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Desain Primer cDNA Katalase dan Optimasi PCR untuk Analisis
Ekspresi Gen pada Testis Mencit Model Diabetes Melitus yang
Diberi Ekstrak Kayu Manis (Cinnamomum zeylanicum)

Muhammad Naufal Arrafi

ABSTRAK

Diabetes Melitus (DM) merupakan gangguan metabolik kronis yang
memicu kondisi stres oksidatif sistemik, termasuk pada jaringan testis, melalui
peningkatan produksi Reactive Oxygen Species (ROS) yang signifikan. Kondisi
ini sering kali menyebabkan penurunan kualitas sperma dan gangguan fertilitas
pada pria. Gen katalase (CAT) memegang peranan krusial sebagai garda
terdepan sistem pertahanan antioksidan seluler yang mengatalisis penguraian
hidrogen peroksida (H202) menjadi air dan oksigen. Penelitian ini bertujuan
untuk merancang desain primer spesifik gen CAT dan menentukan suhu
penempelan (Annealing) yang optimal melalui teknik gradient PCR, guna
memfasilitasi analisis ekspresi gen pada testis mencit yang diberi perlakuan
ekstrak kayu manis.

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif. Tahapan penelitian
dimulai dengan desain primer secara in silico menggunakan software primer-
BLAST dengan referensi accession number NCBI NM_009804.2. Metode
dilanjutkan dengan isolasi RNA total dari jaringan testis, sintesis
complementary DNA (cDNA), serta optimasi suhu annealing pada rentang 50
°C hingga 60 °C. Data desain primer yang mencakup parameter fisikokimia dan
struktur sekunder, serta hasil optimasi suhu dan amplifikasi cDNA gen CAT
yang divalidasi melalui elektroforesis gel agarosa, dianalisis secara
komprehensif untuk memastikan spesifisitas dan efisiensi amplifikasi yang
optimal.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pasangan primer yang didesain
(Forward: 5’-GATGCCATATTGTTTCCATCC-3> dan Reverse: 5’-
GAATCCCTCGGTCACTGAAC-3’) memiliki parameter bioinformatika yang
sangat baik dengan panjang produk PCR sebesar 148 bp. Konsentrasi RNA total
yang diperoleh berkisar antara 717,28-1214,0 ng/puL dengan rasio kemurnian
A260/280 pada rentang 1,8-2,1, yang mengindikasikan kualitas sampel yang
layak untuk tahap amplifikasi. Visualisasi menggunakan elektroforesis gel
agarosa menunjukkan bahwa suhu annealing 56,7 °C merupakan suhu paling
optimal, ditandai dengan munculnya pita DNA yang tunggal, tajam, dan
memiliki intensitas cahaya yang kuat tanpa adanya kontaminasi primer-dimer
atau pita non-spesifik lainnya. Dengan demikian, primer dan kondisi reaksi yang
telah dioptimasi ini memenuhi kriteria validitas untuk digunakan dalam analisis
kuantitatif ekspresi gen CAT pada penelitian mengenai intervensi antioksidan
terhadap diabetes.

Kata kunci: Desain Primer, Diabetes Melitus, Katalase, PCR Gradien, Testis.



Catalase cDNA Primer Design and PCR Optimization for Gene
Expression Analysis in Testes of Diabetes Mellitus Mice Model
Treated with Cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) Extract

Muhammad Naufal Arrafi

ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic metabolic disorder that triggers
systemic oxidative stress, including in testicular tissue, through significantly
increased production of Reactive Oxygen Species (ROS). This condition often
leads to decreased sperm quality and impaired male fertility. The catalase
(CAT) gene plays a crucial role as the frontline of the cellular antioxidant
defense system, catalyzing the decomposition of hydrogen peroxide (H202) into
water and oxygen. This study aims to design specific primers for the CAT gene
and determine the optimal annealing temperature using gradient PCR techniques
to facilitate gene expression analysis in the testes of mice treated with cinnamon
extract. The research phases began with in silico primer design using the Primer-
BLAST tool with NCBI accession number NM_009804.2 as a reference.

The methodology continued with total RNA isolation from testicular
tissue, synthesis of complementary DNA (cDNA), and annealing temperature
optimization within the range of 50 °C to 60 °C. Primary design data, including
physicochemical parameters and secondary structure, as well as the results of
temperature optimization and cDNA amplification of the CAT gene—validated
via agarose gel electrophoresis—were comprehensively analyzed to ensure
optimal amplification specificity and efficiency.

