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ABSTRAK

Diabetes melitus gestasional (DMG) merupakan keadaan ketika ibu mengalami
diabetes selama kehamilan sampai proses persalinan dan dapat berdampak negatif
bagi kesehatan ibu dan anak. Ibu hamil dengan DMG sering tidak bergejala dan
luput dari pemantauan khususnya saat kehamilan pertama. Potensi microRNA
(miRNA) sebagai penanda awal sejumlah penyakit telah banyak diteliti dan studi
ini bertujuan untuk mengidenti ikasi kandidat miRNA sebagai prediktor DMG.
Pemilihan kandidat miRNA dilakukan melalui data mining pada database Human
microRNA Disease Database (HMDD), analisis fungsional serta target miRNA
dengan database miRDB dan analisis pengayaan dengan miRNet. Hasil analisis
menunjukkan bahwa miR-126, miR-222 dan miR-27a berpotensi menjadi prediktor
DMG, khususnya miR-27a yang dapat terkait dengan jalur aktivitas Ras & Rho
guanyl-nucleotide exchange factor. Kandidat miRNA tersebut dapat dikembangkan
sebagai target skrining biomarker atau terapi sebagai bagian dari pendekatan
personalized medicine pada penatalaksanaan DMG.
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus gestasional (DMG) adalah diabetes yang hanya dijumpai selama
masa kehamilan sampai persalinan namun berpotensi meningkatkan risiko morbiditas
dan bahkan mortalitas pada ibu dan anak yang dikandungnya (PERKENI, 2021). Angka
kejadian DMG di Indonesia diperkirakan berkisar >1% dan sering tidak bergejala sehingga
dapat luput dari pemantauan khususnya pada kehamilan pertama (Rahmawati dkk., 2016;
Widyaputri dkk., 2022). Sejumlah faktor risiko DMG antara lain usia ibu yang cukup
tua saat hamil, obesitas, riwayat keluarga dengan diabetes, riwayat polycystic ovarium
syndrome (PCOS), dan riwayat melahirkan bayi >4 kg atau bayi dengan cacat bawaan bila
pernah melahirkan. Keadaan ini juga terkait dengan kejadian preeklampsia/eklampsia atau
diabetes melitus (DM) bagi si ibu di kemudian hari (Lee dkk., 2018; Li dkk., 2021). Di
sisi lain, anak yang dilahirkan dari ibu dengan DMG juga berisiko mengalami gangguan
tumbuh kembang atau kecacatan. Oleh sebab itu, skrining awal DMG sangat penting
dilakukan sehingga penatalaksanaan yang sesuai dapat diantisipasi (Raets dkk., 2021).

Sejumlah studi terkini menunjukkan potensi microRNA (miRNA) sebagai penanda
awal sejumlah penyakit. miRNA merupakan untaian nukleotida pendek (~17-25 basa)
yang merupakan bagian dari RNA non-pengkode namun dapat mempengaruhi ekspresi
gen. miRNA juga dapat disekresikan sebagai molekul perantara komunikasi parakrin antar
sel dan jaringan (Condrat dkk., 2020). Sebagian miRNA juga berperan pada patogenesis
sejumlah penyakit seperti kanker, obesitas, diabetes melitus, kelainan autoimun dan
lainnya sehingga gencar diteliti dan dikembangkan sebagai target diagnostik atau skrining
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biomarker dan target terapi abnormalitas terkait (Li dan Kowdley, 2012; Chen dkk.,
2016). Sejumlah besar informasi atau data hasil riset-riset miRNA tersebut telah
disimpan dalam database daring public yang dapat dimanfaatkan peneliti untuk
mendesain pengembangan miRNA sebagai target biomarker atau terapi (Major dkk.,
2021). Karena itu, studi ini bertujuan mengidentifikasi kandidat miRNA yang
berpotensi dalam memprediksi kejadian DMG melalui teknik data mining dengan
menggunakan database miRNA yang tersedia secara daring.

METODE

Studi ini merupakan analisis in silico melalui teknik penggalian data (data
mining) dari database miRNA yang tersedia secara daring. Situs Human microRNA
Disease Database versi 3.2 (HMDD v3.2) yang diakses di https://www.cuilab.cn

digunakan untuk seleksi awal pencarian miRNA berdasarkan target penyakit. Set data
terlebih dulu diunduh dalam bentuk TSV yang diubah menjadi file Excel untuk
mempermudah filter data. Mengingat keterkaitan DMG dengan beberapa kelainan, 11
kategori penyakit digunakan pada penelusuran ini, yaitu diabetes melitus (DM) secara
umum, DM tipe 1 (DM1), DM tipe 2 (DM2), DMG, eklamsia (Ekl), preeklamsia
(Prekl), hipertensi esensial (EsHt) atau hipertensi secara umum (Ht), obesitas (Ob),
polycystic  ovarium syndrome (PCOS) dan komplikasi kehamilan lainnya. Daftar
miRNA hasil penelusuran selanjutnya dibuat tabulasi silang melalui menu Pivor Table
untuk menyaring miRNA yang paling banyak dijumpai di antara ke-11 kategori
penyakit di atas terkait DMG dan harus terdeteksi minimal 1 4if untuk kriteria DMG.

