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ABSTRAK

Prevalensi diabetes tipe 2 semakin tahun semakin meningkat. Berbagai obat oral
sudah banyak dikembangkan namun memiliki efek samping yang cukup serius, seperti
resiko gangguan liver dan jantung, bahkan resiko hipoglikemia. Namun, dari sekian
banyak obat oral, inhibitor DPP4 dan SGLT2 diketahui memiliki efek samping minimum
dan rendah resiko hipoglikemia sehingga bagus jika digunakan sebagai obat antidiabetes.
Mengingat diabetes tipe 2 dapat mengakibatkan berbagai macam komplikasi, maka
untukpengobatan perlu dipilih terapi dan pengobatan yang tepat, aman, dan minim efek
samping, yaitu dengan pengobatan berbasis etnofarmakologi atau pengobatan tradisional.
Berbagai macam tanaman obat di Indonesia telah banyak dimanfaatkan sebagai obat
antidiabetes namun belum teruji potensinya secara ilmiah. Maka dari itu, pada penelitian
ini dilakukan skrining virtual menggunakan metode docking molekuler untuk menguiji
potensi dan interaksi senyawa bioaktif tanaman etnofarmaka indonesia yang berpotensi
sebagai antidiabetes (SBTEI-AD) melalui penghambatan DPP4 dan SGLT2. Docking
molekuler dilakukan menggunakan metode Vina di PyRx 8.0, dengan ligan 16
SBTEI-AD, protein target DPP4 dan SGLT2, senyawa pembanding sitagliptin dan
canagliflozin. Berdasarkan analisa afinitas ikatan dan interaksi non kovalen hasil
docking molekuler, dari seleksi virtual antara 16 SBTEI-AD diperoleh hasil
bahwa senyawa Rutin dari tumbuhan mengkudu (Morinda citrifolia) merupakan
kandidat senyawa terbaik yang memiliki potensi sebagai obat antidiabetes oral
melalui inhibisi DPP4 dan SGLT2, selain itu Cassiamin C dari tumbuhan Johar
(Cassia siamea) juga memiliki potensi yang sama baiknya dengan mengkudu
dalam penghambatan SGLT2.

Kata kunci : Diabetes mellitus, Docking molekuler, DPP-4, Etnofarmakologi, SGLT2.
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ABSTRAK

The prevalence of type 2 diabetes is increasing every year. Various oral
medications have been widely developed but have serious side effects, such as the
risk of liver and heart disorders, even the risk of hypoglycemia. However, of the
many oral agents, DPP4 and SGLT2 inhibitors are known to have minimal and
low-risk side-effects of hypoglycemia so it has a good efficacy to used as an
antidiabetic drug. Given that type 2 diabetes can lead to a wide range of
complications, it is necessary for treatment to be chosen an appropriate, safe, and
minimal side-effects, with ethnopharmacology-based or traditional medication.
Various medicinal plants in Indonesia have been widely used as an antidiabetic
drug but the potencial have not proven scientifically. Therefore, in this study, a
virtual screening using molecular docking method to test the potential and
interaction of the bioactive compound of Indonesia ethnopharmacy plant which
has potential as antidiabetic (SBTEI-AD) through DPP4 and SGLT2 inhibition.
Molecular docking was performed using Vina method in PyRx 8.0, with 16
SBTEI-AD as ligands, DPP4 and SGLT2 as protein targets, sitagliptin and
canagliflozine as comparing compound. The results of virtual screening, based on
binding affinity analysis and non-covalent interactions (hydrogen bonds and
hydrophobic bonds), among 16 SBTEI-AD, Rutin compound from noni fruit
(Morinda citrifolia) are the best candidate compounds that have potential as oral
antidiabetic drugs through DPP4 inhibition and SGLT2. In addition, Cassiamin C
also have the same potential as Rutin to be SGLT2 inhibitor.

Key Words : Type 2 Diabetes, Molecular docking, DPP-4, Ethnopharmacology, SGLT2
Virtual Screening.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Diabetes mellitus (DM) adalah penyakit metabolik kronis yang ditandai
dengan kondisi hiperglikemia yaitu peningkatan glukosa darah dari rentang kadar
puasa normal 80 — 90 mg/dl darah, atau rentang non puasa sekitar 140 — 160 mg /100
ml darah. DM diklasifikasikan menjadi empat tipe, DM tipe 1, DM tipe 2, DM
gestasional, dan DM yang berhubungan dengan keadaan atau sindrom lainnya. DM
tipe 1 disebabkan oleh penghancuran autoimun sel B penghasil insulin pada pulau
Langerhans di pankreas. Massa sel B kemudian menurun dan sekresi insulin menjadi
semakin terganggu Ekspresi DM tipe 1 dipicu oleh interaksi genetik dan lingkungan.
Sedangkan DM tipe 2 merupakan hasil dari gangguan sekresi insulin dan resistensi
insulin. Resistensi insulin atau kurangnya aksi insulin pada jaringan target merupakan
dasar dari kelainan metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein pada diabetes
(Corwin, 2009).

DM tipe 2 merupakan penyakit yang dominan ditemukan di masyarakat
Indonesia dan dunia. Dari seluruh penderita diabetes, 90-95% mengalami DM tipe 2
dan kebanyakan dari penderitanya mengalami obesitas. Obesitas dan kelebihan berat
badan bahkan meningkatkan resiko diabetes karena jaringan adiposa terutama pada
abdominal bertindak sebagai organ endokrin pensekresi mediator kimia yang
meningkatkan resistensi insulin dan inflamasi (Fowler, 2007).

Pada umumnya, pengobatan DM 2 dilakukan dengan pengaturan diet, terapi
insulin, dan pemberian obat antidiabetik oral. Beberapa kelas obat antidiabetik oral
yang telah dikembangkan antara lain sulfonylurea, inhibitor alpha-glukosida,
biguanid, meglitinid, inhibitor dipeptidyl peptidase-4 DPP-4, inhibitor sodium
glucose co-transporter-2 (SGLT2), agonis peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARy), dan thiazolidinedione (Sheehan, 2003). Setiap kelas obat
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memiliki target, mekanisme kerja, dan efek samping masing-masing. Inhibitor DPP-4
dan SGLT2 diketahui tidak memiliki efek samping yang serius terhadap organ-organ
tubuh lainnya, selain itu juga memiliki resiko rendah hipoglikemia dan obesitas.
Inhibitor DPP-4 adalah obat antidiabetik yang bekerja menghambat enzim DPP-4 di
membran lumen usus halus. DPP-4 mampu memecah hormon inkretin, yaitu hormon
yang menstimulus sel P pankreas untuk mensekresi insulin (Guasch, 2012)..
Sedangkan inhibitor SGLT2 bekerja menghambat aktivitas SGLT2 dalam proses
reabsorbsi glukosa di ginjal sehingga kelebihan glukosa dibuang melalui urin (Zou et
al., 2017). Penghambatan aktivitas DPP-4 akan memperhatankan kadar insulin yang
dihasilkan pankreas, dan penghambatan SGLT2 akan mengurangi kelebihan glukosa
darah. Dua kelas obat tersebut merupakan pilihan yang tepat dalam pengobatan DM
tipe 2. Mengingat DM tipe 2 dapat menyebabkan berbagai komplikasi, maka untuk
pencegahan dan pengobatan juga diperlukan terapi yang aman dan minim efek
samping. Salah satunya melalui pengobatan berbasis etnofarmakologi.

Etnofarmakologi adalah ilmu yang mempelajari tentang kegunaan tumbuhan
yang memiliki efek farmakologi dalam hubungannya dengan pengobatan dan
pemeliharaan kesehatan oleh suatu suku bangsa. Pengobatan berbasis tumbuhan telah
menjadi tradisi dan budaya suatu etnis di berbagai wilayah di dunia (Sukenti et al.,
2004). Tidak hanya etnis-etnis lokal di wilayah yang jauh dari pusat kesehatan,
masyarakat modern di negara maju juga mengenal pengobatan tradisional. Senyawa
kimia bahan baku obat tradisional tersebut merupakan metabolit sekunder yang
berasal dari tumbuhan. Beberapa metabolit sekunder antara lain alkaloid, flavonoid,
tanin, steroid, saponin, polifenolat dan kuinon (Ajizah, 2004).

Salah satu etnofarmaka untuk terapi DM tipe 2 adalah buah mahkota dewa
(Phaleria macrocarpa) yang kerap digunakan oleh masyarakat Jawa. Senyawa-
senyawa flavonoid mahkota dewa seperti fevicordin, mirisetin, quercetin terbukti
memiliki aktivitas antidiabetik lebih baik dari acarbose, salah satu obat antidiabetik
komersial (Rachmania et al., 2015). Meskipun penemuan dan perkembangan obat-

obatan di bidang farmasi telah berkembang pesat, namun kebutuhan akan senyawa
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baru yang berpotensi tinggi untuk melawan berbagai penyakit dengan prevalensi
tinggi seperti diabetes masih menjadi tantangan besar.

Sebagai negara dengan megabiodiversitas, Indonesia memiliki 30.000 spesies
tumbuhan dari 40.000 spesies tumbuhan di dunia. Pewarisan pengetahuan tradisional
tentang tumbuhan obat sebagian besar masih dilakukan secara lisan. Beberapa
penelitian ilmiah tentang potensi obat tradisional dibidang kesehatan telah banyak
dikembangkan di Indonesia. Hasilnya, sebanyak 300 spesies tanaman telah digunakan
sebagai bahan obat oleh industri obat tradisional. Namun demikian, jumlah tersebut
hanya sekitar 3.5% dari 9.600 spesies tanaman yang telah dimanfaatkan untuk
kesehatan dan obat oleh 400 ragam etnis di Indonesia, sedangkan sisanya belum
teridentifikasi dengan ilmiah (Wiwaha, 2012). Hal ini diduga karena proses skrining
obat masih banyak menggunakan metode in situ dan in vitro yang memerlukan proses
analisa yang relatif lama. Maka dari itu pada penelitian ini dilakukan skrining virtual,
yaitu penyeleksian senyawa menggunakan metode komputasi docking molekuler.

Aplikasi pembuatan database berbasis skrining komputasi (docking) telah
menjadi semakin populer dalam penelitian farmasi. Melalui docking molekuler,
potensi obat suatu senyawa bioaktif dapat ditemukan lebih cepat. Docking adalah
metode komputasi pendisainan obat berbasis struktur yang bertujuan meniru
peristiwa interaksi molekul ligan dengan protein yang menjadi targetnya. Prinsip
docking adalah teknik penambatan ligan ke sisi aktif reseptor yang dilanjutkan
dengan evaluasi molekul berdasarkan kecocokan konformasi struktur dan sifat
elektrostatik. Informasi yang didapat dari docking dapat digunakan untuk
memprediksi kekuatan atau afinitas ikatan, energi bebas, dan kestabilan kompleks
antara protein dan ligan kandidat obat (Kroemer, 2003).

Pengintegrasian aktivitas senyawa bioaktif dengan protein target melalui virtual
skrining dapat digunakan untuk menentukan senyawa bioaktif tanaman obat
tradisional di Indonesia yang berpotensi sebagai obat antidiabetik tipe 2 kelas
inhibitor DPP-4 dan SGLT2. Pada penelitian ini dilakukan docking molekuler

menggunakan software PyRx, dengan metode Vina. ligan yang digunakan adalah 16
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Senyawa Bioaktif Tanaman Etnofarmaka Indonesia yang diduga berpotensi

antidiabetes (SBTEI-AD). 16 tanaman tersebut dianggap cukup representatif untuk

mewakili etnofarmakologi di lima pulau terbesar di Indonesia. Sedangkan protein

targetnya meliputi DPP-4 dan SGLT2. Docking molekuler dilakukan untuk

mendapatkan informasi mengenai interaksi aktivitas ligan terhadap protein target.

