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ABSTRAK
Pendahuluan: Kacang merah (Phaseolus vulgaris) mengandung berbagai senyawa aktif yang berpotensi sebagai
Anti-alzheimer. Penelitian ini bertujuan untuk memprediksi potensi senyawa aktif kacang merah sebagai anti-
alzheimer dengan mekanisme aktivasi alfa sekretase dan menghambat beta sekretase, serta memprediksi
efektivitas, kelarutan, dan keamanan secara in silico.
Metode: Penelitian dilakukan secara komputasi. Afinitas senyawa aktif biji kacang merah terhadap protein alfa
sekretase dan beta sekretase diukur menggunakan docking server yang dibandingkan dengan kontrol atorvastatin
dan atabecestat. Uji prediksi sifat farmakokinetik, fisikokimia dan toksisitas menggunakan pkCSM. Analisa
dilakukan secara diskriptif analitik dan validasi penambatan molekul berdasarkan Root Mean Sequare Deviation
kurang dari 2 angstrom.
Hasil: Senyawa aktif memiliki afinitas yang tinggi terhadap alfa sekretase antara lain Beta-sitosterol (AG -7,28
kkal/mol), Delphinadn (AG -5,42 kkal/mol), Bochanin A (AG -5,21 kkal/mol) dengan persentase kesamaan asam
amino Beta-sitosterol 85%, Delphinadin 28%, Biochain A 57%. Senyawa aktif yang memiliki afinitas yang tinggi
terhadap beta sekretase antara lain Beta-sitosterol (AG -10,19 kkal/mol), Delphinadin (AG -7,13 kkal/mol),
Cyanidin (AG -7,07 kkal/mol) dengan persentase kesamaan asam amino Beta-sitosterol 54%, Delphinadin 36%,
Cyanidin 36%. Hasil prediksi sifat fisikokimia senyawa aktif memenuhi aturan lipinski. Prediksi sifat
farmakokinetik didapatkan nilai absorbsi intestinal rata-rata diatas 90%, permeabilitas Caco?2 rata-rata diatas 0,9,
VDss rata-rata diatas 0,1, BBB rata-rata diatas -1, CLTOT rata-rata 0,2 dan tidak berpotensi hepatotoksik.
Kesimpulan: Senyawa aktif biji kacang merah mempunyai potensi sebagai Anti-alzheimer dengan mengaktifkan
alfa sekreatse dan menghambat beta sekretase yaitu Beta-sitosterol, Delphinadin, Cyanidin, Biochanin A.
Keempat senyawa tersebut larut dalam air, mempunyai farmakokinetik yang bagus dan tidak bersifat toksik.
Kata Kunci : Anti-alzheimer; Phaseolus vulgaris; in silico.
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ABSTRACT
Introduction: Kidney bean (Phaseolus vulgaris) contains various of active compounds, that have the potential as
Anti-alzheimer's. This study aims to predict the potential of kidney bean active compounds as anti-alzheimer's
with mechanism activation alpha secretase and inhibit beta secretase, and also to predict the effectiveness,
solubility, and safety using in silico method.
Method: This research is computationally study. The affinity of the kidney bean’s active compound seeds for
protein alpha secretase and beta secretase was measured using a docking server and will be compared with
atorvastatin and atabecestat controls. Pharmacokinetic’s prediction test, physicochemical and toxicity profiles
using pkCSM. The model for analysis is using analytical descriptive and validation of molecular anchoring is
based on Root Mean Square Deviation of less than 2 angstroms.
Results: The active compounds have high affinity for alpha secretase is Beta-sitosterol (AG -7,28 kcal/mol),
Delphinadn (AG -5,42 kcal/mol), Bochanin A (AG -5,21 kcal/mol) with the percentage of amino acid equation
Beta-sitosterol 85%, Delphinadin 28%, Biochain A 57%. The active compounds have high affinity for beta-
secretase is Beta-sitosterol (AG -10,19 kcal/mol), Delphinadin (AG -7,13 kcal/mol), Cyanidin (AG -7,07 kcal/mol)
with the percentage of amino acid equation Beta-sitosterol 54%, Delphinadin 36%, Cyanidin 36%. The results of
the prediction of the physicochemical profiles of the four active compounds complied with lipinski's rule.
Prediction of pharmacokinetic properties obtained an average intestinal absorption value above 90%, Caco2
permeability on average above 0.9, VDss average above 0.1, BBB average above -1, CLTOT average 0.2 and all
the active compound is not potentially hepatotoxic.
Conclusion: The active compounds of kidney bean seeds has a potential to be an anti-alzheimer's by activating
alpha secretion and inhibiting beta secretase which is Beta-sitosterol, Delphinadin, Cyanidin, Biochanin A. These
four compounds are soluble in water, have good pharmacokinetics and are not potentially hepatotoxic.
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PENDAHULUAN

Kacang merah (Phaleous vulgaris)
merupakan salah satu tanaman golongan
kacang-kacangan yang memiliki banyak
kandungan  senyawa  aktif  diantaranya
Genistein, Daizein, Glisitein, Antosianin, Beta-
Sitosterol®™. Senyawa aktif kacang merah
diketahui bermanfaat pada penyakit degeneratif
sebagai antidiabetes dan antihipertensi®,
Namun kacang merah masih belum banyak
diteliti  sebagai Anti-alzheimer. Menurut
beberapa penelitian sebelumnya senyawa aktif
isoflavon berpotensi sebagai Anti-alzheimer
yang dilakukan secara in vitro senyawa aktif
isoflavon dengan menggunakan analisis
spektroskopi fluoresensi terhadap amiloid beta
oligomer didapatkan hasil penghambatan
signifikan dalam enam hari. Penelitian tersebut
didapatkan kesimpulan senyawa aktif dapat
menghambat beta sekretase sebagai enzim yang
berperan dalam patofisiologi Alzheimer ©.

