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ABSTRAK

Ermandy, Y.A. 2021. Prediksi Toksisitas dan Aktivitas Antivirus Senyawa Golongan
Monoterpen pada Mentha piperita L. Terhadap Reseptor Main Protease
(6M2N) Sebagai Terapi SARS-CoV-2 Secara In Silico. Skripsi. Program Studi
Farmasi Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.

Pembimbing (I) : Prof. Dr. apt. Roihatul Muti’ah, S.F., M.Kes
(1) : apt. Alif Firman Firdausy, S.Farm., M.Biomed

Main protease (Mpro) merupakan protein non-struktural pada SARS-CoV-2. Protein
tersebut bertanggung jawab pada proses translasi dan replikasi virus. Mentha piperita L.
atau Peppermint merupakan tanaman herbal aromatik yang memiliki sifat farmakologis
spektrum luas salah satunya sebagai antivirus. Senyawa monoterpen merupakan salah satu
senyawa yang terkandung dalam Peppermint. Senyawa monoterpen pada minyak atsiri
Peppermint menunjukkan aktivitas antivirus dengan cara menghambat replikasi virus dan
dapat bertindak sinergis atau mempotensiasi agen antivirus lain untuk meredakan gejala
COVID-19. Penelitian ini bertujuan untuk memprediksi toksisitas serta memprediksi
aktivitas senyawa terhadap reseptor Main protease (PDB ID 6M2N). Sebelumnya, telah
dilakukan prediksi sifat fisikokimia menggunakan aplikasi SwissADME.Sifat fisikokimia
mengacu pada Hukum Lima Lipinski. Hasil menunjukkan semua senyawa monoterpen
Peppermint memenuhi Hukum Lima Lipinski dengan hasil masing-masing 0 kesalahan.
Selanjutnya prediksi toksisitas dilakukan menggunakan aplikasi pkCSM Online Tools dan
Protox Online Tools. Hasil nilai LDso dan klasifikasi kelas toksisitas digolongkan menurut
GHS. Senyawa isopulegol memiliki LDso paling tinggi yaitu 5000 mg/kg dan tergolong
dalam kelas 5. Prediksi aktivitas senyawa dilakukan menggunakan aplikasi Molegro
Virtual Docker (MVD). Reseptor 6M2N dikatakan valid, sebab mempunyai nilai RMSD
<2 A. Rerank score (RS) yang paling rendah dan lebih baik dari obat pembanding yaitu
pada senyawa menthylacetate dengan RS sebesar -73,338 kkal/mol. Senyawa monoterpen
Peppermint berinteraksi dengan reseptor Mpro SARS-CoV-2 (6M2N) pada cavity 4,
dengan ini diprediksi memiliki potensi menghambat reseptor Mpro SARS-CoV-2.
Sehingga, senyawa monoterpen Peppermint dapat direkomendasikan untuk dikembangkan
lebih lanjut sebagai kandidat obat antivirus.

Kata Kunci : Antivirus, main protease, molecular docking, Peppermint.
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ABSTRACT

Ermandy, Yudintya Aisyah. 2021. The Prediction of Toxicity and Antiviral Activity in
Monoterpene Compound of Mentha piperita L. Towards the Main Protease
Receptor (6M2N) as a SARS-CoV-2 Therapy using In Silico Approach.
Undergraduate Thesis. Department of Pharmacy. Faculty of Medicine and
Health Sciences, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

Advisors (1) : Prof. Dr. apt. Roihatul Muti’ah, S.F., M.Kes
(1) : apt. Alif Firman Firdausy, S.Farm., M.Biomed

Main protease (Mpro) is a nonstructural protein in SARS-CoV-2. This protein has a crucial
role in the virus replication and translation process. Mentha piperita L. or Peppermint is an
aromatic herb that contains a wide spectrum of pharmalogical properties, and one of them
is being an antiviral. Monoterpene is one of the compounds that Peppermint contains. The
monoterpene compound found in essential oil of peppermint indicates an antiviral activity
by inhibiting the virus replication, and it can act synergically and potentiate other antiviral
agents to reduce the COVID-19 symptoms.This study aims to predict the toxicity and
compound activities toward the Main protease (PDB ID 6M2N) receptor. Beforehand, the
physicochemical properties prediction has been conducted using SwissADME application.
The physicochemical properties are analyzed using the Lipinski’s Rule of Five.The results
indicate that all monoterpene compounds of Peppermint have met the requirements of the
Lipinski’s Rule of Five, with zero violation for each. Next, the toxicity prediction is
performed through the use of pkCSM Online Tools and Protox Online Tools. The score
result of LDso and the classification of toxicity class are made based on GHS. The
isopulegol compound has the highest LDso, which is 5000 mg/kg, and it is categorized into
class 5.The compound activity prediction is performed using Molegro Virtual Docker
(MVD) application. The 6M2N receptor is considered valid since it shows that the RMSD
< 2A. The lowest Rerank score (RS) and better than the comparison drug is found on the
menthylacetate compound, with RS value is -73,338 kcal/mol. Monoterpene compounds of
Peppermint interact with the Mpro receptor of SARS-CoV-2 (6M2N) in cavity 4, so it can
be predicted have potential to inhibit the Mpro receptor of SARS-CoV-2. Thus,
monoterpene compounds of Peppermint can be recommended for futher development as an
antiviral drug candidate.

Keywords: Antiviral, Main Protease, Molecular Docking, Peppermint.
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PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang

Sepanjang akhir tahun 2019 hingga akhir tahun 2020, masyarakat di
berbagai belahan dunia menerima dampak dari penyakit COVID-19. Menurut
WHO (2020), COVID-19 disebabkan oleh infeksi virus baru golongan coronavirus
yang diberi nama SARS-CoV-2. Hingga saat ini, banyak sekali penelitian yang
dilakukan untuk mengetahui epidemiologi dan patofisiologi virus tersebut (Desai et
al., 2020).

Dalam waktu 1 bulan, SARS-CoV-2 telah menyebar secara masif ke seluruh
34 provinsi di China. Jumlah kasus yang terkonfirmasi tiba-tiba meningkat, dengan
ribuan kasus baru terdiagnosis setiap harinya. Menurut studi retrospektif,
permulaan kasus diketahui terjadi pada 8 Desember 2019. Pada tanggal 20 Januari
2020, WHO menyatakan wabah virus corona baru sebagai darurat kesehatan
masyarakat yang menjadi perhatian Internasional. Pada 11 Februari 2020, Komite
Internasional tentang Taksonomi Virus menyebut virus corona baru sebagai SARS-
CoV-2 dan WHO meyebut penyakit tersebut sebagai COVID-19 (Gorbalenya et al.,
2020).

Virus SARS CoV-2 yang pertama kali teridentifikasi di Wuhan, China pada
akhir 2019 kemudian kasus serupa dilaporkan sangat cepat di berbagai penjuru
dunia. Analisis genom mengungkapkan bahwa SARS-CoV-2 secara filogenetik

memiliki kaitan erat dengan virus yang menginfeksi kelelawar. Oleh karena itu



kelelawar memungkinkan menjadi reservoir primer (Deng and Peng., 2020 ;
Shereen et al., 2020).

Jumlah kasus COVID-19 di seluruh dunia per tanggal 29 Juni 2021
mencapai angka 181.007.816 dengan kasus kematian sebanyak 3.927.222 dan
angka kematian sebesar 2,17%. Sementara itu, COVID-19 pertama Kkali
terkonfirmasi di Indonesia pada 2 Maret 2020 dan jumlah kasus COVID-19 di
Indonesia per tanggal 29 Juni 2021 mencapai angka 2.135.998 dengan kasus
kematian sebanyak 57.561. Case fatality rate (CFR) atau angka kematian di
Indonesia per 29 Juni 2021 termasuk tinggi, yakni mencapai angka 2,69%, yang
mana lebih tinggi dari angka kematian di seluruh dunia (2,69% vs 2,17%) (WHO,
2021).

Coronavirus memiliki diameter antara 65-125 nm, mengandung RNA untai
tunggal sepanjang 26-32 kb) dan tergolong ke dalam 4 subkelas, yakni alfa (o), beta
(B), gamma (y), dan delta () coronavirus. (Hu et al., 2020 ; Shereen et al., 2020).
Secara struktural SARS-CoV-2 tersusun dari 5 struktural protein, salah satu yang
berperan yaitu protein Spike (S). Protein S pada SARS-CoV-2 berperan sebagai
penginduksi utama sistem imun sel inang. Protein S memfasilitasi masuknya virus
dengan cara berikatan dengan ACE2 pada sel inang dan menginisiasi infeksi. Salah
satu strategi yang dapat diterapkan untuk meneliti senyawa yang berpotensi sebagai
antivirus yakni dengan cara mengetahui informasi genom dan Kkarakteristik
patologis yang berbeda pada virus untuk mengembangkan obat baru (Hoffmann et

al., 2020 ; Wu, C et al., 2020).



Secara struktural, SARS-CoV-2 terdiri dari 5 protein yaitu protein spike,
envelope, hemagglutinin esterase, nukleokapsid dan protein membran. Di samping
5 protein struktural di atas, patogenesitas SARS-CoV-2 juga ditentukan oleh
protein-protein non-struktural, salah satunya adalah Mpro. Mpro adalah protein
non-struktural yang menjadi protein target potensial dalam rangka menemukan
senyawa obat yang dapat menghambat proses replikasi SARS-CoV-2. Mpro (PDB
ID : 6M2N) merupakan enzim kunci dalam SARS-CoV-2 yang berperan penting
dalam replikasi dan transkripsi virus, yang menjadikannya sebagai target obat yang
menjanjikan untuk virus ini. Jika Mpro dihambat, maka akan mengganggu jalannya
replikasi virus dalam tubuh (Jin et al.,, 2020). 6M2N sangat penting untuk
pematangan proteolitik virus dan telah diteliti sebagai protein target potensial untuk
mencegah penyebaran infeksi dengan menghambat pembelahan poliprotein virus.
Protease mewakili target potensial untuk penghambatan replikasi CoV
(Khaerunnisa dkk., 2020).

Serangkaian intervensi medis telah dilakukan untuk mengobati pasien
dengan indikasi medis infeksi SARS-CoV-2. Namun, sebagian besar terapi ini tidak
dirancang khusus untuk mengobati COVID-19, melainkan untuk mengobati
penyakit sebelumnya yang memiliki gejala mirip COVID-19 (Yan et al., 2020).
Hingga saat ini masih belum ada opsi terapi yang tersedia untuk menyembuhkan
infeksi yang disebabkan oleh SARS CoV-2. Oleh karena itu, dibutuhkan suatu agen
terapi yang potensial dan spesifik menarget penyakit COVID-19 (Silva et al.,
2020).

Agen terapi potensial yang dapat digunakan tidak hanya berasal dari obat-



obatan sintetis atau bahan kimia. Tinjauan saat ini menekankan pada berbagai
tanaman obat yang berpotensi dipertimbangkan sebagai bagian dari formulasi atau
digunakan dengan aman dalam pencegahan dan manajemen penyakit menular
seperti COVID-19 (Desai et al., 2020). Tanaman obat telah mendapat perhatian
lebih karena manfaat kesehatannya sejak zaman kuno (Xiao, 2016). Kandungan
senyawa aktif pada tanaman terbukti digunakan sebagai pengobatan penyakit yang
disebabkan oleh mikroba. Berbagai penelitian menyebutkan bahwa senyawa
bioaktif pada tanaman memiliki banyak aktivitas, salah satunya antivirus.
Berdasarkan hal tersebut, maka tanaman obat dianggap sebagai sumber yang baik
sebagai antivirus SARS-CoV-2 (Borkotoky and Manidipa, 2020).

Saat ini, penelitian mengenai senyawa aktif tanaman menawarkan solusi
potensial untuk COVID-19 melalui pengembangan vaksin dan antibodi dengan
biaya rendah untuk terapi, profilaksis dan diagnosis. Secara khusus, antibodi buatan
yang berasal dari tanaman akan diproduksi dan disetujui untuk digunakan manusia
dalam jangka pendek. Setidaknya, dua perusahaan telah mengumumkan
pengembangan vaksin buatan yang berasal dari tanaman untuk mengatasi virus
SARS-CoV-2 (Rosales and Mendoza, 2020). Bukti Kklinis dari berbagai penelitian
tanaman herbal dalam pengobatan SARS-CoV-2 telah menunjukkan hasil yang
signifikan dan mendukung gagasan bahwa obat herbal memiliki efek
menguntungkan dalam pengobatan dan pencegahan penyakit epidemi
(Yang et al., 2020).

Tanaman obat ini dapat dianggap sebagai sumber bahan yang berharga yang

dapat digunakan dalam pengembangan obat (Li et al, 2012). Berdasarkan laporan



WHO, negara-negara maju telah menggunakan tanaman obat untuk terapi Klinis
(Ahmad et al, 2016). Obat dari bahan alam memiliki efek samping yang rendah dan
aman, sumber bahannya dapat diperoleh dengan memanfaatkan tumbuh-tumbuhan
di sekitar kita (Katno dan Pramono, 2017).

Tumbuhan obat merupakan ayat kauniyah Allah SWT, dalam Al-Qur’an
sendiri terdapat ayat-ayat yang menyebutkan nama-nama tumbuhan dan buah-
buahan secara eksplisit. Penyebutan tersebut tentu bertujuan agar umat manusia
bisa memanfaatkan berbagai macam tumbuhan yang mempunyai khasiat tertentu
dalam mengobati suatu penyakit. Sesuai dengan Firman Allah SWT dalam QS.

Asy-Syu’ara’ ayat 7 yang berbunyi :
5575 K o b 1 S 5]

“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (QS. Asy-
Syu’ara’:7)

Menurut Shihab (2002), dengan berusaha merenungi dan mengamati
mengamati ciptaan Allah SWT di bumi ini, niscaya manusia akan dapat merasakan
manfaat dari tumbuh-tumbuhan yang ada di bumi. Pada dasarnya semua penyakit
berasal dari Allah SWT, maka hanya dengan seizin Allah penyakit tersebut dapat

disembuhkan. Akan tetapi, kesembuhan tersebut tentunya harus diiringi dengan

ikhtiar yang maksimal (Hestina, 2020).



Hal tersebut sesuai dengan Sabda Rasulullah SAW :
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Artinya : Telah menceritakan kepada kami Muhammad bin Ja'far Telah
menceritakan kepada kami Syu'bah dari Zaid bin Ilagah dari Usamah bin Syarik ia
berkata; Saya mendatangi Nabi shallallahu ‘alaihi wasallam sementara para
sahabatnya berada di sisi beliau, sepertinya di atas kepala-kepala mereka terdapat
burung. Kemudian saya mengucapkan salam atasnya dan duduk. Setelah itu,
datanglah orang-orang A'rab dan bertanya kepada beliau, "Wahai Rasulullah,
haruskah kami berobat?" beliau menjawab, "Ya, karena Allah tidak pernah
menurunkan penyakit, kecuali Dia juga menurunkan obatnya, kecuali untuk satu
penyakit, yaitu kepikunan."” Dan Usamah, ketika usianya telah lanjut ia berkata,
"Apakah sekarang kalian mendapati obat untukku?" kemudian orang-orang pun
bertanya kepada beliau mengenai berbagai hal, "Apakah kami berdosa jika
berobat dengan ini dan itu?" maka beliau pun menjawab: "Wahai para hamba
Allah, sesungguhnya Allah telah menghilangkan dosa, kecuali seorang yang
menuntut seorang muslim dengan zhalim, itulah dosa dan kehancuran." Mereka
bertanya lagi, "Sesuatu apakah yang paling baik yang diberikan kepada manusia?"
beliau menjawab: "Yaitu akhlak yang baik." (HR. Ahmad No. 177726).

Tanaman merupakan salah satu sumber senyawa aktif pengobatan yang
sudah digunakan secara luas untuk mengatasi penyakit yang disebabkan oleh
mikroorganisme. Ada banyak senyawa bioaktif yang dilaporkan memiliki aktivitas
sebagai antijamur, antibakeri, dan antivirus. Produk alami yang sudah dilaporkan
memiliki aktivitas sebagai antivirus dapat dijadikan sebagai titik awal untuk
mencari kandidat senyawa bioaktif yang berpotensi untuk mengatasi SARS-CoV-2.
Molecular docking dapat digunakan untuk memprediksi bagaimana protein

(reseptor) berinteaksi dengan senyawa bioaktif (ligan) (Tallei et al., 2020).



Peppermint atau mint (Mentha piperita L.), ramuan aromatik dari Famili
Lamiaceae (Labiatae), merupakan hibrida alami antara spearmint (Mentha spicata
L.) dan mint air (Mentha aquatic L.) (Khalil et al., 2015).Anggota genus mint
dicirikan oleh minyak atsiri yang sangat penting. Olahan Peppermint
dibudidayakan terutama untuk minyak esensial, yang diperoleh dengan distilasi dari
daun yang baru digiling. Peppermint Oil terdiri dari kombinasi menthol dan
menthone dengan beberapa konstituen minor lainnya, termasuk pulegone,
menthofuran dan limonene, dan komposisi kimianya dapat bervariasi dengan
kematangan tanaman, wilayah geografis dan kondisi pemrosesan (Riachi and De
Maria, 2015).

Minyak mint dalam bentuk ekstrak memiliki berbagai macam ester terutama
menthylacetate dan monoterpen yang menghasilkan aroma dan flavor (minty) yang
bermanfaat untuk pernafasan. Penelitian in vitro dan studi klinis menunjukkan
potensi terapi herbal aromatik dalam pengobatan penyakit pernafasan. Herbal
aromatik memiliki sifat farmakologis spektrum luas dan digunakan sebagai obat
tradisional. Mentha piperita (Peppermint) mengandung menthol dan menunjukkan
sifat antibakteri dan antivirus serta efek antitusif (Anwari et al., 2019).

Senyawa pada minyak atsiri Peppermint telah diskrining terhadap beberapa
virus patogen, termasuk HSV-1, HSV-2, influenzadan infeksi virus pernapasan
lainnya (Loolaie et al., 2017). Minyak atsiri Peppermint (limonene, cineole,
menthone, menthofuran, isomenthone, menthylacetate, isopulegol, menthol,
pulegone dan carvone) telah menjanjikan sebagai agen antivirus melawan beberapa

virus patogen. Dalam sebuah penelitian, menthol telah dilaporkan dapat menekan



produksi mediator inflamasi IL-1B, LTB4 dan PGE2 pada monosit manusia yang
dirangsang dengan LPS dan carvone dapat meningkatkan respon imun tubuh
terhadap virus. Penelitian lain juga menemukan bahwa limonene dapat menghambat
sintesis DNA dan poliferasi dalam sel mononuklear (Cosentino et al., 2009).

Minyak atsiri Peppermint yang merupakan sumber monoterpen
menunjukkan aktivitas antivirus terhadap SARS-CoV. Senyawa monoterpen
Peppermint memiliki kemampuan untuk menghentikan replikasi SARS-CoV dan
dapat digunakan untuk terapi SARS-CoV-2 karena kesamaan materi genetiknya
(Patne et al., 2020). Komponen minyak atsiri Peppermint memungkinkan mampu
menghambat kerja dari SARS-CoV-2. Selain itu, dapat bertindak sinergis atau
mempotensiasi agen antivirus lain dan meredakan gejala COVID-19 (Silva et al,
2020).

