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ABSTRAK

Salsabila, Ardellya Elfidaa. 2021. Analisis Potensi Antidiabetik Senyawa Palmitic
Acid Melalui Aktivasi AMPK secara In Silico. Skripsi. Program Studi Pendidikan
Dokter Fakultas Kedokteran dan ilmu-ilmu Kesehatan Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

Pembimbing: (I) dr. Nurlaili Susanti, M.Biomed (Il) dr. Zulvikar Syambani Ulhaq,
M.Biomed, Ph.D

Latar Belakang: Diabetes melitus merupakan suatu keadaan dimana kadar gula dalam
tubuh melebihi batas normal dalam darah. Diabetes melitus tipe 2 adalah tipe diabetes
yang paling banyak ditemukan dan merupakan penyakit kronik metabolik akibat
resistensi insulin dan disfungsi sel beta pankreas sehingga sensivitas insulin menurun.
Adapun penatalaksanaan diabetes melitus berupa obat hipoglikemik oral, akan tetapi obat
tersebut memiliki efek samping seperti gangguan gastrointestinal, mual, muntah,
hipoglikemi, gangguan makrovaskular, gangguan mikrovaskular, dll. Sehingga, perlu
diupayakan alternatif obat untuk meningkatkan sensivitas insulin agar dapat menurunkan
kadar gula darah yang lebih aman berupa pemanfaatan tanaman herbal. Salah satu
tanaman yang diduga dapat menjadi alternatif obat untuk menurunkan kadar gula darah
berlebih adalah tanaman dandang gendis (Clinacanthus nutans). Tanaman dandang
gendis (Clinacanthus nutans) memiliki kandungan palmitic acid yang mampu
menurunkan kadar gula darah berlebih dalam darah. Tujuan: Untuk mengetahui potensi
senyawa palmitic acid tanaman dandang gendis sebagai aktivator protein AMPK secara
in silico. Metode: Metode deskriptif kualitatif dengan menggunakan metode molecular
docking secara in silico untuk mengetahui binding affinity dan interaksi ikatan senyawa
palmitic acid yang terkandung dalam tanaman dandang gendis dalam mengaktivasi
protein AMPK. Hasil: Docking antara palmitic acid dengan AMPK menghasilkan nilai
energi ikatan (AGbind) sebesar -5,3 kkal/mol. sedangkan hasil docking dari metformin
menghasilkan nilai energi ikatan terendah (AGbind) sebesar 5,1 kkal/mol. Kesimpulan:
Ikatan hasil docking palmitic acid memiliki afinitas yang cukup kuat terhadap protein
AMPK sebesar -5,3 kkal/mol. Sehingga palmitic acid yang merupakan kandungan pada

tanaman dandang gendis (Clinacanthus nutans) memiliki potensi sebagai antidiabetik.

Kata kunci: Palmitic acid, AMPK, tanaman Dandang Gendis (Clinacanthus nutans),

antidiabetik, in silico
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ABSTRACT

Salsabila, Ardellya Elfidaa. 2021. Analysis of Antidiabetic Potential of Palmitic Acid
Compounds Through In Silico AMPK Activation. Thesis. Medical Departement,
Medical and Health Sciences Faculty, The Islamic State University Maulana Malik
Ibrahim Malang.
Advisor: (I) dr. Nurlaili Susanti, M.Biomed (Il) dr. Zulvikar Syambani Ulhagq,
M.Biomed, Ph.D

Background: Diabetes melitus is a condition where the sugar level in the body exceeds
the normal limit in the blood. Type 2 diabetes melitus is the most common type of
diabetes and is a chronic disease caused by insulin resistance and beta cell dysfunction,
resulting in decreased insulin sensitivity. The management of diabetes melitus is in the
form of oral hypoglycemic drugs, but these drugs have side effects such as
gastrointestinal disturbances, nausea, vomiting, hypoglycemia, macrovascular disorders,
microvascular disorders, etc. So it is necessary to seek alternative drugs to increase
insulin sensitivity in order to lower blood sugar levels which are safer in the form of
using herbal plants. One of the suspected plants that can be an alternative medicine to
reduce excess blood sugar levels is the dandang gendis plant (Clinacanthus nutans). The
dandang gendis plant (Clinacanthus nutans) contains palmitic acid which can reduce
excess blood sugar levels in the blood. Objective: To determine the potential of palmitic
acid compounds from Dandang gendis plant as an in silico AMPK protein activator.
Methods: Qualitative descriptive method using molecular docking in silico method to
determine the affinity and interaction with palmitic acid compounds contained in the
dandang gendis plant in activating AMPK protein. Result: Docking between palmitic
acid and AMPK produces an energy value (AGbind) of -5.3 kcal/mol. docking of
metformin resulted in the lowest energy value (AGbind) of 5.1 kcal/mol. Conclusion:
The bond produced by palmitic acid docking has a fairly strong affinity for AMPK
protein of -5.3 kcal/mol. So that palmitic acid which is an ingredient in the dandang

gendis plant (Clinacanthus nutans) has potential as an antidiabetic.

Keywords: Palmitic acid, AMPK, Dandang Gendis plant (Clinacanthus nutans),

antidiabetic, in silico
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Diabetes melitus merupakan salah satu fokus masalah kesehatan di
dunia. Progresivitas kasus DM dari tahun ke tahun meningkat (WHO, 2016).
Menurut WHO (2016), pada tahun 1980 jumlah penderita DM mencapai 108
juta kasus, tahun 2014 meningkat menjadi 422 juta penderita diabetes.
International Diabetes Federation (IDF) menyebutkan sebanyak 415 juta
orang menderita diabetes melitus tipe 2 (DMT2) pada tahun 2015 dan
diprediksi akan mencapai 642 juta penderita pada tahun 2040 (Bellou et al.,
2018). Indonesia menempati peringkat ke-7 dengan penderita diabetes
terbanyak di wilayah Asia Tenggara dengan 10,7 juta kasus (Kemenkes R,
2020). Hasil Riskesdas (2018) menyebutkan bahwa terdapat sekitar 1.017.290
kasus penderita diabetes melitus di Indonesia, dilihat dari diagnosis dokter
pada semua usia.

Morbiditas dan mortalitas penderita diabetes di dunia tergolong tinggi
Pada tahun 2016, terdapat sekitar 1,6 juta kasus kematian yang secara
langsung disebabkan oleh diabetes. Sebanyak 2,2 juta kematian lainnya
disebabkan oleh kadar glukosa yang tinggi di tahun 2012. Tidak hanya itu,
diabetes menimbulkan komplikasi yang mengancam jiwa dan dapat
menyebabkan kebutaan, serangan jantung, gagal ginjal, stroke, dan amputasi

tungkai bawah. Hal ini menjadi beban masalah khususnya di Indonesia,



melihat dari prevalensi penderita diabetes yang terus meningkat dan
berpotensi menimbulkan kematian (Henning, 2018; WHO, 2016).

Diabetes melitus tipe 2 (DMT2) merupakan tipe diabetes yang paling
banyak ditemukan dibanding dengan tipe lain (WHO, 2016). DMT2
merupakan penyakit kronik metabolik yang ditandai dengan hiperglikemi. DM
tipe ini sering dikaitkan dengan resistensi insulin dan disfungsi sel beta
pankreas (Bellou et al., 2018; Miuller-Wieland et al., 2019). Pada DM tipe 2,
terdapat salah satu molekul enzim yang keberadaannya berpengaruh besar
pada kondisi resistensi insulin, yaitu adenosine monophosphate activated
protein kinase (AMPK). AMPK merupakan enzim yang terlibat dalam
pengaturan homeostasis metabolik. Diketahui aktivasi AMPK dalam hati
dapat mengurangi glukoneogenesis dan lipogenesis melalui penurunan
regulasi gen tertentu. Di otot, aktivasi AMPK meningkatkan pengambilan
glukosa, gen mitokondria, dan oksidasi lipid (Chellappan et al., 2018). Oleh
karena itu, AMPK berperan penting dalam patogenesis terjadinya DMT2. Dan
pengobatan DMT2 hingga saat ini masih perlu perhatian.

Saat ini, pengobatan diabetes menggunakan obat hipoglikemik oral (Joshi
et al., 2019). Diketahui metformin merupakan salah satu obat hipoglikemik
DMT2 yang sering digunakan dan berkerja dalam meningkatkan sensivitas
insulin. Hal ini berkaitan dengan teraktivasinya AMPK (Janani & Ranjitha
Kumari, 2015; Nandipati et al., 2017). Terapi pada DMT2 umumnya efektif
digunakan, tetapi banyak efek samping yang tidak diharapkan muncul seperti
gangguan pada saluran pencernaan, mual, muntah, pusing, tremor, dan

hipoglikemi pada beberapa penderita mungkin tidak toleran tehadap efek



samping yang ditimbulkan (Putra et al., 2017; Rena et al., 2017). Selain itu,
obat-obatan DM memiliki limitasi berupa peningkatan prevalensi diabetes,
komplikasi yang ditimbulkan serta melonjaknya biaya manajemen diabetes,
membuat dibutuhkannya pengobatan alternatif yang lebih efisien dan
terjangkau (Grossman et al., 2018; Joshi et al., 2019; Lankatillake et al.,
2019).

Pengobatan alternatif yang terus dikembangkan hingga saat ini berupa
pemanfaatan tanaman herbal. Seperti yang kita ketahui, Allah SWT
menciptakan tanaman dan seluruh aspek kehidupan bukan hanya dapat
dinikmati dari pandangan mata saja, melainkan manfaat dari setiap apa yang
telah diciptakan. Dalam surah Ar-Rad ayat 4 yang berbunyi;

il O Fhm i 5 )3 5835 F 555 i Ba e g &) 5ARS 3l a1 a5
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Yang artinya: “Dan di bumi ini terdapat bagian-bagian yang berdampingan,
dan kebun-kebun anggur, tanaman-tanaman dan pohon korma yang
bercabang dan yang tidak bercabang, disirami dengan air yang sama. Kami
melebihkan sebahagian tanam-tanaman itu atas sebahagian yang lain tentang
rasanya. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat tanda-tanda
(kebesaran Allah) bagi kaum yang berfikir.” (QS. Ar-Rad : 4).

Indonesia, negara yang kaya akan keanekaragaman hayati, salah satunya
ialah kekayaan flora atau tumbuhan. Indonesia merupakan negara terbesar ke
tujun yang memiliki jumlah spesies tumbuhan mencapai hingga 20.000
spesies, dan diperkirakan memiliki 25% spesies tumbuhan berbunga dan 40%

tumbuhan merupakan tumbuhan endemik atau asli Indonesia (Kusmana &



Hikmat, 2015). Di dalam tumbuhan, terkandung bermacam bahan alam, salah
satunya yaitu fitokimia. Fitokimia yang sering ditemui dalam berbagai
tumbuhan diantaranya flavonoid, saponin, alkaloid, tanin, glikosida, terpene,
dan lain-lain (Aba & Asuzu, 2018). Pada penelitian sebelumnya ditemukan
juga senyawa fatty acid yang tersusun dari beberapa komponen salah satunya
adalah palmitic acid (PA) (Johnson & Abugri, 2014). Berdasarkan data yang
telah dikumpulkan dari berbagai penelitian, terdapat beberapa tumbuhan
antidiabetik yang telah di ekstrak diketahui memiliki kandungan PA (Abugri
et al.,, 2013; Barros et al., 2010; Sahuleka et al., 2018). Data tersebut
menunjukkan perbandingan kadar PA antar jenis tanaman dan didapatkan
hasil bahwa Clinacanthus nutans merupakan tumbuhan paling berpotensi
digunakan sebagai antidiabetik dengan kadar PA tertinggi sebesar 23,84%
(Ismail et al., 2020)

Clinacanthus nutans (CN) atau dikenal dengan nama Dandang gendis
merupakan tanaman herbal yang banyak digunakan untuk mengobati berbagai
penyakit di masyarakat. Tanaman ini telah diteliti memiliki banyak khasiat
seperti mengobati virus herpes-simplex, antioksidan, antikanker, antibakteri,
antiinflamasi, dan mempunyai aktivitas antiracun. Uniknya tanaman ini hanya
terdapat di beberapa negara seperti Malaysia, Vietnam, Indonesia, Thailand,
dan China (Ismail et al., 2020). Sebuah studi mengenai uji toksisitas akut
menunjukkan bahwa ekstrak dari tanaman ini memiliki sedikit kadar toksisitas
sehingga dapat digunakan sebagai agen terapeutik yang kuat untuk kondisi

penyakit tertentu (Alam et al., 2016).



Potensi antidiabetik daun Clinacanthus nutans (CN) saat ini kurang diteliti
dan masih belum menjelaskan mekanisme tumbuhan ini dalam mengaktivasi
AMPK. Penelitian yang dilakukan oleh Umar et al (2019) yang diuji pada
tikus menunjukkan bahwa tanaman CN berpontensi sebagai antidiabetik.
Dalam penelitian tersebut, tikus model DM tipe 2 yang diberikan ekstrak daun
CN menunjukkan hasil kontrol glikemik yang lebih baik dan profil lipidnya
meningkat secara signifikan.

Metode in silico (juga dikenal sebagai terapi komputasi, farmakologi
komputasi) adalah metode yang berkembang pesat secara global mencakup
pengembangan teknik penggunaan perangkat lunak untuk menangkap,
menganalisis, dan mengintegrasikan data biologis dan medis dari banyak
sumber yang beragam. Lebih khususnya metode ini mendefinisikan
penggunaan informasi dalam pembuatan model komputasi atau simulasi yang
dapat digunakan untuk membuat prediksi, menyarankan hipotesis, dan pada
akhirnya memberikan penemuan atau kemajuan dalam pengobatan dan
terapeutik (S. EKins et al., 2007).

Berdasarkan latar belakang diatas, penulis tertarik untuk meneliti potensi
antidiabetik ekstrak daun Clinacanthus nutans dalam mengaktivasi AMPK
secara in silico.

1.2. Rumusan Masalah
1.2.1. Rumusan Masalah Umum
a) Apakah ekstrak daun Clinacanthus nutans mempunyai potensi
antidiabetik melalui aktivasi AMPK secara in silico?

1.2.2. Rumusan Masalah Khusus



a) Apakah senyawa palmitic acid dari daun dandang gendis
(Clinacanthus nutans) dapat berikatan pada sisi aktif AMP-
activated protein kinase sebagai ligan resptor?
b) Berapakah jumlah senyawa palmitic acid dalam tumbuhan
Clinacanthus nutans yang dapat diabsorbsi dengan baik dalam
tubuh menggunakan uji Human Intenstinal Absorption (HIA)?
c) Apakah senyawa palmitic acid yang terkandung dalam
tumbuhan Clinacanthus nutans dapat menjadi obat oral
berdasarkan kriteria Lipinski Rule of five (Rof)?
1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
a) Mengetahui potensi antidiabetik ekstrak daun Clinacanthus
nutant melalui aktivasi AMPK secara in silico.
1.3.2. Tujuan Khusus
a) Membuktikan bahwa senyawa palmitic acid dari daun dandang
gendis (Clinacanthus nutans) dapat berikatan pada sisi aktif AMP-
activated protein kinase sebagai ligan resptor.
b) Mengetahui jumlah senyawa palmitic acid dalam tumbuhan
Clinacanthus nutans yang dapat diabsorbsi dengan baik dalam
tubuh menggunakan uji Human Intestinal Absorption (HIA).
c) Membuktikan bahwa senyawa palmitic acid yang terkandung
dalam tumbuhan Clinacanthus nutans dapat menjadi obat oral
berdasarkan kriteria Lipinski Rule of five (Rof).

1.4. Manfaat Penelitian



1.4.1. llmu Pengetahuan

a. Menambah wawasan dan ilmu pengetahuan mengenai potensi
terapi antidiabetik baru dari ekstrak Clinacanthus nutans.

b. Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai landasan
ilmiah untuk pengembangan penelitian selanjutnya yang berkaitan
dengan potensi antidiabetik ekstrak daun Clinacanthus nutans.

1.4.2. Bagi Masyarakat

a. Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi sumber informasi

bagi masyarakat mengenai manfaat daun Clinacanthus nutans yang

berpotensi sebagai obat antidiabetik.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Diabetes melitus Tipe 2
2.1.1. Definisi

Diabetes melitus (DM) atau kencing manis merupakan masalah
serius dengan kondisi berkepanjangan yang berdampak besar pada
kehidupan dan kesejahteraan baik individu, keluarga dan masyarakat di
seluruh dunia. DM terjadi akibat adanya gangguan metabolisme kronis
ditandai dengan kondisi hiperglikemi yang persisten akibat kelainan pada
sekresi insulin, kerja insulin maupun keduanya. Penyakit ini termasuk
salah satu dari 10 penyebab kematian teratas yang terjadi pada orang
dewasa, dan diperkirakan telah menyebabkan empat juta kematian secara
global pada tahun 2017 (Lascar et al., 2018; Saeedi et al., 2019).

