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Abstract

The aging process may be affected by many factors, such as oxidative stress and inflammation in
which antioxidant compounds such as natural quercetin and eugenol can reduce it. Quercetin and
eugenol compounds have antioxidant activity in yeast cells and mammalian cells. However, the
mechanisms by which these compounds regulate aging at the molecular level are still unclear. This
study aimed to understand the interaction of quercetin and eugenol compounds on the protein Sir2
of Saccharomyces cerevisiae, which acts as a regulator of the aging pathway. Quercetin and eugenol
were used as test ligands for molecular docking studies. On the other hand, the receptor used was
Sir2 with the PDB code of 2HJH. The results show that quercetin and eugenol compounds could bind
to Sir2 protein molecules. The binding affinity parameter was considered a high negative value. The
binding affinity of the quercetin compound is -8.5 kcal/mol, and the binding affinity of the eugenol
compound is -6.5 kcal/mol. In addition, the presence of chemical bonds and amino acid residues
indicates that the tested ligand compounds have the potential to compete with natural ligands.
However further study is required to determine the effect of these ligand in regulating aging, in vivo.
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Abstrak

Proses penuaan dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti peningkatan cekaman oksidatif dan
inflamasi di mana senyawa antioksidan seperti kuersetin dan eugenol dapat mengatasi hal tersebut.
Kuersetin dan eugenol merupakan senyawa antioksidan yang dapat ditemukan di alam. Kuersetin
dan eugenol memiliki aktivitas antioksidan pada sel khamir maupun sel mamalia. Namun,
mekanisme kedua senyawa ini dalam meregulasi penuaan di level molekuler belum tersedia. Oleh
karena itu, penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui interaksi senyawa kuersetin
dan eugenol pada protein Sir2 pada Saccharomyces cerevisiae yang memiliki peran sebagai regulator
sistem penuaan. Penelitian menggunakan studi penambatan molekular dengan senyawa kuersetin
dan eugenol sebagai ligan uji, sedangkan reseptornya menggunakan Sir2 asal Saccharomyces
cerevisiae dengan kode PDB, 2HJH. Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa kuersetin dan
cugenol dapat berikatan secara molekuler dengan protein Sir2. Parameter afinitas ikatan (AG)
dilihat dengan nilai negatif yang tinggi. Senyawa kuersetin memiliki afinitas ikatan (AG) sebesar -
8.5 kkal/mol, sedangkan pada senyawa eugenol memiliki afinitas ikatan (AG) sebesar -6.5 kkal/mol.
Selain itu, adanya ikatan kimia dan residu asam amino menunjukkan bahwa senyawa ligan uji
memiliki potensi untuk bersaing dengan ligan alami. Namun, penelitian lebih lanjut diperlukan
untuk menentukan efek ligan uji terhadap lintasan penuaan, in vivo.

Kata kunci: Antipenuaan, in silico, khamir, ligan-reseptor
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Pendahuluan

Proses penuaan (aging) dapat ditandai
dengan adanya kerusakan pada sel. Proses
penuaan ini dipengaruhi oleh beberapa faktor,
seperti peningkatan cekaman oksidatif dan
inflamasi. Senyawa antioksidan dilaporkan
dapat menjadi salah satu kandidat dalam
mengatasi proses penuaan (anti aging) karena
secara efektif dapat melawan cekaman oksidatif
dan inflamasi (Vaiserman et al., 2020). Contoh
senyawa yang dapat berperan sebagai
antioksidan adalah kuersetin dan eugenol.