Salah satu tahapan yang dilakukan dalam studi in silico yaitu prediksi sifat
fisikokimia berdasarkan Hukum 5 Lipinski. Analisis sifat fisikokimia adalah
pengenalan yang ideal untuk kandidat obat yang tersedia secara oral. Saat ini,
analisis sifat fisikokimia umum dilakukan untuk menganalisis properti suatu
senyawa sebelum mensintesis menjadi kandidat obat baru (Shea and Moser., 2008).
Tiga parameter dari Hukum 5 Lipinski sangat penting untuk struktur target dan
situs pengikat target obat (Lipinski, 2016). Telah dilakukan studi pendahuluan
pengujian sifat fisikokimia terhadap 10 senyawa monoterpen Peppermint
menggunakan aplikasi SwissADME. Hasil yang diperoleh yaitu 10 senyawa
monoterpen Peppermint memenuhi Hukum 5 Lipinski dengan 0 kesalahan

(SwissADME, 2021).



Pada penelitian ini digunakan obat pembanding yaitu nelfinavir. Pemilihan
nelfinavir, didasarkan pada kinerja obat tersebut yang mampu menghambat enzim
atau protein SARS-CoV-2 dengan cara menghambat proses seluler kunci yang
diperlukan untuk masuknya SARS-CoV-2 ke dalam sel inang (Musarrat et al.,
2020). Studi in silico menunjukkan bahwa nelfinavir merupakan penghambat
potensial yang mengikat Main protease (Mpro) dengan penghambatan replikasi
virus (Ohashi et al., 2020 ; Xu et al., 2020).

Selama ini masih belum ada penelitian yang meneliti senyawa pada minyak
atsiri  Peppermint (limonene, cineole, menthone, menthofuran, isomenthone,
menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone) terhadap reseptor
COVID-19, oleh karena itu dalam penelitian ini penulis bermaksud untuk
melakukan penelitian secara in silico.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah pada penelitian
ini yaitu :

1. Apakah terjadi interaksi senyawa golongan monoterpen Peppermint dengan
reseptor 6M2N secara in silico?
2. Bagaimana prediksi toksisitas senyawa golongan monoterpen Peppermint

secara in silico?
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Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini adalah

sebagai berikut:

1.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

Untuk mengetahui interaksi senyawa golongan monoterpen Peppermint
dengan reseptor 6M2N secara in silico.

Untuk mengetahui berapa toksisitas senyawa golongan monoterpen
Peppermint secara in silico.

Manfaat Penlitian

Manfaat Akademik

Bagi IImu Pengetahuan

Penelitian ini dapat digunakan sebagai sarana aplikasi penerapan disiplin
ilmu dalam bidang farmasi, khususnya dalam pengembangan obat.

Bagi Penyusun

Penelitian ini dapat menjadi batu loncatan untuk penulis dalam
mengembangkan terapi SARS-CoV-2 yang berasal dari bahan alam.
Manfaat Praktis

Manfaat dari penelitian ini yaitu :

Penelitian ini dapat membantu pemerintah menemukan senyawa dari bahan
alam yang berpotensi untuk digunakan sebagai terapi SARS-CoV-2 yang

minim efek samping karena berasal dari bahan alam.
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Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah :

Ligan (senyawa golongan monoterpen Peppermint) yang digunakan adalah
limonene, cineole, menthone, menthofuran, isomenthone, menthylacetate,
isopulegol, menthol, pulegone dan carvone.

Protein target yang digunakan adalah reseptor Main protease (6M2N) yang
diambil dari data PDB.

Uji in silico antara ligan (senyawa) limonene, cineole, menthone,
menthofuran, isomenthone, menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone
dan carvone dengan reseptor target (6M2N) menggunakan aplikasi Molegro
Virtual Docker 6.0.

Parameter kelas toksisitas berdasarkan LDso, skin sesnsitilization, Ames
toxicity dan Hepatotoxicity menggunakan pkCSM online tool dan Protox
online tool.

Parameter molecular docking berupa Rerank Score, nilai RMSD, ikatan
hidrogen, ikatan sterik, dan jarak ikatan.

Parameter prediksi sifat fisikokimia berupa berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat
berotasi (Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond
Donors (HBD) dan Polar Surface Activity (PSA) meggunakan aplikasi

SwissADME.

. Obat pembanding yang digunakan yaitu Nelfinavir
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2.1. Tanaman Mentha piperita L.

Peppermint (Mentha piperita L.) adalah ramuan abadi dan beraroma khas
yang berasal dari famili Lamiaceae. Tanaman Peppermint dibudidayakan di daerah
beriklim sedang di Eropa, Asia, Amerika Serikat, India, dan negara-negara
Mediterania. Peppermint dikenal baik untuk penggunaanan tradisional sebagai obat
demam, pilek, masalah pencernaan, radang mukosa, dan memiliki aktivitas
antivirus maupun antijamur (Mahendran and Rahman., 2020).

2.1.1. Klasifikasi Tanaman

Tanaman Peppermint berasal dari benua Eropa. Tanaman ini bisa tumbuh
dimana saja seperti di benua Eropa, Asia, Afrika, Australia, dan Amerika Utara.
Tanaman Peppermint adalah tanaman aromatik dikenal sebagai salah satu tanaman
herbal tertua di dunia (Tim FMIPA, 2012). Klasifikasi Peppermint adalah sebagai
berikut (USDA, 2009) :

Filum : Spermatophyta
Kelas : Magnoliopsida
Subkelas : Asteridae
Ordo : Lamiales
Famili : Lamiaceae
Genus : Mentha

Spesies : Mentha piperita L.

12
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Gambar 2.1 Ilustrasi Skema Hibrida Peppermint (Loolaie et al., 2017)
2.1.2. Morfologi Tanaman

Tanaman Peppermint merupakan herba berakar rizoma dan berwarna putih
serta berbatang halus yang tumbuh mencapai tinggi antara 30-90 cm. Habitus
berupa semak tahunan dengan tinggi 10-50 cm. Daunnya tunggal tumbuh berseling,
memiliki panjang antara 4-9 cm dan lebar antara 1,5 — 4 cm, pertulangan menyirip,
berbentuk bulat telur, pangkal membulat, berwarna hijau gelap dengan pembuluh
daun kemerah-merahan, ujungnya runcing dan tepi bergerigi. Daun dan batangnya
teraba bulu yang kecil-kecil. Bunga daun Peppermint majemuk, berbentuk bulir,
kelopak gundul berwarna ungu dengan panjang 6-8 mm, bermahkota empat lobus
berdiameter sekitar 5 mm, putik tidak jelas. Di sekitar batang terdapat duri tebal
tapi tumpul tersusun melingkar, Bunga muncul pada pertengahan akhir musim
panas. Buah berupa buni,MENET berwarna coklat tua. (BPOM RI, 2008 ; USDA,

2009).
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Gambar 2.2 Tanaman P;eppermint (Mentha piperita L.) (USDA, 2009) |
2.1.3. Kandungan dan Manfaat Tanaman

Sekitar 300 senyawa telah diidentifikasi di essential oil. Komponen
utamanya adalah menthol (30-55%) dan mentone (14-32%). Menthol terutama
sebagai isomer dengan (1R, 3R, 4S) (20-60%), sedangkan isomer utama menton
adalah (1R, 4S) (5-35%). Farmakope VIII Polandia mendefinisikan kandungan
bahan lain sebagai berikut : cineol (3,5-14%), menthyl asetat (2,8-10%), isomenton
(1,5-10%), menthofuran (1,0-9,0%), limonene (1,0-5,0%), pulegone (<4%), dan
carvone (<1%). Komposisi kuantitatif essential oil bergantung pada banyak faktor,
seperti kondisi pertumbuhan dan tanggal panen (Winska et al, 2019).

Konstituen lain termasuk glikosida flavonoid (misalnya Narirutin, Luteolin-
7-o-rutinoside, Isorhoifolin dan Hesperidin dll), polifenol (misalnya asam
Rosmarat, Eriocitrin, asam Cinamic, asam Caffeic dan Narigenin-7-oglucoside);
luteolin-diglucoronide dan eriodictyol glucopyranosyl-rhamnopyranoside juga

dimurnikan dari tanaman Peppermint (Umezu et al, 2001).
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Gambar 2.3 Senyawa Bioaktif Minyak Atsiri Peppermint: (A) Limonene;

(B) Cineole; (C) Menthone; (D) Menthofuran; (E) Isomenthone; (F) Menthylactate;
(G) Isopulegol; (H) Menthol; (I) Pulegone; (J) Carvone (Cosentino et al., 2009;
PubChem, 2020).

Peppermint merupakan salah satu tanaman obat dan aromatik yang paling
ekonomis yang diproduksi di Amerika Serikat. Produksi minyak Peppermint di
dunia sekitar 8000 ton per tahun. Minyak Peppermint paling banyak digunakan dari
semua minyak atsiri. Daun dan minyak Peppermint memiliki manfaat sebagai
berikut (Balakrishnan, 2015) :

1. Pengobatan tradisional sebagai agen penyedap rasa serta dalam produk

kosmetik dan farmasi.
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Sebagai astringen, antiseptik, antiprirutik, antispasmodik, antiemetik,
karminatif, diaphoretik, analgesik, anticatarrhal, antimikroba, rubefacient,
stimulant, dan emenagogik.

Uap minyak Peppermint digunakan sebagai inhalan untuk penyumbatan
pernafasan.

Infusa Peppermint digunakan untuk mengobati batuk, bronkitis, serta
radang mukosa dan mulut.

Mengobati berbagai macam keluhan pencernaan seperti iritasi usus besar,
penyakit Crohn, kolik, perut kembung, diare, mual, muntah, dan anoreksia.
Minyak Peppermint digunakan eksternal untuk neuralgia, mialgia, sakit
kepala, migrain, dan cacar air.

Aktivitas Antivirus

Ada beberapa laporan yang menunjukkan bahwa berbagai ekstrak

Peppermint memiliki aktivitas antivirus yang signifikan (Brand et al., 2016).

Peppermint dapat membantu sistem kekebalan dan melindungi tubuh dari virus

(Moradi et al., 2016). Berikut merupakan efek antivirus dari ekstrak Peppermint.

Tabel 2.1 Efek Antivirus dari Ekstrak Peppermint

Ekstrak Virus Referensi
HSV-1/2 (Moradi et al, 2016)
HIV-1 (Geuenich et al, 2008)
Influenza A virus (Shaikh et al, 2014)

Aqueous Newcastle disease virus (Arora et al, 2010)
VACV in egg (Arora et al, 2010)
Semliki Forest (Singh et al, 2015)
West Nile Viruses (Singh et al, 2015)

Alkohol Influenza A Virus (Kunnumakkara et al, 2009)
HSV (Reichling et al, 2008)

Essential Oil HSV-1 (Shaaban et al, 2012)

HSV-2 (Shaaban et al, 2012)
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Minyak esensial Peppermint menunjukkan aktivitas virucidal tingkat tinggi
terhadap HSV-1dan HSV-2 dalam tes suspensi virus. Kedua jenis virus itu secara
signifikan dihambat saatvirus Herpes simpleks telah diobati sebelumnya dengan EO
sebelum adsorpsi. Minyak esensial Peppermint terkena virus sebelum adsorpsi,
tetapi tidak setelah penetrasi ke dalam sel inang (Kumar et al., 2020). Dalam
penelitian Anwari et al (2019) pemberian ekstrak mint juga efektif dalam
menurunkan status wheezing pada pasien. Dengan penambahan ekstrak mint juga
mampu menurunkan tingkat sulitnya dahak untuk keluar menjadi 13% dari semula
36,1%. Hasil menunjukkan bahwa penambahan ekstrak Peppermint efektif dalam
mengurangi tingkat keparahan status batuk pasien.

2.2. COVID-19
2.2.1. Virus SARS-CoV-2

Coronaviridae atau coronavirus adalah keluarga besar virus yang dapat
menyebabkan penyakit pada mamalia dan burung. Pada manusia, Vvirus
menyebabkan penyakit, mulai dari flu biasa hingga penyakit pernapasan yang
parah. Pada tahun 2002, muncul sindrom pernafasan akut yang parah (SARS), dan
pada tahun 2012, muncul sindrom pernafasan Timur Tengah (MERS) - keduanya
adalah betacoronovirus yang ditularkan dari hewan ke manusia Yyang
mengakibatkan penyakit pernafasan yang parah pada individu yang terserang. Pada
bulan Desember 2019, SARS-coronavirus (CoV)-2 baru, juga dikenal sebagai
2019-novel corona virus (2019-nCoV) atau penyakit coronavirus-2019 (COVID-
19), menyebabkan wabah pneumonia di China dan kemudian meluas ke seluruh

dunia dan menjadi pandemi global. Baru-baru ini, urutan genom pertama COVID-
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19 dirilis dengan cara membandingkan dengan genom SARS-CoV dan MERS-
CoV, para peneliti menemukan bahwa COVID-19 memiliki homologi urutan
genom yang lebih baik dengan SARS-CoV daripada MERS-CoV (Kumar et al.,
2020).

Coronavirus adalah kelompok virus beragam yang menginfeksi banyak
hewan yang berbeda, dan mereka dapat menyebabkan infeksi pernapasan ringan
hingga parah pada manusia. Pada tahun 2002 dan 2012, masing-masing dua virus
corona yang sangat patogen dengan asal zoonosis, severe acute respiratory
syndrome coronavirus (SARS-CoV) dan Middle East repiratory syndrome
coronavirus (MERS-CoV), muncul pada manusia dan menyebabkan penyakit
pernapasan yang fatal, membuat munculnya masalah kesehatan masyarakat yang
baru di abad kedua puluh satu (Cui et al., 2019). Pada akhir 2019, sebuah virus
corona baru yang disebut SARS-CoV-2 muncul di kota Wuhan, China, dan
menyebabkan wabah virus pneumonia yang tidak biasa. Virus yang sangat mudah
menular ini menyebabkan penyakit baru yang juga dikenal sebagai coronavirus
disease 2019 (COVID-19) telah menyebar dengan cepat ke seluruh dunia (Hui et
al., 2020 ; Wu et al., 2020Y). Virus ini telah melampaui SARS dan MERS dalam hal
jumlah orang yang terinfeksi dan rentang spasial dari area epidemi. Wabah COVID-
19 yang sedang berlangsung telah menimbulkan ancaman luar biasa bagi kesehatan

masyarakat global (Deng and Peng., 2020 ; Han et al., 2020).
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WHO menggunakan pendekatan tradisional untuk mengaitkan nama

penyakit dengan virus tertentu seperti pada gambar di bawabh ini
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Gambar 2.4 Sejarah Penamaan Virus Corona dan Penyakitnya (Gorbalenya et al.,
2020)

Semua coronavirus mengandung gen spesifik di daerah ORF1 yang
mengkode protein untuk replikasi virus, pembentukan nukleokapsid, dan
pembentukan spikes. Glikoprotein spikes pada permukaan luar bertanggungjawab
atas perlekatan dan masuknya virus ke sel inang. Receptor binding domain (RBD)
secara longgar melekat di antara virus, oleh karena itu virus ini dapat menginfeksi
beberapa host. SARS-Coronavirus membutuhkan enzim pengonversi angiotensin 2
(ACEZ2) sebagai reseptor utama. SARS-CoV-2 memiliki struktur coronavirus khas
dengan protein lonjakan. Spike glikoprotein dari SARS-CoV-2 merupakan
campuran SARS-CoV kelelawar dan B-CoV. Dalam studi fluoresen, SARS-CoV-2
menggunakan reseptor sel dan mekanisme sel ACE2 (Shereen et al, 2020).

2.2.2. Penyebaran dan Penularan

Pada akhir Desember 2019, beberapa fasilitas kesehatan di Wuhan, provinsi
Hubei, China melaporkan kelompok pasien dengan pneumonia yang tidak diketahui
penyebabnya. Begitu pula dengan penderita SARS dan MERS, penderita tersebut

menunjukkan gejala virus pneumonia, antara lain demam, batuk dan rasa tidak
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nyaman pada dada, dan pada kasus yang parah dispnea dan infiltrasi paru bilateral
(Zhu et al., 2020). Di antara 27 pasien pertama yang dirawat di rumah sakit,
sebagian besar kasus secara epidemiologis terkait dengan Pasar Grosir Makanan
Laut Huanan, pasar tradisional yang terletak di pusat kota Wuhan, yang tidak hanya
menjual makanan laut tetapi juga hewan hidup, termasuk unggas dan satwa liar
(Deng and Peng., 2020 ; Gralinski and Menachery., 2020). Menurut studi
retrospektif, permulaan kasus pertama yang diketahui terjadi pada 8 Desember
2019. Pada tanggal 31 Desember, Komisi Kesehatan Kota Wuhan memberi tahu
publik tentang wabah pneumonia yang tidak diketahui penyebabnya dan melapor
kepada Organisasi Kesehatan Dunia (Hu et al., 2020).

Setelah dilakukan identifikasi, lebih banyak pasien yang tidak memiliki
riwayat ke Pasar Grosir Makanan Laut Huanan terpapar virus ini. Beberapa
kelompok infeksi keluarga dilaporkan, dan infeksi nosokomial juga terjadi di
fasilitas layanan kesehatan. Semua kasus ini memberikan bukti yang jelas untuk
penularan virus baru dari manusia ke manusia. Karena wabah tersebut bertepatan
dengan pendekatan Tahun Baru Imlek, perjalanan antar kota sebelum festival
memfasilitasi penularan virus di China. Pneumonia baru ini menyebar ke kota-kota
lain di provinsi Hubei dan ke bagian lain Cina. Dalam 1 bulan, telah menyebar
secara masif ke seluruh 34 provinsi di Cina. Jumlah kasus yang dikonfirmasi tiba-
tiba meningkat, dengan ribuan kasus baru didiagnosis setiap hari selama akhir
Januari (EET, 2020).

SARS-CoV-2, SARS-CoV, dan MERS-CoV diklasifikasikan di bawah

subfamili yang sama, “Coronavirinae”, dan karena itu bersifat zoonosis,
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menampilkan transfer kemampuan ke inang perantara manusia. Seperti disebutkan
sebelumnya, wabah SARS-CoV terjadi di mana musang sebagai inang perantara
dalam menularkan virus ke inang manusia pada tahun 2002-2003, sementara unta
dromedaris berperan sebagai inang perantara yang menularkan virus ke manusia
selama wabah MERS-CoV. Inang perantara SARS-CoV-2 yang telah menularkan
virus ke manusia masih belum jelas karena adanya beberapa spesies hewan di Pasar
Grosir Makanan Laut Huanan (Jiang et al., 2020).

Bukti genetik menunjukkan bahwa SARS-CoV-2 adalah virus alami yang
kemungkinan berasal dari hewan, namun belum ada kesimpulan tentang kapan dan
di mana virus pertama kali masuk ke manusia, karena beberapa kasus pertama yang
dilaporkan di Wuhan tidak memiliki kaitan epidemiologis dengan pasar makanan
laut. Diduga pasar tersebut mungkin bukan sumber awal penularan SARS-CoV-2
pada manusia (Li et al., 2020). Satu studi dari Perancis mendeteksi SARS-CoV-2
oleh PCR dalam sampel yang disimpan dari pasien yang menderita pneumonia pada
akhir 2019, menunjukkan SARS-CoV-2 mungkin telah menyebar di sana jauh lebih
awal daripada waktu awal wabah yang diketahui secara umum di Perancis. Namun,
laporan awal individu ini tidak dapat memberikan jawaban yang pasti tentang asal
mula SARS-CoV-2. Untuk mengatasi masalah yang sangat kontroversial ini,
penyelidikan retrospektif lebih lanjut yang melibatkan sejumlah besar sampel bank
dari pasien, hewan dan lingkungan perlu dilakukan di seluruh dunia dengan tes
yang divalidasi dengan baik (Deslandes et al., 2020).

