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ABSTRACT

The order (sequencing) determinationof DeoxyribonucleicAcid (DNA) bases is the gene’s most basic information, using the method
of Polymerase Chain Reaction (PCR) as its stage. A key factor of successful detection by PCR is specific PCR primer design choice. The
detection of diversity of Mycobacterium Mannose Receptor (MMR) gene, responsible for recognizing mannosylated antigen structure
of Mycobacterium tuberculosis (M.tb) by DNA sequencing of exon 7 chromosome 10p12, related to susceptiblity for Pulmonary
Tuberculosis(TB), was first performed in China in 2012. The purpose of this study was to find specific primerfromboth design originated
from the research in China/primer I and my own design/primer IIby using Primer3 software. This study was based on 10 healthy subjects
and was a preliminary study of a research titled. The Relationship of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) of Macrophage Mannose
Receptor Gene to Pulmonary Tuberculosis Cases. The examination materials consist of 3 mL of EDTA blood and DNA extraction from its
buffy coat. The resulting DNA was processed by PCR to amplify MMR gene with primer I and II. The primer I successfully amplified DNA
fragments up to 780bp while primer II only 329 bp. The MMR gene DNA sequencing analysis was performed on the amplification result
of both kinds primers by using DNA Baser and Ensembl—BLAST software. The results were different, DNA sequencing result by using the
primer [ was found in several chromosomes and also in several loci. Whereas, by using the primer II, it was only found in chromosome
10 and in the same locus. Based on this study, it can be concluded that the specific primer design is one of the most important factors
in the success of DNA sequencing.

Key word: Specific primer design, macrophage mannose receptor gene, polymerase chain reaction, deoxyribo nucleic acid sequencing

ABSTRAK

Penentuan urutan (sekuensing) basa Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) merupakan informasi paling mendasar suatu gen,
menggunakan metode PCR (Polymerase Chain Reaction) sebagai tahapannya. Salah satu kunci keberhasilan PCR adalah pemilihan
rancangan primer PCR yang spesifik. Deteksi keberadaan ragaman terkait gen Macrophage Mannose Receptor (MMR) yang mengenali
struktur antigen manosilat Mycobacterium tuberculosis (M.tb) dengan sekuensing DNA exon 7 kromosom 10p12 berhubungan
dengan kerentanan seseorang menjadi Tuberkulosis (TB) Paru, pertama kali dilakukan di Cina pada tahun 2012. Tujuan penelitian
ini adalah mencari primer spesifik dari 2 rancanganyang berasal dari penelitian di Cina/primer I dan yang dirancang sendiri/
primer II menggunakan piranti lunak primer3. Penelitian ini menggunakan bahan periksaan dari 10 orang sehat dan merupakan
kajian pendahuluan dari penelitian yang berjudul Hubungan Single nucleotide polymorphisms (SNPs) pada Gen MMR dengan
Kejadian Tuberkulosis Paru. Bahan periksaan sebanyak 3mL darah EDTA dan buffy coat kemudian diisolasi berkaitan dengan DNA.
Deoxyribo nucleic acid yang diperoleh diproses dengan PCR untuk mengamplifikasi gen MMR dengan primer I dan II. Primer I
berhasil mengamplifikasi fragmen DNA sebanyak 780 bp, sedangkan primer II sejumlah 329 bp. Analisis sekuensing DNA gen MMR
dilakukan di hasil amplifikasi kedua macam primer dengan perangkat lunak DNA Baser dan Ensembl—-BLAST. Hasil sekuensing
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DNA dengan menggunakan primer I ditemukan di beberapa kromosom dan dalam beberapa lokus. Sedangkan sekuensing DNA
dengan menggunakan primer II ditemukan hanya di kromosom 10 dan satu lokus yang sama. Didasari telitian ini dapat disimpulkan
rancangan primer yang spesifik adalah salah satu faktor yang paling penting dalam keberhasilan sekuensing DNA.

