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BABI
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Keanekaragaman tumbuhan di Indonesia mempunyai potensi
untuk dapat dikembangkan sebagai bahan alam berkhasiat obat.
Bawang putih sejak lama digunakan oleh masyarakat untuk mengobati
beberapa penyakit. Bawang putih (Afjum sativum 1..) termasuk dalam
family Alliaceae yang telah dikenal ratusan tahun, dan dibudidayakan
untuk berbagai tujuan seperti kuliner, pengobatan maupun keagamaan.
Bawang putih menempati salah satu posisi teratas di antara sayuran
yang berkontribusi dalam pemeliharaan kesehatan manusia (Ayalew
dkk., 2015).

| Bawang putih telah dikenal selama ratusan tahun dan memiliki

banyak kualitas yang bermanfaat. Penggunaan bawang putih sebagai
promotor kesehatan dan agen terapeutik dalam pengobatan tradisional
telah berlangsung lebih dari 4000 tahun (Morales-Gonzalez dkk.,
2019). Bawang putih memiliki variasi yang cukup tinggi berdasarkan
aspek ukuran, bentuk, dan warna umbi, jumlah siung per umbi, ukuran
suing, aroma, dan kemampuan berbunga serat karakteristik daun (Devy
& Suprianto, 2007).

Terdapat lebih dari 600 sub-varietas bawang putih yang tersebar
di seluruh dunia (Owmar, 2013), dan Indonesia memiliki beberapa
kultivar bawang putih yang lebih unggul dibandingkan dengan bawang

putth impor dari negara lain baik dari segi aroma maupun rasa.
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Perbedaan varietas pada bawang putih juga dapat diketahui berdasarkan
skrining fitokimia kandungan metabolit sekunder pada masing-masing
varietas.

Bawang putih tunggal merupakan bawang yang secara
morfologi hanya tersusun dari satu umbi. Umbi tunggal yang terjadi
merupakan ekspresi stress lingkungan yang dialami oleh bawang
karena ketinggian tempat dan nutrisi dalam tanah. Berdasarkan
penelitian Pyjiastuti dkk. (2017) minyak bawang putih yang diberikan
secara oral selama 28 hari tidak menimbulkan toksisitas bagi
penggunanya. Minyak bawang putih tunggal juga bermanfaat untuk
meningkatkan aktivitas dan kapasitas fagositosis (Agnesa dkk., 2017a).
Kandungan senyawa aktif bawang putih tunggal diduga lima kali lebih
tinggi dibandingkan dengan bawang normal.

Kajian metabolit sekunder berupa senyawa aktif bawang putih
tunggal menjadi hal yang menarik untuk dilakukan. Metabolit sekunder
merupakan senyawa yang tidak diperlukan oleh suatu organisme untuk
kelangsungan hidup, namun memiliki dampak positif bagi kesehatan
bila dikonsumsi. Hasil penelitian kami mengenai karakterisasi
metabolit sekunder bawang putih tunggal melalui metode liguid
chromatography-mass specirometry (LC-MS), menunjukkan dalam
ekstrak kasar bawang putih tunggal mengandung banyak senyawa yang
bermanfaat bagi kesehatan. Hasil kuantifikasi kadar senyawa dengan
komposisi tertinggi dalam ekstrak menggunakan high-performance
liquid chromatography (HPLC) juga menunjukkan kandungan senyawa
pada bawang tunggal cukup tinggi.
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Beberapa penelitian menunjukkan senyawa bawang putih dapat
dimetabolisme dengan baik di dalam tubuh. Analisis senyawa bawang
putih dalam napas, plasma atau cairan lambung mengungkapkan
diallyl-disulfida, alil-mercaptan, metil-allyl sulfida mungkin
dimetabolisme pada manusia (Rosen dkk., 2000). Dalam studi lain alil-
metil-sulfon dan alil-metil-sulfoxide ditemukan di dalam perut, plasma,
jaringan hati dan urin dari mencit yang diberi makan dengan diallyl-
disulfida (Gupta & Porter, 2001; Liu & Yeh, 2002). Bawang putih juga
dapat menghambat sintesis trigliserida melalui penghambatan enzim
Fatty Acid Synthase (FAS) (Liu & Yeh, 2002).

Bawang putih melemahkan stres oksidatif dengan menghambat
hidrogen peroksida (H202) dan produksi anion superoksida (O2)
melalni penghambatan enzim anti-oksidatif superoksida dismutase
(SOD), katalase (CAT) dan glutathione peroksidase (GPx) (Farias-
Campomanes dkk., 2014). Penelitian lain menunjukkan bawang putih
dapat mengurangi tembaga-induced (Cu®) oksidasi low density
lipoprotein (LDL) (Numagami & Ohnishi, 2001). Bawang putih
berinteraksi dengan produksi nitrit oksida (NO), selain itu allicin
mampu menghambat ekspresi lipopolisakarida (LPS) diinduksi NO-
synthase (iNOS) dan S-ally! cysteine (Dirsch dkk., 1998).

Bawang putih dapat memediasi efek imunomodulator melalui
aktivitas fagositosis sel darah perifer pada mencit yang diinduksi
dengan LPS (Hodge dkk., 2002; Kyo dkk., 2001). Bawang putih diduga
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dapat menghambat nuclear factor kappa B (NF-kB) dan TNF-a serta
ekspresi molekul adhesi, Berdasarkan hal tersebut diduga bawang putih
dapat menghambat mekanisme penekanan proliferasi sel-sel otot polos
dan se] endotel pada mencit yang mengalami aterosklerosis.

Hiperkolesterolemia berhubungan erat dengan hiperlipidemia
dan hiperlipoproteinemia (Nelson, 2013). Hiperkolesterolemia dapat
terjadi akibat kelainan kadar lipoprotein dalam darah yang dalam
jangka panjang mempercepat kejadian aterosklerosis dan stroke yang
bermanifestasi dalam berbagai penyakit kardiovaskuler (Bantas dkk.,
2012). Jumlah penderita penyakit kardiovaskuler akibat aterosklerosis
di dunia pada tahun 2008 yang dinyatakan meninggal sebesar 31% atau
17.5 juta jiwa dan 80% karena serangan jantung dan stroke (World
Health Organization (WHO), 2011). Penyakit kardiovaskuler
diperkirakan pada tahun 2025 akan meningkat 80-90% di seluruh dunia
di negara maju maupun berkembang (Roth-Gregory dkk., 2015).

Aterosklerosis merupakan penyakit inflamasi karena
konsentrasi kolesterol plasima yang tinggi, khususnya pada kolesterol
LDL. LDL merupakan salah satu faktor risiko utama pada
aterosklerosis (Hansson, 2005). Aterosklerosis secara umum terjadi
pada tunika intima arteri. Pada arteri ini partikel LDL dapat mengalami
oksidasi (oxLDL) dan menjadi promotor aterogenesis (Rocha & Libby,
2009). LDL merupakan bentukan akhir yang akan diangkut dalam
serum dari sintesis berlebih kolestero] di dalam hati.

Biosintesis kolestero! diprekursori oleh squalene (Yoshioka
dkk., 2020) dan metabolisme kolesterol dimulai dari 2 karbon
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intermediet metabolik, asetil-CoA yang akan diregulasi menjadi
sejumlah reaksi enzimatik dan akhirnya menjadi kolesterol 27 molekul
karbon. Pembentukan asetil-CoA diperoleh dari katabolisme dari lipid,
karbohidrat, dan protein. asetil-CoA akan dikonversi oleh serangkaian
reaksi yang diawali dengan pembentukan 3-hydroxy-3-methyiglutaryl-
CoA (HMG-CoA). HMG-CoA kemudian dikonversi ke mevalonate
dengan enzim HMG-CoA reduktase atau HMGR, suatu enzim yang
terikat dalam retikulum endoplasma, RE). Reaksi yang dikatalis dengan
HMG-CoA reduktase untuk membatasi tingkat biosintesis kolesterol
(DeBose-Boyd, 2008).

Sampai saat ini penjelasan tentang dinamika bahan aktif atlicin
dan ajoene dalam metabolisme tubuh penderita hiperkolesterol belum
dilaporkan. Bahan aktif komplek allicin dan ajoene merupakan bahan
penting dalam menghambat pembentukan kolesterol melalui
penghambatan enzim HMG-CoA dan FAS (Borlinghaus dkk., 2014a).

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan maka rumusan
masalah yang akan diangkat pada tulisan ini adalah
1. Senyawa apa saja yang terkandung dalam ekstrak bawang putih
tunggal (Allium sativum)?
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2. Bagaimana potensi dan peran ekstrak bawang putih tunggal
(Allium sativum) terhadap penyakit metabolik baik secara in
silico maupun in vivo?

Tujuan dari penulisan ini adalah mengkaji peran ekstrak bawang

putih tunggal sebagai bahan lokal yang bermanfaat bagi kesehatan baik

secara studi iz silico maupun in vivo.

C. Metode Pemecahan Masalah

Metode pemecahan masalah pada tulisan ini adalah melalui
penelitian eksperimental. Hasil penelitian kemudian dikaitkan dengan
beberapa hasil penelitian dari artikel dengan topik yang terkait.
Beberapa artikel hasil penelitian tentang ekstrak bawang putih serta
pengaruhnya terhadap penyakit metabolisme dikumpulkan dari
penerbit publikasi untuk dijadikan sumber rujukan.

Pada penulisan ini akan mengkaji beberapa hal mengenai
karakterisasi ekstrak bawang putih tunggal, peran ekstrak bawang putih
tunggal sebagai antibakteri, pendugaan potensi senyawa ekstrak
bawang putih tunggal melalui studi komputasi, dan peran ekstrak
bawang putih tunggal dalam kasus inflamasi berdasarkan dengan hasil
penelitian dan didukung dengan teori dari beberapa hasil penelitian lain
yang berhubungan. Hal-hal yang akan dikaji untuk melihat potensi
ekstrak bawang putih tunggal adalah 1) karakteristik senyawa
berdasarkan hasil analisa LCMS dan HPLC; 2) studi antibakteri melalui
uji zona hambat, 3) membuat preparat imunohistokimia (IHK) untﬁk

menganalisis ekspresi sitokin proinflamasi; dan 4) analisis Sflow
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cytometry untuk menganalisis peran ekstrak bawang putih tunggal
sebagai anti-inflamasi.

Monograf ini diharapkan dapat menambah atau melengkapi
informasi tentang potensi ekstrak bawang putih tunggal dalam bidang
kesehatan. Informasi dalam monograf nantinya diharapkan banyak
digunakan oleh pemerintah dan masyarakat untuk bahan belajar
manfaat bawang putih tunggal dalam terapi penyakit metabolik.
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BABII

METABOLIT SEKUNDER PADA BAWANG PUTIH
TUNGGAL

Metabolit sekunder merupakan senyawa yang tidak diperlukan
oleh suatu organisme untuk kelangsungan hidup, namun berperan
penting dalam interaksi organisme dengan lingkungannya. Struktur
senyawa metabolit sekunder tersusun atas senyawa karbon yang unik
dengan konstituen spesifik dalam spesies tertentu, sehingga digunakan
juga dalam penentuan sistematis sebagai penanda untuk klasifikasi
botani (kemotaksonomi). Senyawa metabolit sekunder sering berbeda
antara individu dari populasi tanaman yang sama sehubungan dengan
jumlah dan jenisnya. Metabolit sekunder berasal dari berbagai famili
metabolit yang strukturmnya sangat dipengaruhi oleh induksi respon
stress lingkungan organisme baik secara biotik maupun abiotik.
Pemanfaatan metabolit sekunder terutama sebagai bahan kimia seperti
obat-obatan, wewangian, insektisida, dan bahan pewama dengan nilai
ekonomi yang tinggi (Nasim dkk., 2010; Pagare dkk., 2015).

Analisis metabolit sekunder telah banyak digunakan untuk
mengklasifikasikan metabolit berdasarkan studi profil metabolit, yang
memungkinkan analisis secara cepat dari data kompleks dan
identifikasi senyawa baru. Salah satu metode yang umum digunakan
untuk pembuatan profil metabolit dengan analisis metabolit yang lebih
komprehensif menggunakan teknologi LC-MS. Keuntungan paling
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utama dari penggunaan LC-MS adalah sensitivitas tinggi dan
kemampuan tinggi dan mengkonfirmasi identitas komponen yang ada
dalam sampel biologis yang kompleks, serta deteksi dan identifikasi
senyawa baru yang tidak diketahui (Kim dkk., 2016; Viette dkk., 2012).
Metode analisis lain yang banyak digunakan untuk mengidentifikasi
dan karakterisasi metabolit sekunder menggunakan HPLC. HPLC
merupakan teknik kromatografi yang digunakan dalam analisis
fitokimia untuk mengidentifikasi, mengukur, memisahkan, dan
memurnikan suatu komponen senyawa dalam campuran. Penggunaan
HPLC untuk karakterisasi dan kuantifikasi metabolit sekunder dalam
ekstrak tanaman, terutama senyawa fenol, steroid, flavonoid, alkaloid
(Boligon & Linde, 2014). Metabolit sekunder pada berbagai jenis
bawang putih dapat dianalisis menggunakan metode LC-MS atau
HPLC.

A. Hasil LC-MS dan HPLC Bawang Putih Tunggal

Bawang tungga! atau bawang lanang merupakan tanaman tropis
yang ditemukan di Indonesia, dan tumbuh pada kondisi lingkungan
yang ekstrim. Bawang tunggal termasuk jenis bawang putih dengan
kandungan sulfida yang lebih tinggi daripada bawang majemuk biasa
yang ditandai dengan aroma khas yang lebih kuat. Bawang tunggal
telah banyak digunakan sebagai obat herbal dengan berbagai manfaat
kesehatan (Arifah dkk., 2020b, Imawati dkk., 2019b).
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Gambar 2.1 Struktur kimia dari komponen organosulfur utama pada bawang putih.

Sumber: (Shang dkk., 2019)

Bawang tunggal mengandung senyawa organosulfur hidrofobik

utama berupa S-allyl-L-cysteine sulfoxide ataw alliin. Alliin akan
dikonversi menjadi allicin oleh alliinase (Gambar 2.1). Allicin
merupakan prekursor dari berbagai alil sulfida seperti dially! disulfide
(DADS), diallyl trisulfide (DATS), dialil sulfida (DAS), E-ajoene, Z-

ajoene, thicacrolein dan vinyldithiins (Arifah dkk., 2020b).
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Hasil LC-MS pada ekstrak bawang tunggal ditemukan 73 jenis
senyawa {(Gambar 2.2). Ditemukan 11 senyawa utama dengan
persentase terbesar berturut-turut adalah alliin sebesar 9,79 %, glukosa
sebesar 7,47 %, geraniol sebesar 6,31 %, B-sitosterol sebesar 4,55 %,
allicin sebesar 4,10 %, fruktosa sebesar 3,77%, ajoene sebesar 3,40 %,
kaempferol sebesar 3,34 %, rutin sebesar 3,33 %, campesterol sebesar
2,92 %, dan arabinose sebesar 2,75 % (Tabel 2.1). Persentase senyawa
aktif tertinggi yakni alliin yang merupakan senyawa aktif paling
dominan pada ekstrak bawang tunggal.

Alliin sebagai senyawa aktif dengan komposisi tertinggi pada
bawang tunggal menunjukkan retensi pada menit ke 3 dengan kadar
0,041 gram/mL, sedangkan allicin sebesar 0,026 gram/mL pada retensi
menit ke 3,7 dari hasil HPLC dengan standar alliin dan allicin (Gambar
2.3). Senyawa allicin menghasilkan senyawa turunan dari jalur
pembentukan thiosulfinat membentuk kelompok senyawa sulfur yakni
agjoene. Sedangkan hasil HPLC dengan standar senyawa Z gjoene dan
E ajoene menunjukkan retensi pada menit ke 11,16 dengan kadar 0,025
gram/mL untuk Z gjoene, dan retensi pada menit ke 18,21 dengan kadar
0,011gram/mL untuk £ gjoene (Gambar 2.4). Senyawa Z-gjoene dan E-
ajoene merupakan senyawa turunan dari allicin yang jumlahnya lebih
sedikit dibandingkan dengan kadar allicin dalam 1 mL ekstrak bawang
putih tunggal.
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Gambar 2.4 Kromatografi hasil HPLC esktrak bawang tunggal dengan standart Z-ajone dan E-ajoene




Tabel 2.1. Profil senyawa hasil LC-MS ekstrak bawang tunggal

N:;at]:er Nama Senyawa Ml::;:z:“ Comgz;ition
1 Acetaldehyde 44,05 0,10414
2 Ally! alcohol 58,08 0,75953
3 1,2 Epithiopropane 74,14 0,49931
4 Allyl mercaptan 74,14 2,25312
5 Dimethy] disulfide 94,2 0,22764
6 1 Hexanol 102,17 0,10571
7 o Aminobutyric acid 163,12 1,54121
8 2,5 Dimethylpyrazine 108,14 0,35812
9 2,6 Dimethylpyrazine 108,14 0,33458
10 2,5 Dimethy Ithiophene 112,19 0,42225
11 3 Methyl 2 cyclopentene 1 thione 112,19 0,25025
12 Isobuty] isothiocyanate 115,2 0,38396
13 2,5 Dimethyltetrahydrothiophene 116,22 0,22778
14 Succinic acid 11809 1,00512
15 Propyl disulfide 11824 0,39623
16 2 Methylbenzaldehyde 120,15 0,13046
17 1,3 Dithiane 120,24 0,70892
18 Ally] methyl disulfide 120,24 0,79578
19 Niacin 123,11 0,17336
20 4 Methyl 5 vinylthiazole 125,19 0,22523
21 2,3,4 Trithiapentane 126,26 0,21446
22 1,2 Dimercaptocyclopentane 134,26 0,24732
23 3 Ethy! 2,5 dimethylpyrazine 136,19 0,16655
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Number Nama Senyawa Motk (o
24 o Phellandrene 136,23 1,03184
25 p Hydroxybenzoic acid 138,12 0,85954
26 2 Vinyl 4H 1,3 dithiin 144,26 0,21313
27 3 Vinyl 1,2 dithiacyclohex 4 ene 144,26 0,31624
28 E 1 Propenyi allyl disulfide 146,27 0,46739
29 2 Propenyl 1 propeny! disulfide 146,27 0,15951
30 Aliyl propyl disulfide 148,29 0,54276
3l Arabinose 150,13 2,75112
32 Citral 152,23 1,73621
33 Allyl methy! trisulfide 152,30 0,48068
34 Geraniol 154,25 6,31333
35 Linalool 154,25 0,66285
36 Deoxyalliin 161,22 1,92941
37 1 Propeny! allyl thiosulfinate 162,27 0,99323
38 ; h ;'g’l‘i;t:;‘m“"ﬂﬁ"i‘: acids 1 162,27 045448
39 Allicin 162,27 4,10394
40 p Coumaric acid 164,16 0,75843
4] Rhamnose 164,16 2,62504
4?2 Ascorbic acid 176,12 0,79464
43 Alliin 177,22 9,78942
44 Cycloalliin 177,22 2,1715
45 Allyl trisulfide 178,34 0,35861
46 Caffeic acid 180,16 0,52889
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N::na:er Nama Seayawa Mﬁ;ﬂ; : Com&(‘)’;iﬁon
47 Fructose 180,16 3,7652
48 Glucose 180,16 746441
49 3,5 Diethyl 1,2,4 trithiolane 180,35 0,31064
50 Dimethy] diselenide 187,99 0,442
51 Ferulic acid 194,18 1,12908
52 Pantothenic acid 219,23 0,33324
53 Sinapic acid 22421 0,2532
54 Allixin 226,27 1,71738
55 Ajoene 2341 340016
56 Thiamin 265,35 0,22774
57 Apigenin 270,24 0,92884
58 Dially] hexasulfide 274,53 0,97922
59 Kaempferol 286,24 334211
60 Quercetin 302,24 2,39833
61 Diatlyl heptasulfide 300,6 0,79585
62 Myreetin 318,24 0,74666
63 Chlorogenic acid 354,31 1,12781
64 Allithiaming 354,49 1,54112
65 Riboflavin 376,36 0,22871
66 S (2 carboxypropvl) glutathione 393,41 2,26501
67 Campesterol 400,68 2,92136
68 B Sitosterol 414,71 4,55104
69 a Tocopherol 430,71 0,33579
70 24 Methylene cycloartanpl 440,74 1,21886
71 Isoquercitrin 464,38 2,48012
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Peak Nama Senyawa Berat Composition

Number Molekul (%)
72 B Carotene 536,87 0,18715
73 Rutin 610,52 3,33176

B. Hasil LC-MS Bawang Papua

Bawang Papua termasuk dalam varietas [okal bawang putih asli
Indonesia yang ditemukan di area Pegunungan Arfak, Papua. Bawang
Papua merupakan tanaman lokal yang ditanam sendiri oleh masyarakat
asli Papua secara turun-temurun dengan menggunakan sistem
pertanian tradisional. Bawang Papua mermiliki kandungan antioksidan
yang tinggi, dan memiliki banyak manfaat dalam bidang kesehatan
(Balqgis dkk., 2018). Hasil analisis LC-MS kandungan senyawa aktif
dalam bawang putih lokal Papua terdapat 78 senyawa aktif yang
dikategorikan sebagai senyawa organosulfur dan non-organosulfur
(Gambar 2.5). Ada 32 jenis senyawa organosulfur yang terkandung
dalam bawang putih lokal Papua dengan komposisi yang cukup tinggi,
yaitu alliin (6,734%), allicin (2,901%) dan ajoene (2,430%).
Sedangkan, 46 jenis sisa senyawa lainnya diklasifikasikan ke dalam
berbagai kelompok senyawa, antara lain saponin, flavonoid dan
steroid. Beberapa senyawa non-organosulfur yang mewakili sebagian
besar komposisi, yaitu erubosida B (5,280%) dari kelompok saponin,
geraniol (4,400%}) dari kelompok terpenoid dan isoeruboside (4,160%)
dari kelompok saponin (Tabel 2) (Balgis dkk., 2018).
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Tabel 2.2 Profil senyawa hasi! LC-MS ekstrak bawang Papua

N::f;‘ er Nama Senyawa Nﬁ) Tml Com([;;;ition
I Acetaldehyde 44,05 0,08907
2 Allyl alcohol 58,04 0,60499
3 1,2 Epithiopropane 74,14 0,39688
4 Ally] mercaptan 74,14 1,66197
5 Dimethy] disulfide 94,2 0,17055
6 1 Hexanol 102,17 0,07398
7 o Amirobutyric acid 103,12 1,11644
8 2,5 Dimethylpyrazine 108,14 0,25195
9 2,6 Dimethylpyrazine 108,14 0,31487
10 2,5 Dimethylthiophene 112,19 0,39655
11 3 Methyl 2 cyclopentene 1 thione 112,19 0,31474
12 Isobutyl isothiocyanate 1152 0,53526
13 2,5 Dimethyltetrahydrothiophene 116,22 0,20227
14 Succinic acid 118,09 0,86653
15 Propyl disulfide 118,24 0,44697
16 2 Methylbenzaldehyde 120,15 0,20915
17 1,3 Dithiane 120,24 0,62114
18 Ally]l methyl disulfide 120,24 0,67965
19 4 Methyl 5 vinylihiazole 125,19 0,29534
20 2,3,4 Trithiapentane 126,26 0,28809
21 1,2 Dimercaptocyclopentane 134,28 0,31022
22 3 Ethyl 2,5 dimethylpyrazine 136,1 0,25581
23 o Phellandrene 136,23 0,83866
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N::la:er Nama Senyawa M]::;gcutl Com(lzzsition
24 p Hydroxybenzoic acid 138,12 0,72260
25 2 Vinyl 4H 1,3 dithiin 144,26 0,28719
26 3 Vinyl 1,2 dithiacyclohex 4 ene 144,26 0,35664
27 E 1 Propenyl allyl disulfide 146,27 0,45845
28 2 Propenyl 1 propeny! disulfide 146,27 0,25108
29 Allyl propy] disulfide 148,29 0,50922
30 Citral 152,23 1,31310
31 Allyl methy! trisulfide 152,23 0,46741
32 Geraniol 154,25 4,39614
33 Linalaol 154,25 0,59011
34 Deoxyalliin 161,22 1,44324
35 1 Propeny] allyl thiosulfinate 162,27 0,81263
36 ;rggp;‘;fe:uff’ﬂm“‘mic acids 1 16202 044976
37 Allicin 162,02 2,90795
i8 p Coumaric acid 164,16 0,65451
39 Ascorbic acid 178,12 0,67888
40 Alliin 177,22 6,73756
41 Cycloalliin 171,22 1,60630
42 Allyl trisulfide 178,34 0,38518
43 Caffeic acid 180,04 0,49988
M4 3,5 Diethyl 1,24 trithiclane 180,01 0,35287
45 Dimethyl diselenide 187,99 0,44135
46 Ferulic acid 194,06 0,90415
47 Pantothenic acid 21923 0,36809
48  Sinapic acid 224,07 0,31418
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Number Nama Senyawa Mokl
49 Allixin 226,12 1,30042
50 Ajoene 2344 2,43390
51 Apigenin 270,24 0,76927
52 Diallyl hexasulfide 274,33 0,80321
33 Kaempferol 286,05 2,39480
54 Quercetin 302,24 1,75909
55 Diallyl heptasulfide 306,2 0,67970
56 Myricetin 318,04 0,64657
57 Chlorogenic acid 35431 0,90330
58 Allithiamine 354,49 1,18170
59 S (2 carboxypropyl) glutathione 393,41 1,66929
60 Campesterol 400,68 2.11139
61 Stigmasterol 412,37 2,57558
62 Diosgenin 414,62 3,52781
63 B Sitosterol 414,71 3.20911
64 Tigogenin 416,64 2,33208
65 Laxogenin 430,62 1,46028
66 a Tocopherol 430,71 0,3698]
67 Gitogenin 432,64 1,47004
68 24 Methylene cycioartanot 440,74 0,96463
69 Agigenin 448 32 1,69686
70 Isoquercitrin 464,38 1,81419
71 B Carotene 536,87 0,26969
72 Rutin 610,52 2,38783
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Peak Berat Composition

Number Nama Senyawa Molekul (%)
73 Eruboside Bl 10812 5728095
74 Isoeruboside 1080,54  4,16222
75 Sativoside R2 119731 177858
76 Protoeruboside B 12606 422690
77 Sativoside Rl 137747 349739
78 Sativoside Bl 142349 34738

C. Hasil LC-MS Bawang Mzajemuk

Bawang putih (bawang majemuk) terdiri dari 8 — 20 siung bawang
dalam 1 umbi utuh. Bawang putih merupakan bumbu yang umum
digunakan dengan banyak manfaat kesehatan, terutama karena beragam
senyawa bioaktifnya, seperti sulfida organik, saponin, senyawa fenolik,
dan polisakarida (Shang dkk., 2019). Hasil analisis LC-MS dari ekstrak
bawang majemuk 72 jenis senyawa (Gambar 5). Ditemukan 6 senyawa
utama organosulfur dengan kandungan tertinggi, meliputi Alfiin (6,73
%), Allicin (3,03 %), Ajoene (2,57 %), Cycloaliliin (1,77 %), Deoxyalliin
(1,61 | %), dan Allixin (1,47 %). Golongan senyawa steroid juga
ditemukan dalam kandungan yang cukup tinggi, yaitu Diosgenin (3,47
%), B-sitosterol (3,22 %), Tigogenin (2,29 %), Campesterol (2,26 %)
dan Agigenin (1,6 %).