Transmisi antar manusia ialah yang paling aktif, virus ini dapat ditularkan

dengan berbagai rute transmisi. Kontak dengan dengan potensi menghirup droplet
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yang megandung virus adalah transmisi paling umum untuk SARS-CoV-2. Selain
itu, penularannya juga bisa melalui transmisi aerosol. Selain itu, peneliti juga
mendeteksi adanya SARS-CoV-2 dalam sampel tinja, saliva, urin, dan saluran
pencernaan. Berdasarkan bukti bioinformatika, menunjukkan bahwa saluran
pencernaan mungkin merupakan rute potensial infeksi (Wang et al., 2020). RNA
dari virus SARS-CoV-2 juga terdeteksi dalam saluran gastrointestinal, air mata, dan
sekresi pasien yang terpapar SARS-CoV-2 (Xiao et al., 2020 ; Xia et al., 2020).
2.2.3. Struktur, Genom, dan Taksonomi

Coronavirus adalah virus RNA (Gambar 2.5) yang memiliki lima protein
yang terdiri dari protein spike (protein S), protein envelope (protein-E), he-
magglutinin-esterase (HE- protein), protein nukleokapsid (protein-N) dan protein
membran (protein-M). Seperti umumnya kebanyakan virus RNA, siklus hidup
mereka dimulai dengan menempelkan diri ke sel inang melalui paku
permukaannya. S-protein adalah glikoprotein, yang terlibat dalam fusi virus dengan
sel inang protein membran yang merupakan protein struktural, yang
mempertahankan bentuk protein. E-protein berfungsi sebagai fasilitator pelepasan
virus, di dalamnya terdapat kanal ion yang dibutuhkan untuk aktivitas patogenik

virus (Fehr and Perlman., 2015).
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Gambar 2.5 Struktur Coronavirus (Korsman and Preiser., 2012)

SARS-CoV dan MERS-CoV termasuk dalam genus Coronavirus dalam
famili Coronaviridae dan memiliki genom RNA sense positif yang besar, masing-
masing 27,9 kb dan 30,1 kb (Wit et al., 2016).Sebagai virus betacorona baru,
SARS-CoV-2 mirip 79% dengan identitas urutan genom SARS-CoV dan 50%
dengan MERS-CoV. Enam kerangka pembacaan terbuka fungsional (ORFS)
disusun dalam urutan dari 5 ' hingga 3 ": replikaase (ORF1la / ORF1b), spike (S),
envelope (E), membran (M) dan nukleokapsid (N). Selain itu, tujuh ORF putatif
pengkodean protein aksesori diselingi antara gen struktural. Sebagian besar protein
yang dikodekan oleh SARS-CoV-2 memiliki panjang yang sama dengan protein
yang sesuai dalam SARS-CoV. Dari empat gen struktural, SARS-CoV-2 memiliki
lebih dari 90% identitas asam amino dengan SARS-CoV kecuali untuk gen S. Gen
replikase mencakup dua pertiga dari 5 ‘genom, dan mengkode poliprotein besar
(pplab), yang secara proteolitik dibelah menjadi 16 protein non-struktural yang
terlibat dalam transkripsi dan replikasi virus. Sebagian besar protein non-struktural
SARS-CoV-2 ini memiliki lebih dari 85% identitas urutan asam amino dengan

SARS-CoV (Chan et al., 2020).
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Gambar 2.6 Genom SARS-CoV dan MERS-CoV (Wit et al., 2020)

Protein SARS-CoV-2 S memiliki ukuran penuh 1.273 asam amino, lebih
panjang daripada SARS-CoV (1.255 asam amino) dan Bat SARSr-CoV (1.245-
1.269 asam amino). Hal tersebut berbeda dari protein S, sebagian besar anggota
dalam subgenus Sarbecovirus memiliki kesamaan urutan asam amino 76,7-77%
dengan SARS-CoV dari musang dan manusia, 75-97,7% dengan coronavirus
kelelawar di subgenus yang sama dan 90,7-92,6% dengan coronavirus trenggiling.
Pada receptor-binding domain (RBD) protein S, kesamaan asam amino antara
SARS-CoV-2 dan SARS-CoV hanya 73%. Ciri genom spesifik lain dari SARS-
CoV-2 adalah penyisipan empat residu asam amino (PRRA) di persimpangan
subunit S1 dan S2 dari protein S26 (Gambar 2.6). Penyisipan ini menghasilkan situs
pembelahan polibasik (RRAR), yang memungkinkan pembelahan yang efektif oleh
furin dan protease lain. Situs pembelahan S1 — S2 seperti itu tidak diamati pada
semua virus terkait yang termasuk dalam subgenus Sarbecovirus, kecuali untuk tiga

penyisipan asam amino (PAA) serupa di RmYNO (Anderson et al., 2020).
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Gambar 2.7 Perbedaan struktur SARS-CoV dengan SARS-CoV-2 (Hu et al., 2020)

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh (Phan et al., 2020), urutan
nukleotida SARS-CoV-2 dibandingkan dengan jenis lain dari coronavirus yang
sudah diketahui menggunakan analisis urutan berpasangan. Hasilnya menunjukkan
88% kesamaan nukleotida dengan Bat-SARS-CoV yang paling mirip dengan
SARS-CoV (Gambar 2.8) dengan selisih yang signifikan dibandingkan dengan
coronavirus zoonosis lain yang diketahui dengan <50% kesamaan nukleotida.
Meskipun tidak pasti, hasil tersebut menunjukkan bahwa pasar grosis makanan laut
Huanan berpotensi erat terkait dengan sumber virus dengan sumber lain,

menunjukkan bahwa kelelawar adalah reservoir utama SARS-CoV-2.
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Gambar 2.8 Uji Kesamaan Nukleotida SARS-CoV-2 dengan Coronavirus Lain
yang Diketahui (Phan et al., 2020).
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Klasifikasi taksonomi SARS-CoV-2 dikembangkan oleh (Gorbalenya et
al.,2020) sebagai berikut :
Realm : Riboviria
Order : Nidovirales
Suborder : Cornidovirineae
Famili : Coronaviridae
Subfamili : Orthocoronavirinae
Genus : Betacoronavirus
Subgenus : Sarbecovirus
Species : Severe acute repiratory syndrome-related

coronavirus

2.3. Pemodelan Molekul

Molecular docking adalah metode yang paling umum yang telah banyak
digunakan sejak awal 1980-an. Program yang didasarkan pada algoritme yang
berbeda dikembangkan untuk melakukan studi molecular docking, yang
menjadikan docking sebagai alat yang semakin penting dalam penelitian farmasi
(Meng et al., 2011).

Informasi yang diperoleh dari molekul yang terikat dapat digunakan untuk
memprediksi profil energi (energi ikatan bebas), kekuatan dan stabilitas (afinitas
pengikatan dan konstanta pengikatan) kompleks. Hal tersebut dapat dilakukan
dengan menggunakan fungsi scoring dari molecular docking. Saat ini, pemodelan
molekul sering digunakan untuk meramalkan orientasi pengikatan molekul kecil

(kandidat obat) ke target biomolekulernya (seperti protein, karbohidrat dan asam
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nukleat) dengan tujuan untuk menentukan parameter sebagai data mentah untuk
perancangan obat rasional (pengembangan obat berbasis struktur) dari agen baru
dengan efikasi yang lebih baik dan lebih spesifik (Agarwal and Ranjana., 2016).
Penjelasan awal untuk mekanisme pengikatan reseptor ligan adalah teori
lock and key yang diajukan oleh Fischer, di mana ligan cocok dengan reseptor
seperti gembok dan kunci yang mana ligan dan reseptor diumpamakan sebagai
benda kaku yang sesuai. Selanjutnya, teori induced fit yang dibuat oleh Koshland
membawa teori lock and key selangkah lebih maju, yang menyatakan bahwa situs
aktif protein secara terus-menerus dibentuk kembali oleh interaksi dengan ligan
saat ligan berinteraksi dengan protein. Teori ini menyebutkan bahwa ligan dan
reseptor harus diperlakukan fleksibel selama docking agar bisa menggambarkan

peristiwa pengikatan lebih akurat daripada teori sebelumnya (Martinez et al., 2018).
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Gambar 2.9 Teori Lock and Key (A) dan Induced Fit (B) (Martinez et al., 2018)

Beberapa pendekatan yang ada untuk molecular docking menurut Supriya et
al (2016) antara lain Monte Carlo Approach yaitu, pendekatan ini menghasilkan
konfigurasi awal ligan di situs aktif yang terdiri dari konformasi acak, terjemahan
dan rotasi untuk menilai konfigurasi awal. Selanjutnya, menghasilkan konfigurasi

baru menggunakan kriteria Metropolis untuk menentukan apakah konfigurasi baru
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bisa diambil dan dipertahankan (Jika kriteria Metropilis baru mendapat skor yang
lebih baik dari yang sebelumnya, maka dapat diterima). Fragment Based Method,
dijelaskan dengan membagi ligan menjadi proton atau fragmen terpisah,
mendocking fragmen dan menyatukan fragmen menjadi satu. Distance Geometry,
metode ini dilihat dari banyaknya jenis informasi struktural yang dapat dinyatakan
sebagai jarak intra atau antar molekul. Distance geometry memungkinkan adanya
jarak yang digabungkan dan struktur 3 dimensi yang konsisten dapat dihitung.
Matching Approach, pendekatan ini berfokus atom ligan yang ditempatkan pada
posisi 'terbaik’ di active site, menghasilkan konfigurasi reseptor ligan yang mungkin
memerlukan pengoptimalan. Ligand fit Approach, pendekatan ligan ini
memberikan hasil yang akurat untuk menambatkan molekul ligan ke dalam situs
aktifprotein, untuk mempertimbangkan kesesuaian bentuk antara situs aktif ligan
dan protein. Point Complimentary Approach, pendekatan ini didasarkan pada
evaluasi kelengkapan bentuk dan atau komplementaritas kimiawi antar molekul
yang berinteraksi. Blind Docking, pendekatan ini untuk mendeteksi kemungkinan
situs pengikatan dan mode ligan peptide dengan memindai seluruh permukaan
target protein. Inverse Docking, pendekatan ini untuk menemukan toksisitas dan
efek samping target protein dari molekul. Hasil target ini dilihat berdasarkan profil
farmakokinetik dan penilaian potensi efek samping toksisitas calon obat.

Skrining berbasis in silico telah terbukti menjadi alat yang sangat berguna
untuk menghadapi tantangan dalam penemuan obat antivirus. Skrining pustaka
gabungan virtual alami atau sintetik dengan metode skrining komputasi, karena

docking dapat menghemat sumber daya dalam hal biaya dan juga waktu (Murguetio
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et al., 2012). Senyawa alami telah bermanfaat untuk manusia sebagai kandidat obat
yang lebih murah dan lebih aman menyembuhkan beberapa penyakit (Thomford et
al., 2018).
2.4.  Molegro Virtual Docker

Molegro Virtual Docker (MVD) adalah alat utama dalam bidang molekuler
struktural dengan bantuan model komputer untuk memprediksi ikatan ligan ke
wilayah protein target dalam struktur 3D. Docking ini digunakan identifikasi ikatan
ligan dilakukan secara berulang-ulang untuk mempelajari dan memprediksi
orientasi dan afinitas pengikatan secara cepat dan fleksibel (CLCbio, 2013).

Molegro Virtual Docker (MVD) memungkinkan pengguna untuk
melakukan simulasi docking dalam paket komputasi yang terintegrasi penuh. MVD
telah berhasil diterapkan pada ratusan protein yang berbeda, dengan kinerja docking
yang mirip dengan program docking lainnya seperti AutoDock4 dan AutoDock
Vina. Program MVD memiliki empat algoritma pencarian dan empat fungsi
penilaian asli. Program ini dapat disesuaikan dapat menggunakan molekul air atau
tidak dalam simulasi docking dan MVD membuka kemungkinan untuk melakukan
analisis statistik terperinci dari hasil docking, yang menambah kemampuan asli
program MVD (Ferreira and Walter., 2019).

Program Molegro Virtual Docker (MVD) ini digunakan karena ketepatan
akurasi docking,program MVD terbukti memiliki keunggulan dari program docking
yang sejenisnya dengan persentasi nilai MVD sebesar 87%, Glide sebesar 82%,

Surflex sebesar 75% dan Flex sebesar 58% (Bhatt, 2012).
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2.5. Reseptor Main protease (PDB ID 6M2N)

SARS-CoV-2 terdiri atas protein struktural dan non struktural (Mitta et al.,
2020). Protein struktural utama SARS-CoV-2 antara lain adalah protein spike (S),
membran (M), envelope (E), hemagglutinin-esterase (HE-protein), dan
nukleokapsid (N). Selain kelima protein struktural tersebut, terdapat 16 protein non
struktural. Salah satu yang termasuk ke dalam protein non struktural yaitu nsp 5
atau biasa disebut Mpro (Chen et al., 2020).

Bentuk kristal Main protease (Mpro) COVID-19 ditunjukkan oleh peneliti
China Liu et al (2020) merupakan protein target yang potensial untuk
penghambatan replikasi SARS-CoV-2. Mpro adalah protein kunci yang dibutuhkan
untuk aktivasi proteolitik virus. Penargetan Mpro memiliki potensi untuk
memberikan pengobatan yang efektif melawan SARS-CoV-2 melalui
penghambatan pembelahan polipeptida virus, bahkan sebagian besar peristiwa
pembelahan dan aktivasi dalam prekursos polipeptida dimediasi oleh Main protease
CoV (CoV Mpro ; juga dikenal sebagai 3CLpro).

Mpro pertama kali dibelah secara otomatis dari poliprotein. Bentuk
monomer Mpro tidak aktif secara enzimatis, dan diaktifkan melalui homodimerisasi
yang sangat dipengaruhi oleh residu ekstra di kedua ujung enzim yang aktif. Mpro
membentuk homodimer dengan masing-masing protomer mengandung 3 domain.
Situs aktif Mpro terletak di domain N-terminal di celah antara domain | dan Il (Xia
and Kang., 2011). Mpro secara proteolitik membelah poliprotein ppla dan pplab
yang tumpang tindih menjadi protein fungsional, yang merupakan langkah krusial

selama replikasi virus. Replikasi enzim esensial seperti RdRp atau nsp 12 tidak



31

dapat berfungsi sepenuhnya tanpa pelepasan dari proteolitik sebelumnya. Mpro
sebagai enzim kunci dalam siklus replikasi virus. Ketika mRNA virus mentranslasi
poliprotein, Mpro pertama kali diaktifkan menjadi enzim yang tugasnya membelah
semua 11 protein nonstruktural dari poliprotein topolipeptida yang diperlukan
untuk replikasi virus. Penghambatan Mpro diharapkan dapat memblokir replikasi
virus, karena tidak ada protease manusia yang memiliki spesifitas pembelahan yang
serupa. Dengan demikian, maka dapat meringankan gejala penyakit COVID-19

(Ulrich and Nitsche, 2020).
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Gambar 2.10 Pembelahan Poliprotein ppla dan pplab oleh Mpro (Ulrich and
Nitsche, 2020).

pplab nsp1

Hasil dari permodelan struktur protein didapatkan beberapa protein yang
terdapat pada SARS-CoV-2, salah satunya adalah Main protease (Mpro; 3CLpro).
Selanjutnya, untuk meverifikasi keakuratan permodelan stuktrur tersebut
diselaraskan struktur komputasi dari SARS-CoV-2 3CLpro yang dimodelkan dari
SARS-CoV 3CLpro dengan struktur kristalnya sehingga di dapatkan protein
dengan kode 6M2N (Wu, C et al., 2020).

Salah satu strategi yang dapat diterapkan untuk meneliti senyawa yang
berpotensi sebagai antivirus corona, dengan cara mengetahui informasi genom dan
karakteristik patologis yang berbeda pada virus untuk mengembangkan obat
baru.Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan analisis bioinformatika pada protein
yang dikodekan oleh gen virus corona (SARS-CoV-2). Permodelan dilakukan

secara sistematis antara protein pada SARS-CoV-2 dan dibandingkan dengan virus
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corona lain, seperti SARS-CoV dan MERS-CoV. Permodelan struktur protein
meliputi viral papain like protease (PLpro), Main protease (Mpro ; 3CLpro atau 3-
chymotrypsin-like protease), RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), helicase,
Spike, dan lain sebagainya (Wu, Cet al., 2020).

2.6. Obat Pembanding (Nelfinavir)

Setelah wabah severe acute respiratory syndrome (SARS) pada tahun 2003,
skrining obat yang disetujui mengidentifikasi setidaknya dua penghambat protease
human immunodeficiency virus tipe-1 (HIV-1), lopinavir dan nelfinavir, sebagai
senyawa yang menghambat replikasi SARS-CoV secara in vitro. Dalam penelitian
dengan pasien SARS pada tahun 2004, kelompok yang diobati dengan lopinavir-
nelvinafirmenunjukkan hasil klinis yang lebih baik dibandingkan kelompok kontrol
yang hanya diobati dengan ribavirin. SARS-CoV-2 relatif mirip dengan SARS-
CoV, diharapkan obat ini akan efektif untuk pengobatan pasien COVID-19
(Yamamoto et al., 2020). Dengan menggunakan pendekatan penemuan obat
komputasional integratif, diperkirakan bahwa nelfinavir adalah penghambat
potensial dari mainprotease SARS-CoV-2 dan kemungkinan besar adalah multi-
agen target (Xu et al., 2020).

Nelfinavir terbukti memiliki potensi yang tinggi dalam menghambat
masuknya SARS-CoV-2 ke dalam inang sel mamalia. Nelfinavir menghambat
enzim atau protein SARS-CoV-2 dengan cara menghambat proses seluler kunci
yang diperlukan untuk masuknya SARS-CoV-2 ke dalam sel inang (Musarrat et al.,
2020). Studi in silico menunjukkan bahwa nelfinavir mengikat Main protease

(Mpro) dengan penghambatan replikasi virus (Ohashi et al., 2020 ; Xuet al., 2020).
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Pemodelan matematis aktivitas antivirus pada penelitian in vitro yang digabungkan
dengan farmakokinetik yang diketahui dapat mempridiksi obat menyatakan bahwa
nelfinavir dapat memfasilitasi pembersihan virus (Ohashi et al., 2020).

Data in vitro dari berbagai kelompok telah menunjukkan bahwa nelfinavir
memiliki aktivitas melawan SARS-CoV-2. Beberapa model komputasi juga
menegaskan bahwa nelfinavir dapat mengikat Main protease (Mpro) SARS-CoV-2
pada posisi Glul66, interaksi tersebut secara kuantitatif lebih besar daripada
interaksi lopinavir dan ritonavir (Xuet al., 2020 ; Musarrat et al., 2020). Tim
peneliti dari Japan National Institute of Infectious Disease menemukan bahwa
nelfinavir adalah protease inhibitor yang paling poten melawan SARS-CoV-2, 3-5
kali lebih poten daripada lopinavir/ritonavir (Yamamoto et al., 2020). Selain itu,
berdasarkan data in vitro, nelfinavir diperkirakan dapat menurunkan durasi sakit
hingga 4 hari (Ohashi et al., 2020).

