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ABSTRACT

Nigella plant genus has potential as anti-HIV. One species of
Nigella, Nigella sativa has been reported to have HIV-1 protease enzyme
inhibitory activity. This research aims to determine the compounds of the
Nigella genus that have activity as HIV-1 protease enzyme inhibitory
activity through molecular docking method by Autodock Vina and to
compare interaction stability through molecular dynamics simulations by
AMBER. The metabolite of the Nigella genus was obtained from the
KnapSack website, and enzyme model was obtained from the Protein Data
Bank (3NU3). The results of molecular docking found the lowest affinity
energy of Nigella compound is Nigellidine 4-O-sulfite (-13.4 kcal/mol).
Meanwhile, the affinity energy of the ligand native (Amprenavir) was -12.1
kcal/mol. The lowest affinity energy of Nigellidine 4-O-sulfite might be
predicted to have potency as an HIV-1 Protease inhibitor. Molecular
dynamics simulation showed Root Mean Square Fluctuation (RMSF) value
of Nigellidine 4-O-sulfite with the amino acid active site is 0.4064 A for
ASP:25 and 0.5667 A for ASP: 125. Whereas RMSF ligand native with the
amino acid active site, ASP: 25 is 0.3647 A and ASP: 125 is 0.3639 A. The
higher RMSF value of Nigellidine 4-O-sulfite describes the lower interaction
stability than the ligand native.

Copyright © 2019 JFG-UNTAD

This open access article is distributed under a Creative Commons Attribution (CC-BY-NC-SA) 4.0 International license.

How to cite (APA 6™ Style):

Zubair, M. S., Maulana, S., Mukaddas, A. (2020). Penambatan Molekuler dan Simulasi Dinamika Molekuler Senyawa Dari
Genus Nigella Terhadap Penghambatan Aktivitas Enzim Protease HIV-1. Jurnal Farmasi Galenika :Galenika Journal of
Pharmacy (e-Journal), 6(1), 132-140. doi:10.22487/j24428744.2020.v6.i1.14982

132


mailto:sulaiman_zubair80@yahoo.co.id
mailto:sulaiman_zubair80@yahoo.co.id
https://bestjournal.untad.ac.id/index.php/Galenika

Zubair et al., 2020; Jurnal Farmasi Galenika (Galenica Journal of Pharmacy) (e-Journal); (6)1: 132-140

ABSTRAK

Nigella merupakan genus tumbuhan yang berpotensi sebagai anti HIV. Salah satu spesies dari genus ini yaitu
Nigella sativa telah diteliti memiliki aktivitas penghambatan enzim protease HIV-1. Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan senyawa dari genus Nigella yang berpotensi sebagai inhibitor enzim protease HIV-1 melalui
penambatan molekuler menggunakan program Autodock Vina dan mengetahui kestabilan interaksi melalui
simulasi dinamika molekuler menggunakan program AMBER. Data senyawa kimia genus Nigella diperoleh dari
situs KnapSAck, dan model enzim diunduh dari Protein Data Bank (3NU3). Hasil molecular docking diperoleh
energi afinitas paling terendah dari senyawa Nigellidine 4-O-sulfite (-13,4 kkal/mol). Sedangkan energi afinitas
ligan standar (Amprenavir) sebesar -12,1 kkal/mol. Afinitas yang lebih rendah membuat Nigellidine 4-O-sulfite
diprediksi berpotensi menjadi inhibitor Protease HIV-1. Hasil simulasi dinamika molekuler diperoleh nilai Root
Mean Square Fluctuation (RMSF) berturut-turut Nigellidine 4-O-sulfite dengan asam amino sisi aktif enzim
sebesar 0,4064 A untuk ASP:25 dan 0,5667 A untuk ASP:125. Sedangkan RMSF interaksi ligan standar dengan
asam amino sisi aktif enzim yaitu ASP:25 sebesar 0,3647 A dan ASP:125 sebesar 0,3639 A. Nilai RMSF
Nigellidine 4-O-sulfite yang lebih besar menggambarkan kestabilan interaksi yang lebih rendah dibandingkan
ligan standar.

