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Abstract

Primers are significant oligonucleotides in the DNA replication process. In-vitro replication using
PCR requires primers that can produce specific amplification of the intended target. The process of
designing target-specific primers involves many factors such as specificity between primers and target,
optimal G-C content in primers, primers lenght, and orientation of primers.The PALB2 gene which is
consists of thirteen exons is a tumor suppressor gene in human genom. Mutations in the PALB2 gene
will increase the risk of breast cancer. The aim of this study is to obtain a specific primer in amplifying
exon 5 in PALB2 genes in human genom, using Primer-BLAST and Oligo Analyzer 1.0.2. The target
sequence refers to GenBank (NCBI) NG _007406.1. The amplicon will be produced around 751 bp.
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1. PENDAHULUAN

Perancangan dan pemilihan primer
yang tepat adalah faktor yang sangat esensial
dalam  proses amplifikasi suatu gen
menggunakan teknik Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Rodriguez A. et. al., 2015).
Primer yang spesifik tidak memiliki
kecocokan dengan sekuen selain sekuen
target (off-target). Proses perancangan primer
spesifik melibatkan dua hal. Pertama, primer
dirancang agar mengapit daerah yang menjadi
target amplifikasi. Perancangan primer dapat
dilakukan secara manual atau menggunakan
perangkat lunak; Kemudian primer yang
terpilih diuji spesifitasnya terhadap sekuen
target dengan menggunakan perangkat lunak
seperti BLAST (Ye, J. at al., 2012).

Kanker payudara adalah penyebab
kanker yang paling dominan pada wanita.
Lebih dari 1,5 juta wanita setiap tahun
mengidap kanker payudara yang
menyebabkan jumlah terbesar kematian
perempuan terkait kanker. Pada tahun 2015,

sebanyak 571 ribu wanita meninggal karena
kanker payudara, atau sekitar 15% dari semua
kematian akibat kanker pada Perempuan
(www.searo.who.int).

Faktor  genetik  terlibat  dalam
meningkatnya risiko  sejumlah  kanker,
termasuk kanker payudara. Sekitar 5-10%
kanker payudara disebabkan oleh faktor
genetik. (www.paho.org). Mutasi dari gen
BRCAI dan BRCA2 dikenal sebagai faktor
penyebab kanker payudara (Narod dan
Salmena, 2011; Lakhani et al., 2005; Eisen et
al., 2005 ). Penelitian terus mengeksplorasi
gen yang berpotensi meningkatkan risiko
kanker payudara.

Beberapa gen telah diidentifikasi
memberikan risiko kanker payudara pada pria
dan wanita (Giordano S.H., 2018). Gen
PALB2 (partner and localizer of BRCA2),
yang mengkode protein yang berinteraksi
dengan BRCA2 (BRCAZ2-interacting protein),
merupakan gen supresor tumor (Xia et. al.,



2006; Park, J.Y. et. al., 2014) telah terbukti
memberikan kerentanan terhadap kanker
payudara pada wanita (Rahman et al.,2007;
Jordan et. al., 2017). Gen ini memiliki 13
ekson (http://atlasgeneticsoncology.org).
Menurut Helmut H., dan Paul R.A (2018),
PALB2 diperlukan dalam proses perbaikan
DNA melalui rekombinasi homolog, dengan
menjadi mediator perekrutan BRCA2 dan
rekombinase RADS5I ke titik-titik kerusakan
DNA. Mutasi pada PALB2 juga telah
dilaporkan pada pria dengan kanker payudara
dan pada keluarga dengan kasus kanker
payudara pada pria, tetapi prevalensi mutasi
PALB2 pada pria dengan kanker payudara
dilaporkan hanya 1- 2% (Ding YC et. al.,
2011; Erkko H., et. al., 2007; Casadei S. et.
al., 2011; Adank MA et. al., 2011; Blanco A.
et. al., 2012). Hasil penelitian Fergus J.
Couch dan tim (2018) menunjukkan bahwa

mutasi pada PALB2, BRCAI, BRCA2, BARDI,

dan RADS5ID, diidentifikasi dapat
meningkatkan faktor risiko TNBC (7riple
Negative Breast Cancer). Penelitian ini
bertujuan untuk mendesain primer spesifik
untuk mengamplifikasi ekson 5 gen PALB2
pada kromosom 16 genom manusia.

2. METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Satu unit komputer dengan fools
online untuk desain primer yaitu Primer-
BLAST (Ye, J. at al., 2012) dan software
Oligo analyzer 1.0.2 (Kuulasma, T., 2002;
molbiol-tools.ca).

Desain Primer

Desain primer dilakukan dengan
mengacu pada sekuen Homo sapiens partner
and  localizer of BRCA2 (PALB2),
RefSeqGene (LRG_308) on chromosome 16,
NCBI Reference Sequence: NG _007406.1.
Desain dilakukan dengan menggunakan fools
online yaitu Primer-BLAST dari NCBI dan
software Oligo analyzer 1.0.2.

Desain primer dimulai dari pencarian
sekuen PALB2 pada sistem ‘nucleotide’
NCBI, kemudian tautan ‘Genomic’ pada
kotak sensor gen diikuti untuk mendapatkan

genomic reference sequences gen PALB2
yaitu NG_007406.1. Kemudian tautan
‘Highlight Sequence Features’ diklik sampai
muncul tampilan coding sequence (CDS)
yang disorot dari gen PALB2. Daftar
‘Feature’, diubah dari CDS ke EXON untuk
melihat ekson-ekson yang terdapat pada gen
PALB2 (ada 13 ekson), kemudian diarahkan
ke ekson 5. Sekuen ekson 5 dalam format
FASTA ditampilkan terpisah. Kemudian
tautan ‘Pick Primers’ dipilih. Rentang primer
dalam Primer-BLAST diedit dan disesuaikan
dengan daerah yang akan diamplifikasi. Data
base diatur untuk menunjukkan pengecekan
spesifisitas terhadap ‘Genome (reference
assembly from selected organisms)’ dan di
daftar organisme, dipilih ‘human’. Pencarian
dijalankan dengan pengaturan ini dengan
mengklik tombol ‘Get Primers’. Tampilan
intermediate akan muncul untuk
mengonfirmasi. Kemudian tombol ‘Submit’
diklik. Dihasilkan empat pasangan kandidat
primer. Pasangan primer dipilih berdasarkan
kriteria primer yang handal.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Desain primer menggunakan tools online
Primer-BLAST menghasilkan empat kandidat
pasang primer (forward dan reverse). Area
amplifikasi dari keempat kandidat pasangan
primer ditunjukkan pada Gambar 1,
sedangkan sekuen, panjang primer, Tm,
persentase G-C, dan potensi struktur
komplementer, ditunjukkan pada Tabel 1.
Karakteristik primer yang harus
dipertimbangkan ketika merancang primer
yaitu: (1) panjang primer 15-30 basa, (2)
konten G-C yang optimal harus berkisar
antara 40-60%, (3) ujung 3’ primer harus
mengandung G atau C untuk menjepit primer
secara kuat dan meningkatkan priming
efisiensi, (4) ujung 3’ primer forward dan
reverse tidak bersifat komplementer untuk
mencegah ikatan antar primer (primer dimer),
(5) yjung 3’ pada satu primer yang sama tidak
komplemen dengan urutan basa lainnya,
untuk mencegah terbentuknya struktur jepit
rambut  (hairpin  loop), (6) melting
temperature (Tm) primer 45-65°C. Perbedaan
antar Tm tidak lebih dari 5°C (suhu annealing



idealnya 5°C di bawah Tm atau 52-58°C), dan
(7)  pengulangan  nukleotida  (misal:
GCGCGCGCGC atau ATATATATA) atau
basa tunggal (misal: AAAAA atau CCCCC)
harus dihindari (Lorenz, T.C., 2012).

