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Abstrak  

 
Gen reseptor endotelin tipe B (EDNRB) terletak pada kromosom 13, terdiri dari 7 ekson dan 6 
intron. Protein EDNRB yang dihasilkan dari gen ini termasuk dalam keluarga reseptor 
berpasangan dengan protein-G. Mutasi pada gen EDNRB berperan dalam beberapa kasus 
penyebab Hirschsprung, meskipun frekuensinya rendah. Penelitian ini bertujuan untuk 
mendesain primer dan di uji spesifisitas dengan menggunakan primer BLAST untuk 
menentukan primer spesifik menempel pada gen EDNRB. Primer didesain menggunakan 
Geneious Prime, yang kemudian dianalisis secara in silico berdasarkan kriteria primer yang 
baik. Hasil dari penelitian ini diperoleh primer yang dibuat menggunakan Geneious Prime 
menghasilkan primer terbaik yaitu primer forward 5’-GAGTTCGGAG CTTTGCCT-3’ dan 
reverse 5’-AGCCCACCATGATTTCAGC-3’ dan hasil dari uji spesifisitas menunjukkan bahwa 
primer secara spesifik menempel pada chromosome 13 yang merupakan Lokasi gen EDNRB 
(13q22) dengan Panjang produk 879 bp.  

Kata kunci :  Gen EDNRB, Desain Primer, Hirschsprung Disease 

 

 
Abstract  

 

The endothelin receptor type B (EDNRB) gene is located on chromosome 13, consisting of 7 
exons and 6 introns. The EDNRB protein produced from this gene belongs to the family of G-
protein coupled receptors. Mutations in the EDNRB gene play a role in some cases of 
Hirschsprung's cause, although the frequency is low. This study aims to design primers and test 
specificity using BLAST primers to determine the specific primer attached to the EDNRB gene. 
Primers were designed using Geneious Prime, which were then analyzed in silico based on 
good primer criteria. The results of this research showed that primers made using Geneious 
Prime produced the best primers, namely forward primer 5'-GAGTTCGGAGCTTTGCCT-3' and 
reverse 5'-AGCCCACCA TGATTTCA GC-3' and the results of the specificity test showed that 
the primer specifically attached to chromosome 13 which is the location of the EDNRB gene 
(13q22) with a product length of 879 bp. 
 
Kata kunci : EDNRB Gene, Primer Design, Hirschsprung’s Disease 
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Pendahuluan  
 
Penyakit Hirschsprung (HSCR) adalah gangguan perkembangan sistem saraf 

enterik (ENS), yang disebabkan oleh migrasi, proliferasi, diferensiasi, dan 
kelangsungan hidup sel punca saraf (NCC) yang rusak, yang menyebabkan tidak 
adanya ganglia di dinding usus (aganglionosis coli). Neural crest (crista neuralis) (NC) 

adalah struktur embrionik yang sangat penting, yang memunculkan berbagai macam 
spektrum populasi sel, termasuk ENS. Karena sebagian besar faktor etiopatogenetik 
yang menonjol dalam pengembangan HSCR adalah kelainan NC, kondisi ini termasuk 
dalam kategori neurokristopati. Tidak adanya ganglia ENS yang dihasilkan 
sepenuhnya di bagian usus yang terkena menyebabkan obstruksi fungsional, yang 
secara klinis bermanifestasi dengan cepat setelah kelahiran. Manifestasi yang selalu 
muncul adalah tidak terjadinya gerakan peristaltis usus sehingga tidak terjadi aliran 
feses menuju rektum (Torroglosa et al., 2019). Penyakit HSCR adalah kelainan 

gastrointestinal yang dipengaruhi oleh gen. Penelitian di berbagai negara menunjukkan 
kelainan ini disebabkan oleh mutasi dari gen-gen yang terlibat dalam perkembangan 
saraf di usus, seperti gen RET, GDNF, NRTN, EDNRB, EDN3, ECE1, PHOX2B, 
SOX10, PAX3, SHH, IHH, GLI, dan ZEB2 (SIP1, ZBFX1B). Mutasi dapat berupa 
mutasi nonsense, mutasi missense, delesi kecil, dan substitusi. Dari banyak gen yang 
diteliti, gen utama yang berkontribusi terhadap patogenesis HSCR adalah RET (Wang 
et al. 2020; Wu et al. 2021; Kyrklund et al. 2020; Fadista et al. 2018; Emison et al. 
2010; Quedas et al. 2012). Proto-onkogen RET telah diidentifikasi pada 50% kasus 
familial dan 15-35% kasus sporadic (Fadista et al. 2018; Emison et al. 2010; Quedas et 
al. 2012). 

