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Pengaruh Ekstrak Etanol Kulit Batang Cinnamomum burmanii dan Daun
Carica pubescens terhadap Kadar MDA Pembuluh Koroner Mus musculus
secara In Vivo Dan In Silico

Rahmadania Febri Herlina, Retno Susilowati, Umaiyatus Syarifah
ABSTRAK

Faktor penyebabutama penyakit jantung koroner adalah aterosklerosis yang
ditandaidengan kadar malondialdehyde (MDA). MDA terbentuk dari peroksidasi
lipid yang melibatkan aktivitas enzim siklooksigenase. Tujuan penelitian ini
adalah 1) mengetahui pengaruh ekstrak kulit batang Cinnamomum burmanii dan
daun Carica pubescens terhadap kadar MDA pembuluh koroner mencit secara in
vivo; 2) mengetahui senyawa aktif yang berpotensi dalam menghambat enzim
siklooksigenase secara in silico pada kulit batang Cinnamomum burmanii dan
daun Carica pubescens. Penelitian ini bersifat deskriptif eksploratif (in silico) dan
eksperimental dengan Rancangan Acak Lengkap (in vivo). Pengamatan secara in
silico dilakukan dengan molecular dockingsedangkanpenelitiansecara in vivo
menggunakan spektrofotometridengan 6 perlakuan dan 5 ulangan. Hewan coba
yang digunakan adalah mencit jantan yang diinduksi HFD. Parameter yang
diamati adalah kadar MDA pembuluh koroner. Data yang telah didapat kemudian
dianalisis menggunakan One Way ANOVA. Hasil yang didapat dari uji in silico
adalah tiga senyawa aktif yaitu cinnamate, cinnamaldehyde, dan ferulic acid
dilihat dari nilai binding affinity yang rendah, HIA dan Pa yang tinggi serta
memiliki asam amino residu yang sama dengan asam mefenamat. Hasil uji in vivo
menunjukkan adanya pengaruh perlakuan P1, P2, dan P3 terhadap kadar MDA
pembuluh koroner mencit. Kesimpulan dari penelitian ini adalah terdapat senyawa
aktif yang berpotensi dalam mengurangi kadar MDA (in silico) dan ada pengaruh
pemberian kombinasi ekstrak kulit batang kayu manis dan daun pepaya gunung
terhadap kadar MDA pembuluh koroner mencit dislipidemia (in vivo).

Kata kunci: Kayu manis, Pepaya gunung, Dislipidemia, Malondialdehid,
Pembuluh koroner, Enzim siklooksigenase
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The Influence of Ethanol Extract of the Stem Bark of Cinnamomum burmanii
and Carica pubescens Leaves against MDA Levels of Mus musculus Coronary
Vessels through In Vivo and In Silico

Rahmadania Febri Herlina, Retno Susilowati, Umaiyatus Syarifah
ABSTRACT

The main cause of coronary heart disease is atherosclerosis which is
characterized by levels of malondialdehyde (MDA). MDA is formed from lipid
peroxidation which involves the activity of the cyclooxygenase enzyme. The
purposes of the research are 1) to determine the influence of Extract on the Stem
Bark of Cinnamomum burmanii and Carica pubescens leaves against MDA levels
of mice coronary vessels through in vivo; 2) determine the active compounds to
inhibit the cyclooxygenase enzyme through in silico on the steam bark of
Cinnamomum burmanii and leaves of Carica pubescens. The research is
descriptive exploratory (in silico) and experimental with Completely Randomized
Design (in vivo). In silico observation was carried out by molecular docking, in
vivo studies used spectrophotometry with 6 treatments and 5 replications. The
experimental animals used male mice induced by HFD. The parameters were
MDA levels of coronary vessels. The data were analyzed using One Way
ANOVA. The results of in silico test were three active compounds, namely
cinnamate, cinnamaldehyde, and ferulic acid that had been seen from low affinity
binding values, high HIA and Pa and have the same residual amino acid
withmefenamic acid. The results of in vivo test showed the effect of treatment of
P1, P2, and P3 against MDA levels in the coronary vessels of mice. The
conclusion of the research that there were active compounds that had the potential
to reduce MDA (in silico) levels and there was an influence of the cinnamon bark
extract gift and mountain (gunung) papaya leaves against MDA levels of
dyslipidemia mice coronary vessels (in vivo).

Keywords: Cinnamon, mountainpapaya, dyslipidemia, malondialdehyde, coronary
vessels, cyclooxygenase enzyme
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kebiasaan makan adalah tingkah laku, sikap, kepercayaan, dan pemilihan
makanan untuk memenuhi kebutuhan makan. Allah SWT telah mengingatkan

manusia terkait kebiasaan makan dalam surat at-Thaha (26): 81 yang berbunyi:

- 0

DA %A (2 o oz A B 2 0208 Nz ol (2 g 24
g -5¢@Jwﬂewvjv§ujjug@ww
(A )sadds

“Makanlah di antara rezeki yang baik yang telah Kami berikan kepadamu, dan
janganlah melampaui batas padanya, yang menyebabkan kemurkaan-Ku
menimpamu. Dan barangsiapa ditimpa oleh kemurkaan-Ku, maka sesungguhnya
binasalah ia” (Qs. At-Thaha (26): 81).

L -

Ayat di atas menjelaskan tentang kebiasaan makan yang selain harus
dengan makan makanan “c\ik” yang bermakna “baik” juga harus ¢ 13k ¥
48”yang bermakna “janganlah melampaui batas”. Makanan yang thoyyib (baik)
dalam Lukita (2016)adalah makanan yangtidak berbahaya bagi tubuh dan tidak
menyebabkan yang mengkonsumsinya terserang penyakit. Dalam tafsir al-Qarni
(2008) ayat ini menjelaskan bahwa rezeki yang telah Allah SWT berikan pada
manusia merupakan anugerah yang konsumsinya tidak boleh berlebihan hingga di
luar batas kebutuhan. Jika berlebihan akan menimbulkan murka Allah SWT.
Kebiasaaan makan yang melampaui batas selain tidak diperbolehkan juga
merupakan kebiasaan yang tidak sehat. Kebiasaan makan yang tidak sesuali
dengan kaidah sehat dapat menimbulkan gangguan kesehatan diantaranya

penyakit jantung koroner (PJK) (Kandou, 2009).



Penyakit jantung koroner penting untuk ditangani melihat dari data WHO
yang dipublikasikan September 2016 yang menyatakan bahwa PJK adalah
penyebab kematian nomor satu di dunia dengankasus kematian 31% vyaitu 17,7
juta orang setiap tahunnya (WHO, 2016). Di Indonesia terdapat 1,5% atau sama
dengan 2.650.340 orang yang didiagnosa mengalami PJK. Dari data tersebut
diketahui bahwa provinsi dengan estimasi jumlah penderita PJK terbanyak ada di
Jawa Timur dimana terdapat 375.127 orang yang didiagnosa mengalami PJK
(1,3%).

PJK merupakan salah satu penyakit degeneratif. Penyakit yang ada pada
penderita PJK adalah gangguan fungsi jantung yang penyebabnya karena otot
jantung kekurangan darah akibat dari adanya manifestasi aterosklerosis di
pembuluh arteri koroner (RISKESDAS, 2013). Aterosklerosis yang menjadi
penyebab PJK ini merupakan penyakit vaskuler yang ditandai dengan adanya
pembentukan ateroma. Pembentukan ateroma ini akan mempersempit lumen arteri
sehingga dapat menyebabkan obstruksi lumen (Sargowo, 2015). Pembentukan
ateroma sesungguhnya bermula dari adanya peran besar dari salah satu lipoprotein
yaitu LDL (Low Density Lipoprotein) dan adanya stres oksidatif. Stres oksidatif
yang terjadi dalam tubuh mengkondisikan berkurangnya kadar nitrat oksida (NO)
dalam darah. Salah satu peran NO adalah sebagai penurun permeabilitas endotel
(Alladin, 2012). Adanya peningkatan permeabilitas endothel dapat memicu LDL
yang mulanya beredar dalam darah akan masuk dan terakumulasi di dalam lapisan
sub-endotel dari pembuluh darah. (Wihastuti, Sri, dan Teuku, 2016). Selain

menurunnya kadar NO, peningkatan permeabilitas endotel dapat diakibatkan juga



oleh peningkatan jumlah lipoprotein dalam plasma darah (Rastini, Aris, dan
Saifur, 2010).

Peningkatan jumlah lipoprotein dalam darah merupakan peningkatan
jumlah lemak dalam darah yang dapat dipicu oleh diet tinggi lemak. Diet tinggi
lemak bisa didapatkan dari konsumsi makanan dengan kandungan kolesterol
tinggi dan lemak jenuh (Polii, Djon, dan Sunny, 2016). Salah satu makanan
dengan kandungan kolesterol tinggi adalah kuning telur puyuh dimana menurut
Dwiloka (2003) kuning telur puyuh memiliki kandungan kolesterol yang tinggi
dibanding dengan kuning telur lainnya yaitu sebanyak 2139,17/100 gr. Adapun
lemak jenuh yang digunakan adalah lemak ayam yang diketahui dalam Gupta
(2000) merupakan bahan tinggi lemak yang dapat meningkatkan kadar lemak
darah khususnya LDL sebanyak 47-63%.

Peningkatan jumlah lemak dalam plasma darah merupakan salah satu
keadaan dari dislipidemia.Dislipidemia menurut Musunuru (2010) merupakan
kelainan metabolisme lipid dalam tubuh yang dapat terlihat dari adanya
peningkatan dan penurunan fraksi lipid dalam plasma. Dislipidemia dapat terjadi
dalam tubuh akibat dari berbagai faktor penyebab yang diantaranya adalah 80%
faktor gaya hidup dan 20% kondisi genetik. Konsumsi makanan dengan
kandungan kolesterol tinggi dan lemak jenuh dapat mendorong adanya gangguan
kadar lipid dalam darah (Polii, 2016).Selain dengan diet tinggi lemak,
peningkatan lemak dalam darah dapat didukung dengan adanya penurunan
metabolisme lemak akibat dari pemberian bahan obat hipertiroid yang berlebihan.

Obat terserbut adalah PTU (propiltiurasil).



Adanya gangguan metabolisme lemak dan kadar lipid dalam darah
terutama konsentrasi kadar LDL yang meningkat, kandungan asam lemak tidak
jenuh ganda dalam ester lipid, serta kolesterol yang tinggi dapat menyebabkan
LDL mudah teroksidasi (peroksidasi lipid). Peroksidasi lipid adalah suatu reaksi
oksidasi senyawa oksigen reaktif (SOR) dengan asam lemak tak jenuh ganda
membentuk hidroperoksida (Sunarjo, 2012). Peroksidasi lipid yang meningkat ini
dapat menghasilkan malondialdehyde (MDA) (Ayalaet al., 2014).

MDA merupakan senyawa indikator adanya stres oksidatif dalam tubuh.
MDA dapat bersifat toksik terhadap suatu molekul non radikal bebas seperti
protein dan Deoxyribosa nucleic acid (DNA). Sifat toksik ini akibat dari sifat
MDA yang sangat reaktif terhadap molekul non radikal tersebut sehingga mampu
mengoksidasi elektron dari molekul lain (Suarsana dan Suprayogi, 2013).

Obat sintetis yang biasanya digunakan untuk penanganan dislipidemia
diantaranya adalah obat golongan fibrat, resin, statin, penghambat HMG-KoA
reduktase dan asam nikotinat. Namun obat yang sering digunakan adalah
atorvastatin. Atorvastatin sering dipertimbangkan penggunaannya dalam
penelitian karena selain bersifat menurunkan kadar lipid juga memiliki kandungan
antioksidan (Sunaryoet al., 2015).Akan tetapi jika digunakan dalam jangka
panjang atorvastatin seperti halnya dengan obat statin lainnya akan menimbulkan
beberapa efek samping diantaranya rhabdomiolisis (Suyatna, 2007 dalamFauzi,

2009).



Efek samping yang ditimbulkan ini memberikan gambaran bahwa perlu
adanya obat alternatif yang alami untuk antidislipidemia. Tumbuhan yang telah
diketahui beberapa manfaatnya adalah Cinamomum burmanii dan Carica
pusbescens. Menurut Sunarno (2010), kayu manis (Cinnamomum burmanii)
diketahui dari beberapa penelitian dapat memperbaiki kondisi stres oksidatif
penderita hiperkolesterolemia sedangkan Carica pusbescens menurut Efendi
(2017) dapat menurunkan aktifitas peroksidasi lipid.

Cinamomum burmanii pada penelitian ini menggunakan bagian kulit
batangnya. Bagian ini dipilih karena biasa dikonsumsi masyarakart serta menurut
Baker (2008) diketahui memiliki senyawa cinnamaldehyde, cinnamic acid,
cinnamate, essential oil, catechin, quercetin, rutin, kaemfenol, dan isorhamnetin.
Sedangkan padaCarica pusbescens bagianyang digunakan adalah daunnya karena
daun mudah didapatkan dan diketahui dalam Yogiraj (2015) memiliki kandungan
senyawa carpaine, pseudocarpane, dehydrocarpain | dan Il, peonidin,
pelargonidine, malvidine, myriceti, ferulic acid, caffeic acid,kaemfenol, dan
chlorogenic acid.

Senyawa aktif flavonoid sepertimyricetin;polifenol seperti catechin,
quercetin, rutin, kaemfenol, dan isorhamnetin; serta alkaloid seperti carpaine,
pseudocarpane, dehydrocarpain | dan Il telah diketahui berperan sebagali
antioksidan (Simanjuntak, 2012; Ridwan, Raden, dan Anggraini, 2012;Wedhasari,
2014). Menurut Suarsana dan Suprayogi (2013) senyawa antioksidan dapat
menurunkan stres oksidatif. Adanya senyawa aktif dalam Cinamomum burmanii

dan Carica pusbescens yang berperan dalam penurunan stres oksidatif,



menjadikan dua tumbuhan ini sebagai tumbuhan yang diharapkan dapat menjadi
obat alternatif untuk memperbaiki kondisi lemak dalam darah apabila
dikombinasikan.

Pengujian Cinamomum burmanii dan Carica pusbescens terhadap kadar
MDA pembuluh koroner mencit pada penelitian ini dilakukan secara in silicodan
in vivo.Pengujian in silico ini dilakukan dengan menggunakan metode molecular
docking. Metode molecular docking dipilin karena dapat memberikan pemodelan
struktur dan memprediksi suatu aktivitas dalam tubuh, selain itu juga dapat
meniru peristiwa interaksi suatu molekul ligan dengan protein yang men jadi target
aksinya pada uji secara in vivo (Pratamaet al., 2016). Hasil yang diharapkan dari
proses docking ini adalah informasi tentang seberapa besar potensi senyawa yang
terdapat pada Cinamomum burmanii dan Carica pusbescens dalam menghambat
pembentukan MDA pada penderita dislipidemia.

Penghambatan pembentukan MDA yang akan diamati secara in silico
pada penelitian ini dilakukan melalui jalur peroksidasi enzimatis dimana enzim
yang diamati sebagai reseptor adalah enzim siklooksigenase. Enzim
siklooksigenase dipilih untuk diamati secara in silico pada penelitian ini karena
diketahui dalam Ayalaet al. (2014) enzim siklooksigenase mendorong
dihasilkannya MDA pada proses peroksidasi enzimatis dengan cara mengkatalis
reaksi oksigen dengan berbagai jenis asam lemak tak jenuh menghasilkan
biomolekul aktif yang dinamakan endoperoksida (PGG, PGH). Endoperoksida
yang dihasilkan ini selanjutnya akan diubah secara enzimatis hingga terbentuk

MDA. Berdasarkan uraian diatas, maka perlu dilakukan penelitian yang berjudul



“Pengaruh Ekstrak EtanolKulit BatangCinnamomum burmanii dan Daun Carica
pubescens terhadap Kadar MDA Pembuluh KoronerMus musculus secara In Vivo

dan In Silico”.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang maka dapat dirumuskan beberapa masalah di
bawabh ini.

1. Adakah senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmani) dan
daun pepaya gunung (Carica pusbescens) yang berpotensi menghambat enzim
siklooksigenase secara in silico?

2. Apakah ada pengaruh kombinasi ekstrak etanol kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmani) dan daun pepaya gunung (Carica pusbescens)
terhnadap kadar MDA  pembuluh  koronermencit (Mus musculus)

dislipidemiasecara in vivo?

1.3 Tujuan
Tujuan dilaksanakan penelitian tugas akhir ini adalah sebagai berikut.

1. Mengetahui ada tidaknya senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamon
burmani) dan daun pepaya gunung (Carica pusbescens) yang berpotensi
menghambat enzim siklooksigenase secara in silico.

2. Mengetahui ada tidaknya pengaruhkombinasi ekstraketanol kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmani) dan daun pepaya gunung (Carica pusbescens)

terhadap kadar MDA pembuluh koroner mencit (Mus musculus) secara in vivo.



1.4 Hipotesis
Hipotesis pada penelitian tugas akhir ini adalah sebagai berikut.

1. Ada senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamon burmani) dan daun
pepaya gunung (Carica pusbescens) yang berpotensi menghambat enzim
siklooksigenase secara in silico.

2. Ada pengaruh kombinasi ekstrak etanol kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmani) dan daun pepaya gunung (Carica pusbescens)
terhadap kadar MDA pembuluh koroner mencit (Mus musculus) dislipidemia

secara in vivo.

1.5 Manfaat
Manfaat pada penelitian tugas akhir ini adalah sebagai berikut.

1. Dapat digunakan sebagai landasan ilmiah untuk penelitian selanjutnya

2. Memberikan informasi untuk pengembangan obat dari kombinasi kulit batang
kayu manis (Cinnamon burmani) dan daun pepaya gunung (Carica
pusbescens) terhadap dislipidemiadan penyakit turunannya.

3. Dapat digunakan masyarakat sebagai referensi pengobatan alternatif dari
kombinasi kulit batang kayu manis (Cinnamon burmani) dan daun pepaya

gunung (Carica pusbescens) terhadap dislipidemia dan penyakit turunannya.

1.6 Batasan Masalah
Batasan Masalah pada penelitian tugas akhir ini adalah sebagai berikut.
1. Mencit (Mus musculus) yang digunakan dalam penelitian ini adalah mencit

jantan yang berumur 10-12 minggu, berat badan 20-25 gram sebanyak 30



10.

ekor. Hewan coba yang digunakan diperoleh dari UPHP (Unit Pengembangan
Hewan Percobaan) JI. Soekarno Hatta Malang.

Kulit kayu manis (Cinnamomum burmanii) yang digunakan diperoleh dari
UPT. Materia Medica Batu. Daun pepaya gunung (Carica pubescens) yang
digunakan adalah daun yang berwarna hijau tua yang diperoleh dari Kawasan
Wisata Pemandian Air Panas Cangar.

Obat kontrol positif yang digunakan adalah Atorvastatin yang diproduksi oleh
PT. Kalbe Farma Bekasi No. Reg. GKL 1408517817B1 (Kandungan tiap
tablet salut selaput setara dengan Atorvastatin 20 mg).

Metode pada penelitian ini menggunakan uji secara in vivo dan in silico.
Metode ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi dengan etanol 70%
menggunakan alat rotary evaporator.

Perlakuan pemberian seduhan kombinasi kulit batang kayu manis (Cinnamon
burmani) dan daun pepaya gunung (Carica pusbescens) yang diberikan
dilakukan secara oral setiap hari pukul 10.00 WIB selama 28 hari.

Mencit yang digunakan diberi bahan induksi pemicu dislipidemia.

Bahan induksi pemicu dislipidemia diberikan secara oral setiap hari pukul
08.00 WIB selama 56 hari.

Pengukuran kadar MDA menggunakan metode Spektrofotometri.

Pengujian secara in silico dilakukan menggunakan docking pada reseptor

enzim siklooksigenase.
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11. Parameter yang digunakan dalam in vivo adalah kadar MDA pembuluh
koroner. Parameter dalam uji in silicoadalah nilai energi ikatan (binding

affinity) dan daerah ikatan (binding site) antara ligan dan reseptor.
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2.1 Dislipidemia dan Stres Oksidasi sebagai Faktor Resiko Aterosklerosis
2.1.1 Aterosklerosis
Aterosklerosis merupakan penyakit vaskuler yang ditandai dengan

adanya pembentukan ateroma. Pembentukan ateroma ini akan mempersempit
lumen arteri sehingga dapat menyebabkan obstruksi lumen (Sargowo, 2015).
Perkembangan awal aterosklerosis adalah endotel mengalami disfungsi dan
adanya lipoprotein yang membawa Apolipoprotein B di subendotelial kemudian
untuk menjadi aterosklerosis perlu ada oksidasi LDL (Wihastuti, Sri, dan Teuku,
2016). Disfungsi endotel sesungguhnya di dukung karena terjadinya stres
oksidatif. Stres oksidatif yang terjadi dalam tubuh mengkondisikan berkurangnya
kadar nitrat oksida (NO) dalam darah. Salah satu peran NO adalah sebagai
penurun permeabilitas endotel (Alladin,Harrison, dan Melinda, 2012). Selain
karena menurunnya kadar NO, peningkatan permeabilitas endotel dapat
diakibatkan juga oleh peningkatan jumlah lipoprotein dalam plasma darah dimana
keadaan tersebut merupakan ciri dari dislipidemia (Rastini, Aris, dan Saifur,
2010).

Permeabilitas endotel yang meningkat akan memudahkan LDL yang
mulanya beredar dalam darah akan masuk dan terakumulasi di dalam lapisan sub-
endotel dari pembuluh darah (Wihastuti, Sri, dan Teuku, 2016). Adanya gangguan
kadar lipid dalam darah terutama konsentrasi kadar LDL yang meningkat,
kandungan asam lemak tidak jenuh ganda atau Polyunsaturated Fatty

Acid(PUFA) dalam ester lipid, kolesterol, serta jumlah radikal bebas yang tinggi

11
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dapat menyebabkan LDL mudah teroksidasi (peroksidasi lipid). LDL yang
teroksidasi akan memicu adanya sirkulasi monosit menempel pada endotel
(Sargowo, 2015). Monosit kemudian mengalami diferensiasi menjadi makrofag
untuk melakukan fagositosis lipoprotein termodifikasi (LDL yang teroksidasi) dan
berkembang menjadi sel busa. Selanjutnya sel T bertugas mengenali antigen lokal
kemudian mengundang respon sel Helper-1 yang akan menyebabkan peradangan
lokal dan lesi aterosklerosis. Aktivasi peradangan secara intensif dapat
menyebabkan adanya komplikasi diantaranya proteolisis lokal, kerusakan plak,

formasi trombus, iskhemia, dan infark (Hansson, 2009).

Lumen —

Endothelium-

INM@ ey

> Extraceliufar lipids
3 ‘ and necrotic cells

Gambar 2.1 Patogenesis aterosklerosis (Wihastuti, Sri, dan Teuku, 2016)
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2.1.2 Dislipidemia

Dislipidemia merupakan kelainan metabolisme lipid dalam tubuh yang
dapat terlihat dari adanya peningkatan dan penurunan fraksi lipid dalam plasma
(Musunuru, 2010). Peningkatan yang dimaksud terjadi pada kadar Kkolestrol
total, kolestrol LDL (Low Density Liporotein), dan trigliserida sedangkan
penurunan terjadi pada kadar kolestrol HDL (High Density Liporotein) dalam
darah (Fodor, 2011).

