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ABSTRAK

Penguiian in vitro dan in vivo kayu secang (Caesalpinia sappan L.) sebagai antihiperglikemik sudah dilakukan sebelumnya
danmemberikan hasil yang efektif, namun mekanismenya padahewan belumdiketahui. Penelitianinibertujuan menganalisis
mekanisme senyawa metabolit kayu secang (Caesalpinia sappan L.) yang dapat menghambat enzim a-amilase pada hewan
melalui penambatan molekuler secara in silico. Profil farmakokinetik ligan diprediksi berdasarkan aturan Lipinski. Prediksi
toksisitas dilakukan menggunakan admetSAR. Reseptor diperoleh dari basis data PDB (ID 10SE). Ligan pembanding yang
digunakan adalah akarbosa. Penambatan molekuler dilakukan dengan menambatkan ligan uji brazilin, protosappanin B,
protosappanin C, dan sappanchalcone pada enzim a-amilase menggunakan Autodock Vina. Penambatan molekuler dianalisis
dengan energiikatan (AG), konstanta inhibisi, serta ikatan kimia. Hasil penambatan molekuler menunjukkan semua ligan uji
memiliki potensi sebagai antihiperglikemik. Ligan uji brazilin memiliki aktivitas penghambatan enzim a-amilase lebih baik
daripada akarbosa berdasarkan nilai AG dan %BSS.

Kata kunci : a-amilase, antihiperglikemik, Caesalpinia sappan L., penambatan molekuler

ABSTRACT

In vitro and in vivo assessments on secang wood (Caesalpinia sappan L.) as antihyperglycemic had been done before
and given effective results, but the mechanism in the animals is unknown. This study aims to analyze the mechanism of
secang wood (Caesalpinia sappan L.) metabolic compounds that can inhibit the a-amylase enzyme in animals through in
silico molecular docking. Ligand pharmacokinetic profiles were predicted based on Lipinski’s rules. Prediction of ligand
toxicity was performed using admetSAR. The receptor was obtained from the PDB database with ID 10SE. The comparative
ligand used was acarbose. Molecular docking was performed by tethering the test ligands brazilin, protosappanin B,
protosappanin C, and sappanchalcone to the a-amylase enzyme using Autodock Vina. Molecular docking is analyzed by
binding affinity (AG), inhibition constant, and chemical bonds. The molecular docking results showed that all of the tested
ligands had the potential as antihyperglycemic. The brazilin-tested ligand had better a-amylase inhibitory activity than
acarbose based on AG and % BSS values.

Keywords: a-amylase, antihyperglycemic, Caesalpinia sappan L., molecular docking
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PENDAHULUAN

Diabetes melitus merupakan penyakit gangguan
metabolisme akibat resistensi insulin atau penurunan
fungsi pankreas dalam memproduksi hormon insulin.
Resistensi insulin yang semakin berat dan lama
menyebabkan sel B - pankreas akan kehilangan
fungsinyasehinggaglukosatidak dapat diubah menjadi
glikogen. Hal tersebut mengakibatkan glukosa tidak
dapat masuk ke dalam sel sehingga glukosa darah
meningkat (Rahman et al., 2019; Yusuf dan Wati,
2019). Penyakit ini ditandai dengan hiperglikemia,
yaitu peningkatan kadar gula darah yang melebihi
batas normal (Putra dan Saraswati, 2021). Penyakit
ini dapat terjadi pada manusia maupun pada hewan,
seperti pada anjing dan kucing (Niaz et al., 2018).

Diabetes melitus (DM) pada manusia memiliki
kemiripan dengan DM pada hewan, seperti pada
anjing dan kucing. Diabetes melitus pada kucing
identik dengan DM tipe 2 pada manusia sedangkan
DM pada anjing umumnya sama dengan DM tipe 1
pada manusia, namun kasus DM pada anjing lebih
tinggi kejadiannya dibandingkan pada kucing (Nelson
dan Reusch, 2014; Maylina et al., 2023). Kasus diabetes
melitus pada hewan di Indonesia belum mendapatkan
perhatian yang bisa dibuktikan dengan minimnya data
mengenai penyakit ini dan kesadaran masyarakat
tentang pentingnya kesehatan hewan yang masih
kurang (Dewi, 2017).

Salah satu pendekatan pengobatan DM adalah
dengan menghambat enzim pencerna karbohidrat,
yaitu enzim a-amilase. Enzim a-amilase akan
menghidrolisis karbohidrat menjadi disakarida, seperti
maltosa dan glukosa yang nantinya akan terserap
di dinding usus halus dan sebagian akan tersalur ke
otak melalui blood brain barrier (BBB). Konversi yang
berlebihan akan meningkatkan kadar glukosa darah
dan glukosa postprandial sehingga enzim ini perlu
dihambat (Watcharachaisoponsiri et al., 2016; Kaur
et al., 2021). Penghambatan terhadap enzim tersebut
akan mengurangi kadar glukosa darah dengan
menekan proses pencernaan karbohidrat (Chukwuma
et al., 2022). Mazumdar et al. (2020) mengungkapkan
bahwa penghambatan terhadap enzim a-amilase lebih
baik daripada enzim a-glukosidase dalam menekan
hiperglikemia  postprandial ~karena  mencegah
akumulasi maltosa yang berlebihan.

