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ABSTRAK
Asam arakidonat mengalami metabolisme menjadi dua alur dalam tubuh,
yakni oleh siklooksigenase dan lipoksigenase. Pada jalur lipoksigenase,
melalui enzim 12-lipoksigenase akan membebaskan leukotrien dan berbagai
substansi seperti 12-HPETE, 12-HETE dan sebagainya yang berperan
penting sebagai mediator inflamasi. Berbagai macam jenis tanaman obat
tentunya memiliki kandungan berkhasiat untuk menghambat mekanisme
inflamasi dari enzim 12-lipoksigenase. Kurkumin, baikalin, epigalokatekin
merupakan sebagian dari banyak senyawa yang dapat menghambat kerja
enzim tersebut. Dengan metode penambatan molekuler secara in silico,
penelitian ini diharapkan mampu melakukan screening terhadap aktivitas
senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman obat Indonesia. Melalui
program komputasi AutoDock4, dapat diketahui aktivitas antara ligan yang
merupakan senyawa aktif tanaman obat dengan 12-lipoksigenase sebagai
protein targetnya. Hasil penambatan molekuler senyawa aktif tanaman obat
menunjukkan bahwa His 360, His 365, dan His 540 berperan penting dalam
daerah pengikatan subtrat pada enzim 12-LOX, dan adanya ikatan hidrogen
yang bertanggungjawab pada aktivitas penghambatan enzim tersebut.
Kata kunci : 12-lipoksigenase, senyawa aktif tanaman obat berkhasiat,
inhibisi, penambatan molekuler, in silico.
xiii + 143 him.; gbr.; tab.; lamp.
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ABSTRACT

Arachidonic acid is metabolized by 12-LOX to 12(S)-hydroxyeicosatetraenoic
acid [12(S)-HETE], and this biologically active metabolite is involved in
inflammation. Different types of medicinal plant certainly contain some of the
active substances to prevent mechanism of inflammation by enzyme 12-
lipoxygenase (12-LOX). Curcumin, baicalein, epigallocatechin are some part
of many compounds that can inhibit the enzyme work. With the docking
methods through in sillico, this research is expected to make a screening of
the active compound activity in the medicinal plants of Indonesia. AutoDock4
program with the docking simulation tools, can be utilized to study interaction
between ligand from various active compound in medicinal plant with a 12-
lipoxygenase as a protein target. The result of molecular docking of the active
compound in medicinal plant shows that His 360, His 365, and His 540 plays
an important role for substrates binding in 12-LOX enzyme, and also there
are hydrogen bonds that responsible for the inhibition in 12-LOX.

Keywords : 12-lipoksigenase, active compound of medicinal plant,

inhibition, molecular docking, in sillico
xiii + 143 pages; fig.; tab.; app.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Indonesia kaya akan sumber bahan obat alam dan obat tradisional
yang telah digunakan oleh sebagian besar masyarakat Indonesia secara
turun temurun. Keuntungan obat tradisional yang dirasakan langsung oleh
masyarakat adalah kemudahan untuk memperolehnya dan bahan bakunya
dapat ditanam di perkarangan sendiri, murah dan dapat diramu sendiri
dirumah (1). Sekitar 30.000 jenis tanaman obat yang terdapat di Indonesia
saat ini belum dimanfaatkan secara optimal. Upaya kampanye penggunaan
obat alami masih rendah sehingga pemanfaatannya terus berlangsung tanpa
perkembangan berarti (2). Potensi yang besar ini, jika tidak dimanfaatkan
sebaik-baiknya sudah pasti tidak akan mempunyai arti, sehingga harus
dipikirkan agar penggunaan tanaman obat dapat menunjang kebutuhan akan
obat-obatan yang semakin mendesak dan untuk mendapatkan obat
pengganti jika resistensi obat terjadi secara meluas.

Salah satu penyakit yang dapat disembuhkan dengan penggunaan
obat bahan alam adalah inflamasi. Indonesia merupakan salah satu negara
yang memiliki beberapa catatan tentang penyakit inflamasi ini (1). Dalam
menyembuhkan rasa sakit akibat adanya inflamasi, pasien banyak

mengkombinasikan obat-obat anti inflamasi nonsteroid dengan obat
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analgesik, dan obat antipiretik (3). Mekanisme kerja salah satu OAINS adalah
menghambat aktivitas enzim siklooksigenase dalam sintesis prostaglandin
serta menghambat aktivitas enzim lipoksigenase dalam sintesis leukotrien
(4).

Leukotrien mempunyai sifat kemotaktik dan kontraktan otot yang
menunjukkan bahwa golongan senyawa ini memainkan peranan penting
dalam reaksi alergi dan inflamasi (5). Sejauh ini enzim 12-lipoksigenase
merupakan target farmakologis dalam pengembangan obat-obat anti
inflamasi. Sayangnya, perancangan produk yang rasional sangat sulit
dikembangkan karena memerlukan waktu yang cukup lama dengan informasi
struktur molekul yang terbatas (6). Penelitian mengenai kinerja obat anti
inflamasi  khususnya yang non steroid menghambat aktivitas enzim
lipokigenase masih belum banyak dipublikasikan. Sejauh ini obat anti
inflamasi non-steroid tersebut lebih banyak yang bekerja menghambat
aktivitas enzim siklooksigenase. Padahal terdapat zat lain, yakni Leukotrien
B4 merupakan zat kemotaktik yang sangat poten dalam proses inflamasi,
yang justru dihasilkan oleh enzim lipoksigenase (4). Dengan adanya
pemanfaatan obat bahan alam, diharapkan dapat dihasilkan obat-obat
alternatif yang dapat bekerja menghambat aktivitas enzim lipoksigenase
tersebut. Kemajuan teknologi saat ini memungkinkan upaya penelitian secara
iimiah terhadap bahan-bahan alami. Tujuannya, agar berbagai manfaat

tanaman obat sebagai obat anti inflamasi yang dapat menghambat

Screening aktivitas..., Chatarina Aprillia Priyas Utami, FMIPA Ul, 2009



menghambat aktivitas enzim lipoksigenase dapat semakin banyak
teridentifikasi dan secepatnya diimplementasikan kepada masyarakat (2).
Dalam penyembuhan terhadap inflamasi, belum semua tanaman obat
dimanfaatkan dengan baik. Dalam era perancangan obat baru, tanaman-
tanaman ini menjadi bahan dasar yang harus diteliti lebih lanjut mengenai
aktivitas anti inflamasi yang terkandung dalam senyawa aktifnya. Karena
besarnya keberagaman struktur zat aktif yang terkandung dalam tanaman
serta didukung oleh banyaknya aktivitas farmakologis yang dihasilkan,
membuat tanaman obat masih digunakan hingga saat ini dan masih memiliki
nilai yang penting dalam era penemuan obat baru (New Drug Disccovery) (7).
Kurangnya pengetahuan tentang mekanisme molekular pada tanaman
obat tersebut membatasi aplikasi penggunaanya dan menjadi rintangan
dalam melakukan perancangan obat baru menggunakan prinsip terapetik
lipoksigenase inhibitor dari tanaman obat itu sendiri. Membawa senyawa
kimia dari aras ide menjadi obat yang beredar di pasar merupakan proses
yang membutuhkan biaya yang luar biasa besar (8). Biaya yang sangat
besar tentunya, apalagi dikaitkan dengan kemampuan ekonomi negara-
negara berkembang, seperti Indonesia. Seiring dengan perkembangan
zaman, telah dilakukan banyak metode tentang perancangan obat baru,
salah satunya adalah pemanfaatan komputer sebagai alat bantu dalam
penemuan obat. Komputer menawarkan metode in silico sebagai komplemen
metode in vitro dan in vivo yang lazim digunakan dalam proses penemuan

obat.
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Terminologi in silico, analog dengan in vitro dan in vivo, merujuk pada
pemanfaatan komputer dalam studi penemuan obat (9). Dalam hal ini
komputer membantu untuk mereduksi jumlah senyawa yang diusulkan
secara rasional yang terkandung dalam sejumlah tanaman obat yang ada di
Indonesia dan diharapkan lebih efektif serta, membantu mempelajari interaksi
ligan (senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman obat) dengan protein

targetnya yakni enzim lipoksigenase.

B. TUJUAN PENELITIAN
1. Membuat suatu database senyawa aktif yang terkandung
dalam tanaman obat Indonesia beserta manfaat dan struktur

tiga dimensi untuk keperluan penambatan molekuler.

2. Mengetahui sifat farmakologis anti inflamasi dari zat aktif
tanaman obat dengan melakukan skrining aktivitas
farmakologis berdasarkan penambatan pada struktur tiga

dimensi dengan protein target 12-lipoksigenase.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

A. Tanaman Obat Indonesia

Tanaman obat adalah tanaman yang memiliki khasiat obat dan
digunakan sebagai obat dalam penyembuhan maupun pencegahan penyakit.
Pengertian berkhasiat obat adalah mengandung zat aktif yang berfungsi
mengobati penyakit tertentu atau jika tidak mengandung zat aktif tertentu tapi
mengandung efek resultan / sinergi dari berbagai zat yang berfungsi
mengobati.

Menurut Departemen Kesehatan RI, definisi tanaman obat Indonesia
sebagaimana tercantum dalam SK Meskes No 149/SK/Menkes/IV/1978
sebagai berikut :

1. Tanaman atau bagian tanaman yang digunakan sebagai bahan

obat tradisional atau Jamu.

2. Tanaman atau bagian tanaman yang digunakan sebagai bahan

pemula bahan baku obat (prekursor).

3. Tanaman atau bagian tanaman yang diekstraksi dan ekstrak

tanaman tersebut digunakan sebagai obat.

Ramuan obat tradisional umumnya dibuat dari bahan-bahan alamiah
tanaman obat. Seperti bagian akar, umbi, rimpang, kayu, kulit pohon, biji-

bijian, daun-daunan, buah, getah, bunga ataupun dari ekstrak tanaman obat.
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Badan kesehatan dunia (WHO) telah melakukan identifikasi tanaman
obat di seluruh dunia, terdapat duplikasi tanaman obat sebanyak 20.000
species. Menurut NAPRALET (lembaga yang menangani data-data tanaman
obat di seluruh dunia), telah berhasil mendokumentasikan tanaman obat

sebanyak 9.200 dari 33.000 species (10).

Walaupun tanaman yang digunakan sebagai obat tetap memilki
kelemahan vyaitu tidak praktis dalam pemakaiannya, akan tetapi tanaman

obat ternyata memiliki kelebihan-kelebihan, antara lain (11) :

1. Efektif untuk penyembuhan penyakit yang umumnya belum dapat
disembuhkan dengan menggunakan obat-obatan medis.

2. Murah, mengingat umumnya bisa ditanam sendiri di pekarangan
rumah, dan sebagian besar bahkan bisa ditemukan tumbuh liar di
sekitar pekarangan kita.

3. Pengobatan umumnya dapat dilakukan oleh anggota keluarga

sendiri tanpa harus tergantung pada tenaga medis atau paramedis.

B. Metabolit Primer Tanaman

Bagian terbesar penyusun biomasa tumbuhan adalah metabolit
primer. Metabolit primer merupakan senyawa yang secara langsung memiliki
fungsi atau terlibat dalam proses metabolisme utama, jalur katabolisme dan
anabolisme pada tumbuhan. Beberapa diantaranya berada dalam jumlah

yang sangat besar, seperti lignoselulosa yang merupakan jenis bahan
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organik terbanyak di bumi ini. Beberapa metabolit primer tumbuhan seperti
protein, karbohidrat dan lipida terlibat dalam proses fisiologis dasar tumbuhan
dan merupakan sumber makanan yang penting bagi hewan pemakan

tumbuhan (12).

C. Metabolit Sekunder

Metabolit sekunder didefinisikan sebagai suatu senyawa yang hanya
ditemukan secara terbatas pada kelompok tumbuhan tertentu, atau
ditemukan dalam konsentrasi yang lebih tinggi dari kelompok tumbuhan yang
lain, dan tidak merupakan sumber makanan yang penting bagi herbivora (1).
Senyawa kimia yang terkandung dalam tumbuhan merupakan hasil
metabolisme dari tumbuhan itu sendiri. Dari hasil penelitian banyak ahli tidak
jarang senyawa kimia ini memiliki efek fisiologi dan farmakologi yang
bermanfaat bagi manusia. Senyawa kimia tersebut lebih dikenal dengan
senyawa metabolit sekunder yang merupakan hasil dari penyimpangan
metabolit primer tanaman (2).

Zat aktif pada tanaman obat umumnya dalam bentuk metabolit
sekunder, sedangkan satu tanaman bisa menghasilkan beberapa metabolit
sekunder; sehingga memungkinkan tanaman tersebut memiliki lebih dari satu
efek farmakologi (13). Tumbuhan memproduksi ratusan ribu jenis metabolit
sekunder. Dari jumlah yang sangat besar tersebut, diperkirakan baru sekitar

seratus ribu senyawa yang telah teridentifikasi. Senyawa yang termasuk
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metabolit sekunder antara lain adalah flavonoid, alkaloid, terpenoid, senyawa

fenolik (14).

D. Inflamasi (15)

Nyeri atau radang merupakan suatu keadaan yang tidak nyaman dan
menyiksa bagi penderitanya, namun terkadang nyeri dapat digunakan
sebagai tanda adanya kerusakan jaringan. Inflamasi merupakan manifestasi
dari terjadinya kerusakan jaringan, dimana nyeri merupakan salah satu
gejalanya. Karena dipandang merugikan maka inflamasi memerlukan obat
untuk mengendalikannya. Secara garis besar, peradangan ditandai dengan
vasodilatasi pembuluh darah lokal yang mengakibatkan terjadinya aliran
darah setempat yang berlebihan, kenaikan permeabilitas kapiler disertai
dengan kebocoran cairan dalam jumlah besar ke dalam ruang interstisial,
pembekuan cairan dalam ruang interstisial yang disebabkan oleh fibrinogen
dan protein lainnya yang bocor dari kapiler dalam jumlah berlebihan, migrasi
sejumlah besar granulosit dan monosit ke dalam jaringan, dan
pembengkakan sel jaringan. Beberapa produk jaringan yang menimbulkan
reaksi ini adalah histamin, bradikinin, serotonin, prostaglandin, leukotrien,
beberapa macam produk reaksi sistem komplemen, produk reaksi sistem
pembekuan darah, dan berbagai substansi hormonal yang disebut limfokin

yang dilepaskan oleh sel T yang tersensitisasi.
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Manifestasi Klinis Inflamasi

Fenomena inflamasi meliputi kerusakan mikrovaskular,
meningkatnya permeabilitas kapiler dan migrasi leukosit ke
jaringan radang. Gejala umum proses inflamasi yang sudah

dikenal yaitu, kolor, rubor,tumor, dolor, dan function laesa (3).

E. Mediator dan Substansi Inflamasi

Kerusakan sel akibat adanya noksi akan membebaskan berbagai
mediator atau substansi radang antara lain histamin, bradikinin, kalidin,
serotonin, prostaglandin, leukotrien dan sebagainya. Mediator tersebut
dihasilkan dari metabolisme asam arakidonat. Metabolisme asam arakidonat
berlangsung melalui salah satu dari dua jalur utama, sesuai dengan enzim
yang mencetuskan, yaitu jalur siklooksigenase dan lipoksigenase. Metabolit
asam arakhidonat (disebut juga eikosanoid) dapat memperantarai setiap
langkah inflamasi (3).

Dari alur lipoksigenase dihasilkan mediator leukotrien (LT) dan hidroksi
asam lemak. Mediator LTB4 potensial untuk kemotaktik leukosit

polimorfonuklir, eosinofil dan monosit. Pada konsentrasi lebih tinggi LTB,
menstimulasi agregasi leukosit polimorfonuklir. Mediator LTB, mengakibatkan
hiperalgesia. Efek terhadap mikrovaskulatur diinduksi oleh LTC, clan LTD,,

beraksi di sepanjang endotel dari postkapiler venula yang menyebabkan

eksudasi plasma. Pada konsentrasi tinggi LTC, dan LTD, mempersempit
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arteriol dan mengurangi eksudasi. Kombinasi LTC, dan LTD, merupakan
mediator baru, dinamakan slow reacting substance of anaphylaxis (SRS-A)
yang dapat menyebabkan peradangan, reaksi anafilaksi, reaksi alergi dan

asma (Campbell, 1991).

F. Enzim 12-lipoksigenase

Penelitian mengenai enzim lipoksigenase telah dimulai pada tahun
1976. Sejak saat itu perkembangan mengenai enzim tersebut terus
dilakukan. Penamaan terhadap enzim ini ditentukan berdasarkan lokasi
reaksi oksidasi yang dikatalisis oleh enzim tersebut (16).

Enzim lipoksigenase tersebar luas dalam jaringan hewan dan
tumbuhan. Enzim lipoksigenase memposisikan ion besi yang tidak berikatan
dengan heme sebagai pusat katalitik dari reaksi oksigenasi pada suatu atom
karbon tertentu dalam ikatan asam lemak tak jenuh rantai majemuk. Enzim
lipoksigenase kedelai (soybean lypoxygenase) merupakan enzim yang
pertama kali dikarakterisasi dari tumbuhan dan juga merupakan isozim
lipoksigenase pertama yang memiliki struktur kristal tiga dimensi dari hasil
analisis menggunakan X-ray (16).

