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ABSTRAK

Latar Belakang: Penyakit Alzheimer merupakan bentuk paling umum dari
demensia, mencakup 60-70% kasus global dan berdampak signifikan terhadap
fungsi kognitif, terutama memori. Salah satu mekanisme utamanya adalah
penurunan asetilkolin (ACh) akibat akumulasi beta-amiloid, sehingga
penghambatan enzim asetilkolinesterase (AChE) menjadi target terapi utama.
Senyawa alami seperti 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid dalam ekstrak
kopi ceri utuh berpotensi sebagai agen neuroprotektif karena sifat antioksidan dan
antiinflamasi. Tujuan: Mengevaluasi profil ADMETox (Absorpsi, Distribusi,
Metabolisme, Ekskresi, dan Toksisitas) serta interaksi molekuler senyawa aktif
kopi ceri utuh terhadap protein AChE dibandingkan dengan donepezil dan
skopolamin. Metode: Penelitian in silico meliputi analisis ADMETox
menggunakan ADMETlab 2.0, SwissADME, dan ProTox-IIl, serta molecular
docking terhadap protein AChE (PDB ID: 8DT7). Parameter meliputi
druglikeness, farmakokinetik, toksisitas, energi pengikatan, konstanta inhibisi, dan
visualisasi ikatan ligan-protein. Hasil: Kedua senyawa memenuhi aturan Lipinski,
seperti berat molekul, HBA, HBD, dan LogP. Tetapi hanya caffeic acid
menunjukkan absorpsi gastrointestinal tinggi. Keduanya tidak menembus sawar
darah otak (BBB). 3-O-feruloylquinic acid tidak toksik, sedangkan caffeic acid
bersifat rendah karsinogeneik dan memiliki nilai toksisitas akut pada mulut yang
rendah. Energi pengikatan terkuat ditunjukkan oleh donepezil (-9,80 kcal/mol)
terhadap AChE diikuti caffeic acid (-1,73 kcal/mol). Visualisasi memperlihatkan
ikatan hidrogen stabil antara caffeic acid dan AChE. Kesimpulan: Meskipun
belum sekuat donepezil, caffeic acid menunjukkan potensi sebagai kandidat awal
penghambat AChE. Perlu modifikasi struktur atau sistem penghantaran untuk
meningkatkan efektivitasnya.

Kata Kunci: Alzheimer, Asetilkolinesterase, 3-O-feruloylquinic acid, caffeic
acid, ADMETox, Docking Molekuler, Kopi Ceri Utuh.
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ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease is the most common form of dementia,
accounting for 60-70% of global cases and significantly impacting cognitive
function, particularly memory. One of its primary mechanisms is the reduction of
acetylcholine (ACh) due to the accumulation of beta-amyloid, making the
inhibition of the acetylcholinesterase (AChE) enzyme a primary therapeutic
target. Natural compounds such as 3-O-feruloylquinic acid and caffeic acid in
whole coffee cherry extract have potential as neuroprotective agents due to their
antioxidant and anti-inflammatory properties. Objective: To evaluate the
ADMETox profile (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity)
and molecular interactions of active compounds in whole coffee cherries with the
AChE protein compared to donepezil and scopolamine. Methods: In silico studies
included ADMETox analysis using ADMETlab 2.0, SwissADME, and ProTox-III,
as well as molecular docking against the AChE protein (PDB ID: 8DT7).
Parameters included druglikeness, pharmacokinetics, toxicity, binding energy,
inhibition constant, and ligand-protein binding visualization. Results: Both
compounds meet Lipinski's rules, such as molecular weight, HBA, HBD, and
LogP. However, only caffeic acid shows high gastrointestinal absorption. Neither
compound crosses the blood-brain barrier (BBB). 3-O-feruloylquinic acid is non-
toxic, while caffeic acid is low in carcinogenicity and has a low acute oral toxicity
value. The strongest binding energy is shown by donepezil (-9.80 kcal/mol) toward
AChE, followed by caffeic acid (-1.73 kcal/mol). Visualization shows stable
hydrogen bonds between caffeic acid and AChE. Conclusion: Although not as
strong as donepezil, caffeic acid shows potential as an initial candidate for an
AChE inhibitor. Structural modifications or delivery systems are needed to
enhance its efficacy.

Keywords: Alzheimer's, Acetylcholinesterase, 3-0O-Feruloylquinic Acid, Caffeic
Acid, ADMETox, Molecular Docking, Whole Cherry Coffee.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1.  Latar Belakang

Demensia di seluruh dunia saat ini lebih dari 55 juta orang atau dari 60%
terdapat hampir 10 juta kasus baru.' Saat ini, demensia menduduki peringkat
ketujuh sebagai penyebab kematian, dan merupakan salah satu penyebab utama
ketergantungan dan kecacatan pada orang tua di seluruh dunia. Jenis demensia
yang paling umum adalah penyakit Alzheimer yang menyumbang 60 hingga 70
persen kasus.? Alzheimer di Indonesia sudah terdapat sekitar 27,9% atau sekitar
4,2 juta orang.’

Penyakit Alzheimer menggambarkan serangkaian gejala yang dapat
mencakup kehilangan ingatan dan kesulitan dalam berpikir, memecahkan
masalah, atau berbahasa.” Menurut hipotesis kaskade amiloid, penumpukan Ap
(beta amiloid) memicu kaskade proses neurodegeneratif, seperti peradangan, stres
oksidatif, dan akumulasi protein Tau, yang pada akhirnya menyebabkan gejala-
gejala tersebut.” Perkembangan plak amiloid, yang bertanggung jawab atas
akumulasi beta-amiloid, kerusakan neuron, dan pembentukan kekusutan protein
tau juga menyebabkan menurunnya asetilkolin.® Plak amiloid adalah deposit
abnormal yang terbentuk di otak akibat penumpukan protein beta-amiloid.” Selain
itu. plak amiloid dapat menyebabkan gangguan pada fungsi sinapsis, yang
mengakibatkan penurunan efektivitas transmisi sinaptik. Hal ini dapat
memengaruhi sistem kolinergik dengan mengurangi kemampuan neuron untuk
melepaskan asetilkolin secara efisien.® Reaksi inflamasi yang dipicu oleh plak
amiloid dapat merusak neuron dan sistem kolinergik serta memperparah
kerusakan kognitif.’

Sebuah laporan mengungkapkan bahwa pasien Alzheimer mengalami
penurunan jumlah ACh (Asetilkolin) di dalam otak mereka. Ach berkurang karena
terinduksinya stres oksidatif dan sitokin inflamasi diproduksi oleh AP (beta
amiloid). Radikal bebas yang dihasilkan karena peptida amiloid telah terbukti

menurunkan konsentrasi Ach dengan menyebabkan neuron kolinergik di
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hipokampus mengalami degenerasi.'” Hal ini dibuktikan dari data klinis bahwa
otak penderita Alzheimer menunjukkan neurodegenerasi berat dan reduksi neuron
kolinergik serta defisiensi Ach yang berat dimana aktivitas asetilkolintransferase
menurun secara signifikan, yang selanjutnya menggambarkan kerusakan sistem
kolinergik pada penderita Alzheimer setelah cedera berat.'' Sistem kolinergik
adalah salah satu sistem neurotransmitter terpenting yang terlibat dalam
pembelajaran dan memori yang secara istimewa mengalami degenerasi pada tahap
awal Alzheimer.'? Sistem kolinergik mengacu pada jalur saraf yang menggunakan
neurotransmiter Ach. Ach berperan dalam aktivasi otot, pembelajaran, dan
memori."”

Pengobatan Alzheimer saat ini yang menargetkan Ach berfokus pada
inhibitor ~AChE  (Asetilkolinesterase), seperti donepezil, rivastigmine,
galantamine, dan tacrine. Obat-obatan ini bekerja dengan cara menghambat
enzim asetilkolinesterase, sehingga memperlambat pemecahan asetilkolin di
sinapsis.'* Dengan meningkatkan kadar asetilkolin di otak, gejala kognitif seperti
gangguan memori dan kebingungan dapat diredakan meskipun penyakit
Alzheimer tidak dapat disembuhkan sepenuhnya.'

Bahan aktif dari bahan alami saat ini sedang menjadi fokus pengembangan
pengobatan berbagai penyakit, termasuk penyakit Alzheimer. Caffeic acid adalah
salah satu senyawa bioaktif yang ditemukan dalam kopi, bersama dengan kafein,
asam klorogenat, dan polifenol lainnya. Senyawa-senyawa ini telah dikaitkan
dengan berbagai efek positif terhadap kesehatan otak, khususnya dalam
pencegahan penyakit neurodegeneratif seperti Alzheimer.'® Selain itu, caffeic acid
juga berkontribusi sebagai antioksidan dan anti-inflamasi yang dapat melindungi
otak dari kerusakan dan menurunkan risiko penyakit Alzheimer.'” Efek protektif
ini optimal jika konsumsi kopi tidak berlebihan, namun peran spesifik caffeic acid
masih memerlukan penelitian lebih lanjut.'®

Senyawa 3-O-feruloylquinic acid adalah salah satu senyawa asam
klorogenat yang ditemukan dalam biji kopi."” Pada penelitian sebelumnya juga
menunjukkan bahwa asam 3-O-feruloylquinic, sebagai turunan dari asam ferulic,

dapat melindungi otak dengan mengurangi stres oksidatif, peradangan, dan
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kematian sel, serta dapat membantu mencegah atau mengobati gangguan
neurologis seperti stroke, depresi, dan penyakit Alzheimer.”® Ekstrak ceri kopi
utuh kaya akan kafein, ekstrak ini dicampurkan dalam perbandingan tertentu,
dapat berfungsi sebagai makanan fungsional dan meminimalkan risiko penyakit
Alzheimer.”' Pada penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa ceri kopi utuh
memiliki kandungan antioksidan dan meningkatkan kadar faktor neurotropik
otak.”

Banyak penelitian yang telah melakukan percobaan langsung untuk
melihat efek dari 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid terhadap progresivitas
penyakit Alzheimer.”> Namun belum ada yang melakukan penelitian langsung
untuk melihat bagaimana jenis interaksi molekuler antara senyawa aktif dari
ekstrak ceri kopi utuh yaitu 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid terhadap
Alzheimer melalui protein terkait jalur neurotropin
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
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 kopi ceri utuh berupa 3-O-feruloylquinic acid
dan caffeic acid dan analisis docking molekuler terhadap protein terkait jalur

asetilkolinesterase.

1.2. Rumusan Masalah

Rumusan  masalah  pada  penelitian ini  adalah  bagaimana
karakteristik ADMETox dan docking molekuler dari senyawa 3-O-feruloylquinic
acid dan caffeic acid dalam ceri kopi utuh sebagai inhibitor asetilkolinesterase

pada penyakit Alzheimer?
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1.3.  Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan umum

Tujuan umum dari penelitian ini adalah untuk menganalisis ADMETox
dan docking molekular dari senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic
acid dalam ceri kopi utuh sebagai inhibitor asetilkolinesterase pada penyakit
Alzheimer

1.3.2. Tujuan khusus

1. Menganalisis ADMETox senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan
caffeic acid dalam ceri kopi utuh menggunakan situs ADMETIab
2.0, SwissADME, dan ProTox-III.

2. Menganalisis energi pengikatan dan konstanta penghambatan antara
senyawa aktif 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid ekstrak ceri
kopi utuh terhadap protein 4ChE melalui studi docking molekuler.

3. Menganalisis visualisasi 2D antara senyawa aktif ekstrak ceri kopi

utuh terhadap protein AChE.

1.4. Manfaat Penelitian
Manfaat yang dapat ditawarkan oleh penelitian ini adalah:

1. Memberikan ide-ide baru kepada peneliti untuk membantu memajukan
ilmu pengetahuan di bidang kedokteran berbahan dasar alam untuk
pengobatan penyakit saraf khususnya penyakit Alzheimer.

2. Pengobatan penyakit Alzheimer yang baru, lebih efektif dan aman untuk

meningkatkan kualitas hidup masyarakat.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Alzheimer

Otak memiliki miliaran neuron, yang masing-masing dengan cabang
panjang. Cabang-cabang ini memungkinkan neuron untuk membentuk koneksi
dengan neuron lain. Pada koneksi tersebut yang disebut sinapsis, informasi
mengalir dalam semburan kecil zat kimia yang dilepaskan oleh satu neuron dan

diserap oleh neuron lain.*

Otak mengandung triliunan sinapsis yang
memungkinkan sinyal bergerak cepat melalui otak. Sinyal-sinyal ini adalah dasar
dari ingatan, pikiran, sensasi, emosi, gerakan, dan kete:rampilan.26 Para peneliti
sebelumnya telah mengidentifikasi banyak perubahan di otak yang dapat
mengganggu sinyal kimia terutama kerusakan sinaptik dan kematian neuron yang
menyebabkan masalah dengan berpikir, belajar, dan fungsi sehari-hari yang
muncul sebagai akibat dari penyakit Alzheimer.”’