The results demonstrated that the designed primer pair (Forward: 5°-
GATGCCATATTGTTTCCATCC-3’ and Reverse: 5-
GAATCCCTCGGTCACTGAAC-3’) possessed excellent bioinformatic
parameters with a PCR product length of 148 bp. The total RNA concentration
obtained ranged from 717.28 to 1214.0 ng/uL, with a purity ratio (A260/280)
between 1.8 and 2.1, indicating high-quality samples suitable for amplification.
Visualization via agarose gel electrophoresis revealed that 56.7 °C was the most
optimal annealing temperature, characterized by a single, sharp DNA band with
strong luminous intensity and no evidence of primer-dimers or non-specific
bands. Consequently, these optimized primers and reaction conditions meet the
validity criteria for use in quantitative CAT gene expression analysis in
antioxidant intervention studies related to diabetes.

Keywords: Catalase, Diabetes Mellitus, Gradient PCR, Primer Design, Testes.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Diabetes melitus (DM) merupakan salah satu penyakit metabolik kronis
yang prevalensinya terus meningkat secara global, termasuk di Indonesia
(American Diabetes Association, 2021). Menurut data yang diterbitkan oleh
World Health Organization (WHO) menunjukkan peningkatan signifikan dalam
jumlah individu yang menderita diabetes secara global. Pada tahun 2022,
diperkirakan sebanyak 830 juta orang mengalami diabetes, meningkat pesat
dibandingkan dengan 200 juta pada tahun 1990 (World Health Organization,
2023). DM ditandai oleh ketidakmampuan pankreas dalam menghasilkan insulin
yang memadai atau Kketidakefektifan penggunaan insulin oleh tubuh,
menyebabkan terjadinya hiperglikemia sehingga menimbulkan komplikasi
multisistemik pada berbagai organ dan sistem tubuh, termasuk sistem reproduksi
pria (American Diabetes Association, 2021). DM meningkatkan produksi
Reactive Oxygen Species (ROS) di jaringan testis, menyebabkan terjadinya stress
oksidatif sehingga dapat merusak proses spermatogenesis, merusak integritas

DNA sperma, hingga mengakibatkan infertilitas.

Produksi ROS yang tinggi pada testis akibat DM dapat menurunkan
kapasitas antioksidan endogen seperti enzim Kkatalase, sehingga perlindungan
terhadap kerusakan oksidatif menjadi krusial untuk mempertahankan kualitas
sperma (Nandi et al., 2019). Dampak stres oksidatif yang meluas terhadap organ-
organ tubuh serta sistem reproduksi pada penderita DM memerlukan penanganan

melalui pendekatan terapi yang lebih komprehensif dan aman.



Terapi farmakologis DM umumnya menggunakan obat-obatan kimia,
diantaranya adalah metformin, yang efektif menurunkan kadar glukosa darah.
Namun, metformin sering menimbulkan efek samping seperti mual, muntah,
diare, anoreksia, dan rasa logam di mulut (Masiani & Fauziah, 2024). Oleh karena
itu, diperlukan pengembangan terapi berbasis bahan alami dengan efektivitas
tinggi dan efek samping minimal. Kayu manis (Cinnamomum sp.) merupakan
kandidat fitoterapi yang menjanjikan, karena mengandung berbagai senyawa
bioaktif seperti polifenol, flavonoid, tanin, saponin, kumarin, dan cinnamaldehyde
yang berperan dalam aktivitas antidiabetic, antioksidan, dan melindungi sperma
dari kerusakan akibat ROS (Moniharapon et al., 2023). Jenis kayu manis yang
banyak diteliti sebagai pengobatan alternatif infertilitas antara lain Cinnamon
cassia (atau yang dikenal juga dengan Cinnamomum aromaticum) dan
Cinnamomum zeylanicum (Ranasinghe et al., 2017).

Ekstrak herbal seperti C. zeylanicum telah mendapatkan perhatian besar
karena potensinya sebagai agen terapeutik alami dengan aktivitas antioksidan dan
antidiabetik yang kuat (Christiany et al., 2021). Komponen utama minyak esensial
yang diperoleh dari kulit kayu C. zeylanicum adalah trans-cinnamaldehyde,
eugenol, dan linalool, yang mewakili 82,5% dari total komposisi keseluruhan
(Ranasinghe et al., 2013). Komponen tersebut diketahui memiliki aktivitas
antioksidan yang kuat, salah satunya melalui peningkatan aktivitas enzim
katalase, yang merupakan salah satu enzim utama dalam sistem pertahanan
antioksidan tubuh (Samapriya et al., 2025).

Katalase (CAT) merupakan enzim dalam sistem pertahanan antioksidan

yang mengkatalisis hidrogen peroksida (H202) menjadi air dan oksigen, sehingga



menetralkan efek toksik ROS (Fitri & Alang, 2020). Produksi enzim katalase
dalam tubuh dikode oleh gen katalase (CAT). Gen katalase (CAT) pada manusia
terletak pada kromosom 11pl13, sedangkan pada mencit gen katalase berlokasi
pada kromosom 3, lebih spesifiknya pada lengan panjang (3L) kromosom tersebut
(de la Fuente-Colmenares et al., 2024; Apriana et al., 2015).

