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Abstrak: Kolesterol merupakan molekul yang berperan penting dalam morfogenesis, pembentukan
hormon, vitamin, dan mengatur permeabilitas membrane sel di dalam tubuh. Namun, kelebihan kolesterol
dapat memicu berbagai macam penyakit seperti obesitas, diabetes mellitus tipe 2, serangan jantung,
atherosclerosis, dan stroke. Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi potensi racemosin, racemosinin A,
dan racemosinin B dalam penghambatan penyerapan kolesterol. Penelitian menggunakan in silico dengan
pendekatan docking molekuler. Senyawa racemosin, racemosinin A dan B diinteraksikan dengan protein
NPC1L1 dengan kontrol pembanding kolesterol. Docking dilakukan dengan Molegro virtual Docker
versi 5 dan divisualisasi dengan Discovery studio versi 21.1.1. Hasil penelitian menunjukkan senyawa
racemosin, racemosinin A dan B mengeblok protein NPC1L1 pada daerah sterol — sensing domain yaitu
pada residu ALA201, LEU83, dan PHE108. Selain itu, senyawa racemosin juga menghasilkan nilai
energi ikatan dalam skor docking yang lebih rendah dari racemosinin A dan B yang mengindikasikan
interaksinya dengan NPC1L1 lebih kuat dari kedua senyawa. Pengeblokan ini menyebabkan kolesterol
tidak dapat mengikat NPC1L1 dan tidak terserap oleh usus halus. Penelitian ini disimpulkan bahwa
senyawa racemosin, racemosinin A dan B berpotensi sebagai inhibitor NPC1L1 dan menghambat
penyerapan Kolesterol, sehingga kolesterol tubuh mengalami homeostasis.
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PENDAHULUAN

Kolesterol merupakan molekul yang sangat penting peranannya bagi tubuh. Namun, kelebihan
dan kekurangan kolesterol dalam tubuh menyebabkan penyakit (Kumar & Chattopadhyay,
2016; Ontawong et al.,, 2019; R. Zhang et al., 2021). Kolesterol atau cholest-5-en-3p3-ol
merupakan senyawa dalam golongan lipid polisiklik atau sterol. Kolesterol terdiri dari struktur
tetrasiklik siklopentananthrene dengan ikatan iso-octyl pada karbon 17. Struktur kolesterol
terdiri dari empat cincin A, B, C, D, yang dihubungkan dengan penghubung trans dengan dua
gugus metil pada C18 dan C19. Olehkarena itu, struktur kolesterol dibagi menjadi tiga yakni
struktur hidrofil pada bagian proksimal, hidrofobik pada bagian distal dan satu bagian sentral
terdapat empat cincin yang memberikan struktur yang rigid (Kumar & Chattopadhyay, 2016;
Long et al., 2021; Qian et al., 2020; R. Zhang et al., 2021, 2022). Struktur yang rigid ini
berkontribusi terhadap fungsi kolesterol dalam fungsi seluler dan molekuler. Fungsi kolesterol
diantaranya Menyusun dinding sel dan membrane sel, mengatur permeabilitas membrane sel,
utamanya dalam transport ion dan molekul lainnya. selain itu, kolesterol juga berperan dalam
pembentukan estrogen pada perkembangan janin, morfogenesis, pensinyalan sel, respon stress,
dan lainnya (He et al., 2014; Khedkar et al., 2014; Ontawong et al., 2019). kolesterol juga
sebagai molekul precursor dalam pembentukan hormon steroid seperti glukokortikoid, estrogen,
progesterone, aldosterone dan androgen. Kolesterol juga berperan dalam proses pembentukan
vitamin D3 yang dimediasi oleh sinar ultraviolet (Joy Ugo et al., 2019; Malik et al., 2018;
Socata et al., 2021; Zaheer & Humayoun Akhtar, 2017). Meskipun peranan kolesterol dalam
tubuh sangat beragam dan penting, akumulasi kolesterol dapat bersifat toksik terhadap sel dan
menyebabkan berbagai penyakit.

