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	Abstract
	Article Info

	Diabetes Mellitus (DM) is a degenerative disease that is a big problem in the world of health.  Treatment of DM, especially type 2 DM, usually uses synthetic drugs which have side effects.  Dipeptidyl Peptidase 4 (DPP4) enzyme inhibitor drugs have not been widely studied and have potential for hypoglycemia. This research aims to examine compound isolates from the cherry plant (Mutingia calabura) in inhibiting the DPP4 enzyme in silico.  Molecular docking is carried out through several stages including modeling and optimization of compound structures, preparation of target proteins and ligands, validation of docking, docking processes, and visualization of interactions. Nine test compounds (active compounds from Mutingia calabura) can bind to the DPP4 enzyme. All compounds have lower binding energies compared to the reference vidagliptin.
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	Abstrak
	Ucapan terimakasih

	Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit degeneratif yang menjadi masalah besar dunia kesehatan.  Pengobatan DM khususnya DM tipe 2 biasanya menggunakan obat- obat sintesis yang memiliki efek samping.  Obat penghambat enzim Dipeptidyl Peptidase 4 (DPP4) belum banyak dikaji dan potensial dalam hipoglikemia. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji isolat senyawa dari tumbuhan kersen (Mutingia calabura) dalam menghambat enzim DPP4 secara in silico.  Molecular docking dilakukan melalui beberapa tahap diantaranya pemodelan dan optimasi struktur senyawa, preparasi protein target dan ligan, validasi docking, proses docking, dan visualisasi interaksi. Sembilan senyawa uji (senyawa aktif dari Mutingia calabura) dapat berikatan dengan enzim DPP4. Semua senyawa memiliki energi ikatan lebih rendah dibandingkan dengan reference vidagliptin.
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PENDAHULUAN
Diabetes Melitus (DM) masih menjadi masalah besar dunia kesehatan. Hiperglikemia pada diabetes berhubungan dengan komplikasi penyakit lain seperti kardiovaskular(1). Data International Diabetes Federation (IDF), pada tahun 2019, menunjukan hampir 463 juta orang di dunia hidup dengan DM. Jika masalah ini terus berlanjut, diperkirakan jumlahnya akan terus meningkat menjadi 13,7 juta pada tahun 2030 dan 16,9 juta pada tahun 2045(2,3).
Pengobatan DM (DM tipe 2) dewasa ini menggunakan obat-obat sintesis dan banyak dijumpai efek samping seperti golongan sulfonil urea, biguanin, alfa-glikosidase adalah obat yang sudah banyak beredar(4). Enzim Dipeptidyl Peptidase 4 (DPP4) belum banyak dikaji dan potensial dalam hipoglikemik(5–7).
Dewasa ini, untuk mengembangkan obat baru dibutuhkan waktu 10 -15 tahun dan membutuhkan banyak biaya, karena kurangnya sifat obat tertentu, seperti farmakokinetik yang buruk dan masalah toksisitas yang muncul dalam uji klinis, hanya 1 obat dari 10.000 kandidat yang pada akhirnya dapat dipasarkan selama proses pengembangan obat(8). Dengan berkembangnya teknologi komputer, skrining virtual berbasis struktur seperti docking molekuler telah menjadi salah satu metode yang dapat digunakan untuk penemuan obat (Ma et al., 2013). Keuntungan dari metode ini adalah kandidat senyawa yang memiliki kemampuan obat rendah dapat dihilangkan, sehingga menurunkan biaya dan meningkatkan efisiensi (Katsuno et al., 2015).
Melalui molecular docking dapat diketahui informasi geometri terbaik dari kompleks reseptor-ligan. Energi ikatan yang dihasilkan dari proses docking digunakan untuk memprediksi berpotensi atau tidaknya suatu molekul untuk dapat dijadikan sebagai suatu kendidat obat(9).
Penggunaan tanaman sebagai obat sudah banyak dilakukan. Kersen (Muntingia calabura) dilaporkan memiliki berbagai aktivitas farmakologis termasuk dalam penurunan glukosa darah(10–12). Kandungan senyawa fenol seperti flavonoid dan tanin berperan sebagai antioksidan yang berfungsi untuk menetralisasi senyawa radikal bebas (13). Tanaman kersen (Mutingia calabura) dilaporkan mengandung berbagai golongan saponin, flavonoid, tanin, flavonol, alkaloid, steroid, kuinon dan terpenoid (14,15). Saat ini, penelitian mengenai aktivitas farmakologi dari unsur-unsur kimia yang terkandung dalam binahong masih sangat sedikit dan penelitian-penelitian hanya terbatas pada eksplorasi bioaktivitas ekstrak kasar. Senyawa yang didapatkan dari studi literatur (15), akan dipelajari bagaimana interaksinya terhadap protein enzim DPP4. Penambatan molekul menggunakan struktur tiga dimensi reseptor untuk menyaring dan memperoleh konformasi molekul sebagai ligan yang memiliki afinitas pengikatan tertinggi terhadap protein. Metode tersebut dapat memperoleh informasi tentang hubungan antara konformasi ligan dengan situs aktif protein (16). Topik ini mendukung teknologi kemandirian     bahan baku obat terutama bahan baku obat bersumber tanaman. Pada akhir penelitian diharapkan informasi yang diperoleh membuka peluang untuk dilakukannya sintesis ataupun isolasi dan pengujian obat secara in-vitro/in- vivo.