Sampai sejauh ini enzim mamalia lipoksigenase yang sudah
dikarakterisasi adalah enzim 5-,8-,12-,dan 15-lipoksigenase. Pemodelan
enzim lipoksigenase manusia dengan menggunakan metode identifikasi

kesamaan sekuens juga telah dilakukan sebelumnya (6).
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Gambar 1. Jalur metabolisme asam arakidonat (17)

Sejauh ini pula enzim 12-lipoksigenase dari retikulosit kelinci
merupakan enzim lipoksigenase dari mamalia yang pertama kali dibentuk
struktur kristal tiga dimensi, dan berdasarkan kesamaan struktur tiga dimensi
dengan enzim tersebut dapat dibentuk suatu pemodelan terhadap enzim
lipoksigenase yang terdapat pada manusia (17).

Jalur lipoksigenase merupakan jalur yang penting untuk membentuk
bahan-bahan proinflamasi yang kuat. 12-lipoksigenase merupakan salah satu
enzim metabolit asam arakidonat utama pada neutrofil. Produk dari aksinya
memiliki karakteristik ~ yang terbaik. 12-HPETE (asam 12-

hidroperoksieikosatetranoik) merupakan derivat 12-hidroperoksi asam
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arakidonat yang tidak stabil dan direduksi menjadi 12-HETE (asam 12-
hidroksieikosatetraenoik) (sebagai kemotaksis untuk neutrofil) atau diubah
menjadi golongan senyawa yang disebut leukotrien. Produk dari enzim
lipoksigenase adalah leukotrien (LT) Az (LTAy), LTBg4, LTCy, LTD,4, dan LTEs.
LTB; merupakan agen kemotaksis kuat dan menyebabkan agregasi dari
neutrofil. LTC,4, LTD,4, dan LTE4 menyebabkan vasokonstriksi, bronkospasme,
dan meningkatkan permeabilitas vaskular (3).

Lipoksin juga termasuk hasil dari jalur lipoksigenase yang disintesis
menggunakan jalur transeluler. Trombosit sendiri tidak dapat membentuk
lipoksin A4 dan B4 (LXA4 dan LXB,), tetapi dapat membentuk metabolit dari
intermediat LTA, yang berasal dari neutrofil. Lipoksin mempunyai aksi baik
pro- dan anti inflamasi. Misal, LXA; menyebabkan vasodilatasi dan antagonis
vasokonstriksi yang distimulasi LTC,4. Aktivitas lainnya menghambat
kemotaksis neutrofil dan perlekatan ketika menstimulasi perlekatan monosit
(18). Secara keseluruhan enzim lipoksigenase pada mamalia dan produk
yang dihasilkan dari metabolisme substrat tersebut berperan penting pada
pertumbuhan sel kanker, metastasis, perusakan sel (inflamasi) serta

pertahanan sel.
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Gambar 2. Jalur sintesa metabolit enzim 12-lipoksigenase (49)
Inhibitor dari jalur lipoksigenase ini memilki kemampuan kemopreventif
dalam mekanisme karsinogenesis paru-paru pada hewan serta mampu

memblok reaksi oksidasi dari reaksi karsinogenesis lainnya.

e Struktur Kristal enzim 12-lipoksigenase (12-LOX) (19)

Enzim 12-LOX merupakan sebuah unit asimetrik yang terdiri
dari dua unit monomer yang serupa, dengan satu atom besi dsetiap
monomernya. Pada N-terminal dari enzim lipoksigenase ini, terdiri dari
delapan loop antiparallel B-barrel. Sedangkan pada protein C-terminal
membentuk daerah katalitik enzim dan terdapat empat buah loop
antiparalel B-sheet. Dua buah struktur heliks yang panjang terletak

bersebrangan diatas daerah situs aktif dari enzim 12-LOX. Dalam
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heliks tersebut terdapat residu-residu asam amino yang penting dalam
hal pengikatan pada daerah sisi aktif. Beberapa residu asam amino
histidin berada pada posisi 360, 365, 425 dan 540 yang berperan

penting pada pengikatan ligand Fe.

12-lipoksigenase

Gambar 3. Model kristal enzim 12-lipoksigenase secara dua dimensi (6)

Masing-masing dari residu histidin ini berperan sebagai agen
pengkhelat atom besi. Daerah sekitar pengikatan besi ini merupakan
daerah situs aktif enzim12-LOX yang dijaga oleh struktur a-helix al.
Struktur ini terdiri dari residu asam amino ke 181 hingga 196. Adanya
residu isoleusin disekitar daerah situs aktif berperan penting dalam
menjaga ukuran rongga dari daerah situs aktif enzim 12-LOX. Rongga
tersebut merupakan pusat dari terjadinya reaksi oksigenasi dan

pengikatan substrat.
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Gambar 4. Daerah situs aktif dari enzim 12-LOX

G. Obat Anti Inflamasi Non Steroid (OAINS)

OAINS merupakan pilihan pengobatan yang penting untuk penyakit-
penyakit yang menimbulkan gejala nyeri dan inflamasi. OAINS memiliki sifat
rangkap analgetik dan antiinflamasi, sehingga pada kasus-kasus penyakit
sistem otot dan tulang merupakan pilihan utama dalam mengatasi gejala
nyeri dan inflamasinya. (20). OAINS merupakan pengobatan dasar untuk
mengatasi peradangan-peradangan di dalam dan sekitar sendi seperti
lumbago, artralgia, osteoartritis, artritis reumatoid, dan gout artritis. OAINS
merupakan suatu kelompok obat yang heterogen, bahkan beberapa obat
sangat berbeda secara kimia. Walaupun demikian, obat-obat ini mempunyai

banyak persamaan dalam efek terapi maupun efek samping. Prototip obat
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golongan ini adalah aspirin, karena itu OAINS sering juga disebut sebagai
obat-obat mirip aspirin (aspirin-like drug).

Efek anti inflamasi dari OAINS disebabkan oleh salah satu mekanisme
kerjanya menghambat pembentukan leukotrien melalui penghambatan kerja
enzim lipoksigenase. Karena efek ini bergantung pada obat yang mencapai
enzim lipoksigenase maka distribusi dan farmakokinetik obat menentukan
aktivitasnya (5). Contoh obat-obat yang bekerja dengan menghambat enzim
lipoksigenase adalah zileuton, kolkisin, dan fenidon. Zileuton, kolkisin, dan
fenidon merupakan obat anti inflamasi yang bekerja dengan menghambat
sintesa leukotrien di dalam neutrofil pada enzim 5-lipoksigenase. Zileuton
umum digunakan sebagai obat asma ataupun kanker paru-paru, sedangkan
kolkisin digunakan sebagai obat gout atau rematik, sedangkan fenidon,
merupakan obat anti inflamasi yang bekerja sebagai inhibitor non kompetitif

pada enzim 5-lipoksigenase.

H. Bioinformatika Penemuan Obat (21)

Bioinformatika, sesuai dengan asal katanya vyaitu “bio” dan
“informatika”, adalah gabungan antara ilmu biologi dan ilmu teknik informasi.
Pada umumnya, Bioinformatika didefenisikan sebagai aplikasi dari alat
komputasi dan analisa untuk menangkap dan menginterpretasikan data-data
biologi. llmu ini merupakan ilmu baru yang merangkup berbagai disiplin ilmu

termasuk ilmu komputer, matematika dan fisika, biologi, dan ilmu kedokteran,
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dimana semuanya saling menunjang dan sangat bermanfaat satu sama
lainnya.

Cara untuk menemukan obat biasanya dilakukan dengan menemukan
zat atau senyawa yang dapat menekan perkembangbiakan suatu agen
penyebab penyakit. Karena perkembangbiakan agen tersebut dipengaruhi
oleh banyak faktor, maka faktor-faktor inilah yang dijadikan target.
Diantaranya adalah enzim-enzim yang diperlukan untuk perkembangbiakan
suatu agen. Mula-mula yang harus dilakukan adalah analisa struktur dan
fungsi enzim-enzim tersebut. Kemudian mencari atau mensintesa zat atau
senyawa yang dapat menekan fungsi dari enzim-enzim tersebut. Meskipun
dengan Bioinformatika ini dapat diperkirakan senyawa yang berinteraksi dan
menekan fungsi suatu enzim, namun hasilnya harus dikonfirmasi dahulu

melalui eksperimen di laboratorium.

1. Database (22)

Database merupakan suatu kumpulan data yang telah diatur
sedemikian rupa sehingga digunakan untuk memudahkan penggunannya
untuk suatu keperluan analisa. Dalam bioinformatika, database merupakan
sekumpulan data sekuens DNA atau protein yang diperoleh melalui
percobaan-percobaan laboratorium yang kemudian disimpan dalam berkas
komputer. Setiap berkas sekuens berisi informasi mengenai sekuens, dan

nomor akses yang digunakan untuk mengidentifikasi sekuens tersebut.
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2. Protein Data Bank (PDB) (23)

Protein Data Bank (PDB) merupakan tempat penampungan data
struktur 3D dari protein dan asam nukleat. Data ini diperoleh dari kristalografi
sinar-X atau spektroskopi NMR yang dikerjakan oleh ilmuwan biologi dan
biokimia dari seluruh dunia. Situs PDB dapat diakses pada alamat
http://www.pdb.org/. Situs ini dapat diakses oleh seluruh pengguna internet di
seluruh dunia secara gratis. Data-data yang terdapat dalam situs ini dikelola
oleh sebuah organisasi yaitu wwPDB ( Worldwide Protein Data Bank ).
wwPDB terdiri atas organisassi-organisasi yang bekerja sebagai pusat
pengumpulan, pemrosesan data, dan distribusi data di PDB.

Salah satu anggota wwPDB adalah Research Collaboratory for
Structural Biology Protein Data Bank (RCSB PDB), merupakan sebuah portal
informasi yang menyediakan berbagai macam aplikasi dan sumber untuk
mempelajari struktur molekuler biologi serta hubungan dengan sekuens,
fungsi dan penyakit. wwPDB bekerja dengan memelihara dan menjamin arsip
tunggal Protein Data Bank yang berupa data struktur makromolekuler yang
ada di sumber-sumber internasional, serta menyediakan secara terbuka dan

dapat bebas diakses oleh masyarakat dunia.

l. Rancangan Obat dengan Bantuan Komputer (Computer-Aided
Drug Design (CADD))
Keberadaan sebuah komputer pribadi dilengkapi dengan aplikasi kimia

komputasi yang memadai ditangan ahli kimia komputasi medisinal yang
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berpengalaman dapat menayangkan senyawa A secara tiga dimensi (3D)
dan melakukan komparasi dengan senyawa lain yang sudah diketahui
memiliki aktivitas tinggi, misal senyawa B. Berdasarkan komparasi tiga
dimensi dilengkapi dengan perhitungan similaritas dan energi, memberikan
gambaran bagian-bagian dan gugus-gugus potensial yang dapat
dikembangkan dari senyawa A (pharmacophore query). Kemudian berbagai
senyawa turunan dan analog disintesis secara in silico atau digambar sesuai
persyaratan aplikasi komputer yang digunakan (Untuk selanjutnya disebut
senyawa hipotetik). Hal ini jelas jauh lebih murah daripada sintesis yang
sebenarnya (9).

Keberadaan data struktur tiga dimensi enzim X akan sangat
membantu. Aplikasi komputer dapat melakukan studi interaksi antara
senyawa-senyawa hipotetik dengan enzim X secara in silico pula. Dari studi
ini dapat diprediksi aktivitas senyawa-senyawa hipotetik dan dapat dilakukan
eliminasi senyawa-senyawa yang memiliki aktivitas rendah. Sebelum
diusulkan untuk disintesis, senyawa-senyawa hipotetik tersebut diprediksi
toksisitasnya secara in silico dengan cara melihat interaksinya dengan enzim-
enzim yang bertanggung jawab pada metabolisme obat. Dari beberapa
langkah in silico tersebut, dapat diusulkan beberapa senyawa analog dan
turunan senyawa A yang memang potensial untuk disintesis dan
dikembangkan, atau mengusulkan untuk mengembangkan seri baru.

Jumlah senyawa yang diusulkan biasanya jauh lebih sedikit

dibandingkan penemuan obat secara konvensional. Dalam hal ini komputer
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membantu untuk mereduksi jumlah senyawa yang diusulkan secara rasional
dan diharapkan lebih efektif serta, membantu mempelajari interaksi obat
dengan targetnya bahkan kemungkinan sifat toksis senyawa tersebut dan
metabolitnya. Peran komputer dalam hal ini bagi negera berkembang dapat

dioptimalkan (8).

J. Rancangan Obat Berbasis Ligan (Ligand Based Drug Design

(LBDD))

LBDD memanfaatkan informasi sifat fisikokimia senyawa-senyawa
aktif sebagai landasan mendesain senyawa baru. Metode Ligand Based Drug
Design digunakan untuk mendesain senyawa baru dimana struktur dari
reseptor obat belum diketahui tetapi molekul ligand atau senyawa kimia yang
berikatan dengan reseptor tersebut telah diidentifikasi, sehingga menujukkan
aktivitas biologis yang penting. Pada umumnya senyawa-senyawa yang
dapat digunakan pada metode ini memiliki berbagai macam aktivitas, mulai
dari aktivitas yang tinggi, tanpa aktivitas, hingga senyawa yang memiliki
aktivitas lanjutan yang dibutuhkan untuk target biologis (24).

Tiga metode LBDD yang lazim digunakan adalah pharmacophore
discovery , hubungan kuantitatif struktur-aktivitas/quantative structure-activity
relationship (HKSA/QSAR), dan penambatan molekuler. Pharmacophore
discovery yaitu metode mencari kesamaan sifat fisikokimia antara lain sifat
elektronik, hidrofobik dan sterik dari senyawa-senyawa yang dilaporkan aktif

kemudian dibangun suatu bagian 3D yang menggabungkan sifat gugus-
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gugus maupun bagian senyawa yang diduga bertangung jawab terhadap
aktivitasnya (pharmacophore) (9).

Adapun QSAR memadukan statistika dengan sifat fisikokimia senyawa
yang dapat dikalkulasi dengan bantuan komputer guna menurunkan suatu
persamaan yang dapat digunakan memprediksi aktivitas suatu senyawa.
Struktur protein target dapat dimodelkan dari data yang diperoleh struktur
kristalnya maupun hasil analisis nuclear magnetic resonance NMR) maupun
data genomic (bioinformatics). Struktur protein hasil kristalografi dapat
diakses di www.pdb.org.

Dengan memanfaatan informasi dari struktur target maupun sifat
fisikokimia ligan dapat dilakukan skrining uji interaksi senyawa-senyawa yang
diketahui aktif (ligan) pada prediksi situs aktif protein. Berdasarkan informasi
yang diperoleh dirancang senyawa baru yang diharapkan lebih poten dari
senyawa-senyawa yang ada. Hal ini juga digunakan untuk studi interaksi
ligan dengan protein targetnya. Salah satu kelemahan docking studies untuk
studi interaksi adalah asumsi struktur protein yang kaku, yang tidak
memfasilitasi efek induced-fit dari interaksi protein dengan ligan-nya.
Fleksibilitas protein dan interaksinya dengan suatu senyawa dapat dianalisis
dengan mengaplikasikan Molecular Dynamics (MD), simulasi yang melihat
perubahan struktur suatu senyawa terhadap waktu berdasarkan parameter-

parameter tertentu (8).
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K. Penambatan Molekuler (Molecular Docking) (25, 26)

Penambatan molekuler merupakan suatu metode yang digunakan
untuk memprediksi suatu komplek intermolekuer antara molekul obat dengan
protein targetnya, atau suatu reseptor ligan dengan protein targetnya.
Penentuan suatu komplek intermolekuler merupakan hal yang penting dalam
pengembangan pengobatan baru. Melalui metode penambatan molekuler
tersebut dapat dilakukan pengubahan sifat-sifat kimia dari makromolekul
suatu reseptor.

Dalam melakukan penambatan molekuler diperlukan data berupa
informasi ligan atau molekul obat yang akan ditambatkan serta protein target
yang ingin digunakan. Informasi yang dibutuhkan antara lain berupa data
struktur tiga dimensi dari ligan dan protein target, banyaknya torsi yang
dimiliki oleh ligan yang ingin ditambatkan, dan lainnya. Proses penambatan
molekuler ini dilakukan dengan bantuan alat komputer. Penggunaan aplikasi
metode komputasional dalam metode penambatan molekuler ini sebenarnya
telah dilakukan dalam beberapa penelitian selama beberapa dekade terakhir.

Penambatan molekuler ini diterima secara luas untuk menentukan
aktivitas suatu obat. Dalam hal ini, molekul obat (ligan) terikat secara
molekuler dalam suatu kantong (pocket) dengan suatu molekul yang lebih
besar, pada umumnya adalah protein. Komplek protein dengan molekul
dapat dilihat pada gambar. Ligan pada umumnya memiliki 3-15 ikatan yang
dapat berputar serta protein target memilki 1000-2000 ikatan yang dapat

berputar. Selanjutnya terjadi penyesuaian ikatan antara ligan dengan protein
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target. Selama berlangsungnya penyesuaian ikatan, molekul tersebut
menunjukkan perubahan kimia dan struktur geometri. Oleh karena itu,
penambatan molekul dapat diartikan pula sebagai pencarian posisi suatu
ligan yang benar-benar sesuai secara geometri dan energi yang dihasilkan
untuk dapat masuk kedalam situs aktif dari protein targetnya.

