
Ilmi, A.N., et. al., Vol. 12 (1), Hal: 118-128, Mei 2025 

118 
 

 
 
 

 
 

Desain Primer Secara in Silico untuk Amplifikasi Gen TGF- β1 dan 

TNF- α pada Mencit Mus Musculus Sebagai Kandidat Primer dalam 

Uji qRT-PCR 

Annisa Nurul Ilmi*1, Aloysia Sri Pujiyanti2, Amirullah3 

  
1*Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Mulawarman, 

 Jl. Kuaro, Gn. Kelua, Kec. Samarinda Ulu, Kota Samarinda, Kalimantan Timur 75242. Telp.: 0541-749152 

Annisanurulilmi@fmipa.unmul.ac.id*  
2Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Mulawarman, Samarinda 

3Program Studi Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Halu Oleo, Kendari 
 

Diterima: 22 Mei 2025     –     Disetujui: 30 Mei 2025      –     Dipublikasi: 31 Mei 2025  

 

 

ABSTRAK  
    

Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-β1) dan Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) merupakan dua gen penting yang 

terlibat dalam mekanisme inflamasi dan fibrosis. Penelitian ini bertujuan untuk mendesain kandidat primer spesifik bagi 

kedua gen tersebut pada hewan model Mencit Mus musculus secara in silico sebagai persiapan uji ekspresi gen menggunakan 

metode qRT-PCR. Desain primer dilakukan menggunakan software Primer3Plus, Clone Manager Professional 9 Demo, 

Primer Express, dan OligoAnalyzer untuk mengevaluasi parameter kualitas primer seperti melting temperature (Tm), %GC, 

struktur sekunder (hairpin dan dimer), serta nilai ΔG. Analisis spesifisitas dilakukan menggunakan Primer-BLAST NCBI 

untuk memastikan bahwa primer hanya menempel pada target genom Mus musculus. Hasil menunjukkan bahwa kandidat 

sekuens terbaik yakni primer  TGF-β1 forward 5’ ATTCCTGGCGTTACCTTGG 3’; reverse 5’ 

GTGAGCGCTGAATCGAAAG 3’ dengan produk amplikon 137 bp dan primer TNF-α forward 5’ 

TGCTCTGTGAAGGGAATGG 3’; reverse 5’ TTGGACCCTGAGCCATAATC 3’ dengan hasil produk 146 bp. Kandidat 

primer memiliki panjang 19–20 nukleotida, %GC antara 50–55% dan Tm tidak lebih dari 60°c. Tidak ditemukan struktur 

sekunder baik hairpin atau dimer, dengan nilai ΔG > –3 kcal/mol, menandakan primer stabil. Hasil Primer-BLAST 

mengonfirmasi bahwa kedua pasangan primer bersifat spesifik terhadap gen target pada Mus musculus dengan nilai 100% 

sehingga pasangan primer ini layak sebagai kandidat primer untuk aplikasi qRT-PCR dalam studi ekspresi gen terkait 

inflamasi. Validasi lanjutan di laboratorium tetap diperlukan untuk melakukan reaksi qRT-PCR dengan baik. 
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PENDAHULUAN  

Inflamasi merupakan respons fisiologis kompleks terhadap gangguan homeostasis seperti infeksi, 

trauma jaringan, atau rangsangan imunologis. Proses ini dimediasi oleh berbagai molekul bioaktif, 

termasuk sitokin pro-inflamasi dan anti-inflamasi, yang berperan penting dalam mengatur intensitas dan 

durasi respons imun. Ada banyak gen yang terlibat pada jalur persinyalan inflamasi, namun dua gen 

yang secara luas dikaji dalam mekanisme inflamasi adalah Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-

β1) dan Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α). 

 

TGF-β1 adalah sitokin yang multifungsi yang mengendalikan berbagai respon seluler seperti 

pertumbuhan sel, proliferasi sel, diferensiasi sel, perbaikan jaringan dan pengaturan sistem kekebalan 

tubuh terutama dalam reaksi inflamasi dan fibrogenesis. Jika diekspresikan terlalu banyak, TGF-β1 bisa 

menyebabkan fibrosis dan penyakit inflamasi kronis (Rahmadona et al., 2023; Trihono, 2016). 

