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Abstrak

Pendahuluan: Tuberkulosis (TB) yang disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis (Mtb) masih
menjadi masalah kesehatan global dengan angka kejadian dan resistensi obat yang tinggi. Salah satu
target molekuler yang menjanjikan dalam pengembangan obat anti-TB adalah enzim Polyketide
Synthase 13 Thioesterase (Pksl13-TE), yang berperan penting dalam biosintesis asam mikolat,
komponen utama dinding sel Mth. Aktivitas enzim ini berkontribusi terhadap virulensi dan
kelangsungan hidup Mtb, sehingga penghambatannya dipandang sebagai strategi terapeutik yang
potensial. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi senyawa polar alami dalam
temu lawak (Curcuma xanthorrhiza) sebagai inhibitor Pks13-TE melalui pendekatan in silico berbasis
simulasi Molecular Docking. Metode: Sebanyak empat belas senyawa dari ekstrak polar Temu Lawak
dianalisis interaksinya terhadap situs aktif Pks13-TE menggunakan perangkat lunak AutoDock Tools
dan PyMOL. Parameter yang diamati meliputi energi ikatan (binding affinity), jenis ikatan hidrogen dan
hidrofobik, serta keterlibatan residu katalitik dalam kompleks protein-ligan. Hasil: Hasil simulasi
menunjukkan bahwa tiga senyawa a-pinene, o-thujene, dan Desmethoxycurcumine memiliki afinitas
pengikatan yang paling kuat dibanding senyawa lain. Ketiganya berinteraksi stabil dengan residu-residu
penting dalam domain thioesterase, menunjukkan potensi sebagai inhibitor kompetitif. Kesimpulan:
Temuan ini mendukung pemanfaatan senyawa alam dari Temu Lawak sebagai kandidat awal dalam
skrining obat TB berbasis target molekuler. Studi lanjutan in vitro dan in vivo diperlukan untuk
mengkonfirmasi aktivitas biologis dan toksisitas dari senyawa terpilih.

Kata Kunci: Mycobacterium tuberculosis, Polyketide Synthase 13, Thioesterase, Temu Lawak,
Molecular Docking, Inhibitor TB.

PENDAHULUAN

Tuberkulosis (TB) merupakan salah satu penyakit menular yang paling mematikan di dunia,
disebabkan oleh infeksi Mycobacterium tuberculosis (MTb). Meskipun telah tersedia pengobatan
standar, ketahanan terhadap obat semakin meningkat, memerlukan pengembangan terapi baru [1]. Salah
satu target yang menjanjikan dalam pengembangan obat TB adalah enzim thioesterase polyketide
synthase (TEPKS), yang berperan penting dalam biosintesis metabolit sekunder yang berhubungan
dengan virulensi MTb [2,3].

Penelitian terkait profil dan mekanisme kerja TEPKS pada MTb sangat penting untuk memahami
bagaimana enzim ini dapat menjadi target potensial dalam terapi TB. Berbagai strategi telah
dikembangkan untuk mengidentifikasi senyawa yang dapat menghambat aktivitas enzim ini, salah
satunya adalah dengan menggunakan virtual screening. Pendekatan ini memungkinkan penelusuran
senyawa aktif terhadap TEPKS dengan efisiensi tinggi dan biaya yang lebih rendah, melalui simulasi
molecular docking yang mengidentifikasi interaksi antara senyawa dan target enzim [4].

Salah satu sumber senyawa bioaktif yang menarik adalah temu lawak (Curcuma xanthorrhiza
Roxb), tanaman yang telah lama digunakan dalam pengobatan tradisional, terutama sebagai terapi untuk
berbagai kondisi inflamasi dan infeksi. Senyawa polar yang terkandung dalam rhizom Temu lawak
diketahui memiliki potensi aktivitas biologis [5,6]. Oleh karena itu, dalam penelitian ini, dilakukan
pengujian secara virtual terhadap aktivitas senyawa-senyawa polar dari Temu Lawak terhadap enzim
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TEPKS MThb. Molecular docking digunakan untuk mengevaluasi interaksi antara senyawa tersebut
dengan TEPKS, sebagai langkah awal untuk mencari kandidat senyawa yang dapat dikembangkan lebih
lanjut dalam terapi TB.