Diabetes melitus tipe 2 (DMT2) adalah penyakit menahun yang
terjadi akibat hasil dari penggunaan insulin yang tidak efektif oleh tubuh
(WHO, 2020). Hal itu ditandai dengan adanya kondisi hiperglikemi,
resistensi insulin, dan defisiensi relatif insulin. DMT2 ini merupakan hasil
dari interaksi genetik, faktor resiko dan kondisi di lingkungan sekitar.
Mayoritas penderita DMT2 adalah orang dewasa, namun sekarang juga
terjadi semakin sering pada anak-anak. Orang yang hidup dengan DMT?2
lebih rentan terhadap berbagai penyakit akibat komplikasi yang
ditimbulkan dan berujung pada kematian dini. Kecenderungan
peningkatan morbiditas dan mortalitas ini terlihat pada pasien dengan

DMT2 karena jenis diabetes ini sangat umum di jumpai dan dapat



didiagnosis beberapa tahun setelah onset awal. Terkadang pasien datang
saat kondisi mereka sudah terlambat ditangani atau setelah komplikasi
sudah muncul (Henning, 2018; Olokoba et al.,, 2015). Hal itu
menyebabkan DMT2 sering dijuluki sebagai the silent killer atau penyakit
yang diam-diam membunuh.
2.1.2. Faktor Risiko
Menurut Perkumpulan Endokrinologi Indonesia (PERKENI),
faktor risiko diabetes melitus tipe 2 dibagi menjadi faktor risiko yang
tidak dapat dimodifikasi, faktor risiko yang dapat dimodifikasi dan faktor
lain. Faktor resiko yang tidak dapat dimodifikasi seperti riwayat genetik,
suku dan ras, usia >45 tahun, riwayat berat bayi baru lahir rendah
(BBLR), dan memiliki riwayat DM gestasional. Faktor risiko yang dapat
dimodifikasi berupa obesitas, dislipidemi, hipertensi, aktivitas fisik yang
kurang, dan pola diet yang tidak sehat. Faktor risiko lain yang berkaitan
dengan kondisi DM adalah riwayat penyakit lain, seperti sindrom
metabolik, Polycycstic Ovarian Syndrome (PCOS), dan riwayat penyakit
kardiovaskular (Soelistijo et al., 2015).
2.1.3. Patogenesis Diabetes Melitus
Penyebab utama terjadinya DM tipe 2 adalah resistensi insulin dan
disfungsi sel beta pankreas. Resistensi insulin tersebut dapat disertai
dengan defek sekresi insulin ataupun defisiensi insulin relatif. Diketahui
Reactive Oxygen Species (ROS) dan stres oksidatif merupakan salah satu
faktor penyebab yang bertanggung jawab atas terjadinya patogenesis

resistensi insulin, gangguan sekresi insulin dan pemanfaatan glukosa,



produksi glukosa hati abnormal serta teraktivasinya berbagai mediator pro-
inflamasi pada patogenesis tipe 2 melalui transkripsi yang dimediasi oleh
jalur molekuler dan metabolisme (Rehman & Akash, 2017; Soelistijo et
al., 2015).

Sekresi insulin yang terganggu adalah penurunan daya tanggap
glukosa, yang diamati sebelum timbulnya penyakit secara Klinis. Lebih
khusus lagi, gangguan toleransi glukosa atau impairement glucose
tolerance (IGT) diinduksi oleh penurunan sekresi insulin fase awal
responsif-glukosa, dan penurunan sekresi insulin tambahan setelah makan
menyebabkan hiperglikemia postprandial. Tes toleransi glukosa oral
(TTGO) dalam kasus IGT umumnya menunjukkan respon berlebihan pada
individu Barat dan Hispanik, yang memiliki resistensi insulin yang sangat
tinggi. Di sisi lain, pasien Jepang sering menanggapi tes ini dengan
penurunan sekresi insulin. Bahkan ketika respons berlebihan terlihat pada
orang dengan obesitas atau faktor lain, mereka menunjukkan penurunan
respons sekretori fase awal. Penurunan sekresi fase awal merupakan
bagian penting dari penyakit ini, dan sangat penting sebagai perubahan
patofisiologis dasar selama timbulnya penyakit di semua kelompok etnis
(Abdul-Ghani et al., 2008; Aguayo-Mazzucato et al., 2019).

Sekresi insulin yang terganggu umumnya bersifat progresif, dan
perkembangannya melibatkan toksisitas glukosa dan lipotoksisitas. Bila
tidak diobati, diketahui menyebabkan penurunan massa sel beta pankreas
pada hewan percobaan. Perkembangan kerusakan fungsi sel beta pankreas

digambarkan sangat mempengaruhi kontrol glukosa darah jangka panjang.
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Pada penderita DMT2 stadium awal, terjadi peningkatan kadar
postprandial glukosa darah sebagai akibat dari peningkatan resistensi
insulin dan penurunan sekresi fase awal, sehingga awal perkembangan
kemunduran fungsi sel beta pankreas menyebabkan peningkatan permanen
dari glukosa darah (Galicia-Garcia et al., 2020; Kaneto, 2015).

Environment
Genes (e.g., viruses, microbiome,

phiysical activity, distary factors) |

Inflammation

Diabetes (Type 1, Type 2, Other Forms)

|

Complications

v v

L

Microvascular Complications Macrovascular Complications
Retinopathy Coronary Artery Disease
Nephropathy Periperal Arterial Discase

Meuropathy Stroke

Gambar 2. 1 Patofisiologi DMT2 — terjadinya diabetes melitus
disebabkan oleh faktor resiko genetik maupun lingkungan yang
menyebabkan kondisi hiperglikemi (Skyler et al., 2017)

Gambar diatas menjelaskan patofisiologi DMT2 dimana faktor
risiko genetik dan lingkungan memengaruhi terjadinya peradangan,
autoimunitas, dan stres metabolik. Keadaan ini mempengaruhi massa
dan/atau fungsi sel B sehingga kadar insulin pada akhirnya tidak dapat

merespon secara memadai terhadap permintaan insulin, yang akhirnya
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menyebabkan seseorang jatuh pada kondisi hiperglikemia. Dalam
beberapa kasus, faktor risiko genetik dan lingkungan serta interaksi gen-
lingkungan dapat secara langsung memengaruhi massa dan atau fungsi sel
B. Terlepas dari patofisiologi diabetes, kadar glukosa darah tinggi kronis
dikaitkan juga dengan komplikasi mikrovaskular dan makrovaskular yang
meningkatkan morbiditas dan mortalitas bagi penderita diabetes (Caughey
et al., 2018; Skyler et al., 2017).

Resistensi insulin adalah suatu kondisi di mana sel dalam tubuh
tidak dapat menggunakan gula darah dengan baik akibat terganggunya
respon sel tubuh terhadap insulin. Gangguan kerja insulin pada organ
target utama seperti hati dan otot merupakan gambaran patofisiologis
umum dari diabetes tipe 2. Resistensi insulin berkembang dan meluas
sebelum timbulnya penyakit. Penyelidikan terhadap mekanisme molekuler
untuk kerja insulin telah mengklarifikasi bagaimana resistensi insulin
terkait dengan faktor genetik dan faktor lingkungan (hiperglikemia, asam
lemak bebas, mekanisme inflamasi, dan lain-lain). Faktor genetik yang
diketahui, tidak hanya mencakup polimorfisme gen reseptor insulin dan
insulin receptor substrate (IRS)-1 yang secara langsung mempengaruhi
sinyal insulin tetapi juga polimorfisme gen hemat seperti gen reseptor Bs
adrenergik dan gen uncoupling protein (UCP), berhubungan dengan
obesitas viseral dan meningkatkan resistensi insulin. Glukolipotoksisitas
dan mediator inflamasi juga penting sebagai mekanisme untuk gangguan
sekresi insulin dan gangguan pensinyalan insulin (Buchanan et al., 2002;

Kaneto, 2015).
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Dalam kondisi fisiologis, pelepasan insulin dari sel B pankreas
dikontrol dengan ketat. Regulasi proses ini rumit, dan sel B dipengaruhi
olen banyak faktor. Glukosa adalah stimulator fisiologis utama dari
sintesis dan pelepasan insulin. Tindakan insulinotropik glukosa sangat
bergantung pada metabolismenya. Metabolisme glukosa dikaitkan dengan
perubahan status energi intraseluler, dan juga peristiwa ionik, yang
akhirnya mengarah pada eksositosis insulin. Selain glukosa, beberapa
asam amino dan asam lemak bebas juga memiliki peran modulator
(Deacon & Ahrén, 2011; Komatsu et al., 2013; Littler et al., 2010; Prentki
et al., 2013). Selain itu, kapasitas sekresi insulin dari sel B sebagian besar
dipromosikan oleh hormon incretin yang dikeluarkan melalui usus, seperti
glukagon-like peptide-1 (GLP-1) dan glucose insulinotropic peptide (GIP).
Diperkirakan bahwa incretin bertanggung jawab atas lebih dari setengah
insulin yang beredar. Peningkatan pelepasan hormon ini biasanya terjadi
setelah makan dimana hal tersebut dapat menambah respon daripada
sekresi insulin di sel B pankreas terhadap glukosa dan beberapa nutrisi
lainnya (Deacon & Ahrén, 2011).

2.1.6. Peran AMPK dalam Diabetes melitus Tipe 2

13



Gambar 2. 2 Struktur 3D AMPK- struktur ini dapat diunduh
melalui website (https://www.rcsb.org/structure/2Y8L)

Adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)
merupakan sensor energi intraseluler yang penting dan memainkan peran
yang relevan dalam homeostasis energi seluruh tubuh. AMPK diaktifkan
antara lain sebagai respons terhadap kekurangan glukosa, pembatasan
kalori, dan peningkatan aktivitas fisik. Setelah aktivasi, AMPK
mempengaruhi jalur metabolisme yang mengarah pada peningkatan
pembentukan ATP dan secara bersamaan mengurangi proses yang
memakan ATP. AMPK juga diekspresikan dalam sel  pankreas dan
sebagian besar diatur oleh glukosa, yang merupakan stimulator fisiologis
utama sekresi insulin (Chen et al., 2021; Szkudelski & Szkudelska, 2019).

Adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)
merupakan golongan dari famili serin/treonin kinase. AMPK merupakan
protein heterotrimeter dimana AMPK terdiri dari tiga subunit a, f, dan y.

Masing-masing subunit memiliki struktur dan fungsi tertentu. Mekanisme
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berikut menjelaskan cara kerja ketiga subunit. Ketika sel membutuhkan
energi, adenosin trifosfat (ATP) diubah menjadi adenosin difosfat (ADP)
dan AMP dengan melepaskan energi secara bersamaan. Pada kondisi
normal, kelebihan AMP berikatan dengan subunit AMPK. Setelah
pengikatan subunit y pada situs aktif terekspos, Thrl72, pada subunit o
AMPK akan terfosforilasi. Dari ketiga subunit, subunit a merupakan yang
paling penting dimana aktivasi AMPK mengikuti perubahan konformasi
subunit a dan fosforilasi pada Thrl72. Fosforilasi diinduksi oleh molekul
sinyal upstream seperti liver kinase B1 (LKB1). Subunit £ terletak di
antara subunit o dan y yang berhubungan dengan fungsi dari sensor
glikogen. ADP juga dapat mengikat subunit dan melindungi AMPK dari
defosforilasi tetapi tidak dapat menyebabkan perubahan konformasi (Tang
& Chen, 2014). AMPK dalam keadaan aktif bertanggung jawab atas
penghambatan proses anabolik termasuk sintesis lipid, protein dan
glikogen dan aktivasi proses katabolik seperti oksidasi asam lemak dan
glikolisis (Gambar 2.2). Inaktivasi AMPK telah terlibat dalam berbagai
gangguan metabolisme manusia dan mencerminkan pentingnya sebagai
target terapeutik.

Lipid Synthesis Fatty Acid Oxidation
Protein Synthesis Glycolysis
Glypogen Synthesis , Glucose Uptake
Hepatic Gluconeogenesis

Insulin Secretion

I—— Inhibitory

<«——— Stimulatory

Gambar 2. 3 Aktivasi AMPK — efek yang ditimbulkan ketika
AMPK teraktivasi, dapat menstimulasi dan juga menginhibisi (M.
Cabarcas et al., 2010)
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Karena AMPK adalah pengatur metabolisme utama dan dikaitkan
dengan sindrom metabolik, peran potensial yang dimainkannya dalam
perkembangan diabetes tipe 2 juga menjadi bidang penyelidikan. Diabetes
tipe 2 adalah epidemi utama di seluruh dunia yang ditandai dengan
resistensi insulin dan penurunan sekresi insulin oleh sel f pankreas (M.
Cabarcas et al., 2010).

Ketergantungan yang kuat dari proses sekresi insulin pada status
energi sel B menimbulkan pertanyaan tentang potensi keterlibatan regulasi
AMPK, sensor energi intraseluler, dalam pelepasan hormon ini
(Szkudelski & Szkudelska, 2019). AMPK telah terlibat dalam mengatur
banyak proses yang berkaitan dengan biologi sel B. Efek ini baru-baru ini
secara luas dikarakterisasi oleh Rourke et al (2018) dimana pada hasil
studi in vitro, menggunakan pulau pankreas terisolasi, sel p dan pankreas
terisolasi, menunjukkan hubungan antara AMPK dan sekresi insulin.
AMPK dalam sel § dipengaruhi oleh berbagai agen anti-diabetes (Rourke

et al., 2018).
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Gambar 2. 4 Aktivasi AMPK — ketika AMPK teraktivasi maka
dapat berefek pada beberapa jaringan dalam tubuh seperti hati, jantung,
otot rangka, pankrean hipotalamus dan jaringan lemak (Yuan et al., 2019)

Pada otot rangka, aktivasinya merangsang penyerapan glukosa,
oksidasi fatty acid (FA), jenis transporter glukosa (GLUT4) translokasi,
dan biogenesis mitokondria, sambil menghambat sintesis protein dan
glikogen. Demikian pula, di otot jantung dan di hati, aktivasi AMPK
merangsang terjadinya uptake glukosa, oksidasi FA, dan glikolisis. Selain
itu aktivasi AMPK di hati juga menghambat terjadinya glukoneogenesis,
pembetukan kolesterol, dan protein sintesis. Di jaringan adiposa, AMPK
yang teraktivasi merangsang pembentukan oksidasi FA, mengurangi
sintesis dan lipolisis FA. AMPK menghambat sekresi insulin berlebih dari
sel pancreas, dan itu memberi isyarat kepada otak meningkatkan asupan
makanan di hipotalamus. Hampir semua efek fisiologis aktivasi AMPK
perifer akan bermanfaat bagi pasien dengan T2D. Untuk alasan ini,
aktivasi farmakologis AMPK telah menjadi target yang tampaknya
menjanjikan untuk penemuan dan pengembangan obat selama 2 dekade

terakhir(Y. H. Lu et al., 2020; Yuan et al., 2019).
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Gambar 2. 5 Jalur pensinyalan AMPK — AMPK teraktivasi melalui
beberapa jalur yang melibatkan GLUT2 dan GLUT4 sebagai transporter glukosa
dalam meningkatkan uptake glukosa yang pada akhirnya akan menurunkan risiko
terjadinya resistensi insulin (Nandipati et al., 2017).

AMPK meningkatkan ekspresi GLUT4 sehingga meningkatkan
ambilan glukosa dalam sel (Gambar 2.3). AMPK juga berkontribusi pada
kontrol glukosa dengan mengurangi glukoneogenesis melalui penekanan
ekspresi gen glikolitik yang mengkode fosfoenol piruvat carboksiginase
(PEPCK) dan glukose-6-fosfatase (G6Pase) (Nandipati et al., 2017).
AMPK meningkatkan sensitivitas insulin baik dengan mengatur PI3K
secara langsung atau dengan menekan loop umpan balik negatif regulasi
IRS1 melalui penghambatan mTOR / S6K (Tao et al., 2010). Seiring
dengan mengatur pensinyalan insulin, AMPK adalah kinase hulu untuk
enzim metabolik seperti asetil-KoA karboksilase (ACC) dan HMG-CoA
reduktase. Ini juga mengatur sintesis asam lemak dan memainkan peran
potensial dalam steatosis hati (Li et al., 2012). Protein kinase A yang
dimediasi glukagon (PKA) meningkatkan fosforilasi penghambatan

AMPK Serl73 dan mengurangi fosforilasi pengaktifan AMPK Thrl72
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dalam regulasi pensinyalan insulin (Aw et al., 2014). Metformin,
merupakan agen biguanide yang mengaktifkan AMPK Thrl72 melalui
penghambatan fosforilasi AMPK Serl73 oleh PKA dan meningkatkan
aktivasi AMPK yang dimediasi LKB1 (Nandipati et al., 2017).

Ekspresi AMPK yang teraktivasi menurunkan inflamasi sehingga
menurunkan resistensi insulin (Jeong et al., 2009; Sag et al., 2008).
Stimulasi sinyal inflamasi turun mengatur aktivitas AMPK (Sag et al.,
2008). Penurunan ekspresi/aktivitas AMPK dalam sel inflamasi pada
obesitas berpotensi menyebabkan perkembangan diabetes yang diinduksi
inflamasi (Viollet et al., 2010). Sitokin pro-inflamasi, TNFa, mengurangi
fosforilasi AMPK Thrl72 yang dilaporkan menekan aktivasi AMPK
melalui protein fosfatase 2C (PP2C) (Steinberg et al., 2006). Peningkatan
TNFa menyebabkan inaktivasi AMPK yang dimediasi PP2C, yang
meningkatkan kadar asam lemak dan berpotensi resistensi insulin (Galic et
al., 2011).

AMPK mengatur homeostasis insulin dengan mengurangi
fosforilasi mMTOR di sitoplasma. Peningkatan pensinyalan mTOR telah
terlibat dalam patogenesis obesitas dan perkembangan resistensi insulin
pada sindrom metabolik dan modulasi pensinyalan mTOR dapat menekan
resistensi insulin dan DMT2 (Khamzina et al., 2005; Wang et al., 2016).
Gangguan pensinyalan mTORC1 pada makrofag mengurangi inflamasi
dan insulin resistensi dengan menghambat aktivasi jalur JNK / NFxB pada
obesitas (Jiang et al., 2014). Interaksi antara jalur pensinyalan NF-xB dan

aksis AMPK/mTOR/autophagy hati dalam kaitannya dengan steatosis hati
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dan resistensi insulin juga telah dibahas (Zeng et al., 2016). Peran
menekan lipogenesis yang dimediasi mTOR/SREBP-1 di hati dan
memulihkan sinyal insulin di otot rangka juga telah ditunjukkan (H. W.
Liu et al., 2016). Studi ini menunjukkan peran mTOR dalam patogenesis
resistensi insulin. Memahami pensinyalan mTOR dapat memberikan terapi
dan intervensi di masa depan melawan obesitas, resistensi insulin, dan
diabetes (Nandipati et al., 2017).