Kemudian, analisis dilanjutkan dengan memasukkan miRNA terpilih ke
database miRDB yang dapat diakses di http://mirdb.org untuk mengetahui target gen.
Kandidat miRNA yang terpilih adalah miRNA dengan skor target >94. Analisis
pengayaan (enrichment analysis) dilakukan untuk mengetahui fungsi molekular gen
yang paling bermakna dengan menggunakan perangkat daring miRNet yang dapat
diakses di https://www.mirnet.ca/miRNet/home.xhtml dengan memasukkan semua gen

yang terseleksi dari miRDB dan referensi berdasarkan data Gene Ontology (GO) untuk
fungsi molekuler (GO-MF, gene ontology-molecular function). Jalur fungsi molekular
yang dipilih adalah jalur dengan nilai adjusted p value <0,05 dan target gen berikut
miRNA yang terkait dengan fungsi tersebut diidentifikasi. Analisis dan filter data
dibantu dengan perangkat lunak Microsoft Excel 2016.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambar 1 menunjukkan alur proses data mining dengan database HMDD, miRDB
dan miRNet serta terdapat sebagian miRNA yang hanya ditemukan pada faktor
risiko tertentu seperti eklamsia, dan polycystic ovary syndrome (PCOS). Jumlah hit
terbanyak dari ke-3 miRNA terpilih dijumpai pada hsa-mir-126. Dalam pemilahan
berdasarkan kategori penyakit, kit terkait DM tipe 1 (DM1) dan komplikasi kehamilan
lain tidak ditemukan sehingga tidak ditampilkan.
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Gambar 1. Alur proses data mining pemilahan kandidat miRNA
untukprediksi diabetes melitus gestasional (DMG)

Setelah dilakukan analisis prediksi target gen dengan database miRDB
menggunakan kriteria skor target gen >94, hsa-mir-126-5p paling banyak mempengaruhi
gen target disusul dengan hsa-mir-27a-3p. Hal ini mengonfirmasi dominasi jumlah Ait
kategori penyakit untuk hsa-mir-126 yang dijumpai pada hasil penelusuran awal
dengan database HMDD. Sementara, hsa-mir-222 mempengaruhi gen dengan jumlah
yang hampir berimbang antara sisi lengan 5’ dan 3’ (Gambar 2).
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Gambar 2. Hasil analisis fungsional gen target miRNA terpilih
dengan database miRDB
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Meskipun hsa-mir-126 tidak memberikan it target gen di sisi lengan 3°, miRNA
tersebut memiliki aktivitas biologis dan mempengaruhi regulasi gen. Dominasi sisi tertentu
pada miRNA umumnya tidak dijumpai meskipun fungsi kedua arah orientasi untai miRNA
dapat mempengaruhi stabilitas kompleks fungsional dengan gen targetnya (Mitra dkk.,
2015; Yurikova dkk., 2019)CDS and 3’UTR of mRNAs of target genes. The MirTarget
program used in this study allows for the discovery of miRNA binding sites (BS).

Tabel 1. Hasil enrichment analysis fungsi molekuler gen target dengan
database miRNet

No  GenTarget miRNA Skor Fungsi Molekular Gen
Target
1 ARHGEF26 hsa-miR-27a-3p 98 Ras & Rho guanyi-nuclectide exchange
factor activity™
ARHGEF38 hsa-miR-222-3p 95 Ras & Rho guanyi-nuclectide exchange
factor activity
3 DENNDIB  hsa-miR-126-5p 100  Ras guanyl-nucleotide exchange factor

[

activity

4 FGD2 hsa-miR-126-5p 96 Ras & Rho guanyi-nucleotide exchange
factor activity

5 ITSN2 hsa-miR-27a-3p 95 Ras & Rho guanyi-nuclectide exchange
Jactor activity

6§ PREX2 hsa-miR-126-5p 95 Ras & Rho guanyi-nucleotide exchange
factor activity

7 SBF2 hsa-miR-27a-3p 97 Ras guanyil-nucleotide exchange factor
activity

g8 S0s1 hsa-miR-27a-3p 99 Ras & Rho guanyl-nucleotide exchange
Jactor activity

9 VAV2 hsa-miR-27a-3p 96 Ras & Rho guanyi-nucleotide exchange

Jactor activity
*Milai adfusted p value untuk ke-2 fimgsi molekuler sebesar 0,0169

