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Pengaruh Ekstrak Etanol Kulit Batang Kayu Manis (Cinnamomum burmannii) dan
Daun Pepaya Gunung (Carica pubescens) Terhadap Kadar LDL-C dan HDL-C
Serum Mencit (Mus musculus) Secara In Vivo dan In Silico

Dwi Riski Kurniawati, Retno Susilowati, Umaiyatus Syarifah

ABSTRAK

Dislipidemia merupakan kelainan profil lipid dalam tubuh ditandai dengan kenaikan
kolesterol total, trigliseruda dan LDL-C serta penurunan HDL-C. Konsentrasi kadar
LDL-C yang tinggi dan HDL-C yang rendah dapat mengakibatkan oksidasi yang nantinya
menjadi foam cell. Foam cell apabila membesar maka akan terjadi defek pada pembuluh
darah sehingga terjadi arterosklerosis. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii)
dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) terhadap kadar LDL-C dan HDL-C serum
mencit (Mus musculus) yang diberi perlakuan HFD. Penelitian ini bersifat komputasi dan
eksperimental. Uji in silico menggunakan metode molecular docking dengan software
Autodock Vina antara reseptor CETP dan senyawa kulit batang kayu manis dan daun
pepaya gunung sebagai ligan. Penelitian secara in vivo menggunakan rancangan acak
lengkap (RAL) dengan 6 perlakuan dan 5 ulangan. Hewan coba dibagi menjadi 6
kelompok, pada setiap kelompok diinduksi HFD selama 56 hari, kecuali kelompok
perlakuan normal. Kelompok K- induksi HFD tanpa pengobatan, kelompok K+ (HFD
dan perlakuan obat atorvastatin), P1 (HFD dan perlakuan dosis 300 mg/kgBB ekstrak
kayu manis), P2 (HFD dan perlakuan kombinasi dosis 150 mg/kgBB kulit batang kayu
manis dan 150 mg/kgBB daun pepaya gunung), P3 HFD dan perlakuan dosis 300
mg/kgBB daun kayu manis). Parameter dalam penelitian ini meliputi kadar LDL-C dan
HDL-C serum mencit. Data yang memenuhi asumsi parametrik dianalisis dengan One
Way Anova, apabila terdapat pengaruh maka dilanjutkan dengan uji lanjut uji Duncan.
Hasil uji in silico menunjukkan bahwa senyawa pelargonidin dalam ekstrak etanol daun
pepaya gunung memiliki potensi menghambat reseptor CETP (AG= -7,3 kkal/mol). Hasil
analisis One Way Anova ekstrak etanol kulit batang kayu manis dosis 300 mg/kgBB
merupakan dosis yang paling optimal dalam menurunkan kadar LDL-C dan pemberian
ekstrak etanol daun pepaya gunung dosis 300 mg/kgBB merupakan dosis yang paling
optimal dalam menaikan kadar HDL-C.

Kata kunci: Dislipidemia, Ekstrak kayu manis dan pepaya gunung, Kadar LDL-C dan
HDL-C, In vivo dan In silico
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Effect of Cinnamon (Cinnamomum burmannii) Bark and Mountain Papaya (Carica
pubescens) Leaves Extract on LDL-C and HDL-C Levels in Mice Serum (Mus
musculus) in In Vivo and In Silico

Dwi Riski Kurniawati, Retno Susilowati, Umaiyatus Syarifah

ABSTRACT

Dyslipidemia is a abnormality of lipid profile in blood plasma, characterized by incrased
total cholesterol, triglycerides, LDL-C, and decrased HDL-C. High concentration of
LDL-C and low HDL-C can caused oxidation LDL-C becomes foam cell. Foam cell
when enlarged, there will be a defect in the blood vessels coused atherosclerosis. The
research was aimed to know the effect of C. burmannii and C. pubescens extract on LDL-
C and HDL-C of mice serum (Mus musculus) in in silico and in vivo. This research is
computational and experimental study. In silico test using molecular docking method
with software Autodock Vina between CETP as receptor and phytochemical compound in
C. burmannii and C. pubescens as ligands. In silico test uses Completely Randomized
Design (CRD) with 6 treatments and 5 replications. Mices are separated in 6 treatments
are, all treatments inducted with HFD for 56 days, except normal treatment. K- (inducted
HFD without therapy), K+ (HFD and atorvastatin therapy), P1 (HFD and therapy at dose
300 mg/kg C. burmannii extract), P2 (HFD and therapy at dose 150 mg/kg C. burmannii
extract and 150 mg/kg C. pubescens extract), P3 (HFD and therapy at dose 300 mg/kg C.
pubescens extract). Parameters in this study are concentration of LDL-C and HDL-C
mice blood serum. Data were analyzed by One Way Anova, if the treatment has effect
then procced with Duncan test. In silico test showed that pelargonidine compound has the
best potency to bind with CETP reseptor (AG= -7,3 kkal/mol). Based on One Way Anova
analyzed showed that C. burmannii extract with dose 300 mg/kg is the most optimal
dosage to decrease LDL-C and C. pubescens extract with dose 300 mg/kg is the most
optimal dosage to increase HDL-C.

Keywords: Dyslipidemia, C. burmannii and C. pubescens extract, LDL-C and HDL-C
concentration, In vivo and In silico.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gaya hidup yang tidak sehat seperti kebiasaan mengkonsumsi makanan
tinggi lemak, merokok, dan mengonsumsi minuman beralkohol menyebabkan
timbulnya penyakit (Polychronopoulus et al., 2005). Dalam beberapa dekade
terakhir, gaya hidup sebagai faktor penting kesehatan. WHO menjelaskan bahwa
60% kesehatan dan kualitas hidup seseorang berkorelasi dengan gaya hidup
(WHO, 2001). Gaya hidup tidak sehat, selain pola makan yaitu gaya hidup
sedentary yang menyebabkan berkurangnya aktifitas fisik yang mengakibatkan
turunya pengeluaran energi sehingga lemak didalam tubuh tertimbun (Hidayati,
2006). Salah satu penyakit yang timbul dari gaya hidup yang tidak sehat tersebut
yaitu dislipidemia (Polychronopoulus et al., 2005).

Kitab suci al-Quran merupakan kalam Allah SWT yang digunakan sebagai
dasar tuntunan umat muslim untuk melaksanakan kehidupan, salah satunya
tatacara berprilaku dan gaya hidup. Ayat yang menjelaskan tentang gaya hidup

yang sehat yaitu dalam surat Al-A’raf (7): 31:
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“ Hai anak Adam, pakailah pakaianmu yang indah di setiap (memasuki) masjid,
Makan dan minumlah, dan janganlah berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah
tidak menyukai orang-orang yang berlebih-lebihan."
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Ayat tersebut memiliki kata (\;J?j) “makan”, (5215 “minumlah”, dan kata

(\2,~Y9“janganlah berlebih-lebihan”. Menurut Ibnu Abbas, ayat ini

menjelaskan bahwa Allah SWT menghalalkan makan dan minum selama tidak
melakukannnya secara berlebihan. Makanan dan minuman apabila dikonsumsi
dengan takaran yang sesuai kebutuhan maka akan menghilangkan lapar dan
dahaga. Hal ini menurut syariat sangat dianjurkan. Karena efek dari
mengonsumsi makanan dan minuman dapat menyehatkan badan dan memberi
energi. Tetapi syariat melarang mengonsumsi makanan dan minuman secara
berlebihan karena dapat membuat tubuh lemas, mematikan jiwa, dan

menghambat proses ibadah (Al-qurthubi, 2009).

Makan dan minum yang berlebihan selain tidak dianjurkan dalam agama
Islam juga memiliki efek yang tidak baik bagi kesehatan. Makan dan minum yang
tidak dikontrol dapat menyebabkan timbulnya berbagai penyakit. Salah satu
penyakit yang timbul karena proses makan yang berlebih yaitu dislipidemia
(Hidayati, 2006). Organisasi kesehatan dunia (WHO) menyatakan bahwa secara
keseluruhan, peningkatan kolestrol menyebabkan 2,6 juta kematian (4,5% dari
total penduduk dunia) dan 29,7 juta kecacatan (WHO, 2017). Menurut statistik
WHO, tingkat peningkatan kolestrol tertinggi di dunia yaitu di Eropa 54%, rata-
rata ini diikuti oleh Amerika 48%, dan kemudian Afrika dengan 22,6% sedangkan
Asia Tenggara memiliki rata-rata 29,0% pada tahun 2008 (WHO, 2008).

Data Riskesdas tahun 2013 pada penduduk di Indonesia usia > 15 tahun
menunjukkan kadar kolestrol total di atas nilai normal sebesar 35,9 %, kadar HDL

dibawah nilai normal sebesar 22,9 %, trigliserida borderline tinggi sebesar 13%,



dan secara keseluruhan didapat sebagian besar penduduk Indonesia masuk dalam
kategori near optimal dan borderline 60,3% dan lebih dari 15,9 % penduduk kadar
LDL tinggi dan sangat tinggi (Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan,
2013).

Dislipidemia  merupakan ketidak normalan  metabolisme  lipid.
Dislipidemia dapat ditandai dengan peningkatan kadar trigliserid, kolesterol total,
LDL-C, dan penurunan HDL-C di dalam darah (Gross, 2009). Lemak yang
masuk kedalam tubuh terdiri atas trigliserid dan kolesterol. Trigliserid diserap
dalam bentuk asam lemak bebas sedangkan kolesterol akan tetap menjadi
kolesterol. Asam lemak bebas disintesis kembali menjadi trigliserida baru yang
masuk ke hati dalam bentuk kilomikron (Guyton, 2007). Trigliserid dan kolesterol
disintesis di hati dan disekresikan sebagai VLDL. VLDL akan dihidrolisis oleh
enzim lipoprotein lipase (LPL) berubah menjadi IDL. IDL nantinya akan
terhidrolisis menjadi LDL. LDL mengalami oksidasi dan ditangkap oleh reseptor
SR-A yang terdapat di makrofag dan akan menjadi sel busa (foam cell). Sehingga
apabila konsentrasi LDL tinggi maka sel busa yang terbentuk akan banyak. Sel
busa apabila membesar maka akan terjadi defek pada pembuluh darah sehingga
terjadi arterosklerosis (Fauci et al. 2008).

Pengobatan yang umum digunakan dalam mengobati hiperlipidemia
adalah mengunakan obat golongan statin. Berdasarkan guideline American Heart
Association (AHA) pada tahun 2013 menjelaskan bahwa terapi dislipidemia yang
disarankan adalah golongan statin (Lullman, et al. 2005). Obat golongan statin
yang umum digunakan di masyarakat yaitu cerivastatin, rosuvastatin, atorvastatin,

simvastatin, lovastatin, pravastatin, dan fluvastatin (Rabie’ah et al., 2014). Dari



obat-obat tersebut, obat yang sering digunakan yaitu atorvastatin. Dijelaskan oleh
Genest (2007), bahwa atorvastatin memiliki keunggulan yaitu sudah memiliki
sediaan generik di Indonesia dan sudah teruji dimasyarakat lebih dari 20 tahun.

Obat golongan statin dapat bekerja menghambat produksi kolestrol di hati,
di usus, menurunkan total kolestrol darah serta menurunkan kadar kolesterol LDL
darah (Lewis, 2002). Obat golongan statin menurunkan kadar kolesterol dengan
cara menghambat kerja enzim HMG-CoA reduktase pada sintesis kolesterol
dihati. Penghambatan kerja HMG-CoA reduktase menyebabkan penurunan
sintesis kolesterol dan peningkatan reseptor LDL di membran sel hati yang
menyebabkan banyak LDL yang hilang dalam plasma (Lullman, 2005). Selain
menghambat kerja enzim HMG CoA reduktase, obat golongan statin juga dapat
meningkatkan kadar HDL dengan penghambatan reseptor CETP. Dijelaskan oleh
Guerin (2000) bahwa obat golongan statin dapat meningkatkan konsentrasi HDL
dengan menghambat aktivitas CETP plasma sebesar 5% - 10% dan transfer
kolesterol ester sebesar 37%. Penelitian Guerin (2000), membuktikan bahwa
atorvastatin dosis 10 mg/dl dapat menghambat aktivitas CETP sebesar 7% dan
meningkatkan kolesterol HDL sebesar 37%.

Pemakaian obat golongan statin secara terus menerus dapat memberikan
efek samping bagi penggunanya. Efek samping dari obat statin disebabkan karena
penggunaan dosis yang tidak sesuai. Obat golongan statin akan berbahaya bagi
pasien dengan penyakit hati kronik. Efek samping dari obat golongan statin yang
sering dijumpai pada 5% pasien adalah miopati. Gejala yang muncul pada miopati

yaitu nyeri pada otot dan persendian (Cannon, 2005).



Salah satu cara untuk mengurangi resiko dari penggunaan obat golongan
statin yaitu dengan mengganti obat golongan statin dengan tumbuhan herbal.
WHO merekomendasikan penggunaan obat-obatan herbal dan tumbuh-tumbuhan
alam sebagai alternative pemeliharaan kesehatan masyarakat, pencegahan dan
pengobatan penyakit (WHO, 2003). Banyak tumbuhan yang dapat tumbuh dengan
subur di Indonesia dan memiliki manfaat bagi kesehatan. Beberapa tumbuhan
tersebut yaitu Kayu manis (Cinamomum burmannii) dan pepaya gunung (Carica
pubescene).

Kayu manis (Cinamomum burmannii) merupakan tanaman yang banyak
tumbuh di Indonesia. Jenis kayu manis yang tumbuh di Indonesia Yaitu
(Cinamomum burmannii). Di masyarakat kayu manis umumnya digunakan
sebagai rempah masakan (Ferry, 2013). Bagian kayu manis yang digunakan yaitu
kulit batangnya. Hasil penelitian di Swedia menyatakan bahwa dengan
mengkonsumsi bubuk kayu manis dapat menahan kenaikan kolesterol darah
(Coumarin, 2006). Dalam penelitian Firdaus (2015), membuktikan bahwa dosis
300 mg/200 gr BB ekstrak kayu manis dapat menurunkan kadar profil lipid tikus
penderita dislipidemia. Senyawa aktif yang terdapat pada Cinamomum burmannii
mengandung rutin, catechin, quercetin, kaempherol, dan isorhamnetin (Rao dan
Slew, 2014). Senyawa aktif lain yang terdapat pada Cinamomum burmannii yaitu
cinnamaldehyde, cinnamic acid, dan cinnamate (Araar, 2009).

Pepaya gunung (Carica pubescene) merupakan tumbuhan yang tumbuh di
dataran tinggi. Pepaya gunung (C. pubescens) masih termasuk kedalam genus
yang sama dengan pepaya (Carica papaya). Dijelaskan oleh Minarno (2015),

bahwa Carica pubescens dan Carica papaya memiliki persamaan dalam



morfologi, tetapi berbeda secara karakter tumbuhannya. Di masyarakat daun
pepaya gunung umumnya digunakan sebagai obat tradisional untuk
menyembuhkan penyakit malaria, beri-beri, sariawan, dan disentri (Simirgiotis,
2009).

Pengujian senyawa aktif dalam daun pepaya gunung sangat terbatas
penelitiannya, sehingga dilakukan pendekatan dengan senyawa turunan yang
terdapat pada daun Carica papaya. Berdasarkan penelitian Yogiraj et al., (2015),
menyatakan bahwa pada daun genus Carica memiliki kandungan alkaloid,
flavonoid, tannin, dan fenol. Senyawa turunan alkaloid yang terdapat pada daun
pepaya gunung Yaitu carpaine, pseudocarpane. Senyawa turunan flavonoid yaitu
kaemferol, peonidin, pelargonidine, malvidine dan myricetin. Sedangkan untuk
turunan fenol yaitu ferulic acid, caffeic acid, dan chlorogenik acid.

Salah satu mekanisme penurunan LDL-C dan menaikan HDL-C adalah
dengan menghambat aktivitas CETP. CETP merupakan protein yang akan
mentransfer kolesterol ester pada HDL dengan trigliserid dari VLDL dan IDL
(Ikewaki et al., 1993). Penelitian Qin, et al (2009), menjelaskan bahwa senyawa
aktif tanaman yang dapat menghambat aktivitas protein CETP yaitu senyawa
golongan antosianin. Pelargonidin, malvidin dan peonidin merupakan senyawa
golongan antosianin yang dapat menurunkan aktivitas CETP hingga 6,3% sampai
10,4%. Senyawa aktif yang terdapat dalam kayu manis (Cinamomum burmannii)
memiliki efek dalam menurunkan kolesterol dalam plasma yaitu menurut
penelitian Pal (2003), menunjukkan bahwa senyawa catechin yang terdapat pada

Cinamomum burmannii dapat menghambat HMG KoA reduktase dan



meningkatkan reseptor LDL di hati, sehingga pembentukan kolesterol dalam
serum darah dapat dihambat.

Kedua tumbuhan tersebut memiliki kekurangan dan kelebihan masing-
masing. Kulit batang Cinamomum burmannii memiliki senyawa golongan
flavonoid yang dapat menghambat aktivitas enzim HMG KoA reduktase.
Sedangkan Carica pubescene memiliki senyawa peonidin, pelargonidine, dan
malvidine yang dapat menghambat CETP. Sedangkan kekurangan dari Carica
pubescene yaitu tidak mengandung senyawa golongan flavonoid yang tinggi
untuk dapat menghambat HMG KoA reduktase seperti rutin, catechin dan
quercetin. Berdasarkan penjelasan tersebut maka dilakukan kombinasi dari kulit
batang Cinamomum burmannii dan daun Carica pubescene sehingga dapat
maksimal dalam pengobatan dislipidemia.

Pengolahan pemanfaatan Cinamomum burmannii dan Carica pubescene
dalam bentuk ekstrak. Penggunaan etanol 70% sesuai dengan penelitian Bimakra
et al., (2010), bahwa pelarut etanol 70% dapat menarik senyawa aktif pada
tanaman, umumnya senyawa golongan flavonoid. Senyawa etanol 70% juga
memiliki toksisitas yang rendah. Sehingga pada peneliian ini digunakan pelarut
etano 70% untuk memaksimalkan penarikan senyawa. Dosis yang digunakan
dalam penelitian ini merujuk pada penelitian Firdaus (2015), bahwa dosis 300
mg/kg BB ekstrak kayu manis dapat menurunkan kadar kolesterol serum darah.

Uji penghambatan CETP secara in silico dilakukan dengan menggunakan
metode molecular docking. Senyawa rutin, catechin, quercetin, kaempherol,
isorhamnetin,  cinnamaldehyde, cinnamic acid, cinnamate, carpaine,

pseudocarpane, myricetin, peonidin, pelargonidin, malvidine, ferulic acid, caffeic



acid, dan chlorogenik acid digunakan sebagai ligan sedangkan reseptornya adalah

CETP (Cholesterol ester transfer protein). Metode molekuler docking ini

diharapkan dapat mengkonfirmasi potensi senyawa yang terdapat pada kulit

batang kayu manis (Cinamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica
pubescene) dalam menghambat aktivitas reseptor CETP sehingga dapat menaikan

HDL dan menurunkan LDL.

Uji kadar HDL dan LDL secara in vivo dilakukan untuk mengetahui
konsentrasi HDL dan LDL dalam serum darah mencit dislipidemia. Konsentrasi
HDL-Kolesterol serum mencit dikategorikan normal yaitu antara 20 mg/dL
sampai 36 mg/dL. Konsentrasi LDL-Kolesterol serum mencit dikategorikan
normal yaitu 50 mg/dL sampai 85 mg/dL. Berdasarkan uraian diatas, maka perlu
dilakukan penelitian mengenai potensi kombinasi Carica pubescene dan
Cinamomum burmannii untuk pengobatan dislipidemia berdasarkan kadar LDL
dan HDL secara in silico dan in vivo.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan dari latar belakang di atas, maka rumusan masalah penelitian
adalah:

1. Adakah senyawa turunan pada kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) yang berpotensi
dalam penghambatan reseptor CETP secara in silico?

2. Apakah ada pengaruh pemberian ekstrak kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene)
terhadap kadar LDL (low density lipoprotein) dan HDL (high density

lipoprotein) serum mencit (Mus musculus) secara in vivo?



1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui:

1. Mengetahui ada tidaknya senyawa turunan pada kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) yang
berpotensi menhambat reseptor CETP secara in silico.

2. Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene)
terhadap kadar LDL (low density lipoprotein) dan HDL (high density
lipoprotein) serum mencit (Mus musculus) secara in vivo.

1.4 Hipotesis Penelitian

Hipotesis dalam penelitian ini yaitu:

1. Ada senyawa turunan pada kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii)
dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) yang berpotensi menhambat
reseptor CETP secara in silico.

2. Ada pengaruh pemberian ekstrak kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) terhadap kadar LDL
(low density lipoprotein) dan HDL (high density lipoprotein) serum mencit
(Mus musculus) secara in vivo.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang didapat dari penilitian ini adalah:
1. Manfaat teoritis
Diharapkan penelitian ini mampu memberikan informasi ilmiah mengenai

kadar LDL-C dan HDL-C setelah pemberian ekstrak etanol 70% kulit batang
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kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica
pubescene).

2. Manfaat aplikatif

Penelitian yang dilakukan diharapkan dapat menjadi awal dalam usaha
pemanfaatan ekstrak etanol kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii)
dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) sebagai terapi antidislipidemia
dalam upaya peningkatan kesehatan masyarakat Indonesia.

1.6 Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Ekstrak yang digunakan berasal dari kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) yang didapat dari UPT Materia Medica Batu sedangkan daun
pepaya gunung (Carica pubescene) diperoleh dari Kawasan Wisata Pemandian
Air Panas Cangar.

2. Hewan coba yang digunakan adalah mencit strain Balb/C jantan (Mus
musculus), umur 10-12 minggu dengan berat badan 20-25 gram yang
diperoleh dari UPHP (Unit Pengembangan Hewan Percobaan) Jalan Soekarno
Hatta Malang.

3. Pembuatan hewan dislipidemia dilakukan dengan induksi pakan tinggi lemak
(HFD) selama 56 hari dengan komposisi kuning telur puyuh, lemak ayam dan
PTU

4. Kontrol Positif pada penelitian ini menggunakan obat Atorvastatin yang
diproduksi oleh PT. KALBE FARMA tbk (Tiab tablet mengandung
Atorvastatin 20 mg).

5. Metode penelitian yang digunakan yaitu secara in vivo dan in silico.
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6. Metode ekstraksi yang digunakan adalah dengan menggunakan metode
maserasi dengan etanol 70%.

7. Waktu yang digunakan dalam pemberian kombinasi seduhan kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene)
yaitu setiap hari sekali pada jam 10.00 WIB selama 28 hari secara oral dimulai
pada hari ke-29.

8. Parameter yang digunakan dalam penelitian ini yaitu jumlah kadar LDL dan
HDL serum darah mencit.

9. Metode yang digunakan untuk mengukur kadar kolesterol-LDL yaitu CHOD-
PAP dan kolesterol-HDL yaitu Precipitation Enzymatic. .

10. Uji secara in silico dilakukan dengan menggunakan metode molecular docking
dengan reseptor CETP.

11. Senyawa yang digunakan untuk uji in siico (molecular docking) diantaranya
adalah senyawa rutin, catechin, quercetin, kaempherol, isorhamnetin,
cinnamaldehyde, cinnamic acid, cinnamate, carpaine, pseudocarpane,
myricetin, peonidin, pelargonidine, malvidine, ferulic acid, caffeic acid, dan
chlorogenik acid.

12. Parameter uji in silico adalah nilai uji HIA, nilai uji PASS, nilai energy ikatan

(binding affinity) dan daerah ikatan (binding pose) antara ligan dan reseptor.
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TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Dislipidemia

2.1.1 Definisi

Dislipidemia didefinisikan sebagai kelainan metabolism lipid dengan
ditandai peningkatan maupun penurunan fraksi lipid dalam plasma darah.
Kelainan fraksi lipid tersebut meliputi kenaikan kadar kolesterol total > 200
mg/dl, kolesterol LDL > 100 mg/dl, trigliserida > 150 mg/dl, dan penurunan
kolesterol HDL < 40mg/dl (Muray, 2006). Kelainan fraksi lipid tersebut
merupakan faktor terjadinya arterosklerosis, sehingga fraksi lipid tersebut
merupakan target pengobatan dislipidmia plasma (Oxford textbook of medicine,
2005).

2.1.2 Profil Lipid

2.1.2.1 Lipoprotein

Lipoprotein adalah kompleks lemak dengan protein yang dapat larut
didalam darah. Lipoprotein memiliki fungsi untuk mengangkut komponen lipid
yang terdapat di usus sebagai kilomikron dan lipid yang berasal dari hati sebagai
lipoprotein berdensitas sangat rendah menuju sebagian besar jaringan untuk
dioksidasi dan kejaringan adipose untuk disimpan (Murray et al., 2006).
Lipoprotein memiliki komposisi yang terdiri atas lipid hidrofobik yang terdapat di
inti (trigliserida dan ester kolesterol) sedangkan pada bagian tepi dikelilingi oleh
lipid hidrofilik (fosfolipid, kolesterol tidak teresterifikasi) dan protein yang
brinteraksi dengan cairan tubuh. Terdapat asam lemak bebas dalam jumlah yang
lebih sedikit, yang dikenal sebagai lipid plasma yang aktif secara metabolik

(Rader dan Hobbs, 2005). Terdapat lima jenis lipoprotein di dalam plasma darah

12
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yang mempunyai peranan penting dalam transportasi dan metabolism lemak.
Lipoprotein tersebut yaitu kilomikron, VLDL (Very Low Density lypoproteins),
IDL (Intermediate Density Lypoproteins), LDL (Low Density Lypoproteins), dan
HDL (High Density Lypoproteins) (Murray et al., 2006).

2.1.2.2 Kilomikron

Kilomikron adalah jenis lipoprotein yang memiliki berat molekul terbesar.
Kilomikron bermula dari proses penyerapan trigliserol dan lipid yang berada di
usus. Asam-asam lemak yang berasal dari trigliserol kilomiron akan disalurkan ke
jaringan adiposa, jantung dan otot (80%), sisanya sebanyak 20% menuju ke hati.
Proses penghilangan kilomikron dalam darah berlangsung dengan waktu kurang
dari 1 jam pada manusia (Murray et al., 2006).

