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Abstract

Article Info

Reactive Oxygen Species (ROS) is a by-product of metabolic processes and is a type
of free radical. An imbalance in the number of free radicals with the number of
endogenous antioxidants produced by the body causes oxidative stress, this situation
can cause problems with body cells which can cause various diseases such as cancer,
heart disease, cataracts, premature aging, diabetes mellitus, and degenerative
diseases. Human ROS-1 is often found in lung cancer cells. Cherry plants (Mutingia
calabura) are reported to contain secondary metabolites that have antioxidant
activity in vitro. This research focuses on the interaction of compounds in cherry
leaves with the Human ROS 1 receptor (PDB 1D 3ZBF) using an in silico molecular
docking approach. Nine test compounds (active compounds from Mutingia calabura)
can bind to the Human ROS-1 enzyme. The two compounds with the lowest energy
are compound 50 (-81.6 kcal/mol) and compound 66 (81.5 kcal/mol). Interactions
occur through the formation of hydrogen, hydrophobic, and electrostatic bonds.
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Abstrak

Ucapan terimakasih

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan hasil samping dari proses
metabolisme dan menjadi salah satu radikal bebas. Ketidakseimbangan
jumlah radikal bebas dengan jumlah antioksidan endogen yang diproduksi
tubuh menyebabkan stres oksidatif, keadaan ini dapat menyebabkan
terjadinya permasalahan terhadap sel tubuh yang dapat menimbulkan
berbagai penyakit seperti kanker, jantung, katarak, penuaan dini, diabetes
melitus, dan penyakit degeneratif. Human ROS-1 banyak ditemukan pada sel
kanker paru. Tanaman kersen (Mutingia calabura) dilaporkan mengandung
mtabolit sekunder yang mempunyai aktivitas antioksidan secara in vitro.
Penelitian ini berfokus pada interaksi senyawa-senyawa pada daun kersen
terhadap reseptor Human ROS 1 (PDB ID 3ZBF) melalui pendekatan
penambatan molekul secara in silico. Sembilan senyawa uji (senyawa aktif
dari Mutingia calabura) dapat berikatan dengan enzim Human ROS-1. Dua
senyawa dengan energi terendah yakni senyawa 50 (-81,6 kkal/mol) dan
senyawa 66 (81,5 kkal/mol). Interaksi yang terjadi melalui pembentukan
ikatan hydrogen, hidrofobik, dan elektrostatik.

Keywords: docking, Human ROS-1, Muntingia calabura, penambatan
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PENDAHULUAN

Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan
hasil samping dari proses metabolisme (1) dan
menjadi salah satu radikal yang banyak terdapat
pada tubuh. ROS adalah turunan oksigen yang
bersifat sangat reaktif dan menyebabkan mutasi
DNA berujung memicu terjadinya  kanker,
sehingga dalam hal ini antioksidan sangat
diperlukan untuk mencegah atau menghambat
terjadinya reaksi oksidasi berantai dari ROS (2).

Ketidakseimbangan jumlah radikal bebas
dengan jumlah antioksidan endogen yang
diproduksi tubuh seperti Superoksida Dismutase
(SOD), Glutation Peroksidase (GPx) dan Catalase
(CAT) inilah yang menyebabkan stres oksidatif
(3). Keadaan ini dapat menyebabkan terjadinya
permasalahan terhadap sel tubuh yang dapat
menimbulkan berbagai penyakit seperti kanker,
jantung, katarak, penuaan dini, diabetes melitus,
dan penyakit degeneratif lainnya (4,5);(6). Maka
dari itu perlu asupan antioksidan eksogen untuk
menghambat proses oksidasi yang berlebih dan
pencegahan kerusakasn sel-sel tubuh.
Antioksidan dapat berupa senyawa kimia hasil
sintesis ataupun bahan berasal dari alam yang
pada kadar tertentu dapat menghambat proses
oksidasi (5).