METODE PENELITIAN

Protein reseptor Polyketide Synthase 13 Thioesterase diperoleh dari Protein Data Bank (ID PDB
8Q0T) (www.rcsh.org/pdb). Struktur kristal diunduh dan digunakan sebagai protein reseptor target
dengan molekul 3-(3,4-dimethoxyphenyl)- ~{N}-[2-(3,4-dimethoxyphenyl) ethyl]- 1,2,4-oxadiazole-5 -
carboxamide (ID 1JJ) sebagai ligan bawaan [7]. Sebanyak 14 senyawa polar dari C. xanthorrhiza
ditentukan struktur 3 dimensi dengan menggunakan aplikasi MarvinSketch 3D 24.1.2
(https://chemaxon.com/).

Persiapan struktur protein reseptor diawali dengan penghilangan molekul air dan pemilihan rantai
yang sesuai menggunakan Open-Source PyMOL software (https://pymol.org/). Muatan ikatan hidrogen
diberikan pada ligan dan reseptor, dan koordinat grid ditentukan menggunakan AutoDockTools 1.5.7
(https://ccsb.scripps.edu/maltools/). Proses docking molekul dilakukan dengan menggunakan AutoDock
Vina. Tahapan intruksi program disusun dalam skrip yang ditulis di aplikasi Notepad++ dan dijalankan
melalui command line di aplikasi Git Bash (https://github.com/). Metode docking divalidasi
menggunakan re-docking dengan parameter RMSD (Root Mean Square Deviation) (<2 A). Residu asam
amino yang diprediksi kemudian dibandingkan dengan yang berada di situs aktif kompleks protein
ligan-reseptor. Visualisasi 3D dari kompleks ligan-reseptor yang dihasilkan dari optimasi docking
dilakukan menggunakan Open Source PyMol software, sedangkan jenis dan jumlah ikatan dianalisis
menggunakan LigPlus v2.2 (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/) [8,9].

HASIL DAN PEMBAHASAN

Molekul Polyketide Synthase (Pks13) diperoleh dari Mycobacterium tuberculosis (strain ATCC
25618/H37Rv) [2]. Enzim ini penting dalam biosintesis asam mikolat (Mycolic acids) pada
Mycobacterium tuberculosis, bakteri penyebab tuberkulosis. Asam mikolat merupakan komponen
utama dinding sel mikobakteria yang sangat hidrofobik dan berperan dalam virulensi serta resistensi
terhadap antibiotik [10].

Pks13 merupakan anggota dari keluarga poliketida sintase tipe | yang terdiri atas beberapa domain
multifungsi, diantaranya adalah ACP (Acyl Carrier Protein) domain, AT (Acyltransferase) domain, KS
(Ketosynthase) domain dan TE (Thioesterase) domain [11].

Pks13 bekerja dalam langkah akhir biosintesis asam mikolat. Enzim ini mengkatalisis kondensasi
dua prekursor rantai Panjang-satu berasal dari Fatty Acid Synthase | (FAS-1) dan satu lagi dari fatty acid
Synthase Il (FAS-11) - membentuk prekursor asam mikolat yang kemudian dimodifikasi lebih lanjut
[12].

Pada simulasi molekul docking penelitian ini, sisi aktif yang ditentukan pada koordinat 96.028
20.754 74.168 kristal Pks13 (PDB 8QO0T). nilai RMSD yang diperoleh pada tahap redocking adalah
0,3754 A° nilai tersebut menunjukkan bahwa molekul kristal dan ligan yang digunakan dapat digunakan
pada aplikasi molekul docking yang digunakan.