Senyawa glikosida steviol ditemukan dengan kandungan tinggi,
meliputi  Eruboside-B1 (5,14 %), Sativoside-R2 (1,76 %),
Proteruboside-B1 (4,12 %), Sativoside-R1 (3,42 %), dan Sativoside-B1
(3,4 %). Senyawa lain yang ditemukan pada ekstrak bawang majemuk
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adalah golongan Flavonoid dengan kandungan tertinggi pada senyawa
Quercetin (1,92 %), Isoquercetin (2,52 %), dan Kaempferol (1,97 %).
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Gambar 2.6 Kromatografi hasil 1.C-MS ekstrak bawang majemuk



Tabel 2.3 Profil senyawa hasil LC-MS ekstrak bawang majemuk

Number Nams Senyawa T
1 Allyl alcohol 58,08 0,80471
2 1,2 Epithiopropane 74,141 0,60348
3 Allyl mercaptan - 74,141 1,82675
4 Dimethyl disulfide 94,19 0,38463
5 2,5 Dimethylpyrazine 108,144 0,46334
6 2,5 Dimethylthiophene 112,19 0,60316
7 3 Methyl 2 cyclopentene 1 thione 112,19 0,52466
8 Isobuty! isothiocyanate 115,194 0,73729
9 2,5 Dimethyltetrahydrothiophene 116,22 0,4153
10 Succinic acid 118,08 1,05761
11 Propy! disulfide 118,23 0,65192
12 2 Methylbenzaldehyde 120,15 042196
13 1,3 Dithiane 120,22 0,82033
14 Allyl methyl disulfide 120,22 0,87691
15 4 Methyl 5 vinylthiazole 125,189 0,5053
16 2,3,4 Trithiapentane 126,25 0,49828
17 1,2 Dimercaptocyclopentane 134,255 0,51969
18 3 Ethyl 2,5 dimethylpyrazine 136,1 0,46708
19 p Hydroxybenzoic acid 138,122 0,91843
20 Salicylic acid 138,122 0,39201
21 2 Vinyl 4H 1,3 dithiin 144,25 0,49742
22 3 Vinyl 1,2 dithiacvclohex 4 ene 144,25 0,56458
23 E 1 Propenyl ally! disulfide 144,266 0,66302
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N:::a:er Nama Senyawa Ml:s?.eiu}l Com(l‘),zsition
24 2 Propemnyl 1 propeny] disulfide 144,266 0,4625
25 Ally( propyl disulfide 148,282 0,71211
26 Arabinose 150,13 0,69727
27 Allyl methy! trisulfide 152,288 0,67168
28 Deoxyalliin 161,219 1,61525
29 1 Propenyl ally] thiosulfinate 162,265 1,00551
o 2P "];’epn;‘}‘*e:l:'r“ﬁ“"“‘mi" acidsl o) 265 0,65461
31 Allicin 162,265 3,03154
32 p Coumaric acid 164,16 0,85259
33 Rhamnose 164,157 1,00998
34 Alliin 177,218 6,73454
35 Cycloalliin 177,218 1,77292
36 Allyl trisulfide 178,326 0,59217
37 Caffeic acid 180,139 0,70307
38 3,5 Diethyl 1,2,4 trithiolane 180,342 0,56093
39 Dimethy] diselenide 187,99 0,64648
40 Ferulic acid 194,186 1,09398
41 Sinapic acid 224212 0,52352
42 Allixin 226,272 147715
43 Ajoene 234,39 2,57316
44 Apigenin 270,24 0,96357
45 Diallyl hexasulfide 274,506 0,99638
46 Kaempferol 286,239 2,53535
47 Quercetin 302,238 1,92066
48 Leucocyanidin 306,27 0,75288
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NE::a:er Nama Senyawa M]:ﬁ:aktxl Com(%:;ition
49  Diallyl heptasulfide 306,566 0,87695
50 Myricetin 318,237 0,84491
51 Chlorogenic acid 354,311 1,09316
52 S(2caboxypropyl) glutathione 393411 1,83383
53 Campesterol 400,691 2,26131
54 Stigmasterol 412,702 2,71016
55 Diosgenin 414,63 347363
56 B Sitosterol 414,718 3,32274
57 Tigogenin 416,646 2,29679
58 Lupeol 426,729 1,47015
59 B Amyrin 426,729 0,86381
60 Laxogenin 430,629 1.45381
61 o Tocopherol 420,381 0,57731
62 Gitogenin 432,645 1,46325
63 24 Methylene cycloartanol 440,756 1,15246
64 Agigenin 448,644 1,68257
65 Isoquercitrin 464,379 1,97393
66 B Carotene 536,88 0,4305
67 Rutin 610,521 2,52861
68 Eruboside Bl 1081209 514817
69 Sativeside R2 1197325 1,76159
70 Protoenuboside B1 1261,365 4,12897
71 Sativoside R1 1377481 3,42357
72 Sativoside B1 1423 506 340077
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D. Keunggulan Metabolit Sekunder pada Bawang Tunggal

Bawang putih telah digunakan sepanjang sejarah untuk keperluan
kuliner dan medis, karena karakteristik aroma khas dan rasa pedas, serta
beragam senyawa bioaktifnya (Bayan dkk., 2014; Morales-Gonzilez
dkk., 2019). Dalam beberapa dekade terakhir, telah banyak penelitian
menunjukkan fungsi biologis yang luar biasa dari bawang putih
meliputi imunomodulator, antioksidan, anti-inflamasi, anti-obesitas,
antikanker, antidiabetes, antibakteri, anti-fungi, proteksi saraf, proteksi
hepar, proteksi ginjal, proteksi sistem pencernaan, dan proteksi jantung
(Bayan dkk., 2014; Ragavan dkk., 2017; Shang dkk., 2019). Bawang
putih sejak lama digunakan oleh masyarakat untuk mengobati beragam
penyakit. Jenis bawang putih yang banyak digunakan oleh masyarakat
Asia sebagai bahan pengobatan alternatif adalah bawang tunggal.
Kandungan senyawa aktif pada bawang tunggal lebih tinggi, yaitu satu
siung bawang putih tunggal setara dengan 5-6 siung bawang putih biasa
(mawati dkk., 2019b).

Komponen aktif utama dari metabolit sekunder bawang putih
adalah senyawa organosulfur, meliputi diallyl thiosulfinate (allicin),
diallyl sulfide (DAS), diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide
(DATS), E/Z-ajoene, S-allyl -cysteine (SAC), dan S-allyl-cysteine
sulfoxide (alliin) (Arifah dkk., 2020b, Moutia dkk., 2018). Allicin
menjadi komponen utama yang bertanggung jawab atas aroma dan rasa
khas bawang putih serta memiliki efek paling besar terhadap fungsi
biologis bawang putih dalam bidang kesehatan (Mikaili dkk., 2013;
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Moutia dkk., 2018). Metabolit sekunder pada bawang tunggal memiliki
berbagai keunggulan dalam bidang kesehatan.

Keunggulan metabolit sekunder pada ekstrak bawang putih
tunggal sebagai antioksidan mampu menekan produksi reactive oxygen
species (ROS) pada mencit yang diberi diet tinggi lemak. Kandungan
S-allyl cysteine dari bawang tunggal mampu melindungi sel dari
kerusakan oksidatif, dan senyawa organosulfur pada bawang tunggal
dapat bertindak sebagai radical scavenger yang memiliki aktivitas
antioksidan untuk menghambat peroksidasi lipid, meningkatkan
aktivasi enzim SOD, katalase, dan GPx pada sel endotel pembuluh
darah (Imawati dkk., 2019b. Ekstrak bawang putih tunggal
mengandung sebagian besar organosulfur yang larut dalam minyak
seperti allicin, alliin dan ajoene. Allicin merupakan senyawa aktif yang
dapat meningkatkan aktivitas antioksidan endogen SOD. Peningkatan
aktivitas enzim antioksidan SOD dapat menurunkan kadar peroksida
lipid yang bertindak sebagai radikal bebas, serta dapat mengubah anion
superoksida radikal bebas (202™) menjadi H202, dan katalase akan
mendorong konversi H;02 menjadi H20 dan Oz. Adanya peningkatan
aktivitas SOD akan diikuti oleh peningkatan aktivitas enzim
antioksidan lain, yaitu GPx (Arifah dkk., 2020b).

Allicin dalam ekstrak bawang tunggal juga mampu berperan
sebagai anti-hiperkolesterolemia. Hiperkolesterolemia merupakan

kondisi peningkatan kolesterol dalam tubuh, terutama LDL.
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Mekanisme kerja Allicin untuk menurunkan kadar kolesterol dalam
darah dengan mengurangi sintesis kolesterol melalui penghambatan
HMGR, enzim yang berperan dalam mengkatalisis pembentukan
kolesterol. Allicin dan HMG-CoA memiliki kemiripan struktur,
sehingga allicin dapat menjadi penghambat kompetitif enzim HMGR
yang berdampak pada penurunan signifikan ox-LDL (Ilmawati dkk.,
2019b; Lestari & Rifa’i, 2018c¢).

Selain  keunggulannya sebagai  anti-hiperkolesterolemia,
metabolit sekunder bawang tungga! juga berperan sebagai anti-
aterosklerosis. Aterosklerosis terjadi karena disfungsi endotel berupa
plak aterosklerotik pada dinding pembuluh darah yang disebabkan oleh
akumulasi LDL yang memicu respon inflamasi pada arteri endotel. Plak
aterosklerotik ditandai oleh akumulasi vascular cell-adhesion molecule
! (VCAM-1), pembentukan sel busa, rekrutmen sel inflamasi, dan
ROS. Pada kondisi aterosklerosis, ekstrak bawang tunggal berperan
dalam. mengurangi ekspresi VCAM-1 yang diikuti dengan penurunan
respon inflamasi, penghambatan pembentukan LDL menjadi ox-LDL,
dan penurunan pembentukan sel busa sebagai karakteristik utama
aterosklerosis.

Selain HMGR, senyawa organosulfur pada bawang tunggal juga
mampu menghambat aktivitas enzim lipogenik dan kolesterogenik lain,
seperti enzim malat, FAS, dan glukosa 6-fosfat dehidrogenase. Ekstrak
bawang putih tunggal juga mengandung ajoene yang memiliki aktivitas
anti-trombosis dan anti-agregasi yang dapat mencegah pengikatan

trombosit pada reseptor fibrinogen sehingga mencegah pembentukan
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trombin pada aterosklerosis (Arifah dkk., 2020b; Ghofur, dkk., 2019;
Lestari & Rifa’i, 2019).

Aktivitas anti-inflamasi merupakan keunggulan lain dari
metabolit sekunder bawang tunggal. Studi pada mencit yang diinduksi
diet lemak tinggi menunjukkan bahwa terapi menggunakan ekstrak
bawang tunggal dapat mengurangi sekresi dan ekspresi sitokin
proinflamasi IL-6, melalui jalur pensinyalan IL-6/MEKS/ERKS
(Ilmawati dkk., 2019b). Allicin dalam ekstrak bawang tunggal juga
terbukti dapat menghambat aktivasi NF-xB yang akan memicu
penurunan kadar TNF-a. NF-xB merupakan faktor transkripsi yang
terlibat dalam sintesis sitokin proinflamasi TNF-a.

Selain itu, aktivitas Allicin dapat menekan efek ox-LDL yang
dimediasi oleh peningkatan kadar SOD pada sel dendritik dan reseptor
pada makrofag seperti Tol/l-like Receptor 4 (TLR4). Regulasi bawah
pada reseptor TLR4 juga dapat menurunkan produksi TNF-a (Arifah
dkk., 2020b). Pada studi yang sama, ekstrak bawang tunggal
memainkan peran dalam peningkatan aktivasi sel T-regulator (Treg)
yang diikuti dengan peningkatan produksi sitokin anti-inflamasi
interlenkin (IL)-10 dan transforming growth factor-beta (TGF-B).
Regulasi sel T-reg memainkan peran penting dalam memodulasi proses
pro-inflamasi menjadi anti-inflamasi (Lestari & Rifa’i, 2019).

Aktivitas imunostimulan juga ditunjukkan terdapat pada ekstrak
bawang putih tunggal pada mencit yang diinduksi Escherichia coli
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berdasarkan peningkatan aktivitas dan kapasitas fagositosis makrofag
serta penurunan berat limpa mencit. Jika terjadi invasi oleh bakteri di
dalam tubuh, respon imun bawaan (non-spesifik) akan melakukan
respon primer dengan memperbanyak jumlah efektornya seperti
makrofag, dan jika invasi terus berlanjut tubuh akan melakukan respon
imun sekunder dengan mengaktifkan respon imun adaptif (spesifik)
dengan memperbanyak jumlah efektornya seperti limfosit B dan
limfosit T.

Pengaktifan respon imun bawaan dan adaptif akan mempengaruhi
jumlah efektor respon imun tersebut yang pada akhirnya mempengaruhi
berat limpa. Pemberian ekstrak bawang putih tunggal pada mencit yang
dipapar dengan E. coli meningkatkan kemampuan fagositosis makrofag
yang mengindikasikan bahwa, respon imun bawaan dapat
menanggulangi invasi bakteri dan tubuh tidak melakukan respon
sekunder (respon imun adaptif tidak diaktifkan) sehingga berat limpa
tidak banyak berubah dari keadaan kedua respon imun inaktif (Agnesa
dkk., 2017b).

Keunggulan utama lainnya dari metabolit sekunder ekstrak
bawang tunggal adalah sebagai antibakteri. Hasil virtual screening dari
senyawa organosulfur pada bawang tunggal, menunjukkan bahwa
aktivitas antibakteri terbaik ditunjukkan oleh senyawa Alliin dengan
nilai afinitas pengikatan paling rendah pada sisi aktif enzim (UDP-3-0-
(R-3-hidroksimiristoyl)-N-asetilglukosamina  deasetilase  (LpxC).
Enzim LpxC merupakan target pengembangan antibiotik untuk gram
negatif Pseudomonas aeruginosa (Fitriana dkk,, 2018).
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Pengujian secara in-vitro pada P. aeruginosa juga menunjukkan
hasil yang sejalan bahwa ekstrak bawang putih tunggal dapat
menghambat pertumbuhan bakteri dan menyebabkan kerusakan pada
membran bakteri (Lestari dkk., 2018). Ekstrak bawang putih tunggal
juga dapat digunakan sebagai pengobatan alternatif untuk penyakit
infeksi kulit yang disebabkan infeksi bakteri S. awreus, dengan
menghambat pertumbuhannya (Gofur dkk., 2019). Metabolit sekunder
dari bawang tunggal memiliki beragam keunggulan di bidang kesehatan

yang harus terus dieksplorasi potensi dan mekanismenya
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BAB III
KAJIAN MOLECULAR DOCKING EKSTRAK BAWANG
PUTIH TUNGGAL SEBAGAI KANDIDAT HERBAL
MEDICINE POTENSIAL

Penemuan obat (drug discovery) adalah suatu awal dari proses
panjang kandidat obat baru ditemukan, Secara umum, penemuan obat
dimulai dengan diagnosis suatu penyakit dengan gejala yang dapat
mengurangi kualitas hidup seseorang. Secara konvensional, obat yang
diinginkan untuk mengurangi dampak gejala suatu penyakit adalah
dengan mengonsumsi obat-obatan dari bahan kimia (berupa bahan
kimia sederhana atau protein-protein kompleks).

Sifat obat yang diinginkan masyarakat yaitu, murah,
menguntungkan bagi perusahaan obat, dan kemungkinan resistensi obat
rendah. Dengan demikian, obat yang diinginkan adalah obat yang tidak
hanya berkhasiat dengan sedikit efek samping, tetapi juga memiliki
minimal efek negatif jangka panjang pada pasien, masyarakat,
lingkungan, serta meningkatkan produksi obat bagi produsen (pabrik).

Kepopuleran bicinformatika dalam kurun waktu 25 tahun
terakhir menjadi kunci sukses dalam penemuan obat dalam waktu
singkat dengan biaya rendah. Bioinformatika menjadi bidang baru yang
dikenal sebagai desain obat berdasarkan komputer (computer-aided
drug design/ CADD). Proses penemuan obat ditinjau dalam berbagai
aspek yaitu, secara proteomik, sekuensing genom, teknik prediksi
struktur dan pengembangan alat berbasis data pada database besar.

Secara umum, proses penemuan obat dapat digambarkan sebagai
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identifikasi dan validasi interaksi antara senyawa kimia pada suatu
target suatu penyakit.

Komponen-komponen penting dalam proses penemuan obat
dari senyawa kandidat termasuk pemodelan molekul, penemuan pola
mekanisme kinerja, prediksi struktur kimia, akses database pada suatu
sistemn besar yang heterogen dan pemodelan dari sistem. Setiap langkah
penemuan langkah harus melewati proses identifikasi target, validasi
target, pemilihan senyawa kandidat, optimasi senyawa dan metode
komputasi lainnya yang berbeda (Gambar 3.1).

Aunalisis sekuen gen. strubtur profein
dan jah metabolisme
Ideutifikasi Target |
/ Studi gen knoek-ont dan simitantas
i Skrining virtual, studi docking dan
Validasi Target peneiaan fannakofor
Studi QSAR dan QSPR dan studi
sinulasi dinamik
Identifikasi Senyawa
Optimasi Senyawa |+ Smudi Pre-klinis | Srudi Klinis E W;’:r Obat

Gambar 3.1 Alur Proses Penemuan Obat dengan Komponen Komputasi. Sumber:
(Xia, 2017)

A, Identifikasi Target
Identifikasi target obat yang akurat adalah langkah yang penting

dalam memulai mendesain pengembangan obat. Dalam prosesnya
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harus memahami pada tingkat molekuler dari penyakit tertentu,
termasuk pengambilan data dan dilanjutkan analisis urutan genom atau
proteome (dan penjelasannya), modifikasi pasca-translasi, struktur
sekunder, profil ekspresi dan jalur metabolisme. Tujuan utama dari
identifikasi target adalah untuk menemukan makromolekul yang dapat
menjadi target pengikatan untuk senyawa kandidat yang berpotensi
sebagai obat. Dengan bantuan alat bioinformatika dan database, jumlah
senyawa potensial untuk proses penemuan obat akan meningkat secara
eksponen.

Identifikasi target dapat diperoleh dan sekuen struktur
pengenalan homologi. Struktur protein merupakan sumber informasi
dari keanggotaan famili protein. Struktur protein secara dinamis
berevolusi dengan cepat, sehingga perlu dikenali karena mungkin
protein-protein tersebut menunjukkan struktur dan fungsi yang serupa.
Secara umum, protein yang diduga homolog diidentifikasi, urutannya
diselaraskan dan struktur tiga dimensi dimodelkan. Hal ini akan
membantu dalam mengusulkan sisi pengikatan dan fungsi molekuler.

Perangkat lunak yang dapat dirangkum sebagai penunjang analisis
bicinformatika untuk identifikasi target yaitu, Human Metabolome
Database (HMDB) untuk data metabolomik pada manusia, Protein
Data Bank (PDB) untuk data protein-protein, Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG), Gene Ontology, PantherDB, Reactome,
Biocarta untuk analisis jalur sintesis, PharmGKB untuk data
farmakogenomik, Protein Atlas untuk informasi ekspresi protein,

Comparative Toxicogenomics Database (CTD, dan Target-toxin
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atabase (T3DB) untuk database toksik, ChEMBL, dan Pubchem untuk
mendapatkan data struktur-struktur kimia,

B. Validasi Target

Tak kalah pentingnya seperti identifikasi target, langkah kedua
Jalam penemuan obat baru adalah validasi target karena merupakan
dasar dari eksplorasi obat yang sepenuhnya baru yang didapatkan dari
senyawa-senyawa tumbuhan. Hubungan antara target dengan senyawa
harus memiliki hubungan antar molekul yang kuat. Validasi target obat
adalah proses evaluasi biomolekul secara fisiologis, patologis dan
farmakologts, dan dilakukan pada tingkat molekuler, seluler pada
hewan. Peran target dalam jalu penyakit harus didefinisikan dengan
jelas, selanjutnya divalidasi secara bioinformatika.

Bioinformatika mempunyai peran penting dalam validasi target
dengan menghubungkan target terduga dengan senyawa vyang
ditawarkan. Dugaan tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan
perangkat lunak seperti Proteome Analyst untuk memprediksi lokalisasi
subseluler dan fungsi molekul protein. Fukaryotic Linear Motif (ELM)
adalah perangkat yang digunakan untuk pengaturan fosforilasi,
asetilasi, glikosilasi, penargetan kompartemen sel, interaksi protein-

protein dan berbagai modifikasi pasca-translasi lainnya.