Obat yang biasa digunakan sebagai inhibitor
a-amilase adalah akarbosa yang bekerja dengan
memperlambat absorbsi glukosa melalui
penghambatan  enzim  yang  menghidrolisis
karbohidrat, termasuk enzim ini (Wardani et al., 2017).
Penggunaan antidiabetes sintetik seperti acarbose
seringkali menimbulkan efek samping seperti perut
kembung, diare, dan sakit perut. Pengobatan DM

juga memakan waktu yang lama dan biaya yang tinggi
(Marin-Penalver et al, 2016; Sarjono dan Tukiran,
2021; Sugiharto et al., 2021). Faktor-faktor tersebut
menjadikan penggunaan herbal untuk pengobatan
DM dipilih karena efek samping yang ditimbulkan
lebih minim dan biaya yang lebih murah dibandingkan
dengan menggunakan obat sintetik (Margono dan
Sumiati, 2019; Intan dan Silvia, 2021).

Indonesia merupakan negara dengan
keanekaragaman hayati yang melimpah dan sebagian
besar tanaman diantaranya dimanfaatkan sebagai
obat (Maftucha et al., 2022). Tanaman secang
(Caesalpinia sappan L.) merupakan salah satu tanaman
herbal yang secara empiris telah digunakan untuk
pengobatan DM (Sarjono dan Tukiran 2021). Penelitian
Arsiningtyas (2015) mengungkapkan bahwa senyawa
flavonoid yang terkandung dalam kayu secang seperti
brazilin dan sappanchalcone memiliki aktivitas sebagai
antihiperglikemik secara in vitro. Penelitian Maghfiroh
(2020) juga mengemukakan bahwa senyawa brazilin,
protosappanin, dan sappanchalcone dari ekstrak kayu
secang mampu menghambat enzim a-amilase.

Pembuktian secara ilmiah terhadap tanaman obat/
herbal perlu dilakukan, salah satunya adalah dengan
memanfaatkan teknologi komputer. Metode yang
digunakan salah satunya adalah kajian secara in silico.
Kajian in silico dilakukan untuk meningkatkan efisiensi
proses perancangan obat (drug design) dengan
memanfaatkan komputer. Kajian in silico melibatkan
basis data dengan struktur molekul yang relevan
lalu ditambatkan pada target protein (Malau dan
Azzahra, 2019). Kajian in silico juga merupakan salah
satu bentuk penerapan etika penggunaan hewan
coba (3R), yaitu replacement. Replacement diartikan
sebagai penggunaan sistem tidak hidup sebagai
alternatif seperti penggunaan model komputer
atau bisa berupa penggantian hewan vertebrata
menjadi invertebrata seperti penggunaan kultur
sel dan jaringan (Yurista et al., 2017). Belum adanya
studi in silico terhadap kayu secang (Caesalpinia
sappan L.) sebagai antihiperglikemik ini diharapkan
dapat memberikan jawaban mekanisme kayu secang
sebagai antihiperglikemik.

BAHAN DAN METODE
Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah
fileligan dan enzim a-amilase (kode PDB: 10SE) dengan
format PDB (*.pdb) dan PDBQT (*.pdbqt), struktur
kimia brazilin, protosappanin B, protosappanin C, dan
sappanchalcone sebagai ligan uji dan akarbosa sebagai
ligan pembanding.
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Persiapan Protein Reseptor

Reseptor yang digunakan adalah enzim a-amilase.
Struktur 3D reseptor diunduh melalui website Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein
Data Bank (RCSB PDB) dan disimpan dalam format file
PDB (*.pdb). Reseptor selanjutnya dipreprasi dengan
menggunakan perangkat Discovery Studios 2016 dan
Autodock Vina Tools 1.5.6 yang kemudian file tersebut
disimpan dalam format PDBQT (*.pdbqt) (Sari et al.,
2020; Kamble et al., 2022).

Persiapan Ligan

Struktur 3D senyawa aktif ekstrak kayu secang
yaitu brazilin, sappanchalcone, protosappanin B
protosappanin C, sebagai ligan uji dan struktur obat
akarbosa diperoleh dari PubChem kemudian disimpan
dalam format SDF (*.sdf) dan dikonversi ke dalam
format file PDB menggunakan Discovery Studios 2016
(Kamble et al., 2022).

