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ABSTRAK

Zulkhaidir, Andi Marwan. 2020. Potensi Cyanidin-3-glucoside Buah Senggani
(Melastoma malabathricum L.) sebagai Anti Hiperkolesterolemia secara In Silico.
Skripsi. Program Studi Pendidikan Dokter Fakultas Kedokteran dan llmu-ilmu
Kesehatan Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

Pembimbing: (1) dr. Nurlaili Susanti, M.Biomed (11) drg. Risma Aprinda Kristanti,
M.Si

Latar Belakang: Hiperkolesterolemia merupakan salah satu keadaan dimana kadar
kolesterol dalam tubuh melebihi batas normal dalam darah. Hiperkolesterolemia bukanlah
suatu penyakit, tetapi gangguan sistem metabolik yang salah satunya disebabkan karena
mengonsumsi makanan tinggi lemak yang dapat mengakibatkan gangguan fungsi endotel
dan memicu terjadinya aterosklerosis dan penyakit jantung koroner. Adapun
penatalaksanaan hiperkolesterolemia berupa obat golongan statin, akan tetapi obat tersebut
menimbulkan beberapa efek samping yakni; peningkatan tekanan darah, kerusakan hati,
gangguan gastrointestinal, kerusakan kognitif, dll. Sehingga, perlu diupayakan alternatif
obat untuk menurunkan kolesterol yang lebih aman berupa pemanfaatan tanaman herbal.
Salah satu tanaman yang diduga dapat menjadi alternatif obat untuk menurunkan kolesterol
adalah buah senggani (Melastoma malabathricum L.). Buah Senggani (Melastoma
malabathricum L.) memiliki kandungan cyanidin-3-glucoside yang mampu menurunkan
kadar kolesterol dalam darah. Tujuan: Untuk mengetahui potensi cyanidin-3-glucoside
buah senggani sebagai penghambat enzim HMG-CoA reductase secara in silico. Metode:
Metode deskriptif kualitatif dengan menggunakan metode molecular docking secara in
silico untuk mengetahui binding affinity dan interaksi ikatan senyawa cyanidin-3-glucoside
yang terkandung dalam buah senggani dalam menghambat enzim HMG-CoA reductase.
Hasil: Docking antara cyanidin-3-glucoside dengan HMG-CoA reductase menghasilkan
nilai energi ikatan (AGbind) sebesar -7.7 kkal/mol. Sedangkan hasil docking dari
simvastatin terhadap protein HMG-CoA reductase menghasilkan nilai energi ikatan
terendah (AGbind) sebesar -6.0 kkal/mol. Kesimpulan: Ikatan hasil docking cyanidin-3-
glucoside memiliki afinitas yang kuat terhadap protein HMG-CoA reductase sebesar -7,7
kkal/mol. Sehinggaa cyanidin-3-glucoside yang merupakan kandungan antosianin pada
buah Senggani (Melastoma malabathricum L.) memiliki potensi sebagai anti
hiperkolesterolemia

Kata kunci: Cyanidin-3-glucoside, buah Senggani (Melastoma malabathricum L.),
antihiperkolesterolemia, in silico
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ABSTRACT

Zulkhaidir, Andi Marwan. 2020. Potency of Cyanidin-3-glucoside from Senggani
Fruit (Melastoma malabathricum L.) as Anti-Hypercholesterolemia In Silico. Thesis.
Medical Department, Medical and Health Sciences Faculty, The Islamic State
University Maulana Malik Ibrahim of Malang.

Advisor: (I) dr. Nurlaili Susanti, M.Biomed (11) drg. Risma Aprinda Kristanti, M.Si

Background: Hypercholesterolemia is a condition where cholesterol levels in the body
exceed the normal level in the blood. Hypercholesterolemia is not a disease, but a
metabolic system disorder, one of which is caused by eating high-fat foods that can cause
impaired endothelial function and lead to atherosclerosis and coronary heart disease. The
management of hypercholesterolemia is in the form of statin drugs, but the drug causes
several side effects namely; increased blood pressure, liver damage, gastrointestinal
disorders, cognitive damage, etc. Thus, alternative medicines to reduce cholesterol are
safer in the form of herbal plants. One of the plants that are thought to be an alternative
medicine to reduce cholesterol is senggani fruit (Melastoma malabathricum L.). Senggani
fruit (Melastoma malabathricum L.) contains cyanidine-3-glucoside which can reduce
blood cholesterol levels. Objective: To determine the potential of cyanidin-3-glucoside
from senggani fruit as an inhibitor of the enzyme HMG-CoA reductase in silico. Method:
A qualitative descriptive method using molecular docking method in silico to determine the
binding affinity and the interaction of cyanidin-3-glucoside compounds contained in
senggani in inhibiting the HMG-CoA reductase enzyme. Results: Docking between
cyanidin-3-glucoside and HMG-CoA reductase produced a bond energy value (AGbind) of
-7.7 kcal/mol. While the docking results from simvastatin against HMG-CoA reductase
protein produced the lowest bond energy value (AGbind) of -6.0 kcal/mol. Conclusion: The
cyanidin-3-glucoside docking bond has a strong affinity for HMG-CoA reductase protein
of -7.7 kcal/mol. So that cyanidin-3-glucoside which is an anthocyanin content in Senggani
fruit (Melastoma malabathricum L.) has potential as an anti-hypercholesterolemia

Keywords: Cyanidin-3-glucoside, Senggani fruit (Melastoma malabathricum L.), anti
hypercholesterolemia, in silico
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Hiperkolesterolemia merupakan salah satu gangguan dislipidemia primer
yang ditandai dengan meningkatnya konsentrasi kadar kolesterol total >240 mg/dl,
meningkatnya kadar low density lipoprotein (LDL) >160 mg/dl, meningkatnya
kadar trigliserida (TG) >200 mg/dL dan menurunnya high density lipoprotein
(HDL) <40 mg/dl dalam plasma darah (Loscalzo, 2017; Setiati et al., 2014).
Meningkatnya konsentrasi kadar kolesterol melebihi batas normal dalam darah
dapat mengakibatkan gangguan fungsi endotel yang dapat menyebabkan
aterosklerosis (Daniati dan Erawati, 2018).

Menurut data Riset Kesehatan Dasar (RISKESDAS), prevalensi pada
penduduk Indonesia berusia >15 tahun didapatkan kadar kolesterol total diatas nilai
normal sebesar 35,9% (30% laki-laki, dan 39,6% wanita). Prevalensi kadar LDL
diatas nilai normal meningkat sebesar 15,9% (13,4% laki-laki, dan 17,6% wanita).
Prevalensi kadar trigliserida diatas nilai normal meningkat sebesar 11,9% (14,7%
laki-laki, dan 10,2% wanita). Prevalensi kadar HDL dibawah nilai normal sebesar
22,9% (34,8% laki-laki, dan 15,3% wanita) (RISKESDAS, 2013).

Kejadian hiperkolesterolemia bukanlah suatu penyakit, tetapi merupakan
gangguan sistem metabolik yang salah satunya disebabkan karena mengonsumsi
makanan yang tinggi lemak (Magdalena et al., 2016). Makanan yang mengandung
lemak akan mengalami proses pencernaan di dalam usus menjadi asam lemak
bebas, trigliserida, fosfolipid, dan kolesterol dalam bentuk kilomikron (Silbernagl

dan Lang, 2013). Kolesterol berasal dari hasil biosintesis kolesterol yang diproses



dalam hati. Sintesis kolesterol diperantarai oleh enzim HMG-CoA reductase yang
berperan mengubah asetil-CoA menjadi asam mevalonate, kemudian mengalami
fosforilasi dan membentuk unit isoprenoid yang akan membentuk squalene.
Siklisasi squalene akan menghasilkan sistem cincin steroid yang dikatalisis oleh
oxidosqualene lanosterol cyclase dan menghasilkan kolesterol (Murray dan Harper,
2012). Oleh karena itu, sistesis kolesterol sangat bergantung pada aktivitas enzim
HMG-CoA reductase (Istvan et al., 2000).

Obat anti hiperkolesterol yang sering digunakan adalah obat golongan statin
yakni simvastatin. Simvastain memiliki banyak efek samping, yaitu; peningkatan
tekanan darah, efek mual, nyeri sendi, kerusakan hati, gangguan gastrointestinal,
rabdomiolis, gangguan otot, hepatotoksisitas, kerusakan kognitif (Becker et al.,
2008; Clarke et al., 2016; Fernandez et al., 2011; Redberg dan Katz, 2012).
Sehingga perlu diupayakan alternatif obat herbal untuk meminimalisir efek
samping obat kolesterol (Sumayyah dan Salsabilah, 2017).

