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Desain Primer dan Optimasi PCR Gen RET Ekson 10 Untuk Hirschsprung
Disease

Silvy Rahmayanti

ABSTRAK

Hirschsprung Disease (HD) merupakan suatu gangguan pada perkembangan
dari sistem saraf enterik memiliki karakteristik tidak adanya sel ganglion di
submukosa dan pada dinding saluran pencernaan. Mutasi gen RET merupakan
kejadian yang paling umum dari penyakit Hirschsprung. Desain primer pada ekson
10 gen RET dengan RefSeq NM 020975.3. Namun RefSeq yang digunakan merujuk
kepada mRNA RET pada pasien HD dengan kombinasi multiple endocrine neoplasia
(MEN) dan medullary thyroid carcinoma (MTC). Oleh karena itu perlu dilakukan
desain primer baru sesuai dengan refSeq representative genomes yang baik untuk
amplifikasi gen. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan desain primer secara in
silico dan optimasi suhu annealing untuk amplifikasi gen RET pada ekson 10.

Jenis penelitian ini merupakan penelitian deksriptif dan dilakukan di
Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Departemen Biologi Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Padang dari bulan Juli 2023 —
Februari 2024. Primer didesain menggunakan aplikasi Geneious Prime. Selanjutnya
kandidat primer dipilih sesuai dengan kriteria parameter primer yang baik. Untuk
memperoleh suhu annealing yang optimal dilakukan amplifikasi menggunakan
gradient PCR.

Hasil dari penelitian ini diperoleh primer yang dibuat menggunakan Geneious
Prime  menghasilkan  primer  terbaik  yaitu  primer  forward = 5’-
AACACAGCGAGACTCCATCA-3’ dan reverse 5-
TGGCTACACGGACACTAAACC-3’ yang menghasilkan amplikon berukuran 737
bp. Dan secara spesifik mengamplifikasi gen RET berdasarkan hasil uji spesifisitas
secara in silico. Suhu annealing yang optimum untuk amplifikasi gen RET adalah
56,5°C.

Kata kunci : Desain Primer, Gen RET, Optimasi Suhu Annealing



Primer Design and PCR Optimization of RET Exon 10 Gene for Hirschsprung
Disease

Silvy Rahmayanti

ABSTRACT

Hirschsprung Disease (HD) is a developmental disorder of the enteric
nervous system characterized by the absence of ganglion cells in the submucosa and
wall of the gastrointestinal tract. RET gene mutations are the most common
occurrence of Hirschsprung disease. Primer design on exon 10 of the RET gene with
RefSeq NM_020975.3. However, the RefSeq used refers to RET mRNA in HD
patients with a combination of multiple endocrine neoplasia (MEN) and medullary
thyroid carcinoma (MTC). Therefore, it is necessary to design new primers according
to refseq representative genomes that are good for gene amplification. This study
aims to perform in silico primer design and annealing temperature optimization for
RET gene amplification in exon 10.

This type of research is descriptive research and was conducted at the
Genetics and Biotechnology Laboratory, Department of Biology, Faculty of
Mathematics and Natural Sciences, Padang State University from July 2023 -
February 2024. Primer was designed using Geneious Prime application. Furthermore,
primer candidates were selected according to the criteria of good primer parameters.
To obtain the optimal annealing temperature, amplification was carried out using
gradient PCR.

The results of this study obtained primers made using Geneious Prime
produced the best primer, namely forward primer 5'-
AACACAGCGAGACTCCATCA-3' and reverse 5'-
TGGCTACACGGACACTAAACC-3' which produced amplicons measuring 737 bp.
And specifically amplified the RET gene based on the results of the in silico
specificity test. The optimum annealing temperature for RET gene amplification is
56.5°C.