Kilomikron memiliki lapisan-lapisan yang terdiri dari fosfolipid, kolesterol
bebas, Apo-48, Apo Al, Apo All, Apo AlV, untuk bagian inti dari kilomikron
terdiri dari trigliserida dan kolesterol. Pada plasma Apo C dan Apo E ditransfer
menuju kilomikron dari HDL sehingga terbentuk kilomikron. Apo Cll memediasi
hidrolisis trigliserida melalui LPL, proses ini untuk pembentukan kilomikron
rement yang banyak kolestrerol sedikit trigliserida dan asam lemak bebas (Rader
dan Hobbs, 2005).

Kilomikron rement yang terbentuk akan diambilkan oleh hepatosit dengan
bantuan Apo E. Kolesterol yang terdapat pada kilomikron rement akan diproses
oleh hepatosit dalam pembentuk asam empedu, diekskresikan sebagai kolesterol
ke dalam empedu atau membentuk lipoprotein. Asam lemak bebas digunakan oleh

berbagai jaringan untuk disimpan sebagai trigliserida (Rader dan Hobbs, 2005).
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2.1.2.3 VLDL (Very Low Density Lypoproteins)

VLDL merupakan lipoprotein dengan berat molekul terbesar kedua.
VLDL terdiri atas 60 % trigliserida endogen dan 10-15% kolesterol. Jumlah
trigliserida menentukan ukuran VLDL. Apolipoprotein utama yang terdapat pada
VLDL vyaitu apo B-100, apo Cs (C-1, C-I1, dan C-I1I) dan apo E. Lipoprotein ini
terbentuk dari asam lemak bebas di hati (Grundy, 2002).

Trigliserida yang terdapat dalam VLDL terhidrolisis oleh lipoprotein
lipase sehingga berubah bentuk menjadi VLDL remant. VLDL remant terdiri dari
VLDL yang terdegradasi dan kaya ester kolesterol. VLDL rement dapat ditangkap
oleh hepar melalui reseptor LDL yang berinteraksi dengan ApoB-100, kemudian
diambil komponen trigliseridanya melalui endositosis yang dimediasi oleh
reseptor dan dihidrolisis oleh hepatic lipase menjadi partikel IDL dan LDL (Rader
dan Hobbs, 2005).
2.1.2.4 IDL (Intermediate Density Lypoproteins)

IDL merupakan lipoprotein yang digunakan sebagai perantara saat VLDL
dikatabolisme menjadi LDL. VLDL yang telah dimetabolisme menjadi IDL dapat
diserap oleh hepar secara langsung melalui reseptor LDL yang nantinya akan
diubah menjadi LDL (Murray et al., 2006).
2.1.2.5 LDL (Low Density Lypoproteins)

LDL Kkolesterol disebut juga Ff-lipoprotein merupakan lipoprotein yang
terdiri dari 60-70 % kolesterol dan 10 % trigliserida. Apolipoprotein yang terdapat
pada LDL yaitu Apo B-100. LDL memiliki fungsi untuk membawa kolesterol
yang terdapat di hepar menuju jaringan perifer termasuk ke sel otot jantung,

pembuluh darah, otak dan jaringan lain (untuk sintetik membrane plasma dan
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hormone steroid). Kolesterol yang dibawa oleh LDL ke jaringan perifer berfungsi
untuk dipecah menjadi energy atau disimpan. Di hati, reseptor LDL mengeluarkan
LDL dari sirkulasi sehingga reseptor tersebut memiliki peran penting dalam
pengaturan kadar kolesterol yang terdapat di dalam darah. Sehingga dapat
dikatakan proses penyediaan koesterol pada jaringan ekstrahepatik dinamakan
jalur LDL reseptor sedangkan untuk proses pengembalian kolesterol ke hati dari
jaringan perifer disebut reverse cholesterol transport (Murray et al., 2009).

Sumber kolesterol LDL dapat berasal dari banyak faktor, antara lain
kolesterol dalam makanan, asupan lemak jenuh, kecepatan produksi dan eliminasi
LDL. LDL dikatakan sebagai kolesterol jahat karena LDL memililki tugas
membawa kolesterol ke sel jaringan tubuh, apabila proses katabolisme LDL yang
dilakukan oleh hepar dan jaringan perifer berkurang, mengakibatkan kadar
kolesterol plasma menjadi meningkat. Kadar kolesterol yang meningkat pada
plasma akan disalurkan ke dalam makrofag sehingga membentuk sel busa (foam
cells). Apabila jumlah kolesterol dalam makrofag berlebihan menjadikan
kolesterol yang terkandung menumpuk serta mengendap pada dinding pembuluh
darah, apabila mengeras kolesterol tersebut akan menjadi plak. Plak dibentuk dari
unsur lemak, kolesterol, kalsium, produk sisa sel dan materi-materi yang berperan
dalam proses pembekuan darah. Proses ini yang natinya dapat berkembang
menjadi menebal dan mengeras di pembuluh darah yang dikenal dengan nama
aterosklerosis (Murray et al., 2006).
2.1.2.6 HDL (High Density Lypoproteins)

HDL merupakan jenis lipoprotein yang terkecil apabila dibandingkan

dengan lipoprotein lain. HDL berdensitas yang paling tinggi karena lebih banyak
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mengandung protein dibanding kolesterol. HDL terdiri dari 13% Kkolesterol,
kurang dari 5% trigliserida dan 50% protein. HDL mengandung apolipoprotein
(apo) A, C, dan E. HDL memiliki fungsi sebagai tempat penyimpanan apo C dan
apo E yang nantinya dibutuhkan dalam proses metabolism kilomikron dan VLDL.
HDL disintesis dari usus dan hati, namun HDL yang baru terbentuk (nascent) dari
usus tidak mengandung apoprotein C melainkan hanya apoprotein A (Murray et
al., 2006).

Lipoprotein disintesis di hati dalam bentuk kompleks dari apolipoprotein
dan fosfolipid yang membentuk partikel kolesterol bebas. Kompleks yang telah di
bentuk memiliki kemampuan untuk mengambil kolesterol yang dibawa dari sel
melalui interaksi dengan ATP-binding cassette transporter Al (ABCAL).
Kolesterol bebas berubah menjadi bentuk kolesterol ester dengan bantuan enzim
LCAT (Lecithin-cholesterol acyltransferase). Kolesterol ester memili bentuk yang
lebih hidrofilik bila dibandingkan dengan kolesterol bebas. Kolesterol ester
nantinya tersekuestrasi kedalam inti dari partikel lipoprotein, sehingga
menyebabkan HDL yang baru disintesis memiliki berbentuk bulat. Partikel HDL
yang telah disintesis memiliki bentuk yang semakin besar dikarenakan HDL
tersebut beredar melalui aliran darah. Peredaran HDL tersebut menyebabkan
banyak kolesterol dan molekul fosfolipid dari sel dan lipoprotein yang masuk.
Salah satu contohnya adalah interaksi antara transporter ABCG1 dan
Phospholipid Transport Protein (PLTP) (Murray et al., 2006).

Proses pengankutan kolesterol oleh HDL menuju hati atau organ
steroidogenik seperti adrenal, ovarium, dan testis melalui dua jalur. Jalur tersebut

yaitu jalur langsung dan tidak langsung. Reeseptor Scavenger Reseptor Bl (SR-
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Bl) merupakan reseptor HDL yang berfungsi untuk memediasi penyerapan
selektif kolesterol dari HDL. Pada metabolism manusia, jalur yang paling efektif
digunakan vyaitu jalur tidak langsung. Jalur tidak langsung ini dimediasi oleh
kolesterol ester transfer protein (CETP). CETP akan mentransfer trigliserida yang
terdapat dalam VLDL dengan ester kolesterol yang terdapat di HDL. Hasil dari
proses ini VLDL diproses untuk LDL, yang dibuang dari sirkulasi oleh reseptor
LDL. Trigliserida tidak stabil dalam HDL akan terdegradasi oleh hepatik lipase
sehingga partikel HDL kecil yang tersisa yang akan memulai kembali penyerapan
kolesterol dari sel. Kolesterol yang ditranspor ke hati akan disekresikan ke
empedu baik secara langsung maupun tidak langsung setelah dikonversi menjadi
asam empedu (Murray et al., 2006).

Metabolisme HDL diawali denga proses HDL yang dilepaskan dalam
bentuk partikel kecil yang memiliki sedikit kolesterol. HDL tersebut memiliki
apolipoprotein (apo) A, C, dan E, bentuk HDL tersebut dinamakan HDL nescent.
HDL nescent berasal dari usus halus dan hati, memmiliki bentuk gepeng dan
terdapat apolipoprotein Al. HDL nescent akan berjalan menuju makrofag untuk
bertugas mengambil kolesterol yang terdapat di makrofag. Proses tersebut
mengakibatkan HDL nescent berubah bentuk menjadi HDL dewasa dengan
bentuk bulat. Kolesterol bebas dibagian dalam dari makrofag harus dibawa
kepermukaan membrane sel makrofag oleh transporter yang dinamakan adenosine
triphosphate-binding cassett transporter-1 atau disingkat ABC-1 agar dapat
dengan mudah diambil oleh HDL nescent (Adam, 2009).

Kolesterol bebas yang diambil dari makrofag akan diesterifikasi menjadi

kolesterol ester oleh enzim LCAT. Kolesterol ester yang terdapat didalam HDL
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akan melalui dua jalur. Jalur pertama yaitu menuju hati yang nantinya ditangkap
oleh reseptor SR-B1. Jalur kedua dari VLDL dan LDL dengan bantuan CETP
(Adam, 2009).

HDL diaktakan sebagai kolesterol baik karena dapat bertugas membawa
kolesterol berlebih yang terdapat di jaringan untuk dibawa kembali ke hati yang
nantinya akan diedarkan kembali atau dikeluarkan dari tubuh. HDL berfungsi
untuk mencegah terjadinya penumpukan kolesterol di jaringan, terutama di
pembuluh darah. Kadar HDL yang tinggi dapat mencegah perkembangan
aterosklerosis (Adam, 2009).
2.1.2.7 Trigliserida

Trigliserida merupakan ester dari molekul gliserol dan tiga molekul asam
lemak. Apabila satu buah asam lemak berikatan dengan gliserol maka dinamakan
monogliserida. Sintesis trigliserida terjadi di dalam hati, serta sejumlah kecil di
sintesis di dalam jaringan adipose. Fungsi utama trigliserida adalah sebagai
sumber energi, serta sejumlah kecil trigliserida untuk membentuk membrane.
Lemak yang didalam tubuh dalam berbentuk trigliserida. Ketika sel membutuhkan
energi, secara otomatis enzim lipase yang terdapat di sel lemak akan melakukan
proses pemecah trigliserida menjadi gliserol dan asam lemak yang natinya akan
dilepas ke dalam pembuluh darah. Sel-sel yang membutuhkan komponen-
komponen tersebut kemudian dibakar dan menghasilkan energi, karbondioksida
(COy2), dan air (H20) (Lichtenstein dan Jones, 2006).

Biosintesis triasilgliserol berawal dari dua molekul asil-KoA yang
dibentuk melalui pengaktifan asam lemak oleh asil-KoA sintetase. Dua molekul

Asil-KoA ini kemudian berikatan dengan gliserol 3-fosfat asiltransferase
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membentuk senyawa fosfatidat (1,2-diasilgliserol fosfat). Proses ini berlangsung
dalam dua tahap, yaitu mula-mula dikatalisis oleh 1-asilgliserol-3-fosfat
asiltransferase membentuk senyawa fosfatida. Fosfatidat dikatalisis oleh fosfatidat
fosfohidrolase membentuk senyawa 1,2 diasil gliserol, kemudian oleh
diasilgliserol asiltransferase (DGAT) membentuk senyawa triasilgliserol (Murray
et al., 2006).

2.1.2.8 Kolesterol

Kolesterol merupakan lipid amfipatik yang terdiri dari komponen
structural esensial berada pada membrane dan lapisan luar lipoprotein plasma.
Kolesterol disintesis di dalam tubuh dalam bentuk inti steroid. Inti steroid
disintesis dari asetil KoA. Inti steroid merupakan perkusor steroid di dalam tubuh.
Inti steroid dimodifikasi sehingga terbentuk kortikosteroid, hormone seks, asam
empedu dan vitamin D (Guyton dan Hall, 2008).

Proses sintesis kolesterol menggunakan bayak enzim. Enzim-enzim yang
digunkan antara lain asetoasetil-KoA sintetase (thiolase), HMG KoA sintease,
HMG KoA reduktase, mevalonate kinase, cis-prenil transferase, squalene
sintetase, squalene eposkisdase, oksidoskualen lanosterol siklase, isomerase, dan
skualen reduktase (Guyton dan Hall, 2008). Biosintesis kolesterol terjadi dalam
beberapa tahap, antara lain: mengkonversi asetil-KoA menjadi 3-hidroksi-3-
metilglutaril-KoA (HMG KoA) dan mevalonat. Proses fosforilasi dengan
mengubah mevalonate menjadi molekul isoprenoid aktif yaitu isopentenyl difosfat
bersama dengan hilangnya CO.. 6 Isoprenoid yang aktif akan dibentuk menjadi
skualen. Skualen yang terbentuk akan dikonversi menjadi lanosterol. Lanosterol

akan berubah menjadi kolesterol (Murray et al., 2006).
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Kolesterol disekresikan melalui dua jalur, yaitu kolesterol dikonversi
menjadi asam empedu dan eskresi dterol netral dalam feses. Bentuk kolesterol
yang beradar di dalam darah yaitu memiliki bentuk partikel yang mengandung
lipid dan protein yang dinamakan lipoprotein (Grundy, 2002).

2.2 Metabolisme Lipoprotein

2.2.1 Jalur Eksogen

Mekanisme lipoprotein melalui jalur eksogen dimulai dari asupan lemak
kedalam tubuh yang berbentuk trigliserida dan kolesterol. Lemak juga didapat dari
ekskresi hati bersama empedu yang natinya dibawa ke usus halus. Lemak dari
asupan makanan maupun dari sintesis hati keduanya merupakan lemak eksogen.
Trigliserida dan kolesterol dari makanan akan diserap di intestinal tepatnya pada
enterosit yang terdapat di mukosa usus halus. Pada usus halus trigliserida akan
diserap sebagai asam lemak bebas, untuk kolesterol tetap menjadi kolesterol.
Selanjutnya asam lemak bebas akan diubah menjadi trigliserida, dan kolesterol
diesterifikasi menjadi kolesterol ester. Sehingga terbentuk lipoprotein yang terdiri
dari bentukan trigliserida, kolesterol ester, fosfolipid, dan apolipoprotein.
Lipoprotein besar disebut kilomikron. Kilomikron yang membawa lipoprotein
kedalam aliran darah. Enzim lipoprotein lipase yang terdapat dalam endotel akan
menguraikan trigliserida yang terdapat dalam kilomikron sehingga menjadi asam
lemak bebas dan kilomikron rement (Adam, 2009).

Asam lemak bebas disimpan di jaringan adiposa dalam bentuk trigliserida.
Apabila jumlah asam lemak bebas banyak, maka akan diambil oleh hati yang
nantinya diubah menjadi trigliserida hati. Ketika membutuhkan energi yang
berasal dari lemak, maka terjadi proses pemecahan trigliserida menjadi bentuk

asam lemak dan gliserol yang selanjutnya akan diedarkan menuju sel-sel untuk
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dioksidasi menjadi energi. Proses pemecahan lemak tersebut dinamakan lipolisis.
Sedangkan albumin bertugas mengedarkan asam lemak menuju jaringan yang
memerlukan. Asam lemak ini dinamakan asam lemak bebas (Adam, 2009).

Di hati, kilomikron rement akan di metabolisme membentuk kolesterol
bebas. Kolesterol yang terdapat di hati akan berubah menjadi asam empedu,
nantinya asam empedu akan dikeluarkan ke usus. Proses ini berfungsi sebagai
pembersihan dan membantu penyerapan lemak yang bersumber dari makanan.
Sisa kolesterol lain akan disekresikan melalui saluran empedu tanpa melalui
proses metabolisme menjadi asam empedu, selanjutnya hati akan mengedarkan

kolestrol menuju jaringan tubuh lain melalui jalur endogen (Adam, 2009).
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Gambar 2.1 Metabolisme lipoprotein jalur eksogen (Tall, 2001)
2.2.2 Jalur Endogen
Proses metabolisme lipoprotein melalui jalur endogen diawali dengan
pembentukan trigliserida dan kolesterol yang disintesis di hati kemudian
disekresikan dalam bentuk VLDL. VLDL memiliki apolipoprotein (apo) B100.
Enzim lipoprotein lipase (LPL) akan menghidrolisis trigliserida yang terdapat

pada VLDL sehingga berubah menjadi IDL. IDL akan diambil oleh hati yang
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nantinya juga akan mengalami hidrolisis sehingga menjadi LDL. IDL dan LDL
bertugas untuk mengankut kolesterol ester kebali ke hati (Adam, 2009).

LDL yang termasuk kedalam jenis lipoprotein yang mengandung banyak
kolesterol. Kolesterol yang terkandung di dalam LDL akan diedarkan ke hati dan
jaringan steroidogenik yang memiliki reseptor kolesterol LDL, jaringan tersebut
antara lain kelenjar adrenal, testis, dan ovarium. Sisa dari kolesterol LDL akan
ditangkap oleh reseptor scavenger-A (SR-A) yang terdapat di magrofag untuk
dioksidasi menjadi sel busa (foam cell). Sehingga, semakin banyak kolsterol LDL
yang beredar di plasma darah maka semakin banyak kolesterol LDL yang
ditangkap oleh reseptor SR-A di magrofag dan dioksidasi sehingga makin besar
sel busa yang terbentuk. Sel busa yang terus menerus terbentuk akan menyebakan
aterosklerosis (Adam, 2009).

Kilomikron akan terhidrolisis oleh enzim lecithin cholesterol
acyltransferase (LCAT) di hati dan usus membentuk HDL. Pada proses ini ester
kolesterol akan mengalami perpindahan dari HDL ke VLDL. Proses tersebut
menunjukkan proses transport kolesterol terbalik dari jaringan perifer menuju hati

(Adam, 2009).

Endogenous Pathway

Gambar 2.2 Metabolisme lipoprotein jalur endogen (Tall, 2001)
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2.2.3 Peran CETP dalam Reverse Cholesterol Transport

HDL dilepaskan oleh hati dan usus dalam bentuk partikel kecil yang
memiliki sedikit kolesterol. Apolipoprotein yang terdapat pada HDL yaitu
apolipoprotein (apo) A, C, E. HDL yang berbentuk gepeng dan memiliki
apolipoprotein A1 dinamakan HDL nescent. Kolesterol bebas yang terdapat di
dalam makrofag dibawa oleh adenosine triphosphate-binding cassette
transporter-1 (ABC-1) menuju permukaan makrofag. Kolesterol yang terdapat di
permukaan makrofag akan diambil oleh HDL nescent. Proses ini akan mengubah
HDL nescent menjadi HDL dewasa yang memiliki bentuk bulat (Adam, 2009).

Enzim lecithin cholesterol acyltransferase (LCAT) akan mengesterifikasi
kolesterol bebas dari makrofag menjadi kolesterol ester. Kolesterol yang terdapat
pada HDL akan menempuh dua jalur. Jalur yang pertama, kolestelor ester pada
HDL akan ditangkap oleh scavenger reseptor class B type 1 (SR-B1l) yang
terdapat di hati. Jalur kedua, kolesterol ester pada HDL akan mengalami proses
pertukaran dengan trigliserida yang terdapat pada VLDL. Proses pertukaran antara
kolesterol ester dan trigliserida ini diperantarai oleh (CETP) cholesterol ester
transfer protein (Adam, 2009).

CETP merupakan protein penting yang berperan dalam terjadinya
transport kolesterol terbalik. CETP merupakan glikoprotein yang memiliki sifat
hidrofofik. CETP dihasilkan di hati dan diedarkan pada plasma darah. CETP
berperan sebagai pengkatalis transfer antara cholesterol ester yang terdapat dalam
HDL dengan trigliserida yang terdapat di dalam VLDL dan LDL. Penghambatan

CETP dapat mengurangi aterosklerosis (Tall, 2001).
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Penghambatan protein CETP menyebakan terjadinya defisiensi pada
protein tersebut. Defisiensi CETP dapat menpengaruhi kadar HDL dan
mengakibatkan perubahan partikel HDL. Defisiensi protein CETP menyebabkan
ketidakmampuan untuk mentransfer cholesterol ester dari HDL ke lipoprotein
lainnya. Sehingga menyebabkan akumulasi cholesterol ester dalam HDL tinnggi,
dan kadar apoA-1, apoA-I1, dan apoE mengalami peningkatan (Yamashita, 1990).

Penelitian tentang CETP oleh Matsuura (2006), menjelaskan bahwa
defisiensi CETP menyebakan kolesterol keluar dari makrofag melalui jalur yang
berhubungan dengan ABCGL1 sehingga terdapat kandungan lecithin cholesterol
acyltransferase (LCAT) dan apoE. LCAT akan mengesterifikasi kolesterol bebas

dari makrofag menjadi kolesterol ester.
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Gambar 2.3 Mekanisme Reverse Cholesterol Transport (Tall, 2001)
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2.3 Klasifikasi Dislipidemia

2.3.1 Klasifikasi Fenotipik

25

Klasifikasi dislipidemia menurut WHO didasarkan pada modifikasi

klasifikasi Fredrickson. Klasifikasi dislipidemia atas dasar fenotip plasma (Oxford

textbook of medicine, 2005).

2.3.1.1 Klasifikasi WHO (World Health Organization)

Tabel 2.1 Klasifikasi dislipidemia menurut Fredricson

Fredricson Kilasifikasi generic Klasifikasi Peningkatan
terapeutik lipoprotein
I Dislipidemia eksogen  Hipertrigliserida Kilomikron
la Hiperkolesterolemia  Hiperkolesterolemia LDL
lb Dislipidemia Hiperkolesterolemia LDL+ VLDL
kombinasi Endogen
-
Dislipidemia
Kombinasi
Il Dislipidemia remant ~ Hipertrigliserida Partikel — partikel
remant (Beta
VLDL)
AV} Dislipidemia Endogen VLDL
Endogen
\Y Dislipidemia Hipertrigliserida VLDL +
campuran Endogen Kilomikron

a. Dislipidemia tipe |

Dislipidemia tipe | menunjukkan peristiwa hiperkilomikronemia yang

disebabkan oleh defisisensi lipoprotein lipase yang dibutuhkan dalam metabolism

kilomikron. Penyebab lain dari dislipidemia tipe ini yaitu kekurangan apoprotein

Cll yang digunakan sebagai kofaktor untuk lipoprotein lipase. Pada dislipidemia
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tipe | kadar trigliserida serum meningkat dengan rasio kolesterol: trigliserida < 0,2
: 1. Kelainan yang muncul yaitu sebelum pasien berusia 10 tahun dengan gejala
seperti kolik, nyeri perut, dan xantoma (Farmakologi dan Terapi, 1995; Murray et
al, 2006).
b. Dislipidemia tipe I

Dislipidemia tipe Il dibagi menjadi dua yaitu tipe Ila dan tipe Ilb.
Perbedaan dari dua tipe tersebut yaitu pada tingginya kadar trigliderida terhadap
LDL kolesterol. Dislipidemia tipe 1A terjadi peningkatan LDL dan apoprotein B
dengan kadar VLDL normal. Dislipidemia ini juga disebut dengan
hiperkolesterolemia familial karena adanya mutasi gen reseptor LDL. Pada
dislipidemia tipe Ilb terjadi peningkatan LDL dan apoprotein B dengan
meningkatnya kadar VLDL meliputi peningkatan kadar trigliserida, asetil CoA
dan adanya peningkatan sintesis dari B-100. Hal tersebut disebabkan oleh
menurunnya konsentrasi dari reseptor LDL dan meningkatnyaApoprotein B
(Prince dan Lorraine, 2006).
c. Dislipidemia tipe 111

Dislipidemia tipe Il disebut pula Familial Dysbetalipoprotein.
Dislipidemia tipe Il ditandai dengan tingginya kadar kilomikron dan IDL.
Penimbunan IDL pada dislipidemia tipe ini disebabkan karena proses blockade
parsial yang terdapat pada metabolisme VLDL menjadi LDL, peningkatan
apoprotein B atau peningkatan kadar apoprotein E. Pada penderita dislipidemia ini
pengambilan sisa kilomikron dan sisa VLDL oleh hati dihambat dan
menyebabkan terjadinya akumulasi di darah dan jaringan. Pada dislipidemia tipe

ini peningkatan kolesterol serum dan trigliserida menjadi (350-800 mg/dl). Gejala
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yang muncul yaitu xantoma pada kulit terutama pada siku dan lutut. Penyakit
koroner, kardiovaskuler dan pembuluh darah tepi terjadi lebih cepat yaitu usia 40-
50 tahun (Farmakologi dan Terapi, 1995; Murray et al., 2006).

d. Dislipidemia tipe IV

Dislipidemia tipe IV ditandai dengan terjadinya peningkatan VLDL dan
trigliserida yang kemudian dikenal dengan hipertrigliserida. Dislipidemia tipe IV
memiliki sekunder karena penyakit lain, alkoholisme berat atau diet karbohidrat.
Banyak dari penderita menunjukkan intoleransi glukosa dengan reaksi insulin
berlebihan terhadap beban karbohidrat dan lebih dari 40% disertai hiperurisemia
(Farmakologi dan Trapi, 1995).

e. Hiperlipidemia tipe V

Dislipidemia tipe V menunjukkan akumulasi VLDL kilomikron, yang
diikuti konsentrasi HDL yang rendah yang disebabkan oleh gangguan katabolisme
trigliserida. Dislipidemia tipe ini menggambarkan tidak toleransinya penderita
terhadap karbohidrat dan lemak, xantoma serta hiperurisemia (Farmakologi dan
Terapi, 1995; Murray et al., 2006).
2.3.1.2 Klasifikasi EAS (European Atheroselerosis Society)

Klasifikasi dislipidemia berdasarkan EAS dibagi menjadi tiga golongan,
antara lain pertama hiperkolesterolemia yang terlihat dalam peningkatan
kolesterol total, kedua hipertrigliseridemia yang terlihat pada nilai trigliserida
plasma yang tinggi dan ketiga terdapat campuran dari keduanya. Klasifikasi

dislipidemia tersebut terlihat pada table 2.2.
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Peningkatan

Klasifikasi Lipoprotein Lipid Plasma
Hiperkolesterolemia LDL Kolesterol > 240 mg/dl
Dislipidemia campuran LDL + VLDL Trigliserida > 200 mg/dl
(kombinas) + Kolesterol > 240 mg/dl
Hipertrigliseridemia VLDL Trigliserida > 200 mg/dl

2.3.1.3 Klasifikasi NECP

Klasifikasi dislipidemia menurut National Cholesterol Education Program

Adult Panel 1l (NCEP ATP) mengklasifikasikan dislipidemia berdasarkan

kondisi profil lipid.

