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ABSTRAK. Bakteri patogen seperti Pseudomonas aeruginosa membutuhkan zat besi untuk dapat
mempertahankan kelangsungan hidupnya. HasAp merupakan suatu protein yang dihasilkan oleh bakteri
patogen sebagai sumber zat besi tersebut. Protein HasAp selanjutnya akan berikatan dengan protein
membran luar yaitu HasR untuk dapat meneruskan sinyal pada sel bakteri. Penyerapan zat besi pada
bakteri patogen ini dapat menjadi strategi pengembangan metode terapi dalam mengendalikan dan
mencegah penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri patogen Pseudomonas aeruginosa, salah satunya
dengan memanfaatkan ftalosianina sebagai photosensitizer pada terapi fotodinamika. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi, mengevaluasi, dan mengeksplorasi mekanisme aksi senyawa
ftalosianina terhadap protein HasAp, serta pengaruhnya pada bagian sisi aktif HasR dengan menggunakan
studi in silico. Studi ligan-protein docking dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak MGLTools
1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2 untuk mengamati afinitas dan interaksi molekuler antara
molekul senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-ftalosianina (Ga-Pc) terhadap makromolekul protein
HasAp. Selanjutnya, studi protein-protein docking dilakukan terhadap sistem kompleks ligan-protein
untuk mengamati pengaruhnya terhadap area pengikatan dari makromolekul protein HasR dengan
menggunakan perangkat lunak PatchDock. Berdasarkan hasil ligan-protein docking, senyawa Fe-
ftalosianina (Fe-Pc) memiliki afinitas paling baik terhadap kedua protein HasAp, yaitu dengan nilai
masing-masing -68,45 kJ/mol dan -69,16 kJ/mol. Kemudian, hasil studi protein-protein docking antara
kompleks senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan protein HasAp terhadap protein HasR memiliki nilai
Atomic Contact Energy (ACE) positif, yaitu 556,56 kJ/mol. Perbedaan struktur molekul senyawa
ftalosianina terbukti mampu mempengaruhi mekanisme aksi terhadap protein target, sehingga hasil studi
ini dapat menjadi acuan dalam mendesain struktur senyawa ftalosianina sebagai kandidat photosensitizer
dalam terapi fotodinamika.

ABSTRACT. Identification of the Molecular Mechanism of Pthalocyanine Compounds as
Photosensitizer Candidates in Photodynamic Therapy by Ir Silico. Pathogenic bacteria including
Pseudomonas aeruginosa need iron elements to be able to maintain their survival. HasAp is a protein
produced by pathogenic bacteria as a source of iron. The HasAp protein will then bind to the outer
membrane protein, namely HasR, to be able to forward signals in bacterial cells. Absorption of iron in
these pathogenic bacteria can be a strategy for developing therapeutic methods in controlling and
preventing infectious diseases caused by pathogenic bacteria Pseudomonas aeruginosa, one of which is
by using phthalocyanine as a photosensitizer in photodynamic therapy. This study aims to identify,
evaluate, and explore the mechanism of action of phthalocyanine compounds against HasAp proteins, and
their effects on the active site of HasR through in silico studies. Ligand-protein docking studies were
performed using MGLTools 1.5.6 with AutoDock 4.2 to observe the affinity and molecular interactions
between molecules of Fe-phthalocyanine (Fe-Pc) and Ga-phthalocyanine (Ga-Pc) against HasAp protein
macromolecules. Furthermore, a protein-protein docking study of the ligand-protein complexes system
was simulated to observe its effect on the binding area of the HasR protein macromolecules using
PatchDock. Based on the ligand-protein docking results, Fe-phthalocyanine (Fe-Pc) compounds have the
best affinity for both HasAp proteins, with a binding energy value of -68.45 kJ/mol and -69.16 kJ/mol,
respectively. The protein-protein docking study results between the complex compound Fe-
phthalocyanine (Fe-Pc) and HasAp protein against HasR protein have a positive Atomic Contact Energy
(ACE) value, with an ACE value of 556.56 kJ/mol. Differences in the molecular structure of
phthalocyanine compounds are proven to be able to influence the mechanism of action against the target
protein. Therefore, the results of this study can be a reference in designing the structure of phthalocyanine
compounds as photosensitizer candidates in photodynamic therapy.
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PENDAHULUAN

