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ABSTRAK

Ayuningrum, Mahfirani. 2021. Studi In Silico Potensi Antivirus Senyawa
Limonoid Tanaman Mimba (Azadirachta indica A. Juss.)
Terhadap Reseptor RdRp SARS-CoV-2 (7BV2). Skripsi.
Program Studi Farmasi Fakultas Kedokteran dan llmu Kesehatan.
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing (1) Prof. Dr. apt. Roihatul Muti’ah, M.Kes. Pemimbing
(1) apt. Yen Yen Ari Indrawijaya, M. Farm. Klin.

Kandidat senyawa yang diduga berpotensi sebagai antivirus SARS-CoV-2
adalah senyawa golongan limonoid pada mimba meliputi azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradoine, gedunin dan deacetylgedunin yang berperan
dalam menghambat replikasi virus. Salah satu reseptor pada SARS-CoV-2 yang
berperan proses replikasi virus adalah reseptor RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp). Pada penelitian ini senyawa golongan limonoid diuji aktivitasnya dalam
menghambat reseptor RARp SARS-CoV-2 (7BV2). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi senyawa limonoid tanaman mimba sebagai antivirus SARS-
CoV-2. Untuk mengetahui potensi senyawa limonoid sebagai antivirus SARS-
CoV-2 dilakukan penelitian secara in silico meliputi prediksi sifat fisikokimia,
molecular docking dan prediksi toksisitas. Prediksi sifat fisikokimia mengacu pada
Hukum Lima Lipinski pada situs SwissADME. Prediksi toksisitas menggunakan
ProTox Online Tool dan pkCSM Online Tool. Molecular docking dilakukan
menggunakan Autodock Vina. Hasil menunjukkan bahwa senyawa azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradoine, gedunin dan deacetylgedunin memenuhi Hukum
Lima Lipinski sedangkan azadirachtin tidak. Hasil molecular docking
menunjukkan senyawa limonoid memiliki afinitas lebih baik dibandingkan ligan
asli dan remdesivir sebagai senyawa pembanding. Pada interaksi residu asam amino
ditunjukkan bahwa senyawa limonoid mimba memiliki kesamaan interaksi pada
ligan asli dan senyawa pembanding yang terletak pada sisi aktif reseptor.
Berdasarkan hal tersebut senyawa limonoid mimba diprediksi berpotensi
menghambat RdRp SARS-CoV-2 (7BV?2).

Kata Kunci : Azadirachta indica, golongan limonoid, anti-SARS-CoV-2, RNA-
dependent RNA polymerase, molecular docking.
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ABSTRACT

Ayuningrum, Mahfirani. 2021. In Silico Study of Neem (Azadirachta indica A. Juss.)
Limonoid Compound Against SARS-CoV-2 (7BV2) RdRp Receptor.
Thesis. Department of Pharmacy, Faculty of Medicine and Health
Sciences. Maulana Malik Ibrahim State Islamic University of Malang.
Advisor (1) Prof. Dr. apt. Roihatul Muti‘ah, M.Kes. Advisor (1) apt. Yen
Yen Ari Indrawijaya, M. Farm. Klin.

Candidate compounds that are thought to be possible as antiviral agents for
SARS-CoV-2 are limonoid compounds in neem including azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin, and deacetylgedunin which play a role
in supporting the development of antivirals. One of the receptors in SARS-CoV-2
that plays a role in the viral replication process is the RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) receptor. In the study, the limonoid compounds were tested for
their activity at the SARS-CoV-2 RdRp receptor (7BV2). This study aims to
determine the potential of neem plant limonoids as an antiviral for SARS-CoV-2.
To determine the potential of limonoid compounds as SARS-CoV-2 antiviral, an in
silico study was carried out including prediction of physicochemical properties,
molecular docking, and prediction of toxicity. Prediction of physicochemical
properties refers to Lipinski's Rule of Five on the SwissADME website. Toxicity
prediction using ProTox Online Tool and pkCSM Online Tool. Molecular docking
Is done using Autodock Vina. The results showed that azadirone, azadiradione,
epoxyazadiradoine, gedunin and deacetylgedunin compounds fulfill Lipinski's Rule
of Five while azadirachtin did not. The results of molecular docking showed that
the limonoid compounds had better affinity than the native ligand and remdesivir
as a comparison. In the interaction of amino acid residues, it was shown that the
neem limonoid compounds had similar interactions with the native ligand and the
comparison compound located on the receptor active site. Based on this, neem
limonoid compounds can be predicted to inhibited RdRp SARS-CoV-2 (7BV?2).

Keywords: Azadirachta indica, limonoid group, anti-SARS-CoV-2, RNA-
dependent RNA polymerase, molecular docking.
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PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Virus dianggap sebagai zat kimiawi biologis, hal ini didasarkan pada
pendapat para ahli biologi yang menyatakan bahwa virus tidak hidup namun berada
di daerah abu-abu antara kehidupan dan zat kimiawi. Virus berarti “racun” karena
memiliki kemampuan untuk menyebabkan berbagai macam penyakit dan dapat
bertransmisi ke organisme lain. Beberapa penyakit yang disebabkan karena virus
bahkan menyebabkan wabah global (Campbell, 2008).

Dunia pada saat ini sedang digemparkan dengan adanya virus baru yang
mewabah dan bahkan menyebabkan pandemi. Kasus pertama mengenai virus baru
ini ditemukan pada bulan Desember 2019 dengan adanya kasus pneumonia
misterius yang tidak diketahui etiologinya di Wuhan, Provinsi Hubei, China.
(Rothan et al., 2020). Sejak itu, jumlah kasus pneumonia dengan etiologi tidak
diketahui ini meningkat secara pesat di Wuhan. Penyakit ini kemudian menyebar
secara cepat, tidak sampai satu bulan telah menyebar di China, Thailand, Jepang,
dan Korea Selatan. Transmisi yang sangat cepat hingga berbagai negara membuat
berbagai peneliti melakukan studi mengenai kasus pneumonia misterius ini
(Bogoch et al., 2020).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kasus di Wuhan memiliki sekuensing
genetik yang menunjukkan virus corona jenis baru sebagai organisme penyebab
penyakit pneumonia tersebut (Bogoch et al., 2020). Penyakit ini mulanya

dinamakan sebagai 2019 novel coronavirus (2019-nCoV), kemudian oleh WHO



kasus ini diberi nama Coronavirus Disease 19 (Covid-19) yang disebabkan oleh
virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (WHO,
2020). Virus ini memiliki kesamaan filogentik dengan jenis coronavirus lainnya
(Helmy et al., 2020).

Coronavirus termasuk ke dalam RNA beruntai tunggal (sSRNA) yang dapat
berperan sebagai mMRNA (Campbell, 2008). Virus ini memiliki ukuran partikel 120-
160 nm.Virus ini utamanya menginfeksi hewan, termasuk di antaranya adalah
kelelawar dan unta. Secara khusus, kelelawar dianggap sebagai reservoir utama
coronavirus dan banyak CoV pada manusia diyakini berasal dari kelelawar. Pada
kasus SARS-CoV-2, ditemukan bahwa virus tersebut menyimpan satu gen (ORF8)
yang secara filogenetis paling dekat dengan CoV mirip SARS, tetapi berbeda pada
garis keturunan. Hal ini menunjukkan bahwa mereka menggunakan reseptor yang
sama untuk masuk dalam inang yaitu human Angiotensin Converting Enzyme
(hACEZ2) (Ren et al., 2020 ; Wan et al., 2020).

Penelitian terbaru menunjukkan bahwa virus SARS-CoV-2 lebih dapat
diterima oleh reseptor human Angiotensin Converting Enzyme 2 (hACE2) daripada
SARS-CoV. Hal ini kemungkinan menyebabkan tingkat transmisi SARS-CoV-2
dari manusia ke manusia lebih tinggi dibandingkan SARS-CoV (Wan et al., 2020).
Penyebaran SARS-CoV-2 dari manusia ke manusia menjadi sumber transmisi
utama sehingga penyebarannya menjadi lebih agresif. Transmisi SARS-CoV-2
terjadi melalui droplet yang keluar saat batuk atau bersin. Selain itu, virus dapat
menyebar di lingkungan yang tidak berventilasi dengan tingkat aerosol virus yang

tinggi. Virus ini dapat ditularkan oleh pasien tanpa gejala (Han, 2020). Faktor



transmisi yang tinggi menyebabkan SARS-CoV-2 mudah menyebar bahkan
menjadi pandemi (Turista dkk., 2020).

World Health Organization (WHQO) menetapkan status Covid-19 sebagai
pandemi pada tanggal 11 Maret 2020 (WHO, 2020). Hingga saat ini jumlah kasus
Covid-19 di seluruh dunia per tanggal 19 Juni 2021 mencapai angka 178.576.149
kasus dengan angka kematian 3.866.372 jiwa dan presentase kematian sebesar
2,1%. Jumlah kasus Covid-19 di Indonesia menurut SATGAS COVID-19 (2020)
sampai tanggal 19 Juni 2021 mencapai angka 1.976.172 kasus dengan angka
kematian 54.291 jiwa dan presentase kematian sebesar 2,8 %. Indonesia menjadi
negara dengan angka kematian yang cukup tinggi dilihat dari Case Fatality Rate
(CFR) atau angka kematian yang lebih tinggi dibandingkan CFR dunia. Setidaknya
terdapat 5 Provinsi di Indonesia dengan tingkat CFR tertinggi yaitu Banten, Jawa
Timur, DKI Jakarta, Jawa Tengah dan Jawa Barat (Turista dkk., 2020).
Ketidaktersediaan terapi pengobatan yang sesuai untuk pasien Covid-19
menyebabkan tingkat kematian akibat pandemi ini cukup tinggi (Bimonte et al.,
2020).

Tatalaksana terapi untuk pasien Covid-19 pada saat awal muncul kasus ini
meliputi terapi simptomatis dan terapi oksigen yang merupakan langkah pertama
untuk mengatasi gangguan pernapasan. Saat ini untuk mengatasi keadaan yang
mendesak peneliti melakukan identifikasi obat yang sudah ada dan efektif melawan
SARS dan MERS untuk melihat apakah mereka berhasil diterapkan untuk
mengatasi SARS-CoV-2 (Bimonte et al., 2020). Terdapat beberapa golongan obat
yang berada pada uji klinis terkait potensi mereka dalam mengatasi SARS- CoV-2

seperti inhibitor RNA polimerase (remdesivir dan favipiravir), penghambat



protease (lopinavir/ ritonavir), aminoquinolines (klorokuin dan hidroksilnya
turunan) dan agen anti-inflamasi (kortikosteroid). Beberapa obat sintetis tersebut
hingga saat ini digunakan dalam guideline terapi bagi pasien positif Covid-19
(Neldi dan Suhajarno, 2020). Namun, menurut WHO (2020) obat — obat tersebut
belum dapat mengurangi tingkat kematian pasien.

Terapi pengobatan Covid-19 di China saat ini tidak hanya mengandalkan
obat sintesis saja, namun juga obat herbal. Komisi Kesehatan Nasional China telah
menyatakan penggunaan obat herbal yang dikombinasikan dengan pengobatan
sintetis sebagai pengobatan Covid-19, dan telah banyak mengeluarkan pedoman
terapi terkait obat — obatan herbal (Ang et al., 2020). Penelitian menyebutkan
bahwa obat herbal berperan penting dalam pengendalian penyakit menular. Bukti
klinis dari berbagai penelitian tanaman herbal dalam pengobatan virus corona
(SARS-CoV) telah menunjukkan hasil yang signifikan, dan mendukung gagasan
bahwa obat herbal memiliki efek menguntungkan dalam pengobatan dan
pencegahan penyakit epidemi (Yang et al., 2020). Berdasarkan hal tersebut maka
berbagai penelitian saat ini fokus pada potensi tanaman obat sebagai antivirus
SARS-CoV-2.

Senyawa alami yang terdapat pada tanaman merupakan salah satu sumber
daya untuk penemuan berbagai macam obat-obatan. Kandungan senyawa aktif pada
tanaman terbukti digunakan sebagai pengobatan penyakit yang disebabkan oleh
mikroba. Berbagai penelitian menyebutkan bahwa senyawa bioaktif pada tanaman
memiliki aktivitas sebagai anti-inflamasi, antibakteri, antioksidan, antijamur dan

bahkan antivirus. Berdasarkan hal ini maka tanaman obat dianggap sebagai sumber



yang baik salah satunya sebagai antivirus SARS-CoV-2 (Borkotoky and Manidipa,
2020).

Studi mengenai pemanfaatan tanaman obat menunjukkan bahwa senyawa
bioaktif yang terdapat pada tanaman berpotensi dalam pengembangan obat-obatan
untuk berbagai macam penyakit (Borkotoky and Manidipa, 2020). Studi mengenai
pemanfaatan tanaman obat menunjukkan bahwa. Keberadaan senyawa bioaktif
pada tanaman yang diyakini merupakan senyawa obat membuktikan maha
penciptaNya Allah ( Gl ) dan maha agungNya Allah (~£+1)). Hal ini memperkuat

firman Allah SWT. yang berbunyi :

-

2 ol e 0515 ik Leid &1 Gl 1340 G 91 281 a5
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Artinya : “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan Yang telah

menjadikan bagimu di bumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air hujan.

Maka Kami tumbuhkan dengan air hujan itu berbagai jenis dari tumbuh-tumbuhan
yang bermacam-macam.” (Qur’an Surat Téaha 20:53)

Berdasarkan tafsir al Maraghi (1992) dijelaskan bahwa Allah SWT.
menurunkan air hujan dari langit, lalu dengan air hujan tersebut Allah
menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan yang baik. Allah menciptakan tumbuhan
yang memiliki berbagai macam manfaat, warna, aroma dan bentuk yang cocok
untuk manusia dan hewan. Hal ini merupakan nikmat Allah yang diberikan kepada
setiap makhluk ciptaannya. Berdasarkan tafsir tersebut maka setiap tumbuhan
merupakan mahkluk ciptaan Allah yang mempunyai banyak manfaat, salah satunya
dalam bidang pengobatan. Salah satu tumbuhan yang disinyalir dapat digunakan
sebagai obat antivirus SARS-CoV-2 adalah mimba.

Tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss.) biasa disebut 'Lilac India’

atau 'Margosa’, termasuk dalam keluarga Meliaceae. Azadirachta indica telah



digunakan secara medis sepanjang sejarah oleh banyak budaya yang berbeda.
Banyak senyawa telah ditemukan dalam eksudat tanaman Azadirachta indica yang
telah digunakan secara medis untuk pengobatan berbagai penyakit (Girish and
Shankara,2008). Penelitian menyebutkan bahwa ekstrak tanaman mimba
berpotensi sebagai antivirus Herpes Simplex Virus tipe-1 (HSV-1), Virus Dengue
tipe-2, Coxsackie virus B-4, dan Human Immunodeficency Virus 1 (HIV-1) (Tiwari
etal., 2010; Parida et al., 2002; Trivedi et al., 2019; Udeinya et al., 2004). Disinyalir
adanya kandungan senyawa metabolit yang kompleks dalam tanaman ini berperan
dalam pengelolaan penyakit melalui modulasi berbagai jalur genetik dan aktivitas
lainnya, salah satunya sebagai antivirus (Hossain et al., 2013).

Tanaman mimba memiliki senyawa metabolit yang kompleks diantaranya
yaitu flavanoid, triterpenoid dan glikosida yang disinyalir memiliki aktivitas
antivirus (Trivedi et al., 2019). Salah satu senyawa yang berpotensi sebagai
antivirus adalah limonoid. Senyawa limonoid merupakan senyawa golongan
triterpenoid. Berdasarkan literatur dari Xiao et al (2017) menjelaskan bahwa
triterpenoid seringkali merupakan unsur aktif dari banyak tanaman obat penting.
Senyawa triterpenoid banyak ditemukan memiliki potensi aktivtas antivirus seperti
Human Immunodeficency Virus (HIV) , Hepadnaviridae (HBV), Herpes Simplex
Virus (HSV), Human enterovirus 71 (EV71) dan Epstein-Barr Virus (EBV).
Senyawa triterpenoid pada tanaman mimba yang telah diketahui terdiri dari
limonoid atau tetranortritetrpenoid seperti azadirachtin, azadirone dan turunannya
(epoxyazadirone, azadiradione), gedunin dan turunannya (deacetylgedunin) selain
itu terdapat senyawa golongan nimbin. Senyawa azadirachtin, azadirone,

epoxyazadirone dan azadiradione hanya ditemukan pada mimba sedangkan



senyawa gedunin dan deacetylgedunin banyak di isolasi dari mimba
(Rochyhoudhury, 2016, Yasotha et al., 2019). Studi in silico mengenai senyawa
limonoid pada tanaman mimba menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki
potensi sebagai antivirus Dengue tipe- 2 (Dwivedi et al., 2016). Berdasarkan hasil
penelitian tersebut untuk mengetahui potensi senyawa limonoid pada tanaman
mimba sebagai antivirus SARS-CoV-2 maka perlu dilakukan studi in silico.
Skrining pertama untuk mengetahui potensi suatu tanaman sebagai antivirus
dilakukan dengan studi in silico yaitu molecular docking. Molecular docking dapat
memprediksi bagaimana protein (reseptor) berinteraksi dengan senyawa bioaktif
(ligan) (Tallei et al., 2020). Tujuan molecular docking adalah untuk mengetahui
adanya ikatan antara ligan dengan protein berstruktur tiga dimensi yang diketahui.
Pendekatan ini menggunakan metode komputasi dengan cara skrining molekul
berdasarkan dari tingkat afinitasnya dan dengan hasil sebuah hipotesis struktural
tentang bagaimana molekul dapat menghambat suatu target (Guariento et al., 2018).
Penelitan menggunakan molecular docking membutuhkan adanya protein
(reseptor) dan ligan. Reseptor merupakan suatu molekul protein yang berada
didalam atau di permukaan sel target dan berfungsi untuk menerima sinyal kimiawi.
Sinyal kimiawi ini kemudian dilepaskan dengan memberi sinyal pada sel dalam
bentuk molekul kecil yang biasanya sifatnya mudah menguap atau larut disebut
sebagai ligan (Rye et al., 2017). Virus corona memiliki protein struktural yang
terdiri atas spike (S), enveloped (E), membran (M), nukleoprotein (N), protein non
struktural dan protein aksesori. Empat protein muncul dalam urutan S — E — M- N
di semua garis keturunan CoV yang diketahui. Protein-protein tersebut dapat

berfungsi sebagai reseptor (Wrapp et al., 2020). Sedangkan ligan diperoleh dari



senyawa bioaktif tanaman. Senyawa yang digunakan sebagai ligan yang bertujuan
sebagai senyawa obat harus memenuhi hukum lima Lipinski yang merupakan
parameter fisikokimia terkait dengan absorpsi obat dan permeabilitasnya (Lipinski,
2004). Terdapat penelitian mengenai tanaman mimba yang berpotensi sebagai
antivirus SARS-CoV-2 secara in silico pada reseptor papain like protease (PLpro)
PDBId : 6W9C hasil menujukkan bahwa senyawa limonoid pada tanaman mimba
yaitu azadirachtin, azadirone, gedunin dan deacetylgedunin memiliki docking
score lebih baik dibandingkan chloroquine (Baildya et al., 2021). Selain itu pada
penelitian menggunakan reseptor main protease (Mpro) PDBId : 6LU7 senyawa
azadiradione dan epoxyazadiradione memiliki docking score lebih baik
dibandingkan nelfinavir (Sharon, 2020). Oleh karena itu pada penelitian ini
digunakan senyawa golongan limonoid vyaitu azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan deacetylgedunin.

Berdasarkan keterangan diatas, diketahui telah terdapat beberapa jurnal
penelitian terkait studi in silico tanaman mimba baik pada reseptor Mpro dan PLpro,
namun studi yang dilakukan oleh Baildya et al (2021) dan Sharon (2020) belum
secara spesifik menunjukkan interaksi residu asam amino yang terlibat serta
senyawa pembanding yang digunakan tidak memiliki target kerja spesifik pada
reseptor PLpro. Hal ini menyebabkan hasil analisa tidak spesifik menunjukkan
apakah senyawa mampu menginhibisi suatu reseptor lebih baik dibandingkan
senyawa pembanding. Sehingga pada penelitian ini, peneliti melakukan studi in
silico molecular docking senyawa yang terdapat pada mimba menggunakan
reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) yang diketahui merupakan target

spesifik dari obat Remdesivir. Penelitian mengenai potensi tanaman mimba sebagai



antivirus menyebutkan bahwa ekstrak tanaman mimba disnyalir menghambat
proses replikasi Murine coronavirus (M-CoV). (Sarkar et al., 2020). Selain itu
penelitian mengenai potensi senyawa limonoid tanaman mimba disinyalir dapat
mengganggu replikasi virus, sehingga meminimalkan dampak infeksi virus
(Chawla et al., 2011). Hal ini tentunya sejalan dengan fungsi dari reseptor RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp) yang berperan dalam proses replikasi dan
transkripsi genom RNA virus (Singh et al, 2020). Salah satu reseptor RARp SARS-
CoV-2 yang telah dipublish adalah PDBid: 7BV2. Reseptor ini memiliki native
ligand remdesivir yang merupakan obat sintesis yang bekerja pada RdRp (Koulgi
etal., 2020). Oleh karena itu pada penelitian ini digunakan reseptor RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp) (PDBIid: 7BV2) sebagai reseptor uji.

Berdasarkan keterangan diatas diketahui bahwasanya saat ini pengobatan
virus SARS-CoV-2 mengarah pada potensi tanaman herbal sebagai antivirus. Oleh
karena itu, penelitian yang berjudul “Studi In Silico Potensi Antvirus Senyawa
Limonoid Tanaman Mimba (Azadirachta Indica A. Juss.) Terhadap Reseptor
RdRp SARS-CoV-2 (7BV2) ” layak untuk dilakukan. Adanya penelitian ini
bermanfaat untuk mendapatkan informasi mengenai potensi senyawa limonoid

tanaman mimba sebagai antivirus SARS-CoV-2.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah dalam penelitian
ini, yaitu :
1. Apakah sifat fisikokimia senyawa golongan limonoid (azadirachtin,
azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan deacetylgedunin)

pada tanaman mimba memenuhi hukum lima Lipinski ?
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2. Bagaimana prediksi toksisitas senyawa golongan limonoid (azadirachtin,
azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan deacetylgedunin)
pada tanaman mimba secara in silico ?

3. Bagaimana interaksi senyawa golongan limonoid (azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin) pada
tanaman mimba dengan reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RdARp)
PDBId:7BV2 ?

1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah diatas, maka tujuan dari penelitian ini, yaitu:

1. Mengetahui karakterisitik fisikokimia senyawa golongan limonoid
(azadirachtin, azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan
deacetylgedunin) pada tanaman mimba (Azadirachta indica A.Juss)
berdasarkan hukum lima Lipinski.

2. Mengetahui prediksi toksisitas senyawa golongan limonoid (azadirachtin,
azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan deacetylgedunin)
pada tanaman mimba secara in silico.

3. Mengetahui interaksi senyawa golongan limonoid (azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan deacetylgedunin) pada
tanaman mimba dengan reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RARp)

PDBId: 7BV2.
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Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Akademik

1. Bagi llmu Pengetahuan

Memberikan kontribusi mengenai pengembangan antivirus SARS-
CoV-2 yang berdasar dari senyawa yang terdapat pada tanaman herbal.
2. Bagi Penyusun

Menambah wawasan dan motivasi untuk berpikir kritis dalam
memberikan penjelasan secara ilmiah mengenai potensi tanaman herbal

dalam pengembangan antivirus SARS-CoV-2.

1.4.2 Manfaat Praktis

1.5

1. Bagi Masyarakat
Memberikan kontribusi informasi kepada masyarakat mengenai potensi
senyawa golongan limonoid pada tanaman mimba sebagai antivirus SARS-
CoV-2.
2. Bagi Peneliti Lain
Memberikan kontribusi sebagai tambahan informasi untuk penelitian
berikutnya.
Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini yaitu :
1. Ligan (senyawa) yang digunakan yaitu senyawa golongan limonoid
(azadirachtin, azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione gedunin dan
deacetylgedunin) pada tanaman mimba.
2. Protein target (reseptor) yang digunakan yaitu reseptor RNA-dependent

RNA polymerase (RdRp) (PDBid : 7BV?2).
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3. Ujiinssilico antara ligan (senyawa) azadirachtin, azadirone, azadiradione,
epoxyazadiradione gedunin dan deacetylgedunin dengan protein target
reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDBid : 7BV2)
menggunakan aplikasi ChemDraw, PyMol, Autodock Vina, dan Discovery
Studio Visualizer.

4. Parameter molecular docking yang digunakan meliputi nilai afinitas, nilai
RMSD, ikatan hidrogen,interaksi elektrostatik, interaksi hidrofobik dan jarak
ikatan.