Kuersetin merupakan anggota
flavonoid yang biasanya berbentuk serbuk
kristal berwarna kuning yang sedikit larut
dalam air (Ozgen et al., 2016). Senyawa
kuersetin dapat ditemukan pada berbagai buah-
buahan atau sayur-sayuran seperti apel, anggur,
mentimun, ceri, aprikot, brokoli, kembang kol,
paprika, kacang hijau, wortel, kubis, teh,
bawang-bawangan, kecambah, dan terong
belanda (Dabeek & Marra, 2019; Volmanella et
al., 2024). Senyawa kuersetin ini dilaporkan
memiliki berbagai aktivitas seperti antioksidan,
anti kanker, anti aging, anti inflamasi, anti
diabetes dan lain sebagainya (Alugoju et al.,
2020; Asfahani et al., 2023; Messer et al., 2015;
Yamazaki et al., 2014)

Eugenol adalah zat aromatik fenolik
yang memiliki rasa dan bau yang khas. Senyawa
ini berbentuk cairan yang berwarna kuning dan
bersifat volatil (Ahmed Khalil et al., 2017; el
Ghallab et al., 2019). Eugenol merupakan salah
satu antioksidan alami yang sebagian besar
dapat ditemukan di dalam minyak esensial
cengkeh (Gulgin, 2011; Giilgin et al., 2012).
Keberadaan senyawa eugenol di alam juga
dapat ditemukan pada rempah-rempah, seperti
pala, kayu manis dan kapulaga (Ahmed Khalil
et al.,, 2017; Huyut et al., 2017). Eugenol
dilaporkan berperan sebagai antioksidan,
senyawa eugenol ini dapat dimanfaatkan
sebagai anti aging, antitoxin, antioksidan, dan
antibakteri (Afrendi et al., 2023; Amini et al.,
2022; Anwar et al., 2021; Dany et al., 2023;
Rahmi et al., 2021)

Senyawa kuersetin dan eugenol yang
memiliki aktivitas antioksidan berpotensi untuk
diaplikasikan sebagai agen anti penuaan.
Namun, hingga saat ini belum tersedia
informasi terkait mekanisme kedua senyawa ini
dalam meregulasi penuaan di level molekuler.
Salah satu protein regulator penting dalam
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lintasan penuaan adalah Sirtuin. Sirtuin
merupakan kelompok protein deasetilase yang
dapat ditemukan pada organisme uniseluler dan
multiseluler (Pitt & Kaeberlein, 2015). Selain
meregulasi penuaan seluler, protein sirtuin ini
memiliki peranan yang sangat penting dalam
proses biologi lainnya, sepeti regulasi sistem
metabolisme, respon cekaman oksidatif, dan
apoptosis (Wa,troba & Szukiewicz, 2016;
Wierman & Smith, 2014). Protein Sir2 pada
khamir merupakan ortholog dari SIRT1 pada
mamalia (Shinmura, 2013; Wierman & Smith,
2014)

Sir2/sirtuin (silent information
regulator 2) merupakan gen pada khamir yang
menjadi penentu masa hidup induk sel (Pitt &
Kaeberlein, 2015). Dalam memperpanjang
masa hidup sel, ekspresi protein terjadi akibat
perlakuan pembatasan kalori (Taormina &
Mirisola, 2014). Pembatasan kalori ini akan
membuat Sir2 memiliki aktivitas tinggi
sehingga akan memperpanjang masa hidup sel.
Dalam penelitian sebelumnya dilaporkan
bahwa untuk meningkatkan kelangsungan
hidup sel adalah dengan merangsang deasetilase
yang bergantung pada Sir2 (Longo & Fabrizio,
2015). Pada penelitian lainnya dinyatakan
bahwa penghapusan Sir2 akan menyebabkan sel
memiliki masa hidup yang pendek, sedangkan
salinan ekstra Sir2 menyebabkan sel memiliki
masa hidup yang Panjang (Chen & Runge,
2014; Khan et al., 2019). Dalam rangka melihat
potensi eugenol dan kuersetin sebagai agen anti
penuaan, maka penelitian ini ingin menganalisis
potensi penambatan molekuler (docking)
protein Sir2 oleh ligan uji, yakni senyawa
kuersetin dan eugenol. Docking merupakan
salah satu metode komputasi untuk mengetahui
suatu interaksi antara molekul dan protein
secara spesifik (Meng et al., 2011). Penelitian
ini bertujuan menganalisis interaksi molekuler
senyawa kuersetin dan eugenol pada protein
Sir2 Saccharomyces cerevisiae yang memiliki
peran sebagai regulator sistem penuaan.