Selain itu juga untuk mendapatkan visualisasi makromolekul kompleks ligan dan

protein target. Pada penelitian ini digunakan sitagliptin dan canagliflozin sebagai

senyawa pembanding. Melalui penelitian ini, diharapkan dapat diperoleh database

senyawa baru obat antidiabetik tipe 2 yang yang potensial, stabil, aman, serta
memiliki aktivitas penghambatan DPP-4 dan SGLT2.

1.2

1.3

Perumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah:

1.

Bagaimana afinitas dan interaksi pengikatan hasil docking molekuler
ligan (16 SBTEI-AD) terhadap protein target (DPP-4 dan SGLT2),
dibandingkan  dengan  senyawa pembanding  (sitagliptin  dan
canagliflozin)?

Senyawa tanaman apa yang paling berpotensi sebagai obat antidiabetes
melalui penghambatan DPP4 dan SGLT2, ditinjau dari afinitas dan
interaksi pengikatan hasil docking molekuler ligan (16 SBTEI-AD)
terhadap protein target (DPP-4 dan SGLT2)?

Batasan Masalah

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1.

Ligan yang digunakan adalah 16 Senyawa Bioaktif Tanaman
Etnofarmaka Indonesia yang diduga berpotensi sebagai antidiabetes
(SBTEI-AD).

Reseptor yang digunakan adalah DPP-4 dan SGLT2.



3. Senyawa pembanding yang digunakan adalah obat komersial inhibitor
DPP4 dan SGLT?2 yaitu Sitagliptin dan Canagliflozin.

1.4 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Mendapatkan informasi afinitas dan interaksi pengikatan hasil docking
molekuler ligan (16 senyawa SBTEI-AD) terhadap protein target (DPP-4
dan SGLT2), dibandingkan dengan senyawa pembanding (sitagliptin dan
canagliflozin).

2. Mendapatkan informasi senyawa tanaman yang paling berpotensi sebagai
obat antidiabetes melalui penghambatan DPP4 dan SGLT2, ditinjau dari
afinitas dan interaksi pengikatan hasil docking molekuler ligan (16
SBTEI-AD) terhadap protein target (DPP-4 dan SGLT2)

1.5  Manfaat Penelitian
Hasil yang diperoleh dapat memberikan informasi tentang database senyawa

tanaman baru obat antidiabetik tipe 2 yang potensial, stabil, aman, serta memiliki
aktivitas penghambatan DPP-4 dan SGLT2.



“Halaman ini sengaja dikosongkan”



BAB Il
KAJIAN PUSTAKA DAN DASAR TEORI

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) didefinisikan sebagai suatu kelainan metabolik kronis
yang ditandai dengan kondisi hiperglikemia yaitu peningkatan glukosa darah dari
rentang kadar puasa normal 80 — 90 mg / dl darah, atau rentang non puasa sekitar 140
— 160 mg /100 ml darah. Salah satu penyebabnya adalah penurunan hormon insulin
yang diproduksi oleh sel Kadar B pancreas. Hormon ini berperan dalam metabolisme
glukosa, khususnya sebagai perantara masuknya glukosa dalam darah ke sel dan
jaringan target yaitu otot dan lemak (Corwin, 2001).

Secara normal, insulin dan hormon lainnya dilepaskan sebagai respon
kenaikan kadar glukosa darah. Hormon tersebut mengaktifkan penyimpanan seluler
glukosa, asam amino, dan trigliserida pada sel target, termasuk hati, otot, dan lemak.
Pada penderita diabetes, terjadi ketiadaan respon insulin dan resistensi seluler
terhadap insulin, yang menyebabkan tingginya kadar glukosa darah. Insulin yang
menurun mengakibatkan turunnya jumlah glukosa yang masuk kedalam sel sehingga
kadar glukosa dalam darah meningkat. Kompensasinya, tubuh akan meningkatkan
glukagon sehingga terjadi proses glukoneogenesis. Selain itu tubuh akan menurunkan
penggunaan glukosa oleh otot, lemak dan hati serta peningkatan produksi glukosa
oleh hati dengan pemecahan lemak (Joshi et al., 2007).

Kenaikan kadar glukosa darah jangka lama berasosiasi dengan komplikasi
makro dan mikrovaskular yang memicu penyakit jantung, stroke, kebutaan, dan
penyakit ginjal (Loghmani, 2005). Selain hiperglikemia, ada beberapa faktor yang
berperan dalam patogenesis diabetes seperti hiperlipidemia dan stress oksidatif yang
memicu resiko komplikasi tinggi (Kangralkar et al., 2010). Selain itu, faktor pola
makan, obesitas, genetik, bahan kimia dan obat-obatan juga turut mempengaruhi

berkembangnya penyakit ini.



Diabetes mellitus diklasifikasikan menjadi empat tipe yaitu

1. DM tipe 1 dikenal sebagai insulin-dependent diabetes disebabkan oleh
penghancuran autoimun sel B penghasil insulin pada pulau Langerhans di
pankreas. Massa sel B kemudian menurun dan sekresi insulin menjadi
semakin terganggu Ekspresi DM tipe 1 ditrigger oleh interaksi genetik dan
lingkungan (Corwin, 2009).

DM tipe 1 Dberkembang sebagai akibat dari faktor
genetik,lingkungan, dan faktor imunologi yang menghancurkan sel-sel 8
pancreas. Gejala DM tidak akan muncul pada seorangi ndividu hingga +
80% sel B pankreas dihancurkan (Fauci et al., 2009).

Berdasarkan studi yang ada didapatkan berbagai gen yang
dapat memicu timbulnya DM tipe 1. Gen yang paling berpengaruh adalah
lokus HLA pada kromosom 6p21. Sekitar 50% penderita DM tipe 1
memiliki HLA-DR3 atau HLA-DR4 haplotype. Beberapa gen non-HLA
yang dapat memicu timbulnya DM tipe 1 adalah insulin dengan variable
number of tandem repeats (VNTRS) pada region promoter. Polimorfisme
dari CTLA4 dan PTPN22 menganggu fungsi aktivitasnya sebagai
inhibitor respon sel T dapat memicu proses autoimun pada DM tipe 1
(Maitra et al., 2005).

Di antara sekian banyak jenis sel pankreas, hanya sel B yang
dihancurkan oleh sistem imun. Walaupundemikian tipe sel islet lain
seperti sel o yang memproduksi glukagon, sel & yang memproduksi
somatostatin,dan sel PP yang memproduksi polipeptida pankreas, masih
berfungsi. (Fauci et al., 2009).

Dasar dari abnormalitas imun pada DM tipe 1 adalah kegagalan dari
self-tolerance sel T. Kegagalan toleransiini dapat disebabkan oleh defek
delesi klonal pada sel T self-reactive pada timus, defek pada fungsi
regulator atau resistensi sel T efektor terhadap supresi sel regulator. Hal-

hal tersebut membuat sel T autoreaktif bertahan dan siap untuk berespon
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terhadap self-antigens. Aktivasi awal dari sel tersebut terjadi pada
noduslimfe peripankreatik sebagai respon terhadap antigen yang
dilepaskan dari sel Pulau Langerhans yang rusak. Sel T yang teraktivasi
bergerak ke pancreas kemudian merusak sel . Populasi sel T yang dapat
menyebabkan kerusakan tersebut adalah TH1 cells (merusak dengan
mensekresi sitokin) danCD8+ CTLs (Fauci et al., 2009).

2. DM tipe 2 dikenal dengan non-insulin-dependent diabetes merupakan
hasil dari gangguan sekresi insulin dan resistensi insulin. Resistensi
insulin atau kurangnya aksi insulin pada jaringan target merupakan dasar
dari kelainan metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein pada diabetes
(Corwin, 2009).

3. DM gestasional, adalah diabetes yang terjadi pada wanita hamil yang
sebelumnya tidak mengidap diabetes (Corwin, 2009).

4. DM vyang berhubungan dengan keadaan atau sindrom lainnya, seperti
penyakit pankreas dan kelainan genetik pada kerja insulin (Corwin, 2009).

Dari seluruh penderita diabetes, 90-95% mengalami DM tipe 2 dan

kebanyakan dari penderitanya mengalami obesitas. Obesitas dan kelebihan berat
badan bahkan meningkatkan resiko diabetes karena jaringan adiposa terutama pada
abdominal bertindak sebagai organ endokrin pensekresi mediator kimia yang
meningkatkan resistensi insulin dan inflamasi (Fowler, 2007). Sedangkan prevalensi
DM tipe 1 hanya sekitar 5-10% dari penderita diabetes segala umur, bahkan pada
anak-anak dan remaja, Tingkat kehancuran sel f cukup bervariasi, menjadi cepat
pada beberapa individu (terutama bayi dan anak-anak) dan lambat pada orang lain
(terutama dewasa). Kehancuran autoimun sel  memiliki beberapa kecenderungan
genetik dan juga terkait dengan faktor lingkungan yang masih buruk (American
Diabetes Association, 2012).



2.2 Gangguan Sekresi dan Resistensi Insulin pada DM tipe 2

Sekresi insulin pada orang normal /non diabetes meliputi 2 fase,yaitu :

(a) Fase 1l/fase dini/acute insulin secretion responsse (AIR) merupakan sekresi
insulin yang terjadi ketika adanya rangsangan terhadap sel beta, terjadi dalam 3-10
menit pertama setelah makan. Sekresi fase 1 mempunyai puncak yang relatif tinggi
untuk mengantisipasi kadar glukosa yang meningkat setelah makan (postprandial
spike) (Guyton, 2014).

(b) Fase 2/sustained phase/ latent phase, sekresi insulin mulai meningkat perlahan
dan bertahan dalam waktu yang relatif lebih lama. Seberapa tinggi puncak sekresinya
akan ditentukan dari seberapa besar kadar glukosa darah di akhir fase 1. Dengan kata
lain, terjadi mekanisme kompensasi dalam respons dari fase 2 terhadap sekresi insulin
pada fase 1. Apabila sekresi insulin fase 1 tidak adekuat, maka dikompensasi dengan
peningkatan sekresi fase 2, agar glukosa darah tetap dalam keadaan normal (Guyton,
2014).

Pada DM tipe 2, gangguan sekresi dan fungsi insulin bermanifestasi melalui
tiga mekanisme, yaitu :

(a) Hilangnya sekresi insulin tahap pertama, berakibat pada tidak adanya sekresi
insulin untuk menetralkan glukosa darah prandial.

(b) Penurunan sentifitas sekresi insulin sebagai respons terhadap glukosa, sehingga
hiperglikemia gagal memberikan stimulus pada sekresi insulin yang normal.

(c) Penurunan dari kapasitas insulin terjadi secara progresif (Mayfield & White,
2004; Skyler, 2004).

Resistensi insulin dapat disebabkan oleh gangguan pre reseptor, reseptor dan
post reseptor. Gangguan pre reseptor dapat disebabkan oleh antibodi insulin dan
gangguan pada insulin. Gangguan reseptor dapat disebabkan oleh jumlah reseptor
yang kurang atau kepekaan reseptor yang menurun. Sedangkan gangguan post
reseptor disebabkan oleh gangguan pada proses fosforilasi dan pada signal transduksi
di dalam sel otot. Daerah utama terjadinya resistensi insulin adalah pada postreseptor

sel target di jaringan otot rangka dan sel hati. Kerusakan post reseptor ini
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menyebabkan kompensasi peningkatan sekresi insulin oleh sel B, sehingga terjadi
hiperinsulinemi pada keadaan puasa maupun postprandial (Groop, 1999; Henry,
2003).