Akumulasi  kolesterol  berlebih  menyebabkan hiperkolesterolemia, obesitas,
atherosclerosis, serangan jantung, dan penyakit metabolik lainnya (Chambers et al., 2019;
Chistiakov et al., 2015; Costa et al.,, 2011; Sharma et al., 2022). Homeostasis kolesterol
dipengaruhi oleh biosintesis kolesterol, penyerapan kolesterol, dan ekskresi oleh liver (Joy Ugo
et al., 2019; Malik et al., 2018; Socata et al., 2021; Zaheer & Humayoun Akhtar, 2017).
Berbagai pengobatan telah dikembangkan dalam penurunan kadar kolesterol, salah satunya
golongan statin yang fokus pada penghambatan biosintesis kolesterol. Berbagai obat herbal juga
telah diteliti dalam menurunkan kolesterol (Baskaran et al., 2015; Chambers et al., 2019; Lateef
et al., 2020; Oyelere et al., 2021; Stepanchikova et al., 2012; Suhendi & Muhtadi, 2015).
Antosianin dalam beras hitam diketahui mampu menurunkan kadar kolesterol total, menurunkan
LDL dan meningkatkan kadar HDL secara in vivo (Fatchiyah et al., 2020). Antosianin beras
hitam juga berpotensi sebagai antiobesitas dengan menghambat aktivitas pensinyalan TLR4-
MD2-LPS secara in silico (Sari et al., 2020). Infusa daun melinjo juga menunjukkan aktivitas
antihiperkolesterolemia pada mencit model hiperkolesterolemia selama 14 hari pemberian
infusa (Muliyana et al., 2022). Makroalga coklat yang mengandung senyawa fucodiphlorethol
dan phloroglucinol berpotensi sebagai antiobesitas dengan menghambat aktivitas lipase secara
in silico (Bare, Sari, et al., 2022). Makroalga anggur laut yang mengandung sifonaxantin
dilaporkan menghambat biosintesis kolesterol dengan menghambat HMG CoA reduktase secara
in silico (Sari, Pranoto, & Krisnamurti, 2022). Pengembangan obat penurun kolesterol dengan
target inhibitor absorbsi kolesterol juga mulai dikembangkan.

Absorbsi Kkolesterol pada usus dimediasi oleh transporter spesifik pada membrane
enterosit di bagian proksimal jejunum. Protein transporter tersebut yakni protein Niemann-Pick
C1 like 1 (NPC1L1) (Dileep, 2018; Long et al., 2021; R. Zhang et al., 2022). Protein NPC1L1
menjadi salah satu target protein penurunan kolesterol yang lebih efektif. Penelitian sebalumnya
melaporkan bahwa mutasi knockout NPC1L1 mampu menurunkan penyerapan Kkolesterol
hingga 70% (Dileep, 2018; Long et al., 2021; Poongavanam et al., 2019). Inhibitor NPC1L1
yang telah teridentifikasi yaitu ezetimibe, yang menghambat protein NPC1L1 secara kompetitif
(Garcia-Calvo et al., 2005; He et al., 2014; Liu et al., 2022; Qian et al., 2020). Sedangkan
inhibitor yang bersumber makroalga untuk protein NPC1L1 belum banyak dilaporkan. Anggur
laut (Caulerpa racemosa) merupakan salah satu makroalga hijau yang mengandung 127
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senyawa bioaktif yang tergolong dalam golongan fenolik, alkaloid, dan fitosterol. Genus
Caulerpa telah banyak diketahui memiliki aktivitas antiobesitas dan antihiperglikemia
(Arunkumar et al., 2021; De La Garza et al., 2011; Hakim & Patel, 2020; Mohamed et al., 2014;
Sugawara et al., 2014; B. Zhang et al., 2014). Namun, mekanisme molekuler senyawa anggur
laut dalam menghambat NPC1L1 belum banyak diketahui. Olehkarena itu, penelitian ini
bertujuan untuk menganalisis potensi senyawa racemosin dan derivatnya yang terkandung
dalam Caulerpa racemosa dalam menghambat penyerapan kolesterol oleh protein NPC1L1
pada enterocyte.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan pendekatan in silico dengan aplikasi molekuler docking. Struktur
senyawa target yang digunakan yaitu senyawa racemosin, racemosinin A dan racemosinin B.
struktur tiga dimensi racemosin diunduh dari database PubChem NCBI dengan kode akses
racemosin CID 155148, racemosinine A CID 46872348, dan racemosinine B CID 46872349,
Kolesterol juga digunakan dalam penelitian ini sebagai kontrol pembanding. Struktur kolesterol
diunduh dari database Protein Data Bank dengan ID 6W5T (Long et al., 2021; Qian et al.,
2020).

