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Abstract

Currently, TB cases continue to pose a global challenge, with over 10 million new cases each
year, and more than 500,000 of them are istant to TB drugs. Indonesia contributes about
10% of the total global TB cases and ranks second as the country with the highest number of
TB cases worldwide. The rise in recurring TB cases is triggered by resistance to TB drugs,
necessitating the development of new drugs that are effective, rt in treatment duration, and
non-vulnerable to Mycobacterium tuberculosis. Pyrazinamide is one of the commercial drugs
used to treat tuberculosis. The pyrazine ring plays a crucial role in bactericidal activity.
Compounds with N-substitution of 4-phenylthiazol-2-amine and phenyl extension with
substitution of carboxylic acid groups have proven to be effective. In this study, in sifico analysis
was conducted on hybrid compounds that combine pyrazinamide with 4-(2-aminothiazol-4-
yl)benzoic acid. The in silico study involved research on docking, physicochemical properties,
and @Wharmacokinetic properties. The analysis results indicate that hybrid compounds (5) and
(6) have the potential to inhibit InhA protein and can be considered as oral drug candidates.

Keywords: Tuberculosis, Hybrid Compounds, In Silico Study

Abstrak

Saat ini, kasus TB terus menjadi tantangan_global dengan lebih dari 10 juta kasus baru setiap
tahun, dan lebih dari 500.000 di antarany isten terhadap obat TB. Indonesia menyumbang
sekitar 10% dari total kasus TB global dan menempati peringkat kedua sebagai negara dengan
jumlah kasus TB tertinggi di dunia. Peningkatan kasus TB kambuh dipicu oleh resistensi
terhadap obat TB sehingga memerlukan pengembangan obat baru yang efektif, singkat dalam
pengobatan, dan tidak rentan terhadap Mycobacterium tuberculosis. Pirazinamida merupakan
salah satu obat komersial untuk menangani tuberkulosis. Cincin pirazin memiliki peran penting
dalam aktivitas bakterisidal. Senyawa yang mengalami N-substitusi dengan 4-feniltiazol-2-amin
dan perpanjangan fenil dengan subtitusi gugus asam karboksilat telah terbukti memiliki
aktivitas yang efektif. Dalam penelitian ini, dilakukan analisis in silico terhadap senyawa hibrid
yang mengombinasikan pirazinamida dengan Asam 4-(2-aminotiazol-4-il)benzoat. Studi in
silico melibatkan penelitian studi penambatan, sifat fisikokimia, dan sifat farmakokinetik. Hasil
analisis menunjukkan bahwa senyawa hibrid (5) dan (6) memiliki potensi sebagai penghambat
protein InhA dan dapat dianggap sebagai kandidat obat oral.

Kata kunci: Tuberkulosis, Senyawa hibrid, Studi in silico

1. Introduction

Obat antituberkulosis menjadi semakin penting sejalan dengan permasalahan global yang terus
berkembang terkait resistensi obat dan beban penyakit tuberkulosis (TB). Menurut laporan
terbaru Organisasi Kesehatan Dunia (WHQO) pada tahun 2023, TB tetap menjadi ancaman
kesehatan global dengan lebih dari 10 juta@us baru setiap tahunnya, dan lebih dari 500.000 di
antaranya merupakan kasus TB resisten obat. Indonesia merupakan salah satu negara yang
memiliki andil kasus TB tertinggi kedua, menyumbang sekitar 10% dari total kasus TB di seluruh
dunia (WHO, 2023).

Penelitian terkini menegaskan bahwa meningkatnya resistensi obat TB terhadap terapi
konvensional menjadi tantangan utama dalam pengobatan penyakit ini. Studi ini mencatat bahwa




resistensi obat semakin meluas dan menunjukkan perdunya pendekatan inovatif dalam
pengembangan obat antituberkulosis untuk mengatasi perkembangan resistensi tersebut
(Macédo et al., 2022). Masalah pengobatan TB selain resistensi obat yaitu durasi pengobatan
yang lama dan efek samg yang signifikan dari terapi TB saat ini menjadi kendala utama dalam
efektivitas pengobatan (Abdel-Aziz and Abdel-Rahman, 2010; Wu et al., 2019). Oleh karena itu,
pengembangan obat dengan profil keamanan yang lebih baik menjadi suatu keharusan untuk
meningkatkan tingkat kepatuhan pasien dan hasil klinis yang lebih baik.