Metode Penelitian

Alat dan Perangkat Lunak Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini
adalah laptop Asus X456UF dengan spesifikasi
i5-6200U CPU 2.30 GHz dan sistem operasi
Windows 10 Professional 64-Bit, serta beberapa
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perangkat lunak seperti MarvinView 6.0,
Discovery Studio Visualizer 2019, dan
AutoDock Vina Tools 1.5.6. Bahan yang
digunakan pada penelitian ini adalah struktur
kristalisasi  protein ~ Sir2  Saccharomyces
cerevisiae 2HJH dengan format PDB yang
diunduh melalui  www.rcsh.org/pdb  serta
struktur kimia 3D senyawa ligan uji kuersetin
dan eugenol dengan format sdf yang dapat
diunduh melalui
www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.

Preparasi Ligan

Ligan kuersetin dan eugenol (Gambar
1) diperoleh dari Pubchem dengan format sdf.
Pemilihan ligan uji yang baik dengan mengikuti
aturan Lipinski (Lipinski 2004). Ligan yang
diperoleh dibuka menggunakan MarvinView
dan disimpan dalam format pdb. Setelah itu
dilakukan penambahan atom hidrogen polar
menggunakan perangkat lunak Discovery
Studio dan disimpan dalam format pdb. Ligan
kemudian dibuka dengan perangkat lunak
AutoDock Tools 1.5.6 dan disimpan dalam
format pdbqt, kemudian dilakukan pengaturan
pada torsion tree dan set number of torsion.

Pengaturan torsion tree dengan memilih choose
torsion dan set number torsion dengan memilih
fewest atom. Setelah itu ligan disimpan kembali
dalam format pdbqt.

Preparasi Reseptor

Data yang diperlukan adalah struktur
kristalisasi sinar X protein Sir2 dari organisme
Saccharomyces cerevisiae yang diambil
melalui pangkalan data Protein Data Bank
(RCSB PDB) dengan kode 2HJH yang
digunakan sebagai reseptor (Gambar 2). Data
reseptor yang berupa struktur 3D diunduh dan
dibuka  menggunakan  perangkat lunak
Discovery Studio. Setelah itu dilakukan
pemilihan salah satu monomer (Chain A) yang
dilanjutkan dengan pemisahan ligan alami,
HMG, CoA dan NADPH yang masih menempel
pada struktur enzim Sir2, serta menghilangkan
H/water Hetatm. Langkah selanjutnya adalah
penambahan atom hidrogen dan disimpan
dalam format pdb, kemudian dibuka
menggunakan AutoDock Tools 1.5.6 dan
dilakukan pengaturan dengan penambahan
atom hidrogen polar kemudian disimpan dalam
format pdbqt melalui pilihan Macromolecule.

Gambar 2. Struktur kristal sinar X protein Sir2 Saccharomyces cerevisiae 2HJH (RCSB PDB)
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Validasi dan Eksekusi Penambatan

Molekuler

File hasil preparasi dari ligan dan reseptor
dipindahkan ke folder vina yang berada pada
penyimpanan Local Disk (C:). Setelah itu
dilakukan pembuatan grid box menggunakan
perangkat lunak AutoDock Tools 1.5.6. Adapun
dalam pembuatan grid box harus mencakup sisi
aktif enzim dan ligan alami HMG. Koordinat
Parameter dimension grid box ditulis pada
conf.txt x=36 y=24 z=46 dengan center X=-
5.864 y=35.832 z=93.702 di vina (Gambar 3).
Selanjutnya command promt (cmd) dibuka
kemudian memasukkan perintah sehingga akan
muncul output dalam format pdbgt yang
merupakan file 3D ligan setelah penambatan
molekuler sebanyak 3 kali ulangan. Log.txt
merupakan file yang berisi informasi energi
bebas dan RMSD dari 3 kali ulangan hasil
penambatan molekuler dan kemudian dipilih
moda yang terbaik dengan RMSD yang paling
rendah (Arwansyah et al. 2014; Trott dan Olson
2009).