Eksperimen in silico menyebutkan kemungkinan bahwa nelfinavir dapat
mengikat di dalam struktur trimer S, proksimal dari terminal amino S2 secara
langsung menghambat fusi membran yang dimediasi SARS-CoV-2 Spike (S-new ¢
Sn) dan SARS-CoV Spike (S-old ; So). Selain itu, ada kemungkinan bahwa
nelfinavir dapat bertindak untuk menghambat pemrosesan proteolitik S di dalam
sel. Hasil ini menjamin penyelidikan lebih lanjut tentang potensi nelfinavir
mesylate untuk menghambat penyebaran virus pada waktu-waktu awal setelah

gejala SARS CoV-2 muncul (Musarrat et al., 2020).
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2.7.  Studi Pendahuluan Prediksi Sifat Fisikokimia

Prediksi sifat fisikokimia dilakukan dengan menggunakan hukum lima
Lipinski dalam mengevaluasi bioavabilitas suatu senyawa, sehingga dapat
dilakukan selektifitas secara optimal. Kandidat senyawa yang sesuai dengan hukum
lima Lipinski cenderung memiliki tingkat kestabilan yang lebih baik selama
pengujian. Pengecekan dilakukan dengan memasukan code SMILES pada aplikasi
SwissADME  yang  dapat  diakses secara  bebas  melalui  situs

https://www.swissadme.ch/. SwissSADME mampu menampilkan prediksi dari

banyak senyawa. Selain itu, dapat memberikan rangkuman analisis sehingga lebih
mudah dalam tahapan analisis maupun pemilihan senyawa (Daina et al., 2017).

Paramater pokok hukum lima Lipinski yang dilihat dalam penelitian ini
ialah berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi oktanol/air (Log P), hydrogen
bond acceptors (HBA), hydrogen bond donors (HBD), torpological polar surface
area (TPSA) dan jumlah antar atom yang dapat berotasi (Torsion). Hasil studi
pendahuluan prediksi sifat fisikokimia dapat dilihat pada tabel 2.2.

Tabel 2.2 Hasil studi pendahuluan prediksi sifat fisikokimia senyawa monoterpen
Peppermint dan obat pembanding (nelfinavir)

Parameter Hukum Lima Lipinski) Penerapan
Senyawa BM . TPSA Hukum 5
(g/mol) LogP | Torsion | HBA | HBD (A2 Lipinski

Limonene 136,23 2,11 1 0 0 0,00 Ya, 0 kesalahan
Cineole 136,23 1,12 1 0 0 0,00 Ya, 0 kesalahan
Menthone 154.25 2,03 1 1 0 17,07 Ya, 0 kesalahan
Menthofuran 150,22 1,01 0 1 0 13,14 Ya, 0 kesalahan
Isomenthone 154,25 1,11 1 1 0 17,07 Ya, 0 kesalahan
Menthylacetate | 197,29 2,31 3 2 0 40,13 Ya, 0 kesalahan
Isopulegol 154,25 1,20 1 1 1 20,23 Ya, 0 kesalahan
Menthol 156,27 2,01 1 1 1 20,23 Ya, 0 kesalahan
Pulegone 152,23 1,41 0 1 0 17,07 Ya, 0 kesalahan
Carvone 150,22 1,17 1 1 0 17,07 Ya, 0 kesalahan
Nelfinavir 567,78 4,1 12 5 4 127,20 Ya, 1 kesalahan
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Keterangan tabel :

BM : Berat Molekul <500

Log P : Koefisien Partisi <5

Torsion : Ikatan H yang dapat berotasi 0-15
HBA  :Jumlah atom O dan N <10

HBD  :Jumlah atom OH dan NH <5

TPSA : Torpological Polar Surface Area <140

Tabel 2.2 menunjukkan bahwa senyawa monoterpen Peppermint dan obat
pembanding nelfinavir memenuhi hukum lima Lipinski. Sehingga senyawa-
senyawa tersebut diprediksi mudah diabsorbsi, memiliki permeabilitas yang baik
dan memiliki bioavailabilitas oral yang baik. Menurut Lipinski et al (1997)
senyawa tidak memenuhi hukum lima Lipinski apabila terdapat lebih dari 1
kesalahan. Permeabilitas merupakan kemampuan senyawa untuk menembus
membran. Permeabilitas sangat berpengaruh pada proses ADME. Pada tahapan
absorpsi kemampuan suatu senyawa untuk melintas pada membrane biologi ke
sirkulasi darah dipengaruhi oleh permeabilitas senyawa. Pada proses distribusi
permeabilitas juga berpengaruh pada saat menembus sistem saraf pusat
(Hariz, 2019).

Senyawa yang memiliki permeabilitas rendah dan akan sulit terabsorbsi
apabila berat molekul >500, nilai log koefisien partisi oktanol/air >5, ikatan H
akseptor (HBA) yang dinyatakan dalam jumlah atom O dan N >10, dan ikatan H
donor (HBD) vyang dinyatakan dalam jumlah gugus O-H dan N-H >5
(Lipinski etal., 1997).

Senyawa-senyawa diatas yang memiliki berat molekul paling besar yaitu
nelfinavir. Sedangkan senyawa yang memiliki berat molekul paling kecil yaitu
senyawa limonene dan cineole. Berat molekul menunjukkan massa serta ukuran,

volume, dan kepadatan. Berat molekul obat tergantung pada jenis dan berapa
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banyak unsur yang ada dalam strukturnya (Kumar et al., 2009). Nilai berat molekul
berhubungan pada proses distribusi obat. Proses distribusi obat dapat terjadi dengan
metode menembus membran biologis. Senyawa obat yang mempunyai bobot
molekul kecil dapat mempermudah pada saat menembus membran biologis. Akan
tetapi, apabila bobot molekul besar akan sulit menembus membran biologis
(Narko dkk., 2017).

Senyawa-senyawa diatas memiliki nilai Log P yang lebih kecil dari 5. Nilai
Log P merupakan koefisien partisi oktanol-air dan dapat didefinisikan sebagai
konsentrasi relatif zat terlarut dalam oktanol dan air. Log P merupakan ukuran
derajat hidrofobisitas dan berperan penting dalam penyerapan obat melalui lapisan
phospholipid bilayer (Deschamps et al., 2007). Nilai Log P >5 dapat menyebabkan
senyawa obat cenderung mempunyai tingkat toksisitas yang tinggi sebab senyawa
obat akan tertahan pada phospholipid bilayer dalam waktu yang lebih lama dan
terdistribusi di dalam tubuh lebih luas. Hal tersebut menyebabkan selektifitas ikatan
terhadap enzim target menjadi berkurang. Nilai Log P yang terlalu negatif atau
lebih kecil dari -4 juga tidak baik sebab senyawa tersebut tidak dapat melewati
membran phospholipid bilayer (Syahputra, 2014). Nilai Log P yang tinggi bersifat
hidrofobik. Begitupun sebaliknya apabila nilai Log P yang rendah bersifat
hidrofilik (Shargel and Andrew, 2012).

Nilai hydrogen bond donor pada senyawa-senyawa diatas tidak terdapat
senyawa yang memiliki nilai lebih dari 5. Sedangkan nilai hydrogen bond acceptor
dari senyawa-senyawa juga tidak terdapat senyawa yang memiliki nilai lebih dari

10. Hydrogen bond donor dan hydrogen bond acceptor berhubungan dengan
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aktivitas biologi dari senyawa obat. Ikatan hidrogen adalah pengikatan satu atom
hidrogen oleh dua atom lain yang berbeda. Ikatan ini dapat dibentuk di antara
molekul-molekul tidak bermuatan maupun molekul-molekul bermuatan. Atom yang
mengikat hidrogen lebih kuat disebut donor hidrogen sedang lainnya dinamakan
akseptor hidrogen (Kusmiyati, 2017). Semakin besar jumlah hydrogen bond donor
dan hydrogen bond acceptor maka semakin tinggi energi yang diperlukan untuk
proses absorpsi dapat terjadi (Syahputra, 2014).

Nilai TPSA pada senyawa-senyawa diatas menunjukkan semua senyawa
memiliki nilai kurang dari 140 A. Nilai TPSA menunjukkan luas permukaan yang
diperlukan untuk mengikat sebagian besar reseptor target. Atom oksigen dan
nitrogen dalam fragmen kutub berpusat dipertimbangkan untuk perhitungan
komputasi. TPSA telah terbukti menjadi deskriptor yang sangat baik yang
mencirikan absorpsi obat, termasuk absorpsi usus, Kketersediaan hayati,
permeabilitas, dan penetrasi sawar darah-otak (Kumar et al., 2009). Senyawa yang
memiliki nilai TPSA lebih dari 140 A? akan cenderung sulit menyerap dalam
membran sel (Ertl et al., 2000).

Jumlah ikatan yang dapat diputar (torsion) penting untuk dipertimbangkan
dalam suatu senyawa. Molekul yang mempunyai torsion lebih besar akan menjadi
lebih fleksibel serta mempunyai ikatan yang baik dengan daerah pengikat
(Shekhar et al., 2018). Nilai torsion senyawa-senyawa pada tabel diatas semua

masuk dalam rentang 0-15.
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2.8. Interaksi Obat-Reseptor
2.8.1. Ikatan Kovalen

Ikatan kovalen terbentuk bila ada dua atom saling menggunakan sepasang
elektron secara bersama-sama. lkatan kovalen merupakan ikatan kimia yang paling
kuat dengan rata-rata kekuatan ikatan 100 kkal/mol. Interaksi obat reseptor melalui
ikatan kovalen menghasilkan kompleks yang cukup stabil dan ireversibel, dan sifat
ini dapat digunakan untuk tujuan pengobatan tertentu (Siswandono, 2016).
2.8.2. Ikatan lonik

Ikatan ionik adalah ikatan yang dihasilkan oleh daya tarik menarik
elektrostatik antara ion-ion yang muatannya berlawanan. Kekuatan tarik menarik
akan makin berkurang bila jarak antar ion semakin jauh dan pengurangan tersebut

berbanding terbalik dengan jaraknya (Siswandono, 2016).

2.8.3. Ikatan lon-dipol dan Dipol-dipol

Ikatan  lon-dipol dan Dipol-dipol karena adanya perbedaan
keelektronegatifan atom C dengan atom yang lain, seperti atom O dan N dan akan
membentuk distribusi elektron tidak simetris atau dipol yang mampu membentuk
ikatan dengan ion atau dipol lain, baik yang memiliki daerah kerapatan elektron
tinggi maupun rendah (Siswandono, 2016).

2.8.4. lkatan Hidrogen

Ikatan hidrogen merupakan suatu ikatan antara atom H yang mempunyai
muatan positif parsial dengan atom lain yang bersifat elektronegatif dan
mempunyai sepasang elektron bebas dengan oktet lengkap seperti O,N,F. Ikatan

hidrogen terjadi pada senyawa yang memiliki gugus-gugus seperti OH...O, NH...O,
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NH...H, OH...N, NH...F, OH...F. Ada dua ikatan hidrogen yaitu ikatan hidrogen
intramolekul (terjadi dalam suatu molekul) dan ikatan hidrogen intermolekul
(terjadi antar molekul-molekul). Kekuatan ikatan intermolekul lebih lemah
dibandingkan dengan intramolekul (Siswandono, 2016).
2.8.5. Ikatan Van der Waal’s

Ikatan Van der Waal’s merupakan kekuatan tarik menarik antar molekul
atom-atom yang tidak bermuatan, dan letaknya berdekatan atau jaraknya 4-6 A.
Ikatan ini dapat terjadi karena sifat kepolaran molekul atom. Ketika dua atom
mendekat satu sama lain, kedua atom ini membentuk gaya tarik yang lemah dan
nonspesifik yang menyebabkan interaksi van der Waal’s. Apabila terletak terlalu
dekat, maka akan saling tolak menolak disebabkan adanya muatan negatif pada
kulit electron terluar (Siswandono, 2016).
2.8.6. lkatan Hidrofobik

Ikatan hidrofobik adalah molekul nonpolar yang tidak mengandung ion,
memiliki momen dipol atau terhidrasi. Ikatan ini termasuk salah satu kekuatan
penting pada proses penggabungan daerah nonpolar molekul obat dengan daerah
reseptor biologis. Daerah non polar molekul obat yang tidak larut dalam air dan
molekul- molekul air disekelilingnya akan bergabung melalui ikatan hidrogen
membentuk struktur quasi-crystalline (icebergs) (Siswandono, 2016).
2.8.7. Transfer Muatan

Kompleks yang terbentuk antara dua molekul melalui ikatan hidrogen
merupakan kasus khusus dari fenomena umum kompleks donor- aseptor, yang

distabilkan melalui daya tarik menarik elektrostatik antara molekul donor elektron
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dan molekul aseptor elektron. Baker mengelompokkan kompleks transfer muatan
menjadi dua senyawa yaitu yang berfunsi sebagai donor elektron dan sebagai
aseptor electron (Siswandono, 2016).
2.9.  Hukum Lima Lipinski

Hukum lima Lipinski, atau disebut sebagai hukum lima Pfizer (RO5),
adalah suatu hukum untuk mengevaluasi keserupaan obat atau menentukan apakah
suatu senyawa kimia dengan aktivitas farmakologis atau biologis tertentu memiliki
sifat kimia dan sifat fisik yang akan membuatnya menjadi obat yang aktif secara
oral pada manusia. Hukum tersebut dicetuskan oleh Christopher A. Lipinski pada
tahun 1997, Hukum ini dibuat berdasarkan pengamatan bahwa sebagian besar obat
yang diberikan melalui oral masih memiliki bioavaibilitas yang relatif kecil dalam
hukum tersebut dilihat suatu sifat farmakokinetik obat dalam tubuh manusia,
termasuk absorbsi , distribusi, metabolisme, dan ekskresi ("ADME"). Namun,
hukum tersebut tidak memprediksi apakah suatu senyawa aktif secara farmakologis
(Benet et al.,2016).

Tabel 2.3 Hukum 5 Lipinski (Lipinski et al, 1997).

Hukum 5 Lipinski Keterangan Rentang

BM (g/mol) Berhubungan dengan absorbsi, jika lebih dari <500
500 dalton akan sulit terabsorbsi.

Log P Nilai log koefisien partisi oktanol/air. <+5
Hydrogen Bond Donors | Ikatan H donor. <5
(HBD)
Hydrogen Bond Acceptors | Ikatan H reseptor. <10
(HBA)
Torsion Ikatan H yang dapat berotasi. -
Polar Surface Area (PSA) | Daerah permukaan kutub. <140 A
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2.10. Toksisitas
Uji toksisitas dilakukan untuk mendapatkan informasi atau data mengenai
toksisitas suaty bahan (kimia) pada hewan uji. Secara umum, toksisitas dapat
dikelompokkan menjadi uji toksisitas jangka pendek/akut dan uji toksisitas jangka
panjang (Donatus, 2005). Uji Ames Tocivity adalah metode yang digunakan untuk
menilai potensi mutagenik senyawa dengan menggunakan bakteri (Kesuma et al.,
2018). LDsg digunakan untuk menilai potensi toksisitas akut suatu bahan. LDso
ditetapkan sebagai tanda pada pemberian suatu bahan sebagai dosis tunggal yang
dapat menyebabkan kematian 50% hewan uji (Priyanto, 2010).
Klasifikasi kelas toksisitas senyawa didasarkan pada Globally Harmonized

System (GHS) yang terbagi dalam 6 kelas antara lain (El din et al., 2016) :

1. Kelas | . (LDso < 5 mg/kg)—> fatal jika tertelan

2. Kelas Il : (5<LDso<50 mg/kg)-> fatal jika tertelan

3. Kelas Il . (50<LDso<300 mg/kg)—> beracun jika tertelan

4. Kelas IV : (300<LD5p<2000 mg/kg)—> berbahaya jika tertelan

5. KelasV . (2000<LDs0<5000 mg/kg)—> bisa berbahaya jika tertelan
6. Kelas VI . (LDso>5000 mg/kg) - tidak beracun.

2.11. Aplikasi Penunjang
2.11.1. Protein Data Bank(PDB)

Protein data bank (PDB) adalah repositori tunggal yang dapat diakses di
seluruh dunia, PDB berfungsi untuk pemrosesan dan distribusi data struktur
makromolekul biologis secara bentuk 3-D. PDB dapat diakses secara online dengan

mengunjungi alamat http://www.pdb.org. Pada situs PDB memiliki program-


http://www.pdb.org/
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program sederhana yang dapat digunakan untuk melihat dan memanipulasi struktur
demikian juga informasi tentang prakarsa genomik struktural yang sekarang sedang
berlangsung, selain itu PDB juga biasa digunakan para peneliti untuk penelitian
yang berkaitan dengan obat baru (Petsko and Dagmar, 2004).
2.11.2. pkCSM Online Tool

Merupakan suatu pendekatan yang dapat digunakan untuk analisis dan
optimalisasi farmakokinetik dan sifat toksisitas, pkCSM dapat diakses melalui web

yang tersedia yaitu (http://structure.bioc.cam), selain itu pkCSM banyak digunakan

untuk membantu peneliti menemukan keseimbangan antara potensi, keamanan, dan
farmakokinetik. pkCSM bekerja sebaik atau lebih baik dari beberapa metode lain
yang sudah banyak digunakan (Pires et al., 2015).
2.11.3. SwissADME

Merupakan platform gratis yang dapat diakses di web, SwissADME
berfungsi untuk mengetahui sifat fisikokimia, farmakokinetik dalam obat, dan
parameter lain terkait untuk satu atau beberapa molekul. Di satu sisi, aplikasi yang
dikembangkan secara khusus dan banyak digunakan banyak sebagai penelitian.
Pengguna dapat mengakses web yang bebas biaya dengan alamat yang harus
dikunjungi adalah http://www.swissadme.ch. SwissADME telah dirancang untuk
mendukung seluruh (spesialis dan non-spesialis) di upaya penemuan obat mereka

(Daina et al., 2017).


http://structure.bioc.cam/
http://www.swissadme.ch/

BAB Il

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1. Kerangka Konseptual
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Keterangan :
Fokus penelitian —— Berinteraksi
_ Pendukung penelitian ——— Masuk
Senyawa pembanding — Berperan
—>  Alur penelitian — Menghambat

3.1.2. Uraian Kerangka Konseptual

COVID-19 merupakan penyakit menular yang disebabkan oleh infeksi virus
SARS CoV-2 yang dapat menyebabkan permasalahan pada sistem pernafasan,
bahkan menyebabkan kematian. Jangkauan area epidemi SARS-CoV-2 lebih tinggi
dibandingkan dengan SARS-CoV dan MERS-CoV. Oleh karena itu, pengobatan
yang tepat dibutuhkan segera untuk mengatasi penyakit ini.

Hingga saat ini masih belum ada opsi terapi yang tersedia untuk
menyembuhkan infeksi yang disebabkan oleh SARS CoV-2. Vaksin yang
dikembangkan masih dalam tahap uji klinis pada manusia. Selainitu, belum ada
antivirus yang disetujui, hanya beberapa obat yang mendapat izin darurat untuk
digunakan (Silva et al., 2020).