C. Identifikasi Senyawa
Identifikasi senyawa adalah tantangan berikutnya setelah

identifikasi target dan validasi dalam serangkaian proses penemuan
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obat, Proses ini melibatkan identifikasi senyawa-senyawa aktif
(senyawa kimia) pada tumbuhan sebagai pelengkap target yang
menunjukkan aktivitas biotogis dan farmakologis yang diinginkan.

Dalam metode konvensional, skrining acak pada produk alami
(natural product) dan perpustakaan kimia (chemical library) memakan
banyak waktu dan mahal. Perangkat-perangkat lunak bioinformatika
mampu mengidentifikasi senyawa-senyawa tanaman melalui skrining
high throughput screening (HTS). HTS adalah pendekatan teknologi
tinggi untuk memilih senyawa-senyawa untuk target yang dipilih.
Program ini berpotensi untuk menskrining sekitar 10.000 senyawa per
hari, sedangkan Ultra High Throughput Screening (UHTS)
menskrining 10 kali HTS, yaitu 100.000 senyawa per hari.

Teknik in silico untuk identifikasi senyawa digunakan berdasarkan
kondisi target. Jika struktur target sudah diketahui, maka pemodelan
molekul digunakan untuk menemukan sisi aktif pengikatan
makromolekul, Setelah itu, senyawa-senyawa kandidat dirancang untuk
mampu masuk dan mengikat pada sisi pengikatan di makromolekul.
Beberapa perangkat berbasis data yang digunakan identifikasi
senyawa-senyawa adalah Chembank, PubChem, ZINC untuk informasi
senyawa kimia, Schrodinger dan Sybyl untuk skrining virtual, dan
Dragon untuk pendeskripsi molekuler.

D. Optimasi Senyawa

Output dari skrining senyawa biasanya disebut molekul hit, yang

telah ditunjukkan memiliki aktivitas spesifik pada protein target.

Skrining molekul hit membentuk dasar dari program kimia optimasi
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senyawa untuk meningkatkan potensi seri kimia pada protein target
obat utama. Selama penemuan senyawa, molekul fase juga disaring
dalam tes berbasis sel yang memprediksi keadaan penyakit dan pada
model hewan untuk mengkarakterisasi kemanjuran senyawa dan
kemungkinan profil keamanannya. Alur proses hingga terbentuknya
molekul hit dijelaskan pada Gambar 3.2.

Validasi .
Target Skrining Senyawa Pengujian sekunder Analisis i vivo

-

ai_/; ..

[y —
Eksperimentul *HTS & sknining I v & exvive  Farmokologi senyawa  *Kesclumatan din
level DNA, sel.  elotahare: berdasarkan  pengujian sekunder +Model efisiensi toksisitas preklinis
dan in vive untuk  rancangan struk tur (mekanistik) penyakil
identifikasi dun *Sintests senyawa *Up elektivitas dan  +Studi awal keamanan
vahidast farget untuk meningkalkan  Jighilitag dan toksisitas

stfat-siful senyawa

Gambar 3.2 Ringkasan Penemuan Obat Baru. (Sumber: Hughes dkk., 2011)

Optimasi senyawa dilakukan untuk meningkatkan potensi dan
selektivitas pada parameter farmakokinetik. Struktur-struktur kimia
senyawa digunakan sebagai awal untuk modifikasi. Selanjutnya,
mengidentifikasi properti Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion and Toxicity (ADMET). Molekul senyawa yang tidak
memiliki toksisitas dan tidak mutagenisitas, dianggap memiliki potensi

untuk digunakan sebagai molekul senyawa kandidat. Optimalisasi lebih
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lanjut menghasilkan kualitas molekul senyawa yang lebih baik.

Molekul-molekul senyawa ini selanjutnya dapat dikembangkan sebagai

obat dengan mengacu pada beberapa parameter berikut;

1.

Meninjau penyerapan oral, kelarutan untuk injeksi intravena dan
penetrasi sistem saraf pusat (SSP) yang sesuai.

Tidak ada kelompok fungsional (functional group) atau reaktivitas
kimia yang tidak diinginkan.

Desain dan sintesis pada perpustakaan kompleks yang berfokus
pada senyawa kandidat.

Konﬁrmasi structure-activity relationship (SAR) ada didalam
rangkaian bahan-bahan kimia.

Menetapkan arah target yang jelas untuk meningkatkan potensi dan
selektivitas  sambil mengurangi segala tanggung jawab
metabolisme,

Meningkatkan sifat senyawa seperti kebaruan, keragaman,
kemiripan obat, paten, sifat fisik dan skalabilitas.

Melakukan profil in-vitro termasuk potensi dan selektivitas
Melakukan profil in-vivo termasuk bioavailabilitas oral pada

hewan

ADMET praklinis termasuk metabolisme obat, penyerapan, dan

toksisitas.

E. Penemuan Obat Masa Depan

Tumbuhan banyak ditemukan di setiap lingkungan dengan

sebagian besar hidup di darat. Menghadapi banyak tekanan dan stres
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lingkungan, tanaman mengembangkan banyak senyawa atau molekul
untuk menangkal dan mengurangi dampak buruk lingkungan dan
serangan hewan. Senyawa-senyawa ini memberikan tanaman
kemampuan untuk mengeluarkan aroma, wama dan racun. Selain itu,
banyak temuan sejarah melaporkan penggunaan awal tanaman untuk
tujuan pengobatan.

Penemuan tanaman obat oleh manusia prasejarah melewati
proses trial and error yang diperlukan untuk meringankan manifestasi
penyakit. Sebelum munculnya tulisan dan rekaman sejarah,
pengetahuan seperti itu diturunkan dari generasi ke generasi melalui
mulut ke mulut untuk mengobati banyak kondisi patologis. Tantangan
saat ini untuk penggunaan produk alami (ratural product) meliputi, (1)
kurangnya prosedur standarisasi (2) kurangnya isolasi produk biokimia
atau senyawa murmni (3) kurangnya penjelasan mekanisme biologis (4)
mendokumentasikan uji klinis sesuai dengan ‘standar’. Mencari
kandidat obat baru dari produk alami sering dipersulit oleh
kompleksitas campuran molekuler. Aktivitas terapi dari ekstrak
tumbuhan biasanya karena aksi sinergis dan simultan dari beberapa
senyawa lainnya,

Proses penemuan dan pengembangan senyawa alami tanaman
sebagai kandidat obat dapat dicapai dengan kemajuan dalam teknik
komputasi. Dalam waktu singkat, target dapat ditemukan dengan
memodelkan proses genetik dan metabolisme, sehingga senyawa alami

dapat disintesis dan diuji hampir seluruhnya dalam komputer.
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Kemajuan dalam komputasi juga dapat memungkinkan solusi yang
mengambil proses dari identifikasi penyakit sampai uji klinis.

Pada bab ini akan jelaskan mengenai proses senyawa aktif bawang
putih tunggal sebagai kandidat inhibitor enzim HMG-KoA reduktase
dalam perannya sebagai katalisator utama pada biosintesis kolesterol.
1. Skrining Sifat Farmakokinetik Senyawa Bawang Putih Tunggal

Praduk alami/ Natural Product (NP) selalu memainkan peran
penting dalam penemuan obat sampai hari ini. Ini karena keduanya
berfungsi sebagai prinsip aktif dalam obat dan sebagai acuan (femplate)
untuk sintesis obat baru. Selain itu, proporsi obat yang baik yang telah
disetujui untuk uji klinis, adalah NP atau analognya. Fakta bahwa
semakin banyak obat yang gagal masuk pasar karena profil
farmakokinetik yang buruk, dan mengharuskan dimasukkannya
pertimbangan farmakokinetik pada tahap awal program penemuan obat.

Ini membutuhkan pencarian senyawa kandidat yang dapat dengan
mudah diserap secara oral, mudah diangkut ke lokasi aksi yang
diinginkan, tidak mudah dimetabolisme menjadi produk beracun
sebelum mencapai lokasi aksi yang ditargetkan dan mudah dihil angkan
dari tubuh sebelum diakumulasi dalam jumlah yang cukup yang dapat
menghasilkan efek samping yang merugikan. Jumlah dari properti yang
disebutkan di atas sering disebut sebagai properti ADMET (absorption,
distribution, metabolism, elimination, and foxicity).

Metode berbasis komputer telah digunakan dalam prediksi sifat
ADMET dari senyawa alami yang mengarah pada tahap awal

penemuan obat dan pendekatan tersebut menjadi semakin populer,
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Skrining senyawa pada bawang putih untuk uji farmakokinetik sebagai
langkah awal penemuan obat ditunjukkan pada Tabel 3.1. Prediksi
bioavailabilitas senyawa tergantung pada proses penyerapan
(absorptior) dan metabolisme di liver. Penyerapan pada gilirannya
tergantung pada kelarutan dan permeabilitas senyawa, serta interaksi
dengan transporter dan enzim metabolisme di dinding usus. Prosedur
perhitungan kelarutan yang. diterapkan tergantung pada kesamaan
ruang properti antara molekul yang diberikan dan analog yang paling
mirip.

Senyawa aktif bawang putih tunggal dapat diserap dalam usus
dengan baik dan dapat melalui membran selektif permeabilitas. Hasil
uji farmakokinetik menunjukkan senyawa aktif bawang putih tunggal
maupun obat kontrol bukan sebagai inhibitor ataupun substrat
CYP2D6. Ketiga senyawa bawang putih tunggal dan obat kontrol
diprediksi bahwa proses metabolisme pada hati dapat tertunda, sebab
metabolisme hepatik harus dikatalis oleh enzim golongan sitokrom
P450 (CYP), yaitu enzim CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 dan CYP2C19.
Diindikasikan senyawa aktif bawang putih tunggal akan dimetabolisme
melalui jalur lain.

Obat oral yang masuk ke dalam tubuh akan diekskresikan setelah
di metabolisme di dalam tubuh. Ketiga senyawa aktif bawang putih
tunggal dan obat kontrol memiliki nilai total clearance kurang dari <
1,5 ml/min, artinya senyawa aktif bawang putih tunggal dapat
diabsorpsi dan diekskresi tanpa meninggalkan residu dari obat. Ginjal
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memiliki organic cation transporters (OCTs) yang merupakan
transporter di ginjal, berfungsi mensekresikan obat ke urin dan
mengeliminasi obat dari plasma maupun dari ginjal. Hasil uji
menunjukkan bahwa senyawa bawang putih tunggal bukan substrat
dari OCT2 yang berarti tidak akan menghambat kerja dari OCT2,
sehingga molekul dapat diekskresi keseluruhan tanpa meninggalkan
residu. Penentuan toksisitas senyawa dilakukan dengan uji toksisitas
Ames, hasilnya menunjukkan senyawa aktif bawang putih tunggal dan
obat kontrol tidak memiliki potensi sifat mutagenik. Parameter
toksisitas lainnya adalah hepatotoksisitas, yang dapat menunjukkan
sifat toksik pada hati. Hati merupakan organ penting yang berperan
memelihara homeostasis gastrointestinal dan fungsi tubuh secara
umum, sehingga dalam perancangan farmakologi penting untuk
melakukan analisis hepatotoksisitas calon obat.

46 Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaatnya




Tabel 3.1 Ringkasan Farmakokinetik pada Bawang Putih Tunggal (A/lium sativum) Lokal Jawa Timur

Absorption Distribution Maabolism Excretion Toxicity
Permeabilitas ::;::‘i’:; g‘:ﬁ‘n’ffmm Blood Brain Total Subetrat
Parameter s¢l Caco-2 o m VD) pads Barrier CYP2D6  CYP2D6  Clearance o = Toksisitas
(Log Pappin  Pencemaan  (VDIp (BBB) Inhibitor  Subswrate  (log nal - AMES
106 c/s) manusia manusta (logBB) mlminkg) 0<%
(%6} (logL/kp}
Nilai < -]
N'l::'p: gl'gl(:)ffg Nilai>30%  Nilai>0,45 di:f‘;"“ o
e 56
Referensi cin/s terserap terserap dlls.mh'fs’ mifmindg) Tidzk Tidak
baik sempuma 1nge! Nilai > 0,3
siap
distribust
Alst 1,385 100 0,055 0,113 Tidak Tidak 0,359 Tidak Tidak
Mercaptan ' ’
Senyawa  Cyclo-alttin 0,543 87,507 -0,63 .0,353 Tidak Ya 0,277 Tidak Tidak
Allizin 1301 93,438 -0,008 0,193 Tidak Tidak 0,419 Tidak Tidak
Allicin 96.229 1316 -0.045 0.506 Tidak Tidak 0.714 Tidak Tidak
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Alltin

E-ajoene

Z-ajoene

Quercetin
Isoquercetin
Kaempferol
RO 485071

BVYT-2733

Kontrol

Ezetimibe

Statin

76.495
95.186
95. 186
77,207
4799
7429
92,32
1,641
1.641

60.451

0.619

1.329
1.329
-0,229
0,242
0,032
1,063

91,013

91,013

0.584

-0.553
0.083
0.083
1,359
1,844
1,274
1,331
0,436
-0,436

-D.584

02N
0.703
0.703
-1,098
-1,688
- 0939
0,776
0,017
007
0,304

Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Ya
Ya
Ya
Tidak

Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak

Tidak

0.365
0.538
0.538
0,407
0394
0477
1,026

0,334

0,334

0.291

-+ Tidak

Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
Tidak
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Hasil analisa ADMET menunjukkan bahwa kesepuluh senyawa
aktif bawang putih tunggal dan kontrol tidak menunjukkan sifat toksik
pada hati. Informasi penting dari ADMET adalah dosis LD50 yang
dihitung dalam hewan model tikus (Rattus  norvegicus).
Membandingkan dosis LD50, senyawa dengan dosis lebih rendah lebih
letal daripada senyawa yang memiliki LD50 lebih tinggi (Tabel
3.2).aktif bawang putih tunggal sebagai kandidat obat dilanjutkan ke
tahap molecular docking untuk melihat penambatan antara senyawa

dengan enzim atau protein target secara komputasi.

Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaamya 49




Tabel 3.2 LDs Senyawa Aktif Bawang Putih Tunggal (A/iem sativum) Lokal Jawa

Timur
Senyawa Median Lethal Dose
(LD30) (mgfkg)

Allyl Mercaptan 632

Cycloalliin 4000
Allixin 1000
Allicin 2,366
Altiin 2,051
E-ajoene 2472
Z-ajoene 2472
Quercetin 159

Isoquercetin 5000
Kaempferol 3919
Ezetimibe (Kontrol) 1350
RO 48-8071 {Kontrol) 1300
BVT-2733 (Konirol) 2201
Statin (Kontrol) 1.662

2. Identifikasi dan Validasi Target

Identifikasi dan Validasi target adalah hal yang menentukan yang
mengarah pada tujuan yang akan dicapai untuk mengurangi masalah
pada manusia. Manusia sekarang dihadapkan dengan morbiditas yang
mengancam jiwa seperti gangguan kardiovaskular dan kanker, Angka
kematian penyakit kardiovaskuler mencapai 17 juta jiwa di seluruh
dunia dan aterosklerosis adalah faktor utamanya. Peningkatan LDL dan
trigliserida serta turunnya HDL menjadi penyebab utama

aterosklerosis. Perubahan metabolisme pada penderita aterosklerosis
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disebabkan adanya overexpressioh dari beberapa enzim penyebab
meningkatnya LDL melalui jalur biosintesis kolesterol. Enzim-enzim
dan protein tersebut diantaranya HMGR, I/ p-Hydroxysteroid
dehydrogenase fype 1 (11B-HSD1), protein Niemann-Pick Cl-Like 1
(NPC1L1), dan Lanosterol Synthase. Senyawa-senyawa bawang aktif
tunggal (Tabel 3.1) akan diprediksi dengan enzim yang berperan
penting dalam biosintesis kolesterol adalah sebagai berikut;
1. Senyawa Allicin, Alliin, Statin, E- dan Z-ajoene dengan Enzim

HMG-CoA reduktase

‘Hasil molecular docking (MD) antara protein target dan senyawa
(ligan) berupa afinitas pengikatan (binding affinity) (Tabel 3.3) dan
posisi pengikatan (binding site) (Gambar 3.3). Protein target yang
digunakan adalah model 3D enzim HMG-CoA reduktase. Ligan yang
digunakan yaitu model 3D senyawa Allicin, Alliin, E- dan Z-ajoene
serta model 3D senyawa kontrol yaitu Statin. Senyawa kontrol Statin
telah diketahui sebagai inhibitor bagi enzim HMG-CoA reduktase.

Tabel 3.3. Hasil Molecular Docking Berupa Afinitas Pengikatan

Ligan Energi Ikatan (kcal/mol)
Alliin 4.8
Allicin -4.2
E-ajoene -4.1
Z-ajoene 4.2
Statin (Kontrol) 7.6
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Berdasarkan Tabel 3.3, diketahui bahwa empat senyawa bawang
putih tunggal memiliki afinitas pengikatan pada enzim HMG-CoA
sebesar -4.8 kcal/mol (alliin), -4.2 kcal/mol (allicin), -4.1 kcal/mol (E-
ajoene), dan -4.2 kcal/mol (Z-ajoene). Afinitas pengikatan pada statin
sebesar -7.6 kcal/mol. Binding affinity yang baik ditunjukkan dengan
nilai yang paling kecil, hal ini menunjukkan bahwa energi yang
dibutuhkan untuk berikatan semakin kecil. Urutan ligan yang paling
baik berikatan dengan enzim HMG-CoA reduktase, yaitu Alliin, Z-
ajoene, Allicin, dan E-ajoene. Hasil molecular docking antara protein
target dan senyawa (higan) berupa posisi pengikatan (binding site),

residu asam amino dan jarak ikatannya (Gambar 3.3).

(A)V I ‘(B):” _?’,(C)

s v .- R
Gambar 3.3 Visualisasi tiga dimensi komplek HMG-CoA reduktase dengan senyawa
bawang putih tunggal yang terikat dengan ikatan hidrogen. (A) Allicin
dengan Lys-606, (B) Alliin dengan Asn-755, Lys-691, Asp-690, Lys-
692, Lys-735, (C) E-ajoene dengan Lys-606 dan Thr-636, (D) Statine
dengan Lys-606, His-635, dan Tyr-687, dan € Z-ajoene dengan Asn-
567.

2. Senyawa Allicin, Alliin, Ajoene dan 11 p-Hydroxysteroid
dehydrogenase type 1 (11B-HSD1)
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Ketiga senyawa aktif bawang putih tunggal memiliki afinitas
pengikatan yang lebih kecil dibandingkan obat kontrol 3-kloro-2-
methil-N-{4-{2-(4-methil-]-piperazinil)-2-oksoethil]-2-thiazolil]
benzenesulfonamide (BVT-2733). Afinitas pengikatan yang kecil
menyebabkan ikatan kurang kuat dan pepgikatan protein memeriukan
energt yang lebih besar sehingga ikatan kurang stabil, meskipun
demikian ketiga senyawa aktif bawang putih tunggal memiliki interaksi
antara ketiga senyawa sehingga dapat bekerja secara sinergis dan
memiliki kemungkinan toksisitas rendah yang efektif untuk pengobatan
(Tabel 3.4).

Tabel 3.4 Nilai Afinitas Pengikatan dari Hasil Melecular Docking

Ligan Energi Ikatan (kcal/mol)

Allicin -4.1

Alfiin -4.7

Ajoene 4.5
BVT-2733 -39

Hasil klarifikasi menunjukkan bahwa senyawa aktif bawang
putih dan obat kontrol BVT-2733 berada dalam satu sisi pengikatan
pada enzim 11B-HSD1. Klarifikasi ini ditunjukkan melalui gambar
enzim 11B-HSD1 dengan bentuk permukaan berwarna hijau (Gambar
3.4A) dan dapat diperjelas dengan tampilan bentuk cartoon (Gambar
3.4B) dengan keempat ligan berbentuk batang. Klarifikasi pengikatan
hasil docking antara ketiga senyawa aktif bawang putih tunggal dan
enzim }18-HSD1 ditunjukkan pada Gambar 3.4.
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Gambar 3.4 Visualisasi tiga dimensi komplek BVT-2733 pada enzim 118-HSD1
dengan senyawa BPT yang terikat dengan ikatan hidrogen (A)
Klanfikasi sisi pengikatan allicin, alliin, ajoene dan BVT-2733 pada
enzim 11f-HSD1 menggunakan tampilan surface, (B) Klarifikasi sisi
pengikatan menggunakan tampilan cartoon, (C) Perbesaran klarifikasi
sisi pengikatan seluruh senyawa yang digunakan. Ket ligan: Allicin
(warna kuning), alliin (warna merah), ajoene (warna biru), dan BVT-
2733 (warna ungu).

Hasil docking molekul dapat divisualisasikan menggunakan
software Discovery Studio. Visualisasi ini dilakukan untuk mengetahui
interaksi antara ligan dengan makromolekul dan mengetahui residu
asam amino. Residu asam amino dari penambatan senyawa aktif

bawang putih dan obat kontrol dengan enzim 11B-HSD1 tersaji pada
Tabel 3.5.
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Tabel 3.5 Residu Asam Amino Pada Masing-Masing Senyawa

Senyawa Residu Asam Amino dengan  Residu Asam Amino dengan

Ikatan Hidrogen Ikatan Pi-Alkyi
Allicin Ser A:170, Tyr A:183 Tyr A:177, Val A:180, Tyr
A183

Alltin Ile Ard6, Gly A:47, Asn Leu A:215
Al19 :

Afoene Ser A:170, Ala A:172, Tyr Leu A:126, Val A:180, Tyr
A:183 Al177

BVT-2733  Ala A:172, Ser A:170, Tyr Ile A:d6, Ala A:172, Leu A:171,
AlR3 Tyr A:177, Met A:233, Val

A231, Val A:180

Hasil visualisasi docking molekul menunjukkan senyawa aktif
bawang putth dan obat kontrol BVT-2733 berada dalam satu sisi
pengikatan pada enzim 11B-HSD1 dan tampak memiliki sisi
penambatan beberapa asam amino yang sama. Visualisasi berupa jarak

ikatan beserta dengan jenis ikatan tersaji pada Gambar 3.5.
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Gambar 3.5 Jenis ikatan dan jarak pengikatan senyawa dengan residn asam amino
enzim 118-HSD1. (A) Pengikatan aflicin, (B) Pengikata afliin, (C)
Pengikatan ajoene, dan (D) Pengikatan BVT-2733.

Hasil visualisasi docking molekul menunjukkan bahwa
senyawa aktif bawang putih dan obat kontrol BVT-2733 berada dalam
satu sisi pengikatan pada enzim 118-HSD1 dan memiliki beberapa sisi
penambatan asam amino yang sama, adapun residu asam amino yang
sama adalah Ala A:172, Ser A:170, Tyr A:183, Ile A:46, Tyr A:177,
dan Val A:180. Kesamaan residu asam amino enzim 118-HSD1 yang
berikatan dengan senyawa aktif bawang putih tunggal dan obat kontrol
menandakan bahwa bawang putih tunggal dapat menghambat aktivitas
enzim 11B-HSD1. Senyawa aktif bawang putih tunggal dan obat
kontrol BVT-2733 memiliki ikatan hidrogen maupun ikatan hidrofobik
(ikatan alkyl) yang dapat mengoptimalkan afinitas pengikatan dan
menstabilkan interaksi antara ligan dengan protein target. Jarak ikatan
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hidrogen yang dianggap stabil adalah 1,85 A, berdasarkan visualisasi
hasil docking jarak ikatan hidrogen antara residu asam amino dengan
masing-masing senyawa aktif bawang putih tunggal dan obat kontrol
BVT-2733 keseluruhannya lebih dari 1,85 A, yaitu kisaran 2—5 A,
artinya ikatan hidrogen yang terbentuk merupakan ikatan hidrogen
lemah, sehingga dapat menyebabkan perubahan menjadi interaksi
hidrofobik, Berdasarkan hasil docking menunjukkan bahwa allicin,
alliin dan ajoene memiliki potensi dalam menghambat aktivitas enzim
11-HSD1.

