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ABSTRAK

Nama : Berwi Fazri Pamudi
Program Studi : Farmasi
Judul : Penapisan In Silico Antimalaria terhadap Target Plasmodium

falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR)

Malaria merupakan salah satu infeksi parasit yang menjadi permasalahan di dunia.
Tidak adanya vaksin yang efektif dan strain Plasmodium yang resisten terhadap obat
antimalaria menunjukkan pentingnya untuk adanya pengembangan agen kemoterapi
baru. Metode yang saat ini sedang banyak dikembangkan adalah pencarian obat
antimalaria dengan menggunakan penapisan in silico atau dikenal pula dengan nama
virtual screening. Salah satu enzim yang berperan dalam perkembangan parasit
malaria adalah Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase
(PfENR). Inhibisi pada enzim tersebut akan menyebabkan biosintesis lemak tipe Il
pada parasit akan terhenti. Pada penelitian kali ini dilakukan penapisan in silico
menggunakan perangkat lunak GOLD untuk mencari kandidat inhibitor PfENR
dengan menggunakan ligan yang terdapat pada database Tanaman Obat di Indonesia.
Pada perangkat lunak GOLD dilakukan penambatan molekuler antara ligan dengan
makromolekul target yaitu PfENR. Target ini telah dioptimasi dengan penghilangan
residu dan penambahan muatan. Ligan diharapkan dapat menjadi inhibitor PfENR.
Berdasarkan hasil dari penapisan in silico ini terdapat 5 kandidat senyawa inhibitor
yang diharapkan dapat dikembangkan sebagai obat antimalaria. Senyawa tersebut
yaitu Kaempferol 3-rhamnosyl-(1-3)-rhamnosyl-(1-6)-glucoside, Cyanidin 3,5-di-(6-
malonylglucoside), 8-Hydroxyapigenin 8-(2",4"-disulfatoglucuronide),
Epigallocatechin 3,5,-di-O-gallate, dan Quercetin 3,4'-dimethyl ether 7-alpha-L-
Arabinofuranosyl-(1-6)-glucoside dengan kisaran GoldScore dari 80,6236 sampai
100,4109.

Kata kunci : antimalaria, GOLD, malaria, penapisan in silico, Plasmodium
falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR)
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ABSTRACT

Name : Berwi Fazri Pamudi

Major : Pharmacy

Title  : Antimalaria In Silico Screening against the Target of Plasmodium
falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR)

Malaria is one of problematic infectious diseases worldwide. The absence of an
effective vaccine and the spread of drug resistant strains of Plasmodium clearly
indicate the necessity for the deveploment of new chemotherapeutic agents. Recent
method being developed is searching a new drug of antimalarial using in silico
screening, or also known as virtual screening. One of enzyme target that important
for growth of the malaria parasite is Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier
Protein Reductase (PfENR). Inhibition of this enzyme cause the fatty acid
biosynthesis type Il will be terminated. In this research, in silico screening was
performed using GOLD software to find inhibitor candidates of PfENR by using
ligands from the database of Medicinal Plants in Indonesia. On the GOLD software
moleculer docking experiments were performed between ligands and
macromolecule target PfENR. This target that has been optimized with residue
removal and charges addition. Ligand is expected to be the PFENR inhibitors. Based
on the results obtained from the in silico screening there were 5 inhibitor candidates
which expected to be developed as an antimalarials. These compounds were
Kaempferol 3-rhamnosyl-(1-3)-rhamnosyl-(1-6)-glucoside, Cyanidin  3,5-di-(6-
malonylglucoside), 8-Hydroxyapigenin 8-(2",4"-disulfatoglucuronide),
Epigallocatechin 3,5,-di-O-gallate, and Quercetin 3,4'-dimethyl ether 7-alpha-L-
Arabinofuranosyl-(1-6)-glucoside with the GoldScore ranged from 80.6236 to
100.4109.

Keywords : antimalarial, GOLD, in silico screening, malaria, Plasmodium
falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR)

xiv+ 79pages ; 25 figures; 10 tables; 10 appendixes
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Malaria merupakan infeksi parasitik yang paling penting di dunia. Ada
lebih dari 500 juta kasus malaria per tahun dengan sekitar 3 juta kematian.
Sebanyak 40% populasi dunia tinggal di daerah endemik malaria dan di Indonesia
35% penduduknya tinggal di daerah yang berisiko terinfeksi malaria (Harijanto,
Nugroho, & Gunawan, 2009).

