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Abstrak
. Penyakit TBC merupakan salah satu penyakit infeksi berbahaya dalam
Keywords: .
Docking: penyebarannya dikarenakan mudah menular. Kekayaan senyawa alam

diharapkan dapat mengatasi resistensi pengobatan TBC. Bakteri
Mycobacterium tuberculosis melalui Sitokrom P450-121 (5IBD; 51BE)
telah dijadikan protein target docking secaramolekularuntuk senyawa

Mycobacterium
tuberculosis;

':‘S(gg;?rzzei:i alam yang terdapat dalam Achyranthes aspera dan Anisi stellati
stellati’ menggunakan PyRx-vina. Penelitian ini bertujuan untuk mencari

senyawa alam yang dapat menghambat pertumbuhan Mycobacterium
tuberculosis.Nilai binding affinity terbaik Copaene dan MOL008479
dari Anisi stellati serta Ardisiacrispin A dan B dari Achyranthes
aspera terhadap 51BD dan 51BE secara berurutan yaitu -7,9; -8,6 dan -
8,7; -9,2 kkal/mol. Nilai ini lebih kecil jika dibandingkan dengan nilai
senyawa native dari masing-masing protein. Terdapat kesamaan
residu Asn74 dan Thr77 pada jenis interaksi ikatan hidrogen antara
senyawa native dengan Anisi stellati. Dengan adanya kesamaan residu
dan nilai binding affinity yang kecil senyawa alam dalam Achyranthes
aspera dan Anisi stellati dapat dikembangkan menjadi salah satu obat
TBC.

1. PENDAHULUAN

Penyakit TBC disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis. Mekanisme
penyakit TBC, manusia yang terkena droplet nuclei berisi M. tuberculosis dari penderita
kemungkinan besar terjangkit TBC. Hal ini dikarenakan bakteri akan masuk ke paru-paru
dan menyerang makrofag, apabila makrofag gagal menghambat bakteri, maka bakteri akan
berkembang biak dan menyebabkan TBC (Dipiro, 2008). Pengobatan TBC meliputi empat
regimen obat, yaitu isoniazid, pyrazinamid, rifampisin, dan etambutol minimal enam bulan.
Pengobatan yang lama, pemakaian yang tidak teratur, dan kemampuan bakteri dalam
menyesuaikan lingkungan menyebabkan peningkatan resistensi terhadap bakteri M.
tuberculosis (Babajanet al, 2009). Dengan meningkatnya resistensi TB, pengobatan menjadi
lebih sulit. Meskipun ada beberapa obat yang masih bisa digunakan dalam regimen terapi,
namun efek samping dan evolusi bakteri yang menjadi lebih resisten membutuhkan
penemuan obat baru. Terlebih ketika pasien mengidap HIV dan TB menyebabkan terapi
lebih sulit (Nunn et al, 2005).

Bakteri penyebab penyakit TB vyaitu Mycobacterium tuberculosis. Bakteri
Mycobacterium tuberculosis dengan target Cytochrome P450 121 memiliki protein 51BD
dan 5IBE. Protein 5IBD memiliki ligan unik sebagai penanda, yaitu GGJ (4-(3'-amino[1,1'-
biphenyl]-3-yl)-3-(4-methoxyphenyl)-1H-pyrazol-5-amine). Protein ini memiliki resolusi
sebesar 1.77 A. Protein SIBE memiliki resolusi 1.62 A, dengan ligan unik yaitu 69M (4-[5-
amino-4-(3'-amino[1,1'-biphenyl]-3-yl)-1H-pyrazol-3-yl]phenol).  Pemilihan  protein ini
berdasarkan data pada rcsb.org dengan kriteria resolusi kurang dari 2.5 A (rcsb.org).
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Pengobatan TB dengan senyawa alam diperlukan untuk menghambat pertumbuhan bakteri
Mycobacterium tuberculosis.

Salah satu tumbuhan yang memiliki potensi anti TB yaitu sangketan. Daun sangketan
(Achyranthes aspera) merupakan tanaman yang memiliki banyak aktivitas farmakologis, di
antaranya: antiparasit, hipoglikemi, pencegahan kanker, hepatoprotektif, analgesik,
antipiretik, anti-inflamasi, anti artritis, antimikroba, antioksidan, nefroprotektif, antidepresan,
diuretic, bronkoprotektif, dll. Daun sangketan mengandungecdysterone,achyranthine,
betaine, pentatriaontane, 6-pentatriacontanone, hexatriacontane dan tritriacontane (Srivastav,
et al, 2011). Ekstrak methanol Achyranthes aspera dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Staphylococcus aureus, Salmonella typhii, dan Pseudomonas aeruginosa, namun tidak pada
Mycobacterium tuberculosis(Gupta et al, 2013). Pada penelitian in vivopada mencityang
dilakukan oleh (Meles,et al, 2014) menunjukkan bahwa alkaloid Achyranthes aspera
menyebabkan penghambatan terbentuknya sel karbunkel dan penurunan sel paru yang
mengalami apoptosis padasel paru yang terinfeksi tuberculosis. Penelitian lain menunjukkan
bahwa Achyranthes aspera memiliki kadar hambat terhadap E. coli (17 mm), Pseudomonas
sp. (14 mm), Citrobacter sp. (12 mm), Bacillus sp. (12 mm), dan Micrococcus sp. (12 mm).
Kandungan dalam Achyranthes aspera menunjukkan adanya alkaloid dan tannin (Manjula, et
al, 2009).