Sebagian besar obat anti-diabetes dilaporkan sampai saat ini
menargetkan dan mengaktifkan AMPK secara tidak langsung dengan
menghambat Kompleks mitokondria |. Efek samping dari obat yang ada
dapat dihilangkan dengan mengidentifikasi agen anti-diabetes yang dapat
mengaktifkan AMPK secara langsung tanpa mempengaruhi respirasi
mitokondria (Iseli et al., 2013). Meskipun aktivasi AMPK otot dan hati
menguntungkan dalam hal pengambilan glukosa, aktivasi di pankreas
menghambat sekresi insulin yang dirangsang glukosa dan fungsi sel B in
vivo (Nandipati et al., 2017). Pengobatan dengan Astragalus
polysaccharide menginduksi fosforilasi AMPK Thrl72 bersama dengan
hulu kinase CaMKKP dan LKBI dan menghasilkan peningkatan
pengambilan glukosa (J. Liu et al., 2013). Karena penghambatan
AMPKal spesifik sel satelit terlibat dalam degenerasi otot yang diinduksi
oleh obesitas, mencegah penghambatannya dan meningkatkan aktivasi
AMPK mungkin berguna (Fu et al., 2016).

Singkatnya, AMPK adalah pengatur positif pengambilan glukosa

dan aktivitasnya tergantung pada keadaan fosforilasi dan molekul
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inflamasi adalah kontributor utama fosforilasi penghambatan AMPK.
Selain molekul inflamasi, kinase yang memediasi sintesis sitokin inflamasi
juga dianggap sebagai sumber fosforilasi penghambat AMPK. Jadi
penurunan aktivasi AMPK menyebabkan aktivasi jalur pensinyalan pro-
inflamasi hilir seperti IKK, PKCs, MAPK (ERK, JNK, p38) dan
menghasilkan resistensi insulin yang diinduksi oleh obesitas (Nandipati et
al., 2017).
2.2 Palmitic Acid

Palmitic acid (PA) atau asam heksadekanoat adalah salah satu
asam lemak jenuh yang paling banyak ditemukan dalam tumbuhan,
manusia, hewan, mikroba (bakteri), jamur, dan organisme laut,
membentuk sekitar 16 sampai 45% dari profil lipid. PA dicirikan sebagai
rantai atom karbon 16 dengan tidak adanya ikatan rantai C-C ganda
(C16:0) dan memiliki formula kimia C16H3202 (Gambar 2.6). PA dapat
bersifat hidrofobik maupun hidrofilik, mengandung karboksil asam (-
COOH) dan gugus fungsi ujung metil (-CH3) masing-masing (Johnson &
Abugri, 2014). PA diketahui memiliki massa molekul dan titik leleh

sebesar 256,42 g mol-1 (O'Neil, 2013).

Gambar 2. 6 Struktur 2 dimensi Palmitic acid — terdiri atas rantai C-
C ganda, hidrogen (H), serta oksigen (O2) (Pubchem, 2012)
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PA memiliki banyak fungsi, melampaui fungsi seluler sebagai
prekursor untuk sintesis asam lemak rantai lebih panjang dan sebagai
sumber energi selama proses oksidasi. Selain itu, PA termasuk salah satu
komponen penting untuk makanan, kosmetik, farmasi, bioteknologi dan
industri  biodiesel (Johnson & Abugri, 2014). PA juga diketahui
berhubungan dengan teraktivasinya AMPK, induksi translokasi GLUT4
dan uptake glukosa ke seluler (Pu et al., 2011). Mekanisme ini

diimplementasikan sesuai gambar berikut.

S~ ERK

Gambar 2. 7 Palmitic acid menstimulasi aktivasi jalur transduksi
sinyal AMPK — senyawa palmitik acid merangsang terjadinya penyerapan
glukosa memalui jalur PI3BK/AMPK/Akt (Pu et al., 2011)

Gambar diatas menjelaskan Jalur PI3BK/AMPK/Akt dan
PI3K/ERK1/2 dalam memediasi penyerapan glukosa yang dirangsang oleh
PA. Menanggapi palmitat terikat membran plasma, sinyal ditransduksi
oleh aktivasi PISBK/AMPK/Akt dan PISBK/ERK1/2, yang pada gilirannya
menyebabkan translokasi GLUT4 ke membran plasma dan pengambilan
glukosa dalam sel otot rangka (Pu et al., 2011).

Penelitian lain yang dilakukan oleh Palomer dan teman-teman
(2018) menunjukkan ternyata senyawa palmitic acid justru dapat

memediasi terjadinya resistensi insulin melalui penghambatan aktivasi
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AMPK. Hal tersebut terjadi karena palmitic acid merupakan salah satu
golongan free fatty acids (FFA) yaitu saturated fatty acids (SFA).
Diketahui peningkatan FFA merupakan faktor resiko terjadinya resistensi
insulin. Kelebihan FFA dalam darah menyebabkan peningkatan akumulasi
metabolit lipid di hati dan otot rangka. Selanjutnya, FFA dan metabolitnya
juga dapat mengganggu regulasi pensinyalan insulin, menghambat uptake
glukosa dan glikogen yang dirangsang oleh sintesis insulin (Chabowski et
al., 2013; Palomer et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Pada tumbuhan, distribusi asam palmitat bervariasi baik dalam spesies
dan antar spesies. Dalam laporan terbaru kandungan PA dapat dipengaruhi
oleh lingkungan di mana tanaman tersebut tumbuh. Sebagian besar faktor
yang berkontribusi terhadap variasi ini adalah pH tanah, interaksi ion-hara,
umur, air, dan interaksi inang. Misalnya variasi telah diamati pada
kandungan PA tanaman (Tabel 2.1). Pada penelitian sebelumnya ada
beberapa tumbuhan yang disebutkan mampu menjadi antidiabetik
diantaranya Clinacanthus nutans, Malva sylvestris, Sorghum bicolor
(Guinea corn) red dan Raphidhopora pinnata Schoot. Perbandingan kadar
PA dalam berbagai tumbuhan tersebut, tertera dalam tabel berikut:

Tabel 2. 1 Perbandingan kadungan senyawa Palmitic acid (PA) antara
tumbuhan-tumbuhan yang berpotensi antidiabetik

Bagian Kadar :
No. | Tumbuhan tumbuhan Ekstrak PAYS Referensi
1. . Ekstrak .
Clinacanthus methanol, fraksi | 23.84% (Ismail et
nutans . al., 2020)
Daun dichloromethane

2. Malva Ekstrak 9.79% (Barros et
sylvestris Methanol I 2010)

3. Sorghum Ekstrak 16.17% | (Abugri
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bicolor
(Guinea corn)
red
4. | Raphidhopora
pinnata
Schoot

methanol etal.,
2013)

(Sahuleka
r:ekt;t;]“;l 2.06% | etal.
2018)

Tabel diatas menjelaskan perbandingan kadar senyawa PA yang

terkandung dalam beberapa tumbuhan, dimana masing-masing tumbuhan

di ekstrak kemudian dianalisis hasilnya. Kadar PA tertinggi terdapat pada

ekstrak daun Clinacanthus nutans sebesar 23.84%, diikuti dengan Malva

sylvestris 9.79%, Sorghum bicolor (Guinea corn) red 16.17%, dan

Raphidhopora pinnata Schoot 2,06% sebagai konsentrasi terendah.

2.3. Clinacanthus nutans

2.3.1. Taksonomi

Clinacanthus nutans (CN) Lindau adalah salah satu spesies penting

dari family acanthaeceae dan telah digunakan sebagai obat herbal di Asia

tropis. Nama vernakuler dari tanaman ini dalam bahasa Inggris adalah

snake grass; Belalai gajah, sabah snake grass di Malaysia; dandang

gendis, ki tajam (Sunda) di Indonesia; phaya yo, phaya plongtong di

Thailand; twist of flower, alligator flower, e zuihua di Cina. Clinacanthus

burmanni Nees, Clinacanthus burmanni var. robinsonii Benoist adalah

sinonim dari Clinacanthus nutans (Burm. f.) Lindau. Secara taksonomi,

tanaman ini dapat diklasifikasikan sebagai berikut (Alam et al., 2016).

Kingdom: Plantae
Phylum: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida
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Subclass: Asteridae

Order: Lamiales

Family: Acanthaeceae

Genus: Clinacanthus

Species: Clinacanthus nutant (Burn.f.) Lindau

2.3.2. Morfologi

Gambar 2. 8 Tanaman Dandang Gendis (a) seluruh tanaman (b)
daun (c) daun dengan batang (Alam et al., 2016)

Clinacanthus nutans merupakan tumbuhan yang dapat tumbuh
hingga 1 m tinggi dengan cabang puber, batang silinder, beruas dan
berserat. Daunnya sederhana, berbentuk elips-lonjong sempit (panjang
2,5-13,0 cm x lebar 0,5-1,5 cm) dan ujung daun berbentuk runcing.
Tangkai daun berkisar 0,3-2,0 cm. Bunga-bunganya berwarna kuning atau

hijau dan padat berbentuk seperti payung (cymes) di bagian atas cabang
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Kelopak bunga sepanjang sekitar 1 cm. Mahkota bunga berwarna merah
kusam dengan alas hijau, dengan panjang sekitar 3,0-4,2 cm (Alam et al.,
2016).
2.3.3. Distribusi
Distribusi geografis merupakan salah satu faktor yang memberikan
dampak pada keragaman genetik spesies. Dimana famili Acanthaceae
sebagian besar terdiri dari tanaman herbal dan semak-semak. CN tersebar
secara luas di beberapa wilayah Asia seperti, Cina Selatan, Thailand,
Vietnam, Malaysia dan Indonesia (Chelyn et al., 2014). Tanaman ini hidup
di habitat liar dan dibudidayakan, termasuk padang rumput, lereng bukit,
semak belukar, lembah, daerah pesisir dan hutan lebat dan terbuka.
Clinacanthus nutans memiliki berbagai persebaran geografis ditandai
dengan keragaman genetik yang tinggi pada tingkat spesies (Schoettle et
al., 2011).
2.3.4. Senyawa Bioaktif
Clinacanthus nutans telah dilaporkan memiliki berbagai senyawa
bioktif seperti fenolat, terpenoid, dan beberapa senyawa bioaktif lainnya,
seperti benzenoid, serebrosida, glikogliserolipid, glikosilgliserida, asam
lemak, klorofil. turunan, fitosterol, dan glukosida yang mengandung sulfur

yang berkontribusi pada keanekaragaman hayati yang beragam (Aslam et
al., 2014).

Tabel 2. 2 Hasil analisis senyawa GC-MS fraksi Dichloromethane extract (CN-Dcm) dari
ekstrak daun Clinacanthus nutans (Ismail et al., 2020).
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Peak Compound Retention Molecular ~ Similarity Peak

Time Formula Index Percentage (%)
1 Methyl beta-p-glucopyranoside 9.028 C7H140¢ 90 0.97
2 Methyl 4-hydroxycinnamate 9.514 C10H1003 91 3.81
3 Methyl trans-3-hydroxycinnamate 10.077 CyoH1003 94 11.37
4 Methyl palmitate 10.96 Ci7H3,05 99 1.55
5 Palmitic acid 11.133 Ci6H320, 99 23.84
6 lO,lB—OctadecaLeiiets:flc acid, methyl 11.807 CyoH3Os 99 0.92
7 Methyl linolenate 11.842 Ci9H320n 99 5.86
8 Phytol 11.891 CaHypO 80 0.60
9 Methyl stearate 11.926 Ci9H350- 99 0.53
10 Linolenyl alcohol 12.023 CigH3O 95 29.10
11 Qctadecanoic acid 12.078 CigH3502 99 6.15
12 27(((Zflithylhexyl);gg)carbonyl)benzmc 14.045 CeHpOy 91 1451
13 Glyceryl 2-linolenate 15.053 Cz1H3504 99 0.44
14 Oleamide 15.706 CysH3sNO 90 0.34

Tabel diatas merangkum 14 komponen yang teridentifikasi dalam
fraksi CN-Dcm dengan rumus molekul, persentase puncak, dan indeks
kesamaan. Senyawa diidentifikasi dengan mengacu pada senyawa yang
sesuai dan tersedia di perpustakaan Institut Nasional Standar dan
Teknologi National Institute of Standarts and Technology (NIST); indeks
kesamaan minimal 80% diperlukan untuk identifikasi. Analisis Gas
Chromatography—Mass Spectrometry (GC-MS) mengungkapkan adanya
dua komponen utama: linolenyl alcohol (29,10%) dan asam palmitat
(23,84%) dan juga dilakukan molecular docking dengan ID PubChem 985
(Ismail et al., 2020)

2.3.5. Efek Teurapeutik

Clinacanthus nutans (Burm. F.) Lindau, merupakan tanaman obat
yang banyak digunakan yang tersebar di negara-negara tropis Asia dan
Asia Tenggara. Clinacanthus nutans (CN), dengan spektrum aktivitas
farmakologisnya yang luas, secara tradisional digunakan untuk mengobati
kanker, gangguan inflamasi, diabetes, gigitan serangga, dan masalah kulit,

dikonsumsi sebagai sayuran, dicampur dengan jus segar, dalam ramuan,
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dan sebagai tumbuhan utuh. (Kamarudin et al., 2017) Tanaman ini
biasanya dibudidayakan sebagai tanaman pagar. Selain itu, daun muda CN
dapat dikonsumsi sebagai sayuran untuk kesehatan (Shim et al., 2013).
Meski kurang spesifik mengenai dosis tradisional CN yang digunakan,
daunnya biasa disajikan  sebagai minuman dingin  dengan
mencampurkannya dengan cairan seperti jus tebu, jus apel, dan teh hijau,
atau direbus dengan air panas air untuk dikonsumsi sebagai minuman
herbal (Aslam et al., 2014; Shim et al., 2013). Di Malaysia, daun segar CN
biasanya dikonsumsi sebagai teh herbal untuk mengobati kencing manis,
ruam kulit, dan demam serta sebagai diuretik (Shim et al., 2013). Di
Thailand, ekstrak alkohol dari daun segar CN adalah obat herbal
tradisional yang terkenal digunakan pengobatan virus herpes simpleks dan
lesi virus varicella-zoster (Kongkaew dan Chaiyakunapruk, 2011; Sakdarat
et al., 2009; Yarnell dan Abascal, 2005).
2.3.6. Uji Toksisitas

Uji toksisitas adalah uji yang digunakan untuk mendekteksi efek
toksik terhadap suatu zat pada system biologi dan untuk memperoleh data
dosis-respon yang khas dari sediaan uji. Uji toksisitas biasanya
menggunakan hewan uji sebagai model berguna untuk melihat adanya
reaksi biokimia, fisiologik dan patologik pada manusia terhadap suatu
sediaan uji (BPOM RI, 2020).

Uji toksisitas terbagi menjadi 3 yaitu uji toksisitas akut, subkronis
dan kronis. Uji toksisitas akut merupakan uji yang terjadi segera (jam/hari)

setelah pemberian dosis tunggal atau serangkaian dosis dalam periode 24
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jam kemudian diamati selama 14 hari. Uji toksisitas subkronis merupakan
suatu pengujian yang dilakukan untuk mendeteksi efek toksik yang
muncul setelah pemberian sediaan uji dengan dosis berulang selama
beberapa minggu atau bulan. Uji toksisitas kronis merupakan uji dengan
menilai kerusakan kumulatif pada sistem organ tertentu dan membutuhkan
waktu berbulan-bulan atau tahun untuk menjadi penyakit klinis yang dapat
dikenali (Woolley, 2008).

Salah satu penelitian sebelumnya (Alam et al., 2016) mengenai uji
toksisitas akut dari tanaman CN dimana tikus betina Sprague Dawley
diberikan selama 14 hari pemberian ekstrak metanol daun CN secara oral
dengan dosis 300 mg/kg, 600 mg/kg dan 900 mg/kg dan hasilnya tidak
menunjukkan efek toksikologi pada hati dan ginjal yang dapat
menyebabkan cedera (P’ng et al., 2013). Pengaruh ekstrak metanol
tanaman ini pada aktivitas enzim asetilkolinesterase yang bertanggung
jawab untuk menghentikan transmisi saraf kolinergik dengan
menghidrolisis asetilkolin menjadi kolin dan asetat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak metanol daun C. nutans dosis 250
mg/kg, 500 mg/kg dan 1000 mg/kg dosis terhadap aktivitas
Acetylcholinesterase (AChE) pada Balb/C jantan mampu memodulasi
neurotransmisi kolinergik dengan mengaktifkan aktivitas AChE di ginjal
tikus, hati dan jantung. Dilaporkan bahwa ekstrak etanol daun CN pada
dosis tertinggi 1,3 g/kg yang diberikan secara oral, subkutan atau
intraperitoneal tidak menghasilkan tanda-tanda toksisitas akut pada mencit

(Alam et al., 2016).
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2.4. Analisis In Silico dengan metode Molekular Docking

In silico merupakan metode untuk mendesain senyawa obat
menggunakan bantuan perangkat komputer (Atmajani et al., 2019).
metode in silico digunakan untuk penemuan obat baru melalui Structure
Based Drug Design (SBDD). SBDD dimulai melalui struktur target
molekuler seperti reseptor, kemudian dilakukan pendekatan secara in silico
untuk mengidentifikasi ligan yg berpotensi untuk di lakukan penambatam
dengan struktur target protein tersebut (Ferreira et al., 2015).

Belakangan ini molecular docking telah menjadi metode yang
digunakan dalam menemukan obat baru. Molecular docking merupakan
suatu perangkat dengan menggunakan metode komputasi yang dapat
memprediksi struktur ikatan kompleks antara ligan-reseptor. Docking
dapat dicapai melalui dua langkah yang saling terkait: pertama dengan
penyatuan konformasi ligan di situs aktif protein; kemudian setelah itu,
dilakukan fungsi penilaian dengan menyajikan data tingkatan afinitas
ikatan ligan-reseptor (Meng et al., 2011). Molecular docking merupakan
salah satu metode in silico yang digunakan dalam proses penemuan obat
(Setiawan dan Istyastono, 2015).