Kandungan senyawa fenol seperti
flavonoid dan tanin berperan sebagai antioksidan
yang berfungsi untuk menetralisasi senyawa
radikal bebas (7). Tanaman kersen (Mutingia
calabura)  dilaporkan mengandung berbagai
golongan saponin, flavonoid, tanin, flavonol,
alkaloid, steroid, kuinon dan terpenoid (8,9).
Berdasarkan laporan penelitian yang

ekstrak air daun kersen mempunyai aktivitas
antioksidan in vitro meredam radikal bebas 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (IC50 = 196,80
ug/ml) dan kadar fenolat total yang terdapat pada
daun kersen setara dengan asam galat 2,86 mg/50
g daun segar(10). Hasil penelitian lain ekstrak
etanol
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) terdapat berbagai
metabolit sekunder serta memiliki aktivitas
yang sangat tinggi  yaitu
menunjukkan penghambatan DPPH lebih dari
90% (11).

Berdasarkan
menunjukkan adanya aktivitas antioksidan yang

daun dan batang kersen pada uji

antioksidan

temuan-temuan tersebut

tinggi pada daun kersen, namun aktivitas
antioksidan baru diuji sebatas ekstrak kasar.
Diketahui ekstrak kasar masih mengandung
banyak metabolit sekunder atau dapat dikatakan
bukan senyawa murni, sehingga tidak diketahui
pasti senyawa metabolit mana yang paling
berpengaruh terhadap aktivitas antioksidan pada
tanaman-tanaman tersebut. Salah satu metode

yang relevan dan dapat diterapkan dengan

pertimbangan waktu dan biaya adalah
menerapkan metode in silico melalui pendekatan
penambatan molekul (docking). Penambatan

molekul mampu menunjukan pengikatan dan
mempertegas bukti interaksi kimiawi yang akan
terjadi antara hasil laboratorium dan kimia
komputasi. Penambatan molekul menggunakan
struktur tiga dimensi reseptor untuk menyaring
dan memperoleh konformasi molekul sebagai
ligan yang memiliki afinitas pengikatan tertinggi
Metode dapat
memperoleh informasi tentang hubungan antara
konformasi ligan dengan situs aktif protein (12).
Human ROS-1 banyak ditemukan pada sel
kanker paru(13). Reseptor Human ROS-1 yang
merupakan jenis reseptor tirosin kinase telah
menunjukan potensialnya sebagai target terapi
kanker ditandai dengan Crizotinib sebagai obat
kanker(14). resptor dapat
manjadi target digunakan dalam memprediksi
aktivitas antioksidan senyawa-senyawa pada
daun Kkersen.

terhadap protein. tersebut

Protein tersebut

Berdasarkan uraian tersebut
penelitian ini berfokus pada interaksi senyawa-
senyawa pada daun kersen terhadap reseptor
Human ROS 1 melalui pendekatan penambatan
molekul secara in silico (15). Senyawa yang
didapatkan dari studi literatur (9), akan dipelajari
bagaimana

reseptor Human ROS 1.

interaksinya terhadap protein

METODE PENELITIAN

Konstituen senyawa pada ekstrak daun
kersen dibuat struktur 2D dan 3D menggunakan
software ChemDraw Professional 15.0. dan disimpan
dalam dalam format *mol. Struktur kristal
makromolekul (protein target) reseptor Human
ROS-1 diunduh dari https://rcsb.org/ dengan
kode Protein Data Bank (PDB) 3ZBF(14). Preparasi
makromolekul  (protein  target)  dengan
menghilangkan molekul air dan memisahkan
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ligan bawaan menggunakan Discovery Studio
Visualizer (DSV) dan disimpan dalam format
*pdb.

Validasi metode penambatan molekul
dilakukan dengan menambatkan ulang (re-
docking) ligan bawaan dari protein target
menggunakan  software  i-GemDock. Metode
penambatan dikatakan baik (valid) jika nilai Root
Mean Square Deviation (RMSD) antara konformasi
pose hasil penambatan dengan kristalografi < 3A
(16-18), profil ikatan re-docking asam amino dan
intermolekul
kristalografi.