Keywords : Primer Design, RET Gene, Annealing Temperature Optimization.
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BAB 1

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Hirschsprung Disease (HD) merupakan suatu gangguan pada perkembangan
dari sistem saraf enterik memiliki karakteristik tidak adanya sel ganglion di
submukosa dan pada dinding saluran pencernaan, yang diawali dari bagian distal
yaitu anorcktal, memanjang kearah proksimal dengan panjang segmen
aganglionosis bervariasi (Permata Warastridewi & Krisnuhoni, 2023). HD
biasanya terjadi sekitar 1 dari 5000 kelahiran hidup yang ditandai dengan tidak
adanya sel ganglion di pleksus mukosa dan submukosa usus bagian distal.
Kurangnya gerakan peristaltik pada usus menyebabkan obstruksi usus fungsional.
Pada kasus aganglionosis yang melibatkan daerah rektosigmoid, dapat
menyebarkan ke area lain. 5-10% kasus dapat melibatkan seluruh usus besar atau
bahkan sejumlah besar usus kecil (Langer & Levitt, 2020).

Perkembangan HD merupakan proses kompleks yang dipengaruhi oleh
berbagai faktor, dengan 20% kasus HD bersifat familial, sedangkan sisanya
bersifat sporadis. Kasus HD dapat dipengaruhi oleh berbagai gen, termasuk
Rearranged During Transfection (RET), Glial cell-Derived Neurotrophic Factor
(GDNF), GDNF Family Receptor Alpha 1 (GFRol), Neurturin (NRTN),
Endothelin Receptor Type B (EDNRB), Endothelin 3 (ET3), Zinc Finger
Homeobox 1B (ZFHXIB) or ZEB2, Paired-like Homeobox 2b (PHOX2B), SRY-
box 10 (SOX10), Indian Hedgehog (IHH) and Sonic Hedgehog (SHH ) termasuk

di antara setidaknya 20 gen yang diketahui terlibat dalam patofisiologi dari HD.



Gen-gen ini mengkode faktor transkripsi, ligan, dan reseptor. Berdasarkan
beberapa penelitian diketahui bahwa RET merupakan gen yang paling umum dari
penyakit HD, sedangkan gen lainnya yang diketahui hanya memberikan
kontribusi yang kecil, yaitu 30% dari semua kasus HD (Diposarosa et al., 2021).

Gen RET yang memiliki 21 ekson ditemukan pada kromosom 10ql1.2
(Sharma & Saranath, 2011). Berdasarkan penelitian Fanis et al. (2018) sebagian
besar mutasi yang mempengaruhi proto-oncogene RET ditemukan pada ekson 2,
4, 6, 10, 11, 13, 14, 15, dan 16. Mutasi RET dari sebagian keluarga ditemukan
hingga 50% dan dalam 15-30% dari kasus HD sporadis (So et al., 2011). Mutasi
RET menunjukkan manifestasi fenotipik 45-51% pada wanita dan 65-72% pada
pria yang diketahui penetrasi tidak lengkap untuk HD (Nerakh, 2019).

Berdasarkan beberapa penelitian pada pasien HD ditemukan berbagai mutasi
pada gen RET. Berdasarkan penelitian Sharma & Saranath (2011) terjadi mutasi di
gen RET pada 9 dari 15 pasien. Mutasi yang ditemukan merupakan mutasi
missense pada ekson 10 (kodon 609 dan 618). Berdasarkan penelitian Zarif
Yeganeh et al. (2015) terjadi mutasi ekson 10. Mutasi yang terjadi berupa mutasi
missense. Mutasi missense juga ditemukan pada penelitian Hum (1999) pada
ekson 10. Sedangkan pada penelitian Nufiez-Torres et al. (2011) ditemukan
mutasi germline pada ekson 6. Berdasarkan data RSUP Dr. M. Djamil Padang
sebagai rumah sakit rujukan di Sumatera Barat terdapat 265 kasus penyakit
Hirschsprung pada tahun 2021- 2023.

