
Ekstraksi DNA asal saliva
Uji perlindungan terhadap DNAsel
pretest Posttes
—
K1 K2 K3 K4
A 4 v \4
Kontrol Negajuf Kontrol Positif Perlakuan 1 Perlakuan 2
Tanpa.pe.zm.berlan Dengan Dengan Dengan
antibiotika penambahan penambahan penambahan
DNAse | streptomycin clindamycin

A

Penentuan kuantitas DNA dengan spektrofotometer

A 4

Penentuan kualitas DNA dengan PCR dan elektroforesis gel agarose 1%

'

Analisis data

20
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

41  HASIL PENELITIAN
4.1.1 Hasil Ekstraksi DNA Asal Saliva

Sembilan sampel DNA yang diperoleh telah berhasil diekstraksi dari dengan
metode spin column. Konsentrasi dan kemurnian DNA yang diperoleh, bervariasi
pada setiap sampel (Tabel 4.1). Rata-rata konsentrasi DNA adalah 32,91 pg/mL
dalam rentang 7,10-99,45 pug/mL. Rata-rata kemurnian hasil ekstraksi adalah 1,813
pg/mL dalam rentang 1,639-2,043 pg/mL.

Tabel 4.1 Kemurnian dan Konsentrasi DNA Asal Saliva

Sampel Konsentrasi (ng/uL) Kemurnian
1 13,25 1,791
2 7,10 2,043
3 20,05 1,759
4 20,10 1,803
5 7,95 1,639
6 10,60 1,927
7 33,45 1,848
8 99,45 1,742
9 84,25 1,761
Rata-rata 32,91 1,813
Rentang (Minimum-Maximum) 7,10-99,45 1,639-2,043

4.1.2 DNA Degradation Assay
Pengujian degradasi DNA dilakukan untuk menentukan aktivitas DNAse |
terhadap ekstrak DNA asal saliva dan divisualisasi dengan elektroforesis pada gel

agarose 1%. DNase | mendegradasi sampel DNA asal saliva (Gambar 4.1).
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Gambar 4.1 DNA degradation assay

Lane 2 dan lane 4 (10uL dan 5uL ekstrak DNA saliva) sebagai kontrol positif uji degradasi
DNA, menunjukkan DNA asal saliva yang utuh. Penambahan DNAse | terhadap sampel
DNA asal saliva (lane 3 dan 5 (10pL dan 5uL ekstrak DNA saliva) menunjukkan lane 3
dan 5 kosong dan tidak menunjukkan keberadaan DNA. Tidak ada smear DNA atau
fragmentasi DNA di lane 3 dan 5.

4.1.3 Pengaruh Streptomycin Terhadap Kualitas DNA Asal Saliva

Elektroforesis gel agarose 1% dilakukan untuk visualisasi DNA setelah
penambahan berbagai konsentrasi streptomycin sebagai inhibitor DNAse |I.
Meskipun pada konsentrasi 0,1 M streptomycin tidak mampu menghambat,
aktivitas DNAse | tampak terhambat dengan penambahan konsentrasi streptomycin
(Gambar 4.2). Konsetrasi streptomycin sebesar 0,2 mM dapat mempertahankan
keutuhan 1 pg DNA dari aktivitas 2,5 mg/mL DNase | (Gambar 4.2).

Pendekatan PCR tidak dapat menunjukkan amplicon length gen NOTCH2
seperti yang diharapkan (~704 bp). Sebagai gantinya, amplicon length yang
terbentuk berukuran sekitar 100 bp (Gambar 4.3).
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Gambar 4.2 Hasil elektroforesis Streptomycin-DNase | protection assay

Terdapat perlindungan dari degradasi DNA oleh DNase | pada lane 3, 4, 5, 6, 7, dan 8.
Pada konsentrasi streptomycin 0,1 mM (lane 2), terdapat smear DNA. Peningkatan
konsentrasi streptomycin menjadi 0,2 mM (lane 3), 0,4 mM (lane 4), 0,8 mM (lane 5), 1,6
mM (lane 6), 2,0 mM (lane 7), 3,2 mM (lane 8) menunjukkan streptomycin dapat
mempertahankan band whole DNA dari aktivitas DNase I.

Gambar 4.3 Hasil elektroforesis dari PCR gen human NOTCH2

Hasil PCR gen human NOTCH2 dari sampel DNA saliva pada gel agarose 1% setelah
pemberian streptomycin, 2,5 mg/mL DNase | ditambahkan kepada DNA saliva
menunjukkan keberadaan band-band berukuran 100 bp pada seluruh lane dengan
konsentrasi streptomycin 0,1-3,2 mM.

4.1.4 Pengaruh Clindamycin Terhadap Kualitas DNA Asal Saliva
Clindamycin dengan konsentrasi yang berbeda, berpengaruh terhadap
presevasi DNA asal saliva (Gambar 4.4). Semakin tinggi konsentrasi clindamycin
maka semakin tinggi pula kemampuan preservasinya terhadap DNA asal saliva
yang menjalani DNA degradation assay. Band DNA tampak lebih jelas pada
konsentrasi 3.2 mM (Gambar 4.4). Smear DNA masih tampak pada kondisi
clindamycin 0,8 mM, menunjukkan kemampuan parsial dari clindamycin dalam

mencegah degradasi DNA saliva oleh 2,5 mg/mL DNase I.
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Gambar 4.4 Pengaruh clindamycin terhadap aktivitas DNAse |

Clindamycin menghambat aktivitas DNase | pada konsentrasi yang berbeda dengan
pengaruh yang semakin menguat dengan peningkatan konsentrasi. Konsentrasi
clindamycin adalah 0.1 mM (lane 2), 0.2 mM (lane 3), 0.4 mM (lane 4), 0.8 mM (lane 5),
1.6 mM (lane 6), 2.0 mM (lane 7), 3.2 mM (lane 8). DNA smear (lane 2, 3, 4, 5) menjadi
DNA tanpak untuh pada (lane 6, 7, 8). Lane 8 menunjukkan DNA utuh dengan sangat jelas
dan tebal dengan konsentrasi clindamycin tertinggi (3.2 mM).

Elektroforesis hasil PCR dari gen human NOTCH2 yang telah diberi
beragam konsentrasi clindamycin (0,1-3,8 mM) dan 2,5 mg/dL menunjukkan single
band pada ~704 bp. Expected bands (~704 bp) dari gen human NOTCH2 tampak
pada seluruh konsentrasi clindamycin (Gambar 4.5).