Protein HasAp merupakan suatu hemofor yang disekresi oleh beberapa bakteri patogen dengan sistem
akuisisi heme (Has), diantaranya adalah Pseudomonas aeruginosa (Letoffe et al., 1998). Bakteri patogen tersebut
memproduksi protein HasAp yang digunakan untuk menangkap heme dari inangnya sebagai sumber zat besi.
Heme yang ditangkap oleh protein HasAp selanjutnya berpindah ke reseptor membran luar yang disebut protein
HasR (Letoffe et al, 2001). Penyerapan zat besi ini dapat dijadikan salah satu strategi yang efektif dalam
menghambat kelangsungan hidup bakteri patogen. Fenomena ini adalah sebuah pendekatan yang menarik terutama
untuk pengembangan terapi alternatif dalam mengatasi infeksi bakteri akibat resisten antibiotika (Cassat and
Skaar, 2013).

Beberapa penelitian mengungkapkan bahwa resistensi terhadap antibiotika diperkirakan mencapai 45% dari
jumlah total kematian yang disebabkan oleh mikroba patogen. Dengan demikian resistensi antimikroba merupakan
salah satu ancaman kesehatan yang serius (Tacconelli et al., 2018). Penggunaan photosensitizer dan cahaya pada
terapi fotodinamika dapat menjadi metode alternatif untuk melawan mikroba patogen (Sugden et al., 2016).
Pemancaran cahaya pada panjang gelombang tertentu terhadap molekul photosensitizer akan menghasilkan
partikel dengan reaktivitas tinggi yang dapat menghancurkan sel mikroba patogen (Denis and Hamblin, 2011).
Senyawa photosensitizer yang saat ini banyak diteliti dan dikembangkan untuk menghambat pertumbuhan
mikroba pathogen yaitu ftalosianina (Staicu et al., 2013; Huang et al., 2015).

Dalam upaya pengembangan dan desain molekul ftalosianina sebagai agen photosensitizer, diperlukan studi
awal untuk membuktikan interaksi senyawa ftalosianina terhadap protein HasAp pada bakteri Pseudomonas
aeruginosa dan pengaruhnya pada sisi aktif pengikatan protein HasR. Penelitian ini mempelajari identifikasi,
evaluasi, dan eksplorasi mekanisme aksi struktur molekul ftalosianina (Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-ftalosianina
(Ga-Pc)) terhadap makromolekul protein HasAp dan protein HasR secara in silico. Hasil dari penelitian ini
diharapkan dapat dijadikan acuan dalam desain struktur molekul ftalosianina sebagai kandidat photosensitizer pada
terapi fotodinamika.

METODE PENELITIAN

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tiga struktur kristal makromolekul reseptor, diantaranya
dua makromolekul protein HasAp yang membentuk kompleks dengan Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-ftalosianina
(Ga-Pc), serta makromolekul protein HasR. Makromolekul ketiga protein tersebut diperoleh dari web Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb) dengan kode PDB masing-masing adalah 3W8O (Shirataki et al., 2014), 5SXHL
(Shisaka et al., 2019), dan 3CSL (Krieg et al., 2009). Molekul senyawa uji yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-ftalosianina (Ga-Pc) yang memiliki aktivitas terhadap protein HasAp serta
telah dibuktikan pada penelitian sebelumnya. Perangkat lunak yang digunakan diantaranya terdapat Sistem
Operasi Windows 10 dan Linux Ubuntu 18.10, MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2,
PatchDock, Chimera 1.14, dan BIOVIA Discovery Studio 2020. Perangkat keras yang digunakan adalah komputer
dengan spesifikasi processor Intel (R) Core i3-6100 CPU @ 2.30GHz (4 CPUs), memory 4096 MB RAM,
Harddisk 320GB, dan VGA Intel HD Graphics 520.

Preparasi Makromolekul Protein

Struktur kristal makromolekul protein HasAp dan HasR yang telah diunduh dari web Protein Data Bank
selanjutnya dipreparasi terlebih dahulu dengan menggunakan perangkat lunak BIOVIA Discovery Studio 2020
dan MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2. Preparasi makromolekul protein ini dilakukan
dengan menghilangkan molekul air dan ligan alami, kemudian dilanjutkan dengan menambahkan atom hidrogen
polar dan menghitung muatan parsial Kollman (Kurniawan et al., 2018).