Sejak wabah dimulai, serangkaian intervensi medis telah diberikan kepada
pasien yang terinfeksi SARS-CoV-2. Namun, sebagian besar terapi ini tidak
dirancang khusus untuk mengobati COVID-19, melainkan untuk mengobati
penyakit sebelumnya yang memiliki gejala mirip dengan COVID-19 (Setiati dan
Azwar 2020). Salah satu obat tersebut yaitu nelfinavir, dengan menggunakan

pendekatan penemuan obat komputasional integratif, diperkirakan bahwa nelfinavir
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adalah penghambat potensial dari Main protease SARS-CoV-2 dan kemungkinan
besar adalah multi- agen target (Xu et al., 2020). Pada proses terjadinya siklus
hidup SARS-CoV-2, Mpro berperan penting dalam translasi dan replikasi virus (Jin
et al., 2019). Sehingga, Mpro dapat dijadikan target penghambatansiklus hidup
SARS-CoV-2 dalam rangka pengembangan obat antivirus. Pengembangan ini dapat
diperoleh dari tanaman yang berpotensi sebagai antivirus.

Salah satu tanaman yang berpotensi untuk dijadikan terapi SARS-CoV-2
yaitu tanaman Peppermint yang memiliki aktivitas antivirus serta efek antitusif
(Anwariet al, 2019). Komponen minyak atsiri dari Peppermint dapat bertindak
sinergis atau mempotensiasi agen antivirus lain atau dapat meredakan gejala
COVID-19 (Silva et al, 2020). Minyak atsiri tersebut termasuk kedalam senyawa
golongan monoterpen yang terdiri dari limonene, cineole, menthone, menthofuran,
isomenthone, menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone.

Senyawa golongan monoterpen pada Peppermint dilakukan studi
pendahuluan prediksi sifat fisikokimia menggunakan kode *SMILES (situs
SwissADME) sehingga dapat diketahui berat molekul (BM), logaritma koefisien
partisi oktanol/air (Log P), Hydrogen Bond Atom (HBA), Hydrogen Bond Donor
(HBD), jumlah ikatan atom yang dapat berotasi (Torsion), dan Polar Surface
Activity (PSA) untuk mengetahui apakah senyawa tersebut memenuhi Hukum 5
Lipinski. Selanjutnya, dilakukan uji toksisitas menggunakan pkCSM Online Tool
dan Protox Online Tool untuk mengetahui toksisitas dan menentukan klasifikasi

toksisitas senyawa tersebut.
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Senyawa golongan monoterpen pada Peppermint selanjutnya digunakan
sebagai ligan dan reseptor COVID-19 yang dipilih untuk dilakukan proses
penambatan molekuler yaitu Main protease (Mpro) dengan PDB ID 6M2N yang
berperan dalam pematangan proteolitik virus. Penyiapan ligan dilakukan
menggunakan software Chem Bio Draw Ultra versi 12 dan Chem Bio 3D Ultra
versi 12. Selanjutnya dilakukan proses docking antara ligan dan reseptor. Perbedaan
tempat reseptor akan menimbulkan interaksi dan afinitas yang berbeda yang
ditandai dengan ikatan hidrogen, ikatan sterik, interaksi asam amino pada reseptor,

serta energi ikatan yang digambarkan dengan nilai Rerank Score (RS).

3.2.  Hipotesis Penelitian
1. Terdapat perbedaan interaksi dan afinitas senyawa golongan monoterpen

Peppermint terhadap reseptor 6M2N secara in silico.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1.  Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan yaitu penelitian eksperimental laboratoris
secara in silico dari senyawa limonene, cineole, menthone, menthofuran,
isomenthone, menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone dengan
reseptor Main protease (Mpro) PDB ID 6M2N menggunakan aplikasi Chem Bio
Draw Ultra versi 12 ,Chem Bio 3D Ultra versi 12, Molegro Virtual Docker 6.0
(Molegro ApS), SwissADME, dan pkCSM online tool.
4.2.  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Januari - April 2021 di Jurusan Farmasi,
Fakultas Kedokteran dan IImu Kesehatan, Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana
Malik Ibrahim Malang.
4.3.  Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.3.1. Variabel Penelitian

a. Variabel Bebas
Variabel bebas dari penelitian ini adalah senyawa golongan monoterpen
Peppermint  (limonene, cineole, menthone, menthofuran, isomenthone,

menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone).
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b. Variabel Terikat

Variabel terikat dari penelitian ini adalah nilai RMS, Rerank Score, ikatan
hidrogen, ikatan sterik, jarak ikatan, berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi
oktanol/air (Log P), Hydrogen Bond Atom (HBA), Hydrogen Bond Donor (HBD),
jumlah ikatan atom yang dapat berotasi (Torsion), Polar Surface Activity (PSA),
L Dsg, skin sesnsitilization, Ames toxicity dan Hepatotoxicity.
C. Variabel Kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah reseptor Main Protease (Mpro)
PDB ID 6M2N, Chem Bio Draw Ultra Versi 12 (Cambridge Soft), Chem Bio 3D
Ultra Versi 12 (Cambridge Soft), Molegro Virtual Docker 6.0 (Molegro ApS),
pkCSM Online Tool, Protox Online Tool, SwissADME, dan SPSS Statistics 26.0 for
Windows.

4.3.2. Definisi Operasional

Tabel 4.1.Parameter Uji Fisikokimia

Hukum 5 Lipinski Keterangan Rentang
BM (g/mol) Berhubungan dengan absorbsi,
jika lebih dari 500 dalton akan <500
sulit terabsorbsi.
LogP Nilai log koefisien partisi
: <+5
oktanol/air.
Hydrogen Bond Donors (HBD) Ikatan H donor. <5
Hydrogen Bond Acceptors (HBA) | Ikatan H reseptor. <10
Torsion Ikatan H yang dapat berotasi. -
Polar Surface Area (PSA) Daerah permukaan kutub. <140 A

Tabel 4.2. Parameter Uji Sitotoksik

Nama Parameter Parameter Keterangan
LDso Kelas I : (LDso< 5 mg/kg) Fatal jika tertelan
Kelas Il :(5<LDso<50 mg/kg) Fatal jika tertelan
Kelas 111 :(50<LDso<300 mg/kg) Beracun jika
tertelan
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Kelas 1V :(300<LDs<2000 mg/kg)

Kelas V :(2000<LD5c<5000 mg/kg)

Kelas VI :(LDsy>5000 mg/kg)

Berbahaya jika
tertelan

Bisa berbahaya
jika tertelan

Tidak beracun
(Eldin et al.,
2016)

Ames Toxicity

Yes/No

Bertujuan  untuk
mengetahui  dari
potensi mutagenic
pada senyawa
secara in silico
(Kesuma et al.,
2018)

Skin Sensitization

Yes/No

Uji ini dilakukan
untuk mengetahui
reaksi sensitivitas
pada kulit secara
in silico

(Kesuma et al.,
2018)

Hepatotoxicity

Yes/No

Uji ini dilakukan
untuk mengetahui
adanya toksisitas
senyawa terhadap

hepar secara in
silico
(Rahman et al.,
2018)
Tabel 4.3 Parameter Docking
Parameter Keterangan Standar
Menunjukkan kesesuaian | Nilai RMSD <2 A
koordinat ligan dari hasil
RMSD kristalografi dibandingkan

dengan koordinat ligan yang
ditambahkan.

Rerank Score

Digambarkan sebagai prediksi
interaksi ikatan antara obat
dengan reseptor.

Nilai harus <native ligand,

semakin kecil
menunjukkan besar
tingkat keserasian antara
ligan dan reseptor

berinteraksi.

Ikatan Sterik

Ikatan sterik dapat memberikan
tempat bagi ikatan hidrogen
dengan asam amino yang aktif
sehingga akan menstabilkan

Lebih banyak ikatan yang
terjadi dari pembanding,
maka lebih bagus.




50

suatu ikatan.
Ikatan hidrogen adalah ikatan | Lebih banyak ikatan yang
Ikatan Hidrogen yang terjadi antara hidrogen | terjadi dari pembanding
dengan atom O,N.F maka lebih baik.
Jarak antara atom ligan dan | Nilai jarak ikatan lebih
Jarak lkatan atom pada reseptor pada suatu | tinggi dari pembanding
interaksi ikatan. maka lebih baik.

4.4.  Alat dan Bahan Penelitian
4.4.1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini berupa perangkat keras berupa
satu set laptop Asus X441BA dengan spesifikasi Processor AMD A9-9425
RADEON R5, 5 COMPUTE CORES 2C+3G, RAM 4 GB, dan harddisk 1 Tera serta
perangkat lunak sistem operasi Windows 10 Home, Chem Bio Draw Ultra Versi 12
(Cambridge Soft), Chem Bio 3D Ultra Versi 12 (Cambridge Soft), Molegro Virtual
Docker 6.0 (Molegro ApS), pkCSM Online Tool, Protox Online Tool, SwissADME
dan SPSS Statistics 26.0 for Windows.
4.4.2. Bahan
4.4.2.1. Struktur Senyawa dan Pembanding Nelfinavir

Ligan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu struktur dari senyawa

golongan monoterpen  Peppermint  (controllimonene, cineole, menthone,
menthofuran, isomenthone, menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan
carvone) serta senyawa pembanding nelfinavir digambar strukturnya dengan
menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra Versi 12 (Cambridge Soft), Chem Bio

3D Ultra.
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Gambar 4.1 Struktur (A) limonene, (B) cineole,(C) menthone,(D) menthofuran,
(E) isomenthone, (F) menthylacetate, (G) isopulegol, (H) menthol, (1) pulegone dan
(J) carvone.

Gambar 4.2 Struktur senyawa pembanding nelfinavir
4.4.2.2. Struktur Reseptor 6M2N
Struktur tiga dimensi Main protease (Mpro) dengan PDB ID 6M2N
sebagai protein reseptor COVID-19 yang diunduh dari situs protein data bank

(PDB) https://www.rcsb.org/structure/6ma2n.



https://www.rcsb.org/structure/6m2n
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Gambar 4.3 Reseptor Main protease (Mpro) COVID-19 dengan PDB ID 6M2N



45. Skema Kerja Penelitian dan Prosedur Penelitian

45.1. Skema Kerja Penelitian

Studi In silico

Limonene, cineole,
menthone,menthofuran,
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isomenthone, menthylacetate,
isopulegol, menthol, pulegone, dan

carvone.
I
Penyiapan ligan limonene,
cineole, menthone,menthofuran, Penyiapan reseptor target Main
isomenthone, menthylacetate, protease (Mpro) PDB ID 6M2N

isopulegol, menthol, pulegone, menggunakan Molegro Virtual
dan carvone menggunakan Chem Docker 6.0
Bio Draw Ultra dan Chem Bio3D.

Perbedaan nilai RMSD, Rerank
Score (RS), ikatan hidrogen, ikatan
sterik dan jarak ikatan

Prediksi toksisitas dengan nilai
LDso, skin sensitization, Ames
toxicity, Hepatotoxicity, dan kelas

toksisitas menggunakan aplikasi
pkCSM Online Tool dan Protox
Online Tool.
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4.5.2. Prosedur Penelitian
4.5.2.1. Preparasi Ligan

Struktur untuk ligan Peppermint (Mentha piperita L) didapatkan dari

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dalam format Sdf dengan senyawa

Nelfinavir sebagai pembanding. Selanjutnya, dilakukan proses preparasi ligan
dengan menggambar struktur molekul 2D dengan software Chem Bio Draw Ultra
Versi 12, kemudian dicopy pada softwareChem Bio 3D Ultra Versi 12 untuk
membuat struktur 3D. Langkah berikutnya, dilakukan minimalisasi energi dengan
metode MMFF94 untuk melihat bentuk streokimia senyawa dan bentuk paling
stabil, kemudian direplikasi sebanyak 3 kali, dirata-rata, dan disimpan dalam format
SYBYL (*mol2).
4.5.2.2. Preparasi Protein Reseptor
Preparasi protein reseptor dilakukan dengan software Molegro Virtual
Docker 6.0. Pada tahapan ini dilakukan eliminasi molekul air dan ligan referens
serta penambahan atom hidrogen.
4.5.2.3. Penambatan Molecular Docking
Penamabatan molekular docking dilakukan dengan menggunakan software
Molegro Virtual Docker 6.0 (Molegro ApS). Terdapat beberapa langkah dalam
proses docking yaitu :
1. Mengunduh reseptor dari situs Protein Data Bank. Reseptor yang diunduh
adalah Main protease (Mpro) Covid dengan PDB ID 6M2N.
2. Menambahkan atom H pada reseptor (karena reseptor yang diunduh

dihilangkan atom H-nya) dan memperbaiki reseptor yang diunduh.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3. Deteksi tempat pada reseptor dimana obat akan terikat (berinteraksi).
Tempat tersebut berupa lubang-lubang (cavities) pada struktur reseptor.
4. Meletakkan struktur 3D ke dalam lubang yang terpilih.
5. Melihat gambaran (view) letak senyawa dalam lubang reseptor (cavities).
6. Melakukan docking senyawa pada reseptor yang diproses secara otomatis
oleh software Molegro Virtual Docker dan dicatat hasil dari masing-masing
parameter.
4.5.2.4. Prediksi Toksisitas
Prediksi toksisitas dilakukan dengan menggambar struktur molekul

senyawa 2D dengan software Chem Bio Draw Ultra Versi 12, kemudian dicopy
pada software Chem Bio 3D Ultra Versi 12 untuk membuat struktur 3D,
selanjutnya disimpan dalam bentuk file *.sdf atau *.pdb. Berikutnya mencari code
SMILES senyawa limonene, cineole, menthone, menthofuran, isomenthone,
menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone dengan cara mengubah
struktur 2D melalui menu edit dan di copy as menjadi code SMILES. Lalu code
SMILES dicopy pada microsoft word atau microsoft excel dan disimpan untuk
melakukan uji. Dalam bentuk format SMILES inilah senyawa diproses
menggunakan pkCSM Online Tool dan Protox Online Tool.
4.6. Analisis Data.

Analisis data dari hasil docking diketahui dengan nilai Root Mean Square
Deviation (RMSD), Rerank Score (RS), ikatan hidrogen, ikatan sterik dan jarak
ikatan. Analisis dara toksisitas senyawa limonene, cineole, menthone, menthofuran,

isomenthone, menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone
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dikategorikan kelas toksisitasnya menggunakan pkCSM Online Tool dan Protox
Online Tool. Pada pengujian ini dilakukan validasi sebanyak 3 kali sehingga
didapatkan hasil yang lebih valid. Hasil yang diperoleh, dipaparkan dalam bentuk
tabel statistik menggunakan aplikasi SPSS Statistics 26.0 for Windows dengan
metode Kruskall-Wallis. Uji ini dapat mengetahui senyawa uji lebih baik
dibandingkan dengan pembanding dengan melihat perbedaan nilai rata-rata Rerank

Score.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengembangan obat baru menggunakan metode in silico atau
bioinformatika dengan penambatan molekul (molecular docking) termasuk dalam
pengembangan ilmu pengetahuan. Semua yang diciptakan Allah SWT yang ada di
muka bumi merupakan anugerah yang dapat dipergunakan dan dimanfaatkan untuk
kesejahteraan manusia. Sesuai dengan firman Allah SWT dalam QS. Shad ayat 27
yang berbunyi :

158 3l i 5l 3 A St i b ooy 2B s sy
5
)/Gl\ e
Artinya : Kami tidak menciptakan langit dan bumi serta apa yang ada di antara
keduanya secara sia-sia. ltulah anggapan orang-orang yang kufur. Maka,
celakalah orang-orang yang kufur karena (mereka akan masuk) neraka
(QS.Shad : 27)

Makna dari ayat tersebut dalam tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Allah
SWT tidaklah menciptakan sesuatu dengan sia-sia. Akan tetapi, untuk beribadah
kepada-Nya dan mengesakan-Nya (Bin Ishaq Alu Syaikh, 2004). Manusia telah
dianugerahi akal oleh Allah SWT untuk berfikir dan mempergunakan teknologi
yang telah ada dengan mengkorelasikan antara ayat gauliyah dan kauniyah agar
mampu menemukan konsep-konsep sains dan ilmu pengetahuan (Qutub, 2011).

Pengetahuan mengenai sebuah manfaat bermula dari suatu penelitian, salah

satunya yakni tentang in silico atau bioinformatika kemudian mengkajinya untuk

mengetahui manfaat ciptaan-Nya.

57
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Sebagaimana firman Allah SWT dalam QS. Al-Jatsiyah ayat 13 yang

berbunyi :
z w )~ — £ 2 Ao
O3 e A 3 Sl Ger I3 el B RS 55
Artinya : Dia telah menundukkan (pula) untukmu apa yang ada di langit dan apa
yang ada di bumi semuanya (sebagai rahmat) dari-Nya. Sesungguhnya pada yang
demikian itu benar-benar terdapat tanda-tanda (kebesaran Allah) bagi kaum yang
berpikir (QS.Al-Jatsiyah :13)

Makna dari ayat tersebut dalam tafsir Al-Mishbah menjelaskan Allah SWT
memerintahkan manusia yang telah diberi nikmat berupa akal dan pikiran untuk
mengkaji segala sesuatu yang ada di langit dan bumi. Allah SWT menciptakan
manusia sebagai makhluk yang paling istimewa. Oleh karena itu, dengan
kelengkapan akal dan pikiran manusia diharapkan mampu memaksimalkan
penggunaan teknologi yang telah berkembang pesat untuk mengkaji ciptaan Allah
SWT, salah satunya yaitu tumbuhan yang memiliki banyak manfaat (Shihab, 2002).

Studi in silico (molecular docking) pada penelitian ini dilakukan terhadap
senyawa monoterpen tanaman Peppermint. Senyawa monoterpen Peppermint
memiliki kemampuan untuk menghentikan proses replikasi SARS-CoV dan dapat
digunakan sebagai terapi SARS-CoV-2 karena kesamaan materi genetiknya (Patne
et al.,, 2020). Komponen minyak atsiri Peppermint yang merupakan sumber
monoterpen memungkinkan mampu menghambat kerja dari SARS-CoV-2. Selain
itu, dapat bertindak sinergis atau mempotensiasi agen antivirus lain dan meredakan
gejala COVID-19 (Silva et al., 2020)

5.1. Molecular Docking dan Analisis Asam Amino

Molecular docking merupakan metode yang digunakan dalam biologi

molekuler struktural dengan bantuan komputer untuk desain obat/ligan. Tujuan dari
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docking protein dan ligan yakni untuk memprediksi interaksi antara ligan dengan
protein target pada struktur tiga dimensi (Puspaningtyas, 2013). Setelah dilakukan
proses docking selanjutnya yaitu melakukan analisis asam amino dengan melihat
interaksi yang terjadi. Interaksi ini digunakan untuk mengetahui adanya interaksi
ligan dengan residu asam amino pada protein (reseptor) (Arwansyah dkk, 2014).
Residu asam amino merupakan asam amino yang terdapat dalam suatu protein
(Murray et al., 2000). Protein yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Main
protease (Mpro) dengan PDB ID 6M2N yang berperan dalam translasi dan
replikasi virus.
5.2. Pengunduhan Target Protein

Target protein reseptor Main protease (Mpro) SARS-CoV-2 diunduh
melalui situs (https://www.rcsb.org/structure/6m2n) dengan format *pdb. Pencarian
dan pengunduhan reseptor berdasarkan protein reseptor yang telah memiliki ligan.
Protein reseptor Mpro yang digunakan pada penelitian yaitu protein dengan PDB

ID 6M2N.