Gambar 4.5 Hasil Elektroforesis PCR gen Human NOTCH2
Expected band dari gen human NOTCH2 (~704 bp) berada pada lane (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8).
PCR dapat mengamplifikasi gen human NOTCH2 dari DNA yang diberi clindamycin
dalam konsentrasi 0,1-3,2 mM dan 2,5 mg/dL DNase I. Konsentrasi clindamycin
adalah 0.1 mM (lane 2), 0.2 mM (lane 3), 0.4 mM (lane 4), 0.8 mM (lane 5), 1.6
mM (lane 6), 2.0 mM (lane 7), 3.2 mM (lane 8).
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4.2 PEMBAHASAN
4.2.1 Kemurnian DNA Hasil Ekstraksi Metode Spin-column

DNA saliva yang didapatkan dari ekstraksi perlu diamati dalam hal
kuantitas dan kualitas. Analisis kuantitas DNA dilakukan untuk mengetahui
kemurnian dan konsentrasi DNA. Kemurnian DNA dapat ditentukan melalui
kaidah spektrofotometri dengan rasio A260 nm dan A280 nm. Hasil ekstraksi DNA
pada penelitian ini menunjukkan kemurnian yang relatif murni karena rasio A260
nm dan A280 nm berada pada 1.639-2.043 pug/mL (Tabel 4.1). Hasil penelitian ini
sesuai dengan penelitian sebelumnya, dimana hasil ekstraksi DNA dikatakan murni
apabila rasio A260 nm dan A280 nm mencapai 1,8-2,0%" atau hasil ekstraksi juga
dianggap murni jika rasio absorbansi antara 1,6 dan 2,0.° Kisaran nilai tersebut
menunjukkan bahwa jumlah DNA dalam sampel lebih banyak dari pada protein.
Apabila rasio A260/A280 berada < 1,8 atau > 2,0 maka diindikasikan DNA masih
terkontaminasi RNA dan protein.?” Pada penelitian lain rata-rata kemurnian DNA
saliva berkisar sekitar 1,8-2,0.% Jika sampel yang mempunyai hasil rasio sekitar 1,8
atau mendekati 1,8 maka sampel DNA dapat dikatakan relatif murni.®

Konsentrasi DNA pada penelitian ini memiliki rentang 7,10-99,45 pg/mL
dengan volume saliva 2 mL dan metode spin column. Penelitian lain dengan volume
1 mL menggunakan kit Oragene™ menunjukkan konsentrasi DNA lebih rendah
yaitu 10 ng/pL.° Hal ini dapat terjadi karena faktor yang mempengaruhi konsentrasi
DNA. Faktor yang dapat mempengaruhi konsentrasi DNA seperti, faktor suhu
inkubasi, jenis bahan kimia, dan faktor teknis selama pengerjaan ekstraksi DNA.?

4.2.2 Efek Aminoglikosida dalam Menghambat Aktivitas DNase |

Hasil penelitian ini, pemberian streptomycin memang menunjukkan
kemampuan streptomycin dalam mempertahankan DNA berukuran > 1000 bp
(Gambar 4.2.). Namun ini tidak menjamin bahwa DNA yang ada berada dalam
kondisi utuh. PCR pada NOTCH2 menunjukkan band ~100 bp tidak sesuai yang
diharapkan ~704 bp. Kemunngkinan gen NOTCH?2 telah turut terdegradasi karena
streptomycin tidak mampu menghambat aktivitas DNase.'® Memang, forward dan

reverse primer bekerja dalam reaksi PCR untuk memperbanyak sisa (potongan) gen
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NOTCH2 sembari menghasilkan sekuense complementer dari arah reverse dan
forward primer.

Sedangkan clindamycin sebagai inhibitor DNase, mampu mempreservasi
DNA utuh (whole DNA) (Gambar 4.4). Hasil penelitian ini kadar 3,2 mM efektif
menghambat aktivitas DNAse | pada DNA genom manusia asal saliva dan mampu
mempertahankan gen dengan amplifikasi gen human NOTCH2 seperti perkiraan
panjang amplicon (~704 bp) (Gambar 4.5), sementara streptomycin tidak mampu
melakukan hal yang sama (Gambar 4.3). Hasil penelitian ini sesuia dengan
penelitian sebelumnya bahwa clindamycin dapat menghambat aktivitas DNase in
vivo 100 pg/mL.*® Dalam jaringan manusia, aktivitas DNase benar-benar hilang
setelah dua hari pengobatan tambahan dengan clindamycin meskipun konsentrasi
bakteri yang tinggi tetap ada.®

Hasil penelitian ini juga sesuai dengan penelitian Liu Yawen dan kawan-
kawan mengenai DNA preservation bahwa DNA saliva dapat mengalami kerusakan
karena aktivitas DNase dalam saliva sehingga menyebabkan penurunan kualitas
dan kuantitas DNA.>?° Oleh karena itu preservasi atau proteksi DNA diperlukan
untuk mempertahankan kualitas dan integritas DNA.?° Sebagai satu jenis enzim,
aktivitas DNase dapat dipengaruhi bahkan dihilangkan dengan mengatur pH®,
cofactor®®a, dan suhu®. Dalam studi lain dikatakan bahwa aktivitas DNAse
menurun secara drastis ketika berada pada suhu di atas atau di bawah suhu optimum
kisaran (20-70 °C). 2°

Salah satu strategi preservasi DNA dari saliva adalah dengan melindungi
DNA dari aktivitas DNase dengan memberikan inhibitor DNase. Antibiotik
golongan aminoglikosida seperti clindamycin, gentamycin, neomycin dapat bekerja
menghambat aktivitas DNase.%1>3! Jenis inhibitor DNase lainnya tersedia sebagai

bahan sintetik dan alami.t®
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

51 KESIMPULAN

1. Clindamycin dapat menghambat aktivitas DNAse | sehingga dapat
mempertahankan kualitas DNA genom manusia asal saliva.

2. Streptomycin tidak dapat menghambat aktivitas DNAse | sehingga tidak dapat
mempertahankan kualitas DNA genom manusia asal saliva.