Senyawa yang teridentifikasi dalam ekstrak polar Temu Lawak (Tabel 1) sebanyak empat belas
merupakan kelompok monoterpen, seskuiterpen dan asam organik. Senyawa-senyawa yang termasuk
dalam golongan monoterpen adalah Alpha-pinene, Alpha-thujene, Beta-pinene, Myrcene, dan Linalool.
Monoterpen terdiri dari dua unit isoprena dan umumnya ditemukan dalam minyak atsiri tumbuhan serta
memiliki sifat volatil. Sementara itu, seskuiterpen yang terdiri dari tiga unit isoprena mencakup
Zingiberene dan Xanthorrhizol, yang juga banyak ditemukan dalam tanaman aromatik dan memiliki
berbagai aktivitas farmakologis. Pada kelompok asam organik, senyawa yang termasuk di dalamnya
adalah Citric Acid, Malic Acid, dan Lactic Acid, yang ditandai dengan keberadaan gugus karboksilat
dan berperan penting dalam metabolisme biologis [13]. Di luar tiga kelompok utama tersebut, terdapat
juga senyawa lain seperti Curcumine, Demethoxycurcumin, dan Bisdemethoxycurcumin yang
merupakan turunan polifenol dari Curcumine, serta D-glukosa yang tergolong sebagai karbohidrat.
Meskipun tidak masuk dalam kelompok terpen maupun asam organik, senyawa-senyawa ini memiliki
aktivitas biologis penting dan sering digunakan dalam penelitian farmasi dan biokimia.
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Tabel 1. Senyawa Polar dalam Ekstrak Temu Lawak (C. xanthorrhiza) [5,6,14]

No. Nama Senyawa Formula | Energi Affinitas (kkal/mol) | Efisiensi Ligan
1 | D-glucosa CsH 1206 -5.862 -0.4509
2 | Citric acid CeHsOy -5.421 -0.5421
3 | Malic acid C4HsOs -5.063 -0.5626
4 | Lactic acid C3HeOs -4.101 -0.6835
5 | Xanthorrhizol C15H2,0 -7.336 -0.4585
6 Curcumin C21H2006 -5.571 -0.5571
7 | Demothoxycurcumin C20H150s -9.649 -0.4195
8 | Bisdemothoxycurcumin | C19H1604 -5.784 -0.5784
9 | Alpha Pinene CioH1s -9.906 -0.3669
10 | Alpha thujene CioH16 -9.686 -0.3874
11 | Beta Pinene CioH1s6 -4.684 -0.3903
12 Myrcene CioH1s -5.247 -0.5247
13 | Linalool C10H180 -5.429 -0.4935
14 | Zingiberene CisHa4 -6.811 -0.4541

Energi afinitas (binding affinity) menunjukkan kekuatan interaksi antara suatu senyawa (ligan)
dengan targetnya (misalnya protein). Semakin negatif nilai energi afinitas, semakin kuat ikatan atau
afinitas senyawa tersebut terhadap target. Biasanya diukur melalui metode in silico seperti molecular
docking [15].

Alpha Pinene, Alpha Thujene dan Demethoxycurcumine, senyawa ini menunjukkan potensi tinggi
(< -9 kkal/mol) sebagai kandidat bioaktif karena memiliki ikatan paling kuat terhadap target.
Xanthorrhizol dan Zingiberene (-9 s/d -7 kkal/mol) menunjukkan interaksi kuat, bisa dipertimbangkan
dalam kombinasi atau formulasi dengan senyawa lain. D-glukosa, Curcumine dan turunannya, Asam
organik (Citric, Malic, Lactic), dan beberapa monoterpen memiliki potensi interaksi relatif lebih lemah,
namun mungkin tetap berperan sebagai koaktivator atau dalam efek sinergistik. Demethoxycurcumine
menunjukkan afinitas lebih tinggi dibandingkan Curcumine dan Bisdemethoxycurcumin menunjukkan
bahwa gugus metoksi mempengaruhi interaksi ligan-target. Asam Organik (Citric, Malic, Lactic)
memiliki energi afinitas relatif rendah, umumnya bukan ligan utama, namun berperan dalam pengaturan
pH atau kofaktor