Kata kunci: Nigella, Molecular Docking, Molecular Dynamics, Protease HIV-1

PENDAHULUAN

AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) adalah sekumpulan gejala penyakit yang timbul
karena turunnya kekebalan tubuh yang disebabkan oleh infeksi HIV (Kemenkes RI, 2014). HIV
(Human Immunodeficiency Virus) adalah virus yang menyerang sel darah putih yang menyebabkan
turunnya kekebalan tubuh manusia. Jumlah penderita HIV di Indonesia dari bulan Oktober sampai
dengan Desember 2017 sebanyak 14.640 orang, dan AIDS sebanyak 4.725 orang. Pola penularan
HIV tertinggi berdasarkan kelompok umur paling banyak terjadi pada kelompok usia produktif 25-49
tahun (69,2%), diikuti kelompok usia 20-24 tahun (16,7%), dan kelompok >50 tahun (7,6%) dengan
rasio penderita HIV antara laki-laki dan perempuan adalah 2 : 1. Sedangkan di Sulawesi Tengah
kasus HIV mencapai 200 kasus, dan AIDS mencapai 144 kasus (Kemenkes RI, 2017).

Penanganan infeksi HIV saat ini adalah menggunakan terapi antiretroviral dengan aktivitas tinggi.
Pemberian obat antiretroviral (ARV) sejauh ini belum efektif membunuh HIV, pengobatan ini hanya
mampu menghambat perkembangan virus (Depkes, 2006). Obat ARV bekerja dengan menekan
replikasi virus penderita, dan menghambat progresivitas infeksi (WHO, 2018). Salah satu mekanisme
kerja obat ARV yaitu dengan menghambat kerja enzim protease yang berperan dalam maturasi virus
(Ghosh et al., 2017). Penghambatan enzim protease berdampak pada virus yang immature sehingga
virus menjadi bentuk yang non infeksius (Pandey et al., 2017). Oleh karena itu, pentingnya enzim
protease HIV dalam siklus hidup virus menjadikan enzim protease sebagai target ideal untuk
pengobatan penyakit HIV (Yilmaz et al., 2017).

Beberapa komponen senyawa tanaman dari bahan alam memiliki potensi untuk menjadi senyawa
obat baru yang menghambat kerja enzim HIV (Kurapati et al., 2016). Salah satu genus tumbuhan
yang memiliki potensi sebagai anti HIV adalah Nigella. Ekstrak biji Nigella Sativa dilaporkan
memiliki aktivitas sebagai inhibitor enzim protease HIV-1 (Kusumoto et al., 1995). Studi kasus yang
dilaporkan oleh Onifade et al (2013) menunjukkan bahwa pemberian terapi selama 6 bulan
menggunakan ramuan yang mengandung biji Nigella sativa sebanyak 10 ml dua kali sehari,
memberikan hasil pemeriksaan berupa virus HIV tidak terdeteksi dan kadar CD4 mendekati normal.
Pada penelitian ini, dilakukan pengujian secara in silico senyawa-senyawa anti HIV dari tumbuhan
genus Nigella sebanyak 45 senyawa menggunakan metode penambatan molekuler yang selanjutnya
dianalisa secara dinamika molekuler untuk mengetahui kestabilan interaksi dalam ruang dan waktu
tertentu.
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METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penambatan molekuler berupa model enzim protease virus HIV-1
diunduh dari situs Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) (kode : 3NU3), data struktur senyawa
kimia  dari  tanaman  genus  Nigella vyang diperoleh dari  situs KNApSAcK
(http://kanaya.naist.jp/KNApSAcK/) dengan kata kunci Nigella sejumlah 45 senyawa. Perangkat
lunak yang digunakan yaitu, Sistem Operasi Windows 7 dan Linux Fedora, Chemdraw, Chem3D,
MarvinView, Autodock Tools, Autodock Vina, PyMol, Biovia Discovery Studio 2017, Amber Tools,
serta Terminal Linux. Perangkat keras yang digunakan pada penelitian ini adalah komputer
Laboratorium Penelitian Jurusan Farmasi UNTAD dengan spesifikasi processor Intel (R) Core i5-
2400 CPU @ 3.10GHz (4 CPUs), memory 2048 MB RAM.

