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ABSTRAK

Pendahuluan: Terjadi peningkatan pada kasus Alzheimer sebanyak 4.2 juta kasus
dan diperkirakan akan meningkat sebanyak 152 juta kasus pada tahun 2050 di
Indonesia. Penurunan fungsi kognitif, memori, dan perubahan perilaku terjadi
akibat penumpukan plak beta-amyloid yang mengganggu sistem saraf pusat dari
berbagai jalur seperti penurunan BDNF dan aktivitas kolinergik serta peningkatan
neuroinflamasi. Senyawa aktif ekstrak cherry coffee memiliki efek farmakologi
sebagai antiinflamasi dan dapat memperbaiki memori dan kognitif dengan
menurunkan AChE, menghambat stres oksidatif, dan meningkatkan BDNF.
Tujuan: Menganalisis ADMETox dan interaksi antara senyawa aktif cherry coffee
pada Alzheimer melalui jalur beta-amyloid, neurotropin, kolinergik, dan
neuroinflamasi melalui studi In silico. Metode: Menggunakan analisis ADMETox
dan doking molekuler. Analisis ADMETox mengunakan situs SwissADME,
ADMETIlab 2.0, dan ProTox-IIIl. Doking molekuler menggunakan aplikasi
Autodock tools,LigandScout, Discovery Studio, dan Marvin Sketch. Hasil: Hasil
ADMETox menunjukkan seluruh senyawa aktif pada ekstrak cherry coffee
memenuhi aturan lima lipinski. Senyawa tersebut adalah acetic acid, 2,3-
Butanediol, Maleic Anhydride, 1,2-Cyclopentanedion, asam klorogenat, dan
kafein. Hasil doking molekuler yang dilakukan terhadap acetic acid, 2,3-
Butanediol, Maleic Anhydride, 1,2-Cyclopentanedion, asam klorogenat, dan
kafein memiliki energi pengikatan dan konstanta penghambatan < -2 kcal/mol dan
< 2 mM terhadap BDNF, Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACE1, ADAMI10,
IL1pB, dan IL6. Hanya ikatan antara AChE-Asam Klorogenat, AChE-Kafein, dan
IL1B-Asam Klorogenat memiliki energi pengikatan > 0 kcal/mol. Kesimpulan:
Senyawa aktif ekstrak cherry coffee memiliki ikatan terhadap protein jalur beta-
amyloid, neurotropin, kolinergik, dan neuroinflamasi serta memiliki efek
farmakologi yang baik dari hasil ADMETox.

Kata Kunci: ADMETox, Alzheimer, Doking Molekuler, Ekstrak Cherry Coffee.
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ABSTRACT

Introduction: The number of Alzheimers cases in Indonesia has increased by 4.2
million and is projected to reach 152 million by 2050. Cognitive decline, memory
impairment, and behavioral changes occur due to beta-amyloid plaque
accumulation, which disrupts the central nervous system through various
pathways, including decreased BDNF and cholinergic activity, as well as
increased neuroinflammation. The active compounds in cherry coffee extract
exhibit pharmacological effects as anti-inflammatory agents and can improve
memory and cognitive function by inhibiting AChE, reducing oxidative stress, and
increasing BDNF levels. Objective: To analyze ADMETox and the interactions
between the active compounds in cherry coffee and Alzheimer s-related pathways,
including beta-amyloid, neurotrophin, cholinergic, and neuroinflammatory
pathways, through an in silico study. Methods: ADMETox analysis and molecular
docking were performed. ADMETox analysis was conducted using SwissADME,
ADMETIab 2.0, and ProTox-1ll. Molecular docking was performed using
Autodock Tools, LigandScout, Discovery Studio, and Marvin Sketch. Results:
ADMETox analysis showed that all active compounds in cherry coffee extract
complied with Lipinski's Rule of Five. These compounds include acetic acid, 2,3-
butanediol, maleic anhydride, 1,2-cyclopentanedione, chlorogenic acid, and
caffeine. Molecular docking results showed that acetic acid, 2,3-butanediol,
maleic anhydride, 1,2-cyclopentanedione, chlorogenic acid, and caffeine exhibited
binding energy and inhibition constants of < -2 kcal/mol and < 2 mM against
BDNF, Caspase-2, TNF-o, ACh, AChE, BACEI, ADAMI0, IL1p, and ILG.
However, the interactions between AChE-chlorogenic acid, AChE-caffeine, and
IL1p-chlorogenic acid showed binding energies > 0 kcal/mol. Conclusion: The
active compounds in cherry coffee extract interact with proteins involved in beta-
amyloid, neurotrophin, cholinergic, and neuroinflammatory pathways and exhibit
favorable pharmacological effects based on ADMETox analysis.

Keywords: ADMETox, Alzheimer’s Disease, Molecular Docking, Cherry Coffee
Extract.
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: Presenilin 1

: Presenilin 2

: Apolipoprotein E

: Amyloid Precursor Protein

. Amyloid Beta

: Long-Term Potentiation

. Tropomyosin Receptor Kinase B

. Guanosine Triphosphate

. Phosphoinositide 3-Kinase

: Mitogen-Activated Protein Kinase

: Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase
: Janus Kinase

: cCAMP Response Element-Binding Protein
: p53-Induced Death Domain Protein 1

: RIP-Associated ICH-1/CED-3 Homologous Protein with a Death
Domain

: Acetylcholine Receptors

: Choline Acetyltransferase

: Protein Data Bank

: Deoxyribonucleic Acid

: Ribonucleic Acid

: Asetilkolin

: Asetilkolinesterase

: Energi pengikatan

: Konstanta penghambatan

: Tirosin

: Leusin

: Valin

: Arginin

: Serin

: Sistein

: Treonin

: Glutamin

: Glisin

: Histidin

: Triptofan
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BAB 1
PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Alzheimer merupakan penyakit neurodegeneratif yang menjadi penyebab
terbanyak dari kasus demensia di dunia.' Pada tahun 2019, WHO menetapkan
Alzheimer sebagai penyakit mematikan tidak menular nomor 7 di seluruh dunia
dengan total kasus yang terus meningkat dari tahun 1990 sampai 2019 dengan
persentase sebesar 147.95%.>° Apabila hal ini terus terjadi, diperkirakan penyakit
Alzheimer akan mencapai 152 juta kasus pada tahun 2050.* Di Indonesia,
Alzheimer berkontribusi sebanyak 27.9% dari seluruh kasus demensia dengan
total kasus sebanyak 4.2 juta kasus.’

Gejala utama pada penyakit Alzheimer adalah hilang ingatan, perubahan
kepribadian, dan gangguan Dberfikir.® Semakin berkembangnya penyakit
Alzheimer pada seseorang bisa menimbulkan gejala seperti periode kebingungan,
disorientasi, perubahan suasana hati, dan pada tahap lanjutan pasien Alzheimer
sering mengalami gejala halusinasi.” Pada stadium yang lebih berat, pasien
Alzheimer dapat mengalami hilang ingatan tentang nama sendiri, jalan pulang,
dan lupa akan hubungan dengan orang terdekat.”

Penurunan fungsi kognitif dan memori pada penyakit Alzheimer berkaitan
dengan akumulasi dari plak beta-amyloid di ekstraseluler dan neurofibrillary
tangle dari microtubule-binding protein tau yang ada di interneuronal.”'® Plak
beta-amyloid adalah akumulasi dari peptida beta-amyloid yang merupakan hasil
proteolitik protein Amyloid Precursor Protein (APP) oleh enzim p- dan y-
secretases."" Secara struktural, peptida beta-amyloid memiliki karakteristik yang
lengket sehingga protein ini cenderung untuk menempel satu sama lain.'? Plak
beta-amyloid yang telah terbentuk di dalam ekstraseluler selanjutnya menempel
ke pre dan post sinapsis sehingga akan mengganggu sistem penghantaran
informasi antar neuron.”’ Selain menghambat penghantaran informasi antar
neuron, plak beta-amyloid juga memediasi hiperfosforilasi dari protein tau dengan

mengaktivasi enzim Cyclin-Dependent Kinase-5 (CDK-5) dan Glycogen Synthase
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Kinase-3f (GSK-3B) yang merupakan faktor penting dalam fosforilasi protein
tau.'* Jadi, hiperfosforilasi yang dimediasi oleh penumpukan plak beta-amyloid
berkontribusi terhadap kerusakan protein tau dengan menyebabkan pengikatan tau

14,15
k.

terhadap mikrotubulus menjadi lemah dan akhirnya rusa Penumpukan plak

beta-amyloid dan hiperfosforilasi protein tau akan mengaktivasi enzim kaspase

. : - 16,1
sehingga mencetuskan neuroinflamasi.'®"

keterkaitan yang erat antara
peningkatan dari pencetus utama neuroinflamasi pada penyakit Alzheimer berupa
Tumor Necrosis Factor (TNF) -a , Interleukin (IL)-10, IL-12, IL-18, IL-6, dan
ILIp meningkatkan progresivitas penyakit Alzheimer.'® Akibatnya, banyak
protein penting yang memiliki fungsi penting dalam menjaga keseimbangan otak
mulai dari fungsi kognitif, perilaku, dan memori seperti Brain Derived
Neurotrophic Factor (BDNF) dan asetilkolin (ACh) menjadi rusak.'*?°

BDNF merupakan salah satu tipe dari protein neurotropik yang memiliki
kerja penting dalam meregulasi perkembangan neuron serta fungsi kognitif dan
memori.”' Pada pasien Alzheimer, terjadi penurunan BDNF yang mengakibatkan
adanya hambatan terhadap proses neuroplastisitas dan neurogenesis. '~ Pada
percobaan yang dilakukan terhadap tikus model Alzheimer, penurunan dari kadar
BDNEF terjadi akibat akumulasi plak beta-amyloid dan hiperfosforilasi dari protein
tau.”? Hasilnya, penurunan dari BDNF memiliki pengaruh yang besar terhadap
perburukan fungsi memori, plastisitas, perilaku, serta atrofi pada otak.>™?
Penumpukan dari beta-amyloid juga berpengaruh terhadap Asetilkolinesterase
(AChE). Dari penelitian yang dilakukan terhadap tikus model Alzheimer, terjadi
peningkatan terhadap kadar AChE yang membuat peningkatan penghancuran dari
ACh.*

Pengobatan pasien Alzheimer biasanya digunakan untuk meningkatkan
kualitas hidup, menurunkan gejala, dan mengurangi progresivitas penyakit.?’**
Penghambat AChE masih menjadi tatalaksana awal pada penyakit Alzheimer
berdasarkan teori kolinergik yang menyatakan bahwa penumpukan plak beta-
amyloid menyebabkan penurunan sintesis dari ACh.”**° Dengan menghambat

kerja dari AChE, akan didapatkan peningkatan dari kadar ACh pada pasien

Alzheimer yang memiliki peran penting terhadap penurunan kognitif dan
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memori.’'”* Salah satu contoh tatalaksana awal pada penyakit Alzheimer adalah
donepezil yang merupakan generasi kedua dari penghambat AChE.** Penggunaan
dari donepezil juga dapat meningkatkan kadar BDNF yang telah dibuktikan
melalui percobaan terhadap tikus model Alzheimer.**

Senyawa aktif dari bahan alam sudah menjadi target utama dalam
penemuan terapi berbagai penyakit termasuk Alzheimer. Diantaranya kelompok
senyawa flavonoid, polifenol, dan asam fenolik terbukti memiliki efek
neuroprotektif.>> >’ Dari hasil uji pendahuluan terhadap analisis kandungan dalam
ekstrak cherry coffee, didapatkan bahwa kandungan senyawa terbanyak adalah
acetic acid, 2,3-Butanediol, Maleic Anhydride, dan 1,2-Cyclopentanedione.
Memiliki efek sebagai antiinflamasi membuat keempat senyawa ini memiliki
potensi sebagai kandidat terapi Alzheimer.*™*!

Pada senyawa dari asam fenolik seperti asam klorogenat yang ditemukan
pada cherry coffee memiliki kemampuan untuk memperbaiki kemampuan kognitif
serta meningkatkan fungsi memori yang telah terkonfirmasi melalui percobaan

terhadap tikus model diabetes.***

Selain memiliki kemampuan untuk
memperbaiki fungsi kognitif dan memori, kafein yang dapat berperan sebagai
antioksidan juga dapat menurunkan Reactive Oxygen Species (ROS) dan
menginhibisi aktivitas dari AChE.*> Asam klorogenat juga memiliki kemampuan
untuk meningkatkan kadar BDNF pada tikus yang diinduksi stress.* pada
pembentukan dari beta-amyloid, senyawa kafein dan asam klorogenat memiliki
kemampuan untuk menekan produksi serta penumpukan dari plak beta-amyloid
yang telah dilakukan percobaan kepada mencit model Alzheimer.**

Banyak penelitian yang telah melakukan percobaan langsung untuk
melihat efek dari asam klorogenat dengan kafein terhadap progresivitas penyakit
Alzheimer. Namun belum ada yang melakukan penelitian langsung untuk melihat
bagaimana jenis interaksi molekuler antara senyawa aktif dari ekstrak cherry
coffee yaitu acetic acid, 2,3-Butanediol, Maleic Anhydride, dan I,2-
Cyclopentanedione terhadap Alzheimer melalui protein terkait jalur beta-amyloid,

neurotropin, kolinergik, dan neuroinflamasi apakah memiliki interaksi yang baik

atau tidak. Untuk menguji kelayakan suatu obat perlu dilakukannya analisis
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ADMETox untuk melihat bagaimana efek farmakologi suatu senyawa sebelum
dilakukan pengujian langsung kepada hewan uji ataupun percobaan kepada
manusia untuk meminimalkan efek samping yang akan ditimbulkan oleh sebuah
senyawa. *-"

Oleh karena itu, pada penelitian ini dilakukan analisis ADMETox terhadap
senyawa aktif pada ekstrak cherry coffee berupa acetic acid, 2,3-Butanediol,
Maleic Anhydride, dan I,2-Cyclopentanedione dan analisis doking molekuler

terhadap protein terkait jalur beta-amyloid, neurotropin, kolinergik, dan

neuroinflamasi.

