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ABSTRACT

Curcumin turmeric (C. longa) has been found capable of inhibiting p300/CBP associated fac-
tor (PCAF) histone asetyltransferase (HAT) as a cancer biomarker. However, the molecular mecha-
nism of inhibition is unkown. This study is aimed to analyse the molecular inhibition mechanisms by
in silico method. The analysis showed that curcumin's Gibbs free energy (AG) was stable and capable
of binding amino acid residues believed to be active site of PCAF HAT. Curcumin is predicted to be
a PCAF HAT inhibitor, and further in vitro analysis is required.
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ABSTRAK

Kurkumin telah diketahui mampu menghambat histon asetiltransferase (HAT) yang merupakan
biomarker kanker. Namun, mekanisme molekuler inhibisi terhadap PCAF HAT belum diketahui. Oleh
karena itu, pada penelitian ini dilakukan analisis mekanisme molekuler inhibisi terhadap PCAF HAT
secara in silico. Hasil analisis menyatakan kurkumin memiliki energi bebas gibs (AG) yang stabil
dan mampu mengikat residu-residu asam amino yang diduga sebagai sisi aktif PCAF HAT Hasil
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kurkumin diprediksi mampu menjadi inhibitorPCAF HAT
sehingga dapat menjadi pertimbangan untuk diteliti lebih lanjut secara in vitro.

Kata kunci: Docking, In Silico, Kurkumin, PCAF

1. PENDAHULUAN yang berbahaya, replikasi DNA, stabilitas
Pada sel normal, HAT dan Histon kromosom (Eliseeva et al. 2007). HAT
deasetilasi (HDAC) berperan dalam proses mengasetilasi lisin pada histon membentuk e-N-

fisiologi, siklus sel, checkpoint terhadap DNA lisin asetil yang merupakan daerah pengenalan
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untuk faktor transkripsi (TF) penempelan
pada DNA (Ott & Verdin 2010). Asetilasi lisin
mengurangi pengubahan yang bersifat positif
terhadap dasar poli ekor histon, yang berakibat
penurunan interaksi elektrostatik dengan DNA.
Penurunan hubungan elektrostatik nukleosomal
antara inti histon dan DNA menyebabkan
kurangnya keeratan dalam pengemasan
kromatin dan memfasilitasi dalam menghasilkan
co-regulator serta kompleks RNA polimerase
Asetilasi  p53
meningkat diakibatkan stress in vivo (Sterner &

Berger 2000).

terhadap modifikasi lokus.

Pada

asetilasi yang tidak terkontrol yang mampu

kanker dapat menyebabkan
membuat gen berekspresi terlalu berlebihan
sehingga gen yang seharusnya tidak aktif
menjadi aktif atau berekspresi terlalu berlebihan
sedangkan gen lain yang sudah diekspresikan
menjadi ditekan (Fan-qi et a/. 2013). Hal ini
menginduksi proliferasi sel dan menggagalkan
perbaikan DNA yang berbahaya, yang mampu
menyebabkan kanker payudara, kolorektal, dan
glioblastomas, sehingga HAT mampu menjadi
biomarker kanker (Sterner & Berger 2000).
P53 adalah gen yang berfungsi sebagai penekan
tumor dan mampu memicu apoptosis dalam
keseimbangan sel (Salahshoor et al. 2013).
P53 bertindak sebagai TF dengan mengikat
p53-spesifik DNA yang dapat meningkatkan
sintesis dan ekspresi dari Bax yang bertindak
sebagai gen apoptosis sebagai
Cdk inhibitor (Kim et al. 2010). P21 akan
mengikat dan menginaktifkan kompleks CDK4

atau p2l

mengakibatkan penghambatan fosforilasi Rb
dan penghentian pelepasan faktor transkripsi
E2F sehingga siklus sel berhenti pada tahap
G1-S. DNA mampu memperbaiki diri sebelum

memasuki tahap pembelahan selanjutnya (Sa &
Das 2008).