Metode

Penyiapan Senyawa Metabolit

Senyawa metabolit yang terdapat pada genus Nigella yang telah diketahui (sebanyak 45 senyawa
metabolit) diunduh pada website KNApSAcK, kemudian mengoptimalkan struktur senyawa metabolit
menggunakan program Chem3D.

Preparasi struktur protein

Enzim Protease HIV-1 diunduh pada website www.rsch.org dengan kode PDB; 3NU3. Kemudian,
digunakan perangkat lunak BIOVIA Discovery Studio 2017 untuk memisahkan residu pelarut (air),
ligan standar, serta residu non-standar lainnya dari enzim sehingga diperoleh berkas ligan standar dan
enzim tanpa residu pelarut dan non standar lain. Masing-masing berkas selanjutnya dioptimasi dengan
perangkat lunak Autodock Tools..

Analisis dan Visualisasi Redocking Molekul Ligan Standar

Ligan standar dan enzim yang telah disiapkan selanjutnya didocking berdasarkan koordinat interaksi
ikatan ligan-enzim menggunakan Autodock Vina. Posisi dan orientasi ligan standar pada enzim yang
berinteraksi dengan asam-asam amino divisualisasikan dengan perangkat lunak BIOVIA Discovery
Studio 2017. Kemudian, diperoleh nilai RMSD (Root Mean Square Deviation) dengan perangkat
lunak PyMOL. Bila hasil penambatan ligan standar memiliki nilai RMSD <2A, maka protokol
penambatan dapat diterima atau dinyatakan valid (Zubair et al., 2016).

Penyiapan Ligan Senyawa Metabolit Tanaman Genus Nigella

Struktur senyawa metabolit genus Nigella yang telah diketahui (sebanyak 45 senyawa metabolit) pada
database KNApSAcK diunduh, dan dioptimasi strukturnya dengan perangkat lunak Chem3D
menggunakan metode MM2. Struktur tersebut kemudian diskrining awal berdasarkan kriteria Lipinski,
Aturan Lipinski pada dasarnya menjelaskan tentang sifat senyawa yang aktif secara oral dan paramater
yang digunakan dalam menentukan sifat fisikokimianya (Lipinski, 2004). Aturan Lipinski bertujuan
untuk mengevaluasi suatu senyawa kimia yang memiliki aktivitas farmakologi yang dapat aktif jika
diberikan secara oral pada manusia (Singh et al., 2013). Senyawa/Ligan dianggap memiliki sifat
fisikokimia yang baik jika memenuhi aturan Lipinski dengan kriteria yaitu; berat molekul <500
gram/mol, jumlah grup donor proton ikatan hidrogen <5, jumlah grup akseptor proton ikatan hidrogen
<10, dan nilai koefisien partisi (LogP) <5. Pada penelitian ini hanya senyawa yang memenuhi paling
sedikit 3 dari 4 aturan yang akan dilakukan penambatan molekuler.
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Penambatan Molekul Senyawa Uji

Penambatan molekuler senyawa uji dilakukan dengan menggunakan Autodock Vina, dengan
koordinat koordinat x=16,751, y=23,353, z=17,611 dan grid box sebesar 50 x 50 x 50 A.

Analisis dan Visualisasi Penambatan Molekul Senyawa Uji

Nilai skor penambatan dari masing-masing senyawa uji tersebut kemudian dibandingkan dengan skor
penambatan ligan standar yang diperoleh dari protokol redocking penambatan sebelumnya. Hasil
penambatan dianalisis dan divisualisasi model interaksi ligan-reseptornya dengan menggunakan
Autodock Tools dan BIOVIA Discovery Studio 2017.

Simulasi Dinamika Molekuler

Simulasi dinamika molekuler penambatan kompleks enzim protease dengan ligan dilakukan dengan
menggunakan program AMBER MD melalui beberapa tahapan, yaitu:

Persiapan berkas masukan

Dalam simulasi dinamika molekuler berkas masukan yang harus disiapkan meliputi persiapan berkas
enzim-ligan hasil penambatan, serta topologi dan koordinat menggunakan program Amber Tools.

Minimisasi Energi

Pada tahap minimisasi energi, digunakan berkas topologi dan koordinat ligan, makromolekul, dan
kompleks ligan-makromolekul menggunakan program Amber Tools yang berlangsung dalam dua
tahap, dimana tahap pertama merupakan minimisasi terhadap molekul air sebanyak 1000 steps, dan
minimisasi tahap kedua merupakan minimisasi seluruh sistem ligan-enzim dan molekul air juga
sebanyak 1000 steps.

