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DESAIN PRIMER DAN OPTIMASI PCR GEN EDNRB EKSON
2 DAN 3 UNTUK ANALISIS MUTASI GEN PADA
HIRSCHSPRUNG DISEASE

Anisa Fitri

ABSTRAK

Hirschsprung Disease (HD) adalah suatu gangguan pada perkembangan dari
sistem saraf enterik yang mempunyai karakteristik tidak adanya sel ganglion di
submukosa dan pada dinding saluran pencernaan. Gen reseptor endothelin type B
(EDNRB) adalah gen kedua yang paling banyak mengalami mutasi setelah RET
dalam HD. Gen EDNRB terletak pada kromosom 13q22. Gen ini memiliki panjang
24 kilobasa dan terdiri dari 7 ekson dan 6 intron. Gen EDNRB mengkode subtipe
reseptor berpasangan protein G, yang memiliki peran penting untuk perkembangan
neuron enterik dan melanosit epidermis. Untuk mendapatkan hasil PCR yang
akurat, diperlukan desain primer yang tepat dan spesifik. Penelitian ini bertujuan
melakukan desain primer dan menentukan kondisi PCR optimum untuk amplifikasi
gen EDNRB pada ekson 2 dan 3.

Jenis penelitian ini adalah deskriptif yaitu memberi gambaran atau deskripsi
mengenai desain primer gen EDNRB ekson 2 dan 3 serta optimasi PCR. Penelitian
dilakukan pada bulan Maret - Mei 2025 di Laboratorium Genetika dan
Bioteknologi, Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan
Alam, Universitas Negeri Padang. Desain primer dilakukan dengan menggunakan
program Geneious Prime. DNA diisolasi dari sampel darah manusia yang tidak
terindikasi penyakit hirschsprung dan dilakukan optimasi suhu annealing serta
optimasi konsentrasi primer.

Penelitian ini berhasil mendesain sepasang primer dengan urutan nukleotida
pada primer forward 5°-GGC TCA AGT TTG CTC TGA TG-3’ dan primer reverse
5’-GGA CCT GGT TTA TCT ATG CC-3’. Primer yang telah didesain memenuhi
kriteria primer yang ideal, yaitu memiliki panjang basa 20 bp, %GC 50%, nilai
melting temperature pada primer forward 57.1°C dan pada primer reverse 55.3°C
dengan selisih Tm 1.8°C, serta tidak memiliki Hairpin dan self-dimer. Berdasarkan
uji spesifisitas secara in silico diketahui primer secara spesifik mengamplifikasi
ekson 2 dan ekson 3 gen EDNRB dengan menghasilkan amplikon 966 bp. Suhu
annealing yang optimum adalah 55,3°C. Konsentrasi primer yang optimum adalah
1,1 uM.

Kata kunci: Desain primer, gen EDNRB, HD, optimasi PCR



PRIMER DESIGN AND PCR OPTIMIZATION OF EDNRB GENE
EXON 2 AND 3 FOR GENE MUTATION ANALYSIS IN
HIRSCHSPRUNG DISEASE

Anisa Fitri

ABSTRACT

Hirschsprung Disease (HD) is a disorder of the development of the enteric
nervous system characterized by the absence of ganglion cells in the submucosa
and in the walls of the digestive tract. The endothelin receptor type B (EDNRB)
gene is the second most frequently mutated gene after RET in HD. The EDNRB
gene is located on chromosome 13q22. This gene is 24 kilobases in length and
consists of 7 exons and 6 introns. The EDNRB gene encodes a G protein-coupled
receptor subtype, which plays a crucial role in the development of enteric neurons
and epidermal melanocytes. To obtain accurate PCR results, precise and specific
primer design is essential. This study aims to design primers and determine the
optimal PCR conditions for amplifying the EDNRB gene in exons 2 and 3.

This type of research is descriptive, providing an overview or description of the
primer design for EDNRB gene exons 2 and 3, as well as PCR optimization. The
study was conducted from March to May 2025 at the Genetics and Biotechnology
Laboratory, Department of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,
University of Padang. Primer design was performed using the Geneious Prime
program. DNA was isolated from humans without Hirschsprung's disease, and
annealing temperature optimization and primer concentration optimization were
conducted.

This study successfully designed a pair of primers with nucleotide sequences in
the forward primer 5'-GGC TCA AGT TTG CTC TGA TG-3' and reverse primer
5'-GGA CCT GGT TTA TCT ATG CC-3". Based on in silico specificity testing, it
is known that the primer specifically amplifies exon 2 and exon 3 of the EDNRB
gene, producing a 966 bp amplicon. The optimal annealing temperature is 55.3°C.
The optimal primer concentration is 1.1 uM.