Penelitian yang dilakukan oleh Kodydkova et al.,, pada tahun 2014
menunjukkan bahwa regulasi ekspresi gen katalase dipengaruhi oleh berbagai
faktor transkripsi, seperti PPARy, TNF-a, dan TP53, yang dikaitkan dengan
variasi aktivitas Kkatalase dan risiko penyakit terkait stres oksidatif. Hasil
penelitian menunjukkan adanya peningkatan ekspresi katalase terjadi pada hewan
percobaan yang diberi ekstrak antioksidan seperti ekstrak kulit manggis, yang
membantu meningkatkan aktivitas katalase pada hati tikus yang terpapar stres
oksidatif (Untari et al., 2014).

Enzim katalase memiliki peran yang sangat vital dalam sistem pertahanan
antioksidan seluler, khususnya dalam menguraikan hidrogen peroksida (H20-)
menjadi air dan oksigen sehingga mencegah akumulasi zat toksik yang dapat
merusak DNA, protein, dan membran sel (Fitri & Alang, 2020). Perubahan
ekspresi gen katalase berkorelasi dengan berbagai penyakit terkait stres oksidatif,
seperti diabetes, kanker, dan kardiovaskular (Kodydkova et al., 2014; Wardana et
al., 2024). Berbagai studi terbaru membuktikan bahwa aktivitas dan ekspresi gen
katalase dapat dimodulasi oleh ekstrak herbal dan senyawa antioksidan, sehingga
menawarkan peluang pengembangan terapi baru dan pemahaman lebih dalam
mengenai mekanisme perlindungan seluler (Evingelinda et al., 2024).

Dalam kondisi diabetes, terjadi penurunan ekspresi gen katalase secara



signifikan pada jaringan testis yang memicu kerusakan oksidatif dan
menyebabkan infertilitas pada pria (Christiany et al., 2021). Selain itu, dilaporkan
bahwa perubahan aktivitas katalase pada kondisi diabetes tidak selalu sejalan
dengan kadar proteinnya, yang menunjukkan adanya regulasi khusus pada tingkat
transkripsi maupun aktivitas enzim tersebut (Sierra-Campos et al., 2020). Untuk
mengatasi dampak kerusakan oksidatif tersebut, penggunaan ekstrak etanol kayu
manis dapat menjadi salah satu solusi karena mampu menginduksi transkripsi gen
CAT. Penelitian yang dilakukan oleh Mohammed (2022) membuktikan bahwa
ekstrak tersebut dapat meningkatkan aktivitas katalase hingga 30-50% sehingga
efektif melindungi sel dari paparan radikal bebas seperti H2Ox.

Pengukuran ekspresi gen katalase dilakukan dengan mengekstraksi RNA
total pada testis, yang dilanjutkan dengan transkripsi terbalik (Reverse
Transcription) untuk menghasilkan cDNA. Kuantitas cDNA katalase yang
terbentuk menunjukkan besaran ekspresi gen katalase. Keberhasilan deteksi
kuantitas cDNA tersebut sangat bergantung pada efisiensi proses amplifikasi, di
mana desain primer menjadi tahapan awal yang fundamental dalam analisis
ekspresi gen menggunakan metode PCR.

Desain primer merupakan tahapan awal yang fundamental dalam analisis
ekspresi gen menggunakan metode PCR. Kualitas primer yang dirancang akan
menentukan spesifisitas dan efisiensi amplifikasi gen target (Sihotang et al.,
2021). Desain primer yang optimal merupakan langkah krusial dalam memastikan
amplifikasi gen target yang spesifik dan efisien. Teknik in silico berbasis Primer-
BLAST dari NCBI telah banyak digunakan untuk mendesain primer dengan

mempertimbangkan spesifisitas urutan, struktur sekunder, dan potensi



pembentukan dimer (Saraswati et al., 2019).

Desain primer cDNA katalase dilakukan dengan fokus pada urutan spesifik
RNA kalatase mencit (NM_009804.2) dari NCBI, menggunakan perangkat lunak
seperti Genious Prime, Primer9, atau OligoAnalyzer. Hal-hal yang harus
diperhatikan dalam perancangan primer diantaranya adalah panjang primer,
melting temperature (Tm), kandungan GC 40-60% untuk menghindari struktur
sekunder yang tidak diinginkan dan ikatan di ujung 3’ (Kozak, 2020). Primer
yang baik memiliki panjang antara 18-30 nukleotida dan selisih Tm antara primer
forward dan primer reverse sekitar 5°C (Pranata & Ahda, 2021).. Primer dengan
panjang yang kurang dari 18 nukleotida akan membuat penempelan primer
menjadi tidak spesifik. Primer yang baik memiliki Primer ini dirancang untuk
mengamplifikasi fragmen cDNA sekitar 300 bp, dengan validasi in silico melalui
BLAST untuk memastikan spesifisitas terhadap gen CAT tanpa amplifikasi off-

target.

B. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah di uraikan, maka permasalahan yang

akan di kaji dalam penelitian ini sebagai berikut:

1. Bagaimana desain primer yang spesifik untuk analisis ekspresi gen
katalase (CAT) pada testis mencit model diabetes melitus yang diberi
ekstrak C. zeylanicum?

2.  Bagaimana kondisi optimum primer PCR untuk amplifikasi cDNA

katalase?



Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, penelitian ini bertujuan untuk :

1.

Merancang primer spesifik untuk analisis ekspresi gen katalase (CAT)
pada testis mencit model diabetes melitus yang diberi ekstrak C.
zeylanicum.

Menentukan kondisi optimum primer PCR untuk amplifikasi cDNA

katalase

Manfaat Penelitian

Hasil Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat antara lain:

1.

Memberikan kontribusi ilmiah dalam pengembangan metode analisis
ekspresi gen katalase pada model hewan diabetes.

Mendukung pengembangan terapi berbasis herbal, khususnya C.
zeylanicum, dalam mengatasi komplikasi diabetes pada sistem
reproduksi pria.

Menjadi referensi bagi penelitian selanjutnya yang berkaitan dengan

desain primer dan analisis ekspresi gen pada jaringan testis



BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil Penelitian Mengenai Desain Primer cDNA Katalase dan

Optimasi PCR untuk Analisis Ekspresi Gen pada Testis Mencit Model Diabetes

Melitus yang Diberi Ekstrak Kayu Manis (Cinnamomum zeylanicum), maka

diperoleh beberapa simpulan sebagai berikut:

1.

Desain primer yang dilakukan secara in silico menggunakan referensi sekuens
gen katalase Mus musculus terbukti sangat efektif dan spesifik untuk
mengamplifikasi target. Pasangan primer forward (5°-
GATGCCATATTGTTTCCATCC-3”) dan reverse (5°-
GAATCCCTCGGTCACTGAAC-3’) memenuhi seluruh kriteria parameter
bioinformatika yang ideal, termasuk panjang basa dan persentase kandungan
GC yang seimbang. Hasil analisis menunjukkan bahwa primer ini mampu
menghasilkan produk PCR tunggal sepanjang 148 bp tanpa adanya gangguan
struktur sekunder seperti hairpin atau primer-dimer, sehingga sangat layak
digunakan untuk analisis ekspresi gen pada tingkat molekuler.

Kondisi optimum untuk proses amplifikasi cDNA gen katalase berhasil
ditetapkan melalui optimasi suhu penempelan (Annealing) dengan teknik
gradien PCR pada rentang 50 °C hingga 60 °C. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa suhu 56,7 °C merupakan suhu annealing yang paling optimal, yang
ditandai dengan munculnya pita DNA yang paling tebal, tajam, dan jernih
pada visualisasi elektroforesis gel agarosa. Dengan menggunakan suhu
tersebut, cDNA dari jaringan testis mencit berhasil diamplifikasi secara

konsisten, menghasilkan pita monomorfik pada posisi di antara marka 100 bp
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dan 150 bp, yang membuktikan validitas dan efisiensi metode ini dalam

mendeteksi ekspresi gen katalase.

Saran

Berdasarkan hasil Penelitian Mengenai Desain Primer cDNA Katalase dan

Optimasi PCR untuk Analisis Ekspresi Gen pada Testis Mencit Model Diabetes

Melitus yang Diberi Ekstrak Kayu Manis (Cinnamomum zeylanicum), maka

diperoleh beberapa saran sebagai berikut:

1.

Tahapan penelitian selanjutnya sebaiknya menggunakan primer dan kondisi
optimasi yang telah ditemukan untuk melakukan analisis ekspresi gen secara
kuantitatif melalui metode Real-Time PCR (qPCR).

Diperlukan optimasi lebih lanjut terkait konsentrasi cDNA atau jumlah siklus
PCR guna meminimalisir efek smearing agar diperoleh visualisasi pita DNA
yang jauh lebih tajam dan jernih pada gel elektroforesis.

Penelitian berikutnya disarankan untuk menambah variasi dosis atau durasi
pemberian ekstrak kayu manis guna melihat pengaruh yang lebih
komprehensif terhadap peningkatan transkripsi gen katalase pada kondisi
diabetes melitus.

Disarankan untuk memperluas lingkup pengujian pada organ target lainnya,
seperti hati atau pankreas, untuk memahami efektivitas ekstrak kayu manis

sebagai antioksidan alami secara lebih menyeluruh dalam tubuh.
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