Malaria adalah penyebab anemia hemolitik yang disebabkan oleh infeksi
sel-sel darah merah oleh protozoa dari genus Plasmodium yang ditularkan kepada
manusia melalui air liur nyamuk Anopheles betina (WHO,2010). Penyakit ini
disebabkan oleh Plasmodium yang terdiri dari empat jenis yaitu Plasmodium
falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae, dan Plasmodium vivax.
Dari empat jenis Plasmodium yang menyebabkan malaria pada manusia,
Plasmodium falciparum adalah yang paling parah dan fatal, penyakitnya biasa
disebut malaria tropika/ malaria serebral (Katzung, 2006).

Obat antimalaria yang efektif, aman, praktis dalam pemakaian, dan
terjangkau secara ekonomis sangat diperlukan untuk mengurangi kematian akibat
malaria. Untuk saat ini, obat antimalaria yang banyak dikembangkan bekerja
dengan cara menghambat atau mematikan bentuk aseksual parasit malaria yang
berada di dalam eritrosit manusia (skizontosida darah). Obat-obat yang efektif dan
bekerja cepat diantaranya adalah kina, klorokuin, kinidin, meflokuin, dan derivat
artemisinin. Obat lainnya seperti proguanil, pirimetamin, sulfonamid, sulfon, dan
antibiotik yang berkhasiat sebagai antimalaria bekerja lambat. Masalah utama
yang dihadapi saat ini yaitu kegagalan terapi karena resistensi parasit terhadap
obat antimalaria (Harijanto, Nugroho, & Gunawan, 2009).

Ada beberapa kemungkinan penyebab parasit malaria menjadi resisten
terhadap antimalaria contohnya klorokuin, diantaranya yaitu parasit tidak
mempunyai sisi aktif untuk berikatan dengan klorokuin sehingga obat ini tidak
dapat terkonsentrasi di dalam sel darah merah, Plasmodium yang resisten

mempunyai jalur biokimia lain untuk mengadakan sintesis asam amino sehingga
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dapat menghindarkan pengaruh klorokuin, dan mutasi spontan di bawah tekanan
obat (Pribadi & Muljono, 2004).

Pengembangan obat antimalaria merupakan hal yang sangat penting
dalam pengendalian malaria. Untuk melaksanakan tujuan ini, diperlukan
identifikasi mengenai target penghambatan serta senyawa untuk pengobatan
malaria (Mittamura & Palacpac, 2003). Dalam satu dekade terakhir ini, telah
ditemukan target yang cukup potensial untuk antimalaria. Target ini adalah jalur
biosintesis asam lemak tipe Il yang berlangsung pada Plasmodium falciparum,
dengan target spesifik yaitu Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein
Reductase (PfENR). Target ini dipilih karena mempunyai peran penting dalam
proses sintesis asam lemak dalam tubuh Plasmodium falciparum (Tasdemir,
2006).

PfENR adalah enzim yang berperan penting dalam biosintesis asam lemak
tipe 1l Plasmodium falciparum. PFENR mengkatalisis langkah akhir dari siklus
elongasi pada biosintesis asam lemak, bekerja dengan cara mengurangi ikatan
rangkap karbon pada enoil yang terikat secara kovalen pada pembawa protein asil
(Kapoor, Gopalakrishnapai, Surolia, & Surolia, 2004).

Proyek pencarian obat baru membutuhkan waktu yang cukup lama dan
biaya yang cukup besar. Berdasarkan sejarah, penemuan obat baru diperoleh
melalui sistem screening secara farmakologi menggunakan hewan coba, hamun
dengan banyaknya senyawa yang ada, hal ini sangat tidak efisien untuk tetap
dilakukan (Wolff, 1996).

Kemajuan teknologi informasi pada saat ini dapat dijadikan alternatif
untuk pencarian obat baru. Oleh sebab itu, dikembangkanlah metode screening
sebagai tahap awal dalam rangkaian pencarian kandidat calon obat dengan
menggunakan teknologi komputer. Dengan adanya teknologi informasi ini, proses
screening dilakukan dengan metode in silico atau virtual screening (simulasi
komputer).

Penapisan in silico adalah sistem komputasi atau analog in silico pada
skrining biologi. Tujuan dari penapisan in silico adalah untuk mencari nilai,
peringkat atau menyaring suatu set struktur data menggunakan satu atau lebih

prosedur komputasi. Penapisan in silico digunakan untuk membantu menentukan
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senyawa yang akan ditapis ataupun membantu untuk proses sintesis (Leach,
Shoichet, & Peishoff, 2006).

