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B. TUJUAN

Memberikan panduan secara detail dan bertahap miafapersiapan reagen, gel, lisat sel dan
pelaksanaamelatin zymographylari protein sel kanker dengan deteksi MMP-2 davRvD

secara visual.

C. PENDAHULUAN

Gelatin zymography merupakan metode elektroforgaisgy menggunakan sodium dodecyl
sulfate (SDS)-polyacrylamide gel dengan kopolime&rupa gelatin. Gelatin zymography

digunakan untuk mendeteksi aktivitas gelatinasédtRv2 dan MMP-9

D. OPERASIONAL

NB. Untuk penghematan. Persiapan untuk uji migrasi ini bersamaan dengan uji apoptosis flowcytometry.

1. Alat
Mikropipet 20, 200, 1000 I
Tabung reaksi kecil
Rak tabung kecil
24-well plate
Yellow tip

2. Bahan
Stok sampel dengan konsentrasi tertentu
DMSO/aquabidest (pelarut sampel)
Medium Kultur (DMEM/RPMI)
PBS 1x

3. Preparasi sampel protein
a. Media Kultur

No Prosedur Kerja

Perhatian

1. | Sebanyak 5 x FOsel ditanam dalam TCD |3

Sel yang digunakan adaletiastatic
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cm dengan 3 ml media kultur dan diinkubgsell line
selama 24 jam
2. | Buat larutan uji dengan menggunakan medi&olume untuk perlakuan adalah 2 mL.
kultur dengan 0.5% FBS Untuk meningkatkan gelatinase dapat
ditambahkan estradiol 40 nM

3. | Setelah inkubasi, buang media kemudian sel
dicuci dengan PBS 1 mL sebanyak 1 kali
4. | Masukan larutan uji dalam sel pada TCD 3
cm kemudian sel diinkubasi kembali selamga

24 jam

5. | Ambil media kultur dan tempatkan dalam | Media dalam microtube diletakkan pada
microtube2 mL suhu 4C untuk menjaga kestabilan

enzim

6. | Lakukan sentrifuge selama 3 menit (400 g,
4°C)

7. | Ambil supernatan dan masukkan ke dalaBampel dapat disimpan pada®BQika
microtubebaru. tidak langsung dilakukan analisis
b. Lisat

*lihat protokol Western Blot
Sampel yang dimasukkan dalam sumuran tidak perlu dipanaskan terlebih dahulu
4. Elektroforesis

a. Separating gel 8%

Bahan 2 gel 1 gel
ddH0 5.75 ml 2.875 ml
30% acrylamide/0.8% bisacrylamide 4.0 ml 2.0ml
1.5 MTris HCI, pH 8.8 3.75ml 1.875 mi
Gelatin Solution (20 mg/mL, 1 % w/v SDS) 1.5 mi Dml
10% wiv APS 50 puL 25 uL
TEMED 10 pL 5puL
Total volume 15.060 ml 7.530 ml

b. Stacking gel

Bahan 2 gel
ddH0 3.05 ml
30% acrylamide/0.8% bisacrylamide 0.65 ml
0.5 MTris HCI, pH 6.8 1.25 ml
10% SDS 50 pL
10% wiv APS 25 uL
TEMED 8 pL

Total volume 5.033 ml
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* 30% acrylamide/0.8% bisacrylami@BA)

Akrilamid 299 7o)
Bisakrilamid 19 059
Aquabidest (warm, heating) ad 100 mL ad 50 mL
(Bis/Acrylamide disimpan pada temperatur 4°C dendi@angkus aluminium foil)
* APS
Ammonium persulfate 100 mg
ddH0 ad 1 mL

(APS dibuat fresh atau dapat disimpan pada 4°C sal2Zmminggi

* Gelatin solution

Gelatin 100 mg
ddH0 4.5 mL
10% SDS 0.5 mL

(dapat disimpan selama 6 bulan pada temperatur)4°C

* 1.5 M Tris HCI, pH 8.8

Tris (BM : 121,1) 18.17 g
Aquabidest 75 mL
HCL ad pH 8,8
Aquabidest ad 100 mL

(disimpan pada temperatur kamar

*1M Tris HCL pH 6,8

Tris (BM : 121,1) 1219
Aquabidest 75 mL
HCL ad pH 6,
Aquadest ad 100 mL

(disimpan pada temperatur kamar

* Komposisi 10% SDS
SDS 1lg
Aquabidest ad 10 mL
(disimpan pada temperatur kamar

c. Running buffer

glycine 28.83 ¢
Tris base 6.09
SDS 2049
ddH20 ad 2L

(disimpan pada temperatur kamar

d. Sample buffer
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Prosedur Kerja Pembuatan Gel

No

Prosedur Kerja

Perhatian

1.

