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Abstract 

 Hirschsprung’s Disease (HSCR) is a congenital disorder characterized by the absence of ganglion cells in the intestinal wall,  
leading to impaired intestinal motility. One of the key genes involved in the pathogenesis of HSCR is the Endothelin Receptor 

Type B (EDNRB) gene, particularly mutations in exon 6. Detecting these mutations requires specific primers and well-

optimized PCR conditions. This study aims to design specific primers for exon 6 of the EDNRB gene using in silico methods 

and to determine optimal PCR conditions through annealing temperature and primer concentration optimization. Primers 
were designed based on the EDNRB gene sequence (Accession No. NG_011630.3) using Geneious Prime and validated for 

specificity using Primer-BLAST. PCR optimization was conducted in vitro using various annealing temperatures 52.8–

55.3°C and primer concentrations 0.5–1.1 µM on normal human DNA samples. PCR products were analyzed by 1.5% 

agarose gel electrophoresis. The primer design for exon 6 of the EDNRB gene yielded the following results: both forward and 
reverse primers were 20 bp in length, with melting temperatures (Tm) of 58.1°C and 56.1°C, and GC contents of 55% and 

50%, respectively. In silico analysis confirmed primer specificity to chromosome 13. Optimal PCR conditions were achieved 

at an annealing temperature of 55.3°C and a primer concentration of 0.7 µM, yielding a single amplicon of 517 bp. 
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Abstrak 

 Hirschsprung’s Disease (HSCR) adalah kelainan kongenital yang disebabkan oleh tidak adanya sel ganglion pada dinding 
usus, yang mengakibatkan gangguan motilitas usus. Salah satu gen yang berperan penting dalam patogenesis HSCR adalah 

Endothelin Receptor Type B (EDNRB), terutama mutasi pada ekson 6. Deteksi mutasi memerlukan primer yang spesifik dan 

PCR yang teroptimasi dengan baik. Penelitian ini bertujuan untuk mendesain primer spesifik untuk ekson 6 gen EDNRB 

secara in silico dan menentukan kondisi optimum PCR melalui optimasi suhu annealing dan konsentrasi primer. Primer 
didesain berdasarkan sekuen gen EDNRB (Accession No. NG_011630.3) menggunakan Geneious Prime, kemudian diuji 

spesifisitasnya dengan Primer-BLAST. Optimasi PCR dilakukan secara in vitro dengan variasi suhu annealing 52,8–55,3°C 

dan konsentrasi primer 0,5–1,1 µM, menggunakan sampel darah manusia normal. Produk PCR dianalisis menggunakan 

elektroforesis gel agarosa 1,5%. Dari proses desain primer pada ekson 6 gen EDNRB didapatkan hasil sebagai berikut. 
Panjang primer forward dan reverse adalah 20 bp dengan Tm masing-masing 58,1°C dan 56,1°C serta %GC 55% dan 50%. 

Uji in silico menunjukkan spesifisitas terhadap kromosom 13. Kondisi optimum PCR dicapai pada suhu annealing 55,3°C 

dan konsentrasi primer 0,7 µM, menghasilkan amplikon tunggal sepanjang 517 bp.  

 
 Kata Kunci: Hirschsprung’s Disease, EDNRB, ekson 6, desain primer, optimasi PCR, in silico. 
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PENDAHULUAN 

Penyakit Hirschsprung merupakan 

penyakit bawaan (cacat lahir) pada usus yang 

disebabkan oleh kurangnya sel ganglion (saraf) 

pada dinding usus. Penyakit ini sering disebut 

aganglionosis atau megakolon (ganglionic 

megacolon). Gangguan ini menghambat 

pergerakan normal usus, yang berakibat pada 

akumulasi tinja di bagian usus yang terkena, 

menyebabkan gejala seperti sembelit, 

kembung, muntah, dan perut buncit 

(Lotfollahzadeh et al., 2023). Mayoritas 

penyakit Hirschsprung di Indonesia terjadi 

pada bayi yang cukup bulan dan berat lahirnya 

rendah atau berat badan kurang dari 3 kg, lebih 

umum pada laki- laki daripada perempuan 

(Mulyaningrum, 2024). 