Akumulasi fragmen protein beta-amiloid menjadi gumpalan yang disebut
plak beta-amiloid di luar neuron serta bentuk abnormal protein tau di dalam
neuron merupakan perubahan otak yang terkait dengan penyakit Alzheimer.”® Plak
dan akumulasi beta-amiloid yang lebih kecil dapat merusak neuron dengan
mengganggu komunikasi antar neuron di sinapsis. Di dalam neuron, jalinan tau
menghalangi transportasi nutrisi dan molekul lain yang penting untuk fungsi
normal dan kelangsungan hidup neuron sambil merusak koneksi antar neuron.”
Akumulasi beta-amiloid dan tau diikuti oleh kerusakan dan penghancuran neuron
yang disebut neurodegenerasi dan sel-sel otak lainnya. Neurodegenerasi bersama
dengan akumulasi beta-amiloid dan tau, merupakan ciri utama penyakit
Alzheimer."

Gejala klinis penyakit Alzheimer yang paling umum adalah gangguan
kognitif atau adanya gangguan memori episodik yang berlangsung progresit dan
kemudian berkembang menjadi gangguan kognitif yang lebih luas, termasuk
kesulitan berbicara, memecahkan masalah, dan menjalankan tugas-tugas sehari-

hari.*® Memori episodik adalah kemampuan menyimpan dan menceritakan ulang
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pengalaman pribadi terkait waktu dan tempat. Selain itu juga dapat mengalami
perubahan emosional dan perilaku seperti kebingungan, kecemasan, atau agresi.
Penyakit ini diderita pada orang orang lanjut usia terutama pada (>65 tahun)
walaupun terkadang dapat ditemukan pada usia yang lebih muda.?® Penurunan
kemampuan mengenali sesuatu yang perlahan menjadi semakin parah akibat
gangguan di dalam otak yang sifatnya progresif atau perlahan-lahan hingga
akhirnya penderita menjadi tidak mampu mengingat dan mengenali sesuatu.
Tanda lainya yaitu kebingungan, penilaian yang buruk, gangguan berbicara, dan

halusinasi.’!

2.2.  Asetilkolin

Asetilkolin adalah sebuah neurotransmiter yang berperan penting dalam
sistem saraf, terutama dalam sistem saraf otonom.” Ia bertanggung jawab untuk
mengirimkan sinyal-sinyal antara neuron dan sel target, seperti otot atau sel-se
kelenjar."” Proses dimana asetilkolin dilepaskan dari ujung saraf dan berikatan
dengan reseptor di sel target disebut sebagai transmisi kolinergik. Asetilkolin
diproduksi di terminal saraf neuron kolinergik.*®

Asetilkolin mempunyai dua reseptor yaitu reseptor nikotinik dan
muskarinik.’* Reseptor nikotinik terletak di permukaan sel otot rangka, otot polos,
dan di dalam sistem saraf pusat, reseptor ini bekerja cepat dan secara langsung
menghasilkan respon kontraksi otot setelah terpapar asetilkolin.** Sedangkan
reseptor muskarinik terdapat di jantung, otot polos, dan kelenjar dalam tubuh,
berperan daam pengaturan proses fisiologis yang lebih lambat, seperti denyut
jantung, kontraksi otot polos, dan sekresi ginjal.””

Sintesis asetilkolin dimulai dengan pembentukan asam amino kolin, kolin
dihasilkan dalam tubuh melalui metabolisme lipid dan kemudian diangkut ke
dalam neuron.’® Di dalam neuron, kolin bergabung dengan asetil koenzim A
(asetil CoA) melalui reaksi katalisasi oleh enzim kolin asetiltransferase (ChAT).*’
Reaksi ini menghasilkan asetilkolin. Asetil CoA sendiri adalah substrat yang
penting dalam banyak jalur metabolisme, termasuk dalam siklus asam sitrat di

mitokondria sel.*®
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Setelah di sintesis asetilkolin tidak langsung dilepaskan ke dalam celah
sinaptik, asetilkolin disimpan dalam vesikel sinaptik untuk digunakan saat
diperlukan.’” Saat neuron menerima sinyal listrik, vesikel sinaptik mengalami fusi
dengan membrane sinaptik yang menyebabkan pelepasan asetilkolin ke celah
sinaptik. Asetilkolin yang dilepaskan menyeberang ke membrane postsinaptik dan
berinteraksi dengan reseptor asetilkolin lalu menginisiasi respon postsinaptik baik
berupa depolarisasi membrane atau sinyal lainnya, tergantung pada jenis reseptor
yang terlibat.’® Sinyal asetilkolin dihentikan oleh enzim Achetilkolinestrease
(AChE) yang memecah asetilkolin menjadi asetat dan kolin. Kolin yang
dihasillkan kemudian dapat diambil kembali oleh neuron presinaptik untuk

digunakan kembali dalam sintesis asetilkolin yang baru.*

Acetylcholine (ACh} Is made |

i%
q"f’ from choline and acetyl CoA )

Mitochondrion

Acetyl Coa

Acetylcholine

In the synapse, ACh is rapidly ’
?“ﬁ' broken down by the enzyme
acetylcholinesterase (AChE) |

Chaline _r Choline is transported back
! Choalinergic &)  intothe axon terminal and

& o~ receptor | used to make more ACh
Acelale — X\_}E/ \Ch/

T L1

Acetylcholinesterase (AChE)

Gambar 2.1 Sintesis asetilkolin*’

Asetilkolin juga terlibat dalam fungsi kognitif termasuk memori, belajar,
dan perhatian.*' Beberapa area otak yang terlibat dalam fungsi kognitif seperti
hipokampus dan korteks memiliki sistem saraf kolinergik yang kaya dengan
neuron yang menggunakan asetilkolin sebagai neurotransmitter.® Asetilkolin
memainkan peran penting dalam pengaturan plastisitas sinaptik dan pembelajaran

jangka panjang.**
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2.3. Ceri Kopi Utuh
2.3.1. Taksonomi Ceri kopi utuh

Ceri kopi utuh adalah buah kopi yang belum diolah terdiri dari kulit
luarnya, daging buah, dan biji kopi di bagian dalamnya.*® Ceri kopi utuh termasuk
ke dalam Kerajaan (Plantae), Subkingdom (Viridiplantae), Infrakingom
(Streptophyta), Super Divisi (Embryophyta), Divisi (Tracheophyta), Sub Divisi
(Spermatophyta), Kelas (Magnoliopsida), Superordo (Asteranae), Ordo
(Gentinales), Famili (Rubiaceae), Genus (Coffee L.), Spesies (Coffea arabika
L)
2.3.2. Morfologi Ceri kopi utuh

center cut
bean (endosperm)

silver skin (testa, epidermis)

parchment (hull,
endocarp)

pectin layer

pulp (mesocarp)

outer skin (pericarp,
exocarp)

Gambar 2.3 Tanaman Ceri kopi utuh. *
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Tanaman kopi arabika berasal dari hutan pegunungan di Etiopia, Afrika. Di
habitat asalnya, tanaman ini tumbuh di bawah kanopi hutan tropis yang rimbun.*’
Tanaman ini banyak ditumbuhkan di dataran dengan ketinggian di atas 500 meter
di atas permukaan laut. Tanaman kopi terdiri dari akar, batang, daun, bunga, dan
buah, menurut morfologinya.** Tanaman kopi memiliki akar tunggang yang kuat
dan tidak mudah rebah; sebagian besar akar berada di kedalaman 0-30 cm di
bawah permukaan tanah.* Batang tanaman kopi adalah jenis tumbuhan berkayu
yang tumbuh tegak ke atas dan memiliki warna putih keabu-abuan. Pada batang
ada dua jenis tunas yaitu tunas seri, atau tunas reproduksi, tumbuh searah dengan
tempat aslinya, dan tunas legitim, yang hanya dapat tumbuh sekali, membentuk
sudut dengan tempat aslinya.”

Daunnya berwarna hijau dan berbentuk menjorong dengan pangkal ujung
yang meruncing. Karena ujung tangkai tumpul, bagian tepi daun terpisah. Satu
pertulangan menyirip dari pangkal ujung hingga terusan tangkai.’’ Daun juga
berkilau bergantung pada spesiesnya.’® Tanaman kopi memiliki bunga yang relatif
kecil, mahkota berwarna putih, dan aroma yang menyegarkan.”® Kelopak bunga
hijau terang yang akan membuka dengan mahkota bunga setelah dewasa dan akan
menyerbukan untuk menghasilkan buah. Waktu yang diperlukan dari
pembentukan bunga hingga buah matang berkisar antara 8 dan 11 bulan,
tergantung pada jenis bunga dan faktor lingkungannya.**

Buah pohon kopi terdiri dari daging buah dan biji.”> Daging buahnya
terdiri dari tiga lapisan: kulit luar (eksokarp), lapisan daging (mesokarp), dan
stratum korneum yang tipis dan keras (endokarp).’® Biji kopi biasanya berisi dua
biji, namun bisa juga hanya berisi satu biji atau tidak ada biji sama sekali
(kosong). Biji kopi memiliki morfologi yang berbentuk bulat telur dan bertekstur

bulat telur.>

2.3.3. Fitokimia Ceri kopi utuh
Kopi arabika mengandung senyawa kimia kompleks, senyawa yang paling
banyak terdapat dalam kopi adalah asam klorogenat dan kafein.”’ Selain itu, kopi

memiliki lebih dari ribuan bahan kimia alami seperti karbohidrat, lipid, senyawa
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nitrogen, vitamin, mineral, alkaloid, dan senyawa fenolik, yang bermanfaat bagi

kesehatan.”®

2.3.4. Efek Farmakologi Ceri kopi utuh

Secara kimia, ceri kopi utuh mengandung beragam senyawa yang
menawarkan berbagai manfaat kesehatan serta nilai gizi yang signifikan,
contohnya kafein.” Kafein adalah senyawa utama yang dikenal dari kopi, yang
memberikan efek stimulan pada sistem saraf.?® Kafein juga ditemukan dalam
jumlah signifikan pada ceri kopi utuh, terutama pada biji kopinya.®'

Selain kafein ceri kopi utuh juga mengandung asam klorogenat,
antioksidan alami yang memiliki sifat antiinflamasi.®> Asam ini berperan penting
dalam mengatur metabolisme glukosa.®® ceri kopi utuh kaya akan polifenol, yang
merupakan antioksidan kuat. Senyawa triterpenoid ditemukan pada kulit buah ceri
kopi utuh dan juga memiliki potensi sebagai antioksidan dan antiinflamasi.®*

Kafein (/,3,7-trimethylxanthine) adalah salah satu alkaloid utama yang
ditemukan di berbagai makanan dan minuman.®® Kafein bekerja memengaruhi
SSP (sistem saraf pusat) karena bertindak sebagai inhibitor reseptor adenosin,
sehingga neurotransmisi dopaminergik meningkat.®® Selain itu, kafein juga
berperan menghambat produksi PB-amiloid dengan menghambat ekspresi Beta-
sekretase 1 (BACE1) dan Presenilin 1 (PSl/y—sekretase).67

Pada penelitian sebelumnya, para peneliti mengukur tingkat kafein dan
menemukan sebesar 73%, yang menunjukkan bahwa penghambatan AChE terjadi
karena adanya kafein dalam Whole coffee cherry extract (WCCE2) atau ekstrak
ceri kopi utuh.® Kafein murni sintetis mendukung hipotesis ini, yang
menunjukkan Inhibition Concentration (IC50) sebesar 65 pug / mL dalam
pengujian.”” Dalam sebuah penelitian, asam klorogenat juga menunjukkan efek
penghambatan moderat pada aktivitas AChE.”

Secara keseluruhan, kopi ceri utuh adalah sumber alami senyawa bioaktif
yang memiliki potensi manfaat bagi kesehatan, terutama karena kandungan
antioksidan dan nutrisi lainnya yang mendukung metabolisme tubuh serta

kesehatan jantung dan sistem kekebalan.”'’
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2.4. 3-O-Feruloylquinic acid

3-O-feruloylquinic acid (FQA) merupakan senyawa fenolik alami yang
tergolong dalam kelompok asam klorogenat (Chlorogenic Acids atau CGA). CGA
adalah senyawa ester yang terbentuk dari hasil reaksi antara asam sinamat (seperti
asam kafeat, asam ferulat, dan asam p-kumarat) dengan asam kuinat.”’ Dalam hal
ini, 3-O-feruloylquinic acid terbentuk sebagai ester dari asam ferulat dan asam
kuinat, di mana gugus feruloyl melekat pada posisi 3-O dari asam kuinat.** Nomor
"3-0" dalam namanya menunjukkan posisi spesifik di mana asam ferulat terikat

pada asam kuinat melalui ikatan ester.”