Peningkatan pada salah satu maupun lebih fraksi lipid dalam plasma ini
disebut hiperlipidemia. Hiperlipidemia adalah manifestasi kelainan metabolisme
atau transportasi lipid. Hiperlipidemia dapat terjadi dengan adanya
hiperkolesterolemia, hipertrigliseridemia, atau kombinasi keduanya (Putri, Diah,
dan Fathiyah, 2017). Hiperkolesterolemia adalah suatu kondisi jumlah kolesterol
darah yang melebihi batas normal (WHO, 2016) dan hipertrigliseridemia adalah
suatu kondisi jumlah trigliserida darah yang melebihi batas normal (Wardani et
al., 2015).

Profil lipid manusia yang menderita dislipidemia maupun tidak
diklasifikasikan berdasarkan kadar tiap profil lipidnya yang dapat terlihat pada

tabel 2.1.



Tabel 2.1 Klasifikasi kolesterol total, kolesterol LDL, kolesterol HDL, dan
trigliserida menurut NCEP ATP 111 2001 (mg/dl)
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Kolesterol total

<200 Optimal
200-239 Diinginkan
>240 Tinggi
Kolesterol LDL
<100 Optimal
100-129 Mendekati optimal
130-159 Diinginkan
160-189 Tinggi
>190 Sangat tinggi
Kolesterol LDL
<40 Rendah
>60 Tinggi
Trigliserida
<150 Optimal
150-199 Diinginkan
200-499 Tinggi
>500 Sangat tinggi

Sumber: Grundy, 2002

Dislipidemia menurut Tesseur dan Bart (2013) bersifat reversible.

Adanya dislipidemia dapat menimbulkan penyakit lainnya seperti jantung

koroner dan diabetes mellitus (Ma’rufi dan Linda, 2014). Namun tidak semua

kasus dislipidemia menimbulkan penyakit tersebut karena dislipidemia hanya

salah satu faktor dari beberapa faktor lainnya. Dislipidemia yang ada pada

penyakit-penyakit tersebut disebut sebagai dislipidemia sekunder. Penanganan

dan penyembuhan dislipidemia sekunder dilakukan dengan cara menyelesaikan

penyakit primernya. Berdasarkan hal ini maka dapat diketahui bahwa kasus

dislipidemia ini pengobatan yang diutamakan adalah pada penyakit primernya

(Adam, 2009). Misalnya pada kasus aterosklerosis, penyebab terjadinya selain

dislipidemia adalah stres oksidatif, yaitu terjadinya peroksidasi lipid (Sargowo,

2015).
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Peroksidasi lipid yang terjadi memerlukan bahan yang salah satunya
banyak didapatkan dari keadaan tubuh yang dislipidemia. Bahan tersebut adalah
asam arakidonat (AA). Asam arakidonat merupakan salah satu contoh dari asam
lemak(Sumardjo, 2009). Asam lemak menurut Sumbono (2013) adalah turunan

dari trigliserida yang terbentuk melalui proses hidrolisis.

2.2 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan molekul yang ada dari hasil pemecahan
homolitik suatu ikatan kovalen. Molekul ini kehilangan salah satu elektron dari
pasangan bebasnya sehingga dapat membentuk radikal bebas yang bersifat reaktif
terhadap molekul lain yang tujuannya untuk menstabilkan muatan. Proses ini akan
memicu reaksi terus-menerus dalam membentuk senyawa radikal bebas baru
(Fitria et al., 2013).

Radikal bebas dapat terbentuk dengan beberapa cara diantaranya melalui
reaksi redoks menggunakan reaksi fisi ikatan homolitik, pemindahan elektron,
atau absorbsi radiasi (panas, ultraviolet, sinar panas, dan ionisasi) (Utami, 2010).
Radikal bebas terbagi menjadi dua macam berdasarkan sumbernya yaitu eksogen
dan endogen. Radikal bebas endogen terbentuk dengan adanya reaksi enzimatik
fisiologis pada proses metabolisme sel sedangkan radikal bebas eksogen ada
karena faktor lingkungan yang masuk ke dalam tubuh dengan jalan inhalasi,
digesti, injeksi, maupun penyerapan kulit (Utami 2010).

Radikal bebas Secara normal dalam tubuh dapat diatasi dengan
antioksidan primer yang salah satunya adalah SOD. Akan tetapi, apabila jumlah

radikal bebas dalam tubuh berlebihan dapat memunculkan stres oksidatif. Stres
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oksidatif dalam tubuh ini akan menimbulkan kerusakan oksidatif yang dimulai
dari tingkat sel, jaringan hingga ke organ tubuh dan nantinya akan menyebabkan
berbagai penyakit (Megasari, 2010). Kerusakan oleh radikal bebas ini memiliki
beberapa target yang dapat dilihat pada tabel 2.2. Terjadinya stres oksidatif dapat
diketahui salah satunya dengan memeriksa indikatornya yaitu kadar MDA.

Tabel 2.2. Target kerusakan oleh radikal bebas

Target Kerusakan Konsekuensi

DNA/RNA Kerusakan basa, pemotongan | Penghambatan sintesis

rantai deoksiribosa, untaian protein, mutasi, kesalahan

pecah translasi
Protein Agregasi dan crosslinking, Memaodifikasi enzim dan
modifikasi grup thiol, transport ion, meningkatkan

fragmentasi dan break down | pemasukan kalsium

Asam lemak Kehilangan ketidakjenuhan, | Mengubah permeabilitas
tidak jenuh formasi dari reaktif metabolit | membran, mengubah fluiditas
(MDA, 4-HNE) lipid, mempengaruhi enzim
yang terikat pada membran

Sumber: Megasari, 2010

2.3 Peroksidasi Lipid

Peroksidasi lipid merupakan suatu reaksi asam lemak tak jenuh terhadap
senyawa oksigen reaktif (SOR) membentuk hidroperoksida yang terjadi secara
berulang-ulang. SOR merupakan radikal bebas oksigen yang lebih reaktif
dibanding dengan radikal bebas lainnya. SOR diketahui bukan hanya memiliki
molekul oksigen diantaranya radikal hidroksil (*OH), radikal superoksida (¢O2-),
dan nitrit oksida (NOe¢), namun juga memiliki molekul reaktif yang mempunyai

elektron berpasangan. Molekul oksigen berpasangan yang dimaksud contohnya
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adalah asam hipoklorus (HOCI), hidrogen peroksida (H202), dan anion

peroksinitrit (ONOO-) (Sunarjo, 2012).

SOR dapat mengoksidasi asam lemak tak jenuh yang berada pada atom H
dimana atom tersebut memiliki sifat labil, terutama bagian yang terikat oleh atom
C dekat dengan ikatan rangkap, sehingga terbentuk radikal bebas baru yang benar-
benar sensitif terhadap oksigen (radikal bebas peroksi) (Utami, 2010). Radikal
bebas yang memiliki peran pada proses ini adalah ROOe, RO+, dan OHe yang
diproduksi selama pembentukan peroksida asam lemak tak jenuh. Target utama
terjadinya peroksidasi lipid adalah beberapa molekul seperti fosfolipid, glikolipid,
dan kolesterol, selain itu radikal lipid juga dapat mengoksidasi beberapa enzim
seperti sitokrom P450, lipoksigenase, dan siklooksigenase (Ayala et al., 2014).

Kerusakan sel akibat radikal bebas reaktif terjadi dengan mekanisme dimana
berawal dari rusaknya membran sel yang kemudian melalui rangkaian proses
sebagai berikut (Utami, 2010):

1. Terbentuknya ikatan kovalen antara komponen-komponen membran (enzim-
enzim membran, komponen karbohidrat membran plasma) dengan radikal
bebas. Hal ini menyebabkan terjadinya perubahan struktur dari fungsi reseptor.

2. Terjadinya proses oksidasi gugus tiol pada komponen membran oleh radikal
bebas yang menyebabkan proses transport lintas membran terganggu .

3. Terjadinya reaksi peroksidasi lipid dan kolesterol membran yang mengandung

asam lemak tak jenuh.
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Sedangkan mekanisme terjadinya peroksidasi lipid melalui tiga tahapan

yaitu (Sunarjo, 2012):

1. Tahap inisisasi, yaitu tahap awal yang merupakan tahap permulaan terjadinya
peroksidasi lipid. Tahap ini berawal ketika adanya tahap memisahkan sebuah
atom hidrogen oleh radikal bebas dari satu grup metilen (-CH2-) pada asam
lemak tak jenuh. Radikal karbon ini dapat distabilkan melalui suatu pengaturan
ulang ikatan rangkap yang menghasilkan diena terkonjugasi. Bila diena
terkonjugasi bereaksi dengan O2, maka akan terbentuk radikal peroksida lipid
(ROQO¢). Reaksi tersebut adalah:

RH — Re + He

2. Tahap propagasi, pada tahap ini terjadinya oksidasi antara radikal peroksil
dengan molekul lipid non radikal lain (H) yang berdekatan. Radikal peroksil
dapat berkombinasi dengan gugus H dimana gugus ini membentuk lipid
peroksid dan peroksid cyclic. Proses ini menghasilkan produk primer berupa
lipid hidroperoksida. Struktur lipid hidroksiperoksida bersifat tidak stabil dan
mudah melemah, sehingga lipid hidroksiperoksida mudah memecah menjadi
beberapa produk sekunder satu diantaranya Malondialdehida (MDA) (Utami,
2010), reaksi tersebut adalah sebagai berikut:

Re+ 02 — RO2-
RO2¢+ RH — ROOH + R" 18

3. Tahap Terminasi, pada tahap ini radikal bebas dapat bergabung satu sama lain,
atau kemungkinannya bergabung dengan molekul-molekul protein pada

membran yang nantinya akan menyebabkan kerusakan membran sel,
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diantaranya melalui pengubahan fluiditas, cross-linking, struktur dan fungsi
membran. Reaksi tersebut digambarkan sebagai berikut (Utami, 2010):
R-+Re—R-R
nRO2s — (RO2)

RO2- + R* — RO2R

2.4 Malondialdehida (MDA) dan Enzim Siklooksigenase (COX)
2.4.1 Malondialdehida (MDA)

Malondialdehida (MDA) merupakan senyawa yang berperan sebagai
indikator adanya stres oksidatif dalam tubuh. MDA merupakan produk sekunder
yang dihasilkan dari proses peroksidasi lipid membran sel. MDA dapat bersifat
toksik terhadap suatu molekul non radikal bebas seperti protein dan Deoxyribosa
nucleic acid (DNA). Sifat toksik ini akibat dari sifat MDA yang sangat reaktif
terhadap molekul non radikal tersebut sehingga mampu mengoksidasi elektron
dari molekul lain (Suarsana dan Suprayogi, 2013).

MDA yang dapat bersifat toksik ini terbentuk melalui dua proses
(Gambar 2.1), yaitu secara non enzimatik dan enzimatik. MDA yang dihasilkan
secara enzimatis merupakan produk sekunder. Adapun produk utamanya adalah
tromboksan A2 (TXA2) dan 12-l-hydroxy-5,8,10-heptadecatrienocic acid (HHT)
(jalur biru). Tromboksan A2 adalah metabolit arakhidonat yang aktif secara
biologis (Ayala et al., 2014). Tromboksan A2 dalam aterosklerosis menyebabkan
agregasi platelet terus menerus dimana agregasi ini dapat menyebabkan infraksi

miokardial (Sargowo, 2015).
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Prosesnya adalah diawali dari asam arakhidonat atau asam lemak tak
jenuh berukuran besar menghasilkan prostaglandin G2 akibat dikatalis oleh enzim
siklooksigenase, selanjutnya terbentuk prostaglandin H2 akibat prostasiklin
hidroperoksidase dan terjadi TXA> secara biologis akibat TXA: sintase sehingga
membentuk TXA:> dan 12-l-hydroxy-5,8,10-heptadecatrienoic acid (HHT), serta
produk sampingannya adalah malondialdehida.Sedangkan pembentukan MDA
non enzimatis karena adanya peroksidasi lipid dan biclyclic endoperoksida (jalur

merah) (Ayala et al., 2014).

H AA
PUFA-radical’ Q
O,
H*
PUFA peraxide- PGG
Cydization radical”
(/_;\
=/
Oxy radical Lipid hydroperoxide
‘ 0,+H" B
endoperoxide
Monocychic ‘,"'7- s \ TXA, HHT
peroxide . MDA

Gambar 2.2 Mekanisme pembentukan MDA secara enzimatis dan non enzimatis,
keterangan: (1) siklooksigenase, (2) prostasiklin hidroperoksidase,

dan (3) tromboksan A2 sintase (Ayala et al., 2014).
Tingkat peroksidasi lipid dapat diperkirakan dengan jumlah
malondialdehida dalam jaringan. Selain itu, kadar MDA plasma juga

membuktikan kerentanan membran sel terhadap reaksi oksidasi, akibatnya sel

terutama membran sel akan mengalami kerusakan dan berakibat pada timbulnya
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penyakit-penyakit degeneratif, satu diantaranya penyakit jantung koroner

(Sunarjo, 2012).

2.4.2 Enzim Siklooksigenase (COX)

Enzim siklooksigenase (COX) adalah enzim yang dikenal melalui
penelitian dari tahun 90-anyang memiliki peran dalam proses inflamasi.Enzim ini
diekspresikan oleh platelet (Wong, 2010) Enzim ini memiliki dua bentuk
(isoform). Dua isoform tersebut adalah siklooksigenase-1 (COX-1) dan
siklooksigenase-2 (COX-2). COX-1 dan COX-2 memiliki distribusi jaringan dan
fungsi regulasi yang berbeda. COX-1 merupakan enzim Kkonstitutif yang
mengkatalisis pembentukan prostanoid regulatoris pada berbagai jaringan,
terutama pada selaput lendir traktus gastrointestinal, ginjal, platelet dan epitel
pembuluh darah. Bertolak belakang dengan COX-1, COX-2 tidak konstitutif
tetapi dapat diinduksi, antara lain bila ada stimuli radang, mitogenesis atau
onkogenesis. Kedua isoform COX hampir identik dalam struktur, tetapi memiliki
perbedaan penting dalam substrat dan selektif inhibitor dan lokasi-lokasi
intraseluler. Setelah stimulasi tersebut kemudian terbentuk prostanoid yang
merupakan mediator nyeri dan radang. Penemuan ini mengarah kepada hipotesis,
bahwa COX-1 mengkatalisis pembentukan prostaglandin  “baik” yang
bertanggung jawab menjalankan fungsi-fungsi regulasi fisiologis, sedangkan
COX-2 mengkatalisis pembentukan prostaglandin jahat yang menyebabkan reaksi

inflamasi (Fraconet al., 2008).
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COX-2 dibentuk mula-mula dengan cara siklooksigenase (PGH sintase)
mendonorkan dua molekul oksigen kepada asam arakhidonat untuk mensintesis
Prostaglandin G (PGG) melalui proses peroksidase yang akan berubah menjadi
Prostaglandin H2 (PGH2). Perubahan ini akan menyebabkan terbentuk
prostaglandin terutama Prostaglandin E2 (PGE2). Prostaglandin E2 ini berperan
dalam proses inflamasi seperti vasodilatasi pembuluh darah, edema dan nyeri
(Ayalaet al., 2014). COX-2 ternyata tidak hanya indusibel melainkan juga
konstitutif dan terdapat pada berbagai jaringan. Pada kondisi fisiologis ekspresi
konstitutif COX-2 ditemukan dalam jumlah yang sedikit pada ginjal pembuluh
darah, paru-paru, tulang, pankreas, sumsum tulang belakang dan selaput lendir

mukosa permukaan lambung (Prasetya, 2015).

2.5 Antioksidan
2.5.1 Pengertian Antioksidan

Antioksidan adalah suatu zat yang mampu memperlambat atau mencegah
proses oksidasi, dan berfungsi untuk menghentikan kerusakan sel akibat radikal
bebas (Winarsi, 2008). Antioksidan diperlukan untuk mencegah terjadinya stres
oksidatif. Antioksidan bersifat mudah dioksidasi, sehingga radikal bebas akan
mengoksidasi antioksidan dan melindungi molekul lain dalam sel dari kerusakan

akibat oksidasi oleh radikal bebas atau oksigen reaktif (Wedhasari, 2014).

2.5.2. Penggolongan Antioksidan
Penggolongan antioksidan terbagi berdasarkan jenis dan fungsinya.
Berdasarkan fungsinya penggolongan antioksidan terbagi menjadi tiga macam

yaitu (Winarsi, 2008):
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1. Antioksidan primer
Antioksidan ini berfungsi dalam mencegah terbentuknya radikal bebas baru
sebelum terjadi reaksi. Satu diantara antioksidan primer dalam tubuh adalah
superoksida dismutase. Contoh dari antioksidan primer antara lain:
a. Superoksida dismutase (SOD)

SOD merupakan enzim intraseluler yang perannya penting untuk
pertahanan tubuh, khususnya pada aktivitas senyawa oksigen reaktif yang
dapat menimbulkan stres oksidatif. SOD memiliki tiga bentuk, yaitu: (1) Cu-
Zn SOD terdapat di dalam sitoplasma, (2) Mn-SOD terdapat di mitokondria,
(3) Cu-SOD terdapat di ekstraseluler (Kabel, 2014).

Kerja enzim SOD dalam melindungi kerusakan sel memiliki
mekanisme yang caranya dengan mengkonversi anion superoksida menjadi
hidrogen peroksida dimana hidrogen peroksida merupakan komponen kurang
berbahaya. Hidrogen peroksida kemudian di dalam mitokondria akan
didetoksifikasi oleh enzim katalase menjadi senyawa H>O dan O, sedangkan
H>0O, yang berdifusi ke sitosol akan didetoksifikasi oleh enzim glutation
peroksidase (Lee, Koo, dan Min., 2004).

b. Glutathion peroksidase (GPx)

GPx merupakan enzim dalam tubuh yang terdispersi di dalam
sitoplasma, dimana dapat ditemukan aktivitasnya juga di mitokondria. Kerja
enzim GPx mampu menjadikan lipid peroksida dan hidrogen peroksida

berubah menjadi air (Winarsi, 2008).
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c. Katalase (CAT)

Enzim katalase selain berfungsi dalam mendukung aktivitas enzim
SOD dapat juga berfungsi dalam mengkatalis perubahan radikal bebas dan
berbagai macam peroksida menjadi air dan oksigen (Winarsi, 2008).

2. Antioksidan sekunder

Antioksidan ini  memiliki fungsi dalam mengikat radikal bebas,
mencegah adanya reaksi berantai sehingga tidak akan ada kerusakan yang
lebih besar dan juga berperan dalam pro-oksidan. (Winarsi, 2008).
Antioksidan ini disebut juga sebagai antioksidan pelindung yang berperan
dalam mereduksi kecepatan rantai inisiasi melalui berbagai mekanisme.
Mekanisme antioksidannya dapat terjadi melalui pengikatan ion-ion logam,
scavenger oksigen, dekomposisi hidroperoksida menjadi bentuk-bentuk non
radikal, menyerap radiasi sinar ultra violet atau deaktivasi singlet oksigen
(Gordon, 1990).

Nabet (1996) menyatakan bahwa pada sistem pertahanan preventif,
pembentukan senyawa ROS dan radikal bebas dihambat dengan mengikat
logam atau merusak pembentukannya. Sistem pengikatan logam tersebut
terjadi dalam cairan ekstraseluler. Sebaliknya di dalam cairan intraseluler,
senyawa ROS dan radikal bebas dirusak oleh sistem enzim.

Contoh dari antioksidan sekunder menurut Winarsi (2008) adalah
vitamin C, vitamin E, dan karoten yang bisa ditemukan di buah dan sayur.
Selain itu beberapa senyawa-senyawa metabolit sekunder yang dapat

ditemukan dalam tumbuhan juga masuk ke dalam antioksidan sekunder.
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Menurut Arora et al. (1998) salah satu metabolit sekunder yang memiliki
peran sebagai antioksidan adalah flavonoid.

Flavonoid dapat beraksi sebagai scavenger radikal peroksil (ROO*)
yang akan diregenerasi menjadi ROOH, dan bertindak sebagai scavenger
radikal hidroksil (OH*) yang akan diregenerasi menjadi H2O. Senyawa hasil
regenerasi radikal peroksil dan radikal hidroksil bersifat lebih stabil,
sedangkan radikal fenoksil yang terbentuk (flavonoid-O*) menjadi bersifat
kurang reaktif untuk melakukan reaksi propagasi (Arora et al., 1998).

3. Antioksidan tersier
Antioksidan ini memiliki fungsi untuk memperbaharui sel-sel serta jaringan
yang dapat rusak karena pengaruh dari radikal bebas. Antioksidan dalam
kelompok ini adalah enzim metionin sulfoksidan reduktase misalnya yang
berperan dalam memperbaiki DNA. Selain itu juga memperbaiki kerusakan

biomolekul lainnya yang disebabkan oleh radikal bebas (Winarsi, 2008).

2.6 Bahan Induksi Pemicu Dislipidemia

Bahan induksi pemicu dislipidemia atau yang biasa disebut dengan High
Fat Diet (HFD) di penelitian ini menggunakan lemak ayam, kuning telur puyuh,
dan PTU (propiltiurasil). Penggunaan lemak ayam dan kuning telur puyuh
merupakan pertimbangan dari adanya pernyataan Putri, Diah, dan Fathiyah
(2017) yang mengatakan bahwa pemberian pakan tinggi lemak dapat
meningkatkan kadar kolesterol dan lemak dalam darah. Lemak ayam merupakan
bahan tinggi lemak yang dapat meningkatkan kadar lemak darah khususnya LDL

sebanyak 47-63% (Gupta, 2000) sedangkan kuning telur puyuh memiliki
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kandungan Kkolesterol tinggi dibanding dengan kuning telur lainnya yaitu
sebanyak 2139,17/100 gr (Dwiloka, 2003). Selain pemberian pakan tinggi lemak,
diperlukan juga pemberian (PTU).

PTU merupakan obat anti hipertiroid golongan tiamida yang memiliki
kerja berupa penghambatan enzim peroksidase. PTU yang diberikan secara
berlebihan akan menekan kadar tiroid dalam darah sehingga terjadi hipotiroidisme
(Suharti, 2007). Pada keadaan normal, hormon tiroid yang dihasilkan oleh
kelenjar tiroid mempunyai efek spesifik terhadap berbagai metabolisme sel,
termasuk  metabolisme lipid(Guyton, 2008).Hormon ini meningkatkan
katabolisme intravaskular trigliserida VLDL dan memodulasi aktivitas reseptor
LDL, baik secara in vitro maupun in vivo, sehingga menurunkan kadar kolesterol
plasma. Selain itu, terjadi peningkatan plasma cholesterol clearance dan
peningkatan perubahan kolesterol ke asam empedu di hati. Hormon tiroid juga
menstimulasi LDL dan trigliserida clearance dari plasma.(Mittal, 2010). Pada
keadaan hipotiroidisme, metabolisme lipid dihambat sehingga kadar kolesterol
total dalam darah akan meningkat (Schteingert, 2006). Selain itu dapat
menyebabkan menurunnya jumlah perubahan kolesterol ke asam empedu di

hati(Mittal, 2010).
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2.7 Atorvastatin sebagai Agen Antidislipidemia
Upaya manusia dalam mencari solusi pada kasus penyakit selama ini
sesungguhnya didukung juga oleh adanya sabda rasulullah SAW, yakni:

AN RN R

“Tidaklah Allah menurunkan suatu penyakit, melainkan akan menurunkan pula
obat untuk penyakit tersebut.” (H.R. Bukhari: 5678).