2.3  Etnofarmakologi dan Senyawa Bioaktif Etnofarmaka Indonesia (SBEI)

Etnofarmakologi adalah ilmu yang mempelajari tentang kegunaan tumbuhan
yang memiliki efek farmakologi dalam hubungannya dengan pengobatan dan
pemeliharaan kesehatan oleh suatu etnis ataupun suku bangsa. Etnofarmakologi biasa
disebut pengobatan tradisional, suatu pengobatan yang mengacu pada pengalaman
dan keterampilan turun temurun dan diterapkan sesuai dengan norma yang berlaku
dalam masyarakat. Obat tradisional adalah bahan atau ramuan bahan yang berupa
bahan tumbuhan, bahan hewan, bahan mineral, sediaan sarian (gelenik) atau
campuran dari bahan tersebut secara turun-temurun telah digunakan untuk
pengobatan berdasarkan pengalaman (Zukulfi, 2004).

Sebagai negara dengan megabiodiversitas, Indonesia memiliki 30.000 spesies
tumbuhan dari 40.000 spesies tumbuhan di dunia. Sebanyak 300 spesies tanaman
telah digunakan sebagai bahan obat oleh industri obat tradisional. Namun demikian,
jumlah tersebut hanya sekitar 3.5% dari 9.600 spesies tanaman yang telah
dimanfaatkan untuk kesehatan dan obat oleh 400 ragam etnis di Indonesia, sedangkan
sisanya belum teridentifikasi dengan ilmiah (Wiwaha, 2012).

Berbagai senyawa kimia bahan baku obat merupakan metabolit sekunder yang
berasal dari tumbuhan. Metabolit sekunder merupakan senyawa organik yang tidak
secara langsung berhubungan dengan pertumbuhan, perkembangan dan reproduksi
tumbuhan (Wink, 1987). Beberapa metabolit sekunder antara lain adalah alkaloid,
flavonoid, tanin, steroid, saponin, polifenolat dan kuinon. Dalam dunia medis, tanin
memiliki kemampuan antibakteri karena dapat merusak membran sel, menginaktivasi
enzim dan menginaktivasi atau menghancurkan fungsi materi genetik bakteri. Selain
antibakteri, tanin juga mampu menghambat pertumbuhan virus, bakteri, dan jamur,

serta mempercepat penyembuhan luka (Chung et al., 1998). Steroid merupakan
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komponen aktif dalam tumbuhan yang telah digunakan untuk penyakit diabetes,
gangguan menstruasi, antibakteri dan antivirus. Di bidang farmasi, steroid banyak
dimanfaatkan terkait fungsinya pada hormon reproduksi (Savithramma et al., 2011).
Di bidang farmasi dan medis, flavonoid berfungsi sebagai antimikroba, antivirus,
antioksidan, antihipertensi, merangsang pembentukan estrogen dan mengobati
gangguan fungsi hati. Mukherjee dalam Meshram, et al., 2013 juga melaporkan
bahwa flavonoid berperan penting dalam aktivitas antidiabetes, yaitu menurunkan
kadar glukosa darah secara signifikan. Lima bentuk flavonoid, yaitu myrciacitrin 1-V
yang diisolasi dari daun Myrcia multiflora D.C (Myrtaceae) semuanya menunjukkan
aktivitas antidiabetes (Jung, et al., 2006).

Contoh penggunaan tumbuhan sebagai obat tradisional antara lain Alstonia
scholaris yang dikenal etnis Dayak Meratus dengan nama lokal Pulantan / Pulai.
Pohon ini dimanfaatkan sebagai obat bisul dengan menggunakan getah dari batang
maupun daun. Meskipun pada etnis ini penggunaan getah Alstonia scholaris untuk
bisul, sebenarnya jenis ini telah dimanfaatkan oleh berbagai etnis untuk mengobati
berbagai penyakit, diantaranya berpotensi sebagai antidiabetes. Etnis dayak Meratus
juga memanfaatkan kayu manis tidak hanya sebagai bahan rempah penyedap
masakan dan minuman saja. Kayu manis juga digunakan untuk pengobatan
diantaranya sebagai antimikroba, antidiare, antidiabetes, demam hingga influenza.
Contoh lainnya adalah buah mahkota dewa (Phaleria macrocarpa) yang kerap
digunakan oleh masyarakat Jawa. Senyawa-senyawa flavonoid mahkota dewa seperti
fevicordin, mirisetin, quercetin terbukti memiliki aktivitas antidiabetik lebih baik dari

acarbose, salah satu obat antidiabetik komersial (Rachmania et al., 2015).

2.4  Pengobatan Diabetes Mellitus
Pada umumnya, pengobatan DM 2 dilakukan dengan pengaturan diet, terapi
insulin, dan pemberian obat antidiabetik oral. Terapi farmakologis yang telah ada

berperan mengurangi resistensi insulin, meningkatkan sekresi insulin, memperlambat
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pencernaan karbohidrat, mempertahankan produksi glukagon, dan memberikan
insulin eksogen.

Obat-obat yang saat ini digunakan dalam manajemen terapi DM tipe 2 dapat
dikategorikan menjadi tiga kelompok. Kelompok pertama bekerja dengan cara
meningkatkan ketersediaan insulin endogen. Contohnya adalah sulfonilurea seperti
glibenklamid, glinida, analog insulin, agonis glucagon-like peptide 1 (GLP-1), dan
inhibitor dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V). Kelompok kedua memiliki mekanisme
kerja meningkatkan sensitivitas insulin, misalnya thiazolidindione yang merupakan
agonis peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) dan biguanid
metformin. Sedangkan kelompok ketiga adalah inhibitor a-glukosidase seperti

akarbose yang bekerja dengan menurunkan digesti polisakarida (Sheehan, 2003).

2.4.1 Inhibitor Dipeptidyl Peptidase-4 (DPP-4)

DPP-4 adalah suatu serin protease yang terdistribusi secara luas dalam tubuh.
Enzim ini memecah dua asam amino dari peptida kecil yang mengandung alanin atau
prolin di posisi kedua peptida N-terminus. Enzim ini terikat pada membran yang
terdapat dalam sirkulasi dan terdapat dalam berbagai jaringan seperti saluran
gastrointestinal, hepar, ginjal, limfosit, dan sel endothelium (Seino et al., 2010).

DPP-4 diketahui mampu memecah hormon inkretin, yaitu hormone yang
terdiri dari Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) dan glucose-dependent insulinotropic
polypeptide (GIP) yang dilepaskan oleh sel endrokrin dalam membran lumen usus
halus sebagai respon tingginya kadar glukosa darah untuk menstimulasi sekresi
insulin. GLP 1 dilepaskan dari L-cell ileum sebagai respon terhadap nutrisi yang
masuk, kemudian melakukan beberapa aksi antara lain menstimulasi biosintesis dan
sekresi insulin, mengurangi pelepasan glukagon, memperlambat pengosongan
lambung, mengurangi nafsu makan, dan menstimulasi regenerasi sel-B pankreas.
Sedangkan GIP diproduksi oleh K-cell usus untuk terlibat dalam metabolisme
glukosa melalui peningkatan sekresi insulin. Kedua peptida tersebut memiliki waktu

paruh hidup pendek akibat degradasi yang cepat oleh DPP-4 (Guasch, 2012).
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GlIPdan GLP-1 berikatan dengan reseptornya di sel beta pankreas dan akan
menghasilkan  efek  inkretin.  Paruh  waktu dari GIP  dan GLP-1 cukup
singkat (Baggio et al., 2007). GIP mempunyai paruh waktu 4-5 menit dan GLP-
1 mempunyai paruh waktu 2-3 menit, dengan memotong 2 asam amino NH2 terminal
dan hanya sekitar 10-15% yang beredar dalam sirkulasi yang secara aktif merangsang
pankreas.

Hubungan antara kadar glukosa, sekresi inkretin, dan sekresi insulin dikenal
dengan istilah enteroinsular axis, yang berperan terhadap sekitar 50% sekresi insulin
postprandial. Peranan inkretin dalam pengaturan kadar glukosa darah, karena adanya
efek inkretin. Yang dimaksud dengan efek inkretin apabila ada beban glukosa yang
diberikan secara oral, maka jumlah insulin yang disekresi oleh sel beta pankreas lebih
banyak bila dibandingkan dengan pemberian beban glukosa yang sama secara
intravena (Campbell et al., 2013). Perbedaan tersebut disebabkan karena adanya
rangsangan dari glukosa yang diberikan secara oral pada usus untuk mensekresi
hormon inkretin. Hormon inkretin selanjutnya akan meningkatkan sekresi insulin
melalui aktivasi reseptornya yang spesifik pada sel beta pankreas (Vilsbgll et al.,
2004). Pada penderita DM tipe 2 terjadi kekurangan sekresi hormon inkretin, yang
berakibat pada penurunan efek inkretin sehingga keseimbangan glukagon dan insulin
terganggu (Kim et al., 2008). Hal tersebut merupakan tanda awal dari gangguan
metabolisme glukosa dan adanya resistensi insulin yang berkontribusi terhadap
penurunan fungsi dari sel beta, sehingga memperparah keadaaan DM tipe 2
(Opinto et al., 2013).

Inhibitor DPP-4 dapat menghambat inaktivasi inkretin, sehinggga
memperpanjang aksi GLP 1 dan GIP untuk menjaga homeostasis glukosa dengan
resiko rendah hipoglikemia (Guasch, 2012).Inhibitor DPP-4 yang pertama dipasarkan
adalah sitagliptin (oleh Merck &Co.), kemudian diikuti oleh vidagliptin (oleh
Novartis) dengan struktur yang mirip, dan saxagliptin (oleh Bristol-Myers Squibb and
AstraZeneca). Struktur inhibitor DPP-4 ditampilkan dalam Gambar 2.1. Berbeda dari

sulfonilurea dan obat antidiabets lainnya, inhibitor DPP-4 tidak memiliki resiko
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intrinsik hipoglikemia, selain itu juga tidak menyebabkan penambahan berat badan
(Guasch, 2012).

Sitagliptin Vildagliptin Saxagliptin
F OH

NH, O o CN HO

H :
N N\/IL 3 H.N N
F ng” L T
CF, o CN

Gambar 2.1 Rumus struktur Sitagliptin, Vidagliptin, dan Saxagliptin (Thornbery et
al., 2009).

2.4.2 Inhibitor Sodium Gluose co-Transporter-2 (SGLT2)

Sodium glucose co-transporter 2 (SGLT2) merupakan sistem transpor
predominan dalam reabsorpsi glukosa dari filtrasi glomerulus. Pada individu sehat,
kontribusi ginjal terhadap glukoneogenesis sekitar 15-55 g/ hari, atau 20-25% dari
glukosa yang dilepaskan dalam sirkulasi setelah puasa semalaman. Sekitar 180 g
glukosa difiltrasi oleh glomerulus ginjal setiap hari dan hampir seluruh (99%) hasil
filtrasi glukosa direabsorpsi dalam tubulus kontortus proksimal untuk dikembalikan
ke plasma. Proses ini difasilitasi oleh transporter pasif glucose transporter-2
(GLUT2) dan sodium glucose co-transporters (SGLTs) (Gambar 2.2). SGLTs
mentranspor sodium dan glukosa ke dalam sel menggunakan gradien sodium yang
dihasilkan pompa Na-K-ATPase pada membran sel basolateral. Glukosa kemudian
ditranspor secara pasif oleh glucose transporter-2 (GLUT2) sesuai dengan gradien

konsentrasinya ke dalam ruang intersitisial (Gambar 2.3).
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Gambar 2.2 Penanganan glukosa ginjal (Wright, 2011).

Glucose

Gambar 2.3 SGLT-2 memediasi reabsorpsi glukosa di ginjal (Wright, 2011).

