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ABSTRAK

Kurniasari, Felia. 2021. Potensi Antivirus Senyawa Terpenoid pada Tanaman
Mimba (Azadirachta indica A. Juss) terhadap Reseptor RARp SARS-CoV-2
(7BV2) Secara In Silico. Skripsi. Program Studi Farmasi. Fakultas Kedokteran
dan IImu Kesehatan. Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing (1) : apt. Yen Yen Ari Indrawijaya, M.Farm. Klin. ; Pembimbing
(1) : Prof. Dr. apt. Roihatul Muti’ah, M. Kes.

Akhir Desember 2019 di Wuhan, ibu kota Provinsi Hubei di China Tengah telah
muncul penyakit kasus baru yaitu virus COVID-19. WHO menyebutkan bahwa
penyakit tersebut disebabkan oleh SARS-CoV-2 yang terdiri dari protein struktural
dan non-struktural. Pada penelitian ini menggunakan protein non-struktural yaitu RNA
dependent RNA polymerase (RdRp) yang memiliki peran untuk bereplikasi. Beberapa
penelitian juga menggunakan tanaman herbal yang dianggap sebagai berbagai virus
termasuk COVID-19, kandidat senyawa yang diprediksi dapat digunakan sebagai
antivirus dalam terapi COVID-19 adalah senyawa golongan terpenoid tanaman mimba
seperti 6-deacetylnimbin, Nimbin, Nimbolide, Nimbinene, Nimbidiol dan Nimbione
yang dapat mengganggu tahap awal siklus replikasi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba sebagai
kandidat terapi penyakit COVID-19 dengan mekanisme menghambat reseptor RdRp
(7BV2). Metode yang digunakan adalah prediksi sifat fisikokimia menggunakan
SwissADME yang mengacu pada Hukum Lima Lipinski. Kemudian dilakukan docking
molekuler dengan menggunakan aplikasi AutoDock Vina serta prediksi toksisitas
dengan aplikasi online pKCSM Online Tool dan Protox Il Online Tool. Hasil dari
penelitian senyawa uji dapat direkomendasikan sebagai kandidat untuk dikembangkan
lebih lanjut sebagai terapi COVID-19.

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

Kurniasari, Felia. 2021. Antiviral Potential of Terpenoid Compounds in Neem
(Azadirachta indica A. Juss) against SARS-CoV-2 (7BV2) RdRp Receptor by
In Silico. Thesis. Department of Pharmacy. Faculty of Medicine and Health
Sciences. Maulana Malik Ibrahim State Islamic University Malang. Advisor (1):
apt. Yen Yen Ari Indrawijaya, M.Farm. Klin. ; Advisor (Il): Prof. Dr. apt.
Roihatul Muti'ah, M. Kes.

At the end of December 2019 in Wuhan, the capital of Hubei Province in Central
China, a new case of the disease has emerged, namely the COVID-19 virus. WHO
states that the disease is caused by SARS-CoV-2 which consists of structural and non-
structural proteins. In this study, using a non-structural protein, namely RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp), has a role to replicate. Several studies have also
used herbal plants which are considered to be good sources of antiviral compounds
against various viruses including COVID-19, candidate compounds that are predicted
to be used as antiviral agents in COVID-19 therapy are neem plant terpenoids such as
6-deacetylnimbin, Nimbin, Nimbolide, Nimbinene, Nimbidiol, and Nimbione which
can interfere with the early stages of the replication cycle. This study aims to determine
the potential of terpenoid class compounds in neem plants as candidates for COVID-
19 disease therapy by inhibiting the RdRp (7BV2) receptor. The method used is the
prediction of physicochemical properties using SwissADME which refers to Lipinski's
Rule of Five. Then proceed with molecular docking using the application AutoDock
Vina and toxicity prediction with the online application pKCSM Online Tool and
Protox Il Online Tool. The results of the physicochemical prediction indicate that all
the test compounds fulfill Lipinski's Rule of Five. The results of the research on the
test compounds can be recommended as candidates for further development as a
COVID-19 therapy.

Keywords: Terpenoids, Azadirachta indica, RNA dependent RNA polymerase, anti-
SARS-CoV- 2, molecular docking.
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Virus adalah agen infeksius terkecil yang memiliki ukuran antara 20-300 nm,
memiliki komposisi kimia dan bentuk yang bervariasi dan hanya mengandung RNA
atau DNA saja. Akhir-akhir ini terdapat virus baru yang menjadi permasalahan pada
dunia, virus tersebut adalah virus corona atau biasa disebut COVID-19. Coronavirus
diklasifikasikan sebagai virus RNA yang berukuran 120-220 nm (Wu et al, 2020).
Coronavirus memiliki protein struktural dan non struktural. Protein struktural terdiri
atas spike, atau spicule (S), envelope (E), membran (M), nukleoprotein (N), dan protein
aksesori. Empat protein muncul dalam urutan S — E — M— N di semua garis keturunan
CoV yang diketahui (Wrapp et al., 2020) sedangkan protein non struktural terdapat
16 protein non struktural yang dikode oleh ORF (Fitriani, 2020).

