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Abstrak

Stunting merupakan kondisi malnutrisi kronis pada balita. Dalam patofisiologi stunting,
inflamasi berperan penting dengan menginduksi resistensi growth hormone (GH),
meningkatkan kebutuhan nutrisi tubuh dan anemia. Tanaman kelor (Moringa oleifera)
bermanfaat menyembuhkan 24 penyakit metabolik kronis diantaranya adalah stunting. Tujuan
penelitian ini untuk mengidentifikasi senyawa bioaktif Moringa oleifera sebagai antiinflamasi
melalui ligan pada Toll-like receptor signalling pathway untuk prediksi pencegahan stunting
secara in silico. Metode penelitian ini yaitu deskriptif eksploratif dengan menggunakan
database online Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases, PubChem, PASS
Online, SEA, SwissTargetPrediction, dan STRING. Hasil penelitian menunjukkan tanaman
kelor mempunyai 6 senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai antiinflamasi, yaitu ascorbic-
acid, beta-carotene, caffeic-acid, kaempferol, quercetin, tocopherol. Skrining konstruksi
network protein target diperoleh jalur pensinyalan antiinflamasi melalui KEGG pathway Toll-
like receptor signaling pathway serta terdapat 9 protein target yang berperan dalam jalur
pensinyalan tersebut yakni NF-kappa-B essential modulator (IKBKG), Phosphatidylinositol 3-
kinase regulatory subunit alpha (PIK3R1), Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha isoform (PIK3CA), Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit beta isoform (PIK3CB), Toll-like receptor 4 (TLR4), Mitogen-activated
protein kinase 1 (MAPK1), Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit (NFKB1), RAC-alpha
serine/threonine-protein kinase (AKT1), Caspase-8 (CASP8). Adapun terdapat 4 senyawa
bioaktif kelor yang memiliki interaksi dengan protein tersebut yaitu caffeic-acid, kaempferol,
quercetin, dan tocopherol.

Kata kunci: antiinflamasi, in silico, kelor, stunting, TLR signaling pathway

1. PENDAHULUAN

Stunting merupakan kondisi malnutrisi kronis pada balita, sehingga terjadi kegagalan proses
pertumbuhan untuk mencapai potensi pertumbuhan linier (De Onis dan Branca, 2016). Kondisi
malnutrisi ini terjadi dalam jangka waktu yang lama antara kehamilan sampai umur 24 bulan
(Bloem dkk., 2013). Berdasarkan studi epidemiologi, menunjukkan bahwa pemberian ASI dan
praktik pemberian makanan pendamping ASI yang kurang optimal, infeksi berulang dan defisiensi
mikronutrien merupakan faktor penentu stunting yang penting (Prendergast dan Humphrey, 2014).
Adanya stunting menunjukkan bahwa asupan gizi kurang optimal tidak hanya untuk pertumbuhan,
tetapi juga untuk fungsi penting tubuh lainnya, seperti perkembangan otak dan sistem kekebalan
tubuh (Bloem dkk., 2013). Kondisi balita stunting merupakan suatu masalah gizi yang dialami oleh
jutaan balita di dunia (Kemenkes RI, 2018).

Stunting bisa dipicu oleh adanya kontaminan dari makanan karena terdapat mikroba patogen.
Makanan yang terkontaminasi akan masuk ke saluran pencernaan yang memicu ketidakseimbangan
komposisi mikrobiota usus sehingga mengubah struktur, fungsi, dan kemampuan regenerasi epitel
usus yang mengubah proses metagenomik dan metatranskriptomik. Selain itu, kebutuhan zat gizi
yang mengandung protein dan zat gizi mikro yang tidak terpenuhi, membuat anak akan rentan
mengalami stunting. Stunting cenderung meningkatkan kerentanan terhadap infeksi akibat
pelepasan sitokin proinflamasi yang menyebabkan anak berpotensi mengalami sindrom metabolik
di kemudian hari. Dalam patofisiologi stunting, inflamasi berperan penting dengan menginduksi
resistensi hormon pertumbuhan, peningkatan kebutuhan nutrisi tubuh dan anemia (Putra dkk.,
2021). Sitokin proinflamasi yang diketahui menghambat osifikasi endokondral adalah TNFa, IL-1
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(khususnya IL-1B) dan IL-6. Konsentrasi tinggi sitokin ini menekan pertumbuhan dengan cara '

mengurangi proliferasi kondrosit dan hipertrofi serta meningkatkan apoptosis (Millward, 2017).

