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RINGKASAN

PENGARUH RADIASI CAHAYA LASER HELIUM-NEON (He-N¢)
PADA FRAGMEN DNA 1784 pb IN VITRO

Djajadi

Laser adalah singkatan dari light amplification by stimulated emission of
radiation. Laser He-Ne mempunyai keluaran berkas cahaya sejajar, monokromatis,
dan sefase (koheren) vyang dapat dilihat serta panjang gelombang
elektromagnetiknya adalah 632,8 nm. Gelombang elektromagnetik merambat
dengan membawa paket-paket energi berupa foton.

Cahaya laser He-Ne dapat dimanfaatkan untuk membuat gambar holografis
dan gambar tersebut dapat dilihat secara 3 dimensi. Gambar holografis
dimanfaatkan untuk mempermudah pembedahan di rumah sakit karena bagian
tubuh yang akan dioperasi dapat dilihat secara 3 dimensi.

Sewaktu perekaman gambar holografis perlu pemaparan cahaya laser HeNe
pada tubuh sehingga terjadi interaksi foton cahaya laser He-Ne dan jaringan tubuh.
Jaringan wbuh terdiri dan sel-sel dan dalam sel terdapat materi yang tergolong
penting bernama DNA (deoxyribo mucleic acid).

DNA berbentuk untai ganda vang merupakan dowble helix. Gugus gula
deoxyribose dan gugus phosphate membentuk bagian luar DNA sedangkan bagian
datam DNA adalah pasangan basa adenine-thynine atau cyrosine-guanine.

Untuk mengetahui apakah semata-mata DNA terusik oleh cahaya laser
He-Ne maka pertu penelitian dengan DNA in witro yaitu DNA diluar sel didalam
farutan TE. TE adalah suatu bugffer yang terdiri atas larutan 0,3 84 g rrismaze base dan
0.0093 g EDTA dalam 260 ml aquades sedangkan EDTA adalah ethviene diamine
tetravcelic acid,

Isolasi DNA dilakukan dan Endomycopsis fibuligera ITB R.cc 64. Hasil
tsolast DNA digunakan sebagai cetakan / templat untuk penggandaan dengan alat
PCR potvmerase chain reaction) yang pemicunya primer Py dan P; tertentu sehingga
hash PCR adalah fragmen DNA 1784 pb (pasang basa).

Fragmen DNA 1784 pb dalam larutan TE sebagian dipapar dengan cahaya
faser He-Ne dengan energi pemaparan tertentu.

Fragmen DNA 1784 pb yang terpapar dan yang tidak terpapar oleh cahaya
laser He-Ne dilakukan uji dengan alat elektroforesis. Hasil eksperimen
menunjukkan bahwa pemaparan dengan cahaya laser Ne-Ne tidak memutus
fragmen DNA 1784 pb yang sesuai dengan perhitungan secara teoritis bahwa
energi foton laser He-Ne tidak mampu memutus untai DNA.

Fragmen DNA 1784 pb yang terpapar dan yang tidak terpapar oleh cahaya
laser He-Ne dilacak urutan basanya (sequencing). Urutan basa fragmen DNA 1784
pb yang terpapar dan tidak terpapar cahava laser He-Ne dibandingkan. Kemudian
a). probabilitas basa yang berubah dihitung secara statistis dengan pendekatan
distribusi Poisson. b). proporsi basa yang berubah pada pengamatan eksperimen
dihitung, ¢). andaikan seluruh foton yang memapar memutus basa, maka proporsi
basa yang berubah dapat ditentukan, &). kalau memperhatikan data sekunder maka
ada mutasi genetis karena perubahan struktur molekuler materi genetis disebabkan
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oleh sinar kosmik, dan e). hasil perhitungan teoritis menunjukkan energi foton laser
He-Ne tidak mampu memutus basa. oleh sebab itu berdasarkan «. b. ¢, d. dan ¢
tersebut dapat dibahas bahwa cahaya laser He-Ne tidak mampu memutus gugus
basa pada fragmen DNA 1784 pb.

Jadi hasil penelitian dapat menunjukkan bahwa cahaya laser He-Ne udak
mampu mengusik fragmen DNA 1784 ph.

Kata kunei  : Fragmen DNA. Laser He-Ne. Holografis, Elektroforesis,
dan Sequencing
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SUMMARY

THE EFFECTS OF HELIUM-NEON (He-Ne) LASER
ON DNA 1784 pb IN VITRO FRAGMENTS

Djajadi

Laser 1s short for light amplification by stimulated emission of radiation. He-Ne laser
produces visible. monochromatic and coherent parallel beams of light, with electromagnetic wave
lengths of 632.8 nm. The electromagnetic waves are extended in range by carrying packages of
photon energy.

He-Ne laser beams are utilized to generate holographs showing a three-dimensional image
of an object. The holographical image is utilized to simplify surgery in a hospital operating room
since the part of the body that is going to be operated can be seen three-dimensionally.

The He-Ne laser beams should be exposed on the body during the holographical scanning
and so produce interaction between photons of the He-Ne laser beams and body tissues. A body
tissue consists of cells and in these cells there is somewhat an important substance called DNA
{deoxyribonucleic acid).

A deoxyribonucleic acid is in the form of a twisted double strand or double helix. The
deoxyribose sugar nucleotide and phosphate group form the outer part of a DNA. The inner part
of a DNA consists of complementary bases, that is, nucleotide containing adenine which are
paired with nucleotide containing thymine and nucleotide containing cytosine which are paired
with nucleotide containing guanine.

A research on DNA in vitro, that is, DNAs outside the cells in TE solution was conducted to
find out whether the He-Ne laser beams merely perturbed the DNAs. TE is a buffer comprising
0.384 g of trismaze base and 0,0093 g of EDTA (ethvlene diamine tetra acetic acid) solution in
260 ml aquades.

Isolating DNA from Endomycopsis fibuligera ITB R.cc 64 was conducted. The results of
the DNA 1solation were used as duplicating templates with PCR (polymerase chain reaction)
equipment triggering specific P, and P, primers. in order that the PCR results were DNA 1784
fragments of pairing bases (pb).

A test using an electrophoresis apparatus was carried out to examine the exposed and non
exposed DNA 1784 pb fragments generated by the He-Ne laser beams. The results of the
experiment showed that the He-Ne laser beam exposure did not cut the DNA 1784 pb fragments.
This was appropriate with the theoretical estimation that photon energy of He-Ne laser is
incapable of cutting the DNA 1784 pb fragments.

The sequencing bases of the exposed and non exposed DNA 1784 pb fragments generated
by the He-Ne laser beams were traced and compared. Afierward. a) the probability of the
modified bases was estimated statistically by using Poisson's distribution approach, b) the
proportion of the modified bases during the experiment studv was estimated. ¢) if the entire
exposed photons cut the bases, then, the proportion of the modified bases could be estimated,
d) the secondary data showed that there was a genetic mutation; since changes of molecular
structure of genetic substance were generated by cosmic rays, e) the results of theoretical
estimation showed that the photon energy of He-Ne laser was incapable of cutting the bases.
Therefore, based on a, b, ¢, d, and e, it could be argued that He-Ne laser was incapable of cutting
the bases of DNA 1784 pb fragments.

Hence. the results of the research showed that He-Ne laser beams could not perturbed DNA
1784 pb fragments.

Key words:  DNA fragments, He-Ne laser. Holographical. Electrophoresis, and Sequencing.
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ABSTRACT

Title : The Influence of Laser Helium-Neon on Fragment DNA 1784 Pairs of
Base in Vitro

Djajadi

This research observed the influence of laser helium-neon (He-Ne)
radiation on fragment deoxyribonucleic acid (DNA) 1784 pairs of base. Fragment
DNA in solution TE. TE stands for tris EDTA. Buffer TE consists of 0,384 g tris
base and 0.0093 g EDTA in 260 m} aguades and EDTA was ethylene diamine
tetraacetic acid. The probability of influence lies on the cutting of fragment DNA
and the change of order of base fragment DNA.

The research was conducted in five steps respectively the isolation of
DNA from Endomycopsis fibuligera ITB R.cc.64 to find the followings template
for amplification DNA 1784 pairs of base, the amplification of fragment DNA
1784 pairs of base from gene glucoamylase of Endomycopsis fibuligera 1TB
R.cc.64 by using instrument Polymerase Chain Reaction: (PCR) Thermal Analyzer
Bio-rad USA and the amplification was conducted through predenaturation on
95°C for 5 minutes and then continued with denaturation on 95°C for 1 minute;
annealing on 55°C for 1 minute; extention on 72°C for 2 minutes with the number
of cvele 30 times with the addition of extention on 72°C for § minutes; radiation
He-Ne on fragment DNA 1784 pairs of base with the intensity radiation 0.9
jouleh'n2 which was the optimum intensity on holographic film with the trade
mark Kodak Spectroscopic Plate Type 649-F; 2% agarose to detect the separation
fragment DNA. sequencing DNA by using Sanger method and its instrument was
ABI PRISM 377 Sequencer with reagent "Bigdye Terminator” V2.0 to observe
the structure of order of pairs of base fragment DNA. The conclusion of the
experiment result involved statistical method. that is. Poisson distribution
estimation.

The laboratory experimental research showed primary data that all tapes of
frasment DNA on the electrophoresis photo gel agarose 2% existed on the
horizontal line and the probability of mutation of pairs base fragment DNA was
caused by cosmic rays. The secondary data was about 2% of genetic mutation was
caused banvak the change of molecule structure of genetic material caused by
COSMIC ray.

The result of experiment showed that there was no influence of laser
radiation He-Ne on the fragment DNA1784 pairs of base in vitro.

Key word : fragment DNA. Laser He-Ne. Holographic. Electrophoresis. and
Sequencing.
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Penguruian DNA dengan dideoxynucleoside triphosphate sebagai
terminator rantai. Dalam gambar tersebut tanda bintang
menunjukkan adanya I"*? dan awalan "d" menunjukkan adanva
suatu dideoxynucleoside. Pada bagian atas gambar DNA yang di
urutkan urutan basanya dimasukkan dalam kotak. Perhatikan
bahwa kalau primemya tidak ditandai suatu radioisotop pita yang
paling kecil urutan CGTAAGGAC tidak akan di deteksi oleh
autoradiography karena tdak ada basa yang diberi tanda
TEIZADUNG. c.ovooceretembecnsi et bbb e
Auwtoradiograph gel perurutan basa DNA vang diperoleh dengan
metode perurutan basa DNA terminator rantal...........coooviiiiene.
Bagan kerusakan DNA thymine dimer
Urutan nukleotida gen GLU1 Saccharomycopsis j:buhgera HUT
T21Z ettt s e bbb s n s bae e
Fotokopi gambar holografis tulang belakang .........cocecrreencnne.
Bagan perangkat alat untuk perlakuan penvinaran gelombang
elektromagnetik laser He-Ne pada fragmen DNA ...
Foto alat metrologic fotometer .......ocoooivriiiinciiiinernis e
Foto alat elektroforesis
Foto alat perekam gambar hasil elekiroforesis...
Foto atat PCR
Data DNA marker yvang berasal dari New England Biolabs Inc .....
Ujung kanan lembar data berkode 15.DNA-B-P| dan 13.DNA-A-
Py erreccererraccerens BT o Al AR . soerveiresaesesrsaranerasensserantans
Foto hasil elektroforesis gel agarosa 2% vang menunjukkan dua
baris pita. Baris teratas terlihat 6 pita yang menyatakan sumur gel.
Baris pita yang di bawah terdiri dari dua pita yang menyatakan
hasil PCR fragmen DNA dari isolasi DNA Endomycopsis
Sibuligera ITB.R.cc.64 (pita kiri). dan hasil PCR fragmen DNA
kontrol positip plasmid pSf GLUI (pita kanan) .. .

Foto hasil elektroforesis fragmen DNA hasil penggandaan PCR
dibandingkan dengan DNA marker Pada foto tersebut terdapat
sepuluh pita vang berada pada satu jalur ke bawah vang
merupakan pita 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2. 1'%, 1, dan ' kilobasa yang
merupakan DNA marker. Sebelah kanan antara pita 2,0 dan 1,5
kilobasa pada DNA marker terdapat satu pita yaitu fragmen hasil
penggandaan DNA.........

Foto hasil elektroforesis yang menunjukkan dua baris pita-pita.
Baris yang paling atas menunjukkan enam pita yang merupakan
sumur gel sedangkan baris di bawahnya menunjukkan empat pita
yang merupakan hasil elektroforesis pita fragmen DNA setelah
mendapat perlakuan dan sebelum mendapat perlakuan pada
penelitian pendahuluan (pita kesatu dan kedua dari kiri) dan hasil
elektroforesis pita fragmen DNA setelah mendapat perlakuan dan
sebelum mendapat perlakuan pada penelitian (pita kelima dan
keempat dari kiri, jika antara pita kedua dan ketiga vang kosong
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BABI
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Cahaya laser (light amplification by stimulated emission of radiation) helium-
neon (He-Ne) vang panjang gelombangnya (7.) 632,8 nm dapat dimanfaatkan
untuk pembuatan gambar holografis dan gambar tersebut mampu menambah
kemudahan pembedahan di rumah sakit. Energi foton czhaya laser berbanding
terbalik dengan A nva. Alberstone et al.(1998) berhasil merekam gambar
holografis wlang belakang manusia yang diperkirakan perlu dioperasi sehingga
dengan adanva gambar holografis tersebut tulang belakang tervisualisasi tiga
dimensi. Pada perekaman gambar holografis tersebut digunakan cahaya laser He-
Ne vang memapar jaringan-jaringan daerah tulang belakang dengan energi
pemaparan 0.9 joule/m’. jika menggunakan emulsi fotografis tipe tertentu maka
vambar holografis terekam secara maksimal (Kallard, 1977).

Suatu jaringan twbuh adalah kumpulan sel yang meniliki bentuk, susunan,
dan fungsi vang sama. Sel mempunyai organel sel antara lain adalah
plasmalemma. retikulum endoplasma. lisosom. alat Golgi. mitokondria yang
bertungsi antara lain menghasilkan energi adenosine triphosphate (ATP), sentriol.
mikrotubul. mikrofilamen, peroksisom, dan inti yang komponen utamanya adalah
kromnatin vang mengandung DNA (deoxyribonucleic acid) (Yatim, 1996).

Beberapa peneliti meneliti interaksi cahaya laser He-Ne dengan organel! sel
atau komponen organe!l sel. Peneliti tersebut antara lain sebagai berikut. Karu et

al.(1995) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa satu lapis Hela diradiasi

[ _wipLr® \
S POSTARAA ,
i . ;ms}rrs ATRLANOCA ¢

- % . ¥ o~

P i
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dengan cahaya laser He-Ne yang panjang gelombang dan intensitasnya masing-
masing adalah 632.8 nm dan 10 watt/m’ selama 10 sekon. Pemaparan radiasi
tersebut mempengaruhi peningkatan adenosine triphosphare (ATP) pada tingkat
seluler. Hasil penelitian Michael et at.(1993) menyatakan bahwa sel saraf immatur
(neuroblastoma cell line) manusia yang teradiasi cahaya laser He-Ne dengan
panjang gelombang 632,8 nm menambah sintesis DNA pada sel tersebut.
Batanouny et al.(2001) melaporkan hasil penelitiannya bahwa cahaya laser He-Ne
dapat memberi efek perbaikan DNA. Rindge et al.(2002) telah meneliti bahwa
cahava laser He-Ne vang panjang gelombangnva 632,8 nm dapat memper-cepat
sintesis DNA.

Hill et al.(1993) menyatakan bahwa pada DNA terdapat nucleotide yang
terkait dengan nucleotide berikutnya selingga merupakan untaian panjang,
Dengan rumus energi potensial elekwrostatis (Titler. 1991). antara nucleotide
dengan nucleotide berikutnya secara teoritis dapat dihitung berapa nilai energi ikat
vang merupakan energl potensial elektrostatis. Energi tersebut = - (.4248 x 107"
joule (Whitten et al. (1996) dan Titler (1991)).

Selain itu pada DNA ada energi ikat gugus-gugus basa dengan gugus gula
deoxyribose dan gugus basa pasangannva. Secara teori dapat dihitung energi ikat
cugus basa adenine (E,). cytosine (E¢). guanine (Eg), dan thymine (Eq) vaitu E, =
Er = - 0.283 x 1077 joule dan Ec = Eg = - 0,285 x 10" joule. Hal ini
menyebabkan urutan basa tidak berubah (Whitien et al.(1996) dan Titler (1991)).

Berdasarkan urutan nukleotida gen GLUY Sccharomycopsis fibuligera HUT

7212 (Iwoh et al. 1987} dan dengan program Genmon version 4.10 dan Primer
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LR

Detektif 1.0 dapat ditetapkan primer P dan primer P, untuk pemicu penggandaan
fragmen DNA 1784 pasang basa (pb) pada lokus gen glukoamilase yang berasal
dari isolasi DNA kromosom Endomycopsis fibuligera 1TB R.cc 64 (Hadi S, 2001)
dengan alat polymerase chain reaction (Mc. Pherson et al, 2000).

Berdasarkan penjelasan tersebut di atas maka perlu kiranya diteliti sejavh
mana fragmen DNA 1784 pb yang semata-mata hanya terpengaruh oleh cahaya
laser He-Ne mengalami putus dan mengalami perubahan urutan basa DNA. Agar
hanva terpengaruh oleh radiasi laser He-Ne maka fragmen DNA yang mendapat
perlakuan adalah fragmen DNA in vitro yaitu fragmen DNA dalam laruta-n TE
{tris EDTA).

Hasil penelitian ini dapat diharapkan berguna untuk penelitian lebih lanjut.

1.2, Perumusan Masalah

Fragmen DNA 1784 pb secara in vitro diradiasi cahaya laser He-Ne dengan
pemaparan (.9 jou]ehn2 ;
1. apakah terjadi pemutusan fragmen DNA tersebut?

2. apakah terjadi perubahan urutan basa tragmen DNA tersebut?

1.3. Tujuan Penelitian
Tujuan umum penelitian adalah untuk mendapatkan informasi terjadinya

perubahan DNA in vitro yang mendapat pengaruh cahava laser He-Ne,
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Tujuan khusus penelitian adalah :

1. meneliti terjadinva pemutusan fragmen DNA 1784 pb in vitro {(dalam larutan
TE) setelah mendapat pemaparan cahaya laser He-Ne yang energi berkas
cahavanya memapar sebesar 0.9 joulefmz.

2. meneliti terjadinya perubahan urutan basa fragmen DNA 1784 pb in vitro
{dalam larutan TE) karena mendapat radiasi cahaya laser He-Ne yang energi

. 2
berkas cahavanya memapar .9 joule/m”.

1.4. Manfaat Penelitian
Jika hasil penelitian menunjukkan bahwa fragmen DNA 1784 pb in vitro
vang mendapat perlakuan penyinaran laser He-Ne yang energi berkas cahayanya
memapar 0.9 joule/m’ . tidak mengalami kelainan maka :
1. hasil penelitian bermanfaat bahwa penyinaran cahaya laser He-Ne dapat untuk
pertimbangan pembuatan gambar tiga dimensi holografis.
2. hasil penelitian ini diharapkan bermantaat untuk penelitian lebih lanjut,

Jika hasil penelitian menunjukkan bahwa fragmen DNA 1784 pb in vitro yang
mendapat radiasi laser He-Ne vang energi berkas cahayanya memapar 0,9
joule,r'm2 mengalami Kelainan maka :

1. perlu pertimbangan penelitian lebih lanjut tentang holografik dengan foton

laser vang energi fotonnya lebih kecil daripada foton laser He-Ne.

2. hasil penelitian ini diharapkan bermanfaat untuk penelitian lebih lanjut.
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BABII

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kuantisasi Energi

Alonso et al.(1975) menjelaskan bahwa pada tahun 1942 Louis de Broglie
mengusutkan adanya hubungan antara panjang gelombang (A) partikel yang

bergerak dengan momentumnya (p) dan konstante Planck (h) yaitu:

dan A tersebut dinamakan panjang gelombang de Broglie. Eksperimen difraksi
elektron yang lewat film kristal membuktikan adanya panjang gelombang de

Broglie.