Tabel 2.3 Klasifikasi kolesterol total, kolesterol LDL, kolesterol HDL, dan

trigliserida menurut NCEP ATP 111 2001 (mg/dl)

<200 Optimal
200-239 i N Diinginkan y
> 240 7 )\ ~ Tinggi r
\ Kolesterol LDL y
A <100 N Optimal -
~100-129 Mendekati optimal
- 130-159 Diinginkan -
160-189 Tinggi o
>190 Sangat tinggi -
Kolesterol HDL
<40 Rendah
> 60 Tinggi
Trigliserida
<150 Optimal
150-199 Diinginkan
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200-499 Tinggi

> 500 Sangat tinggi

2.3.2 Klasifikasi Patogenik

Berdasarkan patologinya dislipidemia dapat dibagi menjadi dua klompok
yaitu dislipidemia primer (genetic) dan dislipidemia sekunder (gaya hidup dan
lainnya).
2.3.2.1 Dislipidemia primer

Dislipidemia primer umumnya berhubungan dengan gen pada enzim dan
apoprotein yang berperan dalam proses metabolism lipoprotein dan reseptornya.
Kelainan dislipidemia primer disebabkan oleh mutase genetik. Mutasi gen tunggal
atau multiple yang menyebabkan overproduksi ataupun defek pada pembersihan
trigliserida dan LDL Kkolesterol. Kelompok dislipidemia primer antara lain
hiperkolesterolemia poligenik, hiperkolesterolemia familial, dislipidemia remant,
hyperlipidemia kombinasi familial, sindrom kilomikron, hipertrigliserida familial,

peningkatan kolesterol HDL, peningkatan apolipoprotein B (Gandha, 2009).

2.3.2.2 Dislipidemia sekunder

Dislipidemia sekuder disebabkan oleh penyakit atau gaya hidup yang tidak
sehat. Dislipidemia sekunder memiliki peran besar dalam banyaknya kasus
dislipidemia pada orang dewasa. Salah satu penyebab dislipidemia sekunder di
negara berkembang adalah gaya hidup sedentary dengan pola hidup mengonsumsi
makanan berlebih yang berasal lemak jenuh, kolesterol dan lemak trans. Penyebab
lain dari dislipidemia tipe ini yaitu diabetes militus, penggunaan alcohol yang
berlebihan, penyakit ginjalkronik, hipotiroidisme, sirosis bilier primer atau

penyakit hati lainnya (Adam, 2009).
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Tabel 2.4 Klasifikasi Dislipidemia Sekunder (Adam, 2009).

Hiperkolesterolemia Hipertrigliseridemia Dislipidemia
Hipotiroid DM, Alkohol Hipotiroid
Sindrom nefrotik Obesitas Sindrom nefrotik
Penyakit hati Gagal ginjal kronik Gagal ginjal kronik

2.4 Induksi HFD (High Fat Diet)

Hewan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu mencit jantan (Mus
musculus) strain Balb/C. Penggunaan mencit jantan dalam penelitian ini
dikarenakan mencit jantan dapat memberikan hasil penelitian yang stabil. Hal ini
karena tidak dipengaruhi oleh siklus menstruasi dan kehamilan yang terdapat pada
tikus betina. Penggunaan mencit (Mus musculus) sebagai hewan coba 40-80 %
dikarenakan mencit memiliki siklus hidup yang relative pendek. Penggunaan
mencit dengan usia antara 2-3 bulan dikarenakan pada usia tersebut mencit
memiliki memiliki persamaan dengan manusia pada usia dewasa muda sehingga
belum menggalami penuaan (Harini, 2009).

Mencit jantan (Mus musculus) memiliki kadar kolesterol normal antara
100-130 mg/dl. Sedangkan untuk kadar trigliserida yaitu 100-140 mg/dl. Mencit
dikatakan mengalami dislipidemia ketika konsetrasi lipid dalam plasma
meningkat 20 % dari kadar lipid normal. Pengingkatan kolesterol dalam plasma
darah dipengaruhi oleh jenis lemak yang masuk kedalam tubuh. Kadar kolesterol
HDL plasma darah mencit normal yaitu > 45 mg/dl. Sedangkan ambang batas
untuk LDL normal mencit yaitu < 110 mg/dl (Ihedioha, 2011).

Pembutan mencit dislipidemia dengan menggunakan diet tinggi lemak
(HFD). Diet tinggi lemak yang diinduksikan terdiri dari kuning telur puyuh,

lemak ayam, dan Propylthiouracil (PTU). Komposisi dari HFD tersebut yaitu
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kuning telur puyuh 1,5 ml, lemak ayam yang sudah dicairkan 0,375 ml,dan PTU
(Wicaksono dan Idris, 2013).

Pemberian diet tinggi lemak dan PTU bertujuan untuk menginduksi
peningkatan kadar LDL. Menurut penjelasan Gupta dan Khosla (2000), bahwa
pemberian lemak ayam dapat meningkatkan kadar LDL 47-63%. Pemberian
kuning telur puyuh dapat meningkatkan kadar kolesterol total dan trigliserida.

PTU merupakan zat antitiroid golongan tionamida yang bekerja
menghambat enzim peroksidase sehingga oksidasi ion iodida dan gugus
iodotirosil terganggu. Pemberian PTU yang berlebihan dapat menekan kadar
tiroid dalam darah sehingga terjadi hipotiroidisme. Manifestasi dari
hipotiroidisme adalah lambatnya metabolism sehingga lemak tidak terpecah. PTU
diharapkan dapat meningkatkan kadar profil lipid dalam darah meningkat
(Suharti, 2007).

Pemberian diet tinggi lemak diinduksi selama 4 minggu pertama untuk
meningkatkan profil lipid darah. Induksi diet tinggi lemak juga diinduksikan
selama 4 minggu terakhir bersama dengan pemberian perlakuan obat. Hal ini
bertujuan untuk mempertahankan kadar LDL darah dalam proses perlakuan obat
(Wicaksono dan Idris, 2013).

2.5 Ekstraksi
2.5.1 Pengertian Ekstraksi

Ekstraksi dapat dikatakan sebagai suatu proses pemisahan satu atau lebih
kompenen dari campuran homogen. Separating agent yang digunakan dalam
metode ini yaitu pelarut cair (solvent). Prinsip dari ekstraksi yaitu pemisahan
komponen fisik berdasarkan beda konsentrasi dan beda kelarutan. Ekstraksi

merupakan proses pemisahan bahan aktif yang terdapat di dalam sel ata jaringan
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tanaman yang memiliki sifat inaktif menggunakan pelarut yang sesuai dengan
polaritasnya (Nugrahaningtyas et al, 2005).

Kualitas dari ektraksi yang dilakukan bergantung pada beberapa hal antara
lain jenis bahan, jenis pelarut, dan prosedur dalam melakukan ekstraksi.
Sedangkan untuk hasil yang didapat dipengaruhi oleh ukuran bahan, tipe
ekstraksi, waktu ekstraksi, temperatur, jenis pelarut, pH, konsentrasi pelarut serta
polarits. Ekstraksi biasanya menggunakan bahan dengan ukuran kecil, hal tersebut
dimaksudkan untuk dapat memperluas bidang permukaan bahan sehingga
mempercepat maksuknya pelarut ke dalam bahan dan mempercepat waktu
ekstraksi (Tiwari, 2011).

2.5.2 Macam-macam Ekstraksi

Macam-macam estraksi berdasarkan bentuk campuran bahan yang akan
diekstraki dibagi menjadi dua macam yaitu (Kristianti, 2008):

a. Ekstraksi padat cair, ekstraksi ini merupakan jenis ekstraksi apabila bahan yang
akan diekstraksi terdpat di dalam campuranyang berbentuk padat.Ekstraksi jenis
ini merupakan ekstraksi yang sering dilakukan untuk mengisolasi substansi yang
terdapat dalam tumbuhan tersebut.
b. Ekstraksi cair-cair, jenis ekstraksi ini terjadi apabila bahan yang diekstraksi
terdapat di dalam campuran yang berbentuk cair.
2.5.3 Maserasi

Infusa Maserasi merupakan metode yang paling umum digunakan
untuk ekstraksi karena mudah dilakukan dan menggunakan alat yang sederhana.
Namun, teknik maserasi kurang efisien karena membutuhkan waktu cukup lama

dalam pengerjaannya dan hanya dilakukan perendaman tanpa bantuan gaya lain.
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Pada maserasi hanya dilakukan perendaman sehingga osmosis pelarut ke dalam
padatan berlangsung statis meskipun telah dilakukan pergantian pelarut dengan
metode remaserasi (Nugrahaningtyas, 2005).

Pelarut yang digunakan vyaitu pelarut etanol. Etanol atau alkohol
(C2H50H) merupakan cairan tidak berwarna yang larut dalam air, densitas 0,6
(0°C) titik leleh -169°C, titik didih -102°C. Memiliki gugus hidroksil (OH) pada
alkohol yang menyebabkan bersifat polar, sedangkan gugus alkil (R) merupakan
gugus non polar. Proporsi dari kedua gugus tersebut merupakan faktor yang
menentukan sifat alkohol (Daintith, 1994). Etanol memiliki tetapan dielektrik
pada suhu 20°C sebesar 20,7 (Stahl, 1985).

2.6 Cinnamomum burmannii Nees & T. Nees

2.6.1 Klasifikasi Cinnamomum burmannii Nees & T. Nees

Tumbuhan merupakan salah satu kebesaran Allah SWT yang ada di bumi.
Allah SWT menciptakan berbagai macam tumbuhan dengan bentuk dan manfaat
yang berbeda-beda. Penciptaan tumbuhan yang berbeda-beda diharapkan agar
manusia dapat memanfaatkannya sebaik mungkin. Ayat al-Quran yang

menjelaskan tentang hal tersebut yaitu pada surat al- Kahf (18): 45.
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“dan berilah perumpamaan kepada mereka (manusia), kehidupan dunia sebagai
air hujan yang Kami turunkan dari langit, maka menjadi subur karenanya
tumbuh-tumbuhan di muka bumi. Kemudian tumbuh-tumbuhan itu menjadi kering
yang diterbangkan oleh angin. Dan adalah Allah, Maha Kuasa atas segala
sesuatu”. (QS. Al Kahfi (18): 45)

Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT telah menciptakan macam-macam

-

tumbuhan di bumi. Kalimat q‘aﬂ\ &S “Tumbuh-tumbuhan  di  muka
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bumi“memiliki makna bahwa Allah SWT telah menumbuhkan berbagai tumbuhan
di muka bumi dengan segala manfaatnya. Tumbuh-tumbuhan yang telah Allah
SWT tumbuhkan di muka bumi akan bercampur dengan air hujan. Hal tersebut
menjadikan tumbuhan dapat tumbuh menjadi lebat sehingga memberikan manfaat
bagi manusia (Muhammad, 2006). Berdasarkan tafsir tersebut terdapat dua
diantara tumbuhan yang baik dan memiliki manfaat disisi Allah SWT adalah
Cinnamomum burmannii Nees & T. Nees dan Carica pubescens Lenne & K.
Koch.

Cinnamomum burmannii merupakan tumbuhan asli Asia Selatan, Asia
Tenggara dan daratan Cina, dan Indonesia termasuk didalamnya. Jenis kayu manis
yang umum di pasar Indonesia yaitu Cinnamomum burmannii. Cinnamomum
burmannii di Indonesia tumbuh banyaktumbuh didaratan Sumatera, diantaranya
yaitu tumbuh di perkebunan Sumatera Barat, Jambi, dan Sumatera Utara (Heyne,
1987).

Klasifikasi Cinnamomum burmannii berdasarkan Cronquist tahun 1981

(Dasuki, 1991) adalah sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Subdivisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliidae
Ordo - Laurales
Famili : Lauraceae
Genus : Cinnamomum

Spesies : Cinnamomum burmannii
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2.6.2 Karakteristik dan Morfologi Cinnamomum burmannii Nees & T. Nees

Cinnamomum burmannii adalah tanaman yang masuk ke dalam famili
Lauraceae. Cinnamomum burmannii dapat tumbuh dengan baik dengan ketinggian
500 — 1.500 meter di atas permukaan laut. Curah hujan yang baik untuk tumbuh
kayu manis sekitar 2.000 — 2,500 mm per tahun. Tempat tumbuh kayu manis yang
optimum bersuhu rata-rata 25°C dengan batas suhu minimum 18° C dan
maksimum 27°C. Kelembapan yang baik untuk tumbuh kayu manis yaitu 70 -
90%, semakin tinggi kelembapannya maka semakin baik pertumbuhannya. Sinar
matahari langsung yang dibutuhkan tanaman kayu manis yaitu 40 — 70%. pH
tanah yang sesuai untuk tumbuh yaitu 5.0 - 6.5 (Purseglove et al., 1981).

Morfologi Cinnamomum burmannii umumnya memiliki tinggi tanaman
berkisar 5-15 meter. Kulit pohon kayu manis memiliki warna abu-abu tua dan
memiliki bau khas. Untuk kayunya berwarna coklat muda. Morfologi daun dari
Cinnamomum burmannii termasuk kedalam daun tunggal, memiliki tekstur kaku
seperti kulit, letak pada batang berseling, panjang tangkai daun 0,5 — 1,5 cm
dengan 3 buah tulang daun yang melengkung. Warna daun dari kayu manis yang
masih muda berwarna merah pucat. Permukaan atas daun berwarna hijau dan
bertekstur licin, sedangkan pada permukaan bawah berwarna keabu-abuan dan
dan terdapat tepung yang melingkupi permukaannya. Memiliki bentuk daun elips
dengan panjang 4 — 14 cm dan lebar 1,5 — 6 cm, berujung runcig, tepi daun rata
(Thomas dan Deuethi, 2001).

Bunga Cinnamomum burmannii termasuk kedalam bunga sempurna
karena berkelamin dua. Memiliki ukuran bunga yang kecil. Tidak memiliki tajuk

bunga. Memiliki kelopak bunga yang berjumlah 6 buah. Benang sari yang
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terdapat pada bunga kayu manis berjumlah 12 helai. Buah Cinnamomum
burmannii termasuk kedalam buah buni yang memiliki biji satu dan berdaging.
Morfologi buahnya memiliki bentuk bulat memanjang, ketika muda berwarna
hijau tua dan ketika tua berwarna ungu tua. Buah Cinnamomum burmannii
memiliki panjang 1,3 — 1,6 cm, berdiameter 0,35 — 0,75 cm (Thomas, 2001).

2.6.3 Manfaat Kulit Batang Cinnamomum burmannii Nees & T. Nees

Efek farmakologis dan manfaat klinis kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) antara lain sebagai antioksidan, antiinflamasi,
antidiabetes, antibakteria, anticancer, menurunkan kolesterol dan lipid (Rao,
2014). Kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dapat mengobati
berbagai penyakit. Manfaat farmakologis kayu manis diantaranya sebagai
hipoglikemik, hipokolesterolemia, dan sebagai obat penyakit kardiovaskular
(Ravindran, 2004). Kulit batang kayu manis dapat pula digunakan sebagai
imunomodulator. Kulit batang kayu manis juga dapat mengobati penyakit diare
dan gangguan pencernaan lain (Sanggal, 2011).

Kulit batang kayu manis memiliki efek dalam memperbaiki profil lipid
Dalam bidang kesehatan kulit batang kayu manis kering dimanfaatkan dengan
cara direndam dalam air teh dan diminum dapat menurunkan kadar kolestrol
tubuh. Hasil penelitian di Swedia menyatakan bahwa dengan mengkonsumsi
bubuk kayu manis dapat menahan kenaikan kolesterol darah (Coumarin, 2006).
Dalam penelitian Firdaus (2015), membuktikan bahwa dosis 300 mg/200 gr BB
ekstrak kayu manis dapat menurunkan kadar Kkolesterol tikus penderita

dislipidemia.
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2.6.4 Senyawa Aktif dalam Kulit Batang Cinnamomum burmannii Nees & T.
Nees

Senyawa aktif yang terdapat pada kayu manis yaitu senyawa polifenol

yang terkandung didalam kulit batang kayu manis. Polifenol yang terdapat

didalam kulit batang kayu manis mengandung senyawa turunan yaitu rutin,

quercetin, kaempferol, isorhamnetin, dan catechin. Komponen bioaktif lain yang

terdapat pada kayu manis yaitu cinnamaldehyde, cinnamic acid, dan cinnamate,

(Baker et al., 2008).
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Gambar 2.4 Senyawa aktif yang terdapat pada kulit batang kayu manis

(Cinnamomum burmannii) (Sumber: NCBI)

Senyawa-senyawa turunan yang terdapat dalam kulit batang Cinnamomum

burmannii memiliki fungsi sebagai antidislipidemia, senyawa tersebut yaitu:

a. Rutin

Rutin merupakan golongan flavonoid dari jenis flavonol. Rutin memiliki
efek dalam penghambatan oksidasi lipoprotein, yang akan mengakibatkan
menurunnya resiko aterosklerosis. Rutin memiliki efek farmakologis dengan

meningkatkan efek antihiperkolesterollemia padamodel hewan dislipidemia. Rutin
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dapat menurunkan konsentrasi LDL-Kolesterol hingga 30,4% - 41,5% (Ziaee et

al., 2009).
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Gambar 2.5 Struktur kimia rutin (Sumber: NCBI)
b. Catechin

Catechin merupakan senyawa yang dapat menghambat oksidasi LDL.
Selain itu catechin juga dapat menghambat penyerapan lipid di intestinal.
Catechin dapat mengatur ekspresi reseptor LDL. Penelitian Koo dan Noh (2007),
menyatakan bahwa catechin memiliki kemampuan penghambatan langsung pada
sintesis kolesterol. Penelitian yang dilakukan oleh Babu (2006), menjelaskan
bahwa pada ekstrak yang mengandung 80% catechin dapat menyerap sirkulasi
LDL-Kolesterol dan dapat meningkatkan HDL —Kolesterol pada tikus penderita
diabetes. Catechin dapat menyerap ApoB dan meningkatkan rasio ApoA-1.

OH
Hom\@w
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Gambar 2.6 Struktur kimia Catechin (Sumber: NCBI)
c. Quercetin
Quercetin  merupakan flavonol utama yang terdapat pada senyawa
tumbuhan. Quercetin memiliki efek hipolipidemik yang nyata, hal ini dibuktikan
dengan berubahnya profil lipid kearah normal. Quercetin dapat menurunkan
serum trigliserida dan serum LDL-Kolesterol (Yamamoto, 2006). Penelitian lain

yang dilakukan oleh Kamada (2005), menunjukkan bahwa quercetin dapat



39

menurunkan konsentrasi serum total trigliserida dan meningkatkan serum HDL-

Kolesterol.

Gambar 2.7 Struktur kimia quercetin (Sumber: NCBI)

d. Cinnamate

Cinnamate merupakan senyawa fenolik yang ditemukan pada kulit batang
kayu manis (Cinnamomum burmannii). Efek farmakologis cinnamate yaitu dapat
menghambat aktivitas HMG CoA reduktase di dalam hati sehingga menghasilkan
kadar kolesterol hati yang rendah. Cinnamate juga memiliki efek menekan
peroksidasi lipid melalui peningkatan aktivitas enzim antioksidan hepatic (Lee,

2003).

©/%)\O/\

Gambar 2.8 Struktur kimia Cinnamate (Sumber: NCBI).

2.7 Carica pubescens Lenne & K. Koch

2.7.1 Klasifikasi Carica pubescens Lenne & K. Koch

Tanaman pada setiap bagiannya memiliki manfaat masing-masing. Salah
satu organ dari tanaman yang sering di manfaatkan yaitu daunnya. Hal tersebut

sesuai dengan al-Quran surat Tahha (20): 18 yang berbunyi sebagai berikut:

[P
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“Dia (Musa) berkata, “Ini adalah tongkatku, aku bertumpu padanya, dan aku
merontokkan (daun-daun) dengannya untuk (makanan) kambingku, dan bagiku
masih ada lagi manfaat yang lain”. (QS. Tahha (20): 18).
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Ayat tersebut menunjukkan kata L‘s};f RV gj “Dan bagiku masih ada lagi

-

manfaat yang lain”. Ayat tersebut memperlihatkan bahwa dari daun yang tumbuh
dapat memberikan manfaat bagi makhluk hidup. Selain yang dijelaskan oleh ayat
tersebut bahwa daun dapat dimanfaatkan sebagai pakan hewan ternak, dijelaskan
pula bahwa daun yang tumbuh juga memiliki manfaat yang lain. Daun-daun
tersebut memiliki kandungan yang baik sehingga atas kehendak Allah SWT daun
tersebut dapat digunakan bagi manusia (Qarni, 2008). Salah satu daun dari
tanaman yang bisa dimanfaatkan kandungannya yaitu daun dari Carica
Pubescens.

Carica Pubescens Lenne & K. Koch atau di Indonesia lebih dikenal
dengan Pepaya Gunung memili nama lain Vasconcellea pubescens, Vasconcellea
cundinamarcensis, dan Carica candamarcensis. Carica pubescens masih
termasuk kedalam genus Carica. Carica pubescens berasal dari daratan Amerika
Selatan dan tersebar hingga wilayah Andas (Moya-Leon et al., 2004). Di
Indonesia Carica pubescens banyak tumbuh di dataran tinggi dieng. Carica
pubescens tumbuh dengan baik di ketinggian 1400 — 2400 dpl, dengan
temperature sedang dan curah hujan yang tinggi (Novalina dan ari, 2013).

Klasifikasi Carica pubescens berdasarkan Cronquist tahun 1981 di dalam
(Dasuki, 1991), yaitu:

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Dillenidae

Ordo : Violales
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Famili : Caricaceae
Genus : Carica
Spesies : Carica pubescens Lenne & K. Koch

2.7.2 Morfologi dan Karakteristik Carica pubescens Lenne & K. Koch

Carica pubescens walaupun termasuk genus yang sama dengan Carica
papaya, tetapi kedua tanaman tersebut memiliki perbedaan secara morfologi. Pada
Carica pubescens terdapat bulu pada beberapa organ tumbuhan tersebut. Hal
tersebut sesuai dengan arti kata pubescens yang memiliki arti bulu/rambut. Sesuai
dengan penelitian Laily et al., (2012) yang dilakukan di daerah dieng, tanaman
Carica pubescens yang tumbuh di daerah tersebut memiliki morfologi seperti
terdapat bulu pada bagian permukaan bawah daun, tangkai daun, serta permukaan
luar bunga janan dan betinanya. Penelitian tersebut menunjukkan bahwa spesies
Carica pubescens memiliki lebih banyak bulu dibandingkan genus Carica yang
lain.

Morfologi daun Carica pubescens semakin tinggi ketinggian tanaman,
maka terlihat warna daun lebih hijau pekat, dan bertekstur lebih tebal. Daun
Carica pubescens juga memiliki ukuran yang lebih besar, sehingga luas
penampang daun juga lebih besar, tentunya klorofil yang terdapat pada daun juga
semakin banyak (Laily et al., 2012).

Morfologi bunga pada Carica pubescens memiliki alat perkembangbiakan
generative dengan jenis bunga jantan, bentina dan banci. Pada bagian dasar bunga
memili bentuk bulat, kelopak memiliki bentuk berbulir, mahkota, benang sari, dan
bakal buah berjumlah 5, letak benang sari berada diatas bakal buah. Morfologi

batang Carica pubescens berwarna coklat muda hingga coklat tua dan coklat
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kehijauan. Batang Carica pubescens memiliki penampang berdiameter 10-11 cm
dan tinggi 153-194 cm dengan bentuk bulat. Permukaannya bertekstur halus
sampai kasar, memiliki bintil dan mengelupas (Laily et al., 2012).

Morfologi buah Carica pubescens memiliki bentuk buah yang agak bulat,
berukuran lebih kecil. Apabila dibelah bagian dalamnya memiliki daging buah
lebih tipis dan berwarna kuning sedikit jingga, beraroma khas, dan memiliki rasa
asam. Morfologi biji pada Carica pubescens, biji memiliki selaput lapisan yang
berlendir, berserat dan berair. Aromanya lebih menyegat dibandingkan buahnya
(Laily et al., 2012).

2.7.3 Manfaat Dan Senyawa Aktif Carica pubescens Lenne & K. Koch

Manfaat farmakologis daun pepaya gunung (Carica pubescens) dapat
digunakan sebagai obat tradisional dalam penyembuhan penyakit malaria, beri-
beri, sariawan, sembelit, dan disentri amuba (Hidayat et al., 2000). Penelitian lain
yang dilakukan oleh Novalina dan ari (2013), menunjukkan bahwa daun Carica
pubescens memiliki khasiat sebagai antibakteri terhadap bakteri penyebab diare.

Salah satu tumbuhan yang memiliki manfaat besar yaitu pepaya gunun.
Senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada Carica pubescens masih sangat
terbatas penelitiannya. Sehingga pada penelitian ini digunakan pendekatan
turunan pada senyawa meatabolit yang terdapat pada genus Carica. Senyawa
metabolit yang umum ditemukan pada genus Carica sesuai dengan penelitian
Yogiraj et al., (2015). Penelitian tersebut menyatakan bahwa pada daun genus
Carica memiliki kandungan alkaloid, flavonoid, tannin, dan fenol. Senyawa
turunan alkaloid yang terdapat pada daun pepaya gunung yaitu carpaine,

pseudocarpane. Senyawa turunan flavonoid vyaitu kaemferol, peonidin,
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pelargonidine, malvidine dan myricetin. Sedangkan untuk turunan fenol yaitu
ferulic acid, caffeic acid, dan chlorogenik acid.

Penelitian yang dilakukan oleh Qin et al., (2009), menunjukkan bahwa
bahwa senyawa aktif tanaman yang dapat menghambat aktivitas protein CETP
yaitu senyawa golongan antosianin. Pelargonidin, malvidin dan peonidin
merupakan senyawa golongan antosianin yang dapat menurunkan aktivitas CETP
hingga 6,3% sampai 10,4%. Hal tersebut menunjukkan bahwa senyawa aktif
malvidin dan peonidin dapat menurunkan kolesterol LDL dan menaikkan

kolesterol HDL melaui penghambatan CETP.
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Gambar 2.9 Senyawa aktif malvidin dan peonidin yang terdapat pada daun (C.
pubescens) (Sumber: NCBI)
2.8 Atorvastatin

Obat merupakan salah satu cara yang dapat digunakan untuk
menyembuhkan suatu penyakit. Pembahasan tentang obat digunakan sebagai
penyembuh rasa sakit tertuang dalam HR. Muslim no. 1475 yang berbunyi

sebagai berikut:
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“ Setiap penyakit ada obatnya, dan bila telah ditemukan dengan tepat obat suatu
penyakit, niscaya akan sembuh dengan izin Allah Azza wa Jalla” (HR. Muslim
no. 1475).

