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ABSTRAK

ANALISIS IN SILICO SENYAWA PUNICALAGIN PADA BUAH DELIMA
(Punica granatum) TERHADAP PROTEIN NS5 DENV-3

Virus Dengue (DENV) merupakan virus RNA dengan empat jenis serotipe, yakni
DENV-1 hingga DENV-4. Virus ini mengakibatkan penyakit Infeksi Virus Dengue
(IVD) yang menyebar luas dengan sangat cepat di seluruh dunia pada beberapa
tahun terakhir. Indonesia merupakan salah satu negara endemis DENV yang
cenderung mengalami peningkatan setiap tahunnya. Kasus IVD di Indonesia
didominasi oleh DENV-3. Hingga saat ini, belum ada terapi obat spesifik untuk
penyembuhan 1VD. Oleh karena itu, diperlukan suatu senyawa yang dapat
dijadikan sebagai kandidat obat spesifik DENV. Salah satu senyawa yang memiliki
aktivitas antiviral adalah punicalagin. Punicalagin merupakan senyawa bioaktif
yang banyak ditemukan pada buah delima (Punica granatum). Berdasarkan hal
tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan punicalagin dalam
menghambat replikasi DENV. Metode yang digunakan adalah observasional
deskriptif secara in silico melalui molecular docking menggunakan aplikasi
AutoDock Tools, ChemDraw, dan Discovery Studio Visualizer. Protein target yang
digunakan adalah protein NS5 DENV-3 dengan kode ID PDB: 4V0Q. Ligan natif
yang digunakan adalah senyawa gliserol yang diambil dari struktur protein. Sebagai
pembanding, digunakan senyawa ribavirin sebagai kontrol positif. Hasil pengujian
menunjukkan senyawa punicalagin mampu berlekatan pada reseptor target di
kompleks domain C-Terminal. Penambatan ini memiliki energi bebas ikatan (AG)
sebesar -6.39 kkal/mol. Hasil ini lebih baik dibandingkan dengan AG ribavirin.
Selain itu, konstanta inhibisi (Ki) punicalagin terbukti lebih baik dibandingkan
dengan ribavirin. Berdasarkan hasil tersebut dapat diketahui bahwa senyawa
punicalagin efektif dalam menghambat replikasi DENV serta berpotensi sebagai
kandidat obat DENV secara in silico.

Kata Kunci: Antiviral, DENV3, in silico, molecular docking, protein NS5,
punicalagin, Punica granatum.
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ABSTRACT

IN SILICO ANALYSIS OF PUNICALAGIN COMPOUNDS IN
POMEGRANATE (Punica granatum) AGAINST NS5 PROTEIN DENV-3

Dengue virus (DENV) is a RNA virus with four types of serotypes, namely DENV-
1 to DENV-4. This virus causes Dengue Virus Infection (IVD) which has spread
rapidly throughout the world in recent years. Indonesia is one of the DENV
endemic countries which tends to increase every year. IVD cases in Indonesia are
dominated by the DENV-3. Until now, there is no specific drug therapy for IVD
cure. Therefore, a compound is needed that can be used as a DENV specific drug
candidate. One compound that has antiviral activity is punicalagin. Punicalagin is
a bioactive compound that is commonly found in pomegranate (Punica granatum).
Based on this, the study aims to determine the ability of punicalagin to inhibit
DENYV replication. The method used is descriptive observational in silico through
molecular docking using the AutoDock Tools, ChemDraw, and Discovery Studio
Visualizer applications. The target protein used is NS5 DENV-3 protein with PDB
ID code: 4V0Q. The native ligand used is a glycerol compound taken from the
protein structure. As a comparison, ribavirin was used as a positive control. The
test results show that the punicalagin compound is capable of attaching to the target
receptor in the C-Terminal domain complex. This docking has a bond free energy
(AG) of -6.39 kcal/mol. This result is better than AG ribavirin. In addition, the
inhibition constant (Ki) of punicalagin was shown to be better than that of ribavirin.
Based on these results it can be seen that the punicalagin compound is effective in
inhibiting  DENV replication and has the potential to be an in silico
DENYV drug candidate.

Keyword: "Antiviral, DENV3, in silico, ‘molecular docking, NS5 protein,
punicalagin, Punica granatum.
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BAB |

PENDAHULUAN

Latar Belakang

Virus merupakan jasad renik berukuran mikroskopis yang dapat
mengakibatkan infeksi pada sel organisme biologis. Berdasarkan jenis asam
nukleatnya, virus dibedakan menjadi dua jenis yakni virus DNA dan virus
RNA. Struktur asam nukleat ini ditutupi oleh kapsid yang tersusun atas lipid,
protein, glikoprotein atau kombinasi ketiganya. Virus hanya mampu hidup
ketika terdapat sel inang, dan tidak bisa bertahan hidup di luar sel inang.
Oleh sebab itu, virus disebut sebagai parasit obligat intraseluler
(Suprobowati & Kurniati, 2018). Sebagai parasit obligat intraseluler, virus
mampu menginvasi berbagai organ tubuh manusia maupun makhluk hidup
lainnya yang dapat menimbulkan penyakit, dari derajat ringan hingga parah.
Infeksi virus bisa terjadi kapanpun dan tidak terbatas pada jenis kelamin,
umur, maupun ras tertentu. Pada beberapa dekade terakhir, penyakit
infeksius akibat. virus menjadi salah satu masalah kesehatan dunia yang
berpengaruh pada tingkat kesehatan masyarakat (Usmar et al., 2021). Salah
satu virus yang masih menjadi permasalah kesehatan dunia adalah dengue
virus (DENV) yang dapat mengakibatkan Infeksi Virus Dengue (IVD)
(Sabir et al., 2021).

DENV merupakan jenis virus RNA yang memiliki empat jenis
serotipe. Virus ini mengakibatkan penyakit IVD yang menyebar luas dengan

sangat cepat di seluruh dunia pada beberapa tahun terakhir. 1VD



mengakibatkan munculnya gejala klinis serta profil epidemiologi yang
berbeda-beda. Hal ini mengakibatkan penilaian karakteristik klinis dan hasil
laboratorium dengan ciri khusus pada setiap serotipe sulit dilakukan
(Andriyoko et al., 2012). Virus dengue ditularkan melalui nyamuk Aedes sp
betina, terutama Aedes aegypti dan Aedes albopictus (WHO, 2021).

Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) melaporkan bahwa 1VD
terbukti mengalami peningkatan 30 kali lipat di seluruh dunia pada lima
dekade terakhir, sekitar 100 juta orang yang baru terinfeksi diperkirakan
berasal dari lebih 100 negara endemik dengan 20.000 angka kematian setiap
tahunnya. Persebaran DENV lebih cepat terjadi di wilayah tropis dan
subtropis (Islam et al., 2021). Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi
persebaran DENV, seperti populasi nyamuk di suatu wilayah serta tingkat
imunitas kelompok masyarakat. Populasi nyamuk akan meningkat saat
musim hujan. Hal ini diakibatkan oleh banyaknya genangan air yang dapat
dijadikan tempat perindukan nyamuk (Farasari & Azinar, 2018).

Indonesia merupakan negara beriklim tropis terbesar di Asia
Tenggara. Hal ini menjadikan nyamuk mampu bertahan hidup hampir di
seluruh wilayah di Indonesia. Nyamuk merupakan salah satu vektor
penyakit yang dapat mengakibatkan 1VD. Hampir seluruh wilayah
Indonesia merupakan wilayah endemis DENV (Farasari & Azinar, 2018).
Tingginya tingkat kelembaban serta suhu yang optimal di Indonesia
mengakibatkan nyamuk mampu bertahan hidup dalam kurun waktu yang
cukup lama (Suryani, 2018). Kasus IVD di Indonesia cenderung mengalami

peningkatan setiap tahunnya, sehingga menjadi salah satu permasalahan



kesehatan di masyarakat yang belum bisa diatasi (Farasari & Azinar, 2018).
Data Kementerian Kesehatan Republik Indonesia (2021), menyebutkan
bahwa kasus VD terjadi sebanyak 108.303 kasus yang tercatat pada tahun
2020. Jumlah ini mengalami penurunan dari tahun sebelumnya. Penurunan
kasus juga berbanding lurus dengan jumlah kota/kabupaten yang terjangkit
IVD. Secara nasional, angka kematian CFR (Case Fatality Rate) akibat
kasus IVD pada tahun 2020 mencapai 0,7%. Angka ini cenderung
mengalami peningkatan dibandingkan tahun sebelumnya yang mencapai
0,67%.

Pembahasan terkait virus penyebab wabah penyakit telah tercantum
dalam beberapa hadis Rasulullah SAW. Hadis-Hadis Rasulullah
menjelaskan virus atau wabah penyakit dengan kata Thaa 'uun yang
memiliki makna mencucuk atau menyakiti sesuatu dengan terus menerus
(Firdaus, 2020). Salah satu hadis tentang 7Thaa uun diriwayatkan oleh
Bukhari yang berbunyi:

e Jo 0 0y 5 g 1 29 2 2 BBy 185 36 aud BT 2 ey 06 IS

o2 5B gl ol 65 By e 11208 56 il 2B 15 6 (Lo
Artinya:
“Telah menceritakan kepada kami Abdullah bin Yusuf telah mengabarkan
kepada kami Malik dari Ibnu Syihab dari Abdullah bin ‘Amir bahwa Umar
pernah bepergian menuju Syam, ketika dia sampai di daerah Sargha,
diberitahukan kepadanya bahwa negeri Syam sedang terjangkiti wabah
penyakit menular, lantas Abdurrahman bin ‘Auf memberitahukan
kepadanya bahwa Rasulullah # bersabda, "Jika kalian mendengar wabah
tersebut menjangkiti suatu negeri, maka janganlah kalian menuju ke sana,
namun jika dia menjangkiti suatu negeri dan kalian berada di dalamnya,
maka janganlah kalian keluar dan lari darinya.” (HR. Bukhari: 5289).

Hadis tersebut menjelaskan terkait thaa ‘uun yang merupakan wabah

penyakit menular, seperti halnya virus dengue (DENV) yang merupakan



salah satu bentuk thaa uun atau wabah penyakit yang ditimpakan kepada
suatu kaum dengan tujuan untuk menjadi ujian sekaligus pengingat bagi
umat manusia, supaya senantiasa sadar dan taat kepada perintah Allah SWT.
Virus dengue senantiasa menjadi pengingat bagi umat manusia dalam
menjaga kebersihan lingkungan, seperti menguras bak mandi secara teratur,
tidak menumpuk sampah di pekarangan rumah, serta membuat saluran air
agar tidak terdapat genangan air di sekitar pekarangan rumah.

Menurut Andriyoko et al. (2012), semua serotipe DENV bersirkulasi
di seluruh wilayah di Indonesia. Namun, kasus IVVD di Indonesia didominasi
olen DENV-3 pada tahun 1973-2010 (Ferly et al., 2013). Hal ini juga
berbanding lurus dengan pernyataan Wakano et al. (2016). Kasus IVD yang
terjadi di Jakarta pada tahun 2004 didominasi oleh DENV-3. Dominansi ini
juga pernah terjadi di Sleman, Yogyakarta pada tahun 2005 (Setiati et al.,
2006). Penelitian yang dilakukan oleh (Prasetyowati et al., 2010)
menyebutkan bahwa dominansi DENV-3 juga pernah terjadi di Provinsi
Jawa Barat pada tahun 2010. Penelitian lain juga menyebutkan bahwa
DENV-3 menjadi penyebab kasus VD di Provinsi Kalimantan Selatan pada
tahun 2014 dan 2018 (Hartoyo & Purnamasari, 2020). Dominansi DENV-3
juga terjadi di Surabaya, Jawa Timur pada tahun 2015 (Sucipto et al., 2016).

Survei serologi terkait persebaran serotipe DENV di Indonesia
menunjukkan hasil bahwa dominansi serotipe DENV di Indonesia adalah
DENV-2 dan DENV-3 secara bergantian. Dominansi secara bergantian
kedua serotipe ini diduga terjadi karena adanya persistensi/turunan serotipe

virus dengue oleh vektor utama sebelum ditularkan ke manusia. Persistensi



virus merupakan infeksi virus yang ditularkan secara turun temurun dari
induk kepada keturunannya sehingga eksistensi virus tetap terjaga. Hasil
penelitian menyebutkan persistensi serotipe DENV-2 mampu bertahan
hingga generasi ke-lima, sedangkan serotip DENV-3 bertahan hingga
generasi ke-tujuh. Selain itu, serotipe DENV-3 diduga memiliki kaitan erat
dengan kasus DBD pada kurun waktu 1975-1990 (Hikmawati & Huda,
2021). Virus DENV-3 juga dilaporkan mengakibatkan epidemi di wilayah
Australia pada rentang tahun 1997-1999 (Ritchie et al., 2002). Hal serupa
bisa saja terjadi di Indonesia jika tidak adanya langkah tepat dalam
penanggulangan kasus IVD, mengingat Indonesia merupakan negara
endemis DENV.

Hingga saat ini, pencegahan kasus IVD hanya terbatas pada
pemberantasan nyamuk saja. Hal ini dinilai kurang efektif karena
memerlukan repetisi dan konsistensi dari komunitas di wilayah tersebut.
Oleh sebab itu, diperlukan upaya pencegahan lain agar kasus IVD dapat
dikurangi. Salah satu upaya yang masih dikembangkan hingga saat ini
adalah pembuatan vaksin DENV. Dengvaxia merupakan salah satu vaksin
DENV yang pertama kali diproduksi masal pada tahun 2015 oleh Sanofi
Pasteur. Vaksin ini berisi virus tetravalent hidup yang dilemahkan, yaitu
DENYV 1, 2, 3, dan 4. Hasil uji klinis pada vaksin Dengvaxia menunjukkan
adanya lonjakan kasus pada kelompok usia di bawah 9 tahun setelah tahun
ketiga pengamatan. Penyebab lonjakan kasus ini tidak diselidiki. Hal ini
berbanding terbalik dengan kelompok usia di atas 9 tahun, dimana terjadi

penurunan pasien rawat inap pada 2 tahun pertama uji klinis, yakni sebesar



82% serta penurunan kasus dengue parah sebesar 93%. Oleh karena itu,
pada lisensi disebutkan bahwa vaksin hanya diberikan pada kelompok usia
9-45 tahun (Herdady & Mustarichie, 2018).