Salah satu kunci dalam penambatan molekuler adalah penghitungan
energi konformasi dan interaksi. Fungsi penilaian merupakan bagian yang
terpenting dalam proses perancangan obat berdasarkan strukur. Dua
karakteristik utama dalam hal penilaian hasil penambatan molekuler adalah
selektivitas dan efisiensi. Selektifitas menyatakan bahwa penilaian dilakukan
dalam hal membedakan struktur penambatan yang tepat dengan struktur
yang kurang tepat, sedangkan pada efisiensi menyatakan bahwa program
penambatan tersebut berjalan dalam waktu yang jelas dan tepat. Beberapa
program penambatan molekuler yang biasa digunakan adalah Autodock,

Dock, FlexX dan GOLD.

L. Penyejajaran (Superpose) (27)

Superpose adalah program penyejajaran struktur sekunder. Program
superposisi ini mencocokkan struktur tiga dimensi dari protein. Superposisi
menggunakan dua data koordinat sebagai data masukan. Struktur protein
yang dicocokkan terdiri atas dua bagian. Struktur protein yang tetap disebut
sebagai fit position, dan yang berpindah mengikuti struktur tetap disebut

sebagai moving position. Data keluaran yang dihasilkan berupa struktur
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protein yang berpindah (moving) akan menempati koordinat struktur yang
tetap (fit). Program yang digunakan untuk menjalankan superposisi adalah
CCP4 dengan memilih Superpose topology pada perintah superpose yang

ingin dijalankan (Superpose molecule task).

M.  PyMOL (28)

Untuk memahami bagian dari suatu struktur biologis diperlukan
visualisasi yang tepat. Saat ini telah banyak tersedia program visualisasi,
namun masih memiliki keterbatasan dalam beberapa fungsinya. Oleh karena
itu, seorang Warren Lyford Delano mengembangkan suatu program
visualisasi yang dapat diakses oleh berbagai kalangan dengan nama PyMOL.
PyMOL merupakan suatu program visualisasi molekular yang dapat
digunakan secara bebas dan disponsori oleh penggunanya. Program ini
dikomersilkan oleh DelLano Scientific LLC yang merupakan perusahaan
software pribadi yang berdedikasi menghasilkan alat yang berguna dan dapat
digunakan oleh komunitas peneliti. Program ini dapat menghasilkan gambar
tiga dimensi yang berkualitas dari molekul kecil dan makromolekul seperti
protein. PyMOL adalah salah satu program visualisasi yang tersedia bebas

yang digunakan untuk biologi struktural.

N. Molecular Operating Environment (MOE) (29)

MOE merupakan sebuah system perangkat lunak (software) yang

dirancang oleh Chemical Computing Group, Inc, yang bermarkas di daerah
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Kanada, untuk mendukung system Cheminformatics, Molecular Modelling,
Bioinformatics, Virtual Screening, Desain berbasis struktur (Structure-based-
design) dan dapat digunakan untuk membangun aplikasi baru berdasarkan

SVL (Scientific Vector Language).

O. VegaZZ (30)

Pada beberapa tahun terakhir, penggunaan perangkat keras dan
perangkat lunak komputer meningkat pesat. Sebuah program kimia
komputasional dikembangkan berdasarkan aplikasi kerja sistem UNIX.
Sistem ini merupakan suatu sistem perintah yang digunakan dalam sebuah
aplikasi komputer untuk menjalankan suatu program. Beberapa tahun yang
lalu, dikembangkanlah sebuah proyek untuk membuat perangkat lunak yang
mudah digunakan untuk melakukan pemodelan kimia dilengkapi dengan
tampilan gambar tiga dimensi, yang dinamakan dengan VEGA ZZ. Program
ini merupakan sebuah evolusi terkenal yang dirilis berdasarkan sebuah
aplikasi komputer VEGA OpenGL package yang didalamnya terdapat
beberapa materi baru untuk memudahkan pengguna dalam melakukan
penelitian. VEGA ZZ dapat dijalankan dengan menggunakan komputer
berbasis Windows dan dapat melakukan pemodelan molekuler dengan cepat
dan mudah. VEGA ZZ juga dapat digunakan untuk perancangan obat,
optimisasi ligan, pemodelan homologi protein dan perhitungan nilai QSAR

suatu molekul.
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P. The Collaborative Computational Project, Number 4 (CCP4) (31)
CCP4 merupakan suatu kumpulan program yang digunakan untuk
menentukan struktur dari suatu makromolekul berdasarkan kristalografi sinar-
X. CCP4 pada awalnya dibuat pada tahun 1979 oleh suatu kelompok
pembuat kristalografi molekul protein dengan cara mengelompokkan program
yang biasa mereka gunakan untuk menganalisa dan memproses data dari
kristalografi protein. rangkaian program ini menyediakan metode-metode
yang dirancang secara fleksibel dan dapat digunakan penggunanya untuk
mencapai suatu tujuan. Program ini dijalankan berdasarkan standar
Fortran77. Program dalam CCP4 dikumpulkan dari berbagai sumber dan
dapat digunakan untuk semua aspek kristalografi molekuler. Program yang

dapat digunakan pada penelitian ini adalah Superpose dan Edit PDB File.

Q. Cygwin

Cygwin adalah port dari tool pengembangan GNU (GNU’s Not UNIX)
untuk Microsoft Windows. Hal ini dimungkinkan dengan adanya pusat data
Cygwin sebagai penyedia sistem dan lingkungan UNIX yang dibutuhkan oleh
tool GNU tersebut. Cygwin adalah sebuah lingkungan yang menyerupai Linux

untuk Windows. Cygwin terdiri dari dua komponen:

+ Sebuah DLL (cygwin.dll) yang berperan sebagai emulasi Linux API

dan berperan menyediakan fungsionalitas Linux APl yang penting.
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+ Sebuah kumpulan tool, yang memberikan nuansa dan tampilan seperti
Linux
Dengan terinstalnya perangkat semacam ini, memungkinkan untuk
dibuat konsol Win32 atau aplikasi GUI yang menggunakan standar Microsoft
Win32 API dan/atau Cygwin API. Hasilnya, banyak program penting Unix
yang dapat digunakan di Windows tanpa membutuhkan perubahan penting
dari kode sumbernya. Ini termasuk mengkonfigurasi dGNU (termasuk paket

tool pengembangan Cygwin).

R. Clustalw?2

ClustalW2 merupakan sebuah program komputer yang digunakan
untuk melakukan penyejajaran dengan banyak sekuens asam nukleat
maupun sekuens asam amino. Program ClustalW?2 ini mulai dipopulerkan
pada tahun 1994 oleh beberapa ilmuwan mancanegara. Pada awalnya
program ini menggunakan sistem teks menu yang sederhana sehingga
mudah dimasukkan kedalam semua sistem komputer (32).

Pengguna dapat menjalankan ClustalW2 dari jarak jauh dengan
menggunakan beberapa situs Web di seluruh dunia (WWW), atau dapat
menggunakan beberapa program yang dapat diunduh agar dapat dijalankan
secara lokal dalam sebuah stasiun kerja UNIX (SUN, Alpha, Silicon Graphics,
dan lainnya). Program ClustalW2 dapat digunakan melalui situs
http://www.ebi.ac.uk/clustalw yang merupakan situs EBI (European

Bioinformatics Institute) (33).
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Program ini melakukan penyejajaran sekuens dengan cara
menderetkan beberapa sekuens yang memiliki daerah region yang identik
dan residu asam amino yang sama. Penyejajaran ini berguna untuk
membandingkan sekuens-sekuens dari sumber yang berbeda. Contohnya
untuk mempelajari perbedaan dan kemiripan dengan tipe yang sama tetapi
berasal dari organisme yang berbeda sehingga dihasilkan daerah yang

identik antara satu spesies dengan spesies yang lain.

S. ArgusLab

Arguslab merupakan suatu program pemodelan molekul yang dapat
dijalankan pada komputer dengan basis Windows 98, NT, dan Windows
2000. ArgusLab merupakan sebuah perangkat lunak yang digunakan untuk
pemodelan molekul, grafik, dan desain obat. ArgusLab dilengkapi dengan
tampilan antarmuka yang mendukung tampilan grafik Open GL pada suatu
struktur molekul sehingga dapat terlihat dengan jelas, selain itu program ini
dijalankan dengan perhitungan mekanika kuantum yang menggunakan
server argus compute (34).

ArgusLab merupakan sebuah terobosan dari suatu perangkat lunak
yang berhubungan dengan pembentuk model dari suatu senyawa kimia agar
dapat digambarkan dengan model visual yang tepat. Selanjutnya struktur
tersebut dapat dimodifikasi atom-atom penyusunnya dan diatur dengan posisi

tertentu sehingga akan dihasilkan suatu model baru, hasil modifikasi dari
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suatu senyawa kimia (35). Penyedia program ini dibangun oleh Microsoft

Component Object Model (COM).

T. Autodock 4.0

Autodock merupakan sebuah perangkat lunak yang dibangun untuk
melakukan suatu prosedur dalam rangka memprediksi interaksi sebuah
molekul kecil dari suatu senyawa dengan molekul target. Hal yang
menyebabkan tercetusnya pembuatan software ini adalah karena adanya
permasalahan dalam merancang suatu senyawa bioaktif khusunya dalam hal
perancangan obat dengan bantuan komputer (Computer Aided Drug Design).
Program ini bertujuan sebagai alat yang digunakan pada komputer untuk
membantu proses pembentukan interaksi yang akurat (36).

AutoDock terdiri atas dua program utama, yaitu program pelaksanaan
docking pada Autodock dari suatu ligan dengan tempat pengikatannya pada
protein target, dan program perhitungan awal pada tempat docking tersebut.
Sebagai tambahan, melalui program ini, afinitas atom pada tempat docking
dapat divisualisasikan. Hal tersebut tentu saja sangat membantu, contohnya
dapat menuntun seorang ahli kimia menghasilkan suatu zat pengikat yang
kuat dari suatu senyawa kimia tertentu (37).

Program autodock ini memiliki aplikasi antara lain :

» Rancangan Obat Berbasis Struktur

» Optimisasi Senyawa Penuntun
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» Virtual Screening (HTS)
» Docking Protein

» Mekanisme Bahan Kimia lainnya

AutoDock merupakan sebuah perangkat lunak yang bekerja dengan
cepat dan memilki kualitas yang tinggi terhadap prediksi konformasi ligan,
AutoDock juga dapat digunakan untuk melakukan blind docking, yakni proses
docking yang lokasi dockingnya tidak diketahui. AutoDock juga merupakan
sebuah perangkat lunak yang dapat diakses secara gratis oleh seluruh
masyarakat dunia dengan mengunduhnya di

http://autodock.scripps.edu/downloads.

u. LigPlot

LIGPLOT merupakan sebuah program yang secara otomatis
menghasilkan skematis representasi dua dimensi kompleks protein-ligan.
Output LigPlot menghasilkan warna, atau hitam dan putih, PostScript file
yang merupakan output dari program ini memberikan informasi mengenai
interaksi molekuler dan kekuatan ikatan yang terbentuk termasuk, ikatan
hydrogen, interaksi hidrofobik dan aksesibilitas atom yang berhubungan.
LigPlot dapat diakses secara bebas oleh siapa saja dan dapat diunduh
melalui  http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/ligplot/ligplot.html. Program ini
digunakan untuk melihat jenis interaksi yang terjadi antara ligan dengan
protein, serta dirancang untuk memudahkan pemeriksaan yang cepat dari

banyak kompleks enzim.

Screening aktivitas..., Chatarina Aprillia Priyas Utami, FMIPA Ul, 2009



BAB Il

BAHAN, ALAT DAN CARA KERJA

BAHAN

Senyawa Aktif yang terkandung pada tanaman obat Indonesia
Senyawa tersebut adalah golongan alkaloid, steroid, terpenoid,
fenol, flavonoid, dan saponin. Senyawa aktif yang digunakan pada
penelitian  ini  meliputi  kurkumin,  demetoksikurkumin,  bis-
demetoksikurkumin, asam sinamat, asam kafeat, asam ferulat,

baikalin, borneol, katekin, turmeron, zingiberin, dan epigallokatekin.

Struktur Dua Dimensi zat berkhasiat dari Tanaman Obat

Struktur dua dimensi dari zat berkhasiat tanaman obat
Indonesia dalam bentuk file SDF dengan kode-kode tertentu diunduh
dari database Pubchem Compound dengan alamat situs

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Struktur Dua Dimensi Obat yang Bekerja sebagai Lipoksigenase
Inhibitor
Obat-obat yang bekerja dengan menghambat kerja enzim

lipoksigenase, digunakan sebagai bahan pembanding dengan
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senyawa aktif yang terdapat dalam tanaman obat untuk melihat
perbandingan potensial aktivitas anti inflamasi dan posisi sisi aktifnya.
Obat lipoksigenase yang digunakan adalah kolkisin, zileuton (Zyflo®),
fenidon, dan parasetamol. Keempat obat ini memiliki aktivitas anti
inflamasi yang bervariasi. Struktur dua dimensi dari keempat obat
tersebut diunduh dari database Pubchem Compound dengan alamat

situs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Struktur Tiga Dimensi zat berkhasiat dari 88 Tanaman Obat
Struktur tiga dimensi diperoleh dengan dua metode, yakni
mengunduh secara langsung dari database Pubchem Compound
dengan alamat situs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ dan apabila senyawa
yang kita inginkan tidak memiliki struktur tiga dimensi di pusat data
tersebut, maka harus dibuat strukturnya dengan menggunakan suatu

program modifikasi senyawa obat baru yakni VEGA ZZ.

Struktur Tiga Dimensi Enzim 12-lipoksigenase

Sekuens dan struktur tiga dimensi enzim Lipoksigenase-3 yang
terikat dengan ligan Epigallokatekin (kode PDB : 1JNQ), enzim human
arachidonat 12-lipoksigenase (Kode PDB : 3D3L), yang diperoleh dari

basis data Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/).
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B. ALAT

1. Perangkat Keras (hardware)
Komputer dengan spesifikasi Microsoft Windows XP, Intel
Pentium Core 2 Duo 1,8 GHz 2 Prosessor, yang terhubung langsung
dengan internet.
2. Perangkat Lunak (software)
a. Program PyMol diunduh dari alamat situs http://www.pymol.org
b. Program CCP4 (Superpose, dan Edit PDB File) diunduh dari
alamat situs http://www.ccp4.ac.uk/ccp4i_main.php
C. Program Arguslab
d. Program Cygwin
e. Program Clustalw?2 diunduh dari alamat situs
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
f. Program Vega ZZ

g. Program Autodock tools 4.0

C. CARA KERJA

1. Screening Database Senyawa Aktif Tanaman Obat Indonesia
Penelitian ini diawali dengan mengumpulkan informasi mengenai
koleksi tanaman obat yang ada di Indonesia. Berdasarkan literatur, senyawa-

senyawa metabolit sekunder yang telah berhasil diisolasi, oleh manusia
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selanjutnya didayagunakan sebagai bahan obat. Berdasarkan hal tersebut,
akan dibuat suatu database zat aktif dari suatu tanaman obat yang dapat
memberikan efek farmakologis anti inflamasi melalui penghambatan enzim
12-lipoksigenase. Pencarian database senyawa aktif yang berasal dari
tanaman obat diperoleh dengan penelurusan literatur pada jurnal-jurnal
ilmiah, buku-buku penunjang (38, 39, 40), serta situs-situs tanaman obat
yang terdapat di internet, baik yang berasal dari luar maupun situs dalam
negeri. Pencarian database tanaman kemudian dilanjutkan dengan
pencatatan jenis-jenis senyawa aktif yang memberikan efek farmakologis

tersebut.

2. Pencarian Struktur Dua Dimensi Senyawa Aktif Tanaman Obat

dan Molekul Obat Lipoksigenase Inhibitor

Macam-macam senyawa aktif tanaman obat yang memiliki aktivitas
farmakologis anti inflamasi kemudian dilanjutkan dengan pencarian struktur
dua dimensi pada masing-masing senyawa. Penelurusan pencarian struktur
dua dimensi senyawa aktif tersebut dilakukan menggunakan fasilitas internet.
Struktur dua dimensi yang dicari haruslah terdapat dalam format file tertentu
mengandung kode-kode format file tersebut yang nantinya akan
dipergunakan dalam pembuatan struktur tiga dimensi. Pencarian struktur dua
dimensi diunduh dari database Pubchem Compound dengan alamat situs
yakni http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, kemudian format file yang di unduhkan

tersebut adalah format file SDF. Selain menggunakan fasilitas internet,
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pencarian struktur dapat dilakukan dengan penelurusan literatur-literatur

pada buku-buku, serta jurnal ilmiah lainnya.

3. Pembentukkan Struktur Tiga Dimensi Senyawa Aktif Tanaman

Obat dan Molekul Obat Lipoksigenase Inhibitor

Struktur tiga dimensi dibentuk menggunakan suatu program modifikasi
senyawa obat baru yakni VEGA ZZ. Format file SDF yang telah di download
tersebut selanjutnya dimasukkan dalam program VEGA ZZ yang kemudian
akan diolah oleh komputer sehingga terbentuk suatu molekul tiga dimensi
yang baru.

Apabila database struktur senyawa dua dimensi yang diperoleh
berasal dari buku-buku atau jurnal ilmiah yang tidak dalam format SDF, maka
pembentukkan molekul tiga dimensi senyawa tersebut dapat dilakukan
menggunakan website ZINC DATABASE dengan alamat
http://zinc.docking.org/. Struktur senyawa yang sudah diperoleh selanjutnya
digambar dalam kotak kerja yang terdapat dalam aplikasi program ZINC,
kemudian akan diproses lebih lanjut, hingga selanjutnya akan dihasilkan

beberapa senyawa tiga dimensi dari senyawa zat aktif tersebut.

