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ABSTRAK

Beta-talasemia merupakan penyakit genetik pada sintesis hemoglobin di dalam sel darah merah yang
ditandai dengan menurunnya produksi -globin. Senyawa kurkumin diketahui dapat meningkatkan
kadar HbF pada sel K562. Senyawa demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin diketahui
memiliki stabilitas dan bioavaibilitas yang lebih baik dari kurkumin. Penelitian ini bertujuan untuk
melihat interaksi senyawa demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin pada protein LSD1 secara
in silico. Penelitian eksperimental yang dilakukan terbagi dalam dua tahap. Pertama, validasi metode
yang meliputi pengunduhan struktur LSD1 (PDB ID: 6KGP), preparasi struktur protein dengan
menghilangkan molekul air dan memisahkan molekul protein dan ligan natif, penambatan kembali
dengan Ligan natif menggunakan AutoDock Vina dan penghitungan nilai RMSD. Kedua,
penambatan molekuler senyawa demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin dengan protein
LSD1 menggunakan koordinat hasil validasi yang valid dan visualisasi penambatan dengan
menggunakan BIOVIA Discovery Studio 2020. Hasil validasi menunjukkan nilai RMSD yaitu 1,402
A. Energi ikatan terendah untuk protein LSD1 yaitu -10,4 kkal/mol dan -10,2 kkal/mol untuk senyawa
demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin. Residu asam amino pada LSD1 yang berperan pada
pengikatan senyawa uji demetoksikurkumin yaitu Thr624; Val288 dan Arg316. Residu asam amino
pada LSD1 yang berperan pada pengikatan senyawa uji demetoksikurkumin yaitu Thr624; Leu659;
Val811; Arg316; Leu625; Tyr761 dan Trp751. Penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa
demetoksikurkumin menunjukkan hasil yang lebih baik dan interaksi yang lebih potensial pada
protein LSD1 dibandingkan bisdemetoksikurkumin.
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PENDAHULUAN

Beta talasemia merupakan penyakit genetik dengan prevalensi dan insiden yang tinggi di dunia.
Penyakit ini disebabkan oleh gangguan sintesis hemoglobin di dalam sel darah merah, ditandai dengan
menurunnya atau tidak adanya sintesis rantai hemoglobin (B-globin) yang membentuk struktur normal
molekul hemoglobin utama pada orang dewasa (Rujito, 2019). spenyebab umum anemia mikrositik
dimana rantai hemoglobin (B-globin) yang tidak dapat diproduksi dengan cukup menyebabkan rantai
a-globin tidak dapat berpasangan sehingga menimbulkan presipitasi eritrosit lalu menyebabkan

hemolisis (pemecahan sel darah merah) (Rujito dan Sasongko, 2018).

Secara epidemiologi, B- talasemia banyak tersebar di dacrah dengan frekuensi karier tertinggi seperti
daerah Timur Tengah, Semenanjung Cina dan Asia Tenggara. Di Indonesia, prevalensi dari - talasemia

mencapai 3-10% dari penduduk yang merupakan salah satu prevalensi tertinggi dari seluruh negara di
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asia tenggara sehingga Indonesia mendapat julukan sebagai sabuk talasemia (Suryoadji dan Alfian,
2021). Pada Kabupaten Banyumas, prevalensi penduduk yang memiliki pembawa sifat talasemia cukup

besar yaitu sebesar 8% (Rujito, 2019).

Terapi (-talasemia yang tersedia adalah terapi kuratif yaitu Hematopoietic Stem Cell Transplantation
(HSCT) dan terapi suportif seperti transfusi sel darah merah. Namun, terapi transplantasi tidak tersedia
secara luas untuk pasien P-talasemia karena sulitnya menemukan donor sumsum tulang Human
Leukocyte Antigen (HLA) yang cocok (Zakaria et al., 2022). Selain itu, transfusi sel darah merah
diketahui dapat meningkatkan risiko terkena penyakit infeksi dan menimbulkan penimbunan ion besi
di organ tubuh. Pada akhirnya, penimbunan ion besi ini dapat menimbulkan komplikasi lain (Kemenkes,
2018; Ali et al., 2021). Belakangan ini, terapi P-talasemia mulai dikembangkan dengan cara
meningkatkan produksi y-globin. Dalam tubuh, y-globin dapat berikatan dengan protein a-globin
membentuk Hemoglobin F (HbF) (Nuamsee et al., 2021). Salah satu mekanisme induksi HbF adalah
dengan menghambat kerja protein LSD1 yang berperan dalam silencing gen HDF.