Pada QS. Asy-Syu’ara ayat 7 berbunyi:

/T S /‘o | § /T

/@j ;Lf&f Les Lxis (;f 2o Y &L 1552 g

“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?”
(QS. Asy-Syu’ara : 7)

Kandungan Quran surah Asy-Syu’ara’ ayat 7 diatas dalam tafsir Al-Misbah
menjelaskan bahwa sesungguhnya Allah SWT mengundang manusia mengarahkan
pandangan hingga batas kemampuannya memandang untuk melihat seluruh bumi

dengan aneka tanah, tumbuhan yang baik serta keajaibannya. Tumbuhan yang baik



merupakan tumbuhan yang bermanfaat bagi makhluk hidup, termasuk tumbuhan
yang dapat digunakan sebagai obat dari penyakit. Tumbuhan yang bermanfaat
merupakan anugerah dari Allah SWT yang harus dipelajari dan dimanfaatkan
sesuai perintah yang tertulis dalam firman-Nya (Shihab, 2002).

Indonesia memiliki potensi kekayaan hayati melimpah yang memiliki
potensi sebagai bahan obat. Salah satu tanaman yang diduga dapat menjadi
alternatif obat untuk menurunkan kolesterol adalah tanaman senggani (Melastoma
malabathricum L.) pada buahnya (Tjitrosoepomo, 2007). Berdasarkan hasil
fitokimia buah senggani oleh Syafitri et al tahun 2014, kandungan yang dimiliki
buah senggani yakni; alkaloid, triterpenoid, tanin, fenol, dan flavonoid. Senyawa
flavonoid yang ditemukan dalam buah senggani adalah antosianin yang memiliki
kadar sebesar 204,9847 mg/L setelah di maserasi dengan pelarut etanol 95%
(Meilianti, 2018).

Antosianin memiliki efek antioksidan, fungsi antioksidan dari antosianin
memiliki berbagai macam manfaat dalam mencegah berbagai penyakit degeneratif,
seperti pencegahan penyakit kardiovaskuler oleh karena aterosklerosis yaitu dengan
cara mengambat dan menurunkan kadar kolestrol dalam darah yang disebabkan
oleh oksidasi LDL (Wallace, 2011). Selain itu, beberapa hasil riset menunjukkan
antosianin berfungsi sebagai anti diabetes; anti kolesterol; anti hipertensi; anti
kanker; anti inflamasi; serta anti obesitas yang dapat menyebabkan kerusakan sel
atau pertumbuhan sel yang tidak bisa dikendalikan menjadi lipid peroksida atau
malondialdehyde (MDA) yang berujung pada kematian sel di berbagai jaringan
tubuh (Priska et al., 2018). Pemanfaatan antosianin lebih sering digunakan dalam

bidang kesehatan, antosianin berpotensi sebagai sediaan farmasi dalam industri



kosmetik maupun dalam pembuatan obat untuk mencegah dan menyembuhkan
berbagai macam penyakit kronis (Westfal, 2015).

Penelitian Singh et al tahun 2014 membuktikan bahwa kandungan ekstrak
etanol dari buah Senggani (Melastoma malabathricum L.) yang berwarna merah tua
kebiruan atau ungu memiliki kandungan senyawa kimia antosianin. Senyawa
tersebut adalah cyanidin-3-glucoside yang dapat berfungsi sebagai antioksidan dan
dapat menurunkan kadar glukosa dalam darah. Sedangkan penelitian lainnya,
menurut Pinontoan tahun 2015 membuktikan bahwa adanya kandungan antosianin
pada beras hitam (Oryza sativa L). Jenis antosianin yang terdapat pada beras hitam
adalah cyanidin-3-glucoside. Dalam penelitian ini pemberian ekstrak beras hitam
dapat menurunkan kadar low density lipoprotein (LDL) tikus wistar yang diberi diet
prodislipidemia. Penelitian tersebut menunjukkan pemberian esktrak beras hitam
sebanyak 4 g/hari selama 14 hari mampu menurunkan kadar LDL yang sebelumnya
41,82 mg/dL menjadi 17,08 mg/dL pada tikus yang diberikan pakan standar, diet
prodislipidemia, dan ekstrak beras hitam. Kandungan antosianin pada beras hitam
berpengaruh terhadap penurunan kadar LDL.

Berdasarkan uraian di atas, peneliti ingin melakukan penelitian secara in
silico mengenai potensi cyanidin-3-glucoside pada buah senggani (Melastoma
malabathricum L.) sebagai anti hiperkolesterolemia dengan obat pembanding
menggunakan Simvastatin yang merupakan golongan obat antihiperkolesterol
paling aman dan efektif terutama untuk menurunkan kolesterol yang dapat
menghambat HMG-CoA reductase (Dewi dan Merry, 2017; Benge et al., 2020).
Hal tersebut dapat menghambat sintesis kolesterol di hati (Afriyeni dan Surya,

2019). Penelitian ini menggunakan metode molecular docking untuk mengkaji



kekuatan afinitas ikatan cyanidin-3-glucoside yang dapat menghambat HMG-CoA

reductase.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah cyanidin-3-glucoside buah senggani memiliki  potensi

penghambatan enzim HMG-CoA reductase secara in silico?

1.3 Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui cyanidin-3-glucoside buah senggani sebagai potensi

penghambat enzim HMG-CoA reductase secara in silico.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Akademik

Memberikan informasi ilmiah potensi cyanidin-3-glucoside buah
senggani sebagai anti hiperkolesterolemia dalam menghambat HMG-CoA

reductase.

1.4.2 Manfaat Aplikatif
Sebagai dasar penelitian lebih lanjut untuk menggali potensi cyanidin-3-

glucoside buah senggani sebagai anti hiperkolesterolemia.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Hiperkolesterolemia
2.1.1 Definisi Hiperkolesterolemia

Hiperkolesterolemia merupakan suatu kondisi gangguan dislipidemia
yang ditandai dengan meningkatnya kadar LDL, meningkatnya kadar trigliserida,
meningkatnya kadar kolesterol total, dan menurunnya kadar HDL di dalam plasma
darah. Klasifikasi hiperkolesterolemia berdasarkan National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP ATP IlI) dapat dilihat pada tabel 2.1

(NCEP ATP, 2003; Loscalzo, 2014; Setiati et al., 2015).

Tabel 2. 1 Klasifikasi hiperkolesterolemia NCEP ATP |11 (2003)

Kolesterol total (mg/dl)

<200 Optimal

200 — 239 Diinginkan
> 240 Tinggi
Kolesterol LDL (mg/dl)

<100 Optimal

100 — 129 Mendekati optimal
130 — 159 Diinginkan
160 — 189 Tinggi
>190 Sangat tinggi
Trigliserida (mg/dl)

<150 Optimal

150 - 199 Diinginkan
200 — 499 Tinggi

> 500 Sangat tinggi
Kolesterol HDL (mg/dl)

<40 Rendah
=60 Tinggi

Hiperkolesterolemia bukanlah suatu penyakit akan tetapi gangguan sistem
metabolik (Wahjuni, 2016), adanya gangguan metabolik dapat menyebabkan
terjadinya aterosklerosis yang merupakan salah satu faktor resiko terjadinya

penyakit jantung koroner (PJK) (Stapleton et al., 2010). Faktor yang menyebabkan



terjadinya hiperkolesterolemia diantaranya; faktor umur, jenis kelamin, kegemukan
(obesitas), genetik, aktivitas fisik rendah, konsumsi tinggi lemak, konsumsi

makanan rendah serat, merokok, konsumsi alkohol (Magdalena et al., 2016).

2.1.2 Sintesis Kolesterol

Sintesis kolesterol, dimulai dari 2 asetil-CoA berkondensasi membentuk
asetoasetil-CoA dan reaksi kondensasi ini dikatalisis oleh enzim sitosol tiolase.
Asetoasetil-CoA berkondensasi dengan molekul asetil-CoA berikutnya membentuk
HMG-CoA (Berg et al., 2012) dan reaksi kondensasi ini dikatalisasi oleh enzim
HMG-CoA sintase (HMGCoAs) (Murray dan Harper, 2012). Selanjutnya, HMG-
CoA diubah menjadi mevalonate dalam sebuah proses reduksi dua tahap oleh
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) dengan dikatalisasi enzim

HMG-CoA reductase (HMGCoAr) (Gambar 2.1) (Cerquira et al., 2016).