1.2  Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana ADMETox dari
senyawa aktif ekstrak cherry coffee dan interaksi antara senyawa aktif ekstrak
cherry coffee pada Alzheimer melalui jalur beta-amyloid, neurotropin, kolinergik,

dan neuroinflamasi ?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah menganalisis ADMETox senyawa
aktif ekstrak cherry coffee dan interaksi senyawa aktif ekstrak cherry coffee pada
Alzheimer melalui jalur beta-amyloid, neurotropin, kolinergik, dan

neuroinflamasi dengan kerangka studi in silico.

1.3.2 Tujuan Khusus

1) Menganalisis ADMETox senyawa aktif ekstrak cherry coffee menggunakan
situs ADMETlIab 2.0, SwissADME, dan ProTox-III.

2) Menganalisis energi pengikatan dan konstanta penghambatan antara senyawa
aktif ekstrak cherry coffee terhadap protein Beta-Site Amyloid Precursor
Protein  Cleaving Enzyme | (BACEl) dan A Disintegrin and
Metalloproteinase Domain-Containing Protein 10 (ADAMI10) sebagai jalur

beta-amyloid melalui studi doking molekuler.
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3)

4)

5)

6)

14

1)

2)

Menganalisis energi pengikatan dan konstanta penghambatan antara senyawa
aktif ekstrak cherry coffee terhadap protein BDNF sebagai jalur neurotropin
melalui studi doking molekuler.

Menganalisis energi pengikatan dan konstanta penghambatan antara senyawa
aktif ekstrak cherry coffee terhadap protein ACh dan AChE sebagai jalur
kolinergik melalui studi doking molekuler.

Menganalisis energi pengikatan dan konstanta penghambatan antara senyawa
aktif ekstrak cherry coffee terhadap protein TNF-a, IL-6, IL-1B, dan Caspase-
2 sebagai jalur neuroinflamasi melalui studi doking molekuler.

Menganalisis visualisasi 2D antara senyawa aktif ekstrak cherry coffee
terhadap protein jalur beta-amyloid, neurotropin, kolinergik, dan

neuroinflamasi melalui ikatan hidrogen.

Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diberikan oleh penelitian ini adalah:
Bagi peneliti, memberikan sebuah gagasan baru untuk menjadi sebuah acuan
yang dapat memperluas pengetahuan dalam bidang pengobatan berbasis bahan
alam untuk mengatasi penyakit sistem saraf terutama Alzheimer.
Bagi Masyarakat, diperolehnya sebuah gagasan pengobatan baru yang lebih
efektif dan aman untuk penyakit Alzheimer guna meningkatkan kualitas

hidup.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Penyakit Alzheimer

Alzheimer merupakan salah satu tipe demensia dengan prevalensi tertinggi
dengan dua pertiga kasus terjadi pada orang dengan usia 65 tahun ke atas.’’
Menjadi suatu kondisi neurodegeneratif dengan gejala awal seperti gangguan
perilaku, kognitif, dan penurunan fungsi memori dengan progresivitas yang
tinggi.>

Berdasarkan patofisiologi utama dari Alzheimer yaitu penumpukan plak
beta-amyloid dan hiperfosforilasi protein tau, ada beberapa faktor resiko yang
menyebabkan hal ini terjadi.® Secara genetik, mutasi gen presenilin 1 (PSENI),
presenilin 2 (PSEN2) dan APP teridentifikasi pada 70% kasus Alzheimer tipe
carly onset atau tipe familial.>* Selain itu, mutasi pada &4 allele dari
apolipoprotein E (APOE) dapat menjadi sebuah faktor resiko utama secara

genetik yang mempengaruhi progresivitas penyakit Alzheimer.”

@ APP Metabolism

High Cholesterol Metabolism
effect @ 'mmune Response
Rare variants
High effect @ Tau Metabolism
Endocytosis
Low frequency variants
Intermediate effect

Common variants

Rare &
= >

low risk

Common allele frequency

Adapted from Lane et al. European Journal of Neurology, 2018

Gambear 2. 1 Gen terkait dengan Alzheimer
Keterangan: Beberapa gen terkait dengan penyakit Alzheimer yang telah diidentifikasi.
Warna lingkaran menunjukkan jalur mana gen tersebut mempengaruhi penyakit Alzheimer.*®

Faktor lingkungan memberikan pengaruh yang signifikan terhadap
progresivitas penyakit Alzheimer selain faktor genetik. Pasien dengan penyakit

kardiovaskular seperti stroke, gagal jantung, dan aterosklerosis memiliki resiko
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lebih tinggi untuk terkena Alzheimer.’’ Selain itu, resiko Alzheimer juga akan
meningkat pada orang yang memiliki gangguan tidur (insomnia dan obstructive
sleep apnea), trauma otak, dan depresi.”®

Sampai saat ini, pengobatan yang selalu diberikan pada pasien Alzheimer
hanya digunakan untuk menghambat progresivitas penyakit dengan meningkatkan
fungsi kognitif, peningkatan perilaku, serta memori. Belum ada pengobatan yang
langsung menghentikan patogenesis utama dari Alzheimer yaitu penumpukan plak

beta-amyloid dan hiperfosforilasi protein tau.”

2.2  Beta-Amyloid

Beta-Amyloid (AB) merupakan protein yang berasal dari proteolisis antara
enzim Beta-Secretase dan Gamma-Secretase terhaap protein APP.*" Sebagai
komponen utama yang memainkan peran terhadap patogenesis Alzheimer, AP
sudah banyak menjadi target utama terapi dalam mengurangi bahkan menurunkan
progresivitas penyakit Alzheimer.®’ namun paparan dari protein AP dalam skala
pikomolar mampu meningkatkan plastisitas dari sinaps yang akan meningkatkan
proses belajar dan memori pada percobaan terhadap hewan dengan meningkatkan
Long-Term Potentation (LTP) pada bagian hipokampus. Paparan Ap dalam jumlah
yang besar dan dalam keadaan kronis yang akan menimbulkan efek samping dari
gejala Alzheimer seperti penurunan memori, sikap, dan kemampuan kognitif
seseorang.”

Umumnya, APP yang perlu didaur ulang akan di proteolisis oleh dua
enzim utama yaitu Alpha-Secretase dan Gamma-Secretase." Namun, peningkatan
yang terjadi pada enzim beta sekretase membuat proses daur ulang dari APP
menjadi bentuk yang sulit untuk didaur ulang yaitu AB.'""'* Proses ini disebut juga

. . 62
sebagai proses amiloidogenik.
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Gambar 2. 2 Proses Amiloidogenik dan non-amiloidogenik.

Keterangan: proses non-amiloidogenik dimulai ketika pemecahan dari APP oleh a-
secretase menghasilkan Soluble Amyloid Precursor Protein Alpha (sAPPa) yang keluar menuju
ekstrasel sedangkan C-Terminal Fragment 83 (CTF83) tetap berada di intrasel. CTF83 kemudian
diproses lebih lanjut oleh y-secretase hingga menghasilkan p3 menuju ekstrasel dan APP
Intracellular Domain (AICD) ke sitoplasma. Jalur Amiloidogenik berawal dari pemecahan APP
oleh enzim [-secretase yang kemudian menghasilkan dua fragmen protein utama yaitu Soluble
Amyloid Precursor Protein Beta (SAPPP) ke ekstrasel dan C-Terminal Fragment 99 (CTF99) tetap
berada di dalam membran sel. CTF99 kemudian diproses oleh y-secretase menjadi 2 protein kecil
yaitu beta-amyloid (AB) yang berjalan ke luar sel, dan AICD berada di dalam sel. ©

Ada banyak hal yang dapat menyebabkan pembentukan berlebih dari AB
dan penumpukannya. Ada faktor yang tidak dapat diubah seperti ditemukannya
mutasi pada gen terkait Alzheimer seperti PSEN1, PSEN2, APP dan memiliki
kelainan trisomi 21.% Selanjutnya neuroinflamasi yang terus menerus terjadi
akibat peningkatan stres oksidatif dari radikal bebas, penyakit vaskular, dan

diabetes mellitus dapat meningkatkan resiko penumpukan dari plak Ap.**

2.3 Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

BDNF merupakan protein yang berasal dari famili protein neurotropik dan
memiliki fungsi krusial terhadap survival dan diferensiasi neuron ketika masa
perkembangan.® Selain itu, BDNF juga memiliki fungsi sebagai neurotransmitter
yang berguna untuk menjaga plastisitas sistem saraf.®® Di dalam otak, BDNF
diekspresikan oleh neuron glutaminergik dan sel glial seperti astrosit pada korteks

dan hipokampus. Selama embriogenesis, BDNF juga memiliki pengaruh yang
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besar terhadap diferensiasi sel progenitor kortikal untuk berubah menjadi sel
neuron.®’

Proses sintesis dan pematangan dari BDNF melibatkan berbagai tahapan
yang dimulai dari pembentukan prekursor BDNF yaitu preproBDNF yang
disintesis oleh retikulum endoplasma.®® PreproBDNF kemudian mengalami
perubahan menjadi bentuk isoform proneurotropin bernama proBDNF dengan
proses penghilangan peptida sinyal. Selanjutnya, proBDNF akan dipotong secara
intraseluler melalui endoprotease seperti furin dan plasmin di ekstraseluler
menjadi bentuk isoform mBDNFE.” mBDNF vyang berada di ekstraseluler
kemudian akan berikatan dengan reseptor di postsinaps yaitu Tyrosine kinase
receptor B (TrkB) yang nantinya akan berdimerisasi dan mengaktifkan beberapa
enzim terkait seperti Phosphoinositide 3-kinase (P13K), Guanosine Triphosphate
Hydrolases (GTP), dan Janus Kinase (JAK).”’® Selanjutnya, ikatan antara
mBDNF terhadap TrkB akan memunculkan jalur pensinyalan lain seperti aktivasi

protein MAPK dan CAMK yang akhirnya akan memulai proses translasi CREB
sebagai promotor terhadap BDNF."

pre-region TPTOAGRAR " FTEAORAN - preproBDNF
|
S FAEean  proBDNE

|
/ TGRS mBDNE
= N

PIBDNE \:\:‘: = mBDNF
. \ VeSS
Presynaptic & z 3
cell 3
A\ z 2
s X" W\ %
PROBDNE€ Y mBDNFZ |
Postsynaptic ..o, & N /A
S o )
cell ; £ 8 : %

BDNF promoter
transcription

Gambear 2. 3 Mekanisme molekuler sintesis BDNF.

Keterangan: Bentuk prekursor awal BDNF adalah preproBDNF. Prekursor ini kemudian
akan diubah menjadi proBDNF yang terdiri dari pro-domain dan matur domain. Selanjutnya,
proBDNF akan diubah menjadi mBDNF yang merupakan bentuk isoform matang. proBDNF dan
mBDNF akan dieksositosis ke ekstraseluler dan akan berikatan dengan reseptor di postsynaptic.
mBDNF akan berikatan dengan TrkB yang kemudian mengaktifkan kaskade sinyal PLC, PI3K,
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MAPK, dan JAK/STAT untuk mendorong proses translasi CREB yang merupakan promoter dari
BDNF.”

Defisiensi dari protein BDNF di dalam otak dapat menjadi sebuah
permasalahan dalam proses plastisitas dan perkembangan sel saraf. Pada pasien
Alzheimer, akumulasi dari plak beta-amyloid dan hiperfosforilasi dari protein tau
menyebabkan penurunan protein BDNF.”' Hal ini menyebabkan adanya
penurunan fungsi kognitif serta memori pada pasien Alzheimer karena fungsi
krusial dari BDNF sebagai penjaga neuroplastisitas dan kemampuan bertahan
hidup dari sel neuron.'” Berdasarkan studi systematic literature review yang telah
dilakukan, ditemukan penurunan yang sangat signifikan pada kadar BDNF pasien
Alzheimer dengan gangguan kognitif dibandingkan dengan orang normal tanpa

Alzheimer."”

2.4  PIDDosome

secara umum, inisiasi apoptosis sel melibatkan dua jalur utama yakni jalur
intrinsik yang dimulai dengan pelepasan faktor sinyal stress dari mitokondria di
dalam sel dan jalur ekstrinsik yang dipicu oleh stimulus dari reseptor kematian.’
PIDDosome memiliki peran penting dalam memulai apoptosis sel jalur intrinsik.

PIDDosome adalah kompleks molekul yang secara signifikan memiliki
berat molekul yang besar dan berperan penting sebagai produksi protein pro-
apoptosis.”” Terdiri dari C-terminal Fragment of p53-induced death domain
protein 1 (PIDD1), protein adaptor receptor-interacting protein-associated 1ICH-
1/CED-3 homologous protein with a death domain (RAIDD), dan caspase-2."*
PIDDosome berfungsi sebagai pengatur sinyal apoptosis terhadap respon
kerusakan DNA dan stress seluler.” Selain itu, PIDDosome juga bekerja dalam
proses non-apoptosis seperti penuaan sel dan respon terhadap inflamasi.”®

Caspase-2 merupakan famili dari protein caspase yang memiliki peran
esensial terhadap fungsi apoptosis dan inflamasi.”’ Bekerja sebagai inisiator,
caspase-2 dapat memulai proses apoptosis dengan mengaktifkan caspase
eksekutor yang nantinya akan melakukan pemecahan komponen seluler.” Dengan
melakukan proses apoptosis terhadap sel yang rusak, caspase-2 dapat menjaga

keseimbangan jaringan di dalam tubuh.”
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aktivasi dari caspase-2 menjadi sebuah hal yang krusial dalam
melaksanakan tugasnya untuk apoptosis sel melalui proses pembentukan dua
protein penting dalam kompleks PIDDosome, yaitu PIDD1 dan RAIDD.¥*!
PIDDosome menjadi jalur utama dari aktivasi caspase-2 melalui respon
kerusakan DNA.*> Setelah terbentuknya PIDDsome, kompleks ini akan
melakukan dimerisasi dan autoproteolisis antara dua pro-Caspase-2 menjadi

caspase-2 yang aktif.*!