Penyakit Hirschsprung dipengaruhi oleh 

sejumlah gen, kurang lebih terdapat 20 gen 

yang telah diidentifikasi terkait dengan 

Hirschsprung yaitu Rearranged During 

Transfection (RET), Glial cell-Derived 

Neurotrophic Factor (GDNF), Family 

Receptor Alpha 1 (GFRα1), Neurturin 

(NRTN), Endothelin Receptor Type B 

(EDNRB), Endothelin 3 (ET3), Zinc Finger 

Homeobox 1B (ZFHX1B) atau ZEB2, Paired-

like Homeobox 2b (PHOX2B), SRY-box 10 

(SOX10), Indian Hedgehog (IHH), dan Sonic 

Hedgehog (SHH). Gen-gen ini berfungsi 

mengkode protein seperti faktor transkripsi, 

ligan, dan reseptor yang berperan penting 

dalam proses perkembangan penyakit 

(Diposarosa et al., 2021). 

EDNRB (endothelin-B receptor gene) 

terletak di kromosom 13q22, terdiri dari 7 

exon dan 6 intron. Gen EDNRB berperan 

dalam perkembangan sel-sel saraf pada usus 

besar. Mutasi pada gen ini lebih sering 

ditemukan pada kasus Hirschsprung non-

keturunan dan tipe segmen pendek (Wijayana, 

2023). Reseptor Endothelin B (EDNRB) adalah 

gen kedua yang paling sering bermutasi setelah 

RET pada penyakit Hirschsprung (Widowati et 

al., 2016). Mutasi dapat berupa mutasi 

nonsense, mutasi missense, delesi dan insersi 

(Bradnock et al., 2017).  

Mutasi dapat dilacak dengan teknik 

sequencing yang didahului dengan amplifikasi 

segmen DNA target dengan teknik PCR 

(Grada & Weinbrecht, 2013). Terdapat 

beberapa komponen yang dibutuhkan untuk 

PCR, salah satunya adalah primer (Putri, 

2019). Primer yang baik akan dapat 

mengamplifikasi DNA target secara spesifik. 

Primer yang baik memiliki rentang Tm antara 

59,1 - 60°C, tidak memiliki perbedaan Tm 

antara primer forward dan reverse, namun 

perbedaan Tm masih dapat ditolerir sampai 

5°C. Perbedaan Tm yang terlalu besar dapat 

mengganggu proses amplifikasi. Primer yang 

baik juga memiliki panjang nukleotida 18-22 

bp (Badriyya & Achyar, 2022), tidak 

memiliki/none dimers dan hairpins dan 

persentase basa GC masing-masing sekuens 

yaitu 45-55% (Sihotang et al., 2021).  

Untuk mendapatkan hasil pita PCR yang 

optimal, diperlukan optimasi suhu annealing 

pada primer yang digunakan. Annealing adalah 

tahap ketika primer menempel pada DNA 

target. Rentang umum suhu annealing untuk 

PCR standar adalah 50–65°C. Pada penelitian 

ini akan dilakukan desain primer untuk ekson 6 

secara in silico dan optimasi PCR secara in 

vitro menggunakan sampel darah manusia 

normal. 

METODE 

Penelitian dilakukan pada Maret – 

April 2025 di Laboratorium Genetika dan 

Bioteknologi Departemen Biologi  Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Negeri Padang.  Jenis penelitian 

ini adalah deskriptif. Tujuan penelitian 

deskriptif adalah untuk memberi gambaran 

atau deskripsi mengenai desain primer gen 

EDNRB ekson 6 dan optimasi PCR.  

Alat yang digunakan autoclave (Tomy 

Japan), komputer dan software bioinformatik, 

thermal cycler (SensoQuest), tabung PCR 

(ExtraGene), mikropipet (COMECTA), vortex 

(LSE vortex mixer), Spin down (Bio Rad), 

Tube’s plate, ice box, mesin elektroforesis 

(Thermofhiser), Microwave (Sharp), plastic 

frame, sisir sumur dan mikropipet 

(COMECTA), Gel Documentation (Uvitec). 

Bahan adalah sampel darah manusia 

normal, cell lysis solution, nucleic lysis 

solution, protein precipitation solution, DNA 

rehydration solution, RNase A solution, Tris-

HCl, Natrium Hidroksida (NaOH), Ethylene 

Diamine Tetra-Acetic Acid (EDTA), Ultra 

Pure Distilled Water (ddH2O), aluminium foil, 

etanol absolut, tips steril, alkohol 70%, buffer 

TE PH 8, buffer TAE 50x, nuclease-free water 

(NFW), GoTaq Green Master MIX, primer 

forward dan primer reverse, buffer TAE 1x, 

DNA ladder 100 bp, loading dye, GelRed. 