CoASH =
CH;—C — S5-KoA - — CH;—CO—CH; —CO — SCoA
2 Asetil-CoA TIOLASE Asetoasetil-CoA
H,O — CH;-CO-SCoA
HMG — CoA -
sintase CoASH
HOOC — CH;—CH — CH;,—CO — 5-CoA
OH
3-hidroksi-f-metilglutaril-CoA (HMG-CodA)
NADPH +H*
HMG — CoA
reduktase
NADP +CoASH
¥
CH;
HOOC — CH;—C —CH;0H
OH

mevalonat

Gambar 2. 1 Pembentukan mevalonate - Mevalonate terbentuk dari proses reduksi dua
tahap NADPH dengan katalisasi enzim HMGCoAr terhadap HMG-CoA(Murray dan Harper, 2012).



Tahap reaksi dimulai dengan fosforilasi asam mevalonat (Murray dan
Harper, 2012) dengan adenosine triphosphate (ATP) (Wang et al., 2017), berturut
turut menghasilkan asam 5-fosfomevalonat, asam 5-pirofosfomevalonat, asam 3-
isopentenil pirofosfat (IPP), dan asam 3,3-dimetilalil pirofosfat (DPP) (Gambar 2.2)

(Yang et al., 2020)

COC
ATP ADF |
CH,
| k ’ |
C CH; » HO—C — CH;
Cl-H: | Mewalonat kinase | éH
| |
CH, ClH
|
OH OPO,H,
mevalonat

3-fozfomewvalonat

Fosfomevalonat
kinasze

HO —C — CH
I
CH, OH
I |
0 — P s OH
[
0

J-pirofosfomevalonat

Gambar 2. 2 Pembentukan 5-pirofosfomevalonat - Fosofrilasi antara mevalonate dengan
ATP akan menghasilkan asam 5-fosfomevalonat, asam 5-pirofosfomevalonat, asam IPP, dan asam
DPP (Murray dan Harper, 2012)

Pada tahap berikutnya, satu molekul IPP berkondensasi dengan dua
molekul DPP, menghasilkan satu molekul monoterpen, geranil pirofosfat (GPP)
(Berg et al., 2012). Reaksi ini melepaskan satu molekul pirofosfat (PPi) dan

dikatalisasi oleh enzim dimetilalil transferase (Singh et al., 2013). Satu molekul IPP



lainnya kemudian bereaksi dengan GPP, dikatalisis oleh enzim yang sama
menghasilkan satu molekul farnesil pirofosfat (FPP) (Gambar 2.3) (Cerquira et al.,

2016).

2 N .\ -

ta, IPF)

dimetilalil tramfsessa

ul::—: \___. é |

'—r'_i matilalil tranferaza 7

geranil pisofosfat (GPP)
|4 |

0OH

Gambar 2. 3 Pembentukan farnesil pirofosfat (FPP) - Farnesil pirofosfat (FPP) dibentuk
oleh reaksi antara satu molekul IPP dengan GPP yang dikatalisis oleh enzim dimetilalil transferase
(Murray dan Harper, 2012)

Dua molekul FPP berkondensasi, melepaskan satu molekul PPi dan
dikatalisis oleh enzim preskualin sintase menghasilkan preskualin pirofosfat yang

selanjutnya oleh enzim skualin sintase dan NADPH (Harris, 2010; Murray dan
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Harper, 2012), direduksi menjadi skualin dan melepas satu molekul PPi (Acton,

2013) (Gambar 2.4)

o o —

Gambar 2. 4 Pembentukan squalene - Hasil reduksi presukualin pirofosfat oleh enzim
skualin sintase dan NADPH akan membentuk squalene serta melepas satu molekul PPi(Murray dan

Harper, 2012)

Tahap reaksi terakhir proses biosintesis kolesterol, squalene bereaksi

dengan molekul oksigen menghasilkan squalene-2,3-epoksida (Goldman dan

Schafer, 2019). Reaksi ini dikatalisis oleh squalen monooksigenase. Selanjutnya,

squalen-2,3-epoksida mengalami proses siklisasi, dikatalisis oleh enzim squalen
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epoksida lanosterol siklase, menghasilkan lanosterol (Gambar 2.5) (Murray dan

Harper, 2012).

=7

Gambar 2. 5 Pembentukan lanosterol - Hasil reaksi squalene dengan molekul oksigen
yang dikatalisis oleh squalene monooksigenase menghasilkan squalene-2,3-epoksida. squalene-2,3-
epoksida mengalami proses siklisasi, dikatalisis oleh enzim squalen epoksida lanosterol siklase,
menghasilkan lanosterol (Murray dan Harper, 2012)

Perubahan lanosterol menjadi kolesterol berlangsung dengan pelepasan
gugus metil (dua dari atom karbon nomor 4 dan satu dari atom karbon nomor 14),

reduksi ikatan rangkap dari rantai samping kolesterol, dan perpindahan ikatan
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rangkap dari posisi 8,9 ke posisi 5,6 dalam cincin B (Burtis et al., 2012) . Perubahan
lanosterol menjadi kolesterol melalui salah satu dari dua jalur reaksi, yaitu melalui
pembentukan desmosterol atau melalui 7-dehidroksikolesterol (Gambar 2.6)

(Cerquira et al., 2016).

Gambar 2. 6 Pembentukan kolesterol — Perubahan lanosterol menjadi kolesterol melalui
salah satu dari dua jalur reaksi, yaitu melalui pembentukan desmosterol atau melalui 7-
dehidroksikolesterol (Murray dan Harper, 2012).

2.1.3 Patofisiologi Hiperkolesterolemia
Makanan yang dikonsumsi seseorang akan masuk ke dalam tubuh dan
diproses oleh bagian pencernaan. Dalam proses pencernaan di dalam tubuh itu

makanan-makanan yang mengandung lemak dan kolesterol akan disintesis di dalam
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hati. Setelah disintesis dalam hati kemudian di transport ke pembuluh darah perifer
dalam bentuk very low density lipoprotein (VLDL) (Litvitsky et al., 2012). VLDL
dalam plasma darah akan melepaskan asam lemak yang di butuhkan jaringan.
Proses ini menyebabkan kandungan kolesterol dalam VLDL berkurang sehingga
membentuk low density lipoprotein (LDL). Low density lipoprotein yang terbentuk
akan terus beredar dalam darah hingga kandungan kolesterol lebih sedikit dari
lipoprotein dan membentuk intermediate density lipoprotein (IDL). Intermediate
density lipoprotein yang terbentuk dalam plasma darah kemudian terdegradasi
menjadi high density lipoprotein (HDL) karena memiliki kandungan lipoprotein
yang lebih banyak dari kandungan kolesterol (Tappia et al., 2020). Hal ini
menyebabkan kolesterol bebas dalam jaringan dapat di ikat oleh HDL, hingga HDL
memiliki kolesterol lebih banyak dari lipoprotein sehingga membentuk LDL. Low
density lipoprotein kemudian di transport ke dalam hati dan mengalami proses
endositosis oleh sel hepatosit dan kemudian kembali bersirkulasi ke membran sel
hingga mencapai sitosol yang mengakibatkan peningkatan konsentrasi kolesterol di
intra sel (Silbernagl dan Lang, 2013).

Peningkatan kolesterol yang terjadi di intra sel di sebabkan oleh
peningkatan kolesterol bebas dalam darah yang di ikat oleh HDL. High density
lipoprotein yang mengandung banyak lipoprotein kemudian di transport ke dalam
hati untuk di sintesis dengan bantuan enzim HMG-CoA reductase (Murray dan
Harper, 2012). Akibat dari mekanisme sintesis kolesterol dari bantuan aktivitas
enzim HMG-CoA reductase yang terus-menerus terjadi akan menghasilkan
peningkatan kolesterol dalam tubuh yang menyebabkan kerja LDL meningkat

(Silbernagl dan Lang, 2013). Hal ini menyebabkan HDL dalam tubuh menurun
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sehingga kolesterol bebas dalam darah tidak dapat di angkut ke hati untuk di sintesis

sehingga terjadinya kejadian hiperkolesterolemia (Amery et al., 2012).