Moringa oleifera merupakan tanaman utama di Asia dan Afrika termasuk dalam family
Moringaceae (Vergara-Jimenez dkk., 2017). Tanaman ini menarik karena kontribusinya dalam
senyawa bioaktif. Berdasarkan penelitian di Uganda, tanaman kelor bermanfaat menyembuhkan 24
penyakit metabolik kronis diantaranya adalah stunting (Kasolo dkk., 2010; Putra dkk., 2021).
Umumnya bagian tanaman yang paling banyak digunakan adalah bagian daun, kaya akan vitamin,
karotenoid, polifenol, asam fenolik, flavonoid, alkaloid, glukosinolat, isotiosianat, tannin, dan
saponin (Leone dkk., 2015). Terapi kelor terkait dengan efek farmakologis antiinflamasi,
antibakteri dan antioksidannya oleh fitokimia seperti flavonol dan asam fenolik (Mbikay, 2012).
Serbuk daun kelor dapat mereduksi proses inflamasi khususnya pada stunting. Akan tetapi,
mekanisme peran daun kelor dalam mereduksi inflamasi pada stunting belum diketahui secara pasti
(Susanto dkk., 2018).

Teknik in silico membantu dalam mengidentifikasi target obat melalui alat komputasi,
Penelitian ini melibatkan proses virtual screening (VS) untuk menghasilkan kandidat molekul obat
dan menghubungkannya dengan target obat. Metode tersebut meningkatkan efektifitas dan efisien
untuk penemuan obat baru, serta dapat diketahui mekanisme peran kandidat obat pada target. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa bioaktif Moringa oleifera
sebagai antiinflamasi melalui ligan pada Toll-like receptor signaling pathway untuk prediksi
pencegahan stunting secara in silico.

2. METODOLOGI

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif eksploratif. Penelitian deskriptif adalah
penelitian yang menggunakan metode tertentu untuk memberikan gambaran tentang suatu
fenomena, situasi atau peristiwa. Sedangkan penelitian eksploratif adalah penelitian yang bertujuan
untuk menemukan informasi tentang topik/masalah yang belum dipahami secara baik. Dalam hal
ini, penelitian deskriptif eksploratif yang digunakan adalah untuk mengetahui potensi senyawa
bioaktif dari kelor (Moringa oleifera) sebagai ligan pada Toll-like receptor signaling pathway
dalam pencegahan stunting secara in silico.

2.1 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari perangkat keras (hardware) yakni
Laptop ASUS X441B 14 Processor AMD Dual Core A9-9425 bga dan perangkat lunak (software)
terdiri dari database online Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases, PubChem,
PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) Online, SEA (Similarity Ensemble
Approach), SwissTargetPrediction, dan STRING (Search Tool for Retrieval of Interacting
Genes/Proteins). Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah senyawa bioaktif daun kelor
(Moringa oleifera) dari database online.

2.2 Prosedur Penelitian
2.2.1 Koleksi Senyawa Bioaktif Kelor (Moringa oleifera)

Senyawa bioaktif kelor dikoleksi dari database Dr. Duke's Phytochemical and
Ethnobotanical Databases di laman https://phytochem.nal.usda.gov/phytochem/search dengan
keyword “Moringa oleifera” lalu memilih bagian daun.

2.2.2 Unifikasi Senyawa Bioaktif Kelor (Moringa oleifera)

Senyawa bioaktif pada bagian daun tanaman kelor yang sudah dikoleksi, kemudian
diunifikasi dengan mengoleksi SMILES masing-masing senyawa menggunakan PubChem pada
laman https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

2.2.3 Skrining Senyawa Bioaktif Daun Kelor (Moringa oleifera)

Skrining senyawa bioaktif kelor dilakukan melalui uji PASS (Prediction of Activity Spectra
for Substances). Database PASS memungkinkan untuk memperkirakan kemungkinan profil
aktivitas biologis senyawa organik mirip obat berdasarkan rumus strukturnya (Filimonov dkk.,
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2014). Uji PASS dilakukan secara online pada laman” "

http://www.way2drug.com/passonline/predict.php.

2.2.4 Prediksi Protein Target

Prediksi protein target menggunakan aplikasi web SEA (Similarity Ensemble Approach)
diakses pada laman https://sea.bkslab.org/ dan SwissTargetPrediction diakses pada laman
http://www.swisstargetprediction.ch/.