Molecular docking adalah prosedur komputasi yang mencoba
untuk memprediksi pengikatan makromolekul nonkovalen atau, lebih
sering, makromolekul (reseptor) dan molekul kecil (ligan) secara efisien,
dimulai dengan struktur tak terikatnya, struktur yang diperoleh dari
simulasi MD, atau pemodelan homologi, dll. Tujuannya adalah untuk

memprediksi konformasi terikat dan afinitas pengikatan (binding affinity).
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Dalam proses molecular docking, ada beberapa syarat yang harus
terpenuhi yaitu harus memiliki struktur ligan dan struktur protein (Gambar
2.9) (Atmajani et al., 2019). Dikatakan proses molecular docking berhasil
terlihat dari dua komponen yang mendasari yakni pencarian alogaritma
dan fungsi scoring (Mukesh dan Rakesh, 2011). Penggunaan alogaritma
digunakan untuk menentukan konfirmasi (docking pose) senyawa yang
paling stabil serta pembentukan kompleks, sedangkan fungsi scoring
berguna untuk memprdiksi afinitas ikatan antarmolekul dan ligan

(Setiawan dan Istystono, 2015)

Evaluation

Potential drugs

Gambar 2. 9 Alogaritma molecular docking — sebelum melakukan
proses docking, langkah awal yakni harus ditentukan ligand serta target
protein (reseptor). Langkah selanjutnya dilakukan proses simulasi docking
ligand kedalam sisi aktif target reseptor (de Ruyck et al., 2016).

2.4.1. Model Ikatan Interaksi Ligan-Reseptor
Molecular docking dapat memberikan gambaran ikatan terbaik
antara ligan dan reseptor (protein), serta mencari posisi optimal dari
molekul ligan sehingga cocok secara geometris dan energi dengan sisi
aktif akibat pengikatan reseptor (protein target) seperti pada gambar 2.10

(Mukesh & Rakesh, 2011). Ligan adalah suatu molekul kecil yang akan
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berinteraksi dengan daerah ikatan (binding site) yang terdapat pada protein
(Adelina, 2014). Sedangkan reseptor merupakan suatu protein yang

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

Agonist “~ Artagonist Artagonist Agonist
? E_/  — | — Flara |$l
Y ! J/ spontanecus
V| _ tmmnsifion
1 L,,) ! Racaptor L ] P \J/
,n'll | v v active
i PN L W 5]
—— | ) v,
Agonist Antagonist Antagonist Agonist
nduces active occlpies receptor | soacts inactive solects active
corformation of without con- recapton recaptor
receptor protein fommational change| conformation conformation

Gambar 2. 10 llustrasi docking — pada saat ligan menempel pada
sisi aktif reseptor maka dapat membentuk sebuah ikatan agonis ataupun
antagonis (Mukesh & Rakesh, 2011).

Gambar di atas menjelaskan apabila suatu ligan berikatan dengan
protein reseptor akan menghasilkan suatu jenis ikatan seperti agonis dan
antagonis. Dikatakan agonis ketika ligan berikatan dengan reseptor, obat
tersebut menimbulkan efek. Antagonis ketika ligan yang berikatan dengan
reseptor namun tidak mengaktifkan reseptor untuk menghasilkan sinyal
(Grannel L, 2008). Menurut Syahputra et al (2014) suatu ikatan dikatakan
antagonis apabila tebentuk banyak ikatan ion di dalamnya.

2.4.1.1. Ikatan Kovalen

Ikatan kovalen merupakan ikatan yang terjadi karena pemaka ian
pasangan elektron oleh dua atom atau lebih secara bersamaan. lIkatan ini
terjadi akibat dari ketidakmampuan suatu atom yang akan berikatan ketika

melepaskan elektron (contoh pada atom-atom non logam) (Suhardi, 2016).
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Ikatan ini merupakan ikatan kimia yang paling kuat dibandingkan dengan
ikatan lain (Siswodihardjo, 2016)
2.4.1.2. Ikatan lonik
Ikatan ionik merupakan ikatan yang terbentuk akibat adanya gaya
tarik menarik antara gugus ion yang memiliki muatan berlawanan
(Siswodihardjo, 2016). Ikatan ion mampu menghasilkan ikatan yang kuat
akibat pengaruh dari besarnya perbedaan nilai keelektronegatifan dari
atom-atom yang terdapat dalam suatu senyawa (Youssef, 2019). Semakin
besar perbedaan nilai keelektronegatifan, maka semakin kuat ikatan ion
yang dihasilkan (Varadwaj, 2019).
2.4.1.3. Ikatan Hidrogen
Ikatan hidrogen merupakan ikatan yang terbentuk dari dua muatan
listrik parsial yang melakukan gaya tarik antarmolekul dan memiliki
polaritas berlawanan. Ikatan ini adalah ikatan terlemah di banding dengan
ikatan lainnya. (Suhardi, 2016). ikatan hidrogen terbentuk ketika atom
hydrogen berikatan dengan atom elektronegatif (H,F,O dan N)
(Siswodihardjo, 2016).
2.4.1.4. Ikatan Van der Waal’s
Ikatan van der waals adalah jenis ikatan yang terjadi akibat adanya
gaya tarik antar atom atau molekul yang tidak memiliki muatan dan
letaknya berdekatan. Jenis ikatan ini menghasilkan gaya yang lemah
dibandingkan dengan gaya yang ditimbulkan oleh ikatan valensi (Suhardi,
2016).

2.4.2. Sumber Informasi Database
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2.4.2.1. PubChem
PubChemn(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov), disediakan  oleh
Pusat Informasi Bioteknologi Nasional (NCBI) Institut Kesehatan
Nasional, adalah gudang publik untuk struktur kimia dan bioaktivitasnya.
Software ini memiliki tiga database yang saling berhubungan: substansi,
bioassay (berisi deposisi sampel kimia, hasil biologis untuk molekul kecil
dan reagen RNAI) dan senyawa (mengandung struktur kimia turunan yang
unik). PubChem berkembang pesat dan sekarang bisa dibilang database
biologi kimia terbesar yang tersedia untuk umum dan dapat diakses secara
gratis (Cheng et al., 2014).
2.4.2.2. Protein Data Bank
Protein Data Bank (PDB) merupakan database tunggal dari
struktur 3D dari makromolekul biologis dan kompleksnya seperti asam
nukleat dan protein. PDB didirikan pada tahun 1971 dan menjadi sumber
daya digital akses terbuka pertama dalam ilmu biologi. Saat ini, tercatat
sebanyak 130.000 struktur 3D makromolekul tersimpan di dalam database
ini (Mei 2017). Database ini dikelola oleh organisasi Bank Data Protein
Seluruh Dunia (wwPDB; wwpdb.org) (Andreaeopsida, 2013). Database ini
dapat membantu proses molecular docking dengan menyediakan molekul
protein yang akan digunakan sebagai reseptor pada docking (RSCB, 2014).
2.4.3. Perangkat Lunak
2.4.3.1. Lipinski Rule of five (Rof)
Lipinski Rule of five merupakan sebuah aplikasi software yg dapat

memprediksi aktivitas senyawa kimia dengan pemberian obat kepada
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manusia dalam bentuk oral. Aplikasi ini biasanya digunakan untuk
menentukan kemampuan senyawa dalam berikatan dengan reseptor target.
Agar ligan dapat berikatan dengan reseptor targetnya, maka ligan yang
akan digunakan harus mempunyai kemampuan untuk menembus sel.
(Arwansyah, 2014). Menurut Rule of five, senyawa seperti obat harus
memiliki berat molekul <500 g/mol, nilai log P (koefisien partisi H20) <5
yang menunjukkan hidrofobisitasnya, polar surface area (PSA) <140A,
rotable bond (RB) <10, donor ikatan hidrogen (HBD) <5, dan akseptor
ikatan hidrogen (HBA) <10. Penelitian lainnya telah menambahkan dua
kondisi baru yaitu luas permukaan kutub (PSA) < 140 A dan rotable bond
(RB) <10 (Chagas et al., 2018).
2.4.3.2. Pymol

Pymol merupakan alat komputasi visualisasi molekuler terintegrasi
berbentuk software dengan anotasi struktur asam nukleat bergambar 3
Dimensi (3D). Software ini membuat representasi blok skematik
mikromolekul maupun makromolekul dalam beragam gaya dan warna (X.
J. Lu, 2020). Pymol dapat memvisualisasikan molekul seperti asam
nukleat, protein, molekul kecil dan kerapatan elektron. Tidak hanya itu,
pymol dapat mengubah struktrur molekul (Yuan et al; 2017).

2.4.3.3. Autodock Vina

Autodock Vina merupakan sebuah program open source yang
digunakan untuk virtual screening suatu protein-ligan (Allouche, 2012).
Skrining virtual (VS) saat ini merupakan langkah standar sebelum

dilakukan percobaan laboratorium dalam penemuan obat (Tanrikulu et al.,
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2013; Zhu et al.,, 2013). Skrining virtual melibatkan penghitungan
perkiraan afinitas dan mode pengikatan yang masuk akal dari banyak
kandidat obat, molekul kecil seperti obat lainnya, atau fragmen dari yang
pertama saat mengikat ke protein tertentu, yang digunakan untuk daftar
pendek kandidat terkemuka. Software ini mengimplementasikan algoritma
optimalisasi yang efisien berdasarkan fungsi penilaian baru untuk
memprediksi afinitas ikatan protein-ligan (Jaghoori et al., 2016).
2.4.3.4. UCSF Chimera

UCSF Chimera merupakan program software yang digunakan
dalam memvisualisasi suatu senyawa berbentuk 3D dan menganalisis
suatu struktur yang terkait dengan data. UCSF Chimera dapat digunakan
secara gratis untuk pengguna non-komersial. Pada situs web Chimera
berisi sejumlah tutorial, dokumentasi dan contoh gambar dan animasi

dapat ditemukan di: http://rbvi.ucsf.edu/chimera/. UCSF Chimera tersedia

untuk Linux, Mac OS X dan Desktop Windows (Huang et al., 2014).
2.4.3.5. Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer merupakan salah satu software
visualisasi molekul yang dapat menggambarkan suatu struktur secara
interaktif. Software ini dapat menghasilkan gambar 3 dimensi dengan
kualitas yang tinggi pada visualisasi struktur senyawa. Software Discovery
Studio Visualizer bisa diunduh secara gratis dan dapat digunakan bagi
pengguna windows maupun linux (Accelrys Enterprise Platform, 2005).

2.4.3.6. LigPlot+ 1.4.5
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LigPlot+ 1.4.5 merupakan software yang dapat digunakan untuk
meggambarkan interaksi ikatan yang terbentuk antara ligan dan reseptor
dengan visualisasi 2D yang di standar input dari file Protein Data Bank
(PDB). Interaksi yang ditunjukkan oleh software LigPlot adalah interaksi
yang dimediasi oleh ikatan hidrogen dan ikatan hidrofobik. Software ini
dapat di unduh secara gratis dan hanya bisa di akses dengan bantuan
software JavaScript (Wallace et al., 1995).

2.4.3.6. Pre-ADMET Online

Pre-ADMET merupakan web server online yang digunakan untuk
memprediksi kemampuan suatu senyawa dalam mengabsorbsi, distribusi,
metabolisme, dan eksresi (ADME) serta dapat menilai toksisitas senyawa
tersebut. Software ini biasanya digunakan untuk mengoptimalkan dan
mendesain obat baru (Ferreira & Andricopulo, 2019). Salah satu uji yang
dianalisis dalam pre ADMET adalah Uji Human Intestinal Absorption
(HIA). Uji HIA merupakan uji yang sering digunakan dalam bidang
farmakologi untuk memprediksi potensi senyawa, apakah senyawa
tersebut dapat terabsorbsi oleh usus atau tidak (Shin et al., 2017).

2.4.3.7. Notepad++

Notepad merupakan sebuah aplikasi yang digunakan untuk
mengedit sebuah kode-kode program, seperti mengubah beberapa file
format kimia. Software ini mendukung bahasa pemograman, beberapa
diantaranya seperti XML, Java, Javascript, HTML, PDB dan lain-lain
(Supono V, 2016). Software ini dapat diunduh secara gratis melalui

https://notepad-plus-plus.org/downloads/
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2.4. Penelitian Sebelumnya

Penelitian (Ferdian et al., 2016) menjelaskan bagaimana pemilihan
protein AMPK di PDB melalui analisis kestabilan struktur Kkristal.
Dijelaskan bahwa resolusi AMPK 2Y8L memiliki nilai sebesar 2.5 A.
Semakin kecil nilai yang dihasilkan semakin baik struktur suatu kristal
tersebut. Lu et al. (2009) menjelaskan kristal makromolekul akan baik jika
nilai resolusi yang dihasilkan tidak lebih dari 2.5 A. Nilai tersebut
menunjukkan bahwa AMPK 2Y8L mempunyai struktur yang baik untuk

dilakukan molecular docking.
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2.5. Kerangka Teori
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BAB IlI

KERANGKA KONSEP
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Penjelasan Kerangka Konsep
Pada DMT2, terjadi resistensi insulin dan gangguan sekresi insulin. Hal ini
menyebabkan adanya penurunan uptake glukosa oleh sel tubuh sehingga
terjadi hiperglikemia. Lama-kelamaan, pasien yang menderita DMT2 akan
mengalami komplikasi makrovaskular dan mikrovaskular. Salah satu target
terapi pada DMT2 adalah AMPK. AMPK berperan dalam kontrol uptake
glukosa, mengurangi gluconeogenesis, dan meningkatkan sensivitas insulin.
Tumbuhan Clinacanthus nutans mengandung berbagai senyawa bioaktif
yaitu flavonoid, alkaloid, phenolic dan fatty acid. Palmitic acid merupakan
salah satu fatty acid terbanyak dalam tumbuhan Clinacanthus nutans. Ketika
palmitic acid berikatan dengan membran plasma, terjadi transduksi sinyal
dengan aktivasi AMPK. Aktivasi AMPK selanjutnya menyebabkan
translokasi GLUT4 ke membran plasma sehingga meningkatkan uptake
glukosa oleh sel.
3.2 Hipotesis
Berdasarkan kerangka konsep di atas, dapat dirumuskan hipotesis sebagai
berikut:
HO: Senyawa palmitic acid dari ekstrak tumbuhan Clinacanthus nutans tidak
mempunyai potensi antidiabetik melalui aktivasi AMPK secara in silico
H1: Senyawa palmitic acid dari ekstrak tumbuhan Clinacanthus nutans

mempunyai potensi antidiabetik melalui aktivasi AMPK secara in silico.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Desain Penelitian
Desain penelitian ini berupa jenis penelitian menggunakan pola deskriptif
kualitatif, yakni bertujuan untuk mengetahui binding affinity dan interaksi
ikatan senyawa palmitic acid yang terkandung dalam tanaman dandang gendis
(Clinacanthus nutans) dalam mengaktivasi AMPK secara in silico.
4.2 Variabel Penelitian
Variabel yang digunakan dalam penelitian ini ada tiga macam vyaitu;
variabel bebas, variabel terikat, serta variabel terkendali.
1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah senyawa aktif palmitic acid
yang diunduh dari PubChem.
2. Variabel Terikat
Variabel terikat dari penelitian ini adalah energi ikatan (binding affinity)
dari hasil docking interaksi antara senyawa palmitic acid sebagai ligan dan
AMPK sebagai reseptor serta ikatan yang terjadi antara ligan dan reseptor.
3. Variabel Terkendali
Variable terkendali dalam penelitian ini adalah perangkat sistem molecular
docking.

4.3 Tempat dan Waktu Penelitian
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Penelitian akan dilaksanakan di Laboratorium Bioinformatika Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Brawijaya mulai dari
bulan Agustus 2021 — September 2021
4.4 Alat dan Bahan
4.4.1 Alat

Dalam penelitian ini, penulis akan menggunakan beberapa perangkat lunak
dan perangkat keras, serta database yang mendukung proses molecular
docking, yaitu:

A. Perangkat Keras
- Laptop LENOVO dengan spesifikasi processor AMD A9-9425 RADEON

R5, 5 COMPUTE CORES 2C+3G memori RAM 4 GB
B. Perangkat Lunak
- Windows
- Pymol
- UCSF Chimera
- Notepad ++
- Pre ADMET online
- Mecule (Autodock vina online)

- Swissdock

C. Database

- Protein Data Bank (PDB)
- PubChem

4.4.2 Bahan

4.4.2.1 Struktur Ligan

43



Ligan yang digunakan dalam penelitian ini ialah palmitic acid sebagai
ligan uji dengan kode 985 sesuai dengan penelitian yg dilakukan oleh (Ismail
et al., 2020), metformin sebagai ligan pembanding dengan kode 4091, AMP
yang berada di struktur AMPK 2Y8L serta ATP dari kristal protein 2V92
dengan kode 5957, dimana struktur tersebut dapat diunduh dari situs

http://pubchem.nchi.nih.gov

4.4.2.2 Struktur Tiga Dimensi Reseptor AMPK

Struktur AMPK 2Y8L memiliki 3 subunit yaitu o, , dan y. Chain yang
digunakan dalam penelitian ini adalah AMPK subunit y karena terdapat 3
native ligand yang terikat yaitu satu AMP dan dua ADP. Ligan AMP terikat
pada domain CBS yang mutlak (unexchangable) yang hanya mengikat AMP
secara natural, sedangkan dua ADP lainnya terikat pada domain CBS yang
pengikatannya terhadap ligan dapat diubah secara natural. Sehingga native
ligan yang digunakan disini ialah dua ADP, dengan masing-masing kode ADP
1327 dan ADP 1328 (Ferdian. Et al, 2016). Stuktur Tiga Dimensi Reseptor
AMPK sebagai protein reseptor antidiabetik yang dapat di unduh dari situs

Protein Data Bank (PDB) http://www.rcsb.org dengan ID PDB (2Y8L).