Sejumlah studi menunjukkan bahwa 3-O-feruloylquinic acid, bersama
dengan senyawa asam klorogenat lainnya, berpotensi berperan sebagai
penghambat alami enzim asetilkolinesterase (AChE).** Dengan menghambat
enzim ini, 3-O-feruloylquinic acid dapat memperlambat degradasi asetilkolin,
sehingga meningkatkan konsentrasi neurotransmiter tersebut di celah sinaptik.*
Peningkatan ketersediaan asetilkolin ini secara teoritis dapat membantu
mendukung dan memperbaiki fungsi kognitif, yang sangat bergantung pada

kelancaran transmisi sinyal asetilkolin.”

2.5. Caffeic acid

Caffeic acid adalah salah satu senyawa bioaktif yang ditemukan dalam
kopi, bersama dengan kafein, asam klorogenat, dan polifenol lainnya.”> Senyawa-
senyawa ini telah dikaitkan dengan berbagai efek positif terhadap kesehatan otak,
khususnya dalam pencegahan penyakit neurodegeneratif seperti Alzheimer.’
Senyawa dalam kopi, termasuk caffeic acid, berperan sebagai antioksidan yang
dapat mengurangi peradangan di otak. Efek ini membantu melindungi sel-sel otak
dari kerusakan oksidatif yang berkontribusi pada perkembangan penyakit
Alzheimer dan Demensia.'®

Konsumsi kopi dapat menurunkan kadar beta-amyloid (AB) plasma, yang
merupakan salah satu biomarker utama dalam patogenesis penyakit Alzheimer.

Penurunan kadar AP ini dapat memperlambat proses neurodegenerative.'®

Beberapa studi menunjukkan bahwa konsumsi kopi secara rutin, yang
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mengandung kafeic acid dan senyawa bioaktif lain, dapat memberikan efek
protektif terhadap penurunan kognitif dan risiko Alzheimer.'®

Caffeic acid adalah senyawa fenolik yang banyak diteliti karena potensi
efeknya terhadap enzim asetilkolinesterase (AChE), yang berperan penting dalam
regulasi neurotransmiter asetilkolin di otak.” Penghambatan AChE merupakan
salah satu strategi utama dalam terapi penyakit Alzheimer dan gangguan kognitif
lain. Studi molekuler menunjukkan bahwa kafeic acid dapat berikatan secara
stabil di situs aktif AChE, dengan energi pengikatan sekitar -8,0 kcal/mol."’
Interaksi ini didukung oleh ikatan hidrofobik dan pi-anion, mirip dengan ligan asli

AChE, sehingga kafeic acid berpotensi sebagai inhibitor AChE.”

2.6. Docking Molekuler
Docking molekuler adalah pendekatan in silico yang banyak digunakan

76,77

dalam pencarian senyawa aktif untuk pengembangan terapi baru. Metode ini

membantu melihat interaksi antara protein dan ligan secara visual, sehingga
meningkatkan keakuratan prediksi sebelum melangkah ke uji laboratorium.”®
Kelebihan metode ini terletak pada efisiensinya hemat biaya, cepat, sederhana,
dan minim risiko sehingga populer dalam riset biomedis dan farmasetik.”

Dalam praktiknya, docking molekuler dimulai dengan memperoleh struktur
tiga dimensi (3D) dari target biologis, seperti protein, DNA, atau RNA.*® Struktur
target biasanya diakses dari database Protein Data Bank (PDB)."' Sementara itu,
struktur ligan diperoleh dari sumber seperti ZINC atau PubChem. Setelah
keduanya tersedia, ligan dan target diorientasikan untuk saling berinteraksi di situs
aktif, membentuk kompleks yang stabil.**

Hasil orientasi ini dinilai menggunakan nilai afinitas semakin rendah skor
afinitas, semakin kuat kecenderungan ligan berikatan dengan target. Skor tersebut
menjadi indikator utama untuk menilai potensi senyawa sebagai kandidat obat.*
Berbagai temuan penelitian menunjukkan keberhasilan metode ini pada target
terapi diabetes, hipertensi, serta penanggulangan virus SARS-CoV-2 (Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2).** Seiring kemajuan teknologi

komputasi dan bioinformatika, docking molekuler diprediksi akan terus
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berkembang dan memberikan kontribusi signifikan dalam penelitian obat-obatan

8
masa depan.®’

2.7.  Absorpsi, Distribusi, Metabolisme, Ekskresi, Toksisitas (ADMETox)

Proses penemuan kandidat terapi baru untuk mengatasi suatu penyakit
merupakan tahapan yang memerlukan biaya besar serta prosedur yang
kompleks.® Langkah-langkah tersebut mencakup pemilihan jenis penyakit,
identifikasi target protein, hingga pelaksanaan uji praklinis dan uji klinis.”’
Pendekatan in silico hadir sebagai solusi yang dapat menyederhanakan tahap awal
pengembangan obat, karena memungkinkan evaluasi awal tanpa perlu melakukan
uji coba langsung pada hewan atau manusia.®

Metode ini menawarkan banyak keuntungan, tidak sedikit kandidat terapeutik
yang mengalami kegagalan dalam tahapan pengembangan lanjutan. Kegagalan ini
umumnya disebabkan oleh kurangnya efektivitas terapi atau munculnya potensi
toksisitas yang membahayakan.” Oleh karena itu, analisis terhadap aspek
ADMETox (Absorpsi, Distribusi, Metabolisme, Ekskresi, dan Toksisitas) menjadi
krusial dalam proses seleksi dan optimalisasi senyawa aktif sebagai kandidat
terapi.”

ADMETox merupakan metode evaluasi senyawa berdasarkan parameter
farmakokinetik dan farmakodinamik.*® Sejalan dengan prosedur docking
molekuler, senyawa yang akan dikembangkan sebagai terapi perlu melalui
tahapan seleksi ketat, seperti uji druglikeness, pengaruh terhadap enzim
Cytochrome P450 (CYP), serta tingkat toksisitas.”’ Salah satu pedoman yang
umum digunakan adalah aturan lima Lipinski, yang menetapkan bahwa suatu
senyawa sebaiknya memenuhi paling tidak dua dari kriteria seperti, berat molekul
di bawah 500 g/mol, Hydrogen Bond Acceptors <10 Hydrogen Bond Donors <5,
dan Log P < 5.8 Apabila kriteria tersebut tidak terpenuhi, maka senyawa tersebut
dinilai memiliki karakteristik ADMETox yang tidak mendukung dan sebaiknya

tidak dipilih sebagai kandidat terapi.”*”
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2.8. Hubungan Asetilkolin dengan Alzheimer

Pada Alzheimer terjadi penurunan signifikan dalam fungsi sistem saraf
kolinergik yang disebabkan oleh kerusakan dan kematian neuron kolinergik yang
terletak di area-area penting otak, seperti nukleus basalis Meynert di dalam otak
dan mengakibatkan penurunan kadar asetilkolin dalam sistem saraf pusat.’
Sebagian besar gejala Alzheimer termasuk masalah memori dan gangguan
berpikir yang dikaitkan dengan gangguan dalam fungsi kognitif yang dipengaruhi
oleh asetilkolin.”” Sistem saraf kolinergik memiliki peran penting dalam proses
pembelajaran, memori, dan perhatian, yang mana penurunan kadar asetilkolin
menyebabkan gangguan dalam proses-proses tersebut.”®

Asetilkolinesterase (AChE) merupakan enzim utama yang berperan dalam
penghentian transmisi sinyal saraf kolinergik melalui pemecahan asetilkolin
(ACh) menjadi kolin dan asam asetat.”” Dalam kondisi normal, fungsi ini penting
untuk menjaga keseimbangan aktivitas saraf dan mencegah overstimulasi. Namun,
dalam konteks penyakit Alzheimer, AChE justru berperan destruktif melalui
beberapa mekanisme patogenik. AChE tetap aktif secara berlebihan meskipun
kadar ACh di otak menurun akibat kerusakan neuron kolinergik. Aktivitas
enzimatik yang tidak menyesuaikan diri ini menyebabkan pemecahan ACh yang
tersisa berlangsung sangat cepat, sehingga komunikasi antar neuron terganggu dan
gejala kognitif seperti lupa dan kebingungan makin memburuk.”®

Selain itu AChE juga berinteraksi langsung dengan peptida B-amiloid
(AP), yang merupakan komponen utama dari plak amyloid. Peptida AP sendiri
berasal dari pemecahan protein prekursor amiloid (APP — amyloid precursor
protein), yang secara normal terdapat di membran sel neuron.”’ Proses ini terjadi
melalui jalur enzimatik yang disebut jalur amiloidogenik, di mana APP dipotong
secara berurutan oleh enzim B-sekretase (BACE1) dan y-sekretase. Pemotongan
ini menghasilkan fragmen peptida AP, khususnya AP, o dan AP, >, yang
bersifat hidrofobik dan cenderung menggumpal di luar sel.”® AP, , memiliki
kecenderungan lebih tinggi untuk membentuk oligomer dan akhirnya fibril, yang

kemudian terakumulasi menjadi plak amiloid di ruang ekstraseluler otak. Plak ini
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bersifat toksik dan mengganggu fungsi sinaps, menyebabkan peradangan, stres
oksidatif, dan kematian neuron secara progresif.'*

Interaksi ini terjadi melalui situs anionik perifer (peripheral anionic
site/PAS) yang terdapat pada struktur AChE. Melalui situs tersebut, AChE
menempel pada permukaan AP dan bertindak sebagai katalis dalam proses
agregasi, yakni mempercepat penggabungan peptida AP menjadi struktur fibrilar
padat yang beracun. AChE tidak hanya memicu agregasi, tetapi juga
memperpendek fase awal (lag phase) dari pembentukan fibril AP, sehingga
mempercepat proses pembentukan plak amiloid secara keseluruhan.”®

Kompleks yang terbentuk antara AChE dan AP terbukti memiliki toksisitas
yang lebih tinggi dibandingkan AP yang berdiri sendiri. Kompleks ini lebih
agresif dalam merusak sel saraf, mempercepat kematian neuron, dan

menyebabkan gangguan kognitif yang khas pada penderita Alzheimer.'"’

Dengan
demikian, AChE bukan hanya memperburuk defisit neurotransmisi melalui
pemecahan asetilkolin, tetapi juga secara aktif berkontribusi dalam proses
neurodegeneratif melalui perannya dalam pembentukan dan penguatan toksisitas

plak amiloid.'"*

ACRES Aokl J Microglial activation
APP > AP | ; > AP . Pamyloid
4 J Aggregation plaque

p-secretase ﬂ

y-secretase (catalytic portion

consists of mutated PS1/2) Increased oxidative

stress and inflammation
Altered kinase and
phosphatase
Hyperphosphorylation NFT
of tau protein ‘:> —
. N N

SO ED)
Neuronal loss
AD formation

Gambar 2.4 Patofisiologi Asetilkolin'®
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Salah satu pendekatan utama dalam pengobatan Alzheimer ialah
menggunakan obat-obatan yang disebut asetilkolinesterase inhibitor.'*
Obat-obatan seperti donepezil serta rivastigmine bekerja dengan
meningkatkan kadar asetilkolin di sinapsis dengan menghambat enzim

kolinesterase yang bertanggung jawab untuk pemecahan asetilkolin.'*

2.9. Kerangka Teori
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Gambar 2.5 Kerangka Teori
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2.10. Kerangka Konsep

SENYAWA 3-0-
FERULOYLQUINIC ACID
DAN CAFFEIC ACID

Asetilkolinesterase

Keterangan:

: Variabel Independent (Bebas)

O : Variabel Dependent (Terikat)
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3.1.