Analisis Stabilitas dan Toksisitas Ligan

Prediksi farmakokinetik ligan dan toksisitas
dilakukan pada semua ligan uji dan ligan pembanding.
Keseluruhan struktur ligan tersebut diunduh pada
laman PubChem dalam format SMILES. Prediksi
bioaktivitas ligan dilakukan dengan menggunakan
aturan  Lipinski.  Prediksi tersebut dilakukan
menggunakan software online SCFBio. Toksisitas ligan
diprediksi menggunakan software online admetSAR
dengan menggunakan parameter karsinogenisitas
dan toksisitas akut oral. Ligan dalam format SMILES
diunggah dalam laman tersebut dan data hasil prediksi
bioaktivitas serta toksisitas ligan tersebut muncul
setelah beberapa saat (Kalontong et al., 2022).

Validasi Metode Penambatan Molekuler

Validasi  penambatan  molekuler  dilakukan
menggunakan Autodock Vina Tools 1.5.6 pada
reseptor a-amilase dengan ligan alami menggunakan
spasi 1 A. File konfigurasi (conf) dibuat dengan
memasukkan nama reseptor, ligan, ukuran box, center
box, serta mengatur jumlah energi dan jumlah mode
yang digunakan. Validasi menggunakan Command
Prompt (cmd) dengan pengulangan sebanyak 20 kali.
Data hasil penambatan molekuler diperoleh file out
dengan format file PDBQT dan log dengan format
TXT (*.txt). Data hasil penambatan molekuler dibuka
menggunakan Ligplot* atau PyMOL. Validasi metode
penambatan dilakukan dengan melihat nilai Root Mean
Square Deviation (RMSD). Parameter penambatan
molekul dikatakan valid apabila nilai RMSD < 2,0A (Sari
etal., 2020).
http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones

Penambatan Molekuler

Penambatan molekuler dilakukan menggunakan
program Autodock Vina Tools 1.5.6. Koordinat grid box
ditentukan berdasarkan koordinat ko-kristal dari file
reseptor yang digunakan saat validasi. Ukuran grid
box yang digunakan adalah x = 36,853, y = 37,773, dan
z = 3,837, sementara ukuran dimensi x,y,z masing-
masing 20,20,20 dengan spasi 1 A. Proses penambatan
molekuler dilakukan sesuai dengan parameter pada
validasi metode penambatan molekuler. Penambatan
molekuler dilakukan dengan menggunakan Command
Prompt (cmd) (Sari et al., 2020).

Visualisasi Interaksi Reseptor — Ligan

Visualisasi kompleks ligan uji-reseptor yang paling
mendekati model interaksi ligan kontrol-reseptor
menggunakan Ligplot* dan PyMol. Area penambatan
divisualisasikan dengan Ligplot* dalam bentuk 2D serta
PyMol dalam bentuk 3D. Area penambatan terbaik
dianalisis ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik
dengan menggunakan software Ligplot* (Sari et al.,
2020; Ferdian et al., 2021).

Analisis Energi Afinitas, Konstanta Inhibisi, Dan
Ikatan Kimia

Analisis hasil penambatan molekul dapat dengan
melihat energi bebas Gibbs / energi afinitas (AG), nilai
konstanta inhibisi, ikatan hidrogen dan kemiripan
residu asam amino dari masing-masing ligan uji.
Data perubahan energi afinitas digunakan untuk
menentukan konstanta inhibisi ligan (Kalontong et al.,
2022).

Analisis Data

Data bioaktivitas ligan, RMSD, energi bebas Gibbs/
energi afinitas (AG), konstanta inhibisi, dan kesamaan
ikatan kimia dianalisis dengan metode deskriptif.

HASIL

Struktur dan Stabilitas Ligan

Struktur dan stabilitas ligan berpengaruh terhadap
potensi penghambatan suatu protein seperti enzim.
Terdapat 5 ligan yang digunakan dalam penelitian
ini yaitu 4 ligan uji dan 1 ligan pembanding. Ligan uji
yang digunakan merupakan senyawa flavonoid yang
terdapat dalam ekstrak kayu secang (Caesalpinia
sappan L.). Ligan yang berpotensi sebagai obat harus
memenuhi aturan Lipinski. Aturan ini meliputi berat
molekul atau massa atom relatif < 500 Dalton (Da),
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akseptor ikatan hidrogen < 10, donor ikatan hidrogen
< 5, nilai logP -0,4 - 5, dan nilai refraktivitas molar yang
berkisar antara 40 - 130. Ligan uji brazilin memenuhi
semua aturan Lipinski. Ligan uji sappanchalcone,
protosappanin B dan protosappanin C memiliki jumlah
donor ikatan hidrogen yang tidak memenuhi syarat
dalam aturan Lipinski. Ligan pembanding akarbosa
tidak memenuhi aturan Lipinski. Ligan ini memiliki
berat molekul (BM) sebesar 645 Da, jumlah donor
ikatan hidrogen adalah 14, jumlah akseptor ikatan
hidrogen 19, nilai logP -8,5645 dan nilai refraktivitas
molar 137,735 (Tabel 1).