Kata kunci: Rancangan primer spesifik, gen macrophage mannose receptor, polymerase chain reaction, sekuensing deoxyribo nucleic

acid

PENDAHULUAN

Ragaman genetik berbagai gen diperkirakan
terlibat dan memainkan peran penting dalam
kekebalan bawaan dan kerentanan terhadap TB
di tingkat individu. Beberapa kajian terkait gen
menunjukkan bahwa faktor genetik dari inang
dan M.tb, serta lingkungan berhubungan dengan
patofisiologi TB. Berdasarkan hal tersebut, identifikasi
gen yang mem-pengaruhi kerentanan terhadap TB
menjadi banyak dipelajari belakangan ini. Beberapa
kajian kasus kendali TB termasuk sejumlah gen yang
berbeda terdapat populasi tertentu telah diperiksa.
Kajian meta analisis hubungan polimorfisme inang
dengan kerentanan TB saat ini telah menemukan
275 SNPs yang terjadi di faktor transkripsi di 19 gen
terlibat dalam timbulnya dan perjalanan penyakit TB.
Berdasarkan peramalan ini, terdapat hipotesis bahwa
gen memainkan peran penting dalam kerentanan
terhadap tuberkulosis melalui ekspresi hasil gen dan
modifikasi pengaturan transkripsi gen.l-3

Penelitian pertama kali di Cina melaporkan bahwa
ragaman genetic Macrophage Mannose Receptor/
Mannose Receptor C type 1 (MMR/MRC-1) yang
menyandi Mannose Receptor (MR) dan berlokasi
di kromosom 10pl2 yang terdiri dari 30 exon,
berhubungan dengan kejadian TB paru. Penelitian ini
melibatkan 222 orang pasien TB dan 232 orang sebagai
pembanding, dari 6 Single nucleotide polymorphisms
(SNPs) exon 7 di MMR (G1186A, G1195A, T1212C,
C1221G, C1303T dan C1323T) ditemukan hanya di alel
G1186A (rs34039386) tempat terjadinya polimorfisme
yang bermakna di kedua kelompok (P=0,037;
OR=0,76; 95% selang kepercayaan 0,58-0,98). Pada
penelitian ini pemeriksaan SNPs gen MMR, dengan
sekuensing segmen DNA gen MMR yang diperoleh dari
hasil amplifikasi dengan teknik PCR menggunakan
primer forward TTG AGG CTG CAA TGA GAC AT dan
primer reverse AGT GTAAGG TAG ACT GCT CT.#

Keberhasilan sekuensing DNA sangat bergantung
dari keberhasilan proses PCR. Asas PCR adalah
melipatgandakan secara eksponensial sekuen
nukleotida tertentu secara in vitro. Agar dapat
mengenali sekuen yang akan dilipatgandakan
diperlukan primer tertentu yang spesifik. Daerah yang
dikenal primer inilah yang nanti akan dilipatgandakan
hingga ribuan bahkan jutaan kopi, sehingga setelah

dielektroforesis akan terlihat pita dari DNA yang
diamplifikasi tersebut.>-8

Perancangan primer dapat dilakukan berdasarkan
urutan DNA yang telah diketahui ataupun dari
urutan terkait protein yang dituju. Data urutan DNA
atau protein dapat diperoleh dari pangkalan data
Genbank.b

Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian
yang berjudul hubungan Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) pada gen MMR dengan kejadian
tuberkulosis paru. Berdasarkan hal tersebut penelitian
ini merupakan kajian pendahuluan yang bertujuan
mencari primer spesifik dari 2 rancangan yang berasal
dari penelitian di Cina/primer I dan yang dirancang
sendiri/primer II, sebagai langkah awal pemeriksaan
sekuensing DNA.