Dalam pengobatan kanker berbasis
HAT telah banyak publikasi terkait senyawa-
senyawa inhibitor HAT, diantaranya asam
anakardik (Ghizzoni et al. 2010), isothiazolon
(Stimson et al. 2005; Dekker et al. 2009), dan
kurkumin (Balasubramanyam et al. 2004). Hasil
penelitian menunjukkan dalam kinetika enzim
(plot Lineweaver-Burk) kurkumin mampu
menurunkan efisiensi pengikatan histon dan
asetil KoA dan mampu menghambat inti histon
PCAF HAT (Balasubramanyam et al. 2004).
Namun, sejauh ini mekanisme inhibisi belum
diketahui. Oleh karena itu, pada penelitian ini
dilakukan analisis in silico sebagai awal usaha

untuk mengetahui mekanisme molekulernya.

Mekanisme tersebut penting dalam
tahapan perkembangan obat komersil. Senyawa
yang diduga mampu menjadi obat komersil
harus melalui dua tahap besar yaitu biomarker
discovery dan medicine systems. Prediksi in
silico perubahan molekuler dari suatu senyawa
merupakan tahap kedua dari medicine systems
setelah mencari berbagai literatur mengenai

senyawa target obat (Mischak et al. 2015).

2. METODOLOGI

Pada preparasi struktur ligan (kurku-

min), struktur kurkumin digambar secara
manual menggunakan marvin sketch 6.0 dan
disimpan dalam bentuk file.pdb untuk dilaku-
kan penambahan hidrogen (eksplisit) dan
hidrogen atom polar dengan menggunakan
aplikasi open buble. Struktur hasil open buble
diinput ke dalam aplikasi AutoDockVina 1.5.6
yang diikuti pemilihan menu set number pada

menu forsin tree yang terdapat dalam menu
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ligan. Set number tidak diperbolehkan mele-
bihi dua puluh. Penambahan compute gasteiger
terhadap kurkumin pada menu edit dan charges.
Kurkumin disimpan dalam bentuk file .pdbqt.
Bentuk file ini dianalisis docking terhadap
makromolekul. Kurkumin dalam bentuk .pdb
dianalisis dengan Lipinski Rule of Five dengan
pemilihan pH 7 (Lipinski et al. 2001).

Untuk preparasi struktur makromolekul
(PCAF HAT), struktur PCAF (kode 1CMO)
diunduh dari database Protein Data Bank
(PDB) dalam bentuk file .pdb pada situs www.
resb.org. PCAF yang diunduh berbentuk kristal
yang masih tertempel ligan KoA, sehingga
dilakukan penghilangan ligan KoA dan rantai
B PCAF melalui discovery studio 3.5 client.
Hasilnya, diinput melalui aplikasi AutoDock
Vina 1.5.6 untuk dilakukan penambahan
hidrogen polar, merge non polar, compute
gasteiger yang terdapat di dalam menu edit.
Hasil akhir penambahan PCAF disimpan dalam
bentuk .pdbqt. Bentuk file ini dianalisis docking
terhadap ligan. Kurkumin dan PCAF disimpan
dalam satu folder pada disk C. Cara yang serupa
dilakukan untuk rantai B PCAF (Modifikasi
Kumar et al. 2012).