Pendekatan molecular docking digunakan untuk mengetahui aktivitas penambatan
senyawa target dengan protein target NPC1L1. Protein NPC1L1 didapatkan struktur 3D nya
dari database Protein Data Bank (PDB) dengan kode akses 6W5T (Long et al., 2021; Qian et al.,
2020). Struktur protein tersebut di import pada program Molegro virtual docker versi 5.0 untuk
diidentifikasi cavity atau sisi aktif protein (Bitencourt-Ferreira & de Azevedo, 2019a, 2019b;
Krisnamurti & Sari, 2023; Sari, Dewi Ratih Tirto; Krisnamurti, 2021). Kolesterol sebagai ligand
native protein NPC1L1 dilakukan redocking, yang diikuti dengan penginteraksian senyawa
racemosin, racemosinin A, dan racemosinin B. Penginteraksian senyawa dengan protein
NPC1L1 di sisi aktif kolesterol yaitu dengan grid protein X=111.63; Y=151.23; Z=205.45;
Radius 10. Parameter docking yang digunakan yaitu crop distance = 0; grid resolution = 0.30;
ligand es = false; sp2sp2 bond = false; internal h-bond = false; h-bond 90 = true; Displace Water
= false; population size = 50; cavity = true; creation Energy Threshold = 100; pose Generator =
10,10,30; recombine = true; max simplex = 750; simplex steps = 300; simplex distance factor =
1; cluster threshold = 1.00; keep max poses = 5. Hasil docking dianalisis dan divisualisasi
dengan program PyMol 2.3 dan Discovery Studio versi 21.1.1.

HASIL PENELITIAN

Protein NPC1L1 merupakan protein yang berfungsi sebagai reseptor jalur masuknya kolesterol
ke enterosit. Kolesterol sebagai ligand native protein NPC1L1 memiliki struktur yang terdiri
dari empat cincin yang terdiri dari cincin A, B, C, dan D serta terdapat rantai karbon yang
bersifat hidrofobik. Berdasarkan hasil docking, kolesterol berikatan dengan NPC1L1 pada
residu sisi aktif Leu87, Ala201, Leu83, Trp27, Phel08 (Gambar 1). Residu Ala201 mengikat
cincin A alkyl. Residu Phel08 berikatan dengan kolesterol pada cincin B dan C dengan z-alkyl,
selain itu cincin B juga teridentifikasi diikat oleh residu Leu87 dengan interaksi hidrofobik
alkyl. Leu83 juga mengikat cincin D dengan alkyl. Residu Trp27 mengikat kolesterol pada C22
dengan interaksi -alkyl. Beberapa residu sekitar sisi aktif kolesterol teridentifikasi dengan gaya
van der Waals, diantaranya Leul76, Met193, GIn200, Asnl198, Asn86, Phel94, Pro202,
Leulll, 1le205, Phe203, GIn79, Tyr40, Asn4l, Arg39, Glu30, Thr82, Thr112, Arg78, Pro90,
dan Leu89. Skor docking mengindikasikan energi ikatan antara senyawa dengan protein target.
Skor docking kolesterol dengan protein NPC1L1 yaitu -247 kJ/mol, lebih rendah dari interaksi
racemosin, racemosinin A dan racemosinin B (Tabel 1).
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GAMBAR 1. Interaksi antara kolesterol dengan protein NPC1L1