Struktur protein dan ligan uji yang telah
diperoleh dalam bentuk *.pdb ditentukan
parameter yang digunakan dalam proses
penambatan menggunakan software i-GemDock.
Hasil penambatan dievaluasi menggunakan
Discovery Studio Visualizer (DSV)(19,20).
hasil berupa
struktur 3D dan visualisasi interaksi ikatan
intermolekul 3D dan 2D dilakukan menggunakan
perangkat lunak Discovery Studio Visualizer (DSV)
(21,22).

Penilaian hasil penambatan berupa nilai
energi ikatan senyawa terhadap protein target,
interaksi residu asam amino, interaksi
intermolekul. Nilai energi ikatan yang paling
kecil merupakan parameter konformasi ligan-
protein yang stabil (23).

protein yang mirip dengan

Visualisasi penambatan

dan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Diperoleh  konstituen senyawa yang
terdapat pada daun kersen sebanyak 9 konstituen
(struktur senyawa disajikan pada Tabel 1).
Struktur kristal protein target yakni reseptor
Human ROS-1 ditunjukan pada gambar 1.

Gambar 1. Struktur kristal protein target. (A)
Sebelum preparasi. (B) Sesudah preparasi.

Validasi protocol penambatan dilakukan
menggunakan ligan bawaan dari struktur kristal
dilakukan untuk

pada senyawa uji

protein target, hal ini
memastikan penambatan
memberikan hasil yang valid(18). Hasil validasi
protocol penambatan diperoleh nilai RMSD 1,17
A, superimpose ko-kristal dengan hasil validasi
disajikan Gambar 2.

MERIEE ncwamn
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Gambar 2. Interaksi residu asam amino dengan
reference ligan (ko-kristal = hijau; hasil validasi 2>
metalik) (A). Superimpose ko-kristal dengan validasi

(B).

Tabel 1. Konstituen senyawa pada ekstrak daun
kersen

N Senyaw Struktur
0 a
1 13 OH

TH3
O

2 50
H3C\
3 51
HsC
\O
OH o
4 52 BN
0.
\CH3
o) o N CH
H3C/ W o/ ’

N Senyaw Struktur
[ a

5 53

6 65

7 66

8 67

9 87

Protokol docking yang diterapkan adalah
Binding site radius 8 A; Docking Accuracy Setting
(GA Parameters) dengan Population size: 200;
Genarations: 70; number of solutions: 2; dan
menggunakan pengaturan Standard Docking.
Berdasarkan hasil validasi dapat dikatakan valid
nilai RMSD 1,17 A < 3,0 A dan profil interkasi
residu asam amino 90% kemiripan dengan ko-
kristal serta pose interaksi yang mirip (Gambar 2).

Pengikatan protein-ligan hanya terjadi
secara spontan ketika perubahan energi bebas
bernilai negative dan energi bebas ikatan
sebanding dengan stabilitas interaksi protein-
ligan. Oleh karena itu, protein-ligan terjadi energi
ikatan rendah dalam sistem(24-26). Energi bebas

ikatan mengindikasikan kesetabilan kompleks
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ligan-protein dan ini merupakan karakteristik
penting dalam kemanjuran suatu obat(27).
Senyawa 50 dan 66 memberikan energi ikatan
paling rendah (-81,6 kkal/mol dan 81,5 kkal/mol)

dibandingkan dengan 7 senyawa lainnya, namun

masih lebih besar jika dibandingkan dengan
(-94,8 kkal/mol)
Senyawa 50 membentuk 3 kategori

Crizotinib sebagai ligan
reference.
ikatan yakni ikatan hydrogen, ikatan hidrofobik,

dan ikatan elektrostatik (Gambar 3).

