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'udul Invensi : METODE ISOLASI DNA SEL ODONTOBLAS SEBAGAI MATERI IDENTIFIKASI JENIS KELAMIN ANTE MORTEM

2strak :
Invensi ini berkaitan dengan melode isolasi DNA sel odontoblas sebagai materi identifikasi jenis kelamin.

nana metode ini terdiri dari isolasi DNA sel odontoblas sebagai materi identifikasi jenis kelamin ante mortem pada elemen gigi premolar
1iri dari tahap tahap eksplorasi sel odontoblas pada ruang pulpa dengan metode endodontic. dimana metode endodontic adalah cara
gambilan jaringan odontoblast menggunakan jarum endodontic NiTi. Isolasi DNA dengan metode Chelex 100, Amplifikasi DNA 30
Is dengan primer amelogenin dan elekforesis menggunan agarose polyacrylamide composite untuk memperjelas jarak pita 106 (X) dan
Y). Elektroforesis produk DNA untuk mengetahui besar pasang basa DNA produk PCR
i dari invensi ini adalah membuktikan bahwa sel odontoblas dapat digunakan sebagai materi identifikasi jenis kelamin
Tujuan selanjutnya mengembangkan melode isolasi DNA sel odontoblas sebagai materi identifikasi jenis kelamin ante mortem

bidang odontologi forensic
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Abstrak :

Invensi ini berkaitan dengan metode isclasi DNA sel odontoblas sebagai materi identifikasi jenis kelamin.

dimana metode ini terdiri dari isolasi ONA sel odonloblas sebagai maleri identifikasi jenis kelamin ante mortem pada elemen gig! premolar
terdinl dari tahap tahap eksplorasi sel cdontoblas pada rvang pulpa dengan metode endodontic. dimana metode endodonlic adalah cara
pengambilan jaringan odontoblast menggunakan jarum endodentic NiTi. Isclasi DNA dengan metode Chelex 100, Amplifikasi ONA 30
siklus dengan primer amelogenin dan elekforesis menggunan agarose polyacrylamide composite untuk memperjelas jarak pita 105 (X) dan

112(Y). Elekiroforesis produk DNA untuk mengetahui besar pasang basa DNA produk PCR

Tujuan dari invensi ini adalah membukikan bahwa sel odontoblas dapat digunakan sebagai materi identifikasi jenis kelamin
Tujuan selanjulnya mengembangkan metode isclasi DNA sel odontoblas sebagai materi identifikasi jenis kelamin ante mortem

dalam bidang odontelogi forensic
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Deskripsi

METODE ISOLASI DNA SEL ODONTOBLAS SEBAGAI MATERI
IDENTIFIKASI JENIS KELAMIN ANTE MORTEM

Bidang Teknik Invensi
Invensi ini berkaitan dengan metode eksplorasi DNA
dari sel odontoblas yang berada di dalam ruang pulpa gigi

sebagai materi identifikasi jenis kelamin ante mortem.

Latar Belakang Invensi

Pemeriksaan melalui gigi telah menjadi titik penentu
untuk identifikasi korban dalam bidang forensik bila
identifikasi positif tidak dapat dilakukan karena kerusakan
jaringan tubuh yang parah. Beberapa tahun terakhir, seiring
kemajuan analisa genetik, penentuan jenis kelamin
menggunakan teknik analisa DNA semakin berkembang dan telah
diterapkan pada beberapa sampel forensik, termasuk
diantaranya sampel gigi. Penggunaan gigi sebagai sumber
penting analisa forensik dengan pemeriksaan Polymerase
Chain Reaction ( PCR ) atau metode yang lain telah banyak
dilaporkan oleh beberapa peneliti. Kendala utama penggunaan
gigi sebagai sumber bahan adalah DNA didapat dalam jumlah
kecil dan metode untuk mengambil DNA dari gigi membutuhkan
waktu dan biaya besar. Pemeriksaan gigi dalam odontologi
forensik berdasar pada kemampuan gigi yang tidak mengalami
perubahan post mortem, dan tidak terpengaruh oleh faktor
eksogen, misalnya trauma atau kebakaran. Pemilihan organ
yang akan diisolasi DNA guna analisis kasus forensik
sangatlah penting. Pada keadaan yang sudah lanjut membusuk
atau apabila hanya tinggal tulang belulang , maka hanya
tulang dan gigi saja yang masih dapat diperiksa.