Hasil analisis pengayaan (enrichment analysis) pada Tabel 1, dari interaksi antar gen
target menunjukkan dua jalur fungsi molekuler yang bermakna secara statistik yaitu, aktivasi
Ras guanyl-nucleotide exchange factor dan Rho guanyl-nucleotide exchange factor. Kedua
jalur tersebut terkait dengan 9 gen target dan terdapat 2 gen yang berasosiasi dengan hanya
1 jalur pada timbulnya DMG. Dari ke-3 kandidat miRNA, hsa-miR-27a-3p mendominasi
pengaruh gen target tersebut. Bila dilihat pada Gambar 1, jumlah hit hsa-miR-27a memang
tidak sebanyak jumlah hit has-miR-126, tetapi secara substantif, hsa-miR-27a ditemukan
berasosiasi dengan sejumlah faktor risiko DMG utama, yaitu polycystic ovary syndrome
(PCOS), preeklamsia dan hipertensi (Tabrizi dkk., 2020; Zheng dkk., 2020; Zhu dan Liu,
2021). Suatu studi in vivo dengan hewan model mencit mengindikasikan peran miR-27a
dalam menekan faktor transkripsi nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) yang
berfungsi sebagai sistem pertahanan antioksidan. Pengikatan miR-27a dapat mengurangi
stabilitas messenger RNA (mRNA) berikut ekspresi protein Nrf2 yang berdampak pada
timbulnya stres oksidatif dan embriopati diabetik (Zhao dkk., 2018).

Sementara itu, hsa-mir-126 terdistribusi di berbagai tipe jaringan dan eksosom.
Dalam proses kehamilan, mir-126-3p terekspresi di sel endotel vaskular vena umbilicalis
tali pusat dan plasenta. Peningkatan ekspresi miRNA ini terkait dengan timbulnya diabetes
dan gangguan tumbuh kembang janin melalui pengikatannya dengan insulin receptor
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substrate 1 (IRS1) dan phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) yang terkait dengan jalur
sinyal insulin (Shah dkk., 2021). Di sisi lain, penurunan kadar mir-126-5p dikaitkan
dengan timbulnya prediabetes dan DM tipe 2 serta berkorelasi negatif dengan aktivasi
jalur nuclear factor kappa B (NF-kB) yang berperan pada proses inflamasi melalui jalur
PI3K/Akt. Hasil ini mengisyaratkan peran mir-126 yang dapat berbeda antar sisi 5’ dan
3’ terhadap patofisiologi diabetes pada kehamilan sehingga memerlukan investigasi lebih
lanjut (Dehghani dkk., 2020).

Korelasi positif antara hsa-miR-222-3p dengan kadar glukosa plasma puasa
dan berat lahir diperlihatkan oleh studi yang dilakukan oleh Filardi dkk (2022). Seperti
halnya miR-126, miRNA ini juga terlibat dalam jalur PI3K terutama insulin receptor
substrate 4 (IRS4) dan Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN). Selain itu, mir-222 juga
dihubungkan dengan obesitas dan disfungsi sel beta pankreas yang mendasari timbulnya
DMG (Vasu dkk., 2019).

Hasil analisis pengayaan pada studi ini menunjukkan bahwa ke-3 miRNA terkait
dengan aktivitas pertukaran nukleotida guanil famili Rho dan Ras. Kedua protein Rho dan
Ras termasuk dalam superfamili Ras yang berperan pada proses molekular penting seperti
transduksi sinyal, prolierasi dan diferensiasi sel (Vigil dkk., 2010). Aktivitas kedua jalur
tersebut pada dasarnya akan mengubah bentuk GDP bebas menjadi bentuk terikat GTP
yang aktif pada membran sel, khususnya sel beta pankreas pada proses produksi insulin
(Li dkk., 2015; Machin dkk., 2021). Meskipun begitu, protein famili Rho lebih banyak
dihubungkan dengan pengaturan metabolisme glukosa dan lipid di pankreas, jaringan
adiposa dan otot rangka dibandingkan famili Ras yang cenderung terlibat dalam proses
inflamasi melalui jalur MAPK/NF-kB, interaksi antar sel dan sel dengan matriks pada
timbulnya diabetes beserta komplikasinya (Vigil dkk., 2010; Mgller dkk., 2019; Huang
dkk., 2022). Informasi ini menunjukkan bahwa efek ekspresi ke-3 miRNA dengan kedua
jalur superfamili Ras pada timbulnya DMG masih perlu dibuktikan secara eksperimental
mengingat terdapat perbedaan prediksi mekanisme molekular. Meskipun begitu, analisis
in silico miRNA tersebut sangat membantu peneliti memilah kandidat miRNA yang akan
diperiksa pada penelitian lanjutan terkait pengaruh miRNA terhadap kejadian DMG
melalui pengaturan jalur sinyal tertentu.

KESIMPULAN

Analisis berbasis data mining dari database HMDD dan miRDB memperlihatkan bahwa
miR-126, miR-222 dan miR-27a berpotensi menjadi prediktor diabetes melitus gestasional
(DMGQG), khususnya miR-27a yang terkait dengan fungsi molekular jalur aktivitas Ras &
Rho guanyl-nucleotide exchange factor. Penelitian lebih lanjut terkait pengembangan
kandidat miRNA tersebut sebagai target biomarker atau terapi dapat dilakukan
dalam rangka implementasi pendekatan personalized medicine pada penatalaksanaan
DMG.
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