A B
PIDD1 autoprocessing sites ‘,f\ o
D] Y
[ LRR ] “upa 0 [ DD 5 J( '
o v
full length PIDD1 l L \\'ﬁ; { \’ ) -
N ¥ //&B )
' . oD e TS -
PIDD-C @B UpA > (1B 9P CARD IR |
B :
l y | && i Dimerization '
PIDD-CC ¢ UpA > (BB ¥ N\ >" o i
oo ""Q':\Bf)/ e 1\\ \\\ ) autoproteolysis
RAIDD CARD JESiGEN Smal v aciive
pro-Caspase-2 PIDDosome : Caspase-2

Gambar 2. 4 Skema aktivasi dari caspase-2
Keterangan: A. PIDD1 mengalami autoprocessing yang menghasilkan dua C-ferminal
fragment yaitu PIDD-C dan PIDD-CC. selanjutnya, death domain (DD) dari RAIDD akan
berinteraksi terhadap pro-Caspase-2. B. kompleks PIDDosome yang telah terbentuk akan
melakukan dimerisasi dan autoproteolisis terhadap dua pro-caspase-2 hingga terbentuknya
caspase-2 aktif.?!

Hiperaktivasi enzim caspase-2 menjadi salah satu penyebab kematian sel
neuron pada pasien Alzheimer karena proses aktivasi terus menerus dari plak
beta-amyloid yang menumpuk.® Hiperaktivasi dari caspase-2 memiliki pengaruh
yang besar terhadap hiperfosforilasi dari protein tau sehingga penghambatan dari
caspase-2 dapat menjadi potensial terapi pada pasien Alzheimer.** Dari penelitian
sebelumnya yang telah dilakukan pada tikus, caspase-2 yang dihambat dapat
menurunkan progresivitas penumpukan dari protein tau yang mengakibatkan

. . 84
adanya peningkatan memori.”

2.5  Aktivitas Kolinergik

Aktivitas kolinergik merupakan satu kesatuan yang disusun oleh sel saraf
yang bekerja untuk memproduksi asetilkolin untuk mencetuskan sebuah potensial
aksi saraf.® Selain asetilkolin, ada beberapa protein lagi yang termasuk kedalam

sistem kolinergik yaitu reseptor kolinergik (AChRs), Choline Acetyltransferase
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(ChAT), dan enzim asetilkolinesterase. Semua protein ini memiliki pengaruh yang
sangat besar dalam menjaga homeostasis tubuh dan regulasi sistem imun.™
Protein asetilkolin berasal dari dua komponen utama yaitu choline dan
grup acetyl. Proses penyatuan dari kedua komponen ini diinisiasi oleh ChAT yang
berada di ujung terminal akson.®’ Asetilkolin yang sudah terbentuk, akan
dimasukkan ke dalam vesikel yang bergerak secara endositosis dan akan
dikeluarkan menuju ke sinaps. Namun, pengeluaran dari asetilkolin menuju ke
sinaps baru akan terjadi apabila terdapat sebuah potensial aksi yang menyebabkan
kanal kalsium pada neuron terbuka dan mendorong vesikel berisi asetilkolin untuk
keluar.® Asetilkolin yang keluar akan menuju ke dua jenis reseptor pada
postsinaps yaitu reseptor muskarinik dan nikotinik. Setelah berikatan, asetilkolin

yang tersisa akan dipecah dan didaur ulang kembali oleh asetilkolinesterase untuk

memproduksi asetilkolin lebih banyak di presinaps.”

Presynaptic neuron

Acetylcholine

A
-
’ & Synaptic vesicle

Synaptic Knob

j \,
Choline~/CR) A i Synapse
Acetate d

A‘Atyl"llit‘~]‘ >
S AJ Acetylcholinesterase ’

ACh receptor e 4 Postsynaptic neuron

Gambar 2. 5 Skema aktivitas kolinergik

Keterangan: proses sintesis dari asetilkolin dimulai dengan pembentukan prekursor utama
yaitu asetil-KOA yang berasal dari mitokondria sedangkan kolin berasal dari plasma atau sisa daur
ulang ACh sebelumnya. Enzim ChAT bekerja untuk mengkatalis reaksi yang terjadi antara asetil-
KOA terhadap kolin sehingga terbentuk asetilkolin yang nantinya akan masuk ke dalam vesikel.
Proses pengeluaran dari ACh diinisiasi dengan tercetusnya impuls saraf yang membuka kanal
kalsium sehingga memicu proses eksositosis ACh menuju celah sinaps. ACh sisa yang tidak
berikatan dengan reseptornya di postsinaptik akan didaur ulang kembali oleh enzim AChE menjadi
kolin dan asetat yang nantinya kolin di reuptake dan didaur ulang menjadi asetilkolin baru dengan

cara yang sama.
Pada Alzheimer, penurunan drastis dari asetilkolin disebabkan karena
penumpukan plak AP yang membuat proses transportasi ACh dari presinaptik

menuju postsinaptik terhambat.”® Akhirnya gejala seperti penurunan kognitif,
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memori menjadi terlihat pada pasien Alzheimer karena ACh juga memiliki peran

penting dalam meregulasi fungsi kognitif dan memori.”

2.6 Neuroinflamasi

Neuroinflamasi merupakan sebuah mekanisme kompleks yang terjadi pada
otak terkait dengan adanya trauma, infeksi, maupun suatu penyakit neurologi.”’
Kemampuan otak untuk mencetus neuroinflamasi penting untuk menjaga
homeostasis otak. Hal ini ditujukan untuk melindungi dan memulihkan fungsi
sinaps akibat kejadian traumatik atau infeksi yang terjadi.”> Neuroinflamasi yang
terjadi secara terus menerus atau kronik akan menjadi sebuah masalah. Pada
beberapa penyakit yang menyerang sistem saraf pusat seperti Alzheimer,
parkinson, dan multiple sclerosis, terjadi peningkatan kronik dari sistem
neuroinflamasi di dalam otak.”

Pada Alzheimer, peningkatan dari neuroinflamasi akibat penumpukan plak
AP memicu pelepasan sitokin pro-inflamasi yang menyebabkan terjadinya
hiperfosforilasi tau dan akhirnya terjadi neurodegenerasi pada sel neuron otak.”
beberapa penelitian menyatakan keterkaitan antara tingginya kadar sitokin pro-
inflamasi pada pasien Alzheimer seperti IL-1B, IL-17, IL-12, 1L-23, IL-6, dan

TNF-a semakin menambah neuroinflamasi dan kerusakan neuron.”

Inhibition 1
°: N:‘~kp, Self- Assembled
ety Nanoscaffolds or AD

targeting
= therapeutics
LoD [ onagocytonis of ~
i Amyloid bota plaque

NF-K@ 2
\Reducllon in the

release of
pro-inflammatory
cytokines via
inhibiting NF-kp
pathways

s Inhibition of
. cytokines (IL-1, IL-6,
IL-10, TNF) activity
Neurodegeneration '\/ -

Gambar 2. 6 Skema Neuroinflamasi
Keterangan: neuroinflamasi dalam neuron yang terjadi pada pasien Alzheimer diawali
dengan penumpukan plak Ap yang memicu sel glial sebagai respon imun pertama. Sel glial akan
melepaskan spesies oksigen reaktif (ROS) yang kemudian mengaktifkan jalur inflamasi melalui
faktor transkripsi NF-kB. NF-kB kemudian masuk ke nukleus untuk meningkatkan pelepasan
sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, IL-10, dan TNF-o yang akan semakin parah akibat
disfungsi mitokondria yang terjadi.”®

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



14

2.7 Cherry Coffee

Cherry coffee adalah bagian buah pada tanaman kopi dengan komposisi
kulit, daging buah, dan biji kopi.”” Memiliki diameter rata-rata 1,5 cm dengan dua
spesies terbanyak adalah Coffea canephora dan Coffea arabica. Di dalamnya,

terdapat lapisan mesocarp dengan cita rasa yang manis.”

(1) pulp (mesocarp)

(2) pectin layer (mucilage)
(3) parchment (endocarp)

(4) silver skin (epidermis)

(5) green bean (endosperm)

(6) center cut

(7) outer skin (exocarp)

Gambar 2. 7 Struktur anatomi dari cherry coffee
Keterangan: (1) Mesocarp = struktur daging buah; (2) Mucilage = lapisan lendir yang
terdiri dari pektin; (3) Endocarp = lapisan keras pembungkus biji kopi; (4) Epidermis = kulit tipis
berwarna perak yang menutupi biji kopi; (5) Endosperm = biji kopi; (6) Center cut = garis tengah
yang memisahkan dua bagian biji kopi; (7) Exocarp = lapisan kulit luar dari cherry coffee.”®

Cherry coffee kaya akan kandungan fitonutrien seperti asam klorogenat,
flavonoid, alkaloid, eicosanoyl-5-hydroxytryptamide (EHT), atractyligenin, dan
carboxyatractyligenin derivatives. Selain itu, biji kopi yang terkandung di
dalamnya kaya akan kafein, trigonelline, dan asam klorogenat. Dari hasil uji LC-
MS yang telah dilakukan, cherry coffee mengandung senyawa kimia berupa 3-
Caffeoylquinic acid, 5-Caffeoylquinic acid, 4- Caffeoylquinic acid, 5-
Feruloylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, dan 4,5-
dicaffeoylquinic acid.”

2.8 Absorpsi, Distribusi, Metabolisme, Ekskresi, Toksisitas (ADMETox)
Penemuan kandidat terapi baru dalam upaya menangani suatu penyakit

menjadi sebuah usaha yang memakan banyak biaya dan proses yang kompleks
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meliputi pemilihan penyakit, mengidentifikasi protein target, uji praklinis dan
klinis.” Dengan metode In silico, hal ini dapat mempermudah proses awal
pengembangan target terapi tanpa harus mencobanya terlebih dahulu ke hewan
coba dan manusia.'”” Namun, meskipun memberikan manfaat yang besar, masih
banyak kandidat obat yang belum lulus uji coba ketika proses pengembangan.*’
Ada beberapa kemungkinan yang menyebabkan kegagalan ini terjadi, mulai dari
kurangnya efektivitas dari terapi dan masalah keamanan obat. Berdasarkan hal ini
analisis ADMETox pada suatu senyawa menjadi sebuah proses penting dalam
pengembangan terapi terbaru. Maka dari itu, diperlukannya pencarian molekul
untuk pengobatan dengan sifat ADMETox yang baik pula.*’

ADMETox merupakan sebuah metode analisis data senyawa yang ditinjau
dari segi farmakokinetik dan farmakodinamiknya.® Sejalan dengan doking
molekuler, kandidat terapi yang akan dicoba harus lulus uji mulai dari kemiripan
dengan obat (druglikeness), penghambatan terhadap enzim Cytochrome P450
(CYP) dan level toksisitasnya. Pada aturan lima /ipinski, ada beberapa hal yang
harus terpenuhi pada senyawa kandidat. Minimal 2 dari kriteria ini terpenuhi
mulai dari berat molekul < 500 g/mol, Hydrogen Bond Acceptors <10, Hydrogen

Bond Donors < 5, dan Log P < 5.'!

apabila ketentuan dari /lipinski ini tidak
terpenuhi, hal ini mengartikan senyawa kandidat memiliki ADMETox yang buruk

sehingga pemilihannya dapat dihindari.'"

2.9  Doking Molekuler

Doking molekuler merupakan metode komputasi berbasis in silico yang
sering digunakan dalam penemuan potensial zat aktif sebagai pengobatan
terbaru.'” Dengan melihat secara langsung ikatan antara protein dengan senyawa
aktif, para peneliti memiliki persentase keberhasilan lebih tinggi dalam melakukan
eksperimen.'® Dengan biaya yang lebih rendah, aman, dan sederhana membuat
teknik doking molekuler sering dipakai dalam penelitian biomedis serta
pengembangan obat.'*
Dalam konsep dasar doking molekuler, diperlukan pencarian dari struktur

target seperti protein, DNA atau RNA. Protein Data Bank (PDB) menjadi

database protein yang sering digunakan untuk mendapatkan struktur 3D dari
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makromolekul.'” Selanjutnya, struktur dari senyawa aktif atau ligan didapatkan
dari website ZINC dan PubChem.""” Ketika makromolekul dan ligan berada dalam
jarak dekat, kedua molekul ini akan berikatan dan membentuk suatu kompleks
yang stabil. Tempat pengikatan dari kedua molekul ini disebut sebagai situs
aktif.'”® Komponen skor dari hasil doking digunakan untuk melihat seberapa kuat
kedua senyawa tersebut berikatan. Semakin rendah skor yang didapat, maka
semakin kuat pula ikatan dari kedua molekul tersebut.'”