Ekuilibrasi

Ekuilibrasi dilakukan dengan menggunakan program Amber dan berlangsung dalam 3 tahapan. Pada
tahapan pertama, dilakukan ekuilibrasi untuk membuat volume yang konstan dan menaikkan suhu dari
0° K menjadi 300° K (5000 steps). Ekuilibrasi kedua (5000 steps) dan ketiga (50000 steps) dilakukan
untuk membuat seluruh sistem ligan-enzim dan molekul air berada pada suhu dan tekanan yang
konstan.

Produksi

Proses produksi simulasi dinamika molekuler dilakukan dengan perangkat lunak sander. Pada tahap
produksi ini, dilakukan dalam 10 langkah dimana masing-masing langkah dilakukan dengan 100000
steps untuk mencapai waktu total simulasi sebesar 2 ns.

Analisis Hasil Simulasi Dinamika Molekuler

Hasil simulasi dinamika molekuler berupa berkas keluaran dan berkas trajectory yang dianalisa
dengan program cpptraj dan VMD dari AmberTools, dengan parameter yang dianalisis adalah
fluktuasi energi potensial, RMSD (Root Mean Square Deviation), RMSF (Root Mean Square
Fluctuation), dan perubahan jarak interaksi.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penambatan divalidasi dengan menambatkan ligan standar sebagai protokol redocking dengan enzim
protease HIV-1 yang telah dipersiapkan sebelumnya. Ligan standar (Amprenavir) digunakan sebagai
protokol penambatan untuk memprediksi posisi dan interaksi ligan-enzim. Penambatan dilakukan
menggunakan Autodock Vina yang diakses melalui Cygwin. Selanjutnya dilihat nilai RMSD (Root
Mean Square Deviation), nilai RMSD digunakan untuk mengukur kemiripan koordinat (pose) antara
dua atom (Kufareva and Abagyan, 2012). Pada gambar 1 menunjukkan bahwa hasil redocking ligan
standar pada penelitian ini memiliki RMSD sebesar 1,403A.

Gambar 1. Hasil RMSD dari ligan standar (nilai RMSD = 1,403A)

Pada penelitian ini terdapat 45 senyawa dari genus Nigella yang diperoleh dari situs KNApSAcK yang
digunakan sebagai senyawa uji. Sebelum dilakukan penambatan molekuler, seluruh senyawa uji
tersebut diskrining awal terlebih dahulu menggunakan aturan Lipinski. Aturan Lipinski bertujuan
untuk mengevaluasi suatu senyawa kimia yang memiliki aktivitas farmakologi yang dapat aktif jika
diberikan secara oral pada manusia (Singh et al., 2013). Jika suatu senyawa kimia memenuhi kriteria
aturan Lipinski, maka senyawa tersebut dianggap memiliki potensi dapat masuk ke dalam membran
sel dan diserap oleh tubuh (Chairunnisa dan Runadi, 2017). Senyawa yang memenuhi paling sedikit 3
dari 4 aturan yang akan dilakukan penambatan molekuler.

Berdasarkan hasil penambatan molekuler senyawa metabolit genus Nigella diperoleh 1 senyawa yang
berpotensi sebagai inhibitor enzim protease HIV-1. Senyawa uji yang memiliki potensi sebagai
inhibitor yaitu Nigellidine 4-O-sulfite dengan energi afinitas sebesar -13,4 kkal/mol, sedangkan ligan
standar (Amprenavir) memiliki energi afinitas sebesar -12,1 kkal/mol. Senyawa aktif berpotensi
sebagai inhibitor jika memiliki nilai energi afinitas yang lebih rendah dibandingkan ligan standar
(Ramadhan, 2018). Senyawa tersebut selanjutnya dianalisa secara dinamika molekuler untuk
mengetahui kestabilan interaksinya.
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Pada Gambar 2 menunjukkan bahwa model interaksi ligan standar dan enzim setelah ditambatkan
menunjukkan bahwa terjadi interaksi berupa ikatan hidrogen (ASP:25, ASP:125, GLY:127, ASP:130,
ASP:129, GLY:149) dan interaksi hidrofobik yaitu Pi-Sigma (VAL:82), Alkyl/Pi-Alkyl (ILE:147,
ALA:128, PRO:181, ILE:50, ILE:184, ALA:28, ILE:47, ILE:150, PRO:81). Interaksi Nigellidine 4-O-
sulfite dengan enzim protease HIV-1 berupa ikatan hidrogen (ASP:125, GLY:27, GLY:148), interaksi
elektrostatik (ASP:25), dan interaksi hidrofobik yaitu Alkyl/Pi-Alkyl (ILE:50, ALA:128, ILE:184,
ILE:47, ILE:150) seperti yang ditunjukkan pada gambar 3.