Pada analisis docking in silico, kurkumin
ditambahkan dengan PCAF menggunakan
aplikasi AutoDock Vina 1.5.6. Menu grid dipilih
untuk menentukan koordinat penambatan dan
Grid Box. Penentuan koordinat dan penambatan
Grid Box secara blind (koordinat penambatan
(x,y,z) dan Grid Box (x,y,z) yang dihasilkan
dapat dikontrol dan diubah-ubah hingga protein
dan ligan tertutup). Koordinat penambatan
yang dihasilkan berupa x=57.112, y=25.565,
z=-0.611 A dan ukuran Grid Box x=56, y=50,
z=50 A untuk rantai A PCAF dengan kurkumin.
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Sementara, rantai B PCAF dengan kurkumin,
koordinat penambatan x=-6.172, y=24.827,
7z=0.712 A dan ukuran Grid Box x=46, y=46,
z=44 A. Angka tersebut dicatat dalam conf
(seperangkat folder docking) dan di simpan.
Docking dilakukan 100 kali (exhaustiveness
=100 pada conf). Selanjutnya, perintah docking
dengan membuka cmd, mengetik lokasi folder
penyimpanan kurkumin dan protein, menarik
vina ke dalam cmd dan menuliskan --config
conf.txt — log log.txt dan enter. Kondisi dengan
nilai AG yang semakin negatif, menghasilkan
kespontanan reaksi yang semakin baik dan
stabil.

dianalisis menggunakan Ligplot® 1.5.4 dengan

paling Interaksi dan jarak ikatan
radius interaksi kurang dari 5 A dan hasilnya
dibandingkan dengan data yang diunduh dari
uniprot.org (Clements et al. 1999; Hodwadeker

& Marmostein 2007).

3. HASIL

Berdasarkan hasil analisis Lipinski
terhadap kurkumin diperoleh bobot massa
(370 gram/mol), Log P (3.36), donor proton
ikatan hidrogen (3), akseptor ikatan hidrogen
(6), kebiasan molar (105.97). Kondisi analisis
tersebut menunjukkan senyawa memenuhi
kaidah aturan Lipinski yang dapat diasumsikan
mampu berdistribusi di dalam tubuh. Nilai AG
yang negatif menunjukkan kestabilan interaksi
antara ligan (kurkumin) dan protein (PCAF
HAT). Hasil analisis AG in silico kurkumin dan
PCAF rantai A (Gambar 1) menunjukkan nilai
negatif dan berbeda-beda pada berbagai mode
pengikatan.

Hasil visualisasi Ligplot™ 1.5.4 interaksi
pengikatan pada nilai AG paling negatif (-7.4

kkal/mol) membawa pada dugaan lima residu
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asam amino (Cys574, Asp610, Gly586, Tyr612,
dan Val582) sebagai sisi aktif PCAF rantai A
yang berinteraksi dengan kurkumin (Tabel 1 dan
Gambar 2).

Hasil interaksi kurkumin dengan rantai B
PCAF dapat dilihat pada Gambar 3, Tabel 2, dan

Gambar 4. Dari interaksi pengikatan diperoleh
nilai AG paling negatif dan lebih rendah (-8.1
kkal/mol) dibandingkan dengan AG kurkumin
terhadap rantai A PCAF. Selain itu terdapat
perbedaan asam amino yang diduga terlibat

dalam interaksi molekuler (Tabel 3).

Posisi pengikatan ke-
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Gambar 1 Afinitas energi (AG) kurkumin terhadap rantai A PCAF

Tabel 1 Interaksi yang terjadi di sekitar ligan terhadap rantai A PCAF pada radius <5A

Jarak ikatan

kS tll:ll:k:::;l hidrogen residu  Residu pendugaan sisi aktif Residu pendugaan sisi aktif
urkd pendugaan sisi (ikatan hidrogen) (ikatan hidrofobik)
ke- .
aktif (A)

Rantai A 3.30 Cys574 Leu526, Asp610, Tyr616, Phe617
3.03 Asp610
3.76 Gly586
2.97 Tyr612
4.97 Val582

Tabel 2 Interaksi yang terjadi di sekitar ligan terhadap rantai B PCAF pada radius <5A

Jarak ikatan

lf::ll:l::llll:;l hidrogen residu  Residu pendugaan sisi aktif Residu pendugaan sisi aktif
Ke- pendu.gaan sisi (ikatan hidrogen) (ikatan hidrofobik)
aktif (A)
Rantai B 4.05 Thr587 Asp610, Val 576
3.06 Tyr612
4.67 Tyr616
2.84 Cys574
3.06 Lys583

55



Curr. Biochem. 2 (2): 43 - 53

\ Cys574
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Gambar 2 Docking kurkumin terhadap rantai A PCAF. (a = ikatan hidrogen, b = ikatan hidrofobik. Tanda
anak panah merupakan pendugaan residu asam amino sebagai sisi aktif PCAF rantai A)
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Posisi pengikatan ke-.