Banyak target terapi yang telah berhasil dikembangkan melalui metode
doking molekuler. Seperti pengembangan terapi diabetes, hipertensi, serta
penanggulangan Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2)."% Dengan adanya kemajuan dalam sistem komputasi dan bioinformatika,

metode doking molekuler akan terus berkembang sehingga memberikan harapan

baru dalam pengobatan yang lebih aman serta efektif.
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2.10 Kerangka Teori

Kerangka teori penelitian dapat terlihat pada diagram alir berikut.

Penyakit Neurodegeneratif
(Alzheimer)

|

4%

Proteolisis Amyloid Precursor Protein
(APP) menjadi Beta-dmyioid

! T-Secretase |

v

Penumpukan Plak Beta-Amyioid

v

Mencetuskan Neuvroinflamasi

v

Caspase-2, TNF-u, IL-1p, & TL6
Meningkat

17

/\

Mengganggu Jalur Neurotropin Mengganggu Jalur Kolinergik
) /
Penurunan BDNF Penurunan ACh < Peningkatan AChE
1 \ / A
Penurunan Fungsi Memori dan Kognitif
Y
Senyawa Aktif Ekstrak Cherry Coffee
Keterangan Gambar: - = berpengarulsp = Meninghatkan,

Penghambatan

Penjelasan diagram alir. Senyawa aktif pada ekstrak cherry coffee difungsikan

untuk meningkatkan kadar BDNF dan ACh serta menurunkan aktivitas dari enzim
caspase-2, TNF-a, IL-1p, dan IL-6.
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2.11 Kerangka Konsep

Jalur Beta-Amyloid

r

(BACE1 & ADAMI0)

Jalur Neurotropin

18

~

(BDNF)

Jalur Kolinergik

A

(ACh & AChE)

Jalur Neuroinflamasi
(Caspase-2, TNF-o, [L-1Pp &

A

Senyawa Aktif Elcstrak
Cherry Coffee:
1. Acetic Acid
2. Mualeic Anhydride
3. 2, 3-Butanediol
4. 1,2-Cyclopentanedion
5. Asam Klorogenat
6. Kafein

IL6)

Keterangan:

: Variabel Independent (Bebas)

© : Variabel Dependent (Terikat)
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3.1

BAB3
METODE PENELITIAN

Definisi Operasional

Definisi operasional yang dipaparkan pada tabel 3.1 memiliki tujuan untuk

menjelaskan pengertian terkait operasional dan variabel dari penelitian.

Tabel 3. 1 Definisi Operasional

Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur
Struktur Protein BDNF  Struktur 3D Mengukur Numerik Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: penghambata penghambatan (<
1B&8M n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein '’
Struktur Protein Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
Caspase-2 protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: 3R7B  penghambata penghambatan (<
n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan

dan protein %’

19
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Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur
Struktur Protein TNF-a  Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: 7JJRA  penghambata penghambatan (<
n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein %
Struktur Protein ACh Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: penghambata penghambatan (<
5TVC n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein %’
Struktur Protein AChE  Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: 8DT7  penghambata penghambatan (<
n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein %’
Struktur Protein BACE1  Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
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Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur
nomor ID: penghambata penghambatan (<
™MYU n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein '’
Struktur Protein Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
ADAM10 protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: 6BE6  penghambata penghambatan (<
n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein %’
Struktur Protein IL1p  Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: 8RYS penghambata penghambatan (<
n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein '”
Struktur Protein IL6 Struktur 3D Mengukur Numerik  Semakin  kecil
protein yang energi energi
diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
melalui situs  dan kcal/mol) dan
Uniprot dengan konstanta konstanta
nomor ID: SFUC  penghambata penghambatan (<
n 1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan

dan protein '”’
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Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur

Senyawa acetic acid Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh  pengikatan pengikatan (< 0
dari situs dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
176 semakin kuat

interaksi  ligan

dan protein %

Senyawa 2,3-Butanediol  Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh  pengikatan pengikatan (< 0
dari situs dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
262 semakin kuat

interaksi  ligan

dan protein %’

Senyawa Maleic Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
Anhydride senyawa  aktif energi energi

yang diperoleh  pengikatan pengikatan (< 0
dari situs dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
7923 semakin kuat

interaksi  ligan

dan protein '”

Senyawa 1,2- Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
Cyclopentanedione senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
dari situs  dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
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Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
566657 semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein '’
Senyawa Asam Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
Klorogenat senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
dari situs  dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
1794427 semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein %’
Senyawa Kafein Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
dari situs  dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
2519 semakin kuat
interaksi  ligan
dan protein '”
Senyawa Skopolamin Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
dari situs  dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
11968014 semakin kuat
interaksi  ligan

dan protein '”’
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Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur

Senyawa Donepezil Struktur Mengukur Numerik  Semakin  kecil
senyawa  aktif energi energi
yang diperoleh pengikatan pengikatan (< 0
dari situs  dan kcal/mol) dan
PubChem konstanta konstanta
dengan penghambata penghambatan (<
PubChem CID: n 1 mM) maka
3152 semakin kuat

interaksi  ligan

dan protein %

3.2 Jenis dan Rancangan Penelitian

Desain dari penelitian ini adalah analisis ADMETox dan doking
molekuler. Analisis ADMETox menggunakan situs ADMETIab 2.0, SwissADME,
dan ProTox-III untuk mencari druglikeness, tfarmakokinetik, dan toksisitas dari
senyawa aktif ekstrak cherry coffee, skopolamin, dan donepezil. Analisis doking
molekuler menggunakan metode doking molekuler antara senyawa aktif ekstrak
cherry coffee, skopolamin, dan donepezil dengan protein target BDNF, Caspase-2,
TNF-0, ACh, AChE, BACE1, ADAM10, IL1B, dan IL6.

Tabel 3. 2 Rancangan Penelitian

Rancangan Penelitian

Senyawa Aktif Protein

ADMETox Acetic Acid -
Maleic Anhydride -
2,3-Butanediol -

1,2-Cyclopentanedion -

Asam Klorogenat -

Kafein -

Skopolamin -

Donepezil -

Doking Molekuler Acetic Acid BDNF
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Maleic Anhydride Caspase-2
2,3-Butanediol TNF-a
1,2-Cyclopentanedion ACh
Asam Klorogenat AChE
Kafein BACEl1
Skopolamin ADAMIO0
Donepezil IL1B
IL6

3.3  Waktu dan Tempat Penelitian

Pelaksanaan penelitian dilakukan selama 6 bulan dari September 2024-
Februari 2025. Analisis ADMETox dan doking molekuler dilakukan di
Laboratorium Biokimia FK UMSU

3.4  Populasi dan Sampel Penelitian
3.4.1 Populasi Penelitian

Populasi yang ditargetkan dalam penelitian ini adalah ikatan antara protein
BDNF, Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACE1, ADAMI10, IL1B, dan IL6
terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee, skopolamin, dan donepezil yang

diperoleh melalui analisis In silico.

3.4.2 Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah protein target BDNF,
Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACE1, ADAMI10, IL1p, dan IL6 pada metode
doking molekuler. Adapun kriteria inklusi adalah:
1. Tahun terbit protein, lebih baik apabila ditemukan tahun terbit paling
terbaru dari protein target.
2. Resolusi protein < 3 Armstrong (A).
3. Tidak terdapat mutasi pada protein target (pengecualian, apabila sekuens

mutasi tidak sama dengan hasil sekuens visualisasi).

Kriteria eksklusi pada metode doking molekuler:
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1. Resolusi protein >3 A
2. Terdapat mutasi pada protein target (dengan sekuens yang sama saat

visualisasi)

3.5  Teknik Pengumpulan Data
3.5.1 Bahan dan Alat yang digunakan
3.5.1.1 Analisis ADMETox dan Doking Molekuler

Bahan yang digunakan pada analisis ADMETox adalah Simplified
Moleccular Input Line Entry System (SMILES) pada senyawa aktif yang dapat
ditemukan pada situs PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), analisis
druglikeness, farmakokinetik senyawa, dan toksisitasnya melalui situs ADMETIab
2.0 (https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index), SwissADME
(http://www.swissadme.ch/), dan ProTox-III
(https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=compound input). Dan analisis
doking molekuler adalah struktur ligan/senyawa aktif yang diperoleh dari situs
web  PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dan protein target yang
diperoleh dari Uniprot (https://www.uniprot.org/). Perangkat lunak yang
digunakan dalam penelitian ini adalah aplikasi Autodock tools, Marvin Sketch,
Pymol, Notepad, LigandScout, dan Discovery Studio. Perangkat keras yang
digunakan dalam penelitian ini adalah adalah laptop ASUS TUF Gaming F15
dengan spesifikasi RAM DDR4 8GB, processor Intel Core i7-10870H processor
2.2 GHz, memory 16GB dengan kapasitas maksimal 32GB.

3.6  Analisis Data
3.6.1 Analisis ADMETox

Analisis ADMETox dilakukan dengan mencari data senyawa aktif pada
situs (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dan meng-copy Simplified Moleccular
Input Line Entry System (SMILES) pada senyawa. Selanjutnya, SMILES yang

didapat dimasukkan kedalam situs ADMETIab 2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index), SwissADME
(http://www.swissadme.ch/), dan ProTox-III

(https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=compound input). = Data  yang
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didapatkan kemudian dianalisis berdasarkan druglikeness dengan melihat

pemenuhan dari aturan lima /ipinski, farmakokinetik senyawa, dan toksisitasnya.

3.6.2 Analisis Doking Molekuler
Pada penelitian ini dilakukan analisis komputasi berupa doking molekuler
untuk melihat interaksi antara ligan dengan protein target. Prosedur ini dilakukan

dalam beberapa tahapan:

3.6.2.1 Pencarian Data Protein Target

Pencarian data dari protein target didapatkan dari  Uniprot
(https://www.uniprot.org/) dan PDB (https://www.rcsb.org/) dalam bentuk *.pdb
yang kemudian dilakukan penghilangan molekul air, penambahan muatan, buang

pelarut menggunakan aplikasi Autodock tools.

3.6.2.2 Pencarian Data Senyawa Aktif Ekstrak Cherry Coffee

Struktur 2D dari senyawa aktif pada ekstrak cherry coffee diambil dari
website PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Selanjutnya, struktur 2D
dengan format *.sdf dari senyawa aktif diubah menjadi bentuk 3D dan dikonversi

menjadi bentuk *.pdb menggunakan aplikasi Marvin Sketch.

3.6.2.3 Pemodelan Struktur 3D protein
Pemodelan struktur 3D dari protein target diperkirakan menggunakan
aplikasi Autodock tools menggunakan X-ray Method. Setelahnya, struktur 3D

protein divalidasi juga menggunakan aplikasi Autodock tools.

3.6.2.4 Doking dan Visualisasi Ligand-Protein Complex

Simulasi doking molekuler antara senyawa aktif asam klorogenat dengan
protein target menggunakan aplikasi Autodock tools. Langkah doking molekuler
terdiri dari tiga tahapan yaitu persiapan ligan dan protein, pembuatan box
imajiner, dan doking. Setelah didapatkan Ligand-Protein Complex, hasilnya
divisualisasikan menggunakan aplikasi Discovery Studio, Pymol, dan

LigandScout.
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3.7 Pengolahan dan Analisis Data
3.7.1 Pengolahan Data
3.7.1.1 ADMETox
Pengolahan data dari analisis ADMETox dengan menginterpretasikan hasil
data yang didapatkan melalui situs ADMETlIab 2.0, SwissADME, dan ProTox-III.
Data yang didapatkan adalah:
a. Druglikeness
Didapatkan data berupa molecular weight (MW), Hydrogen Bond Acceptor
(HBA), Hydrogen Bond Donor (HBD), dan Log P.
b. Farmakokinetik
Didapatkan data berupa Gastrointestinal (GI) absorption, Blood Brain Barrier
(BBB) permeant, dan inhibitor terhadap enzim cytochrome P450 (CYP).
c. Toksisitas
Didapatkan data berupa oral acute toxicity, skin sensitization, carcinogenicity,
respiratory toxicity, Lethal Concentration 50% for Fish Models (LC50FM),
Lethal Concentration 50% for Daphania Models (LC50DM), pemenuhan
kaidah lipinski, dan kelas.

3.7.1.2 Doking Molekuler
Pengolahan data dari metode doking molekuler dengan menganalisis
energi pengikatan, konstanta penghambatan, dan asam amino residu antara ikatan
ligan dan protein.
a. Energi pengikatan dan konstanta penghambatan
Analisis dari energi pengikatan dan konstanta penghambatan dilakukan
dengan melihat hasil dari doking menggunakan aplikasi Notepad yang
memiliki satuan kcal/mol dan mM/uM/nM.
b. Asam amino residu
Analisis dari asam amino dilakukan menggunakan aplikasi Discovery Studio

dengan menganalisis visualisasi 2D dari ikatan antara ligan dan protein.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



29

3.7.2 Analisis Data
3.7.2.1 ADMETox

Hasil yang didapatkan kemudian dianalisis berdasarkan pemenuhan aturan
lima [lipinski, interpretasi mengenai penyerapan GI dan BBB, bagaimana
penghambatannya terhadap enzim CYP, dan bagaimana toksisitasnya apabila

diadministrasikan ke dalam tubuh.

3.7.2.2 Doking Molekuler

Hasil dari analisis doking molekuler yang didapatkan menggunakan
aplikasi autodock tools dilihat energi pengikatan dan konstanta penghambatannya.
Selanjutnya, dilakukan visualisasi menggunakan aplikasi Discovery Studio,
PyMol, dan LigandScout untuk mengetahui jumlah dan jenis ikatan yang
terbentuk berupa ikatan hidrogen dan asam amino residu untuk mengetahui active

site pada ikatan Ligand-Protein.

