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probability. Prediksi pengikatan miR-142 matur dengan gen sitokin
(mRNA) dilakukan dalam website StarMir Sfold 2.2. Sekuens
lengkap gen sitokin diperoleh dari FASTA NCBI dan data CDS
diperoleh dari Refseq. Hasil prediksi pengikatan miR-142 dengan 5
target diperoleh 605 model pengikatan. Pengikatan terbaik terjadi
pada ikatan antara NFKB dengan hsa-miR-142-3p pada CDS
seedless posisi 791 - 813 dibuktikan dengan nilai AGhybrid paling
rendah dari semua ikatan yang terjadi.

Kata kunci: miR-142, MRSA, Sitokin Inflamasi, StarMir

ABSTRACT

One of infection with high levels of morbidity which difficult to treat is
Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infection. MRSA
has virulence factors that can increase the effects of infection and
cause clinical syndromes such as inflammation. The inflammation
trigger by production of cytokines such as IL-13, TNF-q, IL-6, and also
production of NFKB and NLRP3 which can regulate the synthesis of
certain cytokines. miR-142, an important regulator in various
biological processes and associated with signaling pathway desease is
the targets of handling the problem. This study aims to determine the
best binding of miR-142 and inflammatory cytokine genes that play
role in MRSA infections based on AGhybrid dan logistic probability
values. Binding prediction of mature miR-142 and cytokine gene
(mRNA) done by accessed the StarMir Sfold 2.2 website. Complete
cytokine gene sequences were obtained from the NCBI FASTA and CDS
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data were obtained from Refseq. The binding prediction results 5
targets of 605 binding models prediction. The best binding occurs at
the bond between the NFKB with hsa-miR-142-3p on CDS seedless site
791 - 813 evidenced by the lowest value of AGhybrid of all binding

models.
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1. PENDAHULUAN

Methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) merupakan strain bakteri
Staphylococcus aureus yang resisten
terhadap antibiotik metisilin (Boada et al.,
2018). Penyebab MRSA yaitu adanya gen
resisten mecA yang dimiliki oleh bakteri
tersebut. Gen ini terletak di dalam
kromosom SCCmec dari Staphylococcus
aureus dan dapat dideteksi menggunakan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Mindhumalid et al., 2018). Sekitar 30-70%
dari seluruh infeksi yang disebabkan oleh
Staphylococcus aureus dari seluruh rumah
sakit yang ada di dunia disebabkan oleh
MRSA (Yuwono et al., 2011).

Infeksi khususnya yang disebabkan
oleh bakteri dapat memicu produksi
endotoksin yang merupakan  stimulator
produksi sitokin. Sitokin yang diproduksi
antara lain Tumor Necrosis Factor (TNF), IL-
1, IL-6, serta beberapa sitokin inflamasi
dengan berat molekul rendah termasuk.
Salah satu akibat dari stimulasi produksi
sitokin adalah terjadinya inflamasi pada
jaringan yang terinfeksi bakteri. Reaksi
inflamasi tersebut sangat merugikan salah
satunya dapat mengakibatkan nekrosis
jaringan yang mengarah pada gangguan
fungsi jaringan (Munasir, 2016).

Adanya respon inflamasi tersebut
dapat dikontrol menggunakan microRNA
(miRNA). miRNA merupakan kelompok
RNA endogen non-coding yang terdiri dari

22-25 nukleotida. miRNA berperan penting
sebagai regulator ekspresi gen dengan
target messenger RNA (mRNA) (Juwita,
2017; Shrestha et al, 2015). MiRNA
memegang peran penting dalam proses
fisiologis karena fungsinya dalam proses
regulasi translasi protein dengan cara
menghambat proses translasi (Chauhan et
al., 2018; Mori et al., 2018).

Salah satu miRNA vyang telah
teregistrasi pada miRbase adalah miR-142.
Penelitian tentang peran miR-142 dalam
infeksi bakteri telah dilakukan oleh Tanaka
et al., (2017) yang menunjukkan pengaruh

miR-142  terhadap  infeksi  bakteri
khususnya dalam menghambat
perkembangan bakteri Staphylococcus

aureus dengan meregulasi sel darah putih
(leukosit) yang berperan dalam sistem
kekebalan tubuh (sistem imun) (Tanaka et
al.,, 2017).

Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan pengikatan terbaik miR-142
dengan gen sitokin inflamasi yang
berperan dalam infeksi MRSA berdasarkan
nilai AG hybrid dan logistic probability.

2. METODE PENELITIAN
2.1 Alatdan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini yaitu perangkat keras yang
digunakan untuk studi in silico yaitu
komputer pribadi (personal
computer)dengan  spesifikasi  sebagai
berikut Acer Aspire 4732 Z, Processor Intel®
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Pentium Inside, memori (RAM) 2 GB DDR2
667MHz, monitor14’, kapasitas HDD 250
GB, sistem operasi Windows® seven Pro.
Perangkat lunak yang digunakan google
chrome, paket program RefSeq untuk
mengakases database FASTA gen target

yang dapat diakses pada
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ dan
program StarMIR

(http://sfold.wadsworth.org/cgi-
bin/starmir.pl) pada Sfold 2.2 untuk
memprediksi  pemodelan data miR-142
dengan mRNA

2.2 Prosedur Penelitian

Prediksi pengikatan miR-142 dengan
gen sitokin (mRNA) dilakukan dengan
mengakses website StarMir
(http://sfold.wadsworth.org/cgi-
bin/starmir.pl). Model yang digunakan
dalam prediksi ini adalah Homo sapiens.
Kode miR-142 yang digunakan pada kolom
microRNA sequence ID adalah hsa-miR-
142-3p dan hsa-miR-142-5p. Kolom Single
Target Sequence bagian Manual Sequence
Entry digunakan untuk memasukkan gen
sitokin secara manual. Bagian Name
dimasukkan kode gen sitokin (TNF-a, 1L-
1B, IL-6 NFkB dan NLRP3) dan sekuens
yang dimasukkan berupa sekuens lengkap
yang diperoleh dari FASTA NCBI. Data CDS
diperoleh dari refseq. Data yang diperoleh
berupa Logistic Probability dan AGHybrid
serta model pengikatan miRNA dengan
mRNA.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Studi in silico menggunakan website
StarMir dilakukan untuk menentukan
pengikatan terbaik miRNA dengan gen
sitokin inflamasi sehingga diperoleh
diprediksi pengikatan yang
memungkinkan penghambatan terjadinya

inflamasi. Dalam penelitian ini, prediksi
pengikatan terbaik miRNA dengan mRNA
didasarkan pada 2 parameter yaitu nilai AG
hybrid dan logistic probability. Nilai AG
menunjukkan stabilitas pengikatan dan
aksesibilitas ke daerah pengikatan miRNA
dengan mRNA. StarMir memprediksi
ikatan miRNA berdasarkan program
RNAhybrid antara daerah seed dan
seedless dengan stabilitas hybrid -15
kkal/mol atau lebih rendah. Nilai Logistic
Probability menunjukkan ukuran
kepercayaan terhadap hasil prediksi
berupa pengikatan yang baik antara
miRNA dengan gen target. Secara umum,
nilai logistic probability sebesar 0,5
menunjukkan kemungkinan pengikatan
yang baik antara miRNA dengan gen
target. Nilai logistic probability dikatakan
tinggi ketika mencapai 0,75 atau lebih
tinggi (Rennie et al., 2014; Rennie et al,,
2016).