Prevalensi kejadian HSCR adalah 1:5000 kelahiran hidup di populasi umum 
dunia. Namun dari beberapa penelitian diketahui prevalensi dipengaruhi oleh daerah 
dan ras yang berbeda-beda (Klein & Varga, 2020). Di Eropa, kejadiannya adalah 1,09 
kasus per 10.000 kelahiran hidup dan populasi Asia memiliki angka kejadian 2,8 per 
10.000 kelahiran hidup, sementara prevalensi di Indonesia 3,1 kasus per 10.000 
kelahiran hidup. Gen reseptor endotelin tipe B (EDNRB) terletak pada kromosom 13 
pada bagian q22 (GenBank ID 1910), dengan panjang sekitar 24 Kb, terdiri dari 7 
ekson dan 6 intron. Protein EDNRB yang dihasilkan dari gen ini termasuk dalam 
keluarga reseptor berpasangan dengan protein-G yang berfungsi untuk mengikat 
ligan endotelin (ET) untuk mengirimkan sinyal ekstraseluler. Selama proses 
perkembangan embrio, EDNRB berperan penting dalam migrasi dan diferensiasi sel 
neural crest menjadi sel ganglion, yang berhubungan dengan penyakit megacolon 
(Wei et al. 2020). 

Penelitian Widowati et al. (2016), reseptor endotelin tipe B (EDNRB) adalah 
gen kedua yang paling banyak mengalami mutasi setelah RET dalam HSCR. Mutasi 
EDNRB heterozigot dapat menjadi predisposisi HSCR yang terisolasi dengan 
penetrasi yang tidak sempurna, sedangkan mutasi EDNRB homozigot dapat 
menghasilkan fenotipe yang lebih kompleks, yang terdiri atas HSCR dan gejala dari 
Shah Waardenburg type 4 (WS4). Hasil analisis pada pasien HSCR, ditemukan 
perubahan asam amino triptofan menjadi sistein pada posisi asam amino ke 276. 
Mutasi yang ditemukan bersifat sporadis karena tidak ditemukan pada orang tua 
pasien (Tam and Garcia-Barcelo 2009; Karim et al. 2021). Amiel et al., (1996), 
ditemukan bahwa terdapat variasi heterozigot pada ekson 1. Jenis mutasi yang 
ditemukan adalah mutasi missense transversi G ke A pada nukleotida dan mutasi 
(GGT→A*GT). Setiap kasus, mutasi ditemukan diwarisi dari pembawa tanpa gejala. 
Berdasarkan permasalahan di atas maka dilakukan penelitian desain primer untuk 
gen EDNRB pada ekson 1 dan mengungkapkan adanya mutasi pada daerah 
tersebut. Primer yang didesain di uji secara in silico menggunakan primer BLAST.  

https://sciwheel.com/work/citation?ids=17142124,17142138,13447133,16013423,56188,13680735&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17142124,17142138,13447133,16013423,56188,13680735&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17142124,17142138,13447133,16013423,56188,13680735&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16013423,56188,13680735&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0&dbf=0&dbf=0&dbf=0
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https://sciwheel.com/work/citation?ids=17449775&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17045180&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12869244,17019473&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=16887602&pre=&suf=&sa=0&dbf=0


Wahyuni, N.A., dan Yuni A. 2025.  Desain primer gen..........Bioma 10 (2) : 45-52 

 

DEPARTEMEN BIOLOGI FMIPA UNHAS MAKASSAR  47 
 

 
Metode  Penelitian  

 
 
Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian di lakukan pada bulan Oktober 2024 – Februari 2025 di 
Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Departemen Biologi, Fakultas Matematika 
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Negeri Padang. 
 
Prosedur Penelitian  

1. Desain Primer gen EDNRB 
 Primer didesain menggunakan software Geneious Prime. Sekuen gen EDNRB 
(Accession number: NG_011630.3) diunduh pada situs NCBI (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/) dalam format GenBank. Selanjutnya primer yang sesuai dengan 
kriteria primer yang baik diuji spesifisitas secara in silico menggunakan Primer BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) yang terdapat pada situs 
NCBI. Laman NCBI juga menyediakan fasilitas Primer-Basic Local Alignment Search 
Tool (Primer-BLAST) yang dapat digunakan untuk merancang primer yang spesifik 
secara in-silico. Primer-BLAST berfungsi untuk mengetahui desain primer online dapat 
berikatan dengan gen target yang berada pada GenBank (Bedwell & Goldberg, 2020). 

2. Analisis Data 

Data yang diperoleh pada hasil penelitian dibahas secara deskriptif kualitatif. Data 
yang akan dianalisis adalah data FASTA dari gen EDNRB, karakteristik sekuens 
primer hasil desain, dan hasil uji spesifisitas primer menggunakan primer BLAST. 

 
Hasil dan Pembahasan  

 
Hasil 
Gen EDNRB  

Berdasarkan hasil penelusuran pangkalan data NCBI, hanya diperoleh satu 
sekuens gen EDNRB. Format FASTA gen EDNRB ditunjukkan pada (Gambar 1). Gen 
EDNRB memiliki panjang sekuens 879 bp (base pair atau pasangan basa). 

 

Gambar 1. Format FASTA gen EDNRB 
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Desain primer menggunakan Geneious Prime 

Desain primer yang dilakukan terhadap sekuens gen EDNRB dengan (Accession 
number: NG_011630.3) mendapatkan primer Forward 5’-GAGTTCGGAGCTTTGC CT-
3’ dan primer Reverse 5’-AGCCC CCATGATTT CAGC-3’. Primer yang dipilih 
merupakan primer yang memenuhi kriteria terbaik (Tabel 1). 