Patofisiologi  Alzheimer antara lain
diperankan oleh alfa sekretase dan beta
sekretase. Aktivitas enzim alfa sekretase
memotong amyloid precursor protein (APP)
pada rantai C-terminal menjadi fragmen-
fragmen yang bersifat larut dalam sitoplasma
sehingga beresiko rendah untuk membentuk
plak amiloid. Sedangkan beta sekretase
memotong APP pada C-terminal menjadi
amiloid beta monomer yang sifatnya tidak larut
dalam sitoplasma. Tiap tiap amiloid beta
monomer akan saling berikatan membentuk
amiloid beta oligomer dan beragregasi pada
celah sinap membentuk plak amiloid (senile
plague)®. Alfa sekretase dan beta sekretase
saling berkorelasi dan berperan penting dalam
pemotongn APP pada awal patofisiologi
Alzheimer, Alzheimer utamanya terbentuk oleh
akumulasi plak amiloid di ekstraseluler dan
neurofibrillary  tangles  di  intraseluler
dikarenakan pemotongan APP yang lebih
dominan dilakukan oleh beta sekretase
dibandingkan alfa sekretase, penghambatan
aktivitas dari beta sekretase dan peningkatan
aktivitas alfa sekretase adalah mekanisme yang
bisa digunakan untuk penemuan calon obat
sebagai Anti-alzheimer®),

Penemuan obat baru sebagai Anti-
alzheimer didasari pada terapi Alzheimer untuk
saat ini  hanya Dberbasis pengobatan
medikamentosa untuk menghambat dari
perkembangan Alzheimer, pilihan utama

adalah golongan acetylcholinesterase inhibitor
(AchEI)°. Namun pengobatan AchEl memiliki
kontraindikasi dan efek samping seperti
hepatotoksik?,

Adanya efek samping pengobatan
Alzheimer dan potensi senyawa aktif kacang
merah sebagai calon obat herbal Anti-alzheimer
perlu diteliti lagi. Pada Penelitian ini akan
menguji potensi senyawa aktif kacang merah
sebagai anti-alzheimer dengan 2 tahapan
diantaranya tahap pertama bertujuan untuk
mengetahui afinitas ikatan senyawa aktif
kacang merah menghambat protein beta
sekretase, dan mengaktifkan alfa sekretase
menggunakan dockingserver dengan
pembanding obat kontrol atorvastatin dan
atabecestat. Pemilihan atorvastatin sebagai
pembanding protein alfa sekretase dikarenakan
pada penelitian  sebelumnya  pemberian
atorvastatin terhadap sel neuroblastoma yang
diinjeksikan mutasi APP, didapatkan hasil
peningkatan pemotongan APP yang dominan
dengan aktivitasi alfa sekretase ‘9. Sedangkan
untuk beta sekretase menggunakan kontrol obat
atabecestat dikarenakan pada penelitian
sebelumnya pemberian atabecestat pada orang
lanjut usia dengan metode double-blind
menggunakan placebo selama dua minggu
dengan parameter biomarker Alzheimer (A
total, sAPPa) didapatkan hasil penurunan
konsentrasi plak amiloid ©?. Tahap kedua
bertujuan untuk memprediksi sifat fisikokimia,
farmakokinetik dan toksisitasnya menggunakan
software pkCSM online tools®*12),

METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode in
silico dengan melakukan penambatan molekul,
prediksi sifat fisikokimia, farmakokinetik dan
toksisitas senyawa aktif kacang merah
(Phaseolus wvulgaris) yang terdiri dari
Genistein, Daizein, Glisitein, Cyanidin,
Delphinadin, Beta-Sitosterol, Biochanin A, dan
Formononetin.

Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan
oktober sampai dengan november 2021 di
Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Malang.



Alat

Perangkat Laptop dengan spesifikasi
processor Intel(R) Core(TM) i5-7200U CPU
2.50 GHz, 4GB.RAM, sistem operasi Windows
10 Pro 64-bit, koneksi internet, website docking
server pada http://www.dockingserver.com
dengan  spesifikasi  program  autodoc4
visualisasi ligPlot+, pkCSM online tool pada
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm dan
penghitungan reabilitas dengan aplikasi IBM
SPSS 25.

Bahan

Struktur 3D senyawa aktif kacang merah
yang terdiri dari Genistein, Daizein, Glisitein,
Cyanidin, Delphinadin, Beta-Sitosterol,
Biochanin A, dan Formononetin didapatkan
dari PubChem dan penelitian yang sudah
dilakukan sebelumnya®?. Struktur protein
target alfa sekeretase (6BE6) dan beta sekretase
(AW51) vyang digunakan didapatkan dari
protein data bank.

Uji Penambatan Molekul Senyawa Aktif
Kacang Merah terhadap Alfa Sekeretase
dan Beta Sekretase

Proses sebelum penambatan molekul
adalah melakukan tes ketepatan (validasi)
dengan melakukan penambatan antara protein
target dengan obat kontrol dan konsistensi nilai
hasil ~ (realibilitas)  dengan  melakukan
pengulangan docking sebanyak 16 kali dan
pengolahan data melalui SPSS.

Proses awal penambatan molekul adalah
pengunduhan ligan senyawa aktif dan obat
kontrol pada Pubchem, pengunduhan protein
target alfa sekretase dan beta sekretase pada
Protein Data Bank. Proses selanjutnya
dilakukan preparasi protein menggunakan
Biovia untuk menghilangkan molekul air dan
ligan.

Ligan dan Protein yang diunduh kemudian
dilakukan penambatan molekul menggunakan
docking server dengan mengupload berkas
ligan dan protein target dan memulai
penambatan pada menu start docking.

Proses penambatan memperhatikan ukuran
gridbox dengan rincian pada tabel 1.

Tabel 1. Ukuran Grid Box
Alfa Sekretase | Beta Sekretase

nx 20 20

ny 15 20
nz 20 20
X 77.88 66.91
cy 50.31 4755
cz 7.32 7.74

Keterangan: pada saat penambatan  molekul
memperhatikan ukuran grid box pada masing masing
protein target.

