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ABSTRAK

Pendahuluan: Aktivitas neurotransmitter asetilkolin memegang peran krusial dalam fungsi sistem saraf pusat manusia.
Penurunan kadar asetilkolin merupakan karakteristik utama pada penyakit Alzheimer, yang dipicu oleh akumulasi plak beta-
amiloid dan neurofibrillary tangles dari protein tau. Penurunan ini secara signifikan berkontribusi terhadap penurunan fungsi
kognitif yang teramati pada penderita Alzheimer. Tujuan: Untuk menentukan energi pengikatan dan konstanta penghambatan
pada interaksi protein asetilkolin dan asetilkolinesterase dengan senyawa Alfa Tokoferol dan Asam Oleat. Metode: Analisis i
silico menggunakan metode doking molekuler dengan Software Autodock Tools dan Marvin Sketch. Hasil analisis docking
selanjutnya divisualisasikan menggunakan Soffware Discovery Studio dan LigandScont. Hasil: Energi pengikatan dan konstanta
penghambatan dari asetilkolin terhadap asam oleat dan alfa tokoferol adalah -4.96 kcal/mol dan 229.99 uM dan -6,35 kcal/mol
dan 22,13 uM. Energi pengikatan dan konstanta penghambatan dari asetilkolinesterase terhadap asam oleat dan alfa tokoferol
adalah -5.11 kcal/mol dan 179.45 uM dan -8.35 kcal/mol dan 0.75845 uM. Kesimpulan: Asam oleat dan Alfa tokoferol
memiliki ikatan dan dapat berinteraksi dengan protein asetilkolin dan asetilkolinesterase.

Kata kunci: Alzheimer, Asetilkolin, Asam Oleat, Alfa Tokoferol, Doking Molekuler

ABSTRACT

Introduction: The activity of the neurotransmitter acetylcholine plays a crucial role in the function of the human central nervous system. Decreased
acetylcholine levels are a crucial characteristic of Alzheimer’s disease, triggered by the accumulation of beta-amyloid plagues and neurofibrillary tangles
of tan protein. This decrease significantly contributes to the decline in cognitive function observed in Alzheimer’s patients. Objective: To determine
the binding energy and inhibition constant on the interaction of acetylcholine and acetylcholinesterase proteins with Alpha Tocopherol and Oleic Acid
compounds. Methods: In silico analysis using molecular docking method with Autodock Tools and Marvin Sketch software. Then, the results of the
docking analysis were visualized using Discovery Studio and LigandScont software. Results: The binding energy and inbibition constant of
acetyleholine to oleic acid and alpha-tocopherol were -4.96 kcal) mol and 229.99 uM and -6.35 kcal/ mol and 22.13 ub, respectively. The binding
energy and inhibition constant of acetyleholinesterase towards oleic acid and alpha-tocopherol were -5.11 kcal/ mol and 179.45 uM and -8.35
kcal/ mol and 0.75845 ubl, respectively. Conclusion: Oleic acid and Alpha tocopherol have bonded and can interact with acetylcholine and
acetylcholinesterase proteins.
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PENDAHULUAN

Penyakit Alzheimer adalah gangguan neurodegeneratif progresif yang paling umum menyebabkan
demensia. Penyakit ini mengakibatkan kerusakan pada sel-sel otak yang menyebabkan penurunan
kemampuan kognitif, seperti ingatan, berpikir, dan berperilaku'. Kondisi tersebut mempengaruhi sekitar
10% dati mereka yang berusia 65 tahun ke atas di seluruh dunia®. Sedangkan di Indonesia kasus Alzheimer
diperkirakan sebesar 1,2 juta kasus pada tahun 2015, dan meningkat sekitar 1.894.000 kasus pada tahun
2030 dan akan terus berlanjut menjadi 3.980.000 pada tahun 2050°.
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Penyakit Alzheimer berkaitan dengan penurunan kadar asetilkolin yang disebabkan oleh plak
amiloid dan kekusutan protein tau, yang merupakan ciri khas penyakit Alzheimer® . Hal ini kemudian
berkontribusi pada penurunan kognitif dan perubahan perilaku yang terlihat pada penderita penyakit
Alzheimer®. Selain itu juga muncul gejala seperti kehilangan ingatan, penurunan kognitif, disorientasi,
kesulitan berbicara, dan kelainan suasana hati dan perilaku’.