Prosedur Penelitian 
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Pelaksanaan Penelitian 

a. Desain Primer gen EDNRB 

Primer didesain menggunakan aplikasi 

Geneious Prime. Sekuen gen EDNRB 

(Accession number: NG_011630.3) diunduh 

pada situs NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dalam 

format GenBank. 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. Uji spesifisitas menggunakan Primer-

BLAST karena memiliki tingkat deteksi yang 

tinggi (Ye et al., 2012). 

b. Optimasi Suhu Annealing dengan Gradient 

PCR 

Optimasi suhu annealing menggunakan 

gradien PCR dengan komponen mix PCR 

terdiri dari GoTaq Green Master 5 μl, primer 

EDNRB forward dan reverse 1 μM, Nuclease-

Free water 2 μL, dan DNA template 1 μL. 

Setelah itu, program PCR dibagi menjadi tiga 

tahap: tahap denaturasi awal, yang berlangsung 

selama lima menit pada suhu 95°C; tahap 

pengulangan siklus, yang berulang sebanyak 

35 kali dan terdiri dari tahap denaturasi pada 

suhu 95°C selama 30 detik; tahap 

annealing,yang berlangsung selama 30 detik 

pada gradien  suhu 52.8°C, 53.3°C, 54.0°C, 

54.7°C dan 55.3°C; dan tahap suhu elongasi, 

yang berlangsung selama lima menit pada suhu 

72°C. 

c. Optimasi Konsentrasi Primer 

Konsentrasi reaksi PCR untuk optimasi 

konsentrasi primer sama dengan optimasi suhu 

annealing. Primer dibuat dengan beberapa 

konsentrasi yaitu konsentrasi 0,5-1,1 µM. 

d. Elektroforesis 

Produk PCR divisualisasikan menggunakan 

gel agarose 1,5% yang dibuat dengan 

melarutkan 1,5 gram agarose dalam 100 mL 

larutan TAE 1X, lalu dipanaskan selama 20 

detik hingga larut. Setelah didinginkan 

sebentar, larutan dituangkan ke cetakan dan 

dibiarkan mengeras. Gel kemudian 

dipindahkan ke alat elektroforesis berisi 

larutan TAE hingga seluruh permukaan gel 

terendam. Ke dalam sumur gel ditambahkan: 

15 µL GelRed, 3 µL DNA ladder 100 bp, dan 

2 µL loading dye. Untuk sampel, dicampur 5 

µL GelRed dan 5 µL sampel darah (tanpa 

loading dye karena sudah mengandung GoTaq 

Green Master Mix dari tahap PCR). 

Elektroforesis dijalankan selama 35 menit pada 

100 volt, dan hasilnya divisualisasikan 

menggunakan UVITEC. 

e. Teknik Analisis Data 

Data yang diperoleh pada hasil penelitian 

dibahas secara kualitatif. Data yang dianalisis 

adalah hasil desain primer, hasil optimasi 

suhu annealing dan optimasi konsentrasi 

primer yang divisualisasikan menggunakan 

elektroforesis.  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

1. Desain Primer Ekson 6 Gen EDNRB dan 

Uji Spesifisitas secara In silico 

Pada penelitian ini dilakukan desain 

primer secara in silico menggunakan program 

Geneious Prime pada sekuen gen EDNRB 

(Accession number: NG_011630.3). Proses 

desain primer menghasilkan 2 pasang 

kandidat primer (Lampiran 2). Dari 2 pasang 

kandidat primer yang ada, dipilih kandidat 

pasangan primer 1 karena memenuhi kriteria 

primer yang baik. Tabel 4 menunjukkan 

karakteristik primer yang dipilih 

menggunakan program Geneious Prime. 
Parameter yang dianalisis meliputi panjang 

basa, produk PCR, melting temperature (Tm), 

%GC, hairpin dan self-dimer.   