 

Tabel 1. Karakteristik Hasil Desain Primer Ekson 1 

 

Selanjutnya kandidat primer yang dipilih dilakukan uji spesifisitas secara in 
silico menggunakan Primer-BLAST berdasarkan database Refseq representative 
genomes. Hasil uji spesifisitas menunjukkan bahwa primer secara spesifik menempel 
pada chromosome 13 (Gambar 2) yang merupakan lokasi Gen EDNRB (13q22) 

dengan panjang produk 879 bp. 
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Gambar 2. Hasil BLAST Primer 

 

Pembahasan 

 Pada penelitian ini dilakukan desain primer Gen EDNRB (Accession: 
NG_011630.3) pada ekson 1 dengan menggunakan program Geneious Prime. Hasil 
penelitian ini diperoleh pasangan primer forward 5’-GAGT TCGGAGCTT TGCCT-3’ 
dan reverse 5’-AGCCCACCAT GATTTCAGC-3’. Pasangan primer yang dipilih 
merupakan parameter primer yang ideal terdiri dari panjang primer, % GC (Guanine-
Cytosine), Tm (melting temperature), primer interactions (dimers dan hairpins), primer 
stability, repeats, runs, dan false priming (Maitriani et.al, 2015). Primer yang baik 
memiliki panjang antara 18-30 nukleotida. Primer dengan panjang yang kurang dari 18 
nukleotida akan membuat penempelan primer menjadi tidak spesifik (Pranata & Ahda, 
2021), dan pasangan primer yang telah dipilih memiliki panjang basa 18-20 bp.  

 Primer berfungsi sebagai pembatas fragmen DNA yang akan diperbanyak 
sekaligus menyediakan gugus hidroksil (OH) pada ujung 3’ yang dibutuhkan untuk 
proses ekstensi DNA. Sepasang primer harus mempunyai karakter yang baik agar 
dapat menempel pada gen target. Rancangan primer yang kurang baik menyebabkan 
reaksi PCR tidak bekerja dengan maksimal sehingga menyebabkan produk PCR tidak 
spesifik (Farikh et al. 2023). Nilai Tm yang optimal menurut Borah (2011) untuk sebuah 
primer, yaitu dengan rentang Tm 52-58°C. Pasangan suatu primer yang baik memiliki 
selisih nilai Tm yang tidak lebih dari 5°. Perbedaan nilai Tm antar dua primer yang 
melebihi 5°C akan menyebabkan penurunan proses amplifikasi, atau bahkan 
memungkinkan tidak terjadi proses amplifikasi (Wardi et al. 2021).  

Hal-hal yang perlu diperhatikan dalam pemilihan primer untuk meminimalisir 
adanya struktur dimer pada primer adalah jumlah ikatan G-C pada primer dan letak 
ikatan G-C tersebut. Primer dengan jumlah ikatan G-C yang banyak akan mendorong 
primer untuk membuat dimer daripada berikatan dengan gen target dan juga dapat 
mengurangi konsentrasi DNA.  Letak ikatan G-C juga perlu diperhatikan karena ikatan 
G-C yang terletak dekat dengan ujung 3' memiliki kecenderungan primer untuk 
membuat dimer dan juga akan mengganggu dalam proses amplifikasi. Oleh karena itu 
primer yang dipilih adalah primer dengan jumlah ikatan G-C yang paling sedikit untuk 
menghindari adanya struktur dimer (Zerazat et.al. 2023). 

Struktur sekunder primer dapat mempengaruhi kualitas dan kuantitas produk PCR, 
karena akan mengurangi kemampuan primer menempel pada cetakan. Menurut 
Messe, Y et.al. (2020) dalam mendesain primer penting untuk meminimalkan adanya 

https://sciwheel.com/work/citation?ids=17493704&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17493704&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17423809&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17505181&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17423771&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
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primer dimmer dan primer hairpin. Hairpin adalah salah satu struktur sekunder yang 
sebaiknya dihindari dalam mendesain primer, namun sangat sulit untuk memperoleh 
primer yang tidak membentuk struktur hairpin atau loop (Pratiwi, A et.al. 2015). 
Selanjutnya pasangan primer yang sesuai dengan kriteria primer yang baik diuji 
spesifisitas secara in silico menggunakan Primer-BLAST (Padhi et al. 2020). Primer 
BLAST digunakan untuk mendesain primer spesifik target. Primer menjadi faktor 
penting dalam proses pengamplifikasi. Primer akan menemukan target gen spesifik 
sehingga dapat diamplifikasi dan diidentifikasi. 
 

Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan disimpulkan bahwa 
sekuen spesifik primer forward adalah 5’-GAGTTCGGAGCTTTGCCT-3’ dan reverse 
5’AGCCCACCATGATTTCAGC-3’ dan di uji spesifisitasnya berdasarkan database 
Refseq representative genomes menunjukkan bahwa primer secara spesifik menempel 
pada chromosome 13 yang merupakan lokasi Gen EDNRB (13q22) dengan panjang 
produk 879 bp. 
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