Penghambatan SGLT2 akan mendukung glukosuria, glukosa akan dikeluarkan
bersama urin sehingga kadar glukosa darah turun. Inhibitor SGLT2 adalah kelas obat
antidiabetik yang baru dikembangkan dengan mekanisme aksi yang unik. Senyawa
pertama yang teridentifikasi sebagai inhibitor SGLT2 adalah phlorizin, yang diisolasi
dari kulit kayu pohon apel. Beberapa jenis inhibitor SGLT2 yang telah beredar di
pasaran antara lain dapagliflozin, canagliflozin, dan empagliflozin. Struktur inhibitor
SGLT2 ditampilan pada Gambar 2.4 Secara Kklinis inhibitor SGLT2 tidak

16



menunjukkan interaksi yang relevan antar obat, termasuk dengan obat antidiabetik

dan diuretic. Obat ini dapat dikombinasikan dengan metformin, pioglitazone,

sitagliptin, dan voglibose (Kalra, 2014). Sebagai terapi kombinasi yang diberikan

pada pasien DM tipe 2, inhibitor SGLT2 menunjukkan efektivitas dalam:

- Menurunkan HbAlc

- Memperbaiki penurunan berat badan jika bersamaan dengan perbaikan gaya hidup
dan diet

- Menurunkan tekanan darah sistolik

- Menurunkan kadar glukosa darah puasa

3, Empaglifiozin/Bl 10773

Gambar 2.4 Rumus struktur Dapagliflozin, Canagliflozin, dan Empagliflozin (Kalra,
2014).

2.5  Penambatan Molekul (Molecular Docking)

Pendisainan obat secara in silico dengan molecular docking saat ini semakin
populer dan menjadi bagian penting dalam dunia modern pengungkapan obat baru.
Penambatan molekuler atau molecular docking adalah prosedur komputasional yang
digunakan untuk memprediksikan orientasi dari suatu ligan terhadap reseptor

(protein) ketika terikat satu sama lain untuk membentuk kompleks yang stabil
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(Lengauer and Rarey, 1996). Prinsip docking seperti pada gambar 2.5 adalah
menambatkan ligan ke sisi aktif reseptor yang dilanjutkan dengan evaluasi molekul
berdasarkan kecocokan konformasi struktur dan sifat. Informasi yang didapat dari
teknik penambatan dapat digunakan untuk memprediksi kekuatan hubungan atau
afinitas ikatan, energi bebas, dan kestabilan kompleks (Dar et al., 2017). Hasil
prediksi ikatan sangat penting dalam proses pendisainan dan pengembangan obat,
sehingga uji in silico melalui docking molekuler sering dilakukan terlebih dahulu
sebelum suatu senyawa kandidat obat diujikan secara in vitro supaya modifikasi ligan

dan uji in vitro turunan-turunannya dapat berlangsung secara efisien.

. Ligand
A

Database | ~ ‘!

atau

Modelling 7

Docking

Receptor

Gambar 2.5 Prinsip docking molekuler (Dar et al., 2017).

Praktik pengaplikasian program docking membutuhkan input data berupa
struktur 3D protein dan ligan. Struktur 3D protein didapat dari protein data bank
dengan format .pdb. Sedangkan ligan didapatkan dari beberapa database seperti
ZINC, PubChem, atau dapat disketsa secara manual menggunakan Chem sketch tool.
Untuk dapat digunakan sebagai bahan obat yang potensial, ligan harus memenuhi
kriteria parameter Lipinski’s rule. Parameter ini digunakan sebagai dasar fragment

base drug design, yang mudah diabsorpsi oleh tubuh.
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Keberhasilan penambatan tergantung pada dua komponen yaitu pencarian
algoritma dan fungsi penilaian. Algoritma harus membuat angka konfigurasi
optimum yang diterima oleh metode percobaan penentuan mode ikatan, sehingga
terbentuk konformasi yang paling stabil dari pembentukan kompleks (Chaudary and
Mishra, 2016). Sedangkan fungsi penilaian digunakan untuk memprediksi afinitas
ikatan. Teori energi bebas Gibbs adalah salah satu yang mendasari identifikasi
penilaian. Nilai energi bebas Gibbs yang kecil menunjukkan bahwa konformasi yang
terbentuk memiliki kompleks yang stabil, sedangkan nilai energi bebas Gibbs yang
besar menunjukkan tidak stabilnya kompleks yang terbentuk (Funkhouser, 2007).

2.6 Lipinski’s Rule of Five

Lipinski’s Rule of Five juga dikenal sebagai Pfizer's Rule of five atau Rule of
five (RO5) adalah aturan praktis untuk mengevaluasi obat atau menentukan apakah
senyawa kimia dengan aktivitas farmakologi atau biologi tertentu memiliki sifat yang
akan membuatnya menjadi obat yang aktif diberikan secara oral pada manusia.
Aturan ini menjelaskan sifat molekul penting bagi farmakokinetik obat dalam tubuh
manusia, termasuk penyerapan, distribusi, metabolisme, dan ekskresi (Lipinski, 2001
& Lipinski et al, 2004). Kriteria Lipinski’s Rule of Five yaitu:

- Berat molekul kurang dari 500,

- Memiliki tidak lebih dari 5 gugus hidrogen donor,

- Memiliki tidak lebih dari 10 gugus hidrogen akseptor,

- Nilai logP tidak lebih dari 5.

- Molar refractivity sebaiknya diantara 40-130 (Lipinski, 2001 & Lipinski et

al., 2004).

2.7 Interaksi lkatan

Ada beberapa bentuk ikatan yang berperan dalam interaksi ligand dan

makromolekul. Biasanya dalam bentuk interaksi ikatan intermolekular seperti ikatan
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ion, ikatan hidrogen, ikatan van der waals, dan ikatan dipol-dipol. Beberapa obat juga
membentuk ikatan kovalen terhadap targetnya (Patrick, 2001).

2.7.1 lkatan lon

Ikatan ion terbentuk antara gugus — gugus yang memiliki muatan yang
berlawanan dan sangat penting untuk beberapa interaksi ikatan obattarget. Beberapa
pengantar pesan kimia alami tubuh berinteraksi melalui ikatan ion (Patrick, 2001).

2.7.2 Ikatan Hidrogen

Ikatan ini terlibat dalam interaksi antara dua molekul, yang salah satunya
bertindak sebagai donor dan yang lainnya sebagai akseptor. Hidrogen donor
mengandung gugus fungsi yang mempunyai proton yang terikat pada atom
elektronegatif. Atom elektronegatif memiliki bagian yang lebih besar dari elektron
dalam ikatan hidrogen, sehingga membuat hidrogen sedikit bermuatan positif dan
elektrofilik. Hidrogen akseptor mengandung elektronegatif atom seperti oksigen atau

nitrogen. Ikatan hidrogen lebih lemah dari ikatan ion. (Patrick, 2001).

2.7.3 Interaksi Van Der Waals

Interaksi van der waals adalah interaksi lemah yang muncul diantara gugus —
gugus hidrofobik seperti cincin aromatik dan gugus alkil. Interaksi ini muncul
disebabkan adanya fluktuasi acak dalam densitas elektron sehingga membentuk
daerah sementara yang kaya elektron atau sedikit elektron. Daerah kaya elektron pada
satu molekul akan menarik daerah yang elektronnya sedikit pada molekul lain.
Interaksi ini lebih lemah dari ikatan ion dan ikatan hidrogen dan melibatkan molekul
hidrogen netral (Patrick, 2001).

2.7.4 Interaksi Dipol-Dipol
Momen dipol penting dalam orientasi molekul ketika berinteraksi dengan

situs ikatan. Obat mempunyai momen dipol yang kemungkinan untuk menyelaraskan
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dengan momen dipol lokal pada situs ikatan sehingga momen dipol sejajar dan dalam
arah yang berlawanan. Momen dipol yang salah berorientasi bisa juga mengakibatkan
penurunan aktivitas (Patrick, 2001).

2.7.5 Ikatan Kovalen

Kebanyakan obat berinteraksi dengan targetnya menggunakan ikatan
intermolekular. Namun, beberapa obat membentuk ikatan kovalen terhadap targetnya.
Obat-obat yang mengandung gugus alkil halida dapat bertindak sebagai elektrofilik
dan bereaksi dengan residu asam amino nukleofilik, seperti serin dan sistein, pada
situs ikatan target, yang menyebabkan hubungan ireversibel antara obat dan target.
Beberapa penghambat enzim dirancang untuk bekerja sebagai substrat dan untuk
menjalani reaksi katalis enzim. Hal ini menyebabkan pembentukan hubungan kovalen

antara obat dan enzim (Patrick, 2001).

2.8 Protein Data Bank

Protein Data Bank (PDB; http//www.rcsh.org/pdb/) merupakan website yang
berisi kumpulan dokumen atau data eksperimental struktur 3D dari makromolekul
biologis , termasuk protein dan asam nukleat. Molekul-molekul tersebut ditemukan
pada hampir semua organisme termasuk bakteri, ragi, tanaman, lalat, manusia, dan
lain-lain. Informasi pada website ini dugunakan dalam membantu pmenyimpulkan
peran san struktur suatu molekul terhadap kesehatan manusia dan dalam
pengembangan obat. data-data yang terdapat pada arsip ini mulai dari protein kecil

dan potongan DNA sampai molekul kompleks seperti ribosom (RCSB, 2014).

2.9  Autodock Vina

Autodock Vina adalah salah satu perangkat lunak yang tepat dan dapat
diandalkan yang tersedia untuk penemuan obat, penambatan molekul dan skrining
virtual yang dirancang dan dirapkan oleh Dr. Oleg Trott. Vina menawarkan fungsi

yang beragam, tingkat Kinerja tinggi dan meningkatkan akurasi untuk mempermudah
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penggunaan.perangkat lunak ini dapat dioperasikan dengan bantuan AutoDock Tools
(ADT) atau instruksi command line (Sandeep et al., 2011).

2.10 PyMol

PyMol merupakan salah satu program visualisasi yang digunakan untuk
memahami suatu struktur biologi dan dapat menampilkan gambar tiga dimensi yang
berkualitas dan mampu menyajikan tampilan struktur dalam beberapa warna dari
suatu molekul kecil maupun makromolekul seperti protein. Perangkat lunak ini
dikomersilkan oleh DeLano Scientific LLC (DeLano, 2004).

2.11 Open Babel

Open babel adalah perangkat lunak untuk mengubah beberapa format berkas
kimia. Selain itu, perangkat ini menyediakan berbagai fungsi berguna yaitu pencarian
konformer dan penggambaran 2D, penapisan, konversi batch, dan pencarian
substruktur dan kemiripan. Open babel mendukung 111 format berkas kimia, yang

dapat membaca 82 format dan menulis 85 format (O’Boyle et al., 2011).
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BAB Il
METODA PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan selama bulan Oktober — Januari 2017 di Labolatorium

Zoologi dan Rekayasa Hewan jurusan Biologi ITS Surabaya.

3.2  Metode yang Digunakan
3.2.1. Studi Literatur, prediksi potensi senyawa, dan penyusunan database
SBTEI-AD
Untuk menentukan ligan yang akan didocking, pada penelitian ini dilakukan
studi literatur awal mengenai SBTEI-AD (Senyawa Bioaktif Tanaman Etnofarmaka
Indonesia yang berpotensi sebagai antidiabetes) dari PubMed. Database SBEI
diperoleh dari berbagai data flora Indonesia yang telah dikenal sebagai etnofarmaka.
Kemudian dilakukan prediksi potensi senyawa (biological activity) menggunakan

layanan online PASS SERVER (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) dan

penyerapan obat di usus manusia (Human Intestinal Absorbsion :HIA). Dari studi
literatur akan dipilih 16 SBTEI-AD sebagai ligan yang akan didocking dengan
protein target dipeptidyl peptidase-4 (DPP4) dan sodium glucose co-transporter-2
(SGLT2). Hasil docking tersebut akan dibandingkan dengan sitagliptin dan

canagliflozin sebagai kontrol positif.