Pirazinamida merupakan suatu senyawa aromatik heterosiklik dengan aktivitas bakterisidal
terhadap mikobakteria yang berada dalam kondisi semi-dormant (Hosseini et al.013).
Pirazinamida adalah obat yang esensial dalam mengatasi tuberkulosis. Obat ini memiliki
kemampuan yang kuat dalam menghambat pertumbuhan bakteri M. tuberculosis dan berperan
penting dalam mempercepat proses pengobatan. Dengan keunggulan ini, senyawa-senyawa
analog dan turunan dari pirazinamida sedang dikembangkan sebagai bagian dari mha untuk
menciptakan obat anti-tuberkulosis yang lebih efektif (Dolezal et al., 2009; Zitko et al., 2012;
Semelkova et al., 2015; Zhou, Yang and Huang, 2017; Bouz et al., 2019; Zulgurnain et al., 2020;
2023).

Peran cincin pirazin dalam aktivitas bakterisidal telah terverifikasi melalui sejumlah penelitian.
Baik cincin pirazin tanpa subtitusi maupun yang mengandung substituen 6-kloro menunjukkan
aktivitas yang signifikan (Aijijiyah et al., 2020; Zulgurnain et al., 2020). N-subtitutisi pada
pirazinamida dapat digantikan agar memiliki aktivitas anti TB yang lebih baik (Wati et al., 2020;
Zulgqurnain et al., 2023). Berdasarkan penelitian sebelumnya N-subtitusi dengan 4-feni|tiazol-ﬂ
amin pada karboksamida dengan cinicin adamantan meningkatkan aktivitas anti TB (Alsayed et
al., 2020). Selain itu, pada penelitian (Atmaram Upare et al., 2019) perpanjangan fenil dengan
subtitusi gugus asam karboksilat dalam cincin fenil pada posisi para menunjukkan aktivitas anti
TB yang tinggi. Berdasarkan penjelasan tersebut, penelitian ini akan fokus pada analisis in silico
terkait senyawa hibrid yang menggabungkan pirazinamida dengan Asam 4-(2-aminotiazol-4-
il)benzoat yang ditunjukkan pada Gambar 1. Studi in silico yang dilakukan meliputi studi
penambatan (study docking), sifat fisikokimia, dan sifat farmakokinetik.
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Gambar 1. Senyawa turunan asam pirazin-2-karboksilat (1); Senyawa turunan asam 6-kloropirazin-2-
karboksilat (2); senyawa turunan arilkarboksamida (3); Senyawa turunan (E)-5-stiril-1,2,4-
oksadiazole (4); Senyawa hibrid (5) dan (6).

2.Methodology

il. Perangkat Penelitian

1

Penelitian ini menggunakan perangkat laptop ASUS VivoBook X403FA_K403FA, sistem operasi
Windows 11 Home Single Language 64-bit, prosessor Intel® Core™ i5-8265U CPU @ 1.60GHz
(8CPUs), ~1.8Hz, RAM 8 GB.




2.2. Studi Penambatan

Studi penambatan senyawa hibrid ) dan (6) dengan reseptor enoyl-acyl carrier protein(ACP)-
reductase (InhA) yang diperoleh dari RCSB Protein Data Bank (PDB) dengan ID: 4TZK dan
diunduh dalam format berkas (.pdb).

2.2.1. Preprasi Ligan dan Protein

Struktur kristal protein dan ligan dipisahkan dari reseptornya menggunakan perangkat lunak
AutoDockTools wversi 1.5.6. Struktur ligan dan reseptor dipisahkan dalam format (.pdb).
Selanjutnya, ligan dan reseptor disiapkan dalam format (.pdbqt). ligan dan reseptor digabungkan
dalam grid, dengan penyesuaian gridbox dan gridcenter yang dibentuk dalam format (.gpf).
Proses ini diikuti dengan penggabungan kembali ligan dan reseptor dalam proses docking.
Algoritma genetika dalam proses docking diatur dengan jumlah GA run sebanyak 100 dan diatur
dalﬁm format (.dpf).
15

2.2.2. Validasi Studi Penambatan .
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Validasi metode penambatan molekul dievaluasi dengan menggunakan nilai RMSD (Root Mean
Square Deviation) yang dihitung dari hasil tumpang tindih ligan (641) setelah menjalani proses
docking pada sisi pengikatan reseptor 4TZK, dibandingkan dengan struktur ligan asli (641) dari
PDBE (x-ray diffraction). Hasil nilai RMSD mencerminkan perbedaan koordinat antara ligan hasil
docking dan ligan asli, dan nilai RMSD yang diterima dianggap baik jika kurang dari 2 )&(Hassan
et al., 2020).