4. Pemilihan Senyawa Aktif yang Digunakan pada Penambatan
Molekuler
Berdasarkan database senyawa aktif yang terkandung pada tanaman

obat, maka dipilihlah beberapa senyawa yang memiliki aktifitas anti inflamasi.
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Senyawa ini diperoleh berdasarkan penelusuran literatur melalui buku-buku
dan jurnal-jurnal online. Senyawa yang digunakan memiliki aktifitas anti
inflamasi yang berbeda-beda, mulai dari aktivitas anti inflamasi yang kuat,
sedang, rendah, hingga senyawa yang belum diketahui ada atau tidaknya
aktivitas anti inflamasi. Selain itu, pemilihan juga berdasarkan protein target
yang digunakan, yaitu enzim 12-lipoksigenase, sehingga pada proses
penambatan molekuler nanti (docking) dapat diketahui variasi kekuatan

interaksi dari ligan yang ada terhadap enzim yang digunakan.

5. Optimasi dan Komparasi Konformasi Senyawa Aktif Tanaman
Obat dan Molekul Obat Anti Inflamasi Lipoksigenase Inhibitor
Setelah diperoleh struktur molekul tiga dimensi dari senyawa aktif

tanaman obat tersebut, kemudian dilakukan metode optimasi. Optimasi

geometri struktur tiga dimensi senyawa aktif tanaman obat ini berupa
minimisasi energi struktur untuk memperoleh konformasi struktur molekul

terstabil dengan menggunakan program kimia komputasional VEGA ZZ (30).

Minimisasi energi mengubah geometri dari molekul ke energi yang lebih

rendah dari suatu sistem dan untuk menghasilkan konformasi yang lebih

stabil. Selama berlangsungnya minimisasi, akan dicari suatu struktur molekul
yang tidak mengalami perubahan energi jika geometri molekul diubah dengan
besaran tertentu (41). Optimasi melalui VEGA ZZ ini meliputi penambahan
hidrogen, pemberian force-field SP4 dan muatan parsial gasteiger charges,

penerapan minimisasi dengan metode trust sebanyak 1000 langkah
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minimisasi, dan pencarian konformasi terbaik berdasarkan torsi fleksibel yang
dimiliki.

Selanjutnya, proses dilanjutkan dengan metode komparasi. Komparasi
ini dilakukan dengan membandingkan struktur molekul tiga dimensi yang
terbentuk dengan senyawa yang sudah diketahui struktur tiga dimensinya.
Berdasarkan komparasi tiga dimensi dilengkapi dengan perhitungan
similaritas dan energi, memberikan gambaran bagian-bagian dan gugus-
gugus potensial yang dapat dikembangkan dari senyawa aktif tanaman obat
tersebut. Proses optimasi ini juga dilakukan terhadap molekul obat yang

memiliki aktivitas anti inflamasi.

6. Pemilihan Enzim 12-lipoksigenase sebagai Protein Target

Struktur protein target 12-lipoksigenase yang digunakan berasal dari
database Protein Data Bank (PDB) yang diakses melalui website
www.pdb.org. Informasi dari struktur protein 12-lipoksigenase ini bermanfaat
untuk mencari sisi aktif protein yang berikatan dengan senyawa. Berdasarkan
prediksi sisi aktif dapat dirancang senyawa yang diharapkan berikatan
dengan protein target tersebut dan memiliki aktivitas biologis. Struktur tiga
dimensi dari 12-lipoksigenase yang diunduh dari PDB lalu dilakukan
pengamatan terhadap kelengkapan struktur serta kondisi kristal yang ada,
misalnya ligan yang berikatan, resolusi, dan subunit asam aminonya. Apabila
terdapat struktur yang terdiri atas lebih dari satu subunit maka harus

disejajarkan sekuen asam amino antar-subunitnya terlebih dahulu dengan
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menggunakan ClustalW2, lalu dilakukan superposisi dengan menggunakan
CCP4 untuk melihat kemiripan sekuen asam amino antar subunitnya.
Selanjutnya hasil yang terbaik dari pensejajaran sekuens tersebut akan
dipisahkan dari ligan asli yang sebelumnya telah berikatan. Pemisahan ligan
ini dilakukan dengan menggunakan Cygwin yang dijalankan melalui LINUX
dan disuperposisikan menggunakan CCP4. Hasil yang diperoleh selanutnya
harus dievaluasi kembali untuk mengetahui struktur tiga dimensi yang paling

baik, kemudian simpan dalam format pdb.

7. Pengoptimalan ~ Makromolekul Protein Target enzim 12-

lipoksigenase

Pengoptimalan enzim 12-lipoksigenase yang terpilih bertujuan untuk
mencari konformasi struktur protein target yang lebih stabil. Pengoptimalan
makromolekul ini dilakukan dengan menggunakan sebuah program kimia
komputasional yang dilengkapi dengan tampilan gambar tiga dimensi, yang
dinamakan dengan VEGA ZZ. Makromolekul 12-lipoksigenase dihilangkan
molekul airnya terlebih dahulu, kemudian dilakukan penambahan Hidrogen,
pemberian force-field dan muatan parsial, serta penerapan minimisasi.
Pencarian  konformasi enzim 12-lipoksigenase yang paling baik
menggunakan parameter force field Autodock dan muatan parsial yang
ditambahkan adalah gasteiger charges. Selanjutnya dilakukan proses

minimisasi dengan metode minimisasi trust sebanyak 1000 langkah
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minimisasi. Berdasarkan hasil minimisasi ini akan diperoleh konformasi enzim

yang paling optimal.

8. Penambatan (Docking) dengan Protein Target enzim 12-
lipoksigenase

Pada tahap ini, hasil pemodelan dari struktur tiga dimensi yang telah

dioptimasi tadi, selanjutnya ditambatkan (docking) dengan enzim 12-
lipoksigenase yang ada. Melalui metode ini, senyawa aktif yang terkandung
pada tanaman obat secara struktural dan kimia ditempatkan ke dalam sisi
aktif 12-lipoksigenase berdasarkan kesamaan struktur tiga dimensi kedua
senyawa (7). Selain itu, dapat dilihat interaksi dari senyawa aktif tanaman
obat yang tertambat pada protein-protein target. Akibat dari penambatan
inilah yang nantinya akan menghasilkan aktivitas baru dari senyawa-senyawa
aktif tanaman obat tersebut. Metode docking ini dilakukan dengan
menggunakan suatu program aplikasi komputer yang dinamakan
AUTODOCK. Metode penambatan molekuler dilakukan dengan tahapan-
tahapan sebagai berikut :

a. Struktur 12-lipoksigenase yang telah dioptimasi dipersiapkan pada
program Autodock, selanjutnya ditambahkan molekul Hidrogen
pada enzim tersebut, dihilangkan hidrogen non-polar dan
ditambahkan muatan parsial gasteiger charges, kemudian

disimpan dalam format pdb.
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. Struktur senyawa aktif tanaman obat yang telah dioptimasi juga

dipersiapkan pada Autodock untuk dikonversi menjadi pdbqt

melalui AutoDock Tools (ADT).

. Struktur 12-lipoksigenase dalam format pdb juga dikonversi

menjadi pdbgt melalui ADT.

. Pembuatan Grid parameter file (gpf) yang meliputi, pembuatan

map files yang disesuaikan terhadap ligan dan penentuan batasan
ruang penambatan molekuler (grid box) dengan memiliki pusat
koordinat (X,Y,Z): 20.222, 2.247, 19,5 dan volume grid box 50 x 50

x 50 A. Pembuatan gpf juga dilakukan melalui ADT.

. Perubahan grid parameter file (gpf) menjadi glg dijalankan melalui

Cygwin pada program Autodock 4.
Pembuatan Docking parameter file (dpf) yang meliputi, penentuan
file pdbqt dari makromolekul dan ligan yang akan digunakan, serta

penentuan parameter docking algorithm.

. Penambatan molekuler dijalankan melalui Cygwin pada Program

AutoDock4 dengan mengubah format dpf menjadi dig.

. Proses penambatan molekuler Senyawa aktif tanaman obat pada

enzim 12-lipoksigenase dilakukan sebanyak 3 kali.
Lakukan hal yang sama dengan molekul obat yang memiliki

aktivitas anti inflamasi.
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9. Pemeringkatan nilai-nilai hasil penambatan (docking) yang

terbaik (Scoring) (42)

Metode penambatan (docking) menggunakan beberapa tipe penilaian
(scoring) untuk membedakan antara orientasi penambatan (docking) dengan
molekul yang di-dock. Penilaian ini dilakukan selama perhitungan proses
docking dan hasilnya akan ditulis dalam format file yang berbeda. Metode
penambatan ini akan menilai interaksi dari ligan dengan reseptor dan juga
interaksi ligan dengan protein target. Penilaian ini juga dilakukan dengan
mengevaluasi proses penambatan (docking) yang terjadi. Untuk
mengevaluasi metode penambatan dengan cepat, terlebih dahulu dihitung
nilai yang potensial pada tempat penempelan antara ligan dengan protein
target tersebut menggunakan Grid. Nilai yang diperoleh tersebut selanjutnya
akan disusun dan diberi peringkat. Nilai potensial yang tinggi menunjukkan
aktivitas biologis yang tinggi pada interaksi senyawa biologi dengan protein
target. Hal ini dapat digunakan sebagai bahan acuan dalam merancang

penemuan obat baru.

10.  Analisis Hasil Penambatan Molekuler

Hasil penambatan molekuler divisualisasi menggunakan program
PyMol, ArgusLab, LigPlot, MOE, dan ADT. Kemudian, hasil output data
penambatan molekuler pada format dlg dianalisa untuk mengetahui nilai

kekuatan interaksi inhibisi senyawa aktif tanaman obat tersebut pada enzim
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12-lipoksigenase dan juga nilai kekuatan interaksi inhibisi molekul obat pada

enzim 12-lipoksigenase.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL
1. Screening Database Senyawa Aktif Tanaman Obat Indonesia
Pencarian senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman obat
dilakukan melalui literatur-literatur yang terdapat pada buku, jurnal-jurnal
ilmiah, serta database di internet. Tanaman obat yang dipilih merupakan
tanaman yang tumbuh di wilayah Indonesia, kemudian tanaman tersebut
dikumpulkan dan ditelusuri kandungan zat aktif yang terdapat pada tanaman
tersebut beserta manfaatnya. Pada pendataan diperoleh tanaman obat
sejumlah delapan puluh delapan. Hasilnya terlampir dalam sebuah database.
Setiap tanaman obat tersebut kemudian dilakukan pendataan terhadap
senyawa aktif yang berkhasiat sebagai obat. Pada data yang diperoleh,
terdapat beberapa tanaman yang tidak ada senyawa aktifnya tetapi banyak

juga yang mengandung senyawa aktif yang digunakan sebagai obat.

2. Pencarian Struktur Dua Dimensi Senyawa Aktif Tanaman Obat
dan Molekul Obat Lipoksigenase Inhibitor
Pada penelitian ini dilakukan pencarian struktur dua dimensi dari
senyawa aktif tanaman obat yang telah berhasil dikumpulkan. Berdasarkan
sumber literatur, terdapat ratusan jenis senyawa aktif yang terkandung

didalamya. Dari ratusan senyawa tersebut, kemudian dicari struktur dua

43
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dimensinya untuk database selanjutnya. Hal yang sama juga dilakukan
terhadap molekul obat lipoksigenase inhibitor. Obat yang telah diketahui
memiliki aktifitas lipoksigenase inhibitor ini selanjutnya diperoleh struktur dua

dimensinya.

3. Pembentukan Struktur Tiga Dimensi Senyawa Aktif Tanaman

Obat dan Molekul Obat Lipoksigenase Inhibitor

Pada database baru yang telah dikumpulkan berdasarkan struktur dua
dimensi, maka dilakukan pencarian terhadap struktur tiga dimensinya.
Banyaknya senyawa aktif yang dikumpulkan menyebabkan pencarian
struktur tiga dimensi sedikit rumit. Oleh karena itu hasil dari struktur tiga
dimensi yang berhasil dicari, dikumpulkan dalam suatu file tertentu sebagai
bahan database selanjutnya. Untuk molekul senyawa obat anti inflamasi
lipoksigenase inhibitor juga dilakukan hal yang sama. Pencarian struktur tiga
dimensi ini menentukan dalam optimasi selanjutnya. Struktur tiga dimensi

dari molekul obat lipoksiigenase inhibitor dapat dilihat pada Gambar 5

4. Pemilihan Senyawa Aktif yang Digunakan pada Penambatan
Molekuler
Berdasarkan senyawa aktif tersebut, kemudian dipilihnlah senyawa aktif
yang bekerja sebagai anti inflamasi untuk selanjutnya di evaluasi aktivitas
anti inflamasi dengan enzim 12-lipoksigenase. Beberapa senyawa aktif

tanaman yang tidak memiliki aktivitas anti inflamasi pun juga menjadi bahan
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percobaan, agar dapat dibandingkan nilai interaksi yang dihasilkan. Senyawa
aktif tersebut adalah kurkumin, demetoksikurkumin, bis-demetoksikurkumin,
asam sinamat, asam kafeat, asam ferulat, baikalin, borneol, katekin,
turmeron, zingiberin, dan epigallokatekin. Senyawa tersebut berasal dari
beberapa tanaman obat yang dapat dilihat pada tabel 1. Senyawa inilah yang
selanjutnya harus dioptimasi untuk memperoleh konformasi yang paling baik
untuk proses penambatan molekuler. Struktur dua dimensi senyawa aktif

tanaman obat anti inflamasi yang terpilih dapat dilihat pada Gambar 6

5. Optimasi dan Komparasi Konformasi Senyawa Aktif Tanaman
Obat dan Molekul Obat Anti Inflamasi Lipoksigenase Inhibitor
Pada penelitian ini, dilakukan optimasi struktur dari senyawa aktif
tanaman obat yang terpilih dan senyawa obat lipoksigenase inhibitor. Proses
optimasi dilakukan melalui suatu program komputasi VEGA ZZ. Melalui
program ini, metode optimasi dilakukan dengan cara minimisasi energi
terlebih dahulu. Minimisasi energi dilakukan dengan penambahan hidrogen,
pemberian force-field SP4 dan muatan parsial gasteiger charges, penerapan
minimisasi dengan metode trust sebanyak 1000 langkah minimisasi. Struktur
dua dimensi dari senyawa terpilih diminimisasi sehingga diperoleh konformasi
yang paling baik di akhir minimisasi. Banyaknya torsi pada tiap senyawa akan
mempengaruhi lamanya proses minimisasi. Semakin banyak torsi yang ada
pada tiap senyawa, maka semakin lama proses minimisasi. Konformasi yang

paling baik akan dihasilkan di akhir proses.
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Setelah proses minimisasi energi, dilakukan proses komparasi, yaitu
membandingkan struktur tiga dimensi yang terbentuk dengan struktur tiga
dimensi yang ada sebelumnya. Sebagian besar, senyawa aktif tanaman obat
anti inflamasi yang terpilih, memiliki struktur yang sama pada saat sebelum
dan sesudah minimisasi, meskipun ada juga yang memiliki perbedaan.
Struktur inilah yang nantinya akan digunakan pada proses penambatan

molekuler. Struktur hasil optimasi dapat dilihat pada Gambar 7.

6. Pemilihan Enzim Lipoksigenase sebagai Protein Target

Pada pemilihan protein target, struktur tiga dimensi dari enzim 12-
lipoksigenase dilakukan menggunakan data protein yang dapat diakses
secara bebas pada Protein Data Bank (PDB). Hasil pencarian enzim ini
diperoleh sembilan belas buah struktur kristal dengan identitas PDB 1F8N,
1FGM, 1FGO, 1FGQ, 1FGR, 1FGT, 1HU9, 1IK3, 1JNQ, 1LOX, 1INBQ,
1RRH, 1RRL, 1Y4K, 1YGE, 2IUK, 2P0M, 3BNC, dan 3D3L. Masing-masing
pdb memiliki kualitas struktur yang berbeda-beda dan berasal dari sumber
yang berbeda pula. Sepuluh struktur berasal dari enzim lipoksigenase-1
tanaman kedelai, yakni 1F8N, 1FGM, 1FGO, 1FGQ, 1FGR, 1FGT, 1Y4K,
INBQ, 1LOX dan 1YGE. Lima struktur berasal dari enzim Lipoksigenase-3
tanaman kedelai, yakni 1HU9, 1IK3, 1 RRH, 1RRL, dan 2IUK. Satu buah
struktur kristal berasal dari enzim 5-lipoksigenase tanaman kedelai yang

berikatan dengan epigallokatekin. Dua struktur kristal berasal dari enzim 15-
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lipoksigenase, yakni 2POM dan 3BNC. Satu buah struktur kristal berasal dari

enzim 12-lipoksigenase dengan domain arakhidonat manusia, yakni 3D3L.