Selain Dengvaxia, terdapat jenis vaksin lain yang sedang
dikembangkan hingga saat ini, yakni Live Attenueated Vaccine (LAV) dan
vaksin Chimera. Live Attenuated Vaccine (LAV) merupakan vaksin yang
dianggap ekonomis dan dapat dijangkau oleh negara berkembang. Vaksin
LAV memiliki dua kandidat vaksin tetravalent yang dikembangkan secara
terpisah di Universitas Mahidol di Thailand, dan Walter Reed Research
Army di Amerika Serikat. Kedua jenis vaksin LAV ini memiliki tingkat
imunitas tinggi terhadap keempat serotipe DENV pada pemberian dosis
kedua dan ketiga. Namun, kombinasi vaksin ini dikhawatirkan
menimpulkan replikasi virus yang berakibat pada peningkatan keparahan
penyakit (Amin & Sungkar, 2013). Sedangkan hasil uji klinis pada vaksin
Chimera menunjukkan hasil bahwa vaksin ini mampu menginduksi antibodi
proteksi terhadap keempat serotipe DENV yang diujikan pada primata non
manusia (monyet rhesus), serta aman tanpa menimbulkan efek samping
yang serius. Namun, terjadi penurunan respon antibodi terhadap DENV-3
dan DENV-4 sehingga diperlukan reformulasi atau pengoptimalan dosis
untuk meminimalisir kendala ini (Marbawati & Wijayanti, 2014). Upaya
pembuatan dan pengembangan vaksin DENV menemui banyak tantangan,
dimana vaksin yang digunakan harus mampu menghambat pertumbuhan
seluruh serotipe DENV. Vaksin tetravalen yang berisi keempat serotipe

DENV dikhawatirkan akan menimbulkan ketidakseimbangan respon imun



sehingga akan mengakibatkan keparahan penyakit (Amin & Sungkar,
2013).

Selain vaksin, penanganan kasus IVD juga difokuskan pada
pengembangan obat antiviral. Hingga kini, terapi spesifik menggunakan
antiviral yang efektif untuk IVD masih belum ditemukan. Hal ini menjadi
kebutuhan yang mendesak untuk menekan angka kematian akibat 1VD.
Pengembangan obat spesifik untuk suatu penyakit biasanya memerlukan
beberapa tahapan uji yang memerlukan waktu cukup lama. Salah satu tahap
pengembangan obat adalah pengujian secara in silico. Pengujian in silico
merupakan suatu metode uji yang dilakukan menggunakan komputer. Uji
ini dilakukan untuk mengetahui interaksi yang terjadi antara suatu senyawa
uji dengan molekul target atau reseptor (F. F. Setiawan & Istyastono, 2015).
Salah satu metode pada uji in silico yang umum digunakan adalah molecular
docking. Metode ini merupakan metode komputasi yang bertujuan untuk
mengetahui interaksi antara dua molekul yang saling berikatan. Pada proses
pengembangan obat, metode molecular docking biasanya dilakukan
menggunakan molekul kecil dan makromolekul seperti ligan-protein
(Makatita et al., 2020). Metode ini dapat digunakan dalam pengujian
kandidat obat antiviral, termasuk kandidat obat DENV.

Pengujian aktivitas antiviral terhadap DENV secara in silico telah
banyak dilakukan dengan berbagai jenis senyawa uji. Beberapa senyawa
telah diujikan secara in silico untuk mengetahui efektivitasnya dalam
menghambat pertumbuhan DENV, seperti senyawa katekin, kuersetin,

artemisin, dan mangiferin. Keempat senyawa tersebut menunujukkan



aktivitas penghambatan DENV dengan nilai hambat paling tinggi terjadi
pada senyawa mangiferin. Penentuan nilai hambat ini didasarkan pada nilai
energi bebas Gibbs (AG), dimana semakin rendah nilai AG menunjukkan
ikatan ligan dan reseptor semakin stabil (Herman, 2019).

Penelitian yang dilakukan oleh Rosmalena et al. (2019)
menyebutkan bahwa tanaman herbal Indonesia memiliki aktivitas anti-
DENV. Penelitian ini menggunakan tiga jenis tanaman herbal, yakni
jerangau atau dlingo (Acorus calamus), serai (Cymbopogon citratus), dan
pala hutan (Myristica fatua) yang diujikan secara in silico, dan in vitro pada
DENV-2. Hasil perlakuan secara in vitro menunjukkan bahwa ekstrak
metanol Cymbopogon citratus, dan Myristica fatua memiliki aktivitas
penghambatan lebih dari 50% terhadap DENV-2 strain NGC. Sedangkan
hasil perlakuan secara in silico menunjukkan bahwa senyawa asam
artesunat dan homoegonol yang terkandung dalam Myristica fatua memiliki
energi ikatan paling tinggi, yakni -7,2 kkal/mol dan -7,1 kkal/mol terhadap
protein NS5 DENV.

Selain itu, aktivitas antiviral DENV juga ditemukan pada senyawa
geraniin. Geraniin merupakan senyawa aktif yang ditemukan dalam jumlah
besar pada kulit buah rambutan (Nephelium lappaceum). Uji in silico yang
dilakukan oleh Abdul Ahmad et al. (2017) menyebutkan bahwa geraniin
mampu berikatan dengan sisi aktif protein E DENV-2 dengan energi bebas
ikatan sebesar -9,8 kkal/mol. Senyawa kurkumin yang dikenal memiliki
banyak manfaat juga terbukti memiliki aktivitas antiviral DENV. Penelitian

in silico senyawa ini telah dilakukan oleh Zamri et al. (2019) pada protein



target NS2B/NS3 DENV-2. Penelitian ini menunjukkan hasil bahwa
senyawa kurkumin memiliki nilai energi ikatan lebih baik dari kontrol
positif yang digunakan. Selain itu, interaksi yang terjadi antara protein dan
ligan menghasilkan ikatan hidrogen pada sisi aktif residu asam amino
His51, Asp75, dan Ser135.

Salah satu sumber obat yang umum digunakan adalah tumbuhan.
Allah SWT menciptakan tumbuhan agar dapat memenuhi kebutuhan
manusia. Hal ini tercantum dalam firman Allah SWT pada QS. ‘Abasa ayat
24-32 yang berbunyi:
erads e e g i e o9 it 21 411 G B0l ) Bdy i

s 80 s 6 sty uld s Y 63t
Artinya:
“Maka, hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya.
Sesungguhnya Kami telah mencurahkan air (dari langit) dengan berlimpah.
Kemudian, Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya. Lalu, Kami
tumbuhkan padanya biji-bijian, anggur, sayur-sayuran, zaitun, pohon
kurma, kebun-kebun (yang) rindang, buah-buahan, dan rerumputan.
(Semua itu disediakan) untuk kesenanganmu dan hewan-iewan ternakmu.”
(0O.S. ‘Abasa/80: 24-32).

Ayat tersebut menjelaskan terkait peran penting dan manfaat
tumbuhan bagi. kehidupan manusia. Pengetahuan terkait pemanfaatan
tumbuhan sebagai obat merupakan warisan secara turun temurun oleh
generasi sebelumnya yang disesuaikan dengan kondisi dan lingkungan
masyarakat (Syukur Siregar et al., 2020). Berbagai jenis tumbuhan dapat
dimanfaaatkan sebagai obat karena memiliki aktivitas antibakteri,
antiinflamasi, antioksidan, dan antiviral (Kurniawan et al., 2014). Salah satu

tumbuhan yang dapat dimanfaatkan dan diolah sebagai obat adalah buah

delima (Punica granatum).
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Buah delima adalah salah satu jenis buah yang cukup dikenal di
Indonesia dan mudah ditemukan. Buah delima memiliki beberapa jenis,
seperti delima hitam, delima putih, dan delima merah. Buah delima merah
merupakan jenis yang paling dikenal dan mudah ditemukan. Di Indonesia,
jenis buah delima merah biasa ditanam di area depan pekarangan rumah
(Kurniawan et al., 2014). Dalam ajaran agama Islam, buah delima termasuk
salah satu buah yang istimewa. Hal ini tidak lepas dari banyaknya manfaat
yang terkandung di dalam buah delima. Khasiat buah delima juga tercantum
dalam hadis Rasulullah yang diriwayatkan oleh Imam Ahmad yang
berbunyi:

HE o o 0 (12 2a g - Ao dse L E. 0E a1 oo T ezs se A L (%
Q&&&fdb%ﬁ@\f\g«m\wgébéb:}/)A.}\{au)ﬂc::;:fJ..@...»L.;Jo—
“".‘.

§3~§.§j\ é\;; ’5\53 f'?';‘:;“i f)\.ﬁjl\ \),&J)A;
Artinya:
“Telah menceritakan kepada kami Sa'id bin Khutsaim Abu Ma'mar Al
Hilali, telah bercerita kepadaku nenekku, Rib'iyyah binti ‘lyadl Al
Kilabiyyah berkata, Aku mendengar 'Ali berkata, Makanlah delima dengan
kulitnya karena ia membersihkan lambung.” (H.R. Ahmad: 22153).

Hadis tersebut menjelaskan tentang khasiat buah delima dan kulitnya
untuk membersihkan lambung. Hal ini dapat membantu memperlancar
pencernaan dan menghindari penyakit sistem pencernaan. Manfaat buah
delima untuk sistem pencernaan telah dibuktikan secara ilmiah di beberapa
penelitian. Penelitian yang dilakukan oleh Prihantoro et al. (2006)
menyebutkan bahwa ekstrak kuliah buah delima memiliki aktivitas antidiare
terhadap bakteri Shigella dysentriae. Hasil ini juga berbanding lurus dengan

penelitian Trisnawati et al. (2016) yang menyebutkan bahwa serbuk buah

delima mampu menurunkan frekuensi defekasi diare.
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Buah delima mengandung banyak senyawa aktif, seperti flavonoid,
alkaloid, tannin, saponin, dan triterpenoid. Senyawa-senyawa tersebut
mempunyai sifat antioksidan yang mampu menangkal radikal bebas
(Roswiem et al., 2018). Selain itu, buah delima juga memiliki manfaat
terapeutik seperti antibakteri, antikanker, antiviral, dan antiinflamasi
(Hernawati et al., 2013).

Salah satu senyawa aktif yang banyak ditemukan di buah delima
adalah punicalagin. Punicalagin merupakan senyawa polifenol yang paling
banyak ditemukan pada kulit buah delima (Punica granatum) (Magdalena
et al., 2016). Menurut Nge & Ballo, (2019), punicalagin yang terkandung
pada kulit buah delima memiliki aktivitas antioksidan dua kali lebih tinggi
dibandingkan teh hijau, dan anggur merah. Selain itu, punicalagin termasuk
salah satu senyawa yang sering digunakan dalam pengujian aktivitas
antiviral. Sebuah studi literatur yang ditulis oleh (Venusova et al., 2021),
menjelaskan bahwa senyawa punicalagin dapat digunakan sebagai agen
antiviral spektrum luas untuk beberapa jenis virus, seperti HCV, RSV, dan
HSV-1.

Penelitian secara in silico yang dilakukan oleh Arunkumar &
Rajarajan, (2018), menunjukkan bahwa senyawa punicalagin memiliki nilai
energi bebas terbaik dibandingkan dengan asam ellagic yang diujikan pada
virus HSV-2. Senyawa punicalagin memiliki nilai energi bebas sebesar -
11.97 kkal/mol, sedangkan senyawa asam ellagic memiliki nilai energi
bebas sebesar -4.95 kkal/mol. Hal ini berbanding lurus dengan hasil

penelitian yang diperoleh (Angamuthua et al., 2021). Penelitian yang
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dilakukan secara in silico pada HSV-3 ini menunjukkan nilai energi bebas
terbaik terjadi pada senyawa punicalagin sebesar -8 kkal/mol. Punicalagin
mampu berinteraksi di wilayah asam amino yang berkontribusi pada sisi
katalitik protease HSV-3. Penelitian yang dilakukan oleh (Monteiro et al.,
2021) menyebutkan bahwa senyawa punicalagin terbukti mampu berikatan
dengan Main Protease (Mpro) SARS-CoV-2 dengan membentuk ikatan
hidrogen dan interaksi hidrofobik. Menurut Naufa et al. (2022), ikatan
hidrogen dan interaksi hidrofobik akan mengakibatkan peningkatan
kestabilan ikatan ligan-protein.

Berdasarkan uraian tersebut, diketahui bahwa senyawa punicalagin
yang terkandung dalam buah delima (Punica granatum) memiliki aktivitas
antiviral. Hingga saat ini, belum dilakukan penelitian secara in silico terkait
pemanfaatan senyawa punicalagin sebagai antiviral DENV-3. Oleh karena
itu, perlu dilakukan penelitian terkait aktivitas antiviral senyawa

punicalagin terhadap DENV-3.

Rumusan Masalah
Berdasarkan pemaparan latar belakang tersebut, timbul rumusan
masalah sebagai berikut:
a. Bagaimana senyawa punicalagin delima (Punica granatum) mampu
berikatan pada reseptor sisi aktif protein DENV-3 secara in silico?
b. Bagaimana efektivitas senyawa punicalagin delima (Punica granatum)

sebagai antiviral DENV-3 secara in silico?
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c. Bagaimana potensi senyawa punicalagin delima (Punica granatum)

sebagai kandidat obat DENV-3?

Tujuan Penelitian
Adapun tujuan yang akan dicapai pada penelitian ini adalah sebagai
berikut:
a. Untuk mengetahui kemampuan ikatan senyawa punicalagin dengan
reseptor pada sisi aktif protein DENV-3.
b. Untuk mengetahui efektivitas senyawa pnicalagin sebagai antiviral
berdasarkan pada besaran nilai energi bebas Gibbs (AG).
c. Untuk mengetahui potensi senyawa punicalagin sebagai kandidat obat

DENV-3.

Manfaat Penelitian
Hasil yang diperoleh pada penelitian ini diharapkan dapat
memberikan manfaat sebagai berikut:

a. Sebagai referensi atau pedoman ilmiah, serta bahan pertimbangan
dalam melakukan penelitian lebih lanjut terhadap aktivitas antiviral dari
senyawa punicalagin.

b. Sebagai bahan pertimbangan pemanfaatan senyawa punicalagin dalam

proses pembuatan obat untuk infeksi virus dengue (IVD).
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Batasan Penelitian

Batasan penelitian agar penelitian lebih terarah dan menghindari

pelebaran pokok masalah pada penelitian pada penelitian ini adalah sebagai

berikut:

a.

Efektivitas sebagai antiviral didasarkan pada nilai skor konstanta
inhibisi (Ki) antara senyawa punicalagin dengan protein NS5 DENV-3.
Tingkat potensial sebagai antiviral didasarkan pada nilai skor konstanta
inhibisi (Ki) dan nilai energi bebas ikatan Gibbs (AG) antara senyawa
punicalagin dengan protein NS5 DENV-3.

Senyawa ligan uji yang digunakan pada penelitian ini adanya senyawa
punicalagin, dan senyawa ribavirin sebagai ligan kontrol.