Untuk menjawab pertanyaan apakah elektron yang mengelilingi int1 atom
dengan lintasan berbentuk elips atau bukan dibutuhkan konsep medan materi dan
perlu bantuan pengetahuan gelombang berdiri. Pada gelombang berdiri, amplitudo
gelombang adalah bernilai tertentu pada setiap titik di ruangan. Hal yang sama
terjadi pada elektron dalam atom. Medan maten dapat.dinyatakan dalam istilah
gelombang berdiri yang terlokalisasi dalam suatu daerah dengan amplitudo yang
bervariasi dari satu titik ke titik yang lain dalam daerah tertentu dan amplitudo
tersebut bernifai nol di luar daerah tertentu tersebut. Andaikan amplitudo medan

materi tersebut dinyatakan dengan Y(x). Amplitudo

5
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w(x) ini sering disebut fungsi gelombang. Intensitas gelombang materi dinyatakan
dengan |w(x)[’. Suatu daerah yang tebih mungkin partikel berada di situ
dinyatakan |y(x)|* lebih besar. Agar lebih dinyatakan secara kuantitatif maka perlu
pernyataan: Kemungkinan mendapatkan pertikel yang dinyatakan oleh fungsi
gelombang y(x) dalam selang dx sekitar titik x adalah py(x)]* dx. Kemungkinan
per satuan panjang untuk mendapatkan partikel di x adalah Jy(x)]*. Untuk titik
yang berada dalam ruang dengan koordinat (x,y,z) maka kemungkinan per satuan
volume untuk mendapatkan partikel di (x,y,z) adalah w|(x.y,2)]*. Andaika.n kita
ingin menggambarkan keadaan |y[® sebuah elektron dalam atom yang intinya

dibers lambang huruf N, maka gambar berikut menyatakan v tersebut.

Wit

Gambar 2.1 Distribusi kemungkinan sebuah elektron dalam sebuah atom
(Alonso et al., 1975).

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... ) Djajadi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

Fungsi gelombang y(x) tergantung pada keadaan dinamis partikel, yaitu

E =p*2m + E,(x).
Dengan ketentuan E, p, m dan E, berturut-turut adalah energi total, momentum,
massa, dan energi potensial partikel. Kaidah untuk mendapatkan y(x) dinyatakan
dalam bentuk persamaan diferensial yang disebut persamaan Schrodinger yang
di formulasikan dalam tahun 1926 oleh Erwin Schrodinger. Jika /= h/2x -

maka persamaan tersebut (untuk masalah satu dimensi) adalah

nody

+ 5 (x =F
Zm dx’ (X v

Persamaan Schrodinger ~merupakan dasar mekanika kuantum. Untuk

partikel dalam ruangan, persamaan Schrodinger adalah

|y Fw Oy
- +—+ +E (xyz)y=FE
2m [ o' By o7 pLXVo5) MY

Andaikan sebuah partikel yang massanya m dibatasi ruang geraknya dalam
daerah satu dimensi antara 0 < x < L. Pada x = 0 dan x = L terdapat penghalang
sehingga partikel tidak dapat berada pada x < 0 dan x > L, sehingga fungsi energi
potensial di x < O dan x > L dapat dinyatakan E; (x) = <. Bila dibandingkan
dengan nilai E, (x) = o, fungsi energi potensial pada daerah 0 < x <L adalah
bernilai nol. Sistem satu dimensi ini membantu sebagai model yang berguna
untuk elektron makro-molekul beruntai panjang seperti molekul dye dan molekul
DNA (deoxybonucleic acid) . Persamaan Schrodinger yang memenuhi ketentuan

molekul beruntai panjang adalah
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ndy
2m dx’

atau

2
—j—g—’- =~k kalau k* =2mE/ R’
X

dan w()_{) yang memenuhi persamaan Schrodinger tersebut adalah
w (x) = A sin (kx) + B cos (kx)
karena ditemukannya elektron di x = 0 dan x = L adalah berkemungkinan nol
maka I y (x) I = 0 sehingga di x =0 dan x =L nilai y (x) =0
Padax =0
y (0)= A sin{ko)+ B cos (ko) =0
0 =0+B(l)>B=0
sehingga
w(x)= A sin (kx)
Pada x=L
y({L)y=Asin{kL)=0
dan nilai kL yang mungkin adalah kL = nx

atau k :%Er— (n=123,..)

n

2 knt
karena k* =2mE/n’ maka E = —;E— atau
2m

2.2
oo,

E, = —n
2mi”

dan energi E,tersebut adalah terkuantisasi (Keller, 1993).
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Beberapa molekul organik mempunyai untai sejumlah atom karbon.
Molekul organik tersebut di antaranya adalah dye. Zat kimia dye adalah zat
pewarna sintesis atau alamiah yang digunakan dalam larutan untuk mewarnai
materi (Grant, 1987). Rumus kimianya adalah Cy7H,¢0 dan berat molekulnya
adalah 230,27 dan panjang moleku! adalah 0,94 nm (Howard, 1992). Sebuah
elektron yang berpartisipasi dalam ikatan atom-atom dalam untai dye bertindak
sebagai sebuah molekul dalam sebuah kotak. Dalam model salah satu molekul
dye, sebuah elektron terkurung dalam untai satu dimensi yang panjangnya 0,94

nm. Tingkat energi elektron adalah

15 S
E.= n-
" 2mi?

karena ho=(1,05x10% s
nt =314
m=911x10%kg

L =094x10°m

n =1,234. .
maka
E.= (0,688 x “I)n’=(0,43 eV)n®
Jadi tingkat energi elektron untuk n = 1,234, ... ... adalah E, = 0,43 eV,

E:=17eV,E;3=38¢V,Es=6,8¢V... jika elektron dari keadaan n = 4 pindah
ke n = 3, foton yang dipancarkan mempunyai energi hu = E4- E3 = 3,0 eV dengan

frekuensi gelombang elektromagnetik v = 3,0 eV/ h = 7,2 x 10"*Hz dan panjang
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0

gelombang A = ¢ /v = 410 nm yang merupakan gelombang elektromagetik

ultraviolet yang merupakan salah satu keluaran laser dye (Keller, 1993).

2.2 Laser Helium-Neon (He-Ne)

Andaikan N, buah atom masing-masing memiliki energi E; dan N; buah
atom masing-masing memiliki energi E,. Foton yang terkait dengan transisi dua
tingkat energi tersebut mempunyai energi hv = E;-E, dengan catatan h dan v
masing-masing adalah konstante Planck dan frekuensi foton, sedangkan E,>E.
Atom pada tingkat energi E; dapat menjadi bertingkat E, secara spontan. Umpama
Az adalah kemungkinan tiap satuan waktu untuk bertransisi emisi spontan. Jika
radiasi frekuensi v berada dalam sistem dan energi tiap satuan volume adalah
E(v), maka tenjadilah transisi absorbsi dart E; ke E,. Secara alamiah dapat
diasumsikan bahwa jumlah transisi demikian itu tiap satuan waktu berbanding
lurus dengan energi tiap satuan volume E{v) ; yaitu kemungkinan transisi absorbsi
terstimulasi tiap satuan wakty adalah By:E(v), dengan ketentuan By, adalah
kemungkinan transisi tiap satuan waktu dan satuan intensitas radiasi. Tetapi
radiasi, yang disebabkan interaksinya dengan atom tereksitasi pada tingkat energi
E;, juga menghasilkan transisi emisi dari E; ke E; dengan kemungkinan transisi
emisi terstimulasi tiap satuwan waktu By E(v). Oleh sebab itu kemungkinan emist
total dan tingkat energi E; ke E; adalah A;, + By E(v). Jika terdapat N; buah atom
pada tingkat energi E;, jumiah atom yang meloncat tiap satuan waktu dari E; ke
E, adalah [Az + Bz E(u)]N,. Paﬂa saat yang sama, jumlah atom yang meloncat

dari E| ke E; tiap satuan waktu adalah By; E(v) N;. Oleh sebab itu perubahan
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1]

atom neto pada tingkat energi E; tiap satuan waktu sama dengan laju penerimaan
karena absorbsi dikurangi laju kehilangan karena emisi atau

dNa/dt = Byz E() Ny - {Az2) + BaE(U)IN;. Bila keseimbangan terjadi
antara atom dan radiasi, maka dN,/dt =0, atau

Bi2 E(U)N; = [A21 + BiE(V)]N;
sehingga jumlah transisi absorbsi dan emisi tiap satuan waktu antara dua tingkat
energi adalah sama. Jika atom-atom dalam keadaan keseimbangan termal dan
tunduk statistika Maxwell-Boltzmann maka

NN, = o(EZ-BDAT _ /KT
sehingga

B2 E(v) """ = Ay + BuE(u)
atau

AEI /BD
n A ET _ B}] /_, Bl:

E(v )=
e

dan persamaan ini bila dibandingkan dengan

8’ 1 .
E)= PR ( persamaan radiasi Planck yang terkenal)
maka
Ay S By
B, c B,

Dengan B2 = By, kita mendapatkan nisbah antara kemungkinan emisi spontan
Az dan kemungkinan emisi terstimulasi By E(v) bila materi dalam keadaan

setmbang dengan radiasi sebagai berikut
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tingkat E, dengan memancarkan emisi radiasi terstimulasi, maka atom-atom pada
tingkat energi E; makin lama makin berkurang jumlahnya. Agar terjadi penguatan
vang tetap, maka perlu usaha agar terjadi loncatan atom dari tingkat energi vang
rendah ke tingkat energi yang tinggi (E»). Perangkat vang mengusahakan hal
tersebut bernama maser atau laser. Maser adalzh singkatan Microwave
Amplification by Stimulated .Emission of Radition sedangkan laser adalah
singkatan dari Light Amplification by Stinudated Emission of Radition.

Salah satu usaha untuk mendapatkan N» > N, adalah dengan metode o,_vn’ca!
pumping. Karena sistem kembali ke keadaan dasarnya, maka beberapa atom vang
terekstiasi turun ke tingkat energi yang metastable dan pada keadaan metastable
atom atau molekul mudah berpopulasi relatif tinggi dibandingkan dengan bila

pada keadaan tingkat energi yang lebih rendah (lihat gambar berikut)

‘f\

Optical pumping N —— E; Keadaan metastabil

Keadaan tercksitasi =3

’

-~ ) - - - -
se—Transisi terstimulasi
/

7
4

- 4
Keadaan dasar E,

Gambar 2.2 Skema tingkat energt laser tiga tingkat (Alonso et. al., 1975)

Bila beberapa sumber meradiasi sefase (koheren) dan dengan frekuensi
tunggal. amplitudo resultan adalah jumlah amplitudo sumbu sumber tadi. Bila

semua sumber adalah sama, maka didapat
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Resultan amplitude koheren = N x amplitudo sumber,

dengan catatan N adalah jumlah sumber. Karena intensitas sumber berbanding
lurus dengan kuadrat amplitudo. maka

Resultan intensitas koheren = N? x intensitas sumber
Bila jumlah sumber besar, maka intensitas radiasi terstimulasi sangat kuat. Di lain
fihak, jika sumber-sumber meradiasi tidak koheren, maka

Resultan intensitas tidak koheren = N x mntensitas sumber
Oleh sebab itu radiasi koheren (sefase) dan monokromatis dan terstimulasi adalah
sangat tinggi intensitasnyva dibandingkan dengan radiasi tidak koheren dan

spontan.

Bentuk laser helium-neon {He-Ne) vang pertama kalt dibuat ditunjukkan

pada gambar berikut. yang terdiri

—— - — —i.5

;

|

1

)

!

] - . \

[ Cermin seiengah paniul -

Cernnn yang menmaniul 10005

* Gambar 2.3. Bagan laser helium-neon (He-Ne) yang pertama kali
dibuat (Alonso et al.. 1975)
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Tabung kaca vang panjangnya 1 meter vang berisi gas helium bertekanan parsial |

mm Hg dan gas neon beriekanan parsial hampir 0.1 mmHg serta salah satu ujung
tabung diberi cemmin setengah pantul sedangkan ujung yang lain diberi cermin
vang dapat memantulkan 100%. Permukaan kedua cermin berhadap-hadapan.
sejajar, dan tegak lurus sumbu tabung. Pemompaan optis (optical pumping) adalah
penvinaran cahava kasat mata pada atom He dan Ne. Pada pemompaan optis.
atom He tereksitasi ke tingkat setinggi tingkat energi metasiable Ne dan jiké

menumbuk atom Ne maka energi eksitasi He diserahkan ke atom Ne. Atom Ne

vang tereksitasi di E; turun ke tingkat vang lebih rendah E, dengan memancarkan

foton dengan panjang gelombang 632,8 (lihat gambar berikut).
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Gambar 2.4 Siklus energi empat langkah yang terkait dengan lasing laser He-Ne
(Frank et al.. 1994)
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Foton vang terstimulasi bergerak tidak sejajar sumbu tabung akan ke luar
tabung, sedangkan yang sejajar tabung sebagian ke luar melewati cermin setengah
pantul dan yang lain bolak-balik dalam tabung sambil menstimulasi foton.
Hasilnya adalah berkas gelombang elekiromagnetik laser He-Ne yang ke luar
faser yang bersifat sejajar, monokromatik (632,8 nm) dan sefase (koheren).

Dengan sifat cahaya laser vang sefase tersebut, maka cahaya laser
mempunyai keunggulan yang lain dibandingkan dengan cahaya biasa. yaitu dapat
difokuskan sampai diameter berkas berorder panjang gelombangnya. sehingga
jika cahava laser tersebut bertntensitas tinggt maka dapat dimanfaaikan untuk
pemotongan bagian tubuh vang diperlukan dan jika intensitas rendah maka dapat
dimanfaatkan untuk pembuatan gambar helografis mikroorganisme.

Medium yang mengamplifikasi atau medium laser adalah bagian penting
alat laser. Kebanyakan laser dinamakan sesuai tipe medium laser yang digunakan.
sepertl helium-neon (He-Ne). karbon dioksida (CO:). dan neodymium : yttrium
aluminium garnet (Nd : YAG). Medium laser. vang mungkin berupa gas, cairan
atau padat. menentukan panjang gelombang radiasi laser. Rentang panjang
gelombang laser yang ada merentang dari ultra ungu sampai daerah inframerah.
Medium laser yang sering digunakan dan radiasi vang terkait dengan medium itu

tertera pada tabel berikut.
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Tabel 2.1 Parameter {aser untuk beberapa laser yang lazim.
Tipe Panjang gelombang Daya/energi
Helium-Neon (gas) 632,8 nm 0,1-50 mW
Ruby (padat) 694,3 nm 0,03 =100 ) (uap pulsa)
Karbon dioksida 10,6 pm 3-100 W
(gas) 337 nm 1-300 mW (tiap pulsa)

Nd : YAG (padat)

Dye (cairan)
Argon flourida
(eximer)}

Hidrogen (kimia)

Galium arsenide

{diode semikonduktor)

488 nm atau 5145 nm

400-900 nm (nunahle)

193 nm

2,6 -3 pum

780 - 900 nm

SmW-20W

20 - 800 mW
di atas 10 W
(rata-rata pulsa)
0,01 —130 Wew atau
2 - 600 m)
tiap pulsa
1 - 40 mW cw atau

rata-rata per pulsa

Sumber : Frank et al. (1994)

Selain elemen pemompaan dan medium laser, elemen dasar ketiga laser

adalah resonator yang mengarahkan foton bolak-balik lewat medium laser. Bentuk .

yang paling dasar resonator terdiri dari sepasang cermin datar atau lengkung yang

secara cermat diarahkan sepanjang sumbu optis sistem laser. Salah satu cermin

dipilih dengan reflektivitas sedapat mungkin 100%. Cermin yang lain diambil

yang reflektivitasnya kurang dari 100% untuk memungkinkan sebagian berkas

cahaya yang direfleksi lolos ke luar laser dan menjadi berkas keluaran gelombang

elektromagnetik laser (Alonso et al., 1975).
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Pada sistem laser He-Ne, helium tidak berperan dalam proses pancaran
cahaya {lusing) tetapi helium digunakan untuk menyampaikan energi lucutan
listrik ke neon dengan cara bertumbukan dengan atom neon. Hal tersebut
dinamakan pemompaan dan menyebabkan neon menjadi tereksitasi yang
menghasilkan inversi populasi vaitu adanya lebih banyak atom dalam tingkat
berenergi lebih tinggi daripada atom dalam pada tingkat energi dasarnya. Gas
helium dan neon dalam sistern laser He-Ne bertekanan 2-5 mmHg dan
perbandingan jumlah atom heltum dan neon adatah antara 7 : | dan 10 : 1.

Hka laser He-Ne kekurangan helium, umpamanya karena adanya helium
berdifusi lewat kaca tabung, maka tidak terjadi /asing. karena efisien pemompaan
terfalu rendah.

Keluaran laser He-Ne tergantung pada transisi tingkat energi gas neon dan
keluaran vang paling kuat intensitasnya adalah pada garis pita panjang gelombang
632.8 nm. vaiiu transisi dari tingkat energi 3s” ke 2p*. Transisi ini dipicu dan
menvebabkan emtsi stimulasi. Jika transisi tersebut terjadi secara spontan. maka
terjadilah pancaran foton vang arahnya 2 kemungkinan, kemungkinan pertama
adalah tidak sejajar dengan sumbu sistem laser dan kedua adalah berarah sejajar
sumbu sistem. Foton vang tidak sejajar sumbu akan keluar sistem laser dan
menghilang, dan yang sejajar sumbu laser akan bolak-balik terpantul cermin
100% memantul dan cermin yang 50% memantul. Fowon yang bolak-balik inilah
yang memicu terjadinya emisi stimulasi dan menembus cermin yang 50%
memantu] serta merupakan keluaran berkas cahaya laser He-Ne yang sejajar dan

koheren (sefase) dan monokromatis. Laser He-Ne dirakit dengan membubuhkan

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... Djajadi



Disertasi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

19

jendela Brewster sehingga keluaran laser adalah terpolarisasi linier. Daya keluaran
laser He-Ne yang 10 mW berdiameter 0,65 mm dengan divergensi 1,24 mrad,
perlu catudaya 10 kV/6,5 mA dan diameter tabung 37 mm serta panjang tabung
440 mm. Panjang koherensi 30 cm.

Warna berkas keluaran laser adalah merah dan merupakan berkas cahaya
yang intensitasnya kontinu. Penampang melintan keluaran laser He-Ne adalah
lingkaran dan hampir berbentuk Gaussian TEMgo yang hampir sempurna.

Umur laser He-Ne sekitar 20,000 jam.

Jadi pada dasarmmya tumbukan atom helium menyebabkan atom neon naik
dari tingkat energi dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi yaitu 3s dan neon dari
tingkat energi 3s turun ke tingkat energi 2p karena adanya transisi /asing (karena
dipicu ) atau turun karena spontan, kemudian atom neon turun dengan cepat ke
tingkat energi dasarnya.

Laser He-Ne 10 mW menimbulkan resiko pada mata karena cahaya laser

He-Ne 10 mW dapat masuk menembus pupil mata sampai kedalaman 7 mm.

2.3 Elektroforesis Gel Agarosa

Pomeranz, et al. (1994) menjelaskan bahwa elektroforesis gel telah -

menyakinkan sebagai metode yang teliti untuk menganalisis fragmen DNA.
Elektroforesis gel adalah suatu metode yang memisahkan makromolekul
baik nucleic acids maupun protein berdasarkan ukuran, muatan listrik, dan sifat

fisis yang lain.
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Gel adalah cofloid dalam padatan. Istilah electrophoresis menyatakan
perpindahan tempat partikel bermuatan listrik di bawah pengaruh medan listrik.
Flectro menunjukkan energi listrik. Phoresis, dari kata kerja bahasa Yunani
phoros, berarti "membawa lewat". Jadi elektroforesis ge! menunjukkan teknik
agar molekul dipaksa lewat penyangga gel, oleh pengaruh medan listrik. Beda
potensial listrik pada elektrode yang ada di kedua ujung gel menghasilkan gaya
dorong.