Senyawa kurkumin diketahui berpotensi sebagai penghambat protein LSD1 (Abdulla et al., 2013).
Penelitian Setyono et al (2021) menunjukkan senyawa kurkumin memiliki aktivitas interaksi yang baik
pada protein LSD1 secara in silico dibandingkan dengan senyawa 6- shogaol. Akan tetapi, senyawa
kurkumin memiliki bioavailabilitas yang buruk, tingkat kelarutan yang rendah pada air dan
ketidakstabilan pada Ph asam sehingga membatasi terapi pada aplikasi klinisnya. Oleh karena itu,
beberapa analog kurkumin disintesis untuk meningkatkan bioavailabilitas dan stabilitasnya. Senyawa
demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin merupakan turunan dari kurkumin yang memiliki
stabilitas dan solubilitas yang lebih baik dibandingkan dengan kurkumin (Huang et al., 2020). Oleh
karena itu, senyawa demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin berpotensi sebagai inhibitor LSD1

yang lebih baik dibandingkan krukumin.

Dalam era pengembangan obat modern, pendekatan in silico, khususnya penambatan molekuler,
menjadi metode awal yang penting karena dapat memprediksi interaksi ligan dan reseptor dengan cepat,
akurat, dan biaya yang lebih efisien (Yousuf et al., 2017; Ballante et al., 2021). Berdasarkan latar
belakang tersebut, penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi interaksi kompleks antara senyawa
demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin dengan protein LSD1 melalui simulasi penambatan
molekul. Hasil kajian ini diharapkan dapat menjadi pijakan awal dalam pengembangan kandidat agen

terapeutik baru untuk pengobatan -talasemia melalui mekanisme induksi HbF yang lebih efektif.

METODE

Alat

Alat yang digunakan terdiri dari perangkat keras laptop dengan spesifikasi prosesor Intel (R) Core (TM)
15-2450M, CPU 2.50 GHz dengan RAM 4 GB dan perangkat lunak berupa Windows 10 64-bit
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operating system, Avogadro, AutoDock Tools, AutoDock Vina, BIOVIA Discovery Studio
dan PyMol.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah struktur senyawa protein LSD1 (PDB: 6KGP) yang
diunduh melalui Protein Data Bank (http://rcsb.org) serta struktur senyawa demetoksikurkumin dan
senyawa  bisdemetoksikurkumin  yang  diperoleh  melalui  basis data = PubChem

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Metode

Preparasi Ligan

Ligan berupa struktur senyawa uji demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin yang telah diunduh
dibuka dalam aplikasi Avogadro (http://avogadro.cc/) untuk dilakukan penggambaran struktur 3D serta
dilakukan optimasi force field MMFF94 untuk meminimalisasi energi, sehingga dapat menyetabilkan
ikatan selama penambatan molekul, penambahan hidrogen dan konversi struktur 2D menjadi 3D (Hanif
et al., 2020). File hasil optimasi akan disimpan dalam format PDB dan dibuat format PDBQT dengan
aplikasi Autodock Tools (Prasetio et al., 2021).

Preparasi Protein

Struktur protein LSD1 diunduh dengan kode 6KGP (Setyono et al., 2021). Selain memiliki resolusi
yang rendah, kode protein 6KGP juga dipilih karena memiliki ligan natif yang tertambat yaitu FAD
(flavin- adenin dinukleotida) yang merupakan inhibitor LSD1(Niwa et al., 2020) .Preparasi protein
dilakukan melalui aplikasi Autodock Tools dengan menghilangkan molekul air dan ligan kontaminan
disekitar struktur protein agar tidak mengganggu proses penambatan dan meningkatkan efektivitas
pengikatan (Ekawasti et al., 2021). Selanjutnya, protein dan ligan natif dipisahkan untuk validasi
metode penambatan molekuler. Menurut Lelita et al (2017) pemisahan bertujuan agar senyawa uji dapat
tertambat pada protein menggantikan tempat ligan natif. Protein dimuat kembali dalam Autodock Tools
dan ditambahkan atom hidrogen yang bersifat polar untuk memunculkan kembali atom hidrogen pada
makromolekul sehingga ikatan hidrogen yang terbentuk dapat teramati (Sastry et al., 2013). Lalu
dilakukan penambahan muatan gasteiger untuk menghitung interaksi elektrostatik pada interaksi antara
ligan dan protein (Forli et al., 2016). Selanjutnya, protein disimpan dengan format PDBQT. File ligan
natif dalam format PDB dibuka kembali dan dipilih sebagai ligan, kemudian diatur torsinya dan
disimpan dengan format PDBQT.