2.2.3. Penambatan dan Visualisasi Molekul Senyawa Hibrid (4) dan (5)

Proses penambatan molekul pada struktur senyawa hibrid (5) dan (6) dimulai dengan melakukan
minimasi energi struktur menggunakan MMFF94 (Merck Molecular Force Field) melalui program
MarvinSketch 23.10. Setelah senyawa dioptimalkan, dilakukan penambatan molekul dengan
menggunakan reseptor 4TZK, dengan pengaturan gridbox yang sama seperti yang digunakan
dalam wvalidasi menggunakan AutoDockTools-1.5.6. Pengaturan genetik algoritma ditetapkan
dengan menjalankan number of GA run 100. Hasil penambatan molekul dianalisis dan disajikan
dalam format (.dlg). Pemilihan konformasi ligan didasarkan pada analisis energi bebas ikatan
(binding energy) terendah. Konformasi yang dipilih kemudian digabungkan dengan reseptor 4TZK
dan disusun dalam format (.pdb). Analisis interaksi dan visualisasi dilakukan menggunakan
Discovery Studio Visualizer v20.1.0.19295 (Morris and Marguerita Lim-Wilby, 2008; Khan et al.,
2020).

2.3. Fisikokimia dan Farmakokinetik

Studi fisikokimia dan farmakokinetik dilakukan dengan menggunakan SwissADME. Senyawa
hibrid (5) dan (6) digambar dengan program MarvinSketch 23.10 untuk mendapatkan format
.Smiles, yang kemudian disalin dan disisipkan ke dalam SwissADME untuk dilakukan evaluasi.

3. Results and Discussion

3.1. Hasil Validasi Studi Penambatan

Struktur kristal 4TZK terdiri dari reseptor enoyl-ACP-reductase (InhA) dan %d (35)-1-

sikloheksil-N-(3,5-diklorofenil)- 5-oksopirrolidin-3-karboksamida (641) sebagaimana dapat dilihat
pada Gambar 2.




Gambar 2. (a) Struktur Kristal PDB ID: 4ZTK, (b) Ligan (35)-1-sikloheksil-N-(3,5-diklorofenil)-5-
oksopirrolidin-3-karboksamida (641)

Proses validasi dilakukan dengan menggunakan gridbox berukuran (40,40,40) dan gridcenter
ada koordinat (10.119, 32.37, 60.728). Parameter ini digunakan untuk mengidentifikasi batas-
tas bagian protein yang dapat berinteraksi dengan senyawa ligan. Hasil dari tahap validasi ini
menunjukkan nilai root mean square deviation (RMSD) sebesar 1.18 A. Nilai tersebut
mengindikasikan tingkat kemiripan antara struktur ligan asli dan struktur ligan yang divalidasi
mendekati, sebagaimana terlihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Struktur ligan asli (641) dan ligan yang divalidasi (641)

3.2. Hasil Penambatan Senyawa Hibrid (4) dan (5)
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Hasil penambatan senyawa hibrid (5) dan (6) terhadap InhA (PDB: 4TZK) sebagaimana dapat
dilihat pada Tabel 1. menunjukkan bahwa senyawa (6) memilki binding energy yang terbaik
dengan nilai -10.17 kkal/mol; dibandingkan senyawa (5).

Tabel 1. Hasil Penambatan senyawa hibrid (4) dan (5)

Binding
Senyawa Energy Interaksi
(kcal/mol)
Ikatan-H : PRO A:156, TYR A:158, NAD A:500 GLY A:96
-5 : MET A:103, PHE A:149, MET A:199
(5) 961 n-alkil : MET A:155, ILE A:215, LEU A:218, NAD A:500

m-m: TYR A:158

Ikatan-H : PRO A:156, TYR A:158, NAD A:500
m-S : PHE A:149, MET A:199
m-alkil, alkil : MET A:155, ALA A:157, ALA A:198, MET A:199, ILE A:215, LEU
(6) -10.17 A:218
m-m: TYR A:158
m-anion : NAD A:500

Ikatan-H : TYR A:158, NAD A:500
(641) -10.93 w -alkil, alkil : MET A:103, MET A:155, ALA A:157,MET A:161, LEU A:207, LEU
A:218 n-m : TYR A:158
m-o : ILE A:215