4.5 Definisi Operasional

Definisi operasional dalam penelitian ini adalah:

a. Palmitic acid merupakan senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak
daun Clinacanthus nutans yang digunakan sebagai ligan uiji.

b. Metformin adalah senyawa yang memiliki mekanisme kerja dalam

mengaktivasi AMPK yang digunakan sebagai ligan pembanding.
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c. AMP adalah activator allosteric AMPK alami yang digunakan sebagai
ligan pembanding.

d. ATP merupakan senyawa inhibitor allosteric AMPK alami yang
digunakan sebagai ligan pembanding.

e. AMPK merupakan protein yang berkontribusi dalam pathogenesis DMT2
yang digunakan sebagai reseptor.

f. Binding affinity merupakan hasil scoring nilai ikatan kimia yang terbentuk
dari molecular docking antara palmitic acid dan AMPK. Nilai biding
affinity memperlihatkan kestabilan antara ikatan ligan dan reseptor pada
binding site.

4.6 Prosedur Penelitian

4.6.1 Preparasi ligan

Langkah-langkah dalam melakukan preparasi ligan diantaranya:
1. Palmitic acid dan metformin diunduh melalui website pubchem dalam
bentuk 3D dengan format *.sdf dan dapat diakses di situs

http://pubchem.nchi.nih.gov

2. File ligan tersebut di buka menggunakan aplikasi Pymol atau UCSF
Chimera (software discovery studio visualizer) dan disimpan dalam
format PDB (*.pdb)

4.6.2 Preparasi Protein Reseptor
Langkah yang dilakukan dalam menyiapkan preparasi protein reseptor,

diantaranya:
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1. AMPK diunduh melalui website protein data bank (PDB) dengan

struktur 3D yang dapat diakses melalui situs http://www.rcsb.org

dengan kode 2Y8L.

2. AMPK diunduh dalam bentuk format PDB file (*pdb).

3. File yang telah terunduh kemudian di buka melalui software pymol
dan chimera.

4. Melakukan pembersihan chain yang tidak dibutuhkan dan memisahkan
molekul air dari protein AMPK agar dapat digunakan dalam proses
docking molekuler.

5. Menambahkan atom hidrogen kedalam AMPK untuk memberikan
muatan parsial (partial charges).

6. Hasil akhir dalam pembersihan dan penambahan muatan parsial
disimpan dalam bentuk format (*pdb)

4.6.3 Uji Human Intestinal Absorption (HIA)
Prediksi absorpsi senyawa palmitic acid dilakukan dengan Uji

Human Intestinal Absorption (HIA) yang dapat diakses melalui situs pre

ADMET online http://preadme.bmdrc.org/. struktur ligan yang diupload

berbentuk format file (*.mol).
4.6.4 Uji Lipinski Rule of five
Uji ini dilakukan untuk memprediksi apakah senyawa palmitic acid
yang dijadikan sebagai obat oral dapat bekerja aktif dan dapat masuk ke
dalam sel. Dalam melakukan uji ini, dibutuhkan software pymol untuk
mengubah format ligan yang telah di unduh di pubchem yang sebelumnya

memiliki format file *.sdf menjadi format file *.pdb yang selanjutnya
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disimpan. Format *.pdb tersebut kemudian di input dalam situs

http://www.scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp

4.6.5 Penambatan Molecular Docking
Dalam melakukan proses penambatan molecular docking
menggunakan beberapa aplikasi atau software. Tahap pertama yang
dilakukan adalah merubah format data reseptor dan ligan yang sebelumnya
memeliki format *.pdb menjadi *pdbgt. Tahap selanjutnya memulai proses
docking dengan menggunakan software Autodock vina online di Mcule
dengan mengatur grid sisis aktif reseptor yang selanjutnya di running.
Pada akhir proses docking, hasil docking tersebut disimpan dalam format
PDB dan data nilai binding affinity disimpan dalam Microsoft Excel.
4.6.6 Visualisasi Hasil Docking
hasil penambatan molecular docking dapat divisualisasikan dalam
bentuk 2D maupun 3D dengan menggunakan software discovery studio
visualizer. Hasil visualisasi docking tersebut menggambarkan interaksi

ikatan yang terjadi antara ligan dan reseptor.
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4.7 Alur Penelitian

Studi in silico
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protein target yang telah di
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Gambar 4. 1 Diagram Alur Penelitian
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4.8 Analisis Hasil

Data yang diperoleh dari hasil uji in silico menggunakan metode
molecular docking disajikan dalam bentuk deskriptif kualitatif. Data hasil
analisis didapat dari hasil penambatan molekuler yang dilakukan dengan cara
menganalisis ikatan yang terbentuk (binding pose) antar ligan dan reseptor.
Selain menganalisis jenis ikatan, energi bebas (binding affinity) dan binding
mode juga dianalisis untuk melihat akurasi perbandingan nilai docking antara
ligan yang diujikan dan ligan pembanding. Analisis data hasil uji Lipinski
dilakukan dengan cara me nggolongkan ligan ke dalam 4 kriteria berikut; nilai
berat molekul <500 g/mol, polar surface area (PSA) <140A, donor ikatan
hidrogen (HBD) <5, dan akseptor ikatan hidrogen (HBA) <10. Dalam kriteria
tersebut seminimal-minimalnya 3 kriteria terpenuhi. Analisis hasil uji HIA
dilihat berdasarkan pengelompokan presentase nilai yang didapat. (0-20%)
dikategorikan rendah, (20-70%) kategori sedang, dan (70%-100%) katogori

tinggi dalam mengaborbsi senyawa.
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BAB V

HASIL PENELITIAN
5.1. Hasil Penelitian

Berdasarkan penelitian senyawa palmitic acid yang dilakukan dengan
beberapa uji yaitu, uji Human Intestinal Absorbtion (HIA), uji Lippinski Rule of
five (Rof) dan uji nilai binding affinity.

5.1.1. Hasil Uji Human Intestinal Absrobtion (HIA)

Uji Human Intestinal Absrobtion (HIA) ini dilakukan dengan

menggunakan software pada situs PreADMET Online.

Tabel 5. 1 Hasil Uji Human Intestinal Absorption (HIA)

Nama Ligan HIA (%)
Palmitic Acid 98.297110
Metformin 45.666887

Dari tabel diatas dapat disimpulkan bahwa senyawa palmitic acid
termasuk senyawa dengan kategori eksperimental tinggi dengan nilai 98,29% dan
senyawa metformin termasuk senyawa dengan kategori eksperimental sedang
dengan nilai 45.66%.

5.1.2. Hasil Uji Lippinski Rule of five (Rof)

Uji Lippinski Rule of five (Rof) dilakukan dengan menggunakan software

uji Lippinski Rule of five (Rof) secara online di situs website.

Tabel 5. 2 Hasil Uji Lippinski Rule of five (Rof)

Berat Hydrogen Hydrogen
. Molar
Ligan Molekul Bond Donor Bond Acceptor LogP Refractivit
(Da) (HBD) (HBA) y
Palmitic Acid 256.00 1 2 5.55 77.94
Metformin 129.00 5 5 -1.24 37.22
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Berdasarkan tabel diatas didapatkan data senyawa palmitic acid yang
diperlukan dalam uji Lippinski Rule of five yaitu nilai berat molekul 256,
Hydrogen Bond Donor (HBD) 1, Hydrogen Bond Acceptors (HBA) 2, nilai logP
5,55 dan molar refractivity 77,94 sedangkan data senyawa metformin yang
diperoleh yaitu nilai berat molekul 129, HBD 5, HBA 4, nilai logP -1,24 dan
molar refractivity 37.22.

5.1.3. Optimasi Struktur Tiga Dimensi Senyawa Palmitic Acid
Struktur tiga dimensi senyawa uji palmitic acid yang diperoleh dari laman

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ dengan kode 985 diunduh dan dilakukan

perubahan format penyimpanan yang sebelumnya *.sdf menjadi format *.pdb
dengan menggunakan software Discovery Studio Visualizer yang selanjutnya
dibantu dengan software Autodock untuk dilakukan optimasi geometri agar
mendapatkan energi terendah senyawa uji. Struktur energi yang lebih rendah

menunjukkan stabilnya suatu struktur kimia.

Gambar 5. 1 Hasil optimasasi palmitic acid — Senyawa palmitic acid yang
telah mendapatkan energi terendah senyawa uji dengan bantuan Autodock

5.1.4. Preparasi Struktur Tiga Dimensi Reseptor AMPK

o1


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Struktur makromolekul yang digunakan dalam proses docking diunduh

dari laman Protein Data Bank (PDB) https://www.rcsb.org/ dengan kode 2Y8L.

struktur makromolekul tersebut, terikat dalam bentuk molekul air dan ligan
aslinya (native ligand). Molekul air dan native ligand dihilangkan dari
makromolekul karena dapat mengganggu proses docking (Gambar 5.2).
Setelahnya, dilakukan optimasi berupa penambahan muatan parsial agar dapat
digunakan dalam proses docking (Gambar 5.2). pemilihan makromolekul dalam
proses docking ini merupakan hal penting untuk menentukan prediksi binding

affinity serta binding pose yang terjadi.

(B)
Gambar 5. 2 (A) Hasil optimasi struktur AMPK (B) Native ligand
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5.15.

Uji

Uji Molecular Docking

Keterangan: (A) Penambahan muatan parsial yakni polar hidrogen,
penghapusan serta pemisahan native ligand target docking AMPK yang
telah diunduh melalui PDB. (B) hasil pemisahan antara native ligand
dengan AMPK agar dapat digunakan sebagai parameter validasi docking

Molecular Docking dilakukan dengan mengunakkan beberapa

software diantaranya Pymol, Chimera, Autodock dan Discovery Studio Visualizer.

parameter native ligand dalam format *.txt

cenf - Notepad

File Edit Format View Help
receptor = e.pdbgt

ligand = 29

center_x =
center_y =
center_z =

size x = 1@
size y = 12

size z = 14

.pdbgt

-2.592
-16.257
-46.543

log = log.txt

num_modes =

9

exhaustiveness = 64

Gambar 5. 3 (A) Grid parameter sisi aktif AMPK; (B) Nilai Grid

Makromolekul yang telah diatur gridboxnya akan dilakukan proses

pemambatan dengan ligan aslinya (native ligand) dan menunggu beberapa saat

hingga proses docking selesai. Hasil docking dengan menggunakan software

command prompt berbasis Autodock Vina akan menujukkan hasil binding affinity

terbaik (terendah) dengan nilai root mean score deviation terkecil dalam bentuk

format *.txt.
Tabel 5. 3 Hasil validasi metode molecular docking
Binding Affinity | Dist. From best mode
Native ligand | Konformasi
(kcal/mol) RMSD I.b. | RMSD u.b.
1 -7.9 0.000 0.000
ADP 1327
2 -7.9 1.990 2.424
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3 -1.7 1.896 2.797
4 -7.6 1.078 1.858
5 -1.4 3.192 5.304
6 -1.4 4.742 6.759
7 -1.2 2.427 4.068
8 -6.9 4.599 7.417
9 -6.9 4.691 6.674
1 -8.3 0.000 0.000
2 -8.0 1.136 1.825
3 -8.0 3.059 4.552
4 -7.9 3.079 4.521
ADP 1328 5 -7.8 4.979 7.923
6 -7.8 2.781 4.351
7 -1.7 2.914 4.029
8 -1.7 3.548 4.882
9 -7.6 4.991 7.543

Berdasarkan tabel diatas, nilai root mean score deviation (RMSD)

terendah yang didapatkan melalui proses docking antara AMPK dengan native

ligand ADP 1327 dan ADP 1328, sebesar 1.078 A dan 1.136 A (tabel 5.1)

dihitung dari mode atau konformasi ligan-protein terbaik. RMSD merupakan nilai

jarak atom pada satu konformasi terdekat yang memiliki tipe yang sama dengan

atom tersebut pada konformasi lain. RMSD sendiri memiliki dua tipe yaitu root

mean score deviation lower bound (RMSD Il.b) dan root mean score deviation

upper bound (RMSD u.b). RMSD u.b. menggambarkan perbedaan nilai jarak

yang terbentuk antara atom di satu konformasi dengan konformasi lainnya,

sementara RMSD 1b didefinisikan RMSD/Ib (c1,c2)= max(rmsd’(cl,c2),

rmsd’(c2,c1)) (Ferencz & Muntean, 2015).
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Tabel 5. 4 Hasil Validasi docking senyawa uji Palmitic acid dan senyawa
pembanding ATP, AMP dan metformin

Binding Affinity | dist. from best mode
Ligan Konformasi
(kcal/mol) rmsd I.b. | rmsd u.b.
1 -8.6 0.000 0.000
2 -8.5 1.158 1.994
3 -8.5 10.221 12.384
4 -8.2 11.267 13.205
ATP 5 -8.2 3.012 4.065
6 -8.1 15.449 18.158
7 -8.1 2.729 3.923
8 -8.1 5.985 9.701
9 -8.1 12.217 14.666
1 -8.3 0.000 0.000
2 -8.0 0.464 1.045
3 -8.0 4.384 6.617
4 -7.8 0.863 2.055
AMP 5 -7.5 3.901 6.731
6 -7.4 4.293 6.257
7 -7.2 2.228 4.343
8 -7.2 4.093 5.841
9 -7.1 2.665 3.811
1 -5.3 0.000 0.000
2 -5.3 11.689 14.355
3 -5.2 3.049 4.651
Palmitic 4 -5.2 4.051 6.740
Pt 5 -5.2 13.058 15.660
6 -5.2 2.788 5.217
7 -5.0 15.856 20.853
8 -5.0 1.708 3.343
9 -4.9 2.089 3.713
1 -5.1 0.000 0.000
2 -4.7 16.802 18.528
Metformin 3 -4.7 8.247 9.131
4 -4.6 1.504 3.471
5 -4.6 17.002 18.244
6 -4.6 9.074 10.307
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7 -4.5 7.665 8.652
8 -4.5 7.846 7.846
9 -4.5 16.720 17.892

Tabel diatas merupakan hasil validasi mocular docking. Dapat terlihat
bahwa ATP memiliki nilai RMSD terendah sebesar 1.158 A, AMP sebesar 0.464
A, palmitic acid 1.708 A dan metformin sebesar 1.504 A. Semakin kecil nilai
RMSD yang didapat semakin baik perkiraan posisi ligan mendekati konformasi

asalnya (Pratama, 2015).

Binding Affinity

M Tertinggi
M Terendah

-10 -8 -6 -4 -2 0

Gambar 5. 4 Nilai binding affinity (kcal/mol) — dilakukan molecular
docking antara native ligand, ligan uji dan ligan pembanding dengan target protein
AMPK. Selanjutnya didapatkan nilai binding affinity

Konformasi ligan hasil docking yang diperingkatkan berdasarkan nilai
AGping mulai dari terkecil hingga terbesar. Nilai AGping Senyawa palmitic acid

diperoleh rentang nilai sebesar -4,9 kkal/mol sampai -5,3 kkal/mol, sementara
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nilai AGping Senyawa pembanding metformin -4,5 kkal/mol sampai -5,1 kkal/mol.
Gambar 5.3 menunjukkan nilai binding affinity dari semua ligan uji dan ligan
pembanding. Terlihat nilai binding affinity AMP berkisar antara -7,1 kkal/mol
sampai -8,3 kkal/mol, sedangkan nilai binding affinity dari ATP berkisar -8,1
kkal/mol sampai -8,6 kkal/mol. untuk native ligand ADP 1327 dan ADP 1328
memiliki nilai binding affinity sebesar -6,9 kkal/mol sampai -7,9 kkal/mol dan -
7,6 kkal/mol sampai -8,3 kkal/mol.

Hasil validasi hasil konformasi palmitic acid kemudian disimpan dalam
format *.pdb dan dilihat interaksi ikatan yang terbentuk dengan visualisasi 2D

menggunakan software LigPlot+ 1.4.5 dan Discovery Studio Visualizer.

‘o8
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(e) )

Gambar 5. 5 Ikatan hidrogen dan hidrofobik antara reseptor AMPK
dengan ligan a) ADP 1237; b) ADP 1238; c) metformin; d) palmitic acid (PA) e)
AMP f) ATP. Panah merah menunjukkan ikatan hidrogen dan panah biru
menunjukkan ikatan hidrofobik

Gambar diatas memperlihatkan hasil visualisasi 2D interaksi ikatan
senyawa hidrogen dan hidrofobik yang muncul antara reseptor AMPK dan ligan
menggunakan software LigPlot+ 1.4.5. Banyaknya ikatan hidrogen yang terbentuk
dapat mempengaruhi besarnya binding affinity atau energi bebas Gibbs (AG)
(Ferdian. Et al, 2016). Residu yang membentuk ikatan hidrogen dan hidrofobik
pada beberapa ligan diatas dirangkum dalam tabel berikut.

Tabel 5. 5 Residu asam amino yang membentuk ikatan hidrogen dan
ikatan hidrofobik

Model Residu yang Berinteraksi
Ligan Ikatan Hidrogen Ikatan Hidrofobik
ADP 1237 His150; Thr88; Arg151 Lys148; I11e149; Lys126; Thr86
ADP 1238 Argl51; Arg69; Arg298; His297; Val296; 11e239; Gly274; Val275;
Lys169; Ser241; Leu276; Asp244 Phe243
ATP Argl51; Arg268; Arg298; Phe243; His150; Lys242; Ser241; 11e239;
Ser225; Leu276; Asp244; His297 Val296; Val275; Gly224
AMP Ala204; Ala226; Arg298; Ser313 Thr199; Ser225; 11e203; 11e311;

Val224; His150; Ser315; His297

Metformin Ser225; Ser313; Ser315 Arg298; Val224; 11e311; Ala226
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Palmitic His297; Ser241; Arg298 Phe243; 11e239; Arg268; Asp244;
Acid Val296; Phe272; Leu276; Gly274

Berdasarkan tabel diatas, model ligan metformin cenderung memiliki
presentasi kemiripan yang lebih besar dengan AMP dibandingkan dengan ADP
maupun ATP, sementara ligan palmitic acid cenderung memiliki presentasi

kemiripan lebih besar dengan ADP dibanding AMP dan ATP.
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6.1.