Toksisitas Ligan

Hasil analisis toksisitas pada ligan pembanding
dan semua ligan uji menunjukkan skor tertinggi
untuk toksisitas oral akut (LD,,) diperoleh dari ligan
pembanding akarbosa sebesar 0,6165 dan skor
terendah diperoleh dari ligan uji brazilin yaitu sebesar
0,4369. Ligan pembanding akarbosa termasuk
kedalam kategori IV dengan LD, > 5000 mg/kg. Semua
ligan uji termasuk kedalam kategori Il (500 < LD,, <
5000 mg/kg). Prediksi karsinogenisitas yang telah
dilakukan menunjukkan bahwa ligan pembanding
akarbosa dan semua ligan uji termasuk senyawa non
karsinogen (Tabel 2).

Validasi Penambatan Molekuler

Validasi penambatan molekul dilakukan dengan
menambatkan ulang ligan akarbosa dengan reseptor
a-amilase (kode PDB: 10SE) yang telah dipreparasi
sebanyak 20 kali ulangan dengan grid box yang
digunakan adalah x = 36,381, y = 37,773, dan z = 3,837,
sementara ukuran dimensi Xx,y,z masing-masing
20,20,20 dengan spasi 1 A.

Metode penambatan molekul dikatakan valid
jika nilai Root Mean Standard Deviation (RMSD) <
2 A. Nilai RMSD yang semakin kecil menunjukkan
posisi ligan hasil penambatan molekul ulang semakin
mendekati posisi ligan hasil kristalografi. Visualisasi
hasil validasi menunjukkan perbandingan posisi ligan
sebelum docking dan ligan hasil penambatan. Hasil
validasi pada reseptor a-amilase (Gambar 1) yang
menampilkan posisi terbaik ligan alami karena antara
ligan alami sebelum (kuning) dan sesudah (magenta)
saling bertumpang tindih. Hasil validasi menunjukkan
nilai RMSD terkecil sebesar 0,7950 A yang memiliki
nilai < 2 A. Hasil tersebut diartikan bahwa ukuran dan
koordinat grid box dapat digunakan untuk docking
senyawa uji.

Hasil Penambatan Molekuler

Penambatan molekuler menghasilkan nilai energi
bebas Gibbs / energi afinitas (AG) yang menunjukkan
kekuatan ikatan dari interaksi ligan dan reseptor yang
terbentuk. Nilai AG yang semakin kecil menunjukkan
bahwa ikatan yang terbentuk antara ligan dengan
reseptor semakin kuat. Ligan pembanding akarbosa
memiliki nilai AG sebesar-7,0 kkal/mol. Semua senyawa
flavonoid kayu secang (Caesalpinia sappan L.) yang
digunakan dalam penelitian ini memiliki nilai AG yang
lebih rendah dari ligan pembanding. Ligan uji brazilin
dan protosappanin B memiliki nilai AG paling rendah
yaitu -7,9 kkal/mol. Hasil penambatan molekuler
menunjukkan ligan uji brazilin dan protosappanin
B memiliki nilai Ki terendah yaitu sebesar 1,595 uM
(Tabel 3).

Suatu ikatan yang kuat tidak hanya ditandai
dengan semakin kecilnya nilai AG dan Ki, kesamaan
dan cakupan situs pengikatan yang ditunjukkan
dengan parameter binding site similarity (% BSS)
antara reseptor dan ligan uji dibandingkan dengan
ligan pembanding akarbosa yang merupakan inhibitor
enzim a-amilase. Ligan yang memiliki kesamaan ikatan
residu asam amino yang mendekati ligan pembanding
akarbosa diprediksi sebagai inhibitor potensial.
Analisis % BSS terhadap ligan uji brazilin, protosappanin
B, dan sappanchalcone menunjukkan nilai % BSS yang
lebih dari 50 % sehingga diprediksi berpotensi untuk
menghambat reseptor enzim a-amilase (kode PDB:
10SE) dengan kuat (Tabel 3).

Kekuatan interaksi antara ligan dan reseptor juga
dipengaruhioleh ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik,
dan jarak antar ikatan hidrogen. Hasil visualisasi
2D dan 3D (Gambar 2 dan Gambar 3) menunjukkan
semua ligan senyawa flavonoid kayu secang mampu
berinteraksi dengan enzim a-amilase baik melalui
ikatan hidrogen maupun interaksi hidrofobik (Tabel 3).

Gambar 1 llustrasi tumpang tindih ligan alami
sebelum (kuning) dan sesudah (magenta)
redocking.
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Tabel 1 Hasil analisis stabilitas akarbosa dan ligan uji dari senyawa flavonoid ekstrak kayu secang (Caesalpinia
sappan L.) dengan aturan Lipinski

Nama Ligan (E;\:) HBD HBA LogP Ref,rv‘aglt;‘;'tas
Akarbosa 645% 14* 19% -8,5645% 137,735%
Brazilin 286 4 5 1,3822 72,937
Protosappanin B 304 6* 5 1,1287 78,107
Protosappanin C 302 6* 4 1,335 77,085
Sappanchalcone 286 5¥ 3 2,7080 77,794