METODE PENELITIAN

Definisi Operasional

BAB 3

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
Protein AChE  Struktur 3D Mengukur Ordinal Semakin kecil
protein yang energi energi pengikatan
diperoleh pengikatan dan (< 0 kcal/mol)
melalui situs konstanta dan konstanta
Uniprot dengan penghambatan penghambatan (<
nomor ID: 8DT7 AChE dengan 1 mM) maka
yang di docking senyawa target semakin kuat
molecular menggunakan interaksi  ligan
dengan senyawa docking dan protein
target molekular
Senyawa Struktur Mengukur Ordinal Semakin kecil
Skopalamin ~ senyawa aktif energi energi pengikatan
yang diperoleh pengikatan dan (< 0 kcal/mol)
dari situs konstanta dan konstanta
Uniprot penghambatan penghambatan (<
dengan nomor AChE dengan 1 mM) maka
ID: 3000322 senyawa target semakin kuat
menggunakan interaksi  ligan
docking dan protein
molekular
18 Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



Senyawa

Donepezil

Senyawa 3-O-
feruloylquinic

acid

Senyawa

caffeic acid

Struktur
senyawa aktif
yang diperoleh
dari situs
Uniprot dengan
nomor ID: 3152

Struktur
senyawa aktif
yang diperoleh
dari situs
Uniprot dengan
nomor ID:

6451331

Struktur
senyawa aktif
yang diperoleh
dari situs
Uniprot dengan
nomor ID:

689043

Mengukur
energi
pengikatan dan
konstanta
penghambatan
AChE dengan
senyawa target
menggunakan
docking
molekular
Mengukur
energi
pengikatan dan
konstanta
penghambatan
AChHE dengan
senyawa target
menggunakan
docking
molekular
Mengukur
energi
pengikatan dan
konstanta
penghambatan
AChE dengan
senyawa target
menggunakan
docking

molekular

Ordinal

Ordinal

Ordinal

19

Semakin kecil
energi pengikatan
(< 0 kcal/mol)
dan konstanta
penghambatan (<
1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan

dan protein

Semakin kecil
energi pengikatan
(< 0 kcal/mol)
dan konstanta
penghambatan (<
1 mM) maka
semakin kuat
interaksi  ligan

dan protein

Semakin kecil
energi
pengikatan (<0
kcal/mol) dan
konstanta
penghambatan
(<1 mM) maka
semakin

kuat interaksi

ligan dan protein
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3.2. Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah analisis ADMETox dan doking molekuler.
Analisis ADMETox menggunakan situs ADMETIlab 2.0, SwissADME, dan
ProTox-III untuk mencari druglikeness, tfarmakokinetik, dan toksisitas dari
senyawa aktif ekstrak ceri kopi utuh, skopolamin, dan donepezil. Analisis
doking molekuler menggunakan metode docking molekuler antara senyawa aktif

ekstrak ceri kopi utuh, skopolamin, dan donepezil dengan protein target AChE.

3.3. Waktu dan Tempat Penelitian

Pelaksanaan penelitian dilakukan selama 1 bulan dari Juni-Juli 2025.
Analisis ADMETox dan docking 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
AChE terhadap senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid ekstrak ceri
kopi utuh, skopolamin, dan donepezil yang diperoleh melalui analisis /n silico.

3.4.2. Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah senyawa 3-O-
feruloylquinic acid dan caffeic acid ekstrak ceri kopi utuh dan protein target
AChE pada metode doking molekuler. Adapun kriteria inklusi protein
AChE 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 docking molekuler:

1. Resolusi protein >3 A
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2. Terdapat mutasi pada protein target (dengan sekuens yang sama

saat visualisasi)

3.5. Teknik Pengumpulan Data
3.5.1. Alat dan bahan
3.5.1.1. Analisis ADMETox dan Docking 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 docking 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 17-10870H 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 didapatdimasukkan kedalam situs ~ADMETlab
2.0(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index), SwissADME
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(http://www.swissadme.ch/), dan ProTox-III
(https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=compound _input).
Data yang didapatkan kemudian dianalisis berdasarkan druglikeness dengan
melihat pemenuhan dari aturan lima lipinski, farmakokinetik senyawa, dan
toksisitasnya.
3.6.2. Analisis Docking Molekular

Pada penelitian ini dilakukan analisis komputasi berupa docking
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 Ceri Kopi Utuh

Struktur 2D dari senyawa aktif yang terkandung dalam ekstrak ceri
kopi utuh diperoleh melalui situs PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Selanjutnya, file struktur 2D dengan

format *.sdf dikonversi menjadi 3D, lalu diubah ke dalam format *.pdb
menggunakan perangkat lunak 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 kotak imajiner, dan doking. Setelah didapatkan Ligand-Protein

22
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Complex, hasilnya divisualisasikan menggunakan aplikasi Discovery Studio,

Pymol, dan LigandScout.

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 ADMETIab 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 /ipinski, dan kelas.
3.7.1.2. Docking Molekuler
Pengolahan data dari metode docking 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 docking menggunakan aplikasi
Notepad yang memiliki satuan kcal/mol dan mM/uM/nM.

b. Asam amino residu
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Analisis dari asam amino dilakukan menggunakan aplikasi Discovery

Studio

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

3.7.2. Analisis Data
3.7.2.1. ADMETox

Data yang diperoleh kemudian dianalisis dengan mengacu pada
pemenuhan kriteria aturan /ipinski, yang mencakup parameter kelayakan
obat secara farmakokinetik. Selain itu, dilakukan interpretasi terhadap
kemampuan absorpsi gastrointestinal (GI) dan permeabilitas terhadap sawar
darah-otak (BBB), evaluasi terhadap potensi penghambatan enzim
Cytochrome P450 (CYP), serta penilaian terhadap tingkat toksisitas apabila
senyawa dikonsumsi atau diadministrasikan ke dalam tubuh.

3.7.2.2. Docking Molekuler

Analisis hasil doking molekuler yang dilakukan menggunakan
perangkat lunak autodock tools dievaluasi berdasarkan nilai energi ikatan
(binding energy) dan konstanta inhibisi (inhibition constant). Tahap
selanjutnya berupa visualisasi interaksi kompleks dilakukan dengan bantuan
perangkat lunak Discovery Studio, PyMOL, dan LigandScout, yang
berfungsi untuk mengidentifikasi jumlah serta jenis interaksi non-kovalen,
seperti ikatan hidrogen dan residu asam amino yang terlibat. Visualisasi ini
bertujuan untuk menentukan lokasi active site pada kompleks Ligand-

Protein.
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3.8. Alur penelitian
3.8.1. ADMETox

Proses Pencarian Data SMILES Senyawa Aktif Menggunakan Situs
PubChem

¥

Proses Pengambilan Data Druglikeness, Farmakokinetik, serta
Toksisitas Senyawa Aktif dari Situs ADMETlIab 2.0, SwissADME,
dan ProTox-III.

Analisis Data yang Diperoleh dari Proses Pencarian

¥

Dilanjutkan Dengan Analisis Docking Molekuler Untuk Memprediksi
Interaksi Ligan Dan Target.
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3.8.2. Docking Molekuler
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Alur penelitian metode doking molekuler dapat dilihat pada diagram

alir berikut.

Penelusuran struktur protein
dilakukan menggunakan basis data
Uniprot.

Pencarian struktur senyawa aktif
ekstrak kopi ceri utuh di situs
PubChem.

Tahap preparasi protein target
difasilitasi memakai aplikasi
AutoDock Tools.

Tahap preparasi senyawa aktif
dalam ekstrak kopi ceri utuh
dilakukan memakai aplikasi

Marvin Sketch

Simulasi docking molekuler dilakukan
menggunakan AutoDock Tools untuk
mengevaluasi interaksi antara ligan dan protein

Visualisasi interaksi ligan dan protein dilakukan
menggunakan perangkat lunak Discovery Studio,
PyMol, serta LigandScout.

Menyusun laporan hasil serta merumuskan
kesimpulan dari penelitian
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Analisis ADMEtox pada senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid
ceri kopi utuh, skopalamin, dan donepezil sebagai pembanding. Dilakukan dengan
menilai druglikeness, farmakokinetik, dan toksisitas. Pada analisis ADMETox
menggunakan kode SMILES yang dimasukkan ke dalam website ADMETlab 2.0,
SwissADME, dan ProTox-III. Kode SMILES diperoleh dari website PubChem.
Adapun hasil kode SMILES dari setiap senyawa dapat dilihat dari tabel 4.1
berikut ini.

Tabel 4.1 Hasil Kode SMILES senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid ceri
kopi utuh, skopalamin, dan donepezil.

No Senyawa SMILES Link Website
1 3-0- COCI1=C(C=CC(=C1)/C=C/C(=0O) https://pubchem.nc
Sferuloylquinic - O[C@H]2C[C@@](C[C@@H]([C  bi.nlm.nih.gov/com
acid @@H]20)0)(C(=0)0)0)0 pound/6451331
2 caffeicacid  C1=CC(=C(C=C1/C=C/C(=0)0O)0O) https://pubchem.nc
O bi.nlm.nih.gov/com
pound/689043

3 Donepezil COCI=C(C=C2C(=C1)CC(C2=0)C  https://pubchem.nc
C3CCN(CC3)CC4=CC=CC=C4)OC bi.nlm.nih.gov/com
pound/3152
4 Skopalamin CN1[C@@H]2CC(C[C@H]1[C@H https://pubchem.nc
13[C@@H]203)0OC(=0)C(CO)C4=  bi.nlm.nih.gov/com
CC=CC=C4 pound/6451257

4.1.1. Hasil Analisis ADMETox Senyawa 3-O-Feruloylquinic Acid, Caffeic Acid
Ekstrak Kopi Ceri Utuh, Donepezil dan Skopalamin

Analisis ADMETox dilakukan dengan menilai karakteristik druglikeness,
farmakokinetik, dan toksisitas senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid
ekstrak kopi ceri utuh, donepezil dan skopalamin dengan bantuan website
ADMETIlab 2.0, SwissADME, dan ProTox-III. Pada analisis druglikeness
menggunakan website ADMETlab 2.0 dengan link
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https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/index, dengan hasil yang ditunjukkan
pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil Analisis Druglikeness Senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic

acid Kopi Ceri Utuh
Senyawa Druglikeness

MW g/mol HBA  HBD Log P
3-0- 368.11 7 5 0.074
FERULOYLQUINIC
ACID
CAFFEIC ACID 180.04 4 3 1.01
SKOPOLAMIN 303.15 5 1 1.199

~DONEPEZIL. 37921 4 0 4191
Keterangan: MW = Molecular Weight; HBA = Hydrogen Bond Acceptor;
HBD = Hydrogen Bond Donor.

Dari tabel 4.2. menunjukkan data druglikeness yang menunujukkan
tentang berat molekul, HBA, HBD, dan Log P. Pada senyawa 3-O-feruloylquinic acid
ekstrak kopi ceri utuh memiliki berat molekul yang lebih besar dari
skopalamin tetapi masih lebih kecil dari Donepezil, sedangkan senyawa
caffeic acid lebih kecil daripada skopalamin dan Donepezil. Untuk nilai HBA
pada senyawa 3-O-feruloylquinic acid memiliki nilai yang lebih besar dari
Skopalamin dan Donepezil, sedangkan senyawa caffeic acid memiliki nilai yang
sama dengan Donepezil dan lebih rendah dari Skopalamin. Nilai HBD pada
senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid lebih tinggi dari senyawa Donepezil
dan Skopalamin. Dan untuk Log P memiliki nilai yang lebih rendah dari
Skopalamin dan Donepezil.

Pada analisis farmakokinetik yang menggunakan website SwissADME
(http://www.swissadme.ch/), dengan hasil yang ditunjukkan pada Tabel 4.3. Pada
analisis farmakokinetik diperoleh hasil pada komponen penyerapan di saluran
pencernaan (Gastro intestinal (GI absorpstion), Penembusan pada sawar darah
otak (Blood brain barrier (BBB)), dan penghambatan CYP. Nilai dari masing-
masing komponen tersebut dapat dilihat pada tabel 4.3.
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Tabel 4.3 Hasil Analisis Farmakokinetik Senyawa Aktif Kopi Ceri Utuh
Senyawa Pharmakokinetics
Gl BBB Penghambatan
CYP

absorp  perm < T \P  CYP CYP CYP
tion eant 1A 2C 2C 2D 3A
2 19 9 6 4
3-0- Low No  —  —

FERULOYLQUI
NIC ACID

CAFFEICACID High No  — - e

SKOPOLAMIN High No - - -
DONEPEZIL High  Yes - - -

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 4.3. ditunjukkan bahwa senyawa 3-0-feruloylquinic acid dari
ekstrak ceri kopi utuh memiliki tingkat penyerapan yang rendah pada saluran
cerna. Sedangkan senyawa caffeic acid memiliki tingkat penyerapan yang tinggi
di saluran pencernaan sama seperti senyawa skopalamin dan donepezil. Dapat
dilihat pada tabel, senyawa 3-0-feruloylquinic acid, caffeic acid, dan skopalamin
tidak dapat menembus sawar darah otak (BBB), sedangkan donepezil dapat
menembus sawar darah otak. Pada penghambatan enzim sitokrom p (CYP) dari
senyawa 3-0-feruloylquinic acid dan skopolamin memiliki nilai penghambatan
yang sama sebesar 0-0.1, kecuali pada CYP3A4. Penghambatan enzim sitokrom p
(CYP) senyawa caffeic acid dan skopalamin memiliki nilai penghambatan yang
sama sebesar 0-0.1, kecuali pada CYP2C19, CYP2D6, dan CYP3A4. Sedangkan
pada donepezil memiliki nilai penghambatan yang lebih kecil pada CYP1A2,
CYP2C19, CYP2D6, dan CYP3A4.