METODE

Penelitian ini merupakan kajian deskriptif, yaitu
peneliti mendeskripsikan hasil merancang primer
dan mengukuhkan kemampuan kedua primer
(yang berasal dari penelitian di Cina dan yang
dirancang sendiri), yaitu mengamplifikasi daerah
yang diinginkan. Penelitian ini dilaksanakan antara
bulan Maret—Agustus 2014, untuk perancangan
dan pemeriksaan PCR di laboratorium Biomolekuler
Patologi Klinik Rumah Sakit Umum Pusat dr. Hasan
Sadikin Bandung. Sedangkan pemeriksaan sekuensing
DNA gen MMR di Lab Biologi Molekuler Eijkman
Jakarta.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah
heating block, mesin thermocycler PCR, mikrosentrifus,
mikropipet, tabung Eppendorf, microtube, vortex,
chamber, rak tabung mikro, pemasok tenaga, tempat
pembuangan, tabung PCR, gel doc, UV Illuminator.
Bahan yang digunakan adalah deoxynucleotide
triphosphate (ANTP’s), taq polymerase, bufer 10X,
MgCl2, H,0, agarose, Tris, acetic acid and EDTA (TAE)
IX, Sybr safe gel stain, air suling, DNA ladder.

Dalam penelitian ini DNA yang digunakan berasal
dari darah vena EDTA yang diambil dari 10 orang
normal yang sudah diketahui sehat masing-masing
sebanyak 3 mL. Setelah itu dipusingkan guna diambil
buffy coat untuk isolasi berkaitan dengan DNA.

Rancangan Primer Spesifik Gen Macrophage Mannose Receptor (MMR) - Triyani, dkk. 159



Primer yang akan digunakan untuk mendeteksi
fragmen DNA dari gen MMR menggunakan piranti
lunak komputer “primer3”. Pengukuhan dilakukan
menggunakan BLAST gen bank The National Center
for Biotechnology Information (NCBI) untuk melihat
keberadaan kemungkinan salah cetak primer dengan
daerah lain di gen MMR, selain daerah yang akan
diamplifikasi. Jika tidak ditemukan kemungkinan
keberadaan salah cetak, maka selanjutnya hasil
rancangan primer siap untuk dibuat menjadi
oligonukleotida primer.*

Langkah yang dilakukan selama penelitian, ialah
sebagai berikut: Isolasi DNA dari sampel; Rancangan
primer untuk gen MMR menggunakan perangkat lunak
primer3; Perbaikan reaksi PCR menggunakan primer I
dan II; Amplifikasi gen MMR dengan PCR; Melakukan
elektroforesis di gel agarose 0,8% untuk mengetahui
hasil amplifikasi; Sequensing DNA gen MMR; Analisis
bioinformatika menggunakan perangkat lunak DNA
Baser dan European Bioinformatics Institute and the
Wellcome Trust Sanger Institute—Basic Local Alignment
Search Tool (Ensembl—BLAST).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Primer I (panjang 20 bp) yang berasal dari peneliti
Cina terdahulu sebagai berikut:
Forward primer 5’TTG AGG CTG CAA TGA GAC AT3’
dan

Reverse primer 5’AGT GTA AGG TAG ACT GCT CT3

Kemudian dihasilkan sebuah rancangan primer
baru hasil merancang di laboratorium Biomolekuler
Patologi Klinik Rumah Sakit Umum Pusat dr. Hasan
Sadikin Bandung (primer II) dengan panjang 20 bp
yaitu:

Forward primer 5’CTA GTC AGT GGT GGC CGT AT3’

Reverse primer 5’CAC ATT GTG GTC GCA TTT TCA
GCZ

Deoxyribo Nucleic Acid yang diperoleh dari hasil
isolasi, selanjutnya diamplifikasi menggunakan
PCR dengan primer I dan II. Hasil mengisolasi DNA
lebih lanjut dilakukan amplifikasi PCR dan hasilnya
dielektroforesis di agarosa 0,8%. Lokasi DNA yang
terdapat di gel dapat diamati dengan staining
menggunakan Sybr safe gel stain, sehingga nanti dapat
dilihat sewaktu gel diletakkan di atas Gel Doc. Hal ini
dapat dilihat di Gambar 1.

Pada penelitian ini diteliti pendahuluan sekuensing
DNA terhadap 10 sampel orang yang sehat, dari
hasil PCR menggunakan kedua jenis primer. Hal ini
dilakukan untuk memastikan ketelitian metode PCR.

Gambar 1. Hasil isolasi DNA menggunakan kedua primer

Setelah diperoleh pengukuhan mengenai pita (band)
DNA, sampel sebanyak 30uL disekuensing DNA.