3.2.2. Penyiapan struktur 3D protein target (DPP4 dan SGLT2)

Langkah awal sebelum melakukan proses docking molekuler adalah
penyiapan struktur makromolekul protein dan ligan yang akan digunakan. Pada tahap
ini, struktur 3D protein target yang digunakan diunduh dari Protein Data Bank dengan
situs http://www.rcsb.org/. Untuk protein target DPP4, data yang diunduh memiliki
identitas 4A5S. 4A5S merupakan struktur kristal kompleks DPP4 dengan ligan

inhibitor DPP4 heterosiklik yang terdapat pada manusia (Homo sapiens). Protein ini
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terdiri dari dua rantai, yaitu rantai A dan B, pada masing-masing rantai memiliki 740
residu asam amino yang berikatan dengan N7F, SO4, MAN, dan NAG. kristal 4A5S
diperoleh dari difraksi sinar-X dengan resolusi 1,62 A. Struktur 3D DPP4 dioptimasi
menggunakan perangkat lunak PyMol, dihilangkan molekul air, dipisahkan antara
rantai A dan B, kemudian dipisahkan ligan natif yang masih berikatan dengan protein
target.

Struktur 3D SGLT2 belum tersedia, sehingga dilakukan homology modeling
menggunakan layanan online SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/).

Input data berupa sekuens SGLT2 dalam format FASTA. Dipilih satu model dengan
sequens identity lebih dari 30%, lalu diunduh. Setelah diunduh dibersihkan dari
komponen lain menggunakan software pyMol. Struktur 3D DPP4 dan SGLT2
diunduh dalam format .pdb.

3.2.3 Penyiapan struktur 3D ligan

Struktur 3D ligan diunduh dari database senyawa PubChem dengan format
.sdf. Sebelum didocking, ligan diminimisasi dengan program Open Babel di PyRx 0.8
untuk optimasi konformasi ligan. Kemudian hasil minimisasi disimpan dalam format
.pdbgt supaya dapat digunakan sebagai input data ligan dalam proses docking dengan
metode Vina di PyRx 8.0.

3.2.4 Docking molekuler dan validasi metode docking

Docking dilakukan dengan menggunakan program Autodock Vina di PyRx
8.0. Tahap pertama adalah memasukkan data struktur 3D protein target dan ligan.
Kemudian menentukan grid box dengan koordinat (X,Y,Z) 13,5243; 35,2924;
55,2551 dan volume kotak 25 x 25 x 25 A. Proses docking dapat dimulai dengan
menekan tombol forward. Validasi metode docking dilakukan dengan melihat nilai
(Root Mean Square Deviation) RMSD yang akan tampil setelah proses docking
selesai. Metode yang digunakan dikatakan valid jika harga RMSD yang diperoleh < 2
(Pebriana, et al., 2008).
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3.2.5 Analisis dan visualisasi docking molekuler

Setelah proses docking selesai, akan tampil nilai AG afinitas ikatan dan Root
Mean Square Deviation (RMSD). Visualisasi docking dilihat dengan menggunakan
software Ligplot dan Pymol untuk mengetahui jenis ikatan dan residu apa saja yang

terikat pada interaksi tersebut (Rachmania, 2015).
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“Halaman ini sengaja dikosongkan”
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Studi Literatur Penentuan SBTEI-AD

Jenis SBTEI-AD (Senyawa Bioaktif Tumbuhan Etnofarmaka Indonesia yang
Berpotensi Antidiabetes) didalam penelitian ini ditentukan berdasar studi literatur
menggunakan pendekatan etnofarmakologi, yaitu tumbuhan di Indonesia yang
digunakan oleh masyarakat dan diyakini sebagai alternatif obat tradisional
antidiabetes tipe 2. Berdasarkan aktivitas biologisnya senyawa yang terkandung
dalam tumbuhan tradisional tersebut juga memiliki aktivitas antidiabetik. Pemilihan
kandidat tumbuhan yang mengandung SBTEI-AD diperoleh dari studi literatur
mengenai tumbuhan etnofarmaka Indonesia.

Hasil studi literatur dalam penelitian ini diperoleh 16 kandidat jenis
tumbuhan yang memiliki SBTEI-AD dan disajikan dalam Tabel 4.1 (informasi
gambar tumbuhan disajikan dalam lampiran 2). Selanjutnya, dilakukan studi literatur
aktivitas  biologis menggunakan layanan  online ~ Way2Drug
(www.pharmaexpert.ru/passonline) untuk mengkonfirmasi bahwa 16 kandidat jenis
SBTEI-AD benar-benar memiliki potensi antidiabetes. Hasil konfirmasi SBTEI-AD

yang disajikan dalam Tabel 4.2 menunjukkan bahwa aktivitas biologis SBTEI-AD
antara lain sebagai insulin promoter, alpha glucosidase inhibitor, beta glucosidase
inhibitor, dan insulin secretagoues. Sementara itu, data aktivitas antidiabetes SBTEI-
AD melalui inhibisi DPP4 dan SGLT2 belum terdata dalam database online
Way2Drug. Oleh karena itu, penelitian ini dilakukan untuk menambah data screening
virtual SBTEI-AD sebagai inhbibitor DPP4 dan SGLT2 menggunakan metode
docking molekuler. Sebagai pendukung analisis komputasi docking molekuler,
dilakukan juga studi literatur struktur masing-masing SBTEI-AD tersebut
menggunakan database senyawa Pubchem  (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Berdasarkan pengelompokan senyawa utamanya ada 4 SBTEI-AD yang tergolong
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terpenoid, 2 steroid, 2 alkaloid, 1 quinon, 1 isoflavonoid, 1 fenol, 1 triterpenoid, 1

Alpha-hydroxyl acid, 2 flavonoid, dan 1 isoprenoid.

Tabel 4.1 . Hasil studi literatur 16 jenis tumbuhan yang mengandung SBTEI-AD

No. Nama lokal Nama ilmiah Familia Bagian yang
tumbuhan digunakan

1. Tapak dara Catharantus roseus Apocynaceae  Daun

2. Pinang Areca catechu Arecaceae Buah, akar

3. Pegagan Centella asiatica Apiaceae Daun

4. Johar Cassia siamea Fabaceae Daun

5. Seledri Apium graveolens Apiaceae Daun

6. Gembolo Dioscorea bulbifera Dioscoreaceae  Umbi

7. Kedelai Glycine max Fabaceae Biji

8. Jahe Zingiber officinale Zingiberaceae  Rimpang

9. Alang-alang Imperata cylindrica Poaceae Daun

10.  Kastuba Euphorbia pulcherrima  Euphorbiaceae Daun

11. Bunga pagar Lantana camara Verbenaceae Buah

12.  Jeruk bali Citrus maxima Rutaceae Daun, buah

13. Mengkudu Morinda citrifolia Rubiaceae Buah

14 Ceplukan Physalis angulata Solanaceae Buah

15.  Asparagus Asparagus officinalis Asparagaceae  Batang, tunas

16.  Tumpangan air Peperomia pellucida Piperaceae Daun
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Tabel 4.2 . Hasil studi aktivitas biologis dan struktur kimia SBTEI-AD

Senyawa
N i . N .
No. ama diduga . Golongan Aktivitas biologis Struktur Referensi
tumbuhan  berpotensi
antidiabetes
Insulin promoter - Sutrisna,
h - _ o ' % _{ %  2015;
1. Catharant 6 Steroid diabetic nephropathy ---i..a.-‘fl' 015;
us roseus deoxoteasterone treatment ___HTJ;-T- Pubchem
- 2017
. Simanjutak
Areca Insulin promoter, :/,.L 2015:
2. Arecoline Alkaloid  diabetic nephropathy A '
catechu Pubchem
treatment 2017
Antidiabetic, alpha _
glucosidase inhibitor, : Simanjutak
Centella o . beta glucosidase ] 2015;
3 asiatica Asiatic acid Terpenoid inhibitor, insulin Pubchem
promoter, insulin 2017
secretagoues
4. Simanjutak
Cassia I . . i @5@ 2015;
siamea Cassiamin C Quinone Insulin promoter @q@ . Pubchem
2017
Sowbhagya,
5. Apium Celerioside Terpenoid antidiabetes 2014;
graveolens Pubchem
2017
J-'“‘-[ = Gosh et al.,
. ; S 12014,
Dioscorea . . : Beta glucosidase o TR '
S pulbifera  D'osgeMn Terpenoid inhibitor r'ﬁ}; Pubchem
v 2017
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Dang et al.,

Antidiabetic
Glycine . Isoflavonoi  symptomatic, diabetic I :Z:D’.' 2003;
7. Genistein
max d nephropathy m I Pubchem
treatment 2017
Antidiabetic Jevam et al
. symptomatic, diabetic 4 ) h
g Angiber i gerol Phenol nephropath 2014;
" officinale gerots eno ephropatny Pubchem
treatment, insulin 2017
sensitizer
Antidiabetes, beta Simaniutak
glucosidase inhibitor, _ypin! anjuta
Imperata . . . [ T ]C‘/ 2015;
9. . Isoarborinol Terpenoid alpha glucosidase I
cylindrica S AL L e Pubchem
inhibitor, insulin e 2017
promoter
Antidiabetes, beta % Simaniutak
Euphorbia ) . glucosidase inhibitor, o !
. Triterpenoi . 2015;
10. pulcherrim Lanosterol q alpha glucosidase [c -}' Pubchem
a inhibitor, insulin VI?:LT = 2017
promoter o
Antidiabetes, beta S i
Aloha- glucosidase inhibitor, w1 Masitha,
Lantana L P sodium/bile acid A 2011;
11. Lantic acid hydroxyl L
camara acid cotransporter [ IL' Pubchem
inhibitor, insulin -::( /r’ 2017
promoter i
|:|,I‘i.
. N ] .
Citrus - . SGLT inhibitor, H Selvaraj et
12 maxima Naringin Flavonoid antidiabetic, - g al., 2016
Awwaludin
13. lv.lo.rana Rutin Flavonoid Antidiabetes etal, 2014,
citrifolia Pubchem
2017
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w2 Masitha,
\i_’\-*\ 2011;

Physali . . . . .
14. ysalls Withangulatin A Steroid antidiabetes PR
angulata (i l Y Lo Pubchem,
g 2017
<& Simaniutak
ASDAragus beta glucosidase L géT:_nJUta
15. p g_ Yamogenin Isoprenoid inhibitor, alpha (;‘J:. ) '
officinalis lucosidase inhibitor i Pubchem,
g L 2017
N ,__j._ Akhila et
i
16, DePErOMia y ihine Alkaloig  ~\ntidiabetes, insulin (;);Si‘ w al.201z
" pellucida promoter ﬂ/uﬁ,} Pubchem,
A" 2017

4.2 Hasil Studi Literatur Daya serap SBTEI-AD dalam Usus Manusia

Salah satu syarat obat oral adalah memiliki daya serap yang baik di dalam
usus (Lipinski, 2004). Oleh karena itu, dalam penelitian ini dilakukan studi literatur
secara online mengenai daya serap SBTEI-AD dalam usus manusia atau human
intestinal (HIA) admetSAR
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsarl/). Hasil studi menunjukkan bahwa 16 SBTEI-

absorption menggunakan  layanan  online
AD dalam penelitian ini semuanya memiliki nilai HIA mendekati angka 1, sehingga
dikatakakan memiliki daya serap yang baik. Menurut Wessel (1998), nilai HIA
semakin mendekati angka 1 mengindikasikan bahwa suatu senyawa semakin mudah
diserap oleh usus manusia, sehingga dapat dijadikan sebagai kandidat bahan obat.