Pemilihan miRNA didasarkan pada
kemampuannya dalam regulasi proses
tertentu di dalam tubuh. miR-142 dipilih
karena kemampuannya dalam signaling
suatu penyakit khususnya dalam respon
imun. Penelitian ini menggunakan 2
bentuk matur miR-142 yaitu hsa-miR-142-
3p dan hsa-miR-142-5p. Respon terhadap
infeksi MRSA dapat berupa produksi
beberapa sitokin misalnya TNF-a, 1L-1(, IL-
6,IL-8,IL-10, IL-2, IL-8, IL-4, IL-10, atau IL-13.
Namun gen sitokin yang dipilih dalam
penelitian ini adalah TNF-q, 1L-13, dan IL-6
karena ketiga sitokin tersebut dapat
memicu terjadinya inflamasi. Gen NFkB
dan NLRP3 juga digunakan sebagai target
pendukung karena kemampuannya dalam
inisiasi transkripsi gen sitokin. Data mRNA
diperoleh dari RefSeq FASTA NCBI.
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Prediksi pengikatan antara miR-142
matur dengan IL-13 diperoleh 42
pengikatan, 46 pengikatan pada IL-6, 88
pengikatan pada TNF-a, 221 pengikatan
pada NFkB, dan 208 pengikatan pada
NLRP3. Tiap pengikatan miR-142 matur
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dengan gen sitokin proinflamasi dipilih
pengikatan terbaik dengan nilai AG hybrid
dan logistic probability sesuai standar
yang ditetapkan. Hasil yang diperoleh
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Pengikatan miR-142 matur dengan mRNA sitokin

) Gen Wilayah Posisi ;
A RS Ll sitokin  Pengikatan  Pengikatan e
Hsa-
1 NM_000 miR- IL-13  CDS seedless 892-909 0,570 -18,200
576.3
142-3p
Hsa-
2 NM_000 miR- IL-13 CDS seedless 552-575 0,568 -19,600
576.3
142-5p
Hsa- ,
3 NMO00 e INFa >'UTR 34-61 0,550 -23,800
594.4 seedless
142-3p
Hsa-
g NMO00 e INFa CDSseedless  549-560 0,513 17,700
594.4
142-5p
Hsa-
5 NMO00 i L6 CDSseedless  260-283 0,598 -21,800
600.5
142-3p
Hsa- /
6 M 000 o IL-6 SUTR 954 - 982 0,630 -14,200
600.5 seedless
142-5p
Hsa- ,
7 NMOOT R NLRP3 >'UTR 210-229 0,505 -22,200
24313322 seedless
142-3p
Hsa-
g NMOOT e NLRP3 (DSseedless 2296-2317 0,654 -19
24313322
142-5p
Hsa-
o NMOO3  ip  NFkB  CDSseedless  791-813 0511 -25,400
998.4
142-3p
Hsa-
10 NMOO3 iR NFKkB CDSseedless 3270-3286 0,821 -21,600
9984 4rsp

Pengikatan terbaik berdasarkan nilai
AGhybrid dan logistic probability antara
hsa-miR-142-3p dengan IL -1 terjadi pada
CDS seedless posisi 892 — 909, posisi 34 -
61 pada 5'UTR seedless dengan TNF-q,
posisi 260 — 283 pada CDS seedless dengan
IL-6, posisi 210 — 229 pada 5'UTR seedless
dengan NLRP3, dan posisi 791 — 813 pada

CDS seedless dengan NFkB. Sedangkan
pengikatan terbaik antara hsa-miR-142-5p
dengan IL -1B terjadi pada CDS seedless
posisi 552 — 575, posisi 549 — 560 pada CDS
seedless dengan TNF-q, posisi 954 — 982
3’UTR seedless dengan IL-6, posisi 2296 -
2317 pada CDS seedless dengan NLRP3,
dan posisi 3270 - 3286 pada CDS seedless
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dengan NFKB. Penentuan atau prediksi
pengikatan terbaik antara miRNA dengan
mRNA target dalam penelitian ini
didasarkan pada nilai AG hybrid dan
Logistic Probability (Probabilitas logistik).
Nilai AG hybrid merupakan ukuran energi
bebas yang menunjukkan stabilitas
pengikatan miRNA dengan mRNA. Nilai AG

AG=-18.2 kkal/mol
hsa-miR-142-3p

uc 5
K U A C uG U
AGG AUUUC UuuG AUG
a88 SsB8ES |®|® wee
. UCC UAAAG GAGC UAC
5 -—U] A ue [C-—-3

e NM_000576.3 909

(a)

: AG=-23.8 kkal/mol
hsa-miR-142-3p

S———A] G A GG A G-——3
| "cu
34 B1
NIM_000594.4
(c)
) AG=-21.8 kkal/mol
hsa-miR-142-3p
3#\ CA g
GG AUUU UCCUUUGUG uGu
LR [ EEE RN XN NI LR R ]

5 - 5% UGAG (AGGAGACAU  ACA, ___
260 283
NM_000800.5
(e)

< 0 (AG bernilai negatif) menunjukkan
bahwa reaksi berlangsung secara spontan
(Thims, 2017). Logistic  Probability
menunjukkan ukuran kepercayaan
terhadap hasil prediksi atau kemungkinan
situs untuk menjadi situs pengikatan
miRNA (Kanoria et al., 2016).