2.2 HMG-CoA reductase
Enzim 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase (HMGCoAr)
merupakan perantara langkah awal biosintesis kolesterol, karena katalitiknya yang

bersifat irreversible (Burg dan Espenshade, 2011). Di dalam sel, kosentrasi
mevalonate dikontrol melalui aktivitas enzim HMG-CoAr yang berperan dalam

mengubah HMG-CoA menjadi asam mevalonate dan kemudian akan diubah
menjadi squalene (Cerquira et al., 2016). Squalene yang tersiklisasi di katalis oleh
oksidoskualen lanosterol siklase akan menghasilkan sistem cincin steroid dan
menghasilkan kolesterol. Hal ini menunjukkan sintesis kolesterol sangat
bergantung pada aktivitas enzim HMGCoAr, sehingga aktivitas HMGCoAr

menjadi faktor penentu dalam sintesis kolesterol (Barrios-Gonzalez dan Miranda,

2010).
HO HQ)’C/\ HMG-CoA Reduct g
A -CoAReductase o
~COOH NADPH - sl
\ZO -
SCoA
HMG - CoA Mevalonate
HO\
COOH
OH
R

- Hydroxyacid form
of statins

Gambar 2. 7 Bentuk kompleks situs aktif HMG-CoA reductase dengan statin (Barrios-
Gonzélez dan Miranda, 2010).
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Struktur kristal HMGCoAr pada situs katalitik membentuk kompleks
dengan substrat dan produk (HMG-CoA, HMG, CoA, NADPH) memberikan
gambaran rinci mengenai situs aktif enzim (Gambar 2.7) (Barrios-Gonzalez dan
Miranda, 2010). Situs aktif HMGCoAr membentuk kompleks dengan golongan
statin. Bentuk kompleks antara situs aktif HMGCoAr dengan golongan statin ini
menghalangi terbentuknya kompleks antara substrat dengan enzim (Manzoni dan
Rollini, 2002). Lovastatin, atorvastatin, fluvastatin, pravastatin, simvastatin, dan
rosuvastatin - termasuk dalam obat golongan statin. Simvastatin merupakan salah
satu obat golongan statin yang paling sering digunakan untuk menghambat kerja
enzim HMGCoAr dalam proses sintesis kolesterol. Simvastatin mengandung
senyawa inhibitor kompetitif HMGCoAr dan merupakan analog struktural dari
HMG-CoA (Isnawati dan Adelina, 2015). Ikatan antara obat golongan statin dan
enzim HMGCoAr adalah ikatan van der Waals yang bersifat ikatan kuat (Manzoni

dan Rollini, 2002).

2.3 Tanaman Senggani

Salah satu tanaman yang dapat digunakan sebagai obat tradisional
adalah tanaman senggani (Melastoma malabathricum L.) (Suharyanto et al., 2019).
Tanaman ini berkhasit sebagai penurun demam (antipiretik), pereda nyeri
(analgesik), peluruh air seni (diuretik), mengobati keputihan (leukorea), bisul,
sariawan, mengobati berbagai jenis luka tersayat, anti kolesterol dan anti hipertensi.
Bagian tanaman yang dapat dimanfaatkan adalah daun, akar, buah, dan biji (Gloria
et al., 2019). Tanaman senggani termasuk ke dalam famili Melastomataceae yang
tumbuh liar di lahan terbuka atau terlindung, pada tanah kering atau lembab seperti

di lereng gunung, semak belukar (Djauhariya dan Hernani, 2014).
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2.3.1 Taksonomi dan Morfologi Tanaman Senggani
Taksonomi tanaman senggani diklasifikasikan sebagai berikut
(Dalimartha, 2006):
Divisi : Spermatophyta
Sub divisi : Angiospermae
Kelas : Dicothyledonae
Ordo : Myrtales
Famili : Melastomataceae
Genus : Melastoma
Spesies : Melastoma malabathricum L.
Senggani merupakan tanaman perdu dengan tinggi 0,5-4 m, buah
tanaman senggani memiliki bentuk urceolate-globular dengan ukuran 6-15mm x
6-12mm (Gloria et al., 2019). Dalam keadaan matang, buah senggani akan
berwarna ungu dengan kulit buah yang terbuka tidak teratur, memiliki banyak biji
yang berbentuk dimorfik (Joffry et al., 2012). Morfologi dari buah senggani dapat

dilihat pada gambar 2.8.

(A) (B)

Gambar 2. 8 (A) Buah senggani belum matang; (B) Buah senggani matang (Joffry et al., 2012)

2.3.2 Kandungan Buah Senggani
Buah senggani memiliki beberapa senyawa aktif yang dapat digunakan

sebagai obat alternatif. Senyawa tersebut adalah antosianin yang merupakan

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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senyawa turunan flavonoid untuk menurunkan kadar LDL dalam darah (Laia et al.,
2019). Hasil uji fotokimia ekstrak etanol buah senggani menunjukkan bahwa buah
tersebut mengandung alkaloid, triterpenoid/sterol, flavonoid, tanin, dan fenol

(Tabel 2.2) (Ferry et al., 2015; Syafitri et al., 2014).

Tabel 2. 2 Uji fitokimia ekstrak etanol buah mentah & buah masak senggani (Syafitri et al., 2014)

Ekstraksi Etanol
No Sen_ya_vva
Kimia Mentah | Masak
1 | Alkaloid + +
2 | Triterpenoid + +
3 | Flavonoid + +
4 | Saponin - -
5 | Tanin + ¥
6 | Fenol + +

Berdasarkan penelitian Meilianti pada tahun 2018, membuktikan bahwa
senyawa golongan flavonoid yang terkandung dalam buah senggani merupakan
antosianin. Antosianin yang terkandung dalam buah senggani setelah maserasi
berbeda-beda sesuai dengan konsentrasi pelarut yang diberikan. Berikut kandungan

antosianin berdasarkan hasil analisis ekstrak buah senggani setelah maserasi (Tabel

2.3).
Tabel 2. 3 Hasil analisis ekstrak buah senggani setelah maserasi (Meilianti, 2018)
. | Berat -
Sampel Konsenitrag Sampel | Absorbansi PH Al
Pelarut (%) (mg/L)
(gram)
1 75 50 0,9980 3,24 181,5985
2 80 50 1,0125 3,08 196,6504
3 85 50 1,0865 3,05 200,7789
4 90 50 1,1250 3,04 203,4986
5 95 50 1,2210 3,01 204,9847

Pada penelitian, Kristiana et al pada tahun 2012, membuktikan bahwa
kandungan antosianin buah Senggani (Melastoma malabatricum L.) cukup tinggi

bila dibanding tanaman jenis lain. Jumlahnya sebesar 38,38 mg/100 gr. Adapun
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jenis senyawa antosianin utama yang terdapat pada Melastoma malabatricum L.
adalah cyanidin-3-glucoside (Singh et.al., 2014).

Penelitian lainnya, penelitian Sigarlaki dan Tjiptaningrum pada tahun 2016,
membuktikan bahwa buah naga merah yang mengandung antosianin yang
merupakan golongon flavonoid memiliki efek penurunan kadar kolesterol dengan
menginhibisi cholesteryl ester transfer protein (CETP) kemudian menekan
aktivitas CETP, dan juga menghambat aktivitas enzim HMG-CoA reductase dalam
mengkatalisis perubahan HMG-CoA menjadi asam mevalonate yang merupakan
langkah awal terjadinya sintesis kolesterol (Murray dan Harper, 2012). Sedangkan
pada penelitian Ferry et al pada tahun 2015 pada tikus wistar hiperkolesterolemia
membuktikan bahwa pemberian ekstrak kulit buah jamblang yang mengandung
antosianin dapat menurunkan kadar LDL, serta menaikkan HDL dalam darah.
Senyawa antosianin yang terdapat dalam ekstrak kulit buah jamblang merupakan
senyawa yang sangat efektif terhadap penangkap radikal hidroksil dan peroksil,

meskipun efisiensinya sebagai penangkap anion superoksida belum jelas.