3. Allyl Mercaptan, Cycloalliin, Allixin, Ezetimibe dengan NPC1 Like

Intracellular Cholesterol Transporter 1 (NPCIL1)

Hasil molecular docking menggunakan sofiware Pyrx diketahui
nilai binding affinity (Tabel 4.6) dan posisi pengikatan antara protein
NPCIL1 dengan senyawa ligan pada dimensi koordinat X: 9,5506 A;
Y: 13,4840 A; dan Z: 12,9605 A, sehingga seluruh senyawa ligan
berada pada posisi pengikatan yang sama (Tabel 3.6).

Tabel 3.6 Hasil Nilai Binding Affirity Senyawa Ligan dengan Menggunakan

Software Pyrx
Senyawa Energi Ikatan (kcal/mol)
Ayl Mercaptan -1,7
Cycloalliin -39
Allixin -4.4
Fzetimibe (Kontrol) -5,8
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Gambar 3.6 Hasil Visualisasi Posisi Pengikatan Senyawa Ligan dengan Protein
Target

Nilai binding affinity yang digunakan sebagai data merupakan
nilai pada mode 0 dengan nilai binding affinity paling rendah sehingga
dapat menunjukkan energi yang digunakan untuk melakukan
pengikatan semakin besar. Berdasarkan Tabel 3.6 dapat diketahui
bahwa nilai ikatan senyawa ezetimibe sebagai obat kontrol memiliki
nilai binding affinity paling rendah sebesar -5,8 kcal/mol. Senyawa
organosulfur bawang putih tunggal (4. safivum) yang memiliki nilai
binding affinity paling rendah yaitu alliin dengan nilai sebesar -4,4
kcal/mol, artinya allixin memiliki pengikatan yang tinggi dengan
reseptor.

Hasil visualisasi jenis dan jarak ikatan senyawa organosulfur
bawang putih tunggal (allyl mercaptan, cycloalliin, dan allixin) dan
ezetimibe sebagai obat kontrol menggunakan sofiware Discovery
Studio (Tabel 3.7).

Tabel 3.7 Hasil Jenis dan Jarak Ikatan Senyawa Ligan Menggunakan Software
Discovery Studio
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Residu Asam Jarak Ikatan

Ligan Jenis Ikatan Amine @A)
Allyl Mercaptan Alkyl ALA : 241 3,65
GLN : 247 3,14

Cycloalliin Hidrogen ARG: 80 19
- ALA : 241 3,01

GLY : 239 2,39

Alky1 ALA : 241 3,77

PRO: 79 4,26

Allixin Hidrogen ARG : 80 3,67
Carbon Hidrogen ASP: 118 3,33

Pi-Donor Hidrogen GLN : 247 3.73

Hidrogen SER.: 246 1,88

Ezetimibe Halogen ASP: 118 3,37
(Kontrol) Pi-Donor Hidrogen GLN : 247 343
Pi-Alkyl ALA : 241 4,83

Pi-Sigma GLN : 247 3,70

Berdasarkan Tabel 3.7 dapat diketahui bahwa interaksi
hidrofobik yang sama antara senyawa organosulfur bawang putih
tunggal (4. sativum) dengan obat kontrol berupa residu asam amino
ALA241, GLN247, ARG80, dan ASP118. Seluruh senyawa memiliki
ikatan hidrogen dengan jarak yang berbeda-beda, terutama cycloalliin
yang memiliki jumlah ikatan hidrogen paling banyak, serta allixin
memiliki jarak ikatan hidrogen paling dekat apabila dibandingkan

dengan ally! mercaptan dan ezetimibe.
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4. Senyawa Quercetin, Isoquercetin, Kaempferol, RO 48-8071

dengan Lanosterol Synthase

Molecular docking menggunakan software Pyrx 8.0, dengan Blind
docking native ligan untuk mengetahui sisi aktif enzim lanosterol
synthase, selanjuinya dilakukan marching approach sesuai dengan
koordinat hasil blind docking yakni pada X: 16,4741 A, Y: 14,4133 A,
dan Z sebesar 16,7797 A (Gambar 3.7). Hasil molecular docking berupa
nilai energi pengikatan (binding affinity) (Tabel 3.8).

Tabel 3.8, Nilai Energi IkatanLigan

Ligan Energi Ikatan (kcal/mol)
Quercetin -98
Isoquercetin 6,8
Kaempferol -9.9
RO 48-8071 -10,3

Senyawa kontrol memiliki nilai binding affinity terendah
sebesar ~10,3 kcal/mol, sedangkan dari ketiga senyawa flavonoid
bawang putih tunggal yang memiliki energi ikatan terendah adalah
kaempferol sebesar -9,9 kcal/mol. Obat dengan potensi terapeutik yang
lebih baik, memiliki binding affinity yang paling rendah, semakin
rendah nilai binding affinity, maka semakin rendah energi yang
diperlukan untuk berikatan dengan target.
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Gambar 3.7 Posisi pengikatan senyawa ligan dan kontrol pada sisi aktif
enzim lanosterol synthase (b) RO 48-8071 (hitam), quercetin (merah
muda), isoquercetin (hijau), dan kaempferol (cyan).

Ikatan ligan dengan enzim berpengaruh pada kestabilan dan
proses biologis enzim, hasil visualisasi ikatan menggunakan discovery
studio menunjukkan jenis ikatan, asam amino residu dan jarak ikatan
yang terbentuk antara senyawa flavonoid bawang putih tunggal dengan
enzim lanosterol synthase (Tabel 3.9). Residu asam amino yang
berikatan dengan senyawa bawang putih tunggal dan kontrol, memiliki
persamaan dengan sisi aktif enzim lanosterol synthase berdasarkan
webserver COFACTOR (C. Zhang dkk., 2017) yakni Tyr98, Trp192,
Trp230, His232, Cys 233, Val236, le338, Gly380, Thr381, Trp387,
Phe444, Asp45S5, Thr502, 1le524, Cys533, Trp581, Phe696, Asn697,
Tyr704 kecuali Phe521 pada RO 48-8071 dan Tyr 503, Val453 pada

isoquercetin.
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Tabel 3.9 Ikatan dan Jarak Ikatan ligan dengan Enzim Lanosterol Synthase

Ligan Residu asam amino dan jarak ikatan (A)
Hidrogen Hidrofobik Alkyl
RO- 48- Phe : 521; 5,08 Trp: 192 ;4,73
8071
Phe : 696: 3,78 Phe : 521:4,53
Trp : 192; 5,08 Phe : 444 ;4,93
His : 232; 4,32 Trp : 387 ;5,04
Ile: 524 ;3,49
Isoquercein Tvr:98 ;2,82 Phe : 696; 3,99 Val :453; 5,35
Tyr:98; 3,02 Phe : 696; 4,853
Asp: 455;2,36 His: 232; 4,36
Tyr: 704 ; 2,36 His: 232,438
His:232; 5,29
Quercetin Phe : 696; 4,01 He: 524 ; 5,07
Phe : 696; 4, 00
His: 232; 4, 56
His ; 232; 4,16
Tip: 230; 5,38
Tp: 192; 4,95
Kaempferol  Gly :380; 2,18 Phe: 696 ; 2,18 Ile: 524 ;5,07
Phe: 696 ; 3,98

His: 232 4,06
His: 232 ; 4,15
Trp: 192 ;4,56
Trp :230 ;4,96
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Berdasarkan Tabel 3.9, ikatan yang bersifat menstabiikan
seperti ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik terdapat pada senyawa
flavonoid bawang putih tunggal. Ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofobik mampu mengoptimalkan afinitas ikatan karena berperan
dalam macromolecular recognition, folding, dan stabilitas ikatan
kompleks obat—target, serta dapat berperan sebagai molecular
recognition dalam proses katalitik substrat. Jarak ikatan berpengaruh
pada kekuatan ikatan, jarak ikatan rata-rata terpendek dimiliki oleh
senyawa kaempferol.

Jarak  ikatan yang pendek maka semakin  besar
elektronegativitas kation, terjadi penumpukan kerapatan elektron di
sepanjang ikatan, sehingga ikatan yang terbentuk akan semakin kuat.
Pengembangan penelitian dapat dilakukan dengan pengujian secara in
vitro dan in vivo berdasarkan potensi yang telah dimiliki flavonoid
bawang putih tunggal (isoquercetin, quercetin, dan kaempferol) dengan

optimasi absorpsi senyawa.
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BABIV
POTENSI METABOLIT SEKUNDER PADA BAWANG
TUNGGAL SEBAGAI ANTI BAKTERI

Ekstrak bawang putih telah digunakan untuk mengobati infeksi
selama ribuan tahun. Pada perang Dunia Pertama, bawang putih telah
digunakan sebagai antiseptik alami untuk membersihkan dan
mengobati luka. Adanya senyawa organosulfur pada bawang putih
yang bertanggung jawab atas aroma dan rasa bawang putih yang khas
dan kuat diyakimi memiliki aktivitas sebagai antibakteri dan antioksidan
(Ibrahim dkk., 2018; Nejad dkk., 2014; Palaksha dkk., 2010).

Senyawa organosulfur utama yang terdapat dalam bawang putih
yang masih utuh adalah y-glutamyl-S-allyl-L-cysteines dan S-allyl-L-
cysteine sulfoxides (aliin). Alliin merupakan senyawa utama asam
amino yang mengandung sulfur yang tidak berbau. Alliin akan
dikonversi menjadi allicin melalui reaksi enzimatik setelah bawang
putih dipotong atau dihancurkan. Alliinase merupakan enzim kunci
yang memfasilitasi transformasi substrat S-allyl-L-cysteine sulfoxides
(alliiny menjadi allicin (Rasooli, 2011).

Allicin menjadi komponen biologis dan biokimia yang memiliki
sumbangan terbesar terhadap efek kesehatan yang dimiliki bawang
putih. Allicin menjadi substansi utama pé.da bawang putih segar yang
dapat dengan mudah terurai di bawah pengaruh panas, cahaya, oksidan
dan waktu untuk menjadi bentuk senyawa yang stabil (Kim dkk., 2009).
Proses pembentukan lengkap allicin yang dimediasi oleh allinase terjadi
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ietelah periode antara 2 dan 5 menit ketika air ditambahkan ke bawang
yutih segar atau bubuk bawang putih. Namun, pembentukannya dalam
ubuh setelah dikonsumsi dipengaruhi oleh aktivasi enzim allinase,
tarena enzim tidak aktif pada pH lebih rendah dari 3,5 (Lee dkk., 2014
viorales-Gonzalez dkk., 2019).

Allicin memiliki ikatan disulfida yang membuatnya sangat
eaktif, volatile dan tidak stabil dengan waktu paruh kimianya berkisar
fari beberapa jam hingga beberapa hari, tergantung pada kondisinya
Farias-Campomanes dkk., 2014). Bawang putih adalah antibiotik
otensial dan menunjukkan hasil efektif terhadap bakteri yang resisten
terhadap antibiotik farmasi (Nejad dkk., 2014). Metabolit sekunder
pada bawang putih, termasuk pada bawang tunggal berpotensi sebagai
antibakteri pada beragam bakteri gram positif maupun gram negatif.

A. Potensi Metabolit Sekunder Bawang Tunggal sebagai Anti

Bakteri pada Staphylococcus aureus (Bakteri Gram Positif)

S. aureus adalah bakteri gram-positif yang patogen utama pada
manusia dan menyebabkan berbagai manifestasi klinis. Infeksi S.
aureus menjadi salah satu infeksi bakteri yang paling umum pada
manusia dan merupakan agen penyebab berbagai penyakit infeksi pada
manusia, seperti bakteremia, infeksi endokarditis, infeksi kulit dan
jaringan lunak (misalnya, impetigo, folikulitis, furunkel, karbunkel,

selulitis, sindrom kulit melepuh, dan lainnya), osteomuielitis, radang
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sendi septik, infeksi alat prostetik, infeksi paru (misalnya, pneumonia
dan empiema), gastroenteritis, meningitis, dan infeksi saluran kemih.

S. aureus ditemukan di lingkungan dan juga ditemukan pada flora
normal manusia, terletak di kulit dan selaput lendir dari individu yang
sehat. Infeksi S. aureus sering terjadi di lingkungan yang didapat dari
masyarakat atau infeksi yang didapat dari rumah sakit, sehingga
perawatan untuk infeksinya masih sulit untuk dikelola karena
munculnya strain yang resisten terhadap beberapa obat seperti
Methicillin-Resistant S. aureus (MRSA) (Sizar & Unakal, 2020; Taylor
& Unakal, 2020). |

Strain MRSA membawa gen mec pada kromosomnya, yang
merupakan komponen besar dari region Staphylococcal chromosomal
cassette mec (SCCmec). Gen mec memberikan kemampuan resistensi
bakteri terhadap beberapa antibiotik tergantung pada jenis SCCmec.
Gen mec mengkode protein PBP-2A (penicillin-binding protein 2A)
yang merupakan protein pengikat penicillin atau enzim esensial pada
dinding sel bakteri yang mengkatalisis produksi peptidoglikan pada
dinding sel bakteri.

Protein PBP-2A memiliki afinitas yang lebih rendah untuk
mengikat beta-laktam dan antibiotik turunan penicillin lainnya,
sehingga PBP-2A terus mengkatalisis sintesis dinding sel bakteri
bahkan dengan banyak antibiotik. Qleh sebab itu, strain MRSA yang
mampu mensintesis PBP-2A dapat tumbuh dalam kondisi antibiotik
yang tinggi, dan resisten terhadap banyak antibiotik seperti metisilin,
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nafcillin, oxacillin, dan sefalosporin (Rasigade & Vandenesch, 2014;
Taylor & Unakal, 2020).

Pengobatan infeksi S. aureus sangat tergantung pada jenis infeksi
serta ada atau tidak adanya strain yang resisten terhadap obat. Secara
umum, penicillin tetap menjadi obat pilihan jika terjadi infeksi yang
isolatnya sensitive (MSSA atau methicillin sensitive S. aureus strains),
dan vancomycin untuk MRSA. Namun, karena banyak strain MRSA
yang kebal terhadap beberapa antibiotik penambahan terapi alternatif
diperlukan untuk mengurangi infeksinya (Tong dkk., 2015). Antibiotik
vancomycin mampu menghambat pertumbuhan bakteri, terutama
bakteri gram-positif dengan menghambat sintesis dinding sel dengan
mengikat asam amino D-Ala-D-Ala rantai peptida sehingga
mengganggu kerja transpeptidase untuk melakukan cross-linking
antara rantai peptida sehingga rantai peptida tidak dapat digabungkan
dan dinding sel menjadi lemah (Rahmaniar, 2017).

Penggunaan antibiotik secara luas dalam jangka waktu yang lama
dapat menyebabkan banyak bakteri yang resisten terhadap beberapa
antibiotik, sehingga perlu dikembangkan antibiotik alternatif. Bahan
alam yang berpotensi sebagai antibakteri yakni bawang putih tunggal
yang dapat digunakan sebagai salah satu solusi menanggulangi
terjadinya resistensi bakteri.

Ekstrak bawang putih tunggal terbukti memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri S. aurews dari hasil pengujian
menggunakan metode difusi cakram. Penggunaan ekstrak bawang
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tunggal putih dengan rentang konsentrasi 25 mg/ml, 50 mg/ml, 75
mg/ml dan 100 mg/ml menunjukkan efek yang berbanding lurus
dengan pembentukan diameter zona hambat (Tabel 4.1). Semakin
tinggi konsentrasi ekstrak bawang tunggal yang diberikan, semakin
besar diameter zona hambat yang terbentuk.

Tabel 4.1 Rerata diameter zona hambat pada kultur bakteri S, qureus

Konsentrasi Ekstrak (mg/mL) Diameter zona hambat (mm)

DMSO 1% 6,00
Vancomycin 30 pg/mL 17,40
25 mg/mL 9,04
50 mg/mL 10,24
75 mg/mL 11,56
1060 mg/mL 14,15
{Gofur dkk., 2019).

Kemampuan ekstrak minyak bawang tunggal membentuk zona
hambat pada kultur bakteri S. qureus menunjukkan adanya aktivitas
antibakteri yang disebabkan karena adanya senyawa metabolit
sekunder pada ekstrak minyak bawang tunggal yang bersifat
antibakteri, yaitu allicin, ajoene, diallyl sulfide (DAS), dially! disulfide
(DADS), dan dially! trisulfide (DATS). Bawang putih pada keadaan
utuh memiliki senyawa gamma-ghitamyl-S-alk (en) il-L-sistein yang
merupakan senyawa sulfur utama yang dapat dihidrolisis dan
teroksidasi untuk menghasilkan S-aiki/ (en) yi-L-cysteine sulfoxide
(alliin).

Bawang putih yang dipotong atau dicincang akan mengubah

kandungan alliin menjadi allicin dengan bantuan enzim alinase. Alficin
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merupakan produk yang tidak stabil dan sangat reaktif yakni mudah
mengalami reaksi tambahan untuk membentuk turunan lainya seperti
membentuk berbagai senyawa yang larut dalam minyak yakni dially/
sulfide (DAS), diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide (DATS) dan
ajoene jika kondisi sesuai (Gofur dkk., 2019).

Senyawa Allicin pada bawang putih memiliki aktivitas
antibakteri yang utama karena adanya gugus thiol yang akan bereaksi
dengan enzim-enzim yang memiliki gugus thiol seperti suksinik
dehidrogenase, heksokinase, triosefosfate dehidrogenase atau alkohol
dehidrogenase. Gugus thiol pada allicin akan mengubah reaksi senyawa
thiol dalam enzim bakteri sehingga menyebabkan gangguan pada
metabolisme dan pertumbuhan bakteri. Selain itu, allicin dan ajoene
memiliki kemampuan menghambat sintesis RNA secara total dan
menghambat sebagian sintesis DNA dan protein pada sel bakteri, yang
berdampak pada penghambatan pertumbuhan sel bakteri serta
menyebabkan kematian pada sel bakteri S. aureus (Borlinghaus dkk.,
2014b, Daka, 2011; Gofur dkk., 2019; Mairaj & Rehman, 2013).

Gambar 4.1 Hasil Pengamatan Morfologi bakteri S. aureus menggunakan Scanning
Electron Mikcoscopy dengan perbesaran 25000X (a) bakteri S. aureus
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tanpa perlakuan, (b) bakteri S. awreus dengan pemberian antibiotik
vancomycin, (¢) bakteri S. aureus dengan pemberian ekstrak minyak
bawang tunggal, b: membelah, g: menggembung, k: permukaan kasar,
m: mengkerut, n: normal (Gofur dkk., 2019}.

Aktivitas antibakteri pada ekstrak bawang tunggal terhadap
kultur bakteri S. qureus juga ditunjukkan dengan adanya kerusakan
pada struktur morfologis sel bakteri yang diamati menggunakan
Scanning Electron Microscopy (SEM) (Gambar 4.1). Kerusakan
struktur morfologi sel bakteri menjadi mengerut dan membengkak
dengan pemberian ekstrak minyak bawang tunggal disebabkan oleh
senyawa allicin pada bawang tunggal yang mampu mendegradasi
dinding sel bakteri dengan melemahkan lapisan peptidoglikan pada
dinding sel bakteri.

Allicin juga mampu memodifikasi membran sel bakteri yang
mengakibatkan sifat permeabilitas membran sel berkurang sehingga
transport zat ke dalam sel dan ke luar sel menjadi tidak terkonirol.
Akumulasi zat yang masuk ke dalam sel dapat menyebabkan sel bakteri
mengalami pembengkakan, sebaliknya apabila zat yang berada di
dalam sel seperti ion organik, enzim, asam amino, dan nutrisi keluar
dari sel dapat menyebabkan sel mengerut. Ketidakseimbangan transpor
zat yang keluar dan masuk dalam sel bakteri, juga menyebabkan
penghambatan metabolisme sel sehingga terjadi penurunan ATP yang
diperlukan untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan sel, selanjutnya
pertumbuhan sel bakteri menjadi terhambat dan menyebabkan
kematian sel (Booyens dkk., 2014; Gofur dkk., 2019).‘
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Senyawa lain dari turunan allicin yang memiliki sifat antibakteri
yang menyebabkan kematian sel bakteri . aureus yakni dially! sulfide
(DAS), diallyl disulfide (DADS), diallyl trisulfide (DATS). Senyawa
tersebut memiliki sifat hidrofobik, dapat merusak fosfolipid yang
merupakan komponen utama penyusun membran bakteri. Kerusakan
fosfolipid menyebabkan peningkatan permeabilitas membran sel
bakteri sehingga menyebabkan keluarnya sitoplasma sel dan substansi
sel lainya dengan berat molekul rendah dari dalam sel menembus
membran sel sehingga sel mengerut yang menyebabkan kematian
bakteri {Gofur dkk,, 2019; Mnayer dkk., 2014).

Bentuk kerusakan morfologi lain pada sel bakteri S. aureus
berupa tonjolan-tonjolan di permukaan sel dapat disebabkan karena
peptidoglikan pada dinding sel bakteri mengalami kerusakan akibat
senyawa ajoene dalam bawang tunggal. Ajoene merupakan salah satu
senyawa organosulfur turunan dard allicin yang memiliki sifat
antibakteri dengan cara menghilangkan komponen peptidoglikan pada
permukaan dinding sel bakteri gram-positif. Kerusakan pada
peptidoglikan mengakibatkan penipisan dinding sel sehingga dinding
se] tidak mampu menahan tekanan intraseluler yang tinggi dan
membentuk  tonjolan-tonjolan  kecil yang merupakan tanda
terganggunya proses biosintesis pada sel bakteri 5. aureus (Gofur dkk.,
2019; Miksusantt dkk., 2008).
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B. Potensi Metabolit Sekunder Bawang Tunggal sebagai Anti

Bakteri pada Pseudomonas aeruginosa (Bakteri Gram Negatif)

P. aeruginosa merupakan bakteri gram-negatif patogen pada
manusia yang infeksinya umum didapatkan di lingkungan rumah sakit,
khususnya di ICU melalui paparan peralatan rumah sakit yang belum
menjalani sterilisasi dengan tepat. Bakteri P. aeruginosa menyebabkan
infeksi nosokomial seperti endokarditis dan septikemia, infeksi saluran
kemih, sistitis, pneumonia, dan infeksi luka bedah. P. aeruginosa dapat
menghasilkan metabolit sekunder, fitotoksin, dan B-Laktamase yang
menyebabkan bakteri P. aeruginosa menjadi resisten terhadap beberapa
antibiotik (Jenny & Kingsbury, 2018; Xu dkk., 2017).

P. aeruginosa memiliki envelope (selubung membran) yang terdiri
dari tiga fapisan. Lapisan pertama adalah membran luar yang hanya
dimiliki bakteri gram-negatif berupa lapisan fosfolipid yang terikat
pada lapisan dalam membran dan LPS yang terikat di bagian luarnya,
dan diketahui menyebabkan syok endotoksin. Selain itu, OM
mengandung protein yang disebut protein membran luar seperti porin
dan lainnya yang memungkinkan lewatnya molekul kecil seperti asam
amino dan sakarida.

Lapisan kedua adalal: dinding sel peptidoglikan yang merupakan
eksoskeleton kaku yang menentukan bentuk sel dan terdiri dari unit
berulang asam disakarida N-asetilglukosamin (GlcNAc) dan asam N-
asetil muramik (MurNAc). Lapisan ketiga adalah membran dalam yang
merupakan lapisan fosfolipid ganda yang bertanggung jawab dalam
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proses metabolisme, transportasi, dan fungsi biosintesis (Breijyeh dkk.,
2020).

Membran bagian luar bakteri merupakan faktor utama resistensi .
aeruginosa terhadap beberapa antibiotik. Sebagian besar antibiotik
harus melewati membran luar untuk mengakses targetnya pada sel
bakteri, misalnya, obat hidrofobik dapat melewati jalur difusi,
sedangkan antibiotik hidrofilik seperti B-laktam melewati porin.

P. aeruginosa memiliki kemampuan untuk setiap perubahan pada
membran luar oleh bakteri Gram-negatif seperti mengubah sifat
hidrofobik pada membrannya sehingga dapat menciptakan resistensi.
Strain P. aeruginosa tertentu juga dapat bermutasi atau secara endogen
menghasilkan B-Laktamase yang menyediakan kemampuan resistensi
terhadap penicillin, B-Laktamase dapat mengganggu struktur atom
pusat beberapa antibiotik termasuk Penisilin, Sefalosporin,
Monobaktam, dan Karbapenem (Breijyeh dkk., 2020; Jenny &
Kingsbury, 2018; Xu dkk., 2017).