BAB VI

PEMBAHASAN

Pembahasan
6.1.1. Prediksi Absorpsi Senyawa dengan Parameter Human

Intestinal Absorption (HIA)

Tahap awal dari penelitian ini dimulai dengan prediksi absorbsi
senyawa palmitic acid pada dinding usus atau yang dikenal dengan uji
Human Intestinal Absorption (HIA). Uji ini dilakukan karena bertujuan
untuk mengetahui apakah ketika senyawa ini dijadikan obat oral dapat
terabsorpsi secara baik atau tidak di dalam dinding usus sehingga dapat
masuk kedalam pembuluh darah. Apabila kemampuan absorpsinya rendah
maka obat ini tidak dapat mencapai target reseptornya secara maksimal
sehingga kurang memicu reaksi.

senyawa dikatakan memiliki absorpsi yang baik ketika nilai uji
HIA lebih dari 70%, sedang 20-70% dan rendah 0-20% (Nerkar et al.,
2012). Pada uji HIA, presentase senyawa palmitic acid yang didapat
adalah sebesar 98,29%. Berdasarkan hasil presentase tersebut dapat
menunjukkan bahwa senyawa palmitic acid merupakan senyawa yang
dapat terabsorpsi dengan baik. Obat metformin merupakan obat
antidiabetik yang memiliki nilai 45.66% yang menujukkan bahwa
metformin memiliki kemungkinan sebagai senyawa yang cukup baik
diserap dalam tubuh. Apabila hasil ini dibandingkan antara senyawa
palmitic acid yang akan diuji dalam penelitian ini dan obat metformin

sebagai pembandingnya didapatkan hasil senyawa palmitic acid dalam uji
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Human Intestinal Absorption (HIA) dapat terabsorpsi dengan baik
sementara untuk obat metformin dapat diabsorpsi dengan cukup baik di
usus sehingga bisa diberikan secara per oral.

6.1.2. Prediksi Potensi Senyawa Melewati Membran Sel dengan

Parameter Lippinski Rule of Five (Rof)

Suatu obat apabila telah terabsorpsi di dalam usus lalu masuk ke
sirkulasi darah, obat tersebut akan terdistribusi ke seluruh jaringan tubuh
dengan menembus membran sel sehingga obat dapat mencapai reseptor
target yang ingin dituju (Tian et al., 2015). Aturan Lipinski Rule of five ini
dapat digunakan dalam menentukan kelarutan dan permeabilitas dari suatu
ligan. Aturan ini hanya berlaku bagi penyerapan obat yang sifatnya
melalui absorpsi langsung (difusi pasif), bukan transport aktif. Dikatakan
suatu ligan dapat terabsorpsi dengan baik apabila memenuhi aturan ini
(Ferdian. Et al, 2016). Berdasarkan uji potensi senyawa menembus
membran sel menggunakan software Lippinski Rule of five, menunjukkan
bahwa senyawa palmitic acid memiliki berat molekul 256, HBD 1, HBA
2, dan logP 5,55.

Aturan Lipinski Rule of five terdiri atas 4 parameter, yaitu berat
molekul <500, hydrogen bond donor (HBD) <5, hydrogen bond acceptor
(HBA) <10, dan koefisien logP <5. Analisis ini disebut Rule of five karena
kriteria parameter diatas memiliki limitasi dengan angka 5 atau
kelipatannya. Berat molekul menggambarkan ukuran dari suatu molekul,
semakin besar ukuran molekul semakin mempengaruhi senyawa dalam

menembus membran sel. Dikatakan penyerapan pada intestinal dan
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pembuluh darah otak berlangsung dengan baik apabila bobot molekul
ligan kurang dari 500. Pada senyawa palmitic acid didapatkan berat
molekul sebesar 256 yang menunjukkan bahwa senyawa ini sesuai dengan
kriteria berat molekul Lipinski, sedangkan berat molekul obat metformin
juga memenuhi kriteria berat molekul yaitu sebesar 129. Diketahui
hydrogen bond donor (HBD) dan hydrogen bond acceptor (HBA)
memiliki korelasi dengan ikatan antarmolekul. Nilai hydrogen bond donor
(HBD) dan hydrogen bond acceptor (HBA) dapat mempengaruhi senyawa
dalam mencapai sel targetnya, apabila nilai HBD dan HBA semakin besar
maka semakin banyak juga ikatan hidrogen yang terbentuk dan
memperlambat senyawa untuk mencapai targetnya sehingga pada aturan
lippinski Rule of five, nilai HBD dan HBA dibatasi (Abad-Zapatero, 2007;
Sean EKins et al., 2005; Lipinski et al., 2012). Nilai HBD serta HBA pada
senyawa palmitic acid didapatkan nilai 1 dan 2 yang menunjukkan bahwa
senyawa palmitic acid memenuhi kriteria HBD kurang dari 5 dan HBA
kurang dari 10. Pada obat metformin didapatkan nilai HBD 5 yang artinya
tidak memenuhi kriteria karena nilai tidak berada dibawah lima atau sama
dengan lima, sedangkan nilai HBA 5 yang berarti sesuai dengan kriteria
HBA kurang dari 10.

Lipophilicity atau LogP menggambarkan lipofilisitas dari suatu
senyawa. Nilai LogP positif menunjukan sifat non polar senyawa
sementara nilai negatif menandakan sifat poritas senyawa. Semakin tinggi
lipofilik pada suatu senyawa semakin baik kemampuan ligan dalam

menembus lapisan lipid bilayer membran sel (Abad-Zapatero, 2007; Sean
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Ekins et al., 2005; Lipinski et al., 2012). Berdasarkan data yang didapat,
nilai LogP pada senyawa palmitic acid sebesar 5,55 yang artinya senyawa
ini tidak sesuai dengan kriteria karena nilai LogP lebih dari 5 sedangkan
nilai LogP obat metformin sebesar -1,24 yang berarti sesaui dengan
kriteria karena nilai berada di bawah 5. Suatu obat dinyatakan mampu
menembus membran sel bila memenuhi setidaknya 2 dari aturan Lipinski
Rule of five (Tian et al., 2015). Penelitian yang dilakukan oleh Ismail dkk,
dengan menggunakan ligan yang sama yaitu palmitic acid, didapatkan tiga
dari empat kriteria yang diperoleh memiliki nilai yang sama seperti yang
didapat dalam penelitian ini, dengan menggunakan software yang berbeda
yaitu SwisSADME, diantaranya berat molekul 256 Da, HBD 1, HBA 2 dan
LogP 4,19 (Ismail et al., 2020). Berdasarkan data yang diperoleh diatas,
senyawa palmitic acid melanggar 1 dari 4 kriteria lippinski Rule of five
yaitu nilai LogP sebesar 5,55 yang seharusnya nilai tersebut kurang dari 5.
Sama halnya dengan senyawa pembandingnya yakni metformin yang juga
melanggar 1 dari 4 kriteria yaitu nilai HBD 5 yang seharusnya nilai HBD
<5. Namun hal tersebut masih dapat di toleransi dan bisa dikatakan
senyawa mampu menembus membran sel sehingga ligan dapat berikatan
dengan reseptor target, karena telah memenuhi setidaknya 2 dari aturan
Lippinski Rule of five. Baik senyawa palmitic acid maupun metformin,
keduanya aman untuk dikonsumsi dan dijadikan obat oral.
6.1.3. Hasil Uji Molecular Docking Ligan-Reseptor

Pada penelitian ini, nilai RMSD yang diperoleh dalam uji

molecular docking antara protein AMPK dengan native ligand nya sebesar
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1.078 A dan 1.136 A (Tabel. 5.1). Uji molecular docking dikatakan valid
apabila nilai RMSD berada di bawah 2,5 A (Christian Baber et al., 2009).
Hal itu menunjukkan bahwa metode molecular docking ini valid dan
memenuhi persyaratan parameter validasi karena nilai RMSD kurang dari
2,5A.

Simulasi docking yang dilakukan antara senyawa uji dan senyawa
pembanding terhadap AMPK, menggunakan daerah dan pusat penambatan
(gridbox) disesuaikan pada daerah penambatan ligan yang terkompleks
(native ligand) pada reseptor 2Y8L dan telah divalidasi. Semua ligan
ADP, AMP dan ATP menghasilkan nilai AGpind yang negatif, dalam artian
penambatan ligan tersebut terjadi secara spontan dan menghasilkan
interaksi pengikatan non kovalen. Nilai AG ATP terkecil sebesar -8,6
kkal/mol lebih rendah dibanding nilai AG AMP sebesar -8,3 kkal/mol dan
AG ADP sebesar -7,6 kkal/mol dan -8,3 kkal/mol. Hasil docking antara
palmitic acid dengan AMPK menghasilkan nilai AGping Sebesar -5,3
kkal/mol (Gambar 5.1). Sedangkan metformin memiliki nilai AGping
sebesar -5,1 kkal/mol. Berdasarkan data tersebut, kedua senyawa diatas
memiliki nilai binding affinity yang lebih besar dan mendekati nilai AG
AMP atau minimal memiliki nilai sekitar AG ADP dimana hal itu
diprediksi dapat memicu teraktivasinya AMPK dan mencegah terjadinya
defosforilasi AMPK. Sebaliknya, apabila nilai kedua senyawa tersebut
lebih kecil atau mendekati nilai AG ATP maka diprediksi akan
menghambat teraktivasinya AMPK dan memicu terjadinya defosforilasi

AMPK. Prediksi ini mengarah pada keadaan alami regulasi AMPK subunit
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y dimana penempelan AMP pada subunit ini akan memicu
terfosforilasinya residu Thrl72 pada subunit o sehingga AMPK aktif.
Penempelan ADP diketahui hanya berperan dalam mencegah terjadinya
defosforilasi AMPK. Berbeda halnya dengan ATP, apabila ATP
menempel pada subunit y, maka akan menghambat fosforilasi residu
Thrl72 sehingga AMPK tidak aktif. AMP memiliki peran sebagai
aktivator allosterik AMPK, ADP sebagai pertahanan struktur aktif agar
AMPK tetap aktif sementara ATP berperan sebagai inhibitor allosterik
AMPK (Calabrese et al., 2014; Carling, 2005; D. G. Hardie, 2008; D.
Grahame Hardie, 2015; Lim et al., 2010; Xiao et al., 2013). Berdasarkan
data nilai AGping, Senyawa palmitic acid dan metformin diprediksi
berpotensi dapat memicu teraktivasinya AMPK dan mencegah
defosforilasi AMPK karena nilai AGping mereka lebih mendekati nilai AG
AMP atau minimal sekitar AG ADP dan lebih besar dari pada AG ATP.
Ikatan yang terbentuk pada reseptor AMPK dan semua ligan yang
digunakan dianalisis serta divisualisasi secara 2D menggunakan software
LigPlot+ 1.4.5. interaksi ikatan yang dianalisis ini berupa ikatan hidrogen
dan hidrofobik. Dapat dilihat pada hasil penambatan ATP (gambar 5.2)
ikatan hidrogen dan hidrofobik yang dihasiilkan lebih banyak
dibandingkan dengan ADP lebih banyak dari AMP. Kondisi tersebut bisa
terjadi salah satunya karena ATP memiliki gugus fosfat lebih banyak dari
ADP lebih banyak dari AMP. Gugus fosfat memiliki atom O yang dapat
membentuk ikatan hidrogen, begitu pula dengan ikatan hidrofobik.

Semakin banyak bentuk ikatan yang terbentuk semakin menghasilkan nilai
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AG yang negatif (de Beer et al., 2010). Hal itu dapat terlihat pada gambar
5.1 yang menunjukkan bahwa ATP memang memiliki nilai AG yang lebih
negatif dibandingkan ADP dibandingkan AMP.

Kemiripan interaksi antara reseptor dengan ligan dilakukan karena
dapat menjadi indikator mimetik antara ligan uji dengan ligan yang sudah
diketahui perannya. Presentasi kemiripan yang tinggi menunjukkan
kemiripan sifat sehingga dapat diprediksi memiliki peran yang sama
dengan ligan pembandingnya (Ferdian. Et al, 2016). Data kemiripan
interaksi pada tabel 5.5 menunjukkan bahwa metformin memiliki residu
yang kemiripannya cenderung lebih besar terhadap AMP dibanding
dengan ATP. Hal itu ditandai dengan adanya residu yang sama dimana
hanya ditemukan pada ligan AMP vyaitu, Ser225 dan Ser315. Sementara
untuk senyawa palmitic acid residu yang terbentuk memiliki
kecenderungan kemiripan lebih besar terhadap ADP dan ATP. Namun,
dari residu tersebut kebanyakan cenderung lebih dekat pada ADP
dibanding dengan ATP karena ikatan hidrogen yang ada pada senyawa ini
terdapat juga pada ikatan hidrogen ADP diantaranya, His297, Ser241 dan
Arg298. Baik senyawa metformin maupun palmitic acid memiliki residu
dengan kemiripan yang lebih besar terhadap AMP dan ADP dibandingkan
dengan ATP yang artinya kedua senyawa tersebut diprediksi mampu
berperan sebagai aktivator allosterik AMPK dengan pengikatan langsung.
Berdasarkan kemiripan metformin yang lebih besar terhadap AMP
dibandingkan kemiripan senyawa palmitic acid yang lebih besar ADP

lebih besar ATP lebih besar dari AMP, maka senyawa palmitic acid bisa
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dikatakan dapat mengaktivasi AMPK secara in silico namun tidak sebaik
dan seefektif metformin yang berpotensi menjadi senyawa antidiabetik.

Selain dari energi ikatan yang dihasilkan oleh palmitic acid
terhadap protein AMPK, palmitic acid merupakan salah satu kandungan
yang terdapat pada tanaman dandang gendis (Clinacanthus nutans). Hal
tersebut dapat dibuktikan pada penelitian sebelumnya oleh Murugesu
tahun 2019 yang membuktikan bahwa senyawa palmitic acid terkandung
dalam tanaman dandang gendis (Murugesu et al., 2019). Pada penelitian
ismail et al tahun 2020, membuktikan bahwa kandungan palmitic acid
pada tanaman dandang gendis (Clinacanthus nutans) memiliki kadar yang
cukup tinggi dibandingkan dengan tanaman jenis lain yakni 23,84%
(Ismail et al., 2020).

Penelitian sebelumnya oleh Dewinta dan teman-teman tahun 2020
bahwa pemberian ekstrak etanol daun dandang gendis (Clinacanthus
nutans) berpotensi sebagai antidiabetik dengan menurunkan kadar gula
darah pada tikus wistar putih model diabetes. Hal ini disebabkan karena
dalam daun dandang gendis (Clinacanthus nutans) mengandung flavonoid
dan asam lemak sebagai antioksidan yang dapat menurunkan kadar gula
darah (Dewinta et al., 2020).

Penelitian lainnya Panggeban tahun 2014 yang meneliti tentang
“Uji Aktivitas Peningkatan Sensivitas Insulin Ekstrak Biji Jintan Hitam
(Nigella Sativa) Melalui Pengukuran Konsentrasi Tirosin Terfosforilasi
Insulin Reseptor Substrat-1 (IRS-1)” bahwa pemberian ekstrak jintan

hitam yang memiliki berbagai kandungan salah satunya palmitic acid

67



dapat meningkatkan sensivitas insulin dan menurunkan kadar glukosa
darah. Pada penelitian ini didapatkan hasil dengan pemberian ekstrak
jintan hitam terhadap tikus diabetes selama 30 hari mampu meningkatkan
kadar tirosin terfosofrilasi pada insulin reseptor substrat-1 (IRS-1),
sensivitas insulin dan menurunkan kadar glukosa darah secara bermakna
pada dosis 96 mg/kgBB (Panggabean et al., 2014).

Kemungkinan mekanisme kerja palmitic acid dalam Clinacanthus
nutans adalah sebagai agonis AMPK, tapi perlu dibuktikan dalam
penelitian lebih lanjut secara in vivo. Perlu penelitian lebih lanjut
mengenai mekanisme kerja senyawa lain dalam tanaman Clinacanthus
nutans terhadap AMPK.