Hadits tersebut memerintahkan manusia untuk melakukan upaya yang
tidak bertentangan dengan kodratnya, yaitu dengan mencari obat sesuai penyakit
yang dideritanya (al-Jauziyah, 2008). Meskipun kesembuhan penyakit merupakan
jaminan dari Allah SWT, tetapi sebagai hamba-Nya Kkita dianjurkan untuk
mencegah ataupun mengusahakan kesembuhan dari penyakit tersebut. Ash-
Shiddieqy (2000) menyatakan bahwa alam ini sesungguhnya adalah laboratorium
besar yang diciptakan Allah SWT untuk bertafakkur mengenal sunnatullah.
Manusia dapat memanfaatkan hasilciptaan-Nya untuk memenuhi kebutuhan hidup
termasuk dalam pengobatan penyakit.

Atorvastatin merupakan obat golongan statin. Obat-obatan statin
mempunyai fungsi untuk menurunkan produksi kolesterol dengan cara
menghambat enzim yang mensintesis kolesterol yaitu enzim HMG-KoA
reduktase. Contoh dari obat golongan statin selain atorvastatin diantaranya adalah
simvastatin, cerivastatin, fluvastatin, dan luvastatin (Kabo, 2008). Dari banyaknya
obat statin yang memiliki fungsi sama dalam penghambatan kolesterol,
atorvastatin memiliki kelebihan lain yaitu adanya kandungan antioksidan
(Sunaryoet al., 2015). Atorvastatin telah diuji secara klinis juga untuk

membandingkan hasil dari pasien PJK ringan yang diberikan obat atorvastatin dan
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yang dilakukan angiospati (balonisasi dan stenting). Ternyata hasil menunjukkan
bahwa pemberian atorvastatin menurunkan LDL kolesterol lebih besar dibanding
pasien yang dilakukan angioplasti (Kabo, 2008). Sekilas profil tentang

atorvastatin dijabarkan di bawah ini:
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Gambar 2.3 Struktur molekul atorvastatin (USP, 2012)
Rumus struktur: C66H68CaF2N4010.3H20
Bobot molekul (BM) atorvastatin: 557,6319 .
Nama kimia / IUPAC atorvastatin:
7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-(phenylcarbamoyl)-5-(propan-2-yl)-1h-
pyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanoate.
Titik lebur atorvastatin : 159,2-160,7 °C (USP, 2012).

Efek samping artovastatin mulai sekitar kurang lebih enam minggu. Efek
samping yang muncul antara lain berupa myopathy /myalgia, hepatoksisitas
dengan adanya peningkatan enzim alanin aminotransferase, adanya gangguan
renal yang mengakibatkan proteinuria dan hematuria, disfungsi ereksi, artritis,
gangguan saraf seperti penurunan daya ingat dan fungsi kognitif, serta gangguan

tidur (Sinzinger dan Peskar, 2009).
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2.8 Pemanfaatan Tumbuhan
Tumbuhan merupakan salah satu makhluk ciptaan Allah SWT yang ada di
bumi dengan manfaat-manfaat tertentu dari tiap-tiap jenisnya. Tumbuhan yang
diciptakan berbeda ini tentunya dapat memberikan manfaat berbeda-beda yang
dapat digunakan oleh manusia untuk kehidupannya. Allah SWT berfirman melalui
kitab suci al-Quran dalam surat asy-Syu’araa ayat 7 yang berbunyi:
) &5 g8 8 o b 1138 250 oy 55
“Dan apakah mereka tidak memperhatlkan bumi, berapakah banyaknya Kami

Tumbuhkan di bumi ini pelbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik” (Qs. Asy-
Syu’araa: 7).

Lafadz ~_Syang merupakan bentuk kata dari »',Slyang memiliki makna
baik dan mulia dimana asal katanya adalah bahasa arab J-=dllyang berarti
keutamaan (al-Qurthubi, 2009). Allah SWT menciptakan tumbuh-tumbuhan yang
memiliki kemuliaan yang datangnya dari kemuliaan Allah SWT sehingga dalam
tafsir al-Qurthubi (2009) dikatakan bahwa hal ini merupakan salah satu tanda
yang Allah SWT berikan sebagai petunjukbahwa Allah SWT maha agung dan
berkuasa. Jika manusia memperhatikan dengan mata dan hati maka akan
diketahui dengan jelas bahwa Allah SWT adalah satu-satunya yang patut
disembah. Allah SWT mempunyai segala kuasa atas segala sesuatu salah satunya
adalah menumbuhkan berbagai tumbuhan yang baik dan mulia. Diantara
tumbuhan-tumbuhan yang dimuliakan Allah SWT, terdapat dua tumbuhan yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan

pepaya gunung (Carica pubescens).
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2.8.1 Kayu Manis (Cinnamomum burmanii Ness & T. Ness)

2.8.1.1 Klasifikasi Cinnamomum burmanii
Kayu manis yang digunakan pada penelitian ini adalah kayu manis dengan

nama latin Cinnamomum burmanii Ness & T. Ness yang diklasifikasikan
berdasarkan Cronquist tahun 1981 (Dasuki, 1991) adalah sebagai berikut.

Kingdom: Plantae

Divisi: Spermatophyta

Subdivisi: Magliophyta

Kelas: Magnoliidae

Ordo: Laurales

Famili: Lauraceae

Genus: Cinnamomum

Spesies: Cinnamomum burmaniiNess & T. Ness

2.8.1.2 Karakterisasi dan Morfologi Cinnamomum burmanii

Kayu manis merupakan tumbuhan yang dapat tumbuh di dataran yang
memiliki ketinggian 500-1.500 meter di atas permukaan laut. Kayu manis akan
dapat tumbuh dengan baik jika lingkungannya memiliki curah hujan sekitar
2.000-2.500 mm per tahun dan suhu rata-rata 25°C dimana batas toleran
minimalnya adalah 18°C dan maksimal 27°C. Kelembapan yang tepat untuk
kehidupan kayu manis adalah 70-90% dimana semakin tinggi kelembabannya
maka semakin baik. Kayu manis membutuhkan sinar matahari 40-70% dan pH

tanah 5,0-6,5 (Purseglove, 1981).
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Morfologi kayu manis diketahui dalam memiliki tinggi tumbuhan antara 5-
15 meter. Kulit pohon kayu manis memiliki warna abu-abu tua dengan wangi
yang khas. Kayunya berwarna coklat muda. Daun kayu manis termasuk dalam
kelompok tumbuhan daun tunggal yang teksturnya kaku seperti kulit, letaknya
berseling, dengan tiga buah tulang daun yang melengkung. Warna daun kayu
manis pada permukaan atasnya adalah hijau dengan tekstur licin, sedangkan
permukaan bawah berwarna keabu-abuan dan terdapat tepung yang melingkupi
permukaannya. Bentuk daun kayu manis adalah elips dengan panjang 4-14 cm

dan lebar 1,5-6 cm, berujung runcing, dan tepi daun rata (Wahyuni, 2016).

2.8.1.3 Kandungan Kimia dan Manfaat Kulit Batang Cinnamomum burmanii

Komponen bioaktif yang diketahui pada kayu manis yaitu alkaloid, tanin,
dan flavonoid. Alkaloid dan tanin yang terdapat pada kayu manis jumlahnya
tinggi sedangkan flavonoidnya sedang. Pada tumbuhan flavonoid adalah substansi
terbanyak dan terpenting pada kelompok polifenol (lukacinova, 2008). Polifenol
yang ada dalam kayu manis mengandung senyawa catechin, quercetin, rutin,
kaemfenol, dan isorhamnetin. Selain itu kayu manis memiliki komponen khas
yaitu cinnamaldehyde, cinnamic acid, cinnamate, dan essential oil (Baker, 2008).

Kayu manis telah diketahui dalam Sunarno (2010), dapat memperbaiki
kondisi stres oksidatif penderita hiperkolesterolemia. Selain itu dalam penelitian
Vanessa (2014) juga diketahui kayu manis dapat menurunkan kadar LDL dalam
darah. Turunnya kadar LDL dalam darah tentu akan mengurangi kemungkinan

terjadinya peroksidasi lipid.
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2.8.2 Pepaya Gunung (Carica pubescens Lenne & K. Koch)

2.8.2.1 Klasifikasi Carica pubescens
Pepaya gunung yang digunakan pada penelitian ini adalah Pepaya gunung

dengan nama latin Carica pubescens Lenne & K. Koch yang diklasifikasikan
berdasarkan Cronquist tahun 1981 (Dasuki, 1991) adalah sebagai berikut.

Kingdom: Plantae

Divisi: Spermatophyta

Subdivisi: Magliophyta

Kelas: Magnoliopsida

Ordo: Violales

Famili: Caricaceae

Genus: Carica

Spesies: Carica pubescens Lenne & K.

2.8.2.2 Karakterisasi dan Morfologi Carica pubescens

Pepaya gunung merupakan tumbuhan genus carica yang tidak seperti
tumbuhan carica lainnya dimana pepaya gunung pada beberapa bagian organnya
memiliki lebih banyak bulu. Hal ini sesuai dengan arti pubescens yaitu bulu.
Pepaya gunung memiliki bulu yang dapat ditemukan pada bagian permukaan
bawah daun, tangkai daun, serta permukaan luar bunga jantan maupun betina
(Laily, 2012). Daun pepaya gunung memiliki warna semakin tua dan tekstur
semakin tebal apabila hidup di ketinggian yang semakin tinggi. Selain warna dan
tekstur, lebar daun juga semakin besar. Semakin lebar daun ini maka semakin

banyak mengandung klorofil didalamnya (Laily, 2012).
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Pepaya gunung maupun tumbuhan yang tumbuh di bumi merupakan
ciptaan Allah yang memiliki karakter masing-masing. Hal ini dijelaskan dalam al-

Qur’an surat al-An’am ayat 99 yang berbunyi:

EF am i 330 ok O g il Gt G IS U s
S5 0505 ST 3 s 1 Bigl Gl ) o ST B K

(49) Opiall p3AGY oS5 & O) 43 52113 of ) Il L8 52251520
"Dan Dialah yang menurunkan air dari langit, lalu Kami tumbuhkan dengan air
itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami keluarkan dari tumbuh-
tumbuhan itu tanaman yang menghijau, Kami keluarkan dari tanaman yang
menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang kurma, mengurai tangkai-
tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula)
zaitun dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya
pada waktu berbuah, dan menjadi masak. Sungguh, pada yang demikian itu ada
tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman." (QS. Al-An‘am
6: 99)

Pada ayat ini terdapat kata yang perlu diperhatikan yaitu “sis J8 Gl
yang memiliki arti “segala macam tumbuh-tumbuhan”. Segala macam tumbuh-
tumbuhan ini merujuk pada tumbuhan yang salah satunya tumbuhan yang
digunakan pada penelitian ini. Pada tafsir al Maraghi (1992) diketahui bahwa
dengan memperhatikan secara mendalam maka akan ditemukan rahasia-rahasia
alam tumbuh-tumbuhan seperti kandungan dan manfaat dari tanaman tersebut.

Hal ini dapat diketahui dengan melakukan penelitian.

2.8.2.3 Kandungan Kimia dan Manfaat daun Carica pubescens

Kandungan kimia pepaya gunung dalam Khotimah (2016) adalah senyawa
flavanoid, alkaloid, saponin, polifenol, tanin dan triterpenoid seperti halnya
dengan senyawa yang ada di daun Carica. Menurut Yogiraj (2015) pada tumbuhan

Carica senyawa turunan alkaloid yang ada didalamnya adalah carpaine,
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pseudocarpane, dehydrocarpain | dan Il; senyawa turunan flavonoidnya adalah
kaemfenol, antosianin, dan myricetin; serta senyawa turunan fenolnya adalah
ferulic acid, caffeic acid, dan chlorogenic acid.

Pepaya gunung diketahui dalam penelitian Efendi (2017) dapat
menurunkan aktifitas peroksidasi lipid. Kemampuan tumbuhan ini dalam
menurunkan aktifitas peroksidasi lipid tentunya akan memperbaiki kondisi tubuh.
2.9 Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu upaya dalam suatu proses untuk memisahkan
suatu komponen dari suatu campuran homogen menggunakan pelarut cair
(solvent). pelarut cair (solvent) yang digunakan disebut sebagai separating agent.
Pemisahan yang terjadi menggunakan prinsip pemisahan fisika dengan adanya
beda konsentrasi dan beda kelarutan (Risyad, Resi, dan Siswarni, 2016). Ekstrasi
memiliki definisi lain yang dijelaskan dalam Tiwari dan Mandeep (2011) yaitu
ekstraksi adalah upaya memisahkan bahan aktif dalam sel atau jaringan tumbuhan
yang memiliki sifat inaktif atau inert dengan memanfaatkan pelarut yang sesuai
dengan polaritasnya.

Kualitas ekstraksi dapat diketahui melalui beberapa parameter diantaranya
prosedur ekstraksi, jenis pelarut, dan jenis bahan yang digunakan. Hasil ekstraksi
yang berupa bahan aktif dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya polaritas,
konsentrasi pelarut, jenis pelarut, waktu ekstraksi, tipe ekstraksi, pH, suhu, dan
ukuran bahan. Ukuran bahan yang akan diekstraksi dapat diperkecil untuk
mempercepat masuknya pelarut ke dalam bahan yang akan diekstrak akibat dari

luasnya bidang permukaan bahan sehingga akan mempercepat waktu yang
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digunakan untuk proses ekstraksi. Akan tetapi, ukuran bahan yang terlalu kecil
dapat menyebabkan banyak minyak volatile yang menguap selama penghancuran
(Tiwari dan Mandeep, 2011).

Pada penelitian ini bahan yang digunakan sebagai pelarut adalah etanol.
Etanol atau alkohol (C2H50H) merupakan cairan tidak berwarna, mudah
menguap, mudah terbakar dan larut dalam air. Etanol memiliki gugus hidroksil
(OH) yang menyebabkannya bersifat polar. Senyawa polar adalah senyawa yang
larut di dalam air (Chang, 2006).

Ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini adalah metode maserasi.
Maserasi merupakan metode yang paling umum digunakan untuk ektrasksi karena
mudah dilakukan dan menggunakan alat yang sederhana. Maserasi dilakukan
dengan perendaman serbuk simpilisia dalam pelarut. Pelarut akan menembus
dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat-zat aktif
sehingga zat aktif akan larut. Maserasi membutuhkan waktu yang cukup lama
karena dalam pengerjaannya hanya dilakukan perendaman agar terjadi osmosis,
sehingga perlu pergantian pelarut atau remaserasi agar zat-zat yang terkandung
sebagian besar dapat ditarik oleh pelarut (Nugrahaningtyas, Sabirin, dan Tutik,

2005).

2.10 Mencit (Mus musculus)
2.10.1 Definisi Mencit (Mus musculus)

Mencit (Mus musculus) termasuk hewan mamalia pengerat. Hewan
pengerat ini memiliki sifat yang tepat untuk digunakan sebagai hewan coba yaitu

mudah dipelihara, cepat berkembangbiak, harga ekonomis, lebih jinak, dan lebih
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tahan terhadap penyaki. Berbeda dari hewan-hewan lainnya, mencit tidak
mempunyai kelenjar keringat. Pada umur empat minggu berat badan mencit dapat
mencapai 18-20 gram (Kusumawati, 2004). Mencit dalam keadaan normal

menurut Diah (2004) memiliki kadar kolesterol antara 26,0 sampai 82,4 mg/dl.

Gambar 2.6. Mencit (Mus musculus) (Tetebano, 2011)

2.10.2 Klasifikasi Mencit (Mus musculus)
Mencit yang merupakan hewan coba dengan nama latin Mus musculus

memiliki Klasifikasi taksonomi yang menurut Boolootion (1991) sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Filum d Chordata
Sub Filum : Vertebrata
Kelas - Mamalia
Ordo : Rodentia
Famili : Muridae
Genus : Mus

Spesies : Mus musculus



37

2.11 Molecular Docking (Penambatan Molekul)
2.11.1 Pengertian

Molecular docking jika dideskripsikan dapat dijelaskan yaitu metode
secara komputasional untuk mencari ligan yang cocok baik secara geometris dan
energi ke situs pengikatan protein (reseptor). Molecular docking ini nantinya
akanmenggambarkan orientasi ikatan terbaik dari ligan yang mengikat protein
(reseptor) tertentu (Mukesh dan Rakesh, 2011). Ligan adalah molekul kecil yang
berinteraksi dengan daerah ikatan (binding site) pada protein. Ada beberapa
kemungkinan konformasi dalam ikatan antara ligan dan protein yang terjadi,
disebut dengan mode ikatan (Onkara dkk., 2013). Tujuan dari molecular docking
adalah untuk mencapai konformasi yang optimal (Mukesh dan Rakesh, 2011).

Molecular docking merupakan alat utama dalam biologi molekular
struktural dengan bantuan komputer untuk desain suatu obat (Puspaningtyas,
2012). Molecular docking membantu dalam mempelajari interaksi obat (ligan)
dan protein (reseptor) dengan mengidentifikasi situs aktif yang cocok pada
protein, mendapatkan geometri terbaik dari kompleks ligan-reseptor dan
menghitung energi interaksi dari ligan yang berbeda untuk merancang ligan yang
lebih efektif (Mukesh dan Rakesh, 2011).Interaksi ini akan menghasilkan energi
ikatan (binding affinity) dan aktivitas dari molekul obat tersebut (Onkara dkk.,
2013).

Energi ikatan hasil docking merupakan parameter utama untuk mengetahui
kestabilan antara ligan dan reseptor. Interaksi antara ligan dan reseptor yang stabil

ditunjukkan dengan nilai binding affinity yang rendah karena ligan dan reseptor
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cenderung berinteraksi pada kondisi energi yang paling rendah (Arwansyah dkk.,
2014). Nilai energi bebas Gibbs yang kecil menunjukkan konformasi yang
terbentuk adalah stabil, sedangkan nilai energi bebas Gibbs yang besar
menunjukkan tidak stabilnya kompleks yang terbentuk (Funkhouser, 2007).

Hubungan antara molekul biologis yang relevan seperti protein, asam
nukleat, karbohidrat dan lipid memainkan peran sentral dalam transduksi sinyal.
Orientasi relatif dari dua pasangan yang berinteraksi dapat mempengaruhi jenis
sinyal yang dihasilkan. Oleh karena itu docking berguna untuk memprediksi
orientasi ikatan kekuatan dan jenis sinyal yang dihasilkan. Docking sering
digunakan untuk memprediksi orientasi ikatan kandidat obat bermolekul kecil
terhadap target proteinnya (Mukesh dan Rakesh, 2011).

Syarat pertama dalam docking adalah struktur protein yang
dikehendakistrukturnya telah ditentukan dengan teknik biofisik seperti kristalogafi
sinar-x atau spektroskopi NMR. Struktur protein dan basis data ligan ini berfungsi
sebagai input dalam program docking. Keberhasilan docking tergantung pada dua
komponen yaitu pencarian algoritma dan fungsi scoring. Fungsi scoring berfungsi
untuk memprediksi afinitas ikatan makromolekul dengan ligan. Identifikasi ini
didasarkan pada teori energi bebas Gibbs (energi ikatan). Penggunaan algoritma
berperan dalam penentuan konformasi (docking pose) yang komponen vyaitu
pencarian algoritma dan fungsi scoring. Fungsi scoring berfungsi untuk
memprediksi afinitas ikatan makromolekul dengan ligan. Identifikasi ini

didasarkan pada teori energi bebas Gibbs (energi ikatan). Penggunaan algoritma
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berperan dalam penentuan konformasi (docking pose) yang paling stabil dari
pembentukan kompleks(Mukesh dan Rakesh, 2011).

Berdasarkan interaksi yang terjadi terdapat empat jenis molecular docking
yaitu docking protein-ligan kecil, docking protein-peptida docking protein-protein,
dan docking protein-nukleotida. Keuntungan molecular docking antara lain waktu
penelitian yang singkat dan biaya yang lebih murah. Sintesis senyawa obat baru
secara tradisional menggunakan kombinasi kimiawi dan screening dalam skala
besar merupakan proses yang membutuhkan biaya besar dan waktu yang lama,
sedangkan screening database molekul dari senyawa model dapat dijadikan proses
alternatif dalam desain obat(Mukesh dan Rakesh, 2011).

2.11.2 Database Perangkat Lunak untuk Docking

Database yang dapat digunakan untuk membantu proses preparasi dalam
dockingantara lain GeneBank (ncbi.nlm.nih.gov/genebank/), Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/), PubChem (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Perangkat lunak
yang dapat digunakan untuk proses docking yaitu Autodock Vina, Arguslab,
Cluspro, Parddock, MGL Tools dan lain-lain (YYanuar, 2012).

PyMOL merupakan salah satu program visualisasi yang digunakan untuk
memahami suatu struktur biologi dan dapat menampilkan gambar 3 dimensi yang
berkualitas dan mampu menyajikan tampilan struktur dalam beberapa warna dari
suatu molekul kecil maupun makromolekul seperti protein (DeLano dan

Bromberg, 2004).
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Autodock merupakan program penambatan molekuler yang efektif secara
cepat dan akurat dapat memprediksi konformasi dan energi dari suatu ikatan
antara ligan dan terget makromolekul. Autodockterdiri dari dua program utama,
yaitu Autodock dan Autogrid. Autodock untuk melakukan penambatan molekuler
ligan dan protein target dengan set grid yang telahterdeskripsi. Pendeskripsian ini
dilakukan ~ sebelumnya  dengan  Autogrid. Untuk  memungkinkan
pencariankonformasi, Autodock membutuhkan ruang pencarian dalam sistem
koordinat dimana posisi ligan dianggap akan terikat (Morris, 2009).

Autogrid yang membantu perhitungan grid tersebut. Hal ini dapat
digunakan sebagai pedoman dalam perancangan struktur kimia agar diperoleh
ikatan yang lebih baik lagi. Bahan yang telah siap dipreparasi dengan parameter
Autogrid, kemudian dilakukan validasi menggunakan kontrol agonis dan
antagonis. Kemudian proses docking dan dilakukan analisis visual dengan
beberapa piranti lunak lainnya seperti Ligplot ++1.4.5 dan PyMol 1.3 (Syahputra

dkk., 2014).

2.11.3 Analisis Aktivitas Biologi PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances)

Sebelum melakukan docking biasanya dilakukan prediksi aktivitas biologi
dari senyawa-senyawa yang akan digunakan sebagai ligan. Salah satu software
yang dapat digunakan untuk analisis tersebut adalah PASS (Prediction of Activity
Spectra for Substances). Progam ini merupakan suatu program komputer yang

digunakan untuk memprediksi berbagai aktivitas biologi dari suatu senyawa
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(Jamkhande dkk., 2014). Prediksi PASS bertujuan untuk mengetahui keberadaan
senyawa dan aktivitas biologinya (Chelliah, 2008).