Terdapat beberapa mekanisme yang menyebabkan munculnya sifat
resisten pada P. geruginosa yakni mekanisme resistensi bawaan
(innate) dan mekanisme resistensi yang diperoleh (acquired) terhadap
beragam jenis antibiotik dan antiseptik. Pada mekanisme resistensi
innate pada P. aeruginosa melibatkan ekspresi berlebihan dari pompa
efflux yang berperan sebagai protein transmembran, sehingga
menyebabkan penurunan permeabilitas membran luar bakteri dan

peningkatan sekresi fitotoksin. Sedangkan pada mekanisme resistensi
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P. aeruginosa yang diperoleh melibatkan akuisisi dari gen resistensi
atau mutasi pada gen yang mengkode protein porin, pompa efflux,
penicillin-binding proteins, dan kromosom P-laktamase, yang
semuanya berkontribusi terhadap resistensi terhadap [-laktam,
karbapenem, aminoglikosida, dan fluoroquinolone (Lister dkk., 2009;
Pachori dkk., 2019).

P. geruginosa memiliki kapasitas untuk menimbulkan infeksi
dengan memanipulasi interaksi patogen pada inang, yang dapat muncul
secara bersamaan dengan mekanisme resistensi antibiotik, sehingga
memberikan resistensi kombinasi terhadap banyak antibiotik.
Resistensi terhadap antibiotik  ini merupakan ancaman terhadap
pengobatan penyakit infeksi yang disebabkan P. aeruginosa. Oleh
karena itu, untuk mengatasinya, pengembangan pengobatan alternatif
baru dan manjur diperlukan yang bertindak sebagai antibakteri yang
berasal dari bahan alami tanaman, seperti bawang tunggal.

Studi in-silico membuktikan bahwa semua senyawa organosulfur
pada bawang tunggal berpotensi sebagai antibakteri, antibiotik, dan
imunomodulator berdasarkan hasil analisis Prediction of Activity
Spectra for Substances (PASS) untuk mengevaluasi potensi biologis
molekul organik pada bawang tunggal, dan hasil analisis virtual
screening menggunakan metode molecular docking pada enzim UDP-
3-O-asil-N-asetilglukosamin deasetilase (LpxC).

LPS merupakan struktur pada permukaan membran P. aeruginosa
yang menyebabkan resistensi bawaan terhadap antibiotik dan
disinfektan. LPS memiliki komponen hidrofobik berupa Lipid A yang
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diketahui sangat bertanggung jawab terhadap efek toksik pada inang.
Sintesis fipid A dimulai dengan sintesis Kdoz-lipid A, terjadi dalam
sitoplasma, dan difasilitasi oleh sembilan enzim berbeda. LpxC
merupakan enzim yang berperan sebagai katalisator dalam proses
biosintesis lipid A dan target dalam pengembangan antibiotik karena
adanya kofaktor berupa Zn?* (Doerrler, 2006; Fitriana dkk., 2018;
Wang & Quinn, 2010).

Tabel 4.2 Hasil Moleculor docking Senyawa Organosulfur dalam Bawang Putih
(Allium sativum) Tunggal dan Senyawa Kontrol dengan Enzim LpxC

menggunakan Seftware PyRx
Senyawa Afinitas Pengikatan (keal/mol)
Ciprofloxacin 1,7
Imipenem 5,1
Alliin 5,2
E-Ajoene 4.8
Z-Ajoene -4.8
Allicin 4.7

(Fitriana dkk., 2018)

Senyawa organosulfur utama pada bawang tunggal memiliki
potensi sebagai antibakteri, antibiotik, dan imunomodulator
berdasarkan hasil prediksi PASS SERVER. Besar potensi senyawa
pada bawang tunggal diprediksi berdasarkan perbandingan nilai Pa
dengan Pi (Pa: Pi atau active, inactive ratio) dengan keakuratan prediksi
yaitu sebesar 95% berdasarkan penilaian Leave-One-Out Cross
Validation (LOO CV) yang diinterpretasikan melalui dua kriteria, yaitu
0,5 < Pa < 0,7 dan Pa < 0,5 Hasil prediksi menunjukkan senyawa
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organosulfur dengan nilai tertinggi adalah Alliin (0,522) sebagai
imunomodulator, serta allicin (0,549) sebagai antibakteri dan (0,303)
sebagai antibiotik,

Senyawa organosulfur merupakan salah satu senyawa yang
dapat digunakan sebagai imunomodulator untuk meningkatkan sistem
pertahanan tubuh. Pada mekanisme infeksi bakteri, pemberian Alliin
dapat menurunkan fosforilasi Extracellular signal-regulated kinase 1
dan 2 (ERK 1/2) yang terlibat dalam peradangan pada adiposit akibat
adanya induksi LPS (Fitriana dkk., 2018; Parasuraman, 2011; Quintero-
Fabian dkk., 2013).

Gambar 4.2 A. Klarifikasi Sisi Pengikatan Senyawa Organosulfur dari Bawang Putih
(Alliium sativurm) Tunggal dan Kontrol (Ciprofloxacin dan Imipenem)
pada Enzim LpxC; B. Visualisasi Seluruh Senyawa yang Digunakan; C.
Perbesaran Klarifikasi Sisi Pengikatan Senyawa Organosulfur dari
Bawang Putih (4/liium sativum) Tunggal dan Kontrol (Ciprofloxacin dan
Imipenem) pada Enzim LpxC.
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Alliin memiliki aktivitas antibakteri paling kuat dengan afinitas
pengikatan tertinggi dibandingkan senyawa organosulfur yang lain,
dengan pengikatan lebih negatif dibandingkan tiga senyawa
organosulfur lainnya dari hasil molecular docking (Tabel 4.2).
Kenegatifan yang lebih rendah pada fungsi penilaian melalui proses
docking menunjukkan aktivitas interaksi yang lebih baik antara ligan-
reseptor (Amudha & Rani, 2016). Nilai afinitas pengikatan pada Alliin
menunjukkan potensinya sebagai antibakteri. Alliin merupakan
senyawa bersulfur yang belum memiliki aktivitas biologis {Amudha &
Rani, 2016; Fitriana dkk., 2018).

Visualisasi molecular docking menunjukkan keempat senyawa
organosulfur memiliki sisi pengikatan yang sama pada enzim LpxC.
(Gambar 4.2). Hasil visualisasi menggunakan sofiware LigPlot™
menunjukkan terdapat tiga residu asam amino yang sama (Ser295,
Tyr296, dan Vall82) dihubungkan pada ligan (Alliin, Allicin, Z-
Ajoene, dan Imipenem) dan sisi aktif enzim LpxC dengan jarak ikatan
hidrogen berbeda dan interaksi hidrofobik (Phel52, Phel81, Gly85,
Phel76, Ala84, Val182, Serl80, lle241, Leu86, Tyr296, Ser295, dan
Met297) antara ligan-protein target.

Sisi aktif interaksi ligan-reseptor dapat diketahui dengan adanya
ikatan hidrogen yang bereaksi dengan residu asam amino pada sisi aktif
protein. Interaksi ini membuktikan bahwa ligan berupa senyawa aktif

pada bawang tunggal memiliki peran yang sangat penting dalam

Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaatnya 77




menghambat fungsi enzim LpxC (Fitriana dkk., 2018; Sahoo dkk.,
2016).

Tabel 4.3 Hasil pengukuran zona hambat dari ekstrak bawang tunggal terhadap
pertumbuhan bakteri P. geruginosa

Konsentrasi Ekstrak Bawang Tunggal Diameter zona hambat (mm)
DMSO 1% 6

Ceftazidime 30pug/ml 14

25 mg/mL 7,9

50 mg/mL 8.4

75 mg/mL 9,3

100 mg/mL 11,1

Sumber: (Lestari dkk., 2018)

Potensi metabolit sekunder bawang tunggal sebagai antibakteri
pada P. aeruginosa juga telah dibuktikan secara in vifro melalui
penghambatan pertumbuhan bakteri dan kerusakan membran sel
bakteri. Penghambatan pertumbuhan P. aeruginosa oleh metabolit
sekunder bawang tunggal dibuktikan melalui pengujian disk diffusion
pada kultur bakteri (Gambar 4.3).

Ekstrak bawang putih mampu menghambat pertumbuhan
bakteri dengan kuat pada konsentrasi 100 mg/ml (Tabel 4.3). Senyawa
utama yang berperan daiam penghambatan pertumbuhan P. geruginosa
adalah allicin. Mekanisme kerja allicin sebagai antibakteri melalui
penghambatan sintesis RNA dan merusak dinding sel bakteri.
Penghambatan sintesis RNA dilakukan dengan membentuk ikatan yang
kuat dengan enzim bakteri berupa DNA dependent RNA polymerase,
sehingga dapat menghambat sintesis RNA bakteri dan menyebabkan
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pertumbuhan bakteri terhambat (Durairaj DKK., 2009; Lestari DKK.,
2018).

Gambar 4.3 Metode disk diffusion untuk mengukur zona hambat bakteri P.
areuginosa. A) Zona hambat P. areuginosa pada berbagai konsentrasi
ekstrak bawang tunggal (1= DMSO sebagai kontrol negatif: 2=
25mg/ml, 3= 50mg/ml, 4 = 75mg/ml, 5= 100mg/ml). B) Kontrol
positif Ceftazidime 30pg/ml = 6,

Ekstrak bawang putih tunggal pada P. aeruginosa juga merusak
dinding sel (Gambar 4.4). Kerusakan dinding sel ditandai dengan
penyusutan sel bakteri yang disebabkan oleh senyawa aktif dalam
skstrak yang memiliki sifat hidrofilik sehingga dapat menembus
membran luar sel yang ditutupi dengan LPS hidrofilik. Selain itu,
:erjadi penipisan bentuk sel karena adanya peningkatan permeabilitas
membran yang menyebabkan hilangnya komponen sel, serta terjadi
pembentukan ‘ghost cell’. Ghost cell (sel hantu) merupakan struktur sel
yang terlihat tipis dan kosong (Lestari dkk., 2018; Mangoni dkk., 2004).
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Gambar 4.4 Kerusakan bakteri P. aeruginosa diamati menggunakan Scanning
Electron Microscope (SEM). A) Kerusakan bakteri oleh ekstrak
bawang tunggal. B) Kerusakan bakteri oleh Ceftazidime 30pg/ml. C)
Bakteri pada media liquid nutrient. Panah merah menunjukkan
permukaan membran sel yang mengalami penyusutan, panah hijau
menunjukkan permukaan membran sel yang mengalami penyusutan
dan lisis dan panah birmu menunjukkan sel normal. Perbesaran
25000X. (Lestari dkk., 2018).

Peningkatan permeabilitas dalam membran sel bakteri P.
aeruginosa menyebabkan penyusutan dan penipisan komponen
fosfolipid pada dinding sel bakteri. Senyawa antibakteri pada ekstrak
bawang tunggal yang menyerang fosfolipid akan membuat senyawanya
terurai menjadi senyawa separti gliserol dan asam fosfat. Oleh karena
itu, fosfolipid tidak dapat mempertahankan bentuk membran sel dan
akibatnya terjadi kebocoran pada membran sel bakteri yang
menyebabkan lisis (Astutiningsih dkk., 2016; Lestari dkk., 2018).
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BABYV

POTENSI BAWANG PUTIH TUNGGAL UNTUK
MEMPERBAIKI FISIOLOGI HEWAN COBA YANG
DIBERI DIET TINGGI LEMAK

A. Perbaikan Profil Lipid setelah Pemberian Ekstrak Bawang
Putih Tunggal

Lipid merupakan suatu substansi biologis yang mempunyai sifat
relatif tidak larut di dalam air dan larut di dalam pelarut organik.
Lipid dapat larut dalam plasma darah jika berikatan dengan protein
tertentu yaitu berupa lipoprotein. Lipoprotein adalah senyawa yang
berbentuk sferis dan mempunyai inti trigliserida dan kolesterol ester
yang dikelilingi fosfolipid, sedikit kolesterol bebas, dan pada bagian
luar terdapat apoprotein (Feingold & Grunfeld, 2000).

Berdasarkan struktur dan densitasnya, lipoprotein dibagi menjadi
4 kelompok yaitu HDL, VLDL, LDL, dan kilomikron (Feingold &
Grunfeld, 2000). HDL merupakan lipoprotein yang memiliki ikatan
rangkap dan berperan dalam meningkatkan efluks kelebihan
kolesterol dari jaringan perifer dan mentransportasikan ke hati untuk
diekskresikan dalam bentuk getah empedu (Rader, 2006).

VLDL adalah lipoprotein yang dihasilkan oleh hati dan berfungsi
mengangkut triasilgliserol dalam darah. LDL merupakan salah satu
lipoprotein hasil metabolisme triasilgliserol dalam bentuk VLDL
dan tidak memiliki ikatan rangkap serta berfungsi mengangkut

kolesterol dan trigliserida dari hati menuju jaringan perifer (Harsa,
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2014). Kilomikron adalah lipoprotein yang diproduksi oleh usus
halus dan bertugas mengangkut trigliserida dari usus halus ke sistem
sirkulasi kemudian menuju ke jaringan perifer (Shepherd, 2001).

Lipid memiliki banyak manfaat dalam tubuh namun jika kadar
lipid berlebihan maka akan memberikan efek samping yaitu
terjadinya hiperlipidemia (Bays dkk., 2013). Hiperlipidemia
merupakan suatu kelainan yang ditandai dengan kadar kolesterol
total yang tinggi, peningkatan terjadi pada LDL, VLDL, trigliserida,
dan penurunan kadar HDL (Kolovou, 2005).

Data profil lipid mencit yang diinduksi pakan tinggi lemak
menunjukkan pemberian pakan tinggi lemak memiliki kadar
kolesterol total, LDL dan trigliserida lebih tinggi dan HDL lebih
rendah dibandingkan dengan kelompok perlakuan normal (Arifah
dkk., 2020c). Pemberian ekstrak bawang tunggal dosis 12.5; 25, dan
50 mg/kgBB secara berturut-turut pada mencit yang diberi diet
tinggi lemak dapat memperbaiki profil lipid mencit yang diinduksi
pakan tinggi lemak (Tabel 5.1). Ekstrak bawang putih tunggal dapat
menurunkan kadar kolesterol total, LDL, dan trigliserida serta
meningkatkan kadar HDL dalam serum darah mencit.
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Tabel 5.1 Profil lipid serum darah mencit yang diinduksi pakan tinggi lemak.
Keterangan: N = diet normal, K- = diet lemak tinggi saja, K+ = diet
lemak tinggi + simvastatin 2,6 mg/kg BB, P1-P3 = diet lemak tinggi
+ ¢kstrak bawang tunggal dosis 12,5, 25, dan 50 mg/kg BB secara
berurutan, Huruf yang berbeda menunjukkan terdapat perbedaan
yang signifikan (p<0.05) berdasarkan uji lanjut Duncan.

Profil Lipid (mg/dL)
Perlalman K el LDL Trigliserida HDL

N 12233522779 76,00%% 1473 8233:4,04 54,6057
K- 26633°:2638 1666741266 156,330+1709 39,17° 4.
K+ 99334814 623321665 7567£1331  62,67%%5,
Pl 11867021457 88001664  9400°:755  5897x27
P2 12700022364 80,00%%400  7500°:1300  66,67%6,1
P3  15633°:2023 8933°x7,09  9300°:624 66,0055

Sumber: Arifah dkk., 2020c

Jaringan lemak atau adiposa adalah tempat penyimpanan energi
atau kalon yang disimpan dalam bentuk trigliserida. Sel lemak
(adiposit) dapat berdiferensiasi dari sel prekursor khusus yaitu pre-
adiposit, Proses adipogenesis atau perubahan sel pre-adiposit
menjadi sel adiposit yang matang memegang peranan pada
patogenesis hiperlipidemia (Lestari dkk., 2015; Lin dkk., 2005).
Peningkatan proses adipogenesis disebabkan karena makanan tinggi
lemak akan berdampak pada pengikatan Insulin-like Growth
Factors 1 (IGF1) (Lestari dkk, 2015) yang kemudian berikatan
dengan reseptornya sehingga mengaktivasi jalur Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK).

Jalur MAPK yang sudah teraktivasi kemudian akan
mengaktifkan Extracelluler signal-Regulated Kinase (ERKs) yang
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selanjutnya akan mengekspresikan CCAAT/Enhancer Binding
Protein (c/EBP). ¢/EBP akan mengekspresikan Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor y (PPARy) (Lin dkk., 2005),
selanjutnya gen tersebut yang akan mengaktifkan Fatty Acid
Binding Protein 4 (FABP4), sehingga mengakibatkan masuknya
asam lemak yang berada diluar sel sehingga sel pre-adiposit
berdiferensiasi menjadi sel adiposit yang matang (Ahmadian dkk .,
2013; Lestari dkk., 2015).

Pada jalur phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) akan
menginisiasi fosforilasi dari protein kinase B (AKT) yang kemudian
akan mengaktifkan  protein kinase mammalian target of
rapamycin (mTOR) yang mempunyai peran dalam proliferasi sel
adiposit (Chiba dkk., 2003). Peningkatan jumlah lemak dalam tubuh
akibat makanan tinggi lemak dapat menyebabkan penambahan
jumlah sel adiposit (hiperplasia) dan/ penambahan diameter sel
adiposit (hipertrofi) (Lin dkk., 2005).

Berdasarkan hasil penelitian pengaruh ekstrak bawang putih
tunggal terhadap jumlah sel adiposit menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak bawang putih tunggal mampu menurunkan
jumlah sel adiposit pada mencit yang diberi pakan tinggi lemak

- (Gambar 5.1) (Rosyidah, 2020).
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Gambar 5.1 Jumlah adiposit. Mencit kelompok normal dan kelompok
perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan tinggi lemak + statin
(26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ckstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70% (100 mg/kgBB),
P2 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih
tunggal pelarut etanol 70% (200 mg/kgBB), P3 = mencit yang
diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut
etanol 70% (400 mg/kgBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata +
standar deviasi, nilai signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji
ANAVA satu jalur. Perbedaan notasi huruf pada grafik
mcnunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji lanjut
DMRT (Rosyidah, 2020)

Ekstrak bawang putih tunggal memiliki kandungan senyawa
antioksidan yang dapat bersifat sebagai anti hiperplasia (Vanamala,
2010). Bawang putih tunggal memiliki berbagai senyawa aktif
antara lain allicin. alkaloid, saponin, dan steroid, senyawa flavonoid,
senyawa polar fenolik, ajone, serta S-alil sistein (SAC), tanin dan
minyak atsiri (Gholkar dkk., 2013). Senyawa antioksidan mampu
menekan ekspresi IGF-1 dan menurunkan aktivasi jalur AKT yang
berperan dalam proliferasi sel adiposit akibat konsumsi makanan
tinggi lemak secara berlebihan sehingga dapat menurunkan tingkat
hiperplasia melalui penurunan jumlah sel adiposit (Vanamala dkk.,
2010).
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Rosyidah juga melaporkan bahwa pemberian ekstrak

bawang putih tunggal mampu menurunkan diameter sel adiposit

pada mencit yang diinduksi makanan tinggi lemak (Rosyidah,

2020). Diameter sel adiposit pada kelompok hewan yang diberi

ekstrak bawang putih tunggal mengecil secara signifikan

dibandingkan dengan kelompok perlakuan yang diberi diet tinggi
lemak saja (Gambar 5.2).
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Gambar 5.2 Diameter adiposit. Mencit kelompok normal dan kelompok

perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit vang diberi pakan
tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan tinggi lemak + statin
(26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ckstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70% (100 mg/kgBB).
P2 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak + ckstrak bawang putih
tunggal pelamut etanol 70% (200 mg/kgBB), P3 = mencit yang
diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut
etanol 70% (400 mg/kgBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata +
standar deviasi, nilai signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji
ANAVA satu jalur. Perbedaan notasi huruf pada grafik
menunjukkan perbedaan signifikan (p-<0.05) berdasarkan uji lanjut
DMRT (Rosyidah, 2020)

Penurunan ukuran diameter sel adiposit disebabkan adanya

inhibisi pada mekanisme kerja dari faktor transkripsi dalam
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adipogenesis yaitu PPARy, sehingga mengakibatkan penurunan
asam lemak dari luar yang akan masuk melewati membran sel yang
disandi oleh gen target PPARy dan pengikatan asam lemak menurun
oleh senyawa antioksidan yang terdapat pada ekstrak bawang putih
tunggal (Rosen dkk., 2000). Aktivitas senyawa yang bersifat
antioksidan dapat menghambat aktivitas PPARy sehingga terjadi
penurunan aktivitas di jalur ERK/MAPK. Mekanisme ini dapat
mengakibatkan diferensiasi sel pre-adiposit menjadi sel adiposit
yang matang mengalami penurunan (Nakagawa dkk., 2004),

B. Peran Bawang Putih Tunggal pada Radikal Bebas

Radikal bebas adalah molekul yang mempunyai sekelompok
atom dengan elektron yang tidak berpasangan, bersifat sangat
reaktif, dan mempunyai waktu paruh yang sangat pendek
(Griendling dkk., 2016; Halliwell & Gutteridge, 2015). Radikal
bebas yang aktif, reaktivitasnya dapat merusak seluruh jenis
makromolekul seluler, termasuk karbohidrat, protein, lipid dan asam
nukleat (Halliwell & Gutteridge, 2015). Jenis radikal bebas terdiri
atas Reacrive Oxygen Species (ROS), Radical Nitrogen Species
(RNS), serta radikal lainnya. ROS meliputi superoxide anion (O2),
hydroxy radical (HO+), peroxyl radical (ROOv), hydroperoxide
(ROOH), Aydrogen peroxide (H20z), hydroperoxyl radical (HOO»),
hypochloride anion (OCI'), oksigen singlet (102), dan ozon (O3)
(Griendling dkk., 2016).
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Gambar 5.3 Kadar ROS serum. Mencit kelompok normal dan kelompok
perlaknan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit yang diberi
pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan tinggi
lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut heksana
(12.5 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak
+ ekstrak bawang putih tunggal pelarut heksana (25
mg/kgBB), P3 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ekstrak bawang putth tunggal pelarut heksana (50 mg/kgBB).
Nilai ditunjukkan sebagai rerata + standar deviasi, nilai
signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji ANAVA satu
jalur. Perbedaan notasi huruf pada grafik menunjukkan
perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji lanjut DMRT
(Ilmawati dkk., 2019¢)

Kadar ROS berbeda signifikan pada serum mencit yang diindukst
pakan tinggi lemak apabila dibandingkan dengan mencit yang diberi
pakan normal (Gambar 5.3). Makanan tinggi lemak menyebabkan
timbunan lemak meningkat. Lemak mengalami hidrolisis menjadi
asam lemak dan gliserol, kemudian dibawa ke limfe melalui
pembuluh chy!l dan melalui vena hepatika dibawa ke hati. Di hati,
lemak mengalami hidrolisis menjadi vLDL yang akan dibawa ke
sistem sirkulasi darah. vLDL akan mengalami hidrolisis kembali
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menjadi LDL dengan bantuan enzim lipoprotein lipase (Shepherd,
2001). Peningkatan LDL menyebabkan peningkatan radikal bebas
dalam tubuh, yaitu ROS. ROS yang melebihi kapasitas antioksidan
endogen dapat bersifat toksik dan mendorong terjadinya stres
oksidatif (Chaiyasut dkk., 2011). Kondisi stres oksidatif merupakan
kondisi peningkatan kecepatan kerusakan sel yang diakibatkan oleh
ROS, karena ketidakseimbangan antara radikal bebas dengan sistem
penangkapan radikal (antioksidan endogen) (Nelson, 2013).

