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Abstrak

Katarak adalah kekeruhan pada lensa mata yang menyebabkan gangguan penglihatan
hingga terjadi kebutaan. Penyebab katarak multifaktorial, salah satunya disebabkan oleh
agregasi protein crystallin, yaitu protein larut air yang mengisi 80% dari seluruh protein
lensa. Agregasi protein crystallin dapat terjadi akibat beberapa mekanisme seperti
terbentuknya amyloid fibril (terkait katarak senilis) dan mutasi P23T (terkait katarak
kongenital). Saat ini, operasi merupakan satu-satunya tata laksana katarak yang tersedia.
Meskipun merupakan tata laksana terbaik, operasi membutuhkan biaya yang tidak sedikit
dan tidak bebas dari komplikasi. Oleh sebab itu, diperlukan alternatif tatalaksana terkait
penyakit katarak seperti penggunaan bahan alam yang memiliki sifat proteolitik. Nanas
mengandung enzim bromelain dan kiwi mengandung actinidin. Enzim tersebut merupakan
protease yang dapat mendestabilisasi dan menghambat pembentukan agregat sehingga
berpotensi melisiskan protein penyebab katarak. Untuk membuktikan potensi tersebut,
dapat dilakukan suatu penelitian dengan uji in silico dengan metode docking menggunakan
ClusPro. Hasil dari uji in silico ini adalah binding energy, yaitu energi yang dibutuhkan
untuk membentuk suatu ikatan. Binding energy antara enzim bromelain dan enzim
actinidin dengan protein mutasi P23T yD-crystalline penyebab katarak kongenital secara
berurutan yaitu -696,2 Kkal/mol dan -750,8 Kkal/mol. Binding energy antara enzim
bromelain dan enzim actinidin dengan protein amyloid penyebab katarak senilis secara
berurutan yaitu -685,0 Kkal/mol dan -682,3 Kkal/mol. Oleh karena itu, enzim bromelain
memiliki kemampuan lebih baik dalam membentuk ikatan terhadap protein mutasi P23T
yD-crystalline sedangkan enzim actinidin memiliki kemampuan lebih baik dalam
membentuk ikatan terhadap terhadap protein amyloid .

Kata Kunci: ClusPro, Molecular Docking, Binding energy, SwissModel

Abstract
A cataract is the development of an opacity within the lens that can cause blindness.
Cataracts are caused by the aggregation of crystallin proteins, which are water-soluble
proteins that make up 80% of all lens proteins. Crystallin protein aggregation can occur
due to several mechanisms such as the formation of amyloid fibrils (associated with senile
cataract) and P23T mutations (associated with congenital cataracts). Currently, surgery
is the only cataract treatment available. Although it is the best treatment, surgery requires
high cost and is not free from complications. Therefore, alternative treatments for
cataracts are needed, such as the use of natural ingredients that have proteolytic
properties. Pineapple contains bromelain and kiwi contains actinidin. Both enzymes are
protease which destabilize and inhibit the formation of aggregates. So that those enzymes
can potentially lyse the protein causes cataracts. To prove the potency of the enzymes, we
consucted an insilico study using Cluspro docking online program. We investigate the
binding energy of each enzymes with the amyloid fibril and P23T mutation. The binding
energy between bromelain and actinidine with P23T mutation protein respectively are -
696.2 Kcal/mol and -750.8 Kcal/mol. The binding energy between Bromelain and
Actinidin with amyloid protein are -685.0 Kcal/mol and -682.3 Kcal/mol respectively.
Therefore, bromelain enzyme had a better ability to bind to the P23T D-crystallin mutation
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protein, while the actinidin enzyme had a better ability to bind to amyloid-4 protein.