Hasil analisis selanjutnya adalah toksisitas yang menilai tingkat toksisitas
pada mulut, kulit, pernafasan, tingkat karsiogenitas, LCs o (Lethal
Concentration 50%) untuk Daphnia, LCs o (Lethal Concentration 50%) untuk
fish, lipinski, dan kelas senyawa. Nilai dari masing-masing komponen tersebut

dapat dilihat pada tabel 4.4.
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Tabel 4.4 Hasil Analisis Toksisitas Senyawa Aktif Kopi Ceri Utuh

Compound Toxicity Lipi K
Or Skin Carcino Respi LC5 LC5 n el
al sensit  ge ra 0 0 ski as
Ac i7 nicity  tory FM D
ute ation Toxic M
Toxi ity
city

3-0- + 3477 4133 Yes 5
FERULOYLQ

UINIC ACID

CAFFEIC - -+ - - 4.064 4506 Yes 4
ACID

SKOPOLAMI -- - -- +  4.062 4531 Yes 4
N

DONEPEZIL  -- -- +++  5.338 6.367 Yes 4

Keterangan: LCS50FM = 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 4.4. Senyawa 3-O-feruloylquinic acid dari ekstrak kopi ceri
utuh memiliki nilai toksisitas akut yang lebih rendah pada mulut dibanding
skopolamin dan donepezil. Sedangkan senyawa caffeic acid memiliki nilai
toksisitas akut pada mulut yang sama dengan skopolamin dan donepezil.
Selanjutnya pada sensitivitas kulit senyawa 3-O-feruloylquinic acid menunjukkan
sensitivitas 0-0.1, lebih rendah dibandingkan dengan skopolamin dan donepezil.
Sedangkan senyawa caffeic acid menunjukkan sensitivitas 0.9-1, lebih tinggi
dibandingkan dengan skopolamin dan donepezil. Potensi sebagai karsinogen pada
senyawa 3-O-feruloylquinic acid juga lebih rendah dengan nilai 0-0.1 yang sama
dengan donepezil dibandingkan dengan skopolamin. Sedangkan senyawa caffeic
acid menunjukkantingkat karsinogen yang lebih tinggi dibandingkan skopalamin
dan donepezil. Untuk toksisitas terhadap sistem pernapasan senyawa 3-O-
feruloylquinic acid menunjukkan hasil yang kemungkinan toksik sedang dengan
nilai 0.5-0.7 lebih rendah dari donepezil dan skopalamin, sedangkan pada

senyawa caffeic acid menunjukkan nilai 0.3-0.5 yang mana juga lebih rendah
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daripada donepezil dan skopalamin. Pada tingkat LC50FM dan LC50DM
senyawa 3-O-feruloylquinic acid, caffeic acid dan skopolamin memiliki tingkat

toksisitas sedang, sedangkan donepezil memiliki tingkast toksisitas yang rendah.

4.1.2. Hasil Analisa Doking Molekuler
4.1.2.1. Hasil Pencarian Data Struktur Protein

Struktur ~ dari  protein AChE 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 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} (3VI) (https://www.rcsb.org/ligand-
validation/8DT7/3VI).'"”

Gambar 4.1 Struktur protein AChE (8DT7). '®°

4.1.2.2. Hasil Pencarian Data Senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan Caffeic
acid
Struktur senyawa aktif 3-O-feruloylquinic acid diperoleh dari database
PubChem dengan ~ PubChem CID: 6451331
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/176) yang diterbitkan pada tahun
2006 dengan formula molekul C17H2009 dan berat molekul 368.3 g/mol.'*
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Gambar 4.2 Struktur senyawa 3-O-feruloylquinic acid; A. 3 dimensi; B. 2
dimensi.'®

Pencarian data struktur senyawa aktif caffeic acid dilakukan menggunakan
database PubChem dengan  PubChem  CID:
689043 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/262) yang diterbitkan pada
tahun 2004 dengan formula molekul COH8O4 dan berat molekul 180.16 g/mol.'”’

|A| B

Gambar 4.3 Struktur senyawa caffeic acid; 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 C24H29NO3 dan berat molekul 379.5 g/mol.'®
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AW%{ Bi%@

Gambar 4.4 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 C17H21BrNO4 dan berat molekul 384.3 g/mol.'”

A B

o0

Br—H

Gambar 4.5 Struktur senyawa skopolamin; A. 3 dimensi; B. 2 dimensi.'””

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 C17H20N20 dan berat molekul 258.27 g/mol.""
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Gambar 4.6 Struktur senyawa 3 VI native ligand dari AChE; A. 3 dimensi;
B. 2 dimensi; C. keberadaan senyawa 3 VI sebagai native ligands dari AChE (kotak
kuning).'"°

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 AChE dilakukan doking ulang dengan
menggunakan native ligands itu sendiri menggunakan validasi grid box 40x40x40,

50x50x50, dan 60x60x60.""!

Tabel 4.5 Validasi Grid box protein AChE

Protein Grid Box EP (kcal/mol) RMSD (A)
40x40x40 -0.89 10.344
AChE 50x50x50 -3.90 9.018
60x60x60 -4.69 8.503

Keterangan : D Grid Box yang dipilih
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Berdasarkan hasil doking ulang protein AChE terhadap native ligand
masing masing protein, digunakan grid box 60x60x60 karena memiliki energi
pengikatan terendah. Namun, RMSD < 2 A dapat diabaikan pada hasil validasi
karena hasil ketiga validasi memiliki nilai RMSD > 2 A. Prosedur ini dilakukan

untuk memastikan bahwa senyawa aktif berada pada situs aktif dari protein

target. 12

Setelahnya, dilakukan doking molekuler dari senyawa aktif terhadap protein
AChE menggunakan validasi grid box yang telah dilakukan. Didapatkan hasil
doking molekuler sebagai berikut:

Tabel 4.6 Hasil energi pengikatan (EP (kcal/mol)), konstanta penghambatan (KP
(uM)), dan RMSD (A) antara protein ACh dan AChE terhadap ligan sebagai jalur

kolinergik.
Komponen Bioaktif AChE
EP KP RMSD
3-O-feruloylquinic acid +6.79 - 105.983
Caffeic Acid -1.73 5397 106.822
Donepezil -9.80 0.0658 114.249
Skopolamin +0.78 - 99.197

Berdasarkan data doking molekuler yang dilakukan pada protein jalur
kolinergik, didapatkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan tertinggi
adalah 3-O-Feruloylquinic acid terhadap AChE dengan nilai +6.79 kcal/mol,
sedangkan energi pengikatan dan konstanta penghambatan terendah adalah
donepezil terhadap AChE dengan nilai -9.80 kcal/mol dan 0.0658 uM. Hasil
doking molekuler yang dilakukan terhadap senyawa aktif ekstrak kopi ceri utuh,
donepezil, dan skopolamin terhadap AChE memiliki nilai < 0 kcal/mol kecuali
asam klorogenat-AChE dan skopolamin-AChE bernilai +6.79 kcal/mol dan +0.78

kcal/mol.
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4.1.2.4. Hasil Visualisasi Lignd-Protein Complex

4.1.2.4.1. Visualisasi AChE Terhadap Senyawa Aktif Ekstrak Kopi Ceri
Utuh, Donepezil, dan Skopalamin.
A B
Aige Az
o,
. 0
® &
A72
D:a‘u::f:::rame Positive-Positive [ i-Pi T-shaped
[ Pi-pi stacked
C D
[rY
TRP.  A:341
A:286
- W W a0
oA SO
N Ny
: o
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E
- Conventional Hydrogen Bond |:| Pi-Pi T-shaped
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Sulfur-X
- Unfavorable Acceptor-Acceptor I:l Pi-Lone Pair
[ Alkyl

G

- Conwventional Hydrogen Bond :I Pi-Pi T-shaped
:l Carbon Hydrogen Bond I:I Sulfur-x

- Unfavorable Acceptor-Acceptor D Carbon Hydrogel
] Ay

Gambar 4.7 Visualisasi 3D dan 2D dari AChE terhadap senyawa aktif kopi ceri
utuh, Native Ligand, Donepezil, dan Skopolamin.

A. Visualisasi 3D AChE-3-O-feruloylquinic acid; B. Visualisasi 2D AChE-
3-O-feruloylquinic acid; C. Visualisasi 3D AChE-caffeic acid; D.
Visualisasi 2D AChE-caffeic acid; E. Visualisasi 3D AChE-Skopalamin;
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F. Visualisasi 2D AChE-Skopalamin; G. Visualisasi 3D AChE-
Donepezil; dan H. Visualisasi 2D AChE-Donepezil;

Dari hasil visualisasi AChE terhadap senyawa aktif ekstrak kopi ceri utuh,
donepezil, dan skopolamin didapatkan bahwa ikatan antara AChE-3-O-
feruloylquinic acid tidak memiliki ikatan hidrogen pada sekuens asam amino;
AChE-caffeic acid memiliki 1 ikatan hidrogen pada sekuens asam amino UNLI;
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.

4.2. Pembahasan

Analisis ADMETox bertujuan untuk mengevaluasi karakteristik
farmakokinetik, farmakodinamik, serta potensi toksisitas dari suatu senyawa yang
diharapkan dapat dikembangkan sebagai agen terapi.'"”> Oleh karena itu, analisis
ini menjadi langkah penting dalam memahami bagaimana suatu senyawa
berinteraksi di dalam tubuh. Tabel klasifikasi yang disajikan memberikan
gambaran sejauh mana senyawa aktif memenubhi kriteria untuk dijadikan kandidat
obat. Penilaian ini juga mengacu pada aturan Lipinski, yang digunakan untuk
menilai kemungkinan suatu senyawa memiliki aktivitas farmakologis yang
baik.''* Kriteria dalam aturan tersebut meliputi berat molekul di bawah 500 g/mol,
nilai Log P kurang dari 5, serta jumlah donor dan akseptor ikatan hidrogen
masing-masing tidak lebih dari 5 dan 10, dengan minimal dua dari empat
parameter yang harus terpenuhi. Berdasarkan hasil analisis, seluruh senyawa aktif
dari ekstrak kopi ceri utuh, yakni 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid,
memenuhi kriteria Lipinski, yang menunjukkan bahwa senyawa-senyawa ini
berpotensi memberikan efek farmakologis yang menguntungkan.''®

Berdasarkan hasil analisis ADMETox menggunakan ADMETIlab 2.0,
SwissADME, dan ProTox-III, senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid
dari ekstrak kopi ceri utuh menunjukkan karakteristik yang berbeda dibandingkan
senyawa pembanding, yaitu donepezil dan skopolamin. Dari segi druglikeness,
senyawa 3-O-feruloylquinic acid memiliki berat molekul (MW) 368.11 g/mol,
lebih tinggi dari skopolamin (303.15 g/mol) dan caffeic acid (180.04 g/mol),
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tetapi sedikit lebih rendah dari donepezil (379.21 g/mol). Jumlah akseptor dan
donor ikatan hidrogen (HBA dan HBD) pada 3-O-feruloylquinic acid relatif tinggi
(HBA: 7, HBD: 5), menandakan kemungkinan interaksi yang baik dengan enzim
target, meskipun dapat berdampak negatif pada permeabilitas membran.''°

Dari sisi ekskresi, seluruh senyawa memenuhi Lipinski's rule of five, yang
menunjukkan bahwa sifat fisikokimianya memungkinkan eliminasi yang relatif
baik baik melalui ginjal maupun jalur metabolik lainnya.'"’

Pada parameter absorpsi, senyawa 3-O-feruloylquinic acid menunjukkan
tingkat gastrointestinal (GI) absorption yang rendah, dengan nilai Log P sebesar
0,074 yang mengindikasikan kelarutan air tinggi namun permeabilitas membran
yang rendah. Sebaliknya, caffeic acid, skopolamin, dan donepezil memiliki GI
absorption tinggi, didukung oleh nilai Log P > 1 yang menunjukkan
keseimbangan kelarutan dan permeabilitas yang lebih optimal. Perbedaan ini
mengimplikasikan bahwa 3-O-feruloylquinic acid kemungkinan kurang efisien
untuk mencapai konsentrasi terapeutik melalui jalur oral dibandingkan senyawa
lainnya. "

Pada aspek distribusi, hanya donepezil yang menunjukkan kemampuan
menembus blood brain barrier (BBB), suatu sifat penting untuk terapi penyakit
neurodegeneratif seperti Alzheimer yang memiliki target aksi di sistem saraf
pusat. Senyawa 3-O-feruloylquinic acid, caffeic acid, dan skopolamin tidak dapat
menembus BBB, sehingga efektivitasnya terhadap target di otak kemungkinan
lebih rendah.'*""*!