Data studi literatur mengenai aktivitas biologis dan HIA ditampilkan dalam tabel 4.3
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Tabel 4.3 Data studi literatur Human Intestinal Absorbsion (HIA) SBTEI-AD

Nama G_ugus _Gugus TPSA Berat
No Tanaman Senyawa hidrogen hidrogen (AR2) molekul ~ HIA
donor akseptor (g/mol)
1. Johar Cassiamin C 4 8 149 506,466 1
2. Alang-alang Isoarborinol 1 1 20,2 426,729 1
3. Kastuba Lanosterol 1 1 20,2 426,729 1
4. Gembolo Diosgenin 1 3 38,7 414,63  0,9961
5. Asparagus Yamogenin 1 3 38.7 414.63  0,9961
6. Tapakdara 6-deoxoteasterone 3 3 60,7 434,705 0,9957
7. Kedelai Genistein 3 5 87 270,24  0,9877
8. Jahe Gingerol 2 4 66,8 294,391  0,9805
9. Tumpangan air  Yohimbine 2 4 65.6 354.45 0,9782
10. Pinang Arecoline 0 3 29,5 155,197 0,9713
11. Bunga pagar Lantic acid 2 4 66,8 470,694 0,9686
12. Pegagan Asiatic acid 4 5 98 488,709 0,9442
13. Jeruk bali Naringin 8 14 225 580,539 0,8645
14. Ceplukan Whitangulatin A 2 8 123 526.626 0,8270
15. Mengkudu Rutin 10 16 266 610,521  0,8041
16. Seledri Celerioside 5 9 146 430,494 0,7228

Ket : TPSA (Topoligical Polar Surface Area), HIA (Human Intestinal Absorption)
(WaytoDrug, 2018)

Berdasarkan nilai HIA (Tabel 4.3), Cassiamin C, Isoarborinol dan
Lanosterol memiliki daya serap tertinggi (HIA=1) sedangkan Rutin memiliki daya
serap terendah (HIA=0,8041). Hal ini dapat terjadi karena senyawa —senyawa yang
HIA nya lebih tinggi memiliki faktor jumlah berat molekul (BM) yang < 500,
dan/atau jumlah donor ikatan hidrogen < 5, dan mempunyai jumlah akseptor ikatan
hidrogen kurang dari 10 (Lipinski, 1997) .
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4.3 Hasil Penyiapan Struktur 3D Protein Target untuk Docking Molekular

Penyiapan struktur protein target dalam penelitian ini dilakukan agar protein
target yaitu DPP4 dan SGLT2 memiliki struktur yang sesuai dan siap digunakan
sebagai reseptor ligan SBTEI-AD.

Langkah pertama adalah mengunduh struktur 3D DPP4 dari protein data bank
dengan identitas 4A5S (Gambar 4.1) dan mengambil salah satu rantai homodimer,
dengan cara memisahkan homodimer rantai A dan B menggunakan software Pymol.
Protein rantai A yang telah terpisah kemudian dihilangkan ligan natif dan molekul
airnya dan siap digunakan sebagai protein resptor SBTEI-AD. Hasil penyiapan 3D

protein DPP4 sebagai protein target disimpan juga dengan format pdb.

Gambar 4.1 Struktur 3D DPP4 dengan identitas 4A5S

Mengacu pada Aditya (2012), pengambilan ligan natif dan air dari protein
DPP4 harus dilakukan karena ligan yang terikat pada sisi aktif DPP4 akan
menghalangi interaksi antara DPP4 dengan SBTEI-AD saat proses docking.
Sedangkan molekul air dapat mengganggu ikatan proses penambatan yaitu

kemungkinan terikatnya ligan dengan molekul air melalui ikatan hydrogen.
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Berbeda dengan DPP4, struktur tiga dimensi SGLT2 belum tersedia di protein
data bank sehingga dilakukan pemodelan homologi. Pemodelan ini berdasarkan
template yang memiliki homologi tinggi dan telah diketahui strukturnya. Prinsip yang
digunakan yaitu jika suatu protein memiliki urutan yang sama pasti akan memiliki
struktur yang sama. Struktur tiga dimensi SGLT2 dibuat menggunakan layanan
online SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/). Berdasarkan sequence

alignment SGLT2 (target) dengan vSGLT (template), SGLT2 manusia memiliki
sequence identity sebesar 31,32% dengan VSGLT. Model SGLT2 menunjukkan
posisi dalam zona aman pada kurva interpretasi hasil pemodelan homologi dengan
panjang 659 residu dan sequence identity 31,32%,. Oleh karena itu model SGLT2
dianggap dapat mewakili struktur SGLT2. Proses penyiapan struktur 3D protein
SGLT2 sebagai protein target untuk docking molekular juga dilakukan menggunakan
software PyMol (Gambar 4.2)

Gambar 4.2. Struktur 3D SGLT2 hasil homology modeling

4.4  Hasil Analisa SBTEI-AD sebagai obat antidiabetes menggunakan
Docking Molekuler
Molecular docking merupakan sebuah prosedur yang digunakan untuk
memprediksikan orientasi dari suatu ligan terhadap reseptor (protein) ketika terikat
satu sama lain untuk membentuk kompleks yang stabil (Lengauer and Rarey, 1996).
Ligan yang digunakan dalam adalah struktur 3D dari 16 jenis SBTEI-AD (tabel 4.1)
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yang diunduh dari database senyawa PubChem dengan format .sdf. Kemudian

masing-masing 3D ligan ditambatkan (docking) dengan struktur 3D protein DPP4 dan

SGLT?2 sebagai protein target dengan metode Vina di PyRx 8.0.

4.4.1 Analisis Afinitas ikatan antara ligan SBTEI-AD dengan DPP-4 dan

SGLT2

Analisa hasil docking molekul pada penelitian ini meliputi nilai AG, Root

Mean Square Deviation (RMSD), serta interaksi ligan dengan residu protein.

Tabel 4.4 Nilai afinitas ikatan hasil docking molekuler SBTEI-AD dengan DPP4 dan SGLT2

AG Afinitas ikatan

No Tumbuhan Ligan RMSD (kkal/mol)
DPP4 SGLT2

1. Tapak dara Cassiamin C 0 -10,3 -10,9
2. Pinang Witangulatin A 0 -10,1 -10,0
3. Pegagan Yamogenin 0 -9,9 -9,5
4. Johar Diosgenin 0 -9,5 -9,4
5. Seledri 6-deoxoteasterone 0 -9,2 -8,5
6. Gembolo Rutin 0 -9,2 -9,9
7. Kedelai Naringin 0 -9,1 -9,1
8. Jahe Isoarborinol 0 -9,1 -9,4
9. Alang-alang Lanosterol 0 -9,0 -8,9
10. Kastuba Lantic acid 0 -8,7 -9,2
11. Bunga pagar Yohimbine 0 -8,9 -8,7
12. Jeruk bali Asiatic acid 0 -8,0 -9,3
13. Mengkudu Celerioside 0 -7,9 -8,0
14. Ceplukan Genistein 0 -7,9 -8,0
15. Asparagus Gingerol 0 -6,5 -6,8
16. Tumpangan air Arecoline 0 -4,9 -4,9
17.  Senyawa pembanding Sitagliptin 0 -9,2 -
18.  Senyawa pembanding Canagliflozin 0 - 9,7
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Validasi metode docking dilakukan dengan melihat nilai RMSD yang akan
tampil setelah proses docking selesai. RMSD merupakan nilai yang digunakan untuk
menentukan apakah prediksi modus ikatan tersebut berhasil dan penting untuk
validasi program docking. Nilai RMSD dikatakan baik apabila < 2 A. Dengan
penyimpangan yang semakin besar, semakin besar kesalahan pada prediksi interaksi
ligan dengan protein. RMSD merupakan nilai penyimpangan antara satu konformasi
ligan dengan pembandingnya. (Brooijmans, 2009). Berdasarkan tabel 4.4 diketahui
bahwa semua hasil docking memiliki nilai RMSD=0 sehingga dapat dikatakan hasil
docking SBTEI-AD dengan DPP4 dan SGLT?2 di penelitian ini telah valid.

Interaksi docking ligan 16 SBTEI-AD dengan DPP4 dan SGLT2 ditunjukkan
dalam Tabel 4.4. Pada tabel tersebut ditunjukkan interaksi ligan 16 SBTEI-AD
dengan DPP4 dengan nilai AG tertinggi dimiliki oleh cassiamin C dari tumbuhan
Cassia siamea dengan nilai -10,3 kkal/mol. Menurut Damayant et al (2017), semakin
kecil/negatif nilai AG menunjukkan bahwa konformasi yang terbentuk semakin stabil
dan kuat, hal ini disebabkan kestabilan dan kekuatan interaksi non-kovalen pada
kompleks enzim ligan dapat dilihat dari besarnya energi bebas yang dilepaskan saat
interaksi pada kompleks enzim ligan terbentuk. Oleh karena itu berdasar afinitas
ikatan, dapat dikatakan cassiamin C dari tumbuhan Cassia siamea (johar) memiliki
potensi sebagai obat diabetes yang terbaik melalui pengahambatan protein enzim
DPP4.

Potensi antidiabetik cassiamin C dari tumbuhan Cassia siamea (johar) juga
dibandingkan dengan obat yang saat ini sudah digunakan yaitu senyawa sitagliptin
(Herman,2005). Berdasar tabel 4.4 ditunjukkan bahwa AG cassiamin C dari
tumbuhan Cassia siamea (AG =-10,3 kkal/mol) lebih kuat ikatannya daripada AG dari
sitagliptin (-9,2 kkal/mol). Selain cassiamin C dari tumbuhan johar, terdapat lima
SBTEI-AD lain yang berpotensi sebagai obat diabetes melalui pengahambatan
protein enzim DPP4, yaitu whitangulatin A dari tumbuhan ceplukan (AG = -10,1

kkal/mol), yamogenin dari tumbuhan asparagus (AG = -10,1 kkal/mol), diosgenin
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dari tumbuhan gembolo (AG = -9,5 kkal/mol), 6-deoxoteasterone dari tumbuhan
tapak dara (AG = -9,2 kkal/mol), dan Rutin dari tumbuhan mengkudu (AG = -9,2
kkal/mol). Visualisasi interaksi keenam ligan SBTEI-AD dengan DPP4 ditunjukkan
pada Lampiran 4.

Sementara itu hasil interaksi ligan 16 SBTEI-AD dengan SGLT2 dengan nilai
AG tertinggi dimiliki oleh cassiamin C dari tumbuhan Cassia siamea dengan nilai
AG= -10,9 kkal/mol. Oleh karena itu berdasar afinitas ikatan, dapat dikatakan
cassiamin C dari tumbuhan Cassia siamea (johar) memiliki potensi sebagai obat
diabetes yang terbaik melalui pengahambatan protein enzim SGLT2.

Potensi obat cassiamin C dari tumbuhan Cassia siamea (johar) sebagai
penghambat SGLT2 dibandingkan dengan obat yang saat ini sudah digunakan yaitu
senyawa canagliflozin (Kalra, 2014). Berdasar tabel 4.4 ditunjukkan bahwa AG
cassiamin C dari tumbuhan johar (AG =-10,9 kkal/mol) lebih kuat ikatannya daripada
AG dari canagliflozin (-9,7 kkal/mol). Selain cassiamin C dari tumbuhan johar,
terdapat 2 SBTEI-AD lain yang berpotensi sebagai obat diabetes melalui
pengahambatan protein SGLT2, yaitu whitangulatin A dari tumbuhan ceplukan (AG
= -10,0 kkal/mol), dan Rutin dari tumbuhan mengkudu (AG = -9,9 kkal/mol).
Visualisasi interaksi ketiga ligan SBTEI-AD dengan SGLT2 ditunjukkan pada
Lampiran 5.