2.4 Antosianin

Antosianin merupakan golongan senyawa kimia organik bersifat
hidrofilik yang dapat larut dalam pelarut polar yang dapat menghasilkan warna
oranye, merah, ungu, biru, hingga hitam pada tumbuhan (Priska et al., 2018).
Struktur utama antosianin ditandai dengan adanya dua cincin aromatik benzene
(CsHe) yang dihubungkan dengan tiga atom karbon flavonoid yang di ikat oleh
sebuah atom oksigen (Arifin dan lbrahim, 2018). Secara kimiawi, antosianin
merupakan turunan sianidin golongan flavonoid yang di dasarkan pada ikatan

antara gugus R3’ dan R5’ flavonoid (Gambar 2.9).
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Gambar 2. 9 Struktur antosianin - (R3’ dan R5’ : Gugus Substitusi; R : Jenis Glikon)
(Priska et al., 2018)

Gugus R3’ terdiri dari pelargonidin (H), sianidin (OH), delfinidin (OH),
peonidin (OCHz3), petunidin (OH) dan malvidin (OCH3) dan gugus RS’ yakni
pelargonidin (H), sianidin (H), delfinidin (OH), peonidin (H), petunidin (OCHs)
dan malvidin (OCHs) (Priska et al., 2018). Hal ini merupakan gugus subtitusi
terbentuk dari pigmen sianidin dengan penambahan atau pengurangan gugus
hidroksil; posisi gugus hidroksil; metilasi gugus hidroksil; nomor dan lokasi gula
yang terikat pada molekul; serta asam alifatik (asam malonat, asetat, malat, suksinat
dan oksalat); atau asam aromatik (asam p-kumarat, kafeat, ferulat, sinapat dan
galat) yang menempel pada gula tersebut (Siregar, 2016). Hal ini mempengaruhi
warna yang akan diekspresikan oleh antosianin (Lukitasari et al., 2017). (Tabel
2.4).

Tabel 2. 4 Panjang gelombang (A) maximum serapan cahaya tampak dari 6 jenis antosianin
(Farahmandazad, 2015)

Aglikon Amax (nm)/warna
Pelargonidin 494 nm/oranye
Sianidin 506 nm/oranye — merah
Peonidin 506 nm/oranye — merah
Delfinidin 508 nm/merah
Petunidin 508 nm/merah
Malvidin 510 nm/ kebiruan- merah
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Antosianin yang terkandung dalam tumbuhan akan memiliki struktur kimia
yang berbeda (Priska et al., 2018). Sebanyak 20 jenis antosianin masing-masing
mempunyai jumlah 15 atom karbon (C15) (Kamiloglu et al., 2015). Salah satu
struktur kimia antosianin yang terkandung di dalam buah senggani yakni; cyanidin-

3-glucoside (Gambar 2.10) (Joffry et al., 2012).

Gambar 2. 10 Struktur kimia cyanidin-3-glucoside buah senggani (Pubchem CID 197081)

Struktur kimia tersebut, terdiri atas gugus hidroksil (merah) dan adanya
susunan ikatan rangkap terkonjugasi (Priska et al., 2018). Pada struktur ini
cyanidin-3-glucoside memiliki sifat mudah larut dalam air dan merupakan suatu
gugusan glikosida yang terbentuk dari gugus aglikon dan glikon (Khoo et al., 2017).
Selain dari sifatnya yang mudah larut, cyanidin-3-glucoside dapat menurunkan
kadar kolesterol (Pervaiz et al., 2017).

Penelitian Riyanto pada tahun 2011, membuktikan bahwa kedelai hitam
memiliki kandungan pigmen antosianin seperti cyanidin-3-glucoside yang dapat
menurunkan kadar kolesterol. Hal ini dengan pemberian black soyghurt pada tikus

hiperkolesterolemia selama 21 hari mampu menurunkan kadar kolesterol total,
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LDL, dan trigliserida secara bermakna pada dosis 4 ml/hari. Selain dari penelitian
in vivo, cyanidin-3-glucoside juga dapat dilihat binding affinity nya terhadap salah
satu enzim yang berperan penting pada terbentuknya kolesterol yakni HMG-CoA
reductase (Wang et al., 2016).

Penelitian Susanti et al pada tahun 2017 membuktikan bahwa binding
affinity (ikatan energi) antara antosianin dan enzim HMG-CoA reductase hasil
optimasi adalah -8,16 kcal/mol. Sedangkan, binding affinity antara native ligand
(ligand yang telah dipisahkan dari hasil optimasi protein PDB ID 2Q6C) dan HMG-
CoA adalah -11,06 kkal/mol, sehingga antosianin lebih tinggi dari native ligand,
berarti binding affinity antosianin lebih stabil dari native ligand (Wang et al., 2017).
Binding affinity antosianin dengan HMG-CoA reductase sama halnya dengan
golongan statin yakni rosuvastatin yang dapat menghambat enzim HMG-CoA
reductase yang memiliki binding affinity sebesar -8,93 kcal/mol. Karena memiliki
binding affinity yang lebih tinggi dan stabilitas yang rendah dari native ligand
sehingga dapat dikatakan bahwa antosianin juga berpotensial dalam menghambat
HMG-CoA reductase (Wijaya et al., 2020). Hasil dari binding affinity tersebut

dapat dilakukan melalui metode molecular docking dalam hal ini secara in silico.

2.5 Analisis In Silico Dengan Metode Molecular Docking

In silico merupakan metode yang memanfaatkan bantuan perangkat
komputer (Atmajani et al., 2019). Metode in silico banyak dikembangkan dan
diterapkan secara luas, salah satunya untuk membantu pengembangan dalam
bidang farmakologi (Aziz et al, 2016). Metode in silico diantaranya

mencakup penggunaan database. Selain itu juga identifikasi ikatan, pengolahan
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data, pemodelan dan juga penambatan molekuler (molecular docking) (Ellis et al.,
2018).

Molecular docking merupakan salah satu metode in silico, umumnya
dimanfaatkan dalam proses penemuan obat (Setiawan dan Istyastono, 2015).
Molecular docking digunakan sebagai alat dalam biologi molekular struktural untuk
mendesain obat dengan bantuan komputer. Selain itu juga, untuk mencari posisi
optimal molekul ligan sehingga dapat memprediksikan afinitas pengikatan inhibitor
yang di desain terhadap suatu enzim yang ingin dihambat aktivitasnya
(Puspaningtyas, 2012). Molecular docking akan memperlihatkan ikatan terbaik
antara ligan dan protein (reseptor) (Mukesh dan Rakesh, 2011).

Interaksi yang terjadi antara ligan dan reseptor akan menghasilkan
binding affinity serta aktivitas dari molekul tersebut (Onkara, 2013). Hasil proses
docking yang menghasilkan binding affinity dijadikan sebagai parameter utama
untuk mengetahui kestabilan ikatan antara ligan dan reseptor. Interaksi ikatan antara
ligan dan reseptor nantinya akan berada pada kondisi energi terendah yang
menunjukkan kestabilam molekul, sehingga semakin rendah nilai energi ikatan
maka interaksi antara ligan dan reseptor menjadi semakin stabil (Arwansyah, 2014).
Nilai AGbind yang kecil menunjukkan konformasi yang terbentuk stabil, sedangkan
AGbind yang besar menggambarkan konformasi yang terbentuk tidak stabil (Ellis et
al., 2018)

Proses molecular docking memiliki beberapa syarat. Syarat molecular
docking yakni harus memiliki sturuktur ligan dan struktur protein (Atmajani et al.,
2019). Dengan adanya struktur protein dan basis data ligan ini memiliki fungsi

dalam input program docking (Gambar 2.11). Keberhasilan suatu proses molecular
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docking ditentukan oleh dua komponen yaitu pencarian algoritma dan fungsi
scoring (Mukesh dan Rakesh, 2011). Fungsi scoring yaitu memprediksi afinitas
ikatan makromolekul dengan ligan. Sedangkan penggunaan algoritma digunakan
dalam menentukan konfirmasi (docking pose) yang paling stabil dan dalam

pembentukan kompleks (Setiawan dan Istyastono, 2015)
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Gambar 2. 11 Simulasi molecular docking — Sebelum melakukan proses docking, langkah
awal yang harus dilakukan yakni menentukan ligand serta target protein (reseptor). Langkah
berikutnya yakni melakukan proses simulasi docking ligand kedalam sisi aktif target protein

(reseptor) (Mukesh dan Rakesh, 2011).

Metode molecular docking yang dilakukan pada penelitian ini yaitu
mengunakan metode docking protein-ligan (Adelina, 2014). Protein yang
digunakan pada uji in silico ini menggunkan reseptor HMG-CoA reductase
(Zaidan et al., 2019). Sedangkan ligan yang digunakan yaitu senyawa aktif
cyanidin-3-glucoside yang berasal dari buah senggani (Melastoma malabathricum

L.) (Adelina dan Kurniatri, 2018)
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2.5.1 Model Ikatan Interaksi Ligan — Reseptor

Molecular docking dapat memperlihatkan ikatan yang terbaik antara
ligan dan protein (reseptor), serta mencari posisi optimal molekul ligan sehingga
cocok secara geometris dan energi dengan sisi aktif pengikatan protein target
(reseptor) seperti pada gambar 2.8 (Mukesh dan Rakesh, 2011). Ligan merupakan
suatu molekul kecil yang akan berinteraksi dengan daerah ikatan (binding site) yang
terdapat pada protein (Adelina, 2014). Sedangkan reseptor merupakan protein yang

menjadi tempat penempelan ligan (Syahputra et.al., 2014)

s20-
L= EPLE
i v v .