Jika suatu senyawa tidak dapat menembus blood-brain barrier (BBB),
terdapat beberapa strategi atau metode yang dapat digunakan untuk meningkatkan
permeabilitasnya ke dalam otak. Seperti, pertama bisa dilakukan modifikasi
struktur kimia senyawa, contohnya mengubah struktur senyawa agar menjadi
lebih lipofilik (larut lemak) dan memiliki ukuran molekul lebih kecil dapat
meningkatkan kemampuan menembus BBB.'** Lalu bisa juga menggunakan
sistem penghantaran obat (Drug Delivery Systems), seperti nanopartikel, liposom,
dendrimer, atau vesikel yang dapat membawa senyawa menembus BBB.'*

Penggunaan Vektor Transporter Aktif (Carrier-mediated transport) seperti
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mengkombinasikan senyawa dengan substrat transporter endogen di BBB seperti
GLUTTI (glukosa transporter) atau LAT1 (large amino acid transporter) juga dapat
dilakukan.'**

Selain itu Peningkatan Transpor Melalui Reseptor (Receptor-mediated
transcytosis) seperti mengikatkan senyawa ke ligan atau antibodi yang dapat
dikenali oleh reseptor di permukaan sel endotel BBB, seperti reseptor transferrin
atau insulin.'® Menggunakan Teknik Fisik, seperti Focused Ultrasound (FUS),
Teknologi seperti FUS ini dikombinasikan dengan microbubbles dapat membuka

o 1126
BBB secara temporer dan reversibel.

Inhibitor Efflux Transporter (seperti P-gp
Inhibitor), beberapa senyawa yang ditolak keluar dari otak oleh efflux transporter
seperti P-glycoprotein (P-gp). Menghambat transporter ini dapat meningkatkan
konsentrasi senyawa di otak, juga dapat dilakukan.'*’

Hasil metabolisme yang dianalisis melalui penghambatan enzim sitokrom
P450 (CYP) menunjukkan bahwa 3-O-feruloylquinic acid memiliki profil yang
relatif aman karena hampir tidak menghambat semua isoenzim CYP. Caffeic acid
hanya menunjukkan hambatan rendah pada CYP2C19 dan CYP2D6, sedangkan
skopolamin memiliki hambatan rendah pada CYP3A4. Sebaliknya, donepezil
memiliki hambatan yang signifikan pada CYP2D6 (+++), sehingga berpotensi
menimbulkan interaksi obat jika digunakan bersamaan dengan senyawa lain yang
dimetabolisme oleh enzim tersebut. Inhibisi rendah terhadap CYP450 bisa
bermakna dua hal, Positif artinya senyawa tidak menyebabkan interaksi obat
sehingga aman digunakan bersama obat lain. Sedangkan negatif artinya senyawa
terlalu cepat dimetabolisme (substrat CYP) atau bioavailabilitas rendah sehingga
perlu strategi untuk memperlambat metabolisme.'*

Ada beberapa strategi yang dapat dilakukan untuk mengurangi
metabolisme cepat oleh CYP450, yang pertama bisa dilakukan Modifikasi
Struktur Kimia (Metabolic Soft Spot Modification), yaitu mengganti gugus yang
mudah dimetabolisme (seperti gugus metil, fenil bebas) dengan gugus yang lebih
tahan terhadap oksidasi oleh CYP450.'” Inhibitor Metabolik Pendamping
(Pharmacokinetic Enhancer), seperti Co-administration dengan senyawa yang

secara selektif menghambat CYP450 untuk memperpanjang half-life senyawa
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utama.'*® Formulasi obat dengan Sistem Sustained Release yang cohtohnya Jika
senyawa dimetabolisme cepat karena tidak menghambat CYP450, maka
pelepasan lambat (controlled release) akan mempertahankan kadar senyawa

dalam plasma lebih stabil juga dapat dilakukan.'*'

Lalu Prodrug Strategy atau
mengubah senyawa menjadi prodrug yang lebih stabil dan kurang dikenali oleh
enzim CYP450, lalu diaktifkan di tempat target.'”? Dan strategi lain yang dapat
dilakukan yaitu modifikasi jalur eliminasi (Menghindari jalur CYP450) seperti
mengalihkan metabolisme ke jalur non-CYP seperti UGT (glukuronidasi),
sulfotransferase, atau metabolisme ginjal.'>?

Analisis toksisitas menunjukkan bahwa 3-O-feruloylquinic acid memiliki
profil toksisitas yang paling aman dengan tidak adanya potensi toksisitas pada
mulut, kulit, dan bersifat tidak karsinogenik, tetapi memiliki efek kemungkinan
toksik sedang pada pernafasan. Berbeda dengan caffeic acid yang menunjukkan
tingkat toksisitas tinggi pada kulit (skin sensitization (+++)), potensi
karsinogenik ringan, dan nilai toksisitas pernafasannya lebih kecil. Skopolamin
memiliki toksisitas pernapasan tinggi (++), sedangkan donepezil menunjukkan
toksisitas pernapasan sangat tinggi (+++), meskipun toksisitas akuatiknya (LC50)
relatif rendah dibanding senyawa lain.'**

Secara keseluruhan, profil ADMETox ini menunjukkan bahwa 3-O-
feruloylquinic acid unggul dari sisi keamanan dan minim risiko interaksi
metabolik, namun memiliki kelemahan pada absorpsi dan penetrasi BBB. Caffeic
acid unggul pada absorpsi, tetapi memiliki potensi toksisitas kulit yang signifikan.
Donepezil tetap menjadi senyawa pembanding dengan penetrasi BBB optimal,
meskipun berisiko interaksi obat akibat hambatan metabolik dan toksisitas

pernapasan yang tinggi.l35 136

Studi docking molekuler dilakukan untuk mengevaluasi interaksi antara
senyawa aktif dengan enzim asetilkolinesterase (AChE) yang menjadi target
utama dalam pengobatan penyakit Alzheimer. Protein AChE yang digunakan
memiliki kode PDB 8DT7, dengan resolusi 2.21 A, tidak terdapat mutasi, dan
memiliki native ligand (3VI) sebagai acuan interaksi. Validasi grid box dilakukan

dengan tiga ukuran berbeda untuk menentukan parameter terbaik dalam docking.
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Grid box 60x60x60 dipilih karena menghasilkan energi pengikatan terendah (-
4.69 kcal/mol), walaupun seluruh nilai RMSD melebihi 2 A, menandakan
ketidaksempurnaan reproduksi posisi ligan, namun tetap digunakan sebagai
pendekatan awal untuk pengikatan senyawa uji.'*’

Hasil docking molekuler menunjukkan bahwa donepezil memiliki afinitas
tertinggi terhadap AChE dengan energi pengikatan paling rendah (-9.80 kcal/mol)
dan konstanta penghambatan sangat kecil (0.0658 uM), menandakan kekuatan
ikatan dan potensi aktivitas biologis yang sangat baik. Sebaliknya, senyawa 3-O-
feruloylquinic acid dan skopolamin menunjukkan energi pengikatan positif (+6.79
dan +0.78 kcal/mol), yang menunjukkan ketidakterikatan atau afinitas yang sangat
lemah terhadap AChE. Caffeic acid memiliki energi pengikatan yang lemah (-1.73
kcal/mol) dan konstanta penghambatan yang tinggi (5397 uM), menandakan
interaksi yang tidak efektif. Ini sejalan dengan hasil ADMETox sebelumnya yang
menyebutkan bahwa caffeic acid tidak dapat melewati sawar darah otak dan

memiliki potensi toksisitas kulit yang tinggi."*®
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5.1.

BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Dari hasil penelitian dan pembahasan yang telah dilakukan mengenai

bagaimana analisis interaksi senyawa aktif ekstrak kopi ceri utuh pada Alzheimer

melalui jalur asetilkolinesterase melalui percobaan ADMETox dan doking

molekuler, maka dapat disimpulkan bahwa:

1.

5.2.

Senyawa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid dari ekstrak kopi ceri utuh
memiliki profil keamanan yang baik dengan toksisitas rendah, tidak
menghambat enzim CYP secara signifikan, dan memenuhi Lipinski’s rule of
five.

Hasil molecular docking menunjukkan bahwa baik 3-O-feruloylquinic acid
maupun caffeic acid dapat Dberinteraksi dengan protein target
asetilkolinesterase (AChE), dengan energi pengikatan dan konstanta
penghambatan yang menunjukkan afinitas tertentu terhadap situs aktif
enzim. Meskipun afinitas ini tidak melebihi obat pembanding donepezil,
hasilnya mengindikasikan bahwa kedua senyawa berpotensi berperan

sebagai inhibitor AChE.

. Visualisasi interaksi 2D menunjukkan bahwa kedua senyawa mampu

membentuk ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik dengan residu asam
amino penting pada situs aktif AChE. Pola interaksi ini memperkuat
indikasi bahwa 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic acid dapat berkontribusi
terhadap penghambatan aktivitas enzim, meskipun efektivitasnya masih
perlu ditingkatkan melalui optimasi struktur atau penggunaan teknologi

penghantaran obat yang tepat.

Saran

Adapun saran yang dapat diberikan dalam penelitian ini untuk menjadi

sebuah penelitiaan acuan adalah:

1.

Penambahan variasi protein target Alzheimer diperlukan untuk memperluas

data terkait efektivitas interaksi senyawa aktif dalam ekstrak kopi ceri utuh.
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2. Modifikasi struktur molekul atau penggunaan sistem penghantaran obat
seperti nanopartikel, liposomal encapsulation, atau prodrug approach untuk
meningkatkan penetrasi blood brain barrier (BBB) pada 3-O-feruloylquinic
acid dan caffeic acid.

3. Studi lanjutan berupa analisis dinamika molekuler perlu dilakukan guna
mengevaluasi kestabilan ikatan dan memahami interaksi senyawa aktif
terhadap mekanisme fisiologis tubuh.

4. Pengujian in vitro dan in vivo terhadap aktivitas penghambatan
asetilkolinesterase serta bioavailabilitas kedua senyawa, guna memvalidasi

hasil prediksi in silico.
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Lampiran 1. Artikel Ilmiah

STUDI INSILICO SENYAWA 3-O-FERULOYLQUINIC ACID DAN
CAFFEIC ACID DALAM CERI KOPI UTUH SEBAGAI INHIBITOR
ASETILKOLINESTERASE PADA PENYAKIT ALZHEIMER

Adinda Nabila Salsabila Ritonga'

'Fakultas Kedokteran, Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
Email :

ABSTRAK

Latar Belakang: Penyakit Alzheimer merupakan bentuk paling umum dari demensia,
mencakup 60-70% kasus global dan berdampak signifikan terhadap fungsi kognitif,
terutama memori. Salah satu mekanisme utamanya adalah penurunan asetilkolin (ACh)
akibat akumulasi beta-amiloid, sehingga penghambatan enzim asetilkolinesterase (AChE)
menjadi target terapi utama. Senyawa alami seperti 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic
acid dalam ekstrak kopi ceri utuh berpotensi sebagai agen neuroprotektif karena sifat
antioksidan dan antiinflamasi. Tujuan: Mengevaluasi profil ADMETox (Absorpsi,
Distribusi, Metabolisme, Ekskresi, dan Toksisitas) serta interaksi molekuler senyawa aktif
kopi ceri utuh terhadap protein AChE dibandingkan dengan donepezil dan skopolamin.
Metode: Penelitian in silico meliputi analisis ADMETox menggunakan ADMETIab 2.0,
SwissADME, dan ProTox-III, serta molecular docking terhadap protein AChE (PDB ID:
8DT7). Parameter meliputi druglikeness, farmakokinetik, toksisitas, energi pengikatan,
konstanta inhibisi, dan visualisasi ikatan ligan-protein. Hasil: Kedua senyawa memenuhi
aturan Lipinski, seperti berat molekul, HBA, HBD, dan LogP. Tetapi hanya caffeic acid
menunjukkan absorpsi gastrointestinal tinggi. Keduanya tidak menembus sawar darah otak
(BBB). 3-O-feruloylquinic acid tidak toksik, sedangkan caffeic acid bersifat rendah
karsinogeneik dan memiliki nilai toksisitas akut pada mulut yang rendah. Energi
pengikatan terkuat ditunjukkan oleh donepezil (-9,80 kcal/mol) terhadap AChE diikuti
caffeic acid (-1,73 kcal/mol). Visualisasi memperlihatkan ikatan hidrogen stabil antara
caffeic acid dan AChE. Kesimpulan: Meskipun belum sekuat donepezil, caffeic acid
menunjukkan potensi sebagai kandidat awal penghambat AChE. Perlu modifikasi struktur
atau sistem penghantaran untuk meningkatkan efektivitasnya.