Keywords: ClusPro, Molecular Docking, Binding energy, SwissModel

Pendahuluan

Katarak merupakan penyebab kebutaan terbanyak di dunia
yaitu sebesar 34,47% diikuti oleh gangguan refraksi yang tidak
terkoreksi, dan glaukoma. Di Indonesia, katarak yang tidak
ditangani merupakan penyebab utama kebutaan dan gangguan
pengelihatan tertinggi pada penduduk di atas 50 tahun, yaitu
sebanyak 77,7% (Ismandari, 2018). Katarak disebabkan oleh
agregasi protein crystallin, yaitu protein larut air yang mengisi
80% dari seluruh protein lensa (Slingsby & Wistow, 2014).
Agregasi protein crystallin dapat terjadi akibat terbentuknya
amyloid fibril. Amyloid fibril dapat terbentuk pada kondisi
denaturasi seperti radiasi ultraviolet (UV). Radiasi UV dapat
membuat endapan yang mengandung struktur amyloid 8-sheet
dan agregat amorf sehingga terbentuk katarak. Agregasi dari
protein crystallin juga dapat terjadi akibat mutasi. Ada berbagai
jenis mutasi pada gen crystallin salah satunya yaitu mutasi
P23T. Mutasi tersebut menyebabkan perubahan asam amino
secara dramatis, sehingga menurunkan kelarutan protein yang
pada akhirnya menyebabkan agregasi protein. Mutasi P23T
pada yD- crystallin berkaitan dengan terbentuknya katarak
kongenital (Alperstein et al., 2019; Ji et al., 2013). Saat ini,
operasi merupakan satu-satunya tata laksana katarak yang
tersedia. Meskipun merupakan tata laksana terbaik, operasi
membutuhkan biaya vyang tidak sedikit dan terdapat
kekurangan fasilitas pada negara berkembang. Operasi katarak
juga tidak bebas dari berbagai komplikasi intra maupun pasca
operasi (Astari, 2018; Cahyana et al., 2020; Sreelakshmi &
Abraham, 2016). Berdasarkan hal tersebut maka diperlukan
alternatif tata laksana terkait penyakit katarak seperti
penggunaan bahan alam yang memiliki sifat proteolitik yaitu
nanas dan kiwi.

Nanas (Ananas comosus) mengandung enzim bromelain yang
merupakan 95% campuran protease sistein, yang tahan
terhadap proteolisis. Bromelain juga merupakan molekul kuat
yang dapat mendestabilisasi agregat protein dan dapat
menghambat pembentukan agregat tersebut dari keadaan
monomer dan oligomer. Oleh sebab itu bromelain merupakan
unsur dari nanas yang penting dan bermanfaat salah satunya
dalam bidang farmasi (Das & Bhattacharyya, 2017; Martins et
al., 2014; Setyawati & Yulihastuti, 2011). Kiwi merupakan salah
satu tanaman tropis yang berasal dari daerah Shaanxi di
dataran tiongkok dengan genus Actinidia. Actinidia terdiri dari
banyak jenis, kurang lebih 75 spesies. Salah satu spesies utama
yang telah dikembangkan yaitu Actinidia chinesis (Zamzami &
Citrus, 2020). Penelitian menunjukkan bahwa Actinidia
chinensis mengandung actinidin yang merupakan enzim
protease kuat. Actinidin merupakan enzim yang dikategorikan
sebagai protease sistein yang bersifat hidrolitik dan
mengandung gugus sulfhidril bebas yang berperan penting
dalam aktivitas katalisisnya (Homaei & Etemadipour, 2015;
Kaur et al., 2010; Padmanabhan & Paliyath, 2015).