AG (Kkal/mol)
A
3

8,05

-8,1

Gambar 3 Afinitas energi (AG) kurkumin terhadap rantai B PCAF KoA kompleks

(a)
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(b)

Gambar 4 Docking kurkumin terhadap rantai B PCAF. (a = ikatan hidrogen, b = ikatan hidrofobik. Tanda
anak panah merupakan pendugaan residu asam amino sebagai sisi aktif PCAF rantai B)

Tabel 3 Perbedaan interaksi pengikatan residu asam amino antara PCAF rantai A dan B terhadap kurkumin

Pengikatan kurkumin Residu pendugaan sisi aktif

Residu pendugaan sisi aktif Nilai AG

(ikatan hidrogen) (ikatan hidrofobik) (kkal/mol)
PCAF rantai A Cys574 Leu526, Tyr616, Phe617, -7.4
Asp610 Asp610
Gly586
Tyr612
Val582
PCAF rantai B Thr587 Asp610, Val 576 -8.1
Tyr612
Tyr616
Cys574
Lys583
4. PEMBAHASAN Senyawa yang diberikan kepada pasien sebagai

Analisis secara in silico yang dilakukan

harus mengikuti kaidah Lipinski yang mengatur

mekanisme senyawa yang dapat berinteraksi

secara aktif dengan target (Lipinski ef al. 2001).
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terapi obat, akan masuk ke dalam tubuh melalui
beberapa tahapan yaitu: absorpsi, distribusi,
metabolisme, ekskresi, dan keamanan di dalam
tubuh. Mekanisme ini dikenal dengan istilah
farmakokinetika (Zhang & Wilkinson 2007).
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Kaidah Lipinski merupakan bagian dari tahapan
farmakokinetika mengenai identifikasi suatu
molekul senyawa aktif terhadap kemungkinan
aktivitas absorbsi di dalam tubuh (Gupta et al.
2013).

Kurkumin

digunakan pada

yang
penelitian ini adalah kurkumin keto. Berat
molekul (BM) dari kurkumin ini diindikasi
mampu melewati dinding saluran cerna ke
pembuluh darah dengan cara menembus sel-sel
dinding saluran cerna (Leeson & Springthorpe
2007). Log P (partisi) kurkumin (3.36) cukup
baik dalam penyerapan di usus melalui difusi
pasif, yakni pergerakan obat dari konsentrasi
tinggi ke konsentrasi rendah, spontan, non
selektif, dan akan berhenti ketika konsentrasi
obat dan target mencapai konsentrasi yang sama,
sehingga berperan baik pada aspek kinetik serta
aksi obat yang tepat (Leeson & Springthorpe
2007).Tiga donor proton dan enam akseptor
kurkumin membentuk konformasi yang stabil.
Protein akan mengalami perubahan konformasi
yang stabil jika banyak ikatan hidrogen yang
terjadi antara ligan (inhibitor) dengan protein
yang ditargetkan (Arwansyah 2014).