Akhir Desember 2019 di Wuhan, ibu kota Provinsi Hubei di China Tengah telah
muncul kasus baru yaitu pneumonia yang penyebabnya tidak diketahui dengan pasti.
Setelah beberapa minggu, pada Januari 2020 telah dilakukan analisis pada saluran
pernapasan bagian bawah yang teridentifikasi virus baru yaitu sindrom pernapasan akut
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) dan pada 11 Februari 2020 WHO telah menyebutkan
bahwa penyakit sindrom pernapasan akut coronavirus 2 (SARS-CoV-2) sebagai
COVID-19. WHO juga menyebutkan bahwa COVID-19 dianggap menjadi pandemic
global karena menyebabkan beberapa negara di seluruh dunia (WHO, 2020). Pandemi

COVID-19 ini telah memberi dampak yang dapat mengubah berbagai aspek kehidupan



manusia (Herliandry et al., 2020). COVID-19 pertama yang dilaporkan di Indonesia
pada tanggal 2 Maret 2020 sejumlah 2 kasus. Data 30 Juni 2021 menunjukkan kasus
yang terkonfirmasi berjumlah 2.178.272 kasus dan 58.491 kasus kematian.

SARS-CoV-2 memiliki setidaknya 70% kesamaan dalam urutan genetik
dengan SARS-CoV. Beberapa virus corona khususnya SARS-CoV dan MERS-CoV
merupakan virus zoonotik yang menyebabkan penyakit pernapasan pada manusia
(Rahman and Tamanna, 2020). Kasus awal SARS-CoV-2 diduga terkait dengan
penjualan hewan secara ilegal di pasar seafood basah di Huanan (Rahman and
Tamanna, 2020). Penyakit coronavirus 2019 (COVID-19) merupakan penyakit
menular yang dapat menginfeksi saluran pernapasan. Penyebab dari COVID-19 karena
adanya coronavirus baru yang muncul pertama kali di Wuhan. Coronavirus bisa jadi
berasal dari hewan ke manusia dan penularan dari manusia ke manusia (Handayani et
al., 2020). Gejala paling umum adalah demam dan batuk sedangkan diare jarang terjadi
(Guan et al., 2020).

National Health Commission (NHC) China telah melakukan penelitian
beberapa obat yang diharapkan dapat mengatasi COVID-19, antara lain interferon alfa
(IFN @), lopinavir/ritonavir (LPV/r), ribavirin (RBV), klorokuin fosfat (CLQ/CQ),
remdesivir dan umifenofir (arbidol) (Susilo et al., 2020). Selain itu, akhir-akhir ini telah
diproduksi vaksin. Sebanyak 10 juta dosis vaksin COVID-19 Sinovac dari China tiba
di Indonesia, kedatangan vaksin tersebut melengkapi jumlah dosis vaksin COVID-19
yang sudah ada di Indonesia, yakni menjadi 91 juta dosis. Beberapa penelitian juga

menggunakan tanaman herbal yang dianggap sebagai sumber yang baik untuk senyawa



antivirus terhadap berbagai virus termasuk SARS-CoV-2 (COVID-19) (Borkotoky and
Manidipa, 2020).

Indonesia termasuk negara subtropis yang kaya akan kenanekaragaman hayati,
salah satunya yaitu tanaman yang dapat dimanfaatkan untuk keperluan pengobatan.
Kebanyakan masyarakat modern cenderung menggunakan obat-obatan alami untuk
keperluan medis saat ini karena masyarakat percaya bahwa obat-obatan alami
memiliki beragam khasiat sebagai pengobatan. Tanaman adalah salah satu
kenaekaragaman hayati yang beragam dan melimpah. Keanekaragaman hayati
tumbuhan obat di Indonesia merupakan sumber daya alam yang cukup potensial
untuk dimanfaatkan dan dikembangkan masyarakat sebagai bahan baku obat
tradisional (Krysanti dan Simon, 2014). Hal ini mendorong para peneliti untuk lebih
memanfaatkan tumbuhan asli Indonesia. Tanaman yang mulai banyak dikenal dan
diteliti sebagai tanaman obat tradisional adalah Mimba (Azadirachta indica A. Juss).