5. Senyawa pembanding yang digunakan adalah Remdesivir.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Tinjauan SARS-CoV-2
2.1.1 Virus

Virus dianggap sebagai zat kimiawi biologis. Kata virus berasal dari bahasa
Latin yaitu ‘virus’ yang berarti racun. Hal ini disebabkan karena virus mampu
menyebabkan berbagai macam penyakit serta mampu menyebar diantara
organisme, sehingga para peneliti pada tahun 1800-an menganggap virus sama
seperti bakteri dan mengajukannya sebagai bentuk kehidupan yang paling
sederhana. Akan tetapi, virus tidak memiliki kemampuan untuk bereproduksi
maupun melaksanakan aktivitas metabolisme di luar sel inang. Sehingga,
kebanyakan para ahli biologi yang meneliti virus saat ini menyetujui pendapat
bahwa virus itu tidak hidup namun berada di wilayah abu-abu antara bentuk
kehidupan dan zat kimiawi. Oleh karena itu, sebuah frase sederhana untuk
menggambarkan virus menurut ahli adalah virus menjalani ‘hidup pinjaman’
(Campbell, 2008).

Penelitian mengenai virus membuktikan bahwa virus yang paling kecil
memiliki diameter 20 nm (lebih kecil dari ribosom) dan virus terbesar diketahui
hanya memiliki diameter beberapa ratus nanometer. Struktur virus terdiri atas asam
nukleat yang berselubung protein dan beberapa kasus mengungkapkan terdapat
beberapa virus yang dilindungi oleh amplop bermembran. Asam nukleat dari virus
dapat berupa DNA atau RNA tergantung pada jenis virusnya, sehingga virus
dikelompokkan sesuai dengan jenis asam nukleat penyusun genomnya (Campbell,

2008).

13
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Genom virus diselubungi oleh cangkang protein yang disebut dengan
kapsid. Bergantung pada tipe virus, kapsid dapat berbentuk batang, polihedral atau
bentuk lain yang lebih kompleks. Kapsid tersusun atas banyak sub-unit protein yang
disebut dengan kapsomer. Terdapat sejumlah virus yang memiliki struktur aksesori
untuk membantu menginfeksi sel inang yaitu struktur amplop bermembran kapsid.
Amplop virus yang berasal dari membran sel inang mengandung fosfolipid dan
protein membran sel inang. Amplop juga mengandung protein dan glikoprotein dari

virus (Campbell, 2008).

LR

Gambar 2.1 Struktur Virus (Campbell, 2008).

Virus tidak memiliki enzim — enzim metabolisme dan peralatan untuk
membuat protein sehingga untuk bereproduksi harus didalam sel inang. Oleh karena
itu setiap virus akan menginfeksi sel inang pada daerah host range dengan cara
mengidentifikasi sel inang melalui kecocokan ‘lubang-dan-anak-kunci’ antara
protein permukaan virus dengan molekul reseptor spesifik diluar sel. Sejumlah
virus memiliki host range yang luas sehingga dapat menginfeksi baik hewan
maupun manusia. Namun, terdapat virus lain yang memiliki host range yang sempit
sehingga hanya dapat menginfeksi hewan atau manusia terlebih lagi hanya pada

jaringan tertentu (Campbell, 2008).
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2.1.2 SARS-CoV-2

Kasus mengenai SARS-CoV-2 dimulai pada bulan Desember 2019. Awal
mula dari kasus ini yaitu dilaporkan terdapat kasus pneumonia misterius yang tidak
diketahui etiologinya di Wuhan, Provinsi Hubei, China. Berdasarkan laporan
tersebut belum diketahui secara pasti penyebaran kasus tersebut, tetapi sumber
menyebutkan bahwa kasus pertama dikaitkan dengan pasar ikan di Wuhan (Rothan
et al., 2020). Selama tanggal 18 Desember hingga 29 Desember dilaporkan lima
pasien dirawat di rumah sakit dengan gangguan pernapasan akut yang belum
diketahui etiologinya dan salah satu dari pasien tersebut meninggal (Ren et al.,
2020). Sejak bulan Desember 2019, jumlah kasus pneumonia dengan etiologi tidak
diketahui ini meningkat secara pesat di Wuhan. World Health Organization (WHO)
pada 5 Januari 2020 menerbitkan berita yang berisi mereka meminta informasi lebih
lanjut kepada otoritas kesehatan China tentang kasus ini, dimana telah terdapat 44
kasus dengan 121 kontak erat dengan pasien. Penyakit ini kemudian menyebar
secara cepat, tidak sampai satu bulan telah menyebar di China, Thailand, Jepang,
dan Korea Selatan (Bogoch et al., 2020).

Rabu, 8 Januari 2019, outlet berita dan ProMED-mail melaporkan bahwa
kasus di Wuhan memiliki sekuensing genetik yang menunjukkan virus corona jenis
baru sebagai organisme penyebab penyakit pneumonia tersebut. Mengingat sejarah
baru-baru ini, penularan zoonosis dari virus corona yang muncul dari pasar hewan
hidup di China pada tahun 2002, dan potensi patogen baru untuk menyebar dengan
cepat secara global melalui udara (Bogoch et al.,2020). Penyakit ini mulanya
dinamakan sebagai 2019 novel coronavirus (2019-nCoV), kemudian WHO

mengumumkan pada 11 Februari 2020 bahwa telah terjadi epidemi Coronavirus
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Disease (Covid-19) yang disebabkan oleh virus Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) (WHO, 2020).

Infeksi SARS-CoV-2 dilaporkan ditularkan langsung dari orang ke orang
seperti kebanyakan virus pernapasan melalui kontak dekat dengan orang yang
terinfeksi atau melalui droplet (aerosol) yang dihasilkan ketika orang yang
terinfeksi batuk atau bersin. Droplet ini dihirup untuk mencapai paru-paru. Virus
dapat ditularkan secara tidak langsung melalui menyentuh permukaan atau benda
yang sebelumnya terkontaminasi dengan virus dan kemudian menyentuh wajah,
mata, atau mulut (Lai et al., 2020).

Gejala klinis infeksi SARS-CoV-2 sangat bervariasi dari satu pasien ke
pasien lainnya. Virus diketahui pertama kali menyerang sel epitel pernafasan dan
sel alveolar, diikuti oleh sistem pencernaan (Zhang et al., 2020). Bedasarkan hal ini
menunjukkan bahwa bahwa SARS-CoV-2 tidak jauh berbeda dari beberapa jenis
coronavirus yang umumnya menyebakan penyakit pernapasan ringan hingga berat
pada manusia. Sehingga secara struktur SARS-CoV-2 dinilai memiliki kesamaan
dengan coronavirus jenis lain (Su et al., 2016; Cui et al., 2019).

Coronavirus adalah virus RNA untai tunggal yang dapat menginfeksi
berbagai inang termasuk unggas, hewan liar, spesies mamalia dan manusia.
Coronavirus terkenal karena kemampuannya untuk bermutasi dengan cepat,
mengubah tropisme jaringan, melewati barrier spesies, dan beradaptasi dengan
situasi epidemiologis yang berbeda (Decaro et al., 2010). Virus ini memiliki ukuran
partikel 120-160 nm.Mereka termasuk dalam subfamili Orthocoronavirinae di

bawah keluarga Coronaviridae (Wu et al., 2020).



17

Coronaviridae dapat diklasifikasikan menjadi empat genus diantaranya
yaitu Alphacoronaviruses (a), Betacoronaviruses (B), Gammacoronaviruses (y),
dan Deltacoronaviruses (8). Virus yang berpotensi menginfeksi manusia
ditempatkan di bawah genus o-CoV dan B-CoV (SARS-CoV & MERS-CoV),
sedangkan virus dari genus y-CoV dan 6-CoV paling banyak diketahui menginfeksi
avians dan babi (Shah et al., 2020). Virus corona utamanya menginfeksi hewan,
termasuk di antaranya adalah kelelawar dan unta. Sebelum terjadinya wabah Covid-
19, terdapat 6 jenis coronavirus yang dapat menginfeksi manusia, yaitu
alphacoronavirus 229E, alphacoronavirus NL63, betacoronavirus OC43,
betacoronavirus HKU1, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-
CoV), dan Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) (Ren et
al., 2020). Dua diantaranya yaitu SARS-CoV dan MERS-CoV,telah menimbulkan
masalah kesehatan masyarakat yang signifikan karena patogenisitas dan tingkat
kematian yang tinggi (Wu et al., 2020).

SARS-CoV-2 termasuk dalam genus B-CoV. Berdasarkan filogenetis
ditemukan bahwa SARS-CoV-2 menyimpan satu gen (ORF8) yang secara
filogenetis paling dekat dengan CoV mirip SARS, tetapi berbeda di garis keturunan
(Ren et al., 2020). Hasil penelitan menujukkan bahwa SARS-CoV-2 memiliki
96,3%, 89%, 79% dan 50% kesamaan genom dengan CoV kelelawar RaTG13, CoV
ZXC21 mirip SARS,SARS-CoV, dan MERS-CoV yang menegaskan asal usul
zoonosisnya. Dengan demikian, diketahui secara genom SARS-CoV-2 berasal dari
kelelawar, yang kemudian menularkannya ke beberapa inang perantara yang tidak
diketahui yang bertindak sebagai sumber penularan virus ke manusia (Helmy et al.,

2020, Shah et al., 2020, Finkel , 2020).
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Berikut adalah taksonomi dari SARS-CoV-2 berdasarkan hasil dari Tim
kerja Coronaviridae Study Group (CSG), yang merupakan bagian dari
International Committee on Taxonomy of Viruse (Coronaviridae Study Group of the
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020) :

Kingdom: Riboviria

Ordo: Nidovirales
Subordo: Cornidovirineae
Famili : Coronaviridae
Subfamili: Orthocoronavirinae
Genus: Bethacoronavirus
Subgenus: Sarbecovirus
Spesies: SARS-related coronavirus
Individu: SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1

SARS-CoV-2 terdiri atas protein struktural, non struktural dan askesori
(Mittal et al., 2020). Susunan genom SARS-CoV-2 mengandung 14 open reading
frames (OFRs), yang mengkode 27 protein yang dibagi menjadi protein struktural
dan non structural protein (NSP) (Zehra et al., 2020). Dari total seluruh genom,
sebanyak 33% bagian genom mengkode protein-protein struktural dan accessory
proteins yang berperan penting dalam siklus hidup virus. Sedangkan 67% genom
sisanya terdistribusi dalam 16 nonstruktural protein yang berbeda (seperti Mpro,
helikase, RNA polimerase) yang lebih berperan dalam interaksi virus dengan
reseptor sel (Wu et al., 2020). Setidaknya virus ini memiliki empat protein
struktural diantaranya yaitu spike glikoprotein (S), membran protein (M) enveloped

(E), dan protein nukleokapsid (N), sedangkan protein pelengkap lainnya adalah
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ORF3A, ORF6, ORF7A, ORF7B, ORF8, dan ORF10 (Helmy et al., 2020). Semua
coronavirus mengandung gen spesifik di daerah ORF1 yang mengkode protein
untuk melakukan replikasi virus, pembentukan nukleokapsid, dan pembentukan
spikes. Spike glikoprotein virus ini berwujud seperti mahkota di bawah mikroskop
elektron; karenanya, mereka disebut sebagai coronavirus. Genom coronavirus
menyandi beberapa protein struktural dan nonstruktural. Protein struktural
bertanggung jawab untuk infeksi host, fusi membran, perakitan virus,
morfogenesis, dan pelepasan partikel virus dan protein nonstruktural (nsp)
memfasilitasi replikasi dan transkripsi virus (Mittal et al., 2020).

Spike glikoprotein (S) pada permukaan luar bertanggungjawab atas
perlekatan dan masuknya virus ke sel inang. Receptor binding domain (RBD)
melekat di antara virus, oleh karena itu virus ini dapat menginfeksi beberapa host
(Shereen et al., 2020). Spike protein yang terdapat pada envelope berfungsi sebagai
mediasi masuknya coronavirus ke dalam sel host dengan mengikat reseptor inang
dan kemudian menggabungkan membran virus dan inang. Telah dilaporkan bahwa
SARS-CoV-2 menggunakan host reseptor yang sama dengan SARS-CoV untuk
masuk ke dalam sel yaitu human Angiotensin Converting Enzyme (hACE2).
Analisis RBD dari S protein SARS-CoV dan SARS-CoV-2 mengungkapkan
adanya afinitas pengikatan yang serupa (Wan et al., 2020).

Protein M dan E adalah 2 protein struktural penting lainnya yang terdapat
pada SARS-CoV 2. Protein M adalah glikoprotein transmembran khas yang terdiri
dari triple domain membran yang mencakup 80 asam amino dan menyumbang
sekitar sepertiga dari seluruh protein (total 221 residu). Protein ini bertindak sebagai

protein struktural paling melimpah pada SARS-CoV selain itu juga memainkan
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peran penting dalam respons humoral spesifik virus. Sedangkan protein E adalah
polipeptida membran integral kecil yang membentuk saluran ion. Ketidakberadaan
atau inaktivasi protein E dalam virulensi yang dilemahkan bisa disebabkan karena
perubahan morfologi virion atau tropisme (Liu et al., 2010). Protein N memiliki
peran penting dalam patogenesis. Protein N berperan penting sebagai pembungkus
RNA dan pelepasan partikel virus. Beberapa protein nonstruktural pada SARS-
CoV-2 menyimpan aktivitas enzimatik, seperti aktivitas protease dan RNA
polimerase yang diarahkan RNA. Memblokir aktivitas enzimatik ini akan menjadi
strategi yang efektif untuk mengembangkan antivirus melawan SARS-CoV-2 (Li

et al., 2020).

« Spike glycoprotein (S)
« Enveloped small membrane protein (E)
* Membrane: phospholipid bilayers

o Membrane protein (M)

« Hemagglutinin esterase (HE)

« Nuckeoprotein (N)
* Ganomic ANA

100 nm

Gambar 2.2 Struktur Virus SARS-CoV-2 (Mittal et al., 2020)

Virus corona berikatan pada reseptor permukaan sel inang dan mengalami
proses fusi membran dimediasi oleh protein Spike (S) yang terdiri dari dua subunit
(S1 dan S2) (Zumla et al,2016). Dalam kasus SARS - CoV - 2, pembelahan dan
aktivasi protein S diatur oleh TMPRSS2 protease intraseluler untuk menghasilkan
bentuk tidak terkunci yang mempercepat fusi pada permukaan sel. Hal ini
mendorong masuknya virus lebih awal (Hoffman et al., 2020). Meskipun terdapat

beberapa perbedaan dalam urutan asam amino protein S pada SARS - CoV - 2 dan
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SARS - CoV, wilayah domain pengikat reseptor subunit S1 sangat mirip dan
keduanya menggunakan reseptor seluler yang sama human Angiotensin converting
enzyme 2 (hACE2) untuk masuk ke sel target (Xu et al., 2020).

Protein S pada SARS- CoV- 2 menunjukkan afinitas pada hACE2 yang
sangat baik dimana dapat mengikat SARS-CoV-2 baik dalam konformasi terbuka
maupun tertutup (Wrapp et al., 2020). RBD dan kompleks spike hACE2
menunjukkan bahwa kapasitas pengikatan protein S SARS-CoV 2 dengan hACE2
secara signifikan lebih tinggi daripada SARS- CoV (Xu et al., 2020). Selain itu,
terdapat subunit S2 yang sangat kompleks berisi peptida, domain transmembran
dan domain sitoplasma (de Abajo et al., 2020). Khususnya, pada hepeptide repeat
1 (HR1) dan hepeptide repeat 2 (HR2) pada subunit S2 memainkan beberapa peran
penting dalam regulasi fusi antara virus dan membran sel inang. HR1 dan HR2
berinteraksi membentuk bundel enam heliks, membuat virus dan membran sel
mendekat dan fusi atau bergabung. SARS-CoV-2 memasuki sel target melalui fusi
membran atau endositosis. Setelah masuknya virus ke dalam sel inang, RNA virus
masuk ke dalam sitoplasma, poliprotein ppla dan pplab diterjemahkan dan dibelah
(proteolisis) untuk membentuk kompleks replikasi-transkripsi. Kompleks ini
mendorong produksi RNA sense negatif [(D) RNA] melalui replikasi dan
transkripsi. Selama replikasi, genom lengkap salinan (D) RNA dihasilkan dan
digunakan sebagai template untuk genom (p) RNA . Selama transkripsi, RNA
subgenomik yang lebih kecil digunkan untuk mengkodekan semua protein
struktural yang akan dihasilkan. Nukleokapsid virus dirakit dari RNA genomik dan

protein N dalam sitoplasma, kemudian bertunas ke dalam ER-Golgi intermediate
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cavity (ERGIC). Partikel virus kemudian dilepaskan dari sel yang terinfeksi melalui

eksositosis (Gambar 2.3) (Li et al., 2020).
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Gambar 2.3 Mekanisme Masuknya SARS-CoV-2 (Li et al., 2020)

2.2  Pemanfaatan Tanaman Obat dalam Perspektif Islam

Allah SWT memberikan banyak karunia-Nya kepada kita melalui setiap
ciptaanNya. Jika kita merenung dan memikirkan semua ciptaan Allah SWT dapat
di pastikan semua berguna dan bermanfaat bagi kehidupan manusia. Salah satu
ciptaan Allah SWT. yang telah dibuktikan memiliki banyak manfaat bagi
kehidupan manusia adalah tanaman. Allah SWT berfirman dalam (QS. Asy
Syu’ara' 26:7) :

P £ . o _
(V) 3,5 35 88 e 33 BT @ 50 L 1353 331

Artinya : “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?



23

Berdasarkan ayat tersebut dapat dipahami bahwa Allah SWT. menciptakan
segala sesuatu dimuka bumi dengan tujuan yang baik dan segala yang diciptakan
Allah SWT. pasti memiliki tujuan (Al Qarni, 2008). Salah satunya adalah tumbuhan
yang dapat digunakan untuk pengobatan. Obat merupakan salah satu cara untuk
menyembuhkan dan mencegah penyakit, berdasarkan hadist shahih yang
diriwayatkan oleh Imam Bukhari, dari sahabat Abu Hurairah RA. bahwasanya Nabi

Muhammad SAW. bersabda (Khan,1997) :

Z
~ 0%

(HR. Bukhari No. 5678) 2@ 41 J 331 ¥) 213 Alll 338

Artinya: “Tidaklah Allah turunkan penyakit kecuali Allah turunkan pula obatnya”

Hadist tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT merupakan Tuhan yang
Maha Adil dan Bijaksana. Allah SWT. menguji hambaNya dengan suatu penyakit
namun Allah SWT juga menyertakan obatnya dan penyakit tersebut akan sembuh
sesuai kehendak-Nya (Fatah, 2010). Oleh karena itu, mengkaji pesan tersirat yang
ada dalam QS. Surat Asy Syu’ara' 26:7 dan HR. Bukhari No. 5678 kita sebagai
farmasis ulul albab harus memperhatikan manfaat dan khasiat tanaman bumi
dengan melakukan penelitian dan pengembangan bidang tanaman obat untuk
memperoleh berbagai obat potensial yang berasal dari tanaman yang berguna dalam
bidang medis. Pada bidang farmasi tanaman dikenal memiliki potensi sebagai obat-
obatan. Banyak obat sintesis yang berasal dari tanaman yang awalnya diuji
komponennya kemudian disiolasi untuk mendapatkan senyawa aktifnya.
Berdasarkan hal ini, maka Allah SWT. telah memberi kita ilmu untuk
mengembangkan ilmu pengetahuan yang berguna bagi kehidupan manusia. Oleh
karenanya, kita sebagai manusia harus mampu memaksimalkan karunia dari Allah

SWT. yang merupakan bentuk rasa syukur kita kepada-Nya.



24

2.3  Tinjauan Azadirachta indica A. Juss. (Mimba)

2.3.1 Klasifikasi dan Morfologi Azadirachta indica A. Juss. (Mimba)

Mimba atau dikenal juga Neem (Azadirachta indica A. Juss.), telah
digunakan secara medis sepanjang sejarah oleh banyak budaya yang berbeda.
Banyak senyawa telah ditemukan dalam eksudat tumbuhan Azadirachta indica
yang telah digunakan secara medis oleh manusia. Nama sansekerta, 'arishtha’ berarti
‘pereda penyakit' dan dianggap sebagai 'kalpavriksh dari kalyuga'. Nama Persia
adalah 'Azad- Darakth- E- Hind' yang berarti 'Pohon bebas di India’. Pohon mimba
adalah pohon yang paling banyak diteliti di dunia dan konon menjadi pohon paling
menjanjikan di abad ke-21 (Girish and Shankara,2008).

Azadirachta indica merupakan tumbuhan yang berasal dari India dan
sebagian besar terdapat di negara-negara tropis dan subtropis, salah satunya adalah
Indonesia (Hashmat et al., 2012). Di indonesia tumbuhan ini banyak ditemukan di
pantai utara Lombok, Bali, Subang dan Jawa Timur, jumlah tumbuhan ini di Bali
diperkirakan melebihi 500.000. Selain itu, pohon mimba juga banyak ditemukan di
Lombok dengan perkiraan jumlah 250.000 hingga 300.000 ribu. Sedangkan di
daerah lain di Indonesia jumlah tumbuhan ini cukup sedikit, yakni kurang dari
250.000 ribu pohon. Penyebaran pohon mimba yang cukup luas di indonesia telah
membuat tumbuhan ini dikenal di berbagai daerah di bali dan nusa tenggara, disebut
intaran sedangkan dikenal dengan mimba. Di Madura tumbuhan ini disebut dengan
nama mimba, membha, atau mempheuh dan nama yang kemudian berkembang di
masyarakat adalah mimba, namun ada juga yang menyebutnya nimba. Klasifikasi

tumbuhan mimba adalah sebagai berikut (Sukrasno, 2003) :
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Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Subdivisi : Angiospermae
Class : Dicotyledonae
Ordo : Rutales
Familia : Meliaceae
Genus : Azadirachta

Species : Azadirachta indica A. Juss.

(https://www.feedipedia.org/node/182)

Pohon mimba adalah pohon yang memiliki tinggi 20-23 m dengan batang
tegak serta memiliki diameter sekitar 4-5 kaki (Girish and Shankara, 2008). Batang
pohon ini tegak dan memiliki akar tunggang. Permukaan batangnya kasar,
berbentuk bulat, berwarna coklat dan memiliki kulit kayu yang tebal (Ambarwati,
2011). Daunnya majemuk, dengan masing-masing terdiri dari 5-15 helai daun.
Bentuk daun mimba lonjong dengan tepi yang bergerigi, ujung daun lancip
sedangkan pangkal daunnya meruncing (Girish and Shankara, 2008; Ambarwati,
2011).

Bagian buah mimba berbentuk bulat lonjong dengan ukuran maksimal 2 cm,

buah yang matang memiliki warna kuning atau hijau kekuningan. Umumnya buah
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mimba dipanen setelah pohonnya berusia 3-5 tahun (Rukmana, 2002). Pada bagian
biji mimba banyak dimanfaatkan sebagai pestisida alami karena didalamnya
terdapat minyak mimba yang merupakan kompenen aktif insektisida (Palupi dkk,
2016). Biji mimba terbungkus oleh daging buah dengan perbandingan berat buah
dan biji adalah 50% : 50%, diameter 1 cm dan berwarna putih (Ambarwati, 2011).

Bunga mimba memiliki warna putih dan tersusun pada ranting secara
aksilar. Jenis bunga mimba termasuk dalam bunga biseksual atau berkelamin ganda
karena dalam satu bunga terdapat putik dan benang sari. Bentuk putiknya lonjing
serta berwarna cokelat muda. Kelopak bunga dan makhota bunga berjumlah masing
— masing lima dimana kelopak bunga memiliki warna hijau sedangkan makhota
bungannya bertekstur halus dan berwarna putih (Kardinan, 2000). Menurut

Sukrasno (2003) aroma bunga mimba seperti madu segingga disukai oleh lebah.