Keterangan: Berat Molekul (BM), hydrogen bound donor (HBD), hydrogen bound acceptor (HBA), * tidak
memenuhi aturan Lipinski

Tabel 2 Hasil analisis toksisitas akarbosa dan ligan uji dari senyawa flavonoid ekstrak kayu secang (Caesalpinia

sappan L.)
Parameter Toksisitas
Nama Ligan Toksisitas Oral Akut (LD,,) Karsinogenisitas
Kategori Skor Kategori Skor
Akarbosa v 0,6165 - 0,6405
Brazilin 1 0,4369 - 0,5244
Protosappanin B 1| 0,4354 - 0,4367
Protosappanin C 1l 0,4779 - 0,4930
Sappanchalcone 1 0,5917 - 0,5567

Keterangan : Kategori LD,, (kategori | LD, < 50 mg/kg, kategori Il (50< LD, < 500 mg/kg, kategori lll 500< LD,, <
5000 mg/kg, kategori IV LD,, > 5000 mg/kg)

Tabel 3 Hasil penambatan molekuler akarbosa dan ligan uji dari ekstrak kayu secang (Caesalpinia sappan L.)
terhadap enzim a-amilase

Nama Ligan (kAkGal/ Ki Residu asam amino if(?:czll(ﬁ Residu Asam Amino Hidrofobik %
8 (LM) berikatan hidrogen R u BSS
mol) (A)
Trp59 2,83
GIn63 2,84
) 3,03
Akarbosa 7,0 7,299 ?;;1(5): 33’%? Trps8, Tyr62, Leu162, Val163, Leu165, 100
(pembanding) ’ ! Asp197 2’98 Ala198, His201, Glu233 lle235
His299 2,75
Asp300 3,28
Gly306 2,95
His209* 51 Trp58%, Trp59*, Tyr62*, Val163%,
Brazilin -7,9 1,595 As 3%90* 23,86 Asp197*, Ala1988, His 201*, Glu233%, 64,7
P ’ Ile235%, His305
Trp59%, Tyr62*, Leu162%*, Val163*,
Protosappanin B -7,9 1,595 3%1)965* z’gg Asp197*, Glu233%, 52,9
y ’ His299%*, Asp300%, His305
Trp59* 2,94
GIn63* 3,12
Protosappanin C -7,7 2,236 His101* 2,92 Tyr62%*, Leu162¥, Val163¥, His305 47
Asp197* 2,93
Gly306* 3,24
CIn63* 508 Trp58%, Trp59%, Tyr62%*, His101%,
Sappanchalcone -7,8 1,889 Hi52939* 3’?6 Leu162%*, Asp197*, Ala198%*, His201%*, 70
)

Glu233*, Asp300%*, His305

Keterangan : Energi bebas Gibbs/energi afinitas (AG); konstanta inhibisi (Ki); * residu asam amino yang berikatan
sama dengan ligan pembanding (akarbosa); binding site similarity (%BSS).

http://www.journal.ipb.ac.id/indeks.php/actavetindones
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Gambar 2 Visualisasi 2D dan 3D ligan pembanding akarbosa (A) dan ligan uji senyawa flavonoid kayu secang
(Caesalpinia sappan L.) yaitu brazilin (B), dan protosappanin B (C)

o
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Gambar 3 Visualisasi 2D dan 3D ligan pembanding akarbosa (A) dan ligan uji senyawa flavonoid kayu secang
(Caesalpinia sappan L.) yaitu protosappanin C (D) dan sappanchalcone (E)
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PEMBAHASAN

Pengecekan dari sifat-sifat ligan pembanding
(akarbosa) dan ligan uji (brazilin, protosappanin B,
protosappanin C, dan sappanchalcone) dilakukan
dengan uji Lipinski (Fakhruri et al. 2021). Aturan Lipinski
digunakan dalam memperkirakan kelarutan dan
permeabilitas senyawa serta memprediksi kualifikasi
sebagai kandidat obat apakah senyawa tersebut
aktif secara oral atau tidak. Aturan ini memiliki lima
parameter yang harus dipenuhi yaitu berat molekul <
500 Da, nilailogP -0,4 - 5, jumlah donor ikatan hidrogen
< 5, jumlah akseptor ikatan hidrogen < 10, dan nilai
refraktivitas molar yang berkisar antara 40-130.
Senyawa yang dikategorikan sebagai molekul obat
diprediksi mampu menembus membran pencernaan
dan membran sel serta dapat mencapai protein target
dengan mudah apabila memenuhi aturan ini. (Lipinski
et al., 2012).

Senyawa yang memiliki berat molekul > 500 Da
akan sulit untuk berdifusi menembus membran sel,
sedangkan senyawa dengan berat molekul < 500
Da akan lebih mudah untuk berdifusi dalam tubuh.
Massa atom relatif atau berat molekul mempengaruhi
penyerapan obat di dalam tubuh. Berat molekul suatu
senyawa atau obat yang semakin besar menyebabkan
kemampuan senyawa atau obat terserap di dalam
tubuh juga semakin rendah (Fakhruri et al.,, 2021).
Semua ligan uji penelitian ini memiliki berat molekul
< 500 Da sedangkan ligan pembanding akarbosa
memiliki berat molekul > 500 Da yaitu sebesar 645 Da
(Tabel 1).