Protein target DENV-3 yang digunakan protein non struktural (NS5)
DENV-3. Data model protein diperoleh dari Protein Data Bank (PDB)

pada situs https://rcsb.org dengan kode ID PDB: 4V0Q.

Uji in silico antara senyawa ligan punicalagin dengan reseptor protein

target dilakukan menggunakan aplikasi molecular docking.

Hipotesis Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah penelitian tersebut, maka diperoleh

hipotesis awal bahwa senyawa punicalagin memiliki aktivitas antiviral yang

ditandai dengan penghambatan pertumbuhan DENV-3 pada protein target.


https://rcsb.org/
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TINJAUAN PUSTAKA

Buah Delima (Punica granatum)
Buah Delima dalam Perspektif Islam

Dalam ajaran agama Islam, buah delima merupakan salah satu buah
yang istimewa. Buah ini dipercaya sebagai salah satu buah yang berasal dari
surga. Hal ini tercantum sesuai dengan firman Allah SWT dalam Al-Qur’an

Surat Ar-Rahman ayat 68 yang berbunyi:

S P 0% W -
O3 5 Al g
Artinya:
“Di dalam keduanya (surga) ada buah-buahan (antara lain) kurma dan
delima.” (QS. Ar-Rahman: 68).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa buah delima dan kurma
merupakan buah-buahan yang ada di surga. Allah SWT menciptakan buah
delima dan pepohonan lainnya sebagai salah satu tanda kekuasaan-Nya. Hal
ini sesuai firman Allah SWT dalam Al-Qur’an Surat Al-An’am ayat 99 yang

berbunyi:

L;‘ \jjk;\ AJLM 1\9} L@.W\M QU)\) d}&)\) u\.&\ uﬁ w; M\J d\)z.& \@.tl.b By J:g.J\ uﬁ)
O5ad 3 iV 2805 13 B oasisy TG 50

Artinya:

“Dialah yang menurunkan air dari langit lalu dengannya Kami
menumbuhkan segala macam tumbubhan. Maka, darinya Kami
mengeluarkan tanaman yang menghijau. Darinya Kami mengeluarkan butir
yang bertumpuk (banyak). Dari mayang kurma (mengurai) tangkai-tangkai
yang menjuntai. (Kami menumbuhkan) kebun-kebun anggur. (Kami
menumbuhkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa.
Perhatikanlah buahnya pada waktu berbuah dan menjadi masak.
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi kaum yang beriman.” (OS. Al-An’am: 99).

15
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Kedua firman Allah SWT tersebut menjelaskan kepada umat
Muslim bahwa buah delima merupakan salah satu bentuk rezeki yang
dikaruniakan oleh Allah SWT. Banyaknya manfaat yang terkandung dalam
buah delima dapat dimanfaatkan manusia sebagai sumber makanan dan
obat-obatan. Rezeki inilah yang menjadi tanda kekuasaan Allah SWT bagi
orang-orang yang beriman. Selain itu, Allah juga menganjurkan kepada
hamba-Nya agar tidak berlebihan dalam menikmati rezeki. Hal ini
dimaksudkan agar sebagian rezeki yang diterima dapat dizakatkan kepada
mereka yang membutuhkan, sebagaimana tercantum dalam firman-Nya
pada Al-Qur’an Surat Al-An’am ayat 141 yang berbunyi:

Goleit Uy O3 ST A 5005 05 chiia 585 chgtd cis (e 5 4 o
ZNJMU\ LN {m;\;fﬁ Y3 E‘os\.@} 3% Frds 1355 ,c\ 150 ~lofC e \)i?fu\m:l #E5
Artinya:
“Dialah yang menumbuhkan tanaman-tanaman yang merambat dan yang
tidak merambat, pohon kurma, tanaman yang beraneka ragam rasanya,
serta zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan tidak
serupa (rasanya). Makanlah buahnya apabila ia berbuah dan berikanlah
haknya (zakatnya) pada waktu memetik hasilnya. Akan tetapi, janganlah

berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang
berlebih-lebihan.” (OS. Al-An’am: 141).

Persebaran Buah Delima (Punica granatum)

Buah delima merupakan salah satu buah yang terkenal di Indonesia
karena memiliki banyak manfaat. Buah delima memiliki beberapa jenis,
yaitu delima merah, delima putih, dan delima hitam. Dari seluruh jenis
tersebut, yang paling sering dijumpai adalah delima merah. Di Indonesia,
buah delima merah sering ditanam di area depan perkarangan rumah sebagai
tanaman hias (Kurniawan et al., 2014). Buah delima (Punica granatum)

memiliki nama dan penyebutan yang berbeda-beda di setiap negara dan
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daerah, seperti delima (Indonesia dan Malaysia), salebin/talibin (Myanmar),
granada (Philipina), ph’ulaa (Laos), tortim (Kamboja), dan lu’u atau thap
lu’u (Vietnam). Tanaman buah delima diketahui berasal dari daerah Asia
Tengah (lran), Afganistan, serta daerah pegunungan Himalaya yang
selanjutnya menyebar ke daerah Mediterania, hingga kini menyebar ke
seluruh daerah tropis dan subtropis. Tanaman delima (Punica granatum)
secara luas ditanam di Afganistan, Armenia, Algeria, Azerbaijan, Iraq, Iran,
Pakistan, India, Syria, dan Turki serta daerah yang lebih kering di wilayah
Asia Tenggara seperti Semenanjung Malaysia (Sudjijo, 2014).

2.1.3 Kilasifikasi Buah Delima (Punica granatum)

Gambar 2.1. Buah Delima (Punica granatum)
(Bhowmik et al., 2013)

Menurut ‘Kumari et al., (2012), dapat diklasifikasikan sebagai

berikut:
Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Myrtales
Famili . Lythraceae
Genus : Punica

Spesies : P. granatum
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Morfologi Tumbuhan Delima (Punica granatum)

Delima (Punica granatum) termasuk ke dalam tumbuhan semak atau
perdu yang mampu tumbuh mencapai 5-8 meter (Shaygannia et al., 2016).
Tumbuhan ini memiliki batang berbentuk kayu percabangan yang banyak
dan tidak beraturan serta memiliki duri di bagian ketiak daunnya. Saat
berusia muda, batang tumbuhan delima berwarna coklat, dan berubah
menjadi hijau kotor saat berusia tua (Hendarto, 2019). Daun tunggal
tersusun berhadapan atau tersebar, tidak memiliki daun penumpu, helaian
daun berbentuk lonjong hingga lanset dengan pangkal lancip dan berujung
tumpul, tepi daun rata dengan jenis pertulangan daun menyirip dan berwarna
hijau (Andriani, 2016). Tumbuhan delima dapat berbunga hampir sepanjang
tahun. Bunganya tunggal dengan tangkai yang pendek, serta keluar di
bagian ujung ranting atau di ketiak daun yang paling atas. Umumnya
terdapat satu hingga lima bunga, dengan warna merah, ungu, atau putih.
Warna bunga ini menentukan warna buah delima.

Morfologi Buah Delima (Punica granatum)

Di Indonesia, buah delima digolongkan sesuai dengan warnanya,
yaitu buah delima merah, ungu dan putih. Dari ketiga jenis ini, buah delima
merah merupakan yang paling terkenal. Buahnya berbentuk bulat
berdiameter 5-12 cm. Tak jarang, pada buah ini terdapat bercak-bercak yang
sdikit menonjol dengan warna yang lebih tua. Selain itu, buah delima mudah
dikenali karena adanya mahkota atau calyx yang menjadi ciri khasnya. Pada
buah delima matang, terdapat butiran biji bewarna putih dengan jumlah

banyak, berukuran kecil, berbentuk bulat panjang agak pipih, bertekstur
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keras dan tersusun tidak beraturan. Biji ini dibungkus oleh daging buah yang

memiliki warna sesuai dengan jenis warna buahnya. (Hendarto, 2019).

Gambar 2.2. Buah Delima Merah
(Agustin, 2021)

Gambar 2.3. Buah Delima Ungu
(Jurnal Asia, 2014)

Gambar 2.4. Buah Delima Putih
(Sehat Alami, 2020)

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/
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2.1.6 Kandungan Nutrisi Buah Delima (Punica granatum)

Buah delima dikenal memiliki banyak manfaat. Hal tersebut
dikarenakan kandungan nutrisi yang ada di dalam buah delima. Buah delima
diketahui mengandung senyawa polifenol, flavonoid, 70% alkaloid, tanin,
dan antosianin (Kurniawan et al., 2014). Flavonoid memiliki aktivitas
biologis seperti antiinflamasi, antibakteri, dan antioksidan. Selain itu,
aktivitas antioksidan yang terdapat pada buah delima (Punica granatum)
diketahui lebih tinggi jika dibandingkan dengan teh hijau dan anggur merah

(Roswiem et al., 2018)

Tabel 2.1. Kandungan Nutrisi Buah Delima per 100 Gram

Senyawa Jumlah

Karbohidrat 17.170 mg

- Sugars 16.570 mg

- Dietary fibre 600 mg
Lemak 300 mg
Protein 950 mg
Thiamin (B1) 0,030 mg
Riboflavin (B2) 0,063 mg
Niacin (B3) 0,300 mg
Pantothenic acid (B5) 0,596 mg
Vitamin B6 0,105 mg
Folate (B9) 0,006 mg
Vitamin C 3mg
Calcium 3mg
Iron 0,30 mg
Magnesium 3mg
Phosphorus 8 mg
Potassium 259 mg
Zinc 0,12 mg

(Budka, 2008)

2.1.7 Kandungan Fitokimia Tumbuhan Delima (Punica granatum)
Sejumlah penelitian menyebutkan bahwa kandungan fenol yang

tinggi dalam buah delima memiliki banyak aktivitas biologis seperti
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antimikroba, antivirus, antioksidan, antiinflamasi, antidiabetes, dan
antikanker. Buah delima juga sering digunakan dalam berbagai terapi
pengobatan tradisional karena efektivitasnya dalam mengobati gagal hati,
batuk kering, gatal pada kulit, dan penyakit kuning. Selain itu, kulit buah
delima terbukti efektif dalam mengobati sakit tenggorokan, cacingan dan
diare (Hikal et al., 2022).

Senyawa-senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalam

bagian tumbuhan delima (Punica granatum) adalah sebagai berikut:

Tabel 2.2. Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder Tumbuhan Delima (Punica granatum)

Komponen Tumbuhan Kandungan Senyawa
Sari buah Antosianin, asam askorbat, asam galat, asam
leagik, gula, asam caffeic; epigallosatesin
galat (EGCG); kuersetin, rutin; sejumlah
mineral terutama zat besi; asam amino.

Biji buah Asam punicic; asam ellagic, asam lemak,
dan sterol
Kulit buah Fenolik punicalagin, asam galat, asam

lemak; katekin, epigallocatechin gallate
(EGCQG), kuersetin, rutin, flavon, flavonol,
flavonon, antosianidin

Daun Tanin (punicalagin dan punicafolin), dan
glikosida flavon termasuk luteolin dan
apigenin
Bunga Asam galat, asam ursolat, triterpenoid,
termasuk maslinic dan asam asiatic
Batang Ellagitanin, termasuk punicalin dan

punicalagin; piperidin alkaloid
(Redaksi Trubus, 2019)

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa kulit buah delima
mewakili sekitar 30% dari keseluruhan senyawa yang terkandung di buah
delima, berupa tanin, flavonoid, dan sneyawa fenolik seperti punicalagin

(ellagitanin), asam galat, asam ellagin, katekin, dan asam klorogenat,
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caffeif, serta ferulic. Senyawa-senyawa tersebut diketahui berperan sebagai

antioksidan, antiinflamasi, antimikroba, dan antivirus (Hikal et al., 2022).

OH

HO O
OH

OH

OH ©O
Gambar 2.5. Struktur Senyawa Kuersetin yang Terkandung pada Buah Delima
(Zhang et al., 2020)

OH

OH

Gambar 2.6. Struktur Senyawa Katekin yang Terkandung pada Buah Delima
(Isemura, 2019)

2.1.8 Manfaat Buah Delima (Punica granatum)

Hampir seluruh bagian dari pohon delima dapat bermanfaat bagi
kesehatan. Sari buah delima (jus), kaya akan senyawa flavonoid dengan anti
karsinogenik, yang merupakan senyawa antioksidan untuk mencegah
radikal bebas di dalam tubuh dan membantu proses perbaikan sel-sel tubuh
yang rusak. Antioksidan yang terkandung pada buah delima dapat
membantu untuk proses pencegahan penyumbatan pada pembuluh darah
arteri akibat kolestrol. Selain itu, buah delima juga dapat membantu untuk
mengatur kadar gula darah dalam tubuh, melawan inflamasi, serta

peningkatan sensitivitas terhadap hormon insulin. Bagian lain dari pohon
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buah delima, seperti batang, daun, bunga, kulit buah, dan akar juga memiliki
manfaat yang baik untuk kesehatan. Bagian-bagian tersebut dapat
digunakan sebagai pencegah tumbuhnya sel kanker, mencegah terjadinya
komplikasi lanjutan pada penderita gagal ginjal, sebagai antiviral dan
antivirus (Sudjijo, 2014).

Aktivitas Antiviral Buah Delima (Punica granatum)

Salah satu manfaat buah delima yaitu sebagai antiviral (Hernawati
et al., 2013). Sebuah studi menyebutkan bahwa ekstrak buah delima
memiliki efek antivirus terhadap HIV sebagai akibat dari penghalangan
proses pengikatan glikoprotein amplop HIV-1 gpl20, yang mencegah
interaksi HIV-1 dengan reseptor CD4, sehingga mengurangi infeksi virus
(Neurath et al., 2005). Penelitian lain yang dilakukan oleh Salles et al.
(2021) menunjukkan hasil bahwa ekstrak etanol buah delima mampu
penghambat pertumbuhan Mayaro Virus. Pengujian dilakukan dengan
berbagai variasi konsentrasi dengan persentase penghambatan tertinggi
mencapai 95%. Penelitian ini juga menjelaskan bahwa ekstrak buah delima
sangat baik sebagai kandidat untuk studi lebih lanjut dengan virus RNA
lainnya. Hasil penelitian terbaru yang dilakukan oleh Tito et al. (2021)
menunjukkan bahwa ekstrak kulit buah delima mampu mengurangi jumlah
infeksi SARS-CoV-2.