Perlakuan ekstrak bawang putih tunggal fraksi heksana dapat
menekan produksi ROS pada serum mencit yang diberi pakan tinggi
lemak (Imawati dkk., 2019¢c). Ekstrak bawang putih tunggal
mengandung senyawa aktif allicin yang memiliki aktivitas sebagai
antioksidan (Febyan dkk., 2015). Antioksidan dapat menghambat
autooksidasi (Panovska dkk., 2005) dan menghambat peroksidasi
lipid (Borek, 2001; Guvonnet dkk., 2001; Okada dkk., 2005).
Aktivitas antioksidan ekstrak bawang putih dapat meningkatkan
enzim protektif, yaitu SOD (Arifah dkk., 2020c), katalase, GPx pada
sel endotel pembuluh darah (Badr & Al-Mulhim, 2014; Borek,
2001).

Hati merupakan organ utama untuk sintesis kolesterol.
Akumulasi asam lemak dapat menyebabkan kerusakan hati melalui
aktivasi jalur persinyalan intraseluler di sel kupffer, sel stellate dan
hepatosit. sel kupffer dan sel stellate mensekresikan mediator pro-
inflamasi dan pro-fibrotik yang dapat mempengaruhi sel di

sekitamya, sehingga memicu terjadinya inflamasi dan fibrogenesis.
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ROS merupakan salah satu bentuk radikal bebas yang dapat
menyebabkan terbentuknya lipid peroksida (Singh dkk., 2017).

Lipid peroksidasi dapat menyebabkan kerusakan sel atau
jaringan tubuh. Kerusakan diawali oleh pembentukan radikal bebas
yang terjadi sewaktu pembentukan peroksida dan asam lemak yang
terdapat di dalam struktur molekul polyunsaturated fatty acid
(PUFA). Lipid Aydroperoxide (ROOH) dapat terurai dan dikatalisis
oleh logam transisi melalui reaksi Fenton menghasilkan senyawa
karbonil rantai pendek seperti aldehid dan keton yang bersifat
sitotoksik. Pemecahan ikatan karbon selama peroksidasi lipid
menyebabkan pembentukan alkanal seperti malondialdehid (MDA)
(Aulanni’am dkk., 2011; Singh dkk., 2017). Peningkatan kadar ROS
dalam sel mengakibatkan peningkatan reaksi peroksidasi lipid
sehingga produksi MDA dapat meningkat (Ayala dkk., 2014,
Halliwell & Gutteridge, 2015),

Purnamasari melaporkan bahwa kelompok mencit sehat yang
diberi pakan standar memiliki kadar MDA yang berbeda nyata
dengan kelompok mencit diberi pakan diet tinggi lemak
(Purnamasari, 2020). Senyawa MDA dapat bereaksi dengan sel dan
protein jaringan atau DNA, hal ini dapat menyebabkan kerusakan
secara biomolekuler (Ayala dkk., 2014). MDA bersifat reaktif dan
dapat menginduksi delesi pada DNA, sehingga menyebabkan
mutasi dan kematian sel (Niedemhofer dkk., 2003). MDA juga
dapat memodifikasi protein, sehingga mengganggu ribosom untuk
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sintesis protein, hal ini menyebabkan MDA berperan penting dalam

proses kerusakan sel dan penyebab penyakit kronik seperti diabetes,

kanker dan gangguan kardiovaskuler kardiovaskuler (Ayala dkk.,
2014; Negre-Salvayre dkk., 2008; Valko dkk., 2007).

Kadar MDA hepar
(ng/mL)

80 -

c [+
1 b b be
N K K+ Pl P2 P3

coB8883883

Perlakuan

Gambar 5.4 Kadar MDA hepar mencit. Mencit kelompok normal dan

kelompok perlakuan, Ket: N = mencit normal, K- = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi
pakan tinggi lemak + statin (26 mg/kgBB P1 = mencit yang
diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal
pelarut etanol 70% (100 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi
pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut
etanol 70% (200 mg/kgBB), P3 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut etanol
70% (400 mg/kegBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata +
standar deviasi, nilai signifikansi pada p<(,05 menggunakan
uji ANAVA satu jalur, Perbedaan notasi hurof pada grafik
menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji
larjut DMRT (Purnamasari, 2020)

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan kelompok perlakuan

yang diberi ekstrak bawang putih tunggal dengan pelarut etanol 70%
pada dosis 100 mg/kgBB mengalami penurunan kadar MDA hepar
yang signifikan dibandingkan dengan kelompok yang diberi diet

tinggi lemak tanpa pemberian ekstrak bawang putih tunggal.
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Bawang putih (4. sativum L.) diakui sebagai tanaman rempah yang
bernilai ekonomi tinggi dan obat untuk berbagai penyakit serta
gangguan fisiologis (Singh dkk., 2014). Bawang putih mengandung
zat farmakologis yang berguna meliputi 33 senyawa sulfur,
beberapa enzim, 17 asam amino, dan mineral seperti selenium
(Singh & Singh, 2008). Bawang putih juga dianggap sebagai
antioksidan yang efektif untuk melindungi sel terhadap kerusakan
akibat radikal bebas, sehingga dapat membantu mencegah beberapa
jenis kanker, penyakit jantung, stroke dan infeksi virus
(Gebreyohannes & Gebreyohannes, 2013; Singh dkk., 2014).
Senyawa aktif (terutama organosulfur) dalam bawang putih mnggal
memiliki konsentrasi yang lebih tinggi daripada bawang putih
biasanya (Lestari & Rifa’i, 2018a).

Alliin, allicin dan ajoene menghambat akumulasi kolesterol
dengan cara menghambat aktivitas enzim yang bersifat lipogenik
dan kolesterogenik, seperti enzim HMG-CoA reduktase dalam
proses sintesis kolesterol (Lestari dkk., 2019). Allicin mampu
menekan biosintesis kolesterol dengan cara menghambat enzim
Asetil-CoA sintase (Borlinghaus dkk, 2014). Ajone mampu
menangkal aktivitas radikal hidroksil (Ugwu & Suru, 2016a).

Singh, dkk. (2014) menyatakan senyawa aktif organosulfur
tersebut bersifat antioksidan dan dapat membantu melawan radikal
bebas yang berbahaya, memecah kolesterol dalam darah, sehingga
mencegah penyempitan pembuluh darzh yang menyebabkan

Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaatnya 93




tekanan darah tinggi dan serangan jantung. Bawang putih tunggal
secara signifikan mengurangi MDA pada hewan coba yang diberi
diet tinggi kolesterol (Seham dkk., 2015).

Penelitian yang dilakukan oleh Sayin, dkk (2016) dan Ji, dkk
(2017) menunjukkan kelompok perlakuan yang diinduksi pakan
tinggi lemak menunjukkan berat hati lebih tinggi dibandingkan
dengan kelompok perlakuan lainnya dan terdapat lipid droplet
dalam jumlah lebih banyak pada preparat irisan hati dengan
pewarnaan HE (Ji dkk., 2017; Sayin dkk., 2016).

Hashem dan Alazouny (2016) dan Ji dkk. (2017) mélaporkan
bahwa steatosis (perlemakan hati) pada Non-alcoholic Fatty Liver
Disease (NAFLD) ditandai dengan deposit lipid pada sel hati,

akumulasi lipid diantara jaringan hati, hepatosit menggembung, dan

terjadi atrofi pada hepatosit (Hashem & Alazouny, 2016; Ji dkk.,

Gambar 5.5 Hasil pengamatan preparat histologi hati mencit (perbesaran
400x). Hepatocyte (Hc), hepatocytes nuclei (HN), Hepatic
sinusoids (HS), Kupffer cells (KC), artery (A), portal vein (PV),
Hepatic ballooning (HBa), hepatic steatosis (HSt). N = mencit
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normal, K- = mencit yang diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal
pelarut heksana (12.5 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarat heksana (25
mg/kgBB), P3 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak
bawang putih tunggal pelarut heksana (50 mg/kgBB) (Sumber:
Arifah dkk., 2018).

Pengamatan pada preparat histologi hati mencit menggunakan
mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x diperoleh hasil pada
kelompok hewan yang diberikan diet tinggi lemak menunjukkan
hepatic steatosis (perlemakan hati} (Arifah dkk., 2018). Hepatic
steatosis ditandai adanya ruang kosong pada hepatosit setelah
pewarnaan haematoxylin-eosin (HE). Kelompok hewan dengan diet
tinggi lemak saja memiliki hepatic steatosis yang secara kualitatif
lebih banyak dibandingkan kelompok yang diberi ekstrak bawang
putih tunggal.

Mekanisme kerusakan hati akibat NAFLD ini disebabkan karena
peningkatan sintesis asam lemak melalui jalur endogen, peningkatan
pengiriman asam lemak ke hati, terjadinya defisiensi pada saat
pembentukan vLDL sehingga trigliserida tidak dapat diekspor
keluar dari hati, peningkatan aktivitas pembentukan asam lemak
non-ester melalui jalur de novo lipogenesis, dan penurunan aktivitas
B-oksidasi sebagai jalur pemecahan asam lemak (lipolisis) (Kawano
& Cohen, 2013; Ress & Kaser, 2016).

Bawang putih merupakan salah satu alternatif dari bahan alami
yang terbukti memiliki kemampuan dalam mencegah dan
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merupakan keadaan endotel pembuluh darah yang mengalami
perubahan akibat adanya zat toksik maupun molekul lipid yang
mengakibatkan perubahan permeabilitas dinding sel endotel arteri,
sehingga molekul-molekul lipid dapat masuk ke dalam dinding
artert (Esenwa & Elkind, 2016). Ox-LDL mempunyai peranan
penting pada respon inflamasi karena kaitannya dengan faktor
transkripsi yaitu NFxB.

NF«xB merupakan faktor transkripsi yang terlibat dalam inisiasi
penyakit inflamasi. Aktivasi dari komponen sel inflamasi diatur oleh
rentetan pemberian sinyal melalui penggabungan urutan regulasi
protein yang dimediasi oleh NFxB (Pamukcu dkk., 2011). Aktifnya
NFxB menginisiasi proses inflamasi termasuk diantaranya sitokin
proinflamasi, kemokin ataupun ROS yang berperan dalam respon
inflamasi. NF«B juga berperan dalam regulasi pada beberapa
molekul adhesi yang berperan dalam stimuli respon inflamasi,
termasuk diantaranya P-selektin, E-selektin, ICAM-1, VCAM-1
yang berperan dalam perkembangan awal aterosklerosis (Bentzon
dkk., 2014; Hansson & Hermansson, 2011; Verhagen & Visseren,
2011).
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mengobati aterosklerosis. Bawang putih mengandung senyawa
organosulfur utama yaitu y-glutamyl-S-allyl-L-cysteines dan S-allyl-
L-cysteine sulfoxides (aliin) (Tocmo dkk., 2015). Berdasarkan hasil
penelitian menggunakan mencit yang diinduksi dengan pakan tinggi
lemak menunjukkan bahwa bawang putih tunggal lokal Indonesia
dapat memperbaiki kerusakan hati (hepatic steatosis). Hasil
penelitian pada kelompok perlakuan yang diberi ekstrak hexane
bawang putih tunggal dengan dosis 12,5 mg/kgBB (P1), 25
mg/kgBB (P2), dan 50 mg/kgBB (P3) terjadi perbaikan kondisi
histologi hepatic steatosis dibandingkan dengan kelompok hewan
dengan diet tinggi lemak saja.

Ekstrak bawang tunggal yang diberikan mengandung senyawa
allicin yang dapat menjadi inhibitor kompetitif enzim HMG-CoA
reduktase yang berperan dalam sintesis lemak dalam hati (Lestari
dkk., 2019). Allicin dapat menjadi inhibitor pada enzim HMGR
karena allicin dapat bekerja pada substrat yang memiliki atom
sulfur. Mekanisme inhibisi pada proses sintesis lemak dalam hati
dapat menurunkan aktivitas metabolisme lemak dalam hati sehingga
dapat memperbaiki hepatic steatosis.

Makanan tinggi lemak juga dapat menyebabkan kondisi
hiperkolesterolemia. Hiperkolesterolemia yaitu peningkatan jumlah
kolesterol di dalam tubuh terutama LDL. Peningkatan LDL menjadi
salah satu faktor utama yang menyebabkan aterogenesis yaitu
melalui  pembentukan LDL  teroksidasi (ox-LDL) yang
menyebabkan disfungsi sel endotel. Disfungsi sel endotel
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Gambar 5.6 Ekspresi VCAM-1 pada aorta mencit. Mencit kelompok normal dan
kelompok perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit yang
diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan tinggi
lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi pakan tinggi
lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut heksana (12.5
mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak
bawang putih tunggal pelarut heksana (25 mg/kgBB), P3 = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal
peiarut heksana (50 mg/kgBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata +
standar deviasi, mlzu signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji
ANAVA sat jalur, Perbedaan notasi huruf pada grafik
menunjukkan perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji lanjut
DMRT (Gofur, dkk,, 2019)

Ekspresi VCAM-1 pada aorta menggunakan metode pewarnaan
[HK menunjukkan intensitas tertinggi terdapat pada mencit yang
diberi pakan tinggi lemak tanpa perlakuan (K-) (150,91
intensitas/mm?) dan intensitas ini lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok yang diberikan pakan normal (118,84 intensitas/mm?)
(Gambar 5.6). VCAM-1 adalah suatu immuno-globulin yang
merupakan molekul adhesi yang berekspresi pada sel-sel endotel
yang mengalami aktivasi. VCAM-1 mengikat integrin asB; yang
secara konstitutif diekspresikan pada limfosit, monosit, dan

eosinofil (Ley & Huo, 2001). VCAM-1 memainkan peran penting
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sebagai penanda aterogenesis pada awal terjadinya aterosklerosts,
karena berperan dalam pengerahan komponen inflamasi yang
merangsang penempelan monosit pada dinding endotel pembuluh
arteri (Dansky dkk., 2001). Aktivasi dari VCAM-1 terjadi ketika
adanya disfungsi endotel, yang kemudian memicu mulainya proses
inflamasi. Komponen sitokin proinflamasi seperti TNF-a. atau
interleukin 1P (IL-1B) menjadi aktif dan memicu ekspresi gen dari
VCAM-1 oleh endotel vaskular (Preiss & Sattar, 2007).

Ekspresi dari VCAM-1 juga diregulasi oleh faktor pro-
aterogenik, dibuktikan dengan adanya peningkatan ekspresi
VCAM-1 akibat induksi oleh Ox-LDL. Plak aterosklerosis pada
aorta koroner manusia diketahui menunjukkan ekspresi yang tinggi
dari VCAM-1 maupun ICAM-1 dan peningkatan jumlah makrofag
serta sel T, yang dapat diamati pada daerah neovaskularisasi plak
tetapi dengan jumiah yang sedikit pada luminal endote! arteri
{Galkina & Ley, 2007).

Senyawa pada bawang putih yaitu allicin diketahui memiliki efek
antioksidan yang tinggi (Rahman dkk., 2012). Antioksidan memiliki
peranan untuk mencegah stres oksidatif dan modifikasi dari LDL
{Gonen dkk., 2005). Allicin diketahui mampu menekan peroksidasi
nitrit oksida (NO) yang berperan dalam stress oksidatif (Schwartz
dkk., 2002). S-allyl cysteine (SAC) pada bawang putih juga
diketahui merupakan senyawa antioksidan yang dapat mencegah
aktivasi dari faktor transkripsi NFkB yang berperan dalam inisiasi
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proses inflamasi. Mekanisme antioksidan senyawa SAC
ditunjukkan pada Gambar 5.7.

Gambar 5.7 Mekanisme Antioksidan Senyawa S-allylcysteine (SAC).
Mekanisme antioksidan senyawa S-allylcysteine pada bawang
putih yang mencegah terjadinya stress oksidatif dan ekspresi
dari NFxB. SAC dapat menghambat terbentuknya anion
superoksida (O2*—), hidrogen peroksida (H:0.), radikal
hidroksil (OH), radikal peroksinitrit (ONOO-) dan radikal
peroksil (LOQ). Sumber: Colin-Gonzilez dkk., 2012,

Penghambatan pada NF«kB oleh SAC menyebabkan molekul
adhesi seperti VCAM-1 tidak dapat terckspresi. Tidak
terekspresinya molekul adhesi menandakan bahwa tidak terjadinya
respon inflamasi, sehingga monosit tidak dapat masuk ke dalam
endotelium arteri untuk kemudian menjadi makrofag dan
menfagosit Ox-LDL hingga nantinya akan terbentuk foam cell yang
merupakan tahapan awal pembentukan plak aterosklerosis (Colin-

Gonzalez dkk., 2012).

Senyawa lain pada bawang putih yaitu diallyl-disulfide

(DADS) mempunyai rantai allyl yang dengan mudah akan tereduksi

menjadi rantai propyl yang jenuh, sehingga akan menurunkan kadar
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nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) dan nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) yang penting untuk
sintesis trigliserida dan kolesterol (Priskila, 2012). Peranan NF-KB

dalam mengaktifkan ekspresi VCAM-1 ditunjukkan pada Gambar
5.8.

Gambar 5.8 Aktivasi VCAM-1 dimediasi oleh NF-KB.
(Sumber : Pamukcu dkk., 2011)

Peningkatan jumlah atau konsentrasi ekstrak bawang tunggal
yang diberikan pada mencit yang diberi pakan tinggi lemak
menyebabkan penurunan jumlah VCAM-1. Penurunan ekspresi
VCAM-1 menunjukkan adanya peredaman radikal bebas untuk
mencegah stres oksidatif dan pencegahan modifikasi dari LDL
menjadi oxLDL (Colin-Gonzalez dkk., 2012). Selain peredaman
radikal bebas, penurunan jumlah VCAM-1 juga dikarenakan
pencegahan pada pembentukan kolesterol. Senyawa pada bawang
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tunggal dapat menekan aktivitas enzim lipogenik dan
kolesterogenik seperti enzim malat, asam lemak sintase, glukosa 6-
fosfat dehidrogenase dan HMGR (Amal dkk., 2012).

Enzim HMG-CoA berperan untuk mengubah HMG-CoA
menjadi mevalonat. Penghambatan pembentukan terjadi karena
allicin merupakan inhibitor kompetitif dari enzim HMG-CoA.
Allicin juga berperan dalam penghambatan kerja enzim tiolase.
Enzim tiolase merupakan enzim yang berperan dalam pengubahan
2 asetil-CoA menjadi asetoasetil-CoA (Al-Numair, 2009).
Penghambatan aktivitas tiolase mengakibatkan pembentukan asetil-
CoA sebagai sumber semua atom karbon dalam kolesterol menjadi
menurun, sehingga terjadi penurunan sintesis kolesterol. Penurunan
jumiah kolesterol yang terbentuk mencegah adanya penumpukan
LDL yang dapat berakibat pada disfungsi endotel (Al-Numair,
2009; Amal dkk., 2012).

C. Peningkatan Antioksidan Endogen oleh Ekstrak Bawang

Putih Tunggal

Antioksidan adalah senyawa yang mampu menghilangkan
radikal Dbebas, bersifat sebagai scavenger, menghambat
pembentukan ataupun meniadakan efek ROS (Halliwell &
Gutteridge, 1999, 2015). Sumber antioksidan dapat dikelompokkan
menjadi dua kelompok yaitu antioksidan endogen (antioksidan yang
berasal dari dalam tubuh) dan antioksidan eksogen (antioksidan
berasal dart luar tubuh). Antioksidan di dalam makanan dapat
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berasal dari senyawa antioksidan yang sudah ada satu atau dua

komponen vyang terbentuk dari reaksi-reaksi selama proses

pengolahan (Nimse & Pal, 2015). Tubuh memiliki kemampuan

untuk memproduksi antioksidan endogen seperti SOD, katalase, dan
GPx (Nair dkk., 2012).

Kadar SOD serum (ng/ml.)

g -

10 A

Pevinkuan

Gambar 5.9 Kadar SOD serum. Mencit kelompok normal dan kelompok

perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit yang diben
pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan tinggi
lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut heksana
(12.5 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak
+ ekstrak bawang putih tunggal pelarut heksana (25
mg/kgBB), P3 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ekstrak bawang putih tunggal pelarut heksana (50 mg/kgBB).
Nilai ditunjukkan sebagai rerata + standar deviasi, nilai
signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji ANAVA satu
jalur. Perbedaan notasi huruf pada grafik menunjukkan
perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji lanjut DMRT
(Arifah dkk., 2020c).
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Gambar 5.10 Kadar katalase serum dan hepar mencit. Mencit kelompok normal
dan kelompok perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70%
(100 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ekstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70% (200 mg/kgBB),
P3 = mengit yang diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih
tunggal pelarut etanol 70% (400 mg/kgBB). Nilai ditunjukkan
sebagai rerata + standar deviasi, nilai signifikansi pada p<0,05
menggunakan uji ANAVA satu jalur. Perbedaan notasi huruf pada
grafik memnjukkan perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji
lanjut DMRT (Lestari dkk., 2019).
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Gambar 5.11 Kadar GPx serum dan hepar mencit. Mencit kelompok normal
dan kelompok perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit yang diberi
pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut
etanol 70% (100 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tanggal pelarut etanol 70%
(200 mg/kgBB), P3 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ekstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70% (400
mg/kgBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata + standar deviasi,
nilai signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji ANAVA satu
jalur, Perbedaan notasi hurof pada grafik menunjukkan
perbedaan signifikan (p<0,05) berdasartkan wji lanjut DMRT
(Lestari dkk., 2019).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada pada kelompok
perlakuan yang hanya diberi pakan tinggi lemak memiliki kadar
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SOD, katalase, dan GPx lebih rendah secara signifikan
dibandingkan dengan kelompok normal dan paling rendah
dibandingkan dengan perlakuan yang lainnya. Konsumsi makanan
tinggi lemak menyebabkan pengaktifan signaling inflamasi dan
memediasi peningkatan radikal bebas dalam tubuh. Radikal bebas
yang semakin meningkat dapat menyebabkan menurunnya aktivitas
antioksidan dalam tubuh. SOD merupakan enzim anticksidan yang
dapat mencegah terjadinya kerusakan akibat radikal bebas (Nimse
& Pal, 2015). SOD memiliki kofaktor berupa ion tembaga dan seng,
mangan, besi, atau nikel. SOD terdapat di sitoplasma, mitokondria,
dan ekstrascluler. GPx adalah antioksidan yang mengandung
selenium (Se) aktif {Cristiana dkk., 2014).

Sreekumar dkk. juga menyatakan bahwa peningkatan lemak
jenuh menyebabkan terjadinya ketidakseimbangan antara produksi
ROS dan anticksidan dalam tubuh. Peningkatan produk oksidatif
salah satunya berupa lipid peroksida menyebabkan penurunan
aktivitas enzim antioksidan SOD, katalase, dan GPx {Sreekumar
dkk., 2002). Peningkatan radikal bebas akan menyebabkan lebih
banyak sel yang mengalami stres oksidatif sehingga banyak sel yang
mengalami kerusakan. Tubuh memeriukan antioksidan tambahan
(eksogenj untuk membantu kinerja dari antioksidan endogen.
Antioksidan eksogen dapat didapatkan melalui tumbuhan salah
satunya bawang putih tunggal.

Pemberian ekstrak bawang putih tunggal lokal Indonesia pada
mencit yang diinduksi dengan pakan tinggi lemak menunjukkan
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adanya peningkatan kadar antioksidan endogen (Arifah dkk., 2020c;
Lestari dkk., 2019). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Prasonto dkk., (2017) menyatakan bahwa bawang putih tunggal-
memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi dibandingkan bawang
putih biasa. Aktivitas antioksidan ini diukur berdasarkan nilai
Inhibition Concentration (ICso). Bawang putih tunggal lokal
memiliki nilai ICso yang lebih kecil dibandingkan bawang putih
biasa yang artinya daya antioksidan bawang putih tunggal lokal
lebih baik dibandingkan bawang putih biasa (Prasonto dkk., 2017).

Hasil penelitian menunjukkan pada kelompok perlakuan yang
diberi ekstrak bawang putih tunggal berbagai dosis memiliki kadar
SOD, katalase, dan GPx lebih tinggi dibandingkan dengan
kelompok diet tinggi lemak saja. Pemberian ekstrak bawang tunggal
yang mengandung senyawa aktif allicin menyebabkan terjadinya
peningkatan enzim antioksidan endogen untuk menanggulangi
adanya ROS (Gao, 2013; Tocmo dkk., 2015). Hal ini disebabkan
allicin dapat menurunkan sintesis lemak dalam hati sehingga LDL
dalam darah akan menurun. Penurunan LDL dalam darah dapat
menurunkan terbentuknya oxLDL sehingga dapat meningkatkan
aktivitas enzim antioksidan endogen.