Prediksi Sifat Fisikokimia, Farmakokinetik
dan Toksisitas Senyawa Aktif Kacang
Merah terhadap Alfa Sekeretase dan Beta
Sekretase

Proses prediksi sifat farmakokinetik,
fisikokimia dan toksisitas menggunakan
pkCSM online tool. Langkah awal adalah
menyalin Kode Smile yang ada pada Pubchem
kemudian ditempelkan pada kolom kode yang
tertera pada web kemudian menekan ADMET.
Hasil yang disajikan dilakukan analisis sesuai
dengan parameter masing masing.

Teknik Analisis Data

Hasil uji validitas dengan melihat nilai
Root Mean Sequare Deviation (RMSD) kurang
dari 2 angstrom. Uji realibilitas dengan melihat
hasil reabilitas dikatakan tinggi jika hasil Alpha
Cronbach (Rniwng) lebih besar dibanding dengan
level signifikan 5% distribusi nilai tabel (Riabel)
yang sudah ditetapkan yaitu 0.44, atau Rniung
harus lebih besar dari 0,6 @2,

Hasil penambatan molekul diamati dengan
parameter energi ikatan bebas, konstanta
inhibisi, interaksi luas permukaan dan residu
asam amino antara ligan dan protein target
dibandingkan dengan obat kontrol.

Hasil prediksi sifat fisikokimia diamati
dengan aturan lima lipinski yang berisi
parameter massa molekul, kestatibilan ikatan
hidrogen dan lipofilisitas.

Hasil Prediksi Sifat Farmakokinetik
diamati berdasarkan profil Absorbsi dengan
parameter absorbsi intestinal, permiabilitas
Caco2. Profil Distribusi dengan parameter
Volume Distribusi  Steady State (VDss),
permeabilitas Blood Brain Barier (BBB). Profil
Metabolisme dengan parameter CYP2D6 dan
CYP3A4 inhibitor. Profil Ekskresi dengan
parameter Clearance Total (CLTOT).

Hasil Prediksi Sifat Toksisitas dievaluasi
berdasarkan parameter resiko hepatotoksik.


http://www.dockingserver.com/
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm

HASIL PENELITIAN

Hasil Data Uji Validitas dan Realibilitas
Penambatan Molekul

Hasil penambatan molekul alfa sekretase
dengan atorvastatin didapatkan nilai 0,99 A,

dan beta sekretase dengan atabecestat
didapatkan nilai 1,68 A. Hasil Reabilitas
senyawa aktif dengan protein target alfa
sekretase didapatkan hasil  Rniwng 0,96,
sedangkan pada protein target beta sekretase

didapatkan hasil Rhiwng 0,99.

Tabel 2. Hasil Pengulangan 8 Kali Validasi

RMSD | RMSD | RMSD | RMSD | RMSD | RMSD | RMSD | RMSD | Rata- | Standar
1 2 3 4 5 6 7 8 rata Deviasi
Alfa Sekretase dengan | o9 | 150 | 156 | 096 | 1,11 | 124 | 1,20 | 1,00 | 1.15 | 019
Atorvastatin
Beta Sekretase dengan
Atabecestat 1,68 1,70 1,88 1,68 1,73 1,59 1,97 1,87 1,76 0,12

Keterangan: Data validitas dikatakan valid jika nilai RMSD rata-rata pengulangan kurang dari 2 A

Tabel 3. Hasil Pengulangan 16 Kali Senyawa Aktif dan Obat Kontrol terhadap Protein Target

Nama Energi Ikatan Bebas (kkal/mol)
senyawa perl | per2 | per3 | perd | per5 | per6 | per7 | per8 | per9 | perl0 | perll | perl2 | perl3 | perl4 | perl5 | perl6
atorvastatin | 5,87 | 5,36 | 5,07 | 495 | 488 | 472 | 4,74 | 6,74 | 6,20 | 5,95 5,84 5,82 5,43 5,30 5,06 5,02
genistein 553 | 6,14 | 6,14 | 557 | 554 | 6,26 | 6,11 | 5,74 | 537 | 5,32 5,36 5,34 5,99 5,94 5,87 5,68
glisitein 6,06 | 6,48 | 558 | 535 | 539 | 6,85 | 6,63 | 6,47 | 6,33 | 5,98 5,44 5,14 5,90 5,84 571 5,61
daidzein 472 | 485 | 519 | 534 | 6,16 | 5,71 | 5,67 | 534 | 513 | 5,02 4,85 4,81 4,72 6,19 5,75 5,70
cyanidin 488 | 487 | 497 | 534 | 571 | 476 | 594 | 594 | 556 | 5,30 4,87 4,86 5,72 5,66 4,84 481
delphinadin | 5,42 | 5,07 | 6,38 | 6,66 | 4,95 | 487 | 485 | 481 | 476 | 4,70 5,33 5,16 5,13 5,07 6,38 6,66
betasitosterol | 7,28 | 6,95 | 7,22 | 7,69 | 9,42 | 7,41 | 7,35 | 7,33 | 7,12 7,12 6,89 7,05 6,83 7,01 7,33 7,41
biochanin A | 521 | 4,77 | 4,63 | 458 | 6,12 | 538 | 535 | 5,65 | 5,14 | 5,10 4,96 6,98 6,10 5,88 5,65 5,52
formonetin | 4,78 | 450 | 6,15 | 592 | 578 | 524 | 492 | 4,84 | 4,76 | 4,76 4.60 4,76 4,50 4,44 4,42 5,24
Nilai Alpha Cronbach (Rnitung) Alfa sekretase 0,96
Syarat Reabiltas (Rtaber) > 0,60
atabecestat | 10,19 | 10,08 | 9,73 | 9,59 | 9,75 | 10,16 | 9,02 | 9,07 | 10,14 | 10,04 | 9,87 | 9,75 | 9,67 | 9,45 | 9,67 | 9,48
genistein 6,53 6,14 | 6,14 | 557 | 554 | 6,45 6,14 | 6,75 6,75 5,87 5,87 6,14 6,14 6,11 | 6,12 | 6,50
glisitein 491 | 476 | 452 | 439|431 | 631 | 6,28 | 6,24 | 6,12 | 565 | 645 | 6,27 | 619 | 595 | 595 | 491
daidzein 6,29 584 | 580 | 568 | 6,27 | 590 5,83 5,61 6,31 5,92 5,80 5,65 6,24 558 | 5,80 | 5,67
cyanidin 7,07 | 649 | 6,07 |59 |536| 510 | 504 | 707 | 648 | 625 | 612 | 7,07 | 623 | 6,16 | 554 | 4,87
delphinadin 7,13 6,16 | 593 | 584 | 543 | 541 5,63 7,13 6,11 5,86 5,61 5,92 5,21 6,20 | 7,18 | 7,15
betasitosterol | 10,02 | 9,78 | 9,75 | 9,69 | 951 | 9,51 | 10,11 | 10,12 | 9,31 9,44 9,46 9,47 | 10,05 | 10,12 | 9,75 | 9,69
biochanin A | 6,66 6,35 | 6,06 | 599 | 6,76 | 6,64 6,19 6,04 5,98 6,73 6,65 6,30 6,10 6,65 | 6,21 | 5,89
formonetin 6,45 | 6,38 | 6,04 | 6,01 | 6,37 | 6,00 | 600 | 571 | 637 | 601 | 599 | 563 | 637 | 629 | 600 | 598
Nilai Alpha Cronbach (Rnitung) Beta Sekretase 0,99
Syarat Reabiltas (Rtabel) > 0,60