Sebuah studi literatur menyebutkan bahwa, ekstrak polifenol murni
yang terkandung dalam buah delima (Punica granatum) mampu
menghambat pertumbuhan virus influenza dan efektif melawan virus herpes

(Arun & Singh, 2012). Studi literatur lain juga menyebutkan bahwa
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senyawa tanin dan polifenol yang terkandung dalam ekstrak buah delima
(Punica granatum) juga memiliki aktivitas antiviral terhadap Human
noroviruses (HuNoV) yang mengakibatkan penyakit diare (Hikal et al.,
2022). Hasil riset yang dilakukan oleh Morad et al., (2016), juga
menjelaskan bahwa ekstrak kulit buah delima mempunyai aktivitas biologis
anti-adenovirus yang diujikan melalui sel HeLa. Hal ini juga sejalan dengan
hasil studi yang dilakukan oleh Karimi et al., (2020). Hasil penelitian ini
menjelaskan bahwa ekstrak buah delima (Punica granatum) memiliki
aktivitas anti-adenovirus dengan melakukan penghambatan replikasi virus

pada fase pasca adsorpsi.

Antiviral
Pengertian Antiviral

Antiviral merupakan suatu molekul yang dapat bertindak sebagai
obat dalam menghambat siklus replikasi virus pada beberapa tahap tanpa
menimbulkan efek toksik bagi sel-sel tubuh. Pada prinsipnya, suatu molekul
dapat digunakan sebagai antiviral jika mencakup kemampuan untuk
mencegah (Aldigs, 2014):
a. Keterikatan dan/atau entri virus;
b. Replikasi genom virus;
c. Sintesis protein virus tertentu;
d. Perakitan atau pelepasan virion menular baru, atau menonaktifkan

partikel virus ekstraseluler.
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2.2.2 Senyawa Antiviral DENV

Pengujian aktivitas antiviral DENV telah banyak dilakukan. Umumya,
pengujian aktivitas antiviral DENV dilakukan dengan memanfaatkan bahan
alam seperti ektrak tumbuhan serta senyawa organik lain yang memiliki
aktivitas antiviral. Hal ini turut mendukung perkembangan ilmu
pengetahuan dan bidang kesehatan dalam menemukan kandidat obat
antiviral DENV. Penelitian yang dilakukan oleh Halim et al., (2016)
memanfaatkan senyawa curcumin sebagai antiviral DENV-1. Curcumin
merupakan senyawa aktif utama yang terkandung pada kunyit (Curcuma
longa). Pengujian aktivitas antiviral curcumin pada penelitian ini dilakukan
dengan dua model, yakni full time dan after entry dimana pada model full
time infeksi dan pemberian senyawa curcumin dilakukan bersamaan
sedangkan pada model after entry pemberian curcumin dilakukan 1 jam
pasca infeksi. Hasil penelitian ini menjelaskan bahwa senyawa curcumin
memiliki aktivitas antiviral terhadap DENV-1. Pengujian pada model full
time menunjukkan adanya penurunan titer virus secara signifikan, namun
pada model after entry tidak diperoleh penurunan yang bermakna. Hal ini
menandakan bahwa curcumin mempengaruhi infetivitas DENV bukan pada
proses penghambatan replikasi.

Hasil studi literatur yang dilakukan oleh Adnan (2020) memberikan
informasi bahwa senyawa Imunosugar 1-Deoxynojirimycin (DNJ) mampu
menghambat pertumbuhan DENV. Senyawa ini merupakan salah satu gula

imino yang banyak dijumpai pada daun murbei serta beberapa strain bakteri.
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Aktivitas antiviral DNJ berperan sebagai inhibitor a-glucosidaseenzyme
yang penting dalam sekresi virus sehingga mempengaruhi laju infeksi. DNJ
juga memiliki efek meningkatkan sistem kekebalan tubuh untuk memulai
respon imun terhadap infeksi virus.

Penelitian yang dilakukan oleh Zandi et al. (2011), menunjukkan
bahwa senyawa quercetin memiliki aktivitas penghambatan DENV-2.
Penelitian ini menggunakan empat jenis bioflavonoid yang diujikan untuk
mengetahui  aktivitas antiviral masing-masng senyawa terhadap
penghambatan DENV-2. Hasil yang diperoleh menunjukkan aktivitas anti-
DENV oleh senyawa quercetin lebih menunjukkan hasil yang signifikan
dibandingkan dengan 3 senyawa lainnya. Hal ini kemungkin diakibatkan
oleh aktivitas quercetin terhadap berbagai tahap replikasi intraseluler
DENV-2, bukan hanya pada tahap awal siklus replikasinya, seperti fase

perlekatan atau entri virus.

Senyawa Punicalagin

Punicalagin merupakan jenis senyawa polifenal yang banyak
terkandung dalam buah delima (Rozadi et al., 2022). Senyawa ini dapat
ditemukan pada buah, bji, dan kulit delima, namun paling banyak ditemukan
pada kulit buah delima (Punica granatum) (Tang et al., 2017). Menurut Xu
et al. (2022), kulit delima mengandung 10-50 mg/g senyawa punicalagin.
Senyawa punicalagin memiliki rumus kimia CagH28030 dengan berat
molekul 1084,7 g/mol (Rozadi et al., 2022). Punicalagin dapat ditemukan

secara alami dalam dua bentuk anomer, yakni o-Punicalagin, dan p-



27

Punicalagin. Perbedaan kedua anomer ini terletak pada posisi karbon kiral

(Monteiro et al., 2021).

a-punicalagin R=H R'=0OH
B-punicalagin R=0H R'=H

Gambar 2.7. Struktur Kimia Punicalagin
(Jalili et al., 2020)

2.3.1 Aktivitas Farmakologi Punicalagin

Senyawa punicalagin dikenal sebagai senyawa yang memiliki
beragam aktivitas farmakologi yang baik untuk kesehatan. Sebuah studi
menyebutkan bahwa punicalagin memiliki kemampuan penghambatan pada
proses oksidasi, bahkan pada konsentrasi yang relatif kecil. Senyawa ini
bertindak sebagai penangkal radikal bebas, dan membantu mengubah
radikal bebas menjadi bentuk yang kurang reaktif (Jalili et al., 2020). Studi
lain menyebutkan bahwa senyawa punicalagin juga memiliki kemampuan
antikanker tiroid. Efek pemberian punicalagin pada sel kanker tiroid
mengakibatkan pertumbuhan sel kanker mejadi terhenti. Hal ini diduga

terjadi karena punicalagin mengaktifkan respon kerusakan DNA pada sel
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BCPAP kanker tiroid yang mengakibatkan kematian sel. Senyawa
punicalagin juga efektif dalam menghambat pertumbuhan sel kanker.
Senyawa ini menghambat ekspresi beberapa protein, seperti GOLPHS3,
MMP-2, MMP-9, dan N-Cadherin serta meningkatkan ekspresi E-Cadherin
(Rozadi et al., 2022). E-Chaderin merupakan protein yang berperan dalam
menekan pertumbuhan tumor (Na et al., 2020).

Aktivitas antibakteri senyawa punicalagin banyak dipelajari dengan
berbagai jenis bakteri uji. Studi yang dilakukan oleh Xu et al. (2017)
menunjukkan bahwa punicalagin memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus dengan konsentrasi hambat minimum (KHM) 0,25
mg/ml. Pemberian punicalagin mengakibatkan kerusakan pada membran sel
bakteri. Peningkatan konsentrasi KHM mengakibatkan penghambatan
produksi kalium yang menyebabkan kerusakan morfologi membran sel.
Penelitian yang dilakukan oleh Kwon et al. (2011) menunjukkan bahwa
senyawa punicalagin memiliki aktivitas antibakteri terhadap patogen food-
borne. Gugus hidroksil dan komponen fenolik yang terkandung dalam
punicalagin diduga bersifat toksik terhadap mikroorganisme, salah satunya
adalah bakteri Salmonella typhi.

Selain sebagai antioksidan, antikanker, dan antibakteri. Aktivitas
antiviral senyawa punicalagin juga banyak dipelajari oleh para peneliti. Hal
ini bertujuan untuk pengembangan ilmu pengetahuan, serta pengembangan
obat suatu penyakit. Menurut studi literatur, senyawa punicalagin mampu
mengurangi efek sitopatik yang timbul akibat infeksi virus pada sel

rhabdomyosarcoma. Selain itu, pemberian punicalagin mampu menekan
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angka mortalitas serta menghilangkan gejala klinis yang muncul pada tikus
yang diinfeksi enterovirus 71 (EV71). Punicalagin berperan dalam
penghambatan multiplikasi virus (Rozadi et al., 2022). Penelitian yang
dilakukan oleh (Salles et al., 2021) menyebutkan bahwa punicalagin yang
terkandung dalam ekstrak buah delima mampu menghambat pertumbuhan

Mayaro Virus dan dianggap efektif untuk kandidat obat virus RNA lainnya.

Virus Dengue (DENV)

Virus dengue (DENV) merupakan salah satu virus yang menyebar
luas di hampir seluruh wilayah Indonesia. DENV merupakan virus yang
menyebabkan penyakit Infeksi Virus Dengue (IVD). Virus ini
menyebabkan spektrum penyakit yang luas dan menyebar dengan sangat
cepat di seluruh dunia pada beberapa tahun terakhir. Virus dengue
ditularkan melalui gigitan nyamuk Aedes sp. betina, terutama nyamuk Aedes
aegypti, dan Aedes albopictus. Kedua jenis nyamuk ini juga merupakan
vektor penyakit chikungunya, virus Zika, dan demam kuning (WHO, 2021).
Secara taksonomi, DENV digolongkan ke dalam genus Flavivirus, famili
Flaviviridae. Secara antigenik, DENV dibagi menjadi empat jenis serotipe,
yaitu DENV-1 hingga DENV-4 (Widhidewi, 2019).

Struktur Virus Dengue (DENV)

DENV merupakan jenis virus RNA dengan rantai genom untai
tunggal. Setiap genom bertugas dalam pengkodean 10 gen. Kumpulan
genom ini selanjutnya diterjemahkan sebagai polipeptida tunggal yang

panjang dan dipotong menjadi sepuluh protein (Gambar 2.8).
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Gambar 2.8. Genom DENV
(Nature, 2014)

Fungsi dari sepuluh protein ini terdiri dari tiga protein struktural:
protein kapsid (C), amplop (E), dan membran (M), serta tujuh protein
nonstruktural yang meliputi NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, dan
NS5. Protein non struktural ini berperan dalam proses replikasi dan
perakitan virus. DENV berbentuk bulat dengan diameter sekitar 50 nm. Inti
virus berupa nukleokapsid, dengan struktur yang terbuat dari genom virus
bersama dengan protein C. Nukleokapsid diselubungi oleh membran yang

disebut amplop virus (Nature, 2014).

Gambar 2.9. Struktur Virion DENV
(VIPR, 2021)

Virion merupakan kesatuan unit infeksius virus (Suprobowati &
Kurniati, 2018). Virion DENV tersusun atas 6% RNA, 9% karbohidrat, 19%
lipid, dan 66% protein. Virion DENV tersusun atas 3 struktur protein, yaitu
nukleokapsid (protein C pada bagian tengah), membran protein M, serta

selubuh protein E. Protein E dan protein M dihubungkan oleh selubung
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lemak berupa jangkar membran yang bersifat hidrofobik (Gambar 2.9)

(Herman, 2012).

Bioinformatika

Bioinformatika ~ merupakan  suatu  disiplin  ilmu  yang
menggabungkan beberapa disiplin ilmu, meliputi statistika, matematika,
biokimia, genetika, komputer, dan biologi molekuler (Edi, 2017). Secara
sederhana, bioinformatika dapat didefinisika sebagai alat dari metode
komputasi dan analisis untuk menginterpretasikan data biologi. Perpaduan
berbagai macam disiplin ilmu dalam bioinformatika memiliki hubungan
satu sama lain yang saling menunjang dan menguntungkan satu sama lain
(Fatchiyah, 2015).

Istilah bioinformatika pertama kali dikenalkan pada tahun 1970 yang
merujuk pada proses studi yang menggunakan teknologi komputer dalam
ilmu biologi (Ethica, 2020). Bioinformatika muncul karena adanya inisiatif
dari para ilmuwan komputer berdasarkan pada artificial intelligence. Para
ilmuwan berpendapat bahwa segala genjala yang ada di alam dapat dibuat
secara artificial melalui prosees simulasi dari gejala tersebut. Untuk
mendukung gagasan tersebut, diperlukan data yang menjadi kunci dari
segala gejala alam tersebut, meliputi materi genetik yang terkandung dalam
DNA organisme atau RNA pada sebagian virus (Fatchiyah, 2015).

IImu bioinformatika sangat berkembang pesat di pertengahan tahun
1990. Hal ini diakibatkan adanya Human Genome Project (Proyek Genom

Manusia) yang sejalan dengan berkembangnya teknologi sekuens DNA.



2.5.1

32

Human Genome Project berlangsung dari tahun 1990 hingga 2003 dengan
hasil berupa pemetaan 3,3 milyar nukleotida manusia. Adanya data terkait
sekuens DNA manusia ini memudahkan para peneliti untuk
mengidentifikasi dan menganalisa varian genetik yang berperan dalam
oeningkatan risiko penyakit, seperti diabetes, kanker, dan penyakit lainnya
melalui pendekatan bioinformatika (Edi, 2017).

Perkembangan bioinformatika berakibat pada luasnya penerapan
ilmu ini di berbagai bidang, seperti genetika dan biologi molekuler,
bioteknologi, dan terus berkembang ke bidang lain seperti biomedis,
pangan, dan pertanian. Penggabungan ilmu bioinformatika dengan disiplin
ilmu lain akan melahirkan disiplin ilmu baru, seperti bioinformatika klinik.
Bioinformatika klinik merupakan disiplin ilmu baru ayng lahir dari
penggabungan bioinformatika, teknologi informasi, informatika klinis dan
medis, serta matematika. Disiplin ilmu ini dapat bermanfaat dalam proses
penemuan dan pengembangan senyawa sebagai kandidat obat suatu
penyakit (Ethica, 2020).