3. Clindamycin 3,2 mM efektif menghambat aktivitas DNAse | pada DNA genom
manusia asal saliva sementara streptomycin tidak menghambat

4. Kualitas gen manusia asal saliva dapat terlindugi dengan clindamycin 0,1 mM
dengan PCR dapat mengamplifikasikan gen human NOTCH2 sementara

streptomycin tidak dapat melindungi.

5.2 SARAN
1. Golongan aminoglikosida lainnya perlu dikaji dalam efek penghambatan
aktivitas DNAse.
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Lampiran 1 Lembar Penjelasan Kepada Subjek Penelitian
Lembar Penjelasan Kepada Subjek Penelitian
Assalamu’alaikum wr.wb

Perkenalkan nama saya Hamimatur Rohmah, mahasiswa Fakultas
Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara. Saya bermaksud
melakukan penelitian berjudul “Pengaruh Streptomycin Dan Clindamycin
Terhadap Aktivitas DNAse 1 Dan Kualitas DNA Asal Saliva”. Penelitian ini
dilakukan sebagai salah satu kegiatan dalam menyelesaikan studi di Fakultas
Kedokteran Universitas Muhamadiyah Sumatera Utara.

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk melihat pengaruh
Streptomycin dan Clindamycin terhadap aktivitas DNAse | dan kualitas DNA
manusia asal saliva yang dilakukan dengan menggunakan sampel berupa saliva.

Partisipasi dari teman-teman bersifat suka rela tanpa ada paksaan. Untuk
penelitian ini tidak dikenakan biaya apapun. Bila teman-teman membutuhkan

penjelasan maka dapat hubungi saya :

Nama : Hamimatur Rohmah
Alamat : JI. Pimpong No. 22
No HP : 082334839376

Terima kasih saya ucapkan kepada teman-teman yang telah bersedia
berpartisipasi dalam penelitian ini. Keikutsertaan dalam penelitian ini akan
menyumbangkan sesuatu yang berguna bagi ilmu pengetahuan.

Setelah memahami berbagai hal yang menyangkut penelitian ini diharapkan
teman-teman bersedia mengisi lembar persetujuan yang telah kami siapkan.

Wassalamu’alaikum wr.wb

Peneliti

(Hamimaturr Rohmah
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Lampiran 2 Informed Consent
(LEMBAR PERSETUJUAN RESPONDEN)

Saya yang bertanda tangan dibawah ini :

Nama :

Umur :

Alamat:

No. HP:

Menyatakan bersedia menjadi responden kepada :

Nama : Hamimatur Rohmah

NPM : 1808260144

Instansi : Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Untuk melakukan penelitian dengan judul “Pengaruh Streptomycin Dan
Clindamycin Terhadap Aktivitas DNAse 1 Dan Kualitas DNA Asal Saliva”.
Dan setelah mengetahui dan menyadari sepenuhnya risiko yang mungkin terjadi,
dengan ini saya menyatakan bersedia dengan sukarela menjadi subjek penelitian
tersebut. Jika sewaktu-waktu ingin berhenti, saya berhak untuk tidak melanjutkan
keikutsertaan saya terhadap penelitian ini tanpa ada saksi apapun.

Medan, 2021

Responden penelitian
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Lampiran 3 Ethical Clearance

Unggut | Cendan | Torpercay,

KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN

HEALTH RESEARCH ETHICS COMITTEE
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA
FACULTY OF MEDICINE UNIVERSITY OF MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA

KETERANGAN LOLOS KAJI ETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL APPROVAL
“ETHICAL APPROVAL"

No : 669KEPK/FKUMSU/2021

Protokol penelitian yang diusulkan oleh :
The Research protocol proposed by

Peneliti Utama

: Hamimatur Rohmah
Principal In Investigator
Nama Institusi : Fakultas Kedokteran Unuversntas Muhammadiyah Sumalera Ulara
Name of the Instutution Faculty of Medicine University of Muh diyah S
Dengan Judul
Tittle

“PENGARUH STREPTOMYCIN DAN CLINDAMYCIN TERHADAP AKTIVITAS DNASE 1 DAN KUALITAS DNA ASAL SALIVA”

“EFFECT OF STREPTOMYCIN AND CLYNDAMICIN ON ACTIVITY DNASE | AND QUALITY DNA OF SALIVA"

Dinyatakan layak etik sesuai 7 (tujuh) Standar WHO 2011, yaitu 1) Nilai Sosial, 2) Nilai limiah

3) Pemerataan Beban dan Manfaat, 4) Resiko, 5) Bujukan / Eksploitasi, 6) Kerahasiaan dan Privacy, dan

7) Persetujuan Setelah Penjelasan,yang merujuk pada Pedoman CIOMS 2016 Hal ini seperti yang ditunjukkan oleh terpenuhinya indikator
seliap standar.

Declarated lo be ethically appropriate in rd o7 ) WHO 2011 Standards, 1)Social Values,2)Scentific Values,3)Equitable
Assesment and Benelils, 4)Rlsks 5)Persuasion / Explolfalion 6) Conﬁdenllahty and Privacy,and 7)informed Consent,refenng to the 2016
CIOMS Guadelines. This is as indicaled by the fulfillment of the indicator of each standard

Pemyataan Lalk Etik ini berlaku selama kurun waktu tanggal 30 Oktober 2021 sampai dengan tanggal 30 Oktober 2022
The declaration of ethics applies during the periode October 30 ,2021 until October 30, 2022

"-Medm.SOOk 2021

‘, {(’m \

"Dr.dr.Nurfadiy, MKT

|
|
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Lampiran 4 Protokol Ekstraksi DNA Spin-Column

Pipet 2 mL saliva, masukkan dalam

A 4

Centrifuge 10.000 rpm selama 10 menit pada suhu ruang

A 4

Buang supernatan

A 4

Larutkan pellet dengan menambah 200 pL larutan resuspensi

Tambahkan 20 pL larutan 20 mg/mL Proteinase K

A 4

Vortex dan inkubasi selama 2 jam pada suhu 55° (inkubator)

\ 4

Tambahkan 20 pL larutan RNAse A

}

Vortex dan inkubasi selama 2 menit pada suhu ruang (inkubator)

\ 4

Tambahkan 200 pL larutan lisis

A 4

Tambahkan 200 pL larutan etanol (95-100 %)