Enzim protease yang berasal dari tanaman nanas (bromelain)
maupun kiwi (actinidin) memiliki efek proteolitik yang
berpotensi melisiskan protein mutasi P23T yD-crystallin dan
protein amyloid 8 untuk menjadi tata laksana dari katarak.
Untuk membuktikan potensi bahan dalam menimbulkan efek

yang diinginkan dapat dilakukan suatu penelitian. Salah satu
metode penelitian yang dapat digunakan yaitu metode In silico.
In silico dapat memprediksi efek biologis dari suatu bahan aktif
melalui teknologi komputerisasi dengan tujuan untuk
menemukan obat baru dengan waktu yang singkat dan biaya
yang murah (Wadood et al., 2013). Pada penelitian
sebelumnya, bromelain dengan kombinasi enzim papain dan
ficin dapat secara signifikan melarutkan dan menyerap
kekeruhan vitreous (Takeuchi et al., 2020). Namun, masih
belum ada penelitian terkait enzim bromelain dan enzim
actinidin terhadap protein mutasi P23T yD-crystallin dan
protein amyloid B-sheet yang menyebabkan katarak.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi Enzim
Bromelain dan Enzim Actinidin sebagai proteolitik terhadap
protein pembentuk katarak melalui uji In Silico.

Metode Penelitian

Penelitian ini menggunakan penelitian insilico berbasis
komputer dengan menggunakan software molecular docking.

Pemodelan

Sekuens enzim bromelain  diperoleh  melalui situs
https://www.uniprot.org dengan kode akses P14518. Sekuens
protein tersebut digunakan untuk pemodelan enzim bromelain
menggunakan SwissModel melalui situs
https://swissmodel.expasy.org/. Kode Protein Data Bank (PDB)
struktur enzim actinidin (1AEC), protein mutasi P23T yD-
crystallin (2KFB), dan protein amyloid 8 (2BP4) diperoleh
melalui situs PDB https://www.rcsb.org/.

Molecular docking

Hasil pemodelan enzim bromelain dan kode PDB vyang
didapatkan digunakan untuk proses molecular docking
menggunakan situs https://cluspro.bu.edu/. Struktur 3D enzim
bromelain dan kode enzim actinidin dimasukkan pada kolom
reseptor, sedangkan kode PDB P23T yD-crystallin dan protein
amyloid 8 dimasukkan pada kolom ligan.

Hasil dari molecular docking dianalisis dengan menampilkan
binding energy (Kkal/mol). Nilai binding energy terendah
menunjukkan semakin mudah terbentuk ikatan. Sehingga, nilai
binding energy terendah yang akan digunakan.

Hasil Penelitian

Template yang digunakan untuk melakukan pemodelan
homologi yaitu template dengan kode PDB 6u7d.1.A. Kualitas
model yang dihasilkan oleh Swiss-Model dinilai oleh fungsi
penilaian skor QMEAN. Hasil dari pemodelan enzim bromelain
memiliki skor GMQE 0,92 dan skor QMEAN sebesar -0,15.

Pencarian template enzim Bromelain yang digunakan untuk
melakukan pemodelan menggunakan BLAST dan HHblits pada
SwissModel (Waterhouse et al., 2018). Template yang
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digunakan untuk melakukan pemodelan homologi vyaitu
template dengan kode PDB 6u7d.1.A. Pemilihan template
tersebut didasarkan pada Global Model Quality Estimate
(GMQE). GMQE adalah estimasi kualitas yang menggambarkan
gabungan dari keselarasan struktur target pemodelan dan
struktur template. Skor GMQE yang dihasilkan dinyatakan
dengan angka antara 0 dan 1. Angka yang lebih tinggi
menunjukkan kekuratan yang lebih tinggi (Waterhouse et al.,
2018). Skor GMQE dari pemodelan enzim bromelain
menunjukkan skor 0,92 yang menandakan bahwa hasil
pemodelan yang baik dan akurat.

Model dibentuk berdasarkan template dengan ProMod3 3.2.0
. Koordinat yang dipertahankan antara target dan template
disalin dari template ke model. Selanjutnya dilakukan insersi,
delesi, dan pemodelan ulang (Studer et al., 2021).