Pangkalan Data Bioinformatika

Secara sederhana, bioinformatika dapat disebut sebagai metode
komputasi untuk manajemen data dan informasi biologi. Perkembangan
ilmu genetika dan biologi molekuler melahirkan sejumlah data dan
informasi biologis yang telah diarsipkan di berbagai situs online yang
mudah untuk diakses publik. Data ini juga mendukung para peneliti untuk
memanfaatkan dan mengolah data tersebut sehingga menghasilkan

informasi yang berguna. (Khaerunnisa et al., 2020).
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Pangkalan data atau database merupakan sebuah wadah yang
digunakan menyimpan dan mengatur berbagai jenis data dalam bentuk arsip
digital. Pengarsipan ini bertujuan untuk mempermudah pencarian dan
pengaksesan suatu data. Pangkalan data memerlukan hardware (perangkat
keras) dan software (perangkat lunak) untuk menjalankan sistemnya
(Ethica, 2020). Pangkalan data bioinformatika berisi segala data dan
informasi yang berkaitan dengan biologi. Setiap pangkalan data memuat
data dan informasi yag sejenis dan berkaitan. Hal ini akan memudahkan
penggunanya dalam mencari dan mengolah data yang diperlukan (Nasution,
2005). Berikut merupakan pangkalan data bioinformatika yang dapat
diakses secara online (Ethica, 2020).

a. CIB/DDBJ (The Center for Information Biology and DNA Data Bank of
Japan)
CIB/DDBJ merupakan suatu pangkalan data online yang dibuat oleh para
peneliti di berisi informasi di bidang biologi yang berasal dari Jepang.
Data yang tersedia berupa arsip dan informasi terkait sekuens nukleotida
serta perangkat pangkalan data terkait. Pangkalan data ini dapat diakses

melalui laman www.ddbj.nig.ac.jp.
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Gambar 2.10. Tampilan Situs CIB/DDBJ
(Dokumen pribadi, 2022)

b. EMBL-EBI (EMBL’s European Bioinformatics Institute)
EMBL-EBI merupakan pangkalan data yang berasal dari Eropa yang
menyediakan data dan informasi terkait ilmu hayati. Pangkalan data ini

dapat diakses melalui laman www.ebi.ac.uk.
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Gambar 2.11. Tampilan Situs EMBL-EBI
(Dokumen pribadi, 2022)

c. GenBank NCBI (National Center of Biotechnology Information)
GenBank NCBI (National Center of Biotechnology Information)
merupakan situs pangkalan data yang menyediakan informasi di bidang
bioteknologi dan kesehatan. Situs ini merupakan salah satu pangkalan
data protein, gen, dan informasi khusus lainnya di bidang kesehatan.

Selain itu, situs ini juga menyediakan perangkat lunak untuk proses
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analisis DNA, bentuk 3D protein, hingga pencarian primer. Pangkalan

data ini dapat diakses melalui laman www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Gambar 2.12. Tampilan Situs GenBank NCBI
(Dokumen pribadi, 2022)

d. RCSB PDB (Protein Data Bank)
RCSB Protein Data Bank merupakan pangkalan data online yang
meyimpan informasi terkait struktur kristal dari makromolekul biologis

di seluruh dunia. Pangkalan data ini dapat diakses melalui laman

WWW.rcsh.org.
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Gambar 2.13. Tampilan Situs RCSB PDB
(Dokumen pribadi, 2022)

d in context of extemal annotations providing

e. UniProt
UniProt merupakan pangkalan data yang berisi informasi terkait sekuens
protein dan data terkait lainnya yang dapat diakses gratis secara online.

Situs ini berisi informasi terkait fungsi biologis protein serta hasil
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sekuensing genom yang berasal dari literatur penelitian. Pangkalan data

ini dapat diakses melalui laman www.uniprot.org.
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Gambar 2.14. Tampilan situs Uniprot
(Dokumen pribadi, 2022)

f. PubChem
PubChem merupakan suatu situs yang memuat informasi terkait senyawa
kimia dan aktivitas biologisnya. Situs ini dikelole oleh National Center
for Biotechnology Information (NCBI), suatu departemen yang berada
pada National Library of Medicine di bawah naungan National Institute
of Health (NIH) Amerika Serikat. Pangkalan data ini dapat diakses

melalui laman https://pubchem.ncbi.nlm.nih.qov/.
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Gambar 2.15. Tampilan situs PubChem
(Dokumen pribadi, 2022)
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Studi In Silico

Studi in silico merupakan salah satu kajian yang dipelajari pada ilmu
bioinformatika. Istilah in silico merujuk pada suatu metode penelitian yang
memanfaatkan teknologi komputer. Studi in silico dapat diterapkan dalam
berbagai bidang. Pada bidang konservasi, studi in silico dapat digunakan
dalam proses sekuensing dan analisis kekerabatan suatu organisme melalui
analisis filogenetik. Pada bidang kesehatan, studi in silico dapat digunakan
dalam mengidentifikasi agen penyakit baru (Khaerunnisa et al., 2020).
Selain itu, studi in silico juga sering digunakan pada proses pengembangan
suatu obat (Hardjono, 2013).

Proses pengembangan suatu obat diawali dengan penentuan
senyawa yang memiliki kemampuan untuk menghambat suatu agen
penyakit. Perancangan obat bertujuan menghasilkan obat baru dengan
efektivitas yang lebih baik, namun memiliki tingkat toksisitas yang rendah.
Pengembangan obat melalui studi in silico dipilih karena dapat
memvisualisasikan interaksi yang terjadi antara sennyawa uji dengan
reseptor target. Selain itu, studi in silico tidak memerlukan biaya yang besar
serta dapat mempersingkat waktu penelitian (Makatita et al., 2020).
Penambatan Molekuler

Penambatan molekuler atau molecular docking merupakan metode
pengujian secara komputasi yang digunakan untuk melihat pola interaksi
yang terjadi antara dua molekul (Makatita et al., 2020). Penambatan
molekuler telah menjadi dasar penemuan obat secara komputasi, dimana

metode ini dapat membantu para peneliti untuk mempelajari karakteristik
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senyawa kandidat obat dan mengidentifikasi sisi aktif protein yang cocok
sebagai target pelekatan ligan (H. Setiawan & Irawan, 2017). Secara umum,
tujuan dari penambatan molekuler pada proses pengembangan obat, yakni
untuk mengetahui model pengikatan ligan terhadap reseptor, mencari ligan
baru yang dapat dijadikan kandidat obat, serta mengetahui afinitas ikatan
dari ligan dan protein (Zuchrian, 2010). Metode penambatan molekuler
menjadi tahap awal pada proses validasi dan indetifikasi senyawa target
yang diduga memiliki potensi sebagai kandidat obat suatu penyakit
(Khaerunnisa et al., 2020).

Menurut Makatita et al. (2020), penambatan molekul pada proses
pengembangan obat biasanya dilakukan antara molekul berukuran besar
atau makromolekul, dan molekul berukuran kecil atau mikromolekul.
Mikromolekul ini berupa struktur protein target atau resepotr dari suatu agen
penyakit yang menjadi target untuk dihambat mekanismenya. Sedangkan
mikromolekul adalah ligan atau senyawa uji kandidat obat yang diduga
memiliki kemampuan untuk menghambat mekanisme protein target.
Informasi terkait ligan dan protein target ini dapat diakses dan diperoleh
melalui situs-situs pangkalan data bioinformatika secara online. Situs
pangkalan data yang sering digunakan adala RCSB PDB (Protein Data
Bank) dan PubChem. RCSB PDB mreupakan pangkalan data online yang
menyediakan informasi terkait struktur 3D protein termasuk sisi aktif dan
ligan natif (ligan asli) sehingga dapat diperkirakan bentuk senyawa yang

mampu berikatan pada sisi aktif tersebut. Sedangkan PubChem merupakan
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pangkalan data online yang menyediakan informasi senyawa kimia

(Khaerunnisa et al., 2020).

2.5.3.1 Aplikasi Penambatan Molekuler

Pengujian dengan metode penambatan molekuler memerlukan suatu alat

bantu yang dapat mendukung jalannya proses pengujian. Alat bantu tersebut

berupa perangkat keras (hardware) berupa perangkat komputer atau laptop,

dan jaringan Wi-Fi atau internet, serta perangkat lunak (software) berupa

aplikasi penambatan molekuler. Contoh perangkat lunak yang dapat

digunakan dalam metode penambatan molekuler adalah sebagai berikut

(Khaerunnisa et al., 2020):

a.

MGL Tools
MGL Tools merupakan sekumpulan aplikasi yang terdiri atas Autodock
Tools (ADT), Computer Aided Drug Design (CADD), dan Python

Molecular Viewer (PMV).

. Rasmol

Rasmol merupakan aplikasi yang digunakan untuk membuka file dari

Protein Data Bank (PDB).

. Pymol

Pymol merupakan aplikasi yang digunakan untuk melihat struktur 3D

protein dan ligan.

. Avogadro

Avogadro merupakan aplikasi yang digunakan untuk memvisualisasi dan

mengoptimasi suatu molekul organik.
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e. Discovery Studio
Discovery Studio merupakan aplikasi yang digunakan untuk
memvisualisasi protein, ligan, serta pemodelan farmakofor.
f. ChemDraw
ChemDraw merupakan aplikasi yang digunakan untuk memvisualisasi
dan mengoptimasi senyawa ligan. ChemDraw terdiri atas ChemDraw
Ultra yang digunakan untuk visualisasi 2D, dan ChemDraw 3D yang
digunakan untuk visualisasi 3D senyawa ligan.
2.5.3.2 Interaksi Ligan-Reseptor
Energi bebas ikatan merepresentasikan suatu ikatan kimia yang
terjadi antara ligan dan residu asam amino pada sisi pelekatan reseptor
target. Gugus fungsi pada ligan menentukan ikatan yang terbentuk. Menurut
Khaerunnisa et al., (2020), terdapat empat jeis ikatan yang terbentuk akibat
interaksi ligan dan reseptor, yaitu ikatan hidrofobik, ikatan hidrogen, ikatan
ionik, dan ikatan kovalen.
a. lkatan Hidrofobik
Ikatan hidrofobik merupakan ikatan yang berfungsi untuk mengatur
posisi senyawa non polar sedemikian rupa untuk meminimalisir interaksi
dengan air dan senyawa amfipatik. lkatan hidrofobik termasuk jenis
ikatan kimia yang memiliki nilai afinitas paling rendah, sehingga ikatan
ini mudah lepas. Meskipun demikian, ikatan ini memiliki peranan
penting dalam menjaga kestabilan protein.

b. Ikatan Hidrogen
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Ikatan hidrogen merupakan ikatan elektrostatis yang terbentuk dari
interaksi atom hidrogen dengan atom yang memiliki nilai elektronegatif
tinggi, seperti Flour (F), nitrogen (N), dan Oksigen (O). Ikatan ini dapat
terbentuk antar molekul yang sama maupun intramolekul. Ikatan tersebut
akan menghasilkan pasangan elektron bebas.

c. lIkatan lonik
Ikatan ionik merupakan ikatan yang terjadi antar dua molekul yang
memilii perbedaan muatan elektrostatis.

d. Ikatan Kovalen
Ikatan kovalen merupakan ikatan kimia paling kuat yang terbentuk akibat
interaksi ligan-reseptor. Ikatan ini terjadi pada dua atom yang saling
menggunakan pasangan elektron. Ikaran ini akan menghasilkan ikatan
irreversible antara ligan dan reseptor. lkatan kovalen yang terbentuk

pada penambatan molekuler akan memperpanjang efek farmakologi.

Hukum Lima LipinskKi

Hukum Lima Lipinski merupakan suatu aturan yang digunakan
utnuk mengevaluasi dan menentukan efektivitas suatu senyawa yang
memiliki aktivitas farmakologi pada proses pengembangan obat (Ivanovié
etal., 2020). Hukum Lima Lipinski juga disebut sebagai Rule of Five karena
nilai dari setiap aturan adalah 5 atau kelipatan 5 (Ivanovi¢ et al., 2020).
Penerapan hukum ini bertujuan untuk memprediksi permeabilitas dan sifat
absorpsi suatu senyawa (Rukmono et al., 2019). Hukum Lima Lipinski

meliputi berat molekul < 500 Dalton, nilai logP <5, jumlah donor ikatan
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hidrogen <5, jumlah akseptor ikatan hidrogen <10 (Ivanovi¢ et al., 2020),
serta molar refractivity pada rentang 40-130 (Oyinloye et al., 2018).
Mechanism of Action

Mechanism of Action (MoA) merupakan serangkaian proses
interaksi biokimia yang memaparkan terkait respon fisiologis organisme
terhadap suatu stimulus pada tingkat molekuler (Raj & Raveendran, 2019).
Informasi terkait MoA sangat penting digunakan dalam proses awal
penemuan obat agar tidak menimbulkan efek samping pada tubuh. MoA
berkaitan erat dengan target obat. Umumnya, target yang sring digunakan
dalam penelitian ilmiah adalah target molekul spesifik seperti protein, RNA,
dan molekul spesifik lain yang mampu berinteraksi dengan obat untuk
memulai respon biologis. MoA menggambarkan mekanisme obat pada
kompleksitas biologis yang lebih tinggi, dimana sistem organ atau proses
persinyalan sel dipengaruhi oleh obat tertentu melalui interaksi dengan
target molekul (Davis, 2020).

Suatu obat yang memiliki kemampuan untuk berikatan dengan
reseptor disebut agonis. Mayoritas agonis berikatan dengan reseptor melalui
ikatan hidrogen, ionik , serta ikatan van der Waals (jumlah gaya tarik-
dorong antarmolekul). Ikatan-ikatan tersebut bersifat reversibel. Beberapa
agonis juga membentuk interaksi ikatan kovalen dengan reseptor. Ikatan
kovalen yang terbentuk bersifat ireversibel. Pada sebagian besar penelitian,
reseptor yang digunakan adalah protein. Terdapat protein yang mampu
berikatan maupun tidak mampu berikatan dengan ligan agonis. Suatu

reseptor yang mampu berikatan dengan ligan agonis akan menghasilkan
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efek obat. Sebaliknya, saat reseptor tidak mampu berikatan dengan ligan
agonis, maka efek obat pun tidak akan muncul. Artinya, besarnya efektivitas
obat bergantung pada jumlah total reseptor yang terikat dengan ligan agonis,
sehingga efek paling maksimal dari suatu obat akan terjadi ketika semua
reseptor saling berikatan dengan ligan agonis (Pramita & Subagiartha,

2017).
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BAB Il

METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian observasional deskriptif yang
bertujuan untuk mengetahui kemampuan penambatan senyawa punicalagin
pada buah delima (Punica granatum) terhadap protein NS5 DENV-3.
Penelitian ini menggunakan desain rancangan pre experimental one shot
study secara in silico dari senyawa punicalagin terhadap protein target
DENV-3 menggunakan aplikasi AutoDock Tools, ChemDraw, Chem3D

Pro, dan Discovery Studio.

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan bulan April-Januari 2022 di
Laboratorium Komputer Gedung Terpadu Fakultas Sains dan Teknologi
UIN Sunan Ampel Surabaya. Jadwal pelaksanaan kegiatan skripsi

tercantum pada tabel sebagai berikut:

44
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Tabel 3.1. Jadwal Pelaksanaan Penelitian

No Kegiatan

1. Penyusunan

Proposal

2. Seminar

Proposal

3. Tahap persiapan:

Pengumpulan

data ligan dan

protein target
4. Tahap
pelaksanaan:

a. Preparasi
senyawa
ligan

b. Preparasi
reseptor
(protein
target)

c. Validasi
metode
penambatan

d. Penambatan
ligan uji

e. Visualisasi
hasil |
interaksi

1 ligan ~ dan
reseptor

5. Analisis Data

6. Tahap
penyusunan
skripsi

7. Sidang skripsi

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/
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Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah satu perangkat laptop
merk HP dengan operation system Windows 10 dan processor Intel Core 15
11™ Gen. Perangkat laptop ini memiliki spesifikasi memori RAM 8 GB
dengan daya penyimpanan 512 GB SSD.