Kelayakan pemilihan enzim PCAF
dapat dilihat dari plot Ramachandran (Gambar
5). Diagram Ramachandran mempunyai empat
kuadran most favoured regions pada kuadran
I, additional allowed regions pada kuadran II,
generously allowed regions pada kuadran III,
dan disallowed regions pada kuadran IV. Phi
(®) menyatakan sumbu x, sedangkan psi (y)
menyatakan sumbu y dari asam amino suatu
struktur protein (Bosco & Brasseur 2005). PCAF
bersifat stabil dan memiliki kualitas yang sangat
baik. Hal ini terlihat dari presentase residu asam
amino yang berada di kuadran I (most favoured
regions) = 65%, kuadran Il (additional allowed

regions) £25%, kuadran 111 (generously allowed
regions) + 4%, kuadran 1V (disallowed regions)
+6% yang sebagian besar berupa asam amino
glisin. Asam amino glisin hanya memiliki rantai
samping hidrogen, sehingga glisin memiliki
efek sterik yang rendah terhadap asam amino
yang lain dan mampu bergerak bebas. Semakin
besar residu asam amino yang berada pada most
favored region dan semakin rendah persentase
residu pada disallowed region maka kualitas
struktur semakin bagus dan stabil (Bosco &
Brasseur 2005).

Pembanding data dalam simulasi ini
menggunakan penelitian dari Clements et al
(1999) dan Hodwadeker & Marmostein (2007).
Sementara, ligan pembanding yang komersil
terhadap PCAF HAT
belum ada (http://www.drugbank.ca). Namun,

menurut drugs bank

secara eksperimental sudah dilakukan analisis
in silico mengenai penghambatan terhadap
PCAF HAT menggunakan ligan asam anakardik
(Ghizzoni et al. 2010) dengan aplikasi PLANTS
v1.6. dan divisualisasikan dengan MOE 2008.10
dan Molegro Virtual Docker (MVD). Hasilnya,

180

Gambar 5 Plot Ramachandran PCAF (Bosco &
Brasseur 2005)
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asam anarkardik mampu mengikat lima residu
yang diduga sebagai sisi aktif KoA terhadap
PCAF (Val582, Lys583, Gly584, Gly586, dan
Thr587). Sementara, isothiazolones (Dekker et
al. 2009), mengikat tiga residu yang berbeda
(Cys574, GIn581, dan Val576). Kedua hasil
penelitian tersebut tidak menampilkan nilai AG,
namun ternyata posisi pengikatan isothiazolones
terhadap PCAF sesuai dengan posisi pengikatan
AG terendah dari

menggunakan Autodock Vina.

dengan nilai simulasi

Hasil simulasi kami menunjukkan bahwa
kurkumin mengikat lima residu asam amino
(Cys574, Asp610, Gly586, Tyr612, dan Val582)
pada rantai A, dan lima residu asam amino
(Thr587, Tyr612, Tyr616, Cys574, Lys583)
pada rantai B PCAF. Hasil in silico dari asam
anakardik dan isothiazolones (Ghizzoni et al.
2010; Dekker et al. 2009) hanya menggunakan
rantai B PCAF HAT saja yang diindikasi bahwa
rantai B memiliki kestabilan interaksi yang lebih
baik antara ligan dan protein dibandingkan rantai
A PCAF HAT (nilai AG yang lebih negatif).
Analisis in silico dari kurkumin yang kami
lakukan menunjukkan posisi pengikatan baik
pada rantai A maupun B PCAF HAT sebagai
penapisan awal dalam pertimbangan lebih
lanjut.

Menurut Clements et al (1999) dan
Hodwadeker & Marmostein (2007), kurkumin
seharusnya mengikat residu asam amino Glu570
yang mampu menghambat secara kompetitif
dengan histon terhadap PCAF HAT. Namun,
Glu570 memiliki peran yang sama dalam proses
deprotonisasi histon dengan residu asam amino
Asp610 baik pada rantai A maupun B. Kedua
residu sama fungsinya dengan residu asam
amino Val572, Tyr608, dan Ile571 sebagai sisi
pengikatan histon terhadap PCAF HAT (substrat
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lisin). Sementara, pendugaan penghambatan
KoA terhadap PCAF HAT oleh kurkumin
seharusnya mengikat pada residu asam amino
Gln 525, Cys574, Ala575, Val576, Gln 581,
Val582, Lys583, Gly584, Gly586, Thr587,
Tyr612,Ala613,Gly615, Tyr616, Phe617. Ikatan
hidrogen terjadi secara non kovalen antara atom
hidrogen dengan atom elektronegatif. Jarak
interaksi antara kurkumin terhadap residu asam
amino juga berpengaruh, semakin dekat jarak
interaksi ligan terhadap residu asam amino
target, semakin kuat dan stabil. Sebaliknya,
semakin jauh jarak interaksi kurkumin terhadap
residu asam amino target, semakin lemah dan
kurang stabil.