Studi penambatan molekul menunjukkan bahwa molekul (5) dan (6) berinteraksi secara signifikan
dengan residu asam amino kunci, seperti TYR A:la dan NAD A:500 yang interaksinya
divisualisasikan dalam bentuk B‘uktur 2D dan 3D yang berturut-turut dapat dilihat pada Gambar
4. dan Gambar 5 (Somagond et al., 2018; Hassan et al., 2020; Angelova et al., 2022; Khan et
al., 2023). Visualisasi ini menunjukkan peran karboksamida, khusunya pada atom O dalam
karbonil, sebagai akseptor hidrogen yang berinteraksi dengan residu asam amino TYR A:158 pada
gugus OH sebagai donor hidrogen dan NAD+ pada gugus OH melalui ikatan hidrogen pula.
Keberadaan interaksi yang serupa dengan ligan asli (641) dapat diamati pada Gambar 6. Gugus
asam 4-(2-aminotiazol-4-il)benzoat dalam senyawa hibrid (5) berinteraksi dengan residu asam
amino MET A:155, ILE A:215, LEU A:218, NAD A:500 dan TYR A:158 melalui interakﬂdmfobik
sedangkan senyawa hibrid (6) berinteraksi dengan residu asam amino MET A:155, ALA A:157,
ALA A:198, MET A:199, ILE A:215, LEU A:218 dan TYR A:158 melalui imteraksi hidrofobik.
Keberadaan interaksi hidrofobik ini memperkuat keterikatan molekul dengan reseptor, sehingga
dapat memperkecil energi ikatan (binding energy) atau mempermudah proses pengikatan dalam
reseptor (Jandourek et al., 2017).
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Gambar 4. Visualisasi 2D (a) dan 3D (b) senyawa hibrid senyawa (5)
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Gambar 5. Visualisasi 2D (a) dan 3D (b) senyawa hibrid senyawa (6)
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Gambar 6. Visualisasi 2D (a) dan 3D (b) ligan (641)

3.3. Profil Fisikokimia

Aturan Lipinski digunakan sebagai puan untuk memproyeksikan kelarutan dan permeabilitas
kandidat obat. F'rinsip-a'insip aturan menyatakan bahwa secara umum, struktur obat yang efektif
tidak boleh memiliki lebih dari 5 donor ikatan hidrogen, tidak lebih dari 10 akseptor ikatan
hidrogen, massa molekul kurang dari 500 gram/mol, dan nilai Iogurang dari 5. Hasil studi sifat
fisikokimia senyawa hibrid (5) dan (6) menggunakan SwissADME dapat dilihat pada Tabel 2. Hasil
tersebut menunjukkan mematuhi semua kriteria aturan Lipinski, sehingga diperkirakan memiliki
karakteristik yang baik sebagai obat oral (Lipinski, 2004).

Tabel 2. Hasil studi sifat fisikokimia senyawa hibrid (5) dan (6)

Massa molekul

Senyawa (g/mol) LogP HBA HBD Pelanggaran Aturan Lipinski
(5) 326.33 1.49 5 6 0
(6) 360.77 2.22 6 2 0

3.4. Profil Farmakokinetik

Profil farmakokinetik dari senyawa hibrid (5) dan (6) telah dianalisis menggunakan SwissADME.
Berdasarkan data dalam Tabel 3., dapat disimpulkan bahwa semua senyawa hibrid mnunjukkan
kemungkinan yang tinggi untuk mengalami pencernaan yang efisien oleh sistem pencernaan
manusia, walaupun tidak dapat diserap melalui blood-brain barrier (BBB). Informasi lebih lanjut
dapat nemukan pada Tabel 4., di mana senyawa hibrid (5) menunjukkan probabilitas yang tinggi
untuk menjadi non-substrat P-gp dan non-inhibitor isoenzim CYP, sedangkan senyawa hibrid (6)
memiliki kemungkinan yang sedang.

Tabel 3. Hasil studi profil distribusi senyawa hibrid (5) dan (6)

Senyawa GI absorption BBB permeant  Log Kp

(5) High No -7,23

(6) High No -6,75
Tabel 4. Hasil studi profil mekanisme ligan hidrazon dengan isoenzim sitokrom p450

P-gp CYP1AZ CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
substrat inhibitor inhibitor Inhibitor inhibitor inhibitor

(5) No No No No No No
(6) No Yes No Yes No No

Senyawa




4. Conclusion
Hasil penelitian penambatan menunjukkan bahwa:

1. senyawa (6) memiliki binding energy yang lebih optimal dibandingkan dengan senyawa (5)
yang disebabkan oleh peran karboksamida dalam berinteraksi dengan residu asam amino kunci
TYR A:158 dan NAD A:500 melalui ikatan hidrogen.

2. Cincin pirazin, fenil dan tiazol yang berperan dalam berinteraksi dengan residu melalui interaksi
hidrofabik untuk memperkuat ikatan dalam reseptor.

3. Hasil studi profil fisikokimia dapat diprediksi bahwa senyawa hibrid (5) dan (6) tidak melanggar
aturan Lipinski.

4. Senyawa (5) memiliki farmakokinetik yang lebih baik dibandingakan dengan senyawa hibrid

(6).
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