Bahan yang diperlukan pada penelitian ini yaitu file bentuk tiga
dimensi senyawa punicalagin dan senyawa ribavirin. Sedangkan, reseptor

atau protein target pada penelitian ini yaitu protein NS5 DENV-3.

Prosedur Penelitian

Uji Praduga Sifat Fisikokimia

Uji Praduga sifat fisikokimia bertujuan untuk memperkirakan probabilitas
suatu senyawa uji sebagai obat oral secara in silico. Uji praduga ini
didasarkan pada Hukum Lima Lipinski atau Rule of Five. Uji praduga sifat
fisikokimia dilakukan pada situs SwissADME (http://www.swissadme.ch/).
Preparasi Senyawa Ligan Uji dan Ligan Kontrol

Preparasi senyawa ligan pada penelitian ini meliputi pengunduhan data
struktur 2 dimensi senyawa punicalagin pada laman PubChem

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dengan format *sdf. Data yang telah

diunduh dibuka menggunakan aplikasi ChemDraw Ultra untuk dikonversi
menjadi format *pdb. Data 2 dimensi format *pdb dibuka menggunakan

aplikasi Chem3D Pro untuk mendapatkan bentuk 3 dimensi.
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Preparasi Reseptor dan Ligan Natif

Proses preparasi reseptor dan pada penelitian ini meliputi pengunduhan
struktur 3 dimensi protein NS5 DENV-3 pada laman Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) dengan kode 1D PDB: 4V0Q yang memiliki 4 ligan
natif, yakni S-Adenosyl-L-Homocysteine, gliserol, ion zinc, dan ion asetat.
Preparasi ligan natif dilakukan dengan memisahkan ligan natif dan protein
menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer. Pada tahap ini juga
dilakukan penghilangan molekul-molekul lain yang tidak diperlukan. Hasil
akhir proses pemisahan ligan natif dengan protein adalah dua data, yakni
data ligan natif, dan data protein yang disimpan dengan format *pdb.
Optimasi Ligan Uji dan Ligan Kontrol

Optimasi ligan dilakukan menggunakan aplikasi Chem3D Pro, dan
Autodock Tools. Optimasi menggunakan aplikasi Chem3D Pro meliputi
minimisasi energi. Hasil optimasi awal disimpan dengan format *pdb.
Optimasi dilaniutkan menggunakan aplikasi Autodock Tools meliputi
penambahan atom H, dan muatan Compute Gasteiger pada struktur ligan.
Hasil optimasi disimpan dengan format *pdbqt.

Optimasi Reseptor

Optimasi reseptor dilakukan menggunakan aplikasi Autodock Tools
meliputi penambahan atom H, dan muatan Kollman Charges pada struktur
reseptor. Hasil optimasi reseptor disimpan dengan format *pdbt.

Validasi Metode Penambatan

Validasi metode pada penelitian ini dilakukan menggunakan perangkat

lunak AutoDock Tools. Proses validasi dilakukan dengan menambatkan
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ligan natif pada protein asli. Posisi grid box diatur pada titik tengah ligan
(X:26.935: Y: 150.36; Z: 31.432) dengan dimensi grid box X: 40; Y:40; Z:
40. Validitas metode didasarkan pada nilai Root Mean Square Deviation
(RMSD) di bawah 2 A.

Penambatan Ligan Uji dan Ligan Kontrol

Penambatan ligan uji dan ligan kontrol pada protein target dilakukan
menggunakan aplikasi AutoDock Tools. Posisi grid diatur sesuai titik saat
validasi metode dengan modifikasi dimensi grid box (X:126; Y:126; Z:126).
Data hasil penambatan disimpan dengan format *pdbqt. Proses penambatan
ini menghasilkan data dan informasi yang memuat besaran nilai energi
bebas ikatan, konstanta inhibisi, serta pola interaksi ikatan yang terbentuk.
Visualisasi Hasil Interaksi Ligan dan Reseptor

Visualisasi hasil dilakukan menggunakan aplikasi Discovery Studio
Visualizer. Hasil penambatan ligan uji pada protein target disajikan dalam
bentuk nilai energi bebas ikatan (AG), konstanta inhibisi (Ki), serta pola
interaksi ikatan ligan dengan residu asam amino pada sisi aktif protein

target.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Praduga Sifat Fisikokimia

Uji praduga sifat fisikokimia didasarkan pada Hukum Lima Lipinski
atau Rule of Five dengan melihat 4 parameter uji. Parameter yang dilihat
meliputi berat molekul, nilai log P, jumlah atom H donor, dan jumlah atom
H akseptor (Rukmono et al., 2019) . Hasil uji praduga sifat fisikokimia

senyawa punicalagin disajikan pada tabel berikut:

Tabel 4.1. Hasil Uji Praduga Sifat Fisikokimia

Parameter Uji - - SR ———
Punicalagin Ribavirin
Berat Molekul (g/mol) 1084,72 244,20
Nilai Log P -3,29 -2,94
Jumlah donor H 17 7
Jumlah akseptor H 30 4

(Swiss Institute of Bioinformatics, 2022)

Uji praduga sifat fisikokimia dilakukan melalui situs SwissADME

pada laman www.swissdme.ch/ dengan memasukkan nama Canonical

SMILE punicalagin dan- ribavirin. Hasil uji praduga sifat fisikokimia
senyawa punicalagin tidak memenuhi aturan dengan penyimpangan pada 3
parameter yang didasarkan ada Hukum Lima Lipinski, sedangkan senyawa
ribavirin memenuhi semua aturan Hukum Lima Lipinski. Menurut Lipinski
et al. (2001), suatu senyawa yang diduga berpotensi sebagai obat harus
memenuhi persyaratan pada aturan yang telah ditetapkan. Persyaratan
tersebut meliputi berat molekul kurang dari 500 g/mol, nilai log P kurang

dari 5, jumlah donor hidorgen kurang dari lima, dan jumlah akseptor
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hidrogen kurang dari 10. Aturan ini dapat merepresentasikan tingkat
permeabilitas suatu senyawa untuk melewati membran sel (Rukmono et al.,
2019). Selain itu, aturan ini juga dapat digunakan untuk mengevaluasi suatu
senyawa yang memiliki aktivitas farmakologi yang akan aktif jika diberikan
secara oral pada manusia (Zubair et al., 2020).

Berat molekul suatu senyawa berpengaruh pada permeabilitas
senyawa tersebut dalam melewati membran sel (Shofi, 2021). Punicalagin
memiliki berat molekul sebesar 1084,72 g/mol. Berat molekul senyawa
punicalagin tidak memenuhi aturan Hukum Lima Lipinski, dimana berat
molekul senyawa yang baik adalah kurang dari 500 g/mol. Sedangkan
senyawa ribavirin memiliki berat molekul 244,20, dimana berat ini
memenuhi aturan Hukum Lima Lipinski. Menurut Kilo et al. (2019), suatu
molekul dengan berat lebih dari 500 g/mol tidak akan bisa berdifusi
melewati membran sel. Hal ini menyebabkan kemampuan berdifusi suatu
senyawa akan menjadi lebih besar saat melewati membran sel (Shofi, 2021).

Nilai log P merupakan nilai lipofilik yang merepresentasikan
kemampuan suatu senyawa untuk larut dalam air atau lemak (Shofi, 2021).
Pada pengujian sifat fisikokimia ini, senyawa punicalagin memiliki nilai log
P sebesar -3.29. Jika dilihat dari aturan hukum lima Lipinski, nilai log P
senyawa punicalagin memenubhi syarat, yakni di bawah 5. Begitupun dengan
senyawa ribavirin, dimana senyawa ini memiliki nilai Log P sebesar -2,94.
Menurut Kilo et al. (2019), suatu senyawa yang dengan nilai log P yang
terlalu negatif menandakan senyawa tersebut tidak bisa melewati membran

sel. Sebaliknya, semakin tinggi nilai log P suatu senyawa, maka senyawa
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tersebut semakin hidrofobik. Senyawa dengan sifat hidrofobik yang tinggi
akan tingginya tingkat toksisitas. Hal ini dikarenakan senyawa akan tertahap
pada lipid bilayer dalam waktu lama dan akan tersebar lebih luas di dalam
tubuh, sehingga selektivitas senyawa terhadap reseptor target akan
berkurang. Menurut Maftucha et al. (2022), nilai Log P yang masih dapat
ditoleransi adalah pada rentang -0,4 hingga 5.

Jumlah donor ikatan hidrogen dan jumlah akseptor ikatan hidrogen
merupakan parameter yang digunakan untuk mengetahui kapasitas ikatan
hidrogen yang diperlukan suatu senyawa saat proses absorpsi (Shofi, 2021).
Senyawa punicalagin memiliki ikatan donor hidrogen sebanyak 17, dan
ikatan akseptor hidrogen sebanyak 30. Jumlah ini tidak memenuhi aturan
hukum lima lipinski, dimana senyawa obat harus memiliki jumlah donor
ikatan hidrogen tidak lebih dari 5, dan jumlah akseptor ikatan hidrogen tidak
lebih dari 10. Jumlah kapasitas ikatan hidrogen suatu senyawa akan
berbanding lurus dengan energi yang diperlukan pada saat absorpsi.
Semakin tinggi kapasitas ikatan hidrogen, maka semakin tinggi pula energi
yang diperlukan pada saat absorpsi. Sebaliknya, Semakin rendah kapasitas
ikatan hidrogen, maka semakin rendah pula energi yang diperlukan pada
saat absorpsi (Syahputra et al., 2014). Senyawa ribavirin memiliki jumlah
donor hidrogen sebanyak 7, dan jumlah akseptor hidrogen sebanyak 4.
Artinya, senyawa ribavirin memenuhi kedua aturan Hukum Lima Lipinski
ini.

Perancangan suatu obat harus dilakukan dengan saksama untuk

menghindari timbulnya efek toksik, dan memaksimalkan efektivitas obat
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agar dapat berinteraksi dengan baik dalam tubuh. Uji praduga sifat fisiko
kimia yang didasarkan pada hukum lima Lipinski bertujuan untuk
meminimalisir adanya efek toksik yang ditimbulkan dari obat. Selain itu,
aturan ini juga dapat digunakan untuk memperkirakan apakah suuatu
sennyawa dapat diberikan secara oral atau tidak. Berdasarkan empat
parameter yang diamati pada uji ini, senyawa punicalagin tidak memenubhi
aturan Hukum Lima Lipinski, sedangkan senyawa ribavirin memenuhi
semua aturan Hukum Lima Lipinski sehingga dapat diberikan secara oral.
Meskipun tidak memenuhi aturan Hukum Lima Lipinski, bukan berarti
senyawa punicalagin tidak dapat dijadikan kandidat obat. Menurut
Maftucha et al. (2022), senyawa yang memenuhi seluruh parameter uji
dapat diberikan secara oral. Namun, jika senyawa tidak memenuhi aturan
tersebut, pemberian obat dapat dilakukan secara injeksi.

Injeksi merupakan salah satu cara memasukkan obat ke dalam tubuh.
Pemberian obat secara injeksi umumnya dilakukan secara intramuskuler dan
intravena. Pemberian obat secara injeksi memiliki beberapa kelebihan jika
dibandingkan dengan pemberian secara oral, diantaranya adalah tidak
memerlkukan absorpsi melalui saluran gastrointestinal sehingga dapat
menghasilkan laju obat yang lebih pasti dalam mencapai sirkulasi sistemik.
Pemberian obat secara injeksi tidak dapat dilakukan pada semua jenis obat.
Hal ini berganting pada kestabilan bahan suatu obat. Jika suatu obat tidak
stabil dalam cairan, maka obat tersebut harus dibuat dalam bentuk sediaan
obat kering dan ditambahkan larutan aqua steril untuk memperoleh larutan

injeksi (Wibowo et al., 2017).
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Preparasi dan Optimasi Ligan
Preparasi ligan dilakukan dengan mengunduh data struktur 2

dimensi ligan melalui laman PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)

dengan format *sdf. Format SDF (Structural Data Format) merupakan
format data kimia umum yang digunakan untuk menyimpan beberapa
catatan struktur kimia dan bidang data terkait. Beberapa informasi yang ada
pada format SDF diantaranya struktur kimia suatu senyawa, rumus kKimia,
dan berat molekul (Kavitha & Mahalekshmi, 2014). Data 2 dimensi dibuka
menggunakan aplikasi ChemDraw Ultra untuk mengkonversi struktur ligan
menjadi 3 dimensi.

Setelah mendapat struktur 3 dimensi, senyawa ligan dioptimasi
menggunakan aplikasi Chem3D Pro. Optimasi dilakukan dengan
meminimisasi energi struktur senyawa ligan. Optimasi ini dilakukan karena
tidak semua struktur 3 dimensi suatu senyawa memiliki konformasi dengan
energi terendah. Oleh karena itu perlu dilakukan optimasi senyawa ligan
dengan meminimisasi energi senyawa. Minimisasi metode dilakukan
dengan metode MM2 (Molecular Mechanical 2). Molecular Mechanical 2
merupakan suatu metode yang digunakan untuk fleksibilitas konformasi
suatu struktur untuk simulasi protein. Metode ini ummum digunakan dalam
riset penemuan obat berbasis komputasi (Vanommeslaeghe et al., 2014).
Minimisasi energi bertujuan untuk mencari energi optimum terendah di
mana struktur senyawa berada dalam konformasi yang paling stabil utnuk
dipakai dalam penambatan molekuler (Nurfitriyana, 2010). Data struktur

senyawa yang telah dioptimasi selanjutnya disimpan dengan format *pdb.
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Visualisasi struktur senyawa punicalagin sebelum dan sesudah optimasi

disajikan pada gambar berikut:

(@) (b)

Gambar 4.1. Hasil Optimasi Minimisasi Energi Senyawa Uji
Keterangan: (a) sebelum optimasi; (b) sesudah optimasi
(Dokumen pribadi, 2022)

(@) (b)

Gambar 4.2. Hasil Optimasi Minimisasi Energi Senyawa Kontrol Positif
Keterangan: (a) sebelum optimasi; (b) sesudah optimasi
(Dokumen pribadi, 2022) '

Hasil akhir dari optimasi minimisasi energi adalah adanya
pergeseran posisi struktur. Pergeseran posisi struktur ini menghasilkan
konformasi posisi atom terbaik, sehingga struktur ligan lebih stabil.
Konformasi ini akan berpengaruh pada nilai energi bebas ikatan yang
menunjukkan kemampuan afinitas ligan dengan reseptor (Yustika Putri et

al., 2019).
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Optimasi ligan dilanjutkan dengan menambahkan atom hidrogen
pada struktur ligan. Optimasi kedua dilakukan menggunakan aplikasi
AutoDock Tools. Atom hidrogen yang digunakan adalah atom hidrogen
yang bersifat polar, karena atom ini berperan dalam ikatan hidrogen. Atom
hidrogen non polar tidak ditambahkan sehingga perlu digabung dengan
atom pengikatnya, dengan memilih pengaturan “Merge Non-Polar”.
Penambahan atom hidrogen pada struktur ligan bertujuan untuk
menyesuaikan lingkungan kondisi penambatan supaya mendekati kondisi
pH di dalam tubuh (Susanti et al., 2019). Setelah ditambahkan atom
hidrogen, ditambahkan muatan Compute Gasteiger pada struktur ligan.
Penambahan muatan Compute Gasteiger untuk membantu penyesuaian
dengan lingkungan penambatan molekul, sehingga perhitungan dapat
dilakukan dengan benar (Maulidia, 2021). Struktur ligan hasil optimasi

selanjutnya disimpan dengan format *pdbqt.