Pemeriksaan sekuensing DNA menggunakan
metode Sanger dengan alat Big Dye Terminator dari ABI
3130xl Genetic Analyzer. Penilaian hasil menganalisis
sekuensing fragmen DNA gen MMR dari kedua jenis
primer menggunakan perangkat lunak DNA Baser dan
Ensembl-BLAST.

Tampilan analisis hasil sekuensing DNA dengan
perangkat lunak DNA Baser dapat dilihat di Gambar 2.

Tampilan analisis hasil sekuensing DNA perangkat
lunak Ensembl-BLAST salah satu contohnya pada
sampel No. 2, dapat dilihat di Gambar 3.

Amplifikasi DNA dengan primer I tidak spesifik
untuk fragmen gen MMR, dibandingkan dengan
amplifikasi dengan primer II. Hasil sekuensing DNA
dengan menggunakan primer I ditemukan penempelan
primer tidak hanya di kromosom 10, tetapi juga di
lokus ditemukannya di kromosom 2,3,4,5,9,10,11,12,16
dan 17. Di samping itu juga ditemukan dalam beberapa
lokus di kromosom 10 dan 11, sedangkan dengan
menggunakan primer II terlihat spesifik hanya pada
kromosom 10 dan satu lokus yang sama, hal ini dapat
dilihat pada Tabel 1.

Keberhasilan reaksi PCR sangat ditentukan oleh
beberapa faktor, yaitu: Deoksiribonukleotida trifosfat
(dN-TP); Oligonukleotida primer; DNA template;
Susunan larutan bufer; Jumlah dauran reaksi; Enzim
yang digunakan dan faktor teknis lainnya, seperti
pencemaran.®

Oligonukleotida primer (rancangan primer)
memegang peran penting untuk kekhasan terbesar dan
keberhasil-gunaan PCR. Primer yang baik ditentukan
oleh beberapa sifat/cirinya yaitu: Panjangnya,
Primer Melting Temperature (Tm), Primer Annealing
Temperature (Ta), Selisih Primer Melting Temperature
(ATm), GC Content, GC Clamp, Secondary Structures,
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Gambar 2. Hasil analisis sekunsing DNA perangkat lunak DNA Baser di sampel No. 2
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Gambar 3. Contoh analisis sekunsing DNA perangkat lunak Ensembl-BLAST di sampel

Self—Complementary (SC) dan Pair—Complementary

(PC), mengulang dan mengelolanya, kekhasan
atau keunikan, panjang hasilnya dan sisi
keterbatasannya.>

Rancangan primer yang baik sangat penting untuk
keberhasilan reaksi PCR. Penelitian terkait rancangan
primer memiliki beberapa sifat/ciri yang perlu
dipertimbangkan. Gabungan sifat/ciri yang digunakan
pada setiap penelitian hampir mirip satu sama lain,
baik untuk rancangan primer singel maupun primer
multiplek. Setelah mengetahui beberapa sifat/ciri
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primer yang penting untuk merancangnya yang terkait
PCR, maka selanjutnya dapat diteliti untuk mencari
sifat/ciri yang bermakna terhadap pengharapan baik
rancangan primer tersebut.®

SIMPULAN

Didasari telitian ini, dapat disimpulkan bahwa
rancangan primer I belum spesifik, karena mengenali
tidak hanya di kromosom 10pl2, tetapi mengenali

Rancangan Primer Spesifik Gen Macrophage Mannose Receptor (MMR) - Triyani, dkk. 161



Tabel 1. Hasil analisis sekuensing DNA gen MMR menggunakan 2 macam primer

Lokasi sekuens DNA pada kromosom ke dan Jumlah lokus

No Sampel Primer

2 3 4

5

9

Jumlah

10 11 12 16 17
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beberapa kromosom dan termasuk beberapa lokus
dalam 1 kromosom. Sedangkan rancangan primer
IT lebih spesifik, karena berhasil mengenali hanya
kromosom 10p12 sebagai tempat gen MMR.

Rancangan primer PCR yang tepat adalah salah
satu faktor yang paling penting dalam keberhasilan
sekuensing DNA.
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