Allah menciptakan alam semesta beserta isinya dengan kebesaran dan
kekuasaan-Nya serta segala kesempurnaan-Nya dan Allah menciptakan berbagai
tumbuhan sebagai salah satu tanda kekuasaan-Nya, salah satu tumbuhan yang
bermanfaat bagi umat manusia adalah tanaman mimba yang digunakan sebagai obat
antivirus. Oleh karena itu, diharapkan manusia untuk senantiasa memanfaatkan alam
semesta dan tumbuhan yang dapat digunakan sebagai tumbuhan obat dalam kehidupan
sehari-hari, sebagaimana dijelaskan dalam Al-Quran surat As-Syu’ara ayat 7 yang

berbunyi :
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Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah

banyaknya Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai tumbuh-tumbuhan yang baik?”.

Berdasarkan tafsir Ibnu Katsir dalam buku Abdul (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 yang
harus dipelajari (Savitri, 2008). Dalam ayat tersebut kita sebagai manusia diharapkan
untuk memperhatikan tumbuh-tumbuhan yang baik dan mulia yang telah Allah
tumbuhkan di bumi ini. Tumbuh-tumbuhan yang baik dapat diartikan sebagai
tumbuhan yang memiliki berbagai macam manfaat di dalamnya (Shihab, 2002).

Mimba (Azadirachta indica A. Juss) termasuk dalam famili Meliaceae.
Tanaman ini memiliki nama daerah seperti mimba, nimba, dan kayu bawang. Tanaman
mimba memiliki daun yang sangat pahit dan bijinya mengeluarkan bau seperti bawang
putih (Palupi et al., 2016). Tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss) memiliki
banyak kegunaan antara lain antiinflamasi, antirematik, antipiretik, sebagai penurun
gula darah, imunopotensiasi, antifertilitas, antivirus dan antikanker (Kusuma et al.,
2019). Senyawa kimia utama dari tanaman Mimba adalah Terpen dan Limonoid
(Ogbuewu et al., 2011). Selain itu penelitian dari Sadeghian and Forough (2007) juga
mengatakan bahwa senyawa bioaktif utama dalam tanaman mimba adalah salanin,

nimbin, azadirachtin dan azadiradione, diketahui bahwasannya senyawa tersebut



termasuk golongan terpenoid pada tanaman mimba. Menurut penelitian Balai
Penelitian dan Konsultasi Industri Laboratorium (BPKI), di dalam daun mimba
mengandung senyawa bioaktif triterpenoid sebesar 0,39%. Selain triterpenoid dalam
tanaman mimba juga memiliki senyawa diterpenoid yang merupakan senyawa
golongan terpenoid. Senyawa triterpenoid dari tanaman mimba antara lain
azadirachtin, azadiradione, azadirone, deacetylnimbin, nimbin, nimbolin, nimbinene,
nimbolide dan salanin (Pranoto dan Diana, 2019). Sedangkan senyawa diterpenoid
pada tanaman mimba antara lain nimbinone, nimbolicin, margocin, nimbidiol,

nimbione (Kiranmai et al., 2011).

Penggunaan tanaman mimba dikarenakan ekstrak daun mimba mengandung
senyawa flavonoid, triterpenoid dan glikosida yang merupakan senyawa aktif
antivirus terhadap golongan virus Coxsackie B, sehingga daun mimba dapat
digunakan sebagai virusida atau agen perusak virus. Selain itu, ekstrak ini dapat
mengganggu tahap awal siklus replikasi (Sukrasno, 2003). Di samping itu, ekstrak
neem bark (Azadirachta indica A. Juss) bila digunakan di konsentrasi mulai dari 50
hingga 100 pg/mL memiliki efektivitas dalam penghambatan pada penyebaran Herpes
Simplex Virus (HSV) tipe 1 (Tiwari et al., 2020). Penelitian lain juga menunjukkan
manfaat dari ekstrak neem bark (NBE) pada peradangan saraf yang disebabkan oleh
Mouse Hepatitis Virus (MHV) yaitu dengan mencegah penyebaran virus dari sel ke sel
(Sarkar et al., 2020). Diketahui lebih dari 300 senyawa aktif telah diisolasi dari

berbagai bagian dari pohon mimba seperti seperti daun, kulit batang dan bijinya.



Studi in silico pada senyawa triterpenoid tanaman Neem sebagai antivirus
Dengue-2 menunjukkan adanya afinitas yang baik khusunya pada senyawa nimbin dan
deacetylnimbin pada reseptor yang berperan dalam replikasi virus (Dwivedi et al.,
2016). Selain itu dilakukan penelitian oleh Kumar (2020) dimana dilakukan docking
molecular pada senyawa alami dalam tanaman mimba yaitu azdirachtin, gedunin, dan
nimbin dimana ketiga senyawa tersebut memiliki nilai afinitas yang baik terhadap
reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB ID 6M71). Penelitian lain
mengenai tanaman mimba yang berpotensi sebagai antivirus SARS-CoV-2 secara in
silico pada reseptor Spike Protease (PDB ID 6VXX) hasil menunjukkan bahwa
senyawa tanaman mimba seperti nimbidiol, nimbinene, nimbolide memiliki nilai
afinitas yang baik pada reseptor tersebut dibandingkan dengan remdesivir yaitu dengan
nilai -7.7, -9.2, -9.3 sedangkan remdesivir memiliki nilai afinitas -7.6
(Ramakrishnamacharya et al.,, 2020). Penelitian yang dilakukan oleh
Ramakrishnamacharya et al (2020) menggunakan reseptor Spike Protease dimana
senyawa pembanding dari reseptor tersebut belum diketahui secara spesifik dan
senyawa pembanding yang digunakan yaitu menggunakan remdesivir dimana
diketahui bahwasannya remdesivir merupakan obat yang bekerja pada RdRp (Neldi