Gambar 5.1 Hasil pengunduhan protein target Main protease (Mpro) PDB ID
6M2N (RCSB PDB, 2020)
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5.3. Preparasi Ligan dan Reseptor

Sebelum dilakukan uji in silico, terlebih dahulu dilakukan proses preparasi
terhadap ligan dan reseptor. Preparasi ligan dilakukan dengan menggambar terlebih
dahulu menggunakan software Chem Bio Draw Ultra 12.0. Gambar struktur 2D
ligan/senyawa digunakan untuk mendapatkan struktur 3D dengan menggunakan
software Chem Bio 3D Ultra 12.0, hal tersebut dikarenakan pada semua tahapan
docking menggunakan model struktur 3D. Hasil gambar struktur 2D dan 3D

ligan/senyawa ditunjukkan pada gambar 5.2 dan gambar 5.3.

Q¢ Q
AN N |

A C D E

A
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e
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N
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J K "
N
Gambar 5.2 Hasilpenggambaran struktur dua dimensi senyawa monoterpen
Peppermint menggunakan Chem Bio Draw Ultra 12.0 (A) limonene, (B) cineole,

(C) menthone, (D) menthofuran, (E) isomenthone, (F) menthylacetate,
(G) isopulegol, (H) menthol, (1) pulegone, (J) carvone dan (K) nelfinavir



61

Gambar 5.3 Hasil penggambaran struktur tiga dimensi senyawa monoterpen
Peppermint menggunakan Chem Bio 3D Ultra 12.0 (A) limonene, (B) cineole,
(C) menthone, (D) menthofuran, (E) isomenthone, (F) menthylacetate,

(G) isopulegol, (H) menthol, (1) pulegone, (J) carvone dan (K) nelfinavir

Setelah  didapatkan struktur tiga dimensi, selanjutnya dilakukan
minimalisasi energi. Penentuan energi minimalisasi didapatkan dengan melakukan
optimasi geometri menggunakan software Chem Bio 3D Ultra 12.0 dengan metode
Merck Molecular Force Field 94 (MMF94). Optimasi geometri dilakukan replikasi
sebanyak 3 kali dan dihasilkan bentuk stereokimia yang paling stabil dan disimpan

dengan format *mol2. Penentuan energi minimal digunakan untuk meminimalisasi
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energi agar diperoleh struktur yang paling stabil untuk dilakukan docking dengan

reseptor target (Susanti et al., 2018). Hasil optimasi geometri senyawa monoterpen

Peppermint dan nelfinavir ditunjukkan pada tabel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil penentuan energi minimal (kcal/mol) senyawa monoterpen
Peppermint dengan MMFF94 pada aplikasi Chem 3D Pro 12.0

Energi Minimal (kcal/mol) Rerata
Senyawa Struktur 3D Replikasi | Replikasi | Replikasi (kkal/mol)
[ 1 1l +SD
Limonene 6.1332 6.1332 6.1332 6.1332 +0,0000
1-methyl-4-(prop-1-en-2-
yl)cyclohex-1-ene
Cineole 27.6532 27.6532 27.6532 27.6532 +0,0000
1,3,3-trimethyl-2-
oxabicyclo[2.2.2] octane
Menthone 11.8274 11.8274 11.8274 11.8274 +0,0000
2-isopropyl-5-
methylcyclohexanone
Menthofuran 9.8968 9.8968 9.8968 9.8968 +0,0000
3,6-dimethyl-4,5,6,7-
tetrahydrobenzofuran
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Isomenthone 11.8274 11.8274 11.8274 11.8274 +0,0000
2-isopropyl-5-
methylcyclohexanone
Menthylacet 18049 | 18049 | 18.049 | 18.049+0,0000
2-(2-isopropyl-5-
methylcyclohexyl)
acetate
Isopulegol 7.5507 7.5507 7.5507 7.5507 +£0,0000
5-methyl-2-(prop-1-en-2-
yl) cyclohexanol
Menthol 14.6543 14.6543 14.6543 14.6543 +0,0000
2-isopropyl-5-
methylcyclohexanol
Pulegone 16.2117 16.2117 16.2117 16.2117 +0,0000

5-methyl-2-(propan-2-
ylidene) cyclohexanone
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Carvone

2-methyl-5-(prop-1-en-2-
yl) cyclohex-2-enone

5.4386 5.4386 5.4386 5.4386 +0,0000

Nelfinavir

(3S,4aS,8aS)-N-(tert-
butyl)-2-((2R,3R)-2-
hydroxy-3-(3-hydroxy-2-
methylbenzamido)-4-
(phenylthio)butyl)decahy
droisoquinolone-3-
carboxamide

55.6076 55.6076 55.6076 55.6076 +0,0000

Hasil optimasi pada tabel 5.1 diatas didapatkan nilai rerata dan nilai standar
deviasi (xSD) energi minimal paling kecil yaitu senyawa carvone sebesar 5,4386
kkal/mol, sedangkan energi minimal yang paling besar yaitu pada senyawa
nelfinavir dengan nilai 55,6076 kkal/mol. Energi tersebut merupakan rerata energi
seminimal mungkin pada bentuk stereokimia dan bentuk yang paling stabil untuk
dilakukan docking.

Setelah dilakukan preparasi ligan/senyawa, selanjutnya dilakukan preparasi
reseptor. Preparasi terhadap protein yang akan digunakan merupakan langkah
penting untuk dilakukan agar mendapatkan hasil docking yang optimal (Muchtaridi
et al., 2018). Reseptor yang telah diunduh melalui data file PDB (Protein Data
Bank) dengan PDB ID 6M2N dengan natif ligan 5,6,7-trihydroxy-2-phenyl-4H-

chromen-4-one. Protein tersebut ditinjau menggunakan software Molegro Virtual
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Docker (MVD) ditunjukkan oleh gambar 5.4. Program MVD akan secara otomatis
mengoreksi protein yang ditambahkan ke workspace dan secara langsung
menambahkan atom H dan mengoreksi apabila ada beberapa asam amino residu
yang salah baik valensi maupun muatannya (CLCbio, 2013). Program akan

memunculkan warning apabila terdapat struktur protein yang error.

Gambar 5.4 Reseptor 6M2N

Langkah berikutnya yaitu sebelum dilakukan prediksi toksisitas, terlebih
dahulu dilakukan pembuatan code SMILES. Pembuatan code SMILES dilakukan
menggunakan software Chem Bio Draw Ultra 12.0, langkah ini dilakukan setelah
menggambar senyawa monoterpen Peppermint dan obat pembanding (nelfinavir)
dalam bentuk 2D. Selanjutnya, struktur 2D diubah melalui melalui menu edit dan di
copy as menjadi code SMILES. Lalu code SMILES dicopy pada microsoft word atau
microsoft excel dan disimpan untuk melakukan uji selanjutnya. Hasil pembuatan
code SMILES senyawa monoterpen Peppermint (nelfinavir) ditunjukkan pada tabel

5.2.
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Tabel 5.2 Hasil code SMILES senyawa monoterpen Peppermint dan nelfinavir
dengan ChemDraw Ultra 12.0

Nama Code SMILES
Senyawa
Limonene CC1=CCC(CC1)C(C)=C
Cineole CCl1=CCcC(CCcnCc(O)=C
Menthone CC(C1H)CCCc(Cc(O))c1=0
Menthofuran | CC(CC1)CC2=C1C(C)=C0O2
Isomenthone | CC(C1)C]]CC(C(C)C)C1=0
Menthylacetate | O=C(JO-])CC1C(C(C)C)CCC(C)C1
Isopulegol CC1CC(0O)C(C(C)=0C)CC1
Menthol CCILCCC(C(O))C(0)C1
Pulegone CCI1CC(/C(CC1)=C(C)IC)=0
Carvone CC1=CCC(C(C)=C)CC1=0
O=C([C@H]IN(C[C@@H](O)[C@@H](NC(C2=CC=CC(0)=
Nelfinavir C2C)=0)CSC3=CC=CC=C3)C[C@@]4([H]))CCCC[C@@]A([

H])C1)NC(C)(C)C

Code SMILE senyawa monoterpen Peppermint dan senyawa pembanding

(nelfinavir) digunakan untuk proses prediksi toksisitas menggunakan pkCSM

Online Tool dan Protox Online Tool.

5.4. Penentuan Cavity

Penentuan lubang (cavity) berfungsi untuk mendeteksi tempat interaksi

antara ligan dan reseptor 6M2N. Lubang (cavity) pada reseptor ditunjukkan dengan

pola berwarna hijau. Hasil penentuan cavity ditunjukkan pada gambar 5.5 dan 5.6.




67

Gambar 5.5 Hasil deteksi lubang (cavity) pada reseptor 6M2N (A) cavity
secara keseluruhan, (B) cavity 1, (C) cavity 2, (D) cavity 3, (E) cavity 4, (F) cavity 5

Keterangan Gambar 5.5 :

Cavity 1 Vol = 4692,99 Surface = 12706,6
Cavity 2 Vol = 932,864 Surface = 2443,52
Cavity 3 Vol = 260,068 Surface = 871,68
Cavity 4 Vol = 140,288 Surface = 387,84
Cavity 5 Vol = 132,196 Surface = 433,92

Pada gambar 5.5 menunjukkan adanya 5 Ilubang (cavity) yang
dimungkinkan akan berinteraksi dengan reseptor 6M2N. Dari kelima lubang yang
terdeteksi, dilakukan seleksi dengan melihat pada bagian natif ligan yang
berinteraksi dengan reseptor 6M2N. Lubang yang digunakan adalah cavity 4

dengan volume 140,288 dan luas permukaan 387,84.
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5.5. Pengaturan Molegro Virtual Docking

Sebelum melakukan tahap validasi dan docking menggunakan software
Molegro Virtual Docker (MVD), terlebih dahulu dilakukan pengaturan mengenai
parameter-parameter pada program. Berikut merupakan pengaturan yang dilakukan
pada sotware Molegro Virtual Docker.

a. Scoring Function

Score : MolDock Score [GRID]

Grid resolution (A)  : 0,30 A

Ligand evaluation  : Internal ES, Internal HBond, Sp2-Sp2 Torsions

b. Search Algorithm

Algorithm : MolDock Optimizer
Number of runs 10
After docking : Energy minimization, Optimize H-Bonds

c. Parameter Setting
Max iterations : 1500
Max population size : 50
Max steps 300

d. Multiple Poses : Enable energy thresold

5.6. Validasi Reseptor 6M2N

Validasi reseptor dilakukan dengan cara docking ulang natif ligan dengan
reseptor target 6M2N menggunakan software Molegro Virtual Docker 6.0.
Parameter validasi yang digunakan yaitu dengan melihat nilai RMSD (Root Mean

Square Deviation). Nilai RMSD digunakan untuk mengukur kemiripan koordinat
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(pose) antara dua atom (Kufareva and Abagyan, 2012). Reseptor dinyatakan valid
dan dapat dilanjutkan proses docking senyawa uji jika memiliki nilai RMSD <2 A
(Muttagin et al., 2019). Hasil validasi reseptor ditunjukkan pada tabel 5.3.

Tabel 5.3 Hasil validasi reseptor 6M2N

3WL 401 [A]
Ligan Replikasi | Replikasi | Replikasi Rerata +SD
| 11 11
Nilai RMSD (A) 0,33 0,33 0,32 0,327 +0,0058
Rerank Score (kkal/mol) -85,5094 -85,4543 -85,568 -85,511 +£0,0569
Moldock Score (kkal/mol) -104,078 -104,062 -104,075 | -104,072 £0,0085

Validasi reseptor dilakukan replikasi sebanyak tiga kali dengan melakukan
docking ulang antara natif ligan dengan lubang (cavity 4) reseptor protein target
6M2N. Reseptor 6M2N memiliki 4 protein yang berbeda diantaranya yaitu 3WL-
_401 [A], 3WL_401 [B], 3WL_401 [C] dan 3WL_401 [D]. Protein yang digunakan
yaitu protein 3WL_401 [A] yang berikatan dengan cavity 4. Berdasarkan hasil
validasi reseptor pada tabel 5.3, didapatkan nilai rerata RMSD sebesar 0,327 A,

RMSD menerangkan terkait nilai jarak atom pada satu konformasi dengan
atom terdekat yang mempunyai kategori sama dengan atom tersebut pada
konformasi lain. Semakin kecil nilai RMSD menampilkan bahwa posisi ligan yang
diperkirakan semakin baik, sebab semakin mendekati konformasi asal (Lestari,
2015). Hasil tersebut menunjukkan telah memenuhi Kkriteria validasi reseptor,
karena bila hasil penambatan ligan standar memiliki nilai RMSD < 2 A maka

parameter penambatan dapat diterima atau dinyatakan valid (Zubair et al., 2020).
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5.7. Docking Senyawa Monoterpen Peppermint dan Nelfinavir pada

Reseptor 6M2N

Docking senyawa monoterpen Peppermint dan nelfinavir dilakukan
menggunakan software Molegro Virtual Docker 6.0 dengan koordinat tempat natif
ligan pada reseptor 6M2N. Terdapat 3 parameter yang digunakan diantaranya yaitu
MolDock Score, Rerank Score dan H-bond (ikatan hidrogen). Ketiga parameter
tersebut merupakan score yang dapat mengukur kekuatan ikatan obat dengan
reseptor (CLCbio, 2013). Nilai Rerank Score mencerminkan energi ikatan
(perhitungan total dari semua ikatan yang ada) yang dibutuhkan untuk membentuk
ikatan antara ligan dengan reseptor, sehingga dapat digunakan untuk memprediksi
aktivitas suatu senyawa (Zaidan et al., 2019).
5.7.1. Hasil Docking Senyawa Monoterpen Peppermint dan Nelfinavir pada

Resptor 6M2N

Hasil docking score yang diperoleh dari docking antara ligan senyawa
monoterpen Peppermint dan senyawa pembanding (nelfinavir) dengan reseptor
6M2N dengan menggunakan software Molegro Virtual Docker 6.0 ditunjukkan

pada tabel 5.4.
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Tabel 5.4 Hasil docking senyawa monoterpen Peppermint dan senyawa
pembanding (nelfinavir) dengan reseptor 6M2N

Parameter Replikasi (kkal/mol)
Senyawa S Replikasi Replikasi Replikasi Rerata +SD
core I 1 1
gf;%'rEOCK -74,020 -74,011 73,988 | -74,006 +0,0165
Rerank Score | -62,888 262,824 62,785 | -62.832 00520
Linanshe H-Bond 0,000 0,000 0,000 0,000
~ MolDock 54647 | -54624 | -54654 | -54642+0,0157
[l 1T Score : ' ' ' -
T Rerank Score | -51,868 -51,670 51,855 | -51,798 +0.1108
Cincole H-Bond 0,000 0,000 0,000 0,000
MolDock
By Seore -74,435 -74,198 74,429 | -74,354 +0,1351
[ L Rerank Score | -60,785 | -61,324 | -60,780 | -60,963 +0,3126
] H-Bond -3,237 -2,920 -3,243 -3,133 +0,1848
Menthone
— S'\)’(':%'r[g“k 79092 | -78828 | -79,041 | -78,987 +0,1400
L_ Py, Rerank Score -58,045 -58,295 -54,989 -57,110 +1,8408
Menthofuran | H-Bond -3,022 -2,286 3,145 | -2,8177 +0,4645
|_ g’(‘;‘go"k 74208 | 74429 | -74,204 | -74,280 £0,1400
| | [RerankScore | 61,167 | 60,812 | -61,331 | -61,103+0,2653
l H-Bond -2,962 -3,238 -2,932 -3,044 +0,1687
Isomenthone
gf:‘;'rte’oc" 85927 | -85826 | -85743 | -858320,0921
Rerank Score -73,240 -73,540 -73,234 -73,338 +0,1750
Mehfﬁylacetate H-Bond -4,044 -4,180 -4,187 -4,137 +0,0806
gf:%'rzo"k -73,580 -72,405 -73,590 -1,340 +0,0955
Rerank Score -62,660 -61,827 -62,671 -62,386 +0,4841
| Sopui ogol | H-Bond -1,393 41,230 -1,398 -1,340 +0,0956
molDock 78367 | -78,353 | -78378 | -78,36640,0125
] Rerank Score | -64,995 -64,869 64,998 | -64,954 +00736
H-Bond -2,908 -2,930 2916 | -2,918 +0,01114
Menthol
g’(':%'rzo"k -63,603 -63,593 63,513 | -63,570+0,0493
Rerank Score | -57,890 -57,885 56,417 | -57,397 0,8490
Puléadhe H-Bond 0,000 0,000 0,000 0,000
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Y g{':%'rEOCk 74384 | -74323 | 74333 | -74,347 £0,0327
Rerank Score | -64,454 -64,305 64,254 | -64,338 +0,1039
s H-Bond 0,000 0,000 0,000 0,000
Carvone
g’(':%'r'g“k 154,243 | -152,087 | -159,767 | -155,366 +3,9612
“y [ Rerank Score | -72,034 66,480 68,121 | -68,878 +2,853
e~ H.Bond 5,520 5,086 5,412 -5,339 +0,2259
" Nelfinavir

Berdasarkan tabel 5.4 hasil docking score diatas, terdapat tiga parameter
yaitu moldock score, rerank score dan H-bond. Moldock score hanya bertujuan
untuk mengevaluasi geometri sudut ikatan hidrogen dimana posisi hidrogennya
tetap (tidak dapat diputar) (Thomsen and Christensen, 2006). Oleh sebab itu, untuk
mengukur nilai afinitas menggunakan nilai rerank score. Rerank score dapat
digunakan untuk mengevaluasi kualitas docking, memprediksikan afinitasnya, serta
dapat mencari konformasi ligan yang tepat dengan melihat nilai paling rendah
(Guedes et al., 2014).

Hasil analisis docking reseptor Main protease (Mpro) PDB ID 6M2N
dengan senyawa monoterpen Peppermint dan senyawa pembanding (nelfinavir)
sebagaimana tercantum pada tabel 5.4 didapatkan nilai rerata Rerank Score
terendah sebesar -73,338 kkal/mol pada senyawa uji menthylacetate. Sedangkan
nilai rerata Rerank Score tertinggi yaitu sebesar -51,798 kkal/mol pada senyawa uji
cineole. Untuk menentukan apakah suatu senyawa diprediksi mempunyai aktivitas
yang lebih baik, digunakan senyawa obat pembanding sebagai kontrol. Obat
nelfinavir sebagai senyawa pembanding memiliki nilai rerata Rerank Score sebesar

-68,878 kkal/mol. Berdasarkan hasil tersebut, maka dapat dikatakan bahwa
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senyawa menthylacetate memiliki aktifitas paling tinggi dibandingkan dengan natif
ligan, obat pembanding dan senyawa uji yang lain. Senyawa uji yang memiliki nilai
afinitas lebih rendah dibanding senyawa pembanding diprediksi memiliki
kemampuan berikatan yang lebih stabil dibandingkan senyawa pembanding
(Suhadi dkk., 2019).