Gambar 2.5 Struktur Tanaman Mimba (Azadirachta indica A. Juss.) antara
lain: a. Daun, b. Buah, c. Kayu, d. Bunga, e. Biji

(https://www.feedipedia.org/node/182; https://keyserver.lucidcentral.org/wee
ds/data/media/Html/azadirachta indica.html)

2.3.2 Kandungan Senyawa dalam Azadirachta indica A. Juss. (Mimba)
Setiap bagian pohon mimba memiliki berbagai khasiat sebagai obat
terutama pada bagian daun, kulit kayu, minyak, bunga, buah dan biji. Khasiat

tersebut antaralain yaitu antialergi, antifungi, antibiotik, antidermatik, antibakteri,


https://www.feedipedia.org/node/182
https://keyserver.lucidcentral.org/weeds/data/media/Html/azadirachta_indica.html
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antiinflamasi, antivirus, antimalaria dan aktivitas biologi lainnya. Ekstrak mimba
pada bagian yang berbeda — beda diketahui memiliki peran penting dalam
penghambatan beberapa mikroba yang meliputi virus, jamur dan bakteri (Calderon
et al., 2019). Senyawa alami dan turunan pada mimba menyediakan sumber obat
baru yang sangat baik untuk melawan virus (Parasuraman et al, 2017).
Azadirachta indica memiliki lebih dari 140 senyawa aktif kimiawi yang
diisolasi dari berbagai bagiannya, yaitu biji, akar, bunga, buah, daun, dan kulit kayu
dan digunakan secara tradisional untuk menyembuhkan banyak penyakit (Sharon,
2020). Metabolit sekunder yang terkandung pada tanaman ini seperti alkaloid,
flavonoid, kuinon, terpenoid (Kurniati dkk,, 2018), senyawa fenolik, karotenoid,
steroid, dan keton (Kumar et al., 2018). Berdasarkan hasil penelitian ditemukan
bahwa senyawa paling aktif dalam Mimba adalah tetranortriterpenoid (juga disebut
limonoid atau melia) yang terdapat khusus pada tumbuhan dengan ordo Rutales.
Lebih dari 300 limonoid dikenal saat ini dan sepertiganya terdapat pada anggota
Meliaceae, Mimba (Azadirachta indica) dan China berry (Melia azedarach)
(Rochyhoudhury, 2016). Senyawa pada tanaman mimba dibagi lagi dua kelas
utama: yaitu isoprenoid dan lain-lain. Isoprenoid tersebut termasuk diterpenoid dan
triterpenoid yang mengandung azadirone dan turunannya, gedunin dan turunannya,
senyawa jenis seperti nimbin, salanin dan azadirachtin. Hampir seluruh senyawa
isoprenoid pada mimba merupakan limonoid.Senyawa limonoid yang paling
penting adalah azadirachtin, salannin dan nimbin (Yasotha et al., 2019).
Penelitian dari Siddiqui et al (2004) menemukan konstituen aktif ekstrak
daun mimba di antaranya yaitu isomeldenin, nimbin, nimbinene, 6-

desacetylnimbinene, nimbandiol, immobile, nimocinol, quercetin, dan S -sitosterol.
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Selain kandungan senyawa aktif tersebut ditemukan adanya kandungan sterol pada
Mimba diantaranya yaitu B-sitosterol, stigmasterol A5-avenasterol dan A5-24
stigmastadienol. Dimana kandungan f-sitosterol ditemukan paling banyak
dibandingan dengan sterol jenis lain (Djenontin et al., 2012). Berikut adalah tabel
sejumlah besar senyawa aktif yang di isolasi dari tanaman mimba :

Tabel 2.1 Senyawa Pada Mimba (Sadeghian and Forough, 2007; Pankaj et

al., 2011; Rochyhoudhury, 2016; Brushett, 2018)

No Nama Senyawa Asal

1. Nimbidin Minyak Biji Mimba, Daun

2. Sodium nimbate Minyak Biji Mimba, Daun

3. Salannin dan turunannya Biji, Minyak

4, Azadirachtin Biji, Daun, Kulit Kayu

5. Nimbin Biji, Daun

6. Nimbolide Daun

7. Gedunin dan turunannya Buah, Kulit Kayu

8. Azadirone Buah, Minyak, Daun

9. Azadiradione Buah, Minyak, Daun

10. | Epoxyazadiradione Buah, Daun, Kulit kayu

11. | Azadirachtol Biji

12. | Quercetin Daun

13. | Mahmoodin Minyak Biji Mimba

14. | Gallic acid, epikatekin dan katekin | Kulit Batang

15. | Margolone, margolonone dan | Kulit Batang
isomargolonone

16. | Cyclic trisulphide dan cyclic | Daun, Kulit Batang
tetrasulphide

17. | Polisakarida Daun

18. Polisakarida GIA, GIB Kulit Batang

19. | NB-II peptidoglucan Kulit Batang

2.3.3

Senyawa Limonoid dari Azadirachta indica A. Juss. (Mimba)

Terpenoid merupakan senyawa organik bahan alam terbesar dan termasuk
metabolisme sekunder pada tanaman. Senyawa ini mememiliki rumus dasar
(C5H8)n. Ciri khas dari senyawa terpen adalah terdiri dari unit berulang lima
karbon yang disebut dengan unit isoprena (Heliawati, 2018). Senyawa terpenoid

umumnya bersifat non polar sampai semi polar. Eksistensi senyawa terpenoid
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dalam suatu tanaman dapat diidentifikasi dengan menggunakan reagen
Liebermann-Burchard. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna ungu
atau merah (Nurdin dkk, 2018). Umumnya senyawa terpenoid yang ditemukan pada
keluarga Meliaceae merupakan golongan triterpenoid (Brushett, 2018).

Triterpenoid merupakan senyawa yang ditemukan hampir diseluruh
keluarga Meliaceae, dan khususnya pada kelas Rutaceae. Triterpenoid dalam
bentuknya yang tidak diubah (atau tidak dimodifikasi) memiliki rumus molekul
CaoHas. Umumnya senyawa tersebut membentuk struktur tetrasiklik. Senyawa ini
umumnya bersifat non polar sampai semi polar. Triterpenoid pada mimba termasuk
dalam kelompok senyawa yang dikenal sebagai limonoid. Senyawa limonoid
tersebut merupakan senyawa paling aktif pada tanaman mimba. Limonoid adalah
tetranortriterpenoid, di mana "tetranor" mengacu pada hilangnya empat karbon dari
kerangka Cszo karena adanya degradasi oksidatif rantai C17. Hal ini menyebabkan
hilangnya empat atom karbon dan pembentukan furan. Limonoid dapat mengalami
modifikasi lebih jauh termasuk terbukanya ring yang disebut dengan istilah seco.
Misalnya, ring C seco atau ring D seco menunjukkan bahwa ring C atau D telah
dibuka masing-masing cincin. Cincin C seco triterpen yang ditemukan dalam
ekstrak mimba adalah azadirachtin dan cincin D seco yang ditemukan adalah
gedunin (Brushett, 2018; Heliawati, 2018; Hodgson et al., 2019; Kumar et al.,
2018).

Limonoid adalah suatu triterpenoid dengan atau turunan dari prekursor
kerangka 4,4,8-trimetil-17-furanilsteroid (Gambar 2.6). Senyawa ini diperkirakan
berasal dari struktur prekursor triterpenoid tetrasiklik dari dua jenis utama yaitu A

7 - tirukallol [H-20, C-20(R)] atau A 7 -euphol [H-20, C20(S)]. Menurut aturan
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yang disepakati bahwa ikatan A 7 mengalami epoksidasi menjadi suatu 7-epoksida,
yang kemudian epoksida tersebut terbuka dan menyebabkan terjadinya pergeseran
Wagner-Meerwein dari metil pada karbon ke-14 ke karbon ke-8, sehingga
dihasilkan gugus OH pada karbon ke-7 dan ikatan rangkap dua antara karbon ke-
14 dan karbon ke-15. Rantai sampingnya membentuk siklik dengan kehilangan
empat atom karbon dan membentuk cincin 17p-furan. Tahap biosintesis ini selesai
setelah terbentuknya kerangka 4,4,8- trimetilsteroid dengan sebuah rantai samping
C-8 yang lengkap (Gambar 2.7). Pembentukan rangka limonoid berikutnya teradi
karena adanya suatu variasi oksidasi dan penataan ulang rangka, sehingga terdapat
struktur ring C seco atau ring D seco (Mayanti, 2009).
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Gambar 2.6 Struktur Dasar Limonoid (Mayanti, 2009)
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Gambar 2.7 Jalur Biosintesis Limonoid (Mayanti, 2009)
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Limonoid utama dalam inti biji dan minyak biji mimba adalah azadirachtin.
Senyawa ini adalah senyawa kompleks dan cara kerjanya yang tepat masih belum
sepenuhnya dipahami. Azadirachtin digunakan sebagai antifeedant serta pengatur
pertumbuhan serangga. Selain itu terdapat senyawa aktif lainnya dari tanaman
mimba yang memiliki antiefedant yang kuat diantaranya yaitu salannin, salannol,
salanolacetate, 3-deacetylsalannin, epoxyazaradione, azadiradione, gedunin,
nimbinen, and deacetylnimbinen, nimbolinin ohchinolide, and 21-oxo-ohchinolid.
Senyawa — senyawa tersebut banyak ditemukan pada biji mimba dan daun mimba.
Tetapi untuk senyawa gedunin juga ditemukan juga pada kulit batang mimba
(Rochyhoudury, 2016). Selain itu penelitian dari Ponnusamy et al (2015) senyawa
azadirachtin A, azadirachtin B, salannin, nimbin diisolasi dari inti biji mimba
sedangkan azadiradione, epoxyazadiradione, azadirone banyak ditemukan dari
kulit buah mimba.

Limonoid yang ditemukan pada pohon mimba termasuk dalam sembilan
kelompok  struktur dasar menunjukkan kelompok azadirone,vepinnin,
amoorastatin, dan vilasinnin dengan empat cincin utuh dalam strukturnya.
Kelompok gedunin dan turunannya (deasectylgedunin) memiliki cincin D terbuka
(D seco). Gedunin adalah anggota paling representatif dari limonoid kelas ring d-
seco. Dalam kelompok ini, &-lakton dalam cincin D yang berasal dari kelas
azadirone mengalami ekspansi cincin oksidatif melalui reaksi tipe Baeyer-Villiger.
Empat kelompok terakhir, nimbin, nimbolinin, salannin, dan azadirachtin adalah
kelompok senyawa dengan cincin C seco. Mayoritas senyawa yang paling bioaktif
dalam mimba adalah limonoid cincin C seco. Menarik untuk dicatat bahwa hanya

tumbuhan yang termasuk dalam keluarga Meliaceae yang memproduksi C seco
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triterpenoid, khususnya marga Azadirachta dan Melia (Brushett, 2018; Braga et al.,
2020). Berikut adalah gambar sembilan struktur dasar limonoid atau

tetranontriterpenoid dari Azadirachta indica :

a). @
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Gambar 2.8 Struktur Dasar Tetranortriterpenoid pada Mimba a). Azadirone
b). Vepininnin c). Amoorastatin d). Vilasinnin e). Gedunin f). Nimbin
g). Nimbolinin h). Salannin i). Azadirachtin (Brushett, 2018)

Senyawa limonoid memiliki ciri khas utama yaitu sedikit hidrofilik dan
dapat pelarut organik seperti hidrofilik, alkohol, keton dan ester. Adapun senyawa
azadirachtin, senyawa yang paling banyak ditemukan pada tanaman mimba,
senyawa ini memiliki sifat mudah teroksigenasi, karena mudah mengalami
oksigenasi senyawa ini termasuk dalam triterpen polar disamping itu senyawa ini
memiliki banyak gugus hidroksil yang meningkatkan sifat kepolarannya. Selain itu,
senyawa ini memiliki kelarutan rendah dalam minyak. Triterpen utama lainnya,

seperti salanin, nimbin,gedunin bersifat kurang polar sehingga memiliki kelarutan



33

yang lebih tinggi dalam minyak. Beberapa penelitian mengenai struktur atau
aktivitas yang telah dilakukan senyawa terpenoid menunjukkan bahwa terpen
hidrokarbon menunjukkan kemampuan penetrasi yang paling kecil, diikuti oleh
terpen alkohol dan keton. Tingkat penetrasi tertinggi diamati pada terpen eter siklik

(Brushett, 2018, Pankaj et al., 2011).

2.3.4 Penelitian Mengenai Potensi Azadirachta indica A. Juss (Mimba)

sebagai Antivirus

Azadirachta inidica A. Juss. telah diteliti dan diketahui memiliki potensi
sebagai antivirus (Chundran dkk., 2015). Penelitan mengenai tanaman Azadirachta
indica telah dilakukan sejak lama dimulai dari penelitian dari SaiRam et al (2000)
yang menguji ekstrak neem oil sebagai antivirus untuk poliovirus. Neem oil
memiliki kandungan senyawa tritterpenoid khususnya limonoid yaitu azadirachtin,
salannin, nimbin, nimbidin, sodium nimbate, nimbolide, gedunin dan mahmoodin
(Kumar et al., 2018).. Hasil menunjukkan neem oil sangat menghambat replikasi
virus polio dalam sel vero dibuktikan dengan peningkatan serapan merah oleh sel
yang terinfeksi virus yang diberi neem oil dibandingkan dengan sel yang terinfeksi
virus saja. Namun fakta menunjukkan bahwa neem oil tidak menghambat replikasi
virus ketika infeksi sudah dimulai menunjukkan bahwa aktivitas antivirus neem oil
lebih disebabkan oleh inaktivasi virus secara langsung daripada menghambat
replikasinya (SaiRam et al., 2000).

Parida et al (2002) pada penelitian ini dilakukan penelitian potensi antivirus
Dengue tipe-2 pada ekstrak aqueous daun mimba. Diketahui bahwa ekstrak
aqueous megandung senyawa aktif utama yaitu azadirachtin, deacetylnimbin,

azadiradione, epoxyazadiradione nimbin, salannin, nimbolide, nimbolin,



34

nimbinene, dan azadirone (Sadeghian and Forough, 2007). Hasil penelitian
menunjukkan studi in vivo ekstrak aqueous daun mimba pada mencit menyusui
melalui inokulasi intraserebral menunjukkan adanya efek penghambatan pada virus
Dengue tipe-2 dengan menekan replikasi virus baik secara in vitro maupun in vivo.
Ekstrak aqueous daun mimba menghambat virus pada dosis non-toksik dalam
kisaran 120-30 mg ml yang ditunjukkan dengan tidak adanya patogenisitas pada
mencit menyusui serta tidak adanya amplikon spesifik virus 511 bp oleh RT-PCR.
Daun mimba menunjukkan efek perlindungan pada virus Dengue tipe-2 dengan
menghambat replikasi virus dalam sel Cs 36 Seperti yang ditunjukkan oleh tidak
adanya cytopathic effects (CPE) pada sel yang terinfeksi serta tidak adanya
manifestasi klinis/patogenisitas pada mencit yang selanjutnya dikonfirmasi oleh
RT-PCR dan menunjukkan penghambatan RNA virus (Parida et al., 2002).

Penelitan mengenai potensi antivirus tanaman Azadirachta inidica pada
virus Human Immunodeficiency Virus (HIV) telah dilakukan. Hasil studi
menunjukkan ekstrak aqueous-acetone daun mimba memiliki potensi sebagai agen
antiretroviral dengan kemungkinan mekanismenya melibatkan penghambatan
invasi virus ke sel inang. Selain itu hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa
ekstrak daun mimba memiliki aktivitas anticytoadhesion yang mungkin terkait
dengan mekanisme aktivitas antiretroviralnya (Udeinya et al., 2004).

Penelitian mengenai potensi antivirus dari tanaman mimba dilakukan oleh
Tiwari et al (2010) terhadap Herpes Simplex Virus (HSV) tipe 1. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak kulit kayu mimba bila digunakan dalam konsentrasi
50 hingga 100pg/mL memiliki efek penghambatan pada penyebaran Herpes

Simplex Virus (HSV) tipe 1. Ekstrak tersebut secara signifikan menghambat
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masuknya HSV-1 dan glikoprotein virus memediasi fusi sel ke sel dalam model
kultur sel. Hal ini menunjukkan adanya peran potensial ekstrak kulit kayu mimba
pada proses fusi virus.Selain itu, terdapat penelitian yang menguji ekstrak biji
mimba sebagai antivirus Duck Plague Virus (DPV). Biji mimba mengandung
senyawa azadirachtin salannin, salannol, salannolacetate, 3-deacetylsalannin,
azadiradione, 14-epoxyazaradione, gedunin, nimbinen, and deacetylnimbinen,
vilasinin derivatives, meliantriol, azadiradione, and 14-epoxyazadiradione, 6-O-
acetylnimbandiol dan 3-deacetylsalannin (Rochyhoudhury, 2016).Hasil aktivitas
antivirus ekstrak biji mimba terhadap DPV menunjukkan ekstrak biji Mimba
memiliki aktivitas antivirus terhadap DPV dalam Duck Embryo Fibroblasts (DEF)
dengan nilai dengan ICso (inhibisi replikasi)10,9 pg / mL dan CCsg (efek sitotoksik)
182 ng/ mL. Berdasarkan hasil tersebut terdapat pengurangan jumlah plak yang
menunjukkan efek antivirus dari ekstrak biji mimba (Xu et al., 2012). Penelitian
dari Trivedi et al (2019) yang menggunakan ekstrak daun mimba sebagai antivirus
Coxsackievirus B-4 juga menunjukkan hasil yang positif. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak daun mimba memiliki aktivitas melawan virus
Coxsackievirus B-4 dan diduga mengganggu tahapan awal replikasi siklus virus.
Aktivitas antivirus pada daun mimba disinyalir karena adanya flavonoid,
triterpenoid dan glikosida pada daun mimba .

Sarkar et al (2020) meneliti potensi ekstrak kulit kayu mimba sebagai
antivirus pada Murine coronavirus (M-CoV) atau dikenal dengan Mouse Hepatitis
Virus (MHV). MHV merupakan virus yang termasuk dalam family coronavirus
dengan genus betacoronavirus, virus ini menginfeksi tikus dengan berikatan pada

reseptor CEACAML. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak kulit kayu
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mimba bertindak sebagai agen anti-virus langsung yang menghambat masuknya
virus dan penyebaran virus ketika masa inkubasi sebelum terjadi infeksi. Pemberian
ekstrak kulit kayu mimba pada masa preinkubasi virus menyebabkan berkurangnya
virus yang masuk dan replikasi virus bersama dengan menghambat proses replikasi
virus. Hasilnya, ekstrak kulit kayu mimba mengurangi peradangan saraf akut dan
kronis. Pengobatan ekstrak kulit kayu mimba pada infeksi virus di neuroblastoma
murine sel mengurangi fusi sel ke sel dan ekspresi gen nukleokapsid virus pada
tingkat mRNA. Diketahui bahwa kulit kayu mimba mengandung senyawa 6-
diterpenoids, gedunin, tannins, polisakarida, 18-diterpenoid, nimbin, nimbinin
(epoxyazadiradione), nimbidin (Rochyhoudhury, 2016). Kemungkinan senyawa —

senyawa tersebutlah yang berperan sebagai antivirus.

2.4  Tinjauan Reseptor SARS-CoV-2

2.4.1 Reseptor SARS-CoV-2 RdRp (PDBIid: 7BV2)

Corona Virus Disease — 19 (Covid-19) yang menjadi pandemi disebabkan
oleh virus SARS-CoV-2. Virus ini terdiri atas protein struktural dan non struktural
(Mittal et al., 2020). Salah satu protein yang berperan dalam replikasi virus adalah
non struktural protein 12 (nsp12) atau yang dikenal dengan RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp). RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) adalah subunit
sentral yang berperan untuk mesintesis RNA dan terdapat pada hampir semua virus
RNA untai positif. Diasumsikan bahwa replikasi dan transkripsi genom RNA
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) dikatalisis oleh
domain RdRp di bagian C-terminal dari protein non struktural 12 (nsp12), satu dari
16 subunit replikase yang bertanggung jawab untuk produksi untai negatif RNA (-

RNA), genom molekul baru dan pada banyak kelompok virus juga berperan sebagai
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subgenomik (sg) messenger RNA (mRNA) (Singh et al.,, 2020). Diketahui
bahwasanya sebagian besar virus RNA memerlukan RdRp untuk replikasi dan
transkripsi genom virus, sehingga penting untuk kelangsungan hidupnya. RdRp
memainkan peran penting dalam siklus hidup virus, dan karena tempat aktif RARp
adalah wilayah yang dapat diakses sehingga menargetkan wilayah ini untuk
penghambatan replikasi virus mungkin merupakan pendekatan terapeutik yang
efektif (Aftab et al., 2020). Terdapat obat sintesis yang bekerja pada RdRp protein
salah satunya yaitu Remdesivir, namun hingga saat ini belum diketahui
efektivitasnya dalam melawan SARS-CoV-2. Walaupun belum diketahui pasti
efektivitasnya obat ini banyak digunakan sebagai guideline penanganan Covid-19
dibeberapa negara termasuk Indonesia (Neldi dan Suhajarno, 2020).

Salah satu struktur RdRp SARS-CoV-2 yang dirilis oleh Protein Data Bank
(PDB) adalah 7BV2. Struktur ini merupakan struktur kompleks nsp12—-nsp7-nsp8
complex bound to 12 primer dengan remdesvir dipublikasikan pada minggu
pertama Mei 2020. Koreksi atas struktur ini juga dilaporkan pada bulan Juni 2020
yang memiliki tambahan pada ujung terminal-C dan penghapusan ion Mg?".
Struktur ini telah memungkinkan para peneliti untuk mengembangkan inhibitor
terhadap SARS-CoV-2 RdRp dengan mempertimbangkan interaksi yang diamati
antara RdRp dan remdesivir dan memahami perannya dalam efek penghambatan.
Struktur telah mengungkapkan peran Lys545, Leu759 dan Ser814 dengan
membentuk interaksi non-kovalen yang kuat antara obat dan target. Berdasarkan
hasil penelitian ini juga didapatkan nilai RMSD struktur PDBid:7BV2 yang terbaik
yaitu 1,68 °A (Koulgi et al., 2020). Penelitan lain dari Dahab et al (2020)

menggunakan reseptor PDBid:7BV2 sebagai target mengemukakan hasil bahwa
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binding interaction antara reseptor PDBIid:7BV2 dengan native ligand (Remdesivir)
meimiliki docking score -5.9 dan diketahui bahwa terdapat 5 ikatan dengan Arg553,

Asp623, Asn691, Leu759 dan Ser682.

Gambar 2.9 Struktur nsp12-nsp7-nsp8 complex bound to the template-primer
RNA and triphosphate form of Remdesivir (RTP) (PDBid : 7BV2)

(https://www.rcsb.org/structure/7BV2)

2.5  Penambatan Molekuler
2.5.1 Penambatan Molekuler (Molecular docking)

Metode pengujian dengan simulasi komputer disebut dengan in silico.
Metode ini banyak digunakan sebagai screening awal penemuan senyawa obat baru.
Kegunaan dari uji in silico yaitu mampu memprediksi, memberikan hipotesis dan
gambaran inetraksi senyawa obat baru dan memberikan kemajuan dalam bidang
pengobatan (Hardjono, 2013). Metode ini terdiri dari tiga ruang lingkup yang
pertama adalah studi docking, mengarah pada pendekatan ikatan antara ligan
dengan. Selain itu terdapat ruang lingkup bioinformatika yang mengarah pada

pengelolaan data informasi biologis mengenai target obat yang berasal dari genom
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dan ruang lingkup yang terakhir adalah formasi kimia yang mengarah pada korelasi
antara aktivitas dan struktur kimia dengan pemodelan statistika (Suharna, 2012).