Pada penelitian ini akan dilakukan penapisan in silico  dengan
menggunakan database Tanaman Obat di Indonesia untuk mendapatkan kandidat
senyawa inhibitor Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase
(PfENR) sebagai rangkaian dari pencarian kandidat obat antimalaria. Metode in
silico dipilih karena waktu penelitian yang lebih cepat dan biaya yang relatif
murah. Penapisan in silico atau virtual screening yang dilakukan pada penelitian
ini adalah structured based virtual screening karena struktur tiga dimensi dari
protein target yaitu PfENR tersedia pada bank data protein.

Pencarian inhibitor pada proses sintesis asam lemak tipe Il pada
Plasmodium falciparum dipilih untuk mempersingkat daur hidupnya. Pemutusan
rantai pada saat sintesis menjadikan Plasmodium kekurangan energi untuk
melakukan metabolisme sehingga lama kelamaan akan mati. Penelitian ini
diharapkan dapat memperoleh kandidat senyawa inhibitor PfENR dari database
Tanaman Obat di Indonesia yang nantinya dikembangkan secara lebih lanjut

dalam rangkaian proses pencarian obat antimalaria yang baru.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh kandidat senyawa inhibitor
Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR) dengan
cara penambatan molekuler menggunakan ligan dari database Tanaman Obat di

Indonesia sebagai tahap awal dari rangkaian proses pencarian obat antimalaria.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Asam Amino dan Protein

Asam amino merupakan unit dasar struktur protein. Suatu asam amino
terdiri dari gugus amin, gugus karboksil, atom hidrogen dan gugus R tertentu yang
terikat pada sebuah atom karbon pusat, yang disebut a-karbon. Atom karbon
disebut o karena bersebelahan dengan gugus karboksil (asam) dan gugus R
menyatakan rantai samping. Susunan tetrahedral dari empat gugus berbeda yang
berikatan pada atom o-karbon menjadikan asam amino mempunyai aktivitas
optik. Dua bentuk bayangan cermin yang disebut isomer L dan D, protein hanya
terdiri dari asam amino L yang terdiri dari dua puluh jenis penyusunnya (Gambar
2.1) (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002).

Susunan residu asam amino berbeda yang secara berulang dihubungkan
melalui ikatan peptida membentuk suatu polimer linear disebut polipeptida atau
protein. Rantai polipeptida ini mempunyai panjang antara 40 sampai 33.000
residu asam amino (sangat sedikit yang lebih dari 1500 residu asam amino).
Protein memiliki berat molekul lebih dari 5.000 (g/mol).

Protein sangat berguna dalam kehidupan serta memiliki fungsi penting
dalam seluruh proses biologis. Berdasarkan fungsi biologis tersebut, protein dapat
diklasifikasikan sebagai enzim (dehidrogenase, kinase), protein penyimpanan
(feritin, mioglobin), protein pengatur (protein pengikat DNA, hormon
polipeptida), protein struktural (kolagen, proteoglikan), protein pelindung (faktor
pembekuan darah, imunoglobulin), protein pengangkut (hemoglobin, lipoprotein
plasma), dan protein kontraktil/ motil (aktin, tubulin) (Murray, Granner , Mayes,
& Rodwell, 2003).

2.1.1 Struktur Protein
2.1.1.1 Struktur Primer

Sekuens asam-asam amino pada sebuah protein disebut struktur primer
protein. Dalam protein, asam amino tersusun secara kovalen oleh ikatan peptida
yang berupa interaksi amida antara grup a-karboksil dari satu asam amino dan

grup o-amino dari asam amino lainnya. Urutan penamaan rantai peptida ditulis
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dengan letak asam amino dengan gugus amin bebas (terminal-N) di Kiri
sedangkan asam amino dengan gugus karboksil bebas (terminal-C) di kanan
(Gambar 2.2a). Oleh karena itu, semua sekuens asam amino dibaca dari terminal
N ke C (Pamela & Harvey, 1994).

2.1.1.2 Struktur Sekunder

Dalam struktur sekunder protein, digambarkan konformasi dari segmen-
segmen rantai kerangka sebuah protein seperti pada Gambar 2.2b. Untuk
meminimisasi energi, sebuah rantai polipeptida cenderung melipat ke dalam
struktur geometri berulang seperti heliks-a (a-helix) dan lembaran-3 (5-sheet).