Visualisasi

Visualisasi hasil penambatan molekuler dapat
menggunakan software Discovery Studio
Visualizer. Reseptor hasil preparasi format
pdbgt dan ligan hasil penambatan molekuler
dibuka pada software Discovery Studio
Visualizer dengan satu lembar kerja yang sama.
Hasil visualisasi akan ditampilkan dalam
bentuk 2D (Amini et al., 2022).

Hasil dan Pembahasan

Preparasi Ligan dan Reseptor

Penambatan  molekuler merupakan
suatu metode komputasi yang dilakukan uuntuk
mengetahui interaksi antara ligan dan reseptor
pada sisi aktifnya. Penambatan molekuler dapat
berbasis protein-protein dan protein-ligan (Cole
et al., 2005; Meng et al., 2011). Pada penelitian

Tabel 1. Sifat ligan berdasarkan aturan Lipinski

ini digunakan penambatan molekuler berbasis
protein-ligan secara blind-docking, yaitu proses
penambatan molekuler yang dilakukan tanpa
mengetahui secara tepat letak sisi aktif suatu
reseptor. Penambatan molekuler yang digunkan
bersifat semi fleksibel, karena ligan yang
bersifat fleksibel sedangkan reseptornya
bersifat kaku. Langkah awal sebelum
melakukan proses penambatan molekuler
adalah persiapan ligan dan reseptor. Reseptor
yang digunakan adalah protein Sir2 S.
cerevisiae (PDB ID: 2HJH) yang dikristalisasi
sinar-X dengan resolusi 1,85 A. Terdapat kode
lain protein Sir2 S. cerevisiag, namun kode lain
tersebut tidak digunakan karena terdapat mutasi
dan memiliki resolusi yang tinggi. Protein Sir2
yang digunakan pada penelitian ini memiliki
panjang 562 dengan berat molekul 63.270,6 Da.
Adapun pada penelitian ini, panjang protein
yang digunakan adalah 354 yang dimulai dari
asam amino ke 209-562. Protein ini terikat
dengan ligan alami yaitu senyawa XY Q. Ligan
uji yang digunakan pada penelitian ini berupa
senyawa kuersetin dan eugenol.

Penentuan awal ligan uji yakni dengan
dilakukan skrining berdasarkan kriteria aturan
Lipinski (Rule of Five). Data pada Tabel 1
menunjukkan bahwa senyawa ligan uji sesuai
dengan aturan Lipinski. Aturan Lipinski yang
dimaksud yaitu, berat molekulnya < 500 Da,
tingkat lipofilisitas (LogP) < 5, jumlah donor
ikatan hidrogen < 5, jumlah akseptor ikatan
hidrogen < 10, dan refraksi molarnya antara 40-
130. Aturan Lipinski tersebut berkaitan dengan
kelarutan ~ senyawa dalam  air  dan
permebilitasnya dalam tubuh, sehingga dapat
mengetahui penyerapan senyawa ligan di dalam
tubuh (Lipinski et al., 1997). Selain itu, aturan
Lipinski ini digunakan untuk mengetahui suatu
senyawa yang memiliki aktivitas farmakologi
dan dapat aktif ketika diberikan secara oral.
Berdasarkan aturan Lipinski ini, maka senyawa
ligan uji kuersetin dan eugenol diperkirakan
memiliki potensi untuk dijadikan pengobatan
atau terapi.

No. Senyawa ligan Berat molekul Log P Jumiah donor akseJL:(r)nrl?Qatan Refraksi molar
' y g (Da) g ikatan H P H
1. Kuersetin 302 2.01 5 7 74.05
2. Eugenol 164 2.13 1 2 48.56
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Validasi dan Eksekusi Penambatan