Kata Kunci: Alzheimer, Asetilkolinesterase, 3-O-feruloylquinic acid, caffeic acid,
ADMETox, Docking Molekuler, Kopi Ceri Utuh.
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IN WHOLE COFFEE CHERRIES AS ACETYLCHOLINESTERASE
INHIBITORS IN ALZHEIMER'S DISEASE
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Email :
ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease is the most common form of dementia,
accounting for 60-70% of global cases and significantly impacting cognitive function,
particularly memory. One of its primary mechanisms is the reduction of acetylcholine
(ACh) due to the accumulation of beta-amyloid, making the inhibition of the
acetylcholinesterase (AChE) enzyme a primary therapeutic target. Natural compounds
such as 3-O-feruloylquinic acid and caffeic acid in whole coffee cherry extract have
potential as neuroprotective agents due to their antioxidant and anti-inflammatory
properties. Objective: To evaluate the ADMETox profile (Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion, and Toxicity) and molecular interactions of active compounds in
whole coffee cherries with the AChE protein compared to donepezil and scopolamine.
Methods: In silico studies included ADMETox analysis using ADMETIlab 2.0,
SwissADME, and ProTox-III, as well as molecular docking against the AChE protein
(PDB ID: 8DT7). Parameters included druglikeness, pharmacokinetics, toxicity, binding
energy, inhibition constant, and ligand-protein binding visualization. Results: Both
compounds meet Lipinski's rules, such as molecular weight, HBA, HBD, and LogP.
However, only caffeic acid shows high gastrointestinal absorption. Neither compound
crosses the blood-brain barrier (BBB). 3-O-feruloylquinic acid is non-toxic, while caffeic
acid is low in carcinogenicity and has a low acute oral toxicity value. The strongest
binding energy is shown by donepezil (-9.80 kcal/mol) toward AChE, followed by caffeic
acid (-1.73 kcal/mol). Visualization shows stable hydrogen bonds between caffeic acid and
AChE. Conclusion: Although not as strong as donepezil, caffeic acid shows potential as an
initial candidate for an AChE inhibitor. Structural modifications or delivery systems are
needed to enhance its efficacy.

Keywords: Alzheimer's, Acetylcholinesterase, 3-O-Feruloylquinic Acid, Caffeic Acid,
ADMETox, Molecular Docking, Whole Cherry Coffee.
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PENDAHULUAN

Secara  patofisiologis, penyakit
Alzheimer ditandai oleh akumulasi plak
beta-amiloid (AP) di luar neuron dan

neurofibrillary  tangles  (protein  tau
abnormal) di dalam neuron. Agregasi
protein ini memicu kaskade

neurodegeneratif, termasuk neuroinflamasi,
stres oksidatif, dan kematian neuron, yang
secara signifikan mengganggu fungsi
sinapsis pada sistem kolinergik. Hal ini
menyebabkan defisit asetilkolin (ACh),
neurotransmitter yang krusial untuk memori

dan fungsi kognitif.

Pendekatan terapeutik saat ini,
seperti donepezil, berfokus pada
penghambatan enzim asetilkolinesterase

(AChE) untuk meningkatkan ketersediaan
ACh secara simtomatik, namun tidak
menghentikan progresi penyakit. Terapi
baru  seperti  antibodi = monoklonal
(lecanemab dan donanemab) menargetkan
pembersihan plak amiloid untuk
memperlambat penurunan kognitif.
Penelitian modern kini beralih ke eksplorasi
senyawa alami, seperti 3-O-feruloylquinic
acid dan caffeic acid dari ceri kopi, sebagai
inhibitor AChE potensial. Senyawa ini
dievaluasi melalui metode komputasi (in
silico) seperti molecular docking untuk
mengidentifikasi kandidat obat baru yang

lebih efektif dan aman.
METODE PENELITIAN
Penelitian ini  merupakan studi

komputasi (in silico) yang mengaplikasikan
analisis farmakokinetik-toksisitas
(ADMETox) dan simulasi penambatan
molekuler (molecular docking). Tujuannya
adalah  untuk  mengevaluasi  potensi
senyawa bioaktif dari ekstrak ceri kopi,
yaitu 3-O-feruloylquinic acid dan caffeic
acid, sebagai inhibitor asetilkolinesterase
(AChE),

dengan donepezil dan skopolamin sebagai

ligan referensi.
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Analisis ADMETox  dilakukan
menggunakan platform prediktif
(ADMET]lab 2.0, SwissADME, ProTox-III)
berbasis struktur SMILES dari database
PubChem. Parameter yang dievaluasi
meliputi profil farmakokinetik (absorpsi
gastrointestinal, permeabilitas sawar darah-
otak), kelayakan sebagai obat
(druglikeness) berdasarkan Aturan Lima
Lipinski, dan profil toksisitas (toksisitas
akut oral dan karsinogenisitas).

Prosedur molecular
docking menggunakan struktur kristal
protein AChE (PDB ID: 8DT7) sebagai
reseptor target. Setelah preparasi struktur
ligan dan reseptor, dilakukan validasi
metode melalui re-docking ligan natif pada
situs aktif protein. Simulasi penambatan
dilaksanakan =~ menggunakan  AutoDock
Tools untuk memprediksi afinitas ikatan
(energi bebas Gibbs, konstanta inhibisi) dan
modus interaksi. Visualisasi kompleks
ligan-reseptor  dianalisis  menggunakan
Discovery Studio, PyMOL, dan
LigandScout untuk mengidentifikasi residu
asam amino kunci dan interaksi non-
kovalen, seperti ikatan hidrogen, yang
menstabilkan ikatan tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Hasil Pencarian Data Struktur
Protein

Berdasarkan penentuan pemilihan
dari protein target, maka didapatkan
protein  AChE dengan kode 8DT7
(https://www.rcsb.org/structure/8DT7) yang
diterbitkan pada tahun 2022 dengan resolusi
221 A, tidak terdapat mutasi dan
memiliki native ligands berupa 1,1'-
methylenebis{4-[(E)-

(hydroxyimino)methyl] pyridin-1-ium)
(3V]) (https://www.rcsb.org/ligand-
validation/8DT7/3VI).
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Gambar 1. Struktur protein AchE
(8DT7)

Hasil Pencarian Data Senyawa 3-O-
feruloylquinic acid dan Caffeic acid

Struktur  senyawa  aktif  3-O-
feruloylquinic acid diperoleh
dari database PubChem dengan
PubChem CID: 6451331 (https://pubchem.n
cbi.nlm.nih.gov/compound/176)yang diterb
itkan pada tahun 2006 dengan formula

molekul C17H2009 dan berat molekul
368.3 g/mol.

M~

Gambar 2. Struktur senyawa 3-O-
feruloylquinic
acid; A. 3dimensi; B. 2 dimensi
Pencarian data struktur senyawa
aktif caffeic aciddilakukan
menggunakan database PubChem

M-
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dengan PubChem CID: 689043 (https://pubc
hem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/262) yang
diterbitkan pada tahun 2004 dengan
formula molekul CY9H804 dan berat
molekul 180.16 g/mol.'”’

Gambar 3.
Struktur senyawa caffeic
acid; A. 3 dimensi; B. 2dimensi.
Pencarian  dari  data  struktur
senyawa  aktif  donepezil dilakukan
menggunakan
database PubChem dengan PubChem CID:
3152
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compou
nd/3152) yang diterbitkan pada tahun 2005
dengan formula C24H29NO3 dan berat
molekul 379.5 g/mol.
Gambar 4.

[+]

o

Struktur senyawa donepezil; A. 3 dimensi;

B. 2dimensi.
Pencarian  dari  data  struktur
senyawa aktif skopolamin dilakukan
menggunakan

database PubChem dengan PubChem CID:
6603108
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compou
nd/6603108) yang diterbitkan pada tahun
2006 dengan formula C17H21BrNO4 dan
berat molekul 384.3 g/mol.
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Gambar 5.
Struktur senyawa skopolamin; A. 3 dimensi
; B. 2dimensi.

Native ligands pada protein
target AChE yang merupakan senyawa
aktif bernama 1, 1 "-methylenebis{4-
[(E)-(hydroxyimino)methyl] pyridin-1-
ium} (3VI) dengannomorPubChem
CID:

444687559 (https://pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov/substance/444687559) yang
terbit pada tahun 2021 dengan formula
C17H20N20 dan berat molekul 258.27
g/mol.

Gambar 6.
Struktur senyawa 3 VI native ligand dari AC
hE;A. 3 dimensi; B. 2 dimensi; C. keberada
an senyawa 3VlIsebagai native ligands dari
AChE (kotak kuning).

Hasil Analisis ADMETox

Analisis ADMETox  dilakukan
untuk mengevaluasi sifat farmakokinetik
dan  toksisitas dari senyawa @ 3-O-
feruloylquinic acid dan caffeic acid, serta
membandingkannya dengan obat standar
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donepezil dan skopolamin. Data awal
berupa kode SMILES dari setiap senyawa
diperoleh dari PubChem (Tabel 4.1) dan
kemudian dianalisis menggunakan platform
prediksi daring.

Tabel 1. Hasil Kode SMILES senyawa 3-O-
feruloylquinic acid dan caffeic acid ceri kopi
utuh, skopalamin, dan donepezil.

No Senya SMILES Link
wa Website
1 3-0- COCI1=C(C https://pub
feruloyl =CC(=C1)/  chem.ncbi.
quinic  C=C/C(=0O) nlm.nih.go
acid O[C@H]2C v/compou
[C@@](C[ nd/645133
C@@H](C 1
@@H]20)
0)(C(=0)O
)0)O
2 caffei  CI=CC(=C( https://pub
cacid C=C1/C=C/ chem.ncbi.
C(=0)0)O) nlm.nih.go
O v/compou
nd/689043
3 Done COCI=C(C https://pub
pezil =C2C(=Cl) chem.ncbi.
CC(C2=0) nlm.nih.go
CC3CCN(C  v/compou
C3)CC4=C  nd/3152
C=CC=C4)
oC
4 Skopa CNI1[C@@ https://pub
lamin  H]2CC(C[C chem.ncbi.
@H]1[C@  nlm.nih.go
H]3[C@@  v/compou
H]203)0OC( nd/645125
=0)C(CO) 7
C4=CC=CC
=C4

Hasil analisis druglikeness (Tabel 2)
menunjukkan bahwa semua senyawa, baik
yang alami maupun yang pembanding,
memenuhi kriteria Aturan Lima Lipinski,
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yang mengindikasikan kelayakan mereka
sebagai kandidat obat oral.

Tabel 2. Hasil Analisis Druglikeness
Senyawa Aktif Kopi Ceri Utuh

Senvawa Druglikeness

4 MW HBA HBD LogP
g/mol

3-0- 368.1 7 5 0074
FERUL 1

OYLQUI

NIC

ACID

CAFFEI 180.04 4 3 1.01
C ACID

SKOPO .1 I 1.1
LAMIN 303.15 5 99
DONEP 379.21 4 0 4.191
EZIL

Pada analisis farmakokinetik (Tabel
3), ditemukan bahwa hanya caffeic acid
yang  memiliki  tingkat  penyerapan
gastrointestinal (GI absorption) yang tinggi,
serupa dengan donepezil dan skopolamin.
Sebaliknya, 3-O-feruloylquinic acid
menunjukkan penyerapan yang rendah.'
Aspek yang paling kritis, yaitu kemampuan
menembus sawar darah-otak (BBB),
menunjukkan bahwa hanya donepezil yang
memiliki kemampuan ini, sementara kedua
senyawa alami dan skopolamin tidak dapat
menembus BBB.
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Tabel 3. Hasil Analisis Farmakokinetik
Senyawa Aktif Kopi Ceri Utuh

Pharmakokinetics

Penghambatan CYP

Senya Gl C
wa  abs
orpt

ion

BBB
perme
ant

N3 =T O
=< O
B Wm0

-

o= AN <A
o AN

CAF

FEI

C High No
ACI
D
SKO
POL
AMI
N
DON
EPE High
ZIL

High No

Keterangan: (-) = 0.3-0.5 (Kemungkinan
menghambat  kecil); (--) = 0.1-0.3
(Kemungkinan menghambat rendah); (---)
= 0-0.1 (Tidak menghambat); (+) = 0.5—
0.7 (Menghambat kecil); (++) = 0.7-0.9
(Menghambat sedang); (+++) = 0.9-1

(Sangat menghambat).
Hasil analisis toksisitas (Tabel 4)
menunjukkan  profil keamanan yang

berbeda. Senyawa 3-O-feruloylquinic acid
terbukti paling tidak toksik dengan nilai
toksisitas akut oral, sensitivitas kulit, dan
karsinogenisitas yang sangat rendah.
Sementara itu, caffeic acid memiliki potensi
karsinogenik dan toksisitas akut oral yang
rendah, namun menunjukkan sensitivitas
kulit yang tinggi.'! Donepezil memiliki
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toksisitas pernapasan yang sangat tinggi,
yang perlu diperhatikan dalam aplikasinya.