6.2. Kajian Integrasi Islam

Allah SWT telah menciptakan aneka ragam makhluk hidup, salah
satunya yaitu tanaman. Tanaman memiliki berbagai jenis yang tersebar di
seluruh wilayah dunia. Begitu banyak kandungan atau khasiat dalam
tanaman yang dapat bermanfaat dalam kelangsungan hidup manusia dan
sudah seharusnya dimanfatkan sebaik-baiknya. Allah SWT telah berfirman
dalam surah Asy-Syu’ara’ Ayat 7:

28 35 08 (e el T 8 (o311 155
Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-

tumbuhan) yang baik?” (QS. Asy-Syu’ara’:7).
Dalam kandungan ayat yang tertera diatas, jelas sekali bahwa Allah

SWT menciptakan tumbuhan tidaklah sia-sia. Setiap tumbuhan memiliki

manfaat dan khasiatnya masing-masing. Pada tafsir al-Mukhtashar
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dijelaskan bahwasannya “apakah mereka semua akan terus-terusan
berada dalam kekafiran dan tidak mau memperhatikan bumi, berapa
banyak Kami tumbuhkan dibumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan,

yang indah dipandang dan banyak manfaatnya?” (Ahmad Syakir, 2014).
Salah satu makna kata ~_S yang tertera pada ayat diatas yaitu baik atau

mulia. Yang berarti segala sesuatu yang tumbuh di dunia ini memiliki
manfaat yang baik apabila ditteliti dan diperhatikan secara mendalam. Hal
ini sejalan dengan arahan kepada manusia untuk terus melakukan
percobaan ataupun penelitian yang berkaitan dengan khasiat dari tanaman
yang akan diuji, sehingga bisa dikonsumsi baik sebagai makanan ataupun
obat-obatan. Dalam hal ini, penelitian kandungan palmitic acid dilakukan
dengan menggunakan metode molecular docking (QS. Asy-Syu’ara’:7)

Di era peradaban, pemikiran manusia terus berevolusi, teknologi
dan alat-alat semakin canggih, tak pernah berhenti layaknya perputaran
jam yang terus berjalan. Hal itu berkaitan dengan anugerah yang Allah
SWT berikan kepada manusia yaitu akal. Akal digunakan untuk berfikir,
merenungi serta mengkaji apa yang telah diciptakan oleh Tuhan dapat
dimanfaatkan sebaik-baiknya. Sama halya dengan sebuah penelitian yang
metodenya terus dikembangkan khususnya dibidang kedokteran, salah
satunya ialah penelitian in silico, sebagaimana yang tersitat pada surah Ali
Imran ayat 190:

PRI PJER I T FS A R NP PISS EYET S RSN ]

Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan
pergantian malam dan siang terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi
orang yang berakal” (QS. Ali Imran: 190)
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Dalam tafsir Al-Mishbah, makna ayat diatas adalah Allah SWT
memerintahkan manusia untuk mensyukuri nikmat yang diberikan berupa
akal dan pikiran untuk menganalisa, mengkaji dan merenungkan segala
sesuatu, karena sesungguhnya dalam penciptaan, yakni benda-benda
angkasa seperti matahari, bulan, dan jutaan gugusan bintang yang terdapat
di langit atau dalam pengaturan sistem kerja langit yang sangat teliti serta
kejadian dan perputaran bumi pada porosnya, yang melahirkan silih
bergantinya malam dan siang perbedaannya, baik dalam masa maupun
dalam panjang dan pendeknya terdapat tanda-tanda kemahakuasaan Allah
bagi ulul albab, yakni  orang-orang yang memiliki akal murni
(Departemen Agama RI, 2010; Shihab, 2017). Oleh karenanya, kita
sebagai manusia yang berakal diharapkan dapat terus memaksimalkan
teknologi terus berkembang dalam mengkaji ciptaan-Nya.

Diabetes melitus tipe 2 merupakan salah satu gangguan
metabolisme yang ditandai dengan tingginya kadar gula darah dan sering
dikaitkan dengan kondisi resistensi insulin. Hal tersebut dapat disebabkan
oleh berbagai faktor resiko salah satunya yaitu pola gaya hidup yang tidak
sehat. Di dalam al-Qur’an telah dijelaskan tentang larangan mengkonsumsi
makanan berlebihan dan makan secukupnya saja sehingga hal itu
bertentangan dengan kondisi gaya hidup yang tidak sehat bagi penderita
DMT?2. Sebagaimana yang tercantum di dalam Al-Qur’an Surah Thaha
ayat 81:

e QI has® e fKile Jagdags )53l W5 a0 55 L it e 1K
(53h N ial
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Artinya: “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.”

Pada surah diatas dijelaskan bahwa segala sesuatu baik
mengkonsumsi makanan atau minuman haruslah sesuai dengan kebutuhan
(porsi yang cukup) dan tidak berlebihan. Ketika kita lapar maka makanlah
dan berhenti sebelum kenyang, jika dianalogikan, anggaplah Kkita sebagai
tanaman padi yang mana akan layu ketika tidak diberi air yang cukup dan

mati ketika diberi air yang berlebihan.

Sebagai manusia, apabila suatu saat kita diberi penyakit sudah
seharusnya Kkita terus berusaha dan berikhtiar dalam menyembuhkan
penyakit itu. Jangan menyerah ataupun “membiarkan” takdir tanpa ada
usaha sedikitpun. Berusahalah karena Allah SWT menyukai hal itu.
Mencari pengobatan adalah salah satu bentuk ikhtiar dalam mengobati
suatu penyakit. Sebagaimana yang diriwayatkan oleh Imam Ahmad,

sahabat Usamah bin Suraik, bahwasannya Nabi bersabda:
) 0355 108 (el celas by adle & i o 00 S 8
A gy V1 a0 pamy 1055 56 A G o) 5310 bl e G a1 § g 31
AR TR LIEN PR H

Artinya: “Aku pernah berada di samping Rasulullah, Lalu datanglah
serombongan Arab Badui. Mereka bertanya, ‘Wahai Rasulullah, bolehkah
kami berobat?’ Beliau menjawab, ‘lya, wahai para hamba Allah,

berobatlah. Sebab, Allah tidaklah meletakkan sebuah penyakit melainkan
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meletakkan pula obatnya, kecuali satu penyakit.” Mereka bertanya,

‘Penyakit apai itu?’ Beliau menjawab, ‘Penyakit tua.” (HR.Ahmad).

Hadits tersebut menjelaskan bahwa setiap penyakit yang ada di
dunia ini pasti memilki penawarnya, kecuali penyakit tua. Jika kita pahami
betul makna dari hadits diatas, Allah SWT menciptakan suatu penyakit
untuk melihat dan menguji bagaimana manusia ketika ditimpa suatu
penyakit apakah ia akan bersabar dan terus berusaha untuk
menyembuhkannya ataukah hanya menerima takdir dan menunggu
kematian menjemputnya. Namun yang pasti, semua kesembuhan itu tidak
terlepas dari izin Allah SWT. Maka kita sebagai manusia, jangan pernah
lupa untuk senantiasa berdoa kepada Tuhan yang maha Kuasa karena

hanya kepada-Nya tempat memohon pertolongan. (HR. Ahmad).
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BAB VII

PENUTUP
7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa senyawa palmitic

acid dari ekstrak tumbuhan Clinacanthus nutans memiliki potensi antidiabetik
melalui pengikatan ligan reseptor pada sisi aktif AMPK secara in silico. Senyawa
palmitic acid dari ekstrak tumbuhan Clinacanthus nutans juga dapat diabsorbsi
dengan baik dalam tubuh serta dapat dijadikan sebagai obat oral melalui uji

Human Intestinal Absorption (HIA) dan uji Lipinski Rule of five.

7.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, adapun saran yang dapat
diberikan sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut baik secara in vitro maupun in vivo
terkait potensi senyawa palmitic acid sebagai kandidat senyawa
antidiabetik dalam skala laboratorium.

2. Perlu adanya uji potensi antidiabetik kandungan senyawa lain dalam

tanaman Clinacanthus nutans.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Uji Human Intestinal Absorbtion

a. Palmitic acid

-} HIA
1D: HIA
Title Human intestinal absorption (HIA, %)
Description: Human intestinal absorption
Value: 98.297110
b. Metformin
(-} HIA
1D: HIA
Title Human intestinal absorption (HIA, %)
Description: Human intestinal absorption
Value: 45.666887

Lampiran 2. Hasil Uji Lipinski rule of five

a. Palmitic Acid

98.297110

c 666
45.666

887

887

Result

mass: 256.002008

hydrogen bond donor: 1
hydrogen bond acceptors: 2
LOGP: 5.55229%

Molar Refractivity: 77.947777

b. Metformin

Result

mass: 129.088080

hydrogen bond donor: 5
hydrogen bond acceptors: 5
LOGP: -1.24383@

Molar Refractivity: 37.22349%

Lampiran 3. Preparasi Ligan
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1. Ligan yang akan  digunakan  diunduh  melalui  website

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pub@hem About Blog  Submit  Contact Qsear(hpuh(hem

COMPOUND SUMMARY
" Cite # Download

Palmitic acid I

Title and Summary

1 Structures M
PubChem CID 985
2 Names and Identifiers M
3 Chemical and Physical Properties
b asassaadh anaaaaadii -y 4 Spectral Information M
Structure 5 Related Records .
e = el 6 Chemical Vendors
Find Similar Structures 7 Drug and Medication Information
& Food Additives and Ingredients v
@ 9 Pharmacology and Biochemistry M
Chemical Safety 10 Use and Manufacturing -
Iitant 11 Identification M
Laboratory Chemical Safety Summary (LCSS) Datasheet 12 Safety and Hazards -
13 Toxicity -
Molecular Formula CigH3203
14 Associated Disorders and
palmmitic acid Diseases
Uninrdnrannic A i

2. Ligan yang diunduh berbentuk 3D dengan format SDF

DOWNLOAD

Data Used to Display This Page

JSON  save Display XML save Display  ASNT | save  Display

2D Structure
Display ~ JSON  save | Display XML save Display

Display

Display JSON  save | Display XML Save  Display

Display

Looking to Download a PDF of This Page?

Please use print functionality available in your browser and ook for a save as PDF option.
Note that some sections on this page might be loaded on demand (when you scroll to them), and thus, before saving the page to PDF, you would first
want to scroll ta the bottom of the page to make sure that everything is ibaded. Aiternatively, you may open a section of interest in @ new window
(using the new window icon available on the right side of the titfe of each section), and then save it to PDF.

Additional data, such as large data tables, may be available for download from individual sections on this page. For more
information, please refer to PubChem Downloads help document.

-ompound/CID/ 'SDF#?record t ture2D_CID_985

Lampiran 4. Preparasi Reseptor

1. Struktur 3D reseptor AMPK diunduh dari Protein Data Base (PDB)

melalui website https://www.rcsb.org dengan kode 2Y8L.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/

RCSBPDB Depost ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leamn -~ More ~ Documentation ~  Careers

- o Sy = LAY
RG22 PDE @000 ni ‘!.mun é e - Protein Data Bankm
Structure Summary 3D View Annotations Experiment Sequence Genome Ligands Versions
i Disply Files ~
Biological Assembly > 2Y8L

. FASTA Sequence
‘

Structure of the regulatory fragment of mammalian aMPK in

§ PDB Format

\ DOI: 10.2210/pdb2Y8L/pdb

L PDB Format (gz)
Classification: TRANSFERASE
Organism(s): Rattus norvegicus, Homo sapiens
Expression System: Escherichia coli
Mutation(s): No € PDBX/MmCIF Format (9z)

PDBx/mmCIF Format

Deposited: 2011-02-07 Released: 2011-03-16 PDBMLU/XML Format (gz)
Deposition Author(s): Xiao, B., Sanders, M.J_, Underwood, E., Heath, R, Mi
P, Eccleston, JF, Haire, LF. Saiu, P, Howel, S.A., Agsland, R, Martin, S, gjojogical Assembly 1

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation @ Structure Factors (CIF)
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Structure Factors (GIF - gz)
Resolution: 2.50 A Clashscore mmml
© 3D View: Structure | Electron Density R-Value Free: 0.253 Ramachandran outiiers B ..o Bl PDE
Ligand Interaction R-Value Work: 0.225 Sidachain ouiers
R-Value Observed: 0.229 RSAZ outliers z Validation XL
Global Symmetry: Asymmetric - C1 @ fouad
Global Stoichiometry: Hetero 3-mer -A1BIC1 @ By fO-TC Map (DSNG)
2fo-fc Map (DSNB)
“csborg/download/2YELpdb MDIiES Ligand Structure Qualit 1., coefficients (MTZ format)

Cek terlebih dahulu pada software notepad apakah ada missing residues.

[&f cAUsers\LENOVO\Docr \TP12y81pdb - Notepad= [ ] -
File Edit Search View Encoding Language Settings Tools Maco Run Plugins Window 7

cEAHBRGR| s BaD|oecing2x BRIz ERERle® | ERNNE

B 2¥5L modioop_i b 13| B2Y81_Outpur modon_B8 pcb 3| B 2nat o 3] B onfomerdD_CID_5380505 5 13 [El %850 1|

440 REMARK 350 BIOMT3 1 0.000000 0.000000 1.000000 0.00000
441  REMARK 465
442 REMARK 465 MISSING RESIDUES
443 REMARK 465 THE FOLLOWING RESIDUES WERE NOT LOCATED IN THE
444 REMARK 465 EXPERIMENT. (M=MODEL NUMBER; RES=RESIDUE NAME; C=CHAIN
445 REMARK 465 IDENTIFIER; SSSEQ-SEQUENCE NUMBER; I=INSERTION CODE.)
265
465 M RES C S5SEQI
265 MET & 378
265 SER A 379
465 HIS & 380
265 HIS & 381
265 HIS B 382
265 HIS & 383
265 HIS B 384
265 HIS & 385
465 SER A 386
265 GLY & 337
465 LEU & 388
265 VAL A 389
265 PRO A 390
265 IRG A 391
465 GLY & 392
265 ILE & 470
265 THR B 471
265 GLU & 472
265 ALA B 473
465 LYS & 474
265 SER A 475
265 GLY L 476
265 THR B 477
265 ALA B 478
265 THR B 479
465 PRO & 480
265 GLN & 431
465 ARG B 482
265 SER A 483
265 GLY & 484
465 SER A 485
465 ILE & 486
Normal text file length : 728,514 lines: 8,995 Ln:1 Col:1 Pos:1 Unix (LF) UTF-8 INS

Membuka file AMPK *pdb dalam software chimera ataupun pymol.
Kemudian dilakukan pemisahan molekul air

a. Chimera
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< UCSF Chimera

File Select Actions Presets Tools
Chain

Chemistry

Residue

Structure

Sequence...

Atom Specifier...

By Attribute Value...
Zone...

Clear Selection

Invert (all models)

Invert (selected models) —
Select Al

Selection Mode (replace)
Broaden

Narrow

Undo

Name Selection...

< UCSF Chimera

File Select Actions Presets Tools
Atoms/Bonds
Ribbon
Surface
Color
Label
Focus

Set Pivot

Inspect
Wirite List...
\Write PDB...

Control "missing segments” pseudobonds with Pseudobond Panel (in Tool

Favorites Help

amino acid category *

all nonstandard
ADP
AMP
HOH

standard amino acids
ALA
ARG
ASN
ASP
cYs

GLU

HIS

eneral Controls)

Favorites  Help

show

show only
hide

backbone only
side chain/base

stick
bal & stick

sphere

wire

wire width

rings 4
nucleotide objects >

delete

101 atoms B © &

Pilih select = Residues = HOH, dan Actions = Atom/Bonds = Delete

b. Pymol
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e Mouse Wizard Plugin  Help

FUMOL) set

Klik segmen HOH -> klik kanan = remove
Dilakukan juga pemisahan chains (rantai) yang akan digunakan dan
pemisahan native ligand. selanjutnya disimpan dalam format *pdb.

a. Chimera

< UCSF Chimera - X
File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Chain
Chemistry
Residue
Structure

Sequence...
Atom Specifier...

By Attribute Value...
Zone...

Clear Selection

Invert (all models)

Invert (selected models) —
Select Al

Selection Mode (replace) ~ *
Broaden 1
Narrow i
Undo -

Name Selection...

2580 atoms, 2577 bonds| @]

Pilih select = Chain =A,B, dan Actions = Atom/Bonds = Delete
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< UCSF Chimera - X

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Open... Control-o
Fetch by ID...

Restore Session...

Save Session As... Contro-S

Save Image...
Save PDB...
Save Mol2...
Export Scene...
Publish...

Close Session
Quit Controkq

Pilih select = Chain = E dan File = save PDB

b. Pymol

B pymoL - X
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin  Help

LEU SER ASP ILE LEU GLN ALl

Klik Selecting = Chains = delete chain dan residu yang tidak dibutuhkan

—> Save As *pdb
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Lampiran 5. Uji Human Intestinal Absorption (HIA)

1. Buka situs Pre ADMET online di website https://preadmet.bmdrc.kr/

kemudian pilih ADME prediction

B 1691 x | © Invit X | Zi Prop X | J METE X | @ Insili X | © Paim X | G cara X | & com X | @ PyM( X | §¥ Conv X | @ OPEl X [ Prer X | + o - X
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€ Tel: +82-32-212-9550 / Fax: +82-32-212-9572 B webmaster@bmdrc.kr
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Home About @ Druglikeness %% ADME # Toxicity Community Commercial
Welcome to the PreADMET LestestNews
B G-SFED and Human Nephrotoxicity
(g@ models will be added in Aug 2017
PreADMET i d application for predicting ADME data and building drug-like library using in silico method. R
PreADM| commercially available in the four editions: Descritpors, Endpoint, Standard and
Prafessional s PreADMET Ver 2.1 is coming soon in
5 s 2 this month.
Drug-Likeness Prediction E
b
Lipinski'r rule, lead-like rule, Drug DB like ru
[2008/11] PreADME is one of the
B most popular sites by
ADME Prediction pop Y
Cheminformatics.org.
caco-2, MDCK. BBB, HIA, plasima protein binding and skin permeability data
Toxicity Prediction = [2008/10] New release of PreADMET
' v2.0 windows version
Ames test and rodent carcinogeni
20N 10O Matsr Dra ANMMET winh citn >
MOL, lalu file ligan tersebut dicopy ke notepad
new 1 - Notepad++ [Administrater] - X
File Edit Search View Encoding language Settings Tools Macro Run Plugins Window 7 X
. 5]
PBE3GAsBBlacing| x| BEI1 ERERACS BV EE
Hmpana|ﬂmunna Enew 1 m|
1 s ~
OpenBabel0$212110352D
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€ 10.9296 -17.3528 0.0000 © 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 24.7522 -15.3577 0.0000 C 0 0 0 0 00090 00 000
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26.4800 -14.3601 0.0000 C 9 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 @
21.29865 -15.3577 0.0000 C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28.2078 -15.3577 0.0000 C 0 0 00 0 0 0000 00
15.5687 -14.3601 0.0000 C 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
29.9355 -14.3601 0.0000 C 0 0 0 0 00090 00 000
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25.5473 -1€.3052 0.0000 H 0 0 0 0 00090 00 000
23.8195 -13.4124 0.0000 H 9 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 @
22.2292 -13.412% 0.0000 H 9 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 @
27.2751 -13.4124 0.0000 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25.6584% -13.4124 0.0000 H 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20.501¢ -16.3052 0.0000H 0 0 O 0 0 0 © 0 0 0 O @
22.0915 -16€.3052 0.0000 H 0 0 0 0 00090 00 000
27.4127 -16.3052 0.0000 H 9 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 @
29.0028 -16.3052 0.0000 H 0 0 0 0 0 0 0000 00
20.3638 -13.4124 0.0000 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18.7736 -13.4124 0.0000 H 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30.7308 -13.412¢ 0.0000H 0 0 O 0 0 0 © 0 0 0 O @
29.1405 -13.4124 0.0000 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 @
17.0457 -16.3052 0.0000 H 9 0 0 0 0 0 0 ¢ 0 0 0 @
18.6380 -16.3052 0.0000 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30.8683 -16.3052 0.0000 H 0 0 00 0 0 0000 00
32.4586 -16.3052 0.0000 H 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 v
Normal text file length : 4757 lines: 105 Ln:105 Col:1 Pos:4758 Windows (CRLF)  UTF-8 INS