Molecular docking atau penambatan molekuler merupakan salah satu jenis
uji in silico yang banyak digunakan. Molecular docking berperan penting dalam
keberhasilan desain obat secara struktural dan telah banyak digunakan di dunia
industri maupun akademis (Irwin et al., 2009). Pengembangan obat-obatan dengan
molecular docking diharapkan dapat menghemat biaya dan waktu pencarian
senyawa obat baru (Huang and Zou, 2007).Teknologi molecular docking digunakan
untuk tiga tujuan utama dalam beberapa tahapan proses pengembangan obat, yaitu
(Leach, Shoicet, and Peishoff, 2006) :
1. Memprediksi model ikatan ligan aktif yang telah diketahui
2. Menggunakan skrining virtual untuk menemukan ligan baru
3. Memprediksi afinitas ikatan dari beberapa senyawa aktif

Adanya dua molekul (sebagai reseptor dan ligan) diharapkan metode
molecular docking merupakan suatu upaya untuk memprediksi model pengikatan
dengan menggunakan fungsi nilai tertentu untuk mengevaluasi nilai energi dari
konformasi ikatan yang berbeda (Huang and Zou, 2007).
2.5.2 Database Reseptor dan Ligan

Sumber database yang digunakan untuk memperoleh data mengenai ligan

didapatkan dari PubChem (http://PubChem.ncbi.nlm.nih.gov) sedangkan reseptor

diperoleh dari Protein Data Bank (PDB; http://www.rscb.org.pd). PubChem

merupakan database publik yang berisi informasi tentang senyawa kimia dan
aktivitas biologisnya, diluncurkan pada tahun 2004 sebagai komponen dari the

Molecular Libraries Roadmap Initiatives dari National Institutes of Health (NIH).
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PubChem terdiri dari tiga database yang saling terkait yaitu Substance, Compound,
dan BioAssay (Kim et al., 2016). Situs ini dapat digunakan untuk mengakses data
mengenai struktur kKimia suatu senyawa yang berfungsi sebagai ligan pada proses
docking. Sedangkan Protein Data Bank (PDB) merupakan suatu database yang
menyimpan data struktur tiga dimensi makromolekuler biologis. Situs ini dikelola
oleh Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RSCB) (Berman et al.,
2000). PDB digunakan untuk mengakses data mengenai reseptor yang digunakan

pada proses docking.
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Gambar 2.10 Sumber Database Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)
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Gambar 2.11 Sumber Database PubChem(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)



https://www.rcsb.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

41

2.6 Aplikasi Penunjang
2.6.1 SwissADME

SwissADME dijalankan oleh Institut Bioinformatika Swiss (SIB).
SwissADME merupakan aplikasi online yang dapat diakses secara bebas pada

website (http://www.swissadme.ch) dan dimaksudkan untuk memudahkan analisis

ADME (Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion) dan farmakokinetik
dari suatu molekul. Dibandingkan aplikasi berbasis website gratis lain untuk
analisis ADME dan farmakokinetik, SwissADME memiliki kelebihan vyaitu:
metode masukan yang berbeda, dapat menghitung beberapa molekul sekaligus, dan
kemungkinan untuk menampilkan, menyimpan, dan berbagai hasil per molekul
individu atau melalui grafik yang intuitif dan interaktif. Aplikasi ini juga dilengkapi
dengan physicochemical descriptor yang dapat digunakan untuk memprediksi
aktivitas suatu senyawa berdasarkan strukturnya, sehingga dapat digunakan untuk
prediksi sifat fiiskokimia pada proses penemuan senyawa obat baru sesuai dengan

aturan dari hukum lima Lipinski (Dania et al., 2017).
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Gambar 2.12 Aplikasi SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)
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2.6.2 Autodock Vina

Autodock Vina merupakan sebuah program yang digunakan untuk proses
molecular docking. Autodock Vina memiliki akurasi sangat baik dan banyak
digunakan untuk menghitung binding affinity antara ligan (molekul) dengan
protein. Kelebihan lain dari Autodock Vina yaitu pada saat proses molecular
docking, dapat dilakukan lebih dari satu molekul sekaligus dengan tidak adanya
batasan jumlah atom maksimum dan ukuran maksimum grid map. Penggunan
software Autodock Vina, terintegrasi dengan MGLTools untuk preparasi berkas
masukan, Phyton sebagai bahasa pemrograman yang digunakan, wxPhyton sebagai
antarmuka pengguna grafis (GUI/ graphical user interface), serta Open Babel untuk

mengubah format berkas dari sdf. dan mol (Troott and Olson, 2009; Wolf,2009).
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Gambar 2.13 Tampilan Autodock

(Sumber Menggunakan Aplikasi Autodock)

2.6.3 Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer merupakan software gratis yang dapat
digunakan untuk preparasi serta analisis data pada proses penambatan molekuler.
Perangkat ini memiliki visualisasi gambar yang interaktif untuk meilihat struktur

molekul, urutam, data refleksi X-ray, script dan data lainnya (Accelrys Enterpise
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Platform, 2005). Selain itu, perangkat lunak ini dapat digunakan untuk menganalisis
interaksi ligan terhadap active binding site pada reseptor secara 2D termasuk pada
jenis ikatan dan asam amino yang berinteraksi. Analisis ini disebut dengan analisis
pharmachopore. Dengan adanya analisis ini dapat diketahui ikatan ligan yang

mempengaruhi aktivitas reseptor (Widodo dkk., 2018).

Gambar 2.14 Aplikasi Discovery Studio Visualizer

(Sumber Menggunakan Aplikasi Discovery Studio Visualizer)

2.6.4 PyMol

PyMol merupakan suatu program yang dapat digunakan untuk preparasi
protein sebelum dilakukan proses docking. Program ini dapat membantu untuk
menghilangkan native ligand, air dan residu yang tidak diinginkan yang berikatan
pada protein yang akan didocking. Selain untuk preparasi PyMol dapat digunakan
untuk visualisasi senyawa kimia dalam bentuk tiga dimensi serta dapat digunakan
untuk menghitung RMSD. Visualisasi berguna untuk lebih memahami dan struktur
suatu molekul dan PyMol mampu menampilkan hasil visualisasi lebih dari satu
struktur (mulai dari molekul kecil sampai makromolekul) dalam beberapa warna.

Sistem grafik molekuler PyMol telah berkembang menjadi penampil molekuler
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yang kuat dan pemrograman menggunakan Phyton menjadikan software ini mudah
digunakan secara luas tanpa mengubah kode-kode utama. Perangkat lunak ini
dikembangkan DelLano Scientific LLC (DelLano and Bromberg, 2004; Widodo

dkk., 2018).

Gambar 2.15 Aplikasi PyMol
(Sumber Menggunakan Aplikasi PyMol)

2.6.5 pkCSM Online Tool

Pendekatan secara in silico untuk memprediksi sifat farmakokinetik dan
toksisitas senyawa dari struktur kimianya telah banyak dikembangkan. Hal ini
dikarenakan interaksi antara farmakokinetik, toksisitas, dan potensi sangat penting
untuk mengetahui efektivitas suatu obat. Salah satu aplikasi gratis yang digunakan
untuk optimalisasi farmakokinetik dan toksisitas adalah pkCSM Online Tool.
Aplikasi ini memiliki kemampuan yang baik untuk menangani kumpulan data yang
besar dan telah menyusun data toksisisitas tikus lebih dari 10.000 molekul dan

mengklasifikasi metabolisme hingga 18.000 senyawa (Pires et al., 2015).
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Gambar 2.16 Mekanisme Aplikasi pkCSM Online Tool (Pires et al., 2015).
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2.6.6 Protox Online Tool

Protox online tool merupakan salah satu aplikasi yang dapat digunakan
untuk memprediksi toksisitas suatu senyawa. Biasanya, prediksi toksisitas untuk
satu senyawa dapat diketahui dalam hitungan detik setelah kita memasukkan kode
SMILES atau struktur suatu senyawa. Hasil yang didapatkan dibagi menjadi dua
bagian yakni prediksi toksisitas oral akut dan indikasi kemungkinan target toksisitas
(Gambar 2.17). Hasil prediksi toksisitas secara oral didasarkan pada analisis
kesamaan 2D dan pengenalan fragmen toksik. Selain prediksi LDso dalam mg / kg,
senyawa juga diklasifikasikan ke dalam kelas toksisitas mulai dari | hingga VI,
menurut sistem klasifikasi pelabelan bahan kimia yang diselaraskan secara global

(GHS, United Nations) (Drwal et al., 2014).
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Gambar 2.17 Mekanisme Aplikasi Protox Online Tool (Drwal et al., 2015)

2.7 Ikatan Reseptor — Ligan
a. Interaksi Elektrostatik
Ikatan pada interaksi elektrostatik yaitu ikatan ion dan ikatan van der Waals.
Ikatan ion merupakan suatu ikatan yang terjadi ketika 2 gugus protein yang
mempunyai muatan berlawanan (pasangan ion) saling berinteraksi. Ikatan ion
merupakan ikatan yang kuat tetapi dalam menstabilkan struktur suatu protein tidak

terlalu berperan banyak. Hal ini disebabkan karena pasangan ion yang tersembunyi
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(unsolvated) tidak banyak ditemukan pada protein dan pasangan ion dibagian luar.
Interaksi elektorstatik yang lain adalah ikatan van der Waals. Ikatan ini terjadi
karena adanya interaksi elektrostatik diantara dipol-dipol. Ikatan ini khas untuk
molekul yang bersifat nonpolar dan bertanggung jawab pada berbagai macam
interaksi atom-atom yang berdekatan. Interaksi yang penting dalam pengikatan
protein diantaranya yaitu interaksi dipol permanen, antara gugus karboksil, dan
gugus amida. Walaupun ikatan van der Waals lemah namun terjadi dalam jumlah
besar sehingga mempunyai peran yang penting dalam menentukan stabilitas protein
(Voet and Judith, 2011).
b. Ikatan Hidrogen

Ikatan hidrogen merupakan suatu interaksi elektrostatik antara gugus donor
yang bersifat asam lemah dengan atom dari suatu reseptor yang membentuk
pasangan elektron bebas. Ikatan hidrogen ini terbentuk diantara sesama molekul
internal (dalam polipeptida) atau antara molekul internal dengan air. lIkatan
hidrogen merupakan ikatan utama yang menjaga kestabilan protein (Voet and
Judith, 2011).

c. Interaksi Hidrofobik

Interaksi hidrofobik disebabkan oleh adanya suatu gaya sehingga senyawa
non polar mengatur dirinya sedemikian rupa untuk meminimalkan kontak dengan
air atau senyawa amphipatik, membentuk struktur seperti misel di dalam air. Protein
yang membentuk misel sebagian besar rantai sampingnya yang bersifat non polar
akan menjauhi kontak dengan air, maka adanya interaksi hidrofobik dapat

mendukung kestabilan suatu protein (Voet and Judith, 2011).
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2.8 Hukum Lima Lipinski

Sifat fisikokimia suatu senyawa dapat dianalisis berdasarkan hukum lima
Lipinski atau yang dikenal dengan RO5 (Rule of Five), yang berarti bahwa nilai
dari setiap aturan merupakan kelipatan lima (Leo, 1971). Hukum lima Lipinski
mendefinsikan empat rentang parameter fisikokimia meliputi berat molekul suatu
senyawa < 500 Da, Hydrogen Bond Donors (HBD) yang dinyatakan dengan jumlah
gugus O-H dan N-H <5, Hydrogen Bond Acceptors (HBA) yang dinyatakan dengan
jumlah atom O dan N < 10, dan nilai logaritma koefisien partisi oktanol/ air (Log
P) < 5. Parameter tersebut sesuai dengan 90 % obat oral yang telah mencapai fase
klinis 1. Dalam penelitian lebih lanjut ditambahkan parameter berupa nilai
Topological Polar Surface Area (TPSA) tidak lebih dari 140 A dan tidak memilki
lebih dari 10 ikatan hidrogen yang berotasi (Torsion). Adanya parameter
fisikikokimia ini terkait absorpsi obat yang dapat diterima serta permeabilitasnya
yang merupakan langkah awal dalam ketersediaan hayati obat oral. Jika suatu
senyawa gagal memenuhi hukum lima Lipinski maka kemungkinan besar terdapat
masalah terkait absorpsi obat secara oral. Namun, suatu senyawa yang memenuhi
hukum lima Lipinski tidak menjamin memiliki aktivitas yang baik karena hukum
ini tidak berkaitan dengan struktur kimia tertentu yang terdapat dalam suatu
senyawa (Lipinski, 2004; Chagas et al., 2018).
29  Toksisitas

Toksisitas adalah pengujian untuk mendeteksi efek toksik guna
memperoleh informasi atau data yang berkaitan dengan toksisitas suatu zat tertentu
pada hewan uji. Uji toksisitas diklasifikasikan menjadi uji toksisitas umum dan uji

toksisitas spesifik. Uji toksisitas umum meliputi uji toksisitas akut 24 jam, uji
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toksisitas subkronis 26 minggu, dan uji toksisitas kronik 1 tahun. Uji toksisitas
khusus meliputi uji teratogen atau kelainan janin, uji mutagenesis atau uji dengan
mengubah informasi DNA, dan uji karsinogenisitas (Ngatidjan, 2006). Toksisitas
akut ini diteliti pada hewan uji untuk mendapatkan penilaian keamanan terhadap
komponen kimia yang digunakan dalam produk rumah tangga, bahan tambahan
makanan, kosmetik, dan obat-obatan (Donatus, 2005).

Uji toksisitas akut digunakan untuk mendeteksi gejala toksisitas yang
akan muncul pada tubuh manusia dalam waktu singkat setelah pemberian oral
sediaan uji dalam dosis tunggal atau berulang dalam waktu 24 jam, kemudian
dilakukan pengamatan selama 14 hari (BPOM RI, 2014). Tes toksisitas akut
biasanya berhubungan dengan Lethal Dose 5o (LDso), yang merupakan dosis
tunggal suatu zat yang dapat menyebabkan kematian 50% hewan percobaan (Lu,
1991). Semakin besar nilai LDsp maka bahan uji semakin aman. Nilai LDso
digunakan sebagai indikator kuantitatif dalam uji toksisitas akut (Hodgson, 2010).
Selain parameter LDso, terdapat parameter lain yang terkait dengan pengujian
toksisitas yaitu skin senstitazion, hepatotoxicity dan ames toxicity.

Skin sensititazion berkaitan dengan aalergi pada kulit. Pengujian skin
sensititazion merupakan suatu pengujian reaksi sensitivitas pada kulit terhadap
suatu zat (Wang et al., 2017). Sedangkan hepatotoxicity adalah suatu reaksi yang
timbul pada hepar karena adanya penumpukan zat berbahaya sehingga
menyebabkan kerusakan hepar. Penyebab hepatotoxicity disebabkan karena obat
dan bahan kimia yang berbahaya.(Andrade et al., 2007).

Ames toxicity merupakan suatu pengujian yang dilakukan untuk menilai

adanya potensi mutagenik suatu senyawa dengan menggunakan bakteri (Kesuma
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dkk., 2018). Ames toxicity termasuk dalam pengujian toksisitas jenagka pendek. Uji
ini paling sering diterapkan dalam toksikologi dan digunakan oleh industri farmasi
saat mengembangkan obat terapeutik baru. Ames toxicity menjadi alat penting
untuk penilaian risiko genotoksik (Arriaga-Alba, et al., 2012)

2.10 Senyawa Pembanding (Remdesivir)

Remdesivir merupakan phosphoramidate prodrug yang dimetabolisme
dalam tubuh menjadi C-adenosine nucleoside analogue GS-441524, yang
merupakan metabolit aktifnya dan menghambat aktivitas RNA-dependent RNA
Polymerase (RdRp). RdRp merupakan protein yang berperan penting dalam
replikasi virus corona di sel epitel pernapasan. Selain itu, Remdesivir secara
efektif menunjukkan efek farmakologis aktif dari nukleosida trifosfat (NTP)
sebagai substrat alternatif dan rantai terminator RNA. NTP dapat menghambat
virus corona dengan memasukkan trifosfat aktif ke dalam RNA virus (Neldi dan
Suharjono, 2020). Mekanisme kerja Remdesivir terkait dengan replikasi virus.
Remdesivir adalah analog nukleosida adenosin yang dapat mengganggu RNA
polimerase virus dan selanjutnya mengurangi kemampuannya untuk mereplikasi
virus. Karena kesamaan antara remdesivir dan adenosin (salah satu nukleotida
yang digunakan untuk membentuk RNA), RNA polimerase mungkin salah
mengira remdesivir sebagai adenosin. Hal ini menyebabkan proses transkripsi
terhenti dan pada akhirnya mencegah virus mereplikasi atau menginfeksi sel lain
(Setiadi dkk., 2020).

Remdesivir adalah obat yang awalnya digunakan untuk mengobati virus
ebola dan kemudian dicoba untuk untuk virus corona seperti MERS-CoV dan

SARS-CoV (Setiadi dkk., 2020). Saat ini, Remdesivir dalam tahap uji klinis
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sebagai obat yang berpotensi sebagai antivirus SARS-CoV-2. Beberapa laporan
kasus pasien Covid-19 yang mengunakan Remdesivir jmenunjukkan pemulihan
tanpa efek samping. Remdesivir adalah salah satu obat antivirus yang paling
banyak dipelajari untuk pengobatan Covid-19. Hal ini terkait dengan
kemungkinan efektivitas remdesivir terhadap SARS-CoV-2 (Neldi dan
Suharjono, 2020). Sebuah studi in vitro menunjukkan bahwa remdesivir memiliki
aktivitas menghambat virus SARS dan MERS, yang merupakan jenis virus corona
lainnya (Ahsan et al., 2020; Cao et al., 2020). Obat ini termasuk dalam obat
antivirus spektrum luas. Aktivitas antivirusnya ditunjukkan pada virus RNA untai
tunggal, dan lebih efektif jika diberikan saat virus mulai berkembang biak di
saluran pernapasan bagian atas pada tahap awal infeksi (Yavuz and Unal, 2020).

Guideline terapi Covid-19 di Amerika Serikat salah satunya
menggunakan Remdesivir. Berdasarkan laporan tentang efektivitas remdesivir
dalam pengobatan pasien yang terinfeksi Covid-19, diperoleh hasil pasien berusia
35 tahun yang memiliki riwayat perjalanan ke Wuhan, China setelah CT scan paru-
paru menunjukkan pneumonia dan saturasi O2 pasien menurun hingga 90%,
kemudian pasien menerima kombinasi vankomisin dan cefoperazone,
memperhatikan bahwa hasil tidak membaik pasien mulai menggunakan remdesivir,
dan situasi klinis membaik pada hari berikutnya. Mengenai efektivitas remdesivir
dalam pengobatan pasien Covid-19, belum ada kesimpulan pasti. Namun, jika tidak
ada obat tunggal yang disetujui untuk pasien Covid-19, remdesivir dapat digunakan
sebagai terapi alternatif mengingat hasil uji in vitro menunjukkan hasil yang positif

(Setiadi dkk., 2020).
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3.1.2 Uraian Kerangka Konsep

Corona Virus Disease — 19 (Covid-19) yang menjadi pandemi disebabkan
oleh virus SARS-CoV-2. Virus ini terdiri atas protein struktural dan non struktural
(Mittal et al.,2020). Salah satu protein yang berperan dalam replikasi virus adalah
protein non struktural 12 (nsp12) atau yang dikenal dengan RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp). Diketahui bahwasanya sebagian besar virus RNA memerlukan
RdRp untuk replikasi dan transkripsi genom virus, sehingga penting untuk
kelangsungan hidupnya (Aftab et al., 2020). Terdapat obat sintesis yang bekerja
pada RdRp protein yaitu Remdesivir, namun menurut penelitian WHO (2020) obat
tersebut belum dapat mengurangi angka kematian pasien. Selain itu peneliti saat ini
juga mengembangkan vaksin untuk mencegah penyebaran Covid-19 namun hingga
saat ini masih dalam uji klinis tahap 3 (WHO, 2020). Oleh karena itu perlu adanya
pendekatan lain salah satunya dengan pengobatan obat herbal. Tanaman herbal
yang digunakan pada penelitian ini adalah Mimba (Azadirachta indica A. Juss.)

Setiap bagian dari tanamam mimba (Azadirachta indica A. Juss.) memiliki
khasiat sebagai obat (Calderon et al., 2019). Senyawa triterpenoid dalam tanaman
mimba merupakan senyawa aktif yang hampir terdapat di seluruh bagiannya dan

sering digunakan. Umumnya senyawa ini terdiri dari limonoid atau
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tetranortritetrpenoid seperti azadirachtin, azadirone dan turunannya (azadiradione
dan epoxyazadiradione), gedunin dan turunannya (deacetylgedunin) (Yasotha et
al.,2019). Meskipun para peneliti masih belum menunjukkan secara tepat
mekanisme kerja senyawa aktif mimba, bukti menunjukkan bahwa senyawa
tetranortriterpenoid tanaman mimba dapat mengganggu replikasi virus, sehingga
meminimalkan dampak infeksi virus (Chawla et al., 2011).

Potensi antivirus suatu tanaman dapat diketahui dengan uji in silico yaitu
molecular docking. Metode molecular docking banyak digunakan sebagai skirining
awal senyawa bioaktif untuk kandidat obat, dimana metode ini akan memprediksi
afinitas dan aktivitas dari suatu molekul calon obat serta melihat geometri tiga
dimensi dari senyawa yang terikat pada sisi aktif protein (Young etal., 2011).
Namun sebelum dilakukan docking terlebih dahulu dilakukan skrining sifat
fisikokimia suatu senyawa berdasarkan hukum lima Lipinski, untuk memprediksi
sifat absorpsi dan permeabilitas senyawa (Lipinski, 2004). Penentuan sifat
fisikikomia dilakukan terhadap 6 senyawa uji yaitu azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin. Senyawa yang
memenuhi hukum lima Lipinski dan senyawa pembanding (remdesivir) didocking
dengan protein target RdRp (PDBId : 7BV2). Kemudian diamati nilai RMSD, nilai
ikatan afinitas, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, jarak
ikatan, interaksi residu asam amino dan untuk mengetahui aktivitasnya
dibandingkan dengan obat remdesivir.

Uji terakhir yang dilakukan dalam penelitian ini adalah prediksi toksisitas.
Prediksi toksisitas berfungsi untuk menentukan derajat efek toksik suatu senyawa

(Jumain dkk., 2018). Prediksi ini dilakukan menggunakan aplikasi pKCSM Online
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Tool dan Protox Online Tool dengan parameter uji meliputi LDso, Skin
Sensitization, Ames toxicity, dan Hepatotoxicity.
3.2 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah senyawa limonoid (tetranortriterpenoid)
pada tanaman mimba yaitu azadirachtin, azadirone, azadiradione,
epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin memiliki interaksi residu asam

amino yang hampir sama dengan remdesivir dengan nilai afinitas lebih baik.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1  Jenis dan Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian pre experimental design berbasis
komputer yang dilakukan secara in silico dari enam senyawa limonoid pada
tanaman Azadirachta indica Juss. (Mimba) yaitu azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin terhadap reseptor
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) dengan kode PDBIid:7BV2
menggunakan perangkat lunak Chem Bio Draw Ultra versi 19.0, Chem 3D Ultra
versi 19.0, Discovery Studio Visualizer, SwissADME, Autodock Vina, MGLTools,
PyMol, pkCSM Online Tool, Protox Online Tool dan Microsoft Excel 2013.
4.2  Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Februari sampai April 2021
bertempat di Gedung Progam Studi Sarjana 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 pada penelitian ini adalah senyawa limonoid pada tanaman
Azadirachta indica Juss. (Mimba) yaitu azadirachtin, azadirone, azadiradione,

epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin.
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Variabel terikat pada penelitian ini adalah berat molekul (BM), logaritma

koefisien partisi oktanol/air (Log P) , jJumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi

(Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donor (HBD),

nilai RMSD, nilai afinitas, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi

elektorstatik, jarak ikatan, interaksi residu asam amino, LDsg, Skin Sensitization,

Ames toxicity, dan Hepatotoxicity.

c. Variabel Kontrol

Variabel kontrol pada penelitian ini adalah aplikasi yang digunakan Chem

Bio Draw Ultra versi 19.0, Chem 3D Ultra versi 19.0, Discovery Studio

Visualizer, SwissADME, Autodock Vina, MGLTools, PyMol, pkCSM Online

Tool, Protox Online Tool, Microsoft Excel 2013 dan reseptor RNA-dependent

RNA polymerase (RdRp) dengan kode PDBIid:7BV2.

4.3.2 Definisi Operasional

a. Parameter Uji Fisikokimia

Parameter uji fisikokimia meliputi hukum 5 Lipinski yang terdiri atas :

Tabel 4.1 Parameter Uji Fisikokimia

oktanol/air

No. Parameter Keterangan Rentang
1. | Berat  Molekul | Berat setiap atom berdasarkan <500 Da
(BM) struktur kimianya dan tidak | (Lipisnki, 2004)
memperhitungkan kompleksitas,
ukuran, atau bentuk molekul | 130 — 725 g/mol
(Chagas, et al, 2018) (Chander et al.,
2017)
2. | LogP Nilai logaritma koefisein partisi <+b

(Lipisnki, 2004)

-2 sampai +6,5
(Chander et
al.,2017)
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3. | Hydrogen Bond | Ikatan hidorgen (H) akseptor. <10
Acceptors (HBA) (Lipisnki, 2004)
2-20
(Chander et al.,
2017)
4. | Hydrogen Bond | Ikatan hidorgen (H) donor. <5
Donor (HBD) (Lipisnki, 2004)
0-6
(Chander et al.,
2017)
5. | Torsion Ikatan antar atom yang dapat <10
berotasi (Chagas et al.,
2018)

b. Parameter Prediksi Toksisitas

Parameter prediksi toksisitas menggunakan pkCSM Online Tool meliputi :

Tabel 4.2 Parameter Prediksi Toksisitas

No. | Parameter Keterangan Kriteria

1. | LDso Dosis atau konsentrasi | e Kelas | (fatal jika tertelan):
dari suatu zat yang (LDso< 5 mg/kg)
diberikan secara
tunggal maupun | e Kelas Il (fatal jika tertelan):
beberapa kali dalam (5<LD50<50 mg/kg)
waktu 24 jam dan
diharapkan | e Kelas 111 (beracun jika
menyebabkan kematian tertelan):
50%  hewan  coba ( 50<LDso<300 mg/kg)
(Priyanto,2010).

e Kelas IV (berbahaya jika
tertelan): (300<LDso<2000

mg/kg)

e Kelas V (bisa berbahaya jika
tertelan):(2000<LDso<5000

mg/kg)

e Kelas VI (tidak beracun) :

(LDs50o>5000 mg/kg)

(El din et al., 2016)
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2.