Heliks-a merupakan elemen umum pada struktur sekunder dalam sebuah
rantai polipeptida terlipat. Konformasi dari ikatan ini berupa tulang punggung
(backbone) polipeptida yang membentuk kumparan sepanjang aksis dari molekul
protein. Heliks ini distabilkan oleh ikatan hidrogen yang terjadi pada atom
hidrogen yang terikat pada atom nitrogen amida dengan oksigen pada gugus
karbonil. Subsituen pada karbon-a dari asam amino menonjol keluar dari heliks,
sehingga gangguan sterik diminimisasi. Karena struktur asam amino pada protein
mempunyai konfigurasi L, maka heliks-a merupakan heliks yang dominan kanan.
Hal ini menyebabkan heliks berputar searah jarum jam seiring perputarannya ke
bawah (Bruice, 2003).

Lembaran-p disebut dengan lembaran beta terlipat karena strukturnya bila
diperpanjang menyerupai lembaran-lembaran yang berlipat. lkatan hidrogen
terjadi antara rantai peptida yang berdekatan. Dua rantai peptida terikat oleh
ikatan hidrogen dapat terjadi dalam arah yang sama (paralel) maupun
berkebalikan (antiparalel) (Gambar 2.2c). Dalam lembaran-f paralel, rantai yang
berdekatan terletak pada arah yang sama. Sedangkan dalam lembaran-p
antiparalel, dua rantai yang berdekatan terletak pada arah yang terbalik (Petsko &
Ringe, 2003).

2.1.1.3 Struktur Tersier
Struktur tersier dari sebuah protein adalah gambaran tiga dimensi dari

semua atom dalam protein (Gambar 2.3a). Protein melipat secara spontan dalam
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larutan (cairan tubuh) dengan tujuan memaksimalkan stabilitas protein. Setiap kali
terjadi interaksi yang menstabilkan antara dua atom, energi bebas dilepaskan.
Makin banyak energi yang dilepaskan (AG makin negatif), protein tersebut makin
stabil. Oleh karena itu, pelipatan protein cenderung terjadi ke dalam sebuah
bentuk yang memaksimalkan jumlah interaksi penstabilan (Bruice, 2003).

Bentuk interaksi penstabilan protein yakni ikatan kovalen, ikatan hidrogen,
interaksi elektrostatik, interaksi hidrofobik, dan interaksi van der Waals. Ikatan
kovalen yang terjadi hanya ikatan disulfida yang terbentuk ketika protein melipat.
Ikatan lainnya jauh lebih lemah, tapi karena begitu banyak ikatan tersebut terjadi,
ikatan-ikatan tersebut sangat penting dalam pelipatan protein (Bruice, 2003).

Protein biasanya terdapat dalam lingkungan larutan yang encer. Oleh
karena itu, pelipatan protein cenderung terjadi dengan konformasi gugus polar
yang berada di permukaan dan gugus nonpolar yang terletak di dalam jauh dari
air. Interaksi yang terjadi antara grup nonpolar dikenal dengan interaksi
hidrofobik. Interaksi ini meningkatkan stabilitas protein dengan meningkatkan
entropi dari molekul air (Bruice, 2003). Ikatan hidrogen terjadi antara gugus polar
pada permukaan protein dengan molekul air. Di bagian lainnya, terjadi ikatan
hidrogen pada tulang punggung (backbone) antara atom hidrogen yang terikat
pada atom nitrogen amida dengan oksigen pada gugus karbonil (Murray, Granner,
Mayes, & Rodwell, 2003).

Interaksi elektrostatik menghubungkan gugus —R yang memiliki muatan
berlawanan pada sejumlah residu dengan karbon a yang bermuatan pada residu
terminal karboksil serta amino. Sedangkan interaksi van der Waals bersifat sangat
lemah dan hanya bekerja pada jarak yang pendek. Namun jika terlalu dekat, pada
ikatan ini akan terjadi gaya tolak menolak (Murray, Granner , Mayes, & Rodwell,
2003).

2.1.1.4 Struktur Kuartener

Struktur Kkuartener sebuah protein menggambarkan bagaimana subunit-
subunit tersebut tersusun dalam sebuah ruang (Gambar 2.3b). Protein yang
mempunyai lebih dari satu rantai peptida disebut sebagai oligomer. Rantai

tunggalnya disebut sebagai subunit yang berada pada struktur kuartener sebuah
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protein, dihubungkan dengan interaksi-interaksi yang sama seperti rantai tunggal
protein dalam struktur tiga dimensinya yakni interaksi hidrofobik, ikatan
hidrogen, dan interaksi elektrostatik. Sebuah protein dengan subunit tunggal
disebut sebagai monomer, dua subunit sebagai dimer, tiga subunit sebagai trimer,
dan empat subunit sebagai tetramer (Gambar 2.3c). Protein dengan subunit yang
tidak sama disebut sebagai heterooligomer. Subunit ini melaksanakan fungsi yang
secara tipikal berbeda pula (Petsko & Ringe, 2003).