Bersihkan lempeng pencetak gel dan sem

dengan alkohol dan dikeringkan dengan tisupada lempeng.

pdangan sampai tertinggal serabut tissue

2.

Tangkupkan sepasang pencetak gel, ratakan

pada alas yang rata

Pasang pencetak gel pada alat dan i
pengunci sampai terkunci

Untuk membuat 1 gel: siapkan conical tubg
15 mL untukseparating getlan 15 mL untuk
stacking gel

Pastikan kebersihan tube dari kotoran
atau sabun yang kemungkinan masih
menempel.

Buat resolving dastackin¢gel dengat
masukan secara berturut turut aquadest, B
Tris HCI, larutan gelatin/SDS sesuai formul

A,
a

Tambahkan secara berurutan APS dan
TEMED pada resolving gel kemudian camyg
homogen.

APS dan TEMED diberikan terakhir dan
ufengan cepat karena mudah memadat.

Segera masukkan + 6 mL larutaaparating
Gel pada pencetak gel dengan blue tip.

Masukan perlahan-lahan dan diusahakan
tidak timbul gelembung. Pencetak gel
disisakan sedikit di atas untiacking
gel sesuai lebar sisir cetakan.

Tambahkan 1 ml aquadest sampai men

seluruh permukaan gel. Aquadest digunakgel sampai gel mengeras.

untuk  menghilangkan
meratakan permukaan gel.

gelembung d

aquadest dibiarkan di dalam pence

an

Bersihkan lempeng pencetak gel dan serr
dengan alkohol dan dikeringkan dengan tis

Jangan sampai tertinggal serabut tis
upada lempeng.

Biarkan Separating Gel mengeras pad
temperatur kamar.

aWaktu yang diperlukan kira-kira 45 - 60

menit.

10.

Periksa mengerasnya gel dengan melihat
gel yang di sentrifuge tube.

sidea sudah mengeras, biasanya yan
pencetak gel juga sudah mengeras.

11.

Ambil aquadest dengan cara pencetak
dimiringkan dan dibantu tissue

12.

Tambahkan pada larutatacking gekecara
berurutan APS dan TEMED kemudian
campur homogen.

APS dan TEMED diberikan terakhir dan
dengan cepat karena mudah memadat.

13.

Segera masukan # ml larutanstacking ge
dengan blue tip ke pencetak gel sam
pencetak gel penuh dan segera pasang
pelan-pelan.

Stacking ge cepat mengeras sehing
dearus cepat dimasukan pencetak |gel
disigitu ditambahkan TEMED. Tidgk
boleh ada gelembung pada gel.

14,

Biarkan Stacking Ge
temperatur kamar.

mengeras  pac

Waktu yang diperlukan ki-kira £-15
menit.

15.

Periksa mengerasnya gel dengan melihat

sidea sudah mengeras, biasanya yan

gel yang di conical tube.

pencetak gel juga sudah mengeras.
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Prosedur Kerja Elektroforesis

No Prosedur Kerja Per hatian

1. | Ambil lisat sel atau media kultur sel sesudblume loading buffer tergantun
perhitungan dari protein assay datonsentrasi loading buffer.
pindahkan ke microtube baru kemudian Untuk sampel berupa media kulqur
tambahkan loading buffer 10x. : Campurkan sampel dengan

loading buffer 10x dengan
perbandingan sampel : loading
buffer 10x =9 : 1 (volume total 5
20 plL)

2. | Gel yang sudah mengeras diambil sisirnyp.  Lakwengan hati-hati jangan
sampai merusak sumuran yang
terbentuk.

3. | Cuci busa di sumuran dengan aque

4. | Pasang gel pada chamber

5. | Masukkan Buffer SDS Page 1x perlahan{ Jangan sampai timbul buih di
lahan sampai chamber elektroforesis bagladmagian bawah. Buih dapat
tengah terpenuhi. menggangu aliran arus.