Hubungan antara asetilkolin (ACh), asetilkolinesterase (AChE) dan neurogenesis merupakan
subjek yang sangat kompleks dan menarik dalam ranah neurobiologi’. Asetilkolin yang merupakan
neurotransmiter, memiliki peran yang sangat penting dalam mendorong neurogenesis dengan memicu
proliferasi dan diferensiasi sel punca saraf, terutama melalui interaksinya dengan reseptor nikotinik. Hal
ini bermanifestasi di berbagai wilayah otak, terutama hipokampus, yang merupakan bagian integral dari
proses pembelajaran dan memori’. Selain itu, ACh berkontribusi pada kelangsungan hidup neuron baru
dengan melindunginya dari kematian sel terprogram atau apoprosis. Enzim AChE berperan penting dalam
mengatur tingkat ACh dengan mendegradasinya. Ini menciptakan kontrol yang kompleks terhadap sinyal
dan fungsi saraf’. Dampak AChE terhadap neurogenesis melibatkan banyak aspek. Penelitian
menunjukkan bahwa penghambatan AChE dengan kadar sedang dapat meningkatkan neurogenesis
melalui perpanjangan sinyal ACh”'"'">. Namun, penghambatan AChE yang betlebihan dapat berakibat
merusak, menyebabkan stimulasi berlebihan dari reseptor ACh dapat mengganggu aktivitas neuron”.

Asetilkolin (ACh) memainkan peran penting sebagai neurotransmitter dalam sistem saraf pusat
(SSP), berkontribusi terhadap berbagai proses kognitif, pembentukan memori, dan kontrol motorik'*.
ACh disintesis di terminal saraf, berkat pengaruh katalitik kolin asetiltransferase (CAT). Transmisi sinyal
otak selanjutnya difasilitasi oleh kombinasi asetil koenzim A dan kolin, yang memulai proses ini. Ketika
distimulasi, asetilkolin (ACh) dilepaskan dari terminal saraf ke celah sinaptik, berfungsi sebagai
neurotransmitter. Aktivitas zat dipengaruhi oleh dua kategori reseptor utama: reseptor nikotinik dan
muskarinik. Reseptor nikotinik, yang responsif terhadap nikotin, sebagian besar terletak di otot rangka,
sedangkan reseptor muskarinik, yang diaktifkan oleh muskarin, tersebar di berbagai jaringan dan
organ'>'’. Penyakit neurodegeneratif seperti Alzheimer menunjukkan penurunan aktivitas kolinergik,
yang mengakibatkan penurunan fungsi kognitif'.

Efek dari disregulasi kadar ACh pada penyakit seperti Alzheimer sangatlah signifikan. Penurunan
transmisi kolinergik pada individu dengan penyakit Alzheimer dikaitkan dengan penurunan kognitif.
Memahami mekanisme di balik perubahan kadar ACh menawarkan kemungkinan tindakan untuk
mengurangi gejala dan memperlambat perkembangan penyakit’.

Asetilkolinesterase (AChE), sebagai enzim yang bertanggung jawab atas pemecahan asetilkolin
(ACh), memainkan fungsi penting dalam regulasi sinyal kolinergik'’. Penyakit neurodegeneratif
menunjukkan peningkatan aktivitas AChE, yang memperburuk penurunan kadar ACh. Peningkatan
aktivitas asetilkolinesterase (AChE) menyebabkan peningkatan degradasi asetilkolin (ACh), yang pada
gilirannya berdampak negatif terhadap transmisi saraf'®.

Asam oleat dapat merangsang neurogenesis, dengan mengaktifkan reseptor otak tertentu yang
memfasilitasi proliferasi neuron baru". Hal ini tidak hanya meningkatkan fungsi kognitif dan memori,
tetapi juga memberikan peluang baru untuk pemrosesan informasi”. Selain itu, asam oleat bertindak
sebagai pelindung terhadap risiko neurodegeneratif, menunjukkan karakteristik anti-inflamasi yang dapat
meringankan peradangan otak yang persisten, sehingga melindungi terhadap kerusakan kognitif*'.