\ 4

Vortex 5-10 detik untuk mencampur

Persiapan binding column
e Rangkai binding column dan tabung pengumpul
e Pipet 500 pL larutan column preparation dan masukkan ke binding column
e Centrifuge 12.000 g selama 1 menit
e Angkat spin column dan buang larutan dalam tabung pengumpul
e Rangka kembali binding column dan tabung pengumpul.
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|

Pindahkan larutan saliva ke binding column

y

Centrifuge dengan kecepatan > 6500 g selama 1 menit

Buang larutan dalam tabung pengumpul

A

Tambahkan 500 pL column wash solution | ke binding column

\ 4

Centrifuge dengan kecepatan > 6500 g selama 1 menit

A 4

Tambahkan 500 pL column wash solution 11 ke binding column

v

Centrifuge pada > 12.000 g selama 3 menit untuk mengeringkan binding column

\ 4

Pindahkan binding column ke tabung pengumpul baru

:

Tambahkan 200 pL elution solution

Biarkan selama 5 menit

l

Centrifuge pada >6500 g selama 2 menit

:

Tanpa diangkat dari alat, centrifuge pada >6500 g selama 1 menit

Buang binding column, cairan dalam tabung pengumpul mengandung sampel DNA

;

Tabung pengumpul disimpan dalam suhu -20°C
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Lampiran 5 Stoikiometri

Streptomycin molecular weight: 581.57

1. Buat larutan stock (20 mM) streptomycin
a. Timbang 0.0233 g streptomycin
b. Larutkan dengan 2 mL aquadest

c. Vortex to homogenize the solution

2. Buat larutan 10 mM streptomycin
a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 5 pL larutan stock (20 mM)
streptomycin, taruh dalam PCR tube/di atas parafilm
b. Hisap dengan mikropipet sejumlah 5 pL aquadest
c. Homogenkan dengan pipetting. Sekarang kita memiliki 10 pL larutan 10

mM streptomycin.

3. DNA protection assay (0.1 mM streptomycin)
a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL = 1 ug DNA)
b. Tambahi 0.1 pL larutan 10 mM streptomycin.
c. Tambahi 0.41 pL larutan DNA 25 mg/dL
d. Homogenkan dengan pipet mikro
e. Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit
4. DNA protection assay (0.2 mM streptomycin)
a. Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL = 1 ug DNA)
b. Tambahi 0.1 pL larutan 20 mM streptomycin.
c. Tambahi 0.41 pL larutan DNAse | 25 mg/dL
d. Homogenkan dengan pipet mikro
e. Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

5. DNA protection assay (0.4 mM streptomycin)

36 Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



C.
d.

€.
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Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 pL = 1 pg DNA)

Tambahi 0.2 pL larutan 20 mM streptomycin.

Tambahi 0.41 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

6. DNA protection assay (0.8 mM streptomycin)

a.

b.
C.
d.

e.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL = 1 ug DNA)

Tambahi 0.41 pL larutan 20 mM streptomycin.

Tambahi 0.42 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

7. DNA protection assay (1.6 mM streptomycin)

a.

b.
C.
d.

€.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 pL = 1 pg DNA)

Tambahi 0.82 pL larutan 20 mM streptomycin.

Tambahi 0.44 L larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

8. DNA protection assay (2.0 mM streptomycin)

a.

b.
C.
d.

€.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL = 1 ug DNA)

Tambahi 1.12 pL larutan 20 mM streptomycin.

Tambahi 0.45 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

9. DNA protection assay (3.2 mM streptomycin)

a.

b.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL =1 ug DNA)
Tambahi 1.92 pL larutan 20 mM streptomycin.
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c. Tambahi 0.48 pL larutan DNAse | 25 mg/dL
d. Homogenkan dengan pipet mikro

e. Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

Stop the DNA protection assay dengan menambahkan 5 pL 0.5 M EDTA di

atas es kepada masing-masing tabung (point 3-9).

10. Buat elektroforesis gel agarose 1% dengan urutan lane (1) DNA ladder, lane (2)
point 3, lane (3) point 4, lane (4) point 5, lane (5) point 6, lane (6) point 7, lane
(7) point 8, lane (8) point 9. Tujuan kegiatan ini adalah menunjukkan bahwa
whole DNA mengalami preservasi dengan penambahan streptomycin (kalau
streptomycin bisa menghambat aktivitas DNAse 1). Kalau Streptomycin tidak
dapat menghambat aktivitas DNAse | maka Kita akan menemui lane tanpa
whole DNA.

11. Buat PCR dengan gen HBB untuk sampel-sampel dari point 3, point 4, point 5,
point 6, point 7, point 8, point 9.

12. Buat elektroforesis hasil PCR gen HBB pada gel agarose 1% dengan urutan lane
(1) DNA ladder, lane (2) point 3, lane (3) point 4, lane (4) point 5, lane (5) point
6, lane (6) point 7, lane (7) point 8, lane (8) point 9.
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Clindamycin molecular weight: 461.44

1. Buat larutan stock (20 mM) Clindamycin

a.
b.

C.

Timbang 0.0185 g
Larutkan dengan 2 mL aquadest

Vortex to homogenize the solution

2. Buat larutan 10 mM clindamycin

a.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 5 pL larutan stock (20 mM)
clindamycin, taruh dalam PCR tube/di atas parafilm

Hisap dengan mikropipet sejumlah 5 pL aquadest

Homogenkan dengan pipetting. Sekarang kita memiliki 10 pL larutan 10

mM clindamycin.

3. DNA protection assay (0.1 mM clindamycin)

a.

b.
C.
d.

e.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL = 1 ug DNA)

Tambahi 0.1 pL larutan 10 mM clindamycin.

Tambahi 0.41 pL larutan DNA 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

4. DNA protection assay (0.2 mM clindamycin)

a.

b.
C.
d.

€.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 pL = 1 pg DNA)

Tambahi 0.1 pL larutan 20 mM clindamycin.

Tambahi 0.41 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

5. DNA protection assay (0.4 mM clindamycin)

a.

b.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL =1 ug DNA)
Tambahi 0.2 pL larutan 20 mM clindamycin.
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Tambahi 0.41 pL larutan DNAse | 25 mg/dL
Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

6. DNA protection assay (0.8 mM clindamycin)

a.

b.
C.
d.

€.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 pL = 1 pg DNA)

Tambahi 0.41 pL larutan 20 mM clindamycin.

Tambahi 0.42 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

7. DNA protection assay (1.6 mM clindamycin)

a.

b.
C.
d.