AG=-19.6 kkal/mol
hsa-miR-142-5p
3 U ;

A A
UCAUCACGA AG GAAAUAC
TR sensn |0

Gimonrn A{\GUGGUGUUCUCC Luuuey,
AU
552 UG 575
NM_000576.3

(b)

AG=-17.7 kkal/mol
S.’

UAC
A
A
hsa-miR-142-5p GA
3 KA A
UCAUCACG AG
GGUGGUGE UC
§-—-Uu CA [A——3
49 560
NM_000594.4
(d)
AG=-142
hsa-miR-142-5p i
: 5
Yucauc acdacau  Gaaaua®
AGUGE. UGC Uuos,  S000GD
5‘———A| CUA AG A 15: ===
954 AUA 982
NM_000600.5
(f)
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AG= =222 kkal/mol
hsa-miR-142-3p 5 /

C GU

3 LA U u
AGGUAUU UCCU UGUGA
enewe ||

CAUGG, AGGA ACACU
5 - JCCAUGG, AGGA_ —
210 229

NM_001243133.2

(9)

AG= =254 kkal/mol
hsa-miR-142-3p 5
3
A u G
GGUAUUUC AUCCU UGUGAU

5 - ACUGUGAGG UGGGA | GCACUG ___

791 813
NM_003998 4

(i)
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AG=-198.0 kkal/mol

R-d
. 4,
hsa-miR-142-6p ad
A

3 A A
UCAUC ACG AAGALG
ses | = LE X | [ E X R RN ]
W AGUGG UGC UUCUAC
s Al AC cga E [A =

2296 GA 2317

—_—

NM_001243133.2

(h)

AG= =216 kkal/mol
5

hsa-miR-142-5p __\C
¥
A

3 AA A
UCAUCACG GAUGA

sae ([seae X BR X
g - AGUGGUGC,  CUGCY, ___ .,
3270 Y€ apge
NM_003998 4

1)

Gambar 1. Model pengikatan miR-142-3p dengan (a) IL-1B, (c) TNF-q, (e) IL-6, (g) NLRP3, (i) NFKB dan
pengikatan miR-142-5p dengan (b) IL-1B, (d) TNF-q, (f) IL-6, (h) NLRP3, (j) NFKB

Jenis interaksi miRNA dan gen target
pada 10 model pengikatan yang terpilih
terjadi secara Partial complementary
(Gambar 1) artinya terdapat beberapa
nukleotida pada mMRNA vyang tidak
berinterikasi dengan miRNA. Hal tersebut
menyebabkan mRNA mengalami
degradasi dan terjadi penekanan proses
translasi namun efek penekanannya lebih
rendah selain itu disebabkan karena
miRNA berinteraksi dengan mRNA pada
daerah seedless yang tidak membentuk
ikatan yang sempurna dengan miRNA
(Wang et al., 2019).

Perbandingan pengikatan terbaik
berdasarkan nilai AGhybrid dan logistic
probability antara miR-142 matur dengan
beberapa mRNA menunjukkan pengikatan
terbaik terjadi pada ikatan NFKB dengan
hsa-miR-142-3p pada CDS seedless posisi
791 - 813 dibuktikan dengan nilai
AGhybrid paling rendah dari semua ikatan
yang terjadi yaitu sebesar -25,400 kkal/mol.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian dapat
disimpulkan bahwa pengikatan miR-142
matur dengan beberapa mRNA target
diperoleh pengikatan terbaik terjadi pada
ikatan antara ikatan NFKB dengan hsa-miR-
142-3p pada CDS seedless posisi 791 — 813
dibuktikan dengan nilai AGhybrid paling
rendah dari semua ikatan yang terjadi yaitu

sebesar -25,400 kkal/mol.
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