Keterangan: Data reliabilitas (nilai Cronbach’s alpha 0,00-0,20= kurang reliabel; 0,21-0,40= sedikit reliabel; 0,41-0,60=
cukup reliabel; 0,61-0,8= reliabel; 0,81-1,00= sangat reliabel)

Hasil Data Penambatan Molekul Senyawa
Kacang Merah dengan Alfa Sekretase dan

Beta Sekretase

Hasil penambatan senyawa aktif kacang

merah  (Phaseolus
Daizein,

Genistein,

vulgaris)
Glisitein,

diantaranya

Cyanidin,
Delphinadin, Beta-Sitosterol, Biochanin A, dan



Formononetin ~ dengan  parameter  yang
digunakan untuk menilai afinitas ikatan yaitu
energi ikatan bebas, konstanta inhibisi, luas
permukaan dan persentase residu asam amino.
Penambatan molekul senyawa aktif dengan
kontrol atorvastatin terhadap protein alfa
sekretase didapat 3 senyawa terbaik yaitu Beta-

sitosterol, Delphinidin, Biochanin A sesuai
pada Tabel 4. Sedangkan penambatan molekul
senyawa aktif terhadap beta sekretase dengan
obat kontrol atabecestat didapat 3 senyawa
terbaik yaitu Beta-sitosterol, Delphinidin,
Cyanidin sesuai pada pada Tabel 5.

Tabel 4. Hasil Energi Ikatan Bebas (AG), Konstanta Inhibisi (KI), Interaksi Luas Permukaan, dan Residu Asam
Amino Senyawa Aktif Kacang Merah (Phaseolus vulgaris.) dan Atorvastatin terhadap Alfa Sekretase

Ligan

Energi

ikatan

bebas
(kkal/mol)

Interaksi
Permukaan

A)

Residu Asam Amino

Persamaan
residu asam
amino
dibanding
Atorvastatin(%o)

Atorvastatin

-5,87

714,61

Hidrogen: ASN288

Hydrophobik: PRO289

Lain-lainnya: ARG276, GLN307,
GLU306, THR287, ASN278

100

Beta-
sitosterol

-7,28

778,55

Polar: ASP285, ASP282

Hidrofobik: PRO289, LEU303,
PHE290

Lain-lainnya : THR287, ARG276,
ASN288, GLU306, GLN307

85

Delphinadin

-5,42

614,83

Polar: ARG276, ASN278, TYR225,
ARG274, ASP577, LYS480, ASP282

28

Biochanin A

-5,21

604,90

Hidrogen: THR287

Polar: ARG276, GLN227, ASP285

Hidrofobik: PHE290, VAL317

Lain-lainnya : PRO289, ASN 288,
ASN278

57

Glisitein

-4,91

575,18

Hidrogen: THR287

Polar: ARG276, GLN307

Hidrofobik: PHE290, PRO289

Lain-lainnya:ASN288, GLN277,
ASP229, VAL317, ASN278

85

Cyanidin

-4,88

590,49

Polar: ARG276, ARG274, ASP477,
ARG239, LYS480, TYR225, ASN278,
ASP282

Lain-lainya: GLN478

28

Formononetin

-4,78

584,27

Polar: ARG276, ASN278, THR287

Hidrofobik: PHE290, VAL317

Lain-lainnya :ASN288, GLN227,
GLN307, ASP229

42

Genistein

-4,71

567,94

Polar: ARG276, GLN307, ASP285,
THR287, ASN278

Hidrofobik: PHE290

Lain-lainya: ASN288, GLN227,
PRO289, ASP229

57

Daizein

-4,68

593,05

Polar: ASN288, GLN307, ASP282,
ASP287, THR287, GLU306

Hidrofobik: PHE290, PRO289

Lain-lain: ASN278

85

Keterangan: Data hasil penambatan molekul senyawa aktif terhadap alfa sekretase. Penelitian menggunakan pendekatan obat
pembanding, sehingga residu asam amino senyawa aktif (teks bold) diaggap sebagai sisi aktif dari protein target sama seperti

residu asam amino obat.