Molekuler

Analisis penambatan molekuler yang
dilakukan pada penelitian ini meliputi nilai
energi bebas Gibbs (AG), RMSD, dan interaksi
ligan dengan asam amino protein. Penambatan
molekuler dengan perangkat lunak AutoDock
Vina dilakukan dengan 3 kali pengulangan pada
masing-masing senyawa ligan. Nilai energi
bebas Gibbs (AG) yang didapatkan dari hasil
penambatan molekuler memiliki nilai yang
negatif, dengan pengambilan nilai negatif yang
tertinggi. Nilai AG yang semakin negatif
menunjukkan parameter ligan dan reseptor
memiliki kestabilan yang baik, sebaliknya nilai
AG yang besar menunjukkan kurang stabilnya
konformasi yang terbentuk (Lee et al., 2012).
Hasil yang disajikan pada Tabel 2 menunjukkan
nilai AG terbaik dari setiap ligan senyawa. Nilai
AG dari masing-masing senyawa ligan adalah
XYQ (-10,7 kkal/mol), kuersetin (-8.5
kkal/mol) dan eugenol (-6.5 kkal/mol). Hal
tersebut menunjukkan bahwa senyawa ligan
alami XYQ memiliki konformasi yang lebih
stabil dibandingkan ligan uji, kuersetin dan
eugenol. Dari data ini, diketahui juga bahwa
senyawa kuersetin memiliki nilai AG yang
mendekati dengan senyawa ligan alami XYQ.

Nilai RMSD (Root Mean Square
Deviation) merupakan nilai yang penting dalam
studi penambatan molekuler. Nilai RMSD
digunakan sebagai parameter proses validasi
penambatan molekuler untuk mengetahui nilai
penyimpangan perubahan interaksi protein dan

ligan.  Validasi penambatan  molekuler
dilakukan secara terarah (targeted docking)
dengan nilai x=36 y=24 z=46 dan center x=-
5.864 y=35.832 z=93.702. Analisis RMSD
yang dilakukan hanya pada senyawa ligan alami
dengan acuannya merupakan senyawa ligan
alami hasil preparasi. Nilai RMSD senyawa
ligan yang didapat (Tabel 3) bernilai kurang
dari 2A. Menurut penelitian sebelumnya, nilai
RMSD yang bernilai < 2A menunjukkan bahwa
metode penambatan molekuler yang digunakan
telah memenuhi kriteria validasi, sehingga
metode penambatan molekuler tersebut dapat
digunakan untuk penambatan molekuler
senyawa uji (Ramirez & Caballero, 2018). Nilai
RMSD vyang didapat telah memenuhi Kriteria
validasi dan dapat dipakai untuk senyawa ligan
uji kuersetin dan eugenol (Tabel 3).

Simulasi penambatan molekuler yang
dilakukan juga dapat melihat interaksi ikatan
kimia antara ligan dengan asam amino protein.
Adanya interaksi ini menandakan bahwa ligan
telah tertambat pada reseptor protein. Interaksi
ikatan yang terjadi antara asam amino protein
dan ligan (Tabel 4, Gambar 3) antara lain:
ikatan hidrogen, ikatan karbon hidrogen, van
der waals, ikatan pi, dan ikatan jembatan garam.
Terjadinya ikatan selain hidrogen ini dapat
dikarenakan ligan yang fleksibilitas dalam
berinteraksi dengan reseptor. Ikatan kimia yang
terjadi ini mempengaruhi kuat atau tidaknya
suatu ligan dalam berinteraksi dengan protein.
Selain itu, jarak ikatan juga mempengaruhi
kekuatan ligan dalam berinteraksi dengan
protein.

Tabel 2. Energi bebas Gibbs (AG) dari senyawa ligan hasil penambatan molekuler

No. Senyawa ligan Energi bebas Gibbs (AG(kkal/mol))
1. XYQ (kontrol) -10.7

2. Kuersetin -8.5

3. Eugenol -6.5

Tabel 3. Hasil analisis Root Mean Square Deviation (RMSD)

No. Senyawa ligan Acuan RMSD (A)
1 XYQ (Kontrol) XYQ (Kontrol) 0.0000
2 XYQ1 XYQ (Kontrol) 0.9138
3. XYQ 2 XYQ (Kontrol) 0.8986
4 XYQ3 XYQ (Kontrol) 0.9221
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Tabel 4. Jarak ikatan residu asam amino protein dan ligan