Keempat pasangan primer memiliki
panjang yang ideal untuk primer yaitu sekitar
22-23 bp, memiliki spesifitas yang baik
terhadap target, ditunjukkan oleh hasil
BLAST: Primer pairs are specific to input
template as no other targets were found in
selected  database:  Genome  database
(reference assembly only) for selected species
(Organism limited to Homo sapiens), dan
memiliki perbedaan Tm yang ideal antar
primer yaitu di bawah 5°C, memiliki konten
G-C yang baik yaitu 40-50%. Primer 4
Reverse  memiliki persentase G-C yang
paling rendah yaitu 43,48%.

Primer-BLAST Results &

Pasangan primer 2, 3, dan 4 memiliki
potensi pembentukan struktur komplementer
(dimer) yang tinggi yaitu empat hingga tujuh,
sedangkan pasangan primer 1 memiliki
potensi  yang sangat rendah  dalam
pembentukan dimer. Tingginya potensi
pembentukan dimer dapat mengarah pada
kegagalan amplifikasi karena primer saling
terikat satu sama lain, sehingga peluang
primer untuk terikat pada target semakin
rendah.

Potensi terbentuknya hairpin loop
diidentifikasi dengan menggunakan software
Oligo analyzer 1.0.2.

Input PCR template MG 007408.1 Homo sapiens partner and localizer of BRCAZ2 (PALB2), RefSeqGene (LRG_308) on chromosome 16
Range 15889 - 16718
Specificity of primers Primmer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Genome database (reference assembly only) for selected

species (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports B Zearch Surmmary:
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(NG_007406.1 Homo sapiens partner and localizer of BRCA2 (PALB2),
RefSeqGene (LRG _308) on chromosome 16)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=167860127

Tabel 1. Sekuen dan Parameter Kandidat Pasangan Primer untuk Amplifikasi PALB2

Primer pair 1

Sequence (5'»3%
Forward primer

Template strand
TTTCACGGCTCCATTTCATAGG Plus

Reverse primer  TTCGACGGAATGTTTATGCAGC Minus

Product length 751

Products on intended target

=NC_000016.10 Homa sapiens chromosome 18, GRCh3B.p12 Primary Assembly

Primer pair 2

Sequence (5'+3"

Template strand Length

Forward primer  ATGATGATGCTTTCACGGCTCC Plus
Reverse primer CGACGGAATGTTTATGCAGCTC Minus

Preductlength 753

Products on intended target

=NC_0000168.10 Homao sapiens chromasome 16, GRCh38.p12 Primary Assembly

Primer pair 3

Sequence (5'>3")

Template strand Length

Forward primer  TGGATGATGATGCTTTCACGGC Flus
Reverse primer  ACGGAATGTTTATGCAGCTCCT Minus

Productlength 760

Products on intended target

=NC_000016.10 Homo sapiens chromasome 16, GRCh38.p12 Primary Assembly

Primer pair 4

Sequence (§'-»3")

Template strand Length

Forward primer  AAGAGGATTCCCTTTCTTGBAGT Plus
Reverse primer GGAATGTTTATGCAGCTCCTGG Minus

Productlength 300

Products on intended target

=MNC_000016.10 Homa sapiens chromasome 16, GRCh38 p12 Primary Assembly

Pada primer 1 forward, tidak teridentifikasi
adanya struktur hairpin loop, sedangkan pada
primer 1 reverse, teridentifikasi adanya satu

struktur hairpin loop.

Pair 1 Reverse loops:

Pair 1 Forward loops:

Hone!

Gambar 2. Potensi struktur hairpin loop pada

pasangan primer 1.

Pada primer 2 forward, teridentifikasi dua
struktur Aairpin loop, sedangkan pada primer 2
reverse tidak teridentifikasi adanya struktur

hairpin loop.

5'-TTCGA
(!