Tabel 5. Hasil Analisis Energi Tkatan Bebas (AG), Konstanta Inhibisi (K1), Nilai Interaksi Permukaan, dan Residu
Asam Amino Senyawa Aktif Kacang Merah (Phaseolus vulgaris.) dan Atabecestat terhadap Beta Sekretase

Ligan

Energi

ikatan

bebas
(kkal/mol)

Konstanta
Inhibisi
(um)

Interaksi
Permukaan

R)

Residu Asam Amino

Persentase
residu asam
amino
dibanding
Atabecestat(%b)

Atabecestat

-10,19

33,82

815,57

Hidrogen: GLY?230, GLN73, THR232

Halogen: THR72

Polar: ARG235

Hidrofobik: LEU30, PHE108, ILE110,
TRP115, ILE118
Lain-lainnya: THR231

100

Beta-
sitosterol

-10,02

45,36

863,35

Hidrofobik: TYR71, ILE110, PHE108,
TRP15, LEU30, ILE118
Lain-lainnya : GLN73, LYS107,
ASP32, THR72, ASP228

54

Delphinadin

-7,13

5,95

774,74

Hidrogen: TYR198

Polar: THR72, ASP32, SER35,
THR232, LYS224

Hidrofobik: TYR71
Lain-lain: ASP228, GLN73, LEU30

36

Cyanidin

-1,07

6,58

761,68

Hidrogen: TYR198

Polar: THR72, ASP32, SER35,
THR232

Hidrofobik: TYR71
Lain-lainya: ASP228, GLN73, LEU30

36

Biochanin A

-6,66

13,17

713,14

Hidrogen: THR231, THR329

Polar: ASP228, THR72, ARG235,
LYS224

Hidrofobik: TYR71, TYR198, ILE226,
VAL332, PHE108, ILE118
Lain-lainnya : ASP32

54

Genistein

-6,53

16,28

664,18

Hidrogen: THR329, TYR198

Polar: ARG128, THR72, ASN37,
THR232, ASP228, SER327

Hidrofobik: TYR71, ILE126, VAL69
Lain-lainya: SER35, VAL332

18

Formononetin

-6,45

18,57

679,87

Hidrogen: TYR198, THR232

Polar: ARG128, ASN37, SER327

Hidrofobik: TYR71, ILE126, VALG9,
VAL332
Lain-lain: THR72, SER35, ASP228

18

Daizein

-6,29

24,48

646,50

Hidrogen: TYR198, THR232

Polar: ARG128, ASN37

Hidrofobik: TYR71, ILE126, VALG9
Lain-lain: THR72, SER35, VAL332,
ASP228

18

Glisitein

-4,91

24,40

729,96

Polar: THR72, ASP32, ASP228

Cation-pi: PHE108, TYR198, TRP115

Hidrofobik: TYR71
Lain-lainnya: GLN73, THR232,
ILE118, ILE226
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Keterangan: Data hasil penambatan molekul senyawa aktif terhadap beta sekretase. Penelitian menggunakan pendekatan obat
pembanding, sehingga residu asam amino senyawa aktif (teks bold) diaggap sebagai sisi aktif dari protein target sama seperti
residu asam amino obat.

Hasil Uji Sifat Fisikokimia Senyawa Aktif

Kacang Merah

Hasil prediksi

sifat fisikokimia dari

senyawa aktif kacang merah didapatkan

Genistein, Daizein, Glisitein,

Cyanidin,

Delphinadin, Beta-Sitosterol, Biochanin A, dan
Formononetin memenuhi aturan lipinski dapat

dilihat pada tabel 6.



Tabel 6. Hasil Prediksi Sifat Fisikokimia Senyawa Aktif Kacang Merah

Nama Senyawa e Rl{m'us Parameter Lipinski Rule Of Five Interprestasi
Kimia BM LogP HBA  HBD
Genistein 5280961 C15H1005 270,24 2,57 5 3 Ya
Glisitein 5317750 Ci16H1205 284,26 2,87 5 2 Ya
Daizein 5281708 C15H1004 254,24 2,87 4 2 Ya
Cyanidin 128861 C15H1106* 287,24 2,90 5 5 Ya
Delphinadin 68245 Ci5H11CIO7 338,69 2,38 5 6 Ya
Beta -sitosterol 222284 C29Hs500 414,71 8,02 1 1 Ya
Biochanin A 5280373 C16H1205 284,26 2,87 5 2 Ya
Formononetin 5280378 C16H1204 268,26 3,17 4 1 Ya

Keterangan: Data yang diperlihatkan merupakan hasil uji prediksi sifat fisikokimia kacang merah dengan parameter menurut
aturan lipinski meliputi Berat Molekul (BM), Lipofilisitas (LogP), Hydrogen bond acceptor (HBA), Hydrogen bond donor

(HBD).

Hasil Uji Sifat Farmakokinetik dan
Toksisitas Senyawa Aktif Kacang Merah
Hasil prediksi farmakokinetik (ADME)
dan Toksisitas dari senyawa aktif kacang merah
(Phaseolus vulgaris) meliputi profil Absorbsi,

Distribusi, Metabolisme, Ekskresi, Toksisitas
didapatkan senyawa aktif yang memenuhi
semua profil parameter yaitu Genistein,
Glisitein, Daizein, Beta-sitosterol, Biochanin

A, Formonetin dilihat pada tabel 7.

Tabel 7. Hasil Prediksi Sifat Farmakokinetik dan Toksisitas Senyawa Aktif Kacang Merah

Absorbsi Distribusi Metabolisme Eksresi Toksisitas
Per. CLTOT
Namasenyawa Al  Caco2 Y9  BBB  ypops  cvpsad  (log :
% (Log (log = o P ! Hepatotoksik
(%) (10 inhibitor  inhibitor ~ ml/min/
L/Kg) BB)
cm/s) kg)
Genistein 93,38 0,9 0,09 -0,71 Tidak Tidak 0,15 Tidak
Glisitein 94,68 1,17 -0,04 -0,32 Tidak Tidak 0,20 Tidak
Daizein 94,83 0,93 -0,17 -0,06 Tidak Tidak 0,16 Tidak
Cyanidin 87,30 -0,35 0,95 -1,23 Tidak Tidak 0,53 Tidak
Delphinadin 61,91 -0,32 0,96 -1,28 Tidak Tidak 0,57 Tidak
Beta-sitosterol 94,46 1,20 0,19 0,78 Tidak Tidak 0,62 Tidak
Biochanin A 93,02 0,89 -0,34 -0,22 Tidak Tidak 0,24 Tidak
Formononetin 96,11 1,25 -0,12 0,15 Tidak Tidak 0,25 Tidak

Keterangan: Data yang diperlihatkan merupakan hasil uji prediksi sifat farmakokinetik dan toksisitas senyawa aktif kacang
merah menggunakan parameter absorbsi intestinal (Al), permeabilitas Caco2 (Per. Caco2), Volume distribution steady state
(Vdss), Blood Brain Barier (BBB), sitokrom P450 (CYP2D6, CYP3A4) inhibitor, Clearance Total (CLTOT), Hepatotoksik.