€.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 pL = 1 pg DNA)

Tambahi 0.82 pL larutan 20 mM clindamycin.

Tambahi 0.44 L larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

8. DNA protection assay (2.0 mM clindamycin)

a.

b.
C.
d.

e.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 uL = 1 ug DNA)

Tambahi 1.12 pL larutan 20 mM clindamycin.

Tambahi 0.45 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit

9. DNA protection assay (3.2 mM clindamycin)

a.

Hisap dengan mikropipet sejumlah 10.1 pL (1 pg larutan DNA stock, lihat
file excel untuk sampel yang 10.1 pL = 1 pg DNA)

Tambahi 1.92 pL larutan 20 mM clindamycin.

Tambahi 0.48 pL larutan DNAse | 25 mg/dL

Homogenkan dengan pipet mikro

Inkubasi di suhu 37°C selama 10 menit
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Stop the DNA protection assay dengan menambahkan 5 pL 0.5 M EDTA di atas es

kepada masing-masing tabung (point 3-9).

13. Buat elektroforesis gel agarose 1% dengan urutan lane (1) DNA ladder, lane
(2) point 3, lane (3) point 4, lane (4) point 5, lane (5) point 6, lane (6) point 7,
lane (7) point 8, lane (8) point 9. Tujuan kegiatan ini adalah menunjukkan
bahwa whole DNA mengalami preservasi dengan penambahan streptomycin
(kalau clindamycin bisa menghambat aktivitas DNAse 1). Kalau clindamycin
tidak dapat menghambat aktivitas DNAse | maka kita akan menemui lane
tanpa whole DNA.

14. Buat PCR dengan gen HBB untuk sampel-sampel dari point 3, point 4, point
5, point 6, point 7, point 8, point 9.

15. Buat elektroforesis hasil PCR gen HBB pada gel agarose 1% dengan urutan
lane (1) DNA ladder, lane (2) point 3, lane (3) point 4, lane (4) point 5, lane
(5) point 6, lane (6) point 7, lane (7) point 8, lane (8) point 9.
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PENGARUH STREPTOMYCIN DAN CLINDAMYCIN TERHADAP
AKTIVITAS DNASE | PADA
KUALITAS DNA ASAL SALIVA

Hamimatur Rohmah?, Zulham?

Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
2Departemen Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara
Email: dr_zulham@yahoo.com

Abstract

Background: Deoxyribonucleic acid (DNA) contains genetic material that has all
the information of an individual. Saliva has the potential to be a good source of
human DNA. When compared to blood sampling, saliva is easier to collect and the
collection process is non-invasive. However, human DNA collected from saliva has
the potential to be degraded due to deoxyribonuclease (DNase) activity in saliva.
DNase activity can be inhibited by antibiotics, such as aminoglycoside antibiotics
and lincomycin derivatives. Objective: This study aimed to determine the effect of
streptomycin and clindamycin on DNAse | activity against the quality of human
genomic DNA from saliva. Methodology. The sampling technique was that samples
were collected from 9 subjects with each subject flowing into a saliva pot. Prior to
saliva collection, subjects were asked to rinse their mouth with a solution of
chlorhexidine gargle (Listerin™) for 30 seconds, then the samples were divided
into four groups. Results: The average concentration of DNA extracted from the
spin-column method was 32.91 g/mL (7.10-99.45 g/mL) while the average purity
was 1.813 g/mL (1.639-2.043 g/mL). With clindamycin treatment, PCR was able to
amplify the human NOTCH2 gene (~704 bp) while various concentrations of
streptomycin produced multiple bands of ~100 bp. Conclusion: Concetration of 3.2
mM clindamycin effectively inhibit DNAse | activity and can amplify the human
NOTCH2 gene while streptomycin cannot protect.

Keywords: Clindamycin, DNase, salivary DNA, Streptomycin, Preservation
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ABSTRAK

Pendahuluan: Deoxyribonucleic acid (DNA) mengandung materi genetik yang
berisi segala informasi identitas suatu individu. Saliva berpotensi menjadi sumber
DNA manusia yang baik. Jika dibandingkan dengan pengambilan sampel darah,
saliva mudah dikumpulkan dan pengumpulannya tidak invasif. Namun, DNA
manusia yang dikumpulkan dari saliva berpotensi mengalami kerusakan karena
aktivitas deoxyribonuclease (DNase) dalam saliva. Aktivitas DNase dapat
dihambat oleh antibiotik, seperti antibiotik golongan aminoglikosida dan turunan
lincomycin. Tujuan: Penelitian ini bertujuan menilai pengaruh streptomycin dan
clindamycin terhadap aktivitas DNAse | pada kualitas DNA genom manusia asal
saliva. Metodologi: Teknik pengambilan sampel adalah sampel dikumpulkan dari
9 subjek dengan setiap subjek mengalirkan ke pot saliva. Sebelum pengumpulan
saliva, subjek diminta untuk berkumur-kumur dengan larutan chlorhexidine gargle
(Listerin™) selama 30 detik, kemudian sampel dibagi menjadi empat kelompok.
Hasil Penelitian: Rata-rata konsentrasi DNA hasil ekstraksi metode spin-column
adalah 32,91 pg/mL (7,10-99,45 pg/mL) sementara rata-rata kemurnian adalah
1,813 pg/mL (1,639-2,043 pg/mL). Dengan perlakuan clindamycin, PCR dapat
mengamplifikasikan gen human NOTCH2 (~704 bp) sementara streptomycin
menghasilkan band ~100 bp. Kesimpulan: Kadar 3,2 mM clindamycin efektif
menghambat aktivitas DNAse | dan dapat mengamplifikasikan gen human
NOTCH2 sementara streptomycin tidak dapat melindungi.