Peningkatan aktivitas enzim antioksidan dapat menurunkan
reaksi oksidatif pada lipid yang menghasilkan lipid percksida dalam
bentuk oxLDL. SOD dapat mengubah radikal bebas anion

superoksida (202™) menjadi H20; yang kemudian dengan bantuan
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enzim katalase akan mengubah H202 menjadi H20 (air) (Cristiana
dkk., 2014; Nimse & Pal, 2015; Wong dkk., 2012). Reaksi konversi

oleh radikal bebas oleh antioksidan endogen adalah sebagai berikut

- 2H,0+0, Ao
m
ool [ Hl
4GSH
] 2GSSG

NADPH
4H,0

Gambar 5.12 Peran antioksidan SOD, CAT, dan GSHPx dalam mengonversi
radikal bebas. (Sumber; (Nimse & Pal, 2015)

D. Peran bawang putih tunggal pada sistem reproduksi mencit
jantan

Hiperlipidemia merupakan suatu kondisi profil lipid dalam
darah dimana terjadi peningkatan kadar kolesterol total, trigliserida,
dan LDL serta penurunan kadar HDL (Almatsier, 2004; Minich
dkk., 1997). Hiperlipidemia dipengaruhi oleh berbagai faktor.
Faktor dominan yaitu makanan yang tinggi lemak (Balgis &
Panunggal, 2013; Otunola dkk., 2010). Hiperlipidemia yang
diakibatkan dari diet tinggi karbohidrat dan tinggi lemak dapat
mengganggu sistem reproduksi jantan, seperti penurunan kualitas
sperma yang bisa menyebabkan infertilitas (Ashrafi, dkk., 2013;
Chertok dkk., 2001; Gofur & Lestari, 2016; Zhu dkk., 2005).
Penurunan kualitas sperma berupa jumlah, motilitas, dan struktur
sperma (Bashandy, 2006; Ohara dkk., 1993).
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Statin merupakan jenis obat yang saat ini banyak digunakan
untuk mengobati kondisi hiperlipidemia (Heart Protection Study
Collaborative Group, 2002; Taylor dkk., 2013; Tremblay dkk.,
2011). Statin menurunkan kadar lipid dengan cara menghambat
HMG-KoA menjadi prekursor kolesterol dan mevalonat dengan
menghambat enzim HMGR (McKenney, 2003). Konsumsi statin
secara terus menerus dapat memberikan berbagai efek samping
negatif bagi tubuh (Bitzur, 2016, Golomb & Evans, 2010; Roy dkk.,
2017) yaitu mengganggu kesuburan (Ramirez-Torres dkk., 2000),
mengganggu produksi testosteron (Schooling dkk., 2013),
menurunkan jumlah total sperma, menurunkan konsentrasi semen,
menurunkan motilitas sperma, mengubah fungsi kelenjar prostat dan
epididimis (Niederberger, 2005; Pons-Rejraji dkk., 2014).
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Gambar 5.13 Kualitas sperma mencit. (a) Jumlah spermatozoa; (b) Persentase
motilitas sperma; (c) Persemtase normalitas sperma. Mencit
kelompok normal dan kelompok perlakuan. Ket: N = mengcit
normal, K- = mencit yang diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit
yang diberi pakan tinggi lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 =
mencit yang diberi pakan tinggi lemak + ¢kstrak bawang putih
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tunggal pelarut etanol 70% (100 mg/kgBB), P2 = mencit yang
diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut
etanol 70% (200 mgﬂchB) P3 = mencit yang diberi pakan tinggi
lemak + ekstrak bawang putib tunggal pelarnt etanol 70% (400
mg/kgBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata + standar deviasi,
nilai signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji ANAVA satu
jalur, Perbedaan notasi huruf pada grafik menunjukkan perbedaan
signifikan (p<0,05) berdasarkan uji lanjut DMRT {Qadariah dkk.,
2020).

Qadariah dkk. (2020) melaporkan bahwa terdapat perbedaan
jumlah sperma yang signifikan antara mencit normal dengan mencit
yang mengonsumsi pakan tinggi lemak. Mencit yang diberi pakan
tinggi lemak mengalami penurunan jumlah sperma, kemampuan
motilitas, dan normalitas sperma secara signmifikan jika
dibandingkan dengan mencit yang diberi pakan normal (Qadariah
dkk., 2020). Dalam sistem reproduksi, lipid dalam darah terutama
kolesterol merupakan substrat utama untuk memproduksi hormon
steroid (Gwynne & StrausslIl, 2014). Namun apabila jumlah lipid
terlalu banyak (hiperlipidemia) dapat memberikan dampak buruk
pada kualitas sistem reproduksi terutama sperma.

Hiperlipidemia menurunkan jumlah sel leydig, fungsi sel
sertoli, peran testosteron (Yamamoto dkk., 1999), volume cairan
semen (Monfared, 2013; Padron dkk., 1989, Schisterman dkk.,
2014), degenerasi sel-sel gonad (Chertok dkk., 2001; Zhu dkk.,
2005), kadar kolesterol di testis meningkat, degenerasi sel gonad,
disfungsi  kelenjar  hipotalamus-pituitari, dan  gangguan
spermatogenesis (Gofur & Lestari, 2016). Hal ini menyebabkan
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jumlah sperma yang dihasilkan sedikit. Peningkatan jurnlah lipid
dalam darah dapat menyebabkan penurunan motilitas sperma
(Monfared, 2013). Penurunan motilitas sperma juga diakibatkan
oleh meningkatnya ROS (Henkel, 2011) yang menimbulkan
oxidative stress (OS) sehingga menyebabkan penurunan motilitas
sperma (Bansal & Bilaspuri, 2011). Peroksidasi lipid dapat
menginduksi perubahan morfologi pada spermatozoa (Sanchez
dkk., 2006). Kondisi hiperlipidemia mempengaruhi morfologi
sperma terutama kepala sperma (Schisterman dkk., 2014).
Hiperlipidemia yang menyebabkan peningkatan ROS dan OS
mengakibatkan sperma cacat secara morfologis (Bansal & Bilaspuri,
2011).

Mekanisme penurunan kadar lipid dalam darah oleh bawang
putih tunggal hampir sama seperti statin. Zat allicin yang terkandung
dalam bawang putih tunggal menghambat aktivitas HMGR
(Amagase dkk., 2011; Borek, 2001). Pengobatan dengan bawang
putih tunggal terbukti dapat meningkat kualitas sperma mencit
secara signifikan dibandingkan dengan mencit yang hanya
mengonsumsi pakan tinggi lemak.

Hiperlipidemia menyebabkan glukosa membentuk suatu
ikatan kovalen dengan protein plasma melalui proses non-enzimatik
yang disebut glikasi sehingga menghasilkan Advanced Glycation
End-Products (AGE) (Singh dkk., 2014). AGE dikenal sebagai
glikotoksin, merupakan kelompok senyawa dengan kadar oksidan

yang tinggi, berasal dari reaksi maillard dengan cara non-enzimatik,
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dengan mengurangi gula dan gugus amino yang bersifat bebas dan
protein, lipid, atau asam nukleat (Uribarri dkk., 2010). Pembentukan
AGE berlangsung dengan reaksi maillard yang melibatkan
kelompok protein amino (NH2) (Luevano-Contreras & Chapman-
Novakofski, 2010). Kadar glukosa yang tinggi memicu tegjadinya
glikasi lipid dan protein sehingga mengakibatkan terbentuknya
AGE yang bersifat antigenik. AGE memiliki peran cukup penting
dalam terjadinya berbagai jenis komplikasi pada penderita diabetes.

Interaksi AGE dan reseptornya dapat meningkatkan
produksi ROS (Yamagishi, 2011). Reseptor AGE ditemukan di
darah dan organ lain seperti pada testis, epididimis dan sperma
(Mallidis dkk., 2009). Beberapa penelitian menunjukan kadar AGE
yang tinggi dapat terakumulasi dalam saluran reproduksi pasien
dengan sindrom metabolik (Zhao dkk., 2016).

AGE juga dapat terbentuk salah satunya melalui jalur
peroksidasi lipid (Gambar 5.12). Bahan utama peroksidasi lipid ini
adalah polyunsaturated fatty acid (PUFA), yaitu merupakan
kelompok lipid yang memiliki ikatan rangkap lebih dari dua,
misalnya asam arakidonat. PUFA akan diserang oleh radikal bebas
berubah menjadi PUFA radikal yang segera bereaksi dengan
oksigen membentuk PUFA peroxide radical. PUFA peroxide
radical akan mengalami siklisasi dan serangkaian reaksi hingga
membentuk malondialdehyde (MDA). MDA di sitoplasma dapat
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diubah menjadi methylglyoxal (MG) oleh enzim phosphoglucose
isomerase (Ayala dkk., 2014).
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Gambar 5.14 Berbagai jalur pembentukan AGE. Sumber: (Tan dkk.,
2007).

Reseptor sel di permukaan yang dapat mengenali AGE yaitu
Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE),
macrophage scavenger receptor class A (SR-A), SR-B (SR-B1 and
CD36), lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor-I
(LOX-1), galectin-3 complex, fasciclin , epidermal growth factor
(EGF)like, laminin-type EGF-like dan link domain-containing
scavenger receptors-I and -2 (FEEL-1 and -2), megalin, serta foll-
like receptor 4 (TLR4) (Chuah dkk., 2013). Interaksi antara AGE
dan RAGE dapat menyebabkan perubahan signaling intraseluler,
ekspresi gen, dan berbagai komplikasi diabetes (Ahmed, 2005;
Singh dkk., 2014).
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Kadar AGE dan RAGE epididimis pada mencit yang beri
pakan tinggi lemak berbeda signifikan dibandingkan dengan mencit
yang diberi pakan standar (Baroroh dkk., 2020). Hal ini
menunjukkan bahwa pakan tinggi lemak dapat meningkatkan
produksi AGE dan RAGE terutama di epididimis sebagai salah satu
organ reproduksi jantan. Kadar AGE yang tinggi dapat

mempengaruhi tingkat kualitas sperma karena sifatnya yang radikal

dapat menyebabkan oklusi arteri dan kerusakan serius pada sel

sistem reproduksi, dan akibatnya cacat pada sperma. Stres oksidatif

yang diinduksi radikal bebas berkontribusi secara signifikan

meningkatkan sperma abnormal, mengurangi jumlah sperma, dan

fragmentasi DNA sperma (Asadi dkk., 2017).
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Gambar 5.15

Kadar AGE dan RAGE epididimis mencit. Mencit kelompok
normal dan kelompok perlakuan. Ket: N = mencit normal, K- =
mencit yang diberi pakan tinggi lemak, K+ = mencit yang diberi
pakan tinggi lemak + statin (26 mg/kgBB), P1 = mencit yang
diberi pakan tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut
etanol 70% (100 mg/kgBB), P2 = mencit yang diberi pakan
tinggi lemak + ekstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70%
(200 mg/kgBB), P3 = mencit yang diberi pakan tinggi lemak +
ckstrak bawang putih tunggal pelarut etanol 70% (400
mg/kgBB). Nilai ditunjukkan sebagai rerata + standar deviasi,
nilai signifikansi pada p<0,05 menggunakan uji ANAVA satu
jalur. Perbedaan notasi huruf pada grafik menunjukkan
perbedaan signifikan (p<0,05) berdasarkan uji lanjut DMRT
(Baroroh dkk., 2020).

Kandungan ekstrak bawang putih tunggal yang kaya akan

antioksidan juga dapat menurunkan kadar ROS pada mencit diet
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tinggi -karbohidrat dan lemak (Imawati dkk., 2018). Penurunan
kadar ROS ini dapat menghindarkan terjadinya stres oksidatif
sehingga sistem reproduksi dapat berfungsi kembali. Antioksidan
bertindak sebagai scavenger ROS yang terbentuk di mitokondria,
sehingga dapat mencegah stress oksidatif (Tan dkk., 2007).
Antioksidan juga dilaporkan memiliki potensi aksi sebagai agen
renoprotektor (renoprotective agent). Bawang putih tunggal
memiliki senyawa aktif enzim allinase, peroxidase dan myrosinase
yang merupakan senyawa golongan flavonoid dan memiliki potensi
sebagai antioksidan, serta bahan lain seperti protein, mineral,
vitamin, lemak, asam amino, dan prostaglandin (Chuyen, 2006).
DADS dalam struktur biokimia, bawang putih dapat
mempengaruhi kerja dari hipotalamus-hipofisis. DADS akan
menstimulasi sel-sel basofilik dan sekresi hormon seks luteinizing
hormone (LH) dengan mempengaruhi anterior kelenjar di bawah
otak. LH menstimulasi sel leydig di testis. LH merupakan prekursor
untuk sekresi dan regulasi testosteron (Musavi dkk., 2018). DADS
dapat mengurangi radikal bebas, meningkatkan sirkulasi darah pada
testis, sehingga dapat melindungi organ seksual (QOuarda &
Abdennour, 2011). Peningkatan aliran darah ke testis karena
konsumsi bawang putth menyebabkan fenol dan glikosida fenolik
yang dilepaskan dapat meningkatkan jumlah enzim GPx. Peran
enzim GPx adalah untuk melindungi sperma di testis dan epididimis
(Pal dkk., 2006). Enzim GPx juga dapat melindungi sperma dari
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kerusakan radikal bebas di membran plasma dan inti sperma, serta
epididimis yang merupakan tempat pematangan akhir dan
pengembangan sperma {Amin & Hamza, 2006).
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BAB VI

POTENSI BAWANG PUTIH SEBAGAI ANTI-INFLAMASI
UNTUK MENEKAN BERBAGAI INFEKSI

Inflamasi merupakan bentuk respon imun tubuh terhadap
antigen. Beberapa penyakit akibat infeksi virus dan bakteri patogen
akan menyebabkan terjadinya inflamasi. Respon imun bawaan
seperti makrofag akan mampu mengenali antigen dan memproduksi
sitokin serta kemokin yang akan memicu respons imun adaptif
melalui aktivast sel T proinflamasi (Gordon & Martinez, 2010).
Proses inflamasi diawali dengan pelepasan sitokin pro-inflamasi
oleh sel mast dan makrofag yang menyebabkan peningkatan
peredaran darah lokal, eksudaksi dari protein plasma, dan memicu
nerve endings. Hal inilah yang membuat Inflamasi secara klinis
dengan menggunakan bahasa latin yaitu panas, rasa sakit,
kemerahan dan bengkak.

Inflamasi diikuti dengan peningkatan akumulasi dari fagosit,
neutrofil pada jaringan yang terinfeksi untuk dikeluarkannya
sitokin. Secara umum proses inflamasi seperti pada Gambar 6.1
dibawah ini. Sekresi sitokin pro inflamasi akan memicu aktivasi sel
T dan sistem imun bawaan yang lain untuk bermigrasi ke tempat

terjadinya infeksi atau tempat dimana antigen itu berada.
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Gambar 6.1 Proses terjadinya Inflamasi (Sumber: Abbas dkk., 2020)).

Sitokin merupakan protein yang disekresikan sel sebagai
komunikasi dan interaksi spesifik antar sel.  Sitokin dapat
diproduksi oleh banyak populasi sel seperti sel T helper (Th) dan
makrofag. Sitokin terbagi atas dua jenis, yaitu sitokin proinflamasi
yang menyebabkan terjadinya inflamasi dan sitokin anti-inflamasi
yang menurunkan atau menghentikan inflamasi. Beberapa sitokin
yang termasuk sitokin proinflamasi adalah IL-1p, IL-6, dan TNF-q,
sedangkan sitokin yang tergolong proinflamasi adalah IL-4, IL-10,
IL-11 dan IL-13 yang bekerja antagonis dengan sitokin
proinflamasi (Zhang & An, 2009).
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Kadar sitokin proinflamasi dan anti-inflamasi pada tubuh
yang sehat adalah dalam jumlah yang seimbang. Saat didalam tubuh
terdapat antigen maka kadar sitokin proinflamasi akan meningkat
sehingga saat tubuh sedang sakit kadar sitokin proinflamasi akan
meningkat.

Inflamasi tidak hanya menjadi pertanda bahwa tubuh kita
diserang oleh virus atau bakteri patogen saja. Inflamasi dapat terjadi
akibat mengonsumsi makanan tinggi lemak dan karbohidrat dalam
waktu yang lama. Pemberian makanan tinggi lemak pada hewan
coba menyebabkan inflamast pada hewan coba. Pemberian diet
tinggi lemak pada mencit selama satu bulan menyebabkan
peningkatan jumlah limfosit mencit, jumlah makrofag yang
mensekresi TNF-o dan IL-1B, jumlah sel T CD4+ yang
memproduksi NFxB*, TNF-a*, dan IFN=y*, serta kadar IL-6 dan
TNF-a dalam darah (Arifah dkk., 2020a; llmawati dkk., 2019a;
Lestari & Rifa’i, 2018).

. Konsumsi makanan tinggi lemak dalam jumlah yang tinggi
dapat meningkatkan LDL dan ROS dalam darah. ROS akan
menyebabkan LDL teroksidasi menjadi ox-LDL (lmawati dkk.,
2019a; Raggi dkk., 2018). Perubahan LDL menjadi ox-LDL ini
menyebabkan OxLDL kehilangan kemampuan dalam mengenali
reseptor LDL, sehingga sel hepatosit tidak mampu mengendalikan
jumlah lemak dalam darah dan menyebabkan homeostasis tubuh
terganggu. OxLDL dapat mengikat reseptor reseptor CD36 pada
makrofag dan menyebabkan inflamasi (Itabe dkk., 2011; Trpkovic
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dkk., 2015). Makrofag akan mampu mengenali oxLDL kemudian
mencerna OxLDL oleh lisosom dan mendegradasi ox-LDL menjadi
kolesterol dan asam lemak.

Kolesterol bebas ini akan mengaktifkan sinyal transduksi
yang memicu NFxB untuk memproduksi sitokin proinflamasi
seperti TNF-a. dan IL-1B (Cochain & Zernecke, 2017). Produksi
sitokin proinflamasi ini akan menyebabkan semakin banyaknya
makrofag dan sel limfosit lain pada pembuluh darah. Pada ruang
ekstraseluler IL-1B dan TNF-o¢ menginduksi sel T untuk aktif dan
akan memproduksi sitokin (Moriya, 2019; Raggi dkk., 2018). Hal
inilah yang menyebabkan saat mengonsumsi makanan tinggi lemak
dalam jangka yang panjang akan menyebabkan peningkatan sekresi
sitokin proinflamasi dan menyebabkan inflamasi dalam tubuh.

Inflamasi akibat konsumsi makanan tinggi lemak dapat
menjadikan tubuh menderita penyakit kardiovaskuler seperti
aterosklerosis, stroke dan serangan jantung. Inflamasi dapat
dikendalikan dengan menekan kadar sitokin proinflamasi dan
meningkatkan kadar sitokin anti-inflamasi menggunakan obat

maupun bahan-bahan yang mengandung antioksidan.

A. Pengaruh Ekstrak Bawang Putih Tunggal terhadap Jumlah
Limfosit pada mencit yang diinduksi Diet Tinggi Lemak

Bawang putih tunggal telah terbukti mampu menekan

inflamasi akibat induksi diet tinggi lemak. Pemberian minyak
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bawang putih tunggal yang diekstraksi menggunakan pelarut N-
heksana, pada mencit yang diinduksi HFD mampu menekan jumlah
sel T CD4+ dalam mengekspresikan NFxB, memproduksi IFN-y
dan TNF-o (Gambar 6.2). Pada bawang putih tunggal terdapat
senyawa Allicin yang mampu menurunkan kolesterol, LDL, dan
mencegah oksidasi LDL (Gonen dkk., 2006). LDL teroksidasi dapat
bertindak sebagai damage-associated molecular patterns (DAMP)
pada kondisi diet tinggi lemak, sehingga memicu inisiasi inflamasi
melalui TLR4 (Jialal dkk., 2012). Senyawa Allicin dalam bﬁwang
memiliki peran penting dalam mencegah uptake LDL berlebih ke
dalam sel (Ali dkk., 2000; Gonen dkk., 2006), sehingga akan
menurunkan jumlah LDL tercksidasi diikuti dengan menurunnya
jumlah sel T yang teraktivasi.

Hasil penelitian kami menunjukkan perlakuan minyak
bawang tunggal mampu menurunkan ekspresi NFxB pada sel T
CD4 secara signifikan. Senyawa allicin berperan menghambat
aktivitas NFxB, sehingga turut menghambat produksi sitokin
proinflamasi seperti TNF-a dan IL-1§ (Aggarwal & Shishodia,
2004; Bruck dkk., 2005} Senyawa sulfur pada bawang mampu
mencegah degradast IxB, sehingga aktivitas NFxB berkurang.
Selain itu, kandungan sulfur pada bawang mampu menghambat
fosforilasi p38 dan jalur ERK (Choi dkk., 2014; Lee dkk., 2012).

Pada saat diberi minyak bawang putih tunggal penurunan
aktivitas NFkB ikut menurunkan produksi sitokin TNF-o memiliki
aktivitas proinflamasi yang kuat, dan IFN-y yang menginduksi
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kemokin lokal untuk perekrutan sel imun lainnya, termasuk
meningkatkan infiltrasi sel T ke jaringan (Sologuren dkk., 2014).
Hasil penelitian mengindikasikan bahwa senyawa fitokimia pada
minyak bawang memiliki kemampuan anti-inflamasi yang kuat dan
dapat digunakan sebagai terapi pada kondisi inflamasi akibat diet
tinggi lemak.

A
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Gambar 6.2. Perlakuan minyak bawang tunggal menekan ekspresi NFxB dan
mengurangi produksi sitokin proinflamasi IFN-y dan TNF-¢ oleh
sel T pada mencit diet tinggi lemak. pada mencit diet tinggi
lemak. A) Jumlah relatif sel T CD4*NFxB* hasil flowcytometry
B) Diagram batang jumlah relatif sel T CD4*NFxB*, C) Jumlah
relatif sel T CD4" sintesis IFN-y™ hasil flowcytometry, D) Jumlah
relatif sel T CD4*TNF-o, (E) Diagram batang jumlah relatif sel
T CD4'TFN-y* yang direpresentasikan dalam rerata + SD, dan F)
Diagram batang jumlah relatif sel T CD4*TNF-a* yang
direpresentasikan dalam rerata + SD. Huruf yang berbeda
menunjukkan terdapat perbedaan yang bermakna (p<0.05)
berdasarkan uji DMRT.

Penelitian lebih lanjut menggunakan minyak bawang putih
tunggal juga menunjukkan bahwa bawang putih tunggal mampu
menekan ekspresi sitokin pro-inflamasi TNF-a dan IL-6 pada serum
darah dan pada aorta mencit yang diberi diet tinggi lemak (Gambar
6.3). Pemberian minyak bawang putih tunggal sebanyak 12 mg/kg
BB pada mencit diet tinggi lemak efektif dalam menurunkan kadar
TNF-a dan IL-6 baik pada serum maupun pada ekspresinya pada

aorta.

Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaaimya 127




kadar TNF-a
serum (pg/ml)

Perlakuan

128 Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaatnya




600 b
500
¢ T b b
T _g 400 a a
—
= E
& £ 200
]
100
0
N K+ K- Pl P2 P3
Perlakuan
Gambar 6.3  Pemberian minyak bawang putih tunggal mampu menurunkan

kadar sitokin pro-inflamasi TNF-a dan [L-6 pada serum darah dan
aorta mencit yang diberi diet tinggi lemak. A) Diagram rerata
kadar TNF-a serum darah, B) IHK aorta mencit, pengamatan
menggunakan mikroskop fluorescence. lingkaran kuning
menunjukkan daerah yang diukur intensitas ekspresi TNF-o, C)
KadarIL-6 Pada Serum Mencit dan D) Ekspresi IL-6 Pada Aorta
Berlabel Rhodamin Diamati Menggunakan Mikroskop
Fluorescence (FSX100) Dengan Perbesaran 400x. Ket: N =
Normmal; K+ = HFD + simvastatin 26 mg/kgBB; K- =HFD+5GO
0 mg/kgBB; P1 =HFD + SGO 12,5 mg/kgBB; P2 = HFD + SGO
25 mg/kgBB; P3 = HFD + SGO 50 mg/kgBB.