2.1.2 Interaksi Protein dengan Ligan
2.1.2.1 Interaksi Hidrogen

Ikatan hidrogen adalah ikatan yang terjadi antara hidrogen dengan atom
F,O,N (Bruice, 2003). Normalnya, atom hidrogen membentuk ikatan kovalen
dengan atom lain, namun atom hidrogen yang terikat secara kovalen dengan atom
donor tersebut juga dapat berinteraksi membentuk ikatan hidrogen dengan atom
akseptor. Dalam pembentukan ikatan hidrogen, atom donor harus elektronegatif
sehingga ikatan kovalen antara atom donor dengan H bersifat polar. Atom
akseptor juga harus elektronegatif dan harus mempunyai setidaknya sepasang
elektron sunyi sehingga dapat menyerang & dari atom hidrogen (Lodish, Berk,
Zipursky, Matsudaira, Baltimore, & Darnell, 2000). Ikatan hidrogen paling kuat
ketika molekul berada dalam orientasi interaksi elektrostatik yang maksimum.
Keadaan ini terjadi ketika atom hidrogen dan dua atom lain yang berikatan berada
dalam satu garis, dimana atom akseptor berada segaris dengan ikatan kovalen
antara atom donor dan atom H (Nelson & Cox, 2001).

Dalam sistem biologis, baik donor maupun akseptor biasanya merupakan
atom nitrogen atau oksigen, khususnya atom dalam gugus amino (-NH,) dan
hidroksil (-OH). Karena ikatan antara N-H dan O-H bersifat polar, atom H-nya
dapat berikatan hidrogen dengan atom akseptor (Lodish, Berk, Zipursky,
Matsudaira, Baltimore, & Darnell, 2000).

2.1.2.2 Interaksi van der Waals
Ketika dua atom mendekat satu sama lain, kedua atom ini membentuk

gaya tarik yang lemah dan nonspesifik yang menyebabkan interaksi van der
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Waals. Interaksi nonspesifik ini dihasilkan dari fluktuasi acak dalam distribusi
elektron dari semua atom yang menyebabkan kenaikan distribusi elektron
sementara yang tak seimbang yakni dipol elektrik sementara. Jika dua atom yang
terikat secara kovalen berdekatan, dipol sementara pada satu atom akan
mengganggu awan elektron atom lainnya. Gangguan ini menyebabkan dipol
sementara dari atom kedua, dan kedua dipol tersebut akan tertarik satu sama lain
secara lemah. Sama halnya dengan suatu ikatan kovalen yang polar dalam satu
molekul akan menarik dipol yang berlawanan dari molekul lain (Lodish, Berk,
Zipursky, Matsudaira, Baltimore, & Darnell, 2000).

Kekuatan interaksi van der Waals berkurang drastis ketika jarak molekul
meningkat sehingga interaksi ini hanya terbentuk ketika atom-atom terletak dekat.
Akan tetapi jika atom terletak terlalu dekat, maka atom- atom tersebut saling tolak
menolak karena adanya muatan negatif pada kulit elektron terluar. Radius van der
Waals dari atom H adalah 0,1 nm, dan radius dari atom O, N, C, S berkisar antara
0,14 — 0,18 nm. Jarak dari dua atom yang berikatan kovalen adalah jumlah radius
dari keduanya. Contoh jarak interaksi yang terjadi yaitu jarak antara atom H dan C
dalam interaksi van der Waals adalah 0,27 nm, dan jarak antar atom C adalah 0,34
nm (Lodish, Berk, Zipursky, Matsudaira, Baltimore, & Darnell, 2000).

Energi dari interaksi van der Waals adalah sekitar 1 kkal/mol, hanya
sedikit lebih tinggi dari energi termal rata-rata dari molekul pada suhu 25° C. Oleh
karena itu, interaksi van der Waals lebih lemah dibanding ikatan hidrogen yang
biasanya memiliki energi antara 1-2 kkal/mol dalam larutan encer (Lodish, Berk,
Zipursky, Matsudaira, Baltimore, & Darnell, 2000).