Skin
Sensitization

Uji ini dilakukan untuk | Yes/No
mengetahui adanya reaksi
sensitivitas pada kulit
terhadap suatu zat (Wang
etal., 2017).

Ames toxicity

Uji ini dilakukan untuk | Yes/No
menilai adanya potensi
mutagenik suatu senyawa
dengan menggunakan
bakteri (Kesuma dkk,
2018).

Hepatotoxicity

Uji  dilakukan untuk | Yes/No
mengetahui apakah sel-
sel  hati  mengalami
kerusakan akibat suatu
senyawa Yyang bersifat
toksik  (Juliarta  dkk,
2018).

c. Parameter Molecular docking

Parameter molecular docking meliputi :

Tabel 4.3 Parameter Molecular docking

No. | Parameter Keterangan

1. | Ligan Molekul kecil yang berinteraksi dengan reseptor pada
tempat tertentu (binding site) kimiawi (Rye, et al, 2017).

2. | Reseptor Reseptor merupakan suatu molekul protein yang berada
didalam atau di permukaan sel target dan berfungsi untuk
menerima sinyal kimiawi (Rye, et al, 2017).

3. | Root Mean | RMSD (Root Mean Square Deviation) adalah parameter
Square validasi yang digunakan untuk mengukur dua pose struktur
Deviation dengan membandingkan posisi atom antara struktur
(RMSD) eksperimental dengan struktur yang didocking pada protein

(Lestari, 2015). Nilai RMSD yang baik < 2A (Sanyoto et
al., 2013).

4. | lkatan Ikatan yang terjadi karena adanya interaksi atom hidrogen

Hidrogen yang terikat secara kovalen dengan atom elektronegatif
seperti flour (F), nitrogen (N), oksigen (O) (Arwansyah
dkk, 2014).




Lanjutan Tabel 4.3

59

Interakasi hidrofobik merupakan interaksi yang bersifat
menghindari lingkungan cair dan cenderung berkelompok
di sebelah dalam struktur globular dari protein (Lins &
Brasseur 1995). Pembentukan ikatan hidrofobik
meminimalkan interaksi residu nonpolar dengan air
(Arwansyah dkk, 2014).

5. | Interaksi
Hidrofobik
6. | Interaksi

elektrostatik

Interaksi elektrostatik adalah interaksi antara atom yang
disebabkan perbedaan kepolaran (Sharp and Honis, 1990).

7. | Jarak antar

Jarak interaksi antara dua atom yang berikatan (Lodish et

ikatan al., 2000).

8. | Interaksi Interaksi ini digunakan untuk mengetahui adanya interaksi
residu asam | ligan dengan residu asam amino pada protein (reseptor)
amino (Arwansyah dkk, 2014). Residu asam amino merupakan

asam amino yang terdapat dalam suatu protein (Murray et
al., 2000).

9. | Nilai Nilai afinitas merupakan suatu parameter dalam docking

Afinitas untuk melihat kemampuan senyawa berikatan dengan

reseptor (protein) (Sheinerman et al., 2005).

4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat Penelitian

Penelitian ini menggunakan perangkat yang terdiri atas perangkat keras dan

perangkat lunak. Perangkat keras yang digunakan adalah satu set Laptop Asus

X55LAB dengan spesifikasi processor Intel(R) Core(TM) i3-4005U, RAM 4 GB,

dan hard disk 500 GB. Sedangkan perangkat lunak yang digunakan berupa sistem

operasi Windows 10 Pro, Chem Bio Draw Ultra versi 19.0, Chem 3D Ultra versi

19.0, Discovery Studio Visualizer, SwissADME, AutoDock Vina, MGLTools,

PyMol, pkCSM Online Tool, Protox Online Tool, dan Microsoft Excel 2013.
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4.4.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu reseptor RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) yang berasal dari SARS-CoV-2 dan senyawa limonoid pada
tanaman Azadirachta indica Juss. (Mimba) yaitu azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin.
Tabel 4.4 Struktur 3D Reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) dengan

PDBid : 7BV2

Kode Reseptor Struktur 3D Reseptor

RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) dengan
PDBId : 7BV2

Sumber : https://www.rcsb.org/structure/7BV2



https://www.rcsb.org/structure/7BV2

61

Tabel 4.5 Sturktur Ligan 2D dan 3D (Digambar dengan Chem Bio Draw Ultra

versi 19.0)

Ligan (Senyawa)

Struktur 2D

Struktur 3D

Azadirachtin

dimethyl
(1S,4S,5R,6S,7S,8R,11S,12R,14S,15R)-12-
acetyloxy-4,7-dihydroxy-6-
[(1S,2S,6S,8S,9R,11S)-2-hydroxy-11-
methyl-5,7,10-
trioxatetracyclo[6.3.1.026.0%**]dodec-3-en-9-
yl]-6-methyl-14-[(E)-2-methylbut-2-
enoyl]oxy-3,9-
dioxatetracyclo[6.6.1.0*°.0****]pentadecane-
4,11-dicarboxylate

Azadirone

[(5R,7R,8R,9R,10R,13S,17R)-17-(furan-3-
yl)-4,4,8,10,13-pentamethyl-3-0xo-
5,6,7,9,11,12,16,17-
octahydrocyclopenta[a]phenanthren-7-yl]
acetate

Azadiradione

[(5R,7R,8R,9R,10R,13S,17R)-17-(furan-3-
yl)-4,4,8,10,13-pentamethyl-3,16-dioxo-
6,7,9,11,12,17-hexahydro-5H-
cyclopenta[a]phenanthren-7-yl] acetate
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Lanjutan Tabel 4.5

Epoxyazadiradione
[(1S,2R,4S,6S,7S,10R,11R,16R,18R)-6-
(furan-3-yl)-1,7,11,15,15-pentamethyl-5,14-
dioxo-3-
oxapentacyclo[8.8.0.024.0%7.016]octadec-

12-en-18-yl] acetate

Gedunin
[(1S,2R,4S,7S,8S,11R,12R,17R,19R)-7-
(furan-3-yl)-1,8,12,16,16-pentamethyl-5,15-
dioxo-3,6-
dioxapentacyclo[9.8.0.0%4.0%8,0'2"nonadec-

13-en-19-yl] acetate

Deacetylgedunin

(1S,2R,4S,75,8S,11R,12R,17R,19R)-7-
(furan-3-yl)-19-hydroxy-1,8,12,16,16-
pentamethyl-3,6-
dioxapentacyclo[9.8.0.0%.0%8.0*>*"nonadec-
13-ene-5,15-dione




Tabel 4.6 Struktur 2D dan 3D Senyawa Pembanding (Digambar dengan Chem

Bio Draw Ultra versi 19.0)
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Ligan
(Senyawa
Pembanding)

Struktur 2D

Struktur 3D

Remdesivir
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45  Skema Kerja Penelitian dan Prosedur Kerja

45.1 Skema Kerja Penelitian

[ Studi in silico ]

|

Validasi reseptor
menggunakan Autodock Vina
dan PyMol

s N s A
Pengunduhan reseptor RdRp Penyiapan ligan
SARS-Cov-2 (PDBid:7BV2) (senyawa) Azadirachtin,

pada RSCB PDB Azadirone Azadiradione,

\ J Epoxyazadiradione, Gedunin

¢ dan Deacetylgedunin menggunakan
Chem Bio Draw Ultra versi 19.0
( A \ J
Pemisahan reseptor dari pelarut,
native ligand atau residu non
standar menggunakan
Discovery Studio
Visualizer , A \ , A \
\ J

Penentuan Sifat Fisikokimia
berdasarkan Hukum Lima Lipinski
(berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi
oktanol/air (Log P) , jumlah ikatan
antar atom yang dapat berotasi
(Torsion), Hydrogen Bond Acceptors

(HBA), Hydrogen Bond Donor

Prediksi Toksisitas (LDs, Skin
Sensitization, Ames toxicity, dan

Hepatotoxicity) menggunkan
pkCSM Online Tool dan
Protox Online Tool

(HBD) dengan SwissADME

Reseptor yang telah
divalidasi

v

enyiapan ligan (senyawa) 3D
dengan Chem Bio Draw
Ultra vers1 19.0

Penambatan reseptor-ligan dengan Autodock Vina

v

r

™

Analisis dan visulisasi hasil penambatan menggunakan

Discovery Studio Visualizer

v

Analisis Data secara Deskriptif ]

Gambar 4.1 Bagan Skema Kerja Penelitian
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45.2 Prosedur Kerja
4.5.2.1 Skrining Senyawa
Berikut adalah langkah yang dilakukan dalam skrining senyawa yaitu:

1. Digambar struktur molekul 2D senyawa azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin
menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra versi 19.0.

2. Disalin kode SMILES setiap senyawa kemudian dilakukan skrining
senyawa menggunakan aplikasi online SwissADME.

3. Diseleksi senyawa yang memenuhi Hukum Lima Lipinski.

4.5.2.2 Preparasi Ligan
Berikut adalah langkah yang dilakukan dalam preparasi ligan (senyawa)
yaitu :

1. Dikonversikan struktur molekul 2D senyawa azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin ke dalam
model struktur 3D dengan aplikasi Chem 3D Ultra versi 19.0 dengan cara
klik view, klik show chem 3D hotlink window, lalu klikk launch chem 3D.

2. Dilakukan minimalisasi energi sebanyak 3 kali pada setiap struktur senyawa
3D pada Chem 3D Ultra versi 19.0 dengan cara klik calculation, klik
MMF94, klik perform MMF94 minimization, klik run.

3. Disimpan struktur senyawa 3D dengan format .pdb file.

4. Dubah format file .pdb senyawa uji menjadi format .pdbqgt menggunakan

aplikasi MGLTools.
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4.5.2.3 Preparasi Protein
Berikut langkah yang dilakukan dalam preparasi protein yaitu:
1. Diunduh reseptor (protein) RdRp SARS-CoV-2 dengan kode PDBId : 7BV2

pada website RSCB PDB (https://www.rcsb.org/structure/7BV?2) dengan

format PDB.

2. Dipisahkan struktur protein dari pelarut, native ligan atau residu non standar
menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer , dengan langkah klik
file kemudian open, dicari folder tempat file reseptor yang akan dipisahkan,
maka akan muncul tampilan tiga dimensi struktur protein. Rantai molekul,
native ligan dan residu yang tidak diperlukan dihilangkan dengan langkah
klik , klik water/ligand/protein chains kemudian di klik remove. File
reseptor tersebut disimpan dalam format .pdb.

3. Dipisahkan native ligand dari struktur protein untuk validasi reseptor
menggunakan Discovery Studio Visualizer,dengan langkah Kklik file
kemudian open, dicari folder tempat file reseptor yang akan dipisahkan,
sehingga muncul tampilan tiga dimensi struktur protein. Protein (Asam
amino) dan pelarut yang tidak diperlukan dihilangkan dengan langkah klik
water /protein chains kemudian di klik remove. File native ligand tersebut
disimpan dalam format .pdb.

4. Dipreprasi protein yang sudah dihilangkan dari residu yang tidak
dibutuhkan serta native ligand pada MGLTools. Kemudian disimpan dalam

format .pdbqt


https://www.rcsb.org/structure/7BV2
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4.5.2.4 Penentuan Binding Site dan Grid Box

Berikut langkah yang dilakukan dalam tahapan ini yaitu:

1. Dibuka reseptor (protein) RdRp SARS-CoV-2 dengan kode PDBId : 7BV2
yang telah diunduh menggunkan aplikasi Discovery Studio Visualizer,
dengan langkah klik file kemudian open, dicari folder tempat file reseptor
yang akan dipisahkan, maka akan muncul tampilan tiga dimensi struktur
protein.

2. Ditentukan binding site reseptor dengan cara diklik define and edit binding
site kemudian klik from receptor cavities untuk melihat cavity dari suatu
reseptor. Selanjutnya klik from PDB site records untuk melihat binding site
berdasarkan website PDB. Setelah itu klik residu asam amino sesuai dengan
literatur kemudian klik from current selection. Selanjutnya klik native
ligand, klik from current selection. Kemudian pilih cavities dan binding site
yang masuk dalam residu asam amino dari literatur dan native ligand
kemudian klik kanan pilih Attributes untuk melihat binding site.

3. Dicatat hasil binding site reseptor dengan format .txt.

4. Dibuka aplikasi MGLTools kemudian dimasukkan file reseptor dan native
ligand kemudian klik grid selanjutnya center on ligand untuk menentukan
besar grid box yang diperlukan. File grid box disimpan dalam format .txt.

4.5.2.5 Validasi Reseptor

Berikut langkah yang dilakukan dalam validasi reseptor yaitu:

1. Dilakukan re-docking reseptor dengan native ligand untuk validasi reseptor

pada aplikasi Autodock Vina.
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2. Dibuka aplikasi CMD kemudian klik vina.exe dicari folder tempat file
reseptor yang telah dipreparasi dan native ligand. Kemudian copy alamat
folder file reseptor dan native ligand.

3. Dilakukan proses docking dengan cara ketik vina.exe - - config grid.txt - -

cpu 4 selanjutnya ditunggu hingga proses docking selesai.

4. Dilakukan pengulangan docking sebanyak 3 kali.

5. Dianalisa hasil docking dengan cara dihitung nilai RMSD antara native
ligand yang tidak didocking dan native ligand hasil re-docking
menggunakan PyMol.

4.5.2.6 Penambatan Ligan-Protein
Berikut langkah yang dilakukan dalam penambatan ligan-protein yaitu:

1. Dilakukan docking reseptor dengan ligan (struktur senyawa 3D yang telah
diskrining) menggunakan aplikasi Autdock Vina.

2. Dibuka aplikasi CMD kemudian klik vina.exe dicari folder tempat file
reseptor yang telah dipreparasi dan senyawa uji serta pembanding.
Kemudian copy alamat folder file reseptor dan senyawa uji serta
pembanding.

3. Dilakukan proses docking dengan cara ketik vina.exe - - config grid.txt
- - cpu 4 selanjutnya ditunggu hingga proses docking selesai.

4. Dilakukan pengulangan docking sebanyak 3 kali.

5. Disimpan senyawa hasil docking dengan format pdbqt.

4.5.2.7 Analisa dan Visulisasi
Hasil docking dapat dilihat pada output (berupa tabel) pada aplikasi

Autodock Vina. Hasil docking dilakukan dengan memilih ligan yang memiliki
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energi ikatan yang paling rendah, nilai ikatan dapat dilihat pada tabel ‘binding
affinity’. Kemudian divisualisasikan interaksi ligan-protein secara 2D dan 3D

dengan menggunakan Discovery Studio Visualizer.

4.5.2.8 Prediksi Toksisitas
Prediksi sifat toksisitas senyawa dengan digambar struktur molekul 2D

dengan program Chem Bio Draw Ultra versi 19.0. Kemudian senyawa sebagai

kandidat kuat bahan obat diubah dalam bentuk format SMILES, selanjutnya

senyawa diproses menggunakan pkCSM Online Tool dan Protox Online Tool

untuk memprediksi toksisitas senyawa berdasarkan LDso, Skin Sensititazion,

Hepatotoxicity, dan Ames Toxicity.
4.6  Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini dilakukan berdasarkan data hasil uji sifat

fisikokimia, docking molekular, dan prediksi toksisitas terhadap senyawa yang
berpotensi sebagai bahan obat. Pada uji sifat fisikokimia parameter uji berdasarkan
terpenuhinya hukum lima Lipinski yang meliputi berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi oktanol/air (Log P) , jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi
(Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donor (fHBD). Pada
prediksi toksisitas berdasarkan parameter LDso, Hepatotoxicity, Skin sensitization
dan Ames Toxicity. Sedangkan untuk analisis data hasil docking molekular hal
pertama yang dianalisa yaitu validasi antara reseptor dan native ligand dengan
target nilai RMSD < 2 A. Setelah validasi reseptor mencapai hasil yang sesuai
dilakukan analisis data pada senyawa uji dan pembanding remdesivir. Analisis data
dilakukan berdasarkan Nilai RMSD, nilai afinitas, ikatan hidrogen, interaksi

hidrofobik, interaksi elektrostatik, dan interaksi residu asam amino. Semua
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pengujian dilakukan replikasi sebanyak 3 kali. Hasil yang diperoleh disajikan dalam
bentuk tabel statistik. Analisa dilakukan secara deskriptif untuk mengetahui
perbedaan nilai afinitas dan interaksi residu asam amino senyawa uji dengan

senyawa pembanding.



BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN
Tumbuhan memiliki manfaat yang sangat banyak bagi kehidupan manusia.
Hal ini telah disebutkan dalam Al-Qur’an secara eksplisit agar umat manusia dapat
memanfaatkan tumbuhan — tumbuhan yang ada untuk hal kebaikan, salah satunya
sebagai bahan obat. Sesuai dengan Firman Allah SWT. dalam QS. Asy-Syu’ara’

ayat 7 yang berbunyi :

(V) €5 235 U8 e 69 G551 68 2391 1 s 351

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

Berdasarkan tafsir Ibnu Katsir dalam buku Abdul Ghoffur (2004)
menjelaskan bahwa Allah SWT. telah menciptakan bumi dan menumbuhkan
didalamnya tumbuh-tumbuhan yang baik berupa tanaman, buah-buahan yang
bermanfaat bagi manusia. Salah satu manfaat tumbuhan adalah sebagai obat untuk
berbagai macam penyakit. Banyak bagian tumbuhan yang dapat dimanfaatkan
sebagai obat yaitu daun, batang, akar, rimpang, bunga, buah dan bijinya. Hal ini
merupakan anugerah dari Allah SWT. yang harus dipelajari (Savitri, 2008).

Penelitian mengenai potensi antivirus senyawa limonoid pada tanaman
mimba (Azadirachta indica A. Juss.) dilakukan menggunakan metode komputasi
secara in silico. Metode in silico sering digunakan sebagai screening awal dalam
penemuan obat baru (Hardjono,2013). Ruang lingkup metode in silico yang
digunakan adalah studi docking. Pemilihan studi docking didasarkan pada peran

molecular docking yakni bertujuan mengetahui ikatan antara ligan dengan reseptor.
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Metode ini dapat berperan penting dalam keberhasilan desain obat secara struktural.
Selain itu metode ini memiliki kelebihan dapat mengehamat biaya dan waktu
pencarian obat baru (Huang and Zou, 2007, Irwin et al., 2009).

Pada penelitian ini digunakan senyawa limonoid yaitu azadirachtin,
azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin.
Senyawa tersebut banyak ditemukan dibagian daun, biji dan batang tanaman mimba
(Rochyhoudhury, 2016). Penelitian mengenai senyawa limonoid pada mimba
mengungkapkan potensinya sebagai antivirus dengan menghambat replikasi dari
virus (Chawla et al., 2011). Untuk mengetahui apakah senyawa limonoid pada
tanaman mimba berpotensi sebagai antivirus SARS-CoV-2 metode pendekatan
secara in silico yang dilakukan meliputi pengujian sifat fisikokimia, toksisitas serta
prediksi aktivitas anatra ligand dengan reseptor secara molecular docking.

5.1  Preparasi Sampel In Silico

Preparasi sampel yang digunakan dalam proses in silico merupakan tahapan
yang penting untuk mendapatkan hasil yang optimal (Lionta et al., 2014). Menurut
Sliwoski et al. (2014) tahap preparasi sampel in silico meliputi preparasi terhadap
ligan dan reseptor (protein target) yang digunakan dalam penelitian. Sampel yang
dipreprasi dalam penelitian ini adalah reseptor (protein target) RdARp SARS CoV-2
dengan kode PDBId : 7BV2 dan senyawa yang diuji yaitu azadirachtin, azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin.

5.1.1 Pengunduhan Reseptor RdRp SARS-CoV-2

Tahapan awal yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu pengunduhan

reseptor RdRp SARS-CoV-2 sebagai protein target. Pengunduhan reseptor

dilakukan melalui database Protein Data Bank (PDB; http://www.rscb.org.pd)



http://www.rscb.org.pd/
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dengan format .pdb. Reseptor yang diunduh merupakan suatu makromolekul
dengan identitas (PDBid) 7BV2. Struktur ini memiliki tiga jenis subunit yang
berbeda (hetero-3-mer) dengan native ligand yang merupakan hasil dari mikroskop
elektron. Kondisi dan kualitas dari struktur RdRp SARS-CoV-2 yang diunduh
tercantum dalam Tabel 5.1

Tabel 5.1 Struktur RARP SARS-CoV-2 yang diunduh dari Protein Data Bank

No. Identitas Jumlah Ligan yang Terkait Resolusi
Sub Unit (A)
1. 7BV2 3 [(2~{R}.3~{S},4~{R}.5~{R})-5- 2.50

(4-azanylpyrrolo[2,1-
f][1,2,4]triazin-7-yl)-5-cyano-
3,4-bis(oxidanyl)oxolan-2-
ylJmethyl dihydrogen phosphate.

Struktur RdRp SARS-CoV-2 yang tersedia dalam Protein Data Bank
merupakan struktur makromolekul yang terikat dengan native ligand. Struktur
tersebut terdiri dari tiga rantai (sub unit) yaitu nsp 7, nsp 8 dan nsp 12. Rantai A
pada struktur 7BV2 merupakan nsp 12 atau yang disebut juga RdRp sedangkan
rantai B (nsp 8) dan rantai C (nsp7) (Yin et al., 2020).

5.1.2 Preparasi Reseptor RARp SARS-CoV-2

Tahap dalam awal dalam preparasi reseptor meliputi pemisahan rantai
makromolekul untuk target penambatan. Dari pengunduhan reseptor RdIRp SARS-
CoV-2 dengan identitas 7BV2 pada Protein Data Bank didapatkan struktur
makromolekul berupa protein yang terikat dengan ligan, pelarut serta residu non-
standar. Selanjutnya, dilakukan tahapan pemisahan struktur dengan ligan, pelarut
serta residu non-standar menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer. Hasil
dari pemisahan ini didapatkan struktur reseptor yang siap untuk dilakukan optimasi

makromolekul. Struktur ini disimpan dalam format .pdb.
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Pada pengunduhan reseptor dengan identitas 7BV2 melalui Protein Data
Bank, strukturnya berada dalam bentuk satu kesatuan dengan native ligand,
molekul air maupun residu non-standar lainnya yang merupakan bentuk sisa hasil
pengkristalan protein sebelumnya. Residu — residu nonstandar tersebut harus
dihilangkan agar tidak menganggu proses penambatan. Residu non standar yang
dihilangkan merupakan nsp 7 dan nsp 8, residu tersebut dalam hal ini merupakan
suatu kesatuan yang kompleks dengan RdRp (nsp 12). Native ligand pada reseptor
juga perlu untuk dihilangkan karena ligan tersebut terikat pada sisi aktif reseptor
sehingga dapat menghalangi ligan lain untuk berikatan. Sedangkan adanya molekul
air juga akan mempengaruhi hasil penambatan sehingga perlu dihilangkan (Lionta
et al., 2014, Yin et al., 2020). Struktur yang telah dipisahkan tersebut disimpan
dalam format .pdb.

Langkah selanjutnya setelah pemisahan rantai makromolekul adalah tahap
optimasi struktur makromolekul. Pada tahap ini digunakan aplikasi MGL Tools.
Adapun tahap optimasi yang dilakukan adalah dilakukan kembali penghilangan
molekul air dan penambahan atom hidrogen. Penghilangan molekul air bertujuan
agar air tidak berinteraksi dengan senyawa yang akan ditambatkan dengan reseptor
(Lemmon and Jens, 2013). Sedangkan penambahan atom hidrogen perlu dilakukan
karena keberadaan hidrogen mempengaruhi hasil penambatan dengan terbentuknya
ikatan hidrogen. Setelah itu, ditambahkan Kollman charges untuk menambahkan
muatan pada residu asam amino Yyaitu energi potensial elektrostatik. Selanjutnya
reseptor ditambahkan muatan gasteiger yang bertujuan untuk menyesuaikan
dengan lingkungan penambatan molekul (Huey et al., 2016, Kolina dkk., 2018).