Kualitas model enzim bromelain yang dihasilkan oleh Swiss-
Model dinilai oleh fungsi penilaian skor QMEAN. Skor QMEAN
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adalah skor penilaian komposit yang menggambarkan aspek
struktur geometris protein dan memberikan estimasi kualitas
untuk seluruh struktur dan per residu berdasarkan satu model
tunggal. Skor QMEAN sekitar nol menunjukkan kesesuaian
yang baik antara struktur model dan struktur eksperimental
dengan ukuran yang sama. Skor -4,0 atau lebih rendah
merupakan indikasi model dengan kualitas rendah (Benkert et
al., 2011). Hasil dari pemodelan enzim bromelain memiliki skor
QMEAN sebesar -0,15 yang menunjukkan hasil dari pemodelan
yang baik dan memiliki kesesuaian yang baik dengan struktur
eksperimental dengan ukuran yang sama. Oleh sebab itu, hasil
pemodelan tersebut dapat digunakan untuk molecular docking.

Nilai binding energy terendah setiap enzim terhadap target
docking ditampilkan pada Tabel 1, serta bentuk model interaksi
pengikatan antara enzim dengan protein target ditampilkan
pada Gambar 1 —4.

Tabel 1. Perbandingan nilai binding energy setiap enzim terhadap target docking

Enzim Bromelain

Target Docking

Enzim Actinidin

Nilai Binding Energy (Kkal/mol)

Nilai Binding Energy (Kkal/mol)

Protein mutasi P23T yD-crystallin -696,2

-750,8

Protein amyloid 8 -685,0

-682,3

(a)= Enzim bromelain

(b) = Protein mutasi P23T yD-crystallin

Gambar 1. Model interaksi pengikatan terendah antara Enzim bromelain dan Protein mutasi P23T yD-crystallin

a = Enzim bromelain; b = protein amyloid 8
Gambar 2. Model interaksi pengikatan terendah antara enzim bromelain dan protein amyloid 8
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a = Protein mutasi P23T yD-crystallin; b = Enzim actinidin

Gambar 3. Model interaksi pengikatan terendah antara enzim actinidin dan protein mutasi P23T yD-crystallin

a= Enzim actinidin; b= Protein amyloid
Gambar 4. Model interaksi pengikatan terendah antara enzim actinidin dan protein amyloid 6

Pembahasan

Katarak kongenital adalah kekeruhan pada lensa yang
terdeteksi saat lahir atau segera setelah lahir dangan usia
kurang dari satu tahun (llyas & Yulianti, 2017). Kelainan ini
dapat terjadi karena berbagai sebab, antara lain gangguan
metabolisme (galaktosemia), infeksi selama embriogenesis,
cacat gen, dan kelainan kromosom (Santana & Waiswol,
2011). Salah satu mutasi yang dapat menimbulkan katarak
kongenital adalah mutasi P23T pada yD-crystallin. Mutasi
P23T secara signifikan merubah asam amino dengan
menurunkan  kelarutan  protein, sehingga  dapat
menyebabkan agregasi protein meskipun keseluruhan
struktur pada dasarnya tidak berubah. Agregat ini dibentuk
oleh peningkatan jumlah interaksi protein-protein
hidrofobik (Pande, et al., 2010; Ji, et al., 2013).

Sementara itu, katarak senilis adalah katarak yang terjadi
diatas 50 tahun dan merupakan 90% dari semua jenis
katarak. Katarak senilis disebabkan oleh degenerasi pada
protein crystallin lensa mata yang membentuk agregat.
Selain itu, agregasi protein crystallin dapat terjadi akibat
terbentuknya amyloid fibril (Moreau & King, 2012;
Alpersteina, et al.,, 2019). Amyloid fibril adalah fibrosa
abnormal yang dapat ditemukan di organ dan jaringan.
Amyloid fibril terbentuk dari protein larut normal yang
berkumpul untuk membentuk insoluble fibers yang resisten
terhadap degradasi. Amyloid fibril sebagiang besar tersusun
atas struktur B-sheet dalam cross-p conformation
(Rambarana & Serpel, 2008). Dalam penilitian ini, dilakukan
peninjauan binding energy antara enzim bromelain dan
enzim actinidin terhadap protein mutasi P23T yD-crystallin
dan protein amyloid 8 sebagai protein pembentuk katarak.
Sifat proteolitik enzim bromelain dan enzim actinidin
terhadap protein mutasi P23T yD-crystallin berpotensi
melisiskan protein penyebab agregasi. Selain itu, sifat