Penelitian menunjukkan bahwa kadar TGF-β1 dianggap sebagai biomarker penting yang terlibat dalam 
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sejumlah penyakit, termasuk penyakit kardiovaskular, rinositis, penyakit ginjal dan gangguan autoimun 

(Apriansyah et al., 2020; Battaglia et al., 2010; Dantas et al., 2016; Gómez-Bernal et al., 2023; 

Karadeniz et al., 2022; Rahmadona et al., 2023). 

 

Sedangkan TNF-α merupakan sitokin pro-inflamasi yang memiliki peran sentral dalam mengatur 

respons imun, terutama pada proses peradangan dan autoimun. TNF-α berfungsi dalam merekrut sel-

sel imun ke lokasi peradangan serta menginduksi produksi berbagai mediator inflamasi lainnya, 

sehingga memperkuat respons imun tubuh (Beutler, 1999). Namun, produksi TNF-α yang berlebihan 

atau tidak terkontrol dapat menyebabkan kerusakan jaringan dan memperburuk kondisi penyakit 

inflamasi. Beberapa studi menunjukkan bahwa peningkatan kadar TNF-α berkaitan dengan 

perkembangan penyakit degeneratif seperti osteoporosis, serta kerusakan jaringan yang terjadi pada 

penyakit autoimun seperti Lupus Eritematosus Sistemik (Tonny et al., 2018). Peningkatan ekspresi 

TNF-α berkontribusi pada kerusakan mukosa usus pada Inflammatory Bowel Diseases (IBD), disfungsi 

endotelial dan peningkatan peradangan di dinding pembuluh darah, serta merangsang proliferasi sel 

tumor dalam beberapa jenis kanker seperti kanker usus (Cai et al., 2020; Muthusami et al., 2021; Ruder 

et al., 2019; Villanacci et al., 2019). 

 

Analisis ekspresi gen melalui Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) menjadi 

metode unggulan (Gold standard) dalam penelitian imunologi dan inflamasi karena sensitivitas tinggi, 

spesifisitas baik, dan rentang kuantifikasi luas. Keberhasilan RT-qPCR sangat dipengaruhi oleh kualitas 

primer diantaranya suhu leleh (Tₘ) yang tepat, komposisi GC seimbang, serta minimalnya struktur 

sekunder seperti hairpin atau dimer. Desain primer in silico menggunakan software seperti Primer-

BLAST (NCBI) dan Primer3plus, untuk mempercepat identifikasi kandidat primer yang memenuhi 

kriteria termodinamik dan spesifisitas genomik (Hung & Weng, 2016) 

 

Meskipun desain primer in silico telah banyak diterapkan untuk berbagai target gen dan membahas 

berbagai kriteria yang baik untuk mendesain primer, belum ada studi sistematis yang khusus merancang 

primer untuk TGF-β1 dan TNF-α khususnya pada hewan uji Mencit Mus musculus. Primer yang 

disesuaikan dengan genom mencit sangat penting untuk menjamin akurasi dan konsistensi hasil 

pengukuran ekspresi gen dalam penelitian inflamasi dengan hewan model. Penelitian ini bertujuan 

untuk mendesain kandidat primer RT-qPCR spesifik gen target terkait inflamasi TGF-β1 dan TNF-α 

pada Mus musculus secara in silico. Pada penelitian ini dilakukan analisis struktur hairpin dan nilai ΔG 

pada desain primer yang digunakan untuk menilai kestabilan dan spesifitas penempelan primer, dimana 

belum banyak dibahas mendalam pada penelitian terkait desain primer. Diharapkan penelitian in silico 

ini dapat menjadi acuan bagi penelitian molekuler lanjutan di bidang imunologi dan patofisiologi 

khususnya yang menggunakan hewan uji Mus musculus serta memperkuat pengembangan metode 

diagnostik berbasis ekspresi gen. 