2.1.2.3 Interaksi Hidrofobik

Molekul nonpolar tidak mengandung ion, memiliki momen dipol atau
terhidrasi. Karena molekul tersebut tak larut atau hampir tak larut dalam air,
molekul itu disebut hidrofobik. lkatan kovalen antara dua karbon dan antara
karbon dan hidrogen adalah ikatan nonpolar yang paling umum dalam sistem
biologis. Hidrokarbon merupakan molekul yang terbentuk dari karbon dan
hidrogen dan bersifat tak larut dalam air. Ikatan atau gaya hidrofobik

menyebabkan molekul-molekul hidrofobik dari bagian molekul nonpolar lebih
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menyatu daripada terlarut dalam air (Lodish, Berk, Zipursky, Matsudaira,
Baltimore, & Darnell, 2000).

Molekul nonpolar juga dapat terikat bersamaan melalui interaksi van der
Waals. Total hasil interaksi hidrofobik dan interaksi van der Waals menjadikan
molekul hidrofobik sangat kuat berikatan bersama dan tidak dengan air. Secara
sederhana, sesuai dengan teori like dissolves like, molekul polar larut dalam
pelarut polar seperti air sedangkan molekul nonpolar larut dalam pelarut nonpolar
seperti heksan (Lodish, Berk, Zipursky, Matsudaira, Baltimore, & Darnell, 2000).

2.2 Enzim

Polimer biologis yang mengkatalisis reaksi biokimia dalam tubuh,
mengkatalisis perubahan satu atau lebih mol (substrat) membentuk satu atau lebih
produk disebut dengan enzim. Sebagai katalis dengan efisiensi tinggi, enzim
merupakan pengkatalis yang sangat selektif, terdapat dalam konsentrasi yang
sangat rendah di dalam sel, dimana meningkatkan laju reaksi tanpa mengubah
kesetimbangan. Enzim spesifik bagi tipe reaksi maupun substrat atau senyawa
yang mirip substrat serta memiliki berat molekul berkisar antara 12.000 hingga
lebih dari satu juta (Nelson & Cox, 2001).

Enzim diberi nama menurut sistem yang dirancang oleh Komisi Enzim
(Enzyme Commission, EC) dari International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC), dan berdasarkan pada tipe reaksi yang dikatalisis. Setiap tipe
enzim mempunyai nomor EC yang spesifik, serta nama yang kompleks namun
jelas. Dalam praktiknya, lebih dikenal dengan nama reaktan utamanya yang
spesifik, dengan ditambahkan akhiran —ase (Ngili, 2010).

Tabel 2.1 Enam kelas utama enzim berdasarkan reaksi yang dikatalisasi oleh enzim

Kelas Enzim Tipe Reaksi yang Dikatalisis
Oksidoreduktase Oksidasi-reduksi. Pendonor hidrogen atau elektron adalah salah satu
substratnya.
Transferase Transfer gugus kimia dari bentuk umum

A-X + B 2> A+B-X
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(lanjutan)

Hidrolase Pemotongan hidrolitik pada C-- C, C-- N, C-- O, dan ikatan lainnya.

Liase Pemotongan (bukan hidrolitik) pada C—C, C—N, C—O, dan ikatan
lainnya, meninggalkan ikatan rangkap; atau alternatifnya yakni
penambahan gugus pada suatu ikatan rangkap.

Isomerase Perubahan penataan geometris (spasial) suatu molekul

Ligase Ligasi (menghubungkan) dua molekul dengan mengikutsertakan

hidrolisis senyawa yang memiliki AG besar untuk hidrolisis.

Reaksi katalisis enzim dikarakterisasi oleh formasi kompleks yang terjadi
antara substrat dan enzim. lkatan dengan substrat terjadi pada sisi aktif enzim.
Energi yang digunakan untuk peningkatan aktivitas enzim berasal dari interaksi-
interaksi lemah (ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan interaksi ionik) antara
substrat dan enzim. Sisi aktif enzim dibangun agar interaksi lemah tersebut dapat
terjadi pada reaksi transisi sehingga dapat menstabilkan keadaan tersebut. Energi
afinitas ikatan (AG), digunakan untuk menurunkan entropi substrat atau
mengakibatkan perubahan konformasi enzim (induced fit). Energi afinitas ikatan
Juga merupakan nilai yang menggambarkan spesifitas enzim terhadap substrat
(Nelson & Cox, 2001).

Suatu inhibitor dapat menghambat enzim dengan beberapa mekanisme
diantaranya kompetitif dan nonkompetitif. Pada inhibisi kompetitif, inhibitor
berikatan dengan situs pengikatan substrat pada sisi aktif dan memblok akses
substrat tersebut. Struktur dari inhibitor kompetitif ini menyerupai struktur
substrat alami sehingga dinamakan analog substrat. Efek yang terjadi pada
mekanisme ini adalah inhibitor tersebut bekerja dengan menghambat terjadinya
pengikatan enzim dengan substrat (Nelson & Cox, 2001).