Achyranthes aspera dan Anisi stellati (adas bintang) diharapkan menjadi salah satu
solusi dari antimikroba terutama antituberkulosis. Untuk mengetahui hal tersebut, dilakukan
peneltian in silico antara protein 51BD dan 5IBE dari Mycobacterium tuberculosis dengan
senyawa dari Achyranthes asperadan Anisi stellati. Binding affinity terbaik menunjukkan
energi yang dibutuhkan ligan untuk berikatan dengan protein 5IBD dan 5IBE rendah
sehingga berpotensi menjadi antituberkulosis.

2. METODE

Penelitian ini menggunakan metode in silico (penelitian berdasarkan komputasi).
Aplikasi yang digunakan meliputi Microsoft Excel 2007, PyRx 0.9.7 (Dallakyan S, 2015),
Vina-AutoDock (Trott O, 2010), OpenBabel (O'Boyle NMet al, 2011), Chimera 1.12
(Pettersen EF, 2014), EditPlus 4.0.631, PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.8 Schrédinger, LLC), Plip (Salentin S, 2015) dan PDBest. PDBest digunakan
untuk menghilangkan anisou pada struktur senyawa. Anisou dapat menyebabkan kerancuan
dalam penelitian karena struktur senyawa menjadi berbayang, sehingga harus dihilangkan.
Aplikasi EditPlus berguna untuk menentukan dimensi dari suatu struktur. Struktur dibuka di
EditPlus, dicari HETAM, dan disalin bagian HETAM. Salinan HETAM ditempel pada
aplikasi Excel. Salinan HETAM pada Excel dicari bagian X, Y, Z dan masing-masing
reratanya untuk menentukan pusat massa ligan. Aplikasi Chimera digunakan untuk memilih
rantai pada suatu senyawa. Apabila suatu senyawa memiliki 2 rantai atau lebih, maka
dipisahkan dengan Chimera. Dipilih salah satu rantai dari suatu senyawa agar dapat
dilakukan docking dengan PyRx. Aplikasi PyRx berguna untuk men-docking senyawa
dengan senyawa lain.

Validasi metode dilakukan dengan memisahkan komponen protein dengan ligan
menggunakan Chimera. Kemudian, validasi docking molekular dan protein target
menggunakan aplikasi PyRx-Autodock-Vina. Analisis hasil validasi dilakukan dengan
mengamati kedekatan struktur ligan sebelum dan setelah dilakukan molecular docking
menggunakan parameter RMSD (Root-Mean-Square Deviation). RMSD yang diperoleh
bernilai 0 yang menunjukkan metode tersebut dapat digunakan.

Pada penelitian ini, target berupa protein 51BD (ligan unik: GGJ) dan 5IBE (ligan unik:
49M) pada bakteri Mycobacterium tuberculosis dan protein pada tanaman adas bintang
(Pimpinella anisum) dan sangketan (Achyranthes aspera). Protein 51BD dan 5IBE didapat
dari pencarian di rcsh.org untuk bakteri Mycobacterium tuberculosis. Senyawa dilihat pada
EditPlus untuk melihat adanya anisou, apabila ada anisou dihilangkan dengan PDBest.
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Kemudian dicari pusat massa ligan dan mulai dipreparasi menggunakan PyRx.Docking
dilakukan dengan metode Vina Autodock hingga hasil muncul.

Hasil docking diurutkan nilai binding affinity terkecil dengan RMSD 0. Dilipih 4
interaksi terbaik. Kemudian masing-masing protein dipreparasi menggunakan PyMOL untuk
direaksikan dengan protein target. Setelah itu, hasil dari PyMOL dipreparasi menggunakan
PLIP secara off line hingga didapat hasil berupa folder berisi gambar protein dan informasi
interaksi yang terjadi.

. HASIL DAN PEMBAHASAN

Protein 5I1BD dan 5IBE merupakan salah satu protein yang memiliki mekanisme aksi
oksidoreduktase Mycocyclosin sintase. Protein yang digunakan bersumber dari organisme
Mycobacterium tuberculosis dengan resolusi 1,77 angstrom (51BD) dan 1,62 angstrom
(51BE).