 

METODE PENELITIAN 

Waktu dan Tempat  

Penelitian ini dikerjakan secara in silico pada bulan Maret – April 2025 di Laboratorium Biologi Dasar, 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Mulawarman dengan menggunakan 

beberapa tools/software di antaranya program primer3 plus, Oligo Analyzer, Clone Manager 

Professional 9 Demo, dan Primer Express. Adapun bahan penelitian berupa sekuen gen-gen target 
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inflamasi TGF-β1 dan TNF-α diunduh dari GenBank NCBI (National Center for Biotechnology 

Information). 

 

Primer Gen 

Urutan nukleotida dari Gen pengkode TGF-β1 dan TNF-α diambil dari database  GenBank NCBI, dan 

dipilih sekuens yang berasal dari full length messenger Ribonucleic Acid (mRNA) yang diisolasi dari 

mus musculus. Sebagai cetakan untuk mendesain primer, digunakan TGF-β1 (kode genebank: 

NM_011577.2) dan TNF-α (Kode genebank: NM_013693.3) yang dapat diunduh pada situs 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/.   

 

Software dan tools desain primer secara in silico 

Software yang digunakan pada penelitian desain primer secara in silico yaitu program Clone Manager 

Professional 9 Demo dan Primer Express (thermo fisher), untuk memvalidasi kualitas kandidat primer. 

Tools lain yang digunakan untuk memilih sekuens kandidat primer yaitu melalui website NCBI 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, Primer 3 plus https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi serta Oligo Analyzer https://sg.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer 

untuk mengetahui nilai ΔG (delta G) dan struktur sekunder (hairpin) dari kandidat primer. 

 

Analisis Data  

Data hasil penelitian dianalisis melalui beberapa tahap. Pertama, sekuens gen TGF-β1 dan TNF-α (Mus 

musculus) diunduh dari database GenBank NCBI dalam format FASTA. Kemudian dilakukan 

identifikasi dan pemilihan wilayah konservatif pada sekuens gen yang berpotensi menjadi lokasi 

penempelan primer. Perancangan primer dibuat menggunakan layanan Primer3Plus dan NCBI dengan 

parameter yang disesuaikan untuk kebutuhan qRT-PCR. Terakhir, kualitas primer seperti struktur 

sekunder primer (forward dan reverse) dievaluasi menggunakan Clone Manager Professional 9 Demo 

dan Primer Express, meliputi potensi pembentukan primer-dimer, analisis struktur hairpin (nilai ΔG) 

yang dianalisis secara lanjut dengan Oligo Analyzer, serta penilaian kestabilan ujung 3’. Munculnya 

teks berwarna merah pada Clone Manager Professional 9 Demo mengindikasikan adanya masalah 

pembentukan dimer primer, menandakan bahwa primer tersebut tidak memenuhi semua kriteria. 

Sebaliknya, apabila tidak ada teks merah (indikator “yes”) menandakan primer memenuhi kriteria. 

 

Analisis Spesifitas Primer 

Spesifisitas primer dievaluasi untuk memastikan kemampuannya mengidentifikasi dan berikatan secara 

eksklusif dengan gen target. Analisis ini dilakukan dengan menjalankan pencocokan sekuens kandidat 

primer menggunakan BLAST di NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), dimana setiap pasang 

primer akan dibandingkan terhadap kumpulan data sekuens multi-organisme di basis GenBank. Hasil 

identitas persentase menunjukkan tingkat kesesuaian primer terhadap gen TGF-β1 dan TNF-α dimana 

nilai persentase yang lebih tinggi mengindikasikan tingkat spesifisitas yang lebih baik.  

 

HASIL DAN PEMBAHASAN  

Desain Primer TGF-β1 dan TNF-α 

Analisis ekspresi mRNA (messenger Ribonucleic Acid) menggunakan teknik qRT-PCR (quantitative 

reverse transcription polymerase chain reaction) merupakan pendekatan yang sangat efektif untuk 

mengukur kuantitas RNA pada sel atau jaringan tertentu. Metode ini memiliki peran krusial dalam 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_011577.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://sg.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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penelitian TGF-β1 (Transforming Growth Factor-β1) dan TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α), 

mengingat kedua sitokin tersebut berfungsi sebagai mediator utama dalam mekanisme inflamasi dan 

fibrosis. Tahap paling awal adalah mencari database gen TGF-β1 dan TNF-α yang ada pada NCBI 

(National Center for Biotechnology Information). NCBI menyajikan data genomik komprehensif yang 

diakses secara luas diakses untuk penelitian bioinformatika (Rangwala et al., 2021). 