Pada mekanisme penghambatan nonkompetitif, pengikatan inhibitor tidak
mempengaruhi pengikatan substrat. Inhibitor nonkompetitif berikatan dengan
enzim pada sisi yang berbeda dengan sisi pengikatan substrat yang disebut dengan
gugus allosterik (Nelson & Cox, 2001).
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2.1 Malaria

Salah satu penyakit yang cukup menjadi perhatian penting di dunia adalah
malaria. Penyakit ini tidak hanya menyerang manusia tetapi juga primata seperti
monyet, kera, reptil dan burung. Malaria terjadi karena infeksi dari protozoa genus
Plasmodium yang menyerang sel darah merah hospes. Secara klinis dikenal ada 3
macam penyakit malaria, yakni malaria tropika yang disebabkan oleh Plasmodium
falciparum, malaria tersiana yang disebabkan oleh Plasmodium vivax dan
Plasmodium ovale (jarang terdapat di luar Afrika), dan malaria kuartana yang

disebabkan oleh Plasmodium malariae (Syarif & Zunilda, 2007).
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Gambar 2.4. Siklus Hidup Plasmodium

Penyakit malaria ditransmisikan melalui gigitan nyamuk Anopheles betina.
Siklus hidup Plasmodium terjadi dalam dua fase yaitu fase seksual di dalam tubuh
Plasmodium dan fase aseksual di dalam tubuh manusia setelah Plasmodium

menginfeksi melalui vektor nyamuk. Melalui gigitan nyamuk, sporozoit
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Plasmodium masuk ke dalam hepatosit di hati dan memulai fase aseksual dengan
berkembang menjadi skizon (tahap eksoeritrositik atau skizogoni). Setelah 5-15
hari, skizon akan melepaskan sel anak (merozoit) ke dalam darah yang akan
menginvasi eritrosit. Di dalam eritrosit, merozoit mengalami perubahan menjadi
bentuk cincin kemudian tropozoit, skizon dan merozoit yang kemudian akan
menginvasi eritrosit baru. Fase aseksual terjadi selama 48 jam untuk
P.falciparum, P.vivax dan P.ovale serta 72 jam untuk P.malariae. Setelah itu,
merozoit akan berkembang menjadi gametosit. Gametosit, jantan
(mikrogametosit) dan betina (makrogametosit), dapat terhisap ke dalam tubuh
nyamuk pada saat menghisap darah manusia. Gametosit tersebut akan mengalami
fase seksual (sporogoni) di dalam tubuh nyamuk. Di dalam perut nyamuk,
mikrogamet akan memasuki makrogamet menghasilkan zigot. Zigot berubah
menjadi motil dan memanjang (ookinet) yang akan berkembang menjadi ookist
dan terakhir berubah menjadi sporozoit di dalam kelenjar saliva. Sporozoit ini
akan kembali menginfeksi manusia melalui gigitan nyamuk. Tidak seperti
P.falciparum dan P.malariae yang hanya tinggal di hati selama 3 minggu sebelum
menginvasi eritrosit, P.ovale dan P.vivax dapat tinggal di hati dalam jangka waktu
yang lama dalam bentuk laten (hipnozoit) sehingga dapat menyebabkan infeksi
berulang setelah berminggu-minggu atau berbulan-bulan kemudian (Malaria,
2011).

Malaria yang disebabkan oleh Plasmodium falciparum tercatat sebagai
penyakit yang paling mematikan, malaria ini biasa disebut dengan malaria
tropika/ serebral. Gejala klinis malaria karena P.falciparum umumnya lebih berat
dan lebih akut dibandingkan jenis lain ditandai dengan panas yang tidak teratur,
anemia, splenomegali, dan sering terjadi komplikasi (Harijanto, Nugroho, &
Gunawan, 2009). Malaria ini menyerang semua jenis sel darah merah, yang
menyebabkan sel menjadi sangat rapuh. Banyaknya sel darah merah yang rusak
akibat infeksi parasit menjadikan transportasi ke organ vital tubuh menjadi
terganggu dan dapat mengakibatkan kematian secara cepat (Dziedzic, 2009).

Penanganan terhadap penyakit malaria yang disebabkan oleh Plasmodium
falciparum telah banyak dilakukan. Banyak peneliti berusaha untuk menemukan

dan mengembangkan obat antimalaria baru karena banyaknya resistensi pada obat
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malaria saat ini. Selain itu, diperlukan juga target baru untuk terapi malaria.