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) DPP4 diunduh dari https://rcsb.org/ dengan kode Protein Data Bank (PDB) 6B1E. Preparasi makromolekul (protein target) dengan menghilangkan molekul air dan memisahkan 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 ≤ 3Ǻ (17–19).  
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)(20,21). 
Visualisasi hasil penambatan berupa struktur 3D dan visualisasi interaksi ikatan intermolekul 3D dan 2D dilakukan menggunakan perangkat lunak Discovery Studio Visualizer (DSV) (22,23). 
Penilaian hasil penambatan berupa nilai energi ikatan senyawa terhadap protein target, interaksi residu asam amino, dan interaksi intermolekul. Nilai energi ikatan yang paling kecil merupakan parameter konformasi ligan-protein yang stabil (24).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Diperoleh konstituen senyawa yang terdapat pada daun kersen sebanyak 9 konstituen (struktur senyawa disajikan pada Tabel 1). Struktur kristal protein target ditunjukan pada gambar 1.
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Gambar 1. Struktur kristal protein target.  (A) Sebelum preparasi. (B) Sesudah preparasi.

Validasi protocol penambatan  dilakukan menggunakan ligan bawaan dari struktur kristal protein target, hal ini dilakukan untuk memastikan penambatan  pada senyawa uji memberikan hasil yang valid(19). Hasil validasi protocol penambatan diperoleh nilai RMSD 0,425 Ǻ, superimpose ko-kristal dengan hasil validasi disajikan Gambar 2.

[image: ]
Gambar 2. Superimpose ko-kristal dengan docking validasi (kuning).

Tabel 1. Konstituen senyawa pada ekstrak daun kersen
	No
	Senyawa
	Struktur

	1
	13
	


	2
	50
	


	3
	51
	


	4
	52
	


	5
	53
	


	6
	65
	


	7
	66
	


	8
	67
	


	9
	87
	




Protokol docking yang diterapkan adalah Binding site radius 8 Ǻ; Docking Accuracy Setting (GA Parameters) dengan Population size: 300; Genarations: 80; number of solutions: 2;  dan menggunakan pengaturan Stable Docking. Berdasarkan hasil validasi dapat dikatakan valid nilai RMSD < 3,0 Ǻ 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(25–27). Energi bebas ikatan mengindikasikan kesetabilan kompleks ligan-protein dan ini merupakan karakteristik penting dalam kemanjuran suatu obat(28). Senyawa 65 memberikan energi ikatan paling rendah sebesar -127,0 kkal/mol dibandingkan dengan 8 senyawa lainnya. Semua senyawa memiliki energi ikatan lebih rendah dibanding dengan ligan reference Vidagliptin (-81,5 kkal/mol). Senyawa 65 membentuk 3 kagegori ikatan yakni, ikatan Hidrogen, Elektrostatik, dan Hidrofobik(Gambar 3).


Tabel 2. Profil interaksi ligan dan senyawa uji dengan protein target
	Senyawa
	Skor docking (kkal/moL)

	Reference
	-81,5

	65
13
66
50
67
53
51
52
87
	-127,0
-100,0
-97,7
-95,4
-93,0
-92,4
-88,6
-87,2
-85,4
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Gambar 3. Interaksi residu asam amino dengan senyawa uji 65


Ikatan hidrofobik berupa Pi-Sigma, Pi-Pi Stacked, Pi-Pi T-Shaped, Alkyl, dan Pi-Alkyl dengan residu asam amino yang terlibat PHE357, TYR631, VAL656, TRP659, VAL711, dan TYR662. Ikatan hidrofobik memiliki kontribusi utama stabilitas protein dibandingkan dengan ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen juga mendukung stabilitas protein, tetapi pada tingkat yang lebih rendah dibandingkan ikatan hidrofobik (29). Ikatan hidrofobik juga penting dalam menggabungkan 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 (19,30,31). Oleh karena itu, ikatan hidrofobik merupakan penentu utama keseimbangan dan kekuatan ikatan ligan-protein (29)
Ikatan hydrogen dengan residu HIS740, ARG125, SER209, GLU206, ARG669, TYR547, TYR662, dan SER630. Ikatan hidrogen atau ikatan antara atom H 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 umumnya terjadi pada senyawa yang mempunyai gugus-gugus seperti OH...O, NH...O, NH...N, OH...N, NH...F dan OH...F dan memiliki kekuatan yang berbeda(30,32–34). Ikatan antara O…H tergolong kategori tidak terlalu kuat(34–36). Sering ditemukan bahwa gugus bermuatan dari ligan berikatan dengan gugus yang bermuatan berlawanan pada protein. Interaksi 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(37).
Ikatan elektrostatik berupa Pi-Anion dengan residu asam amino GLU206. Ikatan elektrostatik umumnya dikaitkan dengan afinitas pengikatan, struktur, karakteristik kimia, dan stabilitas, dan dengan reaktivitas biologis protein dan asam nukleat(37,38). 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 (37).

KESIMPULAN
Sembilan senyawa uji (senyawa aktif dari Mutingia calabura) dapat berikatan dengan enzim DPP4 dengan energi yang lebih rendah dengan reference vidagliptin. Senyawa 65 memiliki energi terendah interaksi yang terjadi melalui pembentukan ikatan hydrogen, hidrofobik, dan elektrostatik. 
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