7. Pengoptimalan Makromolekul Protein Target enzim 12-

lipoksigenase

Dari kesembilan belas struktur tersebut, hanya ada dua struktur kristal
pdb yang terdiri atas dua subunit, yakni 2POM dan 3D3L. Struktur kristal PDB
divisualisasikan pada gambar 8. Oleh karena itu perlu dilakukan penyejajaran
masing-masing sekuens untuk melihat kemiripan tiap subunit. Hasil
penyejajaran sekuens menunjukkan bahwa kedua subunit pada 2POM dan
3D3L sangat identik. Berkas penyejajaran sekuens dapat dilihat pada
lampiran 12, sehingga salah satu subunitnya dapat digunakan sebagai bahan
pemilihan enzim. Setelah dilakukan penyejajaran sekuens, dilakukan
pemisahan pada masing-masing unit dari 3D3L dan 2POM, yakni unit A dan
unit B, kemudian dilakukan superposisi unit 3D3L ke 2POM untuk melihat
kemiripan struktur keduanya. Hasil superposisi kedua kristal tersebut dapat
dilihat pada gambar 9.

Hasil penyejajaran sekuens enzim lipoksigenase-1, dan lipoksigenase-
3 yang berasal dari tanaman kedelai serta pdb 3BNC juga menunjukkan
bahwa subunit setiap struktur kristal juga sangat identik. Berkas penyejajaran
sekuens tersebut dapat dilihat pada lampiran 12, sehingga salah satu pdb
tersebut dapat digunakan sebagai bahan pemilihan enzim. Dari hasil

keseluruhan penyejajaran sekuens, maka akhirnya digunakan struktur pdb
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3D3L dan 1JNQ sebagai bahan pemilihan terakhir. Hasil penyejajaran
sekuens 3D3L dan 1JNQ menunjukkan bahwa ada beberapa sekuens yang
identik satu sama lain. Sekuens asam amino di sekitar daerah pengikatan
ligan epigallokatekin pada pdb 1JNQ identik dengan sekuens asam amino
3D3L di tempat yang sama. Setelah penyejajaran sekuens, dilanjutkan
dengan superposisi kedua kristal tersebut. Seperti diketahui bahwa pdb 3D3L
memiliki 2 sub unit dan 1 JNQ memiliki 1 sub unit, oleh karena itu dalam
melakukan superposisi, hanya digunakan 1 wunit 3D3L saja yang
disuperposisikan ke unit 1JNQ. Pemisahan unit 3D3L dilakukan dengan
menggunakan program CCP4. Hasil pemisahan struktur 3D3L dapat dilihat
pada gambar 10. Hasil superposisi antara 3D3L dan 1JNQ menunjukkan
struktur tiga dimensi yang serupa dengan konformasi yang sedikit berbeda
dapat dilihat pada gambar 11. Hasil superposisi 3D3L tersebut selanjutnya
dioptimasi untuk penambatan molekuler. Gambar 8 merupakan hasil optimasi

makromolekuler 3D3L

8. Penambatan (Docking) dengan Protein Target enzim 12-
lipoksigenase
Pada penelitian ini, senyawa aktif tanaman obat ditambatkan ke dalam
molekul protein 12-lipoksigenase. Percobaan ini dilakukan pengulangan
sebanyak tiga kali, sehingga tiap senyawa diberi nama X1, X2, dan X3, X
adalah nama senyawa aktif tanaman obat terpilih. Hal yang sama juga

perlakukan untuk molekul obat anti inflamasi. Hasil penambatan molekuler
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ditunjukkan dengan adanya nilai energi bebas ( G) yang dihasilkan dan juga
nilai konstanta inhibisi (Ki). Masing-masing dari hasil penambatan molekuler
ini selanjutnya dihitung nilai rata-ratanya dan deviasi standarnya. Nilai energi
bebas ( G) dan konstanta inhibisi (Ki) dari senyawa aktif tanaman obat
terpilih, masing-masing dapat dilihat pada tabel 2 dan tabel 3. Sedangkan
nilai energi bebas ( G) dan konstanta inhibisi (Ki) molekul obat anti inflamasi
juga masing-masing dapat dilihat pada tabel 4 dan tabel 5.

Pada tabel 3 dan 4 dapat dilihat bahwa senyawa baikalin mempunyai
nilai G dan Ki yang paling kecil, masing-masing sebesar -8,29 kcal/mol, dan
0,83 Km, sedangkan senyawa borneol justru mempunyai nilai - G dan Ki yang
paling besar, masing-masing sebesar -4,58 kcal/mol, dan 437,67 Km.
Sedangkan untuk hasil penambatan molekul obat, kolkisin mempunyai nilai
~ G dan Ki yang paling kecil, masing-masing sebesar -6,93 kcal/mol, dan 8,4
Km, sedangkan parasetamol justru mempunyai nilai G dan Ki yang paling
besar, masing-masing sebesar -4,15 kcal/mol, dan 908,99 Km. Selain nilai
~ G dan Ki, melalui penambatan molekuler juga dapat dihasilkan interaksi
ligan antara senyawa aktif tanaman obat terpilih dan molekul obat anti
inflamasi dengan protein target. Visualisasi hasil penambatan molekul
tersebut dapat diamati pada Gambar 13 hingga gambar 29, sedangkan untuk
melihat interaksi ligan dengan lebih jelas, dapat dilihat gambar 30 hingga

gambar 41.
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9. Pemeringkatan nilai-nilai hasil penambatan (docking) yang
terbaik (Scoring)

Keseluruhan hasil penambatan molekuler yang berupa nilai energi
bebas (" G) dan juga konstanta inhibisi (Ki), selanjutnya disusun berdasarkan
peringkat mulai dari nilai yang paling kecil hingga nilai yang paling besar.
Pemeringkatan nilai-nilai hasil penambatan molekuler ini dapat dilihat pada

tabel 2 dan tabel 3.

10.  Analisis Hasil Penambatan Molekuler
Hasil penambatan molekuler yang terpilih selanjutnya divisualisasikan

melalui program PyMol, ArgusLab, VEGA ZZ, MOE, dan LIGPLOT

B. PEMBAHASAN

Pada penelitian kali ini dilakukan screening aktivitas anti inflamasi dari
beberapa senyawa-senyawa aktif yang terkandung di tanaman obat yang ada
di Indonesia. Screening aktivitas anti inflamasi dari senyawa aktif tanaman
obat tersebut dilakukan dengan suatu metode komputasi in silico. Metode
komputasi yang digunakan tersebut dinamakan docking (penambatan
molekuler). Adapun tujuan akhir dari penelitian ini adalah untuk memperoleh
aktivitas biologis dan sifat farmakologis anti inflamasi suatu zat aktif pada
tanaman obat dengan menggunakan kesamaan struktur tiga dimensi dengan

protein target 12-lipoksigenase.
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Penambatan molekuler merupakan suatu metode yang digunakan
untuk memprediksi suatu komplek intermolekuler antara molekul obat dengan
protein targetnya, atau suatu reseptor ligan dengan protein targetnya. Dalam
penelitian ini, ligan yang ditambatkan adalah senyawa aktif yang terkandung
dalam tanaman obat yang tumbuh di Indonesia dan yang memiliki aktifitas
anti inflamasi, sedangkan molekul protein targetnya adalah enzim 12-
lipoksigenase yang bekerja menghasilkan leukotrien sebagai mediator
inflamasi. Seperti diketahui sebelumnya bahwa mediator inflamasi dihasilkan
dari metabolisme asam arakhidonat yang berlangsung melalui salah satu dari
dua jalur utama, sesuai dengan enzim yang mencetuskan, yaitu jalur
siklooksigenase dan lipoksigenase. Beberapa molekul obat anti inflamasi
yang bekerja sebagai lipoksigenase inhibitor juga digunakan sebagai ligan
dalam proses penambatan molekuler ini sebagai acuan terhadap interaksi
inhibisi yang dihasilkan. Molekul obat tersebut adalah zileuton, kolkisin,
fenidon, dan parasetamol. Pemilihan molekul obat tersebut berdasarkan
variasi aktivitas anti inflamasi yang dihasilkan, yaitu kuat, sedang, dan juga
ringan.

Pertama-tama dilakukan pencarian senyawa aktif tanaman obat
Indonesia  (screening database). Pencarian ini  bertujuan  untuk
mengumpulkan semua informasi mengenai jenis-jenis tanaman obat yang
ada di Indonesia, beserta senyawa aktif yang terkandung didalamnya.
Pencarian database senyawa aktif yang berasal dari tanaman obat diperoleh

dengan penelurusan literatur pada jurnal-jurnal ilmiah, buku-buku penunjang,
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serta situs-situs tanaman obat yang terdapat di internet, baik yang berasal
dari luar maupun situs dalam negeri. Pencarian database tanaman kemudian
dilanjutkan dengan pencatatan jenis-jenis senyawa aktif yang memberikan
efek farmakologis tersebut.  Setelah dilakukan pencatatan, kemudian
dilakukan pencarian struktur dua dimensi dari kumpulan data senyawa aktif
tanaman obat yang berhasil dikumpulkan.

Pencarian struktur dua dimensi diunduh dari database Pubchem
Compound dengan alamat situs yakni http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, kemudian
format file yang di unduhkan tersebut adalah format file SDF. Pada
pelaksanaanya, ada beberapa senyawa yang tidak ada dalam database
Pubchem Compound, sehingga perlu dilakukan penelusuran literatur lebih
lanjut melalui buku-buku ataupun jurnal ilmiah lainnya. Hal ini dikarenakan
keterbatasan database yang tersedia di Pubchem Compound. Proses
pencarian struktur ini juga dilakukan pada senyawa obat lipoksigenase
inhibitor.

Kumpulan data struktur dua dimensi yang sudah terkumpul
selanjutnya digunakan sebagai bahan dalam pembentukkan struktur tiga
dimensi. Setelah struktur dua dimensi dari senyawa aktif tanaman obat
tersebut terkumpul, dilanjutkan dengan pembentukkan struktur tiga
dimensinya. Pembentukkan struktur tiga dimensi ini dilakukan dengan dua
cara, yaitu dengan mnggunakan program aplikasi komputer, VEGA ZZ dan

website ZINC DATABASE dengan alamat http://zinc.docking.org/. Semua

struktur dua dimensi yang diperoleh dari database Pubchem Compound
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dapat dibentuk struktur tiga dimensinya menggunakan program VEGA ZZ.
Sedangkan struktur senyawa dua dimensi yang diperoleh berasal dari buku-
buku atau jurnal ilmiah yang tidak dalam format SDF, maka pembentukkan
molekul tiga dimensi senyawa tersebut dapat dilakukan menggunakan
website ZINC DATABASE. Senyawa dua dimensi tersebut digambarkan
secara manual dalam kotak gambar yang ada dalam aplikasi situs, dan
selanjutnya akan bekerja secara otomatis menghasilkan struktur tiga dimensi.

Setelah semua data senyawa aktif tanaman obat, struktur dua dimensi
dan struktur tiga dimensinya terkumpul, dilakukan pemilihan senyawa aktif
yang akan digunakan untuk proses penambatan molekuler. Keterbatasan
waktu menyebabkan tidak semua data tersebut digunakan pada proses
penambatan molekuler. Pemilihan dilakuakan dengan penelusuran literatur
terlebih dahulu mengenai senyawa aktif yang berasal dari tanaman obat yang
dapat memberikan efek anti inflamasi dengan menghambat kerja enzim
lipoksigenase. Berdasarkan penelusuran literatur, diketahui bahwa kurkumin
kurkumin Il (demetoksikurkumin) dan kurkumin Il (bis-demetoksikurkumin)
terbukti bekerja menghambat aktivitas enzim lipoksigenase(18, 43).

Senyawa lain yang terbukti bekerja sebagai anti inflamasi adalah
Epigallokatekin. Senyawa ini merupakan suatu flavonoid yang bekerja
sebagai anti inflamasi dengan mekanisme kerjanya menghambat produksi
leukotrien pada metabolisme asam arakhidonat pada jalur lipoksigenase.
Lebih lanjut lagi, penelitian epigallokatekin sebelumnya juga dilakukan

melalui proses penambatan molekuler dengan enzim 12-lipoksigenase (kode
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pdb:1IJNQ). Sehingga telah dihasilkan struktur Kristal dari enzim 12-
lipoksigenase yang berikatan dengan epigallokatekin dan data tersebut
sudah ada dalam data kristal Protein Data Bank. Senyawa aktif yang dipilih
berikutnya adalah asam sinamat, asam kafeat dan asam ferulat. Alasan
pemilihan senyawa ini adalah, karena struktur dari ketiga senyawa asam
tersebut memiliki kemiripan dengan struktur kurkumin. Oleh karena itu dapat
diteliti lebih lanjut mengenai aktifitas anti inflamasinya terhadap enzim
lipoksigenase. Senyawa lain yang juga digunakan dalam proses
penambatan molekuler ini adalah baikalin, turmeron, katekin, dan zingiberin.
Senyawa ini juga merupakan senyawa anti inflamasi, akan tetapi belum
diketahui variasi inhibisi yang dihasilkan apabila senyawa itu berinteraksi
dengan enzim lipoksigenase.

Selain molekul senyawa aktif tanaman obat, dilakukan pula pemilihan
terhadap jenis obat anti inflamasi yang bekerja pada enzim lipoksigenase.
Molekul senyawa obat digunakan sebagai bahan pembanding terhadap nilai
inhibisi yang dihasilkan oleh senyawa aktif tanaman obat terpilih pada proses
penambatan molekuler. Oleh sebab itu, diperlukan penelusuran literatur
terhadap jenis-jenis obat anti inflamasi yang bekerja menghambat aktivitas
enzim lipoksigenase. Berdasarkan penelusuran literatur itulah, maka dipilih
beberapa bahan obat sebagai pembanding. Obat tersebut antara lain,
kolkisin, zileuton, fenidon, dan parasetamol. Keempat obat tersebut memiliki
aktifitas anti inflamasi yang berbeda-beda. Berdasarkan literatur, kolkisin

merupakan obat yang bekerja sebagai anti inflamasi dengan aktivitas yang
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cukup tinggi, sehingga pemakaiannya cukup sering digunakan. Sedangkan
zileuton (N-[1-(1-benzothien-2-yl)ethyl]-N-hydroxyurea) merupakan suatu
obat asma yang dikeluarkan oleh laboratorium Abbot. Obat ini memblok
sintesis leukotrien pada enzim 5-lipoksigenase pada jalur metabolisme
eiksanoid (44). Fenidon dan parasetamol juga merupakan suatu obat anti
inflamasi, meskipun aktifitas anti inflamasinya tidak begitu kuat. Hal tersebut
bertujuan agar diperoleh data pembanding yang bervariasi, sehingga kita
bisa membandingkan hasil penambatan molekuler antara senyawa aktif
tanaman obat terpilih dengan obat anti inflamasi yang memiliki aktivitas
inhibisi kuat, sedang, rendah, ataupun yang tidak ada aktivitasnya sama
sekali.

Setelah tersedia senyawa aktif tanaman obat yang terpilih dan molekul
obat sebagai ligan, maka selanjutnya dilakukan optimasi dan komparasi
struktur-struktur tersebut. Metode optimasi ini berupa minimisasi energi, yaitu
mengubah geometri dari molekul ke energi yang lebih rendah dari suatu
sistem dan untuk menghasilkan konformasi yang lebih stabil. Tahap ini
bertujuan untuk mendapatkan struktur senyawa yang paling stabil yang
ditunjukkan dengan energi pembentukan terendah. Pada proses ini dilakukan
perancangan senyawa uji pada software VEGA ZZ dan dilakukan minimisasi
energi pembentukan senyawa hingga didapatkan struktur senyawa akti
tanaman obat terpilih dan molekul obat anti inflamasi lipoksigenase inhibitor
dalam keadaan paling stabil. Optimasi ligan ini meliputi penerapan minimisasi

dengan metode trust sebanyak 1000 langkah minimisasi. Penggunaan
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metode trust sebanyak 1000 langkah merupakan sebuah parameter standar
dalam optimasi ligan ataupun mikromolekul lainnya. Jika digunakan langkah
yang lebih kecil dari 1000, maka hasil minimisasi kurang optimal, akan tetapi
jika terlalu banyak langkah minimisasi (lebih dari 1000), maka hasilnya justru
akan merusak struktur yang terbentuk, sehingga hasilnya pun juga tidak akan
optimal.

Setelah bahan ligan tersedia, selanjutnya dilakukan pemilihan protein
target yang digunakan sebagai anti inflamasi. Pengembangan perancangan
obat anti inflamasi dengan protein target enzim lipoksigenase masih jarang
dilakukan dibandingkan penelitian dengan enzim siklooksigenase (COX),
umumnya obat-obat anti inflamasi yang beredar di pasaran bekerja dengan
menghambat kinerja enzim tersebut. Padahal inflamasi tidak hanya
disebabkan karena metabolit enzim COX, akan tetapi lipoksigenase LOX juga
turut berperan dalam menghasilkan mediator inflamasi. Sehingga
pengembangan terhadap enzim LOX terus dilakukan.

Protein yang digunakan sebagai target anti inflamasi disini berasal dari
sumber data Protein Data Bank (pdb). Dalam data pdb terdapat Sembilan
belas struktur kristal protein target lipoksigenase. Dari kesembilan belas data
tersebut, dikelompokkan berdasarkan sumber enzimnya. Selanjutnya
masing-masing kelompok enzim ini dilakukan penyejajaran sekuens yang
bertujuan untuk melihat kemiripan struktur penyusun enzim tersebut. Pada
hasil penyejajaran kelompok enzim LOX-1, diperoleh kemiripan yang sangat

baik antara satu kristal dengan kristal yang lain, sehingga dapat digunakan
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satu kristal pdb saja yang mewakili kelompok tersebut. Hal yang sama juga
dilakukan pada enzim LOX-3. Selanjutnya dilakukan penyejajaran antara
LOX-1 dan LOX-3, ternyata hasil yang diberikan menyatakan bahwa sekuens
asam amino penyusun enzim tersebut juga mirip, sehingga cukup diambil
satu kristal saja yang mewakili dari keseluruhan kristal LOX-1 dan LOX-3.
Kristal yang akhirnya dipilih adalah pdb 1JNQ, yakni enzim 12-lipoksigenase
yang telah berikatan dengan epigallokatekin. Struktur ini selanjutnya
digunakan sebagai acuan dalam menentukan sisi aktif dari enzim
lipoksigenase.