Struktur tersebut kemudian disimpan dalam format .pdbqt.
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Gambar 5.1 Hasil Preparasi Reseptor 7BV2 Menggunakan Aplikasi Discovery
Studio Visualizer
5.1.3 Penentuan Binding Site dan Grid Box
Studi docking umumnya dimulai dengan penentuan binding site atau area
pengikatan, hal ini dikarenakan secara umum protein memiliki wilayah pengikatan
yang terbatas. Ukuran (grid box) dan tempat pengikatan protein dapat
divisualisasikan dalam aplikasi docking dan dapat disesuaikan secara interaktif.
Secara opsional, residu dalam area pengikatan bersifat fleksibel selama proses
docking (Seeliger and Bert, 2010).
Pada penentuan binding site dan grid box menggunakan aplikasi Discovery
Studio Visualizer dan MGL Tools. Pada aplikasi Discovery Studio Visualizer dapat
ditentukan tempat pengikatan berdasarkan data struktur yang diperoleh dari Protein
Data Bank, aplikasi Discovery Studio Visualizer dan berdasarkan jurnal penelitian
sebelumnya. Menurut Koulgi et al (2020) dan Dahab et al (2020) diketahui bahwa
residu asam amino Lys545, Arg553, Asp623, Asn691, Ser682 dan Leu759
membentuk interaksi antara protein dengan remdesivir. Penentuan binding site
berdasarkan reseptor 7BV2 ditinjau berdasarkan residu asam amino yang terletak
disekitar native ligand reseptor, dimana posisi native ligand disinyalir sebagai sisi

aktif dari reseptor (Yin et al., 2020). Berdasarkan hal tersebut ditemukan binding
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site yang sesuai kemudian didapatkan ukuran center x = 91.776, y = 91.56 dan
z = 104.863. Tahap selanjutnya penentuan grid box menggunakan aplikasi MGL
Tools. Penentuan grid box bertujuan untuk menentukan ukuran area yang akan
didocking dengan senyawa tertentu (Seeliger and Bert, 2010). Berdasarkan hasil
MGL Tools didapatkan ukuran grid box sebesar x=8 A, y=8 A, dan z= 10 A dengan
spacing sebesar 1 A. Hasil penentuan binding site dan grid box tersebut kemudian

disimpan dalam format .txt sebagai data yang digunakan dalam proses docking.
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Gambar 5.2 Daerah Binding Site Reseptor 7BV2 Menggunakan Discovery Studio
Visualizer

5.1.4 Preparasi Senyawa Uji
5.1.4.1 Pembuatan Struktur Senyawa 2D, 3D dan Kode SMILES

Struktur senyawa 2D dan 3D dibuat menggunakan aplikasi ChemDraw.
ChemDraw merupakan aplikasi dari ChemOffice yang berguna dalam menggambar
struktur molekul kimia. Kelebihan aplikasi ini adalah penggunaannya yang mudah
dan tidak membutuhkan keahlian komputasi khusus (Yuanita dkk., 2018). Struktur
senyawa yang akan diuji sebelumnya digambar menggunakan aplikasi ChemDraw

2D versi 19.0. Adapun struktur senyawa yang digambar meliputi senyawa
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azadirachtin, azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan
deacetylgedunin. Selain itu digambar juga struktur senyawa pembanding yang
digunakan yakni remdesivir. Setelah senyawa — senyawa tersebut digambar
kemudian divisualisasikan dalam bentuk 3D menggunakan aplikasi ChemDraw 3D

versi 19.0. Berikut adalah tabel gambar senyawa uji secara 3D :

Tabel 5.2 Gambar Struktur Senyawa Uji dan Pembanding Secara 3D

Nama Senyawa Struktur 3D

Azadirachtin
(dimethyl(1S,4S,5R,6S,7S,8R,11S,12R,14S,15R)-
12-acetyloxy-4,7-dihydroxy-6
[(1S,2S,6S,8S,9R,11S)-2-hydroxy-11-methyl-
5,7,10-trioxatetracyclo [6.3.1.026.0%]dodec-3-
en-9-yl]-6-methyl-14-[(E)-2-methylbut-2-
enoyl]oxy3,9dioxatetracyclo[6.6.1.0%5.011:15]
pentadecane-4,11-dicarboxylate)

Azadirone
([(5R,7R,8R9R,10R,13S,17R)-17-(furan-3-
yl)-4,4,8,10,13-pentamethyl-3-oxo-
5,6,7,9,11,12,16,17 octahydrocyclopenta
[a]phenanthren-7-yl] acetate)




Lanjutan Tabel 5.2

Azadiradione
([(5R,7R,8R,9R,10R,13S,17R)-17-(furan-
3-yD-4,4,8,10,13-pentamethyl-3,16-
dioxo-6,7,9,11,12,17-hexahydro-5H-

cyclopenta[a]phenanthren-7-yl] acetate)

Epoxyazadiradione
([(1S,2R,4S,6S,7S,10R,11R, 16R, 18R)-6-
(furan-3-yl)-1,7,11,15,15-pentamethyl-
5,14-dioxo-3-oxapentacyclo
[8.8.0.024.027,011.16]
octadec-12-en-18-yl] acetate)

Gedunin
[(1S,2R,4S,7S,8S,11R,12R,17R,19R)-
7-(furan-3-yl)-1,8,12,16,16-
pentamethyl-5,15-dioxo-3,6-
dioxapentacyclo[9.8.0.024.028,01217]

nonadec-13-en-19-yl] acetate)
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Lanjutan Tabel 5.2

Deacetylgedunin
(1S,2R,4S,7S,85,11R,12R,17R,19R)-7-
(furan-3-yl)-19-hydroxy-1,8,12,16,16-
pentamethyl-3,6-dioxapentacyclo
[9.8.0.024.028,01217]

nonadec-13-ene-5,15-dione)

Remdesivir

(2-ethylbutyl (25)-2-[[[(2R,35,4R,5R)-5-
(4-aminopyrrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-
yl)-5-cyano-3,4-dihydroxyoxolan-2-
yllmethoxy-phenoxyphosphoryl]

amino]propanoate)

Berdasarkan tabel 5.2 diketahui bahwa baik senyawa uji termasuk dalam
kelompok ligan polidentat. Diketahui bahwa ligan dikelompokkan berdasarkan
jumlah dari atom penyumbangnya (donor atom) dan ligan polidentat dapat
menyumbang lebih dari dua atom (Fajri, 2017). Pada struktur senyawa uji terdapat
lenih dari dua atom donor dimana atom yang berperan sebagai donor ialah atom
oksigen (O). Tahap selanjutnya setelah membuat struktur 2D dan 3D adalah
pengunduhan kode SMILES masing — maisng senyawa uji yang diambil dari
aplikasi ChemDraw serta senyawa pembanding yakni remdesivir. Kode Simplified
Molecular Input Line Entry System (SMILES) adalah suatu cara untuk membaca
kode ikatan kimia. Hal ini bertujuan untuk melakukan pengenalan senyawa dan
mengetahui informasi kimia secara komputasi. Senyawa memiliki susunan yang
sulit diproses pada komputer, sehingga diciptakan kode SMILES yang merupakan
suatu kode ikatan kimia modern yang dikonversi menjadi sebuah baris sehingga

memudahkan proses klasifikasi pada sistem (Alfiyanti dkk., 2019). Pada pengujian
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ini kode SMILES setiap senyawa digunakan untuk melakukan uji sifat fisikokimia
dan toksisitas. Berikut adalah tabel 5.3 yang berisi kode SMILES setiap senyawa
uji dan pembanding.

Tabel 5.3 Kode SMILES Senyawa Uji dan Pembanding

Nama Senyawa Kode SMILES
Azadirachtin O=C([C@@]1(0)OC[CR@]2([C@@]34[H][C@@H](O
C(/C(C)=CIC)=0O)C[C@@H](OC(C)=0O)[C@@]4(C(OC)
=0)Co[C@@]3([H])[C@@H](0)[C@@](C)([C@@]56
[C@@]7([H)OIC@]8([H])OC=C[C@]8(O)[C@@](C7)
(IHDIC@]5(C)06)[C@]12[H])OC
Azadirone CC(O[C@@H]IC[C@@]2([H])C(C)(C)C(C=C[C@]2(C)
[C@@]3([H])CC[C@@]4(C)[C@H](C5=COC=C5)CC=
C4[C@]13C)=0)=0
Azadiradione CC(O[C@@H]([C@@]1(C)C2=C3)C[C@@]4([H])C(C)
(C)C(C=C[C@J4(C)[C@@]L([H])CC[CR@]2(C)[C@H]
(C5=COC=C5)C3=0)=0)=0
Epoxyazadiradione | CC(O[C@@H]([C@@]1(C)[C@@]230[C@]2([H])C([C
@@H](C4=COC=C4)[C@]3(C)CC[C@]L([HDIC@®@]5
(C)C=C6)=0)C[C@@]5([H])C(C)(C)C6=0)=0
Gedunin CC(O[Cee@H]([Ce@]1(C)[Ce@]230[C@]2([H)C(C
[C@@H](C4=COoC=C4)[C@]3(C)CC[C@]i([H])[C@@]
5(C)C=C6)=0)C[C@@]5([H])C(C)(C)C6=0)=0
Deacetylgedunin O=C(O[C@@H](C1=COC=C1)[C@]2(C)CC[C@]3([H])
[C@@]4(C)C=C5)[C@@]6([H])O[C@@]26[C@]3(C)[C
@H](O)C[C@@]4([H])C(C)(C)C5=0
Remdesivir C[C@H](NP(OC1=CC=CC=C1)(OC[C@H]20[C@@](C
#N)(C3=CC=C4C(N)=NC=NN43)[C@H](0)[C@@H]2
0)=0)C(OCC(CC)CC)=0

5.1.4.2 Optimasi Senyawa Uji
Optimasi senyawa uji merupakan tahap akhir dalam proses preparasi
senyawa. Tahap ini bertujuan untuk menemukan konformasi yang paling sesuai

dengan energi minimal suatu molekul untuk berikatan dengan molekul lainnya,



81

sehingga menstabilkan susunan ikatan selama penambatan molekul (Kolina dkk.,
2018, Hanif dkk., 2020). Aplikasi yang digunakan untuk optimasi senyawa uji dan
pembanding adalah ChemDraw 3D versi 19.0. Struktur senyawa 3D yang
sebelumnya telah dibuat dilakukan optimasi dengan metode MMFF94. Metode
MMFF94 merupakan suatu metode untuk minimalisasi energi berdasarkan medan
gaya (force field). Penggunan metode ini mampu membantu meningkatkan
ketepatan dan performa hasil penambatan molekular (Hanif dkk., 2020). Optimasi
senyawa Yyang diuji dilakukan sebanyak 3 kali untuk mendapatkan hasil energi
minimal senyawa yang valid. Senyawa yang telah dioptimasi tersebut kemudian
disimpan dalam format .pdb. Selanjutnya senyawa tersebut dikoversi menjadi
format .pdbgt menggunakan aplikasi MGL Tools. Berikut adalah gambar dan tabel

energi minimalisasi senyawa uji dan pembanding :

SEBELUM ‘ SETELAH




SETELAH

SEBELUM

SETELAH
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Gambar 5.3 Optimasi Senyawa a) Azdirachtin b) Azadirone c¢) Azadiradione

d) Epoxyazadiradione e) Gedunin f) Deacetylgedunin g) Remdesivir

ChemDraw 3D
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Tabel 5.4 Hasil Energi Minimalisasi Senyawa Uji dan Pembanding

Energi Minimalisasi (kcal/mol)
Senyawa Replikasi 1 | Replikasi 2 | Replikasi 3 Rata — Rata
Azadirachtin 241,603 241,602 241,602 241,602
Azadirone 734,326 734,325 734,319 734,323
Azadiradione 741,147 741,146 741,146 741,147
Epoxyazadiradione | 153,384 153,383 153,383 153,383
Gedunin 132,930 132,929 132,929 132,929
Deacetylgedunin 150,698 150,694 150,694 150,695
Remdesivir -1,939 -1,945 -1,947 -1,944
Keterangan
Nama IUPAC Senyawa :
1.Azadirachtin :dimethyl(1S,4S,5R,65,75,8R,11S,12R, 143, 15R)-12-acetyloxy-4,7-dihydroxy-6

[(1S,2S,6S,8S,9R,11S)-2-hydroxy-11-methyl-5,7,10-trioxatetracyclo
[6.3.1.0%6.0%*]dodec-3-en-9-yl]-6-methyl-14-[(E)-2-methylbut-2-
enoyl]oxy3,9dioxatetracyclo[6.6.1.01°.0'*!%|pentadecane-4,11-dicarboxylate)

2. Azadirone : ([(5R,7R,8R,9R, 10R,13S,17R)-17-(furan-3-yl)-4,4,8,10,13-pentamethyl-3-0xo-
5,6,7,9,11,12,16,17 octahydrocyclopenta [a]phenanthren-7-yl] acetate)

3. Azadiradione ([(5R,7R,8R,9R,10R,13S,17R)-17-(furan-3-yl)-4,4,8,10,13-pentamethyl-3,16-dioxo-
6,7,9,11,12,17-hexahydro-5H-cyclopenta[a]phenanthren-7-yl] acetate)

4. Epoxyazadiradione : ([(1S,2R,45,6S,7S,10R,11R,16R,18R)-6-(furan-3-yl)-1,7,11,15,15-pentamethyl-5,14-
dioxo-3-oxapentacyclo [8.8.0.0%4.027,016] octadec-12-en-18-yl] acetate)

5. Gedunin :[(1S,2R,4S,7S,85,11R,12R,17R,19R)-7-(furan-3-yl)-1,8,12,16,16-pentamethyl-5,15-
dioxo-3,6-dioxapentacyclo[9.8.0.0%4.028,0'21"nonadec-13-en-19-yl] acetate)

6. Deacetylgedunin : (1S,2R,4S,7S,8S,11R,12R,17R,19R)-7-(furan-3-yl)-19-hydroxy-1,8,12,16,16-

pentamethyl-3,6-dioxapentacyclo [9.8.0.024.0%8,0'2%"] nonadec-13-ene-5,15-dione)

7. Remdesivir : (2-ethylbutyl (2S)-2-[[[(2R,3S,4R,5R)-5-(4-aminopyrrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-7-yl)-5-
cyano-3,4-dihydroxyoxolan-2-ylJmethoxy-phenoxyphosphorylJamino]propanoate)

Berdasarkan tabel 5.4 diperoleh nilai energi minimalisasi yang berbeda
pada setiap senyawa. Hal ini dipengaruhi oleh jarak, sudut dan sudut torsi dari
masing — masing senyawa. Hasil optimasi merupakan suatu nilau mutlak , dimana
tanda negatif menunjukkan bahwa elektron terikat dalam atom karena tarikan pada

intinya (Siregar, 2018).
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5.2 Prediksi Sifat Fisikokimia

Sifat fisikokimia suatu senyawa berkaitan dengan absorpsi obat yang dapat
diterima dan permeabilitasnya. Hal ini merupakan langkah awal dalam
bioavailabilitas obat oral (Lipinski, 2004). Prediksi sifat fisikokimia yang dilakukan
pada penelitian ini menggunakan aplikasi SwissADME dengan metode hukum lima
Lipinski. Parameter hukum lima Lipinski meliputi Log P, Berat Molekul, jumlah
ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion), Ikatan Hidrogen Aseptor dan
Ikatan Hidrogen Donor. Untuk memprediksi sifat fisikokimia senyawa uji
dilakukan dengan memasukkan kode SMILES pada aplikasi SwissADME. Hasil
prediksi sifat fisikokimia senyawa uji ditunjukkan pada tabel 5.5 berikut.

Tabel 5.5 Hasil Prediksi Sifat Fisikokimia Senyawa Uji dan Pembanding

Parameter Kesesuaian
Ikatan Ikatan
Senyawa BM Lsg Hidrogen | Hidrogen B@rtgtrz i
(g/mol) Donor Aseptor
Azadirachtin | 720.710 | -0.47 3 16 10 Tidak
(2 Penyimpangan)

Azadirone | 436.580 | 4.19 0 4 3 Ya (Tidak ada

penyimpangan)
Azadiradione | 450570 | 3.28 0 5 3 Ya ( Tidak ada

penyimpangan)
Epoxy Ya ( Tidak ada
azadiradione 466.570 | 2.54 0 6 3 penyimpangan)
Gedunin 482,570 | 2.56 0 7 3 Ya ( Tidak ada

penyimpangan)
Deacetyl Ya ( Tidak ada
gedunin 440.530 | 2.23 1 6 1 penyimpangan)

e Tidak
Remdesivir 602.580 | 0.18 4 12 14 .
(3 Penyimpangan)

Keterangan:

BM (Berat Molekul) <500 g/mol
Log P (Koefisien Partisi) <5
Ikatan Hidrogen Donor <5
Ikatan Hidrogen Aseptor <10
Atom yang dapat berotasi <10
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Menurut Lipisnki (2004) hukum lima Lipinski mendefinsikan empat
rentang parameter fisikokimia meliputi berat molekul suatu senyawa < 500 g/mol,
yang dinyatakan dengan jumlah gugus O-H dan Ikatan Hidrogen Donor N-H <5,
Ikatan Hidrogen Aseptor yang dinyatakan dengan jumlah atom O dan N < 10, dan
nilai logaritma koefisien partisi oktanol/ air (Log P) < 5. Parameter tersebut sesuai
dengan 90 % obat oral yang telah mencapai fase klinis Il. Menurut Chagas et al
(2018) dalam penelitian lebih lanjut ditambahkan parameter berupa nilai torsion
dan senyawa yang dikatakan baik apabila tidak memilki lebih dari 10 ikatan
hidrogen yang berotasi (torsion).

Penelitian mengenai sifat fisikokimia suatu senyawa yang berpotensi
sebagai obat berdasarkan hukum lima Lipinski dilakukan untuk mengetahui
karakterisktik senyawa berupa berat molekul, Log P, Ikatan Hidrogen Donor, Ikatan
Hidrogen Aseptor dan Torsion. Berat molekul berpengaruh pada kemampuan suatu
senyawa untuk melewati membran sel secara difusi pasif, apabila senyawa memiliki
berat molekul (BM) lebih dari 500 g/mol maka kemampuan senyawa untuk
berdifusi menembus membran sel semakin sulit. Pada paramater Log P
menggambarkan mengenai kemampuan senyawa untuk dapat larut dalam
oktanol/air (membran biologis). Apabila nilai Log P semakin tinggi maka senyawa
tersebut semakin hidrofobik. Senyawa yang bersifat terlalu hidrofobik cenderung
memiliki nilai toksisitas yang tinggi dikarenakan tertahan lebih lama pada lipid
bilayer dan terdistribusi luas di dalam tubuh sehingga selektifitas ikatan pada target
berkurang. Namun apabila nilai Log P suatu senyawa semakin negatif maka
senyawa tersbut sulit melewati lipid bilayer. Senyawa limonoid termasuk dalam

senyawa semipolar kecuali azadirachtin yang bersifat polar. Sifat semipolar
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senyawa limonoid (azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan
deacetylgedunin) disebabkan karena mengandung cincin karbon aromatik yang
bersfat hidrofilik dan gugus karbonil yang bersifat polar. Hal ini membuat senyawa
limonoid (azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan
deacetylgedunin) memiliki nilai log P yang lebih besar daripada azadirachtin.
Ikatan hidrogen donor dan ikatan hidrogen aseptor merupakan parameter yang
digunakan untuk mendeskripsikan kapasitas ikatan hidrogen suatu senyawa yang
dibutuhkan dalam proses absorpsi, sehingga apabila jumlah ikatan hidrogen
donor>10 dan akseptor > 5, maka energi yang dibutuhkan dalam proses absorpsi
semakin tinggi. Ikatan hidrogen dapat mempengaruhi sifat kimia-fisika senyawa
seperti titik didih, titik lebur, kelarutan dalam air, kemampuan dalam pembentukkan
kelat dan keasaman. Secara umum adanya hukum lima lipinski digunakan untuk
menggambarkan solubilitas senyawa dalam menembus sel oleh difusi pasif
(Patrick, 2001, Lipinski, 2004, Widianti, 2013, Syahputra dkk., 2014). Sedangkan
parameter torsion berkaitan dengan fleksibilitas dan permeabilitas obat. Menurut
Chagas et al (2018) dilaporkan bahwa obat IV biasanya memiliki BM lebih tinggi
daripada obat oral dan nilai log P rendah, yang menunjukkan bahwa struktur ini
lebih cenderung memiliki jumlah ikatan yang dapat berotasi (torsion) lebih tinggi.
Hal ini menyebabkan molekul obat menjadi jauh lebih flesibel secara struktural.
Berdasarkan tabel 5.4 diatas diketahui bahwa senyawa azadirone,
azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin memenuhi semua
paramter hukum lima Lipinski tanpa ada satu penyimpangan dalam setiap
parameternya. Dari hasil prediksi tersebut dapat diprediksi bahwa senyawa

azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin mudah
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untuk diabsorbsi serta memiliki permeabilitas yang baik. Sedangkan senyawa
azadirachtin tidak memenuhi hukum lima Lipinski karena memiliki berat molekul
lebih dari 500 g/mol dan hidrogen aseptor lebih dari 10. Senyawa pembanding yang
digunakan yakni remdesivir juga tidak memenuhi hukum lima Lipinski karena
memiliki 3 penyimpangan yaitu berat molekul lebih dari 500 g/mol, Hidrogen
Aseptor lebih dari 10 dan tosion lebih dari 10. Menurut Lipinski (2004) jika
senyawa gagal memenuhi hukum lima Lipinski maka kemungkinan besar terdapat
masalah terkait absorpsi obat secara oral. Namun, suatu senyawa yang memenuhi
hukum lima Lipinski tidak menjamin memiliki aktivitas yang baik karena hukum
ini tidak berkaitan dengan struktur kimia tertentu yang terdapat dalam suatu
senyawa. Namun berdasarkan pernyataan dari Chander et al (2017) dikemukakan
bahwa 95% obat yang telah disetujui secara klinis sifat fisikokimia dengan kisaran
senagai berikut : Berat Molekul (130 sampai 725 g/mol), Ikatan Hidrogen Donor (0
sampai 6), Ikatan Hidrogen Aseptor (2 sampai 20), Log P (-2 sampai 6.5), dan Atom
yang dapat berotasi (0—15). Berdasarkan pernyataan dari Chander et al (2017) maka
senyawa azadirachtin masih memenuhi syarat apabila akan digunakan sebagai
senyawa obat baru dengan cara meningkatkan permeabilitasnya.Sedangkan
senyawa pembanding remdesivir telah terbukti digunakan sebagai obat secara klinis
dalam bentuk sediaan injeksi walaupun tidak memenuhi hukum 5 Lipinski.
Berdasarkan hasil hukum lima Lipinski dapat diperoleh pula prediksi
interaksi ikatan antara senyawa uji (ligan) dengan reseptor. Diketahui bahwa
interaksi antara ligan dengan reseptor dipengaruhi oleh ikatan yang terbentuk.
Senyawa limonoid termasuk dalam senyawa semipolar kecuali azadirachtin yang

bersifat polar. Sifat semipolar senyawa limonoid (azadirone, azadiradione,
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epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin). Hal ini membuat senyawa
limonoid memiliki nilai log P yang cukup besar.
5.3  Penambatan Ligan — Reseptor

Skrining virtual saat ini telah menjadi teknologi standar dalam penemuan
kandidat senyawa obat modern. Salah satu skrining virtual yang umum digunakan
adalah penambatan ligan dengan reseptor melalui molecular docking (Seeliger and
Bert, 2010). Molecular docking atau penambatan molekuler bertujuan untuk
membantu memberikan gambaran interaksi antara obat (senyawa) dengan reseptor
target (Setiawan dan Mohammad, 2017).

Prinsip dari molecular docking adalah adanya interaksi (ikatan) antara
makromolekul (protein) dengan ligan ikatan tersebut terjadi secara lock and key.
Pada saat docking dipertimbangkan kestabilan konformasi antara makromolekuk
dan ligan yang terbentuk. Secara umum docking dapat dilakukan dengan metode
rigid docking dan fleksibel docking. Metode docking yang dilakukan pada
penelitian ini adalah fleksibel docking, hal ini dikarenakan penggunaan metode
rigid docking menyebabkan ligan mengalami rotasi yang terbatas. Docking secara
fleksibel merupakan metode yang umum dilakukan karena ikatan kompleks dan
fleksibilitas konformasi antara ligan dan protein menjadi parameter utama dalam
penilaian afinitas docking (Sousa et al., 2006).