Validasi Metode
Pada tahap ini dilakukan penambatan ulang ligan natif yang sudah dipisahkan dari reseptornya atau
dikenal dengan istilah re-docking menggunakan aplikasi AutoDock Tools untuk mencari konformasi

3D dengan memperlihatkan koordinat pusat massa struktur dan besaran grid box dari binding set pocket
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dalam satuan Angstrom (A) (Dermawan et al., 2019). Pengaturan grid box pada protein dan ligan natif
hasil dari preparasi akan menjadi ruang untuk ligan natif membentuk konformasi ketika dilakukan
penambatan dengan protein target dan juga menjadi tempat ligan akan berinteraksi dengan residu asam
amino pada protein target (Susanti et al., 2019). Grid center pada penelitian ini adalah x = 26,776, y =
43,519, dan z = -19,881 yang digunakan untuk mengatur letak parameter box pada makromolekul.
Pengaturan grid size meliputi 20 x 22 x 18 dan spacing 1,000 A untuk menentukan ukuran grid box
sebagai ruang penambatan ligan (Feinstein & Brylinski, 2015) .

Pada proses validasi metode, dilihat pula RMSD pada aplikasi PyMol. RMSD (Root Mean Square
Deviation) merupakan parameter yang menggambarkan seberapa besar perubahan interaksi protein-
ligan pada struktur kristal sebelum dan sesudah proses penambatan untuk mengetahui nilai
penyimpangannya. Penambatan ulang dikatakan valid apabila nilai RMSD < 2A (Sari et al., 2020).
RMSD pada penelitian ini yaitu sebesar 1,402 A.

Penambatan Ligan dan Protein

Kedua struktur senyawa uji ditambatkan dengan protein target menggunakan Autodock Vina dengan
konfigurasi grid box hasil validasi. Penambatan dalam aplikasi AutoDock Vina akan menghasilkan
sejumlah konformasi senyawa dengan energi ikatan setiap konformasi. Konformasi senyawa dengan
energi ikatan terendah pada protein target dianggap sebagai konformasi terbaik (Susanti et al.,

2019).

Visualisasi

Hasil dari penambatan molekul dapat dilihat dari format output dan dipilih konformasi dengan energi
ikatan terendah. Hasil konformasi ligan (PDBQT) terbaik dibentuk kompleks dengan protein (PDB)
pada aplikasi PyMol dan disimpan dalam format PDB. Kemudian dilakukan visualisasi dengan melihat
ikatan dan interaksi yang terjadi antara ligan dan protein menggunakan aplikasi Discovery Studio

(Irwan et al, 2021).

HASIL

Pengujian in silico dilakukan dengan metode penambatan molekuler untuk mengetahui
interaksi ligan- protein yang terjadi antara dua turunan kurkumin, yaitu demetoksikurkumin dan
bisdemetoksikurkumin terhadap protein LSD1 (PDB ID 6KGP) yang dibandingkan dengan senyawa
kurkumin sebagai kontrol. Hasil pada Tabel 1 menunjukkan bahwa aktivitas penghambatan terbaik
terlihat pada senyawa demetoksikurkumin yang memiliki energi ikatan lebih rendah yaitu -10,4
kkal/mol dibandingkan dengan senyawa uji lainnya yaitu bisdemetoksikurkumin sebesar -10,2

kkal/mol.

Prasyarat agar ligan berikatan secara spontan dengan protein adalah dihasilkannya nilai energi
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ikatan (AG) negatif. Afinitas pengikatan yang tinggi dapat diidentifikasi dari rendahnya energi ikatan
hasil proses penambatan. Kecenderungan interaksi molekuler untuk berada pada tingkat energi terendah
merupakan dasar pembentukan ikatan protein-ligan yang stabil. Konsekuensinya, penurunan nilai
energi ikatan secara langsung berkorelasi dengan peningkatan stabilitas dan afinitas ikatan ligan pada

reseptornya. (Du et al., 2016).

Tabel 1. Nilai energi ikatan dan hasil visualisasi ikatan

Senyawa Energi Ikatan (AG) (kkal/mol)
Ligan Natif (FAD909) -16,1
Kurkumin -10,2
Demetoksikurkumin -10,4
Bisdemetoksikurkumin -10,2

PEMBAHASAN

Pada hasil visualisasi, interaksi yang dapat terlihat dapat berupa ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik
atau interaksi elektrostatika. Ikatan hidrogen memiliki tipe ikatan hidrogen konvensional dan hidrogen
karbon (non klasik). Ikatan hidrogen konvensional yaitu ikatan yang terjadi antara atom donor hidrogen
dan atom akseptor hidrogen sedangkan ikatan hidrogen karbon merupakan ikatan yang terjadi antara
atom karbon terpolarisasi (karbon dalam gugus asetilen atau karbon yang berdekatan dengan atom
nitrogen atau oksigen) sebagai donor Hidrogen dengan akseptor hidrogen. Ikatan hidrogen karbon
mempunyai kekuatan yang lebih lemah dibandingkan dengan ikatan hidrogen konvensional (Ekawasti

et al., 2021; Goémez-Jeria et al., 2020).