 

Sekuens gen target menggunakan sekuens full length mRNA mus musculus, karena desain primer ini 

bertujuan untuk mengkuantifikasi ekspresi gen sehingga tidak disarankan mengambil sekuens dengan 

jenis parsial dan bukan berasal dari mRNA ataupun cDNA (DNA komplementer). Selanjutnya 

menyimpan nomor akses (accession number) gen tersebut dari NCBI. Nomor akses merupakan kode 

unik yang digunakan untuk mengenali tiap entri sekuens, mulai dari genom dan mRNA hingga produk 

protein dalam database NCBI. Setelah mendapatkan nomor akses dari NCBI, selanjutnya menginput 

sekuens dalam format FASTA ke dalam NCBI dan juga Primer 3 Plus untuk mendapatkan berbagai 

kandidat primer. Sekuens diambil dari primer 3 plus yang dapat dilihat pada gambar 1.  

 

 
Gambar 1. Hasil dari salah satu primer yang dianalisis dengan Primer 3 Plus 

 

Program Primer 3 Plus memberikan dan 5 pilihan pasang primer untuk TGF-β1 dan 8 pasang primer 

untuk TNF-α setelah dimasukkan beberapa kriteria seperti ukuran primer yaitu 18-22 oligonukleotida 

dengan hasil produk maksimal 300 bp. Sedangkan pada situs NCBI memberikan 10 pilihan pasang 

primer pada tiap gen dengan kriteria yang sama. Parameter yang dianalisis oleh Primer 3 plus meliputi 

panjang basa, ukuran produk PCR, melting temperature (Tm), %GC, hairpin, repeats, runs, dan false 

priming, self-dimer dan pair-dimer.  Dari beberapa kandidat primer pada masing-masing gen yang 

dianalisis oleh berbagai tools, dipilih sekuens terbaik berdasarkan hasil analisis berbagai kriteria primer 

berkualitas untuk qRT-PCR yang telah dirangkum pada tabel 1. 

 

Tabel 1. Hasil desain primer TGF-β1 dan TNF-α pada Mus musculus 
Gen 

Target 

Primer Sekuens Panjang 

(bp) 

Tm 

(°C) 

%GC Amplicon 

(bp) 

Hairpin/ΔG 

(kcal/mol) 

Start 

TGF-β1 Forward ATTCCTGGCGTT

ACCTTGG 
19 59.9 53 137 1.01 1397 

 
Reverse GTGAGCGCTGAA

TCGAAAG 
19 59.7 55 

 
1.19 1533 

TNF-α Forward TGCTCTGTGAAG

GGAATGG 
20 59.8 50 146 0.86 846 

 
Reverse TTGGACCCTGAG

CCATAATC 
20 59.9 55 2.9 1141 
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qRT-PCR menggunakan primer forward dan reverse untuk sintesis DNA dua arah, menghasilkan 

amplifikasi yang spesifik, cepat, lebih efisien, dan secara eksponensial. Primer forward menempel pada 

untai antisense pada ujung 3′ untuk memperpanjang untai sense, sedangkan primer reverse menempel 

pada untai sense untuk memperpanjang untai antisense (Eling KS et al., 2014). Kedua primer bekerja 

sama menggandakan target setiap siklus. Tanpa salah satu primer, amplifikasi eksponensial tidak dapat 

terjadi. Desain primer untuk qRT-PCR harus memenuhi beberapa kriteria agar amplifikasi target 

berlangsung akurat, spesifik, dan efisien. Idealnya, primer berukuran 18–24 basa, sehingga 

menghasilkan amplikon atau produk sepanjang 80–150 bp yang mendukung kinerja reaksi (Patel & 

Sarma, 2018).  

 

Ukuran sekuens kandidat primer gen TGF-β1 dan TNF-α yang diperoleh adalah 19-20 pasang basa. 