Program PASS secara luas digunakan dalam teknik in silico dan telah
digunakan sebagai software yang potensial untuk memprediksi spektrum aktivitas
biologi dari senyawa sintetis untuk pencarian obat baru. Analisis PASS
didasarkan pada SAR (Structure Activity Relationship) atau hubungan struktur
aktivitas dari sekumpulan percobaan yang terdiri lebih dari 270.000 senyawa yang
menunjukkan lebih berbagai macam aktivitas biologi seperti efek farmakologi,
mekanismenya, toksisitas maupun interaksi dengan sistem metabolik (Filimonov
dkk., 2014).

Hasil prediksi dari PASS akan menunjukkan sejumlah aktivitas biologi
sebagai kemungkinan aktif (Pa= probable activity) dan kemungkinan tidak aktif
(Pi= probable inactivity). Nilai Pa dan Pi bermacam-macam dari 0,000 hingga
1,000 dan secara umum Pa+Pi#l. Interpetasi dari hasil prediksi PASS adalah, (i)
hanya senyawa dengan nilai Pa>Pi yang memiliki kemungkinan sebagai senyawa
yang baik, (ii) jika nilai Pa>0,7 maka kemungkinan senyawa akan aktif pada
eksperimen tinggi, (iii) jika nilai 0,5<Pa<0,7 maka kemungkinan senyawa akan
aktif pada eksperimen rendah, tapi senyawa mungkin tidak sama dengan obat
yang telah dikenal, dan (iv) jika Pa<0,5 maka menunjukkan aktivitas secara

eksperimental rendah (Chelliah, 2008).
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2.11.4 Molecular Docking Enzim Siklooksigenase dengan Senyawa Aktif
Kulit Batang Kayu Manis (Cinnamomum burmanii) dan Daun Pepaya

Gunung (Carica pubescens)
Penelitian ini menggunakan molecular docking dimana interaksinya terjadi

antarareseptor dan ligan. Reseptor yang digunakan adalah enzim siklooksigenase
yang diketahui dalam Ayala et al. (2014) merupakan enzim yang berperan pertama
kali dalam metabolisme asam arakidonat hingga terbentuknya MDA. Ligan yang
digunakan adalah senyawa aktif kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) yaitu cinnamaldehyde,
cinnamic acid, cinnamate, catechin, quercetin, rutin,isorhamnetin, carpaine,
pseudocarpane, dehydrocarpain | dan IlI, myricetin, ferulic acid, caffeic
acid,kaemfenol, peonidin, pelargonidine, malvidine, dan chlorogenic acid (Baker,

2008; lukacinova, 2008; Yogiraj, 2015).
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2.13 Deskripsi Kerangka Konsep Penelitian

PTU merupakan bahan pemicu terjadinya hipotiroidisme apabila
pemberiannya secara berlebihan. Menurut Schteingert (2006) keadaan
hipotiroidisme dapat merangsang hati sehingga metabolisme lipid dihambat dan
kadar kolesterol total dalam darah akan meningkat.

Peningkatan kolesterol selain dengan menurunkan metabolisme lipid, juga
diinduksi menggunakan diet tinggi lemak. Diet tinggi lemak bisa didapatkan dari
pemberian lemak ayam dan kuning telur puyuh karena menurut Gupta (2000)
lemak ayam dapat meningkatkan kadar lemak darah khususnya LDL sebanyak 47-
63% dan menurut Dwiloka (2003) kuning telur puyuh dapat berperan dalam
meningkatkan kolesterol karena memiliki kandungan kolesterol tinggi dibanding
dengan kuning telur lainnya yaitu sebanyak 2139,17/100 gr.

Tingginya kadar LDL maupun Kkolesterol merupakan ciri-ciri dari
terjadinya dislipidemia. Keadaan dislipidemia dengan tingginya LDL dapat
menyebabkan terjadinya oksidasi LDL apabila terdapat stres oksidasi yang tinggi
dalam tubuh. Oksidasi LDL (peroksidasi lipid) terbentuk dengan dua cara yaitu
secara enzimatik dan non enzimatik. Secara non enzimatik, terjadi dengan adanya
reaksi asam lemak terhadap senyawa oksigen reaktif (SOR) membentuk
hidroperoksida yang selanjutnya akan terbentuk MDA (Sunarjo, 2012).
Sedangkan secara enzimatik terjadi dengan adanya katalisasi asam lemak tak
jenuh dengan enzim siklooksigenase menghasilkan biomolekul aktif yang
dinamakan endoperoksida (PGG, PGH) yang selanjutnya akan diubah secara

enzimatis hingga terbentuk MDA (Ayalaet al., 2014).
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Atorvastatin diketahui dapat menjadi obat untuk menangani dislipidemia.
Atorvastatin bersifat menurunkan kadar lipid selain itu juga memiliki kandungan
antioksidan. Kadar lipid yang diturunkan dilakukan dengan cara menghambat
kerja dari enzim HMG-KoA reduktase sehingga tidak menghasilkan kolesterol
(Sunaryo et al., 2015). Antioksidan yang ada dalam atorvastatin dapat
menurunkan terjadinya oksidasi LDL karena menurut Wedhasari (2014)
antioksidan dapat menangkal maupun meredam dampak negatif radikal bebas.
Penggunaan atorvastatin ini cukup sering digunakan akan tetapi pada Suyatna
(2007) dalam Fauzi (2009) diketahui bahwa atorvastatin memiliki efek samping
yaitu menyebabkan terjadinya Rhabdomiolisis.

Adanya efek samping dari atorvastatin ini mendukung penelitian bahan
alam yang hampir tidak memiliki efek samping. Bahan alam yang digunakan
dalam penelitian ini adalah kulit batang kayu manis (Cinnamon burmani) dan
daun pepaya gunung (Carica pusbescens). Menurut Baker (2008) diketahui bahwa
kulit batang kayu manis memiliki senyawa cinnamaldehyde, cinnamic acid,
cinnamate, catechin, quercetin, rutin, kaemfenol, dan isorhamnetin sedangkan
padadaun Carica pusbescensmenurut Yogiraj (2015) memiliki kandungan
senyawa carpaine, pseudocarpane, dehydrocarpain | dan IlI, myricetin, ferulic
acid, caffeic acid, kaemfenol, peonidin, pelargonidine, malvidine, dan
chlorogenic acid. Senyawa aktif flavonoid seperti myricetin (Simanjuntak, 2012),
polifenol seperti catechin, quercetin, rutin, kaemfenol, dan isorhamnetin (Ridwan,
Raden, dan Anggraini 2012), serta alkaloid seperti carpaine, pseudocarpane,

dehydrocarpain | dan Il (Wedhasari, 2014) telah diketahui berperan sebagai
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antioksidan sehingga dapat menurunkan stres oksidatif dan menurunkan

kemungkinan terjadinya peroksidasi lipid sehingga kadar MDA dapat menurun.



BAB 111

METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian skripsi ini merupakan penelitian yang diuji secara in silico dan
in vivo. Uji in silico yang dilakukan menggunakan metode deskriptif eksploratif.
Penelitian jenis ini bertujuan untuk menemukan sebuah data yang dapat
memberikan definisi atau penjelasan mengenai konsep atau pola yang digunakan
dalam penelitian.

Uji in vivo yang dilakukan merupakan penelitian eksperimentaldengan
menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) dalam enam kelompok dan lima
ulangan. Hewan coba pada penelitian ini adalah Mencit (Mus musculus strain
Balb/c) untuk mengetahui pengaruh pemberian kombinasi ekstrak kulit batang
kayu manis(Cinnamomum burmanii) dan buah pepaya gunung (Carica pubescens)

terhadap MDA pembuluh koroner mencit (Mus musculus) dislipidemia.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Julisampai September 2018 di
Laboratorium Fisiologi Hewan dan Laboratorium Genetika Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim,
Malangdan UPT. Materia Medica, Batu.Berikut adalah uraian singkat waktu

penelitian:

46
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Juli Agustus September
Kegiatan
1 3/4(1|12|3|4|11(2|3|4
Uji in silico
Aklimatisasi

Induksi bahan pemicu
dislipidemia

Induksi obat dan ekstrak

Pembedahan dan
pengambilan data

3.3 Variabel Penelitian
Berbagai macam variabel penelitian ini dijelaskan sebagai berikut.
a. Variabel bebas
1. Uji In silico: ligan (senyawa aktif pada kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens).
2. Uji In vivo: dosis ekstrak kombinasi kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens).
b. Variabel tergantung
1. Uji In silico: persentase HIA (Human Intestinal Absorption), nilai uji
Lipinski Rule of Five, dan nilai uji PASS (Prediction of Activity Spectra
for Substance) tiap senyawa, serta nilaibinding affinity dan binding

posedari hasil docking molekuler senyawa aktif dalam kulit batang
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kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica

pubescens) dengan enzim siklooksidase.

2. Uji In vivo: kadar MDA pembuluh koroner mencit.

c. Variabel kendali

1. Uji In silico: metode molecular docking.

2. UjiInvivo :

a)

b)

d)

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

Cara pemeliharaan: mencit diaklimatisasi selama 1 minggu di
Laboratorium Kandang Hewan Coba sebelum perlakuan hingga
berat badan mencit mencapai 20-25 gram. Selama aklimatisasi
mencit diberi makan BR IA serta minum air mineral.

Perlakuan: teknik pemberian ekstrak kombinasi kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica
pubescens) secara oral.

Induksi dislipidemia: teknik pemberian kuning telur, lemak ayam,

dan PTU (propiltiourasil) secara oral.

3.4 Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah mencit (Mus musculus strain Balb/c)

jenis kelamin jantan, umur 12 minggu dengan berat badan rata-rata 25 gram yang

didapat dari UPHP (Unit Pengembangan Hewan Percobaan) JI. Soekarno Hatta,

Malang. Sampel diambil secara acak dari populasi mencit (Mus musculus strain
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Balb/c) jantan untuk menjadi hewan coba. Sampel dikelompokkan secara acak

dalam enamkelompok, yaitu:

1.

Kelompok Kontrol standar, mencit tanpa induksi kuning telur, lemak, dan
PTU.

Kelompok Kontrol negatif, mencit diinduksi kuning telur, lemak, dan PTU.
Kelompok Kontrol positif (Perlakuan 0), mencit diinduksi kuning telur
puyuh, lemak ayam, PTU, dan atorvastatin.

Kelompok Perlakuan I, mencit diinduksi kuning telur puyuh, lemak ayam,
PTU, dan kombinasi ekstrak kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmanii) dosis 10,5 mg/ 25 gr BB mencit dengan ekstrak daun pepaya
gunung (Carica pubescens)dosisO mg/ 25 gr BB.

Kelompok Perlakuan 11, mencit diinduksi kuning telur puyuh, lemak ayam,
PTU, dan kombinasi ekstrak kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmanii) dosis 5,25 mg/ 25 gr BBdengan daun pepaya gunung (Carica
pubescens)dosis 5,25 mg/ 25 gr BB.

Kelompok Perlakuan 111, mencit diinduksi kuning telur puyuh, lemak ayam,
PTU, dan kombinasi ekstrak kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmanii) 0 mg/ 25 gr BBdenganekstrak daun pepaya gunung (Carica

pubescens) dosis 10,5 mg/ 25 gr BB.
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Estimasi besarnya sampel yang digunakan dalam penelitian ini ditentukan
dengan rumus Federer :
(t-1) (r-1) > 15
(5-1) (r-1) > 15
4r-4 > 15
4r > 20
r>5
Keterangan :
r = replikasi (ulangan)

t = treatment (perlakuan)

Sehingga jumlah sampel keseluruhan dalam penelitian ini menggunakan 30

ekor mencit.

3.5 Alat dan Bahan
3.5.1 Alat

Alat yang terdaftar untuk digunakan dalam penelitian ini adalah kandang
hewan coba, tempat minum, timbangan analitik, blender, alat pencekok styringe,
rotary vacum evaporator, saringan 100 mesh, spuit 1 ml, gelas ukur 10 mli,
spektrofotometer, alat bedah, gelas beker 500 ml, tabung 2 ml, safety tool,
komputer DELL Intel Core i5 Inside64 bit, software PyMOL, Discovery studio

2016,dan PyRXx.
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3.5.2 Bahan

Bahan yang terdaftar untuk digunakan dalam penelitian ini adalah mencit
(Mus musculus strain Balb/c) jenis kelamin jantan umur 12 minggu bulan dengan
berat badan rata-rata 25 gram, kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii),
daun pepaya gunung (Carica pubescens), serbuk kayu, air mineral, pakan BR 1A,
akuades, NaCl Fisiologis, CMC-Na (Natrium Carboxymethilcelulose), pereaksi TCA
20%, larutan TBA 0,67%,larutan TEP (Sigma—Aldrich),struktur 3D ligan
(cinnamaldehyde CID: 637511, cinnamic acid CID: 444539, cinnamate CID:
637520, catechin CID: 9064, quercetin CID: 5280804, rutin CID: 5280805,
isorhamnetin CID: 5487766, carpaine CID: 442630, pseudocarpane CID:
12305270, dehydrocarpain | CID: 131750991, dehydrocarpain Il CID:
131750991, myricetin CID: 5281672, ferulic acid CID: 445858, caffeic acid CID:
689043, kaemfenol CID: 5280863, peonidin CID: 441773, pelargonidine CID:
440832, malvidine CID: 443652, dan chlorogenic acid CID: 1794427) yang
didapat dari http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov dengan format “.sdf”, struktur 3D
reseptor enzim siklooksigenase CID: 5IKQ yang didapat dari PDB

(http://www.rcsb.org/pdb/home).
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3.6 Prosedur Penelitian
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Penelitian skripsi ini dilakukan dalam tiga tahap yang digambarkan pada

kerangka dibawabh ini.

Prosedur Penelitian

v

In silico

Prediksi
aktivitas ligan

v

In vivo

v

v

\

Persiapan
protein target

Persiapan
struktur ligan

Docking
reseptor ligan

Visualisasi
hasil docking

3.6.1In Silico

3.6.1.1 Prediksi Aktivitas Ligan

Ligan

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ dan disimpan dalam format

(3

“mol”. Selanjutnya

disiapkan juga ligan dalam format “.pdb” dengan cara dibuka ligan format “.mol”

terlebih dahulu di PyMol kemudian disimpan dalam format “.pdb”.

selanjutnya dilakukan pengujian, diantaranya:

Ligan

Persiapan Pelaksanaan |[ Pengambilan A
data
Persiapan hewan coba (" Induksi p L )
kuning telur  |{ )
Persiapan bahan uji Sl Kadar MDA
’ pembuluh
lemak ayam, K
Penentuan dan dan PTU \_ Ogoner
pembuatan dosis obat \. / N .
- : r \| Analisis data
sintesis dan pemberian Perlakuan
High Fat Diet (HFD) hewan coba
J
Penentuan dan
pembuatan dosis
perlakuan herbal
Gambar 3.1 Kerangka Prosedur Penelitian
didapatkan  informasinya  dari  laman  NCBI vyaitu



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1. Uji HIA (Human Intestinal Absorption)
Pengujian dilakukan dengan menggunakan software PreADMET online.

Software ini bisa diakses melalui http://preadmet.bmdrc.org/. Pengujian dapat

dilakukan dengan mula-mula software PreADMET dibuka. Senyawa ligan
yang telah disiapkan kemudian diunggah. Selanjutnya dilakukan prediksi
absorpsi senyawa ligan (Lee, 2003).

2. Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)
Pengujian dilakukan dengan menggunakanPASS Online pada laman

http://www.pharmaexpert.ru/passonline. Pengujian yang dilalukan adalah

pengujian aktivitas inhibitor peroksidasi lipid dari tiap senyawa.

3.6.1.2 Persiapan Protein Target

Reseptor enzim siklooksigenase diunduh dari laman PDB
(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Selanjutnya reseptor protein tersebut
di bersihkan dari molekul lain menggunakan software PyMol dengan cara

dihilangkan molekul yang tidak diinginkan dari reseptor tersebut.

3.6.1.3 Persiapan Struktur Ligan
Struktur ligan yang digunakan berbentuk 3D dengan format “.sdf”. File ini
dapat diunduh dari laman NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pada bagian

pubchem compound.


http://preadmet.bmdrc.org/
http://www.pharmaexpert.ru/passonline
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3.6.1.4 Docking Reseptor Ligan
Reseptor enzim siklooksigenase dengan ligan (senyawa-senyawa dari

kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan daun Pepaya Gunung

(Carica pubescene) dimasukkan dalam software PyRx untuk docking

menggunakan Autodock Vina. Langkah-langkah docking yang dilakukan adalah:

a. Reseptor hasil pemisahan diinput dengan memilih menu ‘file’ kemudian
dipilih ‘load molecule’. Klik kanan pada ‘enzim siklooksigenase’ di bawah
molekul panel dan pilih ‘ AutoDoc’ lalu pilih ‘make macromolecule’.

b. Ligan yang telah diunduh diinput dengan memilih menu ‘file’, pilih ‘import’,
pilih ‘Chemical table SDF’.

. Setelah semua ligan siap, klik kanan pada salah satu dalam tabel ‘open Babel’,
kemudian pilih ‘Minimize All’.

d. Klik kanan kembali pada salah satu ligan dalam tabel ‘open babel’, kemudian
‘Convert All to AutoDock Ligan’ (pdbqt).

e. Pilih tab Vina Wizard di bawah kontrol panel dan klik pada tombol Start.

f. Pilih ligan-ligan yang akan didockingkan di bawah folder ligan (tombol Shift
untuk memilih beberapa ligan).

g. Pilih reseptor (enzim siklooksigenase) di bawah folder makromolekul dan klik
tombol ‘Forward’ pada Vina Wizard.

h. Klik tombol ‘Maximize’ di bawah ‘Vina Search Space’ dan kemudian klik
tombol ‘Forward’. Docking ligan dengan AutoDock Vina dimulai.

i. Setelah proses docking selesai, PyRx akan menampilkan 9 konformasi terbaik.
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3.6.1.5 Visualisasi Hasil Docking

Hasil docking dari konformasi ligan dipilih yang mempunyai nilai paling
negatif energi ikatannya. Hasil interaksi berupa ikatan hidrogen, interaksi
hidrofobik serta asam-asam amino yang terikat pada ligan divisualisasikan

menggunakan software Discovery Studio dan PyMOL.

3.6.2In Vivo
3.6.2.1 Tahap Persiapan

a. Persiapan Hewan Coba

Sebelum mencit diberikan perlakuan yang perlu dilakukan adalah
mempersiapkan tempat pemeliharaan kandang seperti kandang, sekam kayu,
tempat pakan dan tempat minum untuk mencit. Kemudian mencit yang akan
digunakan dalam penelitian diaklimatisasi selama satu minggu. Selama

diaklimatisasi mencit diberi pakan BR 1A dan diberi minumair mineral.

b. Persiapan Bahan Uji dan Ekstraksi

Kulit batang kayu manis (Cinnamomumburmanii) didapat dariUPT.
Materia Medica, Batu. Kulit kayu manis kemudian dikeringkan pada oven suhu
50 °C, diblender, dan disaring dengan penyaring berukuran 100 mesh.

Pepaya gunung(Carica pubescens) didapat dari Kawasan Wisata
Pemandian Air Panas Cangar, Batu. Pepaya gunung (Carica pubescens)
kemudian diambil bagian daunnya yang sudah matang. Daun pepaya gunung
(Carica pubescens) selanjutnya dikeringkan pada oven suhu 50°C, diblender,

dan disaring dengan penyaring berukuran 100 mesh.
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Tiap serbuk tumbuhan yang telah dibuat kemudian diekstraksi. Cara
pembuatan ekstraknya adalah mula-mula dilakukan maserasi dengan
merendam 1000 gram serbuk daun pepaya gunuing dan etanol 70% dengan
perbandingan 1:3. Setiap hari sekali dilakukan pergantian etanol 70% dengan
cara disaring dan diambil terlebih dahulu etanol 70% yang sebelumnya (filtrat)
kemudian dimasukkan etanol 70% yang baru dengan perbandingan yang sama
seperti hari sebelumnya. Filtrat yang telah terkumpul selama 3 hari kemudian
dipekatkan menggunakan rotary vacum evaporator dengan suhu 60°C

(Kusuma, 2016).

c. Penentuan dan Pembuatan Dosis Obat Sintesis

Obat sintesis yang digunakan sebagai pembanding adalah atorvastatin
20 mg. Dosis yang digunakan untuk tikus setelah dikonversi adalah 0,052
mg/20 g BB (faktor konversi 0.0026) (Yosmar, Arifin, & Mustika, 2014).
Atorvastatin  diinduksi secara per-oral sehingga dilakukan pelarutan
atorvastatin pada akuades dengan jumlah 0,065 mg atorvastatin dalam 0,35 ml

akuades untuk mencit dengan berat badan 25 gram.

d. Penentuan dan Pembuatan High Fat Diet (HFD)

Pembuatan High Fat Diet (HFD) dilakukan dengan mengambil
referensi dari Wicaksono dan Idris (2013) menggunakan kuning telur puyuh,
lemak ayam, dan PTU. Adapun komposisi bahan tersebut untuk tiap ekor
mencit dengan berat 25 gram adalah lemak ayam yang telah dicairkan sejumlah

0,06 ml, kuning telur puyuh 0,26 ml, dan PTU43,8 mg.
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e. Penentuan dan PembuatanDosis Perlakuan Herbal

Perlakuan herbal yang digunakan adalah kombinasi ekstrak kulit batang
kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung(Carica
pubescens). Dosis ditentukan dari rujukan penelitian Firdaus (2015). Dosis
yang telah ditentukan kemudian dikonversi menjadi dosis untuk mencit.

Persiapan yang dilakukan dalam membuat ekstrak herbal ini mula-mula
adalah membuat larutan stok CMC-Na 0,1%. CMC-Na serbuk ditimbang
sebanyak 0,3 gr kemudian dilarutkan dalam 3000 ml akuades.

Selanjutnya membuat larutan stok ekstrak perlakuan 1 sampai 3. Untuk
perlakuan 1, larutan stok dibuat dengan menghomogenkan10,5 gram ekstrak
kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) dalam 350 ml CMC-Na
0,1%. Untuk perlakuan 2, larutan stok dibuat dengan menghomogenkan5,25
gram ekstrak kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan 5,25 gram
ekstrak daun pepaya gunung (Carica pubescens) dalam 350 ml CMC-Na
0,1%. Untuk perlakuan 3, larutan stok dibuat dengan menghomogenkanl10,5
gram ekstrak daun pepaya gunung (Carica pubescens) dalam 350 ml CMC-Na

0,1%.

3.6.2.2Pelaksanaan Penelitian
a. Induksi Bahan Pemicu Dislipidemia
Seluruh kelompok mencit kecuali kontrol standar diinduksi bahan
pemicu dislipidemia. Pemberian dilakukan secara sonde lambung sejumlah

0,35 ml setiap hari pukul 08.00 WIB selama 56 hari.
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b. Perlakuan Hewan Coba

Pemberian perlakuan pada hewan coba mulai dilakukan pada hari ke-29
hingga hari ke-56 setiap pukul 10.00 WIB, 2 jam setelah induksi bahan pemicu
dislipidemia. Larutan yang diberikan adalah larutan atorvastatin, ekstrak kulit
batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica
pubescens) maupun kombinasinya sesuai dengan kelompok perlakuan.
Pelaksanaan tiap perlakuan hewan coba ini dilakukan dengan cara sonde

lambungdengan volume sejumlah 0,35 ml tiap mencitnya.