and Suhajarno, 2020).

Terdapat penelitian lain juga yang menunjukkkan bahwa senyawa tanaman
mimba seperti nimbione memiliki nilai afinitas yang baik pada reseptor Mpro (PDB ID
2GTB) dibandingkan dengan nelfinavir yaitu dengan nilai -6.66 sedangkan nelfinavir

memiliki nilai afinitas -5.42 (Sharon, 2020). Penelitian yang dilakukan oleh Sharon



(2020) pada senyawa pembanding yang digunakan tidak memiliki target kerja spesifik
baik pada Mpro. Sehingga perlu dilakukan penelitian in silico dengan menggunakan
reseptor RdRp dimana senyawa pembandingnya telah diketahui yaitu remdesivir.
Selain itu senyawa yang digunakan sebagai ligan yang bertujuan sebagai senyawa obat
juga perlu dianalisis parameter fisikokimia terkait dengan absorbsi obat dan
permeabilitasnya yang didasarkan pada hukum Lipinski atau dikenal juga dengan
aturan 5 (rule of five), dimana senyawa tersebut harus memenuhi hukum lima lipinski
(Lipinski, 2004) dan juga perlu dilakukan prediksi toksisitas. Oleh karena itu,
senyawa golongan terpenoid pada mimba seperti 6-Deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan nimbione perlu diuji kembali untuk mengetahui
potensinya sebagai antivirus dan mengatasi COVID-19 secara studi in silico yaitu

molecular docking.

Teknik molecular docking merupakan salah satu metode studi in silico yang
digunakan dalam memprediksi bioaktivitas dari suatu senyawa sebelum melakukan
percobaan di laboratorium. Keunggulan dari metode ini yaitu dapat mengurangi
penggunaan alat dan bahan yang berlebihan serta dapat menghemat biaya uji coba
(Dona, 2019). Cara melakukan uji in silico adalah dengan melakukan docking molekul
yang akan diprediksi aktivitasnya pada sel target yang dipilih. Docking dilakukan
untuk menselaraskan antara ligan yang merupakan molekul kecil ke dalam sel target
yang merupakan molekul protein yang besar (Jensen, 2007). Metode ini akan
menghasilkan nilai energi ikatan atau Binding affinity antara ligan dan reseptor (Fita et

al., 2015).



Reseptor yang digunakan pada penelitian ini yaitu RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) atau biasa yang dikenal non struktural protein 12 (nsp12). RdRp
dalam SARS-CoV merupakan enzim utama yang bertanggung jawab untuk sintesis
untai RNA positif dan negatif. RdRp adalah enzim yang sangat diperlukan dalam
kompleks replikasi dan diharapkan mengandung protein sel dan virus lainnya
(Septiana, 2020). Pemilihan RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) diketahui
bahwasanya sebagian besar virus RNA memerlukan RdRp untuk replikasi dan
transkripsi genom virus (Aftab et al., 2020). Hal ini sesuai dengan penelitian-penelitian
lain yang menunjukkan bahwa senyawa tanaman mimba dapat mengganggu replikasi
virus (Dwivedi et al., 2016). Oleh karena itu pada penelitian ini menggunakan reseptor

RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB ID 7BV?2).

Berdasarkan latar belakang diatas maka penelitian ini penting dilakukan untuk
memprediksi sifat fisikokimia, toksisitas, dan mengetahui gambaran interaksi senyawa
dengan reseptor. Uji yang dilakukan pada penelitian ini adalah uji nilai afinitas, RMSD,
prediksi sifat fisikokimia dan prediksi toksisitas senyawa golongan terpenoid pada
tanaman mimba. Reseptor yang digunakan pada penelitian ini yaitu RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2) dengan ligan pembanding remdesivir.
Senyawa pada tanaman mimba yang dilakukan secara in silico ini diharapkan

berpotensi menjadi kandidat terapi untuk penyakit COVID-19.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah dalam penelitian ini
adalah:

1. Apakah senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba (Azadirachta indica
A. Juss) mempunyai sifat fisikokimia yang memenuhi hukum lima lipinski?