Allah SWT pemilik semua yang ada di bumi telah menciptakan berbagai
jenis penyakit diikuti dengan penciptaan obatnya. Ketika manusia sakit dan
diinduksi obat yang sesuai dengan penyakit yang diderita, manusia tersebut akan
sembuh karena adanya campur tangan dan izin Allah SWT. Hal tersebut
hendaknya menyadarkan manusia untuk bersyukur dengan kenikmatan sehat yang
telah Allah SWT berikan.

Obat golongan statin merupakan obat yang paling banyak digunakan untuk
mengontrol kadar LDL di dalam plasma darah. Salah satu obat golongan statin
yang paling efektif digunakan yaitu atorvastatin. Atorvastatin adalah obat statin
golongan baru yang sering digunakan kalangan umum. Obat golongan statin

memiliki fungsi menghambat aktivitas enzim HMG KoA reduktase (Kabo, 2008).

Q\(;_ /_\
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Gambar 2.10 Struktur kimia atorvastatin (Sumber: NCBI).
Atorvastatin tidak hanya memberikan efek dalam menurunkan kadar LDL tetapi
juga mempengaruhi profil lipid lainnya seperti kadar trigliserida dan komposisi
lipoprotein. Artovastatin memberikan efek penurunan yang lebih efektif dari obat
golongan statin lain. Artovastatin dapat menurunkan kadar kolesterol LDL sebesar
22-51% (Ray et al., 2005).

Mekanisme penurunan trigliserida oleh atorvastatin di sebabkan karena

artovastatin menyebabkan pembatasan sekresi VLDL dari hati. Efek lain dari
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atorvastatin yaitu meningkatkan pembersihan trigliserida yang kaya lipoprotein
dengan induksi LDL reseptor yang berasal dari plasma (Funatsu et al., 2001).
Selain itu menurut penelitian Guerin (2000) obat golongan statin dapat
menhambat aktivitas reseptor CETP sebanyak 5-10% dan meninkatkan
konsentrasi HDL sebesar 35%. Atorvastatin dapat menghambat aktivitas reseptor
CETP sebesar 7% dan meningkatkan konsentrasi LDL sebesar 37%.

2.9 Molecular Docking

2. 9.1 Definisi

Molecular docking adalah salah satu metode in silico yang digunakan
untuk mencari posisi optimal molekul ligan sehingga cocok secara geometris dan
energi dengan sisi aktif pengikatan protein target (reseptor). Molecular docking
akan memperlihatkan ikatan terbaik antara dari ligan dan protein (reseptor)
(Mukesh dan Rakesh, 2011). Ligan merupakan suatu molekul kecil yang akan
berinteraksi dengan daerah ikatan (binding site) yang terdapat pada protein.
Sedangkan reseptor merupakan protein yang menjadi tempat penempelan ligan
(Onkara, 2013). Ligan secara kimiawi akan berikatan dengan asam amino yang
terdapat pada reseptor (Syahputra dkk., 2015).

Molecular docking umumnya dimanfaatkan dalam proses penemuan obat.
Molecular docking digunakan sebagai alat dalam biologi molekuler structural
untuk mendesain obat dengan bantuan computer. Molecular docking digunakan
untuk memprediksi afinitas pengikatan inhibitor yang didesain terhadap suatu
enzim yang ingin dihambat aktivitasnya (Puspaningtyas, 2012).

Interaksi yang terjadi antara antara ligan dan reseptor akan menghasilkan
nilai energy ikatan (binding affinity) serta aktivitas dari molekul tersebut (Onkara,

2013). Hasil proses docking yang menghasilkan energi ikatan dijadikan sebagai
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parameter utama yang digunakan untuk mengetahui kestabilan ikatan antara ligan
dan protein. Interaksi ikatan antara lign dan reseptor nantinya akan berada pada
kondisi energy yang paling rendah. Hasil energi yang paling rendah menunjukkan
kestabilan posisi molekul, sehingga semakin rendah nilai enrgi ikatan maka
interaksi antara ligan dan reseptor menjadi semakin stabil (Arwansyah, 2014).
Nilai energi bebas Gibbs yang kecil menunjukkan konformasi yang terbentuk
yaitu stabil, sedangkan nilai energi bebas Gibbs yang besar menggambarkan
kompleks yang terbentuk tidak stabil (Funkhouser, 2007).

Proses docking molekuler memiliki beberapa syarat. Syarat docking
molekuler yaitu harus adanya struktur protein yang diinginkan. Struktur protein
yang akan digunakan ditentukan dengan menggunakan teknik biofisis. Teknik
biofisis ini yaitu Kristalogafi sina-x atau spektroskopi NMR. Adanya struktur
protein dan basis data ligan ini memiliki fungsi dalam input program docking.
Keberhasilan suatu proses docking molekuler ditentukan oleh dua komponen yaitu
pencarian algoritma dan fungsi scoring (Mukesh dan Rakesh, 2011). Fungsi
scoring memiliki fungsi dalam memprediksi afinitas ikatan makromolekul dengan
ligan. Sedangkan penggunaan algoritma digunakan dalam menentukan konfirmasi
(docking pose) yang paling stabil dan dalam pembentukan kompleks (Funkhouser,
2007).

Metode molecular docking yang dilakukan pada penelitian ini yaitu
mengunakan metode docking protein-ligan kecil. Protein yang digunakan pada
penelitian in silico ini menggunkan reseptor CETP. Sedangkan ligan yang
digunakan yaitu berasal dari kulit batang kayu manis (Cinamomum burmannii)

dan daun pepaya gunung (Carica papaya). Senyawa yang digunakan sebagai ligan
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yaitu rutin, catechin, quercetin, kaempherol, isorhamnetin, cinnamaldehyde,
cinnamic acid, cinnamate, carpaine, pseudocarpane, myricetin, antosianin, ferulic
acid, caffeic acid, dan chlorogenik acid
2.9.2 Database Perangkat Lunak untuk Docking

Ligan dan reseptor yang digunakan dalam proses docking molekuler
diperoleh dari database. Database yang digunakan untuk proses preparasi dalam

melakukan docking antara lain Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) dan

PubChem (Pubchem.nchi.nim.nih.gov). Sedangkan perangkat Ilunak yang
digunakan dalam proses docking antara lain Autodock Vina, Pymol, Autodock

Vina, Discovery Studio Visualizer, PASS Online, dan Pre-ADMET Online.

2.9.2.1 Protein Data Bank

Protein Data Bank atau lebih dikenal dengan PDB (https://www.rcsb.org/)

merupakan database yang terdiri dari struktur tiga dimensi dari makromolekul
biologis seperti protein dam asam nukleat yang berjumlah lebih dari 32.500
molekul. Molekul-molekul yang terdapat pada PDB merupakan molekul yang
berasal dari organisme dibumi, antara lain manusia, heman, tumbuhan, maupun
bakteri. Dalam PDB terdapat berbagai bentuk struktur mulai dari protein
berukuran kecil dan potongan-potongan DNA hingga molekul kompleks seperti
ribosom (Funkhouser, 2007). Molekul protein yang didapat dari PDB nantinya
akan digunakan sebagai reseptor dalam proses docking molecular.

Protein yang diambil pada software PDB yang digunkan yaitu reseptor
CETP (cholesterol ester transfer protein). CETP merupakan protein penting yang
berperan dalam terjadinya transport kolesterol terbalik. CETP merupakan

glikoprotein yang memiliki sifat hidrofofik. CETP dihasilkan di hati dan
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diedarkan pada plasma darah. CETP berperan sebagai pengkatalis transfer antara
cholesterol ester yang terdapat dalam HDL dengan trigliserida yang terdapat di
dalam VLDL dan LDL. Penghambatan CETP dapat mengurangi aterosklerosis
(Tall, 2001).
2.9.2.2 PubChem

PubChem (Pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) merupakan salah satu database
yang berisi berbagai data molekul-molekul dalam bentuk 3 dimensi (3D).
Database tersebut berasal dari peneliti yang yang melakukan penelitian di ranah
biologi molekuler di seluruh dunia (DeLano dan Bromberg, 2004). Database
PubChem berisi struktur kimia suatu senyawa yang digunakan dalam proses
docking berfungsi sebagai ligan.
2.9.2.3 PyMOL

PyMOL merupakan salah satu software yang digunakan untuk visualisasi
suatu struktur biologi serta dapat menampilkan gambar dalam struktur 3 dimensi
yang baik. Selain itu PyMOL juga dapat menyajikan tampilan struktur dan warna
dari suatu molekul, dari molekul terkecil hingga makromolekul eperti protein

(DeLano dan Bromberg, 2004).

2.9.2.4 Autodock

Autodock adalah software tang digunakan untuk docking molecular yang
efektif, cepat, dan akurat. Sehingga autodock dapat memprediksi konformasi dan
energi dari interaksi ikatan antara ligan dan target molekul. Autodock terdiri dari
dua program vyaitu Autodock dan Autogrid. Autodock memiliki fungsi untuk

melakukan docking molecular ligan dan protein target dengan set grid yang sudah
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terdeskripsi. Software yang melakukan pendeskripsian tersebut yaitu Autogrid
(Morris et al., 2009).

Autogrid berfungsi untuk melakukan perhitungan grid tersebut.
Perhitungan grid ini dapat digunakan sebagai pedoman untuk perancangan
struktur kimia sehingga diperoleh ikatan terbaik. Database yang telah siap di
preparasi dengan Autogrid akan langsung dilakukan validasi menggunakan
kontrol agonis dan antagonis. Setelah proses tersebutproses docking akan
berlangsung. Hasil proses docking akan divisualisasikan dengan software PyMol
dan Discovery studio (Syahputra dkk., 2014).
2.9.2.5 Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer merupakan software yng dioprasikan
bertujuan untuk visualisasi struktur molekul sehingga dapat mendapatkan
gambaran yang jelas dari struktur molekul yang telah di dockingkan. Software ini
dapat mengambarkan visualisasi dengan kualitas tinggi dari struktur senyawa
(Accelrys Enterprise Platform, 2005).
2.9.2.6 Analisis Aktivitas Biologi PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances)

Umumnya lagkah awal sebelum dilakukannya proses docking molecular
dilakukan prediksi terlebih dahulu menggunakan software online PASS. PASS
merupakan software yang digunakan untuk memprediksi berbagai aktivitas
biologi yang terdapat pada suatu senyawa (Jamkhande dkk., 2014). PASS
digunakan sebagai software yang potensial untuk memprediksi spectrum aktivitas
biologi dari suatu senyawa sintetis dalam pencarian obat baru. Analisis software

PASS berdasarkan pada SAR (Structure Activity Relationship) atau dapat dikatan
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sebagai hubungan antara struktur aktivitas dari sekumpulan percobaan yang
berjumlah lebih dari 205.000 senyawa yang menunjukkan lebih dari 3.750 macam
aktivitas biologi (Pramely dan Leon, 2012).

Hasil yang didapat dari proses prediksi software PASS yaitu menunjukkan
aktifitas biologi dengan kemungkinan aktif (Pa= probable activity) dan
kemungkinan tidak aktif (Pi= probable inactivity). Nilai Pa dan Pi yang didapat
bermacam-macam, nilai Pa dan Pi berawal dari 0,000 hingga 1,000 sehingga
secara umum nilai Pa+Pi#l. Penjelasan dari hasil prediksi PASS yaitu sebagai
berikut, (i) Senyawa dengan nilai Pa >Pi memiliki kemungkinan sebagai senyawa
yang baik, (ii) jika nilai Pa>0,7 memiliki kemungkinan untuk menemukan
aktivitas secara eksperimental rendah, tetapi senyawa tersebut mungkin tidak
sama dengan obat farmasi yang sudah ada, dan (iv) jika Pa<0,5 maka
menunjukkan aktivitas secara eksperimental rendah (Pramely dan Leon, 2012).
2.9.2.7 Pre-ADMET Online

Pre-ADMET adalah salah satu software online yang berfungsi untuk
memprediksi macam-macam sifat yang terdapat dalam struktur kimia yang
dimiliki oleh suatu senyawa. Pada software Pre-ADMET salah satu uji yang
dilakukan yaitu uji HIA. Uji HIA (Human Intestinal Absorption) merupakan uji
yang digunakan untuk melakuakn prediksi potensi terabsorpsinya suatu senyawa
obat di dinding usus. Uji HIA ini merupakan uji yang sering digunakan untuk
kepentingan yang berhubungan dalam mendesain kandidat obat (Wessel et al.,

1998).
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METODE PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian secara in silico menggunakan metode deskriptif eksploratif.
Penelitian deskriptif eksploratif bertujuan untuk menemukan sebuah data yang
dapat memberikan definisi ataupun penjelasan terkait konsep atau pola yang
digunakan dalam penelitian. Penelitian in silico menggunakan reseptor CETP dan
ligan yang berasal dari senyawa kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene).

Penelitian secara in vivo merupakan jenis penelitian eksperimental
laboratorium yang menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan enam
perlakuan dan lima ulangan. Hewan coba pada penelitian ini yaitu mencit (Mus
musculus strain Balb/c) untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak
kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung
(Carica pubescene) terhadap kadar LDL-C dan HDL-C serum mencit (Mus
musculus) yang diinduksi HFD.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli sampai September 2018 di
Laboratorium Hewan Coba Jurusan Biologi, Laboratorium Fisiologi Hewan,
Laboratorium Fisiologi Tumbuhan, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim, Malang; Laboratorium Biomedik,
Universitas Muhamadiyah Malang. Berikut uraian singkat waktu pelaksanaan

penelitian:
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Tabel 3.1 Waktu pelaksanaan penelitian

Kegiatan Juli Agustus September
1 2 |34 ] 1 2 3 4 1112 3| 4
Pembuatan
ekstrak
Aklimatisasi

Pemberian HFD

Pemberian HFD
+ ekstrak etanol

kayu manis dan

pepaya gunung

Pembedahan dan

pengambilan data

3.3 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini ada tiga macam vyaitu
variabel bebas, variabel terikat, variabel kontrol/terkendali. Variabel dalam
penelitian ini meliputi:
a) Variabel bebas
1. Uji Insilico: senyawa aktif yang digunakan sebagai ligan (Senyawa
aktif yang berasal dari kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene).
2. Uji In vivo: dosis kombinasi ekstrak etanol 70% kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica

pubescene)
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b) Variabel terikat
1. Uji In silico: presentase nilai HIA (Human Intestinal Absorption), nilai
uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substance) dan besar nilai
energi bebas (binding affinity) dan binding pose dari hasil docking
molekuler antara ligan aktif yang berasal dari kulit batang kayu manis

(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica

pubescene) dengan reseptor CETP.

2. Uji In vivo: kadar LDL-C dan HDL-C serum darah mencit (Mus
musculus) strain Balb/c dislipidemia.
c) Variabel kontrol
1. Uji In silico: metode molecular docking
2. Uji In vivo:

a) Hewan coba: mencit (Mus musculus) strain Balb/c jantan umur 12
minggu dengan berat badan 20-25 gram, gerak aktif serta bulu
mengkilap tidak rontok.

b) Cara pemeliharaan: mencit diaklimatisasi selama + 7 hari di
Laboratorium Kandang Hewan Coba sebelum perlakuan hingga
berat badan mencit mencapai 20-25 gram. Selama aklimatisasi
mencit diinduksi makan BR-1 dan minum air mineral.

e Induksi HFD (kuning telur puyuh, lemak ayam, dan ptu) secara oral.

e Perlakuan: teknik pemberian kombinasi ekstrak etanol kulit batang
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung

(Carica pubescene) secara oral.
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3.4 Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian adalah mencit (Mus musculus) strain Balb/c
jenis kelamin jantan umur 12 minggu dengan berat badan 20-25 gram yang
diperoleh dari UPHP (Unit Pengembangan Hewan Percobaan) Jl. Soekarno Hatta,
Malang. Sampel dikelompokkan secara acak kedalam 6 perlakuan 5 ulangan,
yaitu:

1. N (Normal): mencit jantan normal, tanpa perlakuan HFD dan tanpa
pengobatan.

2. K- (Kontrol negatif): mencit jantan normal, diinduksi High Fat Diet (HFD)
selama 56 hari

3. K+ (Kontrol positif): mencit jantan normal yang diinduksi HFD selama 56
hari, dan pada hari ke-29 hingga ke-56 diinduksikan atorvastatin dengan dosis
0,065 mg/kg BB

4. P1 (Perlakuan 1): mencit jantan normal yang diinduksi HFD selama 56 hari,
dan pada hari ke-29 hingga ke-56 diinduksikan 300 mg/kg BB ekstrak kulit
kayu manis (Cinnamomum burmannii)

5. P2 (Perlakuan 2): mencit jantan normal yang diinduksi HFD selama 56 hari,
dan pada hari ke-29 hingga ke-56 diinduksikan 150 mg/kg BB ekstrak kulit
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150 mg/kg BB ekstrak daun
papaya gunung (Carica pubescene)

6. P3 (Perlakuan 3): mencit jantan normal yang diinduksi HFD selama 56 hari,
dan pada hari ke-29 hingga ke-56 diinduksikan 300 mg/kg BB ekstrak daun

papaya gunung (Carica pubescene).

3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Alat-alat yang digunakan dalam uji in silico meliputi komputer Asus
X450C (Intel Pentium Inside, Windows 32 bit, RAM 4 GB) dan software untuk
uji in silico di antaranya Autodoc Vina di Pyrx 0.8, BIOVIA Discovery studio

2016, PyMOL, Software online PreADMET dan PASS Prediction. Alat untuk uji
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in vivo meliputi safety tool, kandang plastik, tempat makan dan minum mencit,
tube 2 ml, sonde lambung, spektrofotometer, gelas ukur 100 cc, beaker glass 100
cc, pengaduk, timbangan analitik, sentrifuge, neraca analitik, spuit ukuran 1 ml,
jerigen (1000 ml), microppipet, tip, kertas saring, vortex, pinset, seperangkat alat
bedah, penumbuk, saringan 100 mesh.
3.5.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam uji in silico antara lain: struktur 3D ligan
(Caffeic Acid CID: 689043, Carpaine CID: 442630, Catechin CID: 73160,
Chlorogenic Acid CID: 1794427, Cinnamaldehyde CID: 637511, Cinnamate CID:
637520, Cinnamic Acid CID: 444539, Ferulic Acid CID: 445858, Isorhamnetin
CID: 5281654, Kaempferol CID: 5280863, Malvidine CID: 443652, Myricetin
CID: 5281675, Pelargonidin CID: 443648, Peonidin CID: 441773,
Pseudocarpaine CID: 12305270, Quercetin CID: 5280343, dan Rutin CID:

5280805) yang diunduh dari (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) dengan format

.sdf, struktur 3D reseptor Cholesterol ester transfer protein CID: 4EWS yang

diunduh dari PDB (http://www.rcsh.org/pdb/home).

Bahan-bahan yang digunakan dalam uji in vivo antara lain mencit (Mus
musculus strain Balb/c) , pakan mencit BR-1, minum air mineral mencit, plastik,
kertas label, alumunium foil, Propylthiouracil (PTU), lemak ayam, kuning telur
puyuh, kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii), daun pepaya gunung
(Carica  pubescene), atorvastatin, etanol 70%, Na-CMC (Natrium
carboxymethylcellulose), Cholesterol standar (Glory Diagnostics), Cholsterol MR
Monoreagent (Glory Diagnostics), HDL cholesterol precipitant (DiaSys

Diagnostic Systems GmbH, Holzeim Germany), dan LDL precipitant (Glory
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Diagnostics).

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Uji In Silico

3.6.1.1 Penyiapan Struktur Ligan

Penelitian ini menggunakan ligan-ligan yang berasal dari senyawa-
senyawa aktif yang terkandung didalam kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) yaitu struktur 3D ligan
(Caffeic Acid CID: 689043, Carpaine CID: 442630, Catechin CID: 73160,
Chlorogenic Acid CID: 1794427, Cinnamaldehyde CID: 637511, Cinnamate CID:
637520, Cinnamic Acid CID: 444539, Ferulic Acid CID: 445858, Isorhamnetin
CID: 5281654, Kaempferol CID: 5280863, Malvidine CID: 443652, Myricetin
CID: 5281675, Pelargonidin CID: 443648, Peonidin CID: 441773,
Pseudocarpaine CID: 12305270, Quercetin CID: 5280343, dan Rutin CID:

5280805) yang diunduh dari (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) dengan format

.sdf (Lihat Lampiran 4).
3.6.1.2 Preparasi Protein Target

Penelitian ini menggunakan protein target yaitu reseptor CETP. CETP
merupakan reseptor peningkatan konsentrasi HDL. Identitas protein CETP yang
digunakan sebagai protein acuan (protein reference) memiliki kode 4EWS,
protein ini diperoleh dari Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). File protein target yang didapat

diunduh dalam bentuk PDB format. Pembersihan protein target dari molekul yang
tidak diperlukan dilakukan dengan software PyMOL. Hasil pembersihan akan
disimpan dalam format PDB (*.pdb). Protein ini akan digunakan sebagai reseptor

yang digunakan untuk penambatan (docking) (Lihat lampiran 5).


http://pubc/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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3.6.1.3 Uji HIA (Human Intestinal Absorption)
Uji HIA dilakukan dengan menggunakan software PreADMET online

dengan mengakses (http://preadmet.bmdrc.org/). Langkah awal dalam uji ini yaitu

dengan membuka software PreADMET. Selanjutnya diupload struktur ligan
dalam format Molfile (*mol). Langkah selanjutnya dilakukan prediksi absorpsi
senyawa ligan (Lee et al, 2003) (Lihat lampiran 6).
3.6.1.4 Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)
Senyawa-senyawa aktif kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescene) yang digunakan sebagai
ligan dianalisis aktivitas penghambatan sintesis kolesterol terlebih dahulu dengan
software PASS. Analisis aktivitas penghambatan sintesis kolesterol diawali
dengan mengunduh SMILE (atom penyusun senyawa) dari

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dan disimpan dalam notepad. Selanjutnya

dibuka software PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) alamat

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline) kemudian dilakukan prediksi dengan

cara memasukkan SMILE senyawa ligan kemudian dilakukan analisis (Get
prediction) (Lihat lampiran 7).
3.6.1.5 Molecular Docking

Proses molecular docking CETP dengan ligan (Ssenyawa-senyawa dari
kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung
(Carica pubescene)) dilakukan dengan memasukkan reseptor kedalam software
Pyrx dan kemudian formatnya diubah menjadi pdbqt. Setelah itu dimasukkan
ligan untuk diminimasi melalui Open Babel dan diubah formatnya menjadi pdbqt.

Langkah selanjutnya yaitu memulai proses docking melalui Autodock Vina


http://preadmet.bmdrc.org/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.pharmaexpert.ru/passonline

58

dengan mengatur grid box pada bagian sisi aktif reseptor dan kemudian di
running. Hasil docking disimpan dalam format PDB dan data nilai binding
affinity disimpan dalam format Ms. Excel (Dallakyan dan Arthur, 2015). (Lihat
lampiran 8).
3.6.1.6 Visualisasi Hasil Docking

Hasil proses docking yang telah dilakukan maka dipilih konformasi ligan
yang memiliki energi ikatan paling rendah (paling negatif). Hasil interaksi berupa
ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik serta asam-asam amino yang terikat pada
ligan divisualisasikan dengan software Discovery Studio dan PyMOL (Lihat
lampiran 9).

3.6.2 Uji In Vivo
3.6.2.1 Aklimatisasi Hewan Coba

Persiapan yang dilakukan sebelum dilakukan penelitian maka disiapkan
terlebih dahulu tempat pemeliharaan hewan coba yang diantaranya kandang,
sekam, tempat makan dan minun mencit, pakan mencit. Hewan coba yang
selanjutnya diaklimatisasi kandang selama 7 hari dengan diberi makan BR-1 dan

diberi air mineral.

3.6.2.2 Pembuatan HFD

Pembuatan hewan dislipidemia dilakukan dengan mengacu pada penelitian
Wicaksono dan Idris (2013) bahwa induksi dislipidemia menggunakan kuning
telur puyuh, lemak ayam, dan PTU. Komposisi bahan induksi dislipidemia untuk
mencit berat 25 gram adalah lemak ayam yang dicairkan 0,09 ml, kuning telur
puyuh 0,26 ml, dan PTU 1,095 mg. Pemberian induksi dislipidemia dilakukan

secara oral sebanyak 0,35 ml selama 56 hari pukul 08.00 pagi pada semua
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kelompok perlakuan keculai perlakuan normal.

3.6.2.3 Pembuatan Ekstrak
Kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) di dapat dari UPT

Materia Medica, Batu, Jawa Timur. Pepaya Gunung (Carica pubescene) diperoleh
dari Pemandian Air Panas Cangar, Batu, Jawa Timur. Kulit batang kayu manis
sebanyak 1 kg yang didapat telah melalui proses pengeringan dengan oven suhu
50°C, diblender, dan diayak dengan ayakan berukuran 100 mesh. Daun pepaya
gunung (Carica pubescene) yang sebanyak 1 kg dicuci dengan air mengalir
kemudian dipotong kecil-kecil dan ditimbang berat basahnya. Tahap selanjutnya
daging buah papaya gunung (Carica pubescene) dikeringkan dengan oven suhu
50°C, kemudian diblender dan diayak dengan ayakan berukuran 100 mesh.