6. | Isi chamber di bagian atas gel denbuffer | Jika muncul buih dibagian bawe
SDS page 1x sampai kawat chamber palipgiiringkan chamber pelan-pelan
atas tergenangi. sampai buih hilang. Jika belum

hilang juga, keluarkan dari
chamber, masukan kembali pelgn-
pelan.

7. | Loading sampel dengan menggunakan whitgkukan loading sampel pada
tip dan prestained markes-7 uL dengan| sumuran perlahan-lahan dan
menggunakan white tip. Prestained maiksetetes-setetes. Sampel pekat a|
diletakkan di sumuran pinggir. lebih sulit turunnya dibanding

sampel encer.

Pilih prestained marker yang
sesuai dengan BM protein yang
kita inginkan.

8. | Jalankan elektroforesisdengan settin| Kabel merah +, hitar-
voltase 125 volt (60 mA) selama 110 menjtLihat sampai blue dye melewati

stacking gel (sekitar 90 menit)
kemudian ditambah waktu 20
menit

9. | Cuci lemping gel dengan aquads agar tidak terlalu licin sai
dipegang.

10. | Buka lempeng dengan menggunakan spdt@unakan sarung tangan karet
pipih kecil. Bagian ujung kiri atas gel bersih dan spatel bersih.
sebagai penanda gel 1 dan Bagian ujung |kBuka lempeng dengan kaca
bawah gel sebagai penanda gel 2. bagian dalam dibawah.

11.| Foto gel Pastikan foto marker dengan ba

Kk

1
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Pencucian dan Inkubasi Gel
a. Renaturing solutiorf2.5% Triton X-100 solution

ambil dengan tangan dan ditampung p
wadah yang berisi renaturing solution.

psaukuran dengan gel, jangan
wadah yang terlalu besar.

Triton X-100 25 mL 5mL
ddH20 ad 1000 mL ad 200 mL
b. Incubation buffer/Developing buffer
NaCl 8.766 g 4.3839g
CaCl2*2H20 1.479g 0.735¢g
Tris base 6.057 g 3.0285 g
NaN3 05¢g 0.25¢
ddH20 ad 1000 mL ad 500 mL
No Prosedur Kerja Per hatian
1. | gel dilepas dengan spatel perla-lahan,| Gunakan wadah plastik ya

Bersihkan lempeng gel dengan air
mengalir kemudian dibilas dengan
aquadest.
2. | Inkubasi gel dalam renaturing solution|di
atas shaker selama 30 menit pada guhu
ruang
3. | Tiriskan gel dari renaturing solution dan
cuci gel menggunakan dH20 minimal 1 kali
4 | Inkubasi gel dalarmcubation bufferdi atas
shaker selama 30 menit pada suhu ruang
4. | Gantiincubation buffedan inkubasi selama

20 jam pada suhu 3¢

Pewarnaan Gel

Staining solutio{Commasie briliant blu

e 0.050%

Coomassie Brilliant Blue G-250 19
Aquadest 450 mL
methanol 450 mL
glacial acetic acid 100 mL
ii.  Destaining solution
methanol 100 mL
ddH20 800 mL
acetic acid 100 mL
No Prosedur Kerja Per hatian
1. | Tiriskan gel dan masukkan gel dal
staining solution

Inkubasi gel dalam staining solution selgma
30 menit 61
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3. | Tiriskan gel dari staining solution dan cliéencucian dilakukan selama 24
menggunakan destaining solution hinggam. Gantidestaining solutiofjika
aktivitas gelatinolitik terlihat sebagai pitaudah jenuh oleh CBB
yang transparan dengan latar warna biru

4. | Foto gel

5. | Siapkan plastik tebal, kertas whatman yang
telah dipotong sesuai ukuran gel dan ditplis
nama sampel per sumuran, serta panagkan
sealer

6. | Letakkan 1 gel pada plastik tebal dengaempelkan bagian bawah gel
bagian atas gel di bagian bawah yang rata dahulu agar gel

menempel sempurna

7. | Tempelkan kertas whatman diatas gel ga8lesuaikan dengan tulisan nama
posisi telungkup sampel per sumuran

8. | Seal 2x dengan pemberian jarak untuk|gel
berikutnya

9. | Lakukan mulai no. 6 untuk gel berikutnya

10. | Foto gel dan tempelkan di logbook

4, Daftar Rujukan
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Jika ada sesuatu dalam SOP ini tidak bisa dilakuken atau tidak sesual dengan kenyataan