PEMBAHASAN

Uji Validasi Dan Reabilitas

Uji validasi alfa sekretase dengan
atorvastatin didapatkan nilai 0,99 A, dan beta
sekretase dengan atabecestat didapatkan nilai
1,68 A. Dikatakan valid dikarenakan nilai
dibawah 2 A, RMSD merupakan parameter
yang  menggambarkan  seberapa  besar
perubahan interaksi protein ligan pada struktur
kristal sebelum dan sesudah proses penambatan

untuk mengetahui nilai penyimpangannya 4.
Uji validasi diperlukan untuk meningkatkan
kualitas dan ketepatan dalam  proses
penambatan molekul. Uji reabilitas sangat baik
dikarenakan nilai Rniwng diatas 0,6. Uji
realibilitas berfungsi untuk melihat konsistensi
hasil penelitian jika dilakukan pengulangan. Uji
reabilitas bertujuan untuk penelitian lanjutan
tidak terjadi perbedaan nilai hasil yang tidak jau
berbeda*),


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5317750
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H10O4
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H11O6+
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C15H11ClO7
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C29H50O
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O5
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280378
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C16H12O4

Penambatan Molekul Senyawa  Aktif
Kacang Merah terhadap Alfa Sekretase

Hasil penambatan molekul yang dilakukan,
didapatkan nilai energi ikatan bebas dari
atorvastatin dengan protein alfa sekretase
didapatkan nilai AG -4,87 kkal/mol, luas
interaksi permukaan 714,61 A, jumlah residu
asam amino yang terbentuk dari ikatan tersebut
ada 6 dan 1 ikatan hidrogen.

Parameter yang digunakan  untuk
mengukur afinitas ikatan senyawa diantaranya
energi ikatan bebas (AG), konstanta inhibisi
(KI), luas interaksi permukaan dan residu asam
amino. Dimana energi ikatan bebas adalah
besarnya energi yang dilepaskan oleh suatu
senyawa untuk berikatan dengan protein target,
semakin rendah nilai yang ditunjukkan, maka
semakin besar energi yang dilepaskan untuk
berikatan, sehingga ikatan antara senyawa aktif
dan protein target semakin kuat dan stabil.
Konstanta inhibisi adalah konsentrasi minimal
senyawa agar dapat menghambat dari aktivitas
protein target, semakin kecil nilai KI maka
potensi senyawa menghambat aktivitas protein
target semakin baik. Luas interaksi permukaan
adalah luas permukaan senyawa dalam
mengikat protein target, semakin tinggi nilai
luas interaksi permukaan maka akan semakin
banyak senyawa mengikat residu asam amino
pada protein target. Residu asam amino adalah
asam amino dalam suatu protein yang
digunakan untuk mengikat ligan atau senyawa,
dengan sisi aktif protein berbeda tiap asam
amino yang diikat, Persamaan residu asam
amino antara senyawa dengan kontrol
menunjukkan potensi kesaaman sisi aktif 415

Pada  Penelitian  ini  menggunakan
atorvastatin sebagai kontrol protein alfa
sekretase berdasarkan penelitian sebelumya
perberian atorvastatin pada sel neuroblastoma
yang diinjeksikan mutasi APP, menunjukkan
hasil peningkatan pemotongan APP yang larut
dalam sitoplasma (sAPPa) dibandingkan
dengan beta monomer®,

Alfa sekretase adalah enzim proliolitik
yang dapat memotong APP menjadi SAPPo dan
P3 yang memiliki sifat neurotropik dan
neuroprotektif. Hal ini disebabkan karena hasil
pemecahan APP bersifat larut dan mudah di
clearance di sitoplasma. Aktivasi dari enzim
alfa sekretase menjadi metode yang bisa
dikembangkan untuk penemuan calon baru
sebagai anti-alzheimer®,

Biji kacang merah dari hasil penelitian
sebelumnya diduga memiliki potensi sebagai
anti-alzheimer. Hasil penelitian secara in silico
didapatkan bahwa semua senyawa aktif biji
kacang merah yang diidentifikasi memiliki
afinitas yang tinggi terhadap alfa sekretase. 3
senyawa aktif terbaik yaitu beta sitosterol,
delphinidin, dan biochanin A.

Senyawa beta-sitosterol adalah senyawa
golongan fitosterol yang memiliki gugus OH,
dan adanya atom C pada gugus etil sebagai
bagian non-polar %, memiliki energi bebas AG
-7,28 kkal/mol, luas interaksi permukaan
777,55 A dan persentase persamaan residu
asam amino 60% dibandingkan dengan
atorvastatin.

Gambar 1. Interaksi Beta-sitosterol dengan Alfa
Sekretase

Senyawa aktif terbaik kedua yaitu
Delphinadin adalah senyawa termasuk dalam
golongan antosianin yang memiliki gugus dua
cincin aromatic benzene®. Memiliki energi
bebas AG -5,42 kkal/mol, luas interaksi
permukaan 614,83 A dan persentase persamaan
residu asam amino 28% dibandingkan
atorvastatin.

1y
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Gambar 2. Interaksi Delphinadin dengan Alfa
Sekretase



Senyawa aktif terbaik ketiga yaitu
Biochanin A adalah senyawa termasuk dalam
senyawa golongan isoflavon yang memiliki
gugus hidroksil dengan gugus ester @Y, Memiki
energi bebas AG -5,21 kkal/mol, Luas interaksi
permukaan 604,90 A, dengan persentase
persamaan asam amino 44% dibandingkan
atorvastatin.

Gambar 3. Interaksi Biochanin A dengan Alfa
Sekretase

Dari keseluruhan hasil dapat disimpulkan
bahwa ketiga senyawa aktif biji kacang merah
di prediksi memiliki potensi tinggi sebagai anti-
alzheimer dengan 3 senyawa aktif terbaik yaitu
Beta-sitosterol, Delphinadin, Biochanin A.
Ketiga senyawa tersebut di prediksi berikatan
terhadap protein target alfa sekretase, sehingga
pemecahan APP dominan menjadi sAPPa dan
P3 yang bersifat larut dalam sitoplasma dan
mencegah dari pembentukan plak.