Alpha Pinene paling aktif, sedangkan Beta Pinene dan Myrcene lebih lemah, menunjukkan
stereokimia dan struktur isomer memengaruhi aktivitas. Senyawa monoterpen ini secara alami terdapat
dalam minyak atsiri berbagai tanaman, seperti Pinus, Rosemary, dan Eucalyptus [16]. Senyawa ini
menunjukkan aktivitas antimikroba yang signifikan terhadap berbagai jenis mikroorganisme, termasuk
bakteri gram positif dan gram negatif. Mekanisme kerja utamanya melibatkan gangguan pada membran
sel mikroba, menyebabkan kebocoran isi sel dan gangguan fungsi vital. Studi in vitro menunjukkan
bahwa alpha-pinene efektif melawan bakteri seperti Staphylococcus aureus, Escherichia coli, dan
Pseudomonas aeruginosa. Aktivitasnya sebagai antijamur juga telah dilaporkan, dengan kemampuan
menghambat pertumbuhan Candida albicans dan beberapa spesies dermatofit [17].

Analisis Hubungan struktur dengan aktivitas (SAR)

SAR adalah pendekatan untuk memahami bagaimana perubahan struktur kimia memengaruhi
aktivitas biologis atau interaksi senyawa dengan targetnya (misalnya enzim atau reseptor). Curcuminoid
Family (Curcumine dan turunannya), Kehadiran satu gugus metoksi (Demethoxycurcumine)
menghasilkan afinitas tertinggi dibandingkan 0 atau 2 gugus. Hal ini bisa dijelaskan bahwa satu gugus
metoksi mungkin meningkatkan interaksi polar dan hidrofobik secara seimbang, sementara dua gugus
bisa memberikan steric hindrance (hambatan spasial), dan tanpa gugus metoksi mengurangi potensi
interaksi polar. Sebagaimana ditunjukkan hasil visualisasi (Gambar 2) interaksi ketiga molekul tersebut
terhadap residu asam amino reseptor Pks13 tersebut.
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Berdasarkan hasil analisis interaksi molekuler antara Curcumine, Desmethoxycurcumine, dan
Bisdesmethoxycurcumine dengan protein Pks13, dapat dilihat perbedaan signifikan dalam jumlah dan
jenis residu asam amino yang terlibat dalam pembentukan kompleks. Curcumine menunjukkan interaksi
dengan beberapa residu kunci seperti Val1562(A), Tyrl663(A), Argl563(A), dan Tyrl686(A), yang
sebagian besar bersifat hidrofobik dan aromatik. Meskipun interaksi ini cukup stabil, jumlah residu yang
terlibat masih relatif terbatas.

Sementara itu, Desmethoxycurcumine memperlihatkan pola interaksi yang lebih luas. Selain
mempertahankan ikatan dengan residu yang juga ditemui pada Curcumine, Desmethoxycurcumine juga
membentuk ikatan tambahan dengan residu seperti Gly1682(A), His1664(A), dan Asp1666(A). Hal ini
menunjukkan peningkatan kemampuan dalam membentuk ikatan hidrogen dan interaksi elektrostatik,
yang dapat berkontribusi terhadap afinitas yang lebih tinggi terhadap Pks13.

Bisdesmethoxycurcumine merupakan turunan yang menunjukkan interaksi paling kompleks.
Senyawa ini tidak hanya berikatan dengan residu-residu yang sama seperti pada dua senyawa
sebelumnya, tetapi juga menambahkan beberapa interaksi baru, seperti dengan Gly1682(A) dan
Aspl666(A), secara lebih konsisten dan menyeluruh. Dengan keterlibatan banyak residu aktif dalam
situs pengikatan, Bisdesmethoxycurcumine diperkirakan memiliki afinitas paling tinggi terhadap protein
Pks13 dibandingkan Curcumine dan Desmethoxycurcumine. Oleh karena itu, dari ketiga senyawa
tersebut, Bisdesmethoxycurcumine menunjukkan potensi paling menjanjikan untuk dikembangkan lebih
lanjut sebagai kandidat inhibitor Pks13.