Prediksi aktivitas dari senyawa uji apabila telah berikatan dengan reseptor
target dilihat dari nilai Rerank Score nya. Semakin rendah nilai RS, maka akan
semakin stabil ikatan antara ligan dan reseptor. Apabila ikatan ligan dengan
reseptor semakin stabil maka dapat dikatakan bahwa semakin besar aktivitas
senyawa tersebut, sehingga dapat dikatakan memiliki aktivitas lebih tinggi
dibandingkan dengan senyawa yang memiliki nilai RS yang tinggi (Zaidan et al.,
senyawa uji yang paling berpotensi sebagai inhibitor reseptor Main protease (PDB
ID : 6M2N) yang ditunjukkan dengan nilai rerank score paling negatif
dibandingkan senyawa lainnya. Sehingga, senyawa menthylacetate bisa
direkomendasikan untuk dilakukan uji lanjut.

5.7.2. Hasil Interaksi Ligan dengan Asam Amino

Asam amino merupakan senyawa organik yang dicirikan memiliki gugus
karboksil, gugus amino, dan rantai samping yang terikat pada atom karbon pusat.
Asam amino digunakan sebagai prekursor untuk molekul lain di dalam tubuh.
Mengaitkan asam amino bersama-sama membentuk polipeptida bisa menjadi
protein (Goudoever et al., 2014).

Binding site protein adalah area pengikatan protein pada molekul-molekul

serta ion-ion (ligan) yang dapat mempengaruhi konformasi atau fungsi dari protein.
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Residu-residu asam amino juga terlibat pada area binding site. Fungsi asam amino
pada binding site yaitu pada pengikatan dengan ligan. Interaksi antara ligan dengan
residu-residu asam amino makromolekul akan terbentuk interaksi hidrofobik, ikatan
hidrogen, ikatan van der Waals serta ikatan elektrostatik (Arwansyah dkk., 2014).
Hasil interaksi antara ligan dengan asam amino pada reseptor target PDB ID 6M2N

ditunjukkan pada gambar 5.6 dan 5.7 serta tabel 5.5 dan tabel 5.6.
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Gambar 5.6 Bentuk tiga dimensi interaksi antara senyawa Peppermint dan senyawa
pembanding (nelfinavir) dengan asam amino reseptor 6M2N (A) limonene,
(B) cineole, (C) menthone, (D) menthofuran, (E) isomenthone, (F) menthylacetate,
(G) isopulegol, (H) menthol, (1) pulegone, (J) carvone dan (K) nelfinavir

Keterangan Gambar 5.6 : Limonene (biru tua), cineole (jingga), menthone (coklat), menthofuran
(biru muda), isomenthone (kuning), menthylacetate (abu-abu), isopulegol (hijau), menthol (ungu),
pulegone (merah muda), carvone (merah), nelfinavir (olive).

Gambar 5.7 Pose ikatan senyawa terbaik (menthylacetate) dengan obat pembanding
(nelfinavir)

Keterangan Gambar 5.7 : Abu-abu (menthylacetate), olive (nelfinavir)



Tabel 5.5 Asam amino yang terlibat dalam ikatan hidrogen pada enzim 6M2N

Senyawa Asam Amino Jarak (A) Gugus Ligan

Leu 141 3,41 O No.18

- Gly 143 3,10 O No.18

Natif ligan Gly 143 2,97 O No.17

Glu 166 3,11 O No.9
Limonene - - -
Cineole - - -
Menthone - - -

Tyr 54 3,46 O No.8

Menthofuran Cys 44 3,10 O No.8
Isomenthone - - -

Tyr 54 2,64 O No.2

Menthylacetate Cys 44 2.97 O No.2

Isopulegol GIn 189 3,30 O No.10

Menthol Asp 187 3,01 0O No.10
Pulegone - - -
Carvone - - -

Cys 145 3,13 O No.34

Nelfinavir Gly 143 3,12 O No.34

Asn 142 2,60 0O No.35

His 41 2,69 O No.32

Tabel 5.6 Asam amino yang terlibat dalam ikatan sterik pada enzim 6M2N

Senyawa Asam Amino Jarak (A) Gugus Ligan
Natif ligan Asn 142 3,27 O No.18
Met 165 3,15 O No.9
Limonene Asp 48 3,22 C No.3
Cineole Met 49** 2,99 C No.6
Met 49** 3,05 C No.8
Menthone Asp 187 3,30 C No.5
His 41 3,20 O No.7
Menthofuran Cys 44 2,67 O No.7
Asp 187 3,07 O No.1
Isomenthone Asp 187 3,30 C No.5
Asp 187 3,20 O No.3
Menthylacetate Met 49%* 2.56 C No3
Isopulegol Met 49** 2,29 O No.10
Met 165* 3,15 O No.3
Cys 44 3,13 C No.6
Menthol Cys 44 2,96 CNo.4
Pulegone Met 186 2,76 O No.4
Carvone Met 165* 3,22 C No.6
Asp 48 3,21 C No.10
Thr 26 3,10 C No.22
Thr 26 3,13 C No.21
Nelfinavir Thr 26 2,89 C No.30
Thr 25 3,05 C No.31
Asn 142 2,74 C No.19
Met 49 2,78 N No.1
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Keterangan :
* : asam amino yang sama dengan natif ligan
** : asam amino yang sama dengan obat pembanding

Hasil interaksi asam amino antara ligan dengan reseptor menggunakan
software Molegro Virtual Docker didapatkan tiga ikatan yaitu ikatan hidrogen,
ikatan elektrostastik, dan ikatan sterik. Hasil interaksi antara senyawa monoterpen
Peppermint dan obat pembanding nelfinavir dengan reseptor hanya terdapat ikatan
hidrogen dan ikatan sterik. Gambar 5.8 menunjukkan hasil dua dimensi interaksi
antara ligan dengan asam amino. Pada gambar tersebut, ikatan hidrogen ditandai
dengan garis putus-putus berwarna biru. Sedangkan ikatan sterik ditandai dengan
garis putus-putus berwarna merah.

Pada tabel 5.5 dan 5.6 menunjukkan hasil ikatan senyawa dengan asam
amino, serta jarak ikatan dan gugus ligan. Ikatan hidrogen memiliki peran penting
dalam mekanisme docking dan afinitas ikatan yang dihasilkan. Mayoritas ligan
menunjukkan afinitas pengikatan yang rendah dan dengan demikian, dapat memilih
jumlah target yang terkait dengan ikatan hidrogen, karena mempunyai energi yang
lebih besar daripada ikatan elektrostatik dan ikatan sterik (Patil et al., 2010). Ikatan
hidrogen terjadi antara pelekatan atom H pada atom elektronegatif. Atom
elektronegatif tersebut pada jarak ikatan 1,72-2,85 A (Mustarichie et al., 2014).
Terdapat beberapa senyawa yang tidak membentuk ikatan hidrogen. Hal tersebut
berhubungan dengan beberapa parameter sifat fisikokimia yaitu HBA dan HBD.
Pada senyawa limonene dan cineole tidak memiliki HBA dan HBD, sedangkan
pada senyawa menthone, isomenthone, pulegone dan carvone tidak memiliki HBD.

HBA dan HBD berpengaruh terhadap ikatan hidrogen yang terbentuk antara ligan
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dan reseptor (Pratama, 2020). Pada keenam senyawa tersebut jumlahnya tidak
memenuhi sehingga tidak terbentuk ikatan hidrogen.

Interaksi residu asam amino menentukan apakah senyawa tersebut memiliki
aktivitas biologis yang sama dengan pembanding maupun natif ligan
(Prasetiawati dkk., 2021). Menurut hasil pada tabel diatas, menunjukkan bahawa
natif ligan (3WL_A) reseptor 6M2N berikatan dengan 6 residu asam amino yaitu
Leu 141, Gly 143, Gly 143, Glu 166, Asn 142, dan Met 165. Pada penelitian
Pintilie et al (2020), natif ligan 3WL_A membentuk residu Gly 143, Asn 142, dan
Glu 166. Senyawa limonene memiliki residu asam amino Asp 48. Senyawa cineole
memiliki residu asam amino Met 49 yang sama dengan residu pada obat
pembanding. Senyawa menthone memiliki residu asam amino Asp 187. Senyawa
menthofuran memiliki residu asam amino Tyr 54, His 41, Cys 44, dan Asp 187.
Senyawa isomenthone memiliki residu asam amino Asp 187. Senyawa
menthylacetate memiliki residu asam amino Met 49 dan Asp 187 yang mana
memiliki kesamaan dengan residu asam amino obat pembanding yaitu Met 49.
Senyawa isopulegol memiliki residu asam amino GIn 189, Met 49, dan Met 165
dimana memiliki kesamaan dengan obat pembanding yaitu residu Met 49 dan
kesamaan dengan natif ligan yaitu residu Met 165. Senyawa menthol memiliki
residu asam amino Asp 187 dan Cys 44. Senyawa pulegone memiliki residu asam
amino Met 186. Senyawa carvone memiliki residu asam amino Asp 48 dan Met
165 yang memiliki kesamaan dengan residu natif ligan yaitu Met 165. Adanya
kesamaan antara residu senyawa dengan natif ligan menandakan kemungkinan

senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas yang sama.
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Menurut Shivanika et al (2020) reseptor Non Structural Protease-5 atau
Main protease memiliki 38 asam amino residu dari sisi aktif. Dari 38 asam amino
residu tersebut, terdapat beberapa asam amino residu yang potensial untuk
membentuk ikatan hidrogen dengan ligan, diantaranya yaitu Thr 26, His 41, Asn
142, Gly 143, Cys 145, His 163, Glu 166, GIn 189, Thr 190 dan GIn 192 (Gahlawat
et al., 2020). Pada natif ligan 6M2N berikatan dengan residu asam amino Asn 142,
Gly 143, Glu 166.

Senyawa monoterpen Peppermint yang memiliki residu asam amino sama
dengan ligan natif yaitu isopulegol dan carvone. Senyawa lain tidak memiliki
residu asam amino seperti ligan natif, akan tetapi memiliki residu asam amino yang
aktif pada Main protease seperti His 41, Cys 44, Tyr 54, Asp 48, Asp 187, dan GIn
189. Hal tersebut menandakan senyawa-senyawa tersebut dapat berikatan dengan
reseptor dan memiliki ikatan yang stabil, serta diprediksi memiliki aktivitas yang
sama dengan natif ligan. Ikatan hidrogen antara ligan uji dengan residu asam amino
yang sama dengan natif ligan menunjukkan kemiripan jenis interaksi dalam hal ini
menggambarkan kemiripan aktivitas (Nursamsiar dkk., 2020). Residu asam amino
yang memiliki kemiripan dengan natif ligan menunjukkan bahwa ligan mampu
menghambat aktifitas protein target dan berpotensi memiliki fungsi yang sama
dengan natif ligan (Syahputra et al., 2014).

Obat pembanding nelfinavir berikatan dengan residu asam amino Thr 25,
Thr 26, His 41, Met 49, Asn 142, Gly 143, dan Cys 145. Terdapat 3 senyawa
monoterpen Peppermint yang memiliki residu asam amino sama dengan obat

pembanding nelfinavir yaitu cineole, menthylacetate dan isopulegol. Adanya
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kesamaan antara residu senyawa dengan obat pembanding nelfinavir menandakan
kemungkinan senyawa-senyawa tersebut memiliki aktivitas yang sama.
Berdasarkan tabel 5.5 dan 5.6, ikatan sterik natif ligan reseptor 6M2N
berikatan dengan dua residu asam amino yaitu Asn 142 dan Met 165. Senyawa
yang berikatan dengan asam amino dengan natif ligan yaitu isopulegol dan carvone.
Ikatan sterik disebut juga dengan ikatan Van der Waals. lkatan Van der Waals
adalah kekuatan tarik menarik antar molekul maupun atom yang tidak bermuatan,
serta lertak yang berdekatan dengan jarak sekitar 4-6 A. Ikatan Van der Waals
terlibat dalam interaksi cincin benzene dengan daerah bidang datar reseptor, serta
dalam interaksi rantau hidrokarbon dengan makromolekul protein (reseptor)
(Siswandono dan Soekardjo, 2000). Menurut Muchtaridi et al (2018) ikatan sterik
bisa memberikan tempat bagi asam amino yang aktif dengan ikatan hidrogen,

sehingga dapat menstabilkan suatu ikatan.
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Gambar 5.8 Hasil interaksi asam amino antara reseptor 6M2N dengan (A) natif
ligan (B) limonene, (C) cineole, (D) menthone, (E) menthofuran,
(F) isomenthone, (G) menthylacetate, (H) isopulegol, (1) menthol, (J) pulegone,

(K) carvone, (L) nelfinavir
Keterangan gambar :
Garis biru : ikatan hidrogem
Garis merah : ikatan sterik
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5.8.  Prediksi Toksisitas

Studi in silico selanjutnya adalah untuk memprediksi toksisitas senyawa
monoterpen Peppermint (Limonene, cineole, menthone, menthofuran, isomenthone,
menthylacetate, isopulegol, menthol, pulegone dan carvone) dan senyawa
pembanding (Nelfinavir) menggunakan parameter LDso dengan aplikasi Protox 1l
Online Tools yang diakses secara bebas melalui situs

https://tox-new.charite.de/protox Il/. Selain itu, Kklasifikasi kelas toksisitas

didasarkan Globally Harmonized System (GHS) yang terbagi dalam 6 kelas.
Keenam kelas toksisitas yaitu kelas | (LDso< 5 mg/kg) fatal jika tertelan, kelas II
(5<LDso<50 mg/kg) fatal jika tertelan, kelas III (50<LDso<300 mg/kg) beracun jika
tertelan, kelas IV (300<LDso<2000 mg/kg) berbahaya jika tertelan, kelas V
(2000<LDso<5000 mg/kg) bisa berbahaya jika tertelan dan kelas VI (LDso>5000
mg/kg) tidak beracun.

Sedangkan prediksi toksisitas senyawa menggunakan Ames toxicity, Skin
sensitization dan Hepatotoxicity didapatkan dari pkCSM Online Tools yang diakes

secara bebas melalui situs https://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction. Prediksi

toksisitas dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui toksisitas serta resiko-resiko
yang timbul dari senyawa dan dapat berdampak ke manusia. Prediksi toksisitas ini
penting untuk dilakukan karena aktivitas suatu senyawa saja tidak cukup untuk
digunakan sebagai kandidat obat, akan tetapi juga dibutuhkan senyawa yang
mempunyai toksisitas yang rendah. Hasil prediksi toksisitas senyawa monoterpen

Peppermint dan senyawa pembanding (Nelfinavir) ditunjukkan pada tabel 5.7


https://tox-new.charite.de/protox_II/
https://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction

83

Tabel 5.7 Prediksi toksisitas menggunakan Protox Online Tool dan pkCSM Online
Tool

Toksisitas
Senyawa LDso . Mutl;:glenik t;%l;z';p Sensit'i\,/ki;cas Kgl_as .
(mg/kg) AMES** hepar** kulit toksisitas
Limonene 4400 Tidak Tidak Ya 5
Cineole 2480 Tidak Tidak Ya 5
Menthone 500 Tidak Tidak Ya 4
Menthofuran 590 Tidak Ya Ya 4
Isomenthone 500 Tidak Tidak Ya 4
Menthylacetate 3265 Tidak Tidak Ya 5
Isopulegol 5000 Tidak Tidak Ya 5
Menthol 940 Tidak Tidak Ya 4
Pulegone 470 Tidak Tidak Ya 4
Carvone 1640 Tidak Tidak Ya 4
Nelfinavir 600 Tidak Ya Tidak 4
Keterangan :

* Menggunakan Protox Online Tool
** Menggunakan pkCSM Online Tool

LD merupakan singkatan dari Lethal Dose. LD adalah jumlah bahan yang
diberikan serta dapat menyebabkan kematian 50% kelompok hewan uji. LDso
adalah salah satu cara untuk mengukur potensi keracunan jangka pendek (toksisitas
akut) suatu bahan (Ahmad and Azmat, 2014). Berdasarkan tabel diatas,
menunjukkan tujuh senyawa tergolong pada kelas 4 dan empat senyawa tergolong
pada kelas 5. Senyawa yang tergolong pada kelas 4 yaitu senyawa menthone,
menthofuran, isomenthone, menthol, pulegone, carvone dan nelfinavir. Sedangkan
senyawa yang tergolong pada kelas 5 vyaitu senyawa limonene, cineole,
menthylacetate dan isopulegol.

Menurut Globally Harmonized System (GHS) kelas toksisitas berdasarkan
nilai LDsg dibagi menjadi 6 kelas. Kelas 1 sampai 3 memiliki toksisitas yang tinggi,
sehingga cukup berbahaya. Sedangkan kelas 4 sampai 6 memiliki toksisitas yang

rendah, sehingga sedikit berbahaya. Pada tabel hasil prediksi toksisitas diatas,
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senyawa monoterpen Peppermint dan senyawa pembanding (nelfinavir) masuk ke
dalam kelas 4 dan 5. Hal tersebut menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki
toksisitas yang rendah sehingga sedikit berbahaya. Semakin kecil nilai LDso maka
semakin toksik senyawa tersebut dan sebaliknya, semakin besar nilai LDsg maka
semakin rendah toksisitasnya (Supandi et al., 2018).

Parameter selanjutnya yakni Ames Toxicity atau uji mutagenik merupakan
metode yang digunakan untuk menilai potensi mutagenik senyawa dengan
menggunakan bakteri. Hasil uji positif ditandai dengan senyawa tersebut bersifat
mutagenik dan oleh sebab itu dapat bertanggung jawab sebagai karsinogen
(Kesuma dkk., 2018). Berdasarkan tabel diatas, semua senyawa yang diuji tidak
toksik terhadap bakteri.

Parameter ketiga dari prediksi toksisitas yaitu uji hepatotoxicity yang
merupakan metode yang digunakan untuk mengetahui bahwa senyawa yang
digunakan tidak toksik terhadap hepar. Berdasarkan tabel diatas, terdapat 2
senyawa yang toksik terhadap hepar yaitu menthofuran dan senyawa pembanding
nelfinavir. Sedangkan, senyawa lainnya diprediksi tidak toksik terhadap hepar.
Metabolit utama yang bertanggungjawab atas efek hepatotoksik senyawa
menthofuran adalah y-ketoenal dan/atau epoksida yang dibentuk oleh oksidasi
cincin furan (Khojasteh et al., 2010). Hasil prediksi toksisitas nelfinavir yaitu toksik
terhadap hepar, hal tersebut sesuai dengan jurnal Januar dan Sjawitri (2004) bahwa
nelfinavir memiliki efek toksik pada hepar.