Alfa tokoferol juga dikenal sebagai vitamin E, muncul sebagai antioksidan kuat pada tahap
alternatif. Otak berperan penting dalam menangkal radikal bebas, melindungi neuron dari kerusakan
oksidatif, dan menjaga fungsi otak tetap optimal®. Selain sifat antioksidannya, alfa tokoferol berperan
dalam menjaga struktur membran sel, terutama yang terdapat pada neuron. Hal ini penting untuk
memastikan fungsi normal dan transmisi sinyal pada sistem saraf. Alfa tokoferol, mirip dengan asam
oleat, berpotensi meningkatkan memori dan fungsi kognitif dengan melindungi neuron dan
meningkatkan interaksi sel otak™. Selain itu, alfa tokoferol meningkatkan kesehatan otak dengan
mereplikasi efek anti-inflamasi asam oleat, yang mungkin melindungi terhadap penyakit
neurodegenerative™.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis interaksi molekuler antara alfa tokoferol dan asam
oleat dengan protein asetilkolin (ACh) dan asetilkolinesterase (AChE) dalam kerangka studi doking
molekuler.
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METODE PENELITIAN

Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode Iz Si/ico dengan melakukan simulasi
molekuler antara protein Asetilkolin dan Asetilkolinesterase dengan ligan Asam oleat dan Alfa tokoferol.
Ligan dipilih berdasarkan hasil literatur riview yaitu asam oleat dan alfa tokoferol. Selanjutnya protein
target yang dipilih adalah protein yang berperan dalam neurotransmitter otak yaitu protein Asetilkolin
dan Asetilkolinesterase. Doking molekuler terdiri atas tiga tahap yaitu preparasi ligan dan protein,
pembuatan books imajiner, dan doking,.

Tahap pertama diawali dengan pencarian sekuens asam amino penyusun protein ligan diperoleh
dari Uniprot (https://www.uniprot.org/) dalam bentuk *.pdb kemudian menghilangkan molekul air,
tambahkan muatan, buang pelarut dan membuang native ligan atau ligan lainnya dengan menggunakan
Autodock tools.

Tahapan kedua pencarian struktur 3D komponen senyawa asam oleat dan alfa tokoferol dan
protein target diperoleh dari PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Selanjutnya, struktur 3D
dari berbagai senyawa tersebut dalam bentuk format file *.sdf, akan dikonversi menjadi file *.pdb dengan
menggunakan software Marvin Sketch.

Selanjtunya, Struktur 3D dari protein target diprediksi menggunakan Awfodock tools dengan
metode X-ray Method. Struktur 3D protein kemudian divalidasi dengan menggunakan Aufodock tools.
Simulasi doking antara senyawa asam oleat dan alfa tokoferol dengan protein ACh dan AChE dengan
software Autodock tools. Protokol doking terdiri atas tiga tahap visualisasi, yaitu preparasi ligan dan protein,
pembuatan boks imajiner, dan doking. Hasil doking kemudian divisualisasikan dengan software discovery
studio dan LigandS cont.

Analisis interaksi antara protein dengan ligan dilakukan untuk melihat jumlah dan jenis ikatan
yang terbentuk, seperti ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik, dan ikatan van Der Waals. Hasil analisa data
dalam bentuk doking dua dan tiga dimensi yang menampilkan jumlah dan jenis ikatan, energi pengikatan,
konstanta penghambatan dan titik interaksi antara senyawa aktif dengan protein target. Penarikan
kesimpulan berdasarkan hasil jumlah energi pengikatan, konstanta penghambatan, titik interaksi senyawa
aktif ligan dan protein target.

HASIL PENELITIAN
Gambar 1. Struktur 3D protein

B.
Keterangan: A) Asetilkolin, B) Asetilkolinesterase
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Gambar 2. Struktur 2D ligan

C.
Keterangan: A) Asam oleat, B) Alfa tokoferol, C) Donepezil

Table 1. Hasil analisis interaksi antara protein dan ligan

Kompon ACh AChE
e TEP KP  EP  KP
Bioaktif ol @M)  (keal @M
/mol /mol
) )
Asam  -496 22999 -511 179.45
Oleat
Alfa  -635 2213 -8.35 0.7584
Tokofer 5
ol
Donepez -7.10 625 -9.80 0.0658
il

Keterangan: EP= Energi Pengikatan; KP= Konstanta Penghambatan

Gambar 3. Visualisasi 3D ligan-protein
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F. \.
Keterangan: A) Asam oleat-Ach, B) Alfa tokoferol-Ach, C) Asam oleat-AchE, D) Alfa tokoferol-AChE,
E) Donepezil-ACh, F) Donepezil-AchE

Gambar 4. Visualisasi 2D ligan-protein
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Keterangan: A) Asam oleat-Ach, B) Alfa tokoferol-Ach, C) Asam oleat-AchE, D) Alfa tokoferol-AChE,
E) Donepezil-ACh, F) Donepezil-AchE