Sedangkan pada kristal diluar kelompok tersebut yakni kristal pdb
2P0OM dan 3D3L merupakan kristal yang memiliki dua subunit asam amino
penyusunnya. Sehingga kedua pdb itu harus disejajarakan juga sekuens
asam amino. Apabila terdapat struktur yang terdiri atas lebih dari satu subunit
maka harus disejajarkan sekuens ~asam amino antar-subunitnya
menggunakan ClustalW2, lalu dilakukan superposisi dengan menggunakan
CCP4 untuk melihat kemiripan sekuen asam amino antar subunitnya.
Ternyata hasil penyejajarannya sama, sehingga hanya diperlukan salah satu
kristal saja. Kristal berikutnya yang dipilih adalah pdb 3D3L. Alasan pemilihan
pdb tersebut adalah karena pdb 2POM berasal dari enzim lipoksigenase
tanaman kedelai, sedangkan pdb 3D3L adalah enzim 12-lipoksigenase yang
berasal dari domain arakhidonat manusia, sehingga dapat mewakili struktur
enzim yang sebenarnya. Berdasarkan penelitian ini, diperoleh dua buah

kristal pdb yaitu 1JNQ dan 3D3L. Dari dua kristal tersebut, akan dibuat kristal
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yang homolog, yang lebih optimal dalam penambatan molekuler. Proses ini
dilakukan dengan mensuperposisikan enzim 3D3L ke enzim 1JNQ. Enzim
1INQ yang sudah memiliki ligan epigallokatekin digunakan sebagai model
cetakan enzim (fix model) dan enzim 3D3L digunakan bahan enzim yang
akan dibuat baru (moving model). Hasil dari penelitian ini akan diperoleh
struktur kristal 3D3L yang baru, yang memiliki daerah aktif yang sama
dengan 1JNQ. Struktur inilah yang selanjutnya akan dioptimasi untuk
digunakan sebagai protein target dalam penambatan molekuler.

Pada optimasi molekul target enzim 12-lipoksigenase dilakukan
dengan minimisasi struktur enzim. Proses itu dilakukan menggunakan
program VEGA ZZ dengan penambahan Hidrogen, penghilangan molekul air,
pemberian force-field Autodock dan muatan parsial gasteiger charges,
penerapan minimisasi dengan metode trust sebanyak 1000 langkah
minimisasi, dan pencarian konformasi terbaik berdasarkan torsi fleksibel yang
dimiliki. Atom hidrogen yang hilang pada kristal perlu ditambahkan karena
dengan adanya atom hidrogen dapat mempengaruhi interaksi molekuler,
misalnya melalui ikatan hidrogen.

Pada proses kristalografi, digunakan molekul air sebagai pelarut dan
ikut terdeteksi pada struktur kristal, oleh karena itu harus dihilangkan agar
tidak mengganggu proses penambatan molekuler. Force-field dan muatan
parsial juga perlu ditambahkan karena diperlukan oleh program penambatan
molekuler dalam melakukan perhitungan atau scoring. Penerapan minimisasi

ini hampir sama dengan ligan, akan tetapi parameter yang digunakan pada
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optimasi protein menggunakan force field Autodock, hal ini dikarenakan
program penambatan molekuler yang digunakan adalah Autodock 4.0,
sehingga apabila menggunakan force field yang sama, akan menghasilkan
konformasi struktur protein yang lebih stabil.

Tahap selanjutnya adalah tahap docking (penambatan molekuler)
senyawa aktif tanaman obat yang terpilih, terlihat pada tabel 2 dan molekul
obat anti inflamasi terhadap protein target 12-lipoksigenase (12-LOX). Proses
penambatan molekuler dilakukan dengan program AutoDock4 dan algoritme
penambatan molekuler yang digunakan adalah Lamarckian Genetic
Algorithm karena algoritme ini merupakan perpaduan dari local search
(pencarian optimum lokal) dan genetic algorithm (pencarian optimum global).
Pada penambatan molekuler, untuk menentukan selektivitas senyawa
tersebut terhadap protein target dapat dilihat dari docking score yang
dihasilkan. Score ini adalah nilai energi bebas ( G) dan konstanta inhibisi
(Ki). Semakin rendah nilai energi bebas (" G) menunjukkan bahwa senyawa
makin selektif terhadap protein target. Hal ini karena rendahnya nilai energi
bebas (" G) mencerminkan kuatnya interaksi senyawa dengan protein target
(45).

Semakin rendah nilai konstanta inhibisi (Ki) menunjukkan bahwa
senyawa makin efektif menghambat aktivitas kerja dari enzim 12-LOX. Di
samping itu, dengan proses docking akan diperoleh hubungan antara score
dengan jenis ikatan senyawa-protein dimana score rendah akan yang

memiliki afinitas (kekuatan ikatan) tertinggi. Pada hasil percobaan
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penambatan molekuler ini, akan diperoleh grafik cluster dari senyawa. Grafik
ini menampilkan pengelompokan tipe interaksi ikatan yang mirip satu sama
lain pada setiap konformasi docking, sehingga untuk menentukan nilai dan
interaksi hasil penambatan diperlukan konformasi yang terbaik berdasarakan
best dock dan best cluster. Pada penelitian ini, semua hasil penambatan
menunjukkan bahwa konformasi pada best dock sama dengan hasil yang
ditunjukkan pada best cluster. Oleh karena itu, cukup hanya satu konformasi
saja yang ditampilkan yang dianggap paling terbaik dari semua run docking
yang dijalankan. Konformasi hasil penambatan molekuler dapat dilihat pada
gambar 12. Dari hasil percobaan pada senyawa baikalin, score/nilai hasil
docking dengan 12-LOX lebih rendah bhila dibandingkan dengan nilai hasil
docking senyawa aktif terpilih lainnya. Hal ini berarti baikalin lebih kuat
berinteraksi dengan 12-LOX. Dalam hal efektitifitas, baikalin dapat dikatakan
efektif menginhibisi enzim 12-LOX karena hasil penambatan molekuler
menunjukkan nilai Ki yang paling kecil dibandingkan dengan senyawa aktif
lainnya.

Energi bebas menunjukkan jumlah kekuatan ikatan (ikatan Van der
Waals, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik) antara senyawa aktif dengan
protein target. Nilai antara baikalin dengan 12-LOX yang lebih rendah bila
dibandingkan dengan senyawa aktif terpilih lainnya menyebabkan ikatan
antara baikalin dan 12-LOX lebih stabil. Hasil penambatan molekuler baikalin
terhadap enzim 12-LOX menunjukkan nilai Ki yang paling kecil dibandingkan

dengan senyawa aktif lainnya menjelaskan bahwa pada kadar yang rendah
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yakni 0,83 Km, baikalin mampu menghambat kerja enzim 12-LOX, sehingga
menyebabkan tidak adanya mediator inflamasi yang dihasilkan. Masing-
masing data Ki tersebut dikorelasikan dengan data Ki yang terdapat pada
jurnal sebagai bahan pembanding kesesuaian hasil uji in silico dengan uji lab
non in silico. Sebagian besar data Ki hasil penambatan molekuler senyawa
aktif tanaman obat terpilih tersebut memiliki nilai yang mendekati nilai Ki pada
uji diluar in silico. Ketersesuaian ini memberikan indikasi bahwa senyawa
tersebut memang mampu menginhibisi protein 12-lipoksigenase pada kadar
hasil penambatan molekuler.

Senyawa aktif kurkumin 1l dan kurkumin IlI menempati posisi kedua
dan keempat dalam efektifitas dan selektifitas anti inflamasi. Hasil
penambatan molekuler ini dapat dilihat secara lengkap pada tabel 2. Hasil
penambatan molekuler molekul obat kolkisin terhadap enzim 12-LOX
menunjukkan nilai energi bebas ( G) yang paling kecil dibandingkan dengan
senyawa obat lainnya, yakni sebesar menjelaskan bahwa pada kadar yang
rendah yakni -6,93 kcal/mol, hal ini berarti kolkisin lebih kuat berinteraksi
dengan 12-LOX. Dalam hal efektitifitas, kolkisin dapat dikatakan efektif
menginhibisi enzim 12-LOX karena hasil penambatan molekuler
menunjukkan nilai Ki yang paling kecil dibandingkan dengan senyawa aktif
lainnya, yakni sebesar 8,40 Km.

Menurut data tersebut dapat disimpulkan bahwa kolkisin memberikan
aktivitas anti inflamasi yang sangat kuat, diikuti dengan senyawa zileuton,

fenidon, dan parasetamol yang aktivitas anti inflamasinya sangat kecil. Hasil
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penambatan molekuler selengkapnya terdapat pada tabel 2 dan tabel 3.
Menurut perbandingan data hasil penambatan molekuler senyawa aktif
tanaman obat terpilih dan molekul obat anti inflamasi menunjukkan bahwa
senyawa aktif tanaman obat terpilih lebih efektif menghambat kerja dari
enzim 12-lipoksigenase, sehingga efek anti inflamasi yang dihasilkan lebih
besar dibandingkan dengan senyawa obat anti inflamasi yang sudah beredar
di pasaran.

Keakuratan data hasil penambatan molekuler senyawa aktif tanaman
obat terpilih dan molekul senyawa obat anti inflamasi dapat dibandingkan
dengan nilai konstanta inhibisi (Ki) yang tersedia di jurnal-jurnal penelitian
yang sebelumnya telah diketahui. Salah satu contohnya adalah kurkumin.
Pada hasil penambatan molekuler, dihasilkan nilai Ki rata-rata untuk
kurkumin adalah sebesar 2,2 um. Nilai Ki tersebut masuk dalam rentang nilai
Ki yang diperoleh melalui uji in vitro oleh peneliti Deschamps dkk, yaitu
rentang antara 1,7-4,3 um. berdasarkan uji tersebut, hasil yang diperoleh dari
penambatan molekuler patut dijadikan acuan dalam melakukan peneltian
yang lebih lanjut lagi.

Selain dihasilkan energi bebas dan konstanta inhibisi, pada proses
penambatan molekuler juga dapat dilihat ikatan senyawa aktif tanaman obat
serta senyawa obat lipoksigenase inhibitor dengan protein target 12-
lipoksigenase yang dapat menggambarkan aktivitas biologis dalam tubuh.
Enzim 12-lipoksigenase memiliki situs aktif yang terbentuk oleh atom Fe non

heme yang dibatasi oleh heliks al. Residu asam amino yang penting adalah
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His 360, His 365, His 453, dan His 540. Pada daerah sisi aktif tersebut,
masing-masing dari residu histidin ini berperan sebagai agen pengkhelat
atom besi. Selain itu, adanya rantai samping hidrofob yang mengarah ke
celah sisi aktif, berperan penting dalam menjaga ukuran rongga dari daerah
situs aktif enzim 12-LOX, seperti yang terlihat pada lampiran 9. Rongga
tersebut merupakan pusat dari terjadinya reaksi oksigenasi dan pengikatan
substrat. Rantai samping hidrofob tersebut berasal dari lle 357 dan Ile 593
dan Val 190. Apabila terdapat ligan yang berinteraksi dengan residu-residu
histidin dan rantai samping hidrofob tersebut, maka dapat menghambat
terjadinya reaksi dioksigenase untuk menghasilkan metabolit dari enzim
lipoksigenase yang berperan sebagai mediator inflamasi.Pada hasil
penambatan molekuler justru diperoleh rantai samping hidrofob yang lebih
spesifik yakni, lle 357, lle 593, Leu 193, Leu 194, Leu 361, Leu 597, Leu 589,
Val 190 dan Phe 352. Selain itu terdapat pula residu dengan rantai samping
bersifat polar dan berpotensi membentuk ikatan hidrogen dengan inhibitor
yakni Ser 594 dan Cys 559. Beberapa residu pada enzim 12-LOX dengan
rantai samping polar juga tampak berperan pada interaksi hidrofobik karena
memiliki bagian hidrofob, seperti rantai karbon, yang mengarah pada situs
aktif enzim 12-LOX, sedangkan bagian polarnya mengarah keluar sisi aktif.
Residu ini adalah asam glutamat (Glu) 356. Glu 356 merupakan residu yang
penting dalam hal stabilitas ikatan hidrogen yang terbentuk, sehingga residu

ini akan mengakibatkan ikatan hidrogen yang lebih rigid.
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Pada hasil penambatan molekuler kurkumin, demetoksikurkumin, dan
bisdemetoksikurkumin  menunjukkan bahwa ketiga senyawa tersebut
menempati sembilan daerah hidrofobik dengan baik dan terdapat satu buah
ikatan hidrogen pada kurkumin, yaitu antara gugus metoksi kurkumin dengan
Ser 594. Ketiga senyawa ini juga berinteraksi hidrofobik dengan His 360 dan
His 365, sehingga karena adanya interaksi tersebut menyebabkan terjadinya
penghambatan reaksi oksigenasi pada aktivitas metabolisme mediator
inflamasi. Hasil yang sama juga diperoleh pada penambatan molekuler
senyawa baikalin, dan zingiberin. Namun demikian, tidak terbentuk adanya
ikatan hidrogen antara masing-masing senyawa, meskipun posisi tersebut
memiliki energi bebas pengikatan dan Ki yang paling rendah. Hasil
penambatan senyawa aktif turmeron, katekin, dan epigallokatekin
menunjukkan bahwa kedua senyawa tersebut menghambat aktivitas anti
inflamasi dengan menempati enam daerah hidrofobik, yakni lle 357, Leu 194,
Leu 361, His 360, Val 190 dan Tyr 191. Sedangkan untuk ikatan hidrogen,
epigalokatekin dan katekin membentuk tiga buah ikatan hidrogen, yakni
antara gugus hidroksi dengan kedua ujung atom O pada residu Glu 356.
Turmeron hanya membentuk satu buah ikatan hidrogen, yakni antara gugus
hidroksinya dengan atom N pada residu rantai samping His 425.

Untuk senyawa asam kafeat dan asam sinamat, hasil penambatan
molekulernya agak sedikit berbeda. Hal ini dikarenakan, kedua senyawa
tersebut menempati dua sisi yang berbeda pada situs aktif enzim

lipoksigenase. Hal ini mungkin saja berkaitan struktur dari kedua senyawa
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tersebut yang hampir identik dengan setengah bagian dari dimer kurkumin.
Sehingga pada hasil penambatan molekuler, apabila struktur kedua senyawa
tersebut di superimpose dengan kurkumin, maka akan terdapat dua posisi
yang berbeda. Posisi yang pertama merupakan posisi struktur kurkumin yang
berinteraksi dengan rantai samping utama hidrofob enzim 12-LOX, yang
berperan penting pada aktivitas inflamasi, sedangkan posisi yang kedua
merupakan daerah diluar sisi aktif enzim 12-LOX seperti yang terlihat pada
gambar 23, 24 dan 25. Hal ini sesuai dengan penelitian Mou Thuan Huang,
dkk, bahwa asam kafeat dan asam sinamat berperan sebagai inhibitor non
kompetitif untuk menghambat aktivitas enzim lipoksigenase. residu rantai
samping dari interaksi antara asam kafeat dan asam sinamat dapat dilihat
pada tabel 6. Hasil penambatan molekuler pada senyawa asam ferulat
menunjukkan bahwa senyawa tersebut menempati delapan daerah hidrofobik
dengan baik, dengan terbentuk satu ikatan hidrogen antara gugus hidroksi
dengan atom N pada residu His 425. Sedangkan pada senyawa borneol,
hasil penambatan molekuler menunjukkan bahwa struktur ini menempati
enam buah daerah hidrofob dengan terbentuknya satu buah ikatan hidrogen
antara gugus hidroksi senyawa tersebut dengan atom O pada residu asam
amino Glu 356. Hal ini menunjukan bahwa kedua senyawa tersebut memiliki
aktifitas anti inflamasi meskipun dengan interaksi yang lemah.