Parameter keempat dari prediksi toksisitas yaitu uji skin sensitization atau

sensitivitas kulit yang merupakan respon hipersensitivitas yang dimediasi oleh sel
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T, yang terjadi jika individu yang rentan terkena sejumlah alergen kontak yang
cukup untuk menginduksi aktivasi, proliferasi dan perluasan klonal sel T yang
responsif terhadap alergen. Uji skin sensitization merupakan metode yang
digunakan untuk mengetahui senyawa yang digunakan apakah dapat mengiritas
kulit (Gilmour et al., 2019). Berdasarkan tabel diatas, hanya senyawa pembanding
(nelfinavir) yang tidak mengiritasi kulit. Hasil prediksi sensitivitas kulit
menunjukkan bahwa senyawa monoterpen Peppermint dapat mengiritasi kulit. Oleh
karena itu, penggunaan minyak Peppermint (yang mengandung senyawa
monoterpen) tidak disarankan digunakan pada area wajah dan kulit, khususnya di
bagian hidung (Kuhn and Winston, 2008). Minyak Peppermint dapat mengiritasi
dalam kadar >4% dalam suatu formulasi, namun pada orang yang memiliki sensitif,
kadar 0,1% pun sudah mampu mengiritasi (Balchin, 2006).
5.9. Analisis Data Statistik

Analisis data hasil rerank score secara statistik. Analisis data statistika
dilakukan menggunakan aplikasi SPSS Statistics 26.0 for Windows. Uji yang
digunakan yaitu uji Kruskall-Wallis. Uji Kruskall-Wallis adalah salah satu uiji
statistik non parametrik yang dapat digunakan untuk menguji apakah ada perbedaan
yang signifikan antara kelompok variabel independen dengan variabel
dependennya. Karena untuk melihat perbedaan yang signifikan antar kelompok, uji
ini digunakan untuk melihat perbandingan lebih dari 2 kelompok populasi dengan

data berbentuk ranking (Jamco dan Abdul, 2020).
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5.9.1. Uji Normalitas

Uji normalitas digunakan untuk menguji suatu model regresi, suatu variabel
independen dan variabel dependen maupun keduanya mempunyai distribusi normal
maupun tidak normol. Apabila tidak terdistribusi dengan normal, maka hasil uji
statistik akan mengalami penurunan. Pengujian normalitas yang sering digunakan
untuk melakukan analisis data yaitu Shapiro-Wilk dan Kolmogorov Smirnov. Pada
penelitian ini menggunakan Shapiro-Wilk. Shapiro-Wilk dipilih karena hasil
penelitian kurang dari 50 sampel (Santoso, 2014).

Menurut Oktaviani dan Notobroto (2014) suatu data dapat dinyatakan
normal apabila nilai signifikasi (Sig.) >0,05. Suatu data dapat dinyatakan tidak
terdistribusi normal apabila nilai signifikasi (Sig.) <0,05. Hasil analisis data rerank
score pada reseptor 6M2N dengan uji normalitas dapat dilihat pada tabel 5.8.

Tabel 5.8. Hasil uji normalitas Shpiro-Wilk rerank score senyawa monoterpen
Peppermint pada reseptor 6M2N

Senyawa Sig.
Limonene 134
Cineole 112
Menthone ,015
Menthofuran ,130
Isomenthone ,600
Menthylacetate ,033
Isopulegol ,022
Menthol ,039
Pulegone ,006
Carvone 473
Nelfinavir , 786

Hasil pada tabel 5.8 menunjukkan bahwa data tidak terdistribusi normal.
Hal tersebut dikarenakan pada senyawa menthone, menthylacetate, isopulegol,

menthol, dan pulegone tidak memiliki nilai signifikasi lebih dari 0,05. Selanjutnya
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dilakukan analisis lebih lanjut menggunakan uji Kruskall-Wallis. Pada penelitian ini
tidak dilanjutkan menggunakan uji ANOVA dikarenakan uji ANOVA
mengasumsikan data harus berdistribusi normal dan mempunyai varian yang
homogen. Apabila salah satu dari asumsi tersebut tidak terpenuhi maka dilanjutkan
uji statistika nonparametrik, salah satu pengujian yang bisa dilakukan adalah uji
Kruskall-Wallis (Yanti, 2010).
5.9.2. Uji Kruskall-Wallis

Uji Kruskall-Wallis untuk menguji perbedaan dua sampel independen
dengan data berskala ordinal. Uji Kruskall-Wallis ini digunakan untuk menguiji
perbedaan antara dua sampel bebas. Hasil dari uji ini menyatakan apabila nilai
signifikasi lebih dari 0,05 maka data dapat dinyatakan tidak memiliki perbedaan
rata-rata yang bermakna. Begitupun sebaliknya, apabila nilai signifikasi kurang dari
0,05 maka dapat dinyatakan memiliki perbedaan rata-rata yang bermakna (Purnomo
dan Syamsul, 2017). Hasil dari uji Kruskall-Wallis rerank score senyawa
monoterpen Peppermint pada reseptor 6M2N dapat dilihat pada tabel 5.9.

Tabel 5.9. Hasil uji Kruskall-Wallis rerank score senyawa monoterpen Peppermint
pada reseptor 6M2N

Sig.

Reseptor 6M2N

,005
Hasi dari tabel 5.9 menunjukkan bahwa signifikasi menunjukkan kurang

dari 0,05. Hal tersebut menandakan bahwa terdapat perbedaan rata-rata rerank
score yang bermakna dari masing-masing senyawa. Karena hasil uji Kruskall-
Wallis menunjukkan adanya perbedaan rata-rata rerank score yang bermakna, maka
perlu dilakukan uji post hoc. Uji post hoc bertujuan untuk melihat senyawa-

senyawa yang memiliki perbedaan rerank score.
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5.9.3. Uji Mann-Whitney

Alat untuk melakukan analisis post hoc untuk uji Kruskall-Wallis adalah
dengan uji Mann-Whitney (Desiyanto dan Sitti, 2013). Uji Mann-Whitney adalah
salah satu bentuk pengujian dalam analisis statistika non parametrik, di mana
pengujian digunakan untuk menguji kesamaan distribusi dua populasi yang saling
bebas dengan asumsi distribusi dari kedua populasi adalah kontinu dan skala
pengukuran dari data minimal ordinal (Yanti, 2007). Uji Mann-Whitney pada
penelitian ini untuk mengetahui rerank score senyawa mana yang memiliki
perbedaan bermakna. Adapun kriteria uji Mann-Whitney adalah terdapat perbedaan
signifikan jika sig. < 0,05 dan tidak terdapat perbedaan signifikan jika sig. > 0,05
(Sanusi dkk., 2020). Hasil dari uji Mann-Whitney rerank score senyawa

monoterpen Peppermint pada reseptor 6M2N dapat dilihat pada tabel 5.10.



Tabel 5.10. Hasil uji Mann-Whitney rerank score senyawa monoterpen Peppermint pada reseptor 6M2N

Limonene | Cineole | Menthone | Menthofuran | Isomenthone | Menthylacetate | Isopulegol | Menthol Pulegone | Carvone
Limonene
Cineole .023*
Menthone 291 221
Menthofuran .100 527 .554
Isomenthone .398 151 .833 422
Menthylacetate .205 .000* .020* .004* .035*
Isopulegol .704 .057 499 .205 .642 .100
Menthol 447 .002* .069 .016* .109 .612 .254
Pulegone .076 .612 473 .899 .353 .002* .164 .011*
Carvone .704 .008* 151 .043* 221 .375 447 .704 .031*
Nelfinavir 1.000 .023* 291 .100 .398 .205 .704 447 .076 .704

Keterangan tabel
* : Berbeda signifikan

Hasil dari uji Mann-Whitney senyawa monoterpen Peppermint dengan obat pembanding (nelfinavir) terdapat 12 senyawa
yang memiliki signifikansi <0,05. Senyawa tersebut yaitu cineole-limonene, cineole-nelfinavir, cineole-carvone, cineole-menthol,
cineole-menthylacetate, pulegone-carvone, pulegone-menthol, pulegone-menthylacetate, menthofuran-carvone, menthofuran-
menthol, menthofuran-menthylacetate, menthone-menthylacetate, isomenthone-menthylacetate. Dari nilai signifikansi keduabelas

senyawa tersebut menunjukkan bahwa 12 senyawa di atas memiliki perbedaan yang signifikan.
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6.1.

yaitu :

6.2.

BAB VI

PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka dapat ditarik kesimpulan

Senyawa monoterpen Peppermint berinteraksi dengan reseptor Main
protease SARS-CoV-2 (6M2N) pada cavity 4, dengan ini diprediksi
memiliki potensi menghambat reseptor Main protease SARS-CoV-2.
Diketahui bahwa senyawa dengan nilai rerank score terbaik adalah
menthylacetate.

Empat senyawa monoterpen Peppermint menurut Globally Harmonized
System (GHS) tergolong pada kelas 5 (2000 <LD50 < 5000 mg / kg) yaitu
senyawa limonene, cineole, menthylacetate dan isopulegol. Sedangkan
senyawa menthone, menthofuran, isoementhone, menthol, pulegone,
carvone dan obat pembanding (nelfinavir) tergolong dalam kelas 4

(300<LD50<2000 mg/kg).

Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka peneliti memberikan

saran kepada peneliti selanjutnya yaitu :

1.

Mencoba melakukan docking antara senyawa monoterpen Peppermint

dengan reseptor COVID-19 yang berbeda aktivitasnya, agar informasi
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terkait antivirus golongan monoterpen pada tanaman Peppermint dapat
bertambah.

Penelitian secara in silico merupakan suatu penelitian yang bersifat prediksi.
Sehingga, perlu dilakukan pengujian secara in vitro dan in vivo dari senyawa

monoterpen Peppermint untuk mengetahui adanya potensi antivirus.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Validasi Reseptor

Replikasi 1
q_ Pose Organizer (3 poses)
File Edit
Table Settings
Poses
Mame Ligand MalDock Score Rerank Score RMSD HBond
<l [0413WL... 3WL 401 [A] -85.5094 0.329701 2285
L [o2pawL... 3wL_4011[4] -103.8 -31.3939 6.57537 -3.01708
O [oo3wL.. 3wWL_4011[4) -102.651 -45.0584 6.56852 -391328
O [033wWL... 3wWL_401 4] -95.9272 -81.3522 7.07332 669732
O [013wL.. 3wWL_4011[8) 957313 -79.321 6.52646 -5.82873
Replikasi 2
q_ Pose Organizer (5 poses)
File Edit
Table Settings
Poses
MName Ligand MolDock Score Rerank Score  RMSD HBond
<l [0313WL .. 3WL_401 [A] 854543 0.329546 £22118
L [0413WL... 3wWL_401 [A] -103.145 -31.0545 6.584592 -3.2834
O] [00[3WL... 3WL_401[A] -103.143 -31.107 6.58112 -8.25957
O [o113wWL.. 3wL_401[4] -55.7543 -75.3571 6.52455 -5.83147
O] [0213WL... 3WL_401[A] 984713 -76.3248 7.18255 -5.41493
Replikasi 3
‘ﬁ,_ Pose Organizer (5 poses)
File Edit
Table Settings
Poses
MName Ligand MolDock Score Rerank Score  RMSD HBond
[03]3WL... IWL_401 [A] -85.568 0.324285
[] [oOj3wL... 3WL_401[8] -103.182 -31.1075 6.58675 -8.28234
T [04]3WL.. 3WL_401[A] -101.821 -81.6025 21074 -3.10085
O [13WL.. 3WL_401[&] -100.567 -56.194 710727 -11.5542
T [0213WL.. 3WL_401[A] -58.4852 -76.0153 718675 -5.4032
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Lampiran 2. Hasil Docking

Replikasi 1

MName Ligand MolDock Score Rerank Score HBond

[ [o2cARVONE CARVOMNE -74.3842 -64. 4537 0
[ [D2ICINECLE CINEQLE -54 6467 -51.8674 0
O [poIsoMENTHOME ISOMENTHOMNE 74 2075 61.1671 -2.956183
[ [o4nsoPULEGOL ISOPULEGOL -73.5791 -62.66 -1.39251
O [D0ILIMOMENE LIMOMEME -74.02 -62.8878 0
[0 [DOIMENTHOFURAM MENTHOFURAM -75.0916 -58.0452 -3.0218
[ [DoJMENTHOL MEMNTHOL -78.3668 -64. 9946 -2.50846
O [BOJMENTHOME MENTHOME -74.4347 -60.7853 -3.2372
[0 [MMENTHYLACETATE MEMNTHYLACETATE -85.9274 -73.2357 -4.04424
[ [DOJMELFINAVIR MELFIMNAVIR -154.243 -45.3079 -5.51936
O [D0JPULEGOME PULEGOME -63.6027 -57.8504 0
Replikasi 2

Mame Ligand MolDock Score Rerank Score  HBond

[ 2cARVONE CARVOME -74.3226 -64.3049 0
1 [04)CINEQLE CINEQLE -54 6237 -51.6553 0
[ [0O)ISOMENTHOMNE ISOMENTHOME -74 4288 -60.8119 -3.23812
O [oIsoPULEGOL ISOPULEGOL -72.4046 -61.8274 -1.22545
[ [oOILIMONENE LIMOMNEME -74.0109 -62.8237 0
I [0OJMENTHOFURAMN MENTHOFURAMN -73.8276 -58.2952 -2.28647
O [OMENTHOL MEMNTHOL -78.3525 -64 83687 -2.52558
O [DOJMENTHOME MEMTHOME -74.158 -61.3242 -2.52045
[ [O2IMENTHYLACETATE MENTHYLACETATE -85.8255 -73.5358 -4.18027
I [02MELFINAVIR NELFINAVIR -152.087 -66.4802 -1.5742
[ [MPULEGONE PULEGOME -63.5927 -57. 8846 0
Replikasi 3

Mame Ligand MalDock Score Rerank Score HBond

O [02ICARVONE CARVOMNE -74.385 64 4614 0
O [4ICINEOLE CINEOLE 54,6544 -51.8552 0
O [02ISOMENTHONE ISOMEMTHOME -73.3516 -64.0807 0
O [03)ISOPULEGOL ISOPULEGOL -734416 62781 -1.47641
O [DOILIMOMEME LIMOMENE -735879 -62.7853 0
O [M0JMENTHOFURAM MEMTHOFLRAM -FBETT9 -57.5282 -260716
O [D0IMENTHOL MENTHOL -78.255 -64 8287 -2.87726
O [MIMENTHONE MENTHOME -73.3853 640757 0
O [D3MENTHYLACETATE MENTHYLACETATE -335813 £7.5877 -3.1652
O [DOINELFINAVIR MELFINAVIR -155.767 -51.5461 -6.52061
O [00JPULEGONE PULEGOME -£3.5068 -bb. 4454 0
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Lampiran 3. Hasil Prediksi Toksisitas
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Isomenthone

0

Menthylacetate

S

Isopulegol

3

Menthol

v
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Pulegone

v

Carvone

7

Nelfinavir
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Lampiran 4. Hasil Uji Normalitas Shpiro-Wilk Rerank Score Senyawa
Monoterpen Peppermint pada Reseptor 6M2N

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Senyawa Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Rerank Score Limonene .230 3 .981 3 734
Cineole .364 3 .799 3 112
Menthone .382 3 757 3 .015
Menthofuran .361 3 .806 3 .130
Isomenthone .261 3 .957 3 .600
Menthylacetate .379 3 .765 3 .033
Isopulegol .381 3 .760 3 .022
Menthol .378 3 767 3 .039
Pulegone .384 3 .753 3 .006
Carvone .290 3 .926 3 473
Nelfinavir .218 3 .988 3 .786

a. Lilliefors Significance Correction
Lampiran 5. Hasil Uji Kruskall-Wallis Rerank Score Senyawa Monoterpen
Peppermint pada Reseptor 6M2N

Test StatisticsaP

Rerank Score

Kruskal-Wallis H 25.055
df 10
Asymp. Sig. .005

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Senyawa
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Lampiran 6. Hasil Uji Mann-Whitney Rerank Score Senyawa Monoterpen
Peppermint pada reseptor 6M2N

Mann-Whitney Test

Pairwise Comparisons of Senyawa

Std. Test

Sample 1-Sample 2 Test Statistic ~ Std. Error Statistic Sig. Adj. Sig.2

Cineole-Pulegone -4.000 7.895 -.507 .612 1.000
Cineole-Menthofuran -5.000 7.895 -.633 527 1.000
Cineole-Menthone -9.667 7.895 -1.224 221 1.000
Cineole-Isomenthone -11.333 7.895 -1.435 151 1.000
Cineole-Isopulegol -15.000 7.895 -1.900 .057 1.000
Cineole-Limonene 18.000 7.895 2.280 .023 1.000
Cineole-Nelfinavir -18.000 7.895 -2.280 .023 1.000
Cineole-Carvone -21.000 7.895 -2.660 .008 430
Cineole-Menthol -24.000 7.895 -3.040 .002 .130
Cineole-Menthylacetate -28.000 7.895 -3.546 .000 .021
Pulegone-Menthofuran 1.000 7.895 127 .899 1.000
Pulegone-Menthone 5.667 7.895 .718 473 1.000
Pulegone-Isomenthone 7.333 7.895 .929 .353 1.000
Pulegone-Isopulegol 11.000 7.895 1.393 .164 1.000
Pulegone-Limonene 14.000 7.895 1.773 .076 1.000
Pulegone-Nelfinavir -14.000 7.895 -1.773 .076 1.000
Pulegone-Carvone -17.000 7.895 -2.153 .031 1.000
Pulegone-Menthol 20.000 7.895 2.533 .011 .622
Pulegone-Menthylacetate 24.000 7.895 3.040 .002 .130
Menthofuran-Menthone 4.667 7.895 .591 .554 1.000
Menthofuran-lsomenthone -6.333 7.895 -.802 422 1.000
Menthofuran-Isopulegol -10.000 7.895 -1.267 .205 1.000
Menthofuran-Nelfinavir -13.000 7.895 -1.647 .100 1.000
Menthofuran-Limonene 13.000 7.895 1.647 .100 1.000
Menthofuran-Carvone -16.000 7.895 -2.027 .043 1.000
Menthofuran-Menthol -19.000 7.895 -2.407 .016 .886
Menthofuran-Menthylacetate -23.000 7.895 -2.913 .004 .197
Menthone-Isomenthone -1.667 7.895 -.211 .833 1.000
Menthone-Isopulegol -5.333 7.895 -.676 499 1.000
Menthone-Limonene 8.333 7.895 1.056 291 1.000



Menthone-Nelfinavir
Menthone-Carvone
Menthone-Menthol
Menthone-Menthylacetate
Isomenthone-Isopulegol
Isomenthone-Limonene
Isomenthone-Nelfinavir
Isomenthone-Carvone

Isomenthone-Menthol

Isomenthone-Menthylacetate

Isopulegol-Limonene
Isopulegol-Nelfinavir
Isopulegol-Carvone
Isopulegol-Menthol
Isopulegol-Menthylacetate
Limonene-Carvone
Limonene-Menthylacetate
Nelfinavir-Menthol
Nelfinavir-Menthylacetate
Limonene-Nelfinavir
Limonene-Menthol
Nelfinavir-Carvone
Carvone-Menthol
Carvone-Menthylacetate

Menthol-Menthylacetate

-8.333
11.333
14.333
18.333
-3.667
6.667
-6.667
-9.667
12.667
16.667
3.000
-3.000
-6.000
-9.000
13.000
-3.000
10.000
6.000
10.000
.000
-6.000
3.000
3.000
7.000
4.000

7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895
7.895

-1.056
-1.435
-1.815
-2.322
-.464
844
-.844
-1.224
-1.604
-2.111
.380
-.380
-.760
-1.140
1.647
-.380
-1.267
760
1.267
.000
-.760
380
.380
887
507

.291
.151
.069
.020
.642
.398
.398
.221
.109
.035
.704
.704
447
.254
.100
.704
.205
447
.205
1.000
447
.704
.704
.375
.612

112

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

Each row tests the null hypothesis that the Sample 1 and Sample 2 distributions are the same.

Asymptotic significances (2-sided tests) are displayed. The significance level is .05.

a. Significance values have been adjusted by the Bonferroni correction for multiple tests.