Jumlah donor ikatan hidrogen < 5 dan akseptor
ikatan hidrogen < 10 menunjukkan bahwa semakin
tinggi kapasitas ikatan hidrogen suatu senyawa,
semakin tinggi pula energi yang dibutuhkan dalam
terjadinya proses absorbsi (Fakhruri et al., 2021). Ligan
uji brazilin dan sappanchalcone memiliki jumlah donor
ikatanhidrogen <5, kecualiligan pembanding akarbosa
serta ligan uji protosappanin B dan protosappanin C.
Semua ligan uji penelitian ini memiliki jumlah akseptor
ikatan hidrogen < 10 yang artinya memenuhi syarat
aturan Lipinski. Jumlah akseptor ikatan hidrogen yang
dimiliki ligan pembanding akarbosa >10 yaitu 19 (Tabel

1).

Nilai logP menyatakan koefisien kelarutan suatu
molekul atau senyawa obat dalam lemak/air yang
memiliki rentang nilai -0,4 - 5. Nilai logP berhubungan
dengan hidrofobisitas molekul obat. Nilai logP yang
semakin besar menandakan semakin hidrofobik suatu
molekul atau senyawa obat. Molekul atau senyawa
obat yang memiliki sifat hidrofobik yang tinggi
cenderung memiliki toksisitas yang tinggi karena
akan tertahan lebih lama pada lipid bilayer dan akan
terdistribusi lebih luas di dalam tubuh. Nilai logP yang
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terlalu negatif menyebabkan molekul tidak dapat
melewati membran lipid bilayer (Maftucha et al.,
2022). Semua ligan uji dalam penelitian ini memiliki
nilai logP yang memenuhi aturan Lipinski sedangkan
ligan pembanding tidak memenuhi syarat tersebut
(Tabel 1).

Suatu senyawa atau obat dikatakan memenuhi
aturan Lipinski apabila terdapat tidak lebih dari dua
aturan Lipinski yang tidak sesuai (Kalontong et al.,
2022). Ligan uji brazilin memenuhi semua syarat aturan
Lipinski. Ligan uji sappanchalcone, protosappanin B
dan protosappanin C tidak memenuhi satu aturan
Lipinski. Hal tersebut menunjukkan bahwa semua
ligan uji pada penelitian ini memenuhi aturan
Lipinski dan brazilin dipilih sebagai kandidat agen
antihiperglikemik paling potensial. Ligan pembanding
akarbosa tidak memenuhi semua aturan Lipinski,
artinya ligan ini memiliki kelarutan dan permeabilitas
yang buruk (Benet et al., 2016). Penelitian Clissold dan
Edwards (1988) mengungkapkan bahwa akarbosa
dapat menurunkan kadar gula darah penderita DM
secara signifikan pada dosis 100 - 200 mg. Hal tersebut
bisa diartikan bahwa akarbosa masih digunakan dalam
penambatan molekuler meskipun tidak memenuhi
aturan Lipinski.

Toksisitas merupakan salah satu kriteria yang perlu
dicermati dalam pemilihan kandidat obat agar aman
digunakan. Parameter toksisitas yang digunakan
dalam penelitian ini meliputi toksisitas oral akut
dan karsinogenisitas yang diprediksi menggunakan
admetSAR. Karsinogenisitas menggambarkan potensi
senyawa dalam menyebabkan tumor dan kanker
pada manusia. International Agency of Research on
Cancer (IARC) mengklasifikasikan suatu senyawa
menjadi empat golongan yaitu karsinogenik pada
manusia (golongan 1), senyawa yang mungkin
memiliki sifat karsinogenik (golongan 2), senyawa
yang tidak terklasifikasi atau tidak dapat ditentukan
karsinogenisitasnya (golongan 3), dan senyawa non
karsinogenik (golongan 4) (Fakhruri et al., 2021).
Hasil analisis karsinogenisitas pada semua ligan
yang digunakan tergolong sebagai senyawa non
karsinogenik (Tabel 2).

Toksisitas oral akut menunjukkan sifat toksik akut
dari senyawa atau obat yang masuk secara oral. Uji
toksisitas oral akut dilakukan untuk mengukur derajat
toksik suatu senyawa dalam waktu 24 jam (Fakhruri et
al. 2021). Tingkatan toksisitas berdasarkan LD, terbagi
menjadi empat kategori yaitu kategoril (toksik dengan
LD,, < 50 mg/kg), kategori Il (warning, 50 < LD, < 500
mg/kg), kategori Ill (caution, 500 < LD,, < 5000 mg/
kg), dan kategori IV (nonrequired, tidak toksik dengan
LD,, > 5000 mg/kg) (Ferdian et al., 2021).