2. Bagaimana interaksi senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba
(Azadirachta indica A. Juss) terhadap reseptor RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) (PDB ID : 7BV2)?

3. Bagaimana tingkat toksisitas senyawa golongan terpenoid pada tanaman

mimba (Azadirachta indica A. Juss) secara in silico?

1.3 Tujuan Penelitian

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

1. Mengetahui senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba (Azadirachta
indica A. Juss) memiliki sifat fisikokimia yang memenuhi hukum lima lipinski.

2. Menganalisis interaksi senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba
(Azadirachta indica A. Juss) terhadap reseptor RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2).

3. Mengetahui tingkat toksisitas senyawa golongan terpenoid pada tanaman

mimba (Azadirachta indica A. Juss) secara in silico.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi dan ilmu tentang nilai

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



10

jarak ikatan, interaksi residu asam amino, sifat fisikokimia dan tingkat toksisitas
senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss)
sebagai antivirus COVID-19 melalui RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB

ID: 7BV2).

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah:

1. Ligan (senyawa) yang digunakan adalah senyawa golongan terpenoid (6-
Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan nimbione)
pada tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss).

2. Protein target yang digunakan adalah RNA-dependent RNA polymerase (RARp)
(PDB ID: 7BV?2).

3. Pembanding yang digunakan adalah Remdesivir.

4. Uji in silico antara ligan (senyawa) terpenoid pada tanaman mimba
(Azadirachta indica A. Juss) dengan reseptor target menggunakan aplikasi
AutoDock Vina dan AutoDock Tools.

5. Parameter yang diukur pada proses molecular docking antara lain nilai afinitas,
nilai RMSD, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, jarak
ikatan dan interaksi residu asam amino.

6. Parameter nilai toksisitas berdasarkan LDso, Hepatotoxicity, Skin sensitization
dan Ames toxicity.

7. Parameter prediksi sifat fisikokimia berupa Berat Molekul (BM), logaritma

koefisien partisi oktanol/air (log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat
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berotasi (Torsion), Hydrogend Bond Donor (HBD), Hydrogend Bond Acceptor

(HBA) menggunakan Lipinski.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tinjauan Tentang SARS-CoV-2

2.1.1 Virus

Virus adalah agen infeksius terkecil yang memiliki ukuran antara 20-300 nm,
memiliki komposisi kimia dan bentuk yang bervariasi dan hanya mengandung RNA
atau DNA saja (Fitriani, 2020). Virus dapat menyebabkan berbagai macam penyakit
dan dapat menyebar antar organisme. Namun, virus tidak memiliki kemampuan
untuk mereproduksi atau melakukan aktivitas metabolisme di luar sel inang.
Sehingga sebagian besar ahli biologi yang mempelajari virus saat ini setuju bahwa
virus tidak hidup, tetapi berada di area abu-abu antara bentuk kehidupan dan zat
kimia. Oleh karena itu, ungkapan sederhana yang menggambarkan virus menurut

para ahli adalah virus menjalani “hidup pinjaman” (Campbell, 2008).

Genom virus diselubungi dalam cangkang protein yang disebut kapsid.
Tergantung pada jenis virusnya, kapsid dapat berbentuk batang, polihedral atau
bentuk lain yang lebih kompleks. Kapsid terdiri dari banyak subunit protein yang
disebut kapsomer. Beberapa virus mempunyai struktur pembantu untuk membantu
menginfeksi sel inang, yaitu struktur selaput membran kapsid. Amplop virus yang
berasal dari membran sel inang mengandung fosfolipid dan protein membran sel
inang. Amplop juga mengandung protein dan glikoprotein dari protein. Virus tidak
memiliki enzim metabolisme dan peralatan pembuat protein, sehingga virus harus

berkembang biak di dalam sel inang. Oleh karena itu, setiap virus akan

12
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mengidentifikasi sel inang melalui pencocokan "lubang dan anak kunci" antara
protein permukaan virus dan molekul reseptor spesifik di luar sel, dengan demikian

dapat menginfeksi sel inang pada daerah host range (Campbell, 2008).

\“‘ - A‘
Q:‘\;é

Gambar 2.1 Struktur Virus (Campbell, 2008).

2.1.2 SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 adalah kelompok beta-coronavirus dari subgenus sarbecovirus
dan subfamili orthocoronavirinae. SARS-CoV-2 ini memiliki setidaknya 70%
kesamaan dalam urutan genetik dengan SARS-CoV. Beberapa virus corona khususnya
SARS-CoV dan MERS-CoV merupakan virus zoonotik yang menyebabkan penyakit
pernapasan pada manusia (Rahman and Tamanna, 2020). SARS-CoV-2 menggunakan
beberapa protein struktural dan nonstruktural untuk pengikatan reseptor, replikasi, dan

penyebaran sel ke sel (Borkotoky and Manidipa, 2020).