Tabel 2. Profil interaksi ligan dan senyawa uji dengan protein target

Senyawa

Skor docking (kkal/moL)

Reference (Crizotinib)

-94,8

65
13
53
67
51
52
87
50
66

-79,3
-79,1
-71,9
-71,6
-68,9
-68,5
-66,8
-81,6
-81,5

| A:ALA:1978

| A:LEU:2086 |
| A:LEU:1951

| A:MET:2029 I

Interactions

|:| Conventional Hydrogen Bond
|:| Carbon Hydrogen Bond

[ Pi-Anion

| A:ASP:2102

I Fi-sigma
[ Alkyl
[] Pialkyl

Gambar 3. Interaksi residu asam amino dengan senyawa uji 50

Ikatan hidrofobik berupa Pi-Sigma, Alkyl,
Pi-Alkyl dengan residu asam amino yang terlibat
LEU 2086; LEU 1951; ALA 1978. Ikatan hidrofobik
memiliki kontribusi utama stabilitas protein
dibandingkan dengan ikatan hidrogen. Ikatan
hidrogen juga mendukung stabilitas protein,
tetapi pada tingkat yang lebih
dibandingkan ikatan hidrofobik (28). Ikatan
hidrofobik juga penting dalam menggabungkan

rendah

daerah non-polar molekul obat dengan daerah

non-polar reseptor biologis. Daerah non-polar
molekul obat yang tidak larut dalam air dan
molekul air di sekitarnya akan bergabung melalui
ikatan hidrogen membentuk struktur kuasi-
kristalin (18,29,30). Oleh karena
hidrofobik ~ merupakan
keseimbangan dan kekuatan ikatan ligan-protein
(28)

itu, ikatan

penentu utama

Ikatan hydrogen dengan residu MET 2029.
Ikatan hidrogen atau ikatan antara atom H
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dengan atom lain yang bersifat elektronegatif dan
mempunyai sepasang elektron bebas dengan
oktet yang lengkap, seperti O, N, dan F. Kekuatan
ikatan hidrogen bervariasi antara 1-10 kkal/mol,
rata-rata 5 kkal/mol. Ikatan hidrogen pada
yang
mempunyai gugus-gugus seperti OH...O, NH...O,
NH...N, OH...N, NH...F dan OH...F dan memiliki
kekuatan yang berbeda(29,31-33). Ikatan antara
O...H tergolong kategori tidak terlalu kuat(33-
35). Sering ditemukan bahwa gugus bermuatan
yang
bermuatan berlawanan pada protein. Interaksi

umumnya terjadi pada senyawa

dari ligan berikatan dengan gugus
ionik (juga dikenal sebagai salt bridge) sangat kuat
ketika dua kelompok dipisahkan oleh 2,7-3,0 A
dari satu sama lain. Seringkali interaksi ionik
tumpang tindih dengan ikatan hidrogen. Ini
disebut ikatan hidrogen berbantuan muatan. Kita
akan melihat bahwa di banyak kompleks protein-
ligan, asosiasi sebagian besar ditentukan oleh
interaksi ionik tersebut(36).

Ikatan

dengan residu asam amino ASP 2102. Ikatan

elektrostatik  berupa Pi-Anion
elektrostatik umumnya dikaitkan dengan afinitas
pengikatan, struktur, karakteristik kimia, dan
stabilitas, dan dengan reaktivitas biologis protein
dan asam nukleat(36,37). Interaksi elektrostatik
merupakan faktor energi yang mendominasi.
Interaksi antara kation dan anion dalam ruang
hampa lebih dari 400 kJ/mol, yang hamper
mendekati kekuatan ikatan kovalen. Oleh karena
itu, pengikatan pasangan ion dalam fase gas jauh
lebih besar daripada kekuatan khas interaksi
protein-ligan dalam air (36).

Residu asam amino MET 2029 diduga
merupakan kunci dalam pengikatan protein
dengan ligan (disajikan pada gambar 2; gambar 3;
dan lampiran) hal ini tergambar dari semua
senyawa uji dan ligan reference memberikan

ikatan terhadap residu asam amino tersebut.

KESIMPULAN

Sembilan senyawa uji
Mutingia calabura) dapat berikatan dengan enzim
Human ROS-1 dengan energi yang cukup rendah.
Dua senyawa dengan energi terendah yakni
senyawa 50 dan senyawa 66. Interaksi yang
terjadi melalui pembentukan ikatan hydrogen,
hidrofobik, dan elektrostatik.
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