proteolitik enzim bromelain dan enzim actinidin berpotensi
sebagai proteolitik terhadap protein amyloid 8 sehingga
dapat mempertahankan homogenitas lensa dan mencegah
terjadinya kerusakan protein crystallin penyusun struktur
lensa mata. Oleh karena itu, enzim bromelain dan actinidin
berpotensi digunakan sebagai terapi pada penyakit katarak
senilis. Potensi enzim bromelain dan enzim actinidin dapat
diprediksi melalui uji in silico dengan metode molecular
docking. Analisis docking bertujuan untuk mengetahui
interaksi antara protein ligan dan reseptor dan disajikan
dalam bermacam-macam model interaksi. Interaksi ini
didasarkan pada binding energy. Binding energy adalah
energi yang dibutuhkan untuk membentuk suatu ikatan.
Energi negatif menunjukkan selama proses pembentukan
ikatan terjadi pelepasan energi ke lingkungan, sehingga
binding energy paling rendah yang akan digunakan (Kozakov
et al., 2017; Laily & Khoiri, 2016). Berdasarkan hasil yang
telah disebutkan dalam Tabel 1, dapat diketahui bahwa
enzim bromelain memiliki ikatan paling stabil atau binding
energy paling rendah terhadap protein mutasi P23T yD-
crystallin sedangkan enzim actinidin memiliki ikatan paling
stabil atau binding energy paling rendah terhadap protein
amyloid B. Belum ada penelitian sebelumnya mengenai uji in
silico enzim bromelain dan enzim actinidin terhadap protein
pembentuk katarak, tetapi terdapat penelitian sebelumnya
yang telah melakukan uji in silico enzim bromelain sebagai
inhibitor terhadap protein immediate early (IE) pada
Cytomegalovirus penyebab tumor otak. Protein IE1 dapat
memodifikasi sel tumor otak sehingga sel tumor dapat
tumbuh dengan lebih agresif dan menyebar dengan cepat
melalui dua jalur utama, yaitu menghambat dua protein
supresor tumor utama di dalam sel tumor otak dan
meningkatkan pertumbuhan melalui jalur sinyal di dalam
tumor. Hasil dari uji in silico pada penelitian tersebut
didapatkan nilai binding energy antara enzim bromelain dan
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protein IE1 sebesar -691,39 Kkal/mol (Agarwal & Verma,
2019). Perbedaan nilai binding energy tersebut disebabkan
karena perbedaan struktur protein mutasi P23T yD-crystallin
dan protein amyloid 8 dengan protein IE1l. Perbedaan
struktur molekul dapat menyebabkan perbedaan jumlah
ikatan hidrogen, interaksi elektrostatis, gaya hidrofobik, dan
Van der Waals yang terbentuk sehingga akan mempengaruhi
nilai binding energy. Selain itu, terdapat penelitian yang
membandingkan kemampuan berbagai enzim protease
tanaman untuk menghidrolisis protein pada daging. Dari
berbagai enzim yang diteliti, enzim actinidin merupakan
enzim yang paling efektif untuk menghidrolisis protein
myofibril daging (Ha et al., 2012). Ada berbagai enzim
proteolitik lain yang bersumber dari tanaman dan
berpotensi sebagai terapi katarak senilis maupun kongenital.
Enzim-enzim tersebut diantaranya papain, ficin, dan
zingibain. Papain adalah enzim proteolitik yang terdapat dari
tanaman papaya. Papain merupakan proteinase sistein
nonspesifik yang memiliki spesifisitas subrat yang luas.
Enzim papain bersifat hidrolitik yang dapat meningkatkan
pemecahan protein yang lebih besar menjadi fragmen yang
lebih kecil yang dinamakan peptida dan asam amino