3'-CGACGTATTTGTAAGGE
dG:

-0.19 keal/mol

)

Stop Tm GC% Self complementarity  Self 3' complementarity
15986 58.72 4545 2.00 2.00
16694 58.80 4545 4.00 3.00
Stop Tm GC% Self compl ity Self3 arity
18076 6133 80.00 400 2.00
18692 B0.29 50.00 4.00 2.00
Stop Tm  GC% Self pl arity  Self 3' ity
15973 61.28 50.00 4.00 200
16BAA0 G036 4545 4.00 200
Stop Tm GC% Self comy ity  Self 3 ity
15932 59.08 4348 7.00 1.00
16BEE 59.64 50.00 4.00 .00

Pair 2? Forward loops:

S5'-ATGATGAT

LEN i

3'-CCTCGGCACTTTCG
dG: -0.20 keal/mol

5'-ATGATGATG

<

3'-CCTCGGCACTTT
dG: -0.20 keal/mol

Gambar 3. Potensi
pasangan primer 2.

Pair 2 Reverse loops:

None!

struktur hairpin loop pada

Pada primer 3 forward, teridentifikasi dua
struktur hairpin loop, sedangkan pada primer 3
reverse teridentifikasi adanya satu struktur

hairpin loop.

Pair 3 Forward loops:

S5'—TGGATGATGALT

1 )

3'-CGGCACTTTCG
dG: -0.20 keal/mol

5' —TGGATGATGALTG
I c
3'-CGGCACTTT
dG: -0.20 kecal/mol

Gambar 4. Potensi
pasangan primer 3.

Pair 3 Reverse loops:

5! -ACGGAATGTTT
[N A
3'-TCCTCGACGT
dG: -1.31 keal/mol

struktur hairpin loop pada



Pada primer 4 forward, teridentifikasi empat
struktur Aairpin loop, sedangkan pada primer 3
reverse teridentifikasi ada dua struktur hairpin
loop.

Pair 4 Forward loops:
5' —LAGRGGATT
Lt 1
3 ' —TGAGGTTCTTTCCC
dG: —1.79 koalfmol
5' - AAGRGGAT
N 1
3 —TGAGGTTCTTTCCCT Pair 4 Reverse loops:
AG: —1.34 koalfwol
5'-GGAATGTTT
5' —AAGAGGATTCCCTT I L
N 1 31 -GGTCCTCGACGT
3! -TGAGGSTTC dG: -1.31 keal/mol
AG: —1.31 kealdfmol
5' -GGRATGTTTATGCAGC
5' —AAGLGGL e
LLL = 3 31 -GGTCC
3 ' —TGAGGTTCTTTCCCTT ST _6.59 haigeid
dG: -0.21 kealfmol & =H s

Gambar 5. Potensi struktur hairpin loop pada
pasangan primer 4.

Dari analisis hasil desain primer pada keempat
pasang primer, pasangan primer 1 memenuhi
semua parameter primer yang ideal untuk
mengamplifikasi ekson 5 gen PALB2. Namun
demikian, dalam proses amplifikasi gen target,
optimalisasi proses PCR tetap diperlukan.
Optimalisasi  dilakukan dengan membuat
variasi: konsentrasi Mg?*, enzim polimerase,
pH bufer, konsentrasi primer, konsentrasi DNA
templat, jumlah siklus PCR, dan annealing
temperature (Ta). Metode PCR hot-start dan
PCR touch-down juga sangat dianjurkan untuk
mendapatkan  amplikon yang diinginkan
(Kenneth, 2009).

IV. KESIMPULAN

1. Pasangan primer 1 (primer forward: 5°-
TTTCACGGCTCCATTTCATAGG-3" dan
primer reverse: 5’-TTCGA
CGGAATGTTTATGCAGC-3’ terpilih
untuk digunakan sebagai primer dalam
mengamplifikasi ekson 5 gen PALB2
dalam genom manusia yang akan
menghasilkan amplikon berukuran sekitar
751 bp.

2. Penggunaan tools online Primer-BLAST
dan software Oligo Analyzer 1.0.2 dapat
membantu mendesain primer yang spesifik.
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