Tujuannya untuk menghasilkan obat yang aman dan mampu melawan parasit

malaria yang telah resisten terhadap antimalaria sebelumnya. Salah satu target

protein yang dapat digunakan untuk penambatan yaitu Plasmodium falciparum
Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR).

Tabel 2.2. Target antimalaria

Lokasi Mekanisme Molekul Terapi Senyawa baru
Target sebelumnya
Sitosol Metabolisme Dihidrofolat  Pirimetamin Klorproguanil
Folat reduktase
Glikolisis Timidilat 5-fluoroorotat
sintase
Vakuola Hidrolisis Plasmepsin Protease
makanan Hemoglobin inhibitor
Apikoplas Biosintesis FabH Tiolaktomisin
asam lemak PfENR Triklosan
tipe 11
Membran Sintesis Pembawa G25
Parasit fosofolipid kolin
Ekstraseluler  Invasi eritrosit ~ Subtilisin Protease
serin inhibitor
protease

2.2

Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR)

Plasmodium falciparum Enoyl Acyl Carrier Protein Reductase (PfENR)

terletak di dalam apikoplas, dimana organel tersebut merupakan tempat terjadinya

beberapa metabolisme dalam Plasmodium falciparum. Salah satu proses yang

terjadi di dalam apikoplas (Gambar 2.5) yaitu biosintesis asam lemak yang cukup
penting untuk kehidupan organisme. Asam lemak merupakan komponen utama

membran sel sehingga sangat dibutuhkan kehadirannya untuk mempertahankan
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keutuhan sel. Pada Plasmodium falciparum, biosintesis asam lemak juga
dibutuhkan untuk pertumbuhan sel, pembelahan sel dan homeostatis. Biosintesis
asam lemak meningkat selama fase eritrosit, dimana parasit tumbuh dan

membelah dengan sangat cepat (Tasdemir, 2006).

Sitoplasma Vakuola makanan
Jalur sikimat Polimerisasi Heme
Metabolisme folat Degradasi Hemoglobin

Famesilasi protein e
Glikolisis %ﬁ//\\
<« \
f 2 \

| ‘\'ﬂl Apikoplas
Biosintesis Isopren
Biosintesis Asam

| = =l Il
Nukleus b \\\_/ y Lemak
Replikasi \ /,.f' Biosintesis Heme
Transkripsi i //<

Translasi . =
anslas = SR Membran

Transporter ABC
ATP-ase tipe F,V,P

Mitokondria
Biosintesis Heme
Transpor elektron

[Sumber: Tasdemir,2010] “telah diolah kembali”
Gambar 2.5. Lokasi metabolisme pada Plasmodium falciparum

Biosintesis asam lemak yang terjadi pada Plasmodium falciparum yaitu
biosintesis asam lemak tipe Il. Salah satu enzim yang berperan dalam proses
tersebut yaitu PfENR yang merupakan enzim kunci dalam jalur biosintesis
asam lemak tipe Il. Enzim ini terlibat dalam langkah reduksi perpanjangan akhir
biosintesis asam lemak (Morde, Shaikh, Pissurlenkar, & Coutinho, 2009). PfENR
mengkatalisis langkah akhir dari perpanjangan rantai lemak dengan cara
mengkonversi trans-2-asil-ACP menjadi asil-ACP dan mengurangi ikatan rangkap
karbon pada enoil yang terikat secara kovalen pada pembawa protein asil (Jeff
Zhigiang Lu, Lee, Waters, & Prigge, 2005). PFENR menggunakan NADH sebagai
koenzim dalam reaksi katalisis dimana Crotonoyl-CoA diubah menjadi Butyryl-

CoA seperti gambar di bawah ini.

o o]
/\)'L ENR "
S CoA + NADH /> CoA NAD
Crotonoyl-CoA Butyryl-CoA

[Sumber: Tasdemir,2010]
Gambar 2.6. Reduksi Crotonoyl-CoA menjadi Butyryl-CoA
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PfENR mempunyai sekuens yang spesifik yaitu adanya penyisipan 43
residu asam amino pada salah satu untai yang tidak dimiliki pada ENR spesies
lain. Enzim ini juga mempunyai daerah kompleks yang rendah pada residu 325-
367 (garis merah) yang dikelilingi oleh residu polar seperti asparagin, lysin,
glutamin dan serin (Perozzo R, et al.,2002). PfENR yang spesifik ini
menjadikannya sangat potensial sebagai target baru antimalaria.

{
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