2.2.5 Desain Konstruksi Network Protein Target Senyawa Bioaktif Daun Kelor (Moringa
oleifera)

Untuk mengetahui hubungan protein target dari senyawa bioaktif daun kelor dan analisis
pathway aktivitas biologi terutama inflamasi yang dipengaruhi protein-protein tersebut, maka
dilakukan pembuatan jejaring interaksi protein target menggunakan web online STRING pada
laman https://string-db.org/.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Koleksi dan Unifikasi Senyawa Bioaktif Kelor (Moringa oleifera)

Koleksi senyawa bioaktif suatu tanaman dapat menggunakan database online yang
menyediakan data terkait fitokimia, tanaman obat, dan etnobotani dari berbagai negara di dunia.
Penelitian ini menggunakan database Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases
untuk koleksi senyawa bioaktif daun kelor. Pencarian senyawa fitokimia dilakukan dengan
menggunakan nama ilmiah atau umum tanaman kemudian memilih bagian daun. Hasil pencarian
dapat diunduh dalam bentuk PDF atau spreadsheet. Berdasarkan hasil koleksi senyawa bioaktif
daun kelor diperoleh 10 senyawa. Selanjutnya dilakukan unifikasi untuk mencari canonical
SMILES menggunakan database PubChem (Tabel 1). Unifikasi senyawa menggunakan database
PubChem bertujuan untuk memperoleh canonical SMILES, adapun fungsi canonical SMILES
adalah untuk memprediksi bioaktivitas setiap senyawa dengan menggunakan web PASS online.

Tabel 1. Koleksi dan Unifikasi Senyawa Fitokimia Daun Kelor (Moringa oleifera)

Senyawa Rumus Molekul Canonical SMILES
Ascorbic-acid C6H806 C(C(C1C(=C(C(=0)01)0)0)0)0
Beta-carotene C40H56 CC1=C(C(CCC1)(C)C)C=CC(=CC=CC(=CC=CC=C(C)
C=CC=C(C)C=CC2=C(Cccc2(c)Cc)C)C)C
Caffeic-acid C9H804 C1=CC(=C(C=C1C=CC(=0)0)0)0
Kaempferol C15H1006 C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0
)0)0
Niazimin C18H25NO CCOC(=0)NCC1=CC=C(C=C1)0C2C(C(C(C(02)C)O
C(=0)C)0)O
Oxalic-acid C2H204 C(=0)(C(=0)0)0
Quercetin C15H1007 C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)
0)0)0)o
Ribovlavin C17H20N406 CC1=CC2=C(C=C1C)N(C3=NC(=0)NC(=0)C3=N2)C
C(C(C(C0)0)0)0
Tocopherol C31H5203 CC1=C(C(=C(C2=C10C(CC2)(Cc)ccee(e)yeeece(e)e

CCC(C)C)C)OC(=0)C)C

3.2 Skrining Senyawa Bioaktif Daun Kelor (Moringa oleifera)

Skrining senyawa bioaktif daun kelor bertujuan untuk memperoleh senyawa yang paling
potensial sebagai antiinflamasi pada stunting. Skrining menggunakan database PASS Online
menunjukkan nilai Pa (Potential Activity) dan Pi (Potential Inhibitory). Nilai Pa lebih dari 0,5
tetapi kurang dari 0,7 (0,5 < Pa < 0,7) berarti senyawa tersebut memiliki aktivitas biologis yang
cukup tinggi dalam skala laboratorium sedangkan nilai lebih dari 0,7 (Pa > 0,7), maka senyawa
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tersebut memiliki aktivitas biologis yang sangat tinggi dan hasilnya tidak berbeda signifikan -
dengan uji pada skala laboratorium (Chelliah, 2008). Berdasarkan hasil skrining dengan Pa lebih
dari 0,5 diperoleh 6 senyawa bioaktif daun kelor yang berpotensi sebagai antiinflamasi (Tabel 2).

Tabel 2. Nilai Hasil Skrining PASS Online

Senyawa Pa Aktivitas
Ascorbic-acid 0,779 Antiinflammatory
Beta-carotene 0,69 Antiinflammatory

Caffeic-acid 0,651 Antiinflammatory, intestinal
Kaempferol 0,676 Antiinflammatory
Quercetin 0,689 Antiinflammatory
Tocopherol 0,846 Antiinflammatory