Untuk mengidentifikasi mutasi pada DNA, diperlukan rancangan primer yang
baik untuk amplifikasi DNA dan sekuensing (Melati et al., 2022). Perancangan

primer adalah langkah pertama dalam mengamplifikasi dan menganalisis segmen



DNA (Fakih et al., 2021). Pada penelitian Aulia et al., (2023) telah melakukan
desain primer pada eckson 2 dan ekson 4 gen RET (Accession number:
NG_007489). Penelitian ini berhasil merancang primer spesifik gen RET yang
menghasilkan daerah yang teramplifikasi berukuran 632 base pair pada ekson 2
dan 784 base pair pada ekson 4.

Pada penelitian Ruiz-Ferrer et al., (2006) telah dilakukan desain primer pada
ekson 10 gen RET dengan RefSeq NM_020975.3. Namun RefSeq yang digunakan
merujuk kepada mRNA RET pada pasien HD dengan kombinasi multiple
endocrine neoplasia (MEN) dan medullary thyroid carcinoma (MTC). Mutasi
pada HD terdeteksi dalam domain ekstraseluler RET yang mempengaruhi
fosforilasi protein, pembelahan sel, dan transportasi intraseluler ke membran
plasma. Oleh karena itu perlu dilakukan desain primer baru sesuai dengan refseq
representative genomes. Ukuran primer yang baik yaitu memiliki panjang
nukleotida 18-22 basa, memiliki suhu Melting temperature (Tm) 52-58°C
(Badriyya & Achyar, 2022).

Primer yang baik memiliki selisih Tm sekitar 5°C. Syarat lain untuk primer
yang baik antara lain memiliki self 3 ’complementarity yang rendah untuk
mencegah penempelan antar pasangan primer dan membentuk struktur yang
disebut hairpin (Saraswati & Dwi Wahyuni, 2019).

Desain primer dibuat untuk menyediakan primer yang dapat digunakan dalam
reaksi berantai polymerase (PCR) untuk mengamplifikasi DNA (Pradnyaniti et
al., 2013). Primer berfungsi sebagai pembatas sekuen DNA target yang akan

diamplifikasikan (Vaniana & Putri, 2019). Sepasang primer oligonukleotida yaitu



primer forward dan primer reverse menempel pada DNA target dalam proses
annealing (Fakih et al., 2021).

Suhu annealing adalah suhu yang berpengaruh pada proses penempelan
primer ke dalam template DNA. Jika suhu annealing terlalu tinggi, maka tidak
akan terjadi penempelan primer pada template dengan baik yang ditandai dengan
semakin tipisnya band yang terbentuk sebaliknya, jika suhu annealing terlalu
rendah, akan terjadi penempelan primer pada situs yang tidak spesifik, yang pada
akhirnya akan mengakibatkan teramplifikasinya fragmen lokus yang tidak
diinginkan (Pertiwi et al., 2010). Optimasi PCR dilakukan pada sampel DNA
manusia yang tidak terindikasi penyakit Hirschsprung. Oleh karena itu dalam
penelitian ini dilakukan desain primer secara in silico dan optimasi PCR pada
sampel DNA manusia non Hirschsprung Disease.

B. Rumusan Masalah

Rumusan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Bagaimana sekuen primer yang spesifik untuk amplifikasi ekson 10 gen RET?
2. Bagaimana kondisi optimum PCR untuk amplifikasi ekson 10 gen RET?
C. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Memperoleh primer spesifik untuk amplifikasi ekson 10 pada gen RET dan uji
spesifisitas secara in silico.
2. Mengetahui kondisi PCR yang optimum untuk amplifikasi ekson 10 pada gen

RET.



D. Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah:

1. Mendapatkan primer yang dapat digunakan dalam menganalisis mutasi pada
ekson 10 gen RET untuk penelitian selanjutnya

2. Menjadi acuan bagi peneliti berikutnya dalam mendesain primer untuk

amplifikasi DNA target.