Patofisiologi dari coronavirus mula-mula terjadi penetrasi virus SARS-CoV-2
pada sel inang. Siklus hidup virus dapat dikategorikan menjadi 5 tahap antara lain :
penambatan, penetrasi, biosintesis, maturasi dan pelepasan kembali (Yuki et al., 2020).
Awal mula infeksi, SARS-CoV-2 akan berikatan dengan reseptor sel inang (tahap

penambatan), kemudian akan masuk ke dalam sel melalui fusi membran (tahap
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penetrasi). Lalu Komponen dari virus akan masuk ke dalam nukleus dan
memperbanyak diri menggunakan komponen mRNA virus (tahap biosintesis).
Selanjutnya protein yang sudah disintesis akan disusun membentuk virus baru dan
dilepaskan kembali keluar sel (tahap maturasi dan pelepasan kembali) (Shereen et al.,

2020).

Menurut penelitian, infeksi SARS-CoV-2 bisa jadi berasal dari hewan ke
manusia, tetapi untuk sekarang belum diketahui dengan pasti proses penularan dari
hewan ke manusia (Handayani et al, 2020). Sedangkan penularan dari manusia ke
manusia melalui droplet (aerosol) ketika seseorang yang terinfeksi lalu batuk atau
bersin. Droplet ini dihirup untuk mencapai paru-paru atau droplet menyentuh
permukaan yang terkontaminasi dan kemudian menyentuh hidung, mulut dan mata
(Singhal, 2020). Gejala paling umum adalah demam dan batuk sedangkan diare jarang

terjadi (Guan et al, 2020).

Coronavirus merupakan virus RNA untai tunggal yang dapat menginfeksi
berbagai inang termasuk unggas, hewan liar, dan spesies mamalia termasuk manusia
(Decaro et al, 2020). Virus ini memiliki ukuran partikel 120-160 nm. Mereka termasuk
dalam subfamili Orthocoronavirinae di bawah keluarga Coronaviridae, dan
diklasifikasikan menjadi empat genus diantaranya yaitu Alphacoronaviruses (a),
Betacoronaviruses (b), Gammacoronaviruses (g), dan Deltacoronaviruses. Virus ini
utamanya menginfeksi hewan, termasuk di antaranya adalah kelelawar dan unta (Wu
et al, 2020). Virus corona juga menyebabkan infeksi pernapasan ringan hingga sedang,

seperti flu biasa (Unhale et al, 2020).
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SARS-CoV-2 terdiri dari protein struktural dan non-struktural (Mittal et al.,
2020). Setidaknya virus memiliki empat protein struktural, antara lain spike
glikoprotein (S), membran protein (M) enveloped (E), dan protein nukleokapsid (N),
serta protein pelengkap lainnya yaitu ORF3A, ORF6, ORF7A, ORF7B, ORF8 dan
ORF10 (Helmy et al., 2020). Semua virus corona mengandung gen spesifik di
wilayah ORF1, yang mengkode protein untuk replikasi virus, pembentukan
nukleokapsid, dan pembentukan spikes. Genom virus korona menyandi beberapa
protein struktural dan non-struktural. Protein struktural bertanggung jawab untuk
infeksi host, fusi membran, perakitan virus, morfogenesis, dan pelepasan partikel
virus dan protein non-struktural (nsps), dengan demikian mendorong replikasi dan
transkripsi virus (Mittal et al., 2020).

« Spike glycoprotein (S)

« Enveloped small membrana protein (E)
* Membrane: phospholpid bilayers
«Membrane protein (M)

« Hemagglutinin esterase (HE)

« Nuckeoprotein (N)
* Genomic ANA

100 nm

Gambar 2.2 Struktur Virus SARS-CoV-2 (Mittal et al., 2020)
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2.2 Tinjauan Tanaman Azadirachta indica A. Juss

2.2.1 Pemanfaatan Tanaman Azadirachta indica A. Juss dalam Perspektif Islam
Tumbuh-tumbuhan yang ada di bumi diciptakan oleh Allah SWT dalam
berbagai bentuk yang beraneka ragam. Seperti yang dinyatakan dalam Al-Qur’an

surat Al-An’am ayat 99, yaitu
i 13000 oo 08 @ad 43 e 0ATE sk plaldl (e 0031 63D 5hs
cilia g 4300 31338 Lgall Ge JAAN fe 108 A Ade £ )85 ) 5umA
13) 5 pad A1 1 hdad 2 aaliahia Hie 5 Lahla LaAN 5 oha 0l wlied fa

e @

P 2 L, . - o WE
Os3ala 2 38) QLY 2813 8 () 4aiyy DA

£

Artinya : “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan
dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka Kami keluarkan dari tumbuh-
tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman yang menghijau
itu butir yang banyak; dan dari mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang
menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang
serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu pohonnya berbuah dan
(perhatikan pulalah) kematangannya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-

tanda (kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman”.