Simplisia dari kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan daun
pepaya gunung (Carica pubescens) kemudian diekstraksi. Langkah awal
pembuatan ekstrak yaitu dengan melakukan maserasi yaitu merendam 500 gram
simplisia masing-masing tanaman herbal dengan 1.500 ml etanol 70%
perbandingan 1:3. Setiap 24 jam pelarut etanol 70% hasil maserasi (filtrate)
disaring dan ditampung, laludiganti dengan etanol 70% yang baru. Filtrat yang
telah didapat dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 60°C
(Kusuma, 2016).
3.6.2.4 Pembuatan Dosis Atorvastatin

Obat golongan statin yang digunakan untuk pembanding yaitu atorvastatin
20 mg/kg BB. Sehingga konversi dosis yang digunakan untuk mencit yaitu 0,065
mg/25 gram BB (Yosmar, dkk, 2014). Pemberian atorvastatin dilakukan secara
oral sebanyak 0,35 ml sehingga 0,065 mg atorvastatin dilarutkan pada 0,35 ml

aquades. Pemberian atorvastatin pada hari ke 29 sampai hari ke 56 pada pukul
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10.00 pagi.
3.6.2.5 Pembuatan Larutan Na CMC 0,1%

Sediaan larutan Na-CMC 0,1% dibuat dengan melarutkan 5 gram Na-CMC
kedalam 1 liter aquades, kemudian diaduk dengan menggunakan sepatula hingga
terlarut semua pada aquades.
3.6.2.6 Pemberian Terapi

Pemberian ekstrak kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan
daun pepaya gunung (Carica pubescene) diinduksikan secara oral pada hari ke 29
setelah pemberian induksi tinggi lemak selama 28 hari, pemberian terapi
dilakukan hingga hari ke 56. Ekstrak diinduksikan sebanyak 0,35 ml tiap mencit.
Dosis ekstrak yang diinduksikan yaitu P1 dosis 300 mg/kgBB kayu manis
(Cinnamomum burmannii), P2 dosis 150 mg/kgBB kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan 150 mg/kgBB pepaya gunung (Carica pubescene), P3 dosis 300
mg/kgBB pepaya gunung (Carica pubescene) dosis tersebut selanjutnya
dikonversi sesuai dengan dosis mencit. Pelarutan ekstrak dengan menggunakan
CMC-Na 0,1%. Dosis tersebut diinduksikan selama 4 minggu mengacu pada
penelitian Firdaus (2015) (Lampiran 13).
3.6.2.7 Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan setelah 56 hari perlakuan. Sebelum
dilakukan pembedahan mencit dipuasakan selama 8 jam. Mencit didislokasi pada
bagian leher, kemudian dilakukan pembedahan. Diambil darah dari jantung dan
dimasukkan kedalam tube. Sampel darah yang diambil disentrifuse selama 15
menit dengan kecepatan 1500 rpm untuk diambil serumnya. Serum yang yang

didapat digunakan untuk pengukuran kadar Kolesterol HDL dan Kolesterol LDL
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serum darah tikus.

3.6.2.8 Pengukuran Kadar LDL-C Serum

Pengukuran kadar kolesterol-LDL pada penelitian menggunakan metode
CHOD-PAP pada system photometric. Pada metode ini LDL diendapkan dengan
penambahan heparin. Setelah di setrifugasi HDL dan VLDL berada pada
supernatant dan pengukuran enzimatik dengan metode CHOD-PAP. Konsentrasi
LDL akan dihitung sebagai selisih total kolesterol dan kolesterol pada
supernatant.

Prosedur uji kadar LDL langkah pertama dilakukan presipitasi. Presipitasi
menggunakan sampel sebanyak 100 pl dan reagen presipitat 1000 pl. Dicampur
dan di inkubasi selama 15 menit pada suhu ruang. Disetrifuse selama 20 menit
dengan kecepatan 2500 g. Dipindahkan 100 pl supernatant larutan pereaksi untuk

mengetahui kadar LDL-C. Langkah selanjutnya yaitu uji LDL-C sebagai berikut:

Tabel 3.2 Pengukuran kadar LDL-C

Standart Sampel

Supernatant - 100 pl
Standart 100 pl -

Cholesterol reagent 1000 pl 1000 pl

Dicampur dan di inkubasi selama 5 menit pada suhu 37°C. Dibaca nilai

absorbansi dengan standart 45 menit. Perhitungan LDL yaitu sebagai berikut:

. A Sampel
Cholesterol in supernatan =

= m x Conc. standart

Kolesterol standart adalah konsentrasi total kolesterol pada larutan standart.
LDL-Cholesterol (mg/dl) = Total cholesterol (mg/dl) — Cholesterol pada

supernatant
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Faktor konversinya vyaitu: LDL-Cholesterol (mg/dl) x 0,02586 = LDL-

Cholesterol (mmol/L).

3.6.2.9 Pengukuran Kadar HDL-C Serum

Pengukur kadar kolesterol-HDL pada penelitian menggunakan metode
Differential Precipitation Enzymatic Colorimetric Test. Prosedur pengukuran
kadar HDL yaitu sampel darah yang didapat disentrifuse dengan kecepatan 1500
rpm selama 15 menit untuk memisahkan serum dari darah. Pengujian kadar HDL-
C dilakukan dengan dipipet 50 pl serum dan 100 pl reagent presipitat. Selanjutnya
di vortex dan didiamkan selama 10 menit pada suhu ruang. Kemudian
disentrifuse selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm. Langkah selanjutnya
yaitu uji LDL-C sebagai berikut:

Tabel 3.1 Pengukuran kadar HDL-C

Tubes Blank Sample supernatant | Standart supernatan
Monoreagent 1.0 Ml 1.0 mL 1.0 mL
Serum - 50 pl -
Chol. Standart - - 50 pl

Dicampur reagent pada tube dan di diamkan selama 5 menit pada suhu

37°C. Dibaca nilai absorbansi (A) dari serum dan kolesterol standar dengan
panjang gelombang 500 nm sedangkan untuk monoreagent di read blank. Hasil

yang didapat akan dilakukan perhitungan sebagai berikut:

A supernatan

¥ C standart = HDL — Cholesterol
A standart

Jika hasil dinyatakan sebagai satuan SI maka berlaku: mg/dl x 0,0259 = mmol / L

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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3.7 Analisis Data

Analisis data in silico yang diperoleh disajikan secara descriptif kualitatif
meliputi data hasil uji Human Intestinal Absorption (HIA%) dianalisis dengan
menggelompokkan nilai % yang memiliki kategori tinggi (70-100%), sedang (20-
70%) dan rendah (0-20%). Hasil uji PASS dianalisis dengan cara
mengelompokkan nilai Pa (Probable activity) dari hasil prediksi aktivitas senyawa
kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan pepaya gunung (Carica
pubescens) sebagai penghambat sintesis kolesterol. Hasil docking dianalisis
dengan cara mengelompokkan model ligan yang memiliki energy ikatan paling
rendah dan jenis ikatan yang terbentuk (Lihat lampiran 11 dan 12).

Analisis data kadar Kolesterol-HDL dan LDL diawali dengan uji normalitas
menggunakan Kolmogorov-Smirnov dengan program SPSS 16.0. Jika hasil yang
didapat normal, maka dilanjutkan dengan uji homogenitas menggunakan Levene
Statistic Apabila semua data terdistribusi normal dan homogen maka dianalisis
menggunakan uji One Way Anova. One Way Anova adalah uji untuk menentukan
apakah mean kelompok perlakuan dalam penelitian ini berbeda secara nyata. Uji
yang dilakukan yaitu uji duncan, uji ini dilakukan jika data yang dihasilkan terjadi
perbedaan yang signifikan. Jika terdapat data yang tidak normal, data
ditransformasi terlebih dahulu sesuai langkah sebelumnya. Apabila hasil
transformasi tidak terdistribusi normal maka dapat menggunakan uji non
parametrik menggunakan uji Kruskall-Walls dan dapat dilanjutkan uji Mann-

Whitney apabila hasilnya signifikan menunjukkan (Sig > 0,05).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Penghambatan Reseptor CETP Terhadap Senyawa Turunan Kulit
Batang Kayu Manis (Cinnamomum burmannii) dan Daun Pepaya
Gunung (Carica Pubescens) Secara In silico

4.1.1 Prediksi Absorpsi Senyawa dengan Parameter HIA (Human Intestinal
Absorption)

Penelitian secara in silico ini diawali dengan melakukan prediksi absorpsi
senyawa turunan yang terdapat pada kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun Pepaya gunung (Carica pubescens) dengan prediksi HIA
(Human Intestinal Absorption). Prediksi ini dilakukan karena penelitian pada in
vivo menggunakan senyawa yang diinduksikan secara oral sehingga obat tersebut
harus terabsorpsi dengan baik pada dinding usus. Apabila tingkat absorpsi
senyawa tersebut rendah, maka senyawa tersebut tidak dapat mencapai reseptor
target. Langkah awal dalam uji absorpsi pada dinding usus ini penting dilakukan
(Wilson, 2011).

Berdasarkan hasil Prediksi HIA (Human Intestinal Absorption) terlihat
bahwa atorvastatin dan senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) memiliki potensi terabsorpsi baik di usus dengan nilai Yyaitu
atorvastatin 94, 65%, cinamaldehid 100, 00%, cinnamate 97, 84%, cinnamic acid
97, 84%, catechin 66, 70%, isorhamnetin 78, 34%, kaempherol 79, 43%, potensi
terabsorpsi sedang yaitu quercetin 63, 48%, dan terabsorpsi rendah yaitu rutin 2,
86%, sedangkan senyawa turunan daun Pepaya gunung (Carica pubescens)
memiliki potensi terabsorpsi baik di usus dengan nilai yaitu cafeic acid 82, 30%,

ferulic acid 90, 60%, carpaine 94, 62%, malvidine 80, 91%, pelargonidine 81, 6%,

64
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peonidine 81, 24%, pseudocarpaine 94, 62%, dan terabsorpsi sedang yaitu
myricetin 40, 96%, dan chlorogenic acid 20, 42%.

Nilai yang didapat menunjukkan bahwa senyawa-senyawa yang memiliki
nilai prediksi HIA (Human Intestinal Absorption) lebih dari 70% maka senyawa
tersebut dapat menyerap di usus dengan baik. Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan Nerkar et al (2012) bahwa jika suatu senyawa memiliki prediksi
terabsorpsi di usus lebih dari 70% maka dapat dinyatakan bahwa senyawa tersebut
memiliki kemampuan terabsopsi tinggi.

Senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan
daun Pepaya gunung (Carica pubescens) dengan nilai absopsi tinggi dan sedang
akan lebih mudah mencapai target reseptor CETP yang terdapat di plasma darah
sehingga efek yang timbul akan lebih besar. Senyawa tersebut diharapkan seperti
halnya atorvastatin yang mampu terabsopsi dengan baik di usus sehingga mudah
mencapai reseptor CETP di plasma darah. Ketika atorvastatin dapat mencapai
reseptor CETP maka obat tersebut akan menghambat CETP untuk melakukan
pertukaran antara trigliserida dengan HDL dan LDL (Guerin, 2000).

Senyawa-senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun Pepaya gunung (Carica pubescens) umumnya memiliki
daya absorbsi yang baik kecuali rutin yang memiliki nilai absorbsi rendah yaitu 2,
861%. Sedangkan untuk senyawa chlorogenic acid, myrecetin, malvidine,
pelargonidine, catchin dan quercetin memiliki daya absorpsi sedang. Hal tersebut
sesuai dengan penjelasan Nekar et al (2012), bahwa suatu senyawa dikatakan

memiliki nilai absorsi sedang apabila nilai absorpsi pada usus antara 20-70%.
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Senyawa yang memiliki nilai absorpsi sedang dan rendah menurut
penjelasan Ziberna et al (2014), menjelaskan bahwa apabila senyawa terabsopsi
rendah maka dibutuhkan protein transport yang mampu membawa senyawa
tersebut masuk kedalam usus, Senyawa yang terabsorpsi rendah tidak mampu
hanya menggunakan jalur difusi pasif saja, sehingga membutuhkan perantara
yaitu protein trasnsport. Senyawa rutin menurut penjelasan Zhang et al (2013),
merupakan salah satu senyawa yang sulit terabsorpsi pada usus sehingga
membutuhkan protein transport. Protein transport yang digunakan rutin untuk
dapat mudah terabsorpsi yaitu P-glycoprotein (P-gp) dan multidrug-resistent
proteins (MRPSs). P-gp dapat menembus membran, termasuk kedalam superfamili
transport ATP-binding site (ABC) dan memiliki 2 nukleotida yang dapat mengikat
domain dan memiliki dua bagian yang sangat mirip dengan protein lain, salah satu
bagiannya memiliki domain transmembran. Rutin akan membentuk proporsi
substrat P-gp yang kuat sehingga dapat diserap di usus. Senyawa yang terabsorbsi
tinggi akan langsung dapat menyerap usus sehingga mudah mencapai reseptor
target, dalam penelitian ini yaitu reseptor CETP yang terdapat di plasma darah.

Senyawa yang terabsorpsi tinggi dan sedang tanpa bantuan protein
transport akan langsung terserap pada usus, ketiga sudah terabsorbsi baik pada
usus maka akan lansung menuju reseptor CETP yang terdapatdi plasma darah.
Senyawa yang sudah mencapai CETP yang terdapat di plasma, nantinya akan
bekrja menghambat CETP sehingga tidak ada pertukaran kolesterol ester dan
trigliserida.

4.1.2 Hasil Prediksi PASS (Prediction of Activity Spectra for Subtances)
Proses selanjutnya dilakukan prediksi senyawa inhibitor sintesis kolesterol

pada kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun Pepaya gunung
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(Carica pubescens) menggunakanan software PASS (Prediction of Activity
Spectra for Subtances). Software PASS bekerja berdasarkan SAR (Structure
Activity Relationship) yaitu merupakan hubungan struktur aktifitas berbagai
percobaan yang telah menunjukkan berbagai macam aktivitas biologi. PASS
Online terdiri dari 1000 lebih pengguna dan memiliki 200 lebih penelitian yang
sudah diaplikasikan dan sudah dikonfirmasi hasilnya (Filimonov et al, 2014).

Konsep dari uji PASS vyaitu berdasar pada spectrum aktifitas biologi dari
senyawa tersebut. Pada data base PASS terdiri dari banyak aktivitas biologi
interaksi antara asam amino dan ligan. Didalam software PASS terdapat ligan
yang mampu mengikat pada protein homolog (atau serupa). Kemiripan target
dapat digunakan untuk menemukan ligan baru, terdapat beberapa ligan baru yang
ditemukan berdasarkan hubungan struktur aktivitas (Lagunin et al, 2000). Hal
pertama yang dilakukan untuk melakukan uji PASS yaitu dengan memasukan
data dalam bentuk SMILE molekul dari senyawa, sehingga nantinya SMILE
molekul yang dimasukkan akan mencocokan kemiripan dengan molekul yang
telah memiliki aktifitas biologi.

Hasil prediksi PASS dilihat berdasarkan nilai Pa (Probable to be active)
dan Pi (Probable to be inactive). Jika senyawa memiliki nilai Pa > Pi, maka dapat
dikatakan senyawa tersebut aktif. Semakin jauh jarak antara Pa-Pi, maka senyawa
tersebut aktif digunakan pada eksperiment laboratorium (Ivanov et al, 2018).
Hasil prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa aktif yang terdapat pada pada
kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun Pepaya gunung
(Carica pubescens) memiliki nilai Pa>Pi yang artinya senyawa tersebut

berpotensi aktif secara eksperimen. Hasil uji PASS menunjukkan bahwa senyawa
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atorvastatin yang memiliki kemungkinan aktivitas inhibitor sintesis kolesterol
paling tinggi (Pa = 0,47 dan Pi = 0,005) di antara ligan-ligan yang lain. Sedangkan
senyawa dari kulit batang kayu manis yang memiliki nilai Pa dan Pi tertinggi
hingga terendah yaitu catechin Pa = 0,44 dan Pi = 0,006; Cinnamic acid Pa = 0,4
dan Pi = 0,010; Cinnamate Pa = 0,4 dan Pi = 0,021; Kaempferol Pa = 0,33 dan Pi
= 0,037; Quercetin Pa = 0,25 dan Pi = 0,033; Cinnamaldehyde Pa = 0,25 dan Pi =
0,034; Isohamnetin Pa = 0,25 dan Pi = 0,035; Rutin Pa = 0,13 dan Pi = 0,081.
Senyawa pada daun pepaya gunung yang memiliki nilai pa dan pi tertinggi hingga
terendah yaitu Caffeic acid Pa = 0,44 dan Pi = 0,006; Chlorogenic acid Pa = 0,44
dan Pi = 0,007; Ferulic acid Pa = 0,44 dan Pi = 0,007; Peonidin Pa = 0,33 dan Pi =
0,017; Pelargonidin Pa = 0,32 dan Pi = 0,018; Malvidine Pa = 0,29 dan Pi =
0,024; dan Myricetin Pa = 0,23 dan Pi = 0,039.

Hasil prediksi PASS menunjukkan bahwa senyawa- senyawa yang
terdapat pada kulit batang kayu manis dan daun pepaya gunung memiliki nilai
Pa>Pi dan jarak nilai Pa-Pi memiliki nilai cukup tinggi. Hasil tersebut menurut
penjelasan Ivanov et al., (2018), bahwa Semakin jauh jarak antara Pa-Pi, maka
senyawa tersebut aktif digunakan pada eksperiment laboratorium. Penjelasan
Ivanov tersebut menunjukkan bahwa senyawa-senywa yang terdapat dalam kulit
batang kayu manis dan daun pepaya gunung yang memiliki nilai Pa > Pi dan jarak
antara Pa-Pi jauh maka senyawa tersebut dapat digunakan untuk penilitian secara
ekperimental di dalam laboratorium, yaitu dapat digunakan untuk penelitian
secara in vivo dan in vitro. Merujuk pada penelitian ini yaitu Senyawa hasil uji
PASS dengan nilai Pa > Pi dan jarak keduanya semakin jauh maka senyawa dari

kulit batang kayu manis dan daun pepaya gunung dapat digunakan sebagai
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inhibitor sintesis kolesterol untuk menormalkan kadar LDL-C dan HDL-C dalam
serum darah.

4.1.3 Hasil Nilai Binding Affinity Ligan-Reseptor

Proses selanjutnya adalah molecular docking. Dijelaskan oleh Monika et
al. (2010), bahwa molecular docking digunakan untuk memprediksi energi ikatan
antara dua buah molekul atau lebih. Saat proses docking struktur molekul yang
digunakan yaitu CETP (Cholesterol ester transfer protein) dengan kode CID
4EWS yang didapat dari PDB. Struktur makromolekul yang telah diperoleh
dipisahkan dari ligan dan molekul air. Menurut penjelasan Cole, et al (2005),
bahwa pada dasarnya molekul air memediasi interaksi ligan dengan reseptor,
sehingga hasil docking yang didapat akan baik. Adanya molekul air menjadikan
proses docking semakin kompleks karena variabel semakin banyak sehingga
proses docking membutuhkan waktu yang lama. Molekul air dapat mengganggu
ikatan pada proses docking yang memungkinkan terikatnya ligan dengan molekul
air. Molekul air dan ligan lain perlu dibersinkan menggunakan software PyMol
dan disimpan dengan format .pdb.

Proses docking menggunakan Autodoc vina perlu dilakukan pengaturan
grid box untuk menentukan ruang penambatan ligan yang akan didocking. Grid
box digunakan untuk menandai sisi yang akan ditautkan docking antara ligand an
reseptor. Grid box merujuk pada asam amino kunci yang terdapat pada reseptor
CETP. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Liu, et al (2012), menjelaskan
bahwa asam amino GIn-199, Ser-230, dan His-232 merupakan asam amino kunci
agar interaksi ligan dan reseptor CETP lebih stabil. Proses docking reseptor dan

ligan dilakukan pada grid box center x = 8.8121, y = 2.2384, z = 35.4211,
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dimension x = 13.3044, y = 13.2453, z = 16.9917. Posisi ini merupakan posisi
menambatnya reseptor dan ligan.

Hasil docking ditunjukkan oleh nilai binding affinity (energi bebas AG)
dan interaksi ligan dengan residu pada reseptor. Binding affinity merupakan energi
yang dibutuhkan ligan untuk berinteraksi dengan reseptor pada binding site. Nilai
energi binding affinity yang kecil menunjukkan konformasi yang terbentuk yaitu
stabil, sedangkan nilai binding affinity yang besar menggambarkan kompleks
yang terbentuk tidak stabil (Funkhouser, 2007).

Perhitungan binding affinity (AG) didapat dari menghitung energi bebas
dari sistem protein-ligan berdasarkan prinsip-prinsip termodinamika statistik.
Binding affinity (AG) merupakan potensi termodinamika yang mengukur kapasitas
sistem termodinamika untuk melakukan kerja maksimum atau reversibel pada
suhu dan tekanan konstan. lkatan protein-ligan hanya terjadi ketika perubahan
dalam energi bebas (AG) dari sistem negatif ketika sistem mencapai keadaan
kesetimbangan pada tekanan dan suhu konstan. Karena tingkat asosiasi protein-
ligan ditentukan oleh besarnya (AG) negatif, dapat dianggap bahwa (AG)
menentukan stabilitas dari setiap kompleks protein-ligan, atau, alternatifnya,
afinitas pengikatan ligan terhadap reseptor tertentu (Gilson dan Zhou, 2007).

Proses docking reseptor CETP selain dengan ligan senyawa dari Kkulit
batang kayu manis dan daun pepaya gunung juga dilakukan docking dengan ligan
pembanding yaitu torcetrapib dan ligan kontrol yaitu atorvastatin. Torcetrapib
merupakan obat sintetis yang digunakan untuk penyembuhan dislipidemia dengan
penghambatan CETP. Hasil docking yang telah dilakukan menunjukkan docking

torcetrapib sebagai ligan pembanding memiliki nilai binding affinity paling rendah
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-10,2 kkal/mol. Sedangkan senyawa kontrol yang digunakan yaitu atorvastatin
dengan nilai binding affinity -7,8 kkal/mol. Hasil docking nilai binding affinity
senyawa kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dari rendah sampai
tinggi yaitu rutin -7,0 kkal/mol, quercetin 6,8 kkal/mol, isorhamnetin -6,7
kkal/mol, kaempferol -6,5 kkal/mol, catechin -6,5 kkal/mol, cinnamic acid -5,5
kkal/mol, dan cinnamaldehyde -5,2 kkal/mol. Sedangkan nilai binding affinity
daun pepaya gunung (Carica pubescens) dari rendah ketinggi yaitu pelargonidin
sebesar -7,3 kkal/mol, malvidin, myricetin  dengan nilai -6,8 kkal/mol,
chlorogenic acid -6,7 kkal/mol, peonidin -6,5 kkal/mol, caffeic acid dan ferulic

acid -5,6 kkal/mol, carpaine dan pseudocarpaine -4,1 kkal/mol (Lihat gambar 4.1).

Nilai AG (kkal/mol)
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Carpaine Pseudocarpaine

Gambar 4.1 Nilai AG (kkal/mol) dari senyawa aktif kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) hasil
docking dengan CETP

Hasil docking ligan dari senyawa aktif kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) terhadap
reseptor CETP (Gambar 4.2) menunjukkan bahwa senyawa pelargonodin
memiliki energi ikatan paling rendah (-7,3 kkal/mol) dibandingkan dengan
senyawa lain dan torcetabib (-10,2 kkal/mol) sebagai ligan pembanding maupun

kontrol atorvastatin (-7,8 kkal/mol). Berdarkan hasil tersebut ikatan yang paling
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baik yaitu ikatan antara CETP dengan senyawa pelargonidin. Efek dari rendahnya
nilai binding affinity pada pelargonidin yang hampir menyamai nilai binding
affinity pada atorvastatin yaitu diharapkan pelargonidin dapat menjadi obat untuk
menggantikan obat sintetis yang sering digunakan yaitu atorvastatin.

Reseptor CETP memiliki struktur yang berbentuk dari 1-476 sekuens asam
amino. Struktur reseptor CETP terbentuk dari N-terminal dan C-terminal, dari
kedua terminal tersebut memiliki cholesterol ester dan fosfolipid (Lampiran 3).
Penghambat CETP menempati kantong N-terminal dari terowongan pengikat lipid
CETP, inhibitor hanya menempati kantong N-terminal CETP, terdapat pada 3
asam amino yaiu GIn 199, Ser 230, His 232. Akibat dari penghambatan ini yaitu
akan secara fisik mengganggu pengikatan fosfolipid dan menjadikan cholesterol
ester ke posisi yang tidak menguntungkan untuk transfer lipid dengan memblokir
jalur pertukaran cholesterol ester dan fosfolipid. Inhibitor menempatkan pada
posisi yang dekat leher sempit terowongan hidrofobik CETP dan dapat membatasi
aliran lipid, sehingga transfer fosfolipid dengan cholesterol ester yang diperantarai
olen CETP tidak terjadi (Liu, 2012). Hal tersebut terlihat pada Lampiran 3 yang
memperlihatkan struktur Kristal dari reseptor CETP dan prubahan konformasi dari
reseptor CETP setelah dihambat oleh torcetrapib.

Proses docking selain menghasilkan nilai binding affinity juga
menghasilkan ikatan antara ligan dengan residu asam amino yang terdapat pada
reseptor. Hasil ikatan antara reseptor CETP dengan ligan menghasilkan beberapa
ikatan yang dapat dilihat pada lampiran 11.

Hasil ikatan residu asam amino antara ligan dan reseptor terlihat pada

lampiran 11 menunjukkan terdapat ikatan hidrogen yang terjadi pada ligan dengan
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residu reseptor. lIkatan hidrogen pada torcetabib, atorvastatin, caffeic acid,
catechin, chlorogenic acid, cinnamaldehyde, cinnamate, ferulic acid,
isorhamnetin, kaempherol, malvidine, pelargonidine, quercetin, dan rutin
memiliki ikatan hidrogen degan Ser-230. Ser-230 merupakan golongan residu
asam amino kunci yang terdapat pada reseptor CETP selain GIn-199 dan His-232.
Terdapat ligan yang memiliki ikatan hidrogen lebih dari satu, seperti torcetrapib,
atorvastatin, caffeic acid, catechin, chlorogenic acid, ferulic acid, malvidine,
pelargonidin, dan quercetin. Hasil visualisasi intraksi reseptor CETP dengan ligan
torctrapib, atorvastatin, senyawa kulit batang kayu manis dan daun pepaya gunung
terdapat pada lampiran 12.

Hasil visualisasi menunjukkan bahwa torcetrapib sebagai pembanding
dengan nilai binding affinity -10,2 kkal/mol memiliki 3 ikatan hidrogen yaitu pada
residu asam amino GIn-199, Ser-230, His-232. Sedangkan ikatan atorvastatin
yang digunakan sebagai ligan kontrol memiliki nilai binding affinity dengan 3
ikatan hidrogen yaitu Ser-230, Glu-229, Cys-13 tetapi hanya 1 ikatan hidrogen
yang terdapat pada asam amino kunci yaitu Ser-230.