Pada hasil penambatan molekuler senyawa obat lipoksigenase
inhibitor, zileuton dan kolkisin memberikan hasil interaksi ligan dengan

protein target yang hampir serupa dengan kurkumin. Residu asam amino
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rantai samping yang berinteraksi juga sebagian besar menempati sembilan
daerah hidrofobik. Hasil penambatan untuk obat parasetamol, hanya
menempati lima daerah hidrofobik, sedangkan untuk fenidon, hasil
penambatan molekuler menunjukkan bahwa senyawa tersebut menempati
posisi diluar situs aktif enzim 12-LOX, karena sebagian besar, senyawa
tersebut berinteraksi dengan residu-residu diluar situs aktif. lkatan hidrogen
yang terbentuk pada keempat senyawa obat juga bervariasi. Pada hasil
analisa Ligplot, kolkisin tidak memberikan adanya interaksi ikatan hidorgen,
meskipun nilia Ki nya paling kecil. Untuk zileuton, ikatan hidrogen terbentuk
atom N senyawa dengan atom O pada Glu 356 dan atom N pada His 360.
Hasil penambatan molekuler fenidon, memberikan ikatan hidrogen antara
atom N senyawa dengan atom O pada residu Leu 589 dan GIn 586,
sedangkan parasetamol memberikan ikatan hidrogen antara atom N senyawa
dengan atom N residu Glu 356. Dari hasil penambatan molekuler, terlihat
bahwa sebagian besar senyawa berinteraksi dengan Glu 356 yang berperan
penting dalam pengikatan substrat, dan juga His 360, His 365, dan His 540
yang penting dalam penghambatan aktivitas enzim 12-LOX. Residu rantai
samping dari interaksi antara senyawa obat lipoksigenase inhibitor dengan

protein target 12-LOX dapat dilihat pada tabel 7.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1. Hasil pencarian senyawa aktif tanaman obat indonesia, diperoleh
delapan puluh delapan nama tanaman obat yang terdapat di Indonesia
dengan banyak senyawa aktif yang terkandung didalamnya. Nama-nama
tersebut dimasukkan dalam suatu database yang disertai lengkap
dengan struktur dua dimensi, serta struktur tiga dimensi dari tiap-tiap
senyawa aktif yang terkandung dalam tanaman obat.

2. Hasil dari penambatan molekuler diperoleh bahwa terdapat beberapa
senyawa yang memiliki aktifitas sebagai anti inflamasi dengan
menghambat kerja enzim 12-lipoksigenase. Aktivitas tertinggi
penghambatan enzim tersebut dimiliki oleh senyawa baikalin dengan nilai
Ki rata-rata sebesar 0,83 pm, diikuti oleh kurkumin, dan epigallokatekin.
Sedangkan untuk turmeron, zingiberin dan borneol memiliki aktivitas anti
inflamasi yang cukup rendah. Nilai tesebut dikorelasikan dengan hasil
yang diperoleh pada senyawa obat lipoksigenase inhibitor. Kolkisin yang
merupakan obat anti inflamasi kuat memiliki nilai Ki sebesar 8,4 ym, dan
parasetamol yang memiliki aktivitas anti inflamasi yang cukup lemah

memiliki nilai Ki sebesar 908.99 um.
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B. SARAN

1. Perlunya pencarian yang lebih banyak lagi terhadap nama
tanaman dan senyawa aktif yang berkhasiat sebagai anti
inflamasi, agar diperoleh variasi aktivitas yang lebih beragam.

2. Perlu dilakukan metode optimasi dan minimisasi yang lebih terarah
terhadap masing-masing senyawa ligan atau protein target untuk
menghasilkan konformasi struktur yang lebih stabil dan spesifik
untuk penambatan molekuler.

3. Perlu penelitian yang lebih lanjut lagi untuk memastikan efek anti
inflamasi beserta efek toksisitas, dan lain-lain yang diberikan

senyawa aktif tanaman obat tersebut.
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Fenidon Kolkisin

Parasetamol Zileuton

Gambar 5. Struktur tiga dimensi molekul obat anti inflamasi lipoksigenase
inhibitor

Keterangan : Merah = atom O
Biru =atomN
Hijau =atom C
Emas =atom S

Putih =atomH
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Gambar 6. Struktur dua dimensi senyawa aktif tanaman obat terpilih
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Sebelum Optimasi

Sesudah Optimasi

Kurkumin

Demetoksikurkumin

Bisdemetoksikurkumin

Bisdemetoksikurkumin

Asam Sinamat

<_
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Asam Sinamat

Gambar 7. Struktur tiga dimensi senyawa aktif tanaman obat terpilih, sebelum

dan sesudah optimasi.
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Sebelum Optimasi

Sesudah Optimasi

Asam Kafeat

=i

Asam Kafeat

Asam Ferulat

43

Asam Ferulat

5

Baikalin Baikalin
Borneol Borneol

Gambar 7. Struktur tiga dimensi senyawa aktif tanaman obat terpilih, sebelum

dan sesudah optimasi (lanjutan).
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Sebelum Optimasi

Sesudah Optimasi

Katekin Katekin
Turmeron Turmeron
Zingiberin Zingiberin

Epigallokatekin

Epigallokatekin

Gambar 7. Struktur tiga dimensi senyawa aktif tanaman obat terpilih, sebelum

dan sesudah optimasi (lanjutan)
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Chain B

Gambar 8. Struktur kristal PDB 3D3L (12-lipoksigenase)
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Gambar 9. Superpose kristal 3D3L (hijau) dengan 2POM (biru) menggunakan

program CCP4
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Gambar 10. Hasil pemisahan struktur kristal PDB 3D3L menggunakan CCP4,

3D3L chain A (biru), chain B (emas)
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Gambar 11. Superpose kristal 3D3L (hijau) dengan 1IJNQ (merah)

menggunakan program CCP4

., Chatarina Aprillia Priyas Utami, FMIPA Ul, 2009
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Bisdemetoksikurkumin

Epigalokatekin Katekin

Zingiberin Turmeron

Gambar 12. Superposisi terbaik (best cluster) ligan senyawa aktif tanaman

obat terpilih hasil penambatan molekuler pada run 1 (merah), run
2 (hijau), run 3 (biru)
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Borneol

Asam Kafeat

Asam Ferulat

Asam Sinamat

Gambar 12. Superposisi terbaik (best cluster) Ligan senyawa aktif tanaman
obat terpilih hasil penambatan molekuler pada run 1 (merah), run

2 (hijau), run 3 (biru) (lanjutan).
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l

'

Gambar 13. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan baikalin dengan

protein target 12-LOX. menggunakan program PYMOL
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Gambar 14. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan demetoksikurkumin

dengan protein target 12-L OX. menggunakan program PYMOL
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7y

Gambar 15. Visualisasi hasil penambatan  molekuler ligan
bisdemetoksikurkumin dengan protein target 12-LOX.
menggunakan program PYMOL

Screening aktivitas..., Chatarina Aprillia Priyas Utami, FMIPA Ul, 2009



89

D

Gambar 16. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan kurkumin dengan
protein target 12-LOX. menggunakan program PYMOL
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Gambar 17. Visualisasi superposisi hasil penambatan molekuler ligan
kurkumin, ~ demetoksikurkumin,  bisdemetoksikurkumin
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL.

Keterangan gambar :

e Kurkumin = warna hijau
» Demetoksikurkumin = warna pink
» Bisdemetoksikurkumin = warna kuning
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Gambar 18. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan epigallokatekin
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program PYMOL
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Pl

Gambar 19. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan katekin dengan
protein target 12-LOX. menggunakan program PYMOL
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Gambar 20. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan zingiberin dengan
protein target 12-LOX. menggunakan program PYMOL
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Gambar 21. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan turmeron dengan
protein target 12-LOX. menggunakan program PYMOL
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Heliks a1

.- Borneol

)

Gambar 22. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan borneol
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Heliks a1

asam sinamat 1

)

Gambar 23. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan asam sinamat
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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¢ Heliks a1

asam f'erulat

Gambar 24. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan asam ferulat
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Heliks a1

Gambar 25. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan asam kafeat
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Gambar 26. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan kolkisin
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Gambar 27. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan zileuton
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Gambar 28. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan fenidon (Pink)
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Gambar 29. Visualisasi hasil penambatan molekuler ligan parasetamol
dengan protein target 12-LOX. menggunakan program
PYMOL
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Gambar 30. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi baikalin
dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 31. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi
demetoksikurkumin dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 32. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi
bisdemetoksikurkumin dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 33. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi kurkumin
dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 34. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi epigallokatekin

dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 35. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi katekin dengan
protein target 12-LOX.
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Gambar 36. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi zingiberin

dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 37. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi turmeron
dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 38. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi asam kafeat 1

(atas) dan asam kafeat 2 (bawah) dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 39. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi asam sinamat
1 (atas) dan asam sinamat 2 (bawah) dengan protein target 12-
LOX.
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Gambar 40. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi asam
ferulat dengan protein target 12-LOX.
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Gambar 41. Hasil analisa LigPlot yang menunjukkan interaksi borneol
dengan protein target 12-LOX.
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Tabel 4

Nilai energi bebas( G) hasil penambatan molekuler senyawa obat anti-

inflamasi dengan 12-LOX

~ G (kcal/mol) ~ G rata-rata
No. Ligand SD G (kcal/mol)
(kcal/mal)
1 2 3

1 Kolkisin -6.99 -6.83 -6.97 -6.93 0.087177979
2 Zileuton -6.05 -6.03 -6.03 -6.04 0.011547005
3 Fenidon -4.74 -4.74 -4.74 -4.74 0

4 Parasetamol -4.15 -4.15 -4.15 -4.15 0
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Tabel 5

Nilai konstanta inhibisi (Ki) hasil penambatan molekuler senyawa obat anti-

inflamasi dengan 12-LOX

Ki Dock (Km) Ki Jurnal Ki rata-rata SD Ki
No. Ligan
(Km) (Km) (Km)
1 2 3
1 Kolkisin 7.54 9.85 7.8 - 8.40 1.265319
2 Zileuton 36.86 37.82 38.01 - 37.56 0.616468
3 Fenidon 335.35 335.26 334.53 - 335.05 0.449704
4 Parasetamol 908.42 908.42 910.13 - 908.99 0.987269
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Lampiran 1

Skema kerja penelitian

Software/Website yang digunakan

Hal yang dilakukan

obat

Situs-situs tanaman obat, jurnal-jurnal
ilmah dan buku-buku tentang tanaman

Pencarian senyawa-senyawa aktif

yang terkandung pada tanaman obat

PubChem, www.ncbi.nlm.nih.gov/
CASnumber, www.cas.org

senyawa aktif tanaman obat dan

I Pencarian struktur dua dimensi
] molekul obat

Pembentukkan struktur tiga dimensi

VEGA 77
ZINC DATABASE, http://zinc.docking.org/

senyawa aktif tanaman obat dan
molekul obat

VEGA 2Z

Komparasi dan Optimasi struktur tiga
dimensi

Protein Data Bank , www.pdb.org J[

Pencarian Protein Target

[ Pensejajaran sekuens
CLUSTALW?2 l
Superposisi sktruktur protein
CCP4 ][ BEIP P
Komparasi dan Optimasi struktur tiga

VEGA zZ dimensi protein target

a y
AUTODOCK 4.0
CYGWIN Docking dengan Protein Target
ArgusLAb )

Autodock, PyMol, ArgusLab, MOE, LigPlot

Visualisasi dan Evaluasi hasil
docking

128
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Lampiran 2

129

Bagan alur screening aktivitas anti inflamasi senyawa aktif tanaman obat

Pencarian Senyawa Aktif Tanaman Obat dan
inhibitor 12-lipoksigenase (12-LOX)

4/\

Senyawa aktif tanaman obat

!

Pencarian struktur dua dimensi

!

Pencarian struktur tiga dimensi

A

Pemilihan senyawa antinflamasi

!

Optimasi senyawa aktif terpilih

Enzim Lipoksigenase

|

Pemilihan enzim 12-LOX

v

Optimasi enzim 12-LOX

-

Penambatan molekuler senyawa aktif
tanaman obat pada 12-LOX

Analisis
molekuler

penambatan

Visualisasi dan analisis
hasil penambatan molekuler
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Lampiran 3

Bagan alur penambatan molekuler senyawa aktif tanaman obat

Pencarian obat anti inflamasi dan inhibitor 12-
lipoksigenase (12-LOX)

4/\

senyawa obat anti inflamasi Enzim Lipoksigenase
Pencarian struktur dua dimensi l
l Pemilihan enzim 12-LOX
Pencarian struktur tiga dimensi

'

Pemilihan obat anti inflamasi

v

\4

Optimasi enzim 12-LOX

Optimasi senyawa aktif terpilih

Ve < A

Penambatan molekuler senyawa obat
pada 12-LOX

Analisis  hasil penambatan
molekuler

A\ 4
Visualisasi dan analisis
hasil penambatan molekuler
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Lampiran 4

Tampilan program Pymol

[} .|. .
Flle Edt Buld Movie Display Setting  Sceme  Mouse ‘Wizard  Plugin Help  Tutorial
COMFND  MOL_ID: 1; _‘J Reset I 2o | Draw | Ray ! Rock.
COMPND 2 MOLECULE: LIPOXYGEMASE-3;

COMPND 3 CHAIN: Aj Lnpick: | Deselect | et Yisw
COMPND 4 SYNOWYM: L-3;

COMPND  § EC: 1.13.11.12 < | <[ stop | Play | > | 5| [ mckar
ObjectMolecule: Read secondary structure assignments. i
ObjectMolecule: Read crystal symmetry information. LI | Biker
SYMMETry: Found 4 SyWmetry operators.

CmdLoad: "D:/de'lias303L_Al_suppose_1INGQ_pdbsetl_1sql.pdb" Toaded as “303L_AL_supp
ose_1ING_pdbsetl Tsgl". v

|
M PyMOL Viewer

POl _
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Lampiran 5

Tampilan program Superpose, PROCHECK, dan Edit PDB file

Help
Joh title
Superpose specified atoms/residues —
[ Output graph of RMS difference | Output all distances to a file
[ combine superposed coordinates with fixed coordinates in output PDB file
Mowing Jd3l = Bronse | Wi ewl
Fizxed Jd3l — Biranse | i ewl
PDBout 343l — Browss | view
Define Matching AtomsiResidues - ™
Fit CA atoms — ]uf residues —I |range [ to of chain li
to equivalent —1 fresidue range
Edit list = | Add Range |
[ Only fit atoms in sphere radius ﬁ centred on centre of fixed molecule —
Run =i | Save or Restore — EI
Edit PDB File Help
Joh title
Use pdbcur — | to remove hydrogen atoms — l
PDB in Jd3l — Blrowese | ‘u‘iewl
PDB out Jd3l — Birause | ‘u‘iewl
Cose|

Run — Save or Restore — | Close
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Lampiran 5

133

Tampilan program Superpose, PROCHECK, dan Edit PDB file (lanjutan)

CCP4 Program Suite 6.0.0 CCP4Interface 1.4.4 running on helix Project: 3d31

Change Project | Help

Coordinate Utilities

Cell Content Analysis

Comvert Coordinate Formats

Edit PDB File

Superpose Molecules

Create/Edit TLS File

Import/Edit Protein Sequence

25
24
23
22
zl
20
13
15
17
16
15
14
13
12
11

23 Apr
23 Apr
16 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
12 Mar
05 Mar
05 Mar
04 Mar

na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na
na

FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED
FATLED

FATLED

FINISHED
FINISHED
FINISHED
FINISHED

superpose
SUperpose
SUperpose
superpose
SUpErpose
SUperpose
SuUperpose
pdbzet

SUperpose
BUperpose
SUpErpose
SUperpose
BUperpose
SUperpose
Superpose

supperpoge
Supperpose
superpose
Superpose
Penizahan
Peniszahan
Penizahan
Penizahan
SuUperpose
suppose 3D
suppoze 3D
SEpErpose
Superpoze
superpose
SUPBIPOZE 4

3

Directories&ProjectDir

View Ay File

\iew Files fromJob  — ‘ A

Search/Sort Database..

Delete/firchive Files..

Kill .Joh

ReRun Job..