Panjang basa 18-30 bp merupakan panjang primer yang dianggap ideal untuk amplifikasi dengan 

metode PCR,  karena primer dengan panjang kurang dari 18 basa berisiko tinggi mengalami mispriming, 

sehingga menurunkan spesifitas dan menghasilkan produk yang tidak sesuai. Mispriming adalah kondisi 

ketika primer menempel pada lokasi yang tidak diinginkan dalam DNA target dan menyebabkan 

terjadinya false positive atau positif palsu (Sunarno et al., 2018). Jika sekuens primer didesain lebih dari 

30 basa, dapat menyebabkan primer tidak spesifik menempel ke gen target karena terjadi hibridisasi 

dengan primer lain sehingga tidak dapat terjadi amplifikasi.  

 

Selain ukuran primer, hasil produk PCR atau amplikon juga perlu diperhatikan. Kandidat primer yang 

dipilih yaitu primer yang memiliki hasil produk kurang dari 200 bp yakni 137 bp untuk TGF-β dan 146 

bp untuk TNF-α. Sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Debode et al. (2017) menggunakan 

RT-PCR, hasil menunjukkan bahwa semakin kecil produk hasil amplifikasi yang dihasilkan maka 

semakin tinggi sinyal fluoresensi yang dihasilkan. Sehingga, sangat penting mendesain primer untuk 

RT-PCR dengan amplikon yang kecil (70–200 bp) agar meningkatkan efisiensi dan sensitivitas deteksi. 

 

Suhu leleh (melting temperature/Tm) primer yang didesain berada dalam kisaran 55°C hingga 60°C 

(Primer 3 plus), dengan selisih Tm antara primer forward dan reverse tidak melebihi 5°C. Suhu leleh 

(Tm) primer sebaiknya antara 55–65 °C agar sekuens menempel kuat pada cDNA target tanpa 

menyebabkan pembentukan dimer (Chauhan et al., 2019).  Pada penelitian ini, primer didesain dengan 

memastikan bahwa komposisi GC atau nilai GC content berada pada rentang 50-60%. Hasil analisis 

dengan primer 3 plus dan NCBI diperoleh bahwa kandidat primer yang dipilih memiliki komposisi GC 

50-55% namun sedikit berbeda dengan hasil analisis dengan software lain seperti pada Clone Manager 

Professional 9 Demo yang bisa dilihat pada gambar 2 (a). Semua kandidat primer dari Primer 3 plus 

dan NCBI dianalisis lebih lanjut dengan Clone Manager Professional 9 Demo, jika ada salah satu 

pasangan primer yang tidak memenuhi kriteria seperti munculnya satu atau lebih tulisan “no” pada 

kriteria di kotak dialog, maka primer tersebut tidak akan dipilih menjadi kandidat seperti pada gambar 

2 (b). 
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(a)                                                                                  (b) 

Gambar 2. Tampilan hasil analisis kualitas desain salah satu sekuens primer dengan menggunakan  

Clone Manager Professional 9 Demo. Gambar (a) adalah primer dengan kualitas baik dan gambar (b) 

adalah primer dengan spesifikasi yang tidak memenuhi syarat kualitas primer untuk qRT-PCR 

 

Kandungan GC dan pembentukan struktur dimer merupakan aspek penting saat mendesain primer. 

Kandungan GC berkontribusi terhadap peningkatan kestabilan primer, karena pasangan basa G dan C 

membentuk ikatan hidrogen yang kuat, sehingga primer lebih stabil saat menempel pada DNA template 

(Eling KS et al., 2014). Kadar guanin (G) dan sitosin (C) dalam primer sangat memengaruhi suhu 

lelehnya (Tm). Primer dengan proporsi GC yang tinggi umumnya memiliki Tm yang lebih tinggi 

dibandingkan primer yang didominasi oleh adenin (A) dan timin (T). Hal ini karena ikatan antara G dan 

C lebih kuat dibandingkan ikatan A-T, sehingga memerlukan suhu lebih tinggi untuk memisahkan 

ikatan tersebut (Rahman et al., 2022). Dengan kata lain, semakin tinggi nilai GC content maka sebaiknya 

mendesain primer dengan melting temperature yang lebih tinggi. 

