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ABSTRACT

test of black rice. The research method uses the PDP website, KEGG, STRING and

COFACTOR server. The results showed that TNFRT is a receptor | target protein that induces
cell apoptosis by means of several pathways such as IKBKB, TNFRSF, TRAF and others. TNFRT will
bind with ligands to the amino acids Phe60, Thr61, Ala62, 1.eu67, Leu71. The active site has a bond
strength of 0.52, which means that the bond is very strong because the bond between the target protein and
the ligand is said to be strong if it has a value between 0-1. The BS (Binding Site) value is greater than
1.94 which means it has a high degree of accuracy. The TM (modeling template) value is 1, and the
RMSD (Root Mean Square Deviation) value is 0.

/ ! Viis study aims to determine the prediction of TNFRT as a target protein in the in silico anticancer

Key words: target protein, anti cancer, TNFR1, black rice, in silico

ABSTRAK

uji antifanker beras bitam secara in silico. Metode penelitian menggunakan website PDP,

KEGG, STRING dan COEACTOR server. Hasil penelitian menunjukkan babwa TINFRT
merupakan reseptor/ protein target yang menindufksi apoptosis sel dengan pathway melalui beberapa jalur
seperti IKBKB, TNFRSF, TRAF dan lain-lain. TNFRT akan berikatan dengan ligan pada asam
amino-asam amino Phe60, Thr61, Ala62, Len67, Len71. Sisi aktif tersebut mempunyai keknatan
ikatan dengan ligan sebesar 0,52 berarti ikatannya sangat kuat karena ikatan antara protein target-ligan
dikatakan kuat apabila mempunyai nilai antara 0-1. Nilai BS (Binding Site) lebib besar dari 1,94 yang
berarti mempunyai tingkat akurasi tinggi. Nilai TN (template modelling) sebesar 1, dan nilai RMSD
(Root Mean Square Deviation) sebesar 0.

! ) enelitian ini mempunyai tujuan untnk mengetabui prediksi TNFRT sebagai protein target pada

Kata kunci: protein target, antikanker, TNFR1, beras hitam, in silico

A. PENDAHULUAN

Beras hitam dikenal sebagai forbidden rice sehingga belum banyak dikonsumsi oleh
masyarakat umum. Padahal Indonesia memiliki beberapa varietas yang tersebar di seluruh
wilayah yang ada di Indonesia, misal di sekitar Jawa Tengah adalah varietas Cempo Ireng
dan Melik, varietas Cibeusi di Jawa Barat, varietas Joko Bolot di Malang Jawa Timur,
varietas Manggarai dari Nusa Tenggara Timur, varietas Wojalaka dari Toraja, dan di Bali
terdapat varietas beras hitam yang lebih pulen (BBPADI, 2020). Senyawa bioaktif yang
dikandung oleh beras hitam cyanidin-3-O-arabidoside, cyanidin-3,5-diglucoside,
pelargonidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside, campesterol
ferulate, cycloartenol ferulate, 24-methylenecycloarternol ferulate, quercetin-3-O-glucoside,
isorhamnetin-3-O-glucoside, lycopene, zeaxanthin, lutein, [-carotene, quercetin-3-O-
rutinoside (Caro ez a/, 2013).
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Ekstrak antosianin beras hitam dilaporkan dapat menghambat sel kanker liver (Chen
et al., 2012). Menurut Kim (2005); Xia ez al, (20006); Wang et al., (2007) dan Zawistowski ez
al. (2009), antosianin beras hitam dapat menurunkan kadar kolesterol, triglisedrida, LDL
(Low Density Lipoprotein) dan meningkatkan HDL (High Density Lipoprotein) dan sangat
potensi untuk terapi kardiovaskuler. Antosianin beras hitam juga dapat meningkatkan
fungsi limpa, liver, lambung dan usus, juga sebagai agen hematopoietic dibidang farmasi (Yang
et al., 2011), mencegah arterosklerosis (Lu dan Foo, 2008), anti-inflammatori (Min e# al.,
2010). Lebih lanjut Nontasan et al, (2012) memanfaatkan dedak beras hitam sebagai
pewarna alami dan Hou e a/, (2013) mengamati pengaruh ckstrak dedak beras hitam
sebagai antioksidan dan hepatoprotektif. Hartati ef @/ (2017") menunjukkan bahwa beras
hitam mempunyai aktivitas antioksidan dan imunomodulator; juga telah membuktikan
bahwa ekstrak beras hitam mampu menghambat sitokin-sitokin pro-inflamasi yang
diproduksi oleh sel imunokompeten dati mencit model diabetes mellitus/DM (Hartati e7 a.
2017%).