‘ Edit Job Data — ‘

Preferences

Mail CCP4 ‘ Exit

L
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Lampiran 6

Tampilan program ArgusLab

@ Fle Edt Wiew Calolaton Sufaces Montor Label Settings Tools ‘Window Help

PEHE 2R YOVGREB LODD|oX|HBELR D SUNAY
POVERS M= 3330

fCI

4[] e

;}mﬂwr

>
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Lampiran 7

Tampilan Program Vega ZZ

VL VEGA 72 2.3.1 - Port 1 - WS 0: kol

[ |
- AN

* Loading file 1 a3 PR
Agaiming VW radii

|53

1565

Rtz Al
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Lampiran 8

Tampilan Program Autodock Tools 4.0

C=~Documents and Settings“ArRy Yanuar>'"C:PythonZ4 python.exe" "C:“Program Files
[§~MGLTools 1.4_5%MGLToolsPckgs“AutoDockTools hin~runfAdt.py'’

Hun AutoDockTools from C-sProgram Filez“MGLTool=z 1.4_5“MGLToolsPckgs“~AutoDockToo
it

H§MSLIB 1.4.2 started on Local FPC
Copyright M.F. Sanner (March 26886>
Compilation flags

AutoDockTopls

File  Edit Select 3D Graphice Display  Color  Compute  Grid3D  Hydrogen Bonds  Help

AEC 2N "e=e ol

Ligand  Flexibls Residues  Grid  Docking  Run Analyze

<

sei:[ wf[oD x| 200 Alom  Chan 5HA
O

T PMV Molecules
b ¥our
b Waml

|Mud [Mane Time: 0000 Selected: of —|Fr 00 @]
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Lampiran 9

Tampilan rongga situs aktif enzim 12-lipoksigenase dengan program

Molecular Operating Environment (MOE 2007)
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Lampiran 10

Tampilan program penyejajaran sekuens ClustalWw?2

sﬁ'& All Databaszes ~ | Enter Text Here Go

EBl Groups Training Industry About s Help
= Help Index EBl * Tools » Sequence Analysis » Clustahhz2
= General Help ClustalWwz
= Formats
= Gaps Clustal2 is a general purpose multiple sequence alignment program for DRA or proteins., It produces
WAt hiologically meaningful multiple sequence alignments of divergent sequences. It calculates the best match
farthe selected sequences, and lines them up so that the identities, similarities and differences can be
= References seen. Evolutionary relationships can be seen via viewing Cladograms or Phylograms.
= Clustalti? Help Mew Ugers please read the FAGL

= Clustali FAC >:: Download Software
= Jalview Help ng

= Spores Table

& ARt YOLR EMAIL ALIGMMENT TITLE RESULTS ALIGNMENT

= Guide Tree | HSequence iinterad"ive \; fuII V

* Colours KTUF WIRD O SCORE TYPE TOFDIAG PAIRGAP

i Vgt PNORD SIZE) LEMGTH

= Sirmilar Applications [def | | def ™ [percent | [ def | | def v
~Align MATRIH GAP OPEM MO END GAP GAP
~Kalign AP EXTEMSION  DISTANCES
) [cet ] EE FE EEE det
RN ITERATION NUMITER
S T-Coffes - — I -

________ none v [ »

e—— OUTPUT PHYLOGENETIC TREE

ACCESS QUTPUT OUTFUT  TREETYPE CORREGTDIST. IGNORE GAPS CLUSTERING
............ FORMAT ORDER
W | alnwinumbers 8| | alignee % [nane 8| foff 3] ot ] [N &

Clustal Related v f .
——— Enter or paste a setof seguences in any supported format:

Search for Clustal related
lterature in Medline. .
tmiare

Upload afile: " Browse.. m m
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Lampiran 11

Berkas Protein Data Bank (PDB) 3D3L

o [+ 1708 Looin [N SPDB
[ An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
| PR aTEIN BRTA T ONE 43 of Tuesday Jun 09, 2009 [ there are 58083 Structures @ | PDB Statistics @
T e e ——
m Structure § £ | Litersture Chem, Method:
L
Display Files v
CEELSTR . 1ipog¥ nase domain of human arachidonate 3d 3' E Download Files v
Downlaad Filss 12-lipoxygenase, 128-type (CASP Target; 1B, Print this Page
® FASTA Sequence DOI:10:2210/pdb3d3l/pdh
# pisplay Files
. 4 ical Molecule 1 & B
@ Display Malecule p m«_xaq'meamfdnnater" B
® Structural Reports ., Berglund, H.. , B
B External Links
B Structure Analysis Ny
2 Help -.‘a." 2
i i
¥ Reset Yiew
4 Molecular Description
Classrfication:  Oxidoredy
Structure Weight; 122433.09
Molecule:  Arachidonate 12-lipoxygenase, 125-type
Folymer: 1 Type: polypeptide(L) Length: 541
g i - B More Images...
Chains; 4,8 - Imag
ECH LI13AL31@
Fragment: Lipoxygenase domain: Residues 172-663
Mutation: 16635

Palymer; 1 Scientific Narne: Homa sapiens/” o Expressi,ﬁf‘ﬁ@'}[stem: Escherichia coli” Oligomeric State:
: HGHOMERIC
% Ligand Chemical Component
I D‘“m% ks Deposition. Summary
FEo el ol Fe 8EO00
$ Derived Data = L’I:éf;%%emmﬁg:ﬁgcgé%r; -
o PFAM Classificgtio.n_- gZ Domains) w260
© B0 Terms - {22 Terins) 0.210 {obs.)
0.276
Space Group: PR
Urit Cel
* Lenath [ Ainglss [
a=59.50 o= 6537
b=7015 [ = 5801
c=778 y = 6962
i |
nﬁmd’ﬂmﬂﬁh -
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Lampiran 12

Hasil penyejajaran sekuens lipoksigenase inhibitor menggunakan program

ClustalWw?2
gzlnperal Help ClustalW2 Results
Formats
” S
hd atrix Humber of sequences 24
References Alignment score 579564
Clustal2 Help Sequence format Pearson
Clustaliz FAQ S -
Jalview Help e B
Scores Tahle M
A”Q_‘”mem Output file clustal2-200801504-02260642 autput T
Guide Tree Alignment file clustala2- 20090304-02250642 &ln
Golours Guide tree file clustalv2-20080304-02280642 dnd
Your input file - \ 4 clustalw2-20090304-0228064 2 input
[ view Scores TableT“T\ﬁew Guide Tree || [ SUBMIT ANOTHER JOB ]|

To save @ resilt file right-click the file link in the above table and choose “Save Target 45"
Ifyou cannot see the Jaildiew bolton, reload the page and check volr browser seltings to enable Java Applets.

Alignment

Show Colars ][ “iew Alignment File J

CLUSTAL 2.0.10 multiple secuence aligment

Z2ITE_E | PDEID | CHAIN| SEQUENCE ~MFGIFDEGOEIKGTYVLHFEN VLD FNATTSIGEGEVIDTATGILGAGWS 49
Z2IUE_4 | PDEID|CHATHN | SEQUENCE ~MFGIFDEGIETEGTV VW LMFFENVLDFNATTSIGEGGVIDTATGILGAGYS 49
1HITS A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE MLGGLLHRGHE IEGTYV LMEFEN VLDV SV TSWE————————— GITGOGLD 41
1TES_ A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE MLGGLLHRGHE IKGTYV LMRFEN VLD VSV T SWE————————— GITGOGLD 41
1JHQ_&4| PDEID | CHAIN| SEQUENCE MLGGLLHRGHEIEGTYY LMEEN VLD VNS VT SVE————————— GIIGQGLD 41
1LHH 4| FPDEID|CHAIN|SEQUENCE MLGGLLHRGHE IEGTVV LMPEN VLD VNS VIS VE————————— GIIGQGLD <41
ANS0_A | PDEID | CHATN | SEQUENCE MLGGLLHRGHEIKGTYV LMEFEN VLD VNS W TSWE————————— GITGOGLD 41
1FRH A | PDEID | CHATIN|SEQUENCE MLGGLLHRGHEIEGTYV LMEFN VLD VNS WTSWG—— —=GITIGOGLD 41
1FEL_FE | PDEID | CHATN | SEQUENCE MLGGLLHRGHEIEGTY Y LMEEN VLD VSV TS WE————————— GIIGOGLD 41
1FRL_A|PDEID|CHATIN|SEQUENCE MLGGLLHRGHEIEGTYV LMEF NV LD VNS W TS WE————————— GITGOGLD 41
Z2ITJ_A | PDEID | CHATN| SEQUENCE MFF-FGHEGOEIEGTHV VMOV LD INS ITSVD ————————— GIVGTGELD 40
1FGO_A | PDEID | CHATN| SEQUENCE ———-MFiAGHE TKGTVVLMPENELEVN D - —————————————— —————— 25
1FGO_&4| PDEID| CHATN| SEQUENCE 25
1FGM A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE 25
1¥4E, A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE 25
1FGE_4 | PDEID | CHAIN| SEQUENCE 25
1FGT A|PDEID | CHATIN|SEQUENCE z25
1¥GE_A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE 25

1FSN_A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE ———-MF3AGHEIKGTVVLMPFENELEVNFD 25
SENC_A4 | PDEID|CHAIN| SEQUENCE ———-MFSAGHETIKGTVVLMFENELEVNFD
ZFP0M_E | PDEID | CHATIN | SEQUENCE
ZP0OM_A | PDEID | CHATIN| SEQUENCE
SD3L_E | PDEID | CHAIN| SEQUENCE
SD3L_A|PDEID|CHAIN| SEQUENCE
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141

Hasil penyejajaran sekuens lipoksigenase inhibitor menggunakan program

ClustalW2 (lanjutan)

ZIUE_E|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
ZIUE_4|PDEID | CHAINI|SEQUENCE
1HIIS_& | FDEID | CHAIN | SEQUENCE
1IES_A|PDEID | CHAINI|SEQUENCE
1TNO_& | PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1LNH 4| PDEID|CHAINI|SEQUENCE
1NG0_& | PDEID | CHAIN| SEQUENCE
1FRH 4| PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FRL_E|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FRL_& | FDEID | CHAIN | SEQUENCE
ZI0J_A|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1F0_4 | PFDEID | CHAIN | SEQUENCE
1FG0_A|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FGM_4 | FDEID | CHAIN | SEQUENCE
174K 4| PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FGE_& | PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1FGT_& | FDEID | CHATN | SEQUENCE
1¥GE_4|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FEN_& | PDEID | CHAIN| SEQUENCE
JBNC_A|PDEID | CHAINI|SEQUENCE
ZPOM_E | FDEID | CHAIN| SEQUENCE
ZPOM 4| PDEID | CHAINI|SEQUENCE
3D3L_E|PDEID | CHAIN| SEQUENCE
3D3L_A|PDEID | CHAIN|SEQUENCE

L¥GGYIDTATSFLGENISMOLISATOTD GAGNGEVGKEVY LEKHLFTLEFT
LVGEVIDTATSFLGENISMOLISATOTD GACNCGEVGEEVY LEFHLFTLET
LVGETLDTLTAFLGRAVA L] LI SATHAD ANGKGELGEATFLEGITITSLET
LVGSTLDTLTAFLGRS VS LOLISATEADANGEGELGFATFLEGIITILET
LVGETLDTLTAFLGRAVA L] LI SATEAD ANGKGELGEATFLEGITITSLET
LVGSTLDTLTAFLGRE VS LOLISATEADANGEGELGFATFLEGIITILET
LVGETLDTLTAFLGRAVALO LI SATHAD ANGKGELGEATFLEGIITSLET
LVGSTLDTLTAFLGRSVELOLISATEADANGEGELGFATFLEGIITILET
LVGSTLDTLTAFLGRSVELOLISATEADANGEGELGFATFLEGIITILET
LWGETLDTLTAFLGRAVAL]LISATEAD ANGEGKLGEATFLEGITITSLET
FLGIALDTVT-FLAS SIS TOLISATEAD G- GEGEVGEATNLEGEIT-LFT
—-GRAVDNLNAFLGEAVAL]LISATHAD AHGKGEVGFD TFLEGINTSLET
—-GIAVDNLNAFLGRSVELOLISATEADAHGEGEYGED TFLEGINTILET
—-GAAVDNLNAFLGRAVALOLISATHADAHGKGEVGFD TFLEGINTSLET
——-GIAVDNLNAFLGRSVELOLISATEADAHGEGEYGFD TFLEGINTSLET
—-GRAVDNLNAFLGRAVA L)L IAATEADAHGKGEV GFD TFLEGINTSLET
—-GEAVDNLNAFLGEAVALOLISATEADAHGKGEV GED TFLEGINTSLET
—=-GIAVDNLNAFLGRSVELOLISATEADAHGEGEVGEDTFLEGINTSLET
——-GEAVDNLNAFLGRAVAL]LISATEAD AHGKGEV GFD TFLEGINTSLET
—-GIAVDNLNAFLGRSVELOLISATEADAHGEGEVGEDTFLEGINTSLET
—————— GVTRVCVITGAS ITAGSFNEVE LWLV GIHGEVYELGS —-—~-CLEF
~GVYRVCV I TGAS IYAGSENEVELWLYGOHGEVELGS - ——-CLEP

99
99
91
9l
91
91
91
91
91
91
a7
73
T3
73
T3
73
73
T3
73
T3
40
40

ZIUE_E | PDEID | CHAIN|SEQUENCE
ZIUE 4| PDEID | CHAINI|SEQUENCE
1HIS_4 | PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1IEZ 4| PDEID|CHAINI|ZEQUENCE
1THO_& | FDEID | CHAIN | SEQUENCE
1LNH 4| PDEID|CHAINI|ZEQUENCE
1NG0_& | PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1FRH 4| PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FRL_E|FDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FRL_&4|PDEID | CHAIN | SEQUENCE
ZIUT_& | FDEID | CHAIN | SEQUENCE
1FG0_4|PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1F0_4 | PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1FGM 4| PDEID|CHAIN|SEQUENCE
1T4E_4|PDEID | CHAIN | SEQUENCE
1FGE_4|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FGT_& | FDEID | CHAIN | SEQUENCE
1¥GE_4|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
1FGN_4 | PDEID | CHAIN| SEQUENCE
JBNC_A|PDEID | CHAINI|SEQUENCE
ZPOM_E | FDEID | CHAIN| SEQUENCE
ZPOM 4| PDEID | CHAINI|ZEQUENCE
FD3L_E|PDEID | CHAIN|SEQUENCE
3D3L_A|PDEID | CHAINI|SEQUENCE

ET-FNWTTDFEALEAFFRFGSELTGIE GEINARN S D PSLE-NRTGPYOLE
ET-PNWTTDFEALEAFFRFGSELTGIEGEINARNSD P S LE-NRTGPYQLE
DHN-FNWTSDTRALEAFFRFGNELAQ IENEL SERNNDEELE-HNRC GEVHE
DN-PNWTSD TRALEAFFRFGHNELL]) IENEL SEFNNDEELE-NRC GEVOMNE
DHN-FNUTSDTRALEAFFRFGNELAQ IENEL SERNNDEELE-HNRC GEVQHF
DN-PNWTSDTRALEAFFRFGHNELL]) IENEL SEFNNDEELE-NRCGEVONE
DN-FNUTSDTRALEAFFRFGNELAQ IENEL SERNNDEELE-NRC GEVHF
DN-PNWTSDTRALEAFFRFGHELLQ IENEL SEFNNDEELE-NRCGEVOMNE
DH-FNWTSDTRALEAFFRFGNELAQ IENELSERNNDEELE-HNRC GEVHF
DN-PNWTED TRALEAFERFGHELAQIENEL SERNNDEELE-NRCGEVONE
DGEGDYWTSDAGE LEAFFRFGEN LEE IEKEL IEFNNDETLE-NRY GPAFIME
DH-FHWTSDSFALQAFQEFGNELFE IEEELVERNIND PSLOGNRLGEPVALE
DH-FHWTSD SKALQAFJEFGNELFE IEEELVERNND P S LOGNRLGEFVOLE
DH-FHWTSD SEALQAFQEFGNELFE IEEELVERNND P S LOGNRLGEPVALE
DH-FHWTSD SKALQAFIEFGNELFE IEEELVEENND P LOGNRLGEFVOLE
DH-PHWTSD SKALQAFQEFGNELEE IEEELVFFNND P S LOGNRLGEPVQLE
DH-FHWTSD SFALQAFIEFGNELFE IEEELVERNND P LOGNRLGEFVOLE
DH-FHNTSD SKALQAFQEFGNELFE IEEELVEFNND P S LOGNRLGEPVALE
DH-FHWTSD SKALQAFIEFGNELFE IEEELVERNND P LOGNRLGEFVOLE
DH-FHWTSD SFALQAFQEFGNELFE IEEELVFRNIND P S LOGNRLGPWQLE
QE--EYF3GPEPRAVLEEFREELATMDEEIEVENEKLDIFYEYLREFSIVE
QE--EYF3GPEPRAVLEEFREELATMDFEIEVRENEELDIFYEYLRPIIVE
FE--KYFaGPEPEAVLNQFRTD LEKLEKEITARNE QLD WEYEYLERFICIE
FE--KYF3GPEPEAVLNQFRTD LEKLEFEITARNEQLDWFYEYLEPSCIE

HH L - : *

41
G4l
634
434
G534
834
G534
834
G534
834
30
gla
gla
gla
gla
gla
gla
gla
gla
gla
657
657
504
504
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Lampiran 13.

Perintah LINUX yang digunakan pada penelitian ini

1. cd..

> menaikkan direktori satu tingkat <

2. cd nama_folder

> masuk atau pindah direktori pada satu tingkat <
3. vinama_file.pdbqgt

> membuka log file <
4. 1wq

> menutup log file <
5. autogrid4 —p grid_file.gpf —I grid_file.glg&

> memroses grid_file pada saat program Autogrid dijalankan <
6. autodock4 —p dock_file.dpf —| dock_file.dIg&

> memroses dock_file pada saat program Autodock dijalankan <
7. tail —f dock_file.dlg

> melihat proses yang sedang berlangsung <

8. ligplot nama_file.pdb identitas_ligan nomor_kode_ligan

> menjalankan program ligplot <
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20 Asam amino penyusun protein (50)

143

Kelompok alifatik, nonpolar

Kelompok R aromatik

Co0 (‘:00 (]:00 (‘:00* c‘oo— (‘300*
H:,N—(iI—H HHN—(LJ—H HKN—(]?—H Hgﬁ—cll—H Hsﬁ—?—H Hgltl—(‘]—H
H CH; /CH CH, CH> CH,
CH; CH; (‘J:CH
Glisin Alanin valin NH
¢o0 00 ¢oo OH L)
H,N—C—H HN—C—H HN—C—H , , . i
3 = -l Fenilalanin Tirosin Triptofan
ety N A
/C{I CHe (L Kelompok Basa
CH; CH ! '
B | CHx woo- (‘:oo goo
L eusin CHa |soleusin HN—C—H  H;N—C—H H,.N—C—H
M etionin {:JHZ (:JH2 t:in
CH, CH, C—NH
Kelompok Polar (“JH (\BH ll CH
r a
‘ 000 Coo Co0 C‘H: L : &N
H,N—C—H Hsﬁ—(i?—-H H,N—C—H +1er (L,—ﬁH
CH,0H H—C—O0H H, ’ IlTHg g Higidin
éHs SH Lisin . N
. Arginin
Serin Treonin Sistein
| Kelompok asam
(fO(izI | (7100 | (|300 CcO0~ COO
v Cq 11_‘».\7—([3—11 H;;N—(IJ—H g, - (|)
H,N CH H;N—C—H HsN—C—
HZ(I: C|:H2 e T4 UV " B
HN. Yo Z i - (|3H2
Asparagin 1N Yo . | .
Prolin Glutamin A £og
sparta Asam Glutamat
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