3.8 Alur Penelitian

3.8.1 ADMETox

Pencarian Data SMILES Senyawa Aktif Melalui Situs PubChem

4

Pencarian Data Druglikeness, Farmakokinetik, dan Toksisitas
Senyawa Aktif Melalui Situs ADMET]Iab 2.0, SwissADME, dan
ProTox-1II

¥

Analisis Data Hasil Pencarian

¥

Dilanjutkan Untuk Analisis Doking Molekuler
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Alur penelitian metode doking molekuler dapat dilihat pada diagram alir

berikut.

Pencarian struktur protein
melalui situs Uniprot

Pencarian struktur senyawa aktif
ekstrak cherry coffee di situs
PubChem

Preparasi protein target
menggunakan aplikasi autodock
tools

Preparasi senyawa aktif ekstrak
cherry coffee menggunakan
aplikasi Marvin Sketch

Proses doking molekuler untuk melihat interaksi
ligan-protein menggunakan aplikasi autodock

visualisasi ligan-protein menggunakan aplikasi
Discovery Studio, PyMol, dan LigandScout

Membuat laporan hasil dan kesimpulan penelitian
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian
4.1.1 Hasil Analisis ADMETox Senyawa Aktif Ekstrak Cherry Coffee

Tabel 4. 1 Hasil Analisis Druglikeness Senyawa Aktif Cherry Coffee

Compound Druglikeness

MW g/mol HBA HBD Log P
ACETIC ACID 60.02 2 1 -0.180
2,3-BUTANEDIOL 90.07 2 2 -0.580
MALEIC ANHYDRIDE 98.00 3 0 0.191
1,2-CYCLOPENTANEDIONE 98.04 2 0 0.064
CHLOROGENIC ACID 354.10 9 6 -0.085
CAFFEIN 194.08 6 0 0.048
SKOPOLAMIN 303.15 5 1 1.199
DONEPEZIL 379.21 4 0 4.191

Keterangan: MW = Molecular Weight; HBA = Hydrogen Bond Acceptor; HBD = Hydrogen Bond Donor.

Dari tabel 4.1. menunjukkan berat molekul dari senyawa ekstrak cherry
coffee kurang dari 500 g/mol, memiliki HBA kurang dari 10, dan Log P kecil dari
5. Semua senyawa aktif ekstrak cherry coffee kecuali asam klorogenat memiliki
nilai HBD kecil dari 5. Sebagai perbandingan, senyawa donepezil dan skopolamin
juga memiliki berat molekul lebih kecil dari 500 g/mol, HBA kurang dari 10,
HBD kurang dari 5, dan Log P lebih kecil dari 5.

Tabel 4. 2 Hasil Analisis Farmakokinetik Senyawa Aktif Cherry Coffee

Compound Pharmakokinetics
GI BBB Inhibitor CYP
absorptio  permean —CypiaT CypaC1 CYP2C CYP2D CYP3A
n t
2 9 9 6 4

ACETIC ACID High No
2,3-BUTANEDIOL High No ¥
MALEIC ANHYDRIDE High No + - -
1,2- High No - -
CYCLOPENTANEDION
E
CHLOROGENIC ACID Low No - - - . _
CAFFEIN High No -
SKOPOLAMIN High No - -
DONEPEZIL High Yes - - s -
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Keterangan: GI = Gastrointestinal; BBB = Blood Brain Barrier; CYP = Cytochrome P450; (-) = 0,3-0,5
(Kemungkinan Menghambat ada, namun kecil); (--) = 0,1-0,3 (Kemungkinan Menghambat Rendah); (---) =
0-0,1 (Tidak Menghambat); (+) = 0,5-0,7 (Menghambat namun kecil); (++) = 0,7-0,9 (Menghambat Sedang);
(+++) =0,9-1 (Sangat Menghambat).

Pada tabel 4.2. semua senyawa ekstrak cherry coffee kecuali asam
klorogenat diserap pada saluran cerna dengan tinggi, namun masih belum dapat
menembus BBB. Dapat dilihat pada tabel, mayoritas dari senyawa aktif pada
ekstrak cherry coffee memiliki kemampuan rendah atau tidak sama sekali
menghambat enzim CYP kecuali senyawa maleic anhydride di CYP1A2 dan 2, 3-
butanediol di CYP2C9 dengan intensitas penghambatan rendah. Dilakukan juga
analisa terhadap donepezil dan skopolamin sebagai pembanding dengan
skopolamin memiliki daya serap saluran pencernaan tinggi, belum mampu
menembus BBB, dan tidak menghambat enzim CYP. Donepezil dengan daya

serap saluran cerna tinggi dan memiliki kemampuan untuk menembus BBB dan

sangat menghambat kerja dari enzim CYP di CYP2D6.

Tabel 4. 3 Hasil Analisis Toksisitas Senyawa Aktif Cherry Coffee

Compound Toxicity Lipin Kel
Oral  Skin Carcinoge Respira LC50 LC50  SKi as
Acut  sensitiza nicity tory FM DM
e tion Toxicity
Toxic
ity

ACETIC ACID --- - e - 2.790  2.698 Yes
2,3- - - e - 0977 1.863 Yes 5
BUTANEDIOL
MALEIC +++ +++ - ++ 4458 4.897  Yes 4
ANHYDRIDE
1,2- + ++ - - 3.062  3.728 Yes 4
CYCLOPENTAN
EDIONE
CHLOROGENIC --- --- --- --- 4.012 4.829 Yes 5
ACID
CAFFEIN --- --- --- - 3229  3.205 Yes 3
SKOPOLAMIN - - -- ++ 4.062  4.531 Yes 4
DONEPEZIL -- -- -—- +++ 5.338  6.367 Yes 4

Keterangan: LC50FM = Lethal Concentration 50% for Fish Models; LC50DM = Lethal Concentration 50%
for Daphania Models; (-) = 0,3-0,5 (Kemungkinan Toksik ada, namun kecil); (--) = 0,1-0,3 (Kemungkinan
Toksik Rendah); (---) = 0-0,1 (Tidak Toksik); (+) = 0,5-0,7 (Kemungkinan Toksik Sedang); (++) = 0,7-0,9
(Kemungkinan ToksikTinggi); (+++) =0,9-1 (Sangat Toksik).

Pada tabel 4.3. mayoritas senyawa aktif cherry coffee aman untuk

dikonsumsi secara oral kecuali maleic anhydride dan 1,2-cyclopentanedione serta
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tidak menimbulkan efek karsinogenik. Senyawa maleic anhydride memiliki

kemampuan untuk menimbulkan toksisitas di paru.

4.1.2 Hasil Analisis Doking Molekuler

4.1.2.1 Hasil Pencarian Data Struktur Protein

Struktur dari protein BDNF, Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACEI,
ADAMIO0, IL1B, dan IL6 berasal dari website Uniprot (https://www.uniprot.org/)
dan dipilih melalui database protein RSCB-PDB (https://www.rcsb.org/)
ditentukan berdasarkan tahun penerbitan, resolusi, adanya mutasi dan native
ligands.

Berdasarkan penentuan pemilihan dari protein target, maka didapatkan
protein BDNF dengan kode 1B8M (https://www.rcsb.org/structure/1B§M) yang
diterbitkan pada tahun 1999 dengan resolusi 2.75 A, tidak terjadi mutasi dan tidak

terdapat  native ligands.""!

Protein  caspase-2 dengan kode 6S9K
(https://www.rcsb.org/structure/6S9K) diterbitkan pada tahun 2019 dengan
resolusi 1.60 A, tidak terjadi mutasi dan ditemukannya native ligands berupa
1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol (CFH) (https://www.rcsb.org/ligand/CFH).""?
Protein TNF-a dengan kode 7JRA (https://www.rcsb.org/structure/7JRA) yang
diterbitkan pada tahun 2020 dengan resolusi 2.10 A, tidak terdapat mutasi dan
memiliki native ligands berupa 2-[5-(3-chloro-4-{[(IR)-1-(2-
fluorophenyl)ethyl] amino}quinolin-6-yl)pyrimidin-2-yl]propan-2-ol (VGY)
(https://www.rcsb.org/ligand-validation/7JRA/VGY).""® Protein ACh dengan kode
5TVC (https://www.rcsb.org/structure/STVC) yang diterbitkan pada tahun 2016
memiliki mutasi pada sekuens 64 dan 208 dengan resolusi 1.93 A. memiliki native
ligands berupa (E,2S)-N-methyl-5-(5-phenoxy-3-pyridyl)pent-4-en-2-amine (7LB)
(https://www.rcsb.org/ligand/7LB).""*  Protein AChE dengan kode 8DT7
(https://www.rcsb.org/structure/8DT7) yang diterbitkan pada tahun 2022 dengan
resolusi 2.21 A, tidak terdapat mutasi dan memiliki native ligands berupa 1,1'-
methylenebis{4-[(E)-(hydroxyimino)methyl] pyridin-1-ium} (3VD
(https://www.rcsb.org/ligand-validation/8DT7/3VI).""> Protein BACE1 dengan
kode 7MYU (https://www.rcsb.org/structure/7MY U) yang diterbitkan pada tahun
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2021 dengan resolusi 1.94 A, tidak terdapat mutasi dan memiliki native ligands
berupa N-{3-[(4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropyrimidin-2-yl)-4a,5,6, 7-
tetrahydropyrrolo[3,4-d][1,3]thiazin-7a(4H)-yl]-4-fluorophenyl}-5

methoxypyrazine-2-carboxamide  (ZR7) (https://www.rcsb.org/ligand/ZR7).116
Protein ADAM10 dengan kode 6BEG6 (https://www.rcsb.org/structure/6BE6) yang
diterbitkan pada tahun 2017 dengan resolusi 2.80 A, tidak terdapat mutasi dan
memiliki native ligands berupa ion sulfat (S04)
(h‘ctps://www.rcsb.org,/ligand/SO4).117 Protein IL1p dengan kode 8RYS
(https://www.rcsb.org/structure/8RYS) yang diterbitkan pada tahun 2024 dengan
resolusi 1.16 A, tidak terdapat mutasi dan memiliki native ligands berupa ion
sulfat (SO4) (https://www.rcsb.org/ligand/SO4)."® Protein IL6 dengan kode SFUC
(https://www.rcsb.org/structure/SFUC) yang diterbitkan pada tahun 2017 dengan
resolusi 2.70 A, terdapat mutasi pada sekuens 120 dan 186, dan memiliki native

ligands berupa 2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose (NAG)
(https://www.rcsb.org/ligand/NAG).'"”’

A B
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Gambear 4. 1Struktur protein;
A. BDNF (1B8M), B. Caspase-2 (6S9K), C. TNF-a (7JRA) , D. ACh (5TVC), E. AChE (8DT7),
F. BACE1 (7MYU), G. ADAMI10 (6BE6), H. IL1p (8RYS), dan L. IL6 (5FUC) yang didapat dari
RCSB-PDB."""”

4.1.2.2 Hasil Pencarian Data Senyawa Aktif

Pencarian data struktur senyawa aktif acetic acid dilakukan menggunakan
database PubChem dengan PubChem CID: 176
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/176) yang diterbitkan pada tahun
2005 dengan formula molekul C;H40, dan berat molekul 60.05 g/mol.lzo

Gambar 4. 2Struktur senyawa acetic acid; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi. '*°

Pencarian data struktur senyawa aktif 2 3-butanediol dilakukan
menggunakan  database = PubChem dengan  PubChem CID: 262
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/262) yang diterbitkan pada tahun
2005 dengan formula molekul C4H;pO, dan berat molekul 90.12 g/mol.121
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Gambar 4. 3 Struktur senyawa 2, 3-butanediol; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi. '*!