Molecular docking dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak
Autodock Vina. Pemilihan perangkat lunak Autodock Vina didasarkan pada
kemampuannya yang lebih baik dibandingkan Autodock 4. Kelebihan program ini
adalah memiliki kecepatan dan keakuratan yang lebih baik dibandingkan dengan

program yang dikembangkan sebelumnya yaitu Autodock 4 sehingga
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memperpendek waktu running saat docking (Trott and Olson, 2010). Program
Autodock Vina dijalankan menggunakan sistem command prompt yakni suatu
sistem yang dapat dijalankan dengan menginput kode tertentu dalam bentuk teks.
Parameter docking dalam AutoDock Vina adalah sebuah scoring function yaitu
sebuah metode penilaian kualitas pengikatan ligan pada reseptor yang didasarkan

pada fungsi perhitungan energi ikatan antara ligan dan reseptor (Widodo dkk.,

= dows\System32\cmd.exe - vina

2018).

tion

Gamar 5.4 Proses Docking dengan Program AutoDock Vina

5.3.1 Validasi Metode Docking

Posisi dan orientasi ligan yang diperoleh setelah studi docking molekuler
menunjukkan adanya pola pengikatan ligan dengan reseptor yang mungkin
merupakan suatu inhibitor. Untuk mengetahui posisi dan metode docking yang
sesuai maka perlu adanya validasi metode docking. Validasi metode docking
dilakukan dengan dengan melakukan redocking reseptor (makromolekul) dengan
native ligand (Shah et al., 2019). Reseptor yang digunakan pada penelitian ini
merupakan jenis reseptor RdRp dengan kode PDBIid : 7BV2. Pada struktur reseptor
ini didapatkan native ligand dengan nama F86 atau dengan nama kimia
[(2~{R},3~{S},4~{R},5~{R})-5-(4-azanylpyrrolo[2,1-f][1,2,4] triazin-7-yl)-5-

cyano-3,4-bis(oxidanyl)oxolan-2-ylJmethyl dihydrogen phosphate.
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Parameter yang digunakan dalam proses validasi reseptor adalah Root Mean
Square Deviation (RMSD). Parameter ini mengukur kesamaan pose antara ligan
asli (native ligand) dari struktur kristal protein yang diunduh (reseptor) dengan pose
ligan hasil redocking. Suatu metode docking dikatakan valid apabila memiliki nilai
RMSD kurang dari 2 A yang berarti bahwa metode docking yang digunakan dapat
digunakan untuk senyawa uji (Sari dkk., 2020). Tujuan dilakukan analisis RMSD
ialah untuk menggambarkan seberapa jauh keadaan kompleks protein — ligan
berubah tiap waktunya sampai akhir simulasi serta memastikan stabilitas struktur
kompleks protein — ligan (Muttaqgin, dkk., 2019).

Proses validasi dilakukan dengan cara meredocking native ligand dan
reseptor 7BV2 menggunakan aplikasi Autodock Vina dan dilakukan replikasi
sebanyak 3 kali. Selanjutnya, untuk mengetahui nilai RMSD hasil redocking
dianalisis dan divisualisasikan menggunakan aplikasi PyMol. Hasil rata — rata
validasi pada reseptor RdRp SARS-CoV-2 (7BV2) menunjukkan nilai RMSD
sebesar 1,213 A. Hal ini menunjukkan bahwa metode docking yang digunakan
memenuhi kriteria RMSD yang baik karena kurang dari 2 A. Sehingga metode
docking ini dapat digunakan untuk docking senyawa uji. Berikut adalah tabel 5.6
yang menyajikan hasil validasi metode docking.

Tabel 5.6 Hasil Nilai RMSD Redocking Native Ligand dan Reseptor 7BV2

_ Nilai RMSD (A)
Nama Grid
Senyawa Reseptor Center Box | Ny n Rata-
A Rata
[2~{R}.3~{S}4~{R}.5~ | RNA X :91.776 X:8 | 1236 | 1.201 | 1.203 | 1.213
{R})-5-(4- dependent

azanylpyrrolo[2,1- ) .
fl[L.2,4]triazin-7-yl)-5- | RNA Y :91.56 Y-8

cyano-3,4- polymerase 7:104.863 | Zz:10
bis(oxidanyl)oxolan-2- ' ' ’
yl]methyl dihydrogen PDB ID :
hosphate. ’
phosphate 7BV?2
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Berdasarkan tabel 5.6 diatas diketahui bahwa pada hasil replikasi ke-1
hingga ke-3 memiliki nilai RMSD yang berbeda — berbeda. Hal ini menandakan
bahwa native ligand menempati posisi docking yang berbeda, walaupun perbedaan
posisi tidak terlalu besar. Perbedaan posisi antara hasil replikasi disebabkan karena
metode docking yang digunakan adalah fleksibel docking kondisi ini menyebabkan
ligan menjadi fleksibel sehingga memungkinkan ligan untuk melalukan
penyesuaian struktur demi mencapai konformasi yang stabil saat berikatan dengan
sisi aktif reseptor. Hasil menunjukkan bahwa tidak terjadi perbedaan nilai RMSD
yang terlalu jauh antara replikasi ke-1 hingga ke-3 hal ini menegaskan bahwa
interaksi protein dengan native ligand sangat stabil sehingga cenderung
mempertahankan posisi strukturnya (Muttaqgin dkk., 2019).

5.3.2 Hasil Penambatan Ligan - Reseptor

Hasil yang didapatkan pada penambatan molekul berupa nilai afinitas serta
interaksi residu asam amino antara ligan dengan reseptor. Visualisasi interaksi ligan
dengan reseptor menunjukkan residu-residu asam amino dari reseptor yang
berperan penting pada area binding site (Arwansyah dkk., 2014). Untuk
menentukan apakah suatu senyawa diprediksi mempunyai aktivitas yang lebih baik
digunakan senyawa obat pembanding sebagai kontrol. Senyawa uji yang memiliki
nilai afinitas lebih rendah dibanding senyawa pembanding diprediksi memiliki
kemampuan berikatan yang lebih stabil dibandingkan senyawa pembanding
(Suhadi dkk., 2019). Selain itu, interaksi residu asam amino menentukan apakah
senyawa tersebut memiliki aktivitas biologis yang sama dengan pembanding

maupun native ligand (Prasetiawati dkk., 2021).
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5.3.2.1 Penentuan Nilai Binding Affinity

Reseptor dan ligan berikatan secara selektif yang ditentukan dari energi
pembentukan ikatan ligan dan reseptor. Diketahui bahwa suatu senyawa (ligan)
dinilai memiliki aktivitas biologis terhadap reseptor tertentu berdasarkan nilai
binding affinity. Afinitas pengikatan (binding affinity) merupakan suatu ukuran
kemampuan obat untuk berikatan pada reseptor. Nilai tersebut mempengaruhi
kestabilan interaksi antara ligan dan reseptor pada daerah binding site. Apabila nilai
binding affinity semakin kecil maka afinitas antara reseptor dengan ligan semakin
tinggi begitu pula sebaliknya semakin besar nilai binding affinity maka afinitas
antara reseptor dengan ligan semakin rendah (Ruswanto dkk., 2015, Adriani, 2018).
Berikut adalah tabel 5.7 yang menunjukkan nilai binding affinity senyawa uji,
pembanding dan native ligand.

Tabel 5.7 Hasil Penambatan dengan Autodock Vina

Senyawa _ Bind_ing _Affinity (kcal/_mol)
Replikasi | | Replikasi Il | Replikasi Ill | Rata - Rata
Azadirachtin -5.9 -5.9 -5.9 -5.9
Azadirone -5.9 -5.9 -5.9 -5.9
Azadiradione -5.5 -5.5 -5.5 -5.5
Epoxyazadiradione -5.8 -5.8 -5.8 -5.8
Gedunin -5.9 -5.9 -5.9 -5.9
Deacetylgedunin -6.4 -6.4 -6.4 -6.4
Remdesivir -5.2 -5.2 -5.2 -5.2
Native Ligand -5.1 -5.1 -5.1 -5.1

Berdasarkan nilai binding affinity pada tabel 5.7 didapatkan hasil bahwa
baik senyawa uji, pembanding dan native ligand memiliki nilai binding affinity
yang negatif (<0) terhadap reseptor RdRp (PDBid:7BV2). Apabila keseluruhan
ligan uji memiliki nilai binding affinity < 0 menggambarkan bahwa keseluruhan

ligan uji memiliki afinitas pada sisi aktif (binding site) reseptor (Muttagin dkk.,



93

2019). Hasil docking terhadap 6 senyawa uji menunjukkan bahwa azadiradione
memiliki nilai binding affinity tertinggi dengan hasil -5.5 kcal/mol sedangkan
senyawa deacetylgedunin memiliki nilai binding affinity terendah dengan nilai
sebesar -6.4 kcal/mol.

Berdasarkan hasil tersebut, untuk mengetahui aktivitas biologis senyawa
yang lebih baik maka perlu dilakukan perbandingan nilai binding affinity antara
senyawa uji dengan pembanding dan native ligand. Berdasarkan hasil pada tabel
5.7 maka semua senyawa uji yakni azadirachtin, azadirone, azadiradione,
epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin memiliki nilai binding affinity
lebih kecil daripada senyawa pembanding dan native ligand. Menurut Mulatsari
dkk. (2020) apabila nilai binding affinity senyawa uji lebih kecil daripada senyawa
pembanding maka kemungkinan senyawa uji memiliki selektifitas yang lebih baik
pada reseptor uji. Semakin rendah nilai binding affinity, maka daya ikat ligan
dengan reseptor semakin kuat. Nilai binding affinity yang semakin rendah
menunjukkan ikatan kompleks senyawa dengan reseptor akan semakin kuat karena
terjadi kestabilan dan kekuatan interaksi non-kovalen pada senyawa dengan
reseptor. Sehingga dapat dikatakan bahwa senyawa uji pada daerah binding site
lebih mudah berinteraksi daripada senyawa pembanding dan native ligand
(Prasetiawati dkk., 2021). Dari hal tersebut menunjukkan bahwa senyawa
deacetylgedunin merupakan senyawa uji yang paling berpotensi sebagai inhibitor
reseptor RdARp SARS-CoV-2 (PDB id: 7BV2) yang ditunjukkan dengan nilai

binding affinity paling kecil dibandingkan senyawa lainnya.
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5.3.2.2 Interaksi Ligan dan Reseptor

Visualisasi interaksi antar ligan dan reseptor bertujuan untuk
mengidentifikasi residu-residu dari protein reseptor yang berperan penting pada
area binding site (Arwansyah dkk., 2014). Area binding site pada protein reseptor
melibatkan residu-residu asam amino yang berperan penting pada pengikatan
dengan ligan (Syahputra dkk, 2014). Interaksi yang dapat diamati berupa ikatan
hidrogen, interaksi hidrofobik dan interaksi elektrostatik selain itu diamati pula
jarak ikatan yang terjadi (Basuki, 2017, Prasetiawati dkk., 2021) Hasil visualisasi
yang menunjukkan bahwa ligan uji dengan residu asam amino dan ikatan hidrogen
yang mendekati ligan alami menunjukkan kemiripan jenis interaksi dalam hal ini
menggambarkan kemiripan aktivitasnya (Cosconati et al., 2010). Visualisasi
dilakukan secara 2D dan 3D menggunakan software Discovery Studio Visualizer.

Hasil visualisasi dari penambatan antara native ligand, ligan uji, dan ligan
pembanding (remdesivir) degan reseptor RdRp PDBIid : 7BV2 ditunjukkan pada
gambar 5.5 (visualisasi secara 2D) dan 5.6 (visualisasi secara 3D) dan ikatan dengan

residu asam amino ditunjukkan pada tabel 5.8.



Tabel 5.8 Interaksi Residu Asam Amino Hasil Penambatan

95

Ikatan Hidrogen

. Asam Interaksi Interaksi
No Senyawa Re5|du_Asam Jarak Amino- Elektrostatik Hidrofobik
Amino (A) i
igan
1. | Native Ser759 (A)*** |1 3.08 | N-H Thr687 (A)***
Ligand Asn69l (A)* 3.33 | N-H Ala688 (A)*
3.16 | O-H Asp623 (A)***
Ser682 (A)* 3.04 | O-H Cys622 (A)*
Asp760 (A)* 3.39 | O-H Arg555(A)*
2. | Remdesivir Arg555(A)** 3.09 |O-H Arg553(A)** Cys622
(A)
3.15 | O-H Lys545 (A)** | Val557
(A)
Ser759 (A)*** |2.82 | O-H Asp623 (A)***
Ser682 (A)
Thr687 (A)***
Asp760 (A)**
3. | Azadirachtin | Asp760 (A)* 209 | O-H Lys545 (A)**
Arg555(A)** 2.84 | O-H Ser682 (A)**
3.10 |O-H Thr687 (A)***
3.03 | O-H Ala688 (A)*
3.13 | O-H Cys622 (A)*
Ser759 (A)*** | 2.86 | O-H Asp623 (A)***
Asn691 (A)* 311 |O-H Arg553(A)**
Val557 (A)
4. | Azadirone Arg555(A)** 292 | O-H Ala688 (A)*
Ser759 (A)
Ser682 (A)**
Thr687 (A)*
Thr680 (A)
Asp623 (A)***
Cys622 (A)*
Asn691 (A)
Asp760 (A)**
5. | Azadiradione | Arg555(A)** 311 | O-H Arg553(A)**
Asn691 (A)* 3.30 | O-H Asp623 (A)***

Ser682 (A)**

Thr687 (A)***

Ala688 (A)*

Ser758 (A)

Ser759 (A)

Asp760 (A)**




Lanjutan Tabel 5.8
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6. | Epoxy Arg553 (A) 290 | O-H Ser759 (A) Ala688
azadiradione 3.04 | O-H Asn691 (A) (A)
Arg555 (A)** |3.10 | O-H Asp623 (A)***
Ala688 (A) 3.04 | O-H Thr687 (A)***
Asp760 (A)**
7. | Gedunin Arg555(A)** 299 | O-H Lys545 (A)**
Ser682 (A)* 3.69 | O-H Val557 (A)
Ser759 (A)
Asp760 (A)**
Asn691 (A)
Thr680 (A)*
Thr687 (A)***
Cys622 (A)*
Asp623 (A)***
Asp618 (A)
Tyr619 (A)
8. | Deacetyl Arg555(A) ** 1286 | O-H Ser759 (A) Ala688
gedunin (A)
293 | O-H Arg553(A) ** | Thr687
(A)
Thr680 (A) 3.05 | O-H Asp623(A) ***
Asn691 (A)* |3.16 | O-H Ser682 (A) **
Asp760 (A) **
Keterangan :

*

**

**k*

: @asam amino yang mirip dengan native ligand

: asam amino yang mirip dengan pembanding (remdesivir)

: asam amino yang mirip dengan native ligand dan pembanding (remdesivir)
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Gambar 5.5 Visualisasi

Keterangan :

Ikatan Hidrogen Konvesional

Ikatan Hidrogen Karbon

Van der Waals

2D a) Native Ligand b) Azadirachtin ¢) Azadirone
d) Azadiradione e) Epoxyazadiradione f) Gedunin g) Deacetylgedunin h)
Remdesivir menggunakan Discovery Studio Visualizer

Pi - Sigma

Pi-Cation, Pi - Anion

Pi — Alkil, Alkil
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Gambar 5.6 Visualisasi 3D a) Native Ligand b) Azadirachtin ¢) Azadirone
d) Azadiradione e) Epoxyazadiradione f) Gedunin g) Deacetylgedunin

h) Remdesivir menggunakan Discovery Studio Visualizer
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Berdasarkan hasil dari tabel 5.8 ditunjukkan bahwa native ligand, ligan uji
dan ligan pembanding berinteraksi dengan reseptor RdRp SARS CoV-2. Hal ini
dibuktikan dengan adanya interaksi residu asam amino antara ligan dengan
reseptor. Adapun jenis interaksi yang dihasilkan adalah ikatan hidrogen, interaksi
hidrofobik dan interaksi elektrostatik. Interaksi tersebut menentukan kekuatan
ikatan antara obat dan reseptor. Pada umumnya, ikatan antara obat-reseptor bersifat
reversibel sehingga obat akan segera meninggalkan reseptor bila kadar obat dalam
cairan luar sel menurun. Ikatan yang terlibat pada interaksi obat dan reseptor harus
relatif lemah tetapi masih cukup kuat berkompetensi dengan ikatan lainnya (Basuki
dan Neva, 2017). Oleh karena itu, kebanyakan pada hasil docking tidak ditemukan
adanya ikatan kovalen karena ikatan kovalen bersifat irreversibel walaupun
menghasilkan afinitas yang kuat dan interaksi yang stabil (Prabowo, 2018).

Hasil interaksi antara ligan dan reseptor pada tabel 5.8 menunjukkan bahwa
senyawa uji memiliki kemiripan residu asam amino dengan native ligand dan
remdesivir sebagai senyawa pembanding. Diketahui bahwa semua senyawa uji
memiliki ikatan hidrogen pada jarak yang berbeda — beda. Ikatan hidrogen
merupakan ikatan yang melibatkan interaksi atom hidrogen yang terikat secara
kovalen dengan atom elektronegatif seperti flour (F), nitrogen (N), oksigen (O)
(Glowacki et al., 2013). Pada molecular docking ikatan hidrogen merupakan ikatan
utama yang menjaga kestabilan protein (Voet and Judith, 2011). Menurut
Tambunan et al. (2010) interaksi kompleks protein ligan yang kuat ditandai dengan
nilai binding affinity yang rendah dan banyaknya jumlah ikatan hidrogen. Interaksi
ikatan hidrogen yang terjadi salah satunya dipengaruhi oleh jarak ikatan yang

terjadi. Jarak ikatan hidrogen yang baik umumnya berada diantara 2.5 - 3.5 A



100

(Syahputra dkk., 2014). Berdasarkan pernyataan tersebut maka jarak ikatan
hidrogen baik pada native ligand, ligan uji dan ligan pembanding memenuhi
persyaratan kecuali ikatan hidrogen pada senyawa gedunin dengan jarak 3.69 pada
interaksi antara residu Ser682 dengan gugus O senyawa gedunin. Jarak interaksi
yang terlalu besar menyebabkan interaksi menjadi lemah, oleh karena itu kekuatan
ikatan sangat tergantung pada jarak (Prasetiawati dkk., 2021).

Interaksi hidrofobik merupakan interaksi residu dari asam amino yang
bersifat non polar (Prasetiawati dkk., 2021). Interaksi ini terjadi karena sebagian
residu asam amino pada sisi aktif protein bersifat hidrofobik (Puspaningtyas, 2012).
Interaksi hidrofobik juga berperan dalam menentukan stabilitas ligan terhadap
reseptor (Arwasnyah dkk., 2014). Hasil analisa interaksi hidrofobik antara native
ligand, senyawa uji dan senyawa pembanding pada tabel 5.8 menunjukkan bahwa
pada senyawa uji epoxyazadiradione memiliki interaksi hidrofobik dengan residu
Ala688, sedangkan senyawa deacetylgedunin memiliki interaksi hidrofobik dengan
Ala688 dan Thr682. Pada senyawa pembanding yakni remdesivir memiliki
interaksi hidrofobik dengan Cys622 dan Val557. Berdasarkan hasil tersebut tidak
ditemukan adanya kemiripan interaksi hidrofobik pada senyawa pembanding dan
senyawa uji. Sedangkan native ligand diketahui tidak memiliki interaksi hidrofobik.
Hasil interkasi hidrofobik tidak banyak ditemukan pada penelitian ini hal ini
disebabkan karena daerah binding site memiliki sisi polar yang lebih dominan hal
ini diketahui dari residu asam amino yang terlibat. Residu asam amino yang bersifat
polar antaralain serin,arginine, aspartate, asparagine, tirosin, treonin dan sistein
(Sumardjo, 2009). Residu tersebut diketahui banyak terdapat pada hasil visualisasi

antara senyawa uji dengan protein, sehingga interaksi yang terjadi lebih dominan
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cenderung bersifat polar yakni pada ikatan hidrogen dan interaksi elektrostatik.
Pada prediksi sifat fisikokimia diketahui senyawa memiliki nilai Log P yang
rendah. Nilai Log P berhubungan dengan panjangnya rantai karbon, jumlah atom
subtituen alkil (-CH3) dan substituen one pairs (-OH) (Cryznki and Kupeyzk,
2013). Dengan demikian diketahui bahwa senyawa lebih bersifat hidrofilik
sehingga menjadi salah satu penyebab tidak banyak ditemukan interaksi hidrofobik.

Interaksi elektrostatik berperan dalam stabilitas ligan terhadap reseptor.
Interaksi terjadi karena adanya perbedaan kepolaran antar atom (Sharp & Honig
1990). Interaksi ini termasuk interaksi yang lemah dan bersifat non kovalen
sehingga mudah lepas, tetapi karena jumlahnya yang banyak interaksi elektrostatik
memiliki kontribusi yang besar dalam pembentukan konformasi protein
(Arwansyah dkk., 2014). Berdasarkan tabel 5.8 diketahui bahwa baik native ligand,
senyawa uji dan senyawa pembanding memiliki interaksi elektrostatik yang mirip.
Hal ini dibuktikan dari hasil residu beberapa asam amino yang sama antara native
ligand, senyawa uji dan senyawa pembanding. Analisis interaksi elektrostatik yang
mirip antara native ligand, senyawa uji dan senyawa pembanding memperkuat
gagasan bahwa senyawa uji menempati sisi aktif yang sama dengan native ligand
pada reseptor RdRp SARS-CoV-2 (PDBIid: 7BV?2).

Ikatan antara reseptor dan ligan yang kuat salah satunya ditandai dengan
banyaknya ikatan hidrogen. Ligan uji dengan residu asam amino dan ikatan
hidrogen yang mendekati ligan alami menunjukkan kemiripan jenis interaksi dalam
hal ini menggambarkan kemiripan aktivitasnya (Cosconati et al., 2010). Untuk
memudahkan dalam melihat kemiripan residu asam amino antara native ligand,

ligan uji dan ligan pembanding dapat dilihat pada tabel 5.9.
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Tabel 5.9 Kemiripan Ikatan Hidrogen Native Ligand dengan Senyawa Uji dan

Pembanding Pada Ikatan Hidrogen

Residu Azadira | Azadi | Azadira | Epoxyaza . Deactyl
AA NL chtin rone | dione | diradione Gedunin gedunin RDV

Ser759 | Y v - - - - - 4
Asn69l | v v - v - - v

Serég2 | v - v

Asp760 | v v - - - - -

Thr6go | - - - - - . v

Ala688 | - - - - v - -

Arg553 | - - - - v -

Arg555 - v v v v v v v

Keterangan :

NL : Native Ligand

RDV : Remdesivir
AA : Asam Amino

Berdasarkan tabel 5.9 dapat dilihat bahwa baik senyawa uji dan senyawa
pembanding memiliki kemiripan ikatan hidrogen dengan native ligand kecuali
senyawa azadirone dan epoxyazadiradione. Menurut Ruswanto (2015) semakin
banyak interaksi hidrogen antara senyawa dengan residu asam amino maka
diprediksi interaksinya senyawa dan reseptor semakin baik. Apabila senyawa uji
yang berikatan pada residu asam amino yang sama dengan native ligand memiliki
kemungkinan adanya aktivitas biologi yang sama dengan native ligand. Menurut
Yin et al (2020) menyebutkan bahwa sisi aktif RdRp (nsp 12) terletak pada residu
759 sampai 761, selain itu juga terletak pada residu 555. Residu tersebut berikatan
dengan ligan alami yang terdapat pada struktur RdRp SARS-CoV-2 dimana
diketahui bahwa ligan tersebut bersifat inhibisi. Berdasarkan keterangan tersebut
maka semua senyawa berikatan baik native ligand, senyawa uji dan pembanding
berikatan pada sisi aktif reseptor. Penelitian lain dari Dahab et al (2020)

mengungkapkan bahwa ikatan yang terjadi pada native ligand reseptor 7BV2 antara
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lain pada residu asam amino Arg553, Asp623, Asn691, Ser759 dan Ser 682.
Berdasarkan hal tersebut maka dapat dikatakan bahwa senyawa uji azadirachtin,
azadiradione, gedunin dan deacetylgedunin memiliki kemiripan ikatan hidrogen
dengan native ligand. Adanya kemiripan ikatan hidrogen menggambarkan
kemiripan aktivitasnya dalam suatu reseptor.

Berdasarkan tabel 5.9 diketahui bahwa semua senyawa uji memiliki
kemiripan ikatan hidrogen dengan senyawa pembanding (remdesivir). Senyawa uji
yang memiliki ikatan hidrogen yang sama dengan senyawa pembanding
kemungkinan memiliki aktivitas yang sama dengan senyawa pembanding
(Prasetiawati dkk., 2021). Remdesivir dapat menghambat aktivitas RNA-
dependent RNA Polymerase (RdRp). RdRp merupakan protein yang berperan
penting dalam replikasi virus corona. Remdesivir berperan sebagai analog
nukleosida adenosine sehingga RNA polimerase mungkin salah mengira
remdesivir sebagai adenosin. Hal ini menyebabkan kemampuan untuk
mereplikasi virus menurun (Eastman et al., 2020, Neldi dan Suharjono, 2020).
Berdasarkan hal tersebut diketahui bahwasanya remdesivir bekerja menghambat
RdRp suatu virus sehingga berdasarkan hasil interaksi ikatan hidrogen senyawa uji,
pembanding maka kemungkinan senyawa uji bersifat inhibisi terhadap reseptor
RdRp SARS-CoV-2 (PDBid : 7BV2).