Berdasarkan hal tersebut diatas maka beras hitam sangat berpotensi sebagai bahan
antikanker. Uji aktivitas antikanker dapat dilakukan dengan berbagai metode, salah satu
metode yang sangat sesuai pada masa pandemic covid-19 seperti saat ini adalah metode
silico dengan menggunakan metode pemodelan molekul atau Molecular Docking (MD) antara
sel target yang dipilih dengan molekul yang akan diprediksi aktivitasnya (Singh dan Mishra,
2018). Metode ini mampu mengeksplorasi interaksi dua molekul seperti interaksi antara
kandidat obat dan suatu protein target yang saling berikatan satu dengan yang lain. Program
docking ini dapat mengidentifikasi interaksi kompleks molekul bioaktif/ligan-protein target
dan afinitas ikatan mereka dievaluasi menggunakan simulasi energi bebas (Fatmawati e# a/,
2015).

Proses docking hanya bisa dilakukan dengan menggunakan sampel 3 dimensi, yaitu
sampel dari protein target dan sampel 3D ligan (senyawa bioaktif). Sampel 3D /Jgan dapat
didownload langsung dari database PubChem, sedangkan 3D protein target bisa diambil
melalui website PDB (Protein Data Base) yang merupakan database yang mengkoleksi
struktur 3D protein hasil eksperimen (X-kristalografi, NMR, dan lain-lain). Protein target
yang digunakan pada uji 7z si/ico ini adalah TNFR1, karena apoptosis bisa terjadi melalui
reseptor TNFR1 dan TNFR2 (Faustman dan Davis (2010). Reseptor kematian terletak di
permukaan sel adalah famili reseptor TNF (Tumor Necrosis Factor), meliputi TNF-R1, CD 95
(Fas), dan TNF-Related Apoptosis Inducing Ligan (TRAIL)-R1 dan R2. Jalur instrinsik
terjadi dalam mitokondria yang mengalami stres, misalnya adanya ROS (Reactive Oxygen
Spesies) yang berlebih. Mitokondria akan melepaskan sitokrom C dan mengaktifkan caspase
untuk menginduksi apoptosis (CCRC, 2016).

B. METODE

Alat yang digunakan dalam analisis protein target dan interaksinya adalah computer.
Langkah awal dalam analisis protein target adalah menemukan struktur 3D nya di PDB
melalui http://www.rcsb.org, selanjutnya mencati sequence asam amino, motif, domain,

fungsi, mutase bahkan informasi struktur 3D protein target di http://www.uniprot.org.
berikutnya adalah melakukan tinjauan pada http://www.string-db.org dan KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) di http://www.genome.jp/kegg/ untuk mengetahui
prediksi pathway TNFR1 sebagai antikanker.
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C. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil pencarian struktur 3D protein target, dapat diketahui bahwa protein target
TNFR1 mempunyai kode P19438. Langkah selanjutnya adalah mengetahui prediksi patway
TNFRI1 sebagai antikanker, dapat dilihat pada Gambar 1.

TNFRSF1B LTA

) A

Protein
Target

/

Gambar 1. Prediksi Pathway TNFR1

Gambar 1. menunjukkan bahwa pathway TNF dapat melalui beberapa pathway seperti
IKBKB, TRAF2, TNFRSF1A. Hal ini sesuai dengan pendapat Wajant dan Siegmund
(2019) bahwa TNF merupakan yang terdiri dari TNFR1 dan TNFR2 merupakan reseptor
yang berperan dalam mengendalikan kehidupan dan kematian sel, yang berintegrasi dengan
IKBKB dan TNFRSF. Penjelasan ini diperkuat dengan hasil analisis di KEGG (Gambar 2).

KEGG Pathways
pathway ID  pathway description count in gene set  false discovery rate
04668 TNF signaling pathway 11 1.22e-23
04064 NF-kappa B signaling pathway 8 1.32e-15
04210 Apoptosis 8 1.32e-15 @

Gambar 2. Prediksi Pathway TNFR1 Hasil Analisis STRING (Keterangan: Nilai confidence
0,400 (medium confidence) dan Jumlah protein interaktor adalah 8 protein)

Hasil analisis STRING mempertegas hasil analisis KEGG yang menunjukkan bahwa
TNFR1 merupakan reseptor yang berperan pada proses apoptosis. Hal ini sesuai dengan
pendapat Hendarto e a/ (2010) yang menyatakan bahw TNF merupakan sitokin yang
berperan dalam apoptosis sel.
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Gambar 3. Pathway TNF-R1 pada KEGG Menginduksi Mekanisme Apoptosis

Melalui Aktivasi Caspase 8.