Penurunan aktivitas NFxB oleh allicin akan mengurangi

sekresi sitokin pro-inflamasi dalam darah dan juga dinding

pembuluh aorta. Peningkatan kadar enzim antioksidan SOD yang

dimediasi oleh allicin dapat menurunkan radikal bebas berupa lipid
peroksida dalam bentuk oxLDL (Ugwu & Suru, 2016b). Jumlah

oxLDL yang menurun akan berdampak down regulation pada

reseptor sel dendritik dan makrofag terhadap oxLDL seperti TLR4.

Downregulation dari TLR4 dapat menurunkan sekresi sitokin

proinflamasi TNF-a. Pemberian minyak bawang putih tunggal akan
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menekan produksi sitokin proinflamasi IL-6 melalui IL-
6/MEKS/ERKS signaling pathway (Kuo dkk., 2011), sehingga
kadar IL-6 pada serum darah dan aorta mencit akan mengalami
penurunan,

Minyak bawang putih tunggal tidak hanya mampu
menurunkan  sitokin  pro-inflamasi, tetapi juga mampu
meningkatkan sitokin anti Inflamasi dalam perannya sebagai terapi
pada kondisi inflamasi akibat diet tinggi lemak. Pemberian minyak
bawang putih tunggal (A. sativum) memicu aktivasi sel T regulator
dan meningkatkan sitokin anti inflamasi IL-10 dan TGF- pada
mencit yang diinduksi dengan diet tinggi lemak (Gambar 6.4).

Sel Treg yang mengekspresikan Foxp3 memiliki peran anti-
inflamasi dengan mensekresikan sitokin anti-inflamasi IL-10 dan
TGF (Kyaw dkk, 2016). Sel Treg (CD4’CD25'FOXP3*)
merupakan kunci utama dalam toleransi imunitas dan mengatur fase
induksi pada sistem imun (Lee & Rifa’i, 2012). Dalam peranannya
yang memiliki efek supresif, sel Treg membutuhkan Foxp3 agar
dapat bekerja. Kadar ekspresi Foxp3 merupakan faktor utama yang
mempengaruhi efek supresif sel Treg (Chauhan dkk., 2009). Fungsi
efektor sel Treg sangat erat kaitannya dengan pengaruh dari sitokin
supresif seperti TGF-B dan IL.10. Sel Treg dilaporkan menghasilkan
beberapa sitokin seperti IL-10 dan TGF-p yang berfungsi untuk
menghambat aktivasi sel T (Rifa'i & Widodo, 2014). IL-10
merupakan sitokin anti inflamasi banyak diproduksi oleh makrofag

dan subset Th2. Penurunan kadar IL-10 dapat memicu akumulasi
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aktivitas MMP dimana hal tersebut juga akan memicu
ketidakstabilan plak yang dapat menyebabkan kejadian
kardiovaskular akut pada individu tertentu (Amento dkk., 1991;
Holven dkk., 2006; Mallat dkk., 1999).

Target terapt pada sitokin supresif penting dalam
menurunkan progresi penyakit inflamasi. Pada saat mencit dengan
diet tinggi lemak diberi ekstrak bawang tunggal (4. sativum),
mengakibatkan peningkatan aktivasi sel Treg yang diikuti dengan
peningkatan produksi sitokin anti-inflamasi IL-10 dan TGF-$. Hasil
penelitian mengindikasikan bahwa senyawa dalam ekstrak bawang
putih tunggal mampu memicu aktivasi dari sel Treg. Menariknya
lagi peningkatan sel T regulator oleh A. safivum ini lebih tinggi
dibandingkan dengan pada pemberian obat simvastatin. Simvastatin
adalah obat sintetis yang biasa digunakan untuk terapi

hiperkolesterolemia dan jantung koroner.
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Gambar 6.4 Pemberian minyak bawang putih tunggal (4. safivum) memicu
aktivasi sel T regulator dan meningkatkan sitokin anti inflamasi IL-
10 dan TGF-P pada mencit yang diinduksi dengan diet tinggi lemak.
A) Jumlah relatif sel T regulator (CD4*CD25*Foxp3*) pada spleen
mencit yang diinduksi dengan diet tinggi lemak, B) jumlah relatif
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IL-10, C) jumlah relatif TGF-B, D) % jumlah sel T regulator
(CD4"CD25 Foxp3*) pada mencit yang diberi SGO, E) % jumlah
IL-10 pada mencit HFD yang diberi SGO, dan F) % jumlah TGF-f
setelah diberi SGO. Ket; N: mencit schat; HFD: Mencit yang
diinduksi dengan diet tinggi lemak (high-fat diet); A1:; mencit HFD
dan SGO 0,5%; A2: mencit HFD dan diberi SGO 1%:; A3: mencit
HFD dan diberi SGO 2%,

Penelitian lain menggunakan ekstrak bawang putih tunggal
dengan pelarut etanol, juga menunjukkan bahwa bawang putih
tunggal dapat dimanfaatkan sebagai terapi anti inflamasi. Penelitian
pada jumlah limfosit mencit diet tinggi lemak yang diberi ekstrak
bawang putih tunggal menunjukkan bahwa bawang putih tunggal

dapat menurunkan jumlah sel limfosit, seperti pada Gambar 6.5.
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Gambar 6.5 Grafik rerata jumlah limfosit setiap perlakuan. Notasi berbeda
menyatakan perbedaan signifikansi berdasarkan pada uji Duncan.
Keterangan: N = mencit diberi pakan pelet susu A, K- = mencit
diberi pakan HFD, K+ = mencit diberi pakan HFD + simvastatin,
P1 = mencit diberi pakan HFD + 0,5 ml EBT 125 mg/Kg BB, P2
= mencit diberi pakan HFD + 0,5 ml EBT 250 mg/Kg BB, dan P3
= mencit diberi pakan HFD + 0,5 ml EBT 500 mg/Kg BB
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Pemberian ekstrak bawang putih tunggal dapat mengaktifkan
sel T regulator, dimana pengaktifan sel T regulator meningkatkan
produksi IL-10 dan TGF-. IL-10 dan TGF-B yang berperan
menghambat peningkatan proliferasi, migrasi dan apoptosis dari sel
otot dan sel endotel yang berpotensi menghambat sistem imun
(Lestari & Rifa’i, 2018b). Sistem imun yang telah dihambat
menyebabkan produksi limfosit akan kembali ke jumlah yang
normal. Pemberian ekstrak bawang putih tunggal diduga mampu
mengurangi stimulasi perkembangan sel efektor yang berperan
dalam jatur inflamasi (Lestari & Rifa’i, 2018b). Pemberian ekstrak
bawang putih tunggal dapat memperbaiki sistem imun dengan
indikator dapat menurunkan jumlah limfosit.
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Gambar 6.6 Penurunan jumlah makrofag yang mensekresikan sitokin pro
inflamasi TNF-o dan IL-1b pada mencit HFD yang diberi EBT.
A) jumlah relatif sel makrofag yang memproduksi TNF-a
(CD11b+ TNF-at), B) % jumlah CD11b+ TNF-o+ setelah diberi
EBT, C) jumlah relatif sel makrofag yang memproduksi IL-1b
(CD11b+ IL-1b+), D) % jumlah CDI11b+ IL-1b+ setelah diberi
EBT.

Penurunan jumlah limfosit pada mencit HFD yang diberi
Ekstrak bawang putih tunggal (EBT) diikuti dengan penurunan
jumlah sel makrofag yang memproduksi sitokin pro inflamasi
(Gambar 6.5). Makrofag merupakan sel yang mengenali pertama
adanya ox-LDL dan akan memproduksi sitokin proinflamasi untuk
memicu sel T CD4+ mensekresikan sitokin proinflamasi pula. Saat
kehadiran ROS menyebabkan LDL mudah berubah menjadi ox-
LDL dan akan kehilangan kemampuan dalam mengenali reseptor
LDL dan mengikat reseptor selain reseptor LDL seperti reseptor
CD36 pada makrofag (Itabe dkk., 2011; Magwenzi dkk_, 2015).

Ox-LDL akan berikatan dengan reseptor CD36 bersama
dengan TLR4-TLR6 kompleks pada makrofag (Cochain &
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Zernecke, 2017, Febbraio dkk., 2001), sehingga OxLDL akan
dicerna oleh makrofag dan akan mengaktifkan signal transduksi
berupa protein My88 dan TRIF, Aktivasi protein My88 dan TRIF
akan memicu NF-kB yang ada di dalam makrofag memproduksi
sitokin pro inflamasi seperti TNF-o dan IL-18 (Daaboul dkk., 2012).
Senyawa allicin yang berperan sebagai antioksidan dan senyawa
ajoene yang mampu menghambat pembentukan NFxB pada EBT
dosis 100 mg/kg BB mampu mengurangi jumlah makrofag yang
memproduksi TNF-o dan IL-1b pada mencit HFD (Gambar 6.5 A
dan 6.5 C). Hal ini menunjukkan bahwa senyawa bawang putih
tunggal tidak hanya mampu mengurangi inflamasi dengan
menghambat produksi sitokin melalui sel T tetapi juga pada sel
makrofag.
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Gambar 6.7 Peningkatan jumlah makrofag yang memproduksi sitokin anti
inflamasi pada mencit HFD setelah diberi EBT. A) jumlah relatif
sel makrofag yang memproduksi TGF-f (CD11b+ TGF-f +), B) %
jumlah CD11b+ TGF-f + sctelah diberi EBT, C) jumlah relatif sel
makrofag yang memproduksi IL-10 (CD11b+ IL-10+), D) %
jumlah CDI11b+ IL-10+ setelah diberi EBT.

Peran bawang putih tunggal sebagai terapi anti-inflamasi
juga terlihat pada pemberian EBT dalam meningkatkan jumlah sel
makrofag yang memproduksi sitokin anti inflamasi. Pada saat
mencit HFD diberi EBT jumlah sel makrofag yang memproduksi
sitokin anti inflamasi IL-10 dan TGF-f menunjukkan adanya
peningkatan. Peningkatan jumlah makrofag yang memproduksi
sitokin anti inflamasi IL-10 dan TGF- ini mengindikasikan bahwa
senyawa dalam EBT tersebut mampu memicu aktivasi makrofag
dalam memproduksi sitokin anti-inflamasi (M2). Allicin
mengaktifkan NO di makrofag, sehingga makrofag mengalami

polarisasi khususnya makrofag M2 yang menghasilkan sitokin anti
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inflamasi. Makrofag M2 menghasilkan protein anti inflamasi akibat
stimulus dari meningkatnya kadar lemak dalam jaringan atau
ditandai dengan peningkatan pembentukan adiposa, sehingga
Makrofag M2 akan memicu Th2 untuk memproduksi sitokin anti
inflamasi.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan baik pada
minyak bawang tunggal dan ekstrak bawang putih tunggal. Bawang
putih tunggal memiliki aktivitas anti inflamasi yang kuat. Pemberian
bawang putih tunggal tidak hanya mampu menekan produksi sitokin
pro-inflamasi tetapi juga meningkatkan aktivitas sitokin anti
inflamasi, sehingga akan mengembalikan homeostasis sistem imun
seperti pada saat keadaan normal. Dengan demikian, bawang putih
(A. sativum) dapat digunakan secara terapeutik untuk menurunkan
atau mengatur reaksi inflamasi pada beberapa penyakit inflamasi

seperti autoimunitas, alergi dan aterosklerosis.
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BAB VII
PENUTUP

Indonesia  merupakan  negara  yang  memiliki
keanekaragaman tinggi. Kearifan lokal yang dilakukan oleh
masyarakat Indonesia yaitu melalui pemanfaatan berbagai jenis
tumbuhan terutama untuk pengobatan. Bawang putih tunggal adalah
salah satu jenis tumbuhan yang digunakan sebagai bumbu memasak
dan dipercaya memiliki khasiat sebagai obat beberapa jenis penyakit
terutama penyakit degeneratif yang disebabkan oleh konsumsi
makanan finggi lemak.

Metabolit sekunder bawang putith tunggal yaitu senyawa
turunan organosulfur berperan penting dalam menjaga kesehatan
tubuh. Senyawa aktif yang terdapat dalam bawang tunggal yang
memiliki nilai farmakologis yaitu alliin, allicin, Z-ajoene, dan E-
ajoene. Senyawa-senyawa tersebut dapat menghambat dan menekan
sintesis kolesterol sehingga dapat menurunkan kadar kolesterol dan
lipid dalam darah. Senyawa aktif pada bawang tunggal juga dapat
meningkatkan enzim antioksidan endogen dalam tubuh serta dapat
menurunkan radikal bebas terutama radikal bebas turunan dari ROS.

Bawang putih tunggal adalah potensi lokal yang perlu
diberikan perhatian dan dikembangkan. Bawang putih tunggal lokal
memiliki keunggulan dibandingkan bawang putih reguler terutama
dalam hal kandungan senyawa aktifnya. Pemerintah melalui
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Kementerian Pertanian bekerja sama dengan petani lokal untuk
mengembangkan dan meningkatkan produksi bawang putih tunggal
lokal Indonesia. Pengembangan dan peningkatan produksi bawang
putih tunggal lokal dapat membuat masyarakat sehat dengan potensi

lokal dan tanpa harus mengimpor dari luar negeri.
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GLOSSARIUM

Adipogenesis Proses pembentukan dan perkembangan
adiposit sebagai sel utama penyusun
jaringan adiposa. Adiposit merupakan sel
pasca mitotik, sehingga untuk terjadinya
hiperplasia dibutuhkan adiposit baru yang
dihasilkan dari diferensiasi sel prekursor.

Alkaloid Senyawa yang bersifat basa yang
mengandung satu atau lebih atom nitrogen
dan biasanya berupa sistem siklis.

Anabolisme Proses pembentukan molekul kompleks di
dalam tubuh dari sel yang lebih sederhana
sehingga membutuhkan energi.

Antibiotik Kelompok obat yang digunakan untuk
mengatasi dan mencegah infeksi bakteri.

Antioksidan Zat yang dapat mencegah atau
memperlambat kerusakan sel akibat radikal
bebas.

Aterogenesis Proses terjadinya disfungsi endotel dengan

meningkatkan permeabilitas terhadap
monosit dan lipid.

Aterosklerosis Penyakit degeneratif yang ditandai dengan
penebalan lapisan permukaan dalam arteri
yang diakibatkan oleh deposit lemak dan
jaringan fibrosa.

Atropi Proses fisiologis umum reabsorpsi dan
kerusakan jaringan, yang melibatkan
apoptosis sehingga ukuran jaringan tersebut
mengalami penyusutan dari kondisi normal.

Binding affinity Kekuatan interaksi pengikatan antara satu
biomolekul (misalnya protein atau DNA) ke
ligan (misalnya obat atau inhibitor).
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Bioinformatika

Degenerasi
Enzim

- Fagositosis

Faktor transkriﬁsi

Farmakokinetik

Suatu ilmu atau metode mengumpulkan, dan
menganalisis data biologi yang bersifat
kompleks seperti data DNA, RNA, dan
protein, menggunakan pendekatan
komputasi. Bicinformatika melibatkan
bidang ilmu komputer, matematika, dan
statistik dalam memproses informasi yang
masif dan sulit untuk dianalisis secara
manual.

Suatu perubahan keadaan secara fistka dan
kimia dalam sel, jaringan, atau organ yang
bersifat menurunkan efisiensinya.

Biomolekul berupa protein yang berfungsi
sebagai katalis dalam suatu reaksi kimia
organik.

Suatu mekanisme pertahanan yang
dilakukan oleh sel — sel fagosit dengan cara
mencerna mikroorganisme / partikel asing
yang masuk ke dalam tubuh.

Sekelompok protein di dalam inti sel yang
berperan serta dalam proses transkripsi kode
genetik menjadi mRNA. Faktor transkripsi
merupakan mata rantai terakhir pada
lintasan transduksi sinyal yang mengonversi
sinyal ekstraseluler menjadi modulasi
ekspresi genetik.

Cabang ilmu dari farmakologi yang
mempelajari tentang perjalanan obat mulai
sejak diminum hingga keluar melalui organ
ekskresi di tubuh manusia.
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Flavonoid

Fosfolipid

Glikasi

Hepatotoksisitas

High performance
liquid
chromatography
(HPLC)

Hiperlipidemia

Hypercholesterolem
ia

Imun adaptif

Imun bawaan

Imunohistokimia

Senyawa yang terdiri dari 15 atom karbon
yang umumnya terdapat di golongan
tumbuhan.

Golongan senyawa lipid dan merupakan
bagian dari membran sel makhtuk hidup
bersama dengan protein, glikolipid dan
kolesterol.

Proses dimana gula di dalam aliran darah
merekatkan diri ke protein dan membentuk
molekul baru berbahaya bernama advanced
glycation end products (AGES).

Keadaan disfungsi atau kerusakan hati yang
disebabkan oleh senyawa eksogen toksik.

Suatu metode pemisahan molekul dengan
media cair yang diberikan tekanan tinggi
yang digunakan untuk mengetahui kadar
senyawa tertentu pada suatu tumbuhan.

Kondisi ketidakseimbangan lemak dalam
darah, yang ditandai dengan kadar kolesterol
dan trigliserida yang tinggi.

Kondisi berbahaya yang ditandai dengan
tingginya kadar kolesterol dalam darah.

. Imunitas yang melibatkan mekanisme

pengenalan spesifik dari patogen atau
antigen ketika berkontak dengan sistem
imun,

Sistem kekebalan pertama yang diperoleh
manusia sejak saat dilahirkan. Imun bawaan
bersifat tidak spesifik.

Suatu metode laboratorium yang digunakan
untuk memeriksa antigen (penanda) tertentu
dalam sampel jaringan dengan
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Imunomodulator

Imunostimulan

In silico

Infertilitas

_ Inflamasi

Kardiovaskuler

Katabolisme

menggunakan antibodi pada preparat
jaringan.

Semua obat yang dapat memodifikasi
respon umun, menstimulasi mekanisme
pertzhanan bawaan dan adaptif, dan dapat

berfungsi baik sebagai imunosupresan
maupun imunostimulan,

Substansi (obat dan nutrien) yang
menstimulast sistem imun dengan
meningkatkan aktivitas komponen sistem
imun untuk melawan infeksi dan penyakit.

Digunakan untuk memprediksi interaksi
antara suatu senyawa dengan molekul target,
salah satunya reseptor. Interaksi senyawa
dengan reseptor dapat divisualisasikan
dengan metode komputasi dan dapat
digunakan untuk mengetahui
pharmacophore dari suatu senyawa,

Tidak mampu untuk hamil sesudah 12 bulan

" atau lebih tanpa menggunakan kontrasepsi

dan bersifat primer dimana pasangan yang
gagal untuk mendapatkan kehamilan untuk
meneruskan keturunan,

Respon fisiologis (respon imun) terhadap
infeksi, luka, gangguan autoimun dan
beberapa penyakit

Sistem yang terdiri dari jantung dan
pembuluh darah

Reaksi kimia atau enzimatik yang terlibat
dalam pemecahan bahan organik atau
anorganik seperti protein, gula, asam lemak,
dan lainnya.
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Kemokin Keluarga sitokin kemoatraktan yang
memainkan peran penting dalam migrasi sel

Limfosit Sejenis sel darah putih yang merupakan
bagian dari sistem kekebalan memiliki satu
inti dan tidak bergranula

Lipopolisakarida Kompieks lipid dan polisakarida terkait
yang biasanya ditemukan dalam membran

luar dari bakteri gram negatif
Lipoprotein Kompleks makromolekul lipid dan protein
Liquid Teknik kimia analitik yang menggabungkan

chromatography- kemampuan pemisahan fisik kromatografi

mass spectrometry  cair atau liquid chromatography dengan

(LCMS) kemampuan analisis massa spektrometri
massa (MS), dapat digunakan untuk
menganalisis senyawa biokimia, organik,
dan anorganik.

Malondialdehid Senyawa dialdehida yang merupakan
produk akhir peroksidasi lipid dalam tubuh.

Metabolisme Keseluruhan reaksi kimia yang terjadi di
dalam tubuh, terdiri atas anabolisme dan
katabolisme untuk mensintesis bahan
organik baru.

Metabolit Sekunder Senyawa hasil biosintetik turunan dari
metabolit primer yang umumnya diproduksi
oleh organisme yang berguna untuk
pertahanan diri dari lingkungan maupun dari
serangan organisme lain.

Molecular docking  Pemodelan interaksi antara molekul kecil
dan protein pada tingkat atom, yang
memungkinkan untuk mengkarakterisasi
perilaku molekul kecil di tempat pengikatan
protein target.

178 Monograf: Bawang Tunggal: Khasiat dan Manfaatiya




Mutagenik

Mutasi

Oksidasi

Organosulfur

OzLDL

Patogen

Peptidoglikan

Polisakarida

Proliferasi

Radikal bebas

Efek yang menyebabkan terjadinya
perubahan sifat genetika sel tubuh.

Perubahan materi genetik pada gen atau
kromosom pada suatu sel yang bersifat acak
dan tidak terarah.

Reaksi yang berlangsung karena adanya
Sejumlah oksigen (oksigen triplet dan
oksigen singlet) yang menyebabkan
berkurangnya elektron pada suatu atom atau
ion.

Kelas bahan organik yang mengandung
sulfur (belerang).

Lipoprotein densitas rendak yang
teroksidasi, dihasilkan dari peningkatan
stres oksidatif.

Organisme penyebab penyakit pada
inangnya.

Komponen penting dan spesifik dari dinding
sel bakteri yang terdapat di luar membran
sitoplasma hampir semua bakteri biasa
disebut murein. Struktur utamanya adalah
untaian glycan linier yang dihubungkan
silang oleh peptida pendek.

Struktur karbohidrat polimer dad gula
sederhana (monosakarida) yang
dihubungkan bersama oleh ikatan
glikosidik.

Peningkatan jumlah sel sebagai akibat dari
pertumbuhan sel dan pembelahan sel.

Kelompok atom yang memiliki satu atau
lebih elektron tidak berpasangan.
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Reactive oxygen
species (ROS)

Reseptor

Ribosom

Saponin

Scavenger

Sitokin

Steatosis

Steroid

Sejumlah molekul reaktif dan radikal bebas
yang berasal dari oksigen.

Molekul protein, biasanya permukaan sel
yang mengikat ligan dan menyebabkan
respon,

Partikel yang ada dalam jumlah besar di
Semua sel hidup dan berfungsi sebagai
tempat terjadinya sintesis protein,

Kelompok bahan kimia yang beragam, yang
namanya berasal dari kemampuannya
membentuk busa seperti sabun dalam
Jarutan air. Biasanya berasal dari metabolit
sekunder yang bersifat glikosidik yang
tersebar luas di tumbuhan

Superfamili dar reseptor terikat

Membran yang pada awalnya dianggap
mengikat dan menginternalisasi lipoprotein
densitas rendah (LDL) yang dimodifikasi,
meskipun saat ini diketahui mengikat
berbagai ligan termasuk protein dan patogen
endogen

Protein yang diproduksi dan disekresikan
oleh banyak jenis sel imun yang berbeda,
dan berperan pada proses inflamasi dan
reaksi kekebalan.

Perubahan lemak, retensi abnormal lemak
(lipid) di dalam sel atau organ

Salah satu kelompok senyawa organik yang
larut dalam lemak yang mengandung empat
cincin diatur dalam konfigurasi molekut
tertentu, yang diproduksi baik secara alami
(yaitu dan sterol lanosterol dan
cycloartenol) atau sintetis
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Trombosis Pembentukan bekuan darah (penyumbatan
sebagian atau seluruhnya) di dalam
pembuluh darah, baik vena atau arteri,
membatasi aliran alami darah dan
mengakibatkan gejala sisa klinis
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