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT mengeluarkan hujan dan
menciptakan berbagai jenis tumbuhan, serta organ-organ seperti daun yang disebut
sebagai sesuatu yang menghijau, batang tinggi dan biji-bijian. Di akhir ayat ini

dikatakan bahwa amatilah buah yang dihasilkannya. Dalam penjelasan Ibnu Katsir,
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artinya pikirkanlah kekuasaan pencipta-Nya, dari tidak ada menjadi ada, dari segala
macam ciptaan Allah berupa warna, bentuk, rasa, aroma, dan manfaatnya. (Abdullah,
2003). Tumbuh-tumbuhan melalui beberapa fase hingga menjadi matang. Pada fase
kematangan, buah ataupun bagian tumbuhan yang lain akan mengandung berbagai
senyawa. Sehingga tumbuhan tersebut dapat dimanfaatkan oleh makhluk hidup lainnya
(Shihab, 2002). Pada tafsir as Showi diterangkan bahwa Allah SWT menciptakan
berbagai macam tumbuhan yang bermanfaat sehingga dapat mendatangkan suatu
kebaikan (Lajnah, 2009). Salah satu pemanfaatan tumbuhan ialah sebagai obat untuk
COVID-19. Pemanfaatan tumbuhan sebagai sumber obat sesuai dengan hadits
Rasulullah SAW “Berobatlah kamu, sehingga sesungguhnya Dzat yang membuat

penyakit, Dia pula yang membuat obatnya.” (Qardhawi, 2008).

2.2.2 Klasifikasi Azadirachta indica A. Juss
Azadirachta indica A. Juss atau biasa dikenal sebagai Neem atau Mimba
merupakan tumbuhan yang berasal dari India dan sebagian besar terdapat di negara-

negara tropis dan subtropis, salah satunya adalah Indonesia (Hashmat et al, 2012).

Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Subdivis : Angiospermae

Ordo : Rutales

Famili : Meliaceae Gambar 2.3 Azadirachta indica A. Juss
Genus : Azadirachta (Sumber : plantamor.com)

Species : Azadirachta indica A. Juss
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2.2.3 Deskripsi Azadirachta indica A. Juss

Daun neem atau mimba memiliki karakteristik sebagai berikut : daunnya
menyirip, panjang sekitar 20-40 cm, berwarna hijau muda, tangkai daun panjangnya
sekitar 2-7 cm, berbentuk bulat telur sampai lanset, tepi bergerigi (Hameed, 2014).
Neem atau mimba mempunyai batang yang tegak dan akar tunggang. Permukaan
batangnya kasar, bulat, coklat, dan kulit batangnya tebal. Tinggi tanaman bisa
mencapai 30 meter, diameter batang 2-5 meter, dan diameter kanopi bisa mencapai
10 meter. Buah mimba berbentuk lonjong, dengan ukuran maksimal 2 cm, dan
berwarna hijau. Biji mimba terbungkus pada daging buahnya, perbandingan berat

buah berbiji 50%: 50%, diameter 1 cm dan berwarna putih (Ambarwati, 2011).

2.2.4 Kandungan Azadirachta indica A. Juss

Mimba (Azadirachta Indica A. Juss) merupakan salah satu tumbuhan dari
famili Meliaceae (Kurniati et al, 2018). Azadirachta indica yang dikenal juga sebagai
neem atau mimba telah banyak digunakan untuk menyembuhkan berbagai macam
penyakit. Produk alami dan turunannya 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. Senyawa aktif ini telah diidentifikasi sebagai anti-
mutagenik, anti-inflamasi, anti-oksidan, antiulcer, anti-hiperglikemik,
imunomodulator, anti-karsinogenik, dan anti-virus (Sharon, 2020). Tanaman dari

famili ini mengandung metabolit sekunder termasuk alkaloid, flavonoid, kuinon,
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terpenoid (Kurniati et al, 2018), triterpenoid, senyawa fenolik, karotenoid, steroid, dan

keton (Kumar et al, 2018).

Senyawa aktif neem hampir terdapat di seluruh bagiannya namun yang paling
penting adalah azadirachtin, salannin dan nimbin. Senyawa tersebut dibagi lagi
menjadi dua kelas utama: yaitu isoprenoid dan lain-lain. Isoprenoid tersebut termasuk
diterpenoid dan triterpenoid yang mengandung protomeliacins, limonoid, azadirone
dan turunannya, gedunin dan turunannya, senyawa jenis vilasinin dan Csecomeliacins
seperti nimbin, salanin dan azadirachtin (Yasotha et al, 2019). Meskipun para peneliti
masih belum menunjukkan secara tepat mekanisme kerja senyawa aktif Neem. Bukti
menunjukkan bahwa mereka mengganggu replikasi virus, sehingga meminimalkan
dampak infeksi virus (Chawla et al, 2011). Berikut gambar struktur senyawa 6-

deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidol dan nimbione :

6-deacetylnimbin Nimbin Nimbolide
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Gambar 2.4 Struktur Senyawa Golongan Terpenoid tanaman Mimba.