Hasil penambatan molekuler senyawa Nigellidine 4-O-sulfite dan ligan standar dengan enzim
selanjutnya dianalisa secara dinamika molekuler. Analisa dinamika molekuler bertujuan untuk
mengetahui kestabilan interaksi ligan-reseptor, hal ini dilakukan karena penambatan molekuler belum
dapat memberikan informasi terkait kestabilan interaksi ligan-reseptor terhadap ruang dan waktu.
Parameter yang digunakan untuk mengevaluasi kestabilan interaksi ligan-enzim pada simulasi
dinamika molekuler adalah Root Mean Square Fluctuation (RMSF).
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Gambar 4. Grafik RMSF terhadap waktu selama proses ekuilibrasi dalam waktu simulasi 2000 piko detik

Tabel 1. Nilai RMSF hasil dinamika molekuler ligan standar dan Nigellidine 4-O-sulfite terhadap asam amino

sisi aktif enzim protease HIV-1

Ligan RMSF (A)
g ASP:25 ASP:125 ILE:47 ILE:50 ALA:128 ILE:150 ILE:180
Ligan
standar 0,3647 0,3639 0,7002 0,8746 0,4564 1,2644 0,8267
Nigellidine
4-O-sulfite 0,4064 0,5667 0,7757 0,7514 0,6115 0,9042 0,894

Parameter RMSF (Root Mean Square Fluctuation) dievaluasi untuk mengetahui fluktuasi interaksi
ligan dengan asam amino pada enzim selama simulasi. Berbeda dengan RMSD, RMSF dihitung
terhadap masing-masing residu penyusun protein yakni melihat seberapa besar fluktuasi pergerakan
masing-masing residu selama simulasi berlangsung. Secara umum, nilai RMSF menggambarkan
fleksibilitas interaksi ligan dengan setiap residu asam amino (Rex, 2009). Nilai RMSF ligan standar
dan Nigellidine 4-O-sulfite terhadap asam amino enzim protease HIV-1 dapat dilihat pada Tabel 1.
Pada gambar 4 menunjukkan bahwa terjadi fluktuasi interaksi antara ligan dengan residu asam amino
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dalam enzim. Interaksi antara amprenavir maupun Nigellidine 4-O-sulfite dengan asam amino yang
bertindak sebagai sisi katalitik enzim protease HIV-1 yaitu residu ASP:25 dan ASP:125, serta daerah
ikatan lain berupa residu ILE:47, ILE:50, ALA:128, ILE:150, ILE:180 yang berperan sebagai kantung
(pocket) ikatan memiliki nilai RMSF yang rendah seperti yang ditunjukkan pada gambar 4. Semakin
rendah nilai RMSF, maka semakin stabil interaksi antara ligan dengan asam amino tersebut (Junaid et
al., 2014). Kantung ikatan dalam enzim protease HIV-1 bersifat hidrofobik, adanya interaksi antara
protease inhibitor dengan asam amino hidrofobik dalam kantung ikatan dapat meningkatkan
afinitasnya (Ko et al., 2011).

KESIMPULAN

Senyawa Nigellidine 4-O-sulfite dari spesies Nigella sativa berpotensi memiliki aktivitas
penghambatan terhadap enzim protease HIV-1 yang diuji secara in silico melalui penambatan
molekuler dengan program Autodock Vina. Hasil simulasi dinamika molekuler menggambarkan
bahwa senyawa Nigellidine 4-O-sulfite kurang stabil berinteraksi dengan sisi katalitik enzim protease
HIV-1.
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