Pendugaan sisi aktif PCAF HAT rantai
A, kurkumin menghasilkan pengikatan residu
histon (Asp610) maupun KoA (Cys574, Tyr612,
Val582, Gly586) dengan membentuk ikatan
hidrogen. Hasil visualisasiinibertipe dua dimensi
yang hanya mampu menggambarkan dua bentuk
ikatan yaitu ikatan hidrogen (ditunjukkan oleh
garis hijau) dan ikatan hidrofobik (ditunjukkan
oleh garis merah). Ikatan hidrogen (ikatan non
kovalen) antara kurkumin dan PCAF terikat oleh
atom oksigen (O,) dan nitrogen (N,). Ikatan ini
menggambarkan stabilitas intrastruktur dalam
molekulnya. Ikatan hidrofobik menghindari
lingkungan cair dan cenderung berkelompok
bersama-sama dalam struktur globular. Ikatan
ini menyebabkan terjadinya pelipatan PCAF
dan pembentukan membran sel. Ikatan ini
menggambarkan interaksi kurkumin yang
sangat larut lemak dengan lemak dari suatu sel
membran.

Residu  Cys574
pengikatan B5-loop-04 PCAF HAT terhadap
KoA dalam bentuk pantetheine yang berperan

mempunyai  sisi

sebagai orientasi atom sulfidril dalam proses
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transfer asetil. Kurkumin dan residu Leu526
yang terikat secara hidrofobik mampu mem-
pengaruhi aktivitas koenzim A. Ala613, Leu526,
Phe617, dan Tyr616 yang terikat dengan
kurkumin secara hidrofobik mampu mengubah
konformasi (kekuatan yang sangat lemah)
dalam pengikatan sisi untaian 4 PCAF HAT
terhadap KoA dalam bentuk pantetheine (bentuk
monomer yang merupakan hasil intermediet
produksi KoA dalam tubuh) seperti terlihat pada
Tabel 1 dan Gambar 2 (Clements et al. 1999).

Posisi pengikatan kurkumin terhadap
rantai B PCAF HAT menghasilkan pengikatan
residu pendugaan terhadap KoA saja. Residu
Tyr616 yang terikat hidrogen dengan kurkumin
mampu mengubah konformasi (kekuatan
yang agak kuat) dalam pengikatan sisi untaian
B4 PCAF HAT terhadap KoA dalam bentuk
pantetheine. Residu Cys574 juga dijumpai
dalam pengikatan ini yang memiliki fungsi sama
dengan PCAF rantai A. Residu Histon (Asp610)
terikat secara hidrofobik dengan kurkumin
yang diprediksi menghasilkan kekuatan yang
sangat lemah dalam penghambatan Histon
terhadap protein tersebut. Residu Val576 yang
terikat secara hidrofobik dengan kurkumin tidak
kuat dalam penghambatan sisi B4 pada lengan
pantetheine (Gambar 4).

Interaksi in silico kurkumin berindikasi
menjadi ligan yang mampu menghambat
pengikatan pada KoA, Histon, atau keduanya
terhadap PCAF HAT kompleks (AG yang
negatif). Hal itu terlihat dari residu yang mampu
diikat oleh kurkumin dari masing-masing rantai
PCAF. Oleh karena itu, kurkumin diprediksi
berpotensi sebagai inhibitor komersial terhadap
PCAF HAT yang layak menjadi pertimbangan

untuk diteliti lebih lanjut secara in vitro.
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