Gel yang digunakan dalam membedakan vkuran nucleic acid adalah kisi
agarose atau polyacrylamide. Kisi tersebut mempunyai saluran yang berdimensi
sama dengan dimensi molekul.

Banyak molekul biologis yang' penting seperti asam amino, pepfide, protein,
mucleotides, dan nucleic acid, berkemampuan untuk berpindah dalam keadaan
terionisasi. Oleh sebab itu pada pH tertentu molekul biologis tersebut, berada
dalam larutaln sebagai molekul yang bermuatan listrik apakah sebagai kation (+)
atau anton (-). Partikel akan berpindah ke katode atau anode bergantung pada jenis
netto muatan hstrik pada partikel tersebut.

Bila medan listrik diterapkan pada gel maka gel bertindak sebagai ayakan
(saringan) molekul. Jadi untai yang lebih pendek bergerak lebih cepat daripada -
untal yang lebih panjang.

DNA wuntai ganda dapat tervisualisasi dengan penambahan ethidium
bromide. Bila ethidium bromide terikat pada DNA maka ethidium bromide
berfluoresensi berwarna jingga jika teradiasi oleh UV.

Persiapan dan pengelolaan ge/ DNA agarose baku adalah sebagai berikut.
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Bahan yang dibutuhkan adalah buffer elektroforesis, umumnya adalah Tris-
acetate-EDTA (TAE) atau Tris-borate-EDTA (TBE), loading buffer vang terdiri
dari suatu yang bermassa jenis tertentu (umpama glycerol) agar sampel "jatuh"
pada sumur sampel, dan satu atau dua pelacak dye (¢racking dyes) yang berpindah
dalam gel serta mampu memantau seberapa jauh elektroforesis telah berlangsung,
serta ethidium bromide yaitu suatu dye berfluoresensi vang digunakan untuk
memberi tanda nucleic acids.

Alat yang dibutuhkan adalah bilik (chamber) elekiroforesis. catu daya.
transithoninator (ultravioler lightbox), sisir sampel yang sekitarnya nanti dituangi
agarosa yang telah lebur (molten agarose) agar terbentuk sumur sampel pada gel.
dan talam untuk pengecoran gel yang dapat diatur dimensinya dan terbuat dari
plastik transparan UV.

Setelah semua alat dan bahan telah tersedia. maka dilakukan proses
elektroforesis gel agarosa DNA sebagai berikut.

Mula-muwla bubuk agarosa dicampur dengan buffer elektroforesis vang
kensentrasinva sesuai keperluan, kemudian dipanaskan sehingga campuran
tersebut meleleh seluruhnya. Umumnya ethiditm bromide (konsentrasi akhir
0,5 pg/ml) ditambahkan pada gel untuk memberi fasilitas tervisualisasi DNA
setelah elektroforesis. Setel‘ah larutan menjadi dingin sekitar 60°C, larutan tersebut
dituangkan ke dalam talam yang ada sisir sampel dan dibiarkan memadat pada
suhu kamar.

Setelah gel memadat, sisir tersebut dicabut. -Gel yang masih dalam talam

plastik dimasukkan pada posisi horisomtal ke dalam bilik elektroforesis dan
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diusahakan gel persis terendam oleh buffer. Sampel yang terdiri dan fragmen
DNA yang dicampur loading buffer kemudian diambil dengan mikropipet untuk
dimasukkan ke dalam sumur sampel. Kemudian catu daya diaktifkan. Untuk
meyakinkan catu daya bekerja sebagaimana mestinya maka perlu mengamat
apakah sekitar elektrode timbul gelembung atau tidak. DNA akan berpindah ke
arah anode, yang biasanya diberi tanda warna merah. Jarak perpindahan fragmen
DNA dalam gel dapat diperkirakan oleh perpindahan pemantau dye pelacak yang
tervisualisasi. Bromophenol blue dye atau xylene cyanol dye berpindah melewati
gel agarosa masing-masing sama lajunya dengan fragmen DNA antara 300 pb dan
4000 pb.

Bila perpindahan cukup terjadi, fragmen DNA divisualisasikan oleh
pewarnaan dengan ethidium bromide. Untuk memvisualisasi DNA, gel
ditempatkan pada wltraviolet transilluminator. Perlu diperhatikan bahwa DNA
berdifusi ke dalam gel bila waktu cukup lama, dan oleh sebab itu sebaiknya
pengambilan gambar foto secepat mungkin setelah penghentian proses
elektroforesis.

Fragmen DNA linier berpindah lewat gel agarosa dengan mobilitas yang
berbanding terbalik dengan logaritma berat molekulnya.

DNA yang berbentuk lingkaran berpindah dalam agarosa jelas berbeda jika
dibandingkan dengan DNA linier meskipun massanya sama. Plasmid yang tidak
terpotong akan terlihat berpindah lebih cepat daripada plasmik yang sama tetapi

linier.
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Konsentrasi agarosa yang lebih tinggi memfasilitasi pemisahan DNA yang
pendek, sedangkan konsentrasi agarosa yang rendah memungkinkan resolusi
DNA yang lebih panjang.

Agar terjadi resolusi fragmen DNA yang lebih besar daripada 2 kpb perlu
medan listrik tidak lebih daripada S volt/cm dalam gel (ukuran cm adalah ukuran
yang divkur antara 2 elektroda, bukan panjang gel).

Beberapa buffer elektroforesis yang berbeda disarankan untuk elektroforesis
DNA. Penggunaan yang sangat umum untuk DNA dupleks adalah TAE (Tris-
acetate-EDTA) atau TBE (Tris-borate-EDTA). Fragmen DNA akan berpindah
dengan suatu laju yang berbeda dalam kedua buffer tersebut disebabkan oleh
perbedaan kekuatan tonik. Buffer tidak hanya memantapkan pH tetapi juga
menjadikan ion membantu konduktivitas. Bila buffer lupa diganti dengan air maka
tidak terjadi perpindahan DNA dalam gel. Sebaliknya bila menggunakan buffer
vang berlebthan maka kalor (heaf) akan muncul dalam gel dan gel menjadi
meleleh.

Ethidium bromide adalah dye berfluoresensi yang menyisip antara basa-basa
pada nucleic acids dan menyebabkan deteksi fragmen DNA dalam gel yang
sangat diperlukan agar terjadi. Pengikatan ethidium bromide pada DNA
menyebz;bkan perubahan massa dan kekakuan, dan oleh sebab itu mobilitasnya

berubah.
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Gambar 2.5 Skema alat elektroforesis gel
(http://opbs.okstate.edu/~meicher/MG/MGW4/MG422 html. 2000)

2.4 Holografi Laser

Rekonstruksi gelombangmuka (wavefront) vang dinamakan holografi adalah
suatu rekavasa untuk mendapatkan kembali bentuk objeknya yang telal terekam
pola difrakst vang tidak terfokus dari objek sebenarnya. Sekarang holografi
dikenal baik sebagai cara vang prakiis untuk menyimpan gelombangmuka dalam
rekaman dan dan rekaman tersebut nantinya dapat direkonstruksi kembali.
Rekaman yang dibentuk dalam materi fotosensitip disebut hologram. Pelat
fotografis dan gelombang elektromagnetik referensi koheren dibutuhkan untuk
membentuk rekaman cahaya yang tidak terfokuskan yang dihamburkan dari objek
yang dilluminasi gelombang elektromagnetik laser. Pola difraksi adalah
superposist gelombang elektromagnettk laser dari beberapa objek. Bila permukaan
pola, dipapari gelombang elektromagnetik laser yang sesuai, didevelop. dan

diiluminasi. bayangan tiga dimensi objek terbentuk dalam ruany. ladi holografi
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adalah metode interferensi perekaman gelombang elekiromagnetik cahaya vang
didifraksi oleh subjek yang diiluminasi dengan gelombang elektromagnetik
cahava koheren. Gelombang vang didifraksi disebabkan oleh interferensi dengan
gelombang referensi. Bila gelombang adalah koheren. fase refatif amara
gelombang objek dan referensi tetap konstan dalam wakiu tertentu yang
menghasilkan efek yang dapat diamati pada distribusi iniensitas maka pola
interferensi terbentuk. Perekaman fotografis pola ini. vang dinamakan hologram.
memuat informasi vang cukup tentang fase maupun amplitudo gelombang
elektromagnetik terdifraksi untuk memungkinkan rekonstruksinya. Bila hologram
diiluminasi dengan gelombang referensi maka terbentuklah rekonstruksi
gelombangmuka (wavefronn).

Metode holografi dapat menggunakan beberapa gelombang yaitu gelombang
elektron. sinar X. gelombang cahaya. makrogelombang. gelombang seismik. dan
akustik. asalkan gelombang adalah cukup koheren untuk membentuk pola
interferensi vang dibutuhkan. Tetapi holografi yang menggunakan daerah opus
spektrum gelombang elektromagnetik. rupa-rupanya jenis holografi vang terbaik.
Dengan menggunakan laser. holografi laser berkembang sangat pesat biarpun
dengan gelombang vang lebih pendek dihadapkan oleh kebutuhan sumber
koherensi.

Hologram holografi laser He-Ne adalah pola interferensi gelombang cahaya
laser He-Ne vang terekam pada film fotografis yang dapat menghasilkan

bavangan tiga dimensi bila dilluminasi sesuai dengan ketentuan.
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Cara membuat hologram sebagai berikut. Seberkas cahaya laser He-Ne dibagi
dua. Berkas yang satu dijatuhkan ke pemantul yang memantulkan cahava laser
He-Ne sebagai sumber cahaya laser He-Ne referensi, sedangkan berkas yang lain
dijatuhkan ke benda yang akan diambil gambar tiga dimensinya. Cahaya laser
He-Ne referensi dan pantulan dari benda berinteraksi dan membentuk pola
interferensi di film dan inilah yang disebut sebagai hologram. Cahaya laser He-Ne
dibutuhkan karena cahaya laser adalah monokromatis dan sefase (koheren). Bagan

berikut membantu menjelaskan pembentukan hologram.

o

.

Mcdianm folnsensian

(film)

Berkas cahava jaser

Gambar 2.6 Bagan pembentukan hologram secara umum (Collier et al., 1971).
dengan catatan (1) adalah pemantul cahaya laser sebagai sumber referensi dan
(2) adalah benda yang akan diambil gambar tiga dimensinya.
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Berikut ini adalah penjelasan bagaimana hologram diamati agar dapat terlihat
gambar tiga dimensi. Bila hologram diiluminasi dengan cabaya laser He-Ne
searah cahaya laser He-Ne referensi awal, maka bayangan tiga dimensi benda
terlthat scbagaimana aslinya. Bagan berikut membantu menjelaskan bagaimana

mengamati gambar tiga dimenst dan hologram.
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Gambar 2.7 lluminasi hologram dengan cahava laser He-Ne referensi.
Bavangan mava tiga dimensi objek dapat dilshat (Collier et al., 1971)

2.5 Deoxvribonucleic Acid (DNA)

DNA terdapat dalam sel yaitu dalam inti sel dan mitokondria. Protein dan
DNA membentuk serat {fiber) yang merupakan struktur kompleks yang disebut
chromosome. Di dalam DNA terdapat materi genetis yang dapat ditransmisikan

dart induk (orang tua) sel ke turunannya.
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DNA terdiri dari basa purine yaitu adenine (A) dan guanine (G}, basa
pyrimidine yaitu cytosine (C) dan thymine (T), gula pentose (2-deoxyribose), serta
asam phosponic.

Dengan menggunakan data penelitian sinar X dan melibatkan disiplin ilmu
kimia, fisika, serta matematika yang sangat fumit, Watson et al (1953)
melaporkan dalam NATURE magazine tanggal 2 April 1953 bahwa DNA
berbentuk untai ganda yang merupakan dowble helix, seperti tersaji dalam gambar

berikut.
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Gambar 2.8 Double helix DNA, yang dilaporkan oleh Watson & Crick
dalam NATURE magazine tanggal 2 April 1953 (Hill et al., 1993)

Kelompok gula dan phosphate (tulang punggung DNA) membentuk
bagian luar struktur DNA, seperti tangga spiral. Basa purine dan pyrimidine

merupakan bagian dalam struktur DNA dengan guanine dan adenine masing-
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masing sefalu berpasangan dengan cyfosine dan thymine. Jadi basa purine selalu
berpasangan dengan basa pyrimidine.

Hubungan adenine, cytosine, guanine, thymine, asam phosphonic dengan
gula deoxyribose tersaji dalam gambar berikut (Hill et al., 1993) yang juga
menyajikan bahwa DNA dalam larutan merupakan ion negatip karena DNA

adalah asam nukleat,

N,
-( j\/lj Adening (A)
N M :

|
| sy
o < - NH;
G- : DNA

CI} i Cywesing (C)
o, o
|

B

o]

O=p—0— H: |
0- O
- i

3°,5* phosphodiester
Plinkl:gc ([3 < NH Guanine (G)
.
O=li’—0—CH- NH.
1
0 @
Deoxyriboss | JC\/L\
o /k Thymire {T)
[ . o
o-

Gambar 2.9 Struktur kimia sebagian untai DNA (Hill et al., 1993)
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Martin et al.(1985) menyatakan bahwa hubungan basa purine dan basa

pyrimidine adalah merupakan ikatan hidrogen seperti dijelaskan pada gambar

berikut.

CHy PP ¥ -
o Oeemetitf
sl
s ° —< N-H“-N \O

~o. 07
CH! 0~----H-r~.fr \ﬁ /P:\O
o)
N
o] C -
R \O)’/O
)
3 o
c
- 0 \o\ A
CHy /P%
\ 0
s
0
0 -
o 0

Q -
0. °
P“\
!
1 * - I, . J /0
phosphate  deoxyribose nitrogenaus base
[ h Y J
nucleatide
A )
T
nuclentide
- wnwwhtydrogen Bond
A adenine
+ ¥ thymine
G guanine

C cytosine

Gambar 2.10 Sebagian molekul DNA vang menunjukkan hubungan pasangan basa
komplementer dan gambar tersebut merupakan gambar bagan (Martin et al., 19853)
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Hill et al.{(1993) menjelaskan adanya ikatan atom-atom dalam motekul.
Jika mengkaji elektronegativitas atom dalam molekul berarti kita menelaah
kecondongan atom itu untuk menarik elektron yang dipunyai bersama dengan
atom lain yang sama-sama dalam suatu molekul agar elektron atom temannya
mendekat ke inti atom tersebut. Jika diperhatikan gambar berikut maka atom
sebelah kanan atau sebelah atas menjadi lebih bermuatan negatip dengan menarik
elektron atom sebelah kiri atau sebelah bawahnya, dengan ketentuan kedua atom

tersebut dalam satu molekut.

;A - VIIA
(2.2
IIAIVA VA VIAVIIA

L I e e

et VIIIB &
15 |[IBIVB VB VIBVIB~———— B [BE

Gambar 2.11 Gambar elektronegativitas beberapa elemen (Hill et al., 1993)

Oleh sebab itu, atom yang lebih bersifat elektronegativitas akan makin
condong menarik elektron dari atom yang kurang bersifat elektronegativitas. Dua

atom dalam molekul, yang satu menarik elektron berarti bersifat bermuatan
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negatip dan vang lain vang ditarik elektronnya berarti bersifat bermuatan Dbstrik
positip. maka kedua atom tersebut tarik-menarik dengan gaya elektrostatis
sehingga kedua atom tersebut terikat dengan suatu iKatan.

Whitten et al.{1996) menjelaskan sebagar berikut. Jika dua atom dalam
molekul mempunvai perbedaan elektronegativitas besar maka ikatan kedua atom
tersebut merupakan ikatan ionis. tetapl ikatan kedua atom tersebut dinamakan
ikatan kovalen jika perbedaan elektronegativitas nol atau kecil.

Kroschwitz et al.(1990) memaparkan bahwa pemindahan elektron dari
atom meral ke atom nommetal dalam molekul menyebabkan adanya ikaian ionis
kedua atom tersebut. sedangkan penggunaan bersama elektron antara atom-atom
nonmetal dalam molekul menyebabkan adanya ikatan kovalen.

Whitten et al.(1996) juga menjelaskan bahwa dua atom nemmetal yang
sama dalam molekul menyebabkan ikatan kovalen nonpolar, sedangkan dua atom
nonmetal vang tidak sama dalam molekul menimbulkan ikatan kovalen polar.
Pada ikaian kovalen polar. atom yang lebih menggunakan elektron bersama diberi
tanda o- dan atom vang lain diber: tanda 6+. lkatan hidrogen bukanlah ikatan
kimia vang sebenarnva secara formal tetapi ikatan hidrogen adalah sebagai hasil
gava tarik antara atom &+ suatu molekul dalam hal in1 adalah atom H. dan atom &-
dari molekul vang lain.

Martin (1985) juga menjelaskan vkuran double helix DNA sebagai tersaji

pada gambar berikut
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Gambar 2,12 Double helix DNA yang disertai ukuran dimensinya (Martin et al., 1985)

Gelombang elektromagnetik bersifat dualistis, yaitu bila merambat
merupakan gelombang dan bila berinteraksi dengan materi bersifat partikel (Sears,
1976).

Radiasi gelombang elektromagnetik merupakan aliran foton dan tiap foton

mengandung energi sebesar hf dengan catatan h adalah konstanta Planck (h =

Y
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6.6256 x 107'1/s) dan f adalah frekuensi gelombang elektromagnetik (Hewitt,
1993},

Hill (1993) menjelaskan bahwa DNA (deoxyribonucleic acid) adalah
molekul yang bermuatan listrik negatip, karena DNA adalah asam nukleat.

Bila gelombang elektromagnetik berinteraksi dengan molekul (partikel)
vang bermuatan listrik maka penyerahan energi dari gelombang elekiromagnetik

ke partikel tersebut berupa energi foton (Alonso, 1975).

2.5.1 Replikasi diri DNA
Dasar fisis turun temurun telah dikenal sejak lama. Organisme bertingkatan tinggi
memproduksi turunannya secara seksual. Sel sperma dari pejantan dan sel telur
dari induk vang sama spesiesnya bersatu. Telur yang telah difertilisasi harus
mengandung semua informasi yang dibutuhkan untuk membuat semua berbagai
sel. jaringan. dan organ yang diperiukan individu baru. Bagi manusia. sel tunggal
tersebut harus mengandung informasi unluk pembuatan kaki, liver, paru, jantung.
kepala. rambut, tangan dan sebagainya serta semua instruksi yang dibutuhkan
untuk pertumbuhan dan pemeliharaan individu. Agar spesies tetap bertahan ada.
informasi harus ada dalam sel benih apakah sel sperma atau sel telur, untuk
produksi individu baru.

Materi dasar turun-temurun didapat dalam inti semua sel, terkonsentrasi
dalam chromosome. Jumlah chromosome dari spesies yang satu dengan yang lain
berbeda. Sel badan manusia mempunyai 46 chromosome. Satuan dasar sifat turun-

temurun disebut gene (gen) dan genes sambung menyambung secara linier pada
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chromosome. Selama pembelahan sel. tiap chromosome menghasitkan duplikasi
dirinya. Sel sperma dan sel telur hanva mengandung setengah chromaosome sel
badan. Jadi dalam reproduksi seksual. seluruh komplemen chromosome didapat
hanya bila sel telur dan sperma menggabung; individu baru menerima setengah
materi turun-temurun dari tiap orang tuanya.

Apakah gene itu? Terbuat dari apakah gene itu? Materi gene tidak lain
hanyalah bagian rantai DNA. Transmisi informasi genetis melibatkan replikasi
diri (kopi atau duplikasi) untai DNA.