Pada Gambar 1 Interaksi protein LSD1 dengan senyawa demetoksikurkumin memiliki tujuh ikatan
hidrogen dan sepuluh interaksi hidrofobik. Interaksi yang terbentuk lebih banyak dibandingkan dengan
senyawa bisdemetoksikurkumin yang memiliki tiga ikatan hidrogen dan lima interaksi hidrofobik
ketika berinteraksi dengan protein LSD1. Senyawa demetoksikurkumin membentuk ikatan hidrogen
konvensional dan karbon yang lebih banyak yaitu Thr810, Thr624, Gly287, Val590, Leu307 dan
Thr588. Kedua ikatan hidrogen ini dapat mempengaruhi afinitas yang disebabkan oleh kontribusi ikatan
hidrogen terhadap kestabilan struktur kompleks, sehingga semakin banyak jumlah ikatan hidrogen yang
terbentuk maka akan semakin kompleks strukturnya (Ummabh et al., 2020).

Selain itu banyaknya ikatan hidrogen konvensional yang lebih kuat dibandingkan hidrogen karbon
berpengaruh terhadap aktivitas biologis senyawa tersebut karena ikatan hidrogen merupakan interaksi
nonkovalen yang sangat kuat dan bertanggung jawab terhadap sistem biologis (Rachmania, 2019;
Glowacki et al, 2013). Sehingga, afinitas demetoksikurkumin lebih tinggi dibandingkan

bisdemetoksikurkumin.
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Gambar 1. Hasil Visualisasi Senyawa Kurkumin (a), Senyawa Demetoksikurkumin (b), Senyawa
Bisdemetoksikurkumin (c)

Pada visualisasi senyawa demetoksikurkumin, ditemukan residu asam amino Thr624 yang berikatan
pada gugus B-diketon dan Val288 pada kompleks benzena. Kedua residu ini merupakan kunci
pengikatan dan memiliki peran utama dalam peningkatan aktivitas inhibitor protein LSDI. Jika
senyawa inhibitor memiliki ikatan hidrogen dengan asam amino tersebut maka aktivitas inhibitor akan

meningkat (Xu et al., 2019).

Pada hasil visualisasi, residu asam amino Thr624 juga ditemukan pada senyawa bisdemetoksikurkumin
dan senyawa kontrol yaitu kurkumin. Perbedaan yang signifikan terlihat pada tempat terjadinya
interaksi, pada senyawa kontrol dan bisdemetoksikurkumin, residu Thr624 terlihat pada gugus
hidroksi yang ada pada salah satu gugus benzena. Sedangkan, = pada senyawa
demetoksikurkumin residu Thr624 terlihat pada gugus B-diketon yang merupakan sisi aktif dari ketiga
senyawa kurkuminoid tersebut (Riyadi et al., 2021).

Jika dilihat dari jarak interaksi, residu asam amino Thr624 pada demetoksikurkumin membentuk jarak
2,65 A, hasil ini sedikit lebih rendah dibandingkan bisdemetoksikurkumin yang membentuk jarak 2,68
A. Oleh karena itu Afinitas demetoksikurkumin yang lebih tinggi disebabkan oleh jarak interaksinya
yang lebih pendek dengan protein target. Hal ini sejalan dengan prinsip bahwa penurunan jarak interaksi
akan meningkatkan kekuatan afinitas ikatan. (Du et al., 2016). Selain itu, diketahui cincin benzena pada
ketiga senyawa kurkuminoid tersebut berfungsi sebagai jangkar dan membentuk interaksi hidrofobik

dengan residu hidrofobik di sekitarnya.