Senyawa daun pepaya gunung (Carica pubescens) yang memiliki nilai
binding affinity terbaik yaitu pelargonidin. lkatan yang terbentuk dari ligan
pelargonidin memiliki 2 ikatan hidrogen yaitu pada asam amino Ser-230 dan His-
232. Hal tersebut menunjukkan bahwa pelargonidin memiliki 2 ikatan yang
terdapat dalam asam amino kunci dan memilki kemiripan dengan ligan
pembanding maupun ligan kontrol karena memiliki ikatan dan nilai binding

affinity yang mendekati ikatan pada torcetrapib dan atorvastatin.
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Ikatan yang terjadi antara reseptor CETP dengan ligan juga dipengaruhi
oleh sisi aktif atau asam amino kunci dari reseptor CETP. Penelitian Liu (2012),
menjelaskan bahwa asam amino GIn-199, Ser-230, dan His-232 merupakan residu
asam amino kunci dari reseptor CETP. Asam amino kunci ini yang menjadikan
proses docking yang dilakukan yaitu spesifik docking karena berada pada sisi
aktif dari reseptor. Sesuai dengan penjelasan Shamsara (2018), bahwa molecular
docking adalah metode untuk menemukan pose antara ligan pada sisi aktif
reseptor dan menghitung energy ikatan yang dihasilkan.

Berdasarkan uji yang telah dilakukan dari semua senyawa yang telah
dilakukan uji HIA, PASS, dan docking molecular maka senyawa terbaik yang
dapat menghambat reseptor CETP yaitu pelagonidin dengan nilai HIA 81,599,
nilai uji PASS Pa 0, 32 dan Pi 0,018, nilai banding affinity -7,3, selain itu biding
pose dari pelargonidin terletak pada sisi aktif yaitu pada asam amino Ser-230 dan
His-232. Selain pengujian secara in silico kemampuan pelargonidin untuk
menghambat reseptor CETP secara in vivo juga telah dilakukan. Penelitian Qin et
al (2009) menjelaskan bahwa senyawa golongan antosianin salah satunya
pelargonidin dapat menurunkan aktivitas CETP hingga 6,3% sampai 10,4%.

Hasil docking pelargonidin dengan reseptor CETP merupakan ikatan yang
paling baik untuk menghambat reseptor CETP, sebagaimana firman Allah SWT

dalam surat al-Hijr (15):21,
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Artinta: “Dan tidak ada sesuatupun melainkan pada sisis kami-lah khazanahnya;
dan kami tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang tertentu.” (Q.S.
Al-Hijr (15): 21).
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Berdasarkan firman Allah SWT dalam al-Quran surat al-Hijr (15):21,
terdapat kata ¢ s< 0= O)5 “Dan tidak ada sesuatupun’ menurut tafsir al-misbah
merupakan kata yang bersifat umum, yang mencangkup segala sesuatu.
Allah SWT telah menyediakan segala faktor yang merupakan unsur-
unsur bagi kehidupan manusia. Kata 43153 “khazanahnya” menurut
Sayyid Qurthub menjelakan bahwa semakin jelas setelah manusia
mengetahui ciri unsur-unsur kehidupan manusia dan pembentukan
komponennya. Misalnya, adalah bagian kecil dari protein bagian
khazana rezeki pada tubuh manusia. Hal yang serupa banyak sekali
yang menjelaskan makna khazana Allah SWT. Beberapa hal tersebut
adalah yang diketahui manusia, hal tersebut sebenarnya sedikit apabila
dibandingkan dengan apa yang telah Allah SWT berikan kepada
manusia. Kata g;jiiﬂ 032 “dengan ukuran yang tertentu” menjelaskan bahwa
semua yang telah Allah SWT ciptakan dan dalam wewenang Allah.
Komponen-komponen tersebut tersedia melimpah, tetapi karena rahmat
Allah  SWT kepada manusia sehingga, Allah SWT tidak
menurunkannya kecuali dalam kadar tertentu (Shihab, 2002). Kadar dan
ukuran yang telah ditetapkan dapat diartikan seperti halnya protein yaitu reseptor
CETP yang memiliki sisi aktif yang apabila terdapat ligan yang berikatan disisi
tersebut maka akan menghasilkan ikatan terbaik. Hal ini ditunjukkan oleh
senyawa pelargonidin yang berikatan pada residu asam amino kunci Ser-230,

His-232 dan memiliki nilai binding affinity terbaik -7,3 kkal/mol.
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4.2 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Kulit Batang Kayu Manis (Cinnamomum
burmannii) dan Daun Pepaya Gunung (Carica Pubescens) Terhadap
Kadar LDL-C dan HDL-C Serum Mencit (Mus musculus)

4.2.1 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Kulit Batang Kayu Manis
(Cinnamomum burmannii) dan Daun Pepaya Gunung (Carica
Pubescens) Terhadap Kadar LDL-C

Pengujian in vivo dilakukan untuk mengetahui pengaruh kombinasi
ekstrak etanol 70% kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan daun
pepaya gunung (Carica pubescens) terhadap kadar LDL-C. Pengukuran kadar
LDL-C digunakan sebagai indikator untuk mengukur kadar kolesterol jenuh
didalam darah. Tingginya kadar LDL-C di dalam tubuh, menujukkan salah satu
ketidak seimbangan profil lipid tubuh sehingga memicu terjadi dislipidemia
(Adam, 2009). Analisis kadar LDL-C serum mencit dalam penelitian ini
menggunakan metode CHOD-PAP pada system photometric. Pada metode ini
LDL diendapkan dengan penambahan heparin. Hasil setrifugasi HDL dan VLDL
berada pada supernatan dan pengukuran enzimatik dengan metode CHOD-PAP.
Konsentrasi LDL akan dihitung sebagai selisih total kolesterol dan kolesterol pada
supernatant.

Berdasarkan hasil penelitian pengaruh kombinasi ekstrak etanol 70% kulit
batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica
pubescens) terhadap kadar LDL-C yang diinduksi HFD menunjukkan hasil yang
berbeda pada setiap kelompok perlakuan. Adapun presentase dan rata-rata +
standar deviasi disajikan dalam table 4.1.

Tabel 4.1 Hasil rata-rata kadar LDL-C serum mencit setelah perlakuan

Perlakuan N Rata-rata £ SD

P1 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak kulit | 5 80,38 + 10,252

kayu manis (Cinnamomum burmannii))

K+ (HFD + Perlakuan atorvastatin) 5 | 89,01+ 16,48%®

N (Normal) 5 | 90,52 +1247%®
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P2 (HFD + Perlakuan dosis 150 mg/kg BB ekstrak kulit | 5 | 94,27 + 16,65%°
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150 mg/kg

BB ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene))

P3 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak daun | 5 | 102,16 + 11,33

papaya gunung (Carica pubescene))

K- (Perlakuan HFD) 5 | 110,05+ 10,61c

Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
uji Duncan a 5%

Data yang telah diperolen kemudian dilakukan analisis statistik
menggunakan SPSS 16.0 for Windows. Berdasarkan data rata-rata kadar LDL-C
dilakukan uji normalitas menggunkan Kolmogorov-Sminov Test. Hasil uji
normalitas menunjukkan bahwa data terdistribusi normal karena memiliki nilai
signifikansi sebesar 0,604 (p>0,05). Hasil uji homogenitas pada Lavene test
memiliki nilai signifikansi sebesar 0,846 (p>0,05), sehingga dapat disimpulkan
bahwa data yang diperoleh telah homogen. Oleh karena data yang diperoleh
normal dan homogen selanjutnya dilakukan uji ANOVA One-Way dengan taraf
signifikansi 5%.

Hasil uji ANOVA One-Way diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,026
(p<0,01) sehingga dapat disimpulkan bahwa hipotesa nol (Ho) ditolak dan
hipotesa (H1) diterima. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi ekstrak
etanol 70% kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan daun pepaya
gunung (Carica pubescens) secara signifikan dapat mempengaruhi kadar LDL-C
serum mencit yang diinduksi HFD. Setelah dilakukan uji ANOVA One-Way
dilanjutkan uji Duncan untuk mengetahui perbedaan antara perlakuan yang

berpengaruh terhadap kadar LDL-C serum.
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Gambar 4.2 Grafik rata-rata kadar LDL-C serum mencit

Keterangan: N (Normal), K- (Perlakuan HFD), K+ (HFD + Perlakuan
atorvastatin), P1 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak kulit kayu manis
(Cinnamomum burmannii)), P2 (HFD + Perlakuan dosis 150 mg/kg BB ekstrak
kulit kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150 mg/kg BB ekstrak daun
papaya gunung (Carica pubescene)), P3 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB
ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene).

Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa terjadi perbedaan nyata dengan a
5% vyaitu antara perlakuan K- (Pemberian HFD) dengan perlakuan normal,
perlakuan K+ (HFD + perlakuan atorvastatin) dan P1 ((HFD + Perlakuan dosis
300 mg/kg BB ekstrak kulit kayu manis (Cinnamomum burmannii)), hal ini
terlihat dari notasi pada perlakuan K- berbeda nyata dengan perlakuan K+, N, dan
P1. Tetapi hasil perlakuan K- tidak berbeda nyata dengan P2 (HFD + Perlakuan
dosis 150 mg/kg BB ekstrak kulit kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150
mg/kg BB ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene)) dan P3 (HFD + 300
mg/kg BB ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene).

Kelompok kontrol negatif, yaitu hewan coba yang diinduksi perlakuan
HFD tanpa perlakuan obat menunjukkan adanya peningkatan kadar LDL-C. Hal

tersebut disebabkan pemberian HFD yang diinduksikan terdiri dari kuning telur
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puyuh, lemak ayam, dan PTU. Dijelaskan oleh Gupta (2000), bahwa pemberian
lemak ayam dapat meningkatkan kadar LDL 47-63%. Sedangkan pemberian PTU
menurut Suharti (2007), menjelaskan bahwa PTU merupakan zat antitiroid yang
bekerja menghambat enzim peroksidase sehingga oksidasi ion iodida dan gugus
iodotirosil terganggu. Pemberian PTU berlebih dapat menekan kadar tiroid dalam
darah sehingga terjadi hipotiroidisme. Hipotiroidisme mengakibatkan lambatnya
metabolism sehingga lemak tidak terpecah. Pemberian PTU dapat meningkatkan
profil lipid dalam serum darah. Dari penjelasan tersebut menunjukkan bahwa
permberian HFD dapat meningkatkan LDL-C dan ditunjukkan pula pada kadar
LDL-C kontrol negatif dimana perlakuan pemberian HFD memiliki rata-rata nilai
kadar LDL-C paling tinggi yaitu 110,05 mg/dl.

Pemberian HFD apabila tidak dilakukan pengobatan lebih lanjut dengan
obat atidislipidemia maka akan memberikan efek lanjut bagi organ lain. LDL
yang termasuk kedalam jenis lipoprotein yang mengandung banyak kolesterol.
Kolesterol yang terkandung di dalam LDL akan diedarkan ke hati dan jaringan
steroidogenik yang memiliki reseptor kolesterol LDL, jaringan tersebut antara lain
kelenjar adrenal, testis, dan ovarium. Sisa dari kolesterol LDL akan ditangkap
oleh reseptor scavenger-A (SR-A) yang terdapat di magrofag untuk dioksidasi
menjadi sel busa (foam cell). Sehingga, semakin banyak kolsterol LDL yang
beredar di plasma darah maka semakin banyak kolesterol LDL yang ditangkap
oleh reseptor SR-A di magrofag dan dioksidasi sehingga makin besar sel busa
yang terbentuk. Sel busa yang terus menerus terbentuk akan menyebakan
aterosklerosis (Adam, 2009). Sehingga apabila serum LDL-C tidak diturunkan

konsentrasinya di plasma maka akan menyebabkan terjadinya plug di pembuluh
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darah yang nantinya memberikan efek lebih lanjut pada arterosklerosis dan
penyakit jantung.

Kadar LDL-C serum normal ditunjukkan pada gambar 4.2 memiliki
persamaan notasi dengan perlakuan kontrol positif (pemberian atorvastatin).
Menurut penjelasan lhedioha (2011), bahwa ambang batas untuk LDL normal
mencit yaitu < 110 mg/dl. Berdsarkan referensi tersebut kadar LDL-C dalam
kelompok normal dan kontrol positif masih tergolong dalam ambang normal
karena masing-masing memiliki kadar LDL-C 90,52 mg/dl dan 89,01 mg/dl. Hasil
tersebut menunukkan bahwa pemberian atorvastatin dapat menurunkan kadar
LDL-C hingga mendekati kadar normal. Atorvastatin adalah obat statin yang
digunakan menurunkan kadar LDL. Artovastatin memberikan efek penurunan
yang lebih efektif dari obat golongan statin lain. Artovastatin dapat menurunkan
kadar LDL-C sebesar 22-51% (Ray, 2005). Apabila LDL-C berada pada keadaan
normal maka konsentrasi profil lipid dalam plasma akan terdistribusi dengan baik
dimana kadar profil lipid yaitu LDL-C, HDL-C, kolesterol total dan trigliserida
seimbang.

Penurunan kadar LDL-C dapat dilakukan dengan pemberian kombinasi
ekstrak etanol 70% kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun
pepaya gunung (Carica pubescens). Hal ini terbukti dalam penelitian ini, dimana
kadar LDL-C serum mencit (Mus musculus) pada semua kelompok perlakuan
yang diinduksi perlakuan HFD dan kombinasi ekstrak etanol 70% kulit batang
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica
pubescens) mengalami penurunan. Terjadi penurunan kadar LDL-C pada P1

sehingga diperoleh kadar 80,38 mg/dl, sedangkan pada P2 sebanyak 94,27 mg/dl,
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dan P3 yaitu 102,16 mg/dl. Apabila dilihat pada hasil tersebut maka dapat
dikatakan bahwa pemberian kombinasi ekstrak etanol 70% kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmannii) dosis 300 mg/ kg BB merupkan dosis terbaik
untuk menurunkan LDL-C serum mencit. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
yang dilakukan Ummah (2015), bahwa pemberian ekstrak etanol 70% kulit batang
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dosis 300 mg/ kg BB dapat menurunkan
kadar LDL-C serum.

Penurunan LDL- C tidak terlepas dari konsentrasi kolesterol total pada
plasma. LDL dikatakan sebagai kolesterol jahat karena memiliki tugas membawa
kolesterol ke sel jaringan tubuh, apabila proses katabolisme LDL yang dilakukan
oleh hepar dan jaringan perifer berkurang, mengakibatkan kadar kolesterol plasma
menjadi meningkat. Kadar kolesterol yang meningkat pada plasma akan
disalurkan ke dalam makrofag sehingga membentuk sel busa (foam cells). Apabila
jumlah kolesterol dalam makrofag berlebihan menjadikan kolesterol yang
terkandung menumpuk serta mengendap pada dinding pembuluh darah, nantinya
dapat berkembang menjadi menebal dan mengeras di pembuluh darah yang
dikenal dengan nama aterosklerosis (Murray, 2006).

Terdapat beberapa mekanisme yang digunakan untuk menurunkan LDL
plasma yaitu dengan penghambatan HMG CoA reduktase yang berkorelasi
dengan kolesterol total dan penghambatan CETP yang berkorelasi dengan
kenaikan HDL. Penjelasan Goldstein dan Michael (2009), menjelaskan bahwa
peningkatan kolestrol biasanya dicegah dengan penggunaan obat golongan statin,
obat ini akan ditargetkan ke hati untuk mengikat dan menghambat HMG CoA

reduktase untuk menurunkan produksi kolesterol. Penurunan kolesterol hati



82

mengaktifkan pemrosesan SREBP, sehingga meningkatkan jumlah reseptor LDL
yang terdapat pada membrane sel hati. Reseptor LDL yang baru diproduksi akan
menyerap LDL berlebih yang terdapat di plasma dan mengirimnya ke bagian sel
dimana LDL akan disintesis menjadi kolesterol untuk proses metabolit. Sehingga
efek dari penghambatan HMG CoA reduktase bukan hannya menurunkan
produksi kolesterol tetapi juga meningkatkan reseptor LDL yang mengakibatkan
jumlah kolestrol di hati dipertahankan pada tingkat normal sementara pada saat
yang sama tingkat LDL—C dalam plasma dijaga tetap rendah.

Korelasi penghambatan CETP terhadap penurunan LDL-C yaitu melalui
mekanisme reverse cholesterol transfer. RCT memiliki dua jalur untuk
mentranfer kolesterol kembali ke hati yaitu melalui jalur langsung yang
melibatkan interaksi HDL dengan SR-B1 dan jalur tidak langsung yaitu transfer
kolesterol menggunkan CETP yang mengakibatkan reseptor di hati meningkat.
Penghambatan CETP akan mengurangi jalur tidak langsung sehingga apabila
CETP tidak dihambat maka akan menyebabkan proatherogenic (Barter dan Kerry,
2012).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pemberian ekstrak 70% kulit batang
kayu manis (Cinnamomum burmannii) memiliki efek yang paling baik dalam
penurunan kadar LDL-C. Hal tersebut dikarenakan kandungan senyawa golongan
flavonoid yang terdapat pada kulit batang kayu manis seperti catechin, rutin dan
quercetin. Catechin bekerja untuk mempengaruhi metabolism lipid dengan
berbagai mekanisme dan mencegah munculnya plak aterosklerosis pada penderita
dislipidemia. Catachin juga bekerja meregulasi ekspresi reseptor LDL di hati.

Catechin terbukti mengurangi kadar kolesterol darah dan mencegah pengendapan



83

dan akumulasi kolesterol di berbagai jaringan, termasuk hati dan jantung pada
tikus dengan hiperkolesterolemia. Catechin mengurangi sirkulasi LDL-C tetapi
meningkatkan HDL-C pada tikus yang diinduksi diet tinggi lemak dan kolesterol
tinggi. Apolipoprotein B (ApoB) adalah komponen apolipoprotein utama dalam
LDL dan tingkat ApoB yang tinggi dan penurunan rasio Apolipoprotein A-1
(ApoA-1) / ApoB dikaitkan dengan risiko CVD yang lebih tinggi (Kukita, 1984).
Catechin terbukti mengurangi ApoB dan meningkatkan rasio ApoA-1(Chan,
1999).

Pemberian rutin dengan dosis 100 mg/kgBB menurut penjelsan Ziaee et
al., (2009) dapat menghambatan oksidasi lipoprotein, yang akan mengakibatkan
menurunnya resiko aterosklerosis. Rutin dapat menurunkan konsentrasi LDL-
Kolesterol hingga 30,4% - 41,5%. Sedangkan senyawa quercetin menurut
penelitian Yamamoto (2006), bahwa quercetin juga dapat menurunkan serum
trigliserida dan serum LDL-Kolesterl pada hewan dislipidemia.

Pemberian perlakuan kombinasi ekstrak etanol 70% kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens)
pada perlakuan P2 dan P3 kurang memberikan efek penurunan kadar LDL-C
serum darah mencit. Hal ini disebabkan kurangnya senyawa pada daun pepaya
(Carica pubescens) gunung yang dapat menurunkan kadar LDL-C. Penelitian
tentang kadar LDL-C serum darah mencit menggunakan ekstrak daun pepaya
gunung (Carica pubescens) belum ada yang melakukan sehingga perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut.
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422 Pengaruh Ekstrak Etanol 70% Kulit Batang Kayu Manis
(Cinnamomum burmannii) dan Daun Pepaya Gunung (Carica
Pubescens) terhadap Kadar HDL-C

Hasil uji kadar HDL-C serum mencit yang telah diuji menggunakan
metode Differential Precipitation Enzymatic Colorimetric Test didapat hasil
sebagai berikut (Tabel 4.2)

Tabel 4.2 Hasil Rata-rata kadar HDL-C Serum Mencit Setelah Perlakuan

Perlakuan N | Rata-rata + SD

K- (Perlakuan HFD) 5 20,19 + 5,812

P2 (HFD + Perlakuan dosis 150 mg/kg BB ekstrak kulit | 5 | 33,27 +3,08°
kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150 mg/kg

BB ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene))

N (Normal) 5 | 42,69+ 8,77

P1 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak kulit | 5 | 43,27 + 9,35

kayu manis (Cinnamomum burmannii))

K+ (HFD + Perlakuan atorvastatin) 5 | 43,85+ 9,96

P3 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak daun | 5 45,38 £ 7,97°

papaya gunung (Carica pubescene)

Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan dengan
uji Duncan a 5%

Berdasarkan data yang telah diperoleh di atas kemudian dilakukan analisis
statistik menggunakan SPSS 16.0 for Windows. Data rata-rata kadar HDL-C
dilakukan uji normalitas menggunkan Kolmogorov-Sminov Test. Hasil uji
normalitas menunjukkan bahwa data terdistribusi normal karena memiliki nilai
signifikansi sebesar 0,604 (p>0,05). Hasil uji homogenitas pada Lavene test
memiliki nilai signifikansi sebesar 0,194 (p>0,05), sehingga dapat disimpulkan
bahwa data yang diperoleh telah homogeny. Oleh karena data yang diperoleh
normal dan homogen selanjutnya dilakukan uji ANOVA One-Way dengan taraf

signifikansi 5%.
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Hasil uji ANOVA One-Way diperoleh nilai signifikansi sebesar 0,000
(p<0,01) sehingga dapat disimpulkan bahwa hipotesa nol (Ho) ditolak dan
hipotesa (Hz) diterima. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian kombinasi ekstrak
etanol 70% kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan daun pepaya
gunung (Carica pubescens) secara signifikan dapat mempengaruhi kadar HDL-C
serum mencit yang diinduksi HFD. Setelah dilakukan uji ANOVA One-Way
dilanjutkan uji Duncan untuk mengetahui perbedaan antara perlakuan yang
berpengaruh terhadap kadar HDL-C serum. Hsil rata-ratadan standar deviasi dapat

dilihat berupa grafik pada Gambar 4.4

60

HDL (mg/dL)
w
o
fob)

N K- B2 P3

K+ P1
Perlakuan
Gambar 4.3 Grafik rata-rata kadar HDL-C serum mencit
Keterangan: N (Normal), K- (Perlakuan HFD), K+ (HFD + Perlakuan
atorvastatin), P1 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak kulit kayu manis
(Cinnamomum burmannii)), P2 (HFD + Perlakuan dosis 150 mg/kg BB ekstrak
kulit kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150 mg/kg BB ekstrak daun

papaya gunung (Carica pubescene)), P3 (HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB
ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene).

Hasil Duncan menunjukkan bahwa terjadi pengaruh pemberian kombinasi
ekstrak etanol 70% kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan daun
pepaya gunung (Carica pubescens) yang diinduksi HFD menunjukkan bahwa

kelompok perlakuan K- (Pemberian HFD) berbeda nyata dengan semua kelompok
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perlakuan. Kelompok perlakuan N (Normal), K+ (HFD + perlakuan atorvastatin)
dan P1 memiliki hasil yang tidak berbeda secara signifikan. Kelompok perlakuan
Pl ((HFD + Perlakuan dosis 300 mg/kg BB ekstrak kulit kayu manis
(Cinnamomum burmannii)) hasilnya memiliki pegaruh yang tidak berbeda nyata
dengan kelompok perlakuan P2 dan P3. Kelompok perlakuan P2 (HFD +
Perlakuan dosis 150 mg/kg BB ekstrak kulit kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan 150 mg/kg BB ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene))
berbeda nyata dengan dengan kelompok perlakuan P3 (HFD + Perlakuan dosis
dan 300 mg/kg BB ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene).

Kenaikan kadar HDL-C serum mencit (Mus musculus) dapat ditingkatkan
dengan pemberian ekstrak etanol 70% kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens). Hal ini terbukti pada
penelitian ini, dimana kadar HDL-C serum mencit (Mus musculus) pada semua
kelompok perlakuan yang diinduksi perlakuan HFD dan pemberian ekstrak etanol
70% kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung
(Carica pubescens) mengalami peningkatan dibandingkan dengan kelompok
perlakuan K- yang hanya diinduksi perlakuan HFD vyaitu 20,19 + 5,81. Terjadi
kenaikan kadar HDL-C serum mencit pada P1 sebanyak 43,27 + 9,35. Hal ini
menunjukkan adanya pengaruh pemberian dosis 300 mg/kg BB ekstrak kulit kayu
manis (Cinnamomum burmannii). Hal tersebut, sesuai dengan penelitian Shofiati
(2015), bahwa pemberian ekstrak etanol 70% kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dosis 300 mg/ kg BB dapat menurunkan kadar HDL-C

serum.
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Dosis pada P2 dapat dikatakan tidak begitu berpengaruh karena
berdasarkan hasil kadar HDL-C menunjukkan bahwa pemberian dosis 150 mg/kg
BB ekstrak kulit kayu manis (Cinnamomum burmannii) dan 150 mg/kg BB
ekstrak daun papaya gunung (Carica pubescene) dapat menaikan kadar HDL-C
serum mencit tetapi belum mendekati kadar HDL-C dalam keadaan perlakuan
normal. Hal tersebut menunjukkan bahwa perlakuan kombinasi antara kulit kayu
manis (Cinnamomum burmannii) dan daun papaya gunung (Carica pubescene)
kurang memberikan efek penurunan HDL-C pada serum mencit. Sehingga apabila
kedua senyawa pada tumbuhan tersebut dikombinasi kurang memberikan efek.

Dosis yang paling efektif adalah 300 mg/kg BB ekstrak daun papaya
gunung (Carica pubescene) yaitu 45,38 + 7,97 karena nilai tersebut melebihi
kadar HDL-C dalam perlakuan normal. Dosis P3 merupakan dosis yang paling
efektif untuk meningkatkan kadar HDL-C serum akibat pemberian HDF,

sebagaimana dalam firman Allah SWT surat asy-Syuara’ (26):80,

. .°:., _ 8% E N P L
@ &j}%mi }.@..9 g_,..‘,a/jﬁ \J/lj

Artinya: “Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkanku.”

Relevansi sakit yang terdapat pada surat asy-Syuara’ ayat 80 terfokus pada
frasa &= = 133 yang terpusat pada nila-nilai rasional, empiris, oprasional dan
aplikatif, baik yang terkait dengan penyakit psikis maupun psikologis. Menurut
tafsir Fahrudin Ar- razi menjelaskan bahwa keluhan fisik disebabkan adanya
gangguan fungsional organ tubuh. Sedangkan gangguan fungsi organ tubuh dapat
disebakan oleh ganguan gaya hidup, psikologis maupu depresi (Aswadi, 2007).

Berdasarkan tafsir tersebut maka salah satu penyebab datangnya suatu penyakit
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yaitu berasal dari diri manusia itu sendiri, yang dalam penelitian ini sebab
penyakit dislipidemia yaitu berasal dari gaya hidup yang tidak sehat.