Berdasarkan struktur 3D kompleks senyawa dengan protein NPC1L1 menunjukkan senyawa
racemosin, racemosinin A dan racemosinin B berikatan disisi yang sama dengan kolesterol
(Gambar 2a, Tabel 1). Residu ALA201, LEU83, dan PHE108 teridentifikasi di semua kompleks
senyawa dan Kkolesterol dengan protein NPC1L1 (Gambar 2b-d, Tabel 1). Senyawa racemosin
berikatan dengan NPC1L1 pada residu ASN198 dengan ikatan hydrogen dan tujuh residu
dengan interaksi hidrofobik, diantaranya PHE108, LEU83, LEU87, ALA201, LEU111, PRO90,
dan LEU104. Skor docking yang dihasilkan kompleks racemosin dengan protein NPC1L1 yaitu
-182,5 kJ/mol, lebih rendah dari racemosinin A dan racemosinin B. Senyawa racemosin
memiliki struktur yang terdiri dari dua cincin piran dengan satu cincin aromatik diantara
keduanya. Residu Asn198 mengikat atom oksigen racemosin dengan ikatan hydrogen. Residu
Ala201 berikatan dengan atom hydrogen dengan interaksi hidrofobik alkyl. Pro90 mengikat
cincin piran A dan atom hydrogen, demikian juga Leu87, Phel108, dan Leul04 yang mengikat
atom hydrogen yang sama dengan Pro90. Leu87 juga mengikat cincin piran ring C, demikian
juga dengan Phe108 yang mengikat cincin aromatik B dan cincin pyran C racemosin. Beberapa
gaya van der Waals yang teridentifikasi pada sisi aktif racemosin yaitu GIn200, Phe203,
Phel94, Pro202, Thr82, 11e205, Asn86, Thr112, Met193, Leul76, Leu89, dan Phel01.

Berdasarkan tampilan 3D dan 2D, senyawa racemosinin A dan racemosinin B memiliki
struktur yang lebih kompleks dari racemmosin (Gambar 2). Namun, skor docking yang
dihasilkan lebih tinggi dari racemosin dan kolesterol. Racemosinin A dan B menunjukkan tiga
jenis ikatan dengan protein NPC1L1, yaitu ikatan hydrogen, interaksi hidrofobik, dan
unfavorable bump. Residu NPC1L1 yang mengikat racemosinin A dengan ikatan hydrogen
yaitu Asnl98, Met193, Phe203, Phel94, dan Tyrl92. Sedangkan residu dengan interaksi
hidrofobik antaralain Phe108, Ala201, 11e205, Leu89, Pro90, Met193, Tyr192, Phel94, Leu83,
dan Leu87, serta residu dengan unfarable bump yaitu Asn86, Thr112, dan Phe203. Racemosinin
B dengan energi ikatan -101,25 kJ/mol menunjukkan residu sisi aktif dengan NPC1L1 pada
residu THR82, GLN79, ASP37, THR82, PHE194, residu interaksi hidrofobik THR82, PRO202,
PHE108, LEU83, LYS38, PHE203, ARG39, LEU111, ALA201, ILE205, dan residu dengan
unfavorable bump ARG39, ASN86, dan PHE194. Selain itu, kedua kompleks juga
menunjukkan residu dengan gaya van der Waals (Gambar 2).
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GAMBAR 2. Struktur kompleks penambatan senyawa racemosin, racemosinin A dan B terhadap protein
NPC1L1, a. superimposed struktur senyawa — protein, b. tampilan 3D dan 2D kompleks racemosin —
NPC1L1, ¢ kompleks racemosinin A — NPC1L1, d. kompleks racemosinin B — NPC1L1. Hijau
menunjukkan protein, biru menunjukkan struktur senyawa.

TABEL 1. Interaksi antara senyawa racemosin dan derivatnya terhadap protein NPC1L1

Skor Unfavorable
Senyawa Docking Hydrogen Bond Hydrophobic
Bump
(kJ/mol)

Racemosin PHE108, LEU83, LEUS87,
(155148) -182,5 ASN198 ALA201, LEU111, PRO90,

LEU104

PHE108, ALA201, ILE205,
Racemosinine A 1748 'S‘nglgg IL\:I—|EE-|;19943, LEU89, PRO90, MET193, ?Iig?fl;z
(46872348) TYR192 TYR192, PHE194, LEU83, PHE203