3.6.2.3 Tahap Pengambilan Data

a. Pengambilan Sampel

Setelah 56 hari, mencit dipuasakan selama 8 jam yang setelahnya
langsung dibedah untuk diambil pembuluh koronernya. Pembuluh koroner ini
diambil untuk keperluan pengukuran kadar MDA.
c. Pengukuran kadar MDA Pembuluh Koroner

Pembuluh koroner dari tiap perlakuan ditimbang, diambil sebanyak *
50 mg, dan digerus. Sebanyak + 0,5 mg tadi kemudian ditambahkan 0,5 ml
pereaksi TCA 20% dan disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 5 menit.
Supernatan yang terbentuk kemudian diambil sebanyak 0,5 ml dan dicampur
0,5 ml larutan TBA 0,67%. Homogenat tersebut selanjutnya dipanaskan dalam
pemanas air dengan suhu 100°C selama 10 menit, kemudian didinginkan pada
suhu ruang (26-27°C). Selanjutnya diukurnilai absorbansinya pada panjang
gelombang 500-600 nm menggunakan spektrofotometer. Data nilai

absorbansiyang telah didapat kemudian digunakan untuk menghitung kadar
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MDA menggunakan kurva standar yang dibuat dengan mereaksikan TEP

(Tetraetoksipropan) dalam berbagai konsentrasi dengan TBA 0,67%.

3.7 Analisis Data

Data yang diperoleh dari pengukuran kadar MDA diuji normalitas
menggunakan Kolmogorov-Smirnov dan uji homogenitas Levene, setelah diuji
data yang memenuhi syarat parametrik dianalisis menggunakan One Way
Anova, sedangkan data yang tidak memenuhi syarat parametrik dianalisis
secara nonparametrik menggunakan Kruskal-Wallis. Jika F hitung > F tabel 5%
maka Ho ditolak. Apabila terjadi perbedaan yang signifikan pada data
parametrik, maka dilanjutkan dengan uji lanjut Pos Hoc Duncan, sedangkan
data untuk nonparametik dilanjutkan ujiPost Hoc Mann-Whitney dengan taraf
signifikan 5%.

Analisis hasil docking dilakukan dengan melihat nilai energi ikatan
(binding affinity) dan interaksi daerah ikatan (binding site) antara senyawa
cinnamaldehyde, cinnamic acid, cinnamate, catechin, quercetin,
rutin,isorhamnetin, carpaine, pseudocarpane, dehydrocarpain | dan I,
myricetin, ferulic acid, caffeic acid,kaemfenol, peonidin, pelargonidine,
malvidine,dan chlorogenic acidterhadap enzim siklooksigenase. Nilai energi
ikatan (binding affinity) yang paling rendah merupakan nilai terbaik dan

menunjukkan interaksi yang paling stabil.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Uji Penghambatan Aktivitas Enzim Siklooksigenase dari Senyawa Aktif
Kulit Batang Kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan Daun Pepaya
Gunung (Carica pubescens) secara In Silico

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

Penelitian yang dilakukan selain uji in silico adalah uji in vivo. Pengujian
in vivo penelitian ini dilakukan secara per-oral. Pemberian ekstrak secara per-oral
mengantarkan ekstrak masuk ke dalam tubuh melalui penyerapan di usus halus.
Ekstrak yang diantar ke dalam tubuh dengan mula-muladiserap ke dalam usus
menurut Wilson (2011) menunjukkan pentingnya prediksi absorbsi usus halus
tiap-tiap senyawa pada ekstrak sehingga dalam melakukan uji in silico hal
pertama yang perlu diuji adalah HIA.

Senyawa-senyawa aktif dalam kulit batang kayu manis (Cinnamomum
burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) yang diujikan pada
penelitian ini sebagian besar memiliki hasil yang baik nilai HIA-nya. Nilai yang
baik ini diketahui berdasarkan Nerkaret al. (2012) adalah nilai HIA dengan nilai
lebih dari 70% menunjukkan absorbsi usus yang tinggi terhadap suatu senyawa.
Jika diamati dari tabel 4.1 dapat terlihat bahwa terdapat 13 senyawa yang dapat
diabsorbsi usus dengan penilaian yang tinggi selain atorvastatin, yaitu
cinnamaldehyde, cinnamate, cinnamic acid, pseudocarpaine, carpaine, ferulic
acid, caffeic acid, pelargonidin, peonidin, malvidin, kaemferol dan isorhamnetin.
Apabila dilihat dari tingginya kemampuan usus dalam absorbsi 13 senyawa
tersebut, maka dapat menunjukkan bahwa senyawa tersebut dapat masuk dengan

baik untuk berperan dalam tubuh.
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Tabel 4.1 Hasil Prediksi HIA (Human Intestinal Absorption)

No Sumber Senyawa HIA (%)
1 | Atorvastatin Atorvastatin 94,65
2 Cinnamaldehyde 100
3 Cinnamate 97,85
4 Kavu Manis Cinnamic Acid 97,85
> (CiBr/mamomum burmannii) Isorharr_metln 78,35
6 Catechin 66,71
7 Quercetin 63,49
8 Rutin 2,86
9 Pseudocarpaine 94,63
10 Carpaine 94,63
11 Ferulic Acid 90,6
12 Caffeic Acid 82,3
13 | Pepaya Gunung Pelargonidin 81,59
14 | (Carica Pubescens) Peonidin 81,24
15 Malvidin 80,91
16 Kaemferol 79,44
17 Myricetin 40,96
18 Chlorogenic Acid 20,43

Keterangan: HIA > 70% = terabsorpsi baik, HIA 20-70% = terabsorpsi sedang,

HIA < 20% = terabsorpsi rendah
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Pada hasil senyawa lainnya menunjukkan nilai HIA yang lebih rendah dari

70%. Menurut Nerkaret al. (2012) nilai HIA 70% maupun bawahnya dapat

terbagi menjadi dua kelompok vyaitu nilai HIA 20%-70% dan nilai HIA <20%.

Senyawa HIA dengan nilai 20%-70% termasuk dalam senyawa yang memiliki

kemampuan terabsorpsi sedang pada usus halus. Senyawa-senyawa tersebut

adalah catechin, quercetin, myricetin, dan chlorogenic acid. Senyawa HIA dengan

nilai <20% termasuk dalam senyawa yang memiliki kemampuan terabsorpsi

rendah pada usus halus. Senyawa yang rendah dalam terabsopsi usus ini adalah

rutin. Rendahnya nilai HIA rutin dapat diakibatkan dari berat molekulnya yang

menurut Scalbert et al. (2002) besar yaitu 610,52 g/mol.
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Senyawa terabsoprsi dalam usus tidak semuanya dapat hanya terabsorpsi
menggunakan jalur difusi pasif. Menurut Ziberna et al. (2014), senyawa dengan
nilai absorbsi sedang dan rendah untuk dapat terabsorpsi maka diperlukan protein
transport agar senyawa tersebut mampu terbawa masuk ke dalam usus. Pada
senyawa rutin yang merupakan senyawa dengan nilai absorpsi rendah, untuk
dapat terabsorpsi dalam usus diperlukan protein transport berupa P-glycoprotein

(P-gp) dan multidrug-resistent proteins(MRPSs) (Zhang et al., 2013).

4.1.2 Hasil Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)

Nilai HIA yang telah dilakukan telah menginformasikan senyawa-senyawa
yang dapat dengan baik masuk ke dalam tubuh. Masuknya senyawa-senyawa
tersebut kemudian perlu diuji dengan uji PASS. Uji PASS yang dilakukan pada
penelitian ini adalah uji aktivitas penghambatan peroksidasi lipid dari senyawa
kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung
(Carica pubescens). Nilai software PASS yang tertera merupakan nilai yang
didasarkan pada SAR (Structure Activity Relationship) (Filinomov et al., 2014)
SAR menurut Benigni (2003) adalahteknologi yang ditujukan untuk memberikan
perkiraan banyaknya hasil uji laboratorium yang telah ada sebelum pengujian
dilakukan

Uji PASS didapatkan dengan memasukkan file ‘.mol’ dalam software
PASS setiap senyawa turunan kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii)
dan daun pepaya gunung (Carica pubescens). Data yang didapatkan setelah
memasukkan file “.mol” tersebut adalah berupa nilai Pa (Probable activity) dan Pi

(Probable inactivity). Menurut Chelliah (2008) nilai Pa adalah nilai yang
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menunjukkan kemampuan suatu senyawa untuk aktif dalam eksperimen
laboratorium, sedangkan nilai Pi adalah kebalikannya. Nilai Pa dan Pi dapat
ditafsirkan dengan beberapa halmenurut Marwaha et al. (2007) vyaitu (1) nilai
Pa>Pi menunjukkan bahwa suatu senyawa dapat dipertimbangkan aktivitasnya,
(2) jika Pa>0,7 kesempatan dalam menemukan aktivitas eksperimental tinggi, (3)
jika 0,5<Pa>0,7 kesempatan dalam menemukan aktivitas eksperimental kurang
namun ada kemungkinan senyawa memang tidak mirip dengan agen farmasi yang
dikenal, dan (4) jika Pa<0,5 kemungkinan menemukan aktivitas eksperimental
rendah, sehingga membuka peluang untuk menemukan senyawa yang belum diuji
aktivitas eksperimentalnya.

Hasil prediksi software PASS menunjukkan bahwa semua senyawa aktif
dalam kulit batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung
(Carica pubescens) memiliki nilai Pa>Pi yang artinya senyawa tersebut dapat
dipertimbangkan aktivitasnyadalam menghambat terjadinya peroksidasi lipid.
Hasil prediksi software PASS senyawa aktif dalam kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens) dapat
dilihat pada Gambar 4.1 dan 4.2.

Pada hasil prediksi software PASS senyawa aktif dalam kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmanii)terdapat empat senyawa aktif yang memiliki nilai
Pa>0,7yaitu cathecin, quercetin, rutin, dan kaemferol sertaempat senyawa aktif
yang memiliki nilai Pa<0,5 yaitu cinnamaldehyde, cinnamic acid, cinnamate, dan
isorhamnetin (Gambar 4.1). Hal ini menunjukkan bahwa senyawa cathecin,

quercetin, rutin, dan kaemferol memiliki aktivitas eksperimental yang tinggi
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dalam menghambat peroksidasi lipid. Sedangkan senyawa cinnamaldehyde,
cinnamic acid, cinnamate, dan isorhamnetin memiliki aktivitas eksperimental
yang rendah dalam menghambat peroksidasi lipid. Rendahnya aktivitas
eksperimental yang diketahui sesungguhnya menjadi petunjuk bahwa senyawa-
senyawa ini merupakan senyawa yang bisa menjadi peluang untuk diteliti
aktivitasnya dalam menghambat peroksidasi lipid.

Pada hasil prediksi software PASS senyawa aktif dalam daun pepaya
gunung (Carica pubescens)terdapat tiga senyawa aktif yang memiliki nilai
Pa>0,7yaitu kaemfenol, myricetin, dan chlorogenic acid;satu senyawa aktif yang
memiliki nilai 0,5<Pa>0,7 yaitu ferulic acid;satu senyawa aktif yang memiliki
nilai Pa<0,5 yaitu caffeic acid, dan tujuh senyawa aktif yang tidak ada informasi
nilai Pa dan Pi-nya dalam aktivitas penghambatan peroksidasi lipid yaitu
peonidin, pelargonidine, malvidine, carpaine, pseudocarpaine, dehydrocarpain I,
dan dehydrocarpain 1l (Gambar 4.2). Hal ini menunjukkan bahwa senyawa
kaemfenol, myricetin, dan chlorogenic acid memiliki aktivitas eksperimental yang
tinggi dalam menghambat peroksidasi lipid, senyawa ferulic acid memiliki
aktivitas penghambatan peroksidasi lipid yang kurang karena ada kemungkinan
senyawa memang tidak mirip dengan agen farmasi yang dikenal, dan senyawa
caffeic acidmemiliki aktivitas menghambat peroksidasi lipidyang rendah.
Sedangkan  senyawa  peonidin, pelargonidine, malvidine, carpaine,
pseudocarpaine, dehydrocarpain 1, dan dehydrocarpain 1l yang tidak ada
informasinya sesungguhnya dapat menjadi petunjuk bahwa senyawa-senyawa ini

bisa menjadi peluang untuk diteliti aktivitasnya dalam menghambat peroksidasi
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lipid begitu pula dengan caffeic acid yang memiliki aktivitas eksperimental yang

rendah.
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Gambar 4.1. Nilai prediksi aktivitas inhibitor lipid peroksidase dari kulit
batang kayu manis (Cinnamomum burmanii) menggunakan
software PASS(Pa = Probable acivity; Pi = Probable inacivity)
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Gambar 4.2. Nilai prediksi aktivitas inhibitor lipid peroksidase dari daun
pepaya gunung (Carica pubescens) menggunakan software
PASS(Pa = Probable acivity; Pi = Probable inacivity)

4.1.3 Hasil Nilai Binding Affinity Ligan-Reseptor

Prediksi PASS yang sebelumnya telah dilakukan sesungguhnya dapat
memberikan informasi tentang keberadaan senyawa aktif dan aktivitasnya secara
algoritma. Akan tetapi, kebenarannya harus diuji kembali secara eksperimental
baik melalui studi in vivo, in vitro, maupun in silico dengan metode molecular
docking (Chelliah, 2008). Berdasarkan hal tersebut maka langkah selanjutnya
yang dilakukan pada penelitian in silico dalam penelitian iniadalah molecular
docking.

Molecular docking merupakan metode secara komputasional untuk
mencari ligan yang cocok baik secara geometris dan energi ke situs pengikatan
protein (reseptor)(Mukesh dan Rakesh, 2011). Pada penelitian ini yang disebut
sebagai ligan adalah bahan tamanan yaitu senyawa aktif dalam kulit batang kayu
manis (Cinnamomum burmanii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens),
bahan obat kontrol positif yaitu Atorvastatin, serta bahan obat kontrol yang ada
pada protein acuan yaitu asam mefenamat sedangkan yang digunakan sebagai
reseptor adalah enzim siklooksigenase (COX).

Enzim siklooksigenasemerupakan enzim yang berperan dalam
pembentukan MDA. Pembentukan MDA terjadi melalui dua jalur yaitu jalur
enzimatis dan jalur non-enzimatis. Jalur non-enzimatis terjadi dengan adanya

reaksi PUFA dengan radikal bebas yang ada dalam tubuh sedangkan jalur
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enzimatis terjadi dengan adanya aktivitas enzim siklooksigenase dalam merubah
PUFA menjadi bentuk lain yang nantinya akan membentuk MDA (Ayala, 2014).

Enzim siklooksigenase merupakan reseptor yang didapat dari protein
acuan. Protein acuan adalah struktur protein (reseptor) yang telah berikatan
dengan ligan dimana dalam penelitian ini digunakan reseptor enzim COX yang
berikatan denganasam mefenamat (Araujo et al., 2016).Sebelum melakukan
docking menurut Meng et al. (2011) perlu mengetahui lokasi sisi aktif dari
reseptor terlebih dahulu agar lebih efisien. Pada enzim siklooksigenase menurut
Rowlinson et al. (2003) terdapat dua sisi aktif yaitu Tyr-385 dan Ser-530.
Informasi sisi aktif ini menjadi rujukan untuk menempatkan grid box ketika
docking.

Hasil dari proses docking berupa grid score, yaitu energi yang
digunakanligan untuk berikatan dengan protein biasa disebut dengan energi
Gibbs/energi ikatan (AG) (Fitriasari dkk., 2008). Energi ikatan hasil docking ini
merupakan parameter utama untuk mengetahui kestabilan antara ligan dan protein
(Arwansyah dkk., 2014). Analisis metode docking adalah skoring yaitu
menghitung kekuatan ikatan ligan dan reseptor yang dinyatakan oleh besar energi
ikatan (AG) (Fitriasari dkk., 2008).Interaksi antara ligand dan protein merupakan
suatu sistem yang berkaitan erat dengan prinsip termodinamika. Energi bebas
(AG) yang dihasilkan dari proses docking merupakan suatu potensial
termodinamika yang diminimalkan saat sistem mencapai kesetimbangan pada
tekanan dan suhu konstan. Derivasinya berkaitan dengan koordinat reaksi sistem

yang hilang pada titik kesetimbangan. Dengan demikian, nilai negatif dari AG
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merupakan kondisi yang diperlukan bagi ligan untuk berikatan (bereaksi) dengan
protein secara spontan. Karena interaksi ligan dan reseptor ditentukan oleh nilai
negatif dari AG, maka dapat dikatakan bahwa AG menentukan kestabilan dari
interaksi antara ligan dan reseptor. Semakin negatif (rendah) nilai AG yang
dihasilkan maka semakin stabil dan kuat ikatan yang terbentuk antara ligan dan
reseptor (Du et al., 2016).

Hasil proses docking antara ligan (senyawa aktif kedua tumbuhan) dengan
reseptor (enzim COX) dalam penelitian ini disajikan pada Gambar
4.3.Berdasarkan gambar tersebut, diketahui bahwa obat kontrol yang ada di
protein acuan memiliki nilai AG sebesar 0,3 kkal/mol dan obat kontrol
atorvastatin sebesar 49,9 kkal/mol. Kemudian disusul oleh hasil docking dari nilai
terkecil yaitucinnamate (-6,2 kkal/mol), cinnamic acid(-6 kkal/mol),
cinnamaldehyde dan caffeic acid (-5,8 kkal/mol), ferulic acid (-3,8 kkal/mol),
catechin (0,3 kkal/mol), pelargonidin (1,1 kkal/mol), peonidin (1,3 kkal/mol),
kaemferol (1,8 kkal/mol), myricetin (4,3 kkal/mol), chlorogenic acid (4,7
kkal/mol), pseudocarpaine (5 kkal/mol), isorhamnetin (9,8 kkal/mol), quercetin
(16,7kkal/mol), malvidin (24 kkal/mol), rutin (52,8 kkal/mol), carpaine (108,4
kkal/mol),dehydrocarpaine | (135,7 kkal/mol), dan dehydrocarpaine Il (147,8

kkal/mol).
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Gambar 4.3 Nilai energi bebas (AG) hasil molecular docking ligan senyawa aktif
kulit batang kayu manis dan daun papaya gunung dengan reseptor
enzim siklooksigenase. Semakin rendah nilai AG maka semakin kuat
ikatan antara reseptor dan ligan.

Gambar 4.3 menunjukkan bahwa senyawa Cinnamatemerupakan senyawa
yang paling efektif untuk dijadikan sebagai inhibitor peroksidasi lipid karena
memiliki nilai AG paling kecil dibandingkan senyawa lain. Semakin kecilnya nilai
AGmenurut Syahputra et al. (2014) menunjukkan tingkat kestabilam ikatan antara
ligan dan reseptor tersebut semakin baik (stabil) sehingga ikatan yang terbentuk
makin kuat. Kuatnya ikatan senyawa cinnamate bahkan lebih kuat dibandingkan

dengan obat kontrol pada protein acuan (asam mefenamat) yang memiliki nilai

AG lebih besar. Selain cinnamate, terdapat senyawa lain yang memiliki nilai AG
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lebih kecil dari asam mefenamat. Senyawa-senyawa tersebut adalah cinnamic
acid, cinnamaldehyde, caffeic acid, dan ferulic acid. Pada lima senyawa tersebut,
tiga diantaranya adalah senyawa yang diketahui menurut Baker (2008) ada dalam
kulit batang kayu manis yaitu cinnamate, cinnamic acid, dan cinnamaldehyde
sedangkan dua lainnya menurut Yogiraj (2015) adalah senyawa yang ada dalam
daun pepaya gunung.

Selain nilai AG, terdapat hal lain yang perlu diperhatikan yaitu interaksi
yang terjadi antara ligan dengan residu asam amino pada sisi aktif reseptor.
Interaksi tersebut dilakukan untuk memastikan ligan berikatan dengan binding
site. Interaksi tersebut dapat divisualisasikan menggunakan software PyMOL

(3D) dan Discovery Studio (2D). Visualisasi tersebut dapat dilihat pada Gambar

44,45, dan 4.6.

. d
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[ Fisulfur [ Pitikyl

(@ (b
Gambar 4.4 Visualisasi interaksi antara ligan Asam Mefenamat dengan reseptor
enzim siklooksigenase secara 3D (a), dan 2D (b)
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Interactions
- Unfavorable Burnp I:l Pi-Donor Hydrogen Bond

- Corwentional Hydrogen Bond I:l Alkyl
I:l Carbon Hydrogen Bond I:l Pi-alky!

(@) (b)
Gambar 4.5 Visualisasi interaksi antara ligan Atorvastatin dengan reseptor enzim
siklooksigenase secara 3D (A), dan 2D (B)
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Gambar 4.6 Visualisasi interaksi antara ligan Cinnamate dengan reseptor enzim
siklooksigenasesecara 3D (A), dan 2D (B)

Berdasarkan hasil visualisasi 2D pada Gambar 4.4 (b), 4.5 (b), dan 4.6 (b)
terlihat residu asam amino yang memiliki interaksi antara ligan dengan reseptor
memiliki ikatan berupa ikatan hidrogen dan hidrofobik.Pada hasil visualisasi
interaksi antara Asam Mefenamat dan reseptor enzim COX dengan nilai AG -0,3

kkal/mol, terlihat bahwa Asam Mefenamat menempati binding pocketenzim COX
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pada tampilanenzim COX (Gambar 4.4 (A)). Setelah dilakukan visualisasi secara
2D, terlihat atorvastatin membentuk 10 ikatan, yaitu Leu-384, Gly-526, Met-522,
Val-349, Tyr-385, Ser-530, Phe-381, Ala-527, Phe-209, Phe-205 (Gambar 4.2
(B)). Menurut Rowlinson et al. (2003) residu asam amino kunci dari sisi aktif
enzim siklooksigenase yang bertanggung jawab untuk berikatan dengan substrat
adalah Tyr-385 dan Ser-530. Oleh karena itu, asam mefenamat sebagai obat
kontrol pada protein acuan terbukti dapat menghambat aktivitas enzim
siklooksigenase dengan cara berikatan dengan asam amino kunci pada sisi aktif
enzim.

Berdasarkan hasil visualisasi interaksi antara atorvastatin dan reseptor
enzim COX dengan nilai AG 49,9 kkal/mol, terlihat bahwa atorvastatin
menempati binding pocketenzim COX pada tampilanenzim COX (Gambar 4.5
(A)). Setelah dilakukan visualisasi secara 2D, terlihat atorvastatin membentuk 15
ikatan yang dapat dilihat pada Gambar 4.5 (B). Dari 16 ikatan tersebut2
diantaranya merupakan ikatan Tyr-385 dan Ser-530. Oleh karena itu, atorvastatin
sebagai obat kontrol terbukti dapat menghambat aktivitas enzim siklooksigenase
dengan cara berikatan dengan asam amino kunci pada sisi aktif enzim meskipun
memiliki nilai AG yang lebih besar dari asam mefenamat.