No. Senyawa ligan Hasil simulasi penambatan molekuler jarak ikatan (A) dan asam amino
3,09-Gly*®*; 3,40-Tyr’2; 2,16-Cys®®3; 3,68-Cys°3; 3,32- Gly*t; 3,65-Arg*’’;
3,87-Arg*’; 2,16-Arg®"; 2,61- Asp®; 2,85-Asp*®; 2,76-Asn*%; 0,97-Asn*;

1. XYQ 1,89- Phe?™; 2,87-Arg?’®; 2,60-Arg?’®; 3,03-Arg?’>; 2,52-Ser*”; 2,63-Ser*™?;

2,29-Ser*’3; 2,91-Leu*™:
3,08-Asp?™
2,73-Thr*3; 3,10-Lys??;

2. Kuersetin Val476: 2,29-GIn3#

2,00-Lys???; 2,30-Lys??;

2,46-Lys?2; 2,79- Gly?®2; 2,07-Ala?3; 3,64-Asp®™;
5,04-Phe?®; 5,41-11e*?; 4,97- 11e3%¢; 5,53-His%4; 5,24-

2,25-His%4: 3,85-Phe?™;

3. Eugenol 274 263
4,85-Phe’*; 3,79-Ala
s
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Gambar 3. Visualisasi 2D Interaksi residu asam amino protein dengan ligan (a) XYQ, (b) Kuersetin,

(c) Eugenol

Visualisasi Penambatan Molekuler

Terdapat residu asam amino yang sama
antara senyawa ligan alami dengan senyawa
ligan uji. Senyawa kuersetin memiliki 13 dari
19 kontak residu asam amino yang sama dengan
senyawa ligan alami XYQ vyaitu, Lys222,
Gly262, Ala263, Phe274, Arg275, GIn344,
His364, Phed45, Gly471, Thr472, Ser4d73,
Lys475, dan Val476. Sedangkan eugenol
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memiliki 11 dari 14 kontak residu asam amino
yang sama dengan senyawa ligan alami XYQ
yaitu, Lys222, Ala263, Phe274, Arg275,
GIn344, His364, Phe445, Thr472, Ser473, dan
Val476 (Gambar 3).

Kontak residu asam amino senyawa
XYQ berada pada asam amino 222-513,
sedangkan senyawa kuersetin dan eugenol pada
asam amino 222-476. Perbedaan ini disebabkan
senyawa XYQ memiliki molekul yang lebih
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panjang daripada senyawa Kkuersetin dan
eugenol. Walaupun demikian ketiga senyawa
tersebut terikat pada daerah aktif protein Sir2,
yaitu 237-555 dengan GIn344 dan His364
sebagai asam amino penting pada daerah
aktifnya (uniprot.org). Pada penelitian lain
dijelaskan asam amino penting pada protein
Sir2 yaitu, Asn345 dan dan His364 (Armstrong
etal., 2002). Ketiga senyawa ligan tersebut juga
berinteraksi dengan residu asam amino Phe445,
yang mana asam amino ini merupakan tempat
pengikatan substrat asetil lisin pada protein
Sir2. Asam amino Lys222 bukan bagian dari
daerah aktif protein Sir2, namun asam amino ini
merupakan asam amino penting tempat
pengikatan substrat yang menjadi kode pos
intraseluler protein Sir2 (Hsu et al., 2013). Hasil
visualisasi 2D interaksi ligan-reseptor dapat
dilihat pada Gambar 3. Dari hasil yang didapat
hampir semua interaksi asam amino protein
dengan ligan berada di daerah aktif yang juga
berinteraksi dengan asam amino penting protein
Sir2.

Simpulan dan Saran

Senyawa kuersetin dan eugenol dapat
berinteraksi secara molekuler dengan protein
regulator lintasan penuaan Sir2, yang
ditunjukkan dengan adanya ikatan kimia dan
residu asam amino. Interaksi yang terjadi
berpotensi untuk diaplikasikan sebagai agen
anti penuaan di level seluler. Berdasarkan hasil
penelitian ini, Perlu dilakukan studi in vivo
lanjutan untuk mengetahui aktivitas senyawa
kuersetin dan eugenol sebagai modulator
penuaan.
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