Tabel 1. Karakteristik Hasil Desain Primer pada Ekson 6 

           Karakteristik 

                  Sequence (5’→3’)     

%GC 

TM 

(OC) 

Hair 

pin 

Self 

dimer  

Panjang 

basa 

(nt) 

Produk 

PCR 

(bp) 

Kandidat primer 1 

Forward 

AGTTAGAGGGGGACACAGAC 

55.0 58.1 None None 20 517 bp 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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DNA fold 

 

Reverse 

GTGTAACTGATTGGCTGAGG 

50.0 56.1 None None        20  

DNA fold       

            

 

2. Optimasi Kondisi PCR 

a. Optimasi Suhu Annealing dengan Gradient PCR 

Optimasi suhu annealing dilakukan untuk memperoleh suhu yang optimum agar primer menempel 

pada DNA cetakan saat melakukan PCR. Untuk memperoleh suhu yang optimum dilakukan gradient 

PCR dengan menggunakan suhu yang bervariasi. Variasi suhu annealing yang digunakan berada pada 

suhu 52.8°C, 53.3°C, 54.0°C, 54.7°C dan 55.3°C. Hasil elektroforesis menunjukkan suhu 55,3°C 

adalah suhu yang tepat ditandai dengan pita tunggal dan terlihat paling tebal dan terang dengan ukuran 

amplikon yang sesuai yaitu 517 bp (Gambar 1). 

 

 

Gambar 1. Hasil Elektroforesis Gradient PCR Ladder 100bp, suhu 52.8°C, 53.3°C, 54.0°C, 54.7°C 

dan 55.3°C 

b. Optimasi Konsentrasi Primer 

Variasi konsentrasi primer yang digunakan adalah 0,5 μM, 0,7 μM, 0,9 μM dan 1,1 μM. Penggunaan 

beberapa primer dengan konsentrasi berbeda untuk amplifikasi gen EDNRB ekson 6 menghasilkan 

produk PCR dengan ketebalan yang hampir sama. Berdasarkan hasil ini, keempat konsentrasi dapat 

digunakan dalam reaksi PCR, namun untuk efisiensi bisa digunakan konsentrasi 0,7 μM. 
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Gambar 2. Hasil Elektroforesis Optimasi Konsentrasi Primer. Ladder 100bp, konsentrasi 0,5 µM, 0,7 

µM, 0,9 µM, 1,1 µM 

 

Pembahasan 

Pada penelitian ini dilakukan desain 

primer gen EDNRB (Accession number: 

NG_011630.3) ekson 6 secara in silico 

menggunakan program Geneious Prime. Hasil 

penelitian ini diperoleh pasangan primer 

forward 5’-

AGTTAGAGGGGGACACAGAC-3’ dan 

reverse 5’-GTGTAACTGATTGGCTGAGG-

3’. Aspek yang dianalisis saat mengamplifikasi 

primer antara lain panjang basa, melting 

temperatur (Tm), %GC, hairpin dan self 

dimer. Panjang basa 18-30 basa merupakan 

panjang primer yang ideal (Achyar et al., 

2021). Karakteristik hasil desain primer (Tabel 

4) memiliki panjang basa pada primer forward 

20 basa dan primer reverse juga memiliki 

panjang 20 basa. 

Salah satu faktor paling penting dalam 

mendesain primer adalah persentase GC. 

Menurut Saraswati & Dwi Wahyuni, (2019) 

persentase kandungan GC yang ideal berkisar 

antara 40-60%. Primer dengan persentase GC 

rendah diperkirakan tidak dapat bersaing 

secara efektif untuk menempel pada target 

yang diinginkan, yang kemungkinan akan 

mengurangi efisiensi proses PCR. Sementara, 

persentase GC yang tinggi akan meningkatkan 

Tm serta suhu annealing PCR (Sari, 2018). 

Karakteristik hasil desain primer (Tabel 4) 

memiliki %GC yang sesuai yaitu berkisar 

50.0-55.0%. 

Melting temperatur (Tm) juga termasuk 

faktor penting yang mempengaruhi 

keberhasilan proses PCR, karena menentukan 

suhu annealing optimal di mana primer dapat 

menempel secara spesifik pada template DNA. 

Umumnya, nilai Tm yang ideal untuk primer 

berada dalam rentang 50 hingga 62°C. 

Perbedaan suhu Tm antara primer forward dan 

reverse sebaiknya tidak lebih dari 5°C, karena 

perbedaan yang terlalu besar dapat 

mengganggu efisiensi penempelan primer dan 

menyebabkan gagalnya amplifikasi DNA 

(Nugraha et al., 2022). Didapat hasil desain 

primer Tm forward 58,1°C dan Tm reverse 

56,1°C (Tabel 4) dengan selisih Tm 2°C yang 

masih berada dalam batas toleransi ideal dan 

mendukung terjadinya amplifikasi yang 

optimal. 