Pencarian data struktur senyawa aktif maleic anhydride dilakukan
menggunakan database = PubChem dengan PubChem CID: 7923
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/7923) yang diterbitkan pada tahun
2005 dengan formula molekul C4H,0O3; dan berat molekul 98.06 g/mol.122
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Gambar 4. 4 Struktur senyawa maleic anhydride, 4. 3 dimensi; B. 2 dimensi. 2

2

Pencarian data struktur senyawa aktif 7,2-cyclopentanedione dilakukan
menggunakan database PubChem dengan PubChem CID: 566657
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/566657) yang diterbitkan pada
tahun 2004 dengan formula molekul C;cH;309 dan berat molekul 98.10 g/mol.123
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Gambar 4. 5 Struktur senyawa I, 2-cyclopentanedione; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi. '*

Pencarian data struktur senyawa aktif kafein dilakukan menggunakan

database PubChem dengan PubChem CID: 2519
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(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/2519) yang diterbitkan pada tahun
2004 dengan formula molekul CsH9N4O9 dan berat molekul 194.19 g/mol.124
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Gambar 4. 6 Struktur senyawa kafein; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi. 124

Pencarian data struktur senyawa aktif asam klorogenat dilakukan
menggunakan database PubChem dengan PubChem CID: 1794427
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1794427) vyang diterbitkan pada
tahun 2004 dengan formula molekul C;cH 309 dan berat molekul 354.31 g/mol.125

A B

Gambar 4. 7 Struktur senyawa asam klorogenat; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi.'*”

Pencarian dari data struktur senyawa aktif donepezil dilakukan
menggunakan  database = PubChem  dengan  PubChem  CID: 3152
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3152) yang diterbitkan pada tahun
2005 dengan formula C,4H,9NOj3 dan berat molekul 379.5 g/mol.126
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Gambar 4. 8 Struktur senyawa donepezil; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi.'*®
Pencarian dari data struktur senyawa aktif skopolamin dilakukan
menggunakan  database = PubChem dengan PubChem CID: 6603108
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6603108) yang diterbitkan pada
tahun 2006 dengan formula C;7H,;BrNOy4 dan berat molekul 384.3 g/mol.'*’

Gambar 4. 9 Struktur senyawa skopolamin; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi. 127

Native ligands pada protein target caspase-2 yang merupakan senyawa
aktif bernama 1,1,1,3,3,3-hexafluoropropan-2-ol (CFH) dengan nomor PubChem
CID: 13529 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/13529) yang terbit
pada tahun 2005 dengan formula C;H,F¢O dan berat molekul 379.5 g/mol.128
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Gambar 4. 10Struktur senyawa CFH native ligand dari Caspase-2; A. 3 dimensi; B. 2
dimensi; C. keberadaan senyawa CFH sebagai native ligands dari caspase-2 (kotak
kuning). '**

Native ligands pada protein target TNF-a yang merupakan senyawa aktif
bernama 2-[5-(3-chloro-4-{[(I1R)-1-(2-fluorophenyl)ethyl] amino}quinolin-6-
yl)pyrimidin-2-yl]propan-2-ol (VGY) dengan nomor PubChem CID: 126531356
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/126531356) yang terbit pada tahun
2017 dengan formula C4H,CIFN4O dan berat molekul 436.9 g/mol.'*
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Gambar 4. 11 Struktur senyawa VGY native ligand dari TNF-a; A. 3 dimensi; B. 2
dimensi; C. keberadaan senyawa VGY sebagai native ligands dari TNF-a (kotak
kuning)."*’

Native ligands pada protein target ACh yang merupakan senyawa aktif

bernama  (E,2S)-N-methyl-5-(5-phenoxy-3-pyridyl)pent-4-en-2-amine ~ (7LB)
dengan nomor PubChem CID: 381325023

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/381325023) yang terbit pada tahun
2019 dengan formula C;3H4N4O, dan berat molekul 268.35 g/mol.130

- L
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Gambar 4. 12 Struktur senyawa 7LB native ligand dari ACh; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi;
C. keberadaan senyawa 7LB sebagai native ligands dari ACh (kotak kuning). '*°

Native ligands pada protein target AChE yang merupakan senyawa aktif
bernama 1, 1"-methylenebis{4-[(E)-(hydroxyimino)methyl]pyridin-1-ium} (3VI)
dengan nomor PubChem CID: 444687559
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/444687559) yang terbit pada tahun
2021 dengan formula C;7H,oN,O dan berat molekul 258.27 g/mol.131

Gambar 4. 13 Struktur senyawa 3VI native ligand dari AChE; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi;
C. keberadaan senyawa 3 VI sebagai native ligands dari AChE (kotak kuning). "*'

Native ligands pada protein target BACE1 yang merupakan senyawa aktif
bernama N-{3-[(4aR,7aS)-2-amino-6-(5-fluoropyrimidin-2-yl)-4a, 5,6, 7-
tetrahydropyrrolo[3,4-d][1,3]thiazin-7a(4H)-yl]-4-fluorophenyl}-5-
methoxypyrazine-2-carboxamide (ZR7) dengan nomor PubChem CID: 78210254
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/78210254) yang terbit pada tahun
2014 dengan formula C»,H,¢F,NgO-,S dan berat molekul 498.5 g/mol.130

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/444687559
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/78210254

43

o N
, { |
S 8 .0
N P
H N
‘\\ ,;f/l\
. N ;
N N N
k N N\ - =\
T N
N— ——F
e // Y //
T N7
H

Gambar 4. 14 Struktur senyawa 7LB native ligand dari ACh; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi;
C. keberadaan senyawa 7LB sebagai native ligands dari ACh (kotak kuning).

Native ligands pada protein target ADAM10 dan IL1B yang merupakan
senyawa aktif bernama ion sulfat (SO4) dengan nomor PubChem CID: 1117
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/1117) yang terbit pada tahun 2004

dengan formula 04S™ dan berat molekul 96.07 g/mol.'*

A
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Gambar 4. 15 Struktur senyawa SO4 native ligand dari ADAM10 dan IL1JB; A. 3
dimensi; B. 2 dimensi; C. keberadaan senyawa 7LB sebagai native ligands dari ADAM10
(kotak kuning); D. keberadaan senyawa SO4 sebagai native ligands dari IL1 (kotak
kuning). 132

Native ligands pada protein target IL6 yang merupakan senyawa aktif
bernama 2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose (NAG) dengan nomor
PubChem CID: 24139 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/24139) yang

terbit pada tahun 2005 dengan formula OgH;sNOg dan berat molekul 221.21

g/mol."*?

A B

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/24139

45

Gambar 4. 16 Struktur senyawa NAG native ligand dari IL6; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi;
C. keberadaan senyawa NAG sebagai native ligands dari IL6 (kotak kuning). 133

4.1.2.3 Hasil Analisis Interaksi Antara Protein dan Ligand

Dari hasil doking molekuler, didapatkan hasil energi pengikatan (EP),
konstanta penghambatan (KP), dan Root Mean Standard Deviation (RMSD).

Pada proses doking molekuler dari protein caspase-2, TNF-a, ACh, AChE,
BACEI1, ADAMI10, IL1pB, dan IL6 dilakukan doking ulang dengan menggunakan
native ligands itu sendiri menggunakan validasi grid box 40x40x40, 50x50x50,
dan 60x60x60."**'* Protein BDNF tidak dilakukan doking ulang karena protein
ini tidak memiliki native ligand.

Tabel 4. 4 Validasi Grid box protein Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACE1, ADAMI10,
IL1B, dan IL6

Protein Grid Box EP (kcal/mol) RMSD (A)
40x40x40 -1.21 1.54
Caspase-2 50x50x50 -1.21 1.52
60x60x60 -1.43 4.55
40x40x40 +390.76 37.154
TNF-a 50x50x50 -2.60 38.914
60x60x60 -7.59 41.635
40x40x40 -4.98 13.354
ACh 50x50x50 -6.89 13.589
60x60x60 -6.60 14.075
40x40x40 -0.89 10.344
AChE 50x50x50 -3.90 9.018
60x60x60 -4.69 8.503
40x40x40 +422.40 105.735
BACE1 50x50x50 +62.49 109.047
60x60x60 -6.99 106.655
40x40x40 -2.24 66.497
ADAM10 50x50x50 -2.58 65.887
60x60x60 -3.26 66.413

40x40x40 -1.38 23.592
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IL1p 50x50x50 -1.70 28.264
60x60x60 -1.83 13.882
40x40x40 +20.26 49.672
IL6 50x50x50 -2.92 44.423
60x60x60 -4.30 44.327

Keterangan:l | Grid Box yang dipilih

Berdasarkan hasil doking ulang protein caspase-2, TNF-0, ACh, AChE,
BACEI1, ADAMI10, IL1B, dan IL6 terhadap native ligand masing masing protein,
digunakan grid box 50x50x50, 60x60x60, 50x50x50, 60x60x60, 60x60x60,
60x60x60, 60x60x60, dan 60x60x60 karena memiliki energi pengikatan terendah
dan RMSD < 2 A. namun, RMSD < 2 A dapat diabaikan pada hasil validasi dari
protein TNF-a, ACh, AChE, BACE1, ADAMI10, IL1pB, dan IL6 karena hasil
ketiga validasi memiliki nilai RMSD > 2 A. Prosedur ini dilakukan untuk
memastikan bahwa senyawa aktif berada pada situs aktif dari protein target.'*>'3

Setelahnya, dilakukan doking molekuler dari senyawa aktif terhadap
protein BDNF, Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACEl, ADAMI10, IL1p, dan
IL6 menggunakan validasi grid box yang telah dilakukan. Didapatkan hasil
doking molekuler sebagai berikut:

Tabel 4. 5 Hasil energi pengikatan (EP (kcal/mol)), konstanta penghambatan (KP (uM)),
dan RMSD (A) antara protein BACE1 dan ADAMI10 terhadap ligan sebagai jalur beta-

amyloid.

Komponen BACE1 ADAM10

Bioaktif EP KP RMSD EP KP RMSD
Asam Klorogenat -5.88 48.58 103.288 -5.85 51.81 60.706
Kafein -4.81 300.12 108.325 -5.26 139.47 54.852
Acetic Acid -3.02 6150 100.800 -3.01 6200 66.563
2,3-Butanediol -3.22 4380 105.517 -3.53 2590 54.412
Maleic Anhydride -3.54 2550 109.615 -4.13 932.23 52.928
1,2- -3.74 1810 106.065 -4.36 639.08 54.073
Cyclopentanedione

Donepezil -8.19 0.99007  107.419 -5.74 61.97 64.555
Skopolamin -8.09 1.18 106.338 -9.28 0.15858  48.746

Berdasarkan data doking molekuler yang dilakukan pada protein jalur
beta-amyloid, didapatkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan tertinggi
adalah acetic acid terhadap ADAM10 dengan nilai -3.01 kcal/mol dan 6200 uM,

sedangkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan terendah adalah
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skopolamin terhadap ADAMI10 dengan nilai -9.28 kcal/mol dan 0.15858 uM.
Semua doking molekuler yang dilakukan terhadap senyawa aktif ekstrak cherry
coffee, donepezil, dan skopolamin terhadap BACE1 dan ADAM10 memiliki nilai
< 0 kcal/mol dengan sebanyak 5 ikatan yang menghasilkan konstanta
penghambatan < 100 uM yaitu asam klorogenat-BACEI, donepezil-BACE]l,
skopolamin-BACE1, asam klorogenat-ADAMI10, donepezil-ADAMI10, dan
skopolamin-ADAM10 bernilai 48.58 uM, 0.99007 uM, 1.18 uM, 51.81 uM, 61.97
uM, dan 0.15858.

Tabel 4. 6 Hasil energi pengikatan (EP (kcal/mol)), konstanta penghambatan (KP (uM)),
dan RMSD (A) antara protein BDNF terhadap ligan sebagai jalur neurotropin.

Komponen BDNF

Bioaktif EP KP RMSD
Asam Klorogenat -5.90 47.69 -
Kafein -4.05 1080 -
Acetic Acid -3.34 1580 -
2,3-Butanediol -3.46 1890 -
Maleic Anhydride -4.04 1090 -
1,2- -4.27 745.04 -
Cyclopentanedione

Donepezil -6.89 8.89 -
Skopolamin -6.99 7.52 -

Berdasarkan data doking molekuler yang dilakukan pada protein jalur
neurotropin, didapatkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan tertinggi
adalah acetic acid terhadap BDNF dengan nilai -3.34 kcal/mol dan 1580 uM,
sedangkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan terendah adalah
skopolamin terhadap BDNF dengan nilai -6.99 kcal/mol dan 7.52 uM. Semua
doking molekuler yang dilakukan terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
donepezil, dan skopolamin terhadap BDNF memiliki nilai < 0 kcal/mol dengan
sebanyak 3 ikatan yang menghasilkan konstanta penghambatan < 100 uM yaitu
asam klorogenat-BDNF, donepezil-BDNF, dan skopolamin-BDNF bernilai 47.69

uM, 8.89 uM, dan 7.52 uM.

Tabel 4. 7. Hasil energi pengikatan (EP (kcal/mol)), konstanta penghambatan (KP (uM)), dan
RMSD (A) antara protein ACh dan AChE terhadap ligan sebagai jalur kolinergik.

Komponen ACh AChE

Bioaktif EP KP RMSD EP KP RMSD
Asam Klorogenat -4.80 304.33 36.151 +14.26 - 108.523
Kafein -4.07 1030 35.785 +0.18 - 114.378
Acetic Acid -2.10 1908 29.334 -2.72 1008 101.835

2,3-Butanediol -3.68 2020 27.735 -3.71 1900 108.019
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Maleic Anhydride -4.11 970.60 36.388 -3.97 1240 107.553
1,2- -4.29 722.81 28.446 -4.24 785.65 107.825
Cyclopentanedione

Donepezil -7.18 5.43 35.524 -9.80 0.0658 114.249
Skopolamin -6.92 8.51 31.694 +0.78 - 99.197

Berdasarkan data doking molekuler yang dilakukan pada protein jalur
kolinergik, didapatkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan tertinggi
adalah asam klorogenat terhadap AChE dengan nilai +14.26 kcal/mol, sedangkan
energi pengikatan dan konstanta penghambatan terendah adalah donepezil
terhadap AChE dengan nilai -9.80 kcal/mol dan 0.0658 uM. Semua doking
molekuler yang dilakukan terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
donepezil, dan skopolamin terhadap BDNF memiliki nilai < 0 kcal/mol kecuali
asam klorogenat-AChE, Kafein-AChE, dan skopolamin-AChE bernilai +14.26
kcal/mol, +0.18 kcal/mol, dan +0.78 kcal/mol dengan sebanyak 3 ikatan yang
menghasilkan konstanta penghambatan < 100 uM vyaitu donepezil-ACh,
skopolamin-ACh, dan donepezil-AChE bernilai 5.43 uM, 8.51 uM, dan 0.0658

uM.