Monoterpen (Alpha/Beta Pinene, Myrcene, Linalool), Struktur siklik dan rigid alpha pinene
dengan struktur siklik jenuh yang stereospesifik memberikan afinitas terbaik, kemungkinan karena fit
optimal ke situs aktif. Isomerisasinya adalah beta pinene mengurangi afinitas drastis sehingga
stereokimia berpengaruh besar. Gugus hidroksil (Linalool) tidak cukup menaikkan afinitas,
menunjukkan gugus polar saja tidak menjamin interaksi lebih baik jika bentuk molekul tidak sesuai.
Senyawa Seskuiterpen/Fenolik dari Tanaman Rimpang, Xanthorrhizol merupakan senyawa Fenol
dengan rantai isoprenoid memiliki cincin aromatik dengan gugus hidroksil, memungkinkan interaksi H-
bonding. Zingiberene hanya seskuiterpen hidrokarbon hanya mengandalkan interaksi hidrofobik
sehingga menunjukkan afinitas lebih rendah.

Senyawa organik polar (Asam dan Gula), Jumlah dan posisi gugus karboksilat dan hidroksil
berkontribusi terhadap potensi ikatan hidrogen. Namun, senyawa ini umumnya terlalu polar, dan tidak
optimal dalam situs aktif yang mungkin lebih hidrofobik sehingga interaksi lebih lemah.

Energi afinitas menggambarkan seberapa kuat suatu ligan berikatan dengan protein targetnya.
Visualisasi interaksi a-pinene dan 1JJ secara dimensi dapat dilihat pada Gambar 1. Penelitian ini,
diketahui bahwa nilai energi afinitas pembentukan kompleks antara senyawa a-pinene dengan kristal
protein Pks13 adalah sebesar -9,906 kcal/mol. Sementara itu, ligan bawaan protein tersebut, yaitu
molekul 133, memiliki nilai energi afinitas yang lebih rendah, yaitu sebesar -14,97 kcal/mol. Nilai energi
yang lebih negatif menunjukkan ikatan yang lebih kuat dan lebih stabil. Dengan demikian, dapat
disimpulkan bahwa a-pinene memiliki afinitas yang lebih rendah terhadap protein Pks13 dibandingkan
ligan bawaan 13J.

Alfa-pinene memiliki potensi untuk penelitian berikutnya meskipun energi afinitasnya terhadap
protein Pks13 lebih tinggi (kurang negatif) dibandingkan ligan bawaan 1JJ. Meskipun ikatannya tidak
sekuat 13J, nilai energi -9,906 kcal/mol masih tergolong cukup baik dalam konteks interaksi ligan-
protein. Selain itu, a-pinene adalah senyawa alami yang dikenal memiliki berbagai aktivitas biologis,
seperti antibakteri dan antiinflamasi, yang bisa memberikan nilai tambah dalam pengembangan obat.
Optimasi struktur a-pinene untuk meningkatkan afinitasnya terhadap Pks13 kemudian dilanjutkan pada
studi in vitro dan in vivo untuk mengonfirmasi aktivitas biologis terhadap target yang relevan serta
svaluasi toksisitas dan bioavailabilitas, mengingat a-pinene merupakan senyawa volatil dan memiliki
karakteristik fisikokimia yang unik.
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Gambar 1. Visualisasi interaksi ligan reseptor Polyketide Synthase 13 Thioesterase (PDB 8QO0T). a)
ligan Alpha-pinene kompleks reseptor; b) ligan 1JJ model bawaan kompleks reseptor
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Gambar 2. Visualisasi ligplot 2 dimensi interaksi antara kurkumin dan turunannya dengan residu asam
amino reseptor Polyketide Synthase 13 Thioesterase. (a) Curcumine; (b) Desmethoxycurcumine; (c)
Bisdesmethoxycurcumine

KESIMPULAN

Temuan ini mendukung pemanfaatan senyawa alam dari Temu Lawak sebagai kandidat awal
dalam skrining obat TB berbasis target molekuler. Studi lanjutan in vitro dan in vivo diperlukan untuk
mengkonfirmasi aktivitas biologis dan toksisitas dari senyawa terpilih.
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