Ligan terbaik yang didapat dari protein target 5IBD dengan tanaman adas bintang yaitu
Copaene, dengan nilai binding affinity -7,9 kkal/mol dan nilai RMSD 0. Terdapat interaksi
hidrofobik yang tidak dimiliki oleh ligan native. RMSD bernilai 0 menunjukkan bahwa
konformasi ligan native hasil docking mendekati konformasi sesungguhnya. Sedangkan
protein target 5IBE dengan tanaman adas bintang memiliki ligan terbaik yaitu MOL008479,
dengan nilai binding affinity -8,6 kkal/mol dan nilai RMSD 0. Terdapat interaksi ikatan
hidrogen dengan residu terlibat yaitu Asn74 dan Thr77 yang sama dengan residu dari ligan
native.

Ligan terbaik yang didapat dari protein target 5IBD dengan daun sangketan yaitu
Ardisiacrispin A, dengan nilai binding affinity -8,7 kkal/mol dan nilai RMSD 0. Terdapat
interaksi ikatan hidrogen dan jembatan garam yang juga dimiliki oleh ligan native, namun
tidak ada residu terlibat yang sama. Ligan ini juga memiliki interaksi hidrofobik. Sedangkan
protein target 5IBE dengan daun sangketan memiliki hasil docking terbaik yaitu
Ardisiacrispin B, dengan nilai binding affinity -9,2 kkal/mol dan nilai RMSD 0. Terdapat
interaksi ikatan hidrogen dan jembatan garam yang juga dimiliki oleh ligan native, namun
tidak ada residu terlibat yang sama. Ligan ini juga memiliki interaksi hidrofobik.

Tabel 1. Pusat massa dan dimensi gridbox ligan

Ligan Pusat massa (A) Dimensi gridbox (A)
X Y y X Y Z

51BD -8,72793 18,32722 3,430963 100 100 110

5IBE -8,52473 18,2155 3,440462 100 80 120

(A) (B)
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Gambar 1. Interaksi ligan native. Gambar (A) merupakan hasil 5IBE-5IBE, (B) merupakan
51BD-5IBE, dan (C) merupakan 5I1BD-51BD

(B)

(©) (D)

Gambar 2. Interaksi ligan hasil docking. (A) merupakan hasil adas bintang-51BD, (B)
merupakans daun sangketan-51BD, (C) merupakan adas bintang-5IBE, dan (D) merupakan daun
sangketan-51BE
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Nilai binding affinity yang kecil menunjukkan kekuatan yang dibutuhkan untuk
berikatan antara protein target dengan ligan. Semakin kecil nilainya maka semakin baik.
Senyawa yang memiliki residu sama berpotensi menjadi senyawa pengganti ligan native.
Senyawa hasil docking yang memiliki nilai binding affinity kecil (lebih kecil daripada ligan
asli) dan memiliki residu sama dapat menjadi senyawa poten. Interaksi ligan dengan protein
target dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Interaksi residu asam amino dengan ligan

Protein

Target Ligan Ligan Hasil Jenis Interaksi Residu Terlibat
Ikatan Hidrogen Asp808, Asp863
SIBD SIBD Jembatan Garam Asn850
katan Hidroaen Glu271, 11e276, Phe319,
5IBE  5IBD g His335, Ala337
Interaksi Kation-IT ~ Arg275
5IBD 5IBE - -
. Asn74, Ala75, Thr77,
5IBE 5IBE Ikatan Hidrogen Val78, Thr229, Arg286
Adas Phe731, Leu755, Arg756,
5I1BD bi Copaene Interaksi Hidrofobik Thr759, Ala763, lle767,
intang
LeuB866
Adas . Asn74, Thr77, Alal67,
SIBE bintang MOL008479 Ikatan Hidrogen GIn3ss
Interaksi Hidrofobik 11e886, Lys887, Trp888
L Ser728, Phe731, Gly732,
58D Daun Ardisiacrispin -\ ian Hidrogen Arg756, Arg811, Lys887,

Sangketan  A. Lys921, Gly925

Jembatan Garam Arg849

A . Arg252, GIn254, Leu255,
Interaksi Hidrofobik Leu258, Leu32?
Aspl6, Argl7, 1lel8,
Asp20, GIn251, Leu327
Jembatan Garam Arg252

Daun Ardisiacrispin

SIBE Sangketan B. Ikatan Hidrogen

4. KESIMPULAN
Simpulan dari penelitian ini didapat nilai binding affinity terbaik yaitu -9,2 dari hasil
docking daun sangketan dengan protein 5IBE. Adas bintang memiliki kesamaan residu asam
amino dengan ligan native.Sehingga daun sangketan dan adas bintang dapat dijadikan salah
satu alternatif terapi TB dengan penelitian lanjutan (in vitro maupun in vivo).
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