Keyword: primer design, EDNRB gene, HD, PCR optimization
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Hirschsprung Disease (HD) adalah suatu gangguan pada perkembangan dari

sistem saraf enterik yang mempunyai karakteristik tidak adanya sel ganglion di
submukosa dan pada dinding saluran pencernaan, yang diawali dari bagian distal
yaitu anorektal lalu memanjang kearah proksimal dengan panjang segmen
aganglionosis bervariasi (Krisnuhoni, 2023). Tidak adanya sel-sel ganglion pada
lapisan submukosa dan pleksus myenteric pada usus bagian distal merupakan tanda
patologis untuk HD. Hirschsprung Disease (HD) dikenal juga sebagai megakolon
kongenital, yaitu penyebab utama obstruksi usus pada anak-anak. Kasus HD di
seluruh dunia terjadi sekitar 1 dari 5000 kelahiran dengan jumlah penderita laki-
laki lebih banyak daripada jumlah penderita perempuan dengan perbandingan 4:1
(Zhang et al., 2023). Keberadaan HD sangat bervariasi, di antara kelompok etnis
dan angka tertinggi terdapat pada orang Asia yaitu 2,8 dari 10.000 kelahiran hidup
(Karim et al., 2021). World Health Organization (WHO) memperkirakan sekitar
7% dari seluruh kematian bayi di dunia disebabkan oleh kelainan bawaan
(Nuswandi et al., 2024).

Terdapat 20 gen yang telah diidentifikasi terkait dengan HD yaitu rearranged
during transfection (RET), glial cel-derived neurotrophic factor (GDNF), family
receptor alpha 1 (GFRal), neurturin (NRTN), endothelin receptor type B
(EDNRB), endothelin 3 (ET3), zinc finger homeobox 1B (ZFHX1B) or ZEB2,
paired-like homeobox 2b (PHOX2B), SRY-box 10 (SOX10), Indian Hedgehog
(IHH), dan Sonic Hedgehog (SHH). Interaksi antara jalur pensinyalan RE7T/GDNF

dan EDNRB/EDN3 telah ditemukan untuk mengatur perkembangan FEnteric



Nervous System (ENS) di seluruh usus sehingga terbukti adanya interaksi
terkoordinasi antara jalur pensinyalan ini. Tiga gen yang berkontribusi besar
terhadap patogenesis HD adalah RET, EDNRB, dan GDNF (Diposarosa et al.,
2021).

Gen Rearranged during Transfection (RET) adalah gen utama penyebab HD
(Luzén-Toro et al., 2020). Gen RET terletak pada kromosom 10 pada lokasi
10gq11.2. Gen RET terdiri dari 21 ekson dan memiliki panjang sekitar 60 kilobase
pair (kb) (Bahrami et al., 2020). Pada penelitian sebelumnya, telah dilakukan desain
primer dan PCR pada beberapa ekson dan intron gen RET, yaitu ekson-intron 4
(Aulia et al., 2023), ekson-intron 6 (Aprina, 2024) dan ekson-intron 10
(Rahmayanti, 2024). Hasil analisis sekuensing pada ekson-intron 4 ditemukan
mutasi pada ekson 4. Jenis mutasi yang ditemukan adalah mutasi substitusi (A—
G) pada nukleotida 33.173. Hasil analisis sekuensing pada ekson-intron 6
ditemukan mutasi substitusi pada dua posisi, yaitu nukleotida ke-36.874 (A—T)
dan nukleotida ke-37.434 (A—Q).

Gen reseptor endothelin type B (EDNRB) adalah gen kedua yang paling
banyak mengalami mutasi setelah RET dalam HD (Widowati et al., 2016). Gen
EDNRB terletak pada kromosom 13g22. Gen ini memiliki panjang 24 kilobasa dan
terdiri dari 7 ekson dan 6 intron. Gen EDNRB mengkode subtipe reseptor
berpasangan protein G, yang memiliki peran penting untuk perkembangan neuron
enterik dan melanosit epidermis. EDNRB diaktitkan selama proliferasi dan
diferensiasi sel (Granstrom et al., 2014; Zheng et al., 2020). Pasien HD memiliki
mutasi pada EDNRB, EDN3, dan ECE] pada 5% kasus. Mutasi pada gen EDNRB

cenderung menyebabkan HD segmen pendek (S-HD) (Diposarosa et al., 2021).