54  Prediksi Toksisitas

Prediksi toksisitas merupakan salah satu parameter yang diuji dalam
penelitian ini. Untuk mempediksi toksisitas senyawa uji dan pembanding dilakukan
melalui situs pkCSM Online Tool dan Protox Online Tool. Adapun parameter yang

diuji dalam pkCSM Online Tool meliputi sensivitas tehadap kulit (skin
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sensititazion), toksisitas pada hepar (hepatotoxicity), dan uji mutagenik secara ames
(ames toxicity) sedangkan parameter yang diuji pada Protox Online Tool adalah
LDso. Kelas toksisitas LDso diklasifikasikan berdasarkan Globally Harmonized
System (GHS) dan dibagi menjadi VI kelas berdasarkan rentang nilai LDsg (EI Din
etal., 2016). Hasil prediksi toksisitas senyawa uji dan pembanding pada kedua situs
tersebut dilakukan dengan cara menginput kode SMILES setiap senyawa untuk
selanjutnya dilakukan analisa. Berikut adalah tabel 5.10 yang menjelaskan

mengenai hasil prediksi toksisitas senyawa uji dan pembanding.

Tabel 5.10 Hasil Prediksi Toksisitas Senyawa Uji dan Senyawa Pembanding

Toksisitas
Senyawa Kelas Uji Toksisitas | Sensitivitas
LDso* LDs« | Mutagenik pada Kulit **
Ames** Hepar**
Azadirachtin 2000 mg/kg | IV Tidak Tidak Tidak
Azadirone 555 mg/kg v Tidak Tidak Tidak
Azadiradione 555 mg/kg v Tidak Tidak Tidak
Epoxyazadiradione | 555 mg/kg v Tidak Tidak Tidak
Gedunin 274 mg/kg i Tidak Tidak Tidak
Deacetylgedunin 274 mg/kg i Tidak Ya Tidak
Remdesivir 1000 mg/kg | IV Tidak Ya Tidak
Keterangan :

* 1 Pengujian dilakukan pada situs Protox Online Tool

** : Pengujian dilakukan pada situs pkCSM Online Tool

Berdasarkan tabel 5.10 didapatkan hasil senyawa azadirachtin, azadirone,
azadiradione dan epoxyazadiradione diprediksi masuk dalam klasifikasi kelas
toksisitas IV yaitu diantara 300 < LDsp < 2000 mg/kg yang diartikan berbahaya
apabila tertelan (ElI Din et al., 2016). Senyawa gedunin dan deacetylgedunin

diprediksi masuk dalam klasifikasi kelas toksisitas Il yaitu 50 < LDsp < 300 mg/kg
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yang artinya beracun jika tertelan. Senyawa pembanding yaitu remdesivir memiliki
nilai LDso sebesar 1000 mg/kg dan termasuk dalam kelas toksisitas 1V yang berarti
berbahaya jika tertelan. Prediksi toksisitas berdasarkan nilai LDso (Lethal Dose 50)
berhubungan dengan dosis tunggal suatu zat yang dapat menyebabkan kematian
50% hewan percobaan (Lu, 1991). Semakin besar nilai LDso maka bahan yang diuji
semakin aman (Hodgson, 2010). Berdasarkan hal tersebut maka senyawa
azadirachtin merupakan senyawa yang memiliki toksisitas paling rendah diantara
senyawa lainnya termasuk lebih rendah dibandingkan senyawa pembanding yaitu
remdesivir, sedangkan senyawa gedunin dan deacetylgedunin merupakan senyawa
yang memilki toksisitas paling tinggi diantara senyawa lainnya.

Parameter prediksi toksisitas lain yang diuji adalah sensitivitas pada kulit,
toksisitas pada hepar, dan uji mutagenik ames. Prediksi sensitivitas pada kulit
berkaitan dengan alergi pada kulit akibat paparan zat tertentu. Berdasarkan hasil uji
ini diketahui bahwa baik senyawa uji yakni azadirachtin, azadirone, azadiradirone,
epoxyazadiradione, gedunin, dan deacetylgedunin serta senyawa pembanding
yakni remdesivir tidak menyebabkan reaksi sensitivitas pada kulit. Hasil yang sama
juga berlaku pada parameter uji mutagenik ames yakni baik senyawa uji dan
pembanding tidak berpotensi mengalami mutagenik. Pengujian mutagenik ames
merupakan salah satu pengujian toksisitas yang penting untuk menilai resiko
genotoksik. Hasil yang berbeda ditampilkan pada parameter toksisitas pada hepar
yakni terdapat senyawa yang diprediksi menimbulkan toksisitas pada hepar yaitu
deacetylgedunin dan senyawa pembanding (remdesivir), sedangkan senyawa

azadirachtin, azadirone, azadiradirone, epoxyazadiradione dan gedunin
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merupakan senyawa yang aman dan tidak menyebabkan kerusakan pada hepar
(Andrade et al., 2007, Arriaga-Alba, et al., 2012, Wang et al., 2017).

55 Analisa Data

Analisa data yang dilakukan dalam pengujian ini adalah secara deskriptif.
Analisa deskriptif memberikan gambaran mengenai suatu data yang dilihat dari
nilai rata — rata (mean), standar deviasi, varian, nilai maksimum, minimum dan
(Ghozali, 2011). Variabel bebas dalam uji ini yaitu senyawa limonoid tanaman
mimba yakni azadirachtin, azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin
dan deacetylgedunin serta senyawa pembanding (remdesivir). Variabel terikat yang
digunakan yakni nilai binding affinty, interaksi residu asam amino, fisikokimia dan

toksisitas. Tabel 5.11 menjabarkan mengenai analisa deskriptif binding affinity.

Tabel 5.11 Analisa Nilai Binding Affinity

Senyawa Binding Affinity (kcal/mol) Std. Deviation
Minimum Maksimum Mean
Azadirachtin -5.9 -5.9 -5.9 0
Azadirone -5.9 -5.9 -5.9 0
Azadiradione -5.5 -5.5 -5.5 0
Epoxyazadiradione -5.8 -5.8 -5.8 0
Gedunin -5.9 -5.9 -5.9 0
Deacetylgedunin -6.4 -6.4 -6.4 0
Remdesivir 5.2 -5.2 -5.2 0
Native Ligand -5.1 5.1 5.1 0

Hasil analisa deskriptif menunjukkan bahwa baik native ligand, senyawa uji
(azadirachtin, azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan
deacetylgedunin) memiliki nilai maksimum, minimum dan mean yang sama setelah
direplikasi sebanyak 3 kali, sehingga nilai standar deviasinya adalah 0. Standar
deviasi merupakan nilai statistik yang dimanfaatkan untuk menentukan bagaimana

sebaran data dalam sampel. Apabila nilai standar deviasi dari kumpulan data sama
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dengan nol menandakan bahwa semua nilai dalam himpunan tersebut adalah sama
(Hidayat dkk., 2019). Hasil ini menunjukkan bahwa tidak ada variasi nilai binding
affinity pada kumpulan data hasil docking antara senyawa uji, native ligand dan
senyawa pembanding dengan reseptor RdRp SARS-CoV-2 yang menunjukkan
bahwa data merata (homogen). Berdasarkan tabel 5.11 didapatkan hasil bahwa
semua senyawa uji memiliki nilai binding affinity lebih kecil daripada senyawa
pembanding (remdesivir) dan native ligand. Pada nilai binding affinity didapatkan
urutan binding affinity tertinggi hingga terendah yakni native ligand, remdesivir,
azadiradione, epoxyazadiradione, azadirone, azadirachtin, gedunin dan
deacetylgedunin. Apabila nilai binding affinity semakin kecil maka afinitas antara
reseptor dengan ligan semakin tinggi, begitupula sebaliknya (Ruswanto dkk, 2015).
Berdasarkan keterangan tersebut dapat di analisa bahwa afinitas senywa uji dengan
reseptor RdRp SARS-CoV-2 (7BV2) lebih baik dari senyawa pembanding
(remdesivir) dan native ligand.

Residu asam amino berperan penting untuk mengetahui aktivitas suatu
senyawa. Adanya kemiripan residu asam amino menunjukkan aktivitas yang
serupa. Analisa deskriptif interaksi residu asam amino disajikan pada tabel 5.12.

Tabel 5.12 Analisa Interaksi Residu Asam Amino

Residu | NL | Azadirachtin | Azadirone | Azadiradione | Epoxyaza | Gedunin Deacetyl RDV
AA diradione gedunin
Ser759 v v v v v v v v
Asn691 v v v v v v v B
Ser682 v v v v v v v
Asp760 v v v v v v v v
Thres7 v v v v v v v v
Ala688 v v v v v v v -
Cys622 v - 4 4 - v - v
Arg555 v v v v v v v v
Keterangan :

NL : Native Ligand

RDV : Remdesivir
AA : Asam Amino
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Berdasarkan tabel 5.12 didapatkan hasil bahwa interaksi residu asam amino
pada native ligand dengan senyawa uji dan pembanding memiliki kemiripan yang
tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa baik senyawa uji dan senyawa pembanding
menepati posisi docking yang sama dengan native ligand. Semakin banyak
kemiripan residu asam amino dengan native ligand dan senyawa pembanding maka
memungkinkan adanya kemiripan aktivitas (Arwansyah dkk., 2014). Berdasarkan
hal tersebut dapat diketahui bahwa senyawa uji, senyawa pembanding dan native
ligand kemungkinan memiliki kemiripan aktivitas dalam menghambat RdRp
SARS-CoV-2.

Analisa selanjutnya adalah mengenai fisikokimia dan toksisitas. Analisa
fisikokimia bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya penyimpangan hukum lima
Lipinski pada senyawa uji sedangkan analisa toksisitas bertujuan untuk mengetahui
prediksi toksisitas senywa uji berdasarkan kelas Globally Harmonized System
(GHS). Berdasarkan pengujian fisikokimia menggunakan SwissADME dan
toksisitas menggunakan Protox Online Tool didapatkan hasil sebagai berikut yang
ditunjukkan pada tabel 5.13.

Tabel 5.13 Analisa Fisikokimia dan Toksisitas

No. Senyawa Fisikokimia Kelas Toksisitas (GHS)
1. | Azadirachtin Tidak, 2 penyimpangan v
2. | Azadirone Ya, 0 penyimpangan v
3. | Azadiradione Ya, 0 penyimpangan v
4. | Epoxyazadiradione Ya, 0 penyimpangan \Y
5. | Gedunin Ya, 0 penyimpangan 1"l
6. | Deacetylgedunin Ya, 0 penyimpangan 11
7. | Remdesivir Tidak, 3 penyimpangan v

Berdasarkan hasil pada tabel 5.12 diketahui bahwa sifat fisikokimia

senyawa uji yang memenuhi persyaratan hukum lima Lipinski yakni azadirone,
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azadiradione, epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin. Sementara
senyawa azadirachtin dan senyawa pembanding remdesivir tidak memenuhi
hukum lima Lipinski. Toksisitas dari senyawa uji masuk dalam kelas 111 dan 1V,
sedangkan senyawa pembanding termasuk dalam kelas IV. Tingkatan kelas
toksisitas berdasarkan Globally Harmonized System (GHS) yakni pada Kelas 11l
(toksik jika tertelan (50 <LD50 < 300 mg / kg)), Kelas IV (berbahaya jika tertelan
(300 <LD50 <2000 mg / kg)) (El din et al., 2016). Berdasarkan hal ini maka urutan
senyawa yang memiliki tingkat toksisitas tertinggi ke rendah adalah gedunin,
deacetylgedunin, azadirone, azadiradione, epoxyazadiradione, remdesivir dan

azadirachtin.



BAB VI
PENUTUP
6.1  Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

1. Senyawa limonoid dari tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss.) yang
memenuhi hukum lima Lipinski adalah azadirone, azadiradione,
epoxyazadiradione, gedunin dan deacetylgedunin.

2. Prediksi toksisitas senyawa limonoid tanaman mimba (Azadirachta indica
A. Juss.) menunjukkan bahwa senyawa gedunin dan deacetylgedunin (kelas
toksisitas 11l : 50 < LDso < 300 mg/kg) bersifat lebih toksik daripada
senyawa azadirachtin, azadirone, azadiradione dan epoxyazadiradione
(kelas toksisitas IV : diantara 300 < LDsg <2000 mg/kg).

3. Senyawa limonoid tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss.)
berinteraksi dengan reseptor RdRp SARS-CoV-2 (7BV2) pada sisi aktif
reseptor dengan afinitas lebih baik daripada senyawa pembanding dan ligan

asli.

6.2 Saran
Bagi peneliti selanjutnya diharapkan mampu melakukan penambatan
dengan pengaturan grid box yang lebih tepat dan menjelaskan lebih detail
mengenai interaksi yang terjadi khususnya pada setiap residu asam amino yang
terlibat, sehingga dapat diperoleh mekanisme aksi yang lebih pasti. Selain itu,
dapat dilakukan penambatan pada jenis reseptor yang berbeda, untuk mengetahui

lebih lanjut prediksi aktivitas senyawa limonoid pada tanaman mimba.
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G). Remdesivir

Lampiran 2. Hasil VValidasi Reseptor

A). Replikasi 1

K rymoL
Build

B). Replikasi 2

& pymoL
Edit Buld Movie Display Setting Scene Mouse Wi Plugin  Help
US/Documents/Data Skripsi Fira/Validasi Reseptor 78V2/Grid

alidasi Reseptor 7BV2/Gri

PymoL>

1igand. pdbe "1igand"

Ligan Replik

10/1igand.pdbgt” loaded as "ligand".

10/Ligan Replikasi 2.pdbqt” loaded as "Ligan_Replikasi
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C). Replikasi 3

& pymoL
File Edit Build Movie Display Setting e Mouse Wiard Plugin Help
xe: < nd 1
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Lampiran 3. Hasil Penambatan Ligand - Reseptor

A). Azadirachtin

If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

0. Trott, A. J. Olson,

AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking
with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018)
455-461

DOI 18.1e82/jcc.21334

L T O

Please see http://vina.scripps.edu for more information.

L o T

Output will be Azadirachtin_out.pdbqt
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 984282968
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

mode |  affinity | dist from best mode
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
77777 e
1 -5.9 .000 0.000

2 -5.9 1.989 6.642

3 5.2 1.968 3.104

4 -4.9 1.866 7.058

5 4.4 1.850 7.307

3 -4.3 1.919 7.673

7 -4.3 2.046 7.618

8 4.1 1.965 7.317

9 -3.8 2.301 6.187
10 3.5 1.581 2.297

Writing output ... done.

B). Azadirone

0. Trott, A. J. Olson,

AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking
with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010)
455-461

DOI 18.1082/jcc.21334

L T

Please see http://vina.scripps.edu for more information.

EERE I I I

Output will be Azadirone_out.pdbgt
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 259853248
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
----- e T
1 -5.9 2.000 2.000

2 -5.8 1.944 7.949

3 -4.6 1.736 2.379

a4 -4.6 1.832 2.122

5 -4.5 2.242 8.819

6 -4.3 3.423 5.155

7 -4.2 1.937 7.404

8 -3.9 2.328 3.473

9 -3.9 2.874 4.221
1@ -3.8 3.135 4.677
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C). Azadiradione

L
f
# If you used AutoDock Vina in your work, please cite:
#

#
#
# 0. Trott, A. J. Olson, #
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking #
# with a new scoring function, efficient optimization and #
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018) #
# 455-461 #
# #
# DOI 18.1082/jcc.21334 #
# #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. #
Output will be Azadiradione_out.pdbgt
Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -649333308
Performing search ... done.
Refining results ... done.
mode | affinity | dist from best mode
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
,,,,, .
1 -5.5 0.008 0.000
2 -5.1 2.189 7.898
3 -5.8 1.448 1.624
4 -4.9 2.166 4.100
5 -4.86 2.e18 7.889
6 -4.86 2.378 3.489
7 -3.9 2.114 3.451
8 -3.8 2.807 7.738
9 -3.1 3.255 4.631
10 -2.9 3.4¢0 4.618
Writing output
E). Gedunin
|
# If you used AutoDock Vina in your work, please cite: #
# #
# 0. Trott, A. 1. Olson, #
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking  #
# with a new scoring function, efficient optimization and #
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2818) #
# 455-461 #
# #
# DOI 1@.1082/jcc.21334 #
# #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. #

Output will be Gedunin_out.pdbqt
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 775367316
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

mode | affinity | dist from best mode

| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

1 -5.9 0.000 ©.008
2 -5.7 2.473 7.379
3 -5.4 3.161 7.393
4 -5.4 2.444 4.082
5 -5.1 2.672 7.492
6 -5.1 2.478 4.114
7 -5.8 1.818 2.441
8 -4.9 2.805 4.279
9 -4.8 2.449 7.890
10 -4.8 2.858 4.147

Writing output ... done.

D). Epoxyazadiradione

If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

0. Trott, A. 1. Olson,

AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking
with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2016)
455-261

DOT 18.1002/jcc.21334

L T

Please see http://vina.scripps.edu for more information.

EE I Y

Output will be Epoxyazadiradione out.pdbqt
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -2115291572
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

CHNO N W
IS
NN WD DN @
w
o
]
NaNNBNNNO®
N
S
]

1@ -4.

F). Deacetylgedunin

If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

0. Trott, A. 1. Olson,

AutoDock Vina: improwing the speed and accuracy of docking
with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (20810)
455-461

DOT 10.1862/jcc.21334

L T

Please see http://vina.scripps.edu for more information.

qE AR I R W A K I B AW

Output will be Deacetylgedunin_out.pdbgt
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 1690067696
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
,,,,, PR
1 -6.4 0.000 0.080
2 -5.5 3.010 4.923
3 -5.4 2.262 2.942
4 -5.1 3.459 5.752
5 -4.8 2.404 7.913
6 -4.8 3.431 4.648
7 -4.7 1.985 2.749
8 -4.6 2.668 4.302
9 -4.1 2.633 8.895
10 -4.1 2.670 7.737
Writing output ... done.
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G). Remdesivir

H). Native Ligand

If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

0. Trott, A. 1. Olson,

AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking
with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (201@)
455-461

DOI 18.1882/jcc.21334

HHoH H M H O H W H N

Please see http://vina.scripps.edu for more information.

B R B

‘# If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

#

# 0. Trott, A. 1. Olson,

# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking
# with a new scoring function, efficient optimization and

# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018)
# 455-461

#

# DOT 10.1002/jcc.21334

#

# Please see http://vina.scripps.edu for more information.

oA A G SR MR 4R 3E 3R 3 2

Output will be Remdesivir_out.pdbgt
Reading input ... done.

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -299055876
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

Output will be ligand_out.pdbqt

Reading input ... done.

Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -1982262452
Performing search ... done.

Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode . .
| (keal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b. mode | affinity | dist from best mode
,,,,, S, | (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
1 -5.2 @.000 @.000
2 5.1 314 7.265 1 -1 0.000 0.000
3 5.8 2.796 4.366 2 5.1 4.106 5.831
4 -4.8 3.021 8.412 3 5.8 2.839 2.373
5 -4.8 2.700 5.966 4 4.8 3.422 5.242
6 -4.6 3.e85 7.360 5 -4.7 2.468 4.912
7 -4.6 3.015 8.086 6 -4.6 2.738 3.712
8 -4.5 1.919 3.e36 7 -4.6 1.473 1.742
9 -4.5 2.907 7.024 8 -4.5 3.544 5.260
1e -4.4 3.009 6.913 9 -4.5 4.075 5.678
Writing output ... done. le -4.4 4.025 6.825
Predicted LD50: 2000mg/kg |
Predicted Toxicity Class: 4 |
Average similarity: 65.62% |
Prediction accuracy: 68.07% |
Property Model Name Predicted Value Unit
AMES toxicity No Categorical (Yes/No)
Toxicity Max. tolerated dose (human) -0.508 Numeric (log mg/kg/day)
hERG | inhibitor No Categorical (Yes/No)
Toxicity NERG Il inhibitor Yes Categorical (Yes/No)
Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 3.249 Numeric (molkg)
Toxicity Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 3.259 Numeric (log mg/kg_bw/day)
Hepatotoxicity No Categorical (Yes/No)
Toxicity Skin Sensitisation No Categorical (Yes/No)
T Pyriformis toxicity 0.285 Numeric (log ug/L)
Toxicity Minnow toxicity 11.861 Numeric (log mi)
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B). Azadirone

4+ Protox Online Tool

Predicted LD50: 555mg/kg

J

Predicted Toxicity Class: 4

J

Average similarity: 69.18%

J

Prediction accuracy: 68.07%

J

129

# pkCSM Online Tool

Property Medel Name

AMES toxicity

Max. tolerated dose (human)
NERG | inhibitor

Toxicity hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation

H B H HH
H B 8 86 8

T Pyriformis toxicity

g
g
2

Minnow toxicity

C). Azadiradione

4+ Protox Online Tool

Predicted Value

Unit

No Categorical (Yes/No}

-0.295 Numeric (log mg/kg/day)
No Categorical (Yes/No}

No Categorical (Yes/No)

2472 Numeric (mol/kg)

1174 Numeric (log mg/kg_bwiday)
No Categorical (Yes/No)

No Categorical (Yes/No}

0.444 Numeric (log ug/L)

-0.658 Numeric (log mi)

# pkCSM Online Tool

Property

Xicity

H BH B B H H
4 6 & 2

g
g
4

g

H B B
4 B

Model Name

AMES toxicity

Max. tolerated dose (human)
hERG | inhibitor

hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)

Oral Rat Chronic Toxi

y (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation

T Pyriformis toxicity

Minnow toxicity

Predicted LD50: 555mg/kg |
Predicted Toxicity Class: 4 |
e ]:[e]
Average similarity: 65.95% |
Prediction accuracy: 68.07% |
HEEEN
Predicted Value Unit
No Categorical (Yes/No)
-0.224 Numeric (log mg/kg/day)
No Categorical (Yes/No)
Yes Categorical (Yes/No)
2677 Numeric (molkg)
0.391 Numeric (log mg/kg_bw/day)
No Categorical (Yes/No)
No Categorical (Yes/No)
0.364 Numeric (log ugiL)
-0.253 Numeric (log mM)



D). Epoxyazadiradione

4+ Protox Online Tool
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Predicted LD50: 555mg/kg

J

Predicted Toxicity Class: 4

J

Average similarity: 65.07%

J

Prediction accuracy: 68.07%

J

£

# pkCSM Online Tool

Property  Model Name Predicted Value
AMES toxicity No
Max. tolerated dose (human) -0.658
RERG | inhibitor No
NERG Il inhibitor No
Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 2.694
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 0.534
Hepatotoxicity No
Skin Sensitisation No

T Ryriformis toxicity 0.308
Toxicity Minnow toxicity 0.243

E). Gedunin

4+ Protox Online Tool

LT

Lo

Unit

Categorical (Yes/No)
Numeric (log mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (mol/kg)

Numeric (log mg/kg_bwiday)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ug/L)

Numeric (log mM)

# pkCSM Online Tool

Predicted LD50: 274mg/kg

Predicted Toxicity Class: 3

Average similarity: 67.94%

Prediction accuracy: 68.07%

J

Property

Model Name

AMES toxicity

Max. tolerated dose (human)
hERG | inhibitor

hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation

T.Pyriformis toxicity

Minnow toxicity

Predicted Value Unit

No

-0.736

No

No

2998

0.195

No

No

0.291

0.456

Categorical (Yes/No)
Numeric (log mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (molfkg)

Numeric (log mg/kg_bw/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ug/L)

Numeric (log mM)



F). Deacetylgedunin

4+ Protox Online Tool

# pkCSM Online Tool

Property

F
g
|

g

:

Model Name

AMES toxicity

Max_ tolerated dose (human)
hERG | inhibitor

hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation

T.Pyriformis toxicity

Minnow toxicity

G). Remdesivir

4+ Protox Online Tool

# pkCSM Online Tool

-
iR
1B
< | 3
2

H B BE BE B B
H 8 8 8B 8 8

g
E‘
Z

g
H
Z

g
E‘
Z

Model Name

AMES toxicity

Max. tolerated dose (human)
hERG | inhibitor

hERG Il inhibitor

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)
Hepatotoxicity

Skin Sensitisation

T Pyriformis toxicity

Minnow toxicity

Predicted LD50: 274mg/kg

)

Predicted Toxicity Class: 3

Average similarity: 67.94%

)

Prediction accuracy: 68.07%

)

Predicted Value
No

-0.671

No

No

2.907

1.448

Yes

No

0.307

Running

Predicted LD50: 1000mg/kg

LI TT]

Lo

Unit

Categorical (Yes/No)
Numeric (log mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (mol/kg)

Numeric (log mg/kg_bw/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (leg ug/L)

Numeric (log mi)

)

Predicted Toxicity Class: 4

)

Average similarity: 40.93%

)

Prediction accuracy: 54.26%

)

Predicted Value

No

1.639

No

0.285

0.291

Unit

Categorical (Yes/No)
Numeric (log mg/kg/day)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (molfkg)

Numeric (log mg/kg_bwiday)
Categorical (Yes/No)
Categorical (Yes/No)
Numeric (log ug/L)

Numeric (log mM)
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