LEU87
THR82, PRO202, PHE108,

THR82, GLNT9, LEUS3, LYS38, PHE203,  ARG39, ASNS6,

Racemosinine B 101,05 ASP37, THRS2,

(46872349) ARG39, LEU111, PHE194
PHE194 ALA201, ILE205
LEUS87, ALA201, LEUS83,
Cholesterol -247 TRP27, PHE108
PEMBAHASAN

Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1) merupakan protein transmembrane yang berperan penting
dalam transport kolesterol, vitamin E, sphingomyelin, dan vitamin K. Protein NPC1L1 memiliki
struktur yang terdiri atas 3 domain yakni domain terminal NH2, domain karboksil (C-terminal)
dan domain | yang disebut sebagai domain CTD, serta 13 protein transmembrane. Pada struktur
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NPC1L1, kolesterol berikatan di daerah sterol sensing domain (SSD), dengan gugus hidroksil
kolesterol larut dan berikatan dengan NPC2 (Garcia-Calvo et al., 2005; He et al., 2014; Liu et
al., 2022; Long et al., 2021; Ontawong et al., 2019; Poongavanam et al., 2019; Qian et al., 2020;
R. Zhang et al., 2022). Pada penelitian ini, didapatkan kolesterol berikatan pada beberapa residu
Leu87, Ala201, Leu83, Trp27, dan Phel08. Residu ini berdasarkan penelitian sebelumnya
teridentifikasi merupakan daerah sterol — sensing domain, yakni sisi aktif ikatan kolesterol.
Menariknya, senyawa racemosin, racemosinin A dan racemosinin B teridentifikasi mengikat
protein di sisi aktif yang sama dengan kolesterol. Hal ini menyebabkan kolesterol tidak dapat
berikatan dengan reseptor NPC1L1 dan secara tidak langsung menghambat absorbs kolesterol.
Berdasarkan skor docking, senyawa racemosin menghasilkan energi yang lebih rendah dari
senyawa racemosinin A dan B. Semakin rendah nilai skor docking maka semakin kuat interaksi
antara senyawa dengan protein NPC1L1 (Bare, Yohanes; Sari, DRT; Ujiana, Wa Ode; Ra’O,
PYS; Pada, 2022; Bare, Timba, et al., 2022; Primiani et al., 2022; Sari, Pranoto, & Azkiyah,
2022; Sari, Pranoto, & Krisnamurti, 2022; Sari, Yusuf, et al., 2022; Sari & Krisnamurti, 2022;
Sundari et al., 2022). Beberapa inhibitor telah dikembangkan dalam menghambat NPC1L1,
diantaranya traditional Chinese medicine (TCM), dan ezetimibe. senyawa asam salvianolat,
salah satu senyawa yang terkandung dalam TCM mampu menghambat NPC1L1 pada residu
inhibitor yakni Leu52, Ser53, dan Thr106, yang juga teridentifikasi pada ezetimib (Chien et al.,
2016; Gutiérrez-Grijalva et al., 2018; Zheng et al., 2020). Senyawa pyrazole analog 24 dan
fomiroid juga teridentifikasi menghambat penyerapan kolesterol melalui pengeblokan NPC1L1
secara in vitro (R. Zhang et al., 2022). Beberapa senyawa dari bahan herbal dilaporkan
menurunkan kadar kolesterol. Senyawa bioaktif kulit kopi arabika menurunkan Kkolesterol
intestinal melalui penurunan ekspresi NPC1L1 di liver (Ontawong et al., 2019; Qian et al.,
2020). Fomiroid A juga diketahui secara signifikan menurunkan pembentukan kolesterol ester
dan mengeblok penyerapan kolesterol dengan menghambat NPC1L1 (R. Zhang et al., 2022).
Cyanidin-3-glukosida dan peonidin — 3- glukosida juga dilaporkan menurunkan kolesterol bebas
pada sel Caco2. Selain itu peptida yang terkandung dalam kedelai hitam dan kacang polong juga
berpotensi sebagai inhibitor NPC1L1 (R. Zhang et al., 2022).

SIMPULAN

Berdasarkan kajian in silico dengan pendekatan molekuler docking disimpulkan bahwa senyawa
racemosin, racemosinin A, dan racemosinin B berpotensi sebagai inhibitor NPC1L1, sehingga
dapat menurunkan kadar penyerapan kolesterol dalam intestinal. Daerah pengeblokan NPC1L1
ketiga senyawa anggur laut yaitu di daerah masuknya kolesterol pada protein NPCI1L1.
Penelitian ini didukung oleh pendanaan Universitas Ibrahimy Tahun 2023.
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