Heliks ganda DNA Watson-Crick menyediakan model untuk replikasi
geneus. Bila dua untai heliks ganda dipisahkan dan ikatan hidrogen vang
mengikal pasangan basa bersama-sama putus. maka tiap untai akan bertindak
sebagai femplaie atau pola. dan mengarahkan sintesis untai DNA baru (lihat
Gambar 2.13).

Growing
poivmer

polymenzing
o ERZYNI

g
;
£
g

Template 17 Template
Monomenc

PrECUTsOrs

Gambar 2.13. Gambar sistematis formasi polimer komplemen pada
templare (Hill et al..1993).
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Dalam fluida sel yang mengelilingi DNA terdapat semua komponen nucleotide
yang dibutuhkan. Periu dijelaskan sekalt lagi bahwa adenine hanya dapat berpasangan
dengan thymine dan guanine hanya dengan cytosine. Tiap untai yang telah dipisahkan
bertindak sebagai femplate untuk pembentukan untai komplemen yang baru.

Sebagaimana nucleotide-nucleotide menjadi bersatu, nucleotide jadi bereaksi satu
dengan vang lain untuk membentuk sugar phosphate backbone untai baru. Dengan cara
ini. tiap untai molekul DNA yang semula membentuk duplikat partner semulanya.
Apapun informasi disandikan dalam heliks ganda DNA yang semula, sekarang terdapat
dalam tiap duplikatnya. Bila sel membelah. tiap sel anak mendapat salah satu moleku!
DNA dan semua informasi yang diperoleh dari sel induk. Gambar 2.14 adalah &iagrmn

skematis penjelasan replikasi DNA.

Lama

Baru

Baru
Lama 3

Lama

Gambar 2.14 Diagram skematis replikasi DNA (Hill et al., 1993).

Diagram 2.14 menjelaskan replikasi yang diasumsikan terjadi karena pemisahan
heliks ganda. Nucleotide terletak di posisi yang semestinya karena adanya enzyme yang
disebut DNA polymerase dan jembatan phosphate terbentuk, sehingga terjadilah

kembali konfigurasi heliks ganda semula. Tiap heliks ganda baru terdiri sebuah untai
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lama dan sebuah untai baru, suatu proses yang dikenal sebagai replikasi

semikonservatif.

2.5.2 Ribonucleic acid (RNA)

Molekul RNA terdiri untai tunggal atau nucleic. Semua seluler RNA terbentuk
dari bagian molekul DNA dengan mekanisme seperti replikasi DNA. Untuk menulai
biosintesis RNA, dua untai molekul DNA mulai terurai. Hal ini terjadi pada sisi yang
khusus yang disebut promofer, pada template DNA. Nucleotide tertarik ke bagian
melekul DNA vang untainya terurai sesuai kaidah pasangan basa DNA. Thymine,
cytosine, guanine dan adenine dalam DNA berturut-turat berpasangan dengan adenine,
guanine, cytosine dan wracil dalam RNA, Sebab RNA adalah kopi komplemen
informasi yang terdapat dalam DNA. proses biosintesis RNA disebut sebagai

transkripsi. Gambar 2.15 menjelaskan sintesis transkripsi RNA pada template DNA.

Templawe RNA dalum
DXNA SInlesis

arup phesphate
rup deoxyribose

Gambar 2.15 Sintesis transkripsi RNA pada template DNA (Hill et al., 1993).

Satu untai heliks ganda DNA digunakan sebagai sebuah femplate untuk tempat

basa RNA. Begitu nucleotide ada pada posist semestinya, tulang punggung phosphate
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terbentuk, sehingga menghasilkan untai RNA. Nucleotide terikat karena adanya enzim
polymerase RNA. Gambar 2.16 menjelaskan urutan proses dari heliks ganda DNA
terpisah sebagian, RNA terbentuk di bagian DNA yang terpisah, dan akhirnya RNA

melepaskan diri.
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Gambar 2.16 Heliks ganda DNA sebagian terpisah (a). RNA terbentuk pada bagian
DNA yang terpisah (b), dan selanjutnya RNA melepaskan diri (¢) (Hill etal., 1993).
Transkripsi berbeda dari replikasi DNA dalam beberapa hal. Selama transkripsi,
pada bagian DNA tertentu hanya satu untai DNA membantu sebagai femplate dan
dikopi, tetapi pada bagian DNA yang lain untai yang lain membantu sebagai template
untuk biosintesis molekul RNA yang berbeda. Jadi molekul RNA jauh lebih pendek
daripada molekul DNA. Segera setelah transkripsi sempurna, RNA terlepas dan heliks
DNA terbentuk kembali.
Tiga tipe dasar RNA adalah messenger RNA (mRNA), ransfer RNA (tRNA),

dan ribosomal RNA (rRNA).
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Messenger RNA (mRNA) terbentuk beberapa % jumlah total RNA dalam sel.
Molekul mRNA berada selama waktu yang relatif singkat. Laju degradast mRNA
berbeda dari satu spesies dan spesies yang 1ain dan juga dani tipe sel yang satu dan yang
lain. Dalam bakteri, setengah total mRNA terdegradasi tiap 2 menit, sedangkan dalam
hati tikus waktu paroh adalah beberapa hari. Setelah transkripsi, mRNA ke eyroplasm
dengan membawa pesan genetis dari DNA ke ribusome yang merupakan lokasi sintesis
protein.

Ribosomal RNA (rRNA) terbentuk 80% total kompiemen RNA selular. Ribosome
adalah struktur selular yang bertindak sebagai tempat untuk sintesis protein. Komposisi
ribosome adalah sekitar 65% rRNA dan 35% protein.

Transfer RNA (tRNA) adalah adalah asam nukleik yang molekulnya relatif
rendah dibandingkan dengan RNA yang lain. Dengan bantuan enzim khusus, t(RNA
mengikat asam amino khusus dan membawanya ke lokasi sintesis protein pada kode
genetis yang tepat. Tiap 20 asam amino yang didapat dalam protein mempunyai
sedikitnya satu tRNA yang sesuai. Adanya beberapa tRNA untuk asam amino yang
sama dtistilahkan mudripliciiy.

Molekul tRNA mempunyai struktur seperti daun semanggi. Salah satu loop
terdapat sebuah deret tiga basa unik yang berbeda dengan basa pada tRNA — Tripief ini
dinamakan anticodon. Asam amino khusus menjadi tertambat pada wung lain tRNA.
Dalam pembahasan sintesis pofypeptide, gambar % digunakan untuk menyatakan

molekul tRNA.
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2.5.3 Sintesis protein

Gene adalah segmen sebuah molekul DNA yang mengkode untuk biosintesis satu
rantai polypeptide yang lengkap. (Bila sebuah protein fertentu mengandung dua atau
febih rantai polypeptide, tiap rantai dikodekan oleh gene yang berbeda). Tiap gene
dalam segmen DNA mengandung sekitar 1000-2000 nucleotide. Sebuah sel manusia
mengandung sekitar 100.000 gene.

Berdasarkan kenyataan bahwa DNA membawa pesan, masih ada masalah
bagaimana pesan tersebut dibaca. Bagaimana deretan basa tertentu sepanjang rantai
DNA diterjemahkan ke dalam organisme yang rumit? Jawabannya adalah bahwa DNA
mengarahkan sintesis protein. Protein bermanfaat sebagai materi pembangun dan yang
paling penting adalah bermanfaat sebagai enzim.

Jika deretan basa sepanjang untai DNA menentukan deret asam amino sepanjang
rantai polypeptide, maka informasi yang terdapat dalam DNA harus dipindahkan dan
inti ke posisi sintesis protein. Hal ini telah dilaksanakan oleh interaksi seluruh asam
nucleic dengan lebih 100 enzim yang berbeda, Telah dipaparkan bahwa mRNA dibuat
dari template DNA dan tentunya mRNA mengandung deretan basa yang berkomplemen
DNA tersebut. Begitu mRNA terbentuk, mRNA diangkut menembus membran inti ke
dalam sitoplasma (dan tentunya ke ribosome), dengan membawa instruksi genetis. Tiap
kelompok (grup) tiga basa sepanjang untai mRNA sekarang menentukan asam
amino yang khas, dan deret grup triplet ini mendikte deret asam amino dalam
protein. Karena sandi melibatkan tiga basa tiap satuan terkodekan, maka hal ini disebut
sebagai kode triplet. Satuan kode ini dinamakan codon.

Proses yang melibatkan transfer informasi yang dikodekan dalam mRNA ke

struktur molekul protein dasar sening disebut translasi.
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Sebelum asam amino dapat digabungkan ke rantai polypeptide, asam amino harus
pertama kali diaktifkan. Keaktifan terjadi sebelum asam amino bereaks dengan molekul
pembawa tRNA. Proses yang sangat penting ini membutuhkan enzim aktivasi tertentu
dan partisipasi molekul ATP. Enzim (aminoacyl tRNA synthetases). maupun tRNA
keduanya sangat spesifik untuk asam amino khusus. Tingkat spesifikasi yang tinggi
enzim synthetase adalah sangat penting untuk penggabungan asam amino pada protein.

Setelah molekul asam amino telah diaktifkan dan telah menjalani reakst dengan

pembawa tRNA, sintesis protein dapat berlangsung.

2.5.4 Kode genctis

Deret basa pada mRNA mengarahkan deret asam aniino yang tepat untuk tiap
protein. Codon (satuan yang mengkode untuk asam amino khusus) terdiri sekelompok
tiga mucleotide yang berdekatan pada mRNA. Terdapat 64 kemungkinan friplet codons.

Berikut adalah persesuatan codon dan asam amino.

Uuuy Ucu UAU } v UGuU } oy

uuc L, uce | vact ™ uGc J -

UUA UCA >e! UAA Terminasi UGA  Terminasi

UuG UcCG UAG Terminasi UGG Trp

CUuU CCu CAU }His CGU

CucC Leu CCC Pro CAC CGC Try

CUA CCA CAA } Glu CGA ’

CUG CCG CAG CGG

AUC ACU AAU } A AGU Ser

AUU ¥ Lie ACC The AAC AGC

AUA ACA AAA } Glu AGA Trg

AUG He ACG AAG AGG

GUC GCU GAU } A GGU

GUU Val GCC | GAC J %P GGC |
GCA GAA Y 4, GGa {

GUG GCG GAG GGG
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Sifat kode genetis antara lain sebagai bérikut :

1.  Pada dasarnya kode adalah bersifat semesta. Binatang, tumbuhan, dan se] bakteri
menggunakan codon yang sama untuk menetapkan tiap asam amino. (Sedikit
pengecualian telah ditemukan).

2.  Kode adalah tergenerasi secara keseluruhan, kecuali dua kasus (methionine dan

tryprophan), lebih dari satu code triplet untuk asam amino tertentu.

2.5.5 Mutasi dan penyakit genetis

DNA mengarahkan sintesis protein melalui perantaraan mRNA dan deretan basa
dalam DNA adalah penting dan menentukan deretan asam amino yang cocok dalam
protein. Deretan basa dalam DNA mungkin diubah baik secara spontan atau oleh
paparan kalor, radiasi, atau bahan kimia tertentu. Perubahan deretan (urutan) basa dalam
molekul DNA diberi istilah mutasi. Tipe mutasi yang paling umum adalah substitusi
(basa yang lain disubstitusikan}, sisipan (penambahan basa baru). dan deletion
(kehilangan basa).

Banvak mutasi diabadikan oleh replikasi. Hal tm mugkin sebagai mutasi gene
untuk tujuan kebaikan (seperti untuk evolusi lebih lanjut lewat seleksi alam). tetapi
kebanyakan mutasi adalah merugikan. Jika titik mutasi terjadi di tempat yang penting
maka protein yang tidak sempurna akan terbentuk dan akan menghambat aktivasi
biologis dan mungkin menghasilkan kematian sel. Dalam hal ini dere;an {urutan) basa
DNA akan hilang dan tidak akan dikopi oleh sel anak. Mutasi yang tidak mematikan
sering menyebabkan penyakit turun-temurun. Penyakit tersebut dinamakan penyakit

genetis (Hill et al.. 1993).
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2.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) dan Analisis Urutan DNA
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mc. Pherson et al. (2000) menjelaskan bahwa PCR menggunakan komponen-
komponen mesin penggganda yang kompleks untuk amplifikasi fragmen DNA dalam
test mube. Dalam sistemn buffer vang sederhana, daerah molekul DNA templat ditiru
(copied) oleh suatu polymerase DNA yang menggunakan deoxynucleotides sebagai
building bloks untai vang baru (new strands). Sequence specific oligonucleotides
primers vang mengikat templat vang sesuai kaidah pasangan basa (Gambar_ 2.17)
mendefinisikan daerah templat untuk ditiru. Untai (strands) templat dipisah oleh
kalor (hear). vang menvebabkan ikatan hidrogen antara pasangan basa untai DNA
putus, suatu proses yang dikenal sebagai denaruration. Primer oligonucleotides
kemudian mendapatkan urutan komplementernya pada templat dan polymerase DNA
kemudian mulai menambahkan deoxymicleotides pada 3-OH group primer, yang
menghasilkan molekul dupleks baru (Gambar 2.17). Pada tahap berikutnya, molekul
double stranded baru tersebut didenaturasi lagi dan tiap untai tunggal (baik templat
awal maupun untai yang baru disintese) bertindak sebagai templat sintesis DNA lebih
lanjut. Jumlah untai urutan farges akan dilipatkan tiap siklus PCR (iihat Gambar
2.18).

PCR mengandalkan pada penggunaan suhu yang berbeda untuk tiga tahap
reaksi yaitu : denaruration. annealing. dan extension. Suhu yang tinggi (95°C)
digunakan untuk memisahkan untai templat DNA, peristiwa itu dinamakan
denaturation. Suhu kemudian diturunkan (pada suhu tergantung macam prinﬁer,

umpama untuk primer tertentu 55°C) untuk memberi kesempatan primer agar

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... Djajadi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

44

berpasangan basa pada urutan komplementernya pada untai templat, peristiwa itu
dinamakan annealing. Kemudian suhu dmaikkan 72°C untuk proses extension. Ketiga
tahap tersebut diulang untuk keperluan amplifikasi, umpama sampai 30 sikius.

Akhirnya suhu diturunkan menjadi 4°C.

5

TGCCTGCCATAGACTAGCTOATGCTGCAGCATAGCTA . . . GGCGATATCC '["T(i G'l| (.i (] (I A,Ti CCACAA -(I; 'll—ll'(|,(r(.
G‘ TCGH -Tl'l CCA
ACGGACGGTATCTGATCGACTACGACGTGCTATCGAT . . . CCGCTATAGGAAGCAGGGTICGGTGTTCCAACGG

5

Gambar 2.17. Oligonucleotides berpasangan basa sesuai dengan aturan pasangan
basa Watson-Crick dengan untai DNA templatnya yang sesuai. Ujng 3
oligonucleotides akan diperpanjang oleh polymerase DNA (Mc Pherson, 2000)

Template Lo SRR

Synlresis of aew DNA strand ~

y

5

Cooooe -

Gambar 2.18. Perpanjangan primer oleh DNA polymerase. Primer menempel pada
urutan komplementer, pada untai templat dan DNA polymerase menggunakan urutan
templat untuk memperpanjang primer dengan menggabungkan deoxynucleotides yang
benar (dNTP) (Mc Pherson, 2000). ‘
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Analisis urutan basa DNA
Old et al. (1989) menjelaskan bahwa pengurutan basa DNA adalah
kemampuan dasar memanipulasi gen secara modern. Ada 2 metode pengurutan basa

DNA yaitu Maxam-Gilbert dan Sanger-Coulson.

Metode pengurutan basa DNA oleh Maxam dan Gilbert.

Metode analisis urutan basa DNA Maxam dan Gilbert menggunakan reagen
(reagenr) untuk menyebabkan pemutusan basa khusus DNA. Sekarang untuk analisis
skala besar, metode tersebut kurang diminati lagi dibandingkan dengan metode
enamatik “dideoxy . Meskipun metode Maxam dan Gilbert masth menerapkan
prinsip elektroforesis gel polvacrylamide sebagai penentuan urutan basa.

Pada metode Maxam dan Gilbert (Maxam et al.,1977), titik awal adalah suatu
fragmen restriksi DNA tertentu. Untai DNA yang ditentukan urutan basanya harus
diberi tanda radioaktif pada salah satu wjungmya dengan gugus (group) fosfat P
Pemutusan basa khusus tergantung hal berikut : Reagen kimiawi spesifik/khusus akan
mengubah satu atau dua basa dalam DNA.

Tabel 2.2 Reagen untuk Maxam dan Gilbert pengurutan basa DNA

No | Kekhususan basa | Reaksi basa Penghilangan basa { Pemutusan untai
yang diubah
1 16 Dimetilfosfat asam | Piperidin Piperidin
2 1 GHA Asam Depurinase yang | Piperidin
| dikatalis asam
3 11T+C Hidrazin Piperidin Piperidin
4 I C Hidrazin + NaCl Piperidin Pipendin
5 |A+C NaOH Piperidin Piperidin

Sumber : Old et al {1989)
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Kemudian basa yang telah berubah dapat dipindabkan dart kerangka gula -
fosfat DNA.

Untai DNA diputus dengan piperidin di residu gula yang kehilangan basa.
Pemutusan tersebut tergantung pada tahap sebelumnya. Apabila tiap reagen basa
khusus digunakan dalam reaksi terbatas dengan DNA yang ujungnya diber tanda,
akan dihasilkan beberapa fragmen DNA yang panjangnya berbeda-beda. Hal yang
perlu digarisbawahi bahwa reaksi basa khusus dengan sengaja dibatasi agar
memberikan satu atau beberapa potongan per molekul. Hal ini disajikan pada gambar
berikut dengan beberapa fragmen terkumpul yang dihasilkan oleh reaksi spesifik G

diberikan sebagai contoh.

DNA yang p? ApGpCpTpTpGpApGpGpApCpGpA
diberi tanda
ujungnya
Fragmen p*?
DNA yang
bertanda di p*?
ujungnya "
p
p*

Gambar 2.19 Pemotongan kimiawi DNA hipotesis pada residu G. Suatu
set terkumpul fragmen DNA yang diberi tanda ujungnya dihasilkan karena
reaksi terbatas DNA: yang ujungnya bertanda dengan reagen khusus G.
Fragmen lain juga dihasilkan, tetapi hanya fragmen yang ujungnya tidak
memiliki tanda ( Old et al., 1989).
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Beberapa fragmen dihasilkan secara terpisah oleh pereaksi DNA dengan tiap
reagen (Tabel 2.2). Keseluruhan lima reaksi (Tabel 2.2) mungkin dilaksanakan; reaksi
kelima memberi informasi tambahan, yaitu semata-mata untuk menegaskan. Reaksi
pengurutan tersebut dianalisis dengan menjalankan empat atau lima sampel pada gel
pengurutan.

Gel pengurutan DNA adalah gel beresolusi tinggi vang dirancang untuk
memisahkan fragmen untai tunggal DNA berdasarkan acuan panjangnya. Secara rutin
gel semacam tersebut mengandung 6 — 20 % polyvacrvlamide dan 7 M urea. Urea
tersebut bertindak sebagai pendenaturasi (denarurant) yang fungsinya adalah
meminimalkan jumiah struktur sekunder DNA yang berpengaruh pada mobilitas
elektroforesis. Gel ini diberi gaya listrik untuk memberi kalor (hear) sehingga
suhunya mencapai 70° C. hal ini juga untuk meminimalkan Jumtah struktur sekunder
DNA. Pita DNA vang telah diberi tanda yang diperoleh setelah elektroforesis
semacam tersebut dapat ditampakkan oleh “aworadiography™ pada fembar lebar film
sinar X. Kemudian urutan basa DNA langsung dari tangga urutan dalam jejak basa

khusus vang terletak bersebelahan (Gambar 2.20).
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Gambar 2.20 Perbesaran autoradiography Maxam dan Gilbert (Old et al., 1989)

Pengurutan basa DNA metode terminator rantai atau metode dideoksi
atau metode Sanger dan Coulson.