Preparasi dan Optimasi Protein Target
Preparasi. dilakukan dengan mengunduh data struktur 3 dimensi
protein. Data protein diunduh ‘melalui laman Protein Data Bank

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dengan kode ID PDB: 4V0Q (Protein

NS5 DENV-3). Data diunduh dengan format *pdb. Format PDB (Protein
Data Bank) merupakan format data tekstual yang berisi gambaran struktur
3 dimensi suatu molekul. Format PDB memberikan deskripsi dan penjelasan
terkait protein, struktur asam nukleat, termasuk struktur yang lain seperti

air, ion, ligan (Kavitha & Mahalekshmi, 2014). Data struktur 3 dimensi
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protein target dibuka menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer.
Proses preparasi dilanjutkan dengan memisahkan struktur ligan natif (ligan
alami) dengan struktur protein, serta menghilangkan molekul-molekul lain
yang tidak diperlukan. Struktur ligan yang ada pada data protein 4V0Q
meliputi S-Adenosyl-L-Homocysteine, gliserol, ion zinc, dan ion asetat.
Proses preparasi ini menghasilkan dua data, yakni data struktur ligan natif,
dan data struktur protein yang disimpan dengan format *pdb.

Optimasi protein target dilakukan dengan menambahkan atom
hidrogen pada struktur protein. Atom hidrogen yang digunakan adalah atom
hidrogen yang bersifat polar, karena atom ini berperan dalam ikatan
hidrogen. Penambahan atom hidrogen pada struktur protein bertujuan untuk
menyesuaikan lingkungan kondisi penambatan supaya mendekati kondisi
pH di dalam tubuh. Selain itu, penambahan atom hidrogen ini juga bertujuan
untuk menambahkan kembali atom hidrogen pada reseptor sehingga
interaksi ikatan hidrogen yang terbentuk bisa diamati (Susanti et al., 2019).
Setelah itu, optimasi dilanjutkan dengan menambahkan muatan Kollman
Charges pada struktur protein. Penambahan muatan Kollman Charges
bertujuan untuk menambahkan muatan pada residu asam amino berupa
energi potensial elektrostatis (Kolina et al., 2019). Data struktur protein

hasil optimasi disimpan dengan format *pdbqt.

Validasi Metode
Validasi metode merupakan serangkaian proses yang dilakukan

untuk memastikan bahwa prosedur yang digunakan telah memenuhi standar
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sesuai tujuan yang diinginkan. Validasi metode pada uji penambatan
molekuler dilakukan sebelum uji penambatan senyawa uji. Validitas metode
didasarkan pada perolehan nilai RMSD atau Root Mean Square Deviation
hasil penambatan ligan natif (ligan asli) dan reseptor target. RMSD (Root
Mean Square Deviation) merupakan suatu besaran nilai yang menyatakan
tingkat penyimpangan relatif jika suatu ligan ditambatkan pada sisi aktif
reseptor (Kilo et al., 2019). Metode penambatan dikatakan valid dan dapat
diterima jika nilai RMSD yang diperoleh kurang dari 2.00 A (Kalontong et
al., 2022).

Ligan natif yang digunakan pada proses validasi metode ini adalah
senyawa gliserol yang berikatan dengan protein non-struktural (NS5)
DENV3. Data ligan natif dan protein NS5 DENV-3 diperoleh dari Protein
Data Bank (www.rcsb.org) dengan kode ID PDB: 4V0Q. Preparasi serta
optimasi ligan dan reseptor dilakukan sebelum proses validasi untuk
mendapatkan hasil terbaik. Validasi metode penambatan molekuler
dilakukan pengaturan grid box di titik X: 26.935; Y: 150.36; Z: 31.432.
Dimensi- grid box diatur X:40; Y: 40; Z: 40 (Gambar 4.1). Proses
penambatan ligan natif dengan reseptor target dilakukan menggunakan

aplikasi AutoDock Tools 1.5.6 dengan Number of GA Runs: 10.
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Gambar 4.3. Pengaturan Grid Box Penambatan Validasi Metode
(Dokumen pribadi, 2022)

Proses running penambatan ligan natif dengan protein pada tahap
validasi metode menghasilkan sebuah file yang berisi informasi terkait data
hasil penambatan molekuler, meliputi nilai RMSD, energi bebas ikatan
(AG), dan konstansa inhibisi. Hasil validasi metode disajikan pada tabel
berikut:

Tabel 4.2. Hasil Validasi Metode Penambatan Ligan Natif dengan Protein Reseptor

Data Hasil Penambatan Hasil
RMSD 1.659 A
Energi Bebas lkatan (AG) -3.11 kkal/mol
Konstanta Inhibisi (Ki) 5.26 uM

(Dokumen pribadi, 2022)

Berdasarkan tabel 4.2. di atas, dapat diketahui bahwa nilai RMSD
hasil penambatan antara gliserol dengan reseptor NS5 DENV-3 adalah
1.659 A. Nilai RMSD di bawah 2 A menandakan adanya kestabilan
interaksi antara ligan dengan reseptor target serta adanya kemiripan struktur
ligan dan reseptor. Menurut (Kalontong et al., 2022), semakin rendah nilai
RMSD menandakan posisi atom pada ligan semakin bagus karena

mendekati konformasi asal. Hasil ini menandakan bahwa metode
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penambatan molekuler reseptor NS5 DENV-3 dengan ligan alaminya
adalah valid dan dapat dilanjutkan ke penambatan molekuler ligan uji.

Selain nilai RMSD, validasi metode juga memuat informasi terkait
energi bebas ikatan (AG) dari interaksi ligan dengan reseptor. Energi bebas
ikatan atau AG merupakan suatu nilai energi yang dapat digunakan untuk
memprediksi apakah berjalannya suatu reaksi terjadi secara spontan atau
tidak. Nilai AG ini juga dapat digunakan sebagai parameter kestabilan
konformasi ligan dan reseptor, dimana AG yang bernilai negatif
menandakan suatu reaksi terjadi secara spontan. Sebaliknya, AG yang
bernilai positif menandakan suatu reaksi terjadi secara tidak spontan (Putra
et al., 2020).

Menurut Kalontong et al. (2022), nilai AG dihasilkan saat kompleks
ligan dan reseptor mulai terbentuk yang dapat menunjukkan tingkat afinitas
ligan terhadap reseptor. Semakin rendah nilai AG menandakan afinitas ligan
terhadap reseptor semakin tinggi. Sebaliknya, semakin tinggi nilai AG
menandakan afinitas ligan terhadap reseptor semakin rendah (Kalontong et
al., 2022). Berdasarkan tabel 4.2, dapat diketahui bahwa AG hasil interaksi
penambatan ligan natif dengan reseptor senilai -3.11 kkal/mol yang
merupakan nilai terbaik dari 10 kali proses penambatan. Hasil ini
menunjukkan bahwa interaksi antara ligan dan reseptor terjadi secara
spontan.

Penambatan molekuler senyawa ligan natif gliserol dengan reseptor

protein NS5 DENV-3 menghasilkan ikatan hidrogen dengan residu asam
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amino yang mendukung kestabilan interaksi ligan dan reseptor. Model

ikatan yang terbentuk disajikan pada gambar berikut:

Gambar 4.4. Model 3 Dimensi Ikatan Ligan Natif dan Reseptor
(Dokumen pribadi, 2022)
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Gambar 4.5. Model 2 Dimensi Ikatan Ligan Natif dan Reseptor
(Dokumen Pribadi, 2022)

Gambar 4.4. merupakan model 3 dimensi yang menunjukkan posisi
pelekatan ligan dengan reseptor. Posisi ligan ditandai dengan lingkaran
berwarna merah. Interaksi akibat penambatan ligan natif dengan reseptor
menghasilkan ikatan hidrogen yang ditandai dengan warna hijau pada
gambar 4.5. lkatan hidrogen merupakan salah satu ikatan yang turut
berkontribusi pada nilai energi bebas ikatan (AG). lkatan hidrogen

melibatkan interaksi antara atom hidrogen yang terikat secara kovalen



61

dengan atom elektronegatif, seperti nitrogen (N), flour (F), dan oksigen (O)
(Arwansyah et al., 2014). Ikatan hidrogen yang terbentuk berasal dari atom
O ligan natif yang berikatan dengan atom H dari residu asam amino secara
kovalen. Akibat ikatan hidrogen ini, ligan natif mampu berikatan dengan 2
residu asam amino, yakni LYS300 dan LY S355. Jarak ikatan hidrogen pada
kedua residu asam amino ini masing-masing adalah 1.74 A dan 1.97 A.
Menurut Riverson & Rizarulla (2020), suatu ikatan hidrogen dapat
dikatakan kuat jika panjang ikatannya lebih dari 1.85 A. Dengan demikan,
dapat diketahui bahwa, ikatan hidrogen yang terbentuk antara ligan natif
dengan residu asam amino LYS355 lebih kuat dibandingkan ikatan
hidrogen ligan natif dengan residu asam amino LY S300.

LYS merupakan kode untuk residu asam amino lisin, sedangkan
angka 300 dan 355 merupakan letak urutan asam amino. Hal ini
menandakan bahwa lokasi pelekatan ligan natif terjadi pada kompleks
domain C-Terminal NS5. Kompleks domain C-Terminal NS5 DENV-3
tersusun atas residu asam amino 273 hingga 900 (Zhao et al., 2015). Pada
kompleks domain C-Terminal yang menjadi tempat perlekatan ligan,
terdapat enzim RNA polimerase. Enzim ini berperan dalam proses replikasi
RNA virus (Nascimento et al., 2021). Hasil penambatan ini memiliki nilai
konstanta inhibisi (Ki) sebesar 5.26 uM. Nilai konstanta inhibisi (Ki)
merupakan nilai yang merepresentasikan kekuatan suatu senyawa uji dalam
menghambat laju kerja reseptor target. Semakin rendah nilai konstanta

inhibisi, maka semakin besar kekuatan hambatannya (Hartanti et al., 2022).
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Penambatan Molekuler Senyawa Uji dan Kontrol Positif

Proses penambatan molekuler senyawa uji dan kontrol positif
dilakukan setelah proses validasi metode dinyatakan valid. Penambatan
molekuler senyawa uji dan kontrol positif dilakukan menggunakan aplikasi
AutoDock Tools 1.5.6. Penambatan molekuler diatur pada titik koordinat
grid box sesuai saat validasi metode. Dimensi grid box dimodifikasi menjadi
X: 126; Y: 126; Z: 126 untuk memperluas daerah penambatan sehingga
memperoleh hasil interaksi terbaik. Proses penambatan dilakukan sebanyak
10 kali untuk mendapatkan konformasi terbaik dari hasil interaksi ikatan
ligan dengan reseptor. Penambatan ketiga ligan dengan reseptor membentuk
ikatan yang berbeda-beda pada titik residu yang beragam. Posisi hasil

penambatan pada ketiga ligan disajikan pada gambar berikut:

Gambar 4.6. Posisi Penambatan Ligan Uji, Ligan Kontrol, dan Ligan Natif pada Protein
NS5 DENV-3
(Dokumen Pribadi)

Keterangan: Kuning: posisi ligan uji, biru: posisi ligan kontrol, ungu: posisi ligan natif
Gambar 4.6 menunjukkan perbedaan posisi penambatan pada ketiga
ligan uji. Protein NS5 DENV-3 merupakan kompleks protein terbesar dan
komponen protein paling awet pada kompleks replikasi flavivirus. Protein

NS5 DENV-3 terdiri atas 900 residu asam amino yang terbagi dalam dua
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sisi aktif, yakni kompleks domain N-Terminal pada residu 1-262, dan
kompleks domain C-Terminal pada residu 273-900. Pada kompleks domain
N-Terminal terdapat enzim Metiltransferase. Enzim ini berperan dalam
proses translasi RNA menjadi poliprotein pada sel inang. Sedangkan pada
sisi aktif kompleks domain C-Terminal terdapat enzim RNA Polimerase.
Enzim ini berperan untuk mempercepat proses replikasi RNA (Zhao et al.,
2015).

Protein NS5 merupakan kompleks protein yang penting dalam
replikasi DENV-3. Protein NS5 sering disebut sebagai conserve protein
karena peran pentingnya dalam replikasi DENV-3. Hal inilah yang menjadi
dasar penggunaan protein NS5 sebagai reseptor target dalam uji in silico
untuk pengembangan suatu senyawa kandidat obat (Nascimento et al.,
2021). Model conserve region hasil penambatan molekuler disajikan dalam

gambar berikut:

Gambar 4.7. Representasi Conserve Protein pada Protein NS5 DENV-3
(Dokumen Pribadi, 2022)
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Conserve Protein sangat berpotensi untuk digunakan sebagali
reseptor target pengujian suatu senyawa yang memiliki aktivitas biologis.
Gambar 4.7. merupakan representasi dari kompleks protein NS5 DENV-3
dimana warna hijau merepresentasikan ikatan hidrogen, dan warna ungu
merepresentasikan ikatan hidrofobik. Hal ini menandakan bahwa protein
NS5 DENV-3 mampu membentuk ikatan hidrogen dan ikatan hidrofobik
pada semua sisi kompleks protein. Ikatan hidrogen dan ikatan hidrofobik
merupakan bentuk interaksi yang terjadi akibat penambatan ligan dengan
reseptor. Kedua ikatan iki berperan penting dalam menjaga kestabilan
konformasi ikatan ligan dengan reseptor (Khaerunnisa et al., 2020).