Kata Kunci: Clindamycin, DNase, DNA saliva, Streptomycin, Preservasi
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PENDAHULUAN

Deoxyribonucleic acid
(DNA) mengandung materi genetik
yang berisi segala informasi identitas
suatu individu.! DNA berada di dalam
nukleus sel eukaryota dan didapati
hampir di seluruh sel individu.
Bagian-bagian tubuh manusia seperti
saliva, darah, sperma, sel kulit,
rambut, urin, Keringat, dan lain-lain
dapat menjadi sumber DNA.2

Saliva berpotensi menjadi
sumber DNA manusia yang baik. Jika
dibandingkan dengan pengambilan
sampel darah, saliva mudah
dikumpulkan dan pengumpulannya
tidak invasif.® Saliva diproduksi dan
disekresikan oleh kelenjar ludah
sebagai suatu cairan yang kompleks
dengan 99% saliva terdiri dari air, zat
organik dan anorganik.® Selain itu,
saliva juga mengandung flora normal,
enzim, sel, cairan elektrolit,
mikroorganisme,  sel-sel  epitel,
hormon, imonoglobulin dan lain
sebagainya. Sel epitel di mukosa
mulut yang dilepaskan bersamaan
saliva berpotensi menjadi sumber
DNA untuk kepentingan diagnostik.
Akan tetapi, kontaminan dalam saliva
dapat merusak DNA.3

DNA manusia yang
dikumpulkan dari saliva berpotensi
mengalami kerusakan karena
aktivitas deoxyribonuclease (DNase)
dalam saliva.® DNase adalah enzim
yang ~mampu mengurai  asam
nukleat.* Termasuk ke dalam kelas
enzim yang heterogen, DNase
mengkatalisis hidrolisis DNA dan
akhirnya mendegradasinya. Dua jenis
utama DNase adalah DNase | dan
DNase 11.°> DNase 11 dikenal sebagai
DNase asam karena aktivitas
optimalnya berada pada lingkungan
pH rendah dari lisosom.®

Aktivitas  DNase  dapat
dihambat oleh antibiotik, seperti
antibiotik golongan aminoglikosida
dan turunan lincomycin
(lincosamides).>”  Aminoglikosida
adalah antibakteria yang dihasilkan
oleh Streptomyces atau fungi lainnya.
Sejak tahun 1943, berbagai derivat
aminoglikosida telah dikembangkan.
Contoh obat golongan
amninoglikosida adalah
streptomycin, neomycin, kanamycin,
gentamicin, amikacin, dan
tobramycin.”  Aminoglikosida
dengan akhiran “mycin” (streptom
ycin, neomycin, kanamycin,
paromomycin  dan  tobramycin)
berasal dari Streptomyces;
aminoglikosida yang berakhiran
“micin” (gentamicin, netilmicin, dan
amikacin) berasal dari
Micromonospora.’

Istilah lincomycin berasa dari
Lincoln, Nebraska (Amerika Serikat),
daerah dimana jenis antibiotik ini
pertama  Kali diisolasi dari
Streptomyces  lincolnensis  dalam
sampel tanah. Lincosamide
merupakan kelas antibiotik yang
relatif kecil dengan struktur kimia
yang terdiri dari asam amino dan
gula. Anggota kelompok antibiotik
yang terbentuk secara alami dari
lincosamide adalah lincomycin dan
celesticetin. Banyak semisintetik
turunan lincomycin telah disintesis.

Dari jenis tersebut, hanya
clindamycin yang efektif.
Lincosamide diproduksi oleh
beberapa  spesies  Streptomyces

terutama S. lincolnensis, S.
roseolusand, S. Caelestetis, dan
Micromonospora halophytica. Secara
luas lincosamide aktif melawan
bakteri anaerob.’
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Potensi antibiotik golongan
aminoglikosida terhadap aktivitas
DNase tampaknya bervariasi.
Clindamycin, suatu turunan
lincomycin yang dihasilkan oleh
Streptomyces lincolnensis,
menunjukkan  aktivitas  terhadap
bakteri, terutama bakteri Gram positif
dan protozoa. Antibiotika ini bersifat
bakteriostatik, menghambat sintesis
protein pada bakteri yang sensitif, dan
umumnya pada konsentrasi yang
lebih tinggi bisa bersifat bakterisida.
Clindamycin lebih efektif daripada
lincomycin dalam pengobatan infeksi
bakteri, khususnya yang disebabkan
oleh spesies anaerob. Selain itu,
clindamycin efektif menghambat
aktivitas DNase pada lesi tikus
dengan necrotizing fasciitis pada
dosis tinggi yaitu 100 pg/tikus dua
kali sehari secara intraperitoneal,
meskipun tidak jelas perannya dalam
menghambat degradasi DNA.’

Preservasi DNA manusia asal
saliva dapat dilakukan dengan
menggunakan antibiotik golongan

aminoglikosida dan turunan
lincomycin.  Streptomycin  dan
clindamycin, selain dapat

menghambat aktivitas DNase, juga
mudah didapatkan dengan harga yang
murah. Penilaian atas keberhasilan
preservasi DNA manusia asal saliva
bersandar pada  penghambatan
aktivitas DNase dan dapat dinilai
secara kualitas dan kuantitas.
Penelitian ini  bertujuan untuk
menilai pengaruh streptomycin

dan clindamycin terhadap aktivitas
DNAse | pada kualitas DNA genom
manusia asal saliva.

METODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalah
menggunakan penelitian
eksperimental murni dengan desain

pretest posttest. Penelitian ini
dilaksanakan  di Laboratorium
Terpadu  Fakultas  Kedokteran,

Universitas Sumatera Utara (USU).
Penelitian ini  berlangsung pada
Desember 2021-Januari 2022. Pada
penelitian ini saliva dikumpulkan dari
masing-masing  subjek.  Sebelum
pengumpulan saliva, subjek diminta
untuk  berkumur-kumur  dengan
larutan chlorhexidine gargle
(Listerin™) selama 30 detik dan
aquades steril. Kriteria inklusi dan
ekslusi tidak diperlukan. Sebanyak 15
mL saliva bersih dikumpulkan dari
setiap subjek dengan setiap subjek
mengalirkan ke pot saliva bersih.
Sampel saliva dari masing-
masing subjek segera dibagi menjadi
4 kelompok vyaitu kontrol negatif
(K1), kontrol positif  (K2),
Streptomycin (K3), dan Clindamycin
(K4). Analisis data dilakukan dengan
univariat berupa rerata dan standar
deviasi untuk konsentrasi dan
kemurnian DNA hasil ekstraksi.
Aktivitas DNase | terhadap ekstraksi
DNA dari saliva dinilai secara
kualitatif melalui pengamatan pada
hasil elektroforesis gel agarose 1%.
Penilaian hasil PCR untuk gen human
NOTCH2 dari hasil asai inhibisi
DNase | oleh antibiotika, dilakukan
menggunakan pendekatan deskriptif
dengan pengamatan pada hasil
elektroforesis gel agarose 1%. Hasil
pada elektroforesis gel agarose 1%
yang diharapkan adalah keberadaan
expected amplicon length (~704 bp).