3.3 Prediksi Protein Target

Setelah mengoleksi senyawa yang berpotensi sebagai antiinflamasi, selanjutnya adalah
mengoleksi protein target masing-masing senyawa untuk mengetahui jalur inflamasi yang
berpengaruh. Protein target dikoleksi menggunakan web SEA (Similarity Ensemble Approach) dan
SwissTargetPrediction. Kedua aplikasi berbasis web tersebut memperkirakan target makromolekul
dari suatu senyawa didasarkan pada kesamaan struktur 2D dan 3D (Daina dkk., 2019). Pada SEA
(Similarity Ensemble Approach), interpretasi hasil prediksi protein target dibagi menjadi tiga
klaster dengan warna yang berbeda yaitu biru, hijau dan putih. Pada penelitian ini, memilih protein
target yang ada pada klaster hijau dan biru karena menunjukkan ikatan kuat hingga sangat kuat
dengan senyawa bioaktif. Adapun pada SwissTargetPrediction, protein target yang memiliki
prediksi ikatan kuat akan disajikan pada urutan teratas disertai dengan keterangan probabilitas
berwarna hijau. Pada penelitian ini protein target yang dipilih adalah protein yang memiliki
probabilitas rendah sampai tinggi.

3.4 Desain Konstruksi Network Protein Target Senyawa Bioaktif Daun Kelor (Moringa
oleifera)

Protein target yang sudah dikoleksi kemudian dicari UniProt untuk dapat dilakukan analisis
lanjut menggunakan STRING (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins). Analisis
STRING bertujuan untuk membuat jejaring yang menghubungkan semua kandidat protein target,
guna mendapatkan gambaran terkait pathway biologi inflamasi yang dipengaruhi oleh protein-
protein tersebut (Szklarczyk dkk., 2019). Skor korelasi interaksi yang digunakan pada analisis
STRING yaitu 0,9 yang menunjukkan korelasi tertinggi (Gambar 1).
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Gambar 1. Hasil Analisis STRING dengan Koefisien Korelasi 0,9

KEGG pathway yang digunakan untuk analisis STRING adalah Toll-like receptor signaling
pathway, karena memainkan peran penting dalam memicu respon kekebalan bawaan terhadap
infeksi patogen dari berbagai mikroba yang berujung pada ekspresi sitokin inflamasi dan mediator
lainnya (Kawasaki dan Kawai, 2014). Peran translokasi mikroba pada stunting, menyebabkan
inflamasi mukosa dan sistemik oleh kerusakan epitel yang dimediasi patogen (Amadi dkk., 2021).
Terjadinya inflamasi memicu peningkatan konsentrasi sitokin proinflamasi seperti TNFa, IL-1,
dan IL-6 yang menyebabkan penghambatan pertumbuhan tulang. Oleh karena itu, jalur inflamasi
Toll-like receptor signaling pathway dapat digunakan dalam pencegahan stunting.

Hasil analisis STRING Toll-like receptor signaling pathway diperoleh 4 senyawa bioaktif
yang memiliki DPT (Direct Protein Target). Senyawa caffeic-acid memiliki DPT (Direct Protein
Target) NF-kappa-B essential modulator (IKBKG), Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-
kinase catalytic subunit alpha isoform (PIK3CA), Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit beta isoform (PIK3CB), Toll-like receptor 4 (TLR4), Mitogen-activated protein
kinase 1 (MAPK1), Nuclear factor NF-kappa-B pl105 subunit (NFKB1), senyawa kaempferol
memiliki DPT (Direct Protein Target) Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha
(PIK3R1), RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT1), senyawa quercetin memiliki DPT
(Direct Protein Target) Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha (PIK3R1), RAC-
alpha serine/threonine-protein kinase (AKT1), dan senyawa tocopherol memiliki DPT (Direct
Protein Target) RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT1), Caspase-8 (CASP8).

Berdasarkan pendekatan in silico dalam penelitian ini, dapat diketahui bahwa senyawa
bioaktif daun kelor berpotensi sebagai antiinflamasi melalui jalur persinyalan Toll-like receptor
signaling pathway untuk pencegahan stunting. Senyawa bioaktif kelor berperan sebagai ligan yang
akan berinteraksi dengan protein target, diharapkan dapat menekan atau mengurangi inflamasi
dengan demikian menurunkan pelepasan sitokin proinflamasi seperti TNFa, IL-1B, dan IL-6.
Melalui penghambatan sitokin tersebut maka pertumbuhan linier dapat ditingkatkan.

4. KESIMPULAN

Senyawa caffeic-acid, kaempferol, quercetin, dan tocopherol tanaman kelor (Moringa
oleifera) berpotensi sebagai ligan untuk pencegahan stunting melalui aktivitas antiinflamasi pada
Toll-like receptor signaling pathway dengan protein target NF-kappa-B essential modulator
(IKBKG), Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha (PIK3R1), Phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform (PIK3CA), Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform (PIK3CB), Toll-like receptor 4 (TLR4),
Mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK1), Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit (NFKB1),
RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (AKT1), dan Caspase-8 (CASP8).
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