3. Masukkan file ligan *MOL yang telah dicopy di notepad ke Load

Molecule pada website pre ADMET online

98



https://preadmet.bmdrc.kr/

© Post Attendee - Zoom x | [ 169100280 X | [ ethesesuin-malsngacid/21° X i ADME-PreADMET |Predici X+ RCSBPDB: Homepage x| +

< C @ preadmetbmdrc.kr/adme/
Home About ® Druglikeness % ADME # Toxicity Community Commercial
ADME
v a2 & &
c ~|o - /S22 - O 14 100
| > °

Where do | get MOIFiles or ChemDoodle JSONZ

4. Hasil prediksi Human Intestinal Absoption (HIA)

@ OPENBABEL - Chemical file form X [ ADME - PreADMET | Prediction © X + (-] - X
ra @ @ preadmetbmdrekr/adme/ * B »Q :
re A[]M ET Home About © Druglikeness i ADME % Toxicity Community Commercial .
D 4 Value
©
() Buffer_solubility_mg_L
©
© Inhibitor
© Inhibitor
©
©
© Inhibitor
©
(+) HIA
© MDCK 70,5083
© _inhibition Inhibitor
(+) Plasma_Protein_Binding
%) ire_wate! bility_mm
Waiting for play.gosgle.com... =

Lampiran 6. Uji Lippinski Rule of five (Rof)

1. Buka situs uji Lippinski Rule of five online yaitu http://www.scfbio-

iitd.res.in/software/drugdesign/Lipinski.jsp
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http://www.scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/Lipinski.jsp
http://www.scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/Lipinski.jsp

© PostAttendes x | [B 16910028pcf X | [ ethesesuin-n X |

< c

RCSBPDB-7 X | © Palmiticacid | X @ LipinskiRule X

A Not secure | scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/lipinskijsp#anchortag

Fagility.for

Upinsii rule of Grug ke and non drug Tike molecules

for melecules. complying with 2

These fiters help in early peeclinical o

clinical ailures To draw & themical siructur nd fetlow

ne Instructions given,

et and could help void costly lete-stage
[t

@ articlephp X

predicts nign
ore of the

echinical and

Step 1: Input Drug File.

No file ehosen

Step 2 Input pH Vaiue

pH Value [Value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3:

lick on "Submit’ to submit your job

‘ Result

mass: 129.ceeeee
hydrogen bond donor: 5
hydrogen bond acceptors: §

LOGP: -1.223838
Molar Refractivity: 37.223495
4
How to Use the Tool
the folow

and subit it again

wetions gven
1 Upload the

S mall Us 3+ AURLash PscTbio-iig s |

G

google transl X | +

°
ax B*»0

2. Masukkan senyawa ligan bentuk 3D dalam format sdf lalu submit

© PostAtende: x | [ 16910020pdf X | [ etheseswinn X |

<

3. Hasil uji Lippinski Rule of f

RCSBPDE -7 X | (© Palmiticacid | x @ LipinskiRule - X

C A Notsecure | scfbio-iitd.res.in/software/drugdesign/lipinskijsp#anchortag

P

ity for

Lipinski Rule of Five
5 beween drug ke and ron i I mote

- Holecular
- g tess than 5

than 5 hydrogen bond
= Less than L0 Bydragen bund acceplors
= Molar refract uld be between 30-130

aonors

Thesa 1
dinical

o age

precinical and

@ articlephp X

Step 1: Input Drug File.

it POB e (R T] Mo i chosen

Step 2: Input pH Velue

pH Value [Value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3: Ciick an “Submit’ to submit your job

[Resue

[mass: 125.6eaece
hydrogen band doror: 5
hydrogen bond acceptors: §
LOGP: -1.243838

Molar Refractivity: 37.223095

How ta Use the Teol

OPTION 1:-

e
- Clickon's:
Far Feadback/Q

ive (Rof)

G

googletrans! X | +

o
ax B0

\/Talking
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O 6o | @ B« RCSE | ©) Paim | © https | B ADN Che hitps @ Li % S Yousare screen sharing O Ll 0 b: | B PoEc | + o - X

I C A Notsecure | scfbio-iitd.res.in/softy nskijsp#anchortag o *»0 :

Input PDS file [ Ghoose File | No file chosen

Step 2 : Input pH Value

PH Value [Value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3: Click on 'Submit’ to submit your job

[ submit |[ Reset |

Result |

mass: 129.660668

iolar Refractivity: 37.223495

How to Use the Tool

OPTION 1:-
« The input File should be in the following formats[*.pdb, =.mol,*.mol2, *.xyz,* .sdf, *.smi]

 The input file name should not contain whitespace(s).
Brovse

B
= Click on Submit.
For Feedback/Queries/Reportings bugs/Suggestions mail us at : abhilash@scfbio-iitd.res.in

References:

B povestubuntu_12.zip A sixp.pdb ~

Lampiran 7. Uji Molecular Docking

1. Membuka software Autodock kemudian memasukkan file reseptor AMPK

yang sudah dipreparasi dalam format *pdb

7% AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

AELT Lo N E e S

|ADT4.2 Ligand Flexible Residues  Grid  Docking Run  Analyze
]

[y
DashBoard | AniMal | Tools
sec  ~lownyl
=
R F7z SLBCRMSLO
¥ All Malecules %% N BB TV

Current Selection HBh% %%V
b e Oe0CO0vVY

|Mnn,:\Nnne Time:[7720  selected: [T NEEEIN Spinoff — |FR:[213 [@ D

2. Tambahkan muatan parsial (hydrogen polar), compute Gasteiger,

selanjutnya save as *pdbqt
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7 AutoDockTools - X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

[ S = =
Ij ]t .é Undo deleteMol |_‘ _:| h ‘6\ T a g( J
== Bonds ,
JroT22 Ligand Flex  poere , _Docking Run _Analyze
Atoms 3

DashBoard | AniMol | T¢  Delete Water

s Charges .

k] IR 1 0gens

E

ATV a— i

= Al Molecules Color Palettes »|  Merge Non-Polar

Current Selection | Torsion Angles » | Fix Pdb Names
e |m[ Telelele] Edit Histidine Hydrogens

|Mnu,:\Nnne Time-[1375  Selected: [ TSN Spinof — |FR:[ 0.0 (@D

Pilih Edit = Hydrogens - Add - Polar only - Ok

74 AutoDockTools - X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

ey | = | -l =

=] It - Undo doleteMol | ‘ _:| = 5\ ,,:Q (J
| Bonds ,

JA0T42  Ligand Flex  puete » _Docking _Run _Analyze

Atoms 3 \'T
DashBoard | AniMol | T¢__ Delete Water

Charges >
Selt] " yaogens  »|_Add Kollman Charges
R AAZ | s Bl Compuic Gastoiger |
9 Al Molecules Color Palettes * Check Totals on Residues
Current Selection |  Torsion Angles »|  Set Charge Field

b e O8o000VY

|Mud.;\Nune Time:[1.375  Selected: [T ENEEIN Spin of — |FR:[ 312 [@'&D

Pilih Edit - Charges - Compute Gasteiger
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7 AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

AEY LGN Ee Sl

|ADT4 2 Ligand Flexible Residues  Grid  Docking Run  Analyze

DashBoard | AniMel | Tools Open GPF...

s gamapTypes ¢ Open_
R FZz [SEBE ocmmo.
% All Molecules W% %y %y  Other Options... 3

Current Selection % %% Output 4
b e O®OC  Edit GPF

|Mnu,:\Nnne Time:[7720  Selected: [ TSN Spin of — |FR:[ 213 [@'@

Pilih Grid - Macromolecules - Select Molecules
Memasukkan senyawa uji serta senyawa pembanding kedalam software
Autodock agar apat dilakukan preparasi tahap selanjutnya yaitu torsion
tree, aromatic carbons, select grid selanjutnya file di save dengan format

*pdbqt

74 AutoDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

HEY e E["O S

[ADT22 Ligand _Flexible Residues  Grid  Docking  Run _Analyze
<

Dashio; IS
TosionTree | N
Sel[ | ar arbons »| Choose...

cC

R ouput »|  Open as Rigid...
. Quick Set

= All Molecules CEisD

Current Selection B%% %N VY
b e OC0COOVY

il o]
|Mnd,:\Nnne Time:[0.047  Selected: [ TSN Spin of_—i |FR:[ 625 [@)

Pilih Ligand = Input = Open
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7 AutoDockTools - X

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

HEY £ LTSS S

|A0T1 2 Ligand Flexible Residues  Grid

Z
=
DashBo; __Input 4

Sel-[ " Aromaic Carbans »|  Choose Roct
S # ouput »  Detect Root
- Show Root Expansion

=
= e

Docking  Run _ Analyze

¥ Al Molecules

Curront Selastion & Showltide Root Marker
b %, [mlel Choose Torsions..
[ & Set Number of Torsions... P;3925

7

Shift Pick or Shift drag-&-pick bonds.
reen = rotatable,
Magenta = non-rotatable,
Red = unrotatable.

033298930

Number of rotatable bands = 4/ 32 N9;3938 / C4%;3931
Make peptide backbone bands non-rotatable 13937

Make amide bonds rotatable

Make guanidinium bonds rotatable

Mzke bonds between selected atoms non-rotatable

Make all active bonds non-rotatable

Done

|Mnu,:\Nnne Time-[0.000  Selected: [ TSN Spin of — |FR:[ 128 [@' @

Pilih Ligand - Torsion tree = Choose Torsions = Set Number of Torsions 2
Done

Pilih menu gridbox untuk menentukan target docking pada reseptor

AMPK yang telah dimasukkan kedalam software Autodock

» 74 Grid Options x
Ci t Hyd Bonds  Grid3D Hell
( File Center View  Help ompule  Tydiogen Bends oF i
{ Current Total Grid Pts per map: 64000 | h 6\ 1 a L J
’F number of points in x-dimension: a ot
A un  Analyze
1 [ITTTT 40 1T
number of points in y-dimension:

LTI 40 T

number of points in z-dimension:

M40 HI]I]II
Spacing (angstrom): [ITT19-356 T

Center Grid Box: <offset>

xcenter: [-0.007 _
y center [-8.714 AN
z center: [40.787 (AR

.l ]
|Mnu,:\Nnne Time-[3402  Selected: [ NS z Spin of — |FR:[ 323 [@' @

Pilih Gridbox = Atur area docking = File = Save As *txt
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5. Masukkan data yang telah diperoleh dari hasil preparasi ligan, protein

reseptor, serta grid parameter ke dalam software notepad yang sesuai

dengan format docking Autodock Vina menggunakan command prompt.

J conf - Motepad

File Edit Format View Help

‘r‘eceptur
ligand =

center_x
center_y
center_z

size_x
size y
size z =

= e.pdbgt
29.pdbgt

-2.592
-16.257
-46.543

log = log.txt
num_modes = 9
exhaustiveness = 64

Ln1, Col1

UTF-8

O

*

Buka software notepad - masukan format docking yang telah di save > Save As

6. Buka software command prompt kemudian masukkan perintah algoritma

untuk memulai proses simulasi docking menggunakan Autodock Vina

dalam command prompt.
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p on.
S I O O

KMPlayer

Ardellya

Effida...

R

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
1

7. Setelah selesali, hasil validasi docking dapat dibuka menggunakan software

notepad dengan file nama log.txt

| log - Notepad ] x

File Edit Format View Help
I # Please see http://vina.scripps.edu for more informa ~

1 log - Motepad m} X

File Edit Format View Help
# Please see http://vina.scripps.edu for more informa 4

WARNING: The search space volume > 27800 Angstrom”3 (
Output will be metformin_out.pdbgt
Detected 2 CPUs

Reading input ... done.

Setting up the scoring functien ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 228935776

done.

Performing search ... done.
Refining results ... done.
mode |  affinity | dist from best mode
| (keal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

----- s ST LR PP

1 -5.1 @.00@ 0.008
‘ 2 -4.7 16.8082 18.528
|3 -4.7 8.247 9.131
{ 4 -4.6 1.584 3.471
5 -4.6 17.002 18.244

[ -4.6 9.874 16.387
‘ 7 -4.5 7.665 8.652

3 -4.5 7.846 9.272

9 -4.5 16.72@ 17.892
}2 A . 5
I Ln1, Col1 100%  Windows (CRLF) UTF-8

WARNING: The search space volume > 27080 Angstrom™3 (
Output will be palmitic_out.pdbqt
Detected 2 CPUs

Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 1474843248
Performing search ... done.

Refining results ... done.

done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

----- T S T

1 -5.3 0.0680 0.608

2 -5.3 11.689 14.355

3 -5.2 3.849 4.651

4 -5.2 4.851 6.748

5 -5.2 13.058 15.668

6 -5.2 2.788 5.217

7 -5.8 15.856 20.853

8 -5.@ 1.788 3.343

9 -4.9 2.889 3.713 =
< >

Ln1, Col 1 100%  Windows (CRLF) UTF-8

Lampiran 8. Visualisasi Hasil Molecular Docking

1. Buka software Discovery Studio, masukkan file reseptor yang sudah

dipreparasi sebelumnya dan output ligan hasil docking yang didapat.
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[ T mevtorian B *
e ~BRE 4 | <« Documents v B »
Tools (£ » -] Ds wel
Organize v New folder 2] =
View Interactions > .
Define the receptor and ligand. DS J: @ oneorive A Name
f f R 2v02
o d: <und I This PC g
through ligand | 8
Stey 3
» throuch figands. J 30 Objects Az >
F o+ o+ I Desktop B '3 Nl
Display receptor-igand interactions 3 Documents A- " 1
5 No preview [N
¥ Downloads weriatie Upgrade
D Music
&= Pictures
B Videos \Want more Discovery Studio?
2. Windows (C) Unleas
= DATA(E) installs
v < >
File name: [ | i Supported Formats ~ .
Show receptor-igand interactions on a 2D .
dagram. .
Define and Edit Binding Site atp_out pdbat .
e pdbat .
atp.pdb N
atp.dsv .
final.pdb
29_out pdbat For upgrade information:
epdbat hittps: A 3ds.com/how-to-buy
palmitic out.odbet T
Enable Additional Features
Gabungkan kedua file tersebut, kemudian di save dalam bentuk format
*pdb
- o x

Discovery Studio Visualizer

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

G " BRE S XAXF B [ Display Style... | * | Nonbond Interactions... ~ W
Tools B R - | S Welcome lig_out e [
View Interactions v o3

Define the receptor and ligand.
Define Receptor: E

Define Ligand: <undefined:>
Step through ligands.

F + 32

Display receptor-igand interactions.

& E
7, Protein Groups
b2 lig_out model 0

Ligand Interactions

Display receptor surfaces.
Aromatic  HBond  Charge
Hydrophobic ~ Tonizability  SAS

Change the visbilty of the receptor and
ligand.

Ligand

Receptor
Interact Pocket Atoms

Show receptor-ligand interactions on a 2D
diagram.

Show 2D Diagram
Define and Edit Binding Site

Buka LigPlot+ 1.4.5 kemudian masukan file yang tadi telah di save dalam

bentuk format *pdb
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LigPlus

Home  shae  view
« v 4 [ > ThisPC > Downloads »
[ Desktop A Name

Documents lib
ADP38 [=] cLigh
antimararia percobaan (2 Lige{
ATP
ATP (2v22)

Autodock_metformin
Autodock_metformin2
Autodock_metformin3
Autodock_Native 37_FIX
Autodock_Native 38_FIX
Autodock_native37_64
Autodock_native3g_64
Autodock_palmitic
Autodock_palmitic2
Autodock_plamitic3
Berkas TK 2
contoh malekuler wwhwk
Cyberlink
Discovery Studio
foto kegiatan TKIT AL FIDAZ
1BM
Materi CTMR
Studio One
Tugas Fina
Zoom

- Downloads

3items  1item selected 743 KB

v o
File Edit Help
L -
.‘
= .
= Version v.1.4.5
Open
LigPlot+ is a front-end for running and editing LIGPLOT
Lookin: Autodock_metformin3 ~ ZrE-
To stast, use File-=Open and selest PDE fils. For full nstrustions, g0 to Help. - 28
=] =] conf
(= x
Recent Ttems E
L] E.pdbat
[s] E
Desktop L=l grid
E] log

Documents

Licensed to: Medical Seiences, Universitas Negeri Islam Maulana

Network

|| metformin,pdbqt
|| metformin_out.pdbat

File name: final receptor.pdb

Flesof type: Al Fles e

Cancel

Tunggu dan hasil visualisasi molecular docking akan keluar

@2 w

Microsoft ~ ASIO4ALL v2

Instruction.
E ,f) = Q
=% o
Microsoft

Winamp  ruangbelajar EPSON Scar
PowerPoi...

B s*AT

Microsoft EPSON

el Manu
2]

Microsoft
Edge

Recycle

DroidCam..

F

Zoom  Notepad+

Shopfor  Mendeley
Supplies-...  Desktop

0 e

Firefox  Cisco Webex PMV-15.6)
Meetings

Studio One 5 AutoDock.

Connectio.,

Chimera 1.14 CADD-1.5.6

(£ LigPlot+ v.1.45

File Edit Help

>
%m.

e

Sex315

final receptor

Recentre On/off Sizes Colours

Moveresidue v
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