Tabel 4. 8 Hasil energi pengikatan (EP (kcal/mol)), konstanta penghambatan (KP (uM)), dan
RMSD (A) antara protein TNF-a, IL1B,IL6, dan caspase-2 terhadap ligan sebagai jalur

neuroinflamasi.
Komponen TNF-a IL1p IL6 Caspase-2
Bioaktif EP KP RMS EP KP RMS EP KP RMS EP KP RMS
D D D D
Asam - 3922 38.0 +2. - 25.01 - 6.52 450 - 738.  36.0
Klorogenat 4.6 4 61 30 1 7.0 65 4.2 97 48
5 7 7
Kafein - 1022 427 - 1110 25.0 - 751 449 - 1970  38.8
5.4 0 28  4.03 48 42 15 3.6 05
4 6 9
Acetic Acid - 8090  47.7 - 3874 295 - 971. 47.1 - 1708 449
2.8 10 1.93 89 4.1 52 65 2.4 88
5 1 1
2,3- - 1920 443 - 2200 248 - 7470  49.6 - 1393 38.8
Butanediol 3.7 25 3.63 42 29 28 2.5 47
0 0 3
Maleic - 6874 44.11 - 1170 245 - 1790 504 - 2240 351
Anhydride 43 9 8 4.00 17 3.7 91 3.6 71
1 5 2
1,2- - 2672 445 - 3903  24.0 - 836. 503 - 2430 3438
Cyclopentane 4.8 9 18  4.65 7 13 42 75 83 3.5 13
dione 7 0 7
Donepezil - 4.16  40.7  +2. - 21.1 - 19.0 41.0 - 150  26.1
7.3 90 36 70 6.4 6 47 52 02
4 4 2
Skopolamin - 0316 473 0.679 223 - 172 523 - 862 414

8.8 38 66 8.41 42 53 6.5 9 25 5.5 9 37
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Komponen TNF-a IL1g IL6 Caspase-2

Bioaktif EP KP RMS EP KP RMS EP KP RMS EP KP RMS
D D D D

7 0 4

Berdasarkan data doking molekuler yang dilakukan pada protein jalur
neuroinflamasi, didapatkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan
tertinggi adalah donepezil terhadap IL1B dengan nilai +2.36 kcal/mol, sedangkan
energi pengikatan dan konstanta penghambatan terendah adalah skopolamin
terhadap TNF-a dengan nilai -8.87 kcal/mol dan 0.31638 uM. Semua doking
molekuler yang dilakukan terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
donepezil, dan skopolamin terhadap BDNF memiliki nilai < 0 kcal/mol kecuali
asam klorogenat- IL1pB, dan donepezil- IL1P bernilai +2.30 kcal/mol, dan +2.36
kcal/mol, dengan sebanyak 7 ikatan yang menghasilkan konstanta penghambatan
< 100 uM yaitu donepezil-TNF-a, skopolamin-TNF-a, skopolamin-IL1f, asam
klorogenat-1L6, donepezil-IL6, skopolamin-IL6, dan skopolamin-caspase-2
bernilai 4.16 uM, 0.31638 uM, 0.67942 uM, 6.52 uM, 19.06 uM, 17.29 uM, dan
86.29 uM.

4.1.2.4 Hasil Visualisasi Ligand-Protein Complex

41241 Visualisasi BDNF Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, dan Skopolamin
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I:l Carbon Hydrogen Bond
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Gambar 4. 17 Visualisasi 3D dan 2D dari BDNF terhadap senyawa aktif cherry coffee, Donepezil,
dan Skopolamin.
A. BDNF-Asam Klorogenat; B. BDNF-Kafein; C. BDNF-Acetic Acid; D. BDNF-2,3-butanediol;
E. BDNF-maleic anhydride; F. BDNF-1,2-cyclopentanedione; G. BDNF-Donepezil; dan H.
BDNF-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi BDNF terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara BDNF-Asam
Klorogenat memiliki 5 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino Aspartic Acid
(ASP) 106, Arginine (ARG) 104, Valine (VAL) 29, Lysine (LYS) 25 dan
Threonine (THR) 27; BDNF-Kafein memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens
asam amino Tyrosine (TYR) 52, dan GLN51; BDNF-Acetic Acid memiliki 2
ikatan hidrogen pada sekuens asam amino Glutamic Acid (GLU) 40, dan LY S26;
BDNF-2,3-butanediol memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
ASP106 dan GLUSS; BDNF- maleic anhydride memiliki 2 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino ASP14 dan THR64; BDNF-/,2-cyclopentanedione memiliki
2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ASP14 dan THR64; BDNF-
Donepezil memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino LY S50, TYRS54,
THR107; dan BDNF-Skopolamin memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam
amino TYRS52, TYRS54, dan Phenylalanine (PHE) 53.
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4.1.2.4.2 Visualiasi Caspase-2 Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry

Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 18 Visualisasi 3D dan 2D dari Caspase-2 terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. Caspase-2-CFH; B. Caspase-2-Asam Klorogenat; C. Caspase-2-Kafein; D. Caspase-2-Acetic
Acid; E. Caspase-2-2,3-butanediol; . Caspase-2- maleic anhydride; G. Caspase-2-1,2-
cyclopentanedione; dan H. Caspase-2-Donepezil; dan 1. Caspase-2-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi caspase-2 terhadap senyawa aktif ekstrak cherry
coffee, native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara
caspase-CFH memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino Asparagine
(ASN) 51, VAL47, LYS50, dan Serine (SER) 46; caspase-2-Asam Klorogenat
memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino LYS313, Isoleucine (ILE)
317, dan ARG321; caspase-2-Kafein memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens
asam amino PHE315; caspase-2-Acetic Acid memiliki 1 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino LYS313; caspase-2-2,3-butanediol memiliki 1 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino PHE315; caspase-2- maleic anhydride
memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino Alanine (ALA) 282,
Glycine (GLY) 281, dan ARG 321; caspase-2-1,2-cyclopentanedione memiliki 2
ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ARG321, dan GLY281; caspase-2-
Donepezil memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ASN43 dan

GLU40; dan caspase-2-Skopolamin tidak memiliki ikatan hidrogen.
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41243 Visualiasi TNF-a Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 19 Visualisasi 3D dan 2D dari TNF-a terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. TNF-a-VGY; B. TNF-a -Asam Klorogenat; C. TNF-a-Kafein; D. TNF-a-Acetic Acid; E. TNF-
o-2,3-butanediol; F. TNF-a-maleic anhydride; G. TNF-a-1,2-cyclopentanedione; H. TNF-a-
Donepezil; dan 1. TNF-a-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi TNF- a terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara
caspase-VGY memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ASP121,
Glutamine (GLN) 103, ASN122, dan LEU102; TNF-a-Asam Klorogenat memiliki
4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino THR155, ILE212, ASN122, dan
ALA210; TNF-a-Kafein memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
PHE220 dan VAL226; TNF-a-Acetic Acid memiliki 2 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino ARG108 dan ALA94; TNF-a-2,3-butanediol memiliki 3
ikatan hidrogen pada sekuens asam amino VAL226, ALA221, dan SER223; TNF-
a- maleic anhydride memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
ALA94, GLN225, dan SER223; TNF-a-1,2-cyclopentanedione memiliki 3 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino SER223, GLN225, dan VAL226; TNF-a-
Donepezil memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ILE212,
ALA210, ASN122, dan GLU211; dan TNF-a-Skopolamin memiliki 3 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino ILE212, LEU102, dan ASN122.
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41244 Visualiasi ACh Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 20 Visualisasi 3D dan 2D dari ACh terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. ACh-7LB; B. ACh-Asam Klorogenat; C. ACh-Kafein; D. ACh-Acetic Acid; E. ACh-2,3-
butanediol; F. ACh-maleic anhydride; G. ACh-1,2-cyclopentanedione; H. ACh-Donepezil; dan I.
ACh-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi ACh terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara ACh-
7LB memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino THR87, dan ALA92;
ACh-Asam Klorogenat memiliki 7 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
GLN121, TYRS54, Proline (PRO) 88, THR87, GLN105, GLNS58, dan ALA92;
ACh-Kafein memiliki 6 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ILE90,
PRO8S, THR87, GLN105, GLN121, dan GLU56; ACh-Acetic Acid memiliki 2
ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ILE118 dan PRO104; ACh-2,3-
butanediol memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ILE118 dan
ILE106; ACh- maleic anhydride memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam
amino PRO119; ACh-1,2-cyclopentanedione memiliki 1 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino ILE106; ACh-Donepezil memiliki 2 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino GLN58 dan ALA92; dan ACh-Skopolamin memiliki 7 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino ILE90, GLN58, PRO8S, THR87, GLNI121,
ALA92, dan THRII.
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41245 Visualiasi AChE Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 21 Visualisasi 3D dan 2D dari AChE terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. AChE-3VI; B. AChE-Asam Klorogenat; C. AChE-Kafein; D. AChE-Acetic Acid; E. AChE-2,3-
butanediol; F. AChE-maleic anhydride; G. AChE-1,2-cyclopentanedione; H. AChE-Donepezil;
dan I. AChE-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi AChE terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara ACh-
3VI memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino TYR124; AChE-Asam
Klorogenat memiliki 5 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino Histidine (HIS)
447, GLY 122, GLY121, ALA127, dan Tryptophan (TRP) 86; AChE -Kafein
memiliki 6 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ALA127, GLN71, PROSS,
TYR72, ASN87, dan GLY120; AChE-Acetic Acid memiliki 2 ikatan hidrogen
pada sekuens asam amino PHE295 dan ARG296; AChE-2,3-butanediol memiliki
2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino HIS447 dan SER203; AChE- maleic
anhydride memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino HIS447,
GLY121, GLY 122, dan ALA204; AChE-1,2-cyclopentanedione memiliki 3 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino HIS447, SER203, dan GLY122; AChE-
Donepezil memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino GLN71,
SER125, dan HIS447; dan AChE-Skopolamin memiliki 2 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino TYR124 dan SER125
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4.1.2.4.6 Visualiasi BACE1 Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



65

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



66

[ conventional Hydrogen Bond
[] carbon Hydrogen Bond

[ urfavorable Acceptor-Acceptor
[ Alky

[ Fi-ri T-shaped

[ sulfurx

[] Pi-Lone Pair

Gambar 4. 22 Visualisasi 3D dan 2D dari BACEI terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. BACE1-ZR7; B. BACE1-Asam Klorogenat; C. BACE1-Kafein; D. BACE1-Acetic Acid; E.
BACEI-2,3-butanediol; F. BACE1-maleic anhydride; G. BACE1-1,2-cyclopentanedione; H.
BACEI1-Donepezil; dan I. BACE1-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi BACE1 terhadap senyawa aktif ekstrak cherry
coffee, native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara
BACEI-ZR7 memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino GLNI2,
GLY11, PHE108, dan LYS107; BACEl-Asam Klorogenat memiliki 4 ikatan
hidrogen pada sekuens asam aminoLYS107, THR329, ARG235, dan THR72;
BACEI1-Kafein memiliki 5 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino THR232,
GLY230, THR231, LYS107, dan GLY11; BACE1-Acetic Acid memiliki 3 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino SER35, SER36, dan ASN37; BACE1-2,3-
butanediol memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino LYS107;
BACEI1- maleic anhydride memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
GLN73; BACEI1-1,2-cyclopentanedione memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens
asam amino TYR71; BACE1-Donepezil memiliki 5 ikatan hidrogen pada sekuens
asam amino ARG235, THR231, THR331, LYS224, dan GLY230; dan BACE1-
Skopolamin memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino THR231,

THR232, PHE108, dan LYS107.
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4.1.2.47 Visualiasi ADAM10 Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 23 Visualisasi 3D dan 2D dari ADAMI10 terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. ADAMI10-SO4; B. ADAM10-Asam Klorogenat; C. ADAM10-Kafein; D. ADAM10-Acetic
Acid; E. ADAMI10-2,3-butanediol; F. ADAM10-maleic anhydride; G. ADAM10-1,2-
cyclopentanedione; H. ADAM10-Donepezil; dan I. ADAM10-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi ADAMI10 terhadap senyawa aktif ekstrak cherry
coffee, native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara
BACEI1-SO4 tidak memiliki ikatan hidrogen; ADAMI0-Asam Klorogenat
memiliki 6 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino LEU427, GLN566,
SER248, HIS378, LYS375, dan LYS426; ADAMI10-Kafein memiliki 5 ikatan
hidrogen pada sekuens asam amino ARG420, TYR638, LEU328, GLY329, dan
GLU384; ADAMI10-Acetic Acid memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam
amino SER247; ADAMI10-2,3-butanediol memiliki 2 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino TYRG638, dan GLY326; ADAMI0- maleic anhydride
memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino TYR638 dan GLY329;
ADAMI10-1,2-cyclopentanedione memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam
amino LEU328 dan TYR638; ADAMI10-Donepezil memiliki 2 ikatan hidrogen
pada sekuens asam amino LYS375 dan LYS426; dan ADAMI10-Skopolamin

memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino GLY329.
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41248 Visualiasi IL1B Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry
Coffee, Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 24 Visualisasi 3D dan 2D dari IL1 terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native
Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.
A. IL1B-SO4; B. IL1B-Asam Klorogenat; C. IL1B-Kafein; D. IL1B-Acetic Acid; E. IL1pB-2,3-
butanediol; F. IL1B-maleic anhydride; G. IL1B-1,2-cyclopentanedione; H. IL1B-Donepezil; dan L.
IL1B-Skopolamin.

Dari hasil visualisasi IL1p terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara IL1j-
SO4 tidak memiliki ikatan hidrogen; IL1B-Asam Klorogenat tidak memiliki
ikatan hidrogen; IL1P -Kafein memiliki 7 ikatan hidrogen pada sekuens asam
amino LYS74, THR79, PRO78, LEUSO, LEU134, dan VAL132; IL1B -Acetic
Acid memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino LYS63; IL1P -2,3-
butanediol memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino GLNS81 dan
TYR24; IL1PB - maleic anhydride memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam
amino LEU26 dan GLNS81; IL1B -/,2-cyclopentanedione tidak memiliki ikatan

hidrogen; IL1B -Donepezil memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
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PHE133 dan THR79; dan IL1PB -Skopolamin memiliki 4 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino GLU25, TYR24, LEU80, dan LEU26.