Bila pengurutan basa DNA berskala besar maka metode Sanger lebih diminati
»

3

diaripada metode Maxam dan Gilbert. Pengurutan dengan metode Sanger digunakan

bersama-sama pengklonan DNA ke dalam M;; phage vektor untuk memproduksi

untai tunggal DNA.
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Agar dapat menyadari keanggunan teknologi kombinasi maka perlulah
memahami prosedur pengurutan DNA terminator rantai. Metode tersebut mengambil
manfaat dari dua sifat DNA polymerase. Yang pertama adalah kemampuannya
mensintesis dengan benar salinan komplementer template DNA untai tunggal. Yang
kedua adalah kemampuannya untuk menggunakan 2°,3° - dideoxynucleoside
triphosphates sebagai substrat (Gambar 2.21).

ﬁ‘-_ . Base
e Te S AGCHD

‘%-m«m?'(ﬁ:.‘mvw'm‘, S T T PR TP RAATAI AT By
3 deoxynucleoside triphosphate (le. 2z deo nucleotlde
Ea:&mm.u adz umup} osphate £ L B3

x dldeoxynucleohde:

T T e e

Gambar 2.21 Dideoxynucfeoside triphosphates berlaku sebagai terminator

rantai sebab dideoxyrucleoside triphosphates tersebut kehilangan gugus OH 3°.

Pemberian nomor atom karbon pentosa ditunjukkan pada gambar. Atom fosfor

a, B, dan v juga diberitahukan (Old et al., 1989),

Sewaktu analog (2,3 dideoksinukleotida) digabungkan pada titik tumbuh rantai
DNA, ujung 3’ kehilangan gugus hidroksil dan tidak lagi substrat untuk perpanjangan

rantai; jadi rantai DNA yang sedang tumbuh diakhiri pertumbuhannya.
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Pada penerapannya, fragmen Klenow DNA polymerase [ (yang kehilangan
aktivitas 5’ — 3’ exonuclease dari enzim yang utuh), digunakan untuk mensintesis
kopi komplementer urutan sasaran (fargef) untai tunggal. Permulaan sintesis DNA
membutubkan primer dan umumnya primer tersebut adalah oligonucleotide. Yang
disentesis secara kimiawi yang tergabung didekatnya.

Sintesis DNA dilakukan dalam keberadaan empat deoxynucleoside
triphosphate, salah satu atau lebih di antaranya ditandai dengan p** dan di dalam
keempat campurannya diinkubasi secara terpisah dan mengandung konsentrasi
rendah dari masing-masing dideoxynucleoside triphosphate. Oleh sebab itu dalam
tiap reaksi terdapat populasi molekul DNA yang sebagian tersintesis radioaktif
masing-masing mempunyai ujung 5’ yang sama, tetapi masing-masing panjangnya
berbeda sampai ke ujung 3’ basa khusus. Setelah periode inkubasi yang sesuai DNA
dalam tiap campuran didenaturasi (terpisah menjadi dua untai tunggal),
dielektroforesis sebelah menyebelah, dan pita radioaktif DNA beruntai tunggal di
deteksi dengan auforadiography.  Kemudian urutan basa dibaca langsung
autoradiograph seperti yang tersaji pada Gambar 2.22 dan Gambar 2.23 pada

halaman berikut ini.
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Add SCGTAAGGY Pimer

+* .3
s CATACGTGGCCTTACG i
.+ GGAATGC &
&
Add d*ATP, &"CTP, d"GTP and d'TTP
— }
Y add Bt TUAdd
- '4dCTP ddGTP | ddTTP
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L Klenow Kienow . Klenow'.
imgment’ fragment fragmant

CGTAAGG'C'C'ATCHG

CGTAAGG'C'CdA
and and
CGTAAGG'C'C'A'G'G"TdA CGTAAGG'C'C'A'C'G T'ATIG
CGTAAGGAC
. and CGTAAGG'C"C'A"C*GdT
CGTAAGG'CAC. and
and CGTAAGG'C'C'A'CG T AT
COTAAGG'C"C°AdC
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Hlecrophorese and avtoradiograph 1

CGTAAGGCCACGTAIT
CGTAAGGCCACGTdA l~—
CGTAAGGCCACGAT
CGTAAGGCCACIG f——
CGTAAGGCCAJC -
CGTAAGGCCdA ——
CGTAAGGCC
CGTAAGGIC

Direclion of
eleclrophoresis

|
-

g?);nglz?l;ei;? Pengurutan DNA dengan dideoxynucleoside triphosphate
scvagai term nator rantat.l.’Dalam gambar tersebut tanda bintang menunjukkan
o ay; . an awalan ‘d menunjoukkan adanya suatu dideoxynucleoside. Pada
ko%ak Perhatgii?r?f allli)NAkylang di urutkan urutan basanya dimasukkan dalam
- Per bahwa kalau primernya tidak - ditandai suatu radioisot i
yang paling kecil urutan CGTAAGGAC tidak akan di detleksiop 4:)1:;:]&1l

autoradiograph ; .
1989), graphy karena tidak ada basa yang diberi tanda tergabung (Old et al.,

'
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Gambar 2.23 Autoradiograph gel perurutan basa DNA yang diperoleh dengan
metode perurutan basa DNA terminator rantai (Old et al., 1989).

2.7 Kaitan Cahaya Laser Dengan Bidang Kehayatan
2.7.1 Cahaya laser ultraviolet (UV)

Pemaparan gelombang elektromagnetik laser yang panjang gelombang
308 nm dapat merusak sel manusia in vitro {Schomaker, 1997).

Gelombang elektromagnetik yang panjang gelombangnya 254 nm dapat
merusak DNA dalam inti sel manusia dan kerusakan tersebut dapat pulih kembali

( Nakagawa, 1998).
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Nakagawa (1998) menyebutkan dalam hasil penelitiannya bahwa dua bentuk
utama kerusakan DNA yang dikarenakan mendapat reakst gelombang
elektromagretik ultraviolet yang panjang gelombangnya 254 nm adalah cyclobutane
pyrimidine dimer (CPD) dan (6-4) photoproduct (6-4 PP). Kedua kerusakan tersebut
dipulihkan kembali dalam sei manusia yang normal oleh pemulihan pemotongan
nucleotide (nucleotide excision repair).

Hill et al. (1993) menjelaskan suatu kerusakan DNA karena pemaparan
cahaya UV sebagai berikut. Kerusakan DNA karena pemaparan cahaya UV

dinamakan thymine dimer (lihat gambar berikut).

Gambar 2,24 Bagan kerusakan DNA thymine dimer (Hill et al.,
1993).

Jadi cahaya UV yang memapar pada DNA menyebabkan kerusakan dimerisasi, yaitu
dua basa thymine yang berdekatan pada untai DNA menjadi berhubungan secara
kovalen. Dimer tersebut dapat diputus secara enzimatis dan untat DNA dapat pulih

kembali.
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2.7.2 Cahaya laser helium-neon (He-Ne)

Ocana-Quero et al. (1997) menjelaskan dalam penelitiannya antara lain
bahwa radiasi laser helium-neon (He-Ne) pada reaksi akrosoma (acrome reaction)
dalam sel spermafozoa sapi jantan menimbulkan pengaruh biologis. Pengaruh
tersebut adalah meningkatnya persentase sel sperma untuk reaks: akrosoma dengan
meningkatnya intensitas radiasi dari 2 sampai 16 joule/cm” in vitro.

Tiflova et al. (1997) dalam laporan penelitiannya menjelaskan bahwa pengaruh
radiasi laser He-Ne yang panjang gelombang dan pemaparannya masing-masing
adalah 632,8 nm dan 5-20 joule/m® pada campuran sel bakteri E-coli dan DNA
plasmid telah dipelajari. Hasilnya adalah terjadi penambahan efisiensi transformasi
2,5-3,0 kali dibandingkan dengan perlakuan yang biasa dilakukan dengan energi
kalor.

Vacca et al. (1997) menjelaskan dalam laporan penelitiannya antara lain bahwa
hepatocytes (sel hati) yang diisolasi diradiasi dengan cahaya laser He-Ne yang
pemaparannya 0,24 joule/cm®. Hasilnya adalah terjadi perubahan konsentrasi Ca®*
bebas cyrocolic (medium cair sitoplasma tanpa organel dan komponen membran) dan
penambahan potensial membran sel.

Mantiefel et al. (1997) menjelaskan dalam peneclitiannya bahwa struktur
mitochondria dikaji setelah pemaparan lymphocytes (sel darah putih) dengan laser
He-Ne vang panjang gelombang dan pemaparannya masing-masing 632,8 nm dan 56
joule/m®. Sayatan sangat tipis lymphocytes dipelajari dengan bantuan mikroskop
elektron setelah pemaparan radiasi selama 1 jam. Hasilnya adalah jumlah profile

mitochondria pada sel tidak mengalami perubahan luas total permukaannya.
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Morales et al. (1995) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa biakan lapisan
tunggal sel-sel jaringan kelenjar yang tumbuh ganas pada usus besar manusia
diradiasi cahaya laser He-Ne kontinu yang panjang gelombang dan dayanya masing-
masing 632,8 nm dan 12,6 milijoule/s. Radiasi tersebut tidak mempengaruli fase
siklus sel jaringan kelenjar pertumbuhan baru yang ganas pada usus besar mausia.

Karu et al.(1995) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa satu lapis Hela
diradiasi dengan cahaya laser He-Ne yang panjang gelombang dan intensitasnya
masing-masing adalah 632,8 nm dan 10 watt/m’ selama 10 sekon. Pemaparan radiasi
tersebut mempengaruhi peningkatan adenosine triphosphate (ATP) pada tingkat
seluler.

Koutna et al. (2003) menjelaskan dalam penelitiannya antara lain bahwa efek
radiasi cahaya laser daya rendah pada akuivitas proliferasi sel HeLa telah dikaji. Sel
dibagi 3 kelompok. Kelompok pertama sebagai kelompok sel kontrol, kelompok
kedua sebagai kelompok se!l yang terpapar dengan cahaya laser daya rendah kontinu
yang panjang gelombangnya 830 nm, dan kelompok ketiga adalah kelompok sel yang
disinari cahaya laser daya rendah berbentuk pulsa (5000 Hz) yang pemaparannya
antara 2 sampai 99 joule/cm’. Dengan membandingkan kelompok pertama, kedua,
dan ketiga maka dapat diketahui bahwa kelompok kedua dan ketiga menunjukkan
penambahan aktivitas proliferasi yang berarti dibandingkan dengan kelompok
kontrol. Sedangkan kel;:)mpok ketiga menunjukkan aktivitas proliferasi lebih tinggi
dibandingklan kelompok kedua. Hal ini berarti cahaya laser daya rendah merangsang

proliferast sel HeL.a.
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Irradiasi spermatozoa tikus in vitro dengan gelombang elektromagnetik
helium — neon (He-Ne) menyebabkan penambahan potensial fertilasi (fetilization
potensial) sel tersebut (Cohen, 1998).

Wollman (1998) meneliti dampak irradiasi gelombang elektromagnetik
hellum-neon (He-Ne) pada pertumbuhan sel dengan mengambil sedikit bagian tubuh
selaput otak tikus besar (raf) dan menempatkannya dalam suatu media agar terjadi
pertumbuhan (microexplants) serta hasil penelitiannya menunjukkan bahwa irradiast
tersebut pada daerah saraf yang terluka (injured nerve) mempengaruhi pertumbuhan
proses tonjolan suatu neuron (reurite), dengan demikian memperbaiki penyembuhan
jaringan saraf.

Efek gelombang elektromagnetik laser pada DNA dalam sel (cellular) belum
banyak dikenal (Ocana-Quero, 1997).

Koval et al. (2001) menjelaskan hasil penelitian mereka di antaranya bahwa
sintesis konjugasi metallophthalocyanine-oligonucleotide menyebabkan pekanya
DNA vang khas terhadap cahaya laser He-Ne yang panjang gelombangnya 632,8 nm.

Michael et al. (1993) menulis dalam laporan penelitian mereka antara lain
bahwa sel saraf imatur (newroblastoma cell line) manusia yang teradiasi cahaya laser
He-Ne dengan panjang gelombang 632,8 nm menambah sintesis DNA,

Rindge (2002) telah meneliti antara lain bahwa foton cahaya kasat mata
(seperti cahaya He-Ne yang panjang gelombangnya 632,8 nm), cahaya merah, atau
inframerah cukup ramah untuk diterima tanpa kerusakan sel dan jaringan. Cahaya

laser He-Ne tersebut berperan menambah produksi ATP (adenosin trifosfaf),

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... ) Djajadi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga 57

menambah respirasi dan metabolisme sel, merangsang aktivitas mritochondrial,
mempercepat sintesis DNA, RNA, dan protein.

Grego et al. (1989) menyajikan laporan penelitian mereka di antaranya bahwa
radiasi cahaya laser daya rendah (yaitu cahaya laser He-Ne) menambah beberapa
aktivitas infercellular, termasuk sintesis protein, transkripsi DNA, metabolisme
mitochondrial. Pada cahaya laser He-Ne mampu mengurangi rasa sakit, memperbaiki
proses integritas pada jaringan yang cidera karena luka badan yang disebabkan oleh
alat fisik, serta menambah regenerasi yang berkaitan dengan neuron (newronal
regeneration).

Batanouny et al. (2001), menjelaskan sebagian laporan penelitian mereka
bahwa radiasi cahaya laser He-Ne mampu memberi efek biostimulatory pa&a proses
integritas pada jaringan yang cidera parah karena luka badan yang disebabkan oleh
alat fisik, menyebabkan kemampuan memperlambat kemerosotan mutunya karena
oksidasi, merangsang sintesis DNA, RNA dan protein dalam sistem sel, serta dapat

mentmbulkan perbaikan DNA.

2.7.3  Cahaya laser yttrium aluminium garnet (YAG)

Gelombang elektromagnetik laser erbium YAG adalah pemotong jaringan
dengan kerusakan termal yang minimal (Hughes, 1998)

Untuk diskontinuitas jaringan patologik (fesions) pada daerah yang sulit
yang tidak dapat dijangkau oleh penggunaan aspirasi gas atau cairan dengan cara

mekanik, teknik pembuangan dengan cara pemotongan kulit oleh berkas gelombang
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elektromagnetik erbium YAG merupakan cara yang betul-betul mengunungkan
(Kaufmann, 1998).

Gutknecht (1998) melaporkan dalam penelitiannya bahwa Nd : YAG laser
dapat mengeliminasi tepat satu monolayer. Sel-sel yang ditutup oleh lapisan lain tidak
dieliminast.

Perez (1998) melaporkan dalam hasil penelitiannya bahwa laser Er : YAG

memainkan peranan penting pada penyembuhan superficial and mid-depth rhytides.

2.74  Cahaya laser CO»

Stocker (1998) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa pemakaian laser
dalam bidang kedokteran tumbuh pesat daiam beberapa tahun sebelum 1998. Analisis
kimia hasil peruraian zat organik karena pengarsh suhu (pyrolysis) akibat radiasi
gelombang elektromagnetik laser CO; menunjukkan bahwa sistem koloid dalam fase
kontinu gas yang ditimbulkan oleh dikomposisi (decomposition) janingan dapat
berbahaya bagi kesehatan hasil pyrolysis karena radiasi gelombang elektromagnetik
laser CQ, yang berasal dan jaringan babi menyebabkan genofoxic yang sangat
potensial seperti dampak perubahan mutasi genetis (mutagenic) dan oleh sebab itu
hasil pyrolysis tersebut dapat berpotensi membahayakan kesehatan manusia.

Berkas gelombang elektromagnetik laser CO; pulsa dapat digunakan untuk
mengganti kulit yang Kkeriput atau kulit yang rusak dengan jalan pergantian
permukaan kulit yang baru karena radiasi dari laser CO; tersebut mempunyai resiko
tanda yang tersisa dari penyembuhan (scarring) seminimal mungkin (Humphrey,

1598).

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... : Djajadi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

39

Daerah organ vang dibuang sebagian jaringannya dengan cara pemotongan
memakai berkas gelombang elektromagnetik laser CO: hampir tidak berdarah.
Setelah waktu yang lama, tanda yang tersisa pada berkas potongan organ karena
pemotongan gelombang elekiromagnetik laser CO, tidak ada bedanya dibandingkan
kalau dipotong dengan pisau biasa (Gatter, 1998).

Perlakuan (ireatment) gelombang elektromagnetik laser inframerah pada
suatu jaringan menghasilkan pengaruh efek pada jaringan sekitarnya yang tidak
mendapat perlakuan. Pengaruh efek terscbut berupa cara reproduksi sel (cell

proliferation) (Kolesnikova, 1998).

2.8 DNA pada Kajian Biofisika Radiasi Gelombang Elcktromagnetik

(Gelombang e.m.)

Alpen {1990) menjelaskan tentang DNA pada kajian biofisika radiasi gelombang
elektromagnetik (gelombang e.m.) di antaranya sebagai berikut.

Jaringan makhluk hidup yang terpapar radiasi geiombang e.m. dan jaringan
tersebut menyerap energi radiasi maka dapat terjadi efek fotolistrik. hamburan
Compton, atau produksi pasangan (pair production).

Efek fotolistrik terjadi jika foton radiasi berinteraksi dengan elektron orbital atom
vang terpapar radiasi dan elektron tersebut terpental dari orbitalnya yang ada di kulit
K. L, atau M atom. Elektron yang terpental dinamakan fotoelektron. Tempat yang
kosong karena elektronnya terpental dari orbitnya, katakan orbit a diisi oleh elektron

dari orbit yang lebih luar, katakan orbit b.
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Pergeseran elektron dari b ke a menghasilkan emisi foton gelombang
elektromagnetik yang energinya merupakan selisih energi ikat elektron pada orbit b
dan energi ikat elektron pada orbit a. Energi foton (hv) yang berinteraksi dengan
elektron di kulit a tersebut harus sama atau lebih besar daripada energi ikat elektron
di kulit a, umpama energi ikat di kulit a tersebut adalah EI Energi kinetis
fotoelektron adalah (huv-ED). Nilai energi ikat elekiron di kulit atom elemen jaringan
lunak sekitar 500 eV.

Jika foton berinteraksi dengan elektron bebas pada jaringan lunak makhluk
hidup dengan energi foton terletak antara 100 eV dan 10 MeV maka terjadilah
hamburan Compton. Pada hamburan Compton, foton pemapar akan dihambur dan
elektron bebas terpental dengan energi kinetis tertentu. Jika energi kinetis foton
pemapar 5,11 keV maka pada hamburan Compton terjadilah transfer energh ke
medium jaringan sebesar 2 %, sedangkan jika energi foton pemapar 5,11 MeV
terjadilah transfer energi sebesar 95 %.

Jika foton yang berenergi lebih besar 1,022 MeV memapar jaringan makhluk
hidup, maka terjaditah produksi pasangan dengan mekanisme sebagai berikut. Foton
yang melewati daeral dekat inti mengalami efek medan yang kuat dari inti dan foton
berubah menjadi pasangan elektron dan positron yang kedua massanya ekivalen
dengan energ 1,022 MeV.

Jika gelombang em. yang energi fotonnya rendah memapar materi dengan
nomor atom Z tinggi, hamburan energi dinamakan hamburan Rayleigh dan peristiwa

hatnburan Rayleigh tidak meninggalkan energi di mater: penghambur.
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Fotoelektron, pentalan elektron dari hamburan Compton, dan hasil produksi
pasangan merupakan partikel bermuatan sebagai hasil proses hamburan pertama.
Pertikel bermuatan yang bergerak dalam medium jaringan makhluk hidup tersebut
akan mengalami tontsast. Elektron yang berenergi 6 sampat 1 x 107 eV akan
menimbulkan 2 sampai 5 jonisasi molekul air. Elektron hasil proses hamburan
pertama merupakan faktor utama terjadinya penyerapan energi sistem molekul sei
hidup pada saat proses terjadinya radiasi gelombang e.m. pada sistem molekul sel
hidup.