 

Dalam merancang primer untuk PCR, sebaiknya menghindari pembentukan struktur sekunder seperti 

hairpin, self-dimer, dan cross-dimer karena dapat mengganggu efisiensi serta spesifisitas amplifikasi. 

Pada desain primer kali ini, tidak ditemukan self-dimer dan cross-dimer yang dianalisis melalui Primer 

express (gambar 3).  

 

 
(a)                                                                  (b) 

Gambar 3. Tampilan hasil analisis kualitas kandidat primer dengan menggunakan Primer Express. (a) 

TGF-β1; dan (b) TNF-α 

 

Hasil analisis sekuens primer dengan Clone Manager Professional 9 Demo (gambar 2) juga 

menunjukkan bahwa nilai repeats dan runs berkisar 1-2, artinya kurang dari 3. Repeats adalah 

pengulangan dari dua atau lebih nukleotida secara berulang-ulang dalam primer seperti “TATATATA” 

sedangkan runs adalah pengulangan basa yang sama berturut-turut seperti “AAAAA” (run of 5 

adenine). Primer yang akhirnya terpilih (tabel 1) tidak memiliki 3 atau lebih basa yang sama secara 
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berulang karena dapat menurunkan kualitas penempelan primer pada gen target. Primer yang didesain 

sebaiknya tidak mengandung tiga atau lebih repeats dan runs karena dapat meningkatkan resiko false 

priming atau kesalahan penempelan primer yang biasanya terjadi di luar suhu annealing yang telah 

ditetapkan. Akibatnya terjadi kesalahan amplifikasi produk tertentu yang bukan target.  

 

Selain itu, yang perlu diperhatikan dalam desain primer adalah hairpin. Hairpin adalah struktur 

sekunder yang muncul saat primer melipat dan membentuk ikatan dengan bagian dari sekuensnya 

sendiri, membentuk struktur melingkar yang tidak diinginkan (Chuang et al., 2013). Oleh karena itu, 

struktur ini sebaiknya dihindari dalam desain primer karena dapat menghambat annealing primer 

sehingga amplifikasi terganggu (Hutchins et al., 2018). Pada penelitian ini dipastikan bahwa struktur 

hairpin tidak akan mempengaruhi kualitas kandidat primer yang dianalisis melalui website 

OligoAnalyzer (Gambar 4).  

 

    
 

 

Gambar 4. Struktur sekunder hairpin pada kandidat primer (a)TGF-β1 Forward; (b) TGF-β1 Reverse 

(c) TNF-α Forward (d) TNF-α Reverse  

 

Stabilitas hairpin dinyatakan melalui nilai ΔG, berpotensi memengaruhi efisiensi pemasangan primer 

dan hasil amplifikasi. Kandidat primer yang dipilih adalah primer dengan nilai ΔG positif yaitu pada 

rentang 0.8 kcal/mol – 2.9 kcal/mol (Tabel 1). Nilai ΔG harus lebih besar dari -3 kcal/mol sedangkan 

nilai -2 hingga -3 masih dapat ditoleransi (Syamsidi et al., 2021). Apabila nilai ΔG menjauhi angka 

negatif (positif) dianggap semakin kecil kemungkinan terbentuknya struktur sekunder seperti hairpin. 

Desain primer yang dilakukan tidak memperlihatkan pembentukan struktur hairpin yang nilai ΔG lebih 

kecil dari -3 kcal/mol sehingga dianggap sesuai dan tidak mengganggu proses annealing pada reaksi 

qRT-PCR. Hasil tersebut menunjukkan bahwa kandidat primer ini dinilai mampu mengenali dan 

mengapit wilayah target berdasarkan rentang amplifikasi yang telah dirancang melalui analisis in silico.  