Penambatan Molekul Senyawa  Aktif
Kacang Merah terhadap Beta Sekretase

Hasil penambatan molekul yang dilakukan,
didapatkan nilai energi bebas dari atabecestat
dengan protein target beta sekretase didapatkan
nilai AG -10,08 kkal/mol, nilai Ki 33,82 uM,
nilai luas interaksi permukaan 815,57 A dan
jumlah residu asam amino yang terbentuk dari
ikatan tersebut ada 11 dan 3 ikatan hidrogen.

Hasil penelitian sebelumnya secara in vivo
membuktikan bahwa pemberian atabecestat
pada orang lanjut usia, dengan metode double-
blind menggunakan placebo, yang diberikan
selama dua minggu, didapatkan hasil
penurunan konsentrasi AP, dan peningkatan
dari  sAPPa. Hasil penelitian tersebut
menyimpulkan  bahwa  atabecestat (JNJ
54861911) mampu menghambat terjadinya
Alzheimer melalui mekanisme sebagai beta
sekretase (BACE-1) inhibitor®?,

Beta sekretase adalah enzim proliolitik
yang dapat memotong APP menjadi beta
monomer yang memiliki sifat sulit larut dalam
sitoplama sehingga beresiko membentuk plak
amiloid. Penghambatan dari enzim beta
sekretase menjadi metode yang bisa
dikembangkan untuk penemuan calon obat baru
sebagai anti-alzheimer®),

Senyawa aktif biji kacang merah yang
diidentifikasi memiliki afinitas yang tinggi
terhadap beta sekretase, adalah beta sitoserol,
delphanadin, dan cyanidin.

Senyawa beta-sitosterol adalah senyawa
kacang merah yang paling berpotensi sebagai
anti-alzheimer dengan energi bebas AG -10,02
kkal/mol, KI 4536 uM, Iluas interaksi
permukaan 863,35 A, dengan persentase
persamaan asam amino 60% dibandingkan
atabecestat.

Py
A

Gambar 4. Interaksi Beta-sitosterol dengan Beta
Sekretase

Senyawa aktif terbaik kedua yaitu
Delphinadin dengan energi bebas AG -7,13
kkal/mol, konstanta inhibisi 5,95 uM, Luas
interaksi permukaan 774,74 A, dengan
persentase persamaan asam amino 33%
dibandingkan atabecestat.

Gambar 5. Interaksi Delphinadin dengan Beta
Sekretase



Senyawa aktif terbaik ketiga yaitu
Cyanidin termasuk dalam golongan antosianin
dengan gugus tunggal cincin aromatic benzene
@9 memiliki energi bebas AG -7,07 kkal/mol,
konstanta inhibisi 6,58 pM, Luas interaksi
permukaan 761,68 A, dengan persentase
persamaan asam amino 38% dibandingkan
atabecestat.

Gambar 6. Interaksi Cyanidin dengan Beta Sekretase

Dari keseluruhan hasil dapat disimpulkan
bahwa ketiga senyawa aktif biji kacang merah
memiliki potensi tinggi sebagai anti-alzheimer
dengan cara berikatan dengan protein target
beta sekretase, sehingga produksi beta amiloid
dapat dihambat dan mencegah akumulasi
menjadi plak amiloid.

Prediksi Sifat Fisikokimia Senyawa Aktif
Kacang Merah

Sifat fisikokimia senyawa adalah sifat
berdasarkan massa molekul, kelarutan dan
kestabilan suatu senyawa. Sifat fisikokimia
dapat dinilai menggunakan aturan lipinski,
suatu senyawa dikatakan memenuhi aturan
lipinski jika terdapat dua dari empat syarat
diantaranya nilai berat molekul (BM) <500 Da,
nilai.Log P <5, hydrogen bond donor (HBD) <
5, dan hydrogen bond acceptor (HBA) < 104,

Massa molekul yang kecil memudahkan
senyawa untuk diabsorbsi, sedangkan nilai Log
P menentukan kepolaran dari suatu senyawa,
dimana Log P yang lebih besar dari 5 memiliki
sifat non polar atau hidrofobik yang tidak larut
dalam air, sehingga pada sirkulasi darah akan
berada pada senyawa yang terikat protein dan
akan tertahan lebih lama sehingga dapat
bersifat toksik. Nilai P yang kurang dari 5
memiliki sifat polar dan larut dalam air,
sehingga pada sirkulasi darah senyawa akan
larut. Jumlah donor dan akseptor ikatan
hidrogen mendeskripsikan semakin tinggi
kapasitas ikatan hidrogen, maka semakin tinggi
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energi yang dibutuhkan agar proses absorbsi
dapat terjadi. Secara keseluruhan aturan
lipinski adalah untuk mengetahui sifat
kelarutan dan tingkat absorbsi senywa aktif *°,

Senyawa aktif biji kacang merah
(Phaseolus  vulgaris) yang mempunyai
kemampuan menghambat Alzheimer

berdasarkan hasil penambatan molekul yaitu
Cyanidin, Delphinadin, Beta-Sitosterol, dan
Biochanin A, semuanya memenuhi aturan
lipinski, dengan demikian dapat disimpulkan
bahwa keempat senyawa tersebut mudah
diabsorbsi di intestinal dan larut dalam sirkulasi
darah dalam bentuk bebas. Tingginya kadar
senyawa aktif di dalam darah dapat
meningkatkan ikatan antara senyawa aktif dan
protein target sehingga lebih efektif dalam
mencegah alzhemer (%%,