Foton yang memapar jaringan makhtuk hidup dapat membuat elektron dan
orbit atom yang energi ikatnya paling rendah yaitu a ke orbit yang energi ikatnya
lebih tinggi yaitu b dengan syarat energi foton hu sama dengan (b-a). Peristiwa
tersebut dinamakan eksitasi.

Radiasi yang menyebabkan materi terionisasi dinamakan radiast pengton.

Moleku! yang terionisasi dan tereksitasi sangat tidak stabil, karena

konfigurasi elektrontk atom yang normal segera terbentuk kembalr.

2.9 Urutan Nukleotida Gen GLU1 Saccharomycopsis Fibuligera HUT 7212,
Target Fragment DNA 1784, Taksonomi Endomycopsis Fibuligera, dan

Sinonim Endomycopsis Fibuligera.

Satuan kelompok kecil yang terdin dan gula deoxyribose, asam fosfat, dan
salah satu basa dari basa adenine, cytosine, guanine, atau thymine pada DNA

disebut nucleotide.
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Penggandaan target DNA lokus gen glukoamilase dengan alat PCR
memerlukan primer P; dan P;. Pada penelitian ini digunakan P; = 5° GCG AGG
TTC TCT TGG TTT GG3’ dan P, = 5° GCT TGC ATG TTC TCC ACA AAG G
3’ yang diperoleh dari Lab. Biokimia — Organik Jurusan Kimia FMIPA Unair dan
urutan basa P; dan P, ditetapkan berdasar program Genmon version 4.10 dan
Primer Detective 1.0 vang dipesan ke Genset Singapore Biotech Pte serta
mengacu pada urutan nuklotida gen GLUL Saccharomycopsis Fibuligera HUT
7212 (Gambar 2.25)

Jika diperhatikan primer P; = 5° GCG AGG TTC TCT TGG TIT GG 3°
dan primer P, = 5° GCT TGC ATG TTC TCC ACA AAG G 3’ serta urutan
nucleotide gen GLU1 Endonycopsis fibuligera pada Gambar 2.25 maka diketahui
ujung P, akan menempel pada daerah DNA target di posisi —178 sedangkan ujung
P, menempel pada daerah target di posisi +49 dan ketika dilacak DNA target
adalah 1784 pb (Had1 S, 2001).

Penggandaan target DNA lokus gen glukoamilase (fragmen DNA 1784
Pb) dilaksanakan dan gen tersebut berasal dari isolasi DNA kromosom
Endomycopsis fibuligera ITTB R.ce.64. Endomycopsis fibuligera ITB R.ce.64 yang
diperoleh dari Lab. Mikrobiologi Kimia Teknik ITB.

Sebagai kontrol positip sewaktu memeriksa hasil penggandaan fragmen
DNA 1784 Pb digunakan DNA plasmid Saccharomycopsys fibuligera GLU1
HUT 7212 yang diperoleh dari Lab Biokimia — Organik Jurusan Kimia FMIPA
Unair yang berasal dari Dr. Ichiro Yamashita — Departemen of Fermentation

Technology Faculty of Engineering, Hiroshima University (Hadi S, 2001).
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Menurut Tjitrosoepomo (1986), kedudukan Endomycopsis fibuligera

dalam taksonomi adalah sebagai benikut :

Devisi : Thallophyta

Sub Devisi : Ascomycotina
Classis - Hemiascomycetes
Ordo - Endomycetales
Family : Saccharomy cetacae

Sub Family  : Saccharomy coidaecae
Genus - Endomycopsis

Species : Endomycopsis fibuligera

Endomycopsis fibuligera sinonim dengan Saccharomycopsis fibuligera (Kreger

van Rij, 1989).
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BAB I11

KERANGKA KONSEPTUAL HIPOTESIS PENELITIAN

3.1. Kerangka Konseptual Penelitian

Foton gelombang Tingkat Energi Tidalf terjadi
elektromagnetik elektron fragmen eksitasi fragmen
laser DNA DNA
&
Terjadi
—*| eksitasi fragmen
DNA
Gelombang
elektromagnetik
laser
*| Terpotong - >
Pemotongan
~*  fragmen |
¥ DNA Tidak |
-
Foton ferpotong Fragmen Fragmen
elektromagnetik || | | DNA DNA
laser tetap berubah
Urutan
basa tetap
Perubahan
urutan basa
—* fragmen
DNA Urutan
N basa >
berubah

Catatan : Fragmen DNA yang dimaksud adalah fragmen DNA 1784 pb in
vitro.
Pemotongan fragmen DNA adalah putusnya kaitan nucleotide
dengan nucleotide berikutnya pada untai fragmen DNA.
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Urutan basa berubah terjadi bila pemutusan gugus basa dengan
gugus deoxyribose dan gugus basa pasangannya.
3.2. Hipotesis
Tidak ada pengaruh radiasi gelombang elektromagnetik laser He-Ne dengan
intensitas sama pada saat perekaman gambar tiga dimensi holografis terhadap
fragmen DNA 1784 pb in vitro, yaitu untai fragmen DNA tidak putus dan urutan

basa fragmen DNA tidak berubah.
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METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang digunakan adalah penelitian eksperimen

laboratoris.

4.2 Variabel Penelitian
Variabel bebas adalah nilai pemaparan energi per satuan luas dari cahaya laser
He-Ne.
Variabel tergantung adalah (a) jumlah fragmen DNA 1784 pb yang terpotong
(b) jumlah basa pada fragmen DNA 1784 pb yang
mengalami perubahan karena mendapatkan
perlakuan penyinaran gelombang
elektromagnetik laser He-Ne.
Variabel kendali adalah suhu, kelembaban, dan tekanan udara ruangan.
Adapun energi cahaya laser He-Ne adalah berasal dari foton cahaya laser He-
Ne. Jadi pemaparan energi per satuan luas cahaya laser He-Ne adalah banyaknya
foton cahaya laser He-Ne yang memapar per satuan luas. Pemaparan energi

cahaya laser He-Ne dapat diberi satuan joule;"mz.

Banyaknya pasang-basa yang diamati diberi lambang n.

69
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4.3 Bahan Penelitian

Bahan penelitian proses PCR adalah, untuk 50 pl bahan yang diperlukan

adalah :

Templat DNA 2l (500 ng/ul)
Buffer PCR 10 x (MgCl,) S ul (0,1 mM)
dNTP 25 mM 4 1l (100 mM)
Primer P, ~ S ul (10 pmol)
Primer Py 5 ul (10 pmol}
Tag DNA polimerase 2,5 U/l
MgCl, 3 pl (25 mM)
Aqua bidestilata x pl

Jumlah 50 ul

Buffer PCR, Tag DNA polimerase dan MgCly, berturut-turut bertugas
menjaga agar nilai pH tetap , mengkatalis polimerisasi dan untuk mengoptimalkan
enzim mengkatalis reaksi polimerisasi. Primer P, dan P, diperoleh dari
Laboratorium Kimia Qrganik - Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Unair yang
penetapan uruian dan jumlah basanya menggunakan program Genmon version 4.1
dan Primer Detective Version 1.0 yang dipesan ke GENSET Singapore Bioteck
Pte Ltd. Selain itu digunakan DNA plasmid GLU1 Saccharomycopsis fibuligera
HUT 7212 yang diperoleh dari Laboratorium Kimia Organik - Biokimia Jurusan
Kimia FMIPA Unair yang berasal dari Dr. Ichiro .Yamashita Department of
Fermentation Technology Faculty of Engineering Hiroshima Universty (Had: S,

2001).
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Bahan untuk isolasi DNA kromosom Endomycopsis fibuligera 1TB R.cc.64
adalah sukrosa-tauge yaitu sukrosa 6%, ekstrak tauge 10% dan agar 2%, larutan
SSC (salin sodium citrat) yaitu NaCl 0,15 M dan  Nas-sitrat 0,015 M, larutan
saline<EDTA-SDS (NaCl 0,15 M, EDTA 0,1 M, SDS 2%, pH 8,0), SDS adalah
sodium dedosil sulfat, kloroform : isoamil alkohol (24:1), RNAse 100 pg/ml,
etanol, dan bufter TE.

Bahan penelitian proses sequencing DNA metode Sanger dengan reagent

"Bigdye Terminator" V2.0,

4.4 Instrumen Penelitian

4.4.1 Instrumen untuk penggandaan fragmen DNA 1784 pb
menggunakan intrumen PCR.

Penggandaan DNA 1784 pasang basa (pb) dilakukan dengan alat Polymerace
Chain Reaction (PCR) Thermal Analyzer Bio-rad, USA. Penggandaan dilakukan

sebanyak 30 siklus.

4.4.2 Instrumen untuk pelacakan urutan basa fragmen DNA 1784 pb
menggunakan instrumen teknik sequencing.

Instrumen tersebut adalah ABI PRISM 377 sequencer dengan metode Sanger

dan menggunakan reagent "Bigdye Terminator" V 2.0,

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... ' Djajadi
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Gambar 4.2 Foto alat metrologic fotometer.

Planck yaitu 6,6256 x 107" Js dan f adalah frekuensi cahaya taser He-Ne yaitu
(3 x 10%632,8 x 10°) Hz. Jadi Ey=hf=0,03 x 10”7 J.

Untuk mengetahui energi cahaya laser He-Ne datang di E sebesar 0,9 J/m®,
maka perlu memasang lubang sensor alat fotometer di E dengan mengatur tombol
pada posisi 0,003 mW. Atenuator diatur sedemikian rupa sehingga jarum skala
menunjuk angka 10. Jika pemaparan berlangsung 10 sekon berarti gelombang
elektromagnetik yang datang di E adalah 0,9 J/m®. Hal ini dijelaskan sebagai
berikut.

Lubang semsor fotometer berdiameter 2.5 mm; jadi luas lubang adalah

32,185 mm’.

[ MILIE 1
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Nitai 0,9 J/m? = 0,9 3/ 10° mm’ = 0,9 x 10 J/mm’
=0,9x10° x 32,1857 /32.185 mm’
= 0,9 x 10" x 32.185 J / (luas lubang sensor)
=(,0289665 x 107 mJ / (luas lubang sensor)
~ 0,03 mJ / (luas lubang sensor)

Kalau tombol diatur di posisi 0,003 mW (0.003 mJ/s) dan atenuator diatur
sehingga jarum skala menunjuk angka 10 dan pemaparan berlangsung 10 sekon
berarti energi gelombang elektromagnetik yang datang di E sejumlah 0,9 .Ihjnz.

Pengamatan perlakuan pada tanggal 25 September 2002 dengan data cuaca
adalah tekanan udara 752,6 mm Hg. kelembaban 36%, dan suhu udara 28°C.

Fragmen DNA dalam larutan TE.

Tempat fragmen DNA sewaktu mendapat perlakuan mempunyai volume
vang tebal. panjang, dan tingginya berturut-turut adalah 0,94 mm, 11,30 mm, dan
tinggi 12.00 mm. Fragmen DNA yang terlarut dalam TE bervolume 100 nl.
Dalam tempat fragmen DNA. volume tersebut berukuran panjang, tinggi. dan
tebal berturut-turut adalah 11,30 mm. 9.4 mm. dan 0,94 mm. Jadi luas volume
vang terpapar gelombang elektromagnetik laser He-Ne adalah 11,30 x 9.4 mm’
= 106,22 mm’. Karena tiap m’ di posisi E (lihat bagan) mendapat energi 0,9 1,
maka luas 106,22 mm? (= 106,22 x 10° m:) mendapat energi 0,9 x 106,22 x 10
= 95598 x 10 J. Karena energi foton laser He-Ne = 0,03 x 107 J, maka luas
106.22 x 10° m? mendapat foton sebanyak (933,28 x 10'6) /(0,03 x 10'”)
= 3.1842 x 10" buah foton. Tempat fragmen DNA tersebut dari bahan kaca yang

tebalnya 0.94 mm.
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4.4.4 Instrumen untuk pengamatan putus dan tidaknya fragmen DNA
1784 pb dengan alat elektroforesis.

Elektroforesis yang digunakan adalah elektroforesis gel agarosa. Agarosa
ditambah dengan buffer TAE dipanaskan kemudian didinginkan untuk dicetak
menjadi gel agarosa. Agarosa didapat dari perusahaan Promega dengan data :
Agarosa Analytical Grade.

Buffer TAE yang pH-nya 8 dibuat dengan larutan trismaz base 12,5 gram,
EDTA 9,306 gram, asam asctat glasial (yang kandungan aimya sedikit) sejumiah
2.85 mi ke dalam 25 ml aquades, kemudian pH diatur dengan penambahan HC
atan NaOH, setelah mencapai pH 8 larutan tersebut ditambah dengan air sampai

volume 50 ml dalam labu ukur, kemudian disteritkan dalam autociave.

4.5 Lokasi dan Waktu Penelitian
Lokasi penelitian di Lembaga Eijkman Jakarta dan Kampus C Unair yaitu
FMIPA Unair Jurusan Kimia dan Fisika serta TDRC. Urutan waktu (kronologi)
penelitian adalah di Kampus C Unair kemudian di Lembaga Eijkman Jakarta.
Eksperimen dilakukan dua (2) kali, karena uji statistis yang digunakan adalah
uji statistis dengan pendekatan Poisson dan uji statistis tersebut memerlukan

penelitian pendahuluan dan penelitian.
4.6 Prosedur Pengambilan Data

Pertama kali dilakukan adalah isolasi DNA. Isolasi DNA dari Endomycopsis

Sfibuligera ITB R.cc.64
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Endomycopsis  fibuligera ITB  R.cc.64 diperoleh dari  laboratorium
Mikrobiologi Kimia Teknik ITB. Peremajaan biakan Endomycopsis fibuligera
ITB R.cc.64 dikerjakan dengan cara memindahkan biakan lama ke medium padat
sukrosa-tauge yaitu sukrosa 6%, ekstrak tauge 10% dan agar 2%. Medium padat
tersebut ditempatkan dalam tabung yang posisinya miring. Biakan ditaruh pada
suatu tempat (diinkubasi) dengan suhu 30°C selama dua hari.  Biakan
Endomycopsis fibuligera yang terdapat dalam medium padat tersebut diambil
sedikit {diinokulasi) dengan logam berbentuk silinder (ose) kemudian dimas_ukkan
ke dalam 20 ml medium cair yaitu sukrosa 6% dan ekstrak tauge 10% . kemudian
dikocok dengan kecepatan 200 rpm pada suhu 30°C selama 16 jam. Hasil
inokulasi (inokulum) sebanvak 3%nya dipindahkan ke dalam medium cair satu
liter dikocok selama 16 jam pada suhu 30°C dan kecepatan 200 rpm untuk
digunakan dalam isolasi DNA dari Endomycopsis fibuligera ITB R.cc.64
tersebut.

Dengan sentrifugasi pada suhu 20°C dan kecepatan 10.000 rpm hasil
kocokan terakhir tersebut dapat dipanen selnyva. Endapan (pelet) sel sebagai hasil
panenan tersebut dicuci dua kali dengan larutan SSC (salin sodium citrat) yaitu
NaCl 0,15 M dan Na;-sitrat 0.015 M kemudian dicuci satu kah dengan larutan
saline-EDTA-SDS (NaCl 0.15 M. EDTA 0.1 M. SDS 2%, pH 8,0). SDS adalah
sodium dedosil sulfat dan akhimnya dibekukan dalam freezer pada suhu —20°C dan

pada saat berikutnya dicairkan pada suhu kamar. Sejumlah volume sel disuspensi

- dengan sejumlah volume yang sama dengan larutan saline-EDTA-SDS dan

Disertasi
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diinkubasi pada suhu 37°C selama 4 jam dan ditambah larutan NaClOs sampai
konsentrasi akhir 1 M, kemudian diinkubasi lagi selama 10 menit pada suhu
60°C. Untuk mengekstraksi DNA dari homogenat maka perlu mencampur
homogenat dengan kloroform : isoamil alkohol (24:1) yang volumenya sama
dengan homogenat. Campuran tersebut dikocok dengan tangan selama 30 menit.
Hasilnya berupa tiga lapisan cairan, yaitu lapisan paling bawah, tengah dan paling
atas berturut-turut adalah kloroform dan isoamil, protein dan DNA dalam air yang
disebut supernatan. Supernatan diperlakukan sekali lagi dengan kloroform dan
isoamil alkohol. Setelah yakin bahwa protein telah tidak ada pada supernatan,
maka DNA diendapkan dengan menambah dua kali volume etanol dingin. Pelet
DNA vyang diperoleh disuspensikan dalam larutan SSC dan ke dalam larutan
tersebut ditambah NaCl sampai berkonsentrasi 1 M, kemudian ditambah RNAse
100 pg/ml dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Kontaminan protein
dihilangkan dengan ekstraksi kloroform dan isoamil alkohol 3 sampai 4 kali dan
DNA diendapkan dengan menambah 2 kali volume etanol dingin. Pelet DNA
dilarutkan dalam bufer TE yang nantinva pada keperluan penggandaan fragmen
DNA dengan alat Polymerace Chain Reaction (PCR) dinamakan cetakan/templat
{remplate) DNA. Buffer TE adalah larutan 0,384 g tris base dan 0,0093 g EDTA
dalam 260 ml aquades. EDTA adalah efhy!e;ie diamine tetraacetic acid (Edetic
Acid).

Dengan alat UV-1201 Shimatzu hasil isolasi diukur konsentrasi dan

kemurniannya.
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4.6.1 Prosedur pengambilan data konsentrasi dan kemurnian hasil isolasi

Shahib (1990), menjelaskan untuk mengetahui kadar DNA. yartu berapa
ng/ul molekul DNA dalam larutan digunakan spektrometer. Sinar UV yang
diabsorpsi oleh molekﬁl DNA dalam larutan berbanding lurus dengan jumlah
molekul DNA dalam larutan tersebut. Pada absorpsi (A) dengan 7. 260 nm = 1.0
sesuai dengan 50 ng double helix molekul DNA.

Di samping i sinar UV dapat juga dipakai untuk mengecek kemurnian
larutan DNA dengan rumus,

AA260nm
AA280nm

kemurnian =

Hasil isolasi 2 ul DNA diencerkan menjadi 702 pl dan pada penyinaran UV
didapat A 7 260 nm = 0,196 dan A 7 280 nm = 0.131. Jadi konsentrasi isolasi

adalah = 0.196 x 50 x 702/2 = 3440 ng/ul dan kemurnian = 0.196/0.151 = 1.3.

4.6.2 Prosedur pengamatan data hasil penggandaan fragmen DNA dengan
alat elektroforesis gel

Alat yang digunakan prosedur pengamatan penggandaan fragmen DNA
adalah elektroforesis gel agarosa 2%. Gambar foto alat elektroforesis tersebut

adalah sebagai berikut.
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Gambar 4.3 Foto peralatan elektroforesis

4.6.3 Prosedur pengambilan data hasil penggandaan fragmen DNA 1784 pb
Penggandaan DNA 1784 pasang basa (pb) dilakukan dengan alat Polymerace

Chain Reaction (PCR) Thermal Analyzer Bio-rad, USA. Untuk 50 pl, bahan yang

diperlukan adalah :

Templat DNA 2 pl (500 ng/pl)
Buffer PCR 10 x (MgCl,) 5 ul1(0,1 mM)
dNTP 25 mM 4 pl (100 mM)
Primer P, S pl (10 pmol)
Primer P, _ 5 ul (10 pmol)
Taq DNA polimerase 2,5 U/ul
MgCl; 3ul (25 mM)
Aqua bidestilata x pl

Jumlah ‘50 ul
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Tag DNA polimerase tersebut yang digunakan pada proses PCR dapat
menggandakan fragmen DNA < 5 kilo pasang basa. Informasi tersebut didapat
dari Certificate of Analysis dari Amerrsam Pharmacia Biotech dan jurnal Focus
Life Technologies volume 22 number 1 2000 p2. Jadi dengan fagq tersebut PCR
mampu menggandakan fragmen DNA 1784 pb.