Menurut Guanetal. (2019), senyawa yang termasuk
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dalam kategori | dan Il dianggap sebagai senyawa
yang toksik sedangkan senyawa yang termasuk dalam
kategori Ill dan IV merupakan senyawa yang non
toksik. Hasil analisis toksisitas oral akut menunjukkan
semua ligan uji termasuk ke dalam kategori |l
sementara ligan pembanding akarbosa termasuk ke
dalam kategori IV (Tabel 2) yang termasuk ke dalam
senyawa non toksik.

Penambatan molekuler akan akurat apabila
parameter sesuai atau mendekati dengan keadaan
sebenarnya. Validasi penambatan molekul dilakukan
sebelum simulasi terhadap senyawa uji dengan melihat
nilai Root Mean Standard Deviation (RMSD). Grid box
didefinisikan sebagai dimensi sisi aktif makromolekul
berupa kubus yang memiliki ukuran dan posisi
tertentu untuk ruang penambatan ligan. Ukuran dan
posisi grid box dipresentasikan dengan koordinat x, y,
dan z yang diatur dengan spasi (jarak) tertentu. Nilai
RMSD menunjukkan tingkat akurasi sebuah metode
penambatan molekul (La Kilo et al., 2019).

Metode penambatan molekul dikatakan valid jika
nilai RMSD < 2 A (Sari dan Suhartati, 2016; Fakhruri
et al., 2021). Validasi enzim a-amilase menggunakan
penambatan molekuler dengan akarbosa yang
berperan sebagai inhibitor enzim ini. Nilai RMSD
terkecil dari hasil validasi sebesar 0,7950 A yang
berarti parameter (grid box) metode penambatan
molekul yang digunakan memenuhi syarat. Nilai
RMSD yang semakin kecil menunjukkan posisi ligan
hasil penambatan molekul ulang semakin mendekati
posisi ligan hasil kristalografi (Nursamsiar et al.,
2020). Hasil validasi metode penambatan molekuler
selanjutnya digunakan untuk penambatan molekuler
menggunakan ligan pembanding dan ligan uji.

Penambatan molekuler pada penelitian ini
dilakukan untuk menemukan inhibitor enzim
a-amilase sebagai obat antihiperglikemik dari kayu
secang (Caesalpinia sappan L.) dan dibandingkan
dengan akarbosa yang merupakan inhibitor a-amilase
komersial. Ligan uji yang digunakan dalam penelitian
ini merupakan senyawa flavonoid dari ekstrak kayu
secang yaitu, brazilin, protosappanin B, prototsappanin
C, dan sappanchalcone. Parameter yang dianalisis pada
penelitian ini meliputi nilai energi bebas Gibbs/energi
afinitas (AG), ikatan hidrogen, serta kemiripan residu
asam amino dari masing-masing ligan uiji.

Energi bebas Gibbs/energi afinitas (AG) diperoleh
dari hasil penambatan molekuler. Nilai AG merupakan
parameter kestabilan konformasi antara ligan dan
reseptor yang juga adalah prediktor spontanitas suatu
reaksi. Nilai AG negatif diartikan bahwa suatu reaksi
terjadi secara spontan sedangkan nilai AG yang positif
menandakan bahwa reaksi terjadi tidak spontan.
Energi afinitas (AG) dihasilkan ketika kompleks ligan-

reseptor yang terbentuk dapat menunjukkan afinitas
ligan terhadap reseptornya. Nilai AG yang rendah
menunjukkan afinitas ligan terhadap reseptor tinggi,
sebaliknya jika nilai AG tinggi afinitas ligan terhadap
reseptor rendah. Analisis konstanta inhibisi (Ki) juga
dilakukan untuk mengetahui daya hambat suatu
senyawa terhadap reseptornya. Nilai Ki yang semakin
kecil menandakan semakin kuat hambatan senyawa.
Nilai AG hasil penambatan molekuler yang semakin
kecil menyebabkan nilai Ki juga akan semakin kecil.
Kedua parameter ini dapat menjadi acuan dalam
menentukan senyawa terbaik (Kalontong et al., 2022).

Ligan pembanding akarbosa memiliki nilai AG
sebesar -7,0 kkal/mol. Semua senyawa flavonoid
yang menjadi ligan uji pada penelitian ini memiliki
nilai afinitas energi yang lebih rendah dari ligan
pembanding, vyaitu brazilin, protosappanin B,
protosappanin C, dan sappanchalcone. Brazilin dan
protosappanin B memiliki nilai AG paling negatif dari
ligan lainnya termasuk ligan pembanding akarbosa
yaitu sebesar -7,9 kkal/mol serta nilai Ki sebesar 1,595
(Tabel 3). Kedua ligan tersebut diartikan memiliki
stabilitas konformasi mendekati akarbosa yang lebih
baik dibandingkan dengan ligan uji lainnya. Nilai AG
dan Ki yang berbanding lurus diartikan bahwa brazilin
dan protosappanin B memiliki aktivitas penghambatan
terhadap a-amilase juga mendekati akarbosa.