RA RB RC, RC,

Gambar 2. 12 llustrasi docking - A, B, C sebagai molekul kecil (ligand) yang akan
dilakukan docking dengan reseptor R. Ligand A, C bersifat agonis terhadap reseptor. Sedangkan
ligand B bersifat antagonis terhadap reseptor R (Syahputra et al., 2014).

Beberapa jenis ikatan antar molekul yaitu (Youssef, 2019)
1. Ikatan lon

Ikatan ion merupakan jenis ikatan yang terbentuk antara gugus-gugus
yang memiliki muatan berlawanan (Kumar et al., 2019). Jenis ikatan ini mampu
menghasilkan ikatan yang kuat karena dipengaruhi oleh besarnya perbedaan
keelektronegatifan dari atom-atom yang terdapat suatu senyawa (Youssef, 2019).
Semakin besar beda keeletronegatifan yang dimilki maka akan menghasilkan ikatan
ionik yang semakin kuat (VVaradwaj, 2019)
2. lkatan Hidrogen

Ikatan hidrogen merupakan sebuah ikatan yang terjadi karena adanya

gaya tarik menarik antara atom H dengan atom yang lain yang memiliki
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keelektronegatifan besar pada suatu molekul (Zaidan et al., 2019). Ikatan
ini terbentuk karena adanya interaksi antara dua buah molekul yang salah satunya
berperan sebagai donor dan yang lainnya sebagai akseptor (Varadwaj, 2019).
Semakin besar perbedaan keelektronegatifan yang dimiliki oleh atom-
atom penyusunnya maka kekuatan ikatan hidrogen yang dihasilkan pun akan
semakin besar (Youssef, 2019).
3. lkatan van der Waals

Ikatan van der Waals merupakan jenis ikatan lemah yang dihasilkan dari
ikatan antar molekul (Reimers, 2017). Fluktuasi acak dalam densitas elektron
menyebabkan terjadinya ikatan van der Waals sehingga terbentuk daerah yang
memiliki banyak eketron dan sedikit elektron (Saeteaw, 2019). Daerah
kaya elektron pada satu molekul akan menarik daerah yang memiliki sedikit
elektron pada molekul. Ikatan ini lebih lemah dari ikatan ion dan ikatan hidrogen

(Hermann, 2017).



BAB Il
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep
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Penjelasan :

Sintesis kolesterol yang terjadi di dalam hati dimulai dari 2 molekul
asetil-CoA berkondensasi membentuk asetoasetil-CoA. Kemudian asetoasetil-CoA
berkondensasi dengan  molekul asetil-CoA  membentuk  3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzim A (HMG-CoA). 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A

diubah menjadi asam mevalonate dengan bantuan enzim HMG-CoA reductase.
Mevalonate kemudian mengalami fosforilasi secara sekuensial yang membentuk

unit isoprenoid. Unit isoprenoid yang terbentuk akan membentuk squalen saat 2
molekul farnesil difosfat bergabung di ujung difosfat. Squalene yang terbentuk akan
memicu lanosterol yang di katalisis olen oksidoskualen lanosterol siklase di
membran retikulum endoplasma dalam menghasilkan kolesterol (Murray dan
Harper, 2012; Cerquiera et al., 2016).

Penelitian yang akan dilakukan peneliti adalah metode molecular docking.
Dalam hal ini, molecular docking digunakan untuk mendesain senyawa cyanidin-
3-glucoside yang dapat berfungsi sebagai obat anti hiperkolesterolemia dengan
mekanisme kerja menghambat enzim HMG-CoA reductase oleh bantuan komputer
dan juga memprediksi afinitasnya terhadap enzim HMG-CoA reductase.

Cyanidin-3-glucoside merupakan senyawa aktif antosianin turunan
flavonoid yang terkandung didalam buah senggani (Melastoma malabathricum L.)
(Joffry et al.,, 2012). Cyanidin-3-giucoside memiliki kemampuan sebagai
antioksidan tinggi, serta dapat mengambat enzim HMG-CoA reductase dalam

menghasilkan mevalonate yang berperan penting dalam sintesis kolesterol.
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3.2 Hipotesis
Hipotesis penelitian sebagai berikut:
HO: Tidak terdapat potensi cyanidin-3-glucoside buah senggani (Melastoma
malabathricum L.) sebagai anti-hiperkolesterolemia secara in silico
H1: Terdapat potensi cyanidin-3-glucoside  buah  senggani (Melastoma

malabathricum L.) sebagai anti-hiperkolesterolemia secara in silico



BAB IV
METODOLOGI PENELITIAN
4.1 Desain Penelitian
Desain penelitian secara in silico dengan menggunakan metode
molecular docking adalah deskriptif kualitatif untuk mengetahui binding affinity
dan interaksi ikatan senyawa cyanidin-3-glucoside yang terkandung dalam buah

senggani dalam menghambat enzim HMG-CoA reductase.

4.2 Variabel Penelitian

Variabel yang digunakan dalam penelitian ini ada tiga macam yakni;
variabel bebas, variabel terikat, serta variabel terkendali.
1. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah molekul cyanidin-3-glucoside
yang di unduh dari PubChem.
2. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini yakni; nilai energi bebas (binding
affinity) serta afinitas senyawa (binding pose) dari hasil docking antara cyanidin-3-
glucoside dengan 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase.
3. Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah perangkat sistem

molecular docking.

29
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4.3 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian akan dilaksanakan di Laboratorium Bioinformatika Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya mulai dari bulan

Maret 2020 — April 2020

4.4 Alat dan Bahan
4.4.1 Alat
Dalam penelitian ini, penulis akan menggunakan perangkat keras,
perangkat lunak, serta database yang mendukung dalam molecular docking yaitu:
A. Perangkat Keras
1. Notebook (Laptop) ASUS dengan spesifikasi AMD Ryzen 5 3550H Radeon
Vega Mobile GFx @2.10 GHz, grafis NVIDIA GTX 1050 DDRS5, random access
memory (RAM) 8,00 GB.
B. Perangkat Lunak.
1. Autodock Tools
2. Autodock Vina
3. Auto Grid
4. Command Prompt
5. Discovery Studio Visualizer 3.5
6. Notepad
C. Database
1. Protein Data Bank (PDB)

2. PubChem
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4.4.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu:
1. HMG-CoA reductase (PDB ID: 3CCW) sebagai reseptor yang diunduh dari PDB
(https://mww.rcsb.org/).
2. Cyanidin-3-glucoside sebagai ligan uji dengan kode 197081 yang diunduh dari
PubChem (http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) sesuai dengan penelitian Joffry
et al, 2012.
3. Simvastatin sebagai ligan pembanding dengan kode 54454 yang diunduh dari

PubChem (http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

4.5 Definisi Operasional

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah:
1. Cyanidin-3-glucoside merupakan senyawa aktif buah senggani turunan flavonoid
yang digunakan sebagai ligan uji.
2. Simvastatin adalah senyawa antilipermic derivat asam mevinat yang mempunyai
mekanisme kerja menghambat 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase
(HMGCoAr) yang digunakan sebagai ligan pembanding.
2. 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase merupakan enzim yang
berkontribusi dalam sintesis kolesterol yang digunakan sebagai reseptor.
3. Binding affinity merupakan nilai ikatan kimia antara cyanidin-3-glucoside dan 3-

hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase.