Sebelum penggandaan (amplifikasi) templat Endomycopsis fibuligera ITB R
cc 64 yang dilakukan 30 siklus, predenaturasi dilakukan dahulu pada suhu 95°C
selama 5 menit. Setelah predenaturasi, penggandaan (amplifikasi) dilakukan 30
siklus dan tiap siklus terdiri dari 3 tahap yaitu denaturasi pada suhu 95°C svelama
1 menit, annealing pada suhu 55°C selama 1 menit, dan ekstensi (perpanjangan)
pada suhu 72°C selama 2 menit. Akhirnya ditambah ekstensi (perpanjangan) pada
suhu 72°C selama 5 menit.

Untuk memeriksa apakah hasil penggandaan templat Endomycopsis
fibuligera ITB R cc 64 tersebut adalah fragmen DNA 1784 pb maka dilakukan
penggandaan fragmen DNA dari kontrol positip DNA plasmid pSf (plasmid
Saccharomycopsis fibuligera) GLU1 HUT 7212 dengan cara seperti penggandaan
fragmen DNA dan templat Endomycopsis fibuligera 1TB.R.cc.64. Hasil
penggandaan DNA dan templat Endomycopsis fibuligera ITB R cc 64 diambil 10
pl dan dicampur dengan 4 pl loading buffer kemudian dimasukkan ke sumur yang
kedua dart kiri pada gel agarosa 2% dan 10 pl hasil penggandaan fragmen DNA
dari kontrol positif DNA plasmid pSf GLU1 HUT 7212 dicampur 4 ul loading
buffer kemudian dimasukkan ke sumur ketiga dari kiri pada gel agarosa 2% yang

sama untuk proses elektroforesis.
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Gambar 5.1 pada Bab V melaporkan hasil elektroforesis gel agarosa 2%, hasil
PCR fragmen DNA dari isolasi DNA Endomycopsis fibuligera ITB R.cc.64, dan
hasil PCR fragmen DNA kontrol] positip plasmid pSf GLUL.

Cetakan gel agarosa berbentuk empat persegi panjang. Kedua elektrode pada
empat persegi panjang tersebut diberi beda potensial 86 volt sehingga ada medan
listrik yang berarah menuju sumur-sumur pada gel agarosa. Setelah beberapa saat
beda potensial tersebut dihilangkan. Foto hasil elektroforesis disajikan pada

Gambar 5.1 pada Bab V.

Alat pengambilan foto hasil elektroforesis disajikan pada Gambar 4.4 berikut.

Gambar 4.4. Foto alat perekam gambar hasil elektroforesis
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4.6.4 Prosedur pengambilan data putus dan tidaknya fragmen DNA 1784
pb karena penyinaran cahaya laser He-Ne berintensitas sama saat
perekaman gambar holografik pada bidang kehayatan

Pertama kali 100 pl hasil penggandaan fragmen DNA 1784 pb
ditempatkan pada volume yang tebal, panjang, dan tingginya berturut-turut adalah
(0,94 + 0,05 %)mm, (11,30 £ 0,042 %)mm, dan (12,00 + 0.44 %)mm. Fragmen
DNA yang terlarut dalam TE bervolume 100 pl. Dalam tempat fragmen DNA,
volume tersebut berukuran panjang, tinggi, dan tebal berturut-turut adaiah (11,30
* 0,42 %)mm, (9,4 £ 0,05 %)mm, dan (0,94 £ 0,06 %)mm. Jadi luas volume yang
terpapar cahaya laser He-Ne adalah (106,22 + 0,43 %)mm’. Karena tiap m* di
posisi E (libat bagan pada Gambar 4.1) mendapat energi 0,9 J, maka luas tersebut
mendapat energi (955,98 x 10 £ 0,43 %)J. Karena energi foton laser He-Ne =
0,03 x 10" J, maka luas tersebut mendapat foton sebanyak ((955,28 x 10%) /
(0,03 x 1077)) £ 0,43 % = (3,1842 x 10" + 0,43%) buah foton. Tempat fragmen
DNA tersebut dari bahan kaca yang tebainya (0,94 + 0,06 %)mm.

Sumur yang kesatu pada gel agarosa 2% diisi 10 ul fragmen DNA 1784 pb
yang telah dipapar cahaya laser He-Ne tersebut dicampur dengan 4 pi foading
buffer. Sumur yang kedua pada gel agarosa 2% diisi 10 pl fragmen DNA 1784 pb
yang tidak dipapar cahaya laser He-Ne tersebut dicampur dengan 4 pl loading
buffer. Sumur yang keempat pada gel agarosa 2% diisi 10 ul fragmen DNA 1784
pb yang tidak dipapar cahaya laser He-Ne tersebut dicampur dengan 4 ul Joading

buffer. Sumur yang kelima pada gel agarosa 2% diisi 10 pi fragmen
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DNA 1784 pb yang telah dipapar cahaya laser He-Ne tersebut dicampur dengan 4
wl loading bujfer.
Gel agarosa tersebut kemudian dilakukan proses elektroforesis dan hasilnya

adalah pada Gambar 5.3 pada Bab V.

4.6.5 Prosedur pengambilan data hasil sequencing fragmen DNA 1784 pb
sebelum mendapat perlakuan dan setelah perlakuan pada penelitian
pendahuluan dan penelitian

Pengambilan data sequencing fragmen DNA 1784 pb yang belum dan telah
terpapar cahaya laser He-Ne adalah dengan alat AB] Prism 377 sequencer dengan
menggunakan reagent "Bigdye Terminator” V 2.0 dengan metode Sanger, yang

dikerjakan oleh DNA Sequencing Services Yayasan Genneka Eijkman lustitute

For Moleculer Biology Jakarta.

4.7 Cara Analisis Data

Karena jumlah n fragmen DNA 1784 pb yaog diradiasi adalah besar (u>>)
atau jumlah basa yang diamati adalah besar dan jika x adalah jumlah fragmen
DNA 1784 pb yang mengalami kelainan yaiu terpotong atau jumiah basa yang
mengalami perubahan maka proporsi vang mengalami kelainan adalah p=x/n.

Jika p<<1 atau hampir sama dengan satu maka uji statistik yang digunakan
adalah pendekatan distribusi Poisson, tetapi jika p bernilai sekitar 0,5 maka uji
statistik yang digunakan adalah pendekatan distribusi Binomial (Brown, 1986).

Uji statistik dengan pendekatan distribusi Poisson dimungkinkan karena hal-

hal berikt;
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1. Variabel adalah variabel acak diskrit.

J

Hanya ada dua kategori yang timbul pada fragmen DNA 1784 pb setelah
pemaparan radiasi, yaitu kategori yang mengalami kelainan yaitu fragmen
DNA 1784 pb terpotong atau basa yang diganti dan yang tidak mengalami
kelainan yaitu fragmen DNA tidak terpotong atau basa tetap.

Timbulnya kejadian pada fragmen DNA 1784 pb yang satu dengan lainnya

L

adalah independen.

Probabilitas x buah fragmen DNA 1784 pb yang mengalami kelainan

adalah :

—h

(nyp )= e

Plxy.mp) = ol

dengan ketentuan bahwa e = 2,71828, serta nl, x1, dan % berturut-turut adalah
i

jumlah yang diamati, jumlah yang mengalami kelainan, dan proporsi yang
mengalami kerusakan pada penelitian pendahuluan, sedangkan n; dan x; masing-
masing adalah jumlah yang diamati dan jumlah yang mengalami kelainan pada
penelitian.

Nilai n,, x;, dan p; diambil dari

a. Literatur atau,

b. penelitian yang telah dikerjakan dan serupa dengan penelitian ini atau,

¢. penelitian pendahuluan.

Dalam penelitian ini yang dikerjakan adalah ¢, yaitu penelitian pendahuluan.
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4.8 Kerangka Operasional Penelitian

¢ Primer 1 | Template
| Primer2 ! DNA
. Pemrosesan PCR
Fragmen DNA
produk PCR
Dibagi 2
<.—._......-.-._.
Fragmen DNA | Fragmen DNA
produk PCR.  [” produk PCR
l Perlakuan penyinaran laser He-Ne
] o
! Primer1 Fragmen Fragmen DNA ! Primer 1 |
! Prmer? | DNA bebas mendapat ' Primer 2 |
[ ! perlakuan perlakman | { T T !
sequencing sequencing
Laporan Laporan
urutan basa urutan basa
fragmen DNA fragmen DNA
__ dibandingkan
o dielektrofioresi
dielektrofroresis Hasil perbandingan elTToToress,
urutan basa fragmen
DNA yang tidak dan
yang mendapat
perlakuan
Laporan hasil Laporan hasil
' I clektroforesis elektroforesis [
P dibandingkan
Hasil elektroforesis
dibandingkan apa ada
fragmen DNA yang
terpotong
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Penjelasan kerangka operasional penelitian

Primer 1 dan 2 adalah berurutan basa sebagai berikut.

Pl =35 GCGAGG TTC TCT TGG TTT GG 3'

P2 =5 GCT TGC ATG TTC TCC ACA AAGG 3

Template DNA kromosom diisolir dati Endomycopsis fibuligera.

Produk PCR adalah fragmen DNA 1784 pb.
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BAB V

HASIL PENELITIAN

5.1 Data Penelitian

Gambar 5.1 berikut ini adalah foto hasil elektroforesis gel agarosa 2% yang
menunjukkan dua pita. Baris teratas terlihat 6 pita yang menyatakan sumur gel.
Baris pita yang paling bawah terdiri dari dua pita yang menyatakan hasil PCR
fragmen DNA dari isolasi DNA Endomvcopsis fibuligera 1TB.R.cc.64 (pita kir1).
dan hasil PCR fragmen DNA kontrol positip plasmid pSf GLUI HUT 7212 (pita

kanan).

“— Baris teratas terdiri 6
pita yang menyatakan
sumur gel

itd pating ——
liri 2 pita *

Gambar 5.1 Foto hasil elektroforesis gel agarosa 2% yang menunjukkan dua
baris mendatar, Baris teratas terlihat 6 sumur gel. Baris pita yang di bawah
terdiri dari dua pita yang menyatakan hasil PCR fragmen DNA dari isolasi
DNA Endomycopsis fibuligera ITB.R.cc.64 (pita Kiri), dan hasil PCR fragmen
DNA Kontrol positip plasmid pSf GLU1 7212 (pita kanan).

89
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Tampak pada foto bahwa hasil PCR fragmen DNA dari isolast DNA
Endomycopsis fibuligera ITB.R.cc.64 adalah satu pita dan hasil PCR fragmen
DNA kontrol positip satu pita juga serta keduanya terletak satu garis mendatar.

Untuk mengetahui berapa kira-kira besar fragmen DNA hasil PCR digunakan
DNA marker vang diperoleh dari TDRC Kampus C Unair. Adapun DNA marker
tersebut berasal dari New England BioLabs Inc. dengan data yang disajikan pada
lampiran 2.

Gambar 5.2 berikut adalah foto hasil elekiroforesis fragmen DNA hasil
penggandaan PCR dibandingkan dengan DNA marker yang merupakan hasil
fotoelektroforesis setelah discan dari foto repro dengan program photoshop

resolusi 600 dan diperjelas serta difokuskan.

Lo A4 FEL R
s SRl ol LR V. (5 A/

-ty

e ek T

Disertasi Pengaruh Radiasi Cahaya Laser.... Djajadi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

91

Kilobasa

oy —»

84 —»

5.0 —»

3.0 e

40 —»
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penggandaan
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Jfibuligera I'TB
R.cc.64

43 —»

Gambar 5.2 Foto hasil elektroforesis fragmen DNA hasil penggandaan PCR
dibandingkan dengan DNA marker. Pada foto tersebut terdapat sepuluh pita
yang berada pada satu jalur ke bawah yang merupakan pita 10, 8. 6.5.4, 3. 2.
1Y, 1, dan ' kilobasa yang merupakan DNA marker. Sebelah kanan antara
pita 2,0 dan 1.5 kiHlobasa pada DNA marker terdapat satu pita yvaitu pita hasil
PCR fragmen DNA dar1 DNA enomycopsis fibuligera ITB R.cc.64..

Gambar 5.3 berikut (jika diperhatikan baris pita-pita mendatar vang terdiri
dari empat pita dan dari kiri diberi nomer 1. 2. 4. dan 5) adalah hasii elektroforesis
pita fragmen DNA setelah mendapal penvinaran cahaya laser He-Ne dan tidak
mendapat penyinaran cahaya laser He-Ne pada penelitian pendahuluan (pita

kesatu dan kedua dart kiri) dan hasil elektrotoresis pita fragmen DNA setelah
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mendapat penyinaran cahava laser He-Ne dan tidak mendapat penyinaran cahaya

laser He-Né pada pada penelitian (pita kelima dan keempat dari kin).

Gambar 5.3 Foto hasil elektroforesis yang menunjukkan dua baris
mendatar. Baris vang paling atas menunjukkan enam sumur gel
sedangkan baris di bawahnva menunjukkan empat pita yang
merupakan hasil elekuoforesis pita fragmen DNA setelah dan tidak
mendapat penvinaran cahava laser He-Ne pada penehtian
pendahuluan (pita kesatu dan kedua dari kin) dan hasil
elekiroforesis pita fragmen DNA setelah dan tidak mendapat
penvinaran cahaya laser He-Ne pada penelitian (pita kelima dan
keempat dari kiri. jika antara pita kedua dan ketiga yang kosong
diberi nomor ketiga).

Foto hasil elekiroforesis pada Gambar 5.3 tersebut dapat dijelaskan sebagai

berikut.

Jika empat pita yang terletak di tengah-tengah foto . dan kiri ke kanan.

diberi nomor 1. 2. 4. dan 3 maka
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pita 1 dan 2 adalah pita hasil elektroforesis fragmen DNA pada penelitian
pendahuluan

pita 4 dan 5 adalah pita hasil elektroforesis fragmen DNA pada penelitian
pita 1 dan 5 adalah pita hasil elektroforesis fragmen DNA setelah mendapat
perlakuan (penyinaran cahaya laser He-Ne)

pita 2 dan 4 adalah pita hasil elektroforesis fragmen DNA tidak mendapat
penyinaran cahaya laser He-Ne

pita 1, 2, 4, dan 5 terletak pada satu garis lurus

di bawah pita | dan 5 tidak ada pita lain

Data sequencing yang prosedurnya disajikan di anak subbab 4.6.5 tertera pada

halaman 94 sampai dengan halaman 101.
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diberi perlakuan saat penelitian pendahuluan (sekitar 500 buah basa)

Laporan urutan basa dengan pemicu primer P, pad
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Laporan urutan basa dengan pemicu primer Py pada fragmen DNA yang tidak

diberi perlakuan saat penelitian (sekitar 300 buah basa)
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Pada balaman 94 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P, pada fragmen DNA yang belum diberi perlakuan saat penelitian
pendahuluan (sekitar 500 buah basa), yang diberi kode 13-DNA-A-P;.

Pada halaman 95 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P, pada fragmen DNA yang telah diberi perlakuan saat penelitian
pendahuluan (sekitar 500 buah basa), yang diberi kode 15-DNA-B-P.

Pada halaman 96 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P; pada fragmen DNA yang belum diberi perlakuan saat penelitian
pendahuluan (sekitar 500 buah basa), yang diberi kode 16-DNA-B-P;.

Pada halaman 97 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P, pada fragmen DNA yang telah diberi perlakuan saat penelitian
pendahuluan (sekitar 500 buah basa), yang diberi kode 14-DNA-A-P;.

Pada halaman 98 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P, pada fragmen DNA yang belum diberi perlakuan saat peanelitian (sekitar
500 buah basa), yang diberi kode 27-DNA-B-P;.

Pada halaman 99 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P, pada fragmen DNA yang telah diberi perlakuan saat penelitian (sekitar
500 buah basa), yang diberi kode 25-DNA-A-P,.

Pada halaman 100 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P; pada fragmen DNA yang belum diberi perlakuan saat penelitian (sekitar

500 buah basa), yang diberi kode 28-DNA-B-P;.
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Pada halaman 101 disajikan hasil sequencing urutan basa dengan pemicu
primer P> pada fragmen DNA vang telah diberi perlakuan saat penelitian (sekitar
500 buah basa), yang diberi kode 26-DNA-A-P:.

Primer l"I dan P; masing-niasing memantau urutan basa dari ujung
kiri dan dari ujung kanan fragmen DNA 1784 pb.

Setelah diteliti data halaman 94 *sampai dengan 101 maka data-data
tersebut menghasilkan data yang tertera pada Tabel 5.1 dan 5.2 di halaman 104
dan 103.

Data penelitian pendahuluan menyatakan bahwa dari 800 basa, tir:;p basa
(A. C. G atau T) yang jumlahnfa n; dan perubahannya x, tercatat pada Tabel 5.1
berikut.

Cara menetapkan besarnya n, dan x; telah dijelaskan di Gambar 3.4

berikut
15DNA-B-PT 7 .
Eijkman Institute-Jakarta
7
I:ans 15_‘ 4
GORLAGENE? ?-.A'EGCT TCCATT TACTECATCACCTCE, ~
20, A1 80, 50

513-DNA-A-P1
' iEijkman Inst[tute Jakaria
(15

| { :Lane 13

¢
t
¢

TG COTAN e NTTE O 8 TG cTCL |
30 4G

Gambar 5.4. Ujung kanan lembar data berkode 15.DNA-B-P; dan

13.DNA-A-P,.
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Dari Gambar 5.4 dapat diketahui bahwa basa C vang terletak urutan basa
kelima dari kiri berubah jadi T dan basa T terletak pada urutan basa keenam dari
kiri berubah jadi C. Alat sequencing memberi tahu bahwa lambang N tidak jelas

apakah men}'atakan basa A. C, G, atau T.

Tabel 5.1 Jumlah basa (n,) dan jumlah basa vang berubah (x|} pada penelitian

pendahuluan
n X1
basa (umiah basa) (jumlah basa yang

. berubah)

A 265 8

C 165 8

G 134 5

T 236 7

800

Data pada penelitian menyaiakan bahwa dari 8§00 basa, tiap basa (A, C. G.
atau T) vang jumlahnya n» dan perubahannva x» tercatat pada Tabel 3.2 bertkut.
Cara menetapkan besarnya n; dan x, pada Tabel 5.2 seperti cara penetapan

besarnya ny dan x, pada Tabel 5.1 vang telah dijelaskan.
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Tabel 5.2 Jumlah basa (n») dan jumlak basa vang berubah (x>) pada penelitian.

n: X2
Basa (jumlah basa) . | (jumlah basa vang berubah)
A 262 9
C 138 8
G 127 9
T 233 7
800

5.2 Analisis dan Hasil Penelitian
Karena dari data hasil elektroforesis pada subbab 3.1 pada gambar 3.1

menunjukkan bahwa PCR fragmen DNA dari isolasi DNA Endomycopsis

fibuligera ITB.R.cc.64 adalah sawu pita dan hasil PCR fragmen DNA kontrol

Disertasi

positip satu pita juga serta keduanva terletak satu garis mendatar, hal ini
menandakan ukuran fragmen DNA Kkeduanva sama. Dan Gambar 5.2
menunjukkan fragmen DNA hasil penggandaan templat Endomycopsis fibuligera
[TB R.cc.64 sekitar 1784 pb serta pada Gambar 5.3 pada halaman 102 ternyata
tidak ada pita di bawah pita 1 dan 5 | maka hasil penelitian menyatakan bahwa
fragmen DNA 1784 pb in vitro tidak putus vaitu tetap merupakan fragmen DNA
1784 setelah mendapat penyinaran gelombang elektromagnetik laser He-Ne
dengan energi pemaparan 0,9 joule/m”.