71

Tabel 4. Hasil Analisis Toksisitas Senyawa Aktif Kopi Ceri Utuh

Toxicity
. . Lipin  Kel
Compound Oral Acut Sk’{'. Carcinoge Respira LCS0 LCS0 ski as
e sensifiz . . tory FM DM
Toxi city ation nictty Toxicit y
3-0-
FERULOYLQUI + 3477 4133 Yes 5
NIC ACID
CAFFEIC
ACID - +H+ - - 4.064 4.506 Yes 4
SKOP(;LAMI - i - 4062 4531 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).
EP
Protein Grid Box (kcal/mol Rl\f&SD
Hasil Analisa Molecular Docking ) (4)
Molecular docking dilakukan untuk
mengevaluasi  afinitas  pengikatan dari 40x40x40 -0.89  10.344
senyawa aktif terhadap protein target
asetilkolinesterase (AChE) (PDB ID:
8DT7). Proses validasi grid box dilakukan AChE 50x50x50 -3.90  9.018
untuk memastikan bahwa simulasi docking
berpusat pada situs aktif protein (Tabel 5).
Ukuran grid box 60x60x60 dipilih karena 60x60x60 -4.69  8.503
menghasilkan energi pengikatan terendah (-
4.69 kcal/mol) dengan ligan asli (3VI). Keterangan : Grid Box yang
dipilih

Tabel 5. Validasi Grid Box protein AChE

Hasil simulasi molecular docking
(Tabel 6) menunjukkan bahwa donepezil
memiliki energi pengikatan (EP) yang
paling rendah, yaitu -9.80 kcal/mol, diikuti
oleh caffeic acid dengan EP -1.73
kcal/mol.'Konstanta penghambatan
donepezil (0.0658uM) juga jauh lebih
rendah dibandingkan caffeic acid (5397
uM), menunjukkan afinitas pengikatan
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yang jauh lebih kuat.! Senyawa 3-O-

feruloylquinic acid dan  skopolamin
menunjukkan energi pengikatan positif
(+6.79 dan +0.78 kcal/mol),
mengindikasikan interaksi yang tidak

menguntungkan dengan protein AChE.

Tabel 6. Hasil energi pengikatan (EP
(kcal/mol)) dan konstanta penghambatan
(Ki (uM)) antara protein AChE terhadap
ligan.

Kompo AChE
nen
Bioaktif EP Kp RMSD
3-0-
Sferuloylquinic +6.79 - 105.983
acid
Caffeic Acid -1.73 5397 106.822
Donepezil -9.80 0.0658 114.249
Skopolamin +0.78 - 99.197
Visualisasi 2D dan 3D dari
kompleks  protein-ligan  lebih  lanjut
mengungkapkan pola interaksi molekuler.
Donepezil membentuk tiga ikatan hidrogen
dengan residu asam amino GLN7I,
SER125, dan HIS447." Caffeic acid,

meskipun memiliki energi pengikatan yang
jauh lebih lemah, berhasil membentuk satu
ikatan hidrogen dengan residu UNLI.'
Sebaliknya, 3-O-feruloylquinic acid tidak
menunjukkan pembentukan ikatan hidrogen
dengan sekuens asam amino manapun,
yang konsisten dengan hasil energi
pengikatan positifnya.'
Hasil  Visualisasi
Complex

Visualisasi AChE Terhadap Senyawa

o]

Lignd-Protein
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Aktif Ekstrak Kopi Ceri Utuh,

Donepezil, dan Skopalamin.

)

YR
TP, A4l
A.286

Al

B Fi-PiT-shaped
W Sulfur-X
~| Pr-Lone Pair

B Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond

I unfavorable Acceptor-Acceptor [
] Ayt

Analisis ADMETox dan molecular
docking memberikan wawasan mendalam
mengenai potensi senyawa 3-0-
feruloylquinic acid dan caffeic acid dari
ceri kopi utuh sebagai kandidat inhibitor
asetilkolinesterase (AChE).

Analisis Profil ADMETox

Hasil analisis ADMETox
menunjukkan bahwa kedua senyawa alami
memenuhi  kriteria  Lipinski,  yang
merupakan prasyarat awal untuk kelayakan
obat oral.' Hal ini menunjukkan bahwa
FQA dan CA memiliki berat molekul,
LogP, serta jumlah HBA dan HBD dalam
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mereka
yang

rentang yang memungkinkan
memiliki aktivitas farmakologis
baik."

Namun, profil farmakokinetik yang
lebih  rinci  mengungkap  tantangan
signifikan. Senyawa 3-O-feruloylquinic
acid menunjukkan penyerapan
gastrointestinal (GI) yang rendah, yang
berarti bioavailabilitasnya mungkin tidak
memadai untuk mencapai konsentrasi
terapeutik yang diperlukan di dalam tubuh.’
Lebih krusial lagi, baik 3-O-feruloylquinic
acid maupun caffeic acid diprediksi tidak
dapat menembus sawar darah-otak (BBB).'
Keterbatasan ini menjadi hambatan utama
bagi senyawa yang menargetkan sistem
saraf pusat, karena obat harus dapat
melintasi BBB untuk mencapai target
aksinya di otak.® Berbeda dengan donepezil
yang memiliki kemampuan penetrasi BBB
yang optimal, senyawa alami ini
membutuhkan strategi khusus untuk dapat
memberikan efek terapi di otak.' Potensi
interaksi obat yang lebih rendah, seperti
yang ditunjukkan oleh profil penghambatan
enzim sitokrom P450 (CYP) yang minimal
pada kedua senyawa alami dibandingkan
dengan  donepezil, dapat  menjadi
keunggulan. Donepezil memiliki potensi
penghambatan  yang  signifikan pada
CYP2D6, yang dapat menyebabkan
interaksi obat jika diberikan bersamaan
dengan obat lain yang dimetabolisme oleh
enzim yang sama.

Meskipun demikian, keterbatasan
farmakokinetik  ini  tidak  menutup
kemungkinan pemanfaatan senyawa ini.
Berbagai strategi dapat dilakukan untuk
meningkatkan permeabilitas BBB, seperti
modifikasi struktur kimia agar lebih
lipofilik,  atau  penggunaan  sistem
penghantaran obat yang canggih seperti
nanopartikel atau liposom.'® Selain itu,
pendekatan prodrug, di mana senyawa
diubah menjadi bentuk yang lebih stabil
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dan kemudian diaktifkan di tempat target,
juga dapat dipertimbangkan."

Analisis Hasil Molecular Docking

Hasil molecular docking
menunjukkan perbandingan yang menarik.
Donepezil, sebagai obat standar yang telah
disetujui, menunjukkan afinitas pengikatan
yang paling kuat dengan protein AChE,
dengan energi pengikatan terendah (-9.80
kcal/mol) dan konstanta penghambatan
yang sangat rendah (0.0658 pM)." Afinitas
yang kuat ini didukung oleh pembentukan
beberapa ikatan hidrogen yang stabil
dengan residu asam amino kunci pada situs
aktif AChE.'

Caffeic acid, di sisi lain,
menunjukkan afinitas pengikatan yang jauh
lebih lemah dengan energi pengikatan -1.73
kecal/mol.! Namun, visualisasi interaksi
menunjukkan bahwa senyawa ini mampu
membentuk ikatan hidrogen dengan protein
AChE, yang mengindikasikan adanya
interaksi spesifik.' Hasil ini kontras dengan
beberapa studi lain yang melaporkan energi
pengikatan yang jauh lebih menguntungkan
untuk caffeic acid, seperti -8.022
kcal/mol.'> Perbedaan yang mencolok ini
dapat dijelaskan oleh beberapa faktor yang
melekat pada metode molecular docking."”
Perbedaan dalam perangkat lunak docking
(misalnya, AutoDock vs. YASARA),
pemilihan protein PDB yang berbeda, dan
penggunaan fungsi penilaian (scoring
function) yang tidak sama  dapat
menghasilkan ~ nilai  numerik  yang
bervariasi.' Oleh karena itu, hasil energi
pengikatan harus diinterpretasikan secara
hati-hati dan digunakan sebagai
perbandingan relatif di dalam satu studi,
bukan sebagai nilai absolut yang dapat
dibandingkan antar studi yang berbeda.*

Dalam konteks studi ini, meskipun
energi pengikatan caffeic acid lemah, fakta
bahwa interaksi spesifik terjadi, didukung
oleh  pembentukan ikatan  hidrogen,
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menunjukkan bahwa caffeic acid memiliki
potensi awal sebagai kandidat inhibitor
AChE.! Berbeda dengan caffeic acid, 3-O-
feruloylquinic acid menunjukkan energi
pengikatan positif (+6.79 kcal/mol) dan
tidak ada pembentukan ikatan hidrogen,
yang mengindikasikan bahwa senyawa ini
tidak memiliki afinitas pengikatan yang
berarti terhadap AChE dalam simulasi ini.'

Lebih dari itu, potensi senyawa
alami seperti caffeic acid mungkin tidak
hanya terbatas pada penghambatan AChE
sebagai agen tunggal. Mengingat sifat
antioksidan dan anti-inflamasinya, caffeic
acid dapat digunakan sebagai terapi adjuvan
atau terapi kombinasi untuk mengatasi
aspek lain dari patologi Alzheimer, seperti
stres oksidatif.' Beberapa penelitian bahkan
menunjukkan efek sinergis ketika caffeic
acid dikombinasikan dengan donepezil,
yang dapat meningkatkan efektivitas
pengobatan secara keseluruhan. '
Pendekatan multi-target ini akan menjadi
fokus penting dalam penelitian mendatang,
di mana senyawa alami dapat melengkapi
aksi obat-obatan konvensional, mengurangi
dosis yang dibutuhkan, dan meminimalkan
efek samping.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisis
ADMETox dan molecular docking terhadap
senyawa  3-O-feruloylquinic acid dan
caffeic acid dari ekstrak ceri kopi utuh,
dapat disimpulkan beberapa hal. Pertama,
kedua senyawa alami ini menunjukkan
profil druglikeness yang memenuhi kriteria
Aturan Lima Lipinski, yang
mengindikasikan kelayakan mereka sebagai
kandidat  obat.  Selain  itu, profil
toksisitasnya secara umum lebih aman
dibandingkan dengan Donepezil dan
Skopalamin, terutama 3-O-feruloylquinic
acid yang menunjukkan tingkat toksisitas
yang sangat rendah. Kedua, meskipun
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menunjukkan profil keamanan yang baik,
terdapat perbedaan krusial dalam efektivitas

dan farmakokinetik. Hasil molecular
docking menunjukkan bahwa caffeic acid
memiliki  afinitas  pengikatan  yang

menguntungkan (energi pengikatan negatif)
dan mampu membentuk ikatan hidrogen
dengan protein target, menjadikannya
kandidat awal untuk penelitian lebih lanjut.
Sebaliknya, 3-O-feruloylquinic acid
menunjukkan energi pengikatan positif,
yang secara termodinamika tidak disukai,
secara efektif =~ mengesampingkannya
sebagai kandidat inhibitor AChE.

Ketiga, hambatan utama yang dihadapi oleh
kedua senyawa ini adalah ketidakmampuan
mereka untuk menembus sawar darah-otak

(BBB). Donepezil, sebagai obat
pembanding, unggul karena
kemampuannya  yang  teruji  dalam

mendistribusikan diri ke sistem saraf pusat.1
Oleh karena itu, meskipun caffeic acid
memiliki potensi, tantangan farmakokinetik
ini harus diatasi agar dapat berfungsi
sebagai agen terapi untuk penyakit
Alzheimer. Secara keseluruhan, caffeic acid
menunjukkan potensi yang lebih besar
dibandingkan  3-O-feruloylquinic  acid
sebagai kandidat inhibitor
asetilkolinesterase. Studi ini menegaskan
perlunya optimalisasi lebih lanjut untuk
meningkatkan efektivitas caffeic acid
sehingga dapat bersaing dengan obat-

obatan yang sudah ada.
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