Visualisasi hasil penambatan molekuler perlu
dilakukan untuk melihat hasil penambatan ligan
pembanding dan ligan uji terhadap reseptor a-amilase
yang digunakan serta untuk menganalisis interaksi
dan jenis ikatan ligan-reseptor. lkatan hidrogen,
interaksi hidrofobik, serta jarak ikatan hidrogen
menjadi parameter kekuatan interaksi antara ligan
dan reseptor. Binding site similarity (% BSS) adalah
parameter yang digunakan untuk melihat kemiripan
residu asam amino antara ligan pembanding dan
ligan uji. Ikatan hidrogen merupakan interaksi asam
amino yang berperan dalam menstabilkan interaksi
antara ligan dan reseptor. Ikatan hidrogen yang stabil
memiliki panjang ikatan < 2,7 A. Interaksi hidrofobik
adalah interaksi asam amino pada ligan dan reseptor
yang berguna dalam mempertahankan konformasi
pengikatan (Fakhruri et al., 2021; Kalontong et al,
2022).

Hasil visualisasi 2D dan 3D menunjukkan bahwa
semua senyawa flavonoid kayu secang yang digunakan
sebagai ligan uji mampu berinteraksi dengan sisi aktif
enzim a-amilase. Residu asam amino yang berperan
sebagai residu katalitik dari enzim a-amilase adalah
Asp197, Glu233, dan Asp300. Residu Asp197 berperan
sebagai nukleofilik katalitik dalam reaksi hidrolisis
yang dilakukan oleh enzim a-amilase pada substrat
polimerik seperti karbohidrat. Residu Asp300 sangat
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penting dalam mengoptimalkan orientasi substrat
terikat pada situs aktif yang berdekatan denganresidu
katalis dan menstabilkan keadaan transisi (Nursamsiar
et al., 2020). Residu Glu233 merupakan asam amino
katalitik umum yang berperan dalam reaksi hidrolisis
karbohidrat (Fujimoto et al., 1998).

Hasil penambatan molekuler menunjukkan
akarbosa sebagai ligan pembanding berikatan
hidrogen dengan residu Asp197 (2,98 A) dan Asp300
(3,28 A) dan berinteraksi hidrofobik dengan residu
Glu233 pada sisi aktif enzim a-amilase. Ligan uji brazilin
mampu berikatan hidrogen dengan residu Asp300
(2,86 A) dan berinteraksi hidrofobik dengan residu
Asp 197 dan Glu233 pada sisi aktif enzim a-amilase.
Ligan uji protosappanin B hanya berikatan hidrogen
dengan residu Asp197, Glu233, dan Asp300. Ligan uji
protosappanin C berikatan hidrogen dengan residu
Asp197 (2,93 A) dan sappanchalcone juga hanya
mampu berinteraksi hidrofobik dengan residu Asp
197, Glu233 dan Asp300 pada sisi aktif enzim a-amilase
(Gambar 5, Tabel 3). Interaksi melalui ikatan hidrogen
antara ligan uji dengan residu asam amino yang sama
dengan ligan alami menunjukkan kemiripan jenis
interaksi dalam hal ini menggambarkan kemiripan
aktivitas (Nursamsiar et al.,, 2020). Ligan uji brazilin
memiliki kekuatan interaksi ligan-reseptor yang paling
mendekati ligan pembanding akarbosa.

Binding site similarity (% BSS) merupakan persentase
kesamaan ikatan yang terbentuk antara reseptor dan
ligan. Kesamaan dan cakupan area penambatan ikatan
residu asam amino yang mendekati hingga lebih tinggi
dari inhibitor a-amilase diprediksi sebagai inhibitor
potensial (Ferdian et al. 2021). Hasil penambatan
molekuler ligan pembanding akarbosa terhadap enzim
a-amilase memiliki total 17 interaksi, 8 ikatan hidrogen
dan 9 interaksi hidrofobik. Ligan uji sappanchalcone
memiliki nilai % BSS tertinggi sebesar 70 %. Nilai % BSS
brazilin adalah 64,7% dan protosappanin B dengan
nilai sebesar 52,9 %. Ligan uji protosappanin C memiliki
nilai % BSS terkecil yaitu sebesar 47 %. Ligan dengan %
BSS lebih dari 50 % diperkirakan memiliki kemampuan
inhibisi yang sama dengan ligan pembandingnya
(Prayoga et al., 2020).

Sebanyak 4 ligan uji yang merupakan senyawa
flavonoid kayu secang (Caesalpinia sappan L.)
memiliki potensi sebagai antihiperglikemik dengan
menghambat enzim a-amilase. Brazilin merupakan
ligan uji dengan aktivitas penghambatan terhadap
enzim a-amilase yang lebih baik dibandingkan
akarbosa berdasarkan nilai energi afinitas (AG) dan
binding site similarity (% BSS).

“Penulis menyatakan tidak ada konflik kepentingan
dengan pihak-pihak yang terkait dalam penelitian ini.”
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