Dalam proses mendesain primer, 

penting untuk menghindari terbentuknya 

struktur seperti hairpin dan self dimer. Hairpin 

merupakan primer yang menempel pada 

dirinya sendiri sehingga membentuk struktur 

sekunder, sedangkan self dimer terjadi bila 

terbentuk ikatan pada dua primer sejenis 

(primer forward dengan primer forward atau 

primer reverse dengan primer reverse) (Aulia 

et al., 2023).  Karakteristik hasil desain primer 

(Tabel 4) tidak memiliki (none) hairpin dan 

self dimer. 

Melting temperature (Tm) dari primer 

menjadi acuan utama dalam menentukan 

suhu annealing (Ta). Jika Ta terlalu tinggi, 

primer yang telah menempel pada DNA 

cetakan bisa terlepas, sehingga produk PCR 

tidak terbentuk. Sebaliknya, jika Ta terlalu 

rendah, primer bisa menempel secara tidak 

spesifik pada DNA, yang dapat menghasilkan 

produk yang tidak diinginkan. Oleh karena 

itu, menentukan suhu annealing yang tepat 

berdasarkan nilai Tm primer sangat penting 

(Aulia et al., 2021). Suhu annealing 

ditentukan oleh primer yang digunakan, 

sebaiknya suhu yang digunakan sekitar 5°C 

di bawah suhu leleh (Aris et al., 2013).  

Hasil gradient PCR divisualisasikan 

dengan elektroforesis menggunakan agarose 

1,5% dan dijalankan selama 35 menit. Variasi 
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suhu annealing yang digunakan berada pada 

suhu 52.8oC, 53.3oC, 54.0oC, 54.7oC dan 

55.3oC, diperoleh suhu annealing yang optimal 

yaitu 55.3oC. Hasil elektroforesis (Gambar 4) 

menunjukkan pita DNA yang paling tebal dan 

terang berada pada suhu 55,3°C dengan ukuran 

amplikon yang sesuai (517 bp). Pita DNA 

yang tebal dan tunggal/mengumpul (tidak 

menyebar) menunjukkan konsentrasi yang 

tinggi dan DNA total yang diekstrak dalam 

kondisi utuh, sedangkan pita DNA yang 

terlihat menyebar menunjukan adanya ikatan 

antar molekul DNA yang terputus pada saat 

proses ekstraksi berlangsung, sehingga genom 

DNA terpotong menjadi bagian-bagian yang 

lebih kecil. Terputusnya ikatan antar molekul 

tersebut dapat disebabkan oleh adanya gerakan 

fisik yang berlebihan yang dapat terjadi dalam 

proses pemipetan, pada saat dibolak-balik 

dalam tube, disentrifus atau bahkan karena 

temperatur yang terlalu tinggi dan karena 

aktivitas bahan-bahan kimia   tertentu 

(Setyawati et al., 2021).  

Untuk menentukan konsentrasi primer 

yang optimal, dilakukan uji optimasi dengan 

variasi konsentrasi sebesar 0,5 μM, 0,7 μM, 

0,9 μM, dan 1,1 μM. Berdasarkan Gambar 4, 

konsentrasi 0,7 μM menghasilkan pita yang 

paling jelas, tebal, dan sesuai dengan ukuran 

target yang diharapkan. Konsentrasi primer 

yang kurang mencukupi atau berlebihan dapat 

menghambat proses amplifikasi dan 

menghasilkan primer dimer (pita yang 

terbentuk oleh primer yang saling berinteraksi 

dan bukan oleh target spesifik), menyebabkan 

gangguan dalam hasil PCR (Mardiana et al., 

2023). 

 

SIMPULAN DAN SARAN 

Penelitian ini telah berhasil mendesain 

primer spesifik untuk ekson 6 gen EDNRB, 

dengan sekuens primer forward yaitu 5’-

AGTTAGAGGGGGACACAGAC-3’ dan 

primer reverse 5’-

GTGTAACTGATTGGCTGAGG-3’ yang 

menghasilkan amplikon sepanjang 

517bp.Kondisi optimum PCR dengan suhu 

annealing 55,3oC dan konsentrasi primer yang 

optimum adalah 0,7 μM. 

Berdasarkan penelitian yang telah 

dilakukan disarankan untuk penelitian 

selanjutnya melihat mutasi yang terjadi pada 

sampel pasien Hirschsprung’s Disease dengan 

metode metode PCR-sequencing. 
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