4.6 Prosedur Penelitian
4.6.1 Preparasi Ligan

Langkah yang dilakukan dalam preparasi ligan yakni:


http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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1. Cyanidin-3-glucoside dan simvastatin diunduh dari pubchem dalam bentuk 3D
format *.sdf melalui situs http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
3. File ligan tersebut dibuka melalui software Discovery Studio Visualizer dan

disimpan dalam format PDB (*.pdb)

4.6.2 Preparasi Protein Reseptor

Langkah yang dilakukan dalam preparasi protein reseptor yakni:
1. 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase diunduh dari protein data bank
melalui situs http://wwwi/rscb.org dengan kode 3CCW.
2. 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase diunduh dalam format PDB file
(*.pdb).
3. File yang telah diunduh dibuka melalui software Discovery Studio Visualizer
4. Melakukan pemisahan native ligand, dan pemisahan molekul air dari HMG-CoA
reductase agar dapat digunakan dalam proses docking.
5. Melakukan penambahan atom hidrogen polar kedalam HMG-CoA untuk
memberikan muatan parsial (partial charges).
6. Hasil pemisahan molekul dan penambahan muatan parsial kemudian disimpan

dalam format PDB (*.pdb)

4.6.3 Preparasi Ligan dan Protein Target dalam Format PDBQT
Preparasi ligan dan protein target dalam format *.pdbqt bertujuan untuk
mengubah format data *.pdb ligan dan protein agar dapat digunakan dalam simulasi

docking. Langkah yang dilakukan yakni:
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1. Melalui perintah grid choose macromolecule pada software Autodock Tools
melakukan input 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase, kemudian
disimpan dengan format *.pdbqt

2. Melakukan input cyanidin-3-glucoside dan simvastatin melalui perintah open
ligand pada software Autodock Tools.

3. Cyanidin-3-glucoside dan simvastatin yang telah masuk dalam software
Autodock Tools dilakukan preparasi torsion free dan Aromatic Carbons kemudian

disimpan dengan format *.pdbqt.

4.6.4 Preparasi Grid Parameter File
Preparasi grid parameter file bertujuan untuk menentukan tempat terbaik
dari simulasi docking ligan dan reseptor. Langkah yang dilakukan yakni:
1. Memilih menu grid dalam software Autodock Tools.
2. Memilih target docking melalui fungsi gridbox.
3. Menentukan area untuk simulasi docking.

4. Hasil grid disimpan dalam format grid parameter file (*.txt)

4.6.5 Preparasi Config Docking

Preparasi config docking bertujuan untuk mengarahkan simulasi docking:
1. Memasukkan data yang telah didapatkan dari preparasi ligan, protein serta grid
parameter file dalam software notepad.

2. Menyimpan hasil data dari software notepad dalam bentuk *.txt

4.6.5. Validasi Simulasi Docking
Langkah yang dilakukan dalam validasi simulasi docking yakni:

1. Membuka command prompt bawaan notebook yang telah terinstall windows
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2. Memasukkan perintah docking sesuai Autodock Vina dalam command prompt
3. Memulai proses validasi simulasi docking antara native ligand dan reseptor 3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase.

4. Membuka hasil validasi simulasi docking yang telah didapatkan dengan software
notepad untuk melihat binding affinity serta root mean score deviaton (RMSD)
yang paling terkecil antara native ligand dan reseptor 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzim A reductase.

5. Hasil docking dikatakan valid dan dapat dilanjutkan jika memiliki nilai RMSD
<3A

4.6.5 Simulasi Docking Senyawa Uji dan Senyawa Pembanding

Langkah yang dilakukan dalam simulasi docking yakni:
1. Membuka command prompt bawaan notebook yang telah terinstall windows
2. Memasukkan perintah docking sesuai Autodock Vina saat command prompt
3. Memulai proses simulasi docking
4. Membuka hasil simulasi docking yang telah didapatkan dengan software notepad
untuk melihat binding affinity serta root mean score deviaton (RMSD) yang paling
terkecil antara cyanidin-3-glucoside sebagai senyawa uji, dan simvastatin sebagai
senyawa pembanding dalam gridbox yang sama pada reseptor 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzim A reductase.
5. Hasil docking dikatakan valid dan dapat dilanjutkan jika memiliki nilai RMSD
<3A
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4.6.7 Visualisasi Hasil Docking

Visualisasi Hasil Docking dilakukan untuk mengetahui interaksi ikatan
antara ligan dan reseptor. Langkah yang dilakukan yakni:
1. Hasil preparasi protein reseptor dalam format *.pdbqt dan hasil docking dalam
format *.pdbgt dimasukkan kedalam software discovery studio visualizer untuk
mendapatkan visualisasi 2 dimensi dan 3 dimensi
2. Hasil discovery studio visualizer akan menunjukkan bentuk ikatan (binding pose)
dari senyawa uji cyanidin-3-glucoside, dan senyawa pembanding simvastatin
dalam gridbox yang sama pada reseptor 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A

reductase secara 2 dimensi dan 3 dimensi.



4.7 Alur Penelitian

Preparasi ligan uji dan ligan
pembanding diunduh dari situs
pubchem dengan format *.sdf

v

Preparasi reseptor
3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzim A reductase (3CCW)
diunduh dari situs PDB
dengan format *.pdb

Format ligan diubah menjadi
* pdb dengan DSV

v

v

Preparasi torsion free dan
aromatic carbons ligan
kemudian disimpan dalam
format *.pdbqt menggunakan
Autodock Tools

Pemisahan native ligand,
pemisahan molekul air, dan
penambahan muatan parsial

disimpan dengan format *.pdb

v

Mengubah format file 3-
hydroxy-3-methylglutaryl
coenzim A reductase *.pdb
menjadi *.pdbqt

v

Prepasi gridbox untuk
menentukan site ligand
simulasi docking disimpan
dalam format *.txt

v

Validasi gridbox simulasi
molecular docking antara
native ligand dan 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzime A
reductase

v

Simulasi docking senyawa uji
cyanidin-3-glucoside dan
senyawa pembanding
simvastatin menggunakan
software command prompt

v

Visualisasi 2D dan 3D hasil
docking menggunakan
software Discovery Studio
Visualizer

v

Energi Bebas
(Binding Affinity)

Analisis Hasil

Jenis ITkatan
(Binding Pose)
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4.8 Analisis Hasil

Data yang diperoleh dari uji in silico metode molecular docking dengan
menggunakan software docking yakni data secara deskriptif kualitatif. Analisis data
molecular docking yakni dengan menggunakan hasil docking software command
prompt untuk membandingkan energi bebas (AG) (binding affinity) dan visualisasi
bentuk ikatan (binding pose) secara 2 dimensi serta 3 dimensi dengan discovery
studio visualizer yang dihasilkan dari docking antara ligan uji cyanidin-3-glucoside
dengan ligan pembanding golongan statin yakni simvastatin pada reseptor 3-

hydroxy-3-methylglutaryl coenzim A reductase.



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1. Optimasi Struktur Tiga Dimensi Senyawa Cyanidin-3-glucoside

Struktur tiga dimensi senyawa uji cyanidin-3-glucoside yang diperoleh dari
laman hhtps://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov dengan kode 197081 dilakukan
perubahan format penyimpanan *.sdf kedalam format *.pdb dengan menggunakan
bantuan software Discovery Studio Visualizer kemudian menggunakan bantuan
Autodock Tools untuk melakukan optimasi geometri agar mendapatkan energi
terendah senyawa uji. Struktur energi yang lebih rendah menunjukkan kestabilan

struktur kimia.

Gambar 5. 1 Hasil optimasi cyanidin-3-glucoside — Senyawa cyanidin-3-glucoside yang
telah mendapatkan energi terendah senyawa uji dengan bantuan Autodock Tools.

5.1.2. Preparasi Struktur Tiga Dimensi Senyawa HMGCoAr

Struktur makromolekul yang digunakan dalam proses docking diunduh dari
Protein Data Bank (PDB) dari laman https://www.rcsb.org dengan kode 3CCW.
Struktur makromolekul tersebut, dalam bentuk terikat dengan molekul air dan ligan
aslinya (native ligand). Molekul air dan ligan aslinya dihilangkan dari
makromolekul protein sebab dapat mengganggu proses docking (Gambar 5.2).

Setelah itu, dilakukan optimasi berupa penambahan polar hidrogen (muatan parsial)

38
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agar dapat digunakan dalam proses docking (Gambar 5.2). Pemilihan
makromolekul dalam proses docking ini merupakan hal yang sangat penting untuk

menentukan prediksi binding affinity serta binding pose yang terjadi.

(B)

Gambar 5. 2 (A) Hasil optimasi struktur HMGCoAr; (B) Native ligand — (A) Penambahan
polar hidrogen, penghapusan molekul air serta pemisahan native ligand target docking HMGCoAr
yang telah diunduh dari PDB; (B) Hasil pemisahan antara native ligand yakni imidazole dengan
HMGCoAr agar dapat digunakan sebagai parameter validasi docking.

5.1.3. Validasi Metode Molecular Docking
Makromolekul yang telah dioptimasi dilakukan uji pendahuluan dan
validasi metode dengan menggunakan software Autodock Tools. Makromolekul

dimasukkan kedalam software Autodock Tools kemudian menentukan gridbox
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untuk menentukan ruang berikatan ligan yang merujuk terhadap native ligand
makromolekul yang diunduh dari PDB.