Dari data sequencing yang tersaji pada subbab 5.1 (Tabel 5.1 pada halaman
104 dan Tabel 5.2 pada halaman 103) tersebut, dengan pendekatan distribusi

Poisson dapat dihitung probabilitas perubahan basa éebagai berikut

Pengaruh Radiasi Cahaya Laser....
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Tabel 5.3 Perhitungan probabilitas rata-rata dengan pendekatan distrtibusi Poisson.

B " Penelitian Pendahuluan Penelilian
‘ 5 - ” - ]
Basa ny (jm! basa po=— " (jml basa " ( ).v: -1y ! P(Xz”z 4 ) = (—2'&27-"‘
(jm! yg m (Gm! ve i 24 € x,! Y2
- basa) berubah) proporsi | basa) berubah) s R ‘_m__ o B
A 265 B 0,03012 262 9 7.982 118763691,80 | 3,737213843 x 107 | 2,755731922 x 10" 0.122
C 165 8 0,04848 i58 8 7,660 11853051,11 | 4,713074108 x 107 | 2,48015873 x 10°* 0,139
G 134 5 0,03704 127 9 4,704 1127731,776 | 9,58968659 x 107 | 2,755731922 x 10 0,023
T 236 7 0,02966 253 7 7.504 1339830.246 | 5.08764515 x 10 | 1,984126984 x 107 0,135
P =0,105

Proporsi rata-rata perubahan basa pada penelitian pendahuluan p, = 0,036325, sedangkan proporsi rata-rata perubahan basa pada penelitian p, = 0.045879545.

9501
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BAB VI

PEMBAHASAN

Pembahasan berikut ini antara lain mengkaitkan kajian secara teoritis
dampak pemaparan radiasi gelombang elektromagnetik {aser He-Ne pada {ragmen
DNA 1784 pb in vitro dan hasil penelitian eksperimental. Hasil bahasan secara
teoritis tersebut digunakan untuk mengklarifikasi hasil penelitian eksperimental
laboratoris yang telah disajikan pada Bab V, yaitu fragmen DNA 1784 pb in vitfo
tidak putus ( pada halaman 105 pada Subbab 5.2) dan pada penyinaran cahaya
laser helium-neon tidak menyebabkan perubahan urutan basa fragmen DNA

tersebut akan disajikan pengelasan pembahasan sebagai berikut.

6.1 Untai Fragmen DNA In VitroTidak Putus

Keluaran foton laser He-Ne adalah disebabkan transisi tingkat energi elektron
neon (Ne) 35 ke 2p’ yang panjang gelombangnya 632.8 nm.

Foton laser He-Ne mempunyai energi E; = 0,031 x 107" joule (J) dengan
perhitungan sebagai berikut.

Energi foton gelombang elektromagnetik laser He-Ne adalah E; =hf, dengan
catatan h adalah konstante Planck yaitu 6,6256 x 10 Js dan f adalah frekuensi
gelombang elektromagnetik laser He-Ne yaitu (3 x 10%/632,8 x 10%) Hz. Jadi E =
hf=0,03x 107 J.

Nucleotide (basa A, C, G, atau T dan deoxyribose serta phosphate) berkaitan
dengan nucieotide berikutnya terikat karena energi potensial elektrostatis . antara

atom O di gugus phosphurc pada nucleotide dan atom C di gusus gula

107
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deoxyribose nucleotide berikutnya. Hal ini disajikan pada Gambar 6.1 berikut atau

Gambar 6.2 pada halaman 108 atau halaman 111,

NH.,

N
—{ ) Adcnine (A)

l
— 3 - N
P |< ™~
0 N NH,
Sy

3
i N DNA
(13 A Cytosine (C)
o=;i>—o—E:H3 o_ N0
o
3'.5" phosphodiester
linkace ? <‘ /L Guanine {G)
0=-=11>—0—cu.. NH,
O
Dcoxynbosc " H;C .
CI} )% ‘Thymmc m
Oﬂfl’——O—-CHg O
o-
0

{

Gambar 6.1 Struktur kimia sebagian untai DNA (Hill et al., 1993)

Whitten et al.(1996) menjelaskan bahwa elektronegativitas menurut skala
Pauli untuk atom C, O, dan P berturut-turut adalah 2,5 , 3,0, dan 2,1. Karena ada
pemilikan elektron bersama-sama antara atom O dan atom C serta karena

elektronegativitas atom O lebih besar daripada atom C maka atom O lebih
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condong mendapat kontribusi 1 eicktron dari C dan atom C condong kekurangan
1 elektron. Atom O yang telah dibahas tadi dengan atom P yang sama-sama dalam
phosphate berpemilikan elektron bersama dan karena atom O menurut skala Pauli
berelektronegativitas lebih besar daripada atom P maka atom O tersebut condong
mendapat kontribusi lebih 1 elektron dan atom P. Oleh sebab itu atom O condong
berkelebihan 2 elektron dan atom C condong kekurangan 1 elektron. Whitten et
al(1996) menjelaskan bahwa jarak atom O dan C adalah 2,17 x 107 m.
Nucleotide pasangan basa A dan T maupun C dan G mempunyai energl potens_ial

elektrostatis  (Titler, 1991) sebesar

_2x9x10°x 2 x L6x107° x1,6x1077

E =
217x107°

"

=.0,4248 x 10" joule

Karena E; < | Enl maka energi foton E; gelombang elektromagnetik laser He-
Ne secara teoritis tidak mampu memutuskan fragmen DNA 1784 pb 1n vitro
jika dilakukan penyinaran gelombang elektromagnetik laser He-Ne dengan energ)
pemaparan 0.9 joule / m’.

Hasil eksperimen ( pada Subbab 5.1} menjelaskan sebagai berikut.

Disertasi . Pengaruh Radiasi Cahaya Laser....

Djajadi



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

110

Hasil eksperimen tersebut menyatakan bahwa pita fragmen DNA 1784 pb
pada penelitian pendahuluan dan penelitian berada pada satu garis. Karena pada
elektroforesis digunakan beda potensial yang tetap yaitu 86 volt maka pada alat
elektroforesis terdapat medan listnk yang tetap dan sama, sehingga gaya
elektrostatis F pada semua fragmen DNA di pita 1,24, dan 5§ adalah sama yaitu F
= ma (m adalah massa fragmen DNA dan a adalah percepatan fragmen DNA
bergerak). Karena pada selang waktu tertentu jarak posist semua pita dan
sumumya sama, sedang selama fragmen DNA bergerak mengalami hambatan
yang sama, maka massa fragmen DNA pita 1,24, dan 5 adalah sama. Hal ini
berarti fragmen DNA pada pita | dan S tidak mengalami pemutusan schingga
secara penelitian eksperimental laboratoris fragmen DNA tidak mengalami

pemutusan jika terpapar foton laser He-Ne.

6.2 Pemaparan Cahaya Laser He-Ne Tidak Mengubah Urutan Basa
Fragmen DNA In Vitro,
Jika diperhatikan hubungan basa A-T dan basa C-G pada Gambar 6.2
berikut, maka basa A-T terkait dengan 2 ikatan hidrogen dan basa C-G terkait

dengan 3 ikatan hidrogen.
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Gambar 6.2 Sebagian molekul DNA vang menunjukkan hubungan pasangan basa
komplementer dan gambar tersebut merupakan gambar bagan (Martin et al.,1983)

\\-thitten et al.(1996) menjelaskan bahwa energi ikat ikatan hidrogen adalah
amara nilai -0.0017 x 1077 joule dan -0.0024 x 10" joule serta dalam
pembahasan ini diasumsikan nilai energi ikat ikatan hidrogen adalah di antara dua
nilai tersebut vaitu E, = -0.002 x 1077 joule. Energi ikat tersebut merupakan

energi potensial elektrostatis .
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Basa A.C.G. dan T masing-masing terikat dengan gula deoxyribose dengan
energi potensial elektrostatis vaitu energi poiensial elekurostatis . antara atom N
vang ada di basa dan atom C yang ada di gula deoxyribose.

Whitten et al.(1996) juga ménjelaskan bahwa elektronegativitas menurut
skala Pauli untuk atom C. H. N, dan O berturut-turut adalah 2.5 . 2,1 ,3.0 .dan
3.5. Sedangkan atom C, H. N. dan O masing-masing mempunyal konfigurasi

elektron pada kulit atom vang paling luar adalah sebagai berikut.

Tabel 6.1 Konfigurasi elekiron kulit paling luar C, H, N, dan O

Atomn Konfigurasi elekiron kulit paling luar
C S
H '
N $p’
O 25" 2p*
2 3s° 3p°

Sumber : Whitten et al.(1996)

Jadi dalam hal pemilikan elekiron bersama, atom N pada basa A, C. G, atau
T mendapat kontribusi tiga elektron dari atom C di sekelilingnya. dan oleh sebab
itu atom N dapat dikatakan bermuatan listrik negatif sebesar muatan listrik 3
elektron. Tiap elektron bermuatan -1.6 x 10" coulomb. Sedangkan atom C yang
ada di gula deoxyribose dan terikat dengan atom N di basa A. C, G, atau T
condong berpemilikan bersama dengan satu elektron di N seperti disebutkan tadi
dan condong berpemilikan bersama dengan atom O sebelahnya yang sama-sama
dalam deoxyribose, tetapi atom C tersebut berpemilikan bersama 1 elektron

dengan atom H yang disebelahinya serta berpemilikan bersama 1 elektron dengan

£ -

* mprenne ARAAT :~
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atom C di sebelahnya vang sama-sama dalam deoxyribose. Mengingal gejala
elekironegativitas skala Pauli. maka atom C tersebut condong bermuatan positip
senilai harga mutlak muatan 1 elektron yaitu 1,6 X 10" coulomb.

Whitten et al.(lé%) menjelaskan bahwa jari-jari atom C dan jari-jari ion N
masing-masing adalah 0,77 angstrom dan .71 angstrom. Jadi dapat diasumsikan
bahwa jarak atom C dan N pada ikatan kovalen basa dan gula deoxyribose adalah
(0,77 + 1.71) angstrom = 2,48 x 107 m.

Energi ikat basa A, C, G, atau T dengan gula deoxyribose adalah merupakan
energi potensial elektrostatis  (Titler. 1991) vaitu Ex = -9 x 10°x 1.6 x 10" x 3
x L6 x 107 (2,48 x 1079 joule = -0.279 x 10" joule.

Dengan memperhatikan energi ikat hidrogen dengan basa pasangannyva dan
energi potensial elektrostatis A atau T dan gula deoxyribose maka

energl tkat basa A = energi ikatbasa T = E( + 2 Ej
=(-0,279 - 2 x 0.002)x10""7 joule

-0.283 x 10" joule

Dengan memperhatikan energi ikat hidrogen dengan basa pasangannya dan
energi potensial elektrostatis  antara C atau D dan gula deoxyribose maka
energi ikat basa C = energi ikat basa G = E + 3 Ey
=-0.285 x 1077 joule
Karena energi foton laser He-Ne yaitu Ey= 0,03 x 10" joule < harga mutlak
energi potensial elektrostatis (harga mutlak energi ikat) basa A, C. G, atau T maka
foton laser He-Ne tidak dapat memutus ikatan basa. Jadi secara teoritis fragmen

DNA in vitro tidak mengalami perubahan urutan basa saat mendapat perlakuan
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penyinaran gelombang elektromagnetik laser He-Ne dengan energi pemaparan 0.9
joule / m”.
Dari hasil penelitian eksperimental laboratoris (yang telah dijelaskan di

Subbab 5.2 pada halaman 106) menyatakan bahwa probabilitas rata-rata

perubahan basa fragmen DNA adalah P << 1, yaitu bemnilai 0,105. Dengan
proporsi perubahan rata-rata penelitian pendahuluan dan penelitian masing-
masing bemilai 0,03633 dan 0,04588. Jumlah foton yang memapar adalah 3,1842
x 10" buah foton (anak subbab 4.6.4) dan jumlah basa yang terpapar dalam
penelitian adalah 19,2765 x 10" (tampiran 3). Andaikan foton laser He-Ne

mampu  memutus basa maka proporsi perubahan basa  adalah

31842 x 10"
19,2774 < 10"

=0,16518, yang milainya jauh lebih besar daripada nilai 0,03633
atau 0,04588.

Oleh sebab i1tu penyinaran gelombang elektromagnetik laser He-Ne tidak
menvebabkan perubahan basa pada fragmen DNA 1784 pb in vitro. Perubahan
vang sedikit int karena pengaruh lingkungan.

Kemungkinan lingkungan yang mempengaruhi adalah zat kimia dalam
larutan, subu, tekanan udara, kelembaban, dan sinar kosmik. Zat kimia dalam
larutan sudah diusahakan tidak ada kecuali zat pelarut TE. Kelembaban juga tidak
mempengaruhi sebab fragmen DNA dalam larutan TE. Subu dan tekanan udara
juga tidak mungkin karena bila mempengaruhi, semua basa akan terpengaruh.

Satu-satunya kemungkinan yang mempengaruhi adalah sinar kosmik karena sinar

kosmik yang datangnya dari lvar angkasa dengan energi yang tinggi secara acak
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mempengaruhi lingkungan (subbab 2.11 pada halaman 66). Pada subbab 2.11
dijefaskan bahwa pakar biologi telah menafsir bahwa sekitar dua persen
mutasi genetis karena perubahan struktur melekuler materi genetis
disebabkan oleh sinar kosmik.

Sinar kosmik terutara terdiri dari proton berasal dari benda langit vaitu
supernova yang merupakan bintang vang meledak (Cowen. 2002). Energi sinar
kosmik sampai bernilai 1.000.000.000.000.000 eV (1 eV = 1,6 x 107 joule. Di
galaksi Bimasakti tempat bintang matahari berada jumlah bintang memﬂiki tidak
kurang dari 100.000.000.000 bintang. belum lagi di galaksi lain seperti
Andromeda, Magellanic dan sebagainva (Kaligis, et.al.. 19..).

Jadi perubahan urutan basa fragmen DNA 1784 pb in vitro hasil
penelitian eksperimental laboratoris antara fain dapat dikatakan disebabkan
oleh sinar kosmik bukan karena penyinaran cahaya laser He-Ne dengan

. . bl
energi pemaparan 8,9 joule / m™.
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BAB VIl

SIMPULAN DAN SARAN

7.1 Simpulan

Penyinaran- gelombang elektromagnetik laser He-Ne yang energi
pemaparannya sama saat perekaman gambar holografis yaitu 0,9 joule /m® pada
fragmen DNA 1784 pb in vitro tidak menyebabkan putusnya untai fragmen
DNA tersebut dan t_idak mengubah urutan basa fragmen DNA tersebut dapat
menjadi pertimbangan untu.k penelitian lebih lanjut,

Masalah terputus dan tid-aknya untai fragmen DNA hanya terkait dengan
energi foton laser He-Ne dan tentunya dengan energi ikat nucleotide pada fragmen
DNA. bukan terkait dengan jumlah nucleotide fragmen DNA. Hal tersebut juga
menvangkut terputusnya ikatan basa DNA dengan gula deoxyribose karena
adanva energi potensial elekirostatis dan ikatan hidrogen dengan pasangan
basanya. Jadi penelitian ini telah menjawab selain tujuan khusus penelitian juga
menjawab tujuan umum penelitian yaitu untuk penelitian lebth lanjut dapat
sebagai pertimbangan bahwa penyinaran gelombang elektromagnetik laser He-
Ne tidak berpengaruh pada DNA berapapun jumiah pasang-basanya, in

vitro. Hal ini telah diklarifikasi dengan teori pada pembahasan pada Bab VI.

7.2 Saran
Karena hasil pemikiran penelitian atas keterbatasan penelitian yang dilakukan

maka saran yang seyogyanya disampaikan adalah perlu adanya penelitian lanjutan
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tentang perlakuan in vitro, yaitu antara lain penyinaran gelombang
elektromagnetik laser He-Ne dengan metode yang sama dengan metode penelitian
ini terhadap fragmen DNA 1784 pb in vitro, dalam lingkungan yang bebas dari
pengaruh sinar kosmik.

Dengan saran tersebut penulis berharap agar hasil penelitian ini dapat untuk
pertimbangan penelitian Iebih lanjut perihal penyinaran gelombang

elektromagnetik laser He-Ne pada bidang kehayatan.
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Lampiran 1 Eksitasi molekul fragmen DNA 1784 pb karena pemaparan
foton laser He-Ne

Molekul DNA (deoxyribonucleid acid), seperti halnya molekul dye
(di subbab 2.1 pada halaman 9) merupakan molekul organik yang berantai
sejumlah molekul karbon. Menghitung panjang fragmen DNA 1784 pb (pasang
basa) adalah sebagai berikut. Martin et al.(1985) menjelaskan bahwa antara
pasangan basa dengan pasangan basa lainnya yang berdekatan berjarak 3,4 A
Oleh sebab itu fragmen DNA 1784 pb panjangnya adalah L = (1784 - 1)x 34 A =

0,60622 x 10® m. Tingkat energi elektron dalam DNA adalah :

2 2
h'm®
i

*2ml’

dengan L adalah 0,60622 x 10® m, #=1,05x10>Js, m=9,11 x 10 kg, n = 3,14
jadi

E,={1623412032 x 10 J¥%*  untukn=1,2,3, ..
atau

E, = (1,014633412932 x 10 n%) eV
Oleh sebab 1tu untuk fragmen DNA 1784 pb dengan urutan basa tertentu tersebut
mempunyai tingkatan energi elektron (dengan memasukkan n =1, 2, 3, ...))
adalah
Ei=1,623412932x 107 ]
E;=6,493651728 x 107 )

E;=14,610716388x 10%°J .................... dan seterusnya
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Lamptiran 1 {lanjutan)
Andaikan terjadi eksitasi molekul fragmen DNA tersebut karena terpapar
foton laser He-Ne sehingga elektron di tingkat energi paling dasar tereksitasi ke

tingkat energi n, maka

0.03 x 10771 = (m = 1)x 0,167 x 10% ]
n= 167224615
karena n bukan merupakan bilangan buiat positip maka ketika pemaparan Ifoton
laser He-Ne pada fragmen DNA 1784 pb tidak terjadi peristiwa eksitasi pada

molekul fragmen DNA tersebut.
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Lampi |
mpiran 2 Data DNA marker berasal dar New England BioLabs Inc
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Lampiran 3 Jumlah seluruh pasang basa yang terpapar

Bila diperhatikan Gambar 2.9 atau 210 maka nucleotide mengandung
atom-atom P, O, C, H dan N. Nucleotide yang berisi basa thymine (T) dan
nucleotide yang berisi basa adenine (A) mengandung atom-atom yang seluruh
berat atomnya 603, sedangkan nuc/eoride yang berisi basa osine (C) dan
nucleotide yang berisi basa Luanine (G) mengandung atom-atom yang seluruh
berat atomnya 660,

Penggandaan target DNA lJokus gen glukoamilase dengan alat PC
(fragmen DNA 1784 pb) mengacu pada wrutan nucieoride gen GLUI
Saccharomycopsis fibuligera HUT 7212 (Gambar 2.25). Berdasarkan hal tersebuyt
maka fragmen DNA 178 pb mengandung pasangan basa A - T sejumlah 1109
buah dan mengandung pasangan basa C - G sejumlah 675 buah.

Fragmen DNA 1784 pb tersebut mempunyai atom-atom yang seluruh

berat atom nva

603 x 1109 + 660 x 675 = 1114227
Bila diperhatikan tulisan pada anak Subbab 4.6 4 maka seluruh fragmen
DNA 1784 pb Yang terpapar cahaya laser He-Ne bervolume 100 ul dengan 200
ng/ul. Jadi seluryh fragmen DNA 1784 pb yang terpapar adaiah
20.000 ng= 2 x 10 g dan jumlah fragmen tersebut adalah

2x107 6,02x10* = 10.80569758 x 102
1114227

Tiap fragmen DNA Yanhg terpapar terdiri dari 1784 pb (pasang basa), jadi
~ seluruh fragmen DNA tersebut mengandung pasangan basa sebanyak

10,80569758 19'2 « 784 =19,27736448 x 10" pasang basa
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