41249 Visualiasi IL6 Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Cherry Coffee,
Donepezil, Skopolamin, dan Native Ligand
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Gambar 4. 25 Visualisasi 3D dan 2D dari IL6 terhadap senyawa aktif cherry coffee, Native Ligand,
Donepezil, dan Skopolamin.
A. IL6-NAG; B. IL6-Asam Klorogenat; C. IL6-Kafein; D. IL6-Acetic Acid; E. 1L6-2,3-butanediol,
F. IL6-maleic anhydride; G. IL6-1,2-cyclopentanedione; H. IL6-Donepezil; dan 1. IL6-
Skopolamin.

Dari hasil visualisasi IL6 terhadap senyawa aktif ekstrak cherry coffee,
native ligands, donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara IL6 -
NAG memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino SER169, LEU165,
ASNG63, dan LEU64; IL6 -Asam Klorogenat memiliki 5 ikatan hidrogen pada
sekuens asam amino GLU172, SER169, LEU165, ASN63, dan LEU64; IL6 -
Kafein memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ASN63, LEU64, dan
GLU172; IL6 -Acetic Acid memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino
ASNG63 dan LEU64; IL6 -2,3-butanediol memiliki 4 ikatan hidrogen pada sekuens
asam amino GLN175, GLU172, SER176 danARG179; IL6 - maleic anhydride
memiliki 2 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino SER176 dan Metionin
(MET) 67; IL6-1,2-cyclopentanedione tidak memiliki ikatan hidrogen; IL6 -

Donepezil memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino ASN63; dan IL6

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



76

-Skopolamin memiliki 3 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino GLU172,

SER176, dan MET67.

4.2  Pembahasan

Analisis ADMETox dilakukan untuk melihat bagaimana farmakokinetika,
farmakodinamika, dan toksisitas suatu senyawa yang akan digunakan sebagai
potensial terapi. Maka dari itu, tujuan utama dari analisis ADMETox dilakukan
adalah untuk melihat bagaimana interaksi senyawa di dalam tubuh."’ Tabel kelas
yang tertera menunjukkan sejauh mana sebuah senyawa aktif memenuhi sebuah
kriteria untuk dipertimbangkan menjadi calon obat yang berpotensi. Aturan lima
lipinski juga digunakan untuk meninjau kemampuan sebuah senyawa apakah
memiliki efek farmakologi yang baik atau buruk. Adapun aturan dari lipinski yaitu
berat molekul < 500 g/mol, nilai koefisien partisi (Log P) < 5, jumlah hidrogen
pendonor dan penerima harus kurang dari 5 dan 10 dengan minimal aturan yang
terpenuhi adalah 2 dari 4."*” Dari hasil analisa ini, semua senyawa dari ekstrak
cherry coffee yang digunakan vyaitu acetic acid, 2,3-Butanediol, Maleic
Anhydride, 1,2-Cyclopentanedion, asam klorogenat, dan kafein masuk ke dalam
aturan lima lipinski yang artinya semua senyawa ini dapat memberikan efek
farmakologi yang baik.'%*

Dari tabel GI absorption, senyawa acetic acid, 2,3-Butanediol, Maleic
Anhydride, 1,2-Cyclopentanedion, dan kafein dapat diserap dengan baik di saluran
pencernaan. Senyawa acetic acid, 2,3-Butanediol, Maleic Anhydride, 1,2-
Cyclopentanedion, asam klorogenat, dan kafein masih belum mampu untuk
menembus sawar darah otak atau BBB sedangkan donepezil memiliki
kemampuan untuk menembus sawar darah otak. Namun ada beberapa cara untuk
memaksimalkan potensi dari senyawa aktif dari ekstrak cherry coffee untuk
menembus BBB yaitu dengan menggunakan teknologi nanopartikel dengan tujuan
untuk memperkecil senyawa tersebut hingga diambang batas ukuran penembusan
BBB yaitu < 200 nm sehingga senyawa tersebut bisa masuk ke dalam otak untuk
memberikan efek farmakologinya yang lebih maksimal.'*®

Dari hasil analisis penghambatan terhadap enzim CYP, senyawa acetic

acid, 1,2-Cyclopentanedion, asam klorogenat, dan kafein tidak memiliki
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kemampuan untuk menghambat kelima jenis enzim CYP. Senyawa 2, 3-Butanediol
hanya menghambat satu enzim CYP yaitu CYP2C9 namun dengan kemampuan
yang kecil (+) dan senyawa Maleic Anhydride juga menghambat satu enzim CYP
yaitu CYP1A2 dengan kemampuan menghambat yang kecil (+). Sedangkan
senyawa donepezil sangat menghambat salah satu enzim CYP yaitu CYP2D6
yang ditandai dengan positif tiga (+++). Artinya, kemampuan donepezil untuk
memberikan efek toksik lebih besar dibandingkan dengan senyawa aktif dari
ekstrak cherry coffee.

Dari analisis toksisitas, senyawa acetic acid, 2,3-Butanediol, asam
klorogenat, dan kafein aman untuk dikonsumsi secara oral, tidak menimbulkan
reaksi apabila diadministrasikan melalui kulit, tidak bersifat karsinogenik, dan
tidak menimbulkan efek beracun apabila masuk ke dalam saluran pernafasan.
Namun, senyawa Maleic Anhydride memiliki efek toksik yang sangat tinggi
apabila diadministrasikan secara oral (+++), memicu reaksi apabila
diadministrasikan melalui kulit (+++), dan apabila masuk ke dalam saluran
pernafasan (++). Sedangkan senyawa [,2-Cyclopentanedion juga memiliki efek
toksik apabila dikonsumsi secara oral (+) dan diadministrasikan melalui kulit (++)
tapi tidak setinggi efek toksik dari Maleic Anhydride. Senyawa donepezil sangat
toksik apabila masuk kedalam saluran pernafasan (+++) dan skopolamin juga
memiliki efek toksik yang tinggi apabila masuk kedalam saluran pernafasan (++).

Pada pemilihan dari protein target, ditentukan beberapa kriteria yang harus
terpenuhi mulai dari pemilihan resolusi, tahun terbit, adanya mutasi dan native
ligands. Berdasarkan pemilihan resolusi, digunakan satuan Armstrong (A) yang
menandakan semakin kecilnya resolusi, maka semakin jelas penampilan dan
penggambaran protein.””” Tahun penerbitan dari protein digunakan untuk
mengidentifikasi kelengkapan dari asam amino residu pada protein target. Protein
yang diterbitkan pada tahun lebih terbaru, memiliki kelengkapan lebih pada asam
amino residu dibandingkan protein yang terbit dari tahun yang lebih lama.'?®!'°
penentuan dari asam amino residu sangat penting untuk melakukan penelitian
dinamika molekuler sebagai tahap lanjutan dari doking molekuler.'*' Mutasi yang

terjadi pada protein dapat merubah sekuens dari asam amino residu pada protein
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target. Jadi, pemilihan protein tanpa adanya mutasi menjadi pilihan utama dalam
penelitian ini untuk merepresentasikan protein tersebut dalam keadaan
normalnya.'*'* Namun, apabila pada data hanya tersedia protein dengan adanya
mutasi, perlu dilihat kembali tempat terjadinya mutasi berada diposisi yang mana.
Apabila saat doking didapatkan hasil visualisasi dengan posisi sekuens asam
amino yang sama terhadap posisi mutasi, maka hasil doking dapat dikatakan tidak
stabil. Native ligands juga menjadi faktor penentuan dalam pemilihan protein
karena terjadinya ikatan dari protein dengan native ligands untuk memprediksikan
sisi aktif dari protein target.'** Maka dari itu, BDNF dengan kode 1BSM,
Caspase-2 dengan kode 6S9K, TNF-a dengan kode 7JRA, ACh dengan kode
STVC, AChE dengan kode 8DT7, BACEl dengan kode 7MYU, ADAMIO
dengan kode 6BE6, IL1B dengan kode 8RYS, dan IL6 dengan kode SFUC
menjadi pilihan yang tepat untuk doking molekuler pada penelitian ini.

Dari hasil doking molekuler yang telah dilakukan terhadap BDNF,
Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACEl, ADAMI10, IL1B, dan IL6 didapatkan
bahwa senyawa skopolamin dan donepezil memiliki afinitas yang tinggi
berdasarkan hasil data energi pengikatan dan konstanta penghambatan yang paling
rendah.'* Pada energi pengikatan, semakin rendah hasil yang didapat hal ini
mengindikasikan bahwa senyawa aktif memiliki ikatan yang kuat terhadap
protein."”* Sedangkan, konstanta penghambatan yang rendah memberikan
informasi bahwa senyawa aktif tersebut memiliki kemampuan yang baik untuk
memberikan efek farmakologinya.'** Hasil RMSD pada protein Caspase-2, TNF-
a, ACh, AChE, BACE1, ADAM10, IL1B, dan IL6 menunjukkan kestabilan ikatan
antara senyawa aktif terhadap protein yang harus dikonfirmasi dalam penelitian /n
silico lanjutan yaitu molekuler dinamika.">* Meskipun dengan hasil yang tertera
menunjukkan bahwa senyawa donepezil dan skopolamin memiliki afinitas yang
terbaik, namun senyawa aktif ekstrak cherry coffee juga memiliki afinitas yang
baik juga meskipun tidak sebaik donepezil dan skopolamin. Namun, dari
penelitian yang telah dilakukan terhadap senyawa acetic acid, 2,3-Butanediol,
Maleic Anhydride, 1,2-Cyclopentanedion, asam klorogenat, dan kafein, semua

senyawa ini memiliki kemampuan untuk menginhibisi agregasi dan pembentukan
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plak AP, meningkatkan ekspresi dari protein BDNF, meningkatkan aktivitas
kolinergik dengan menghambat kerja AChE dan meningkatkan ACh, serta
memiliki kemampuan untuk mencegah kerusakan sel yang ditimbulkan dari
inflamasi akibat penumpukan dari Ap. '*¢'>°

Pada visualisasi 2D, semakin banyak ikatan hidrogen yang ditemukan
maka semakin kuat dan stabil pula ikatan dari ligan terhadap protein target.'**
Berdasarkan pernyataan ini, terdapat tiga interaksi yang menghasilkan ikatan
hidrogen sebanyak 7 yaitu ACh-Asam klorogenat, ACh- Skopolamin, dan IL1B-
Kafein. Sedangkan interaksi yang tidak menghasilkan ikatan hidrogen sama sekali
yaitu sebanyak tiga interaksi yaitu IL1B-Asam Klorogenat, IL1B-/,2-
Cyclopentanedione dan 1L1B-2,3-Butanediol. Asam amino residu yang ditemukan
pada visualisasi 2D memiliki arti bahwa dimana tempat spesifik dan jenis ikatan
apa yang terjadi antara ligan dan protein. Pada protein BDNF tidak dilakukan
doking terhadap native ligand dikarenakan protein ini tidak memiliki native

ligand-nya sendiri.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Dari hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan mengenai bagaimana

analisis interaksi senyawa aktif ekstrak cherry coffee pada Alzheimer melalui jalur beta-

amyloid, neurotropin, kolinergik, dan neuroinflamasi melalui percobaan ADMETox dan

doking molekuler, maka dapat disimpulkan bahwa:

1.

5.2

Senyawa aktif acetic acid, 2,3-Butanediol, Maleic Anhydride, 1,2-Cyclopentanedion,
asam klorogenat, dan kafein pada ekstrak cherry coffee memenuhi analisis ADMETox
sebagai kandidat obat.

Senyawa aktif pilihan pada ekstrak cherry coffee memiliki afinitas yang tinggi terhadap
protein terkait Alzheimer melalui jalur beta-amyloid melalui analisis doking molekuler.
Senyawa aktif pilihan pada ekstrak cherry coffee memiliki afinitas yang tinggi terhadap
protein terkait Alzheimer melalui jalur neurotropin melalui analisis doking molekuler.
Senyawa aktif pilihan pada ekstrak cherry coffee memiliki afinitas yang tinggi terhadap
protein terkait Alzheimer melalui jalur kolinergik, melalui analisis doking molekuler.
Senyawa aktif pilihan pada ekstrak cherry coffee memiliki afinitas yang tinggi terhadap
protein terkait Alzheimer melalui jalur neuroinflamasi melalui analisis doking
molekuler.

Berdasarkan hasil visualisasi 2D, senyawa aktif pada ekstrak cherry coffee ikatan yang
stabil terhadap protein terkait Alzheimer melalui jalur jalur beta-amyloid, neurotropin,

kolinergik, dan neuroinflamasi melalui ikatan hidrogen.

Saran

Adapun saran yang dapat diberikan dalam penelitian ini untuk menjadi sebuah

penelitiaan acuan adalah:

1.

Dilakukan penambahan lebih lanjut dari protein Alzheimer untuk menambah data
mengenai efektivitas interaksi dari senyawa aktif ekstrak cherry coffee.

Dilakukan penelitian lebih lanjut terkait analisa dinamika molekuler untuk melihat
kestabilan ikatan dan bagaimana interaksi senyawa aktif dari ekstrak cherry coffee

terhadap fungsi fisiologis tubuh.
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3. Dilakukan analisis /n vivo lanjutan berupa ELISA atau RT-PCR untuk menentukan
pengaruh pemberian ekstrak cherry coffee terhadap kadar protein terkait Alzheimer
seperti BDNF, Caspase-2, TNF-a, ACh, AChE, BACE1, ADAMI10, IL1B, dan IL6.
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