Preparasi Molekul Senyawa Uji

Struktur molekul senyawa uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-
ftalosianina (Ga-Pc) yang telah dipisahkan dari kedua makromolekul protein HasAp. Molekul senyawa ini
kemudian dipreparasi dengan penambahan atom hidrogen dan menghitung muatan parsial Gasteiger menggunakan
perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2 (Forli et al., 2016).
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Studi Ligan-Protein Docking

Studi ligan-protein docking dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang
dilengkapi dengan AutoDock 4.2 dengan tujuan untuk mengamati dan mengidentifikasi afinitas dan interaksi
molekuler yang terjadi antara makromolekul protein HasAp dengan molekul Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-
ftalosianina (Ga-Pc). Jarak antara bagian permukaan makromolekul protein dan molekul senyawa uji dibatasi
dengan batas radius maksimum 0,375 A. Semua studi dilakukan menggunakan ukuran grid box 64x60%x60,
selanjutnya digunakan metode Lamarckian Genetic Algorithm dengan 100 konformasi (Morris et al., 1998).

Studi Protein-Protein Docking

Studi protein-protein docking dilakukan untuk mengamati dan mengidentifikasi afinitas dan interaksi
molekuler yang terbentuk antara kompleks ligan-HasAp dengan makromolekul protein HasR dengan
menggunakan perangkat lunak PatchDock. Jarak antara bagian permukaan makromolekul protein dan kompleks
ligan-HasAp dibatasi dengan batas radius maksimum 4.0 A. Studi protein-protein docking ini menggunakan
parameter dengan berdasarkan pada representasi bentuk molekul, bagian sisi aktif pengikatan makromolekul
target, serta pemilihan dan penilaian. Studi ini juga dilakukan secara efisien tanpa adanya ikatan antar molekul
yang bersifat rigid (Aruleba et al., 2018).

Analisis Hasil Studi

Hasil dari studi ligan-protein docking dan protein-protein docking kemudian diamati dan diidentifikasi
afinitasnya berdasarkan nilai energi bebas ikatan dan Afomic Contact Energy (ACE) (Prabhu and Rajeswari, 2016).
Interaksi molekuler yang terjadi dievaluasi dan dieksplorasi, terutama residu asam amino yang berperan pada
bagian sisi aktif dengan menggunakan perangkat lunak BIOVIA Discovery Studio 2020.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pose pengikatan ligan-protein dengan konformasi terbaik hasil studi ini dipilih dan dibandingkan berdasarkan
nilai energi bebas ikatan. Data hasil ligan-protein docking yang terdapat pada Tabel 1 menunjukkan bahwa molekul
senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) memiliki afinitas yang paling baik terhadap kedua makromolekul protein HasAp,
yaitu dengan nilai energi bebas ikatan masing-masing adalah -68,45 kJ/mol dan -69,16 kJ/mol. Fenomena ini dapat
diprediksi bahwa lokasi tempat pengikatan senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) berada pada bagian sisi aktif dari
makromolekul protein HasAp.

Tabel 1. Nilai energi bebas ikatan hasil studi ligan-protein docking.
Energi bebas ikatan (kJ/mol)

Senyawa Uji HasAp-Fe HasAp-Ga
Fe-ftalosianina (Fe-Pc) -68,45 -69,16
Ga-ftalosianina (Ga-Pc) -48,53 -56,44