Atorvastatin meskipun memiliki nilai AG yang jauh lebih besar dari asam
mefenamat, tetapi dapat berperan besar juga dalam mencegah pembentukan
MDA. Seperti yang telah disebutkan sebelumnya, atorvastatin memiliki
kandungan antioksidan (Sunaryoet al., 2015). Adanya kandungan antioksidan

pada atorvastatin dapat membantu mengurangi kadar MDA pada proses
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peroksidasi lipid non-enzimatis. Adapun mekanismenya adalah dengan
mengurangi radikal bebas yang ada dalam tubuh sehingga MDA nantinya tidak
akan terbentuk. Menurut Gordon (1990) antioksidan dapat mengurangi radikal
bebas dengan dua fungsi. Fungsi utama dari antioksidan yaitu sebagai pemberi
atom hidrogen antioksidan (AH). Senyawa ini memberikan atom hidrogen secara
cepat ke radikal lipida (R*, ROO*) atau mengubahnya ke bentuk lebih stabil,
sementara turunan radikal antioksidan (A*) tersebut memiliki keadaan lebih stabil
dibandingkan radikal lipida. Fungsi kedua merupakan fungsi sekunder
antioksidan, yaitu memperlambat laju autooksidasi dengan berbagai mekanisme di
luar mekanisme pemutusan tantai autooksidasi dengan pengubahan radikal lipida
ke bentuk lebih stabil.

Pada hasil binding affinity, cinnamatemerupakan senyawa aktif yang
memiliki nilai AG terendah (-6,2 kkal/mol) dibandingkan senyawa aktif lainnya.
Cinnamate pada hasil visualisasi terlihat menempati binding pocketenzim COX
pada tampilan enzim COX (Gambar 4.6 (A)). Visualisasi secara 2D
memperlihatkan bahwa rutin memiliki hanya 1 ikatan pada asam amino yang
merupakan sisi aktif enzim siklooksigenase yaitu Tyr-385 (Gambar 4.6 (B)). Hal
ini menunjukkan bahwa cinnamate belum dapat dikatakan memiliki cara kerja
yang menyerupai atorvastatin maupun asam mefenamat tetapi telah dapat
berperan besar dalam menghambat peroksidasi lipid. Hal ini dapat dilihat residu
asam amino yang salah satunya merupakan sisi aktif, nilai HIA yang besar

(97,85%) (Tabel 4.1), serta adanya informasi aktivitas eksperimental
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penghambatan peroksidasi lipid meskipun rendah dari nilai Pa yang <0,5 (0,406)
(Gambar 4.1).

Senyawa aktif yang memiliki cara kerja menyerupai atorvastatin maupun
asam mefenamat adalah ferulic acid yang dilihat dari nilai AG, hasil visualisasi
2D dan 3D, nilai HIA, serta hasil uji PASS-nya. Ferulic acid memiliki nilai AG
lebih rendah dari asam mefenamat (-3,8 kkal/mol). Hal ini menunjukkan ikatan
ferulic acid dengan enzim COX dibandingkan dengan ikatan asam mefenamat
dengan enzim COX lebih stabil. Pada hasil visualisasi 3D (lampiran 8), ferulic
acidterlihat menempati binding pocketenzim COX pada tampilan enzim COX.
Secara tampilan visualisasi 2D (tabel 4.2), telihat terdapat beberapa residu asam
amino yang berikatan dimana terdapat 2 ikatan hidrogen pada asam amino yang
sama dengan asam mefenamat dan atorvastatin yaitu Tyr-385 dan Ser-530.
Adapun nilai HIA yang dimiliki ferulic acid termasuk dalam nilai HIA yang baik
atau lebih dari 70% (90,6%) sehingga senyawa ini dapat terabsorbsi dengan baik
(Tabel 4.1). Berdasarkan uji PASS, ferulic acid memiliki informasi aktivitas
eksperimentalpenghambatan peroksidasi lipid yang kurang karena nilai Pa
0,5<Pa>0,7 (0,617) sehingga senyawa ini masih bisa diketahui memiliki aktivitas
penghambatan peroksidasi lipid meskipun belum banyak dilakukan (Gambar 4.2).

Pada hasil penelitian ini diketahui bahwa tiap senyawa aktif memiliki nilai
masing-masing pada tiap uji yang telah dilaluinya. Hal ini menjelaskan bahwa
setiap senyawa aktif yang ada memiliki porsinya masing-masing dalam
memberikan peran di reseptor. Allah SWT berfirman dalam al-Qur'an surat al-

Qomar ayat 49 yang berbunyi:
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A 97, s - 2 &.
(2%) )JJ./: é\.ull?- %Cs& :}fb‘i
“Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran.” (QS. Al-

Pada ayat ini terdapat kata gligyang memiliki maksud menurut Shihab

(2002) yaitu Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan ukurannya masing-

masing tidak kurang maupun lebih. Berdasarkan hal tersebut dapat dipahami

bahwa merupakan hal yang wajar jika suatu senyawa memiliki kemampuan yang

berbeda-beda karena setiap senyawa aktif memiliki ukurannya sendiri dalam

mempengaruhi kerja reseptor.

Tabel 4.2 Residu Asam Amino Reseptor yang Berinteraksi dengan Ligan

. Ikatan i i AG
Ligan Sumber hidrogen Ikatan hidrofobik (kkal/
mol)
Leu-384, Gly-526, Met-
Asam 522, Val-349, Tyr-385, Ser-
S D Mefenamat i 530, Phe-381, Ala-527, 0.3
Phe-209, Phe-205
Phe-210, Phe-209, Phe-205,
Leu-534, Ser-530, Phe-381,
Atorvastatin Atorvastatin Asn-375 | Leu-384, Tyr-385, Val-344, 49,9
Val-349, Glu-526, Leu-352,
Val-523, Ala-527, Tyr- 348
. Phe-381, Tyr-385, Phe-205,
CgNEs i ] Leu- 352, Val-523 62
Cinnamic Acid | (Cinnamomum - Ely s, [V 5y 4 -6
burmannii) 522, Val-523, Ala-527
Cinnamaldehyde Tyr-385 GIESET, Lhief7526, Met- 5,8
522, Leu-352, Val-523 :
Caffeic Acid Pepaya Met-522 Leu-352, Trp-387 -5,8
Gunung
Ferulic Acid (Carica - Val-523, ?_er—SSO, Val-349, -3,8
yr-385
Pubescens)
Kayu Manis Leu-352, Leu-534 Gly-533,
Catechin (Cinnamomum - Phe-209, Ser-530, Trp-387, 0,3
burmannii) Tyr-385, Gly-526
Leu- 534, Val-344, Leu-
Pelargonidine Pepaya - 352, Met-522, Trp-387, 11
Gunung Tyr-385, Ser-530, Phe-209
(Carica Ala-527, Val-344, Leu-534,
peonidin Pubescens) - Val-523, Tyr-385, Ser-530, 1,3

Met-522, Gly-526




76

Kayu Manis
(Cinnamomum
burmannii)
Kaemferol dan Pepaya . Leu-534, ?er-%?é%, Trp-387, 1,8
Gunung yr
(Carica
Pubescens)
. Phe-209, Ser-530, Leu-534,
Myricetin - Tyr-385, Leu-352 4.3
Met-522, Leu-384, Gly-
Chlorogenic Acid Pepaya Tyr-348 526, Phe-205, Leu-534, 4,7
Gunung Val-344
(Carica Leu-534, Ser-530, Leu-352,
Pubescens) Trp-387, Phe-209, Phe-381,
Pseudocarpaine - Phe-210, Tyr-385, Gly-526, 5
Leu-384, Met-522, Phe-518
Met-522, Trp-387, Tyr-
isorhamnetin Kayu Manis - 385, Phe-209, Tyr-348, 9,8
Sl T il Ser-530, Phe-205
_ ( burmannii) Ser-530, Leu-352, Tyr-385,
Quercetin Met-522 | Trp-387, Leu-534, Phe-209, | 16,7
Leu-384, Phe-381
Pepaya Phe-205, Ser-530, Leu-352,
L Gunun Leu- 534, Trp-387, Phe-
Ll (Caricg Aa527 | Gig Dreaat Gly-526, 24
Pubescens) Phe-209, Tyr-385, Leu-384
Met-522, Leu-352, Phe-
Kayu Manis 518, Val-523, Leu-386,
Rutin (Cinnamomum - Tyr-385, Phe-381, Ser-530, 52,8
burmannii) Phe-205, Leu-534, Val-344,
Phe-209, lle-377
Phe-209, Phe-205, Leu-
534, Ser-530, Val-344,
Carpaine - Phe-381, Tyr-385, Leu-384, | 1084
Tyr-348, Leu-352, Trp-387,
Pepaya Phe-518, Val-523, Met-522
_ Gunung Trp-387, Val-523, Tyr-385,
Dehydrocarpaine (Carica i Met-522, Leu-384, Phe- 135.7
I 381, Phe-209, Phe-210, lle- :
Pubescens)
377
Trp-387, Tyr-385, Leu-352,
Dehydrocarpaine Met-522 Tyr-348, Ser-530, Gly-526, 1473

Phe-381, Phe-529, lle-377,
Ala-378, Phe-209

Keterangan: Warna merah = residu yang menempel pada sisi aktif enzim COX
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4.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Kulit Batang Kayu manis (Cinnamomum
burmanii) dan Daun Pepaya Gunung (Carica pubescens) terhadap Kadar
MDA (Malondialdehida) Pembuluh  Koroner (Mus musculus)
Dislipidemia

Penelitian Pengukuran kadar MDAdilakukan pada pembuluh koroner
mencit yang diperoleh dari 6 perlakuan dan 5 ulangan setelah 56 hari
pemberian perlakuan. Pengukuran kadar MDApembuluh koroner mencit
dilakukan dengan diambil data dari hasil spektrofotometer yang dihitung kadar
MDA-nya menggunakan kurva standar yang dibuat dengan mereaksikan TEP
(Tetraetoksipropan) dalam berbagai konsentrasi dengan TBA 0,67%. Kadar
MDApembuluh koroner mencit hasil penelitian ini dapat dilihat pada Tabel

4.3.

Tabel 4.3 Hasil Pengukuran Kadar MDA pembuluh koroner mencit dan
Standar Deviasi

Perlakuan Rata-rata + Syandar
Deviasi
Normal (N) 7,62+ 0,21%
HFD (K-) 9,04 0,131
HFD + Atorvastatin (K+) 7,81+ 0,140
HFD + ekstrak kayu manis (P1) 7,37+ 0,11
HFD + ekstrak kayu manis & pepaya gunung (P2) 8,98+ 0,33°
HFD + ekstrak pepaya gunung (P3) 8,37+ 0,35°

Keterangan: notasi yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan

Data yang didapatkan kemudian dianalisis statistik menggunakan
SPSS 16.0 (Lampiran 4). Pengujian statistik pertama yang dilakukan adalah
uji normalitas menggunakan Kolmogorov-Smirnov Test.Hasil uji normalitas

menunjukkan nilai siginifikasi sebesar 0,435 (p>0.05), sehingga dapat
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dikatakan bahwa data terdistribusi normal. Setelah diketahui data terdistribusi
normal, maka dilanjutkan dengan uji homogenitas pada Levene Test.Hasil uji
homogenitas menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,097 (p>0.05), sehingga
dapat dikatan bahwa data yang diperoleh bersifat homogen. Data yang telah
normal dan homogen menurut Sudjana (2013) dapat dilanjutkan dengan uji
One-Way ANOVA. Pada penelitian ini uji One-Way ANOVA dilakukan
dengan taraf signifikansi 5%.

Hasil uji One-Way ANOVA menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,0
(p<0.05), sehingga dapat dikatakan bahwa Ho ditolak dan Hj diterima. Hal ini
menunjukkan bahwa pemberian perlakuan ekstrak kulit batang kayu manis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens)
memberikan pengaruh yang signifikan pada kadar kolesterol total pada mencit
yang diinduksi HFD. Setelah uji One-Way ANOVA dilanjutkan dengan uji
duncan untuk mengetahui perbedaan antar perlakuan yang berpengaruh

terhadap kadar MDApembuluh koroner mencit.
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Gambar 4.7 Grafik rata-rata kadar kolesterol (mg/dl). Keterangan: N=
Normal, K- = HFD, K+ = HFD + Atorvastatin, P1 = HFD +
ekstrak kayu manis, P2 = HFD + ekstrak kayu manis dan pepaya
gunung, P3 = HFD + ekstrak pepaya gunung
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Hasil uji Duncan menunjukkan bahwa pada perlakuan K- (pemberian
HFD) telah terjadi kenaikan kadar MDApembuluh koroner secara signifikan
dibandingkan perlakuan N (normal) jika dilihat dari nilai notasinya (Gambar
4.7). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian HFD dengan komposisi lemak
ayam yang dicairkan sebanyak 0.09 ml, kuning telur puyuh sebanyak 0,26 ml,
dan PTU 1,095 mg untuk mencit dengan bobot 25 gram selama 56 hari dapat
memicu peningkatan kadar MDA pembuluh koroner mencit. Terjadinya
peningkatan kadar MDApembuluh koroner mencit dapat dikaitkan dengan
adanya peningkatan jumlah LDL (low-density lipoprotein) akibat dari pemberian
HFD. LDL menurut Sunarjo (2012) memiliki peran dalam pembentukan MDA.
Peran LDL adalah apabila terdapat stres oksidasi yang tinggi dalam tubuh,
LDL akan dapat teroksidasi dengan cara adanya reaksi bersama senyawa
oksigen reaktif (SOR) membentuk hidroperoksida yang selanjutnya akan
terbentuk MDA.

Pada hasil uji duncan seluruh perlakuan pemberian ekstrak (P1,P2, dan
P3) menunjukkan bahwa adanya perbedaan secara signifikan terhadap
perlakuan HFD (K-). Hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak dapat
mengurangi peningkatan kadar MDA pembuluh koroner mencit. Jika dilihat
dari nilai notasinya, maka perlakuan ekstrak yang paling baik adalah P1
(pemberian HFD + ekstrak kulit batang kayu manis) karena tidak berbeda
secara signifikan dengan N (normal). Kemampuan kayu manis dalam
mengurangi kadar MDA pembuluh koroner mencit sesungguhnya berkaitan

dengan data in silico. Data tersebut menunjukkan bahwa terdapat dua senyawa
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aktif dari kulit batang kayu manis yang memiliki nilai binding affinity lebih
kecil dari asam mefenamat (Gambar 4.3), kemampuan absorbansi yang baik
(Tabel 4.1), dan berpotensi aktif menghambat peroksidasi lipidsecara
eksperimen melalui uji PASS (Gambar 4.1), yaitu senyawa cinnamate dan
cinnamaldehyde.

Mekanisme kerja senyawa cinnamate dan cinnamaldehyde dalam
menurunkan kadar MDApembuluh koroner mencit adalah dengan menghambat
kerja enzim siklooksigenase. Enzim siklooksigenase menurut Ayala (2014)
adalah enzim yang memiliki peran dalam terjadinya peroksidasi lipid enzimatis
yang nantinya akan menghasilkan produk berupa MDA. Berkurangnya kerja
enzim siklooksigenase menyebabkan berkurangnya jumlah PUFA vyang
direaksikan untuk membentuk PGG(Prostaglandin G) sehingga berkurangnya
pembentukan PGH» (Prostaglandin H2). Berkurangnya pembentukan PGH>
tentunya akan mengurangi kadar MDA yang merupakan produk samping dan
produk lainnya yang utama yaitu TXA2 (tromboksan A2) dan 12-I-hydroxy-
5,8,10-heptadecatrienoic acid (HHT). Peroksidasi lipid yang terjadi terus
menerus pada pembuluh koroner akan menjadi berbahaya karena menurut
Sargowo (2015) dan Makheja (1990) TXA2 (tromboksan A2) dan 12-I-
hydroxy-5,8,10-heptadecatrienoic acid (HHT) dapat menyebabkan agregasi
platelet terus menerus dimana agregasi ini dapat menyebabkan infraksi

miokardial.
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Selain karena adanya kemampuan senyawa aktif kulit batang kayu
manis dalam menghambat kerja enzim siklooksigenase, terdapat alasan
lainnya yaitu pada kulit batang kayu manis terdapat senyawa aktif flavonoid
sepertimyricetin;polifenol seperti catechin, quercetin, rutin, kaemfenol, dan
isorhamnetin;  serta  alkaloid  seperti  carpaine, pseudocarpane,
dehydrocarpain | dan Il yang telah diketahui berperan sebagai
antioksidan(Simanjuntak,  2012;Ridwan, Raden, dan  Anggraini,
2012;Wedhasari, 2014). Senyawa antioksidan  dapat berperan pada
berkurangnya kadar MDA melalui tahap peroksidasi lipid non-enzimatis
dengan cara mengubah radikal bebas yang ada dalam tubuh menjadi bentuk
lain. Antioksidan ini termasuk dalam antioksidan sekunder yang dapat
mengurangi radikal bebas dengan mereduksi kecepatan rantai inisiasi melalui
berbagai mekanisme. Mekanisme tersebut diantaranya melalui pengikatan
ion-ion logam, scavenger oksigen, dekomposisi hidroperoksida menjadi
bentuk-bentuk non radikal, penyerapan radiasi sinar ultra violet atau
deaktivasi singlet oksigen (Gordon, 1990).

Adanya kemampuan senyawa aktif kayu manis dan pepaya gunung
dalam mengurangi kadar MDA pembuluh darah mencit dapat memberikan
gambaran bahwa adanya kemampuan kayu manis dalam mengurangi keluhan
penyakit yang berkaitan dengan adanya aktivitas peroksidasi lipid. Namun hal
ini tidak serta merta melupakan adanya hal lain yang berperan dalam
kesembuhan seseorang. Allah SWT berfirman dalam surat asy-Syuara' ayat

80 yang berbunyi:
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“Dan apabila aku sakit, Dialah yang menyembuhkan aku.”(QS. Asy-Syuara’
26: 80)

Pada ayat ini menurut Shihab (2002) memiliki makna bahwa
kesembuhan penyakit bersumber kepada Allah SWT. Sehingga Allah SWT
yang berhak dalam memberikan kesembuhan kepada hamba-Nya dengan
diiringi usaha. Usaha yang dilakukan dapat dengan mengamati pemanfaatan
dari setiap ciptaan-Nya karena diantaranya terdapat ciptaan-Nya yang bisa
digunakan sebagai obat. Salah satu contohnya adalah pemanfaatan kayu manis
dan daun pepaya gunung yang dapat membantu dalam penyembuhan penyakit

yang berkaitan dengan adanya peroksidasi lipid.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Bedasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa:
Ada senyawa aktif yangberpotensi menghambat aktivitas enzim
siklooksigenase berdasarkan uji in silico yaitu cinnamate(Cinnamomum
burmannii)dan ferulic acid(Carica pubescens) dilihat dari nilai binding

affinity, HIA, Pa dan asam amino yang berikatan.

Ada pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit batang kayumanis
(Cinnamomum burmannii) dan daun pepaya gunung (Carica pubescens)
terhadap kadar MDA pembuluh koroner mencit (Mus musculus) secara in

Vivo.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian ini maka dapat diketahui beberapa saran

yang bisa digunakan untuk penelitian selanjutnya, yaitu:

1. Perlu adanya penelitian secara in vivo untuk melihat pengaruh cinnamate
dan ferulic acid terhadap kadar enzim siklooksigenase.

2. Perlu adanya penelitian dalam melihathubungan antara kadar enzim
siklooksigenase dengan kadar MDA.

3. Perlu adanya penelitian yang menunjukkan gambaran histologis pembuluh

koroner setelah diberikan senyawa aktif cinnamate dan ferulic acid.
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LAMPIRAN

Lampiran 1: Alur Penelitian In Vivo

[ 1. Persiapan ] [ 2. Pelaksanaan ] 3. Pengambilan data
) 4, A
‘ Persiapan hewan coba ‘ Induksi kuning telur Kadar MDA
v puyuh, lemak ayam, pembuluh koroner
‘ Persiapan bahan uji ‘ \_ dan PTU v
v \ [ Analisis data
Penentuan dan Perlakuan hewan
coba

pembuatan dosis obat
sintesis dan pemberian
bahan induksi pemicu
dislipidemia
v

Penentuan dan
pembuatan dosis
perlakuan herbal
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Lampiran 2 : Penentuan dan Perhitungan Dosis
1) Dosis Bahan Induksi Pemicu Dislipidemia (HFD)
Komposisi bahan induksi untuk per ekor tikus
a. 1,5 ml kuning telur puyuh
b. 0,375 ml lemak ayam
c. PTU 12,5 mg/ekor
Konversi dosis untuk mencit dari dosis untuk tikus
a) Kuning telur puyuh
1,5x 0,14 = 0,21 ml / 20 gram BB mencit
=25/20x 0,21
= 0,26 ml / 25 gram BB mencit
b) Lemak ayam
0,375 x 0,14 = 0,05 ml / 20 gram BB mencit
= 25/20 x 0,05
=0, 06 ml/ 25 gram BB mencit
c) PTU
12,5x 0,14 = 1,75 mg / 20 gram BB mencit
=25/20 x 1,75
= 2,19 mg/ 25 gram BB mencit (dosis terlalu besar)
=1, 095 mg/ 25 ekor mencit
Sehingga diperoleh dosis yaitu 0,26 ml kuning telur puyuh, 0,09 ml lemak
ayam dan 1, 095 mg PTU untuk satu ekor mencit. Volume ekstrak yang
disondekan sebanyak 0, 35 ml per mencit.
2) Dosis Treatment Kombinasi Ekstrak Kulit Batang Kayu Manis (Cinnamomum
burmanii) dan Daun Pepaya Gunung (Carica pubescen)
a) Persiapan larutan CMC-Na 0,1%
CMC-Na 0,1% yang dibutuhkan = 0,1/100 x 3000 ml
=039
0,3 g CMC-Na 0,1% kemudian di larutkan dalam 3000 ml akuades
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b) Dosis perlakuan |

Dosis ekstrak kayu manis dari referensi yang digunakan adalah 300
mg/kgBB (200 gram BB tikus)
Dosis untuk 1 ekor tikus = 200/1000 x 300

=60 mg /200 gr BB tikus
Dosis untuk mencit 20 gr = 60 mg x faktor konversi

=60 mg x 0,14

= 8,4 mg/ 20 gr BB mencit
Dosis untuk mencit 25 gr =25/20 x 8,4 mg

= 10,5 mg / 25 ekor mencit
Dosis ekstrak kayu manis: dosis ekstrak pepaya gunung=1: 0
Dosis ekstrak kayu manis = 1/1 x 10,5 mg

= 10,5 mg/ 25 gr BB mencit

Dosis ekstrak pepaya gunung = 0/1 x 10,5 mg
=0 mg/ 25 gr BB mencit
Perhitungan untuk membuat larutan stok perlakuan I:
Ekstrak kayu manis = 10,5 x 1000
=10.500 mg
CMC-Na 0,1% yang dibutuhkan = 0,35 x 1000
=350 ml
10.500 mg ekstrak kayu manis kemudian dilarutkan dalam 350 ml CMC-Na 0,1%.
c) Dosis perlakuan 11
Dosis ekstrak kayu manis: dosis ekstrak pepaya gunung=1: 1
Dosis ekstrak kayu manis =%z x 10,5 mg
= 5,25 mg/ 25 gr BB mencit
Dosis ekstrak pepaya gunung = %2 x 10,5 mg
=5,25 mg/ 25 gr BB mencit
Perhitungan untuk membuat larutan stok perlakuan I:
Ekstrak kayu manis = 5,25 x 1000
=5.250 mg



Ekstrak pepaya gunung = 5,25 x 1000
=5.250 mg
CMC-Na 0,1% yang dibutuhkan = 0,35 x 1000
=350 ml

5.250 mg ekstrak kayu manis dan 5.250 mg ekstrak pepaya gunung

kemudian dilarutkan dalam 350 ml CMC-Na 0,1%.
d) Dosis perlakuan 11l

Dosis ekstrak kayu manis: dosis ekstrak pepaya gunung= 0: 1

Dosis ekstrak kayu manis = 0/1 x 10,5 mg

=0 mg/ 25 gr BB mencit
Dosis ekstrak pepaya gunung = 1/1 x 10,5 mg
= 10,5 mg/ 25 gr BB mencit
Perhitungan untuk membuat larutan stok perlakuan I:
Ekstrak pepaya gunung = 10,5 x 1000
=10.500 mg
CMC-Na 0,1% yang dibutuhkan = 0,35 x 1000
=350 ml
10.500 mg ekstrak pepaya gunung kemudian dilarutkan dalam 350 ml
CMC-Na 0,1%.
3) Dosis Obat Kontrol Atorvastatin
Dosis untuk mencit berat 25 gram = 0,065 mg/ 25 g BB
Berat tablet= 30 mg
1 tablet mengandung 20 mg atorvastatin
Berat tablet pada 1 mg atorvastatin = 30/20
= 1,5 mg tablet
Perhitungan untuk membuat larutan stok atorvastatin:
Atorvastatin = 0,065 x 1000 x 1,5 mg
=97,5mg
Akuades yang dibutuhkan = 0,35 x 1000
=350 ml

97,5 mg atorvastatin kemudian dilarutkan dalam 350 ml akuades.
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Lampiran 3: Data Nilai Absorbansi Pembuluh Koroner dan Perhitungan
kadar MDA dari kurva standar TEP

Nilai Absorbansi
0.06 y =0.0371x + 0.0003
0.05 4 RZ=0.9998

0.04
0.03
0.02
0.01

0
0 0.5 1 1.5 2

Gambar 5.1. Kurva standar yang dibuat dari reaksi
berbagai konsentrasi TEP dengan TBA 0,067%
Diketahui:
Y = nilai absorbansi
Persamaan garis» Y=0,0371 X + 0,00032
X =(Y-0,00032)/0,0371

Tabel 5.1. Data Nilai Absorbansi Pembuluh Koroner (nilai Y)

N K+ K- P1 P2 P3

ul | 0,278 | 0,298 | 0,339 | 0,285 | 0,309 | 0,312

u2 | 027 | 029 | 0,334 | 0,288 | 0,339 | 0,302

U3 | 0,269 | 0,288 | 0,337 | 0,286 | 0,321 | 0,294

U4 | 0,274 | 0,285 | 0,328 | 0,287 | 0,313 | 0,319

us [ 0,277 | 0,288 | 0,34 | 0,269 | 0,311 | 0,327

Ditanyakan = X = kadar MDA pembuluh koroner

Setelah dilakukan perhitungan dari persamaan garis dan nilai Y, maka dapat
diketahui nilai X pada tabel 5.2.