Hasil penambatan ligan uji mampu membentuk ikatan hidrogen dan
ikatan elektrostatis dengan residu asam amino pada rentang 340-737. Hasil
penambatan ligan kontrol mampu membentuk ikatan hidrogen dengan
residu asam amino pada rentang 67-582. Serta hasil penambatan ligan
kontrol mampu membentuk ikatan hidrogen dengan residu asam amino pada
rentang 300-355. Titik penambatan ligan uji dan ligan natif berada pada
kompleks domain C-Terminal, sedangkan titik penambatan ligan kontrol
berada pada kompleks domain C-Terminal dan N-Terminal. Kompleks
domain C-Terminal dan N-Terminal merupakan kompleks replikasi
multiprotein yang terdapat pada protein non struktural (NS5) DENV-3.
Kedua kompleks replikasi ini nemiliki peran penting dalam proses replikasi
materi genetik pada sel inang. Pada kompleks C-Terminal terdapat enzim
RNA polimerase yang berperan untuk mempercepat proses replikasi RNA,

sedangkan pada kompleks N-Terminal terdapat enzim metiltransferase yang
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berperan dalam proses translasi RNA menjadi poliprotein pada sel inang

(Zhao et al., 2015).

Gambar 4.8. Model 3 Dimensi Ikatan Ligan Uji dan Reseptor
(Dokumen pribadi, 2022)
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@

Gambar 4.9. Model 2 Dimensi lkatan Ligan Uji dan Reseptor
(Dokumen pribadi, 2022)

Gambar 4.8 merupakan model 3 dimesi letak penambatan ligan uji

dengan reseptor target. Penambatan ini menghasilkan tiga jenis ikatan yang

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/
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disajikan pada gambar 4.9. Pada gambar 4.9 dapat dilihat bahwa interaksi
penambatan ligan uji dengan reseptor membentuk tiga ikatan, yakni ikatan
hidrogen (hijau), ikatan hidrofobik (ungu), dan ikatan elektrostatis (oranye).

Senyawa ligan uji membentuk ikatan hidrogen dengan residu asam
amino MET340, MET453, THR534, TRP537, SER600, ASP538, ASP663,
dan ARG737. Panjang ikatan hidrogen senyawa ligan uji dengan masing-

masing residu asam amino disajikan pada tabel berikut:

Tabel 4.3. Panjang lkatan Hidrogen Ligan Uji dengan Residu Asam Amino

Residu Asam Amino Panjang Ikatan Hidrogen (A)
MET340 2.48
MET453 2.30
THR534 2.37
TRP537 2.20
SER600 1.96
ASP538 1.77
ASP663 1.90
ARG737 2.24

(Dokumen pribadi, 2022)

Ikatan hidrogen dikatakan memiliki ikatan yang kuat jika memiliki
panjang ikatan lebih dari 1.85 A (Riverson & Rizarullah, 2020). Ikatan
hidrogen yang terbentuk dari interaksi senyawa ligan uji cenderung
memiliki ikatan yang kuat, karena memiliki panjang ikatan lebih dari 1.85
A. Ikatan hidrogen yang terbentuk pada proses penambatan molekul
berperan dalam mendukung kestabilan protein (Zuchrian, 2010). Dari
delapan ikatan hidrogen yang terbentuk, terdapat satu ikatan yang memiliki
panjang ikatan di bawah 1.85 A. Hal ini menandakan ikatan yang terbentuk

memiliki kekuatan yang rendah. Ikatan ini berada pada residu asam amino
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ASP538. Meskipun memiliki kekuatan ikatan hidrogen yang rendah, residu
asam amino ASP538 juga membentuk ikatan elektrostasis dengan ligan uji.
Ikatan elektrostatis merupakan ikatan yang terbentuk karena adanya muatan
yang berlawanan pada masing-masing molekul, dimana terjadi distribusi
elektron yang menghasilkan muatan positif dan negatif pada molekul
tertentu (Adawiyah, 2016). Ikatan elektrostatis ini juga berperan dalam
meningkatan kestabilan konformasi ligan dengan reseptor (Naufa et al.,
2022).

Selain terbentuk ikatan hidrogen dan ikatan elektrostatis, interaksi
ligan uji dengan reseptor juga membentuk ikatan hidrofobik dengan residu
asam amino VAL353. Ikatan hidrofobik merupakan ikatan yang berfungsi
untuk meminimalisir interaksi dengan air melalui pengaturan posisi
senyawa non polar. Interaksi ini dapat terjadi karena valin merupakan asam
amino non polar yang bersifat hidrofobik (Subagiono, 2019). Ikatan ini juga
berperan penting dalam menjaga kestabilan protein (Khaerunnisa et al.,

2020).

Gambar 4.10. Model 3 Dimensi Ikatan Ligan Kontrol dan Reseptor
(Dokumen pribadi, 2022)
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Gambar 4.11. Model 2 Dimensi Ikatan Ligan Kontrol dan Reseptor
(Dokumen pribadi, 2022)

Gambar 4.10 merupakan model 3 dimensi letak penambatan ligan
kontrol dengan reseptor target. Penambatan ini menghasilkan satu jenis
ikatan, yakni ikatan hidrogen yang disajikan pada gambar 4.11. lkatan
hidrogen yang terbentuk berikatan dengan 6 residu asam amino, yakni
GLUG67, ASNG9, LYS95, GLU296, ARG581, dan PRO582. Panjang ikatan
hidrogen senyawa ligan kontrol dengan masing-masing residu asam amino

disajikan pada tabel berikut:

Tabel 4.4. Panjang Ikatan Hidrogen Ligan Kontrol dengan Residu Asam Amino

Residu Asam Amino Panjang lkatan Hidrogen (A)
GLU67 2.18
ASN69 2.18
LYS95 2.27
GLU296 2.66
ARG581 2.90
PRO582 1.94

(Dokumen pribadi, 2022)

Seluruh ikatan hidrogen yang terbentuk dari interaksi senyawa ligan
kontrol cenderung memiliki ikatan yang kuat, karena memiliki panjang
ikatan lebih dari 1.85 A. Kuatnya interaksi hidrogen ini mendukung

kestabilan konformasi ligan dengan protin (Zuchrian, 2010).
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Analisis Hasil Penambatan Molekuler

Analisis hasil penambatan molekuler dilakukan dengan melihat
beberapa parameter data, meliputi energi bebas ikatan (AG), konstanta
inhibisi (Ki), serta ikatan yang terbentuk dengan residu asam amino.
Analisis data dilakukan dengan membandingkan parameter data dari proses
penambatan ligan natif, ligan uji, dan ligan kontrol positif untuk mengetahui
tingkat efektivitas dan potensial ligan uji sebagai kandidat obat. Data hasil

penambatan disajikan pada tabel berikut:

Tabel 4.5. Data Hasil Penambatan Molekuler
AG Ki Jenis lkatan
(kkal/mol)  (uM) Hidrogen Hidrofobik  Elektrostatik
Uji -6.39 20.67 MET340 VAL353 ASP538
MET453
THR534
TRP537
SER600
ASP538
ASP663
ARG737
Kontrol -6.09 3452 GLU67 - -
ASNG69
LYS95
GLU296
ARG581
PRO582
Natif -3.11 526  LYS300 - -

LYS355
(Dokumen pribadi, 2022)

Ligan

Data pada tabel 4.5. merupakan nilai terbaik dari 10 kali proses
penambatan masing-masing ligan terhadap reseptor. Berdasarkan data
tersebut, dapat diketahui bahwa energi bebas ikatan (AG) terbaik terjadi
pada penambatan reseptor dengan ligan uji, senilai -6.39 kkal/mol. Nilai AG

merepresentasikan tingkat kestabilan konformasi ligan dengan reseptor,
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serta tingkat afinitas ikatan ligan terhadap reseptor. Semakin rendah nilai
AG, maka semakin tinggi afinitas ligan terhadap reseptor (Kalontong et al.,
2022). Berdasarkan nilai AG ketiga ligan, diketahui bahwa ligan uji dan
ligan kontrol lebih stabil dibandingkan dengan ligan natif. AG ligan uji yang
berinali negatif menandakan ligan uji dapat berinteraksi dengan resptor
sehingga dapat digunakan sebagai inhibitor DENV-3. Perbedaan nilai AG
pada ketiga ligan dipengaruhi oleh beberapa hal, seperti perbedaan jenis dan
jumlah ikatan yang terbentuk dari interaksi ligan dan reseptor, seperti ikatan
hidrogen, ikatan hidrofobik, dan ikatan elektrostatis (Sinurat et al., 2021).
Selain itu, nilai AG juga dipengaruhi dari fleksibilitas struktur ligan saat
proses penambatan berlangsung (Hanif et al., 2020).

Konstanta inhibisi ketiga ligan memiliki nilai yang berbeda-beda.
Nilai konstanta inhibisi menggambarkan tingkat kekuatan suatu senyawa uji
dalam menghambat laju kerja reseptor target. Semakin rendah nilai
konstanta inhibisi, maka semakin besar kekuatan hambatannya (Hartanti et
al., 2022). Pada tabel 4.3., dapat diketahui nilai konstanta inhibisi terendah
terjadi pada penambatan ligan natif, dan nilai konstanta inhibisi tertinggi
terjadi pada penambatan ligan kontrol. Konstanta inhibisi senyawa ligan uji
berada pada posisi tengah di antara ligan natif dan ligan kontrol. Hal ini
menandakan kekuatan hambatan ligan uji lebih rendah dibandingkan ligan
natif, namun lebih tinggi dibandingkan ligan kontrol. Ligan kontrol yang
digunakan adalah senyawa ribavirin. Senyawa ribavirin merupakan jenis
senyawa analog nukleosida sintetis yang berasal dari guanosin. Senyawa ini

dikenal memiliki aktivitas antiviral dengan berbagai jenis virus (Roostika et
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al., 2016). Senyawa ribavirin merupakan obat antivirus yang digunakan
dalam terapi pengobatan penyakit hepatitis C. Selain itu, senyawa ribavirin
memiliki aktivitas pengahambatan replikasi DENV (Rattanaburee et al.,
2015).

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada penelitian ini, diketahui
bahwa senyawa punicalagin yang terkandung dalam buah delima (Punica
granatum) dapat digunakan sebagai kandidat obat. Hasil ini diharapkan
dapat membantu permasalahan kasus 1D, mengingat belum adanya obat
yang efektif dalam menghambat pertumbuhan DENV hingga saat ini.
Dalam ajaran agama Islam, suatu penyakit pasti ada obatnya, termasuk
penyakit 1VD. Hal ini sesuai firman Allah yang tercantum dalam Al-Qur’an

Surat Al-Isra ayat 82 yang berbunyi:

s ) calll 35 Y5 bt 4RSS s o6 G 0D o
Artinya:
“Kami turunkan dari Al-Qur’an sesuatu yang menjadi penawar dan rahmat
bagi orang-orang mukmin, sedangkan bagi orang-orang zalim (Al-Qur’an
itu) hanya akan menambah kerugian.” (QS. Al-lsra: 82).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah swt menurunkan Al-Qur'an
kepada Muhammad sebagai obat dari penyakit. Al-Qur'an juga merupakan
rahmat bagi kaum Muslimin karena memberi petunjuk kepada mereka,
sehingga mereka masuk surga dan terhindar dari azab Allah SWT. Melalui
ayat ini, Allah hendak mengingatkan kepada hamba-Nya untuk berpegang
teguh pada Al-Qur’an agar senantiasa mendapatkan rahmat-Nya. Selain itu,

penjelasan terkait obat suatu penyakit juga tercantum dalam hadis

Rasulullah SAW yang diriwayatkan oleh Imam Muslim yang berbunyi:
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Artinya:
“Telah menceritakan kepada kami Harun bin Ma'ruf, Abu ath-Thahir, dan
Ahmad bin 'Isa, mereka berkata: Telah menceritakan kepada kami lbnu
Wahb, ia berkata: Telah mengabarkan kepadaku ‘Amru bin al-Harits, dari
'‘Abdu Rabbih bin Sa'id, dari Abu az-Zubair, dari Jabir, dari Rasulullah (],
beliau bersabda: "Setiap penyakit ada obatnya. Apabila ditemukan obat
yang tepat untuk suatu penyakit, maka akan sembuh penyakit tersebut
dengan izin Allah 'Azza wa Jalla.” (H.R. Muslim: 4084).
Hadis tersebut menjelaskan bahwa setiap penyakit pasti ada obatnya.
Jika sudah ditemukan obat yang tepat, maka atas izin Allah SWT penyakit
tersebut akan sembuh. Hal ini juga berlaku pada kasus infeksi virus dengue
(VD). Melalui usaha dan ikhtiar, niscaya obat efektif dengue akan segera
ditemukan. Penelitian antiviral DENV yang dilakukan oleh para peneliti
merupakan salah satu bentuk ikhtiar agar dapat segera ditemukan terapi obat

yang efektif untuk IVD. Penemuan obat IVD ini akan sangat membantu

menekan jumlah kasus, sehingga penyakit ini dapat teratasi dengan baik.
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BAB V

PENUTUP

51 Simpulan

Berdasarkan hasil yang telah diperoleh pada penelitian ini, dapat

disimpulkan bahwa:

a.

Senyawa punicalagin mampu berikatan dengan reseptor protein target
yang ditandai dengan terbentuknya ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik,
dan ikatan elektrostatis dengan residu asam amino. lkatan-ikatan
tersebut terbentuk pada kompleks domain C-Terminal protein NS5
DENV-3, dimana pada kompleks ini terdapat enzim RNA polimerase.
Sehingga kemampuan ikatan punicalagin dengan reseptor protein target
pada kompleks ini dapat menghambat kerja enzim RNA polimerase.
Penambatan senyawa punicalagin dengan reseptor protein target
menghasilkan konstanta inhibisi 20.67. Hasil ini menunjukkan bahwa
kemampuan penghambatan punicalagin lebih rendah dari senyawa
ligan, namun lebih baik dari senyawa kontrol. Oleh karena itu, senyawa
punicalagin efektif dalam menghambat replikasi DENV-3.
Penambatan senyawa punicalagin dengan reseptor protein target
menghasilkan energi bebas ikatan (AG) sebesar -6.39 kkal/mol. Hal ini
menunjukkan bahwa ikatan ligan punicalagin dengan reseptor lebih
baik dibandingkan dengan (AG) ligan kontrol, dan ligan natif. Oleh
karena itu senyawa punicalagin berpotensi sebagai kandidat obat

DENV-3.
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52  Saran
a. Diperlukan penelitian lebih lanjut terkait kemampuan senyawa
punicalagin untuk berikatan pada zona protein lain dari senyawa
DENV-3.
b. Perlu adanya penelitian lebih lanjut secara in vitro dan in vivo untuk
mengetahui efektivitas punicalagin dalam menghambat replikasi
DENV-3, serta untuk mengetahui tingkat toksisitasnya terhadap sel

tubuh.
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