Pengaturan grid box meliputi center_x, center_y, center_z untuk mengatur
letak parameter box pada makromolekul protein, kemudian size_x, size_y, size_z
untuk menentukan besar kecilnya grid box untuk ruang berikatan ligan tersebut.
Data gridbox makromolekul yang telah dilakukan validasi serta penambahan format
text receptor, ligand, output, dan exhaustiveness dimasukkan kedalam software
notepad agar dapat terbaca pada saat melakukan simulasi docking (Gambar 5.3).
7| conf - Motepad

File Edit Format View Help

receptor = Protein.pdbqt
ligand = Ligan.pdbqt

out = output.pdbqgt

center_x = 4.838886

center_y = -9.431871

center_z = -11.581645
208.8

Gambar 5. 3 (A) Grid parameter sisi aktif HMGCoAr; (B) Nilai Grid parameter native
ligand dalam format *.txt

Makromolekul yang telah diatur gridboxnya dilakukan proses docking
dengan ligan aslinya (native ligand) dalam hal ini adalah imidazole, kemudian
menunggu beberapa saat hingga proses docking selesai. Hasil docking dengan
menggunakan software command prompt akan menunjukkan binding affinity
terbaik (terendah) dengan nilai root mean score deviation terkecil dalam bentuk

* txt.
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Tabel 5. 1 Hasil validasi metode molecular docking

Binding Affinity Dist. from best mode
Konformasi
(kcal/mol) RMSD L.b. | RMSD u.b.

1 -4.5 0.000 0.000
2 -4.4 2.833 4.424
3 -4.4 6.218 8.711
4 -4.4 3. 282 5.018
5 -4.4 3.136 5.354
6 -4.3 2.871 4.656
% -4.1 1.904 2.655
8 -3.9 3.443 5.300

Keterangan : Lingkaran merah menunjukkan RMSD yang paling stabil pada konformasi 9 dengan
binding affinity 3,8 kcal/mol dibandingkan dengan 8 konformasi hasil docking.

Nilai root mean score deviation (RMSD) terendah yang didapatkan dalam
proses docking antara HMG-CoAr dengan native ligand sebesar 1.887 A (Tabel
5.1) dihitung dari konformasi ligan-protein yang terbaik. Tipe root mean score
deviation terbagi menjadi dua yaitu root mean score deviaton lower bound (RMSD
I.b) dan root mean score deviaton upper bound (RMSD u.b). Root mean score
deviation u.b menjelaskan perbedaan nilai dari jarak antara setiap atom pada satu
konformasi dengan konformasi yang lainnya, sedangkan RMSD I.b dapat
didefinisikan sebagai RMSD/Ib(c1,c2)= max((rmsd’(c1,c2), rmsd’(c2,c1)). Root
mean score deviation menjelaskan nilal jarak atom pada satu konformasi dengan
atom terdekat yang memiliki tipe yang sama dengan atom tersebut pada konformasi
lain. Semakin kecil nilai root mean score deviation menunjukkan bahwa posisi
ligand yang diperkirakan semakin baik karena semakin mendekati konformasi asal

(Ferencz dan Muntean, 2015).
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5.1.4 Docking Senyawa Uji Cyanidin-3-glucoside dan Senyawa Pembanding
Simvastatin dalam Protein HMG-CoA reductase.

Senyawa uji cyanidin-3-glucoside, senyawa pembanding simvastatin, dan
data grid box antara HMGCoAr dengan native ligand yang telah divalidasi
disatukan dalam satu folder. Setelah itu, menjalankan software Autodock Vina
dengan bantuan Command Prompt untuk melakukan docking senyawa uji dan
senyawa pembanding. Analisa hasil molecular docking pada penelitian ini meliputi
nilai AGbind dan interaksi antara ligan dengan residu protein. Konformasi ligan
hasil docking diperingkatkan berdasarkan nilai AGbind dari yang terkecil hingga
terbesar. Nilai AGbind yang kecil menandakan bahwa konformasi yang terbentuk
adalah stabil, sedangkan nilai AGbind yang besar menunjukkan kurang stabilnya

kompleks yang terbentuk (Fikry, 2014).

Tabel 5. 2 Hasil docking senyawa uji cyanidin-3-glucoside dan senyawa pembanding simvastatin

Binding Dist. from best mode
Ligan Konformasi Affinity
RMSD I.b. | RMSD u.b.
(kcal/mol)

1 -8.1 0.000 0.000

2 -7.9 2.428 6.051

3 -7.9 3.359 6.644

- 4 -7.8 2.597 6.261
Cyanidin-

2l " 5 -7.8 2.762 6.517
-glucoside

6 -7.8 1.664 2.190

7 -7.8 3.048 7.469

8 -1.7 2.568 7.265

9 -1.7 2.797 7.137

) ) 1 -7.0 0.000 0.000
Simvastatin

2 -6.5 1.981 6.980




o N oo o1 B~ W

9

-6.3
-6.3
-6.2
-6.1
-6.1
-6.0
-6.0

1.472
2.231
2.360

2.612
5.426
6.966

K

4508 >

2.297
2.067
1.721

5.345
7.222
4.865

Keterangan : Lingkaran merah menunjukkan RMSD yang paling stabil hasil molecular docking.
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Data hasil proses molecular docking pada HMGCoAr diperoleh nilai

AGuind terendah adalah senyawa cyanidin-3-glucoside dengan rentang nilai -7.7

kkal/mol sampai -8.1 kkal/mol yang menunjukkan bahwa cyanidin-3-glucoside

memiliki potensi sebagai anti hiperkolesterolemia. Hasil konformasi cyanidin-3-

glucoside kemudian disimpan dalam format *.pdb dan dilihat interaksinya dengan

menggunakan software Discovery Studio Visualizer.
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5.1.5 Interaksi Senyawa Uji Cyanidin-3-glucoside dan Senyawa Pembanding

Simvastatin dalam Protein HMG-CoA reductase.

CYS
A:561

Interactions

Ij van der Waals EI Alleyl

] Conventional Hydrogen Bond

Gambar 5. 4 Interaksi simvastatin dengan HMG-CoAr

Bagian yang berinteraksi antara HMG-CoAr dengan senyawa Simvastatin
sebagai pembanding yakni residu pada Cys561, Leu562, Lys692, Lys735 (Gambar
5.4). Istvan dan Deisenhofer tahun 2001 melakukan proses docking molecular
antara simvastatin dan HMG-CoAr dengan kode PDB 1HW9, menunjukkan adanya

interaksi pada residu Ser648, Asp690, Lys691, Lys692, Lys735.
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H-Bonds:

Donor _| :
[ ok VAL B:692
i B 5 B:683 'T%;JT; 4:853 A’i‘#‘;
* l : rL
Acceptor Wi B:684
Interactions
:] van der Waals Pi-Cation
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
D Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

Gambar 5. 5 Interaksi cyanidin-3-glucoside dengan HMGCoAr
Cyanidin-3-glucoside berinteraksi dengan residu yang mirip dengan
interaksi pada Simvastatin (Gambar 5.4). Interaksi aromatis yang dihasilkan
cyanidin-3-glucoside pada residu Arg590, Asn658, Glu665, Asp690, Lys735,
Ala751, His752, Asn755, Leu853 tanpa adanya Cys561, Leu562, Lys692 (Gambar

5.5).

5.2 Pembahasan

Pada penelitian ini, protein HMG-CoA reductase dengan native ligand-nya
menghasilkan nilai RMSD (Root mean square deviation) sebesar 1.887 A (Tabel.
5.1). Nilai RMSD dikatakan valid apabila diperoleh nilai RMSD < 3 A (Jain dan

Nicholls, 2008). Nilai RMSD tersebut berada di bawah 3 A yang menunjukkan
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bahwa metode molecular docking ini valid dan memenuhi persyaratan parameter
validasi metode molecular docking (Hawkins, et.al., 2008).

Simulasi docking antara senyawa uji cyanidin-3-glucoside dan senyawa
pembanding simvastatin dilakukan pada gridbox yang sama dengan gridbox hasil
validasi native ligand terhadap HMG-CoA reductase. Hasil docking antara
cyanidin-3-glucoside dengan HMG-CoA reductase menghasilkan nilai energi
ikatan (AGbind) sebesar -7.7 kkal/mol (Tabel 5.2). Sedangkan hasil docking dari
simvastatin terhadap protein HMG-CoA reductase menghasilkan nilai energi ikatan
terendah (AGbind) sebesar -6.0 kkal/mol (Tabel 5.2). Hasil energi ikatan cyanidin-
3-gluc