Identifikasi dan evaluasi lebih lanjut dilakukan terhadap visualisasi dari kompleks molekul senyawa Fe-
ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-ftalosianina (Ga-Pc) terhadap makromolekul protein HasAp. Seperti yang ditunjukkan
pada Gambar 1, dapat diamati bahwa kedua senyawa uji memiliki kemiripan posisi pengikatan pada area sisi aktif
pengikatan dari makromolekul protein HasAp. Namun, apabila dieksplorasi berdasarkan interaksi molekuler yang
terbentuk, senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) memiliki interaksi yang lebih banyak dibandingkan senyawa Ga-
ftalosianina (Ga-Pc). Interaksi yang terbentuk dari kompleks senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan protein HasAp
terdiri dari dua ikatan hidrogen (dengan Tyr75), delapan belas interaksi hidrofobik (dengan His32, Pro34, Val37,
Tyr75, Phe78, His83, Leu85, Vall37, Tyr138, dan Metl41), dan satu interaksi elektrostatik (dengan Argl29).
Menariknya, senyawa ini juga memiliki dua ikatan pada logam besi (Fe), yaitu dengan residu asam amino His32
dan Tyr75. Disisi lain, senyawa Ga-ftalosianina (Ga-Pc) hanya mampu membentuk dua puluh interaksi, meliputi
empat ikatan hidrogen (dengan His134 dan Tyr138), lima belas interaksi hidrofobik (dengan His32, Val37, Tyr75,
His83, Leu85, Argl29, Vall37, dan Tyr138), dan satu interaksi elektrostatik (dengan Argl129).
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Gambar 1. Interaksi molekuler antara makromolekul protein HasAp dengan molekul senyawa (a) Fe-ftalosianina
(Fe-Pc) dan (b) Ga-ftalosianina (Ga-Pc).

Pengamatan lebih lanjut dilakukan terhadap kedua kompleks ligan-protein dengan makromolekul HasR
menggunakan perangkat lunak PatchDock. Model pengikatan protein-protein dengan konformasi terbaik hasil
penambatan molekuler dipilih dan dibandingkan berdasarkan nilai Atomic Contact Energy (ACE) (Prabhu dan
Rajeswari, 2016). Data hasil studi protein-protein docking yang terdapat pada Tabel 2 menunjukkan bahwa
kompleks Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan HasAp memiliki nilai ACE positif yaitu 556,56 kJ/mol, sedangkan kompleks
Ga-ftalosianina (Ga-Pc) memiliki nilai ACE sebesar -1430,22 kJ/mol. Fenomena tersebut membuktikan bahwa
senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) mampu menghambat terjadinya ikatan terhadap makromolekul reseptor HasR
sehingga sinyal tidak dapat diteruskan.

Tabel 2. Nilai afomic contact energy (ACE) hasil studi protein-protein docking.

Kompleks Ligan-Protein Atomic Contact Energy (ACE) (kJ/mol)
Fe-ftalosianina (Fe-Pc) + HasAp 556,56
Ga-ftalosianina (Ga-Pc) + HasAp -1430,22

Apabila diamati berdasarkan pose pengikatan pada bagian sisi aktif dari makromolekul protein HasR, kedua
kompleks ligan-protein memiliki kemiripan (Gambar 2). Namun, kompleks Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan HasAp
cenderung membentuk interaksi yang tidak diinginkan (unfavorable bond) dengan beberapa residu asam amino
pada area pengikatan makromolekul protein HasR, seperti Asn360, Thr363, Tyr367, Lys372, Leud422, Asp423,
Asnd24, GIn473, Arg542, Thr544, Gly545, Ser547, Ser604, Ser670, 1le671, dan Gly672. Hal ini membuktikan
bahwa nilai ACE positif dari kompleks Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan makromolekul protein HasR dapat disebabkan
karena adanya interaksi tersebut. Dengan demikian, dapat diprediksi bahwa perbedaan struktur molekul ligan yang
terikat pada makromolekul protein HasAp akan dapat mempengaruhi interaksi molekuler yang akan terbentuk
dengan makromolekul protein HasR.

Gambar 2. Pose pengikatan kompleks (a) Fe-ftalosianina (Fe-Pc) + HasAp dan (b) Ga-ftalosianina (Ga-Pc) +
HasAp pada sisi aktif makromolekul protein HasR.
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KESIMPULAN

Penelitian ini telah berhasil mempelajari identifikasi, evaluasi, dan eksplorasi terhadap mekanisme aksi dari
molekul senyawa Fe-ftalosianina (Fe-Pc) dan Ga-ftalosianina (Ga-Pc) terhadap makromolekul protein HasAp,
serta pengaruhnya terhadap makromolekul protein HasR. Perbedaan struktur molekul terbukti mampu
mempengaruhi afinitas senyawa ftalosianina sehingga akan berpengaruh terhadap kemampuan protein HasAp
dalam berinteraksi dengan protein HasR yang berperan pada pengaturan sinyal sel bakteri Pseudomonas
aeruginosa. Oleh karena itu, studi in silico sangat penting dalam mendesain dan mengembangkan senyawa
ftalosianina sebagai kandidat photosensitizer pada terapi fotodinamika.
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