Tabel 5.2. Data Hasil Kadar MDA Pembuluh Koroner (nilai X)

N K+ K- P1 P2 P3

Ul | 7673 | 8,024 | 9,129 | 7,485 | 8,320 | 8,401

U2 | 7,754 | 7,862 | 8,994 | 7,269 | 9,128 | 8,132

U3 7,7 | 7,754 | 9,075 | 7,242 | 8,644 | 7,916

U4 | 7,727 | 7,673 | 8,832 | 7,377 | 8,428 8,59

U5 | 7,242 | 7,754 | 9,156 | 7,458 | 8,374 | 8,805
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Lampiran 4: Perhitungan Statistik Hasil Penelitian Kadar MDA dengan SPSS One

Way Anova dan Uji Lanjut Duncan

1. Uji Normalitas

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Asymp. Sig. (2-tailed)

kadar MDA

N 30
Normal Parameters®® Mean 8.1306
Std. Deviation .62810

Most Extreme Differences Absolute 159
Positive 159

Negative -.092

Kolmogorov-Smirnov Z .870

435

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

2. Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances

kadar_ MDA

Levene

Statistic dfl df2 Sig.

2.128 24 097
3. Uji One Way Anova
ANOVA
kadar_ MDA
Sum of Squares| df Mean Square Sig.

Between Groups 10.131 5 2.026( 37.117 .000
Within Groups 1.310 24 .055
Total 11.441 29




4. Uji Lanjut Duncan

kadar_ MDA
Duncan®
Subset for alpha = 0.05
perlakuan 1 2 3 4
P1 5( 7.3660
N 5( 7.6194| 7.6194
K+ 5 7.8135
P3 5 8.3687
P2 5 8.5790
K- 5 9.0372
Sig. .099 201 .168 1.000]

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 5 : Alur Penelitian In Silico

Preparasi Ligan Preparasi Reseptor
v
Senyawa aktif kulit batang kayu
manis dan daun pepaya gunun
. : Enzim siklooksigenase (COX)
: ) v ) yang berperan dalam
Diunduh fll_e sc_if tiap senyawa pembentukan MDA
aktif di NCBI
v v
Prediksi aktivitas HIA COX (yang berikatan dengan
v asam mefenamat) dengan ID
Prediksi aktivitas inhibitor 5IKQ diunduh dari PDB
peroksidasi lipid menggunakan \l/
software PASS Dibersihkan molekulnya di

Proses docking dengan Autodock Vina
pada program PyRx

3

Skor docking
\Z

Visualisasi hasil docking dengan
PyMOL dan Discovery Studio

\7
Analisis data




Lampiran 6: Gambar Ligan

a. Reseptor Enzim Siklooksigenase ID: 51KQ

100

b. Ligan
Nama Senyawa CID Senyawa Struktur
Asam mefenamat 4044
HH“’
He __{II'_(}:O

H Nll:r-ﬂ\ o -

Atorvastatin 60823 o I F:I’\*“ A

H L.'\-\.r"-?
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Cinnamaldehyde

637511

Cinnamic acid

444539

Cinnamate

637520

Catechin

9064

Quercetin

5280804
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Lampiran 7: Langkah In Silico

A. Preparasi Ligan
1. Ligan yang terdapat dalam batang kulit kayu manis dan daun pepaya
gunung diunduh dari (http://pubchem.nchi.nim.nih.gov)

NIH NLM National Center for Biotechnology Infarmation

PubQhem |Sicusray

2

L3

O Compound Summary for CID 5280805 = Download

Rutin » Cite this Record

Wes P B A m

STRUCTURE VENDORS PHARMACOLOGY ~ LITERATURE PATENTS BIOACTIVITIES
PubChem CID: 5280805
Chemical Names: RUTIN; 153-18-4; Rutoside; Phytomelin; Quercstin 3-rutinoside; Birutan  More...

2. Ligan dalam bentuk 3D disimpan dalam format “.sdf”
O Rutin

2 3D Conformer
© Contents

tructure e Q Search

SDF Display
JSON Display
sical Propere: XML v Display
ASN.1 Display

https://pubchem nebi.nim nih gov/rest/pug/compoundycid/ 5280805/ record/SDF /Frecord_type =3d8aresp

B. Preparasi Protein
1. Struktur 3D reseptor enzim siklooksigenase (COX) dengan ID 51KQ
diunduh dari Protein Data Bank (PDB) melalui http://www.rscb.org

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ \isualize ~ Analyze ~ Download - Learn - More -

o H
PROTEIN DATA BANK Advanced Search | Brawse by Annotations

B F s @ iz g [avao I

3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment E

I Display Files +

-

Macromolecule Content 5] KQ FASTA Sequence

C U SIrETOWE A B E0EY The Structure of Meclofenamic Acid Bound

- Atom Count: 9255 PDB Format
. 0 DOI: 10.2210/pdb5IKQ/pdb
3afsidus CI:LI-I'II. :l1l?2 » b P PDB Format (g2)
* Unique protein chains: Classification: OXIDOREDUCTASE
Organism(s): Homo sapiens PDBXmMMCIF Formt
Expression System: Spodoptera frugiperda
PDBx/mmCIF Format (gz)
htps://files.res org/downl0ad/SIKQ pdb -

Search "5IK(§- Klik 'Download File'-iKI_ik 'PDB Format' _
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2. Pembersihan molekul-molekul yang tidak diperlukan

The PyMOL Molecular G

File Edit Build Movie Display Setting Sgene Mouse Wizard Plugin

Help

|| Resst [ zoom [ orient [ Draw [ Ray
| unpick [ Deselect [ Rock [ getview

‘ Educam‘ onal product
Open... oo

Open MTZ with Defaults...

utable euild 15 restricted to full-tine studencs [1<[ <[ stop [ pay [ > [ >1 [ mciear
Save Session & engaged in educational activities " all e T
Save Session As... oL Maintenance and/or Support Suhscr'lpt'lnn Comman Builder ‘olume

Ymo1 brazacademic . for more informarion and |

Save Image As 4
Save Movie As >

Log...
Resume.
Append.
Close Log
Run..

Edit pymolrc

Quit
Reinitialize

Skin

Klik 'S'- Pilih sekuen- K|Ik kanan KI|k remove'- Pilih file- Pilih 'save molecule'

C. Preparasi Ligan
1. Uji HIA dilakukan dengan klik '"ADME" di Pre ADMET online melalui
http://preadmet.bmdrc.org/.

MDLmoland sdfile  Molecular desc ADME Prediction  Torxcity prediction  Profile Q ¢ Logout f ¥ 8 in

q)r A[] E'l' € +8223939550~1 B3 webmaster@dmdrckr
(4 1 B138A, YONSEI ENGINEERING RESEARCH COMPLEX, YONSEI UNIVERSITY, SEQUL, REPUBLIC OF KOREA.

Home About @ Druglikeness i ADME ## Toxicity Cornrunity Cornmercial

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 Professional. T PreADMET Ver 2.1 is

. 5 coming soon in this month.
httpsi//preadmetbmdre ki/adme/ raness Prediction o

2. Disalin MOL file ligan

—0EChem-100118124533D

21 21 0 o 0 0o 0 0 0%9% w2000
3.3180 -1.7785 0.1936 0O a 0 o o0 0 0O 0O 0 0 0 0 0
4.0985 0.8649 0.0508 O o 0o o o 0 0 0o o 0o o o0 0
-4, 5229 0.9658 0.358% 0O a 0 o o0 0 0O 0O 0 0 0 0 0
-4.0902 -1.166% -0.2597 O o 0 0o o0 o0 0 0 o0 0 0 0 0
0.07z25 -0.1250 -0.1066 C a 0 o o0 0 0O 0O 0 0 0 0 0
1.0350 -1.1270 0.0177 c a 0 o o0 0 0O 0O 0 0 0 0 0
0.4630 1.21z22 -0.1779 C o 0o o o 0 0 0o o 0o o o0 0
2.3879 -0.7918 0.0705 c a 0 o o0 0 0O 0O 0 0 0 0 0
2.77084 0.5453 -0.0005 C o 0 0o o0 o0 0 0 o0 0 0 0 0
1.8180 1.5473 -0.1248 C o 0o o o 0 0 0o o 0o o o0 0


http://preadmet.bmdrc.org/
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3. Ditempel MOL file ligan pada kotak ‘Load Molecule’

(_l)re A[]M ET Home  About @ Druglikeness it ADME # Toxicity  Community  Commercial

T
L ] ﬁ Fq A q 0\ =] -] Load Molecule x
C v @ ~ /527 ¢ v OO QO ~ copyand paste the contents of a MOLFie f.mel] or ChemDoodle JSON in

‘ the textarea below and then press the Load button. o

689043

-OEChem-10011819493D

z1 21 0 00 0 0 0 0999 vzooo
3.31%0  -1.7785 0.1336 0 0 0 0 0 0
00 000 oo

4.0365 0.8845 0.0s08 0 0 0 0 0 0

Where do | get MOLFiles or ChernDondle JSON?

Tempel MOL file ligan- Klik ‘Load’- Klik ‘Submit’

4. Hasil Prediksi HIA menggunakan software PreADMET
q)re ADMET Home  About @ Druglikeness 0 ADME § Toxicty  Community  Commercial

(+] Ylasma_Protein wdiny 40.290625

) ure_water_solubility_mg 1878.5

D. Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)
1. Buka http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php dan klik ‘GO
for prediction’

Way2Drug =
SERVICES
:

Rahmadania Febri Herlina
(Log out) Go

» Home »  Definition » Products »  Services » FAQ Contacts

Pﬁ:ﬁg> Oe

It is easy to use


http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php

2. Memasukkan ligan dengan format .mol

i ASS mlm Rahmadania Febri Herlina (Log out) Go

» Home »  Definition »  Products »  Services » FAQ »  Contacts
[ Predict new compound ] [ Wiew old resuts J [ View/change profile J

C= )= =]

Mo file selected.
Get prediction

Klik ‘Predict new compound’- Klik ‘MOL file’- Klik ‘Browse’-

Masukkan file “.mol”- Klik ‘Get prediction’

3. Hasil prediksi aktivitas inhibisi peroksidasi lipid

U,36 ¢ [U,UU)[LIgHSE NOIL0T
0,397 0,016 |Interleukin antagonist
0,383 [0,002 [CYP26A substrate

0,391 m Gametolysin inhibitor
0,37 M Riboflavin phosphotransferase inhibitor =
m lo,004 Aspartate-ammonia ligase (ADP-forming) inhibitor

0,394 0,013 Lactose synthase inhibitor

0,391 0,012 |1,4-Alpha-glucan branching enzyme inhibitor
0,425 |0,045 Membrane permeability enhancer

E. Penambatan Molekul (Molecular Docking)

1. Reseptor yang telah disiapkan, dimasukkan ke Software Pyrx

File] Edit View Help

Load Molecule

Run Pythan Seript

Save Scene As >
Import..

Export..

Eat

1F:\_SKRIPSI NDANG KELAR\Penelitian In Si

2F\_SKRIPSI NDANG KELAR)Penelitian In Silicolreseptor 5195719 avpdb

3 FA_SKRIPSI NDAMG KELAR\Penelitan In Silico\5f19 pdb

4 F\Penelitan In Silicovreseptor 511915119 avpdb

5 FI_SKRIPSI NDANG KELAR\Penelitian In Silico\reseptor 51905119 aavap.pdb

6 DUsers\Userl, maltools\PyRxMacromolecules\5119_aw5119_av. pdbat

7 FA_SKRIPSI NDAMNG KELARYPenelitian In Silicotreseptor 5f1945f19 after vegapdn

a0 al S119_after_vega\ 5119 _after_vegapdbat
9 DAUsers\User\,maltools\PyRoaLigands\60823 uff_E=101175pdbat

VinaWizard % AuloDock Wizard | 4 OpenBabel @ Pyfon Shell | #logger |

4 Starthers | €, salect Molecules | Run vin | (3 Anatyee Resuls |
This wizard will guide you frough seftng up and running AutDock Yina,

vina Exscuticn Mede.
@)Local (ushg Di\pyr nivina.es) | Cluster (Portabks Baich Systen () R (Cpal wisb Servizes)

Click o) Start buton o begin -—->

Buka software Pyrx- klik ‘File’- klik ‘Load molecule’
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2. Preparasi molekul menjadi format “.pdbqt”

e Y 75 il
File Edit View Help
i¥P e o

W Molecules | § AutcCock | IATVIK | ) Mayavi . ‘Qim(nm'h fmm | Tables

o Les ) J FLE i T J
g

Display B
AutoDock | Makeligand
Save as PDB | Make Macromolecule

Remove from Scene

[[via weara K3 TPrvronsel | |

¥ Starthere |36, [rnvina| @ |

This wizard willquid you through satting up and runing AutDock Vina.

Vina Execution Mode

©@Local ini\yina.exe) () Cluster atch System) () Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to bagn > sat |

Read Sikqac - 2 chain(s) - 17647 atoms

Klik ‘File’- Klik ‘Autodock’- Klik ‘Make macromolecule’

3. Mengganti display menjadi "Balls and Sticks"

Py TR X0
File Edit View Help
ivP o
B E———— scall- |
'WMolecules | # Autclock | IATVIK JoMaravi | v ||| d830 Scene | Ba20Plots | &Documents | |Tables | "
© V] @ skg= : elmmwmy 2@ 8 &2 W
| Display | Lines
| AutoDock *| ¥ Balls and Sticks
Save as PDB Molecular Surface
Remove from Scene e
Vina Wizard | % AutcDock Weard | S OpenBatel @ Pyfonstell oo o "
¥ starthere [, [Rnvina | B & |
This wizard will quid you through seting up and running AutDock Vina.
Vina Execution Mode
(@ Local (using D:\pyrx inflyina.exe) | Cluster (Portable Batch System)  (7)Remote (Opal Web Services)
Click on Start button to begin > [Cser )

Macromolecule Sikdac has been stored in: DA\Users\User\maltoals\PyRoMacromolecules\Sikqac\Sikaac pabat

Klik kanan pada molekul- Klik ‘Display’- klik ‘Balls and Sticks’

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



110

Memunculkan asam amino TYR385 dan SER530

v e o ——— e -
File Edit View Help
iwP w2

' Molecules | § Autfock ATV JoMagav | v | &305cene 0Pt | Cocuments | Tabks
e ol e e X RE-HIN™ KOS

@ Xues
® XA
@ KALAIT
® Yo

@ XAsnaER

| Vina Wizard S Cpen Bkel

Y StartHere | X, Select Molecules | Run Vina | @ A
This wizard will gui and vha,
Via Exeaution Mode:

©Local (using D:\pyrx nivina.exe) | Chuster (Portable 8atch Systerm) - (£) Remote (Cpal Web Services)

Click on Start button to begin >

Macromolecule Sikqac has been stored in: DAUsers\User\maitools\PyRx\Macromolecules\Sikaac\Sikaac pdbat

Klik “TYR385”- Klik ‘Toggle selection spheres’

€

Memasukkan ligan

A PYRx - =
File Edit View Help

iwe R Wl
[ mm - ol

WMolecules 3 AubCock | DATVIK oMayan | v | a§3DScene AZDPbs | SCocumens | | Tables |

5 Xuouwses A nszE EY
@ X vaLszs

Select Import Source:

Workspace Tarball - Local File

This wzard will guide you through setting up and running AutcDock Vina.

Vina Execution Mode
@ Local (using D:\pyrx inilvina.exe) | Cluster (Portable Batch System)  (©) Remote (Opal Web Services)

Click cn Start buttan to begin > Start

File- Import- Chemical table SDF- Open
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Preparasi ligan menjadi format “.pdbqt”

P SIS
File Edit View Help

iwettw|
W Molecules | § Autock | ATVIK | JoMayavl q @D Scew | B DPbs | 5 Documens. Y._'.‘!Frah-]ﬁnpmmy

Koasa4
Xovases
XooLvses
T KaALas2
@ X.PROS8
Xorresze
K SERS:
& JalEUs31
@ Xalvsse
# KGLys:
5 Xleusa
@ X METSIS
& XGLYSH
o KuASHST =
% Xavase

X, 1LES3® 24

@ E®

Move to 3D Scene
Show Associated Data
Save As..

Minimize Selected
Minimize All

[ Vina weard | % AutaDock wizard Open # Python shell Convert Selected to AutoDock Ligand (pdbat)
View 1o iter v| Rewsialzomems | Convert Al to AutoDock Ligand (pdoat)
e W N ) Forma | DeleteAll

Sy = e -
443652_uff E=730.11 235012 496.4374 0
5291672 uff £=388.01 C1541008 318.2351 k<]
440832_uff_E=339.61 C1541208 271.24484 31
441773_uff_E=426.67 C16H1306 0127082 £
12305270_uMf_E=322.35 (C2BHSIN20A 478.7076. 84

Klik kanan nama ligan pada open bable- klik ‘Minimize all’- Klik
kanan nama ligan- klik ‘Convert all to pdbqt’

Docking menggunakan autodock vina

-
File Ecit View Help
h I
i - Fu . d
lokculs | 8 AutoDock | IATVTK | JeMayav | » || gD Sere @kt | ODocumens || Tables | Open babel | J
W 131750991 uff E=56213 pdbqt |PEs |
W 131750991 uff_E=56278 pdbqt | R.Ugands | & Targels | # Docking Ramits | r
W 445358 uff E=17742pdbat —— |
¥ 5487765 1 E-87583 pdbat Hame Size Date Crested Torsionsl D AutoDock Elements £
W 5280863 ult E-36250pdbgt 10104370 uff £ =146.78 15 2018.06.05 . 4¢ L
' 443652 uff E-73011 pdbat | 0s76.utt E-a135 9 20180605 5 CHDOA
W 5281672 uff E=38801pdbat | 11142 uff £=12480 10 20180605 1fc
W 440832 uff E=3396L1pdbar 11230_uff E=15564 12 201B06.05 2 CHDOA
W 441773 uft E=426.67 pdbat = 10 20180605 0c
W 12305270_uff_E =322.35,pdbat 36 201810.09 . 0 CHDOAN
W 5280804 ult E=61061pdbat 15 20180605 3¢
' 5280805_ulf_E=751 59 pdbgt - 15 20180605 alc
= 36 20181003 0 CHDOAN
Z;’;"‘:: o S0 130750992 urt Ese 36 20181009 0 CHDOAN
W Sikgacpdbat N 131750991 uff E=58213 36 201810.09 - 0 CHOOAN -

VinaWizard 9§ AuloDock Woard S OpenBabel | @ Python Shell b logger
| Start Hare | %, Select Molenules | Run vina | G
‘SsiectLigandiz) and Macromaleculk from Navigater -> AutoDock pansl

Ut Canrol and Shift butions 1o salect ks Ligancs.

20 bgand(s) sslecied, | Drssrs sl mghoole Ve

*édduigand| *fl Add Macromolecul

Klik “‘Vina wizard’- klik ‘Start’- Pilih molekul dan ligan yang akan
di docking- klik ‘forward’
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9. Mengatur grid box pada sisi aktif reseptor

W 445858 uff E=17742pdbqt
¥ 5280804 uff_E=61061pdbat
W 5280805_uff E=75159,pdbat
W 5280863 uff_E=362.50 pdbqt
W 5281672.uff_E=388.01pdbqt
W 5487766_uff_E=B7583 pdbat
W 60823_uff E=101175pdbgt
W 637511 uff E=7645pdoqt
W 637520_uff E=96.54 pdbat
W 689043_uff_E=98.60pdbat
W 9064_uft £=204.84 pdbqt
W 4044 UH E=269.03pdbat

B> Macromolecules
58 Sikgac

W Sikqacpdbqt
@ confitxt

'~ | Vina Search Space
| conter 250435 V1459500 2:19.7429
Dimensions (Angstrom) X:8.0697  Y:106748  Z:115137

.'m

21ligand(s) in the list for virtual screening with Sikqac. Click Forward to continue.