Aganglionosis segmen pendek (S-HD) mempengaruhi rektum dan kolon sigmoid,
kasus pada segmen ini terjadi sebanyak 80% (Gui et al., 2013).

Beberapa penelitian sudah mengungkapkan adanya mutasi pada gen EDNRB.
Penelitian Duan ef al. (2003) menemukan mutasi gen EDNRB pada 2 dari 17
penderita HD. Satu mutan berada di ekson 3, yang lainnya di ekson 6. Kedua mutasi
EDNRB tersebut ditemukan pada satu HD segmen pendek. Mutasi ini tidak
ditemukan pada sampel HD segmen panjang dan kelompok kontrol normal.
Penelitian Zhang et al. (2007) menemukan mutasi missense gen EDNRB pada 2
orang laki-laki. Mutasi tersebut ditemukan di ekson 2 pada HD segmen pendek.
Syrris et al. (1999) mengidentifikasi adanya mutasi baru pada kodon R253X
(CGA—-TGA, Arg—STOP). Mutasi ini ditemukan pada ekson 3 dan diperkirakan
menghasilkan reseptor endotelin-B yang terpotong dan tidak berfungsi. Atti¢ et al.
(1995) menemukan adanya mutasi missense homozigot pada kodon A183G
(GCC—GGC) di ekson 2 gen EDNRB dan Boardman et al. (2001) juga menemukan
adanya mutasi missense pada kodon 186 (GGA—AGA).

Untuk mengidentifikasi mutasi pada DNA, diperlukan rancangan primer yang
baik untuk amplifikasi DNA dan sekuensing. Salah satu metode yang digunakan
untuk deteksi mutasi adalah PCR-sekuensing (Melati et al., 2022). Untuk
mendapatkan hasil PCR-sekuensing yang akurat, diperlukan desain primer yang
tepat dan spesifik (Pranata & Ahda, 2022). Desain primer dilakukan untuk
memperoleh primer yang akan digunakan dalam amplifikasi DNA dengan metode
PCR. Keberhasilan amplifikasi DNA bergantung pada ketepatan primer yang
digunakan. Primer yang digunakan dalam proses PCR harus dapat membatasi

daerah yang akan diamplifikasi. Primer ini akan berfungsi sebagai pembatas



fragmen DNA target yang akan diamplifikasi (Pradnyaniti et a/., 2013). Kandidat
primer yang dipilih harus sesuai dengan kriteria parameter primer yang baik.
Kriteria primer yang baik harus memenuhi kondisi tertentu yaitu memiliki ukuran
18-22 basa, Tm pada rentang 52°C-58°C, toleransi perbedaan Tm antar primer
adalah 3°C-5°C, memiliki %GC 30-60%, dan tidak membentuk self-dimer atau
hairpin (Badriyya & Achyar, 2020). Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan
penelitian mengenai “Desain Primer dan Optimasi PCR Gen EDNRB Ekson 2 dan
3 Untuk Analisis Mutasi Gen pada Hirschsprung Disease”.

B. Rumusan Masalah

1. Bagaimana sekuen primer yang spesifik untuk amplifikasi ekson 2 dan 3
gen EDNRB?
2. Bagaimana kondisi optimum PCR untuk amplifikasi ekson 2 dan 3 gen EDNRB?

C. Tujuan Penelitian

1. Mendesain primer spesifik untuk amplifikasi ekson 2 dan 3 pada gen EDNRB
dan uji spesifisitas secara in silico.

2. Mengetahui kondisi PCR yang optimum untuk amplifikasi ekson 2 dan 3 pada
gen EDNRB.

D. Manfaat Penelitian

1. Menjadi acuan bagi penelitian berikutnya dalam mendesain primer untuk
amplifikasi DNA target.

2. Sebagai bahan dasar untuk penelitian selanjutnya.



BABV
PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Sekuen spesifik hasil desain primer forward untuk amplifikasi ekson 2 dan 3
gen EDNRB adalah 5°-GGC TCA AGT TTG CTC TGA TG-3’ primer reverse
adalah 5’-GGA CCT GGT TTA TCT ATG CC-3’ yang menghasilkan amplikon
dengan panjang 966 bp.

2. Kondisi PCR yang optimum untuk amplifikasi ekson 2 dan 3 gen EDNRB
adalah pada suhu annealing 55,3°C dan konsentrasi primer 1,1 uM.

B. Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan yaitu desain primer dan

optimasi, disarankan untuk penelitian selanjutnya melihat mutasi yang terjadi pada

sampel pasien Hirschsprung Disease dengan metode PCR-sequencing.
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