Terdapat kesamaan residu asam amino yang dihasilkan yaitu Arg316. Menurut Sun et al (2018) ikatan

n-alkil pada residu Arg316 memainkan peran penting dalam proses pelepasan atau pengikatan inhibitor
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LSDI. Selain kesamaan residu asam amino Thr624 dan Arg316, bisdemetoksikurkumin dan senyawa
kontrol kurkumin memiliki beberapa kesamaan residu asam amino lainnya seperti Leu659, Val811 yang
merupakan ikatan hidrogen konvensional serta ikatan hidrofobik Tyr761 dan Trp751. Menurut Xu et al
(2019) asam amino Leu659, Val811, Trp751 dan Tyr761 memainkan peran penting dalam stabilitas
molekul. Semakin banyak kesamaan jumlah residu asam amino yang terikat melalui ikatan hidrogen
dibandingkan kontrol, maka semakin kuat afinitas ligan terhadap protein target. Adanya ikatan hidrogen
yang dihasilkan saat proses penambatan dan tingginya kesamaan residu asam amino dibandingkan

kontrol diprediksi memiliki ikatan yang kuat (Arfi et al, 2020).

Dari penjelasan tersebut, diketahui bahwa senyawa demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin
memiliki potensi yang mirip dengan senyawa kurkumin sebagai kontrol terhadap protein LSDI.
Berdasarkan hasil penambatan molekuler, senyawa demetoksikurkumin memiliki potensi menghambat
protein LSD1 yang sedikit lebih besar dibandingkan senyawa bisdemetoksikurkumin dan kurkumin.
Hal ini dikarenakan bisdemetoksikurkumin memiliki nilai energi ikatan yang lebih rendah yaitu sebesar
-10,2 kkal/mol serta ikatan yang terlibat lebih kuat antara residu Thr624 yang berikatan di sisi aktif
ligan dan Val288 yang merupakan kunci pengikatan dan memiliki peran utama dalam peningkatan

aktivitas inhibitor protein LSD1.

Perbedaan gugus metoksi pada kedua cincin benzena yang terdapat di ketiga senyawa ini diketahui
memengaruhi stabilitas dan nilai bioavaibilitas dalam jaringan, akan tetapi perbedaan gugus tersebut
tidak memiliki pengaruh yang signifikan terhadap pengikatan pada protein LSD1 secara penambatan
molekuler. Berdasarkan literatur lain, terdapat pengujian ketiga senyawa  kurkuminoid  dengan
Human Serum Albumin (HSA) untuk melihat pengaruh aktivitas biologis dan farmakologi dari senyawa
kurkuminoid pada sirkulasi sistemik tubuh secara in silico yaitu penambatan molekul dan molekuler
dinamik. Hasilnya menunjukkan bahwa ketiga senyawa kurkuminoid dapat berikatan dengan HSA.

Namun, gugus metoksi memainkan peran minimum dalam efek pengikatan tersebut (Sato et al., 2014).

Penelitian ini telah menunjukkan jenis interaksi yang potensial terjadi antara senyawa uji dengan protein
target secara in silico. Hal ini penting dilakukan sebagai dasar dalam uji berikutnya yaitu uji in vitro
maupun in vivo. Sehingga disarankan untuk melanjutkan pada tahapan simulasi dinamika molekul
untuk mengetahui perkiraan yang lebih akurat pada afinitas pengikatan ligan dibandingkan pendekatan
komputasi penambatan molekuler serta memberikan informasi lebih mengenai optimasi dan potensi
ligan dan stabilitas kompleks akibat pengaruh interaksi yang terjadi antara ligan dengan protein target

dari hasil penambatan molekul (Hollingsworth dan Dror, 2018).

KESIMPULAN

Senyawa demetoksikurkumin merupakan senyawa turunan kurkuminoid yang berpotensi sebagai

inhibitor LSD1 dengan nilai energi ikatan yang lebih rendah yaitu -10,4 kkal/mol dibandingkan dengan
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senyawa turunan lainnya yaitu bisdemetoksikurkumin yang memiliki ikatan energi senilai -10,2
kkal/mol. Residu asam amino yang berperan besar dalam ikatan senyawa demetoksikurkumin dengan
protein LSD1 yaitu Thr624 yang berupa ikatan hidrogen serta Arg316 dan Val288 yang memiliki
interaksi hidrofobik. Sedangkan residu asam amino yang berperan besar dalam ikatan senyawa
bisdemetoksikurkumin dengan protein LSD1 yaitu Thr624, Leu659 dan Val811 yang berupa ikatan
hidrogen serta Trp751 dan Tyr761 yang memiliki interaksi hidrofobik.

SARAN

Dari hasil penelitian ini dapat dilakukan penelitian selanjutnya dengan uji in silico melalui dinamika
molekul untuk mengetahui stabilitas interaksi antara ligan dan protein target dari hasil penambatan
molekul. Serta uji in vitro dan in vivo terhadap protein LSD1 untuk mengetahui efek farmakologi

senyawa tersebut dalam meningkatkan HbF pada penderita - thalasemia.
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