Diletakkan grid box pada asam amino TYR380 dan SER530

10. Running autodock vina

Vina Wizard | % Autobock Weard | S Open Babel

F T o
| T T T T TR T T |
E T Docurrents Tk | S Cpen Babel | Vina - Sikqac/4044_ufl_E=269.03
Command Ine: gang -\ < = =
B XS ‘Working directory: b sers\ser|, mahtools\PrRxtiMacromolecules\Skgac.
B GLUS0 # Please see http://wina.sccipps.edu tor more iniormation. W .
© XTHesz
B R WETS22 I =
B Xy output will be ..\..\Ligands\4044_uff E=269.03 out.pdbqt
Detected 4 CPUs
v if‘””m Reading input ... done.
B VAl Setting up the scoring function ... done.
W Kasm Analyzing the binding site ... done.
W KALaszy Using random seed: -1565216456
® Jarmosa performing search ...
B X PHESS 0% 10 20 30 40 50 60 10 -1 a0 1lo00%
® Xsms:m I==== [==== [==m= [==m = == m= [=mmn [2mmn [mm | [2mee |
® Xiesm U S DS D —— -
® Kz
= Kosn E

# Prtton Shell | g9 Logger

[¥/605043_uf_E=08.60 Finished
|¥ 5054 _uff E=204.84 Finishad
[V/ap44_uff F=260.03 Furmning...

- | ¥ina Search space
Conter X:2%.063 Y145.6000 2:19.7428
Dirvenskcns (hngstrom) XiBDET7 V106748 Z:115137

= Cms s

| s [Smn s | emmsnensss: 0

Running Vina. Please Wait..
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11. Hasil Docking dengan autodock vina

@ Py - Virtual Screening

Vina Wizard | % AutiDock Weard | S OpenBabel @ PythonShell  @pLogger

| 4 sttrere | X, Soectitoeules | Fun vioa| 3 snalee Resits | 1 7r & b B
View: o fiter || Resuts:aneztems | u BEE G a
Ligand | Binding Affinity (keal/mol) Mods | RMSD lower bound [ RMED upper bound
e s o I o0
Skaac_131750991 uff £=522.13 1473 o 00 00
Skqac_131750091_uff E=799.30 | 1357 o 00 0.0
Shqac_1704427_UfF_E=254.42 a7 o 00 00

12. Hasil docking disimpan dengan format “.pdb”
@) PyRx - Virtual Screening Tool e - = WP - [

File Edit View Help

30 Scene | 20 Phats. i-ooum | Tables |
PIXXVTZZO 8 &3S

[V] & 637520_uff_E=96.54 nust. mockalt

& 637520_uff_E=96.5¢ Display

V] # 637520 um E=965  AutoDock
: gt P T )
we 22‘ wj:: Remove from Scene
[V] # 637520_uff £=06.54_out_modai?

Vina Wizard | # AutoDock Wizard | 4 OpenBabel | # Python Snell | glogger |
¥ startere [, Molecuies | Run

“This wizard will guice you thrcugh setting up and running AutoDock Vin,

Vina Execution Mode
1@ Local (using D:\pyrx inilvina.exe) () Chuster (Portable Batch Systarn) (©)Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begn —->

Read 637520_uff_ E=96.54_out model7 - 1 chain(s) - 12 atoms
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F. Visualisasi dengan PyMOL dan Discovery Studio

1.

Buka PyMOL dan masukkan file salah satu senyawa yang telah
di-docking

&
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help
.20, j Reset ‘ Zoom ‘ Qrient ‘ Draw | Ray
Unpick ‘ Dieselect | Rock ‘ Get View
Open MTZ with Defaults.. HD_Graphics
uild 8.15.10.2993 1< | < \ Stop | Plav| > \ >| \MC\ear
Save Session mprove performance for Intel cards.
G S S Enabled multithreaded rendering. Command ‘ Bulder ‘ Wolume
Save Molaculll Rebuild | dbart
Save Image 45 L4 —— :
| Save Movie s L4 e ——
Log...
I Resume...
Append...
Close Log
Run.. , .
educational
Edit pymalre
Quit
Reinitialize
Skin L
Schrédinger offers Educational-use-only PyMOL builds available at no cost to teachers and high
school and college students for classroom instruction, homewaork assignments, and to provide a
means for creating high quality figures. It is not provided for the purposes of academic research
or publication.
There is no technical support fram Schrédinger for "Edu” PyMOL, please use the pymol-users
mailing list if you need help
Licenses for academic: http://pymol.org/academic 4
Licenses for industry: httpi//pymol.org/contact SC ODINGE

Klik “file’- klik ‘open’- masukkan file “.pdb”

Masukkan file reseptor yang telah dibersihkan setelah diunduh
dari PDB

¥ The PyMOL Molecular Gra System
. e
File Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wizard  Plugin Help
pu D e ﬂ Resetl Zoom | Orient ‘ Draw | Ray
raphics
= - uild 8.15.10.2993 Unpick | Deselect ‘ Rock ‘ Get View
Open MTZ with Defaults...  mprowe performance for Intel cards.
Enabled multithreaded rendering. [l ‘ = ‘ Shop ‘ Play ‘ >| =| |MCIEar
Save Session
S S A DANG KELAR/hasil docking/12305270.pdb" Toaded as :‘ Comrmand ‘ Builder \ olume
Save Molecule.., = Rebuild | Abort
Save Image s 4
Save Movie A9 4 Sk et St et

Log...
Resume...
Append. .
Close Log
Run...

Edit pyrmolrc

Quit
Reinitialize

Skin

e (< s[> v
Klik “file’- klik ‘open’- masukkan file “.pdb”
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3. Simpan file

Eile Edit Build Movie

Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

”””””””””” uild 8.15.10.2993 || Resat | zoom [ orient [ praw [ Ray
Open... mprove performance for Intel cards. ° :
e ‘Enah‘l ed multithreaded rendering. Unpick [ Deselect [ Rock [ Get view

pe
DANG KELAR/hasil docking/12305270.pdb” Toaded as " I< | < I Stop I Plavl >l > |MClear

Save Session
‘DANG KELAR/hasil docking/Sikgac.pdb” loaded as “Sij Command | Builder | Volume
-

Save Session As...
Rebuild | Abort

Save Image As 4
Save Movie As »
Log...

Resurme...

Append...

Close Log

RuN...

Edit pymalrc

Quit
Reinitialize

Skin

Klik ‘file’- klik ‘save molecule’

4. Blok kedua nama file sebelum klik ‘ok’

File Edit Build Movie Display Settng Scene Mouse Wizard Plugin Help

GL_VERSION: 2.1.0 - Build 8.15.10.2993 || Reset | zoom | orient [ oraw [ Ray
Adjustin hl
petected| 7 Save = ‘% Unpick | Deselect: , Rock | Get View

cmdLoad: b Toaded as * | I<[ <[ stop [Py [ > [ >I [ mciear
12305270" Which object or selection would you like to save? -
CmdLoad: e—_————— Toaded as "51
kogac". ad

PyMOL>

Command Builder Volume

C all
@ one file
Saved state... @ global
 multiple files
" object's current |

S 1.
[ <> [w[s[w[F
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5. Buka Discovery Studio dan masukkan file yang barusan
disimpan dari PyMOL

File| Edit View Chemisty Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help
e Toteraction S e v vy
‘0

@ ¢ Open File (cr+0) T =

Diplay the Open dialhg and sslect cre or more 5
flles: to apen,
1@ Click hers for het

[=] port preference, Default Fie Types
Setup,
fint Preview £ Actions 2 Data Upgrade
Print 1+P =
My Recent Actions sample Files Upgrade new
sen Vart more Discon
& allgnmen e complels ory St
Recent F My Recent Tool Panels Foundafion
Exit Alt+F4 * Define and Edit Binding Site shammacoph
My Recent Files

Changa the vty of the receptor » B37520_Slkgac pd
arxd ligand. » oo R o

. 2305270_Slkgao p
B receptor-iigand interactions > hoall decting edf
2 20 disgran.
| a
Define ard Edit Binding Site
1

fional Features

6. Klik ‘ligan interaction’ dan ‘show 2D diagram’ untuk

memunculkan tampilan visualisasi 2D

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

[Ficromoiecie Simoion (XS TP TP hormocopes Sl oleces a

Ghew " DD HE * % Display Style... Non-bond Interactions...

£

Teols €3 ¥ 05 Wekcome %) 9064 _Skgac €3 Ll
View interactions
Define the raceptor and ligand,

aptor: 9054 _Skaac

Step trough higands.
F o+ 3 2

Display receptor-lgand nteractins,
Ligard Interactions

Receptor-Ligand Non-bond Interactions

Creates nor-bond interactions between the
receptor and ligand. Requires a receptoe and a
ligard,

Display rece

O Click here for heb
Aromatic

Hydrophobic  Tonizablity

| Change the vishility of the receptor
and ligand,
Receptor Ligand

Pocket Atorms

Show receptor-ligand interactions
on 3 20 diagram.

 Edit Birding Site

Enable Additional Features
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Hasil visualisasi 2D

Discovery Studio Visualize =0

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

Macromolecules | Simulation 1 H Search prosct festres & ‘
CNew "B GE $® X €00 © [5sphysye. - |
Tools B 2 [2]psvelome [ 9064_Sikgac 3 S -0 I [©] o064 _Sikgac-Ligand 1 3 H -0

Vigw Interactions i

Defie the receptor and ligand.

Define Receptor: S064_Sikar

Define Ligand: G064_Sikgar H{UNK)

Step throwgh ligands.

F ¢+ 3+

Display receptor-ligand interactions,
Ligarnd Irteractions

Interaction Options. .

Expand Cortract

Show Distances  Show Types
Display receptor surfaces,

sromatc  HBond  Charge
Hycrophobic Ienizabiliyy SAS

Expand Cortract

=
ol
a
>,
i
b

Change the visibility of the receptar
and ligan:

=
U
3
IS

Receptor Ligand
Interacting Atoms — Pocket Atoms.

Show receptor-ligand interactions
on a 2D diagram. Interactions

[ Conventional Hydrogen Bond [ PiPi T-shaped
[ carbon Hydrogen eond [ Praky

[ Pitore Parr

Show 2D Diagram
Define and Edit Binding Site

Enable Additional Features

Buka PyMOL dan masukkan file reseptor yang telah dibersihkan setelah
diunduh dari PDB
Rk The_PyMOL M?Iecu!ar GmphiFs Systel E-m

File Edit Build Movie Display Sefting Scene Mouse Wizard  Plugin Help
-20. ﬂ Resat ‘ Zoom | Orient ‘ Draw | Ray
C - [
Unpick | Deselect ‘ Rock | Get Wiew || e

Open MTZ with Defaults...  HD Graphics
5 Sref uild B8.15.10.2993 \<|<|StDp‘P|ay|>‘>||MC\ear =
N Sl mprove performance for Intel cards. | |
Save Session As... Enabled multithreaded rendering. Command Euiilcler volurme

-
Save Malecule.., Retuild | Abort,
3

'i Save Image As

Save Movie As 3 n— s e

Log...

Resume...

i AOL

Close Log

Run... r .
W educational

Edit pyrmolrc

Quit

Reinitializa

skin L

Schrodinger offers Educational-use-only PyMOL builds available at no cost to teachers and high
school and college students for classroom instruction, homework assignments, and to provide a
means for creating high quality figures. It is not provided for the purposes of academic research
or publication.

There is no technical support from Schrédinger for "Edu” PyMOL, please use the pymol-users
mailing list if you need help.

Licenses for academic; http://pymol org/academic
Licenses for industry: http:/#/pymol.org/contact

SLNMRVWNINGOiR

PubOL> _

Klik “file’- klik ‘open’- masukkan file “.pdb”



9. Masukkan seluruh file “.pdb” senyawa yang telah di-docking

Eile Edit Build Movie

Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin

Help

Open...

Save Session
Save Session As...
Save Molecule...
Save Image As
Save Mavie As

Log...
Resume...
Append...
Close Log
Run...

Edit pymolrc

Quit
Reinitialize

Skin

PyMOL>_

Open MTZ with Defaults...

=
HD_Graphics
uild 8.15.10.2993
prove performance for Intel cards.
Enabled multithreaded rendering.

king 271018/New fo'lder/SIKQ.EgpL'loaded as "SIKQ". ¥

Klik “file’- klik ‘open’-— masukkan file “.pdb”

Reset | Zoom ’ Orient I Draw | Ray

Unpick | Deselect I Rock I Get View

|<| <|Stop| Playl >l >| lMCIear

Command ] Builder ] Yolume

10. Klik ‘H’ pada file salah satu senyawa yang telah di-docking,
klik ‘everything’, klik ‘S’, klik ‘sphere’

E o = = T
File Edit Build Movie Display Setting Scens  Mouse  Wizard  Plugin Help
‘gmd\__‘uad: '.'g'/iha-si'.l ducki;ﬂ-g 2-7101_8/Ne;w;r FU'\der/-pE'l a‘rgum‘i diﬁ:pdb‘” Toaded as j Reset | Zoorm | Orient ‘ Draw ‘ R;y

pelargonidin®.

cmdLoad: “D:/_hasil docking 2710l8/new folder /peonidin. pdb” loaded as "pe Unpick l Deselect | Rock ‘ Get Wiew
onidin”.

CmdLoag: "D:/_hasil docking 271018/new Folder /pseudocarpain. pdh” Toaded a Iﬂi] 5‘133] Play ‘ = ‘ | ‘ MClear
s “pseudocarpain”.

cmdinad: "p:/_hasil docking 271018/new folder/quercetin.pdh” Toaded as "qj Command ‘ Builder ‘ Yalume
uercetin®. bd |

Dok o |

Rebuild ‘Aburt

& PyMOL Vie
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11. Klik ‘H’ pada reseptor yaitu “5IKQ”, klik ‘everything’, Klik
‘S’, dan klik ‘cartoon’

e — il X

File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin

Help

‘gmdlioad: g _hasi1 docking 271018/New folder/pelargonidin.pdb” loaded as ﬂ VResetI Zoom | Orient I Draw I Ray
pelargonidin
cmdioad: "D:/_hasil

jonidin".

docking 271018/New folder/peonidin.pdb" Toaded as "pe Unpick | Deselect I Rock | Get View

A docking 271018/new folder/pseudocarpain.pdb” Toaded a 1< | < I Stop | Play| = l >| l MClear
rpain

'D:/_hasil docking 271018/New folder/quercetin.pdb” Toaded as "qj Command | Builder | Volume
5 ~

Rebuild | Abort

ounacr s

ﬂ& PyMOL View

e
‘Fﬁrﬂ”

cinnamaldehyde
innamate

netin
kaemferol
malvidin
muricetin

Eile Edit Build Movie Display Seftng Scene  Mpuse  Wizard  Elugin

" cmoLoad: 11 docking 271018/Mew fol der‘/pe1.;rgnn1' din. pdb"” 7'\ oaded as d Rgggtl Zonrm | Orignt | Diraw ‘ Ra‘y
“pelargonidi

n".
CH_'Id\TDﬂ ¢ "D:/_hasil docking 271018 /Mew Tolder/peonidin. pdb” Toaded as "pe Unpick | Desg\e:tl Rock | Get View

dacking 271018/Mew folder/pseudocarpain. pdb” Toaded a |< | <| Stop P\ayl >| >| ‘ MClear
s "pseudoc

pain".
cmdLoad: "D:/_hasil docking 271018/New Folder/quercetin.pob” Toaded as “g-—]| _Command | Bullder | Volume
=4

uercetin'.
PyMOL | )

4 PyMOL Seti

nb_spheres_quality |1
nb_spheres_size  |0.25000
nb_spheres_use_shacer |1
roving_nb_spheres  |8.00000
roving_spheres |D 00000
sphere_color default

sphere_mode 0
sphere_point_max_size |18.00000
sphere_point_size |1.00000
sphere_guality |1

sphere_scale |IJE‘

sphere_solvent [~

sphere_transparency |D‘DDDDD

sphere_use_shader [V -

IFMter: |sphere ™ Help Text

sphere_scale = float {default: 1.0} (atom):

contrals how spheres are scaled relative to an atoms van der waals radiu

Klik ‘etting’- klik ‘edit all’- masukkan “sphere” pada filter- ubah
skala di “sphere_scale”



13. Klik kanan pada background, klik ‘reset’

File Edit Build Movie Display Settng Scene Mouse Wizard Plugin

Help

N N ' = || Reset [ zoom [ orient [ oraw [ ray

docking 271018/new folder/peonidin.pdb” Toaded as "pe

Unpick | Deselect | Rock | Get View

docking 271018/New folder/pseudocarpain. pdb" Toaded a

1<[ <[ stop [ Piay [ = [ >1 [ aciear

docking 271018/ new folder /quercetin, pdb” Toaded as "g

Command 1 Builcer I Yolume

sphere_scale set to 0.80000. z'

File Edit Build Movie Display Settng Scene Mouse Wizard  Plugin

Help

onidin” N - Ca-

Reset | Zoom | Orient | Draw | Ray

cmdLoa ‘D asil docking 271008/ New folder/pseudocarpain. pdh” loaded a
s "pseudocarpain

Uripick | Deselect | Rock | Get Yiew

cmdLoa D:/_hasil docking 271018/New Tolder/guercetin.pdh” Toaded as g
uercetin

1= <[ stop [ Play [ > [ =1 [ mclear

setting: sphere_scale set to 0.30000

Cormmand | Builder | “olurne

00,
SCenePNG: wrote B40x480 pixel image to file "D:i/_hasi] docking 271018 gam —
bar vis 3d/asam mefenamat.png”. =~

Rebuild | Ahart

Klik “5ikqac” (reseptor)- klik “asam mefenamat” (ligan)
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15. Simpan hasil visualisasi 3D

o (5 e |

File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse ‘Mizard Plugin Help

_:_I Rasztl Zoom | Orient | Draw | Ray
unpick | Deselect [ Rock | cet view ||
|<|<|5mp|Play|>|>|]Mclsar
Command | Builder | Volume

king 271018/New folder/peonidin.pdb” loaded as "pe
Open MTZ with Defaults...  king 271018/New folder/pseudocarpain.pdb” loaded a
Save Session king 271018/New folder /quercetin.pdb” loaded as "g

—]
Save Session As... et o 0.80000. ~|

Save Molecule...
Save Image As

Close Log
| Run...

‘ Edit pymolrc

Quit
Reinitialize

Judddddddddddddddds

Klik ‘file’- klik ‘save image’- klik ‘PNG’

16. Hasil visualisasi 3D menggunakan PyMOL

For

Educational Use 0On)
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Lampiran 8: Hasil Visualisasi

122

Visualisasi 2D

Visualisasi 3D

Interactions

|:| van der Waals |:| Pi-Lone Pair
I:I Pi-Donor Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked
[ Prsutfur [ iyl

Asam Mefenamat

Interaksi antara asam mefenamat dengan
COX

Interactions

- Unfavorable Bump I:I Pi-Donor Hydrogen Bond
- Corwventional Hydrogen Bond I:I Alkeyl
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-alkey!

Atorvastatin

Interaksi antara atorvastatin dengan COX

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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COX

Interaksi antara cinnamaldehyde dengan

Interaksi antara cinnamic acid dengan COX

Interaksi antara cinnamate dengan COX

Mw m wia L
& = & e R
N iz EM = o F<
® m 3 £ i
S <0 < a @
¥ > © =] "
N = < B0 3 i w8 ©
+—
o % . < < “a ©
=) = Siln (&) = e
wm e T o —
- (4] L = _ ©
-
; = < =
5 © 158 c =
B m an = >3 (@)
5 4 " — wm
S Mw Y > ] @) <
5 £ o= 5 2 2 7
° 23 ~ ] o >
T Eoa o 3 g e 2]
=5 D_H_ < H
] [0 - £
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Interactions

B unfavorable Bump [0 Pi-Pi T-shaped
[ carbon Hydrogen Bond [ Pisdlkyl
[ PrPiStacked

Catechin

LEU {'/ @

A:384

Interactions

W Urfavorable Burnp [] Pi-Lore Pair

I corventional Hydrogen Band I Fi-ristacked
[ ] carbon Hydragen Bond [0 PiPi T-shaped
[ Pi-Dorar Hydrogen Bond [ ] Piakyl
Pi-Sulfr

Quercetin

LEY
MET  A352
A522
FHE
AS1:
VAL
A523

Interactions

- Unfavorable Burmp - Pi-Pi T-shaped
I conventional Hydragen Bond [ syl
I PiriStacked [ Pi-alkyl

Rutin

Interaksi antara rutin dengan COX
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[ PiDonor Hydrogen Bor
] Pi-sulfur

I:l PirLone Pair
I Fi-Pi T-shaped

orahle Acceptor-Acceptor

orable Donor-Danor

EOE E

£ SWCENC

UUUUU

Interaksi antara isorhamnetin dengan COX

Interaksi antara kaemferol dengan COX

Isorhamnetin

Interactions

[ Pidkyl

I:l Pi-Lone Pair

[ Pipi T-shaped

Kaemferol

Interactions

B unfavorable Bump

[] Pi-Lare Par

- Pi-Pi Stacked

Myricetin
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Interaksi antara myricetin dengan COX

TYR
VAL A:385
Interactions

[ carbon Hydrogen Bond [ Fiakyl
I:l Pi-Donor Hydrogen Bond

Ferulic Acid

Interactions
[ corwentional Hydrogen Bond [ Pisalkyl

- Pi-Fi T-shaped

Caffeic Acid

*,

™ i.
S -
e, S EE -
* G o
*, . N

v
>
~ LEU
A:D34
Interactions

- Unfavorable Burmp - Pi-Pi T-shaped
- Corwventional Hydrogen Bond |:| Pi-alkyl
- Unfavorable Acceptor-acceptor

Chlorogenic Acid

Interaksi antara chlorogenic acid dengan
COX
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Interaksi antara carpaine dengan COX
Interaksi antara pseudocarpaine dengan
COX

Interaksi antara dehydrocarpaine | dengan
COX

[ Ayl

[ piakyl
] akyl
[ Pi-alkyl

Carpaine

Pseudocarpaine

TYR
38.

"] carbon Hydrogen Bond
TRP.
A:387
nteractions

B unfavorable Burp
[ carbon Hydrogen Bond
Interactions
B Urfavarable Bump

Interactions

[ akyl

B Unfavorable Bump

[ Pitkyl

"] carbon Hydrogen Bond
Pi-Lone Pair

Dehydrocarpaine |
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Interactions

- Unfavorable Burmp I:l Alkyl
[ conventianal Hydragen Bond [ Piakyl
"] carbon Hydrogen Band

Dehydrocarpaine Il

COX

VAL,
A:523

Interactions

[] van der Waals [ Pi-sulfur

B unfavorable Burp [ Pi-Lone Pair

I:l Carbon Hydrogen Bond - Amide-Pi Stacked

I:l Pi-Donor Hydrogen Bond I:l Pi-Alkyl
Peonidin

Interactions

- Unfavorable Bump I:l Pi-Lone Pair

I:l Pi-Donor Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped

- Pi-Sulfur I:l Pi-alkyl

Pelargonidine

Interaksi antara pelargonidine dengan COX
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Interaksi antara malvidine dengan COX

Malvidine
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Lampiran 9: Dokumentasi Penelitian

Pembedahan hewan coba Pengambilan organ Penimbangan organ Bahan TBA
0,67%

A

Bahan TCA 20% Tahap sentrifugasi Supernatan yang telah dipindah
. J . -
= \
|| = Kmo \
: =
]
Supernatan setelah Tahap pemanasan menggunakan Tahap pengukuran menggunakan
diberi TBA 0,67% waterbath selama 10 menit spektrofotometer
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