(Motyan et al., 2013; Takeuchi et al., 2020). Ficin adalah
enzim yang berasal dari tanaman Fictus carica. Ficin
termasuk dalam protease serine. Dalam bidang medis, ficin
digunakan dalam produksi material jahit luka, dalam
persiapan arteri hewan untuk implantasi, dan pada
penggolongan darah. Ficin juga dapat menghancurkan dan
membunuh protein cacing intestinal (Takeuchi et al., 2020).
Zingibain adalah protease sistein yang ditemukan dalam
jahe. Enzim ini banyak digunakan dalam industri makanan
untuk pembuatan keju atau pelunakan daging. Enzim ini
diketahui menunjukkan aktivitas antiproliferatif terhadap
jamur dan sel ganas manusia (Gagaoua et al.,, 2015;
Rajkumari & Sanatombi, 2018). Efek proteolitik dari enzim
papain, ficin, dan zingibain tersebut dapat menjadi referensi
penelitian selanjutnya. Dari penelitian tersebut dapat
dilakukan perbandingan kemampuan proteolitik dengan
enzim bromelain dan enzim actinidin sebagai tata laksana
katarak kongenital dan senilis. Metode in silico menghasilkan
prediksi model interaksi dan binding energy berdasarkan
data eksperimental yang telah tersedia. Oleh sebab itu, hasil
dari uji in silico merupakan prediksi secara statistik dan
memerlukan validasi dengan metode penelitian lain seperti
in vivo dan in vitro untuk membuktikan keakuratan
prediksinya. Selain itu pada metode in silico, sisi aktif enzim
digambarkan sebagai senyawa rigid yang tidak dapat
mengubah bentuk sisi aktif enzim saat berikatan dengan
ligannya, hal tersebut berbeda dengan kondisi sebenarnya.
Metode in silico juga tidak memperhitungkan faktor suhu,
PH, susbtrat, dan inhibitor yang mana hal tersebut
mempengaruhi fungsi kerja enzim. Proses visualisasi dari
hasil molecular docking ClusPro antara ligan dan reseptor
tidak dapat memetakan pada tingkat jenis ikatan dan residu
protein yang berinteraksi. Jenis ikatan yang dimaksud yaitu
ikatan hidrogen, interaksi elektrostatis, gaya hidrofobik, dan
Van der Waals. Proses visualsisasi dari hasil docking ClusPro
memerlukan perangkat lunak untuk dapat memetakan
secara detail, namun dibutuhkan biaya yang lebih untuk
melakukan hal tersebut.

Journal of Agromedicine and Medical Sciences. 2024. 10(2): 95-100

Kesimpulan

Perbandingan nilai binding energy antara enzim bromelain
dan enzim actinidin menunjukkan bahwa enzim bromelain
memiliki kemampuan lebih baik dalam membentuk ikatan
terhadap terhadap protein mutasi P23T yD-crystallin yang
berperan dalam potofisiologi terjadinya katarak kongenital
sedangkan enzim actinidin memiliki kemampuan lebih baik
dalam membentuk ikatan terhadap protein amyloid B yang
berperan dalam patofisiologi katarak senilis. Oleh sebab itu,
enzim bromelain potensial untuk dikembangkan sebagai
tata laksana katarak kongenital dan enzim actinidin potensial
untuk dikembangkan sebagai tata laksana katarak senilis.
Perlu dilakukan penelitian laboratorium untuk memastikan
kemampuan proteolitik enzim bromelain dalam berinteraksi
dengan protein amyloid 8 dan enzim actinidin dalam
berinteraksi dengan protein mutasi P23T yD-crystallin. Selain
itu, dapat juga dilakukan penelitian lebih lanjut dengan
menambahkan enzim proteolitik yang berasal dari tanaman
lain.
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