 

Analisis kespesifikan sekuens primer dengan primer BLAST 

Pada penelitian ini dilakukan uji kespesifikan primer dengan gen target yang akan dibandingkan 

terhadap kumpulan data sekuens multi-organisme melalui website NCBI-Primer BLAST. Spesifitas 

primer merujuk pada urutan basa yang khusus dan hanya terdapat pada DNA target. Primer berkualitas 

sebaiknya tidak memiliki kesamaan urutan dengan bagian lain dari genom terutama dari organisme lain, 

(a)                              (b)                               (c)                             (d) 
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sehingga meminimalkan ikatan non-spesifik. Untuk menghindari cross-homology atau homologi silang 

sebaiknya dilakukan analisis Primer BLAST-NCBI agar memastikan bahwa primer tidak berikatan 

dengan sekuens dari organisme lain (Anwar et al., 2022; Dikaya et al., 2023; Ye et al., 2012). Pengujian 

Primer-BLAST membantu mendeteksi potensi dimer pada primer dan false positive atau amplifikasi 

dengan positif palsu sebelum eksperimen secara in vitro secara molekuler dimulai (Chen et al., 2021; 

d’Auriac, 2016). Kandidat primer terpilih dievaluasi spesifisitasnya secara in silico menggunakan 

Primer-BLAST pada basis data genbank NCBI. Hasil Primer-BLAST pada salah satu primer yaitu TNF-

α dapat dilihat pada gambar 5.  

 

 
(a)                                                               (b) 

Gambar 5. Hasil analisis kespesifikan salah satu kandidat primer dengan primer-BLAST (a) ukuran 

produk; (b) presentase kemiripan primer dengan genom target. 
 

Hasil BLAST pada kedua pasang kandidat primer menunjukkan 100% spesifik dengan Mus musculus  

dan juga panjang produk PCR yang telah didesain yakni 137 bp untuk TGF-β dan 146 bp untuk TNF-

α. Primer-BLAST bertujuan untuk mengotomatisasi perancangan primer dengan presisi dan melakukan 

verifikasi apakah kandidat primer yang telah dirancang spesifik terhadap sekuens target dalam database 

NCBI. Dari keseluruhan parameter dan analisis kualitas dengan menggunakan software/tools 

bioinformatika untuk desain primer, rangkaian hasil analisis menunjukkan bahwa kedua pasang 

kandidat primer gen TGF-β1 dan TNF-α tersebut telah memenuhi parameter desain yang optimal untuk 

aplikasi qRT-PCR dan berpotensi menghasilkan produk amplifikasi yang sesuai dengan lokasi target 

yang diinginkan. Hal ini menjadikan pasangan primer yang dipilih merupakan kandidat terbaik untuk 

amplifikasi gen TGF-β1 dan TNF-α dengan metode  qRT-PCR.  

 

KESIMPULAN 

Desain primer secara in silico untuk mencari kandidat primer gen target terkait inflamasi yaitu TGF-β1 

dan TNF-α dengan metode qRT-PCR telah dilakukan. Penelitian ini menggunakan berbagai 

tools/software bioinformatika dipilih berdasarkan kriteria diantaranya panjang basa, stabilitas primer, 

ukuran produk PCR, melting temperature (Tm), %GC, hairpin, repeats, runs, false priming, dan 

kespesifikasikan primer gen target dengan organisme. Dua pasang kandidat primer yang diperoleh dari 

hasil desain adalah primer  TGF-β1 forward 5’ ATTCCTGGCGTTACCTTGG 3’; reverse 5’ 

GTGAGCGCTGAATCGAAAG 3’ dengan produk amplikon 137 bp dan primer TNF-α forward 5’ 

TGCTCTGTGAAGGGAATGG 3’; reverse 5’ TTGGACCCTGAGCCATAATC 3’ dengan hasil 

produk 146 bp serta memiliki nilai ΔG lebih besar dari -3 kcal/mol sehingga sangat kecil kemungkinan 

terjadi hairpin. Hasil primer BLAST menunjukkan bahwa desain primer pada kedua gen tersebut 
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spesifik untuk Mus musculus. Desain kandidat primer secara in silico merupakan langkah awal yang 

penting sebelum memulai analisis molekuler secara in vitro, namun tetap perlu divalidasi secara 

eksperimental di laboratorium seperti optimasi suhu annealing (Ta), konsentrasi primer dan template 

yang digunakan melalui mesin qRT-PCR. 
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