PEMBAHASAN

Gambar 1. Tahap awal dari molekuler doking pada penelitian ini adalah persiapan struktur
makromolekul protein ligan. Fungsi dari persiapan ini adalah untuk memisahkan protein yang diinginkan
dari residu yang lain. Pencarian struktur ligan diunduh melalui situs web https://www.uniprot.org
dengan kode ID: 8DT7 Asetilkoline, ID : 5TVC Asetilkolinesterase. Setelah protein diunduh, preparasi
protein dilakukan dengan menggunakan aplikasi Autodock tools untuk menghilangkan residu berupa atom
hidrogen non-polar, molekul air, serta pemisahan reseptor dan ligan. Hal ini dilakukan untuk melihat
interaksi ligan dan protein di dalam ruang hampa.
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Gambar 2. Selanjutnya  hasil  preparasi ligan yang diunduh  melalui = situs

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ dengan kode ID: 445639 Asam oleat, ID: 14985 Alfa tokoferol.

Berdasarkan (Gambar 3) dari hasil visualisasi 3D ligan-protein maka diperoleh energi pengikatan dan
konstanta penghambatan (Tabel 1). Berdasarkan hasil doking molekuler yang dilakukan, hasil energi
pengikatan senyawa asam oleat dan alfa tokoferol pada protein ACh dan AChE memiliki nilai negatif.
Dari hasil doking yang dilakukan semakin negatif hasil yang di dapat maka semakin kuat pula ikatan ligan
dan protein tersebut®. Pada hasil penelitian ini menunjukkan bahwa alfa tokoferol memiliki energi
pengikatan terhadap ACh dan AChE yang paling mendekati dengan energi pengikatan donepezil terhadap
ACh dan AChE. Donepezil merupakan obat standard memiliki ikatan terhadap protein AChE yang lebih
kuat®. Pada hasil konstanta penghambatan, senyawa yang memiliki nilai di bawah 100 mikromolar dapat
disebut sebagai pofent inhibitor. Sedangkan senyawa yang memiliki nilai diatas 100 mikromolar disebut
sebagai nonpotent inhibitor’’. Potent inhibitor memiliki arti bahwa senyawa tersebut memiliki kemampuan
tinggi untuk berinteraksi dengan protein target®™. Senyawa Alfa tokoferol dapat disebut sebagai potent
inhibitor terthadap AChE.

Penelitian 7z silico tentang efek asam oleat terhadap aktivitas asetilkolin belum dilaporkan. Tetapi,
dari hasil penelitian yang dilakukan oleh Yohanes et al. 2017 menyatakan bahwa adanya pengaruh
pemberian dari asam oleat terhadap penghambatan aktivitas enzim AChE yang telah terbukti melalui s#zd:
in vitro®.

Gambar 4. Pada protein ACh senyawa asam oleat dan alfa tokoferol tidak memiliki asam amino
residu yang sama. Hal ini menunjukkan bahwa actve site dari kedua senyawa ini terhadap protein ACh
tersebar di permukaan protein. Pada protein AChE, senyawa asam oleat, alfa tokoferol dan donepezil
memiliki asam amino yang sama pada TYR341, TRP286, HIS287, TYR72. Hal ini menunjukkan bahwa
asam oleat dan alfa tokoferol mempunyai 4 active site yang sama. Situs aktif (active site/ binding site) adalah
area spesifik pada suatu kelompok makromolekul dimana senyawa aktif berikatan dan bereaksi terhadap
tempat suatu makromolekul™. Dari analisa ikatan hydrogen antara ligan dan protein didapatkan bahwa
senyawa donepezil dan ACh memiliki ikatan hydrogen yang paling banyak yaitu 5 senyawa, hal ini
menandakan semakin banyak ikatan hydrogen yang teridentifikasi maka semakin kuat struktur yang
terbentuk®.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dan pembahasan yang telah dipaparkan mengenai hubungan
antara alfa tokoferol dan asam oleat, maka disimpulkan bahwa terdapat ikatan dan interaksi antara
senyawa asam oleat serta alfa tokoferol terhadap protein asetilkolin dan asetilkolinesterase. Pada analisa
doking molekuler, asam oleat dan alfa tokoferol terhadap protein ACh memiliki satu ikatan hidrogen
ARG 46 dan GLN 181, serta kedua senyawa memiliki situs aktif yang sama pada AChE yaitu yang sama
yaitu HIS 287, TRP 286, TYR 341, TYR 72 dan tidak memililki ikatan hidrogen.
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