Jumlah energi pengikat bebas (AG) merupakan indikator kemampuan
mengikat senyawa aktif ke protein target. Dalam proses spontan, Pengikatan protein-
ligan hanya terjadi apabila terjadi perubahan Energi bebas Gibbs (AG) dari sistem
negatif saat sistem mencapai keadaan ekuilibrium pada tekanan konstan dan suhu.
Karena tingkat asosiasi protein-ligan ditentukan oleh besarnya AG negatif, dapat
dipertimbangkan bahwa AG menentukan stabilitas kompleks protein-ligan, atau,
alternatifnya, ikatan afinitas ligan ke akseptor tertentu (Gilson dan Zhou 2007).
Berdasarkan pernyataan tersebut diprediksi bahwa cassiamin C berikatan secara
spontan ke sisi aktif reseptor protein DPP4 membentuk kompleks protein-ligan

molekul yang stabil.
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4.4.2 Analisis interaksi non kovalen antara ligan SBTEI-AD dengan DPP-4
dan SGLT2

Prediksi bahwa keenam SBTEI-AD berpotensi sebagai inhibitor DPP4 harus
diperkuat dengan analisis interaksi non kovalen. Interaksi non kovalen antara ligan
dan protein dianalisis untuk menentukan kekuatan ikatan. Senyawa aktif diprediksi
berikatan kuat dengan protein target apabila mampu mengikat dengan kuat residu
asam amino yang sama seperti residu pengikatan ligan natif melalui ikatan hidrogen
(Damayanti et al., 2017). Analisis dalam peneltian ini menggunakan program
Discovery Studio Visualizer. Melalui program Discovery Studio Visualizer dapat
dihasilkan visualisasi 3D dan 2D interaksi ligan dengan protein. Interaksi yang terjadi
berupa ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik (Bansode, 2016). Hasil analisis
interaksi non kovalen ligan SBTEI-AD dengan DPP4 ditampilkan pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5 Analisa interaksi non kovalen antara ligan SBTEI-AD dengan DPP4

Nama ) Interaksi
No. Ligan _ _ _
Tumbuhan Ikatan hidrogen Ikatan hidrofobik
1. Tapak dara 6-deoxoteasterone Arg89, Arg340, Glul72,

Glul73, Phe339, Ser621,
Trp650, Tyr576, Tyr653,
Tyr657, Tyr622, Val647,

Val702
2. Johar Cassiamin C Arg340, Glul73 Arg338, Glu343, 11e356,
Phe339, Ser342, Tyr576
3. Gembolo Diosgenin Arg340 Phe339, Ser621, Tyr538,

Tyr622, Tyr657, Tyr653,
Val647, Val702

4. Mengkudu Rutin Arg660, Arg340, Arg89, Glul72, Phe339,
Glul73, Serl76, Tyr653  Ser621, Trp620, Tyr538,
Tyre57
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5. Ceplukan Witangulatin A Glul72, Ser176, Tyr538  Arg340, Glul73, Phe339,
Ser621, Trp620, Tyr622,
Tyr653, Tyr657

6. Asparagus Yamogenin Lys545 Arg89, Glul72, Glul73,
Serl76, Ser621, Trp620,
Tyr538, Tyr657

7. Senyawa Sitagliptin Tyr653, Tyr746 Arg89, Gly735, His734,
pembanding Ser621, Trp620, Tyr538,
Tyr622
8. Kontrol Ligan natif Glul72, Glul73, Tyr653 Lys545, Phe339, Ser621,

Trp620, Tyr538, Tyr657,
Tyr622, Val647

Identifikasi interaksi tersebut pada tabel 4.5 menunjukkan bahwa ligan natif
berikatan pada sisi aktif DPP4 melalui ikatan hidrogen dengan tipe asam amino
Glul72, Glul73, dan Tyr653. Selain itu juga berikatan melalui ikatan hidrofobik
dengan asam amino Lys545, Phe339, Ser621, Trp620, Tyr538, Tyr657, Tyr622, dan
Val647. Berdasar tabel 4.5 tersebut diketahui bahwa senyawa Rutin dari tumbuhan
mengkudu memiliki kemampuan mengikat paling tinggi yaitu 66% residu asam
amino yang sama dengan ligan natif melalui ikatan hidrogen. Selain itu Rutin juga
memiliki kemampuan mengikat 50% residu asam amino yang sama dengan ligan
natif memalui ikatan hidrofobik. Sedangkan, lima SBTEI-AD lainnya yang sudah
terseleksi pada tahap analisis afinitas ikatan menunjukkan kemampuan mengikat yang
lebih kecil, seperti whitangulatin A, cassiamin, dan sitagliptin memiliki kemampuan
mengikat 33% residu asam amino yang sama dengan ligan natif. Sedangkan
yamogenin, diosgenin, dan 6-deoxoteasterone tidak memiliki kemampuan mengikat
residu asam amino yang sama dengan ligan natif. Interaksi ikatan non kovalen

tersebut divisualisasikan secara 3D pada gambar 4.3
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Gambar 4.3 Visualisasi 3D interaksi ikatan non kovalen antara DPP4 dengan ligan
SBTEI-AD.
Ket: 6-deoxoteasterone (a), Cassiamin C (b), Diosgenin (c), Rutin (d), Whitangulatin

A (e), Yamogenin (f), Sitagliptin (g) dan ligan natif (h) menggunakan software
PyMol.

40



Berdasarkan hasil tersebut dapat dikatakan, Rutin dari tumbuhan mengkudu
merupakan SBTEI-AD yang kandidat terbaik sebagai obat antidiabetes melalui
penghambatan aktivitas DPP4. Sehingga, disimpulkan bahwa dari 6 SBTEI dengan
nilai afinitas ikatan lebih besar dari sitagliptin, Rutin merupakan kandidat terbaik
yang memiliki kemampuan menghambat DPP4.

Ketika protein mengikat ligan, akan terjadi interaksi antara ligan dan
protein, terlepas dari ikatannya dengan air. lkatan antara protein dan ligan
membentuk sebuah ikatan yang stabil. Untuk membentuk ikatan stabil ini, ligan akan
menempati kantong pengikat protein yang tersusun dari asam amino (Damayanti et
al., 2017). Senyawa aktif diprediksi memiliki kemampuan untuk mengikat target
protein melalui ikatan hidrogen dan berinteraksi secara spontan jika memiliki energi
ikatan bebas yang lebih rendah atau setara dari pada kontrol (Zukhurullah et al 2012).

Ikatan hidrogen adalah interaksi elektrostatik antara atom hidrogen yang
terikat pada atom elektronegatif dengan atom elektronegatif lainnya. Kekuatan ikatan
hidrogen berada di bawah ikatan kovalen, namun kehadirannya sangat penting.
Kehadirannya berkontribusi pada struktur dan karakteristik molekul. Dalam ilmu
farmasi, ikatan hidrogen berperan dalam mempelajari desain dan interaksi antara
molekul obat dan sistem metabolisme dalam tubuh (Jeffrey 1997)

Selanjutnya ketiga SBTEI-AD berpotensi sebagai inhibitor SGLT2 juga

dianalisis interaksi non kovalen dengan hasil ditunjukkan pada tabel 4.6

Tabel 4.6 Analisa interaksi non kovalen ligan antara SBTEI-AD dengan SGLT2

Nama ) Interaksi
No. Ligan _ _ _
Tumbuhan Ikatan hidrogen Ikatan hidrofobik

1 Johar Cassiamin C His83, Ser389, GIn207, Gly80, Leul57,

Tyr290 Met211, Phel01, Ser77,
Ser460, Thr456,

2. Mengkudu Rutin Ala72, Ala76, 11e79,  Asp204, GIn207, lle201, 11e297,

Ser73, Ser396, 11e397, Met211 Phe59, Ser393

Thr205, Thr208
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3. Ceplukan Witangulatin A Asn82 Asn294, GIn295, Gly80, 11e397,
11152, Leul57, Leu404, Ser77,
Ser149, Ser393, Ser400,
Trp289, Tyr290

4. Senyawa Canagliflozin Asn294, Tyr290 GIn295, 1le152, 11e297, 11453,
pembanding Leu87, Leu156, Leul57,
Phel01, Ser77, Ser460, Thr456,
Trp289
5. Ligan natif Asp204, Ser389, GIn207, 1le79, Met211, Ser392

Ser393, Thr208

Tabel 4.6 menunjukkan bahwa ligan natif berikatan pada sisi aktif SGLT2
melalui ikatan hidrogen dengan tipe asam amino Asp204, Ser389, Ser393, dan
Thr208. Selain itu juga berikatan melalui ikatan hidrofobik dengan asam amino
GIn207, 11e79, Met211, dan Ser392. Berdasarkan tabel 4.6 ditunjukkan bahwa Rutin
dari mengkudu dan cassiamin C dari johar memiliki kemampuan mengikat 25%
residu asam amino yang sama dengan ligan natif, selain itu keduanya juga memiliki
kemampuan mengikat 50% residu asam amino pada sisi aktif SGLT2 yang sama
dengan ligan natif memalui ikatan hidrofobik, sedangkan Whitangulatin A tidak
memiliki ikatan hidrogen dan hidrofobik dengan SGLT2. Interaksi ikatan non
kovalen divisualisasikan secara 3D pada gambar 4.4. Hasil menunjukkan bahwa,
diantara 16 SBTEI-AD, Rutin dan Cassiamin C sama-sama menjadi kandidat
senyawa terbaik antidiabetes yang memiliki kemampuan menghambat SGLT2.

Secara keseluruhan, hasil analisis docking enam belas SBTEI-AD dengan
DPP4 dan SGLT2 menunjukkan bahwa Rutin dari tumbuhan mengkudu merupakan
kandidat terbaik sebagai antidiabetes baik melalui penghamabrtan DPP4 maupun
SGLT2. Selain itu, Cassiamin C dari tumbuhan johar juga memiliki potensi

antidiabetik yang sama seperti senyawa Rutin dalam penghambatan SGLT2.
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Gambar 4.4 Visualisasi 3D interaksi ikatan non kovalen antara SGLT2 dengan ligan
SBTEI-AD

Ket: Cassiamin C (a), Rutin (b), Whitangulatin A (c), Canagliflozin (d), dan ligan
natif () menggunakan software PyMol.

Mengkudu (Morinda citrifolia) dan johar (Cassia siamea) telah lama
digunakan secara tradisional sebagai obat antidiabetes. Penelitian terdahulu
membuktikan bahwa keduanya memiliki potensi sebagai obat antidiabetes kelas
inhibitor PPARY dan alfa glukosidase (Awwaludin et al., 2014; Simanjutak, 20015).
Namun kemampuannya sebagai inhibitor DPP4 dan SGLT2 belum dibuktikan secara
ilmiah. Oleh karena itu, hasil penelitian docking molekuler ini dapat menjadi bukti
ilmiah dan kebaruan informasi etnofarmaka tumbuhan mengkudu sebagai obat

tradisional diabetes.
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Mengkudu (gambar 4.5) (Morinda citrifolia), atau keumeudee (Aceh); pace,
kemudu, kudu (Jawa); cangkudu (Sunda); kodhuk (Madura); tibah (Bali), adalah salah
satu tumbuhan yang tergolong dalam famili Rubiaceae (Bangun, 2002). Tumbuhan
ini berbentuk pohon dengan tinggi 4-8 cm. Batang berkayu, bulat, kulit kasar,
percabangan monopoidal. Daun tunggal, bulat telur, ujung dan pangkal runcing.
Panjang 10-40 cm. Bunga majemuk, bentuk bongkol, bertangkai, benang sari. Buah
bongkol, permukaan tidak teratur, berdaging, panjang 5-10 cm, hijau kekuningan
(Aalbersberg, 1999).