(Sumber : https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Berikut adalah tabel sejumlah besar senyawa aktif yang di isolasi dari tanaman Mimba:

Tabel 2.1 Senyawa aktif yang di isolasi dari tanaman Mimba (Kumar et al, 2018 ;
Baildya et al, 2021 ; Sadeghian and Forough, 2007 ; Pankaj et al., 2011 ;
Rochyhoudhury, 2016 ; Brushett, 2018) :

No Nama Senyawa Asal
1 6-Deacetylnimbin Daun
2 Nimbin Biji, Daun
3 Sodium nimbidate Minyak Biji Mimba, Daun
4 Azadirachtin Biji, Daun, Kulit batang
5 Nimbinene Daun
6 Nimbolide Daun
7 Gedunin Buah, Kulit batang
8 Mahmoodin Minyak Biji Mimba



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Lanjutan Tabel 2.1

9 Azadiradione Buah, Minyak, Daun

10 Nimbidiol Kulit batang

11 Nimbione Kulit batang

12 Azadirone Buah, Minyak, Daun

13 Epoxyazadiradione Buah, Daun

14 Deasacyetylgedunin Seed oil

15 Gallic acid, (-) epicatechin dan | Kulit batang
catechin

16 Margolone, margolonone dan | Kulit batang
isomargolonone

17 Margocin Kulit batang

18 Nimbosterol (Beta-sitosterol) Daun

19 Cyclic trisulphide dan cyclic | Daun, Kulit batang
tetrasulphide

20 Polisakarida Daun

21 Polisakarida GIA, GIB Kulit batang

22 NB-I1 peptidoglucan Kulit batang

2.2.5 Khasiat Azadirachta indica A. Juss

21

Tanaman Mimba (Azadirachta indica A. Juss) memiliki nama daerah seperti

mimba, nimba, dan kayu bawang. Tanaman ini memiliki daun yang sangat pahit dan
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bijinya mengeluarkan bau seperti bawang putih (Palupi et al, 2016). Beberapa
penelitian terbaru menunjukkan bahwa tanaman nimba atau neem mengandung banyak
efek terapeutik, salah satunya adalah antivirus (Chundran et al, 2015). Tanaman ini
memiliki banyak kegunaan antara lain antiinflamasi, antirematik, antipiretik, sebagai
penurun gula darah, imunopotensiasi, antifertilitas, antivirus dan antikanker (Kusuma
et al, 2019). Senyawa pada mimba dapat melawan virus Coxsackie virus B-4 dan
diduga mengganggu tahap awal replikasi siklus virus (Trivedi et al, 2019), penelitian
lain menunjukkan bahwa ekstrak neem bark (NBE) bila digunakan dalam konsentrasi
50 hingga 100pg/mL memiliki efektivitas dalam penghambatan pada penyebaran
Herpes Simplex Virus (HSV) tipe 1. NBE secara signifikan menghambat masuknya
HSV-1 dan glikoprotein virus memediasi fusi sel ke sel dalam model kultur sel. Hal ini
menunjukkan adanya peran potensial NBE pada proses fusi virus (Tiwari et al., 2010).
Tanaman nimba (Azadirachta indica A. Juss) juga memiliki potensi aktivitas antivirus
terhadap virus dengeu (demam berdarah). Beberapa senyawa tersebut menunjukkan
berbagai sifat biologis, termasuk aktivitas antikanker, antibakteri, antijamur,

antimalaria, dan antivirus (Dwivedi et al, 2016).

2.3 Tinjauan Reseptor SARS-CoV-2 RdRp (PDBid: 7BV2)

SARS-CoV-2 memiliki 2 protein yaitu Protein struktural dan protein non-
struktural (NSP). Protein struktural meliputi: spike (S), membran (M), envelope (E),
nucleocapsid (N) (Purwaniati dan Aiyi, 2020) sedangkan protein non struktural
terdapat 16 protein non struktural yang dikode oleh ORF (Fitriani, 2020). Beberapa

penelitian sebelumnya telah melakukan penelitian pada protein non struktural, salah
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satu protein non struktural yang diteliti yaitu nsp 12 atau biasa disebut juga 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. RdRp memainkan peran yang signifikan dalam siklus
hidup virus, dan karena tempat aktif RdRp adalah wilayah yang dapat diakses sehingga
menargetkan wilayah ini untuk penghambatan replikasi virus mungkin merupakan
pendekatan terapeutik yang efektif (Aftab et al, 