HASIL

Setelah dilakukan penelitian,
data yang telah terkumpulkan adalah
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sembilan  sampel DNA yang
diperoleh telah berhasil diekstraksi
dengan metode spin  column.
Konsentrasi dan kemurnian DNA
yang diperoleh, bervariasi pada setiap
sampel (Tabel 4.1). Rata-rata
konsentrasi DNA adalah 32,91
pg/mL  dalam rentang 7,10-99,45
pg/mL. Rata-rata kemurnian hasil
ekstraksi adalah 1,813 pg/mL dalam
rentang 1,639-2,043 pug/mL.

Tabel 4.1 Kemurnian dan Konsentrasi
DNA Asal Saliva

Konsentr .
. Kemurnia
Sampel asi 0
(ng/uL)

1 13,25 1,791

2 7,10 2,043

3 20,05 1,759

4 20,10 1,803

5 7,95 1,639

6 10,60 1,927

7 33,45 1,848

8 99,45 1,742

9 84,25 1,761

Rata-rata 32,91 1,813

Rentang 7,10- 1,639-

(Minimum- 99,45 2,043
Maximum)

Pengujian degradasi DNA
dilakukan untuk menentukan
aktivitas DNAse | terhadap ekstrak
DNA asal saliva dan divisualisasi
dengan elektroforesis pada gel
agarose 1%. DNase | mendegradasi
sampel DNA asal saliva (Gambar
4.1).

Gambar 4.1 DNA degradation assay
Lane 2 dan lane 4 (10puL dan 5uL
ekstrak DNA saliva) sebagai kontrol
positif uji  degradasi DNA,
menunjukkan DNA asal saliva yang
utuh. Penambahan DNAse | terhadap
sampel DNA asal saliva (lane 3 dan 5
(10uL dan 5pL ekstrak DNA saliva)
menunjukkan lane 3 dan 5 kosong dan
tidak menunjukkan keberadaan DNA.
Tidak ada smear DNA atau
fragmentasi DNA di lane 3 dan 5.
Elektroforesis gel agarose 1%
dilakukan untuk visualisasi DNA
setelah penambahan berbagai
konsentrasi  streptomycin  sebagai
inhibitor DNAse 1. Meskipun pada
konsentrasi 0,1 M streptomycin tidak

mampu  menghambat,  aktivitas
DNAse | tampak terhambat dengan
penambahan konsentrasi

streptomycin (Gambar 4.2).
Konsetrasi streptomycin sebesar 0,2
mM dapat mempertahankan keutuhan
1 pg DNA dari aktivitas 2,5 mg/mL
DNase | (Gambar 4.2).

Pendekatan PCR tidak dapat
menunjukkan amplicon length gen
NOTCH2 seperti yang diharapkan
(~704 bp). Sebagai gantinya,
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amplicon length yang terbentuk
berukuran sekitar 100 bp (Gambar
4.3).

Gambar 4.2 Hasil elektroforesis
Streptomycin-DNase | protection
assay.

Terdapat perlindungan dari
degradasi DNA oleh DNase | pada
lane 3, 4, 5, 6, 7, dan 8. Pada
konsentrasi streptomycin 0,1 mM
(lane 2), terdapat smear DNA.
Peningkatan konsentrasi streptom
ycin menjadi 0,2 mM (lane 3), 0,4
mM (lane 4), 0,8 mM (lane 5), 1,6
mM (lane 6), 2,0 mM (lane 7), 3,2
mM  (lane  8)  menunjukkan
streptomycin dapat mempertahankan
band whole DNA dari aktivitas

DNase I.

Gambar 4.3 Hasil elektroforesis dari
PCR gen human NOTCH2

Hasil PCR gen human
NOTCH2 dari sampel DNA saliva
pada gel agarose 1% setelah
pemberian streptomycin, 2,5 mg/mL
DNase | ditambahkan kepada DNA
saliva  menunjukkan  keberadaan
band-band berukuran 100 bp pada
selurun lane dengan konsentrasi
streptomycin 0,1-3,2 mM.

Clindamycin dengan
konsentrasi yang berbeda,
berpengaruh terhadap presevasi DNA
asal saliva (Gambar 4.4). Semakin
tinggi konsentrasi clindamycin maka
semakin tinggi pula kemampuan
preservasinya terhadap DNA asal
saliva yang menjalani DNA
degradation assay. Band DNA
tampak lebih jelas pada konsentrasi
3.2 mM (Gambar 4.4). Smear DNA
masih  tampak pada  kondisi
clindamycin 0,8 mM, menunjukkan
kemampuan parsial dari clindamycin
dalam mencegah degradasi DNA
saliva oleh 2,5 mg/mL DNase I.

Gambar 4.4 Pengaruh clindamycin
terhadap aktivitas DNAse I.

Clindamycin menghambat
aktivitas DNase | pada konsentrasi yang
berbeda dengan pengaruh yang semakin
menguat dengan peningkatan
konsentrasi. Konsentrasi clindamycin
adalah 0.1 mM (lane 2), 0.2 mM (lane 3),
0.4 mM (lane 4), 0.8 mM (lane 5), 1.6
mM (lane 6), 2.0 mM (lane 7), 3.2 mM
(lane 8). DNA smear (lane 2, 3, 4, 5)
menjadi DNA tanpak untuh pada (lane 6,
7, 8). Lane 8 menunjukkan DNA utuh
dengan sangat jelas dan tebal dengan
konsentrasi clindamycin tertinggi (3.2
mM).

Elektroforesis hasil PCR dari
gen human NOTCH2 vyang telah
diberi beragam konsentrasi
clindamycin (0,1-3,8 mM) dan 2,5
mg/dL menunjukkan single band
pada ~704 bp. Expected bands (~704
bp) dari gen human NOTCH2 tampak
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pada seluruh konsentrasi clindamycin
(Gambar 4.5).