Gambar 4.5 Tumbuhan Mengkudu (Morinda citrifolia)

Mengkudu telah banyak digunakan oleh masyarakat sebagai pencegahan
dan pengobatan diabetes serta suplemen kesehatan. Beberapa penelitian sebelumnya
menyebutkan bahwa Morinda citrifolia mengandung sekitar 200 zat kimia senyawa
yang telah diidentifikasi dan diisolasi dari berbagai bagian tanaman ini. Salah satunya
adalah senyawa flavonoid yang ditemukan pada buah, bunga, dan daun (Singh,
2012).

Rutin adalah salah satu senyawa polifenolik paling melimpah yang
termasuk dalam kelas flavonoid. Melalui efek ganda, senyawa alami baik dalam
bentuk murni atau ekstrak tanaman yang dihasilkannya dalam jumlah tinggi memiliki
potensi terapeutik yang luar biasa untuk mengobati diabetes (Habtemariam et al.,
2015). Penelitian Awwaludin (2014) juga membuktikan bahwa Rutin berpotensi
sebagai obat antidiabetes kelas inhibitor PPARYy dengan nilai afinitas pengikatan -8,5
kkal/mol, mendekati nilai afinitas ikatan Rosiglitazone yang merupakan obat

komersial inhibitor PPARy (-8,9 kkal/mol).
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Berdasarkan hasil docking penelitian ini, diprediksikan senyawa Rutin mampu
menghambat aktivitas enzim DPP4 di membran lumen usus halus. Secara normal,
DPP4 berfungsi untuk memecah ikatan peptida N-terminus hormon inkretin yaitu
GIP dan GLP1 sehingga kedua hormon inaktif dan menyebabakn sintesis insulin
terhambat. Dengan adanya pengikatan Rutin pada enzim DPP4, maka aktivitas GIP
dan GLP1 tetap berlangsung sehingga sintesis insulin dipertahanankan. Sintesis
insulin tersebut dapat meningkatkan aktivitas penyimpanan seluler glukosa, asam
amino, dan trigliserida pada sel target, termasuk hati, otot, dan lemak (Joshi et al.,
2007) sehingga kadar glukosa dalam darah menurun.

— y

Gambar 4.6 Tumbuhan johar (Cassia siamea)

Johar (Cassia siamea ) (gambar 4.6) adalah nama sejenis pohon penghasil
kayu keras yang termasuk famili Fabaceae (=Leguminosae, polong-polongan). Pohon
yang sering ditanam sebagai peneduh tepi jalan ini dikenal pula dengan nama-nama
yang mirip, seperti juwar (Btw., Jw., Sd.), atau johor (Mly.). Di Jawa sering juga
disebut jati wesi. Di Sumatra, pohon ini dinamai pula bujuk atau dulang. Tanaman
johar dapat tumbuh mencapai tinggi 2 - 20 (-30)m; dengan batang lurus dan pendek,
gemang jarang melebihi 50cm. Pepagan (kulit batang) berwarna abu-abu kecoklatan
pada cabang yang muda; percabangan melebar membentuk tajuk yang padat dan
membulat. Daun menyirip genap, 10 — 35 cm panjangnya; Bunga terkumpul dalam
malai di ujung ranting. Mahkota bunga berwarna kuning cerah, 5 helai, gundul,
bundar telur terbalik, bendera dengan kuku sepanjang 1 — 2 mm. Buah polong

memipih (Steenis, 1981). Johar memiliki banyak manfaat, diantaranya untuk
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pengobatan diabetes, pencegah pertumbuhan cacing di perut, hipertensi, konstipasi,
dan insomnia (Shafiulla et al., 1995).

Cassiamin C adalah salah satu senyawa bioaktif dari tanamann johar dari
golongan quinon. penelitian terdahulu menunjukkan bahwa Cassiamin C memiliki
potensi antidiabetes melalui penghambatan enzim alfa glukosidase dengan nilai
afinitas ikatan -8,7 kkal/mol (Simanjutak, 2015).

Pada penelitian ini, diprediksikan apabila senyawa Rutin berikatan dengan
reseptor SGLT2 di membran sel epitel tubulus proksimal ginjal, maka tidak terjadi
reabsorpsi glukosa kembali ke darah sehingga kadar gula darah dalam tubuh
menurun. Secara teoritis, prosesnya dapat dijelaskan sebagai berikut: menurut Abdul-
Ghani (2011) secara normal sodium glucose co-transporters (SGLTs) berfungsi
untuk mentranspor sodium dan glukosa dari lumen tubulus ke dalam sel epitel tubulus
proksimal ginjal menggunakan gradien sodium yang dihasilkan pompa Na-K-
ATPase. Selanjutnya, glukosa ditranspor secara pasif oleh glucose transporter-2
(GLUT?2) sesuai dengan gradien konsentrasinya ke dalam ruang intersitisial (terjadi
reabsorpsi ke plasma darah). Oleh karena jika SGLT diikat oleh senyawa Rutin, maka
glukosa dari lumen tidak dapat masul ke dalam sel epitel dan tidak tereapsobsi,
sehingga ikut keluar bersama urin.

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat dinyatakan bahwa senyawa Rutin dalam
mengkudu merupakan SBETI-AD dapat menjadi kandidat obat antidiabetes melalui
penghambatan aktivitas DPP4 sehingga mempertahankan sisntesis insulin, dan
menghambat SGLT2 untuk mengurangi reabsorpsi glukosa dan peningkatan
pembuangan glukosa melalui urin.

Namun demikian, uji lanjutan baik secara in vitro maupun in vivo perlu
dilakukan Meskipun demikian, docking memiliki peran penting sebagai langkah awal
dalam pengembangan dan perancangan obat baru, terutama dalam skrining dan

pemodelan senyawa bioaktif senyawa etnofarmaka Indonesia.

46



5.1

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Pada docking molekuler antara 16 SBTEI-AD dengan DPP4, diperoleh 6 SBTEI-
AD yang memiliki afinitas pengikatan lebih baik dari sitagliptin, namun analisis
interaksi ikatan hidrogen dan hidrofobik menunjukkan bahwa senyawa Rutin
memiliki interaksi terbaik. Sementara itu dari docking molekuler antara 16
SBTEI-AD dengan SGLT diperoleh 3 senyawa yang memiliki afinitas ikatan
lebih baik dari canagliflozin, namun analisis interaksi ikatan hidrogen dan
hidrofobik menunjukan bahwa senyawa Rutin dan Cassiamin C sama-sama
memiliki interaksi terbaik.

Skrining virtual potensi 16 SBTEI-AD sebagai obat antidiabetik menunjukkan
hasil bahwa senyawa Rutin dari tanaman mengkudu (Morinda citrifolia)
memiliki potensi terbaik untuk menjadi obat antidiabetik melalui penghambatan
DPP4 dan SGLT2, selain itu senyawa cassiamin C dari tanaman johar (Cassia
siamea) juga memiliki potensi yang sama seperti senyawa Rutin dalam
penghambatan SGLT2.

Saran
Hasil ini  merupakan ramalan aktivitas biologis karena didapat dari
simulasi pemodelan terkomputerisasi. Sehingga perlu dilakukan uji in
vitro dan in vivo untuk mengetahui aktivitas senyawa — senyawa tersebut.
Dapat dilakukan penelitian docking molekuler dengan menggunakan ligan lain
yang ditambatkan pada DPP4 dan SGLT2
Dapat dilakukan penelitian ddocking molekuler dengan menggunakan reseptor
lain yang berperan dalam pengobatan diabetes sehingga didapat pengobatan yang
terbaik.
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Lampiran 1. Skema Kerja

SKEMA KERJA

Studi literatur dan pencarian informasi Pengunduhan dan persiapan
senyawa antidiabetes dari tanaman makromolekul protein target
obat di Indonesia (DPP-4 dan SGLT2)

Persiapan ligan

16 SBTEI-AD

www.rcsb.org/pdb
Swiss model
PyMol

Optimasi ligan dengan Open Babel

Docking molekuler
(Metode Vina di PyRx8.0)

Visualisasi docking

Ligplot
Pymol

Analisis afinitas dan interaksi ikatan
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Lampiran 2. Daftar Tanaman Etnofarmaka Indonesia Berpotensi Antidiabetes

Senyawa diduga

No Namalokal Nama latin  berpotensi Literatur
antidiabetes

Sutrisna,

1. Tumpangan Pepergmla Yohimbine 2015;
air pellucida Pubchem

2017
Simanjutak

Morinda 2015;

2. Mengkudu o Rutin ’
g citrifolia Pubchem

2017
Simanjutak

3. Tapak dara Catharantus 6-deoxoteasterone 2015;
roseus Pubchem

2017
Simanjutak

Physalis . . 2015;

4. ]
Ceplukan angulata Withangulatin A Pubchem

2017
Sowbhagya,

5. Kastuba Euphorb.la Lanosterol 2014;
pulcherrima Pubchem

2017
Gosh et al.,

; 2014;

6. Johar C?asma Cassiamin C

siamea Pubchem

2017
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Dang et al.,

2003;
Centella o ’
7
Pegagan asiatica Asiatic acid Pubchem
2017
Jeyam et al.,
Imperata : 2014;
8. ] ,
Alang-alang oylindrica Isoarborinol Pubchem
2017
Simanjutak
Asparagus . 2015;
9.
ASparagus - eiicinalis ) amogenin Pubchem
2017
Simanjutak
Lantana 2015;
10, ic aci ’
Bunga pagar camara Lantic acid Pubchem
2017
Masitha,
Dioscorea . . 2011;
11. ,
Gembolo —\ ibifera  DioSgeNin Pubchem
2017
12.  Kedelai Glycine max  Genistein Selveral et
y al., 2016
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Simanjutak

Zingiber . 2015;
13. X
Jahe officinale Gingerols Pubchem
2017
Masitha,
. Citrus - 2011;
14. X
Jeruk bali maxima Naringin Pubchem.
2017
Simanjutak
. Areca . 2015;
15. '
Pinang catechu Arecoline Pubchem.
2017
Akhila et
: al.,2012;
16.  Seledri Apium Celerioside
graveolens Pubchem,
2017
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Lampiran 3. Proses penyiapan struktur 3D protein DPP4 dan SGLT2

Proses penyiapan struktur 3D protein DPP4 dan SGLT2 sebagai protein target untuk
docking molekular menggunakan software PyMol

Pemisahan
dengan
program g ) )
Pymol Ligan (L) dan air :'rotelr;. Rantal.A DPP4
anpa ligan siap

dihilangkan digunakan sebagai
reseptor SBTEI-AD

Ligan (L) dan air
dihilangkan

Protein SGLT2 siap
digunakan sebagai reseptor
SBTEI-AD
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Lampiran 4. Visualisasi 3D interaksi ligan 16 SBTEI-AD dengan DPP4

Interaksi ligan natif dengan DPP4
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Interaksi asiatic acid dengan DPP4
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Interaksi diosgenin dengan DPP4
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Interaksi isoarborinol dengan DPP4
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Interaksi naringin dengan DPP4
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Interaksi yamogenin dengan DPP4

ok
GLU72(A)

(a) (b) (©)

Ket : Keseluruhan kompleks makromolekul protein dan ligan (a), perbesaran pada
situs interaksi protein dan ligan (b), situs interaksi ligan dan protein (c).
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Lampiran 5. Visualisasi 3D interaksi ligan 16 SBTEI-AD dengan SGLT2

Interaksi ligan natif dengan SGLT2
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Interaksi asiatic acid dengan SGLT2
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Interaksi diosgenin dengan Sg;LTZ
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Interaksi naringin dengan SGLT2
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Keseluruhan kompleks makromolekul protein dan ligan (a), perbesaran pada situs
interaksi protein dan ligan (b), situs interaksi ligan dan protein (c).
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