Menurut penjelasan Qarni (2007) apabila sakit, maka tidak ada yang
mampu menyembuhkan dari penyakit tersebut kecuali Allah SWT. Allah yang
menurunkan penyakit dan menurunkan obat. Dari kedua tafsir tersebut jelas
bahwa Allah SWT telah memberi petunjuk bahwa tidak ada yang mapu
menyembuhkan penyakit di dunia ini selain dari Allah SWT. Segala yang berasal
dari ciptaan Allah SWT atas kehendaknya dapat dimanfaatkan sebagai obat.
Manusia memiliki kewajiban untuk berusaha semaksimal mungkin, ketika usaha
yang diinduksikan telah maksimal maka Allah SWT yang menentukan baik
buruknya. Salah satu obat yang dapat digunakan yaitu kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) untuk
menaikkan kadar HDL-C yang digunakan dalam penelitian ini.

Kenaikan kadar HDL-C terbaik yaitu pada pemberian ekstrak 70% daun
pepaya gunung (Carica pubescens). Hal tersebut disebabkan oleh kandungan
senyawa aktif dari tanaman tersebut. Senyawa aktif yang umum ditemukan pada
genus Carica sesuai dengan penelitian Yogiraj et al., (2015), menyatakan bahwa
pada daun genus Carica memiliki kandungan alkaloid, flavonoid, tannin, dan
fenol. Senyawa turunan alkaloid yang terdapat pada daun pepaya gunung yaitu
carpaine, pseudocarpane. Senyawa turunan flavonoid yaitu kaemferol, peonidin,
pelargonidine, malvidine dan myricetin. Sedangkan untuk turunan fenol yaitu
ferulic acid, caffeic acid, dan chlorogenik acid. Penelitian yang dilakukan oleh
Qin (2009), menunjukkan bahwa bahwa senyawa aktif tanaman yang dapat

menghambat aktivitas reseptor CETP yaitu senyawa golongan antosianin.
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CETP merupakan protein penting yang berperan dalam terjadinya
transport kolesterol terbalik. CETP merupakan glikoprotein yang memiliki sifat
hidrofofik. CETP dihasilkan di hati dan diedarkan pada plasma darah. CETP
berperan sebagai pengkatalis transfer antara cholesterol ester yang terdapat dalam
HDL dengan trigliserida yang terdapat di dalam VLDL dan LDL. Penghambatan
CETP dapat mengurangi transfer antara HDL dengan trigliserida sehingga
konsentrasi HDL tetap tinggi (Tall, 2001).

Kandungan antosianin yaitu pelargonidin, malvidin dan peonidin dapat
menghambat CETP sesuai dengan penjelasan Qin (2009), bahwa pelargonidin,
malvidin dan peonidin merupakan senyawa golongan antosianin yang dapat
menurunkan aktivitas CETP hingga 6,3% sampai 10,4%. Hal tersebut
menunjukkan bahwa senyawa aktif pelargonidin, malvidin dan peonidin dapat
menurunkan Kkolesterol LDL dan menaikkan kolesterol HDL melaui
penghambatan CETP.

Hal tersebut sesuai dengan penelitian in vivo yang dilakukan dimana
pemberian ekstra daun pepaya gunung dapat menurunkan kadar HDL-C secara
siknifikan dibandingkan perlakuan yang lain. Dikuatkan pula oleh penelitian in
silico, dimana penghambatan reseptor CETP paling baik dilakukan oleh senyawa
pelargonidin yang terkandung didalam daun pepaya gunung. Hal tersebut
ditunjukkan dengan nilai binding affinity senyawa pada daun pepaya gunung yaitu
pelargonidine yang memiliki nilai binding affinity terbaik yaitu -7,3 kkal/mol dan
memiliki posisi ikatan terbaik yaitu mengikat pada asam amino Ser- 230 dan His-
232. Hasil binding affinity dan pengikatan tersebut menurut Liu (2012) akan

mengubah konformasi protein dari reseptor CETP sehingga memberikan efek
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untuk menghambat pertukaran cholesterol ester dengan trigliserida yang
diperantarai oleh CETP. Penghambatan ini yang menyebabkan hasil secara in vivo

kadar HDL-C pada penelitian ini menjadi meningkat.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Senyawa aktif dalam kulit batang kayu manis (Cinamomum burmanii) dan
daun pepaya gunung (Carica pubescens) yang dapat menghambat CETP
berdasarkan hasil uji in silico adalah senyawa pelargonidin yang berasal dari
daun pepaya gunung (Carica pubescens).

2. Terdapat pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang kayu manis
(Cinamomum burmanii) dapat menurunkan kadar LDL-C, pemberian ekstrak
etanol daun pepaya gunung (Carica pubescens) dapat meningkatkan kadar
HDL-C, sedangkan kombinasi antara kulit batang kayu manis dan daun
pepaya gunung kurang memberikan pengaruh terhadap kadar LDL-C dan
HDL-C serum mencit dislipidemia.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukanan saran sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menemukan reseptor-reseptor
protein lain yang berkaitan dengan dislipidemia untuk penelitian secara in
silico.

2. Perlu dilakukan pengujian lebih lanjut tentang struktur histologi organ
seperti pembuluh darah, hepar, ginjal, dan pankreas mencit penderita

dislipidemia.
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LAMPIRAN 3. Struktur Reseptor

Konformasi struktur reseptor CETP ketika berikatan dengan Torcetrapib
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LAMPIRAN 4. Preparasi Ligan

1. Ligan yang akan digunakan diunduk dari (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

€ > C & hups nebi.nlm.nih. 0805 D o
ational Libra
OPEN
Pub ©hem | CHEMISTRY Q search pubChem
CATABASE
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ma Download

» Cite this Record

S ¢ & A

STRUCTURE VENDORS PHARMACOLOGY LITERATURE PATENTS SI0ACTIVITES
PubChem CID: 5280805
Chemical Names: RUTIN; 153-18-4; Rutoside; Phytomelin; Quercetin 3-rutinoside; Birutan ~ More...
Molecular Formula: ~ CoHioO1s
Molecular Weight: 610521 g/mol
InChl Key: IKGXIBQEEMLURG-NVPNHPEKSA-N
Substance Registry: FDA UNII
Safety Summary: Laboratory Chemical Safety Summary (LCSS)

Rutin is a flavonol glycoside found in many plants, including BUCKWHEAT; TOBACCO; FORSYTHIA; HYDRANGEA; VIOLA, etc. It has been used therapeutically to
decrease capilary fragility.
¥ from MeSH -
10PM

NG 2972

2. Ligan dalam bentuk 3D disimpan dalam format SDF

& 3 C @ hups//pubchem.ncbinlm.nihgov/compound/5280805#section=Top a ¥ @ i
O Rutin Loownioad @ share  @hep o
| |
© Contents & 1 2D Structure

12D Structure

search B8l GetImage
20censne s [T e

3 Names and Identifiers SDF e Display
4 Chemical and Physical Properties JSON save  Display
5 Related Records XML Save  Display
Eemm=lErirs ASN1  Save  Display

7 Pharmacology and Biochemistry Pr C
Vo
.0
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9 Literature ! J\ i W @ Magnify
10 Patents
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14 Information Sources.
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LAMPIRAN 5. Preparasi Protein

1. Diunduh struktur 3D reseptor CETP dari Protein Data Bank (PDB) melalui
http://www.rsch.org dengan kode 4EWS

RCSB PDB  Deposit ~ Search v Visualize v Analyze v Download v Leam ~ More v

[='a) 145690 Biological
m Macromolecular Structures Search b uthor, macromolecule, sequence, or ligands
Enabling Breakthroughs in i

PROTEIN DATA BANK Researchand Educaon

Advanced Search | Browse by Annotations

£ PDR-101 ‘D‘Hﬂ ‘L“D“M nrr\, mueien & »".. peliesn Em

JEws

Crystal structure of cholesteryl ester transfer protein in complex with inhibitors
DOI: 1

Structure S

c i LIPID TRANSPORT/INHIBITOR
Organism(s): Homo sapiens

System: Cricetulus griseus
Mutatlon(s) 60

Deposited: 2012-04-27 Released: 2012-09-05
Deposition Author(s): Liu, S., Qiu, X.

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation © 3D Report || Full Report
Method: X-RAY DI ACTION Metric Percentile Ranks Value

Resolution: A Riree I | [ W 0.263

Searching 4EWS- Klik Download File- Klik PDB Format

2. Pembersihan molekul-molekul yang tidak diperlukan

7 The PyMOL Molecular Graphics System ==

Fle Edt Buld Movie Dsplay Seting Scene Mouse Wizard Plugin

PYMOL (TM) 1.7. - Educarional Product
Coprriam &3 Sehrodingers

Free usage of this Executable Build 15 restricted to full-time students
and Tneir teacners nnile engaged Tn educational actiyities. All atner
uses require purchas a PYNOL Maintenance and/or Support Subscription.
Please visit | Pttpr//pynol.org/academic  for more information and Rebuid| abort]
Comtact salesepymol.6rg When yoU are ready To purchase a Susscription.

Which object or selection would you ke to save?
hews_bersin

C ol
& one fie
Savedstate... @ global
 mutiple fles
€ object’s current

Cancel

Pl mlﬂ \ wg =l RO NG g

Klik “S” - Select Sekuen- Remove- Pilih file - Save molekul
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LAMPIRAN 6. Uji HIA (Human Intestinal Absorption)

1. Dibuka Software Pre ADMET online melalui http://preadmet.omdrc.org/ dan
kemudian diklik ADMED Prediction

dsdfile Molecular descriptors  Druglikeness  ADME Predi Loghn  Register

§ +822393 9550~1 B2 webmaster@bmdrckr
{21 B138A, YONSEI ENGINEERING RESEARCH COMPLEX, YONSEI UNIVERSITY, SEOUL, REPUBLIC OF KOREA.

Home  About @ Druglikeness i ADME $ Toxicity ~ Community ~ Commercial

Welcome to the PreADMET Lastest News

G-SFED and Human Nephrotoxicity
models will be added in Aug 2017

PreADMET is a web-based application for predicting ADME data and building drug-like library using in silico method.
PreADMET ver 2.0 is also commercially available in the four editions: Descritpors, Endpoint, Standard and

Profggfial b PreADMET Ver 2.1 is coming soon in
. . *=  this month.
Drug-Likeness Prediction 5 \
- 20

Lipinski rule, lead-like rule, Drug DB like rule
[2008/11] PreADME is one of the

ADME Prediction most popular sites by
Cheminformatics.org.
caco-2, MDCK. BBB. HIA. plasima protein binding and skin permeability data

Toxicity Prediction
Ames test and rodent carcinogenicity assay

2. Dicopy MOLfile ligan dari notepad
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3. Dimasukkan MOLfile yang telah dicopy ke Load Molecule pada software dan
di running

<« > C & https;//preadmetbmdrc.kr/adme/ P e H

@re A[]M ET Home About @ Druglikeness. %8 ADME % Toxicity Community Commercial

32 . &
c e AL s O

Load Molecule x

Copy and paste the contents of a MOLFile (.mol) or ChemDoodle JSON in
the textarea below and then press the Load button. (@)

Where do | get MOLFiles or ChemDoodle JSON?

rﬁ € ¥ & = B - @ L) Cwsmr’g" mfﬂ \ SO o

Klik Folder file- PASTE Mol file pada Load Molecule- Ok- Submite

4. Hasil Prediksi HIA menggunakan software PreADMET

<« C @ httpsy//preadmet.bmdreke/admef F- O - I

?re ADMET Home  About @ Druglikeness  {i§ ADME  # Toxicity  Community  Commerdial

‘ Copy H Excel H csv ” PDF ‘ Show entries
Search: |
D 4 value
© BEB 0.673428 'l
] Buffer_solubility_mg_L 14127%%
© Cacoz 21.709
© €YP_2C19_inhibition Non
© CYP_2€9_inhibition Inhibitor
© CYP_206_inhibition Non
© CYP_2D6_substrate Non
o CYP_3A4_inhibition Inhibitor
© CYP_3Ad_substrate Substrate
) HIA 94.651032 o
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LAMPIRAN 7. Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Subtances)
1. Copy SMILE Ligan dari Puchem

€« = C @ hips; ncbi.nlm.nih. 1593, hi a % 6 :
O Torcetrapib &oownioad @ share @ rep 0
© Contents « 312 InChl 0
120 Structure INChI=15/C26H25FIN204/c1-4-18-12-21(19-11-15(24(27,28)29)¢ 19)37( 40-
23D Conformer 3)13-14-8-16(25(30,31)32) 10-17(9-14)26(33,34)35/h6-11,18, 21H,4-5,12-13H2,1-3H3/t18-21+/m1/s1
» from PubChem

® 3 Names and Identifiers

4 Chemical and Physical Properties

5 Related Records 3.1.3 InChl Key

6 Chemical Vendors CMSGWTNRGKRWGS-NQIRXRSSA-N
7 Drug and Medication Information » from PubChem

8 Pharmacology and Biochermistry

9 Safety and Hazards 3.1.4 Canonical SMILES

10 Literature JCCCICCIC2=CN1C(=0)OCC)C=CC=C2CAFIFN(CC3=CC(=CC(=C3) CRRRC(FARC=0)
1 Patents » from PubChem
12 Biomelecular Interactions and Pathways

13 Biological Test Results 3.1.5 Isomeric SMILES

14 Classification
CCIC@@HNCIC@@H](C2=C(N1C(=0)0CC)C=CC(=C2)C(F)FIFINICC3=CC(=CC(=C3)C(F)(FIF)ICIF){F)FIC(=0)OC

15 Information Sources. » from PubChem
3.2 Molecular Formula

CagHacFgN:0s
¥ from PubChem

E é ’;J’— g} | A T . + .l M @ d) ENG

2. Membuka website http://www.pharmaexpert.ru/passonline dan kemudian klik
‘Go for prediction’

IZ1 ADME — PreADMET | Prediction - X | @ Torcetrapib | C26H25FoN204 - ¢ x [liw JUCELITEREET 3

<« C ® Notsecure | www.pharmaexpert.ru/passonline/ - % 6

Way2Drug ===~

» Home »  Definition » Products » Services » FAQ » Contacts

It is easy to use

Get more information News 4
about biological potential of your WA Meet with the members of Way2Drug Team
at the Seminar that wil be held in Room
compounds. {lélg 135, Building 2, lvane Javakhishiii Tilsi
State University. Toiisi, Georgia, on Marcn
PASS Online predicts over 4000 kinds of biological activity, IRl Porolkagifovel
eding i e Approaches for Computer-Aided Drug

Discovery”. (Morew.).

toxic and adverse effects, interaction with metabolic enzymes
and transporters, influence on gene expression, etc
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3. Pilih “ Predict new compound” dan klik “SMIES”

"1 ADME—PreADMET | Prediction « X | @ Torcetrapib | C26H25F9N204 - ¢ x [Mw RRCURTEVIRSCRIRIIRESTARN 7 Way2Drug registrationdata - ris X | + i
& > C O Notsecure | www.ph predict.php o % 6
E ASS online  ovwmeaoans ¢
» Home »  Definition » Products »  Services » FAQ »  Contacts

Way2Drug.com ©2011 - 2018 « Version 2.0 + Privacy Policy,

4. Masukkan file SMILES yang sudah diunduh dari pubchem

ADME — PreADMET | Prediction « X

P Torcetrapib | C26H25FON204 - 1 X

&« @ @ Notsecure | www.pharmaexpert.ru/passonline/predict.php o % O
iF 3 rod o
EP‘MSS Onllne Dwi Kumiawati (Log out) Go f
» Home »  Definition » Products » Services » FAQ » Contacis

[ Predict new compound } [ View old results ] [ Viewichange profile J
[ SMILES J [ MOL file ] [ Marvin JS J

F=CC(=CaCFNFPCEFFCEO)QC]
Get prediction|

5. Hasil Prediksi aktivitas pendhambatan sistesis kolesterol

[ ADME - PreADMET | Prediction © X Torcetrapib | C26H25FN204 -+ X [ W RUTISINRS RO R = Way2Drug registration data - risl X |+ >
&« @ © Notsecure | www.pharmaexpert.ru/passonline/predict.php - # O
[cec1cc(Ca=c(N1C(=0)0CC)C=CC(=(

@Al OPaPi OPa>03 OPaz07 -

2 N 1

[0.967][0.003][Atherosclerosis treatment
[0.953|[0.000][Cholesterol ester transfer protein antagonist
[0.935][0.003 [Lipoprotein disorders treatment
[0.853[0.005 [Eiypotipemic

[0.585][0,075][CYP2H substrate

[0.493](0.025][HERG 1 channel blocker
[0.467|[0.079|[General pump inhibitor
[0.467)[0.095|[Nicotinic alphatberad zecceptor agonist
[0.386/[0.059|[Analgesic. non-opioid
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LAMPIRAN 8. Penambatan Molekul (Molecular docking)
1. Memasukkan reseptor yang telah dipreparasi sebelumnya ke software Pyrx

File | Edit View Help
| Load Molecule [}
Run Python Script
SaveScene As v [ Tables
Import.. =

Export...

Exit

1 DAUINAbismillah'docking\reseptor\dews_bersih.pdb
2 DAUIN bismllah docking\reseptor\0RP. pdb

3 C\Users\ASUY Ules\dews | [t

4 C\Users\ASUS\ mgltools\ Py R Macromolecules\ Thwe_1_bersi\ 1hwe_1_bersih,pdbgt
5 C:\Users\ASUS\mgltools\ Py Ry Ligands\ 1794427 uff_E=254.42_uff_E=254.34,pdbgt

6 C:\Users\ASUS\maltools\ Py Ry Ligands\ 5280805 _uff_E=751.59_uff_E=724.16.pdbgt

7 CAUsers\ASUS\ mgltools\PyR\Ligands\ 5280343, uff E=380.43_uff E=379.95 pdbat

8 C\Users\ASUS\ mgltools\PyRi\Ligands\ 5280263, uff F=362.50_uff E=362.32.pdbat

Vina Wizard Qmmmﬂd @ Python Shel | gl Logger

U Starttere | X, Select Molecules | Run vina | [ Analyze Results|
Vina Execution Mode
(@ Local (using C:\Program Files (x86)\PyRx\vina.exe) () Cluster (Portable Batch System) (C) Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin > Start

Buka software Pyrx - File - Load Molecule

2. Preparasi molekul menjadi format .pdbqt

File Edit View Help

T ad BRI
vien —— T T -

| | ' Molecules | % autobock | IMATVT b v | || o8 30 Scene | 2D Plots | 5 Documents | | |Tebles |
bl » EXTY DTS Bk O

Display >

[ Autodock > Makeligand
Sove 25 P08 - |
Remaove from Scene

Vina Wizard | # AutoDockWiizard @ PythonShell | & Logger

¥ startHere | 3¢, select Molecules | Run Vina | B3 Analyze Results|
Vina Execution Mode

(®)Local (using C: Program Fies (xa6) PyRxlvina.exe) () Cluster (For table Baich System) () Remate (Opal Wb Services)

Click on Start button to begin —> Start

Read 4ews_bersih - 1 chain(s) - 3712 atomns

File- Autodock —Make macromolecule
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3. Menandai asam amino kunci

File Edit View Help

T EX) ;

| | % Molecules | % auobock | MATVI b = | || 3D Scene | [2 D Plots | 3 Documents
e Arzsryzze 8«8

5, sER266

&, ez

o, ARG268

3, vaLzss

5, pHEZTD

A Hiaa7t Y
Tl — -— = ~—

IFEEEFEEEEEEAEEEEEEEEE E
"
B
R
g

J\nm\mzam | 2 AutoDockwizard | g Opensabel | @ pythonshel | {logger |
¥ starthiere | €, Select Moleaules | RunVina | [ Analyze Results |
This wizard will guide you through setting up and running AutoDeck Vina.

Vina Execution Mode

(@) Local (using C:Program Files (x86)\PyRx\vina.exe) (1) Cluster (Portzble Batch System) O Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin —> Start

Klik bagian protein- klik asam amino kunci

4. Memasukkan ligan

@l PyRx - Virtual Screening Tool - a

File Edit View Help

ad EX e

Navigatar

|| ' Molecules | Autobock | ATV b 33D Scene | [ 20 Flots

. PRO252 =
X TRas3 | & ZZH EEREG

X Leuzs4

X LEUzs5

X, ez

X, asp2s7
3 smase Select Inport Source:

ARG259
v Workspace Tarball -Local Fie
3, MET280 Workspace Tarball -Remot Fie

x LEU251 Molecule From Web - PDB, mmCIF, MOL2, PQR or PDAC
S TR2%2

3, PrE2S3
X.TRPe4

X, prEdss

X, 56

EEHEEEE

EEHEEE &

[l

b3
@
5
R
2

Pt Workspace Tarbal is archive containing AutoDock 4 data
T - Ligands, Grids, Docking Log Fies, etc.)

| VinaWizard | ) Aunbocklizrd | G Cpengabel | P Pybonshel | L

W starttere | ), Select Molecules | Run vina | [ Analyze Resuts|
Tis wizard il e you through setting Up and runring AutoDock Vina,

Vina Execution Mode
(®)Local (using C:\Program Files (x85) \PyRx\vina.exe) () Cluster (Portable Batch System) () Remote (Opal Web Services)

O
Z
<
-
<
=
LL
O
P
=
0
14
L
>
Z
=
O
=
<
-
%
=
<
"
=
T
g
o
m
=
-
<
=
<
Z
<
-
=
<
=
LL
(@)

Click on Start button to begin —> Start

File- Import- Chemical table SDF — Open
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5. Preparasi ligan menjadi format .pdbgt

= X

File Edit View Help

z'r"la-ﬂr\;

ﬂflﬁm‘s] % AutoDock [mm» v|| @®sene | [2DPots  ZDoaments | |Tables | % Open Babel
@ JPROZZ 3
S NEETVNZEZ® S4B EHS
S THR253
. 1EU254
S LEU255
Saeirase
Pty
JH.seRass
K. ArG2se
S veT260
el LEU261
STRasz :
X.prE2s3 i/
Sesa
J.prE2sS
K.serass
J.6ws7 Moveto 3D Scene
K, ARG268 Show Associated Data
Sz ” Save As...
K.prE2m
5 Hiso7t _ M Minimize Selected .
Controls a | Minimize All I 8

Vina Vizard | ) AutaDock g | W OopenBab e Selected o AutoDock Ligand (pdbat)

View: No fiter v/ Convert Allto AutoDock Ligand (pdba)

Title Delete All ‘ Weight Number of atoms A
torce "CIBHZSFINIOR 600.4733288 a1
73160 C15H1406 290.26805 35
637511 CoHB0 132.15922 18
637520 C10H1002 162.1852 »
539 CoHeoz 148.15862 13
5281654 C16H1207 316.26228 135 v

Klik kanan nama ligan pada open bable — Minimize all — Klik kanan nama ligan —
convert all to pdbqt

6. Docking menggunakan autodock vina

File Edit Vien Help

A4 IXTIE)
mvigahr (il View B
4| 'okaies | ) Autobock | AT 5| | dScene  [2Pols | fDowments | Tables | 4 Coenabel |
¥ ELEEY
| Votigands | s | oodgests | s
Name Size Date Created Torsional DOF - AutoDock Elements "
ORP_uff E=360.67 41 20181003 221.. 10 ACFOAN
] 12305270_uff E=322.35 36 20181029 165.. 0 CHDOAN
: 12303270 uff E=322.35.uff E=32.. 36 20180928 20:0.. 0 CHDOAN
159329_uff_E=422.26 41 201810.2916:5.. 10 ACNOAF
159325_uff_F=422.26 uff E=421.95 41 2018.09.28 200... 10 ACNOAF
1 1708427 uff E=254.42 31 20181029 16:5.. 11 ACHDOA
708427 uff_E=254.40_uff_ E=254.. 31 2018.092820:0.. 11 ACHDOA
41773 _uff_E=426.67 26 201810.29165... 6 ACHDOA
441773 _uff E=426,67_uff E=426.58 26 2018.00.28 200.. 6 ACHDOA
B Macromolecules 442630 _uff E=33230 36 20181029 16:5.. 0 CHDOAN
£ 1hw_1_bersih 442630 _uff E=33250_uff E=332.00 36 2018.09.2820:0.. 0 CHDOAN
[ dews_2_model 01_1_ 443648, uff E=558.56 38 20181029 16:5.. 11 ACHDOA
[ 4ews_bersin ‘ 443648 uff E=338.36 uff E=338.46 38 2018.092820:0.. 11 ACHD OA
443652 off E=T3011 42 20181029 165... 13 ACHD OA W

~
otz | acdokizmd | ¢ Opentabel | @ipytunstel | @logger | I

Vina wizard — start — pilih molekul dan ligan yang akan didocking — forward
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7. Mengatur grid box pada sisi aktif reseptor

File Edit View Help

e w8
[Naviator

| o830 scene | (2 20Plots | 7 Documents | | |Tables | S Open Babel
P X ETFEZES

5 B37520_uff_E=06.54.pelbt
689043 _uff_E=98.60.pelbat

pdbat
. 17.uff £=36.06.pdlbat
42226 pabat

1P 150325_uff_E-

B Macromolecules
- Thwe_1b
1B dews_2

W[ dews_bersih

Controls
Vina wizard | % AutoOockWizard | 4 OpenBabel | # pythonshel | B Logger

¥ start Here | JE. Select Molecules | RunVina | (1] Analyze Results |

w | Vs Search Space.