----—--- o

Gambar 4.5 Hasil Elektroforesis PCR
gen Human NOTCH2

Expected band dari gen human NOTCH2
(~704 bp) berada pada lane (2, 3, 4, 5, 6,
7, 8). PCR dapat mengamplifikasi gen
human NOTCH2 dari DNA yang diberi
clindamycin dalam konsentrasi 0,1-
3,2 mM dan 2,5 mg/dL DNase I.
Konsentrasi clindamycin adalah 0.1
mM (lane 2), 0.2 mM (lane 3), 0.4
mM (lane 4), 0.8 mM (lane 5), 1.6
mM (lane 6), 2.0 mM (lane 7), 3.2
mM (lane 8).

PEMBAHASAN

DNA saliva yang didapatkan
dari ekstraksi perlu diamati dalam hal
kuantitas dan kualitas. Analisis
kuantitas DNA dilakukan untuk
mengetahui kemurnian dan
konsentrasi DNA. Kemurnian DNA
dapat ditentukan melalui kaidah
spektrofotometri dengan rasio A260
nm dan A280 nm.

Hasil ekstraksi DNA pada
penelitian ini menunjukkan
kemurnian yang relatif murni karena
rasio A260 nm dan A280 nm berada
pada 1.639-2.043 pug/mL (Tabel 4.1).
Hasil penelitian ini sesuai dengan
penelitian sebelumnya, dimana hasil
ekstraksi DNA dikatakan murni
apabila rasio A260 nm dan A280 nm
mencapai  1,8-2,027 atau hasil
ekstraksi juga dianggap murni jika
rasio absorbansi antara 1,6 dan 2,0.5
Kisaran nilai tersebut menunjukkan
bahwa jumlah DNA dalam sampel
lebih banyak dari pada protein.

Apabila rasio A260/A280 berada <
1,8 atau > 2,0 maka diindikasikan
DNA masih terkontaminasi RNA dan
protein.?’” Pada penelitian lain rata-
rata kemurnian DNA saliva berkisar
sekitar 1,8-2,0.3 Jika sampel yang
mempunyai hasil rasio sekitar 1,8
atau mendekati 1,8 maka sampel
DNA dapat dikatakan relatif murni?®

Konsentrasi DNA  pada
penelitian ini memiliki rentang 7,10—
99,45 pg/mL dengan volume saliva 2
mL dan metode spin column.
Penelitian lain dengan volume 1 mL
menggunakan kit Oragene™
menunjukkan konsentrasi DNA lebih
rendah yaitu 10 ng/uL. Hal ini dapat
terjadi karena  faktor  yang
mempengaruhi  konsentrasi DNA.
Faktor yang dapat mempengaruhi
konsentrasi DNA seperti, faktor suhu
inkubasi, jenis bahan kimia, dan
faktor teknis selama pengerjaan
ekstraksi DNA.

Hasil penelitian ini,
pemberian  streptomycin  memang
menunjukkan kemampuan streptom
ycin dalam mempertahankan DNA
berukuran > 1000 bp (Gambar 4.2.).
Namun ini tidak menjamin bahwa
DNA yang ada berada dalam kondisi
utuh. PCR pada NOTCH2
menunjukkan band ~100 bp tidak
sesuai yang diharapkan ~704 bp.
Kemungkinan gen NOTCH2 telah

turut terdegradasi karena
streptomycin tidak mampu
menghambat  aktivitas ~ DNase.

Memang, forward dan reverse primer
bekerja dalam reaksi PCR untuk
memperbanyak sisa (potongan) gen
NOTCH2 sembari menghasilkan
sekuense complementer dari arah
reverse dan forward primer.
Sedangkan clindamycin
sebagai inhibitor DNase, mampu
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mempreservasi DNA utuh (whole
DNA) (Gambar 4.4). Hasil penelitian
ini kadar 3,2 mM efektif menghambat
aktivitas DNAse | pada DNA genom
manusia asal saliva dan mampu
mempertahankan gen dengan
amplifikasi gen human NOTCH2
seperti perkiraan panjang amplicon
(~704 bp) (Gambar 4.5), sementara
streptomycin tidak mampu
melakukan hal yang sama (Gambar
4.3). Hasil penelitian ini sesuia
dengan penelitian sebelumnya bahwa
clindamycin  dapat menghambat
aktivitas DNase in vivo 100 pg/mL.*
Dalam jaringan manusia, aktivitas
DNase benar-benar hilang setelah dua
hari pengobatan tambahan dengan
clindamycin meskipun konsentrasi
bakteri yang tinggi tetap ada.®

Hasil penelitian ini juga sesuai
dengan penelitian Liu Yawen dan
kawan-kawan  mengenai  DNA
preservation bahwa DNA saliva dapat
mengalami kerusakan karena
aktivitas DNase dalam saliva
sehingga menyebabkan penurunan
kualitas dan kuantitas DNA.™® Oleh
karena itu preservasi atau proteksi
DNA diperlukan untuk memper
tahankan kualitas dan integritas
DNA.2® Sebagai satu jenis enzim,
aktivitas DNase dapat dipengaruhi
bahkan dihilangkan dengan mengatur
pH- cofactor, dan suhu. Dalam studi
lain dikatakan bahwa aktivitas
DNAse menurun secara drastis ketika
berada pada suhu di atas atau di
bawah suhu optimum kisaran (20-70
OC). 8,15

Salah satu strategi preservasi
DNA dari saliva adalah dengan
melindungi DNA dari aktivitas
DNase dengan memberikan inhibitor
DNase. Antibiotik  golongan
aminoglikosida seperti clindamycin,

gentamycin, neomycin dapat bekerja
menghambat aktivitas DNase. Jenis
inhibitor DNase lainnya tersedia
sebagai bahan sintetik dan alami.®

KESIMPULAN

1. Clindamycin dapat menghambat
aktivitas DNAse | sehingga dapat
mempertahankan kualitas DNA
genom manusia asal saliva.

2. Streptomycin tidak dapat
menghambat aktivitas DNAse |
sehingga tidak dapat
mempertahankan kualitas DNA
genom manusia asal saliva.

3. Clindamycin 3,2 mM efektif
menghambat aktivitas DNAse |
pada DNA genom manusia asal
saliva sementara streptomycin
tidak menghambat

4. Kualitas gen manusia asal saliva
dapat terlindugi dengan
clindamycin 0,1 mM dengan
PCR dapat mengamplifikasikan
gen human NOTCH2 sementara
streptomycin tidak dapat
melindungi.

SARAN

Golonganaminoglikosida lain
nya perlu dikaji dalam efek
penghambatan aktivitas DNAse.
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