Prediksi ~ Sifat Farmakokinetik  dan
Toksisitas Senyawa Aktif Kacang Merah

Sifat farmakokinetik senyawa adalah sifat
perjalanan suatu senyawa dari awal diabsorbsi
sampai di ekskresi. Berdasarkan hasil prediksi
sifat farmakokinetik dari senyawa aktif biji
kacang merah, didapatkan hasil profil absorbsi
dengan parameter absorbsi intestinal senyawa
aktif kacang merah rata-rata diatas 90%,
parameter permeabilitas Caco2 rata-rata diatas
0,9. Untuk bisa dikatakan suatu senyawa
diserap baik oleh intestinal, parameter absorbsi
intestinal harus diatas 30% dan parameter
permeabilitas Caco2 harus diatas 0,9. Dapat
disimpulkan senyawa aktif biji kacang merah
memiliki daya absorbsi di intestinal yang tinggi
serta dapat melewati seleksi dari Caco2 sel
monolayer. Dengan demikian senyawa aktif
akan berada di sirkulasi darah dengan
konsentrasi yang cukup @423,

Berdasarkan profil distribusi dilihat dari
parameter volume distribution stady state
(VDss) yaitu konsentrasi senyawa aktif pada
sirkulasi darah yang dpertahankan dalam
rentang waktu tertentu. VVDss dikatakan tinggi
jika nilai Log Vdss > 0,45 dan jika Log Vdss <
-0,15 dikatakan rendah. Hasil menunjukkan
rata-rata senyawa aktif memiliki log VDss >
0,1, senyawa aktif dengan nilai tertinggi > 0,9
yaitu cyanidin dan delphinadin. Adapun
parameter yang diujikan adalah Blood Brain
Barier (BBB) vyaitu konsentrasi yang
diperkirakan dapat menembus sawar otak.
Dikatakan dapat menembus sawar otak jika
logBB > 0,3 dan tidak dapat menemus bila



logBB < -1, Hasil menunjukkan rata-rata
senyawa aktif memiliki logBB > -1, senyawa
paling tidak berpotensi menembus sawar otak
adalah cyanidin dan delphinadin dengan nilai >
-1,2, berdasarkan profil distribusi untuk
senyawa aktif memiliki konsentrasi dalam
sirkulasi darah yang stabil untuk menimbulkan
efek fisiologis dan berpotensi rendah
memberikan efek samping pada otak terutama
senyawa delphinidin dan cyanidin 123,
Selanjutnya profil metabolisme dilihat dari
parameter CYP2D6 dan CYP3A4 inhibitor,
jika ditemukan inhibitor enzim P450 maka
proses oksidasi pada hepar tidak terjadi,
senyawa aktif tidak akan di inaktivasi dan akan
terus aktif, sehingga akan berakibat toksik.
Data yang dihasilkan pada penelitian semua
senyawa aktif kacang merah tidak ditemukan
CYP2D6 dan CYP3A4 inhibitor, sehingga
proses inaktivasi senyawa aktif di hepar akan
berlangsung. Dapat disimpulkan semua
senyawa aktif kacang merah dapat di
metaboisme baik di hepar dan tidak dapat
mengakibatkan hepatotoksik 23,

Selanjutnya profil ekskresi, parameter
yang digunakan adalah Total Clearance
(CLTOT), semakin besar nilai maka semakin
cepat proses clearance dari semua senyawa
yang didistribusikan, CLTOT dari senyawa
aktif memiliki rentang nilai antara -0,10 sampai
-0,87, hasil penelitian menunjukan semua
senyawa aktif memiliki rata-rata CLTOT
sebesar 0,2 dengan nilai tertinggi beta sitosterol
dengan nilai 0,6. Dapat disimpulkan senyawa
aktif kacang merah memiliki CLTOT yang
sangat baik dan dapat diekresikan dengan
normal, sehingga tidak mengakibatkan
akumulasi dan bersifat toksik 3.

Hasil toksisitas yang dilakukan didapatkan
bahwa semua senyawa aktif biji kacang merah
tidak berpotensi mengakibatkan hepatotoksik
dan aman untuk dikonsumsi @3,

Dari uraian diatas dapat disimpulkan
secara farmakokinetik senyawa aktif biji
kacang merah Cyanidin, Delphinadin, Beta-
Sitosterol, Biochanin A, diprediksi mempunyai
biovailabitas yang baik bila diberikan secara
peroral dan tidak bersifat toksik @3,

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil dan analisa data yang
didapatkan  dari  penelitian  ini  dapat
disimpulkan bahwa:
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1. Senyawa aktif biji kacang merah (Phaseolus
vulgaris) yaitu Beta-Sitosterol,
Delphinadin, Biochanin A, Glisitein
mempunyai afinitas tinggi terhadap alfa
sekretase yang dibandingkan kontrol
atorvastatin. Senyawa Cyanidin,
Formonetin, Genistein dan Daidzein kurang
berpotensi berikatan dengan alfa sekretse.

2. Senyawa aktif kacang merah (Phaseolus
vulgaris) yaitu Beta-Sitosterol,
Delphinadin, Cyanidin, Biochanin A
mempunyai afinitas tinggi terhadap beta
sekretase. Senyawa Genistein, Formonetin,
Daidzein, Glisitein kurang berpotensi
berikatan dengan beta sekretse.

3. Beta-sitosterol, Biochanin A, Delphinadin,
Cyanidin, Genistein, Glisitein, Daidzeindan
Formononetin mempunyai sifat larut dalam
air dan mudah diserap di intestinal.
Sehingga secara keseluruhan senyawa aktif
kacang merah memiliki biovailibitias yang
baik jika dikonsumsi secara oral.

4. Beta-sitosterol, Biochanin A, Genistein,
Glisitein, Daidzeindan  Formononetin
memiliki nilai ADME dan toksisitas baik
sedangkan untuk Delphinadin dan Cyanidin
kurang dalam menembus barrier Caco2.
Namun secara keseluruhan senyawa aktif
kacang merah memiliki sifat farmakokinetik
dan toksisitas yang baik dan baik jika
dikonsumsi secara oral.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lanjutan secara
in vivo potensi senyawa aktif kacang merah
sebagai anti-alzheimer dengan mekanisme
mengaktivasi alfa sekretase dan menghambat
beta sekretase dengan melihat biomarker
Alzheimer pada hewan coba yang diinjeksikan
amiloid beta.
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