Ligand Progress
[¥] 0P _uff E=360.87 Center X:8.8358 Y:2.2643 7:36.0518
[4] 12305270_uff_F=322.35 Dimensions (Angstrom) X:13.3418  Y:14.9184  7:21,5881
(V] 2784427 uff_E=254.42 Reset || Mamiza |
[¥] 481773 _uff E=426.67
(] 442630 _ufe_E=332.50 v
Setect | fs]Run Vina | Eshaustivenesz: 8 Back Fornard

Diletakkan grid box pada sisi aktif reseptor

8. Running autodock Vina

File Edit View Help

iwe ,? w|[3]
Navigator

| [Vew
| ‘Wmokces | 2 utovock | MATVI b = ||| goscene | 4 mrot | [ooaments | | [Tables | Openoabel | vina- sews_bersih/ORP ulf t=36087 |

| 445058 uff_E= 17742 pdbgt ~ ||| command line: gram Files ina_exe” —config conf. bt igand .\ {igands}
' 5200343_uff_E=30043 pdbat
51,50, pelbat

RP i1 F =

0,57, peba

Werking directary: |c:\sers\ASUS\maltools PyRx WMacromolecules\dews_bersih

362,50 pebat . . “
Z15092.pdbat # DOT 10.1002/3cc.21334 +
* *
P 5281672_uff_E=388.01.pdbat .
3. E=1011.75 pdbat # Please see hritp://vina.scripps.edu for more information. *
P 637511 uff_E=76.45.pdbat
637520 uff Cutpuc will be ..\..\Ligands\ORP uff E-360.87 out.pdbqt
Detected 2 CPUs
Reaing input aone.
Setting up the scoring functien ... done.
| P 13900 ur potg2 Zopitt Anaiyzing the binding site ...
||| vsing random seeds -ssaB43sa
Pertorming s
B Macromolecules ox 10 20 i0 so 6 70 80 0 100%
] Thwe]_bersin I ot el el L o Py Py B R
] dews_3_ model 01_1. -

4[] dews_bersin |

Terminate |

[ Vioa Wisard | @ AutoDockwiasrd | ¢ OpenBabel | # pytonshel | PLogger |

W start tere | €., Select Molecules | RunVina | [ Analyze Resuls |
Prograss -
Runring

Vina Search Space
Center X:8.8355 Yi2.2643 2:36.0518
Dimensions (Angsirom) X: 13,3418 ¥:14.9184  Z:21,5881

(¥ 1794927 _uff_E=254.92
[¥] 441775 _uff_E=426.67
¥ 42630 £ -332.50

C

§\Runvina - Exhaustivene

9. Hasil docking disimpan dalam format .pdbqt

File Edit View Help
WO

| = —
Autobock | MATVT b = ||| o8 30 Scene | % 20 Flota | ) Document

00

Klik salah satu ligan (pilih paling rendah) — save as PDB
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10. Membuat komplek ligan-reseptor dengan aplikasi pymol

Ble Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wieard Plugin

Open MTZ with Defaulis. .

Save Session 0 Graphics
i1d 3.17.10,2963

Save Session Ag... prove perTormance for Intel cards.

S Maeie Rabled mu1 4 threaded rendering.

Save Image As » llan/dacking/reseptor /4ews_bersin.pdb” loaded as "4ews_bersin®.

Save Movie As »

Log...
Resume...
Append...
Cloze Log
Run...

Edit pymolrc

Quit
Reinitialze

skin

vIF

1039 pM
TSN RONENS |, 5,015

Buka file reseptor — buka file ligan hasil docking

10. Simpan molekul dalam satu file .pdb

7 The PyMOL Molecular Graphics System -

Fie Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin

OpenGL graphics engine:
T Intel
i Intel(R) D Graphics
TON:  4.0.0 - Build 9.17.10.2963
N9 to improve performance for Intel cards.

g
Detected 2 CPU cores.

Enabled multithreaded rendering.

cmdLoad:
cmdLoad:
n*.

FyMOL>

: /UIN/bismi1lah/dock g

UIN/bismillah/dock

Save

Which ebject or selection would you like to save?

Save to...

 one fle
Saved state...
" multple fles

€ al

& global

€ object’s current

10/30/2018

File — Save molecule — pilih nama reseptor dan ligan — pilih save to on file — ok
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LAMPIRAN 9. Visualisasi 2D hasil docking

1. Dibuka aplikasi Discovery studio dan dimasukkan molekul yang akan
divisualisasikan

File Ed4 View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tool Window Help

- RS S S—
Buka Dlscovery studlo Klik ‘File’ — Masukkan file kompleks hasil docking
yang telah dibuka dalam PyMol — Klik ‘Open’ — Klik ‘Ligand Iteractions’

2. Analisis interaksi ligan 2D

B Discovery Studio Visualizer - g

o = LEIL-HEEN
Klik ‘Show 2D diagram’

3. Hasil Visualisasi dengan Discovery Studio

Discovery Studio Visualizer ) i - o
Sequence Chart Scripts Tools

¥ + 2
Display receptor igand interactions,
Ligand Tnteractions

L0,
Pere)

bgand.

Define and Edit Binding Ste
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No Sumber Senyawa Model | rsmd/ub | rsmd/lb | Binding
Senyawa affinity
(kkal/mol)
Model 1 0 0 -10,2
Model 2 | 2,766 0,614 -9,3
Model 3 | 7,749 3,226 -8,8
Model 4 | 7,998 3,226 -8,8
1. | Torcetrapib Torcetrapib Model 5 | 8,064 3,519 -8,7
Model 6 | 8,212 3,552 -8,7
Model 7 | 7,933 2,851 -8,2
Model 8 | 2,292 1,788 -8,1
Model 9 | 6,239 3,721 -8,1
Model 1 0 0 -7,8
Model 2 | 7,945 3,28 -7,7
Model 3 | 9,532 3,814 -7,6
2. | Atorvastatin Atorvastatin Model 4 | 5,489 3,304 -75
Model 5 | 8,423 3,043 -7,3
Model 6 8,23 4 -7,2
Model 7 | 6,371 3,76 -7,1
Model 8 | 8,401 3,106 -7,1
Model 1 0 0 -7,0
Model 2 | 4,426 1,702 -7,0
Model 3 | 5,121 2,013 -6,9
Model 4 2,957 1,741 -6,9
3. Rutin Model 5 | 2,186 1,566 -6,9
Model 6 | 4,655 1,63 -6,8
Model 7 | 4,627 1,844 -6,6
Model 8 | 2,444 1,437 -6,5
Model 9 | 4,837 1,865 -6,5
Model 1 0 0 -6,8
Model 2 | 7,287 1,88 -6,6
Model 3 | 5,369 3,666 -6,5
Model 4 | 1,529 1,529 -6,4
4. Quercetin Model 5 | 3,493 1,764 -6,4
Model 6 | 1,982 1,472 -6,3
Model 7 | 4,368 2,934 -6,1
Model 8 | 7,258 2,25 -6,1
Kayu Manis Model 9 | 6,389 4,997 -6,1
(Cinnamomum Model 1 0 0 -6,7
burmanii) Model 2 7,328 1,528 -6,6
Model 3 | 7,097 2,263 -6,5
Model 4 | 2,812 1,456 -6,5
5. Isorhamnetin | Model 5 | 3,519 1,619 -6,5
Model 6 1,87 0,799 -6,4
Model 7 2,143 1,731 -6,4
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10.

Model 8 | 7,092 1,982 -6,4

Model 9 | 4,373 2,568 -6,3

Model 1 0 0 -6,5

Model 2 | 1,561 0,852 -6,4

Model 3 | 7,054 1,801 -6,4

Model 4 | 3,624 1,895 -6,3

Catechin Model 5 | 6,386 5,224 -6,1
Model 6 | 8,05 2,79 -6

Model 7 | 7,121 2,107 -6

Model 8 | 7,054 2,241 -6

Model 9 | 6,893 2,051 -5,9

Model 1 0 0 -6,5

Model 2 | 5,262 3,498 -6,4

Model 3 | 7,437 2,462 -6,4

Model 4 | 3,285 1,673 -6,3

Kaempferol Model 5 | 7,018 1,88 -6,3
Model 6 | 7,009 2,472 -6,1

Model 7 | 4,083 2,35 -6,1

Model 8 | 2,884 1,48 -6,1

Model 9 | 3,736 2,214 -6,1

Model 1 0 0 -5,5

Model 2 | 1,403 0,155 -5,5

Model 3 | 2,952 1,711 -5,3

Model 4 10 7,87 -5

Cinnamate Model 5 | 8,622 4,578 -4,9
Model 6 | 10,406 | 9,456 -4.8

Model 7 | 9,883 5,896 -4.8

Model 8 | 8,736 | 4,806 -4.7

Model 9 | 3,992 2,568 -4.7

Model 1 0 0 -5,5

Model 2 | 1,543 0,552 -5,4

Model 3 | 9,847 8,65 -5,3

Model 4 | 11,305 | 10,18 -5,2

Cinamic acid | Model 5 | 10,011 | 8,743 4,7
Model 6 | 11,082 | 9,968 -4.7

Model 7 | 3,913 2,949 -4.7

Model 8 | 11,447 | 10,373 -4.7

Model 9 | 8,005 6,814 -4.7

Model 1 0 0 -5,2

Model 2 | 3,533 2,416 -5

Model 3 | 5,503 3,753 -5
Cinnamaldehyde | Model 4 | 10,354 | 9,176 -4,9
Model 5 | 2,076 1,413 -4,9

Model 6 | 2,491 1,787 -4,9

Model 7 | 3,992 3,026 4.7

Model 8 | 3,544 | 2,461 -4.6
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Model 9 | 4,494 3,523 -4.6

11. Pelargonidine | Model 1 0 0 -7,3
Model 2 | 7,515 2,833 7,1

Model 3 | 6,012 3,919 -6,7

Model 4 | 6,583 3,12 -6,7

Model 5| 5,88 2,757 -6,6

Model 6 | 7,267 3,401 -6,5

Model 7 | 6,602 2,584 -6,4

Model 8 | 7,45 3,912 -6,4

Model 9 | 8,439 3,643 -6,4

Model 1 0 0 -6,6

Model 2 | 2,135 0,225 -6,6

Model 3 | 5,751 1,996 -6,5

Pepaya Model 4 | 6,031 | 1,991 65

12, Gunung Malvidine Model 5 | 1,934 | 1,374 6,3
plfg:(;asrclgr?s) Model 6 | 5925 | 2,267 6,3

Model 7 | 5,794 1,853 -6,2

Model 8 | 7,009 2,547 -6,2

Model 9 | 6,379 2,453 -6,2

Model 1 0 0 -6,8

Model 2 | 1,753 0,116 -6,8

Model 3 | 7,331 1,678 -6,6

Model 4 | 3,515 1,605 -6,4

13. Myricetin Model 5 | 3,113 1,63 -6,4
Model 6 | 7,022 2,244 -6,3

Model 7 | 7,139 2,208 -6,3

Model 8 | 4,256 3,062 -6,1

Model 9 | 7,105 4,517 -6

Model 1 0 0 -6,7

Model 2 | 5,742 4,328 -6,5

Model 3 | 7,938 3,847 -6,4

Model 4 | 8,786 4,532 -6,3

14. Chlorogenic acid | Model 5 7,297 3,062 -6,3
Model 6 | 5,485 3,604 -6,2

Model 7 | 4,85 3,281 -6,2

Model 8 | 8,347 3,887 -6,1

Model 9 | 10,514 | 5,701 -6

Model 1 0 0 -6,5

Model 2 | 7,353 1,764 -6,5

Model 3 | 2,869 1,583 -6,4

Model 4 | 3,578 1,715 -6,3

15. Peonidine Model 5 | 6,975 2,08 -6,2
Model 6 | 6,925 1,76 -6,1

Model 7 | 5,944 | 4,536 -6,1

Model 8 | 3,674 1,999 -6

Model 9 | 5,276 3,044 -6
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16.

17.

18.

19.

Model 1 0 0 -5,6
Model 2 | 2,401 1,14 5,5
Model 3 | 8,771 6,174 -5,5
Model 4 | 8,661 7,092 -5,3
Ferulic acid Model 5 | 7,165 4,927 -5,2
Model 6 | 8,446 5,914 -4.9
Model 7 | 7,878 5,103 -4,9
Model 8 | 8,069 5,039 4,7
Model 9 | 5,603 3,597 4,7
Model 1 0 0 -5,5
Model 2 | 1,939 1,064 -5,3
Model 3 | 8,778 7,37 -5,3
Model 4 | 8,71 6,744 -5,3
Caffeic acid Model 5 | 7,113 5,025 -5
Model 6 | 8,773 6,471 -4.8
Model 7 | 8,446 5,99 -4.8
Model 8 | 7,846 5,563 -4,7
Model 9 | 7,17 4,645 -4,7
Model 1 0 0 -4.1
Model 2 | 2,349 1,731 4,1
Pseudocarpaine | Model 3 5,65 2,424 -4,1
Model 4 | 8,96 1,511 -4,1
Model 5 | 8,197 2,25 -4,0
Model 1 0 0 -4.1
Model 2 | 0,0118 | 0,118 -4,1
Carpaine Model 3 | 6,728 2,723 -4,1
Model 4 | 0,996 0,91 -4
Model 5 | 7,307 1,985 -4
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No. Sumber Senyawa Ikatan Ikatan Kkal/
Hidrogen Hidrofobik mol
1.
Torcetrapib Torcetapib GIn-199, lle-11, Cys-13, | -10,2
Ser-230, lle-15, Leu-
His-232 129, Val-136,
Ala-195, Val-
198, Ala-202,
lle-205, lle-
215, Leu-217,
Leu-228, Leu-
261, Phe-263
2.
Atorvastatin Atorvastatin Ser-230, His-232, Phe- -7,8
Glu-229, | 263, lle-15,
Cys-13 Val-136, Val-
198, Ala-202,
lle-215
3.
Rutin Ser-230 Cys-13, lle-15, | -7,0
Leu-129, Val-
Kayu Manis 198, Ala-202,
(Cinnamomu Leu-206, Leu-
m burmannii) 228
4.
Quercetin GIn-199, Cys-13, Val- -6,8
Ser-230 136, Val-198,
Ala-202
|
Isorhamnetin Ser-230 Cys-13, Val- -6,7
136, Ala-202
6.
Catechin GIn-199, | Cys-13, Val- -6,5
Ser-230 136, Val-198,
Ala-202
7.
Kaempferol Ser-230 Cys-13,Val- -6,5
136, Val-198,
Ala-202
8.
Cinnamate Ser-230 Val-198, Ala- -55
202, Leu-206
9.
Cinnamic Acid | Glu-229 Val-136, Ala- -55
195
10.
Cinnamaldehyde | Ser-230 Ala-202, Leu- -5,2
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206
11.
Pelargonidin Ser-230, Val-198, Ala- -7,3
His-232 202, Arg-201,
lle-205, Leu-
Pepaya 206, Phe-441
12. Gunung
(Carica Malvidine Ser-230, | Ala-202, Leu- | -6,8
pubescens) His-232, 206
Cys-13,
Val-198
13.
Myricetin Ala-198 Cys-13, Val- -6,8
136, Val-198,
Ala-202
14.
Chlorogenic Acid | GIn-199, | Arg-135, Ala- -6,7
Ser-230 195, lle-215
138
Peonidin - Cys-13, Val- -6,5
136, Val-198,
Ala-195, Ala-
202
16.
Ferulic Acid Ser-230, His-232, GIn- -5,6
Cys-13 199, Ala-202
,Arg-135
17.
Caffeic Acid Ser-230, GIn-199, His- -5,6
Arg-135 232, Gly-134,
Ala-202
18.
Pseudocarpaine | His-232 Ala-202, lle- -4,1
215
19.
Carpaine - Cys-13, lle-15, | -4,1
lle-205
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Interactions

[ conventional Hydrogen Bond [ FiFiTshaped
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Alkyl

[ tialogen (Flucrine) [ Pioskyt
- Pi-Sigma

- Conventional Hydrogen Bond |:| Alkyl
- Pi-Pi T-shaped |:| Pi-Alkyl
Interaksi Atorvastatin dengan CETP
“' B -
(ARG, Wiss TEs AL202
oy 232

Interaksi Caffeic acid dengan CETP

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Unfavorable Acceptor-Acceptor |:| Pi-Alkyl
- Pi-Sigma
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ILE
A205
CYs
Al3
NN
N
ILE
Als
Interactions

[

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl
- Fi-Sigma

Interaksi Chlorogenic acid dengan CETP

GLN

a193 +
SER
2230

o ALA

A195

Interactions

- Canventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

- Unfavorable Donor-Donor
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7

=3 .
Interaksi Cinnamaldehyde dengan CETP e
™
. —
:;fl":f;)_//_‘ \
Interaksi Cinnamate dengan CETP m =
/\H/°
E— I‘;R—‘:‘ —-4 Interactions
I conventional Hydrogen Bond [ pirakd
- Pi-Sigma

Interaksi Cinnamic acid dengan CETP

Interaksi Ferulic acid dengan CETP

Interactions
[ conventional Hydrogen Bond I PP Tshaped
- Fi-Sigma Pi-Alkyl
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el /)

A I cormentensiierogenoond g
:l nnnnnnnnnnnnnnnn :l i-Alkyl

Interaksi Kaempherol dengan CETP
S Q.'.

Interaksi Malvidine dengan CETP

- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

|:| Carbon Hydrogen Bond
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Interactions

. Conventional Hydragen Bond . Pi-Sigma
I:l Pi-Donor Hydrogen Bond I:l Pi-tlkeyd

g

PN

HI5
A232

- g
g 8
ALA
AZ20; ’
LEU - .
AZ06 "
SA205
.
PHE
A4l e
AZ201
Interactions
- Conven tional Hydrogen Bond |:| Pi-Pi T-shaped

:' Carbon Hydrogen Bond

- Pi-Sigma

I:l Pi-Alkyl

Interaksi Peonidin dengan CETP

ALA
A:202

Interactions

- Pi-Sigma :' Pi-Alkyl
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ﬁi‘i‘; bl - aaaaaaa
[] cab d d [ Akt
Interaksi Pseudocarpaine dengan CETP
& |
',?II
v
4
i Interactions
- Conven tional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
o - |:| PFi-Donor Hydrogen Bond |:| Fi-alkyl
Interaksi Quercetin dengan CETP
) - ,
ﬁa.:::::nﬁonal Hydrogen Bond |:| Alkyl
- Pi-Sigma |:| Pi-alkyl
[] pisulfur

Interaksi Rutin dengan CETP
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LAMPIRAN 13. Alur Penelitian Uji In Vivo

Pembuatan ekstrak kulit batang kayu

manis (Cinnamomum burmanii) dan daun

nanava ntintina (Carira nithacranc)

v

Pembuatan simplisia

v

l Maserasi dengan etanol 70%
Aklimatisasi (7 Hari) ¢

Mencit jantan (Balb/c)

Ekstraksi
Pemberian HFD sampai hari +
lon 70 Pembuatan dosis
Pemberian HFD + Pemberian ekstrak kulit batang kayu manis
Ekstrak sampai hari (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya

gunung (Carica pubescens) selama 28 hari

v

Disloksi dan pengambilan serum

v

Pengujian LDL-C dan HDL-C serum

v

Analisis data
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LAMPIRAN 14. Perhitungan Dosis
1) Dosis Pembuatan HFD
Komposisi HFD untuk per ekor tikus yaitu 1,5 ml kuning telur, 0,375 ml lemak
ayam, PTU 12,5 mg/ekor, sehingga konversi dosis untuk mencit sebagai yaitu:
a) Kuning telur
1,5x 0,14 = 0,21 ml / 20 gram BB mencit
==x0,21

= 0,26 ml / 25 ekor mencit
b) Lemak ayam
0,375 x 0,14 = 0,05 ml / 20 gram BB mencit

=2 40,05
20

=0, 06 mi
= 0,09 ml / 25 ekor mencit
c) PTU
12,5x 0,14 = 1,75 ml / 20 gram BB mencit

==x 1,7
o

= 2,19 ml / 25 gram mencit (dosis terlalu besar)

=1, 095 ml / 25 ekor mencit
Dalam setiap tablet 300 mg mengandung 100 mg PTU, maka dosis dikali 3 tiap
mg nya.
Sehingga diperoleh dosis HFD vyaitu 0,26 ml kuning telur, 0,09 ml lemak ayam
dan 1, 095 mg PTU untuk satu ekor mencit. Volume ekstrak yang disondekan
sebanyak 0, 35 ml per mencit. Pemberian HFD dilakukan selama 56 hari setelah
aklimatisasi

2) Dosis Treatment kombinasi ekstrak kulit batang Kayu Manis
(Cinnamomum burmanii) dan daun Pepaya Gunung (Carica pubesenc)
a) Dosis 300 mg/kgBB (200 gram tikus) ekstrak kulit batang Kayu Manis

lzﬂﬂﬂﬂﬂ x 300 = 60 mg untuk 200 gr tikus
Dosis untuk mencit (20 g) =60 mg x faktor konversi
=60 mg x 0,14
=8,4 mg
Berat rata —rata _
Dosis untuk mencit (259) = berat normal * dosts normal
25
_ ﬁx 8, 4mg

=10,5 mg / 25 ekor mencit
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Sehingga diperoleh dosis 10,5 mg untuk satu ekor mencit. Volume ekstrak yang
disondekan sebanyak 0,35 ml per mencit yang sebelumnya telah dilarutkan
dengan NaCMC.

b) Dosis 150 mg/kgBB ekstrak kulit batang Kayu Manis dan 150 mg/kgBB
ekstrak daun pepaya gunung (200 gram mencit)

200

mx 300 = 60 mg untuk 200 gr tikus

Dosis untuk mencit (20 g) = 60 mg x faktor konversi
=60 mg x 0,14
=8,4 mg

Berat rata — rata

Dosis untuk mencit (259) = berat normal

A % x8,4mg
=10,5 mg / 25 ekor mencit

Sehingga diperoleh dosis 10,5 mg untuk satu ekor mencit. Karena kombinasi

maka berat ekstrak kayu manis yaitu 5,25 mg dan berat ekstrak pepaya gunung

yaitu 5, 25 mg. Volume ekstrak yang disondekan sebanyak 0,35 ml per mencit
yang sebelumnya telah dilarutkan dengan NaCMC.

c) Dosis 300 mg/kgBB (200 gram tikus) ekstrak daun pepaya gunung

x dosis normal

g
‘_— B — 4 R | ]
1000 x 300 = 60 mg untuk 200 gr tikus

Dosis untuk mencit (20 g) =60 mg x faktor konversi
=60 mg x 0,14
=8,4 mg

Berat rata — rata

Dosis untuk mencit (259) = berat normal

- % x8 4mg

=10,5 mg / 25 ekor mencit

x dosis normal

Sehingga diperoleh dosis 10,5 mg untuk satu ekor mencit. Volume ekstrak yang
disondekan sebanyak 0,35 ml per mencit yang sebelumnya telah dilarutkan
dengan NaCMC. Pemberian tritmen dilaksanakan selama 4 minggu setelah
pemberian HFD selama 4 minggu berturut-turut.

3) Dosis obat kontrol Atorvastatin (PT KALBE FARMA Tbk.)

Dosis untuk mencit berat 25 gram = 0,065 mg/ 25 g BB

Sehingga diperoleh dosis 0,065 mg untuk satu ekor mencit. Volume atorvastatin
yang disondekan sebanyak 0,35 ml per mencit yang sebelumnya telah dilarutkan
dengan Aquades.



LAMPIRAN 15. Perhitungan Kadar LDL-C (SPSS)

133

LDL Ul uz2 u3 U4 us Rata-rata
(mg/dL)
N 77,00 91,08 109,86 82,63 92,52 90,52
K- 105,16 113,62 99,53 126,76 105,16 110,05
K+ 92,02 81,69 113,62 89,20 68,54 89,01
P1 71,36 97,65 79,81 74,18 78,87 80,38
p2 86,38 121,13 99,53 80,75 83,57 94,27
P3 86,38 100,47 113,62 97,65 112,68 102,16
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
PERLAKUAN
N 30
Normal Parameters? Mean 3.5000
Std. Deviation 1.73702
Most Extreme Differences Absolute 139
Positive 139
Negative -.139
Kolmogorov-Smirnov Z .764
Asymp. Sig. (2-tailed) .604
a. Test distribution is Normal.
Test of Homogeneity of Variances
LDL
Levene Statistic dfl df2 Sig.
.396 5 24 .846
Descriptives
LDL
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean | Deviation Error Bound Bound Minimum Maximum
N 5| 90.5180| 12.46637| 5.57513] 75.0390] 105.9970 77.00 109.86
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« 5|1.1005E2| 10.61206( 4.74586| 96.8694| 123.2226 99.53 126.76
N 5| 89.0140| 16.48751| 7.37344| 68.5421| 109.4859 68.54 113.62
Pl 5| 80.3740| 10.25498| 4.58616| 67.6408| 93.1072 71.36 97.65
P2 5| 94.2720| 16.64827| 7.44533| 73.6004| 114.9436 80.75 12113
P3 5(1.0216E2| 11.33806| 5.07054| 88.0819| 116.2381 86.38 113.62
fotal 30| 94.3973| 15.46094| 2.82277| 88.6241| 100.1705 68.54 126.76
ANOVA

LDL

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2729.194 5 545.839 3.117 .026
Within Groups 4202.981 24 175.124
Total 6932.175 29

LDL

Duncan
PERLAK Subset for alpha = 0.05
UAN N 1 2
P1 5 80.3740
K+ 5 89.0140 89.0140
N 5 90.5180 90.5180
P2 5 94.2720 94.2720 94.2720
P3 5 1.0216E2 1.0216E2
K- 5 1.1005E2
Sig. 141 .163 .086
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HDL Ul U2 U3 U4 us Rata-rata
(mg/dL)
N 34,62 48,08 41,35 34,62 54,81 42,69
K- 20,19 15,38 22,12 14,42 28,85 20,19
K+ 56,73 32,69 50,00 44,23 35,58 43,85
P1 48,08 30,77 54,81 45,19 37,50 43,27
P2 33,65 35,58 34,62 34,62 27,88 33,27
P3 51,92 54,81 44,23 35,58 40,38 45,38
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
PERLAKUAN
N 301
Normal Parameters? Mean 3.5000)
Std. Deviation 1.73702
Most Extreme Absolute 139
Differences
Positive M 39
Negative -.139
Kolmogorov-Smirnov Z .764
Asymp. Sig. (2-tailed) .604
a. Test distribution is Normal.
Test of Homogeneity of Variances
HDL
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1.617 5 24 .194
Descriptives
HDL
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Lower
N Mean | Deviation |Std. Error| Bound [Upper Bound| Minimum Maximum
N 5] 42.6960| 8.77485| 3.92423]|31.8006 53.5914 34.62 54.81
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K- 5] 20.1920 5.81269| 2.59951|12.9746 27.4094 14.42 28.85
K+ 5| 43.8460| 9.95992| 4.45421(31.4791 56.2129 32.69 56.73
P1 5| 43.2700| 9.34795| 4.18053(31.6630 54.8770 30.77 54.81
P2 5| 33.2700| 3.08940| 1.38162(29.4340 37.1060 27.88 35.58
P3 5| 45.3840| 7.96961| 3.56412(35.4884 55.2796 35.58 54.81
Total 30| 38.1097| 11.55417| 2.10949|33.7953 42.4241 14.42 56.73
ANOVA

HDL

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 2389.750 5 477.950 7.742 .000]
Within Groups 1481.714 24 61.738
Total 3871.465 29

HDL

Duncan
PERLAK Subset for alpha = 0.05
UAN N 1 2
K- 5 20.1920
2 5 33.2700
N 5 42.6960 42.6960
P1 5 43.2700 43.2700
K+ 5 43.8460 43.8460
P3 5 45.3840
Sig. 1.000 .061 .627
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