DNA pada gigi terdapat dalam jumlah besar di ruang

pulpa, dentin dan sementum. Jaringan lunak di ruang pulpa
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terdiri dari odontoblas, fibroblas, sel endotel, sel saraf
perifer, sel mesenkimal vyang tidak berdeferensiasi dan
komponen darah yang tak berinti.

Protein penting yang berperan dalam penentuan jenis
kelamin melalui gigi adalah Amelogenin,salah satu prolein
matriks mayor yang disekresi oleh ameloblast dari enamel.
Gen amelogenin mengkode protein yang terletak pada kromosom
X dan Y pada manusia. Manusia memiliki  kromosom
heteromorfik yang menentukan jenis kelamin saat
perkembangan embrio. Pada wanita ditandai dengan kromosom
XX, dan pada pria terdapat kromosom XY.

Pada identifikasi jenis kelamin hasil isolasi jaringan
pulpa gigi dengan teknik PCR ,terlihat gambaran spesifik X
pada 106 pasang basa dan Y 112 pasang basa. Bila individu
berjenis kelamin pria ({ XY ) maka pada pemeriksaan terlihat
gambaran 2 pita yaitu pita 106 pasang basa dan 112 pasang
basa , dan bila berjenis kelamin wanita ( XX ) hanya
terlihat gambaran sebuah pita yaitu pita 112 pasang basa.

Metode isolasi DNA dari sampel gigi yang selama ini
dilakukan untuk pemeriksaan forensic, umumnya mengandalkan
perolehan DNA dari sel darah yang terdapat pada pembuluh
darah di pulpa. Kekurangan metode ini adalah kualitas dan
kuantitas DNA yang dihasilkan sangat rendah sehingga
menyulitkan pemeriksaan genetika molekuler berbasis
Polymerase Chain Reaction. Maka diperlukan metode
alternative isolasi DNA  odontoblast untuk menjamin
perolehan kualitas dan kuantitas DNA vyang lebih baik
disbanding metode sebelumnya.

Invensi yang diajukan ini meliputi metode penentuan
jenis kelamin ante mortem berdasar isolasi DNA sel
odontoblas. Amplifikasi gen amelogenin dari DNA sel
odontoblas terbukti mampu memberikan informasi jenis

kelamin ante mortem personal dalam identifikasi forensik
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Ringkasan Invensi | .
Tujuan dari invensi ini adalah membuktikan bahwa S

i i i ifikasi
odontoblas dapat digunakan sebagal materi identifl

jenis kelamin

Tujuan selanjutnya menge |
i identifikasi jenis kelamin

mbangkan metode isolasi DNA

sel odontoblas sebagai mater
ante mortem dalam bidang odonto
ini terdiri dari isolasi DNA sel odontoblas sebagai materil

logi forensic, dimana metode

jdentifikasi jenis kelamin ante mortem pada elemen gigi
premolar terdiri dari tahap tahap eksplorasi sel odontoblas
pada ruang pulpa dengan metode endodontic. dimana metode
endodontic adalah cara pengambilan jaringan odontoblast
menggunakan Jjarum endodontic NiTi. 1Isolasi DNA dengan
metode Chelex , Amplifikasi DNA 30 cycles dengan primer
amelogenin dan elekforesis menggunan agarose polyacrylamide
composite untuk memperjelas Jjarak pita 106 (X) dan
112(Y) .Elektroforesis produk DNA untuk mengetahui besar
pasang basa DNA produk PCR

Uraian singkat Gambar

Gambar 1 adalah Sel odontoblas pada dinding pulpa.
(pembesaranl00x, koleksi pribadi)

Gambar 2 adalah nomor 1,9,10,11 pita terletak pada 106

pasang basa dan 112 pasang basa vyang berarti sampel

berjenis kelamin pria. Nomor 5 dan 12 adalah marker, nomor
3,4,6,8. tampak pita terletak pPada 106 pasang basa yang
berarti sampel berjenis kelamin wanita.
kontrol pria.

Nomor 7 adalah

Uraian Lengkap Invensi

Sumber yang kaya DNA pada gigi adalah pulpa gigi.

Pulpa terlindung jaringan keras yang mampu menjaganya dari
pengaruh panas.

Gigi mampu bertahan pada temperatur antara
150 °c- 450

°C, kekuatan ini disebabkan oleh kandungan
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bahan anorganik gigi, yang mudah dipisahkan untuk
kepentingan penelitian. Walaupun kecil, gigi tidak mungkin
rusak saat tubuh mengalami degenerasi sehingga merupakan
material yang sangat berguna dalam bidang forensik. Isolasi
DNA melalui tindakan endodontik adalah teknik yang paling
mudah dan menghasilkan DNA dengan kualitas dan kuantitas
yang cukup baik untuk analisa genetika molekuler. ‘

Letak Jjaringan pulpa dilindungi oleh enamel dan
dentin, menyebabkan Jjaringan ini tidak terpengaruh oleh
perubahan temperatur yang tinggi, misalnya pada kasus
kebakaran. Penelitian pada korban pembunuhan dengan
pembakaran, membuktikan penentuan jenis kelamin dapat
dilakukan melalui isolasi DNA dari pulpa gigi. Pulpa gigi
yang terpapar kenaikan temperatur sampai 100 °C selama 15
menit, masih dapat digunakan untuk penentuan jenis kelamin
dengan kebenaran 100%, sedangkan pada gigi vyang tertanam
dalam tulang , pulpa gigi tidak terpengaruh oleh temperatur
sampai 250 °C,

Ekstraksi DNA dari jaringan gigi, umumnya menggunakan
jaringan pulpa gigi. Karena jaringan ini kaya pembuluh
darah dan sel odontoblast.

Pada penelitian ini, peneliti menggunakan cara
perolehan DNA dengan tindakan endodontik. 8 sampel elemen
gigi molar dilakukan preparasi gigi untuk mendapatkan
orifice dari saluran akar. Selanjutnya dengan menggunakan
jarum ekstirpasi dan reamer NiTi, seluruh sel odontoblas
pada bagian tepi ruang pulpa dikeluarkan, hingga didapatkan
sampel jaringan pulpa dan odontoblas sebanyak 5 mg.
Selanjutnya dilakukan isolasi DNA dengan metode Chelex 100.
Sampel pulpa gigi ditempatkan dalam tabung polypropilene,
ditambahkan Chelex 100, dan dilakukan pemanasan disertai
sonikasi. Selanjutnya sampel disentrifugasi untuk memecah
DNA. Pada tahap ini, Chelex 100 berfungsi untuk mengikat
DNA. Untuk mendapatkan DNA, sampel dipanaskan selama 10-15
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menit. DNA yang didapat pada tahap ini masih terikat pada
Chelex 100. Untuk memisahkan DNA dengan Chelex, dilakukan
sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 2 menit. Supernatan
vang dihasilkan setelah centrifugasi inilah yang digunakan
untuk pemeriksaan genetika molekuler melalui Polymerase
Chain Reaction.

Kemurnian dan kadar DNA ditentukan dengan evaluasi
absorbsi panjang gelombang 260 nm dan 280 nm menggunakan UV
Spectrophotometer. DNA yang telah diisoclasi dengan Metode
Chelex 100 dianalisis dengan Polymerase Chain Reaction
menggunakan Tag Polymerase dan Primer Amelogenin,
digandakan sebanyak 30 siklus. Selanjutnya hasil PCR
dielektroforesis pada Agarose Poliacrylamide Composite Gel.

Pembacaan hasil amplifikasi Polymerase Chain Reaction
menggunakan elektroforesis adalah teknik yang tepat untuk
menentukan berat molekul dan memisahkan makromolekul.
Visualisasi hasil elektroforesis dapat diamati diatas sinar
ultra violet dengan bantuan pengecatan Silver Staining
Keunggulan pengecatan yang dilakukan setelah elektroforesis
adalah mencegah kemungkinan kerusakan DNA dan kerusakan
akibat migrasi. Silver staining dapat diterapkan untuk
pengecatan DNA pada Agarose Poliacrylamide Composite Gel,
sehingga meningkatkan visualisasi penentuan jenis kelamin
melalui analisa Polymerase Chain Reaction yang lebih mudah
dan relatif murah dibanding staining kit komersial. Metode
silver staining pada gel agarosa ini akan memperjelas
separasi dan sensitivitas sebesar 2,5 kali lebih sensitif
dipitaing pengecatan menggunakan ethidium bromide.

Bila individu berjenis kelamis pria ( XY ) maka pada
pemeriksaan terlihat gambaran 2 pita yaitu pita 106 pasang
basa dan pita 112 pasang basa. Bila berjenis kelamin
wanita terlihat gambaran sebuah pita yaitu 106 pasang

basa.
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Beda 6 pasang bas
ibat adanya delesi 6 pasang basa

spesifik terjadi sebagai ak
pada intron pertama X homolog gen amelogenin.
an hasil amplifikasi Polymerase

Gambar 1. menunjukk
DNA

sebanyak 30 siklus pada sampel
Pada gambar ini

Chain Reaction
odontoblast menggunakan primer amelogenin.
tampak kromosom X yang terletak pada 106 pasang basa, dan

kromosom Y pada 112 pasang basa.
Analisa data amelogenin dilakukan untuk mengetahui

keakuratan dari metode isolasi DNA sel odontoblas. Data
dapat diolah dengan cara membandingkan hasil yang sesuai

dengan jumlah sampel keseluruhan pada tiap - tiap kelompok
4

kemudian dikalikan persentase. Dengan cara ini diperoleh

d
ata dalam bentuk persentase. Hasil dari amplifikasi gen

amelogenin ini i j
e genin 1ini sesuai dengan jenis kelamin sampel pada dat
al sampel dengan ketepatan sebesar 1003 i
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Klaim

1. Suatu metode isolasi DNA sel odontoblas sebagai materi
identifikasi jenis kelamin ante mortem pada elemen gigi
premolar terdiri dari tahap tahap :

a. eksplorasi sel odontoblas pada ruang pulpa dengan

metode endodontic
b. Isclasi DNA sel odontoblast dengan metode Chelex 100
c. Amplifikasi DNA 30 siklus dengan primer amelogenin
d. Elektroforesis produk DNA untuk mengetahui besar

pasang basa DNA produk PCR

2. Suatu metode isolasi DNA sesuai klaim 1, dimana metode
endodontic adalah cara pengambilan jaringan odontoblast

menggunakan jarum endodontic NiTi

3. Suatu metode 1isolasi DNA sesuai klaim 1, dimana
elekforesis menggunan agarose polyacrylamide composite
untuk memperjelas jarak pita 106 pasang basa (X) dan

112pasang basa(Y)
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Abstrak

METODE ISOLASI DNA SEL ODONTOBLAS SEBAGAI MATERI
IDENTIFIKASI JENIS KELAMIN

Invensi ini berkaitan dengan metode isolasi DNA sel
odontoblas sebagai materi identifikaéi jenis kelamin.
dimana metode ini terdiri dari isolasi DNA sel odontoblas
sebagai materi identifikasi jenis kelamin ante mortem pada
elemen gigi premolar terdiri dari tahap tahap eksplorasi
sel odontoblas pada ruang pulpa dengan metode endodontic.
dimana metode endodontic adalah cara pengambilan jaringan
odontoblast menggunakan jarum endodontic NiTi. Isolasi DNA
dengan metode Chelex 100, Amplifikasi DNA 30 siklus dengan
primer amelogenin dan elekforesis menggunan agarose
polyacrylamide composite untuk memperjelas jarak pita 106
(X) dan 112(Y). Elektroforesis produk DNA untuk mengetahui
besar pasang basa DNA produk PCR
Tujuan dari invensi ini adalah membuktikan bahwa sel
odontoblas dapat digunakan sebagai materi identifikasi
jenis kelamin

Tujuan selanjutnya mengembangkan metode isolasi DNA
sel odontoblas sebagai materi identifikasi jenis kelamin

ante mortem dalam bidang odontologi forensic
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Gambar 1. Sel odontoblas pada didinding pulpa. (pembesaran
100x%, koleksi pribadi)

1 "2 3 4 5 6 7

Gambar 2. tampak pada nomor 1,9,10,11 pita terletak pada
106 basepair dan 112 basepair yang berarti sampel berjenis
kelamin pria. Nomor 5 dan 12 adalah marker, nomor 3,4,6,8.
tampak pita terletak pada 106 basepair yang berarti sampel
berjenis kelamin wanita. Nomor 7 adalah kontrol pria.