Setelah dipastikan bahwa TNFR merupakan protein target yang sesuai untuk uji
antikanker maka selanjutnya perlu dilakukan analisis untuk mengetahui sisi aktif TNFR1
(ID 04210) yaitu untuk mengetahui asam amino-asam amino yang berikatan dengan ligan
(senyawa bioaktif). Tahap ini dilakukan dengan menggunakan fasilitas COEACTOR server
pada Zhanglab (Roy ez al., 2012; Zhang et al., 2017)
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[Template proteins with similar binding site:

Click

vit:w Rank Cscore'B PH[:F slglr-e RMSD? IDEN? Cov. s?:gr-e NI;II'?’I.Q [::Ogvmn[l}?eﬁ: Predicted binding site residues
o 1 052 1ft4a 1.000 0.00 1.000 1.000 1.94 783 Download 60.61,62,67.71
2 049 1torl 0.834 231 0.978 0.957 1.98 III Download 69,70,71,72,75,77,78,79,80
3 012 1exte 0.749 255 0.816 0.907 1.24 111 Download 15,16,17.21,60.69.71,72,77.104,106,107.110
4 0.05 2zw21 0596 2.26 0.270 0.7141.34 111 Download 16,17.18.28.29.31,32,34,37.40 45 46,47 48 49 50, 51,52,54,64
5 0.05 1jmae 0.570 2.75 0.273 0.700 1.32 111 Download 31,32 .34.35.36,37,40,45.46 47 48,49,50,51,52,53,54,89,90, 91
6 0.01 2bgra 0.428 523 0.078 0.829 0.82 uvw Download 555969717273

Click on the radio buttons to visualize predicted binding site and residues.

(a) cscoret® is the confidence score of predicted binding site. Cscore® values range in between [0-1]; where a higher score indicates a more reliable
ligand-binding site prediction.

(b} BS-score is a measure of local similarity (sequence & structure ) between template binding site and predicted binding site in the guery structure. Based
on large scale benchmarking analysis, we have ohserved that a BS-score =1 reflects a significant local match between the predicted and template
hinding site.

(c) TM-score is a measure of global structural similarity between query and template protein.

(d) RMSD® the RMSD between residues that are structurally aligned by TM-align.

() IDEN® is the percentage sequence identity in the structurally aligned region.

(f) Cov. represents the coverage of global structural alignment and is equal to the number of structurally aligned residues divided by length of the query
protein.

Gambar 4. Prediksi Sisi Aktif TNFR1

Gambar 4 diatas menunjukkan bahwa sisi aktif dari TNFR1 terletak pada asam amino
Phe60, Thr61, Ala62, Leu67, Leu71. Kekuatan ikatan dengan ligan sebesar 0,52 berarti
ikatannya sangat kuat karena ikatan antara protein target-ligan dikatakan kuat apabila
mempunyai nilai antara 0-1. Nilai BS (Binding Site) lebih besar dari 1,94 yang berarti
mempunyai tingkat akurasi tinggi. Nilai TM (template modelling) sebesar 1, nilai RMSD
(Root Mean Square Deviation) sebesar 0 dan secara structural teridentifikasi secara jelas.
Hal ini sesuai pendapat Wilks (2010) yang menyatakan bahwa protein target dan ligan akan
berikatan kuat apabila mempunyai nilai CS antara 0-1, nilai BS lebih besar dari 1, nilai TM
lebih besar dari 0,5. RMSD adalah parameter yang digunakan untuk melihat kemiripan
antara ligan hasil docking dengan hasil kristalografi. Validasi metode docking dilakukan
dengan DOCKG6 menggunakan dua metode interaksi yaitu metode fleksibel dan metode
rigid. Menurut Sigal e# al., 2015, Semakin kecil nilai RMSD menunjukkan bahwa posisi ligan
yang diperkirakan semakin baik karena semakin mendekati konformasi asal (Dany e/ al,
2013).

D.KESIMPULAN

Penentuan protein target merupakan salat satu tahap penting dalam uji 7 sifico, selain
struktur 3D senyawa bioaktif/ligan. Oleh karena itu harus dilakukan beberapa tahap uji
untuk memastikan bahwa protein target yang digunakan benar-benar memenuhi syarat dan
ketentuan yang berlaku yaitu nilai CS antara 0-1, nilai BS lebih besar dari 1, nilai TM lebih
besar dari 0,5 dan nilai RMSD kecil. TNFR1 sebagai protein target telah memenubhi syarat
dan ketentuan yaitu nilai CS sebesar 0,52, nilai BS lebih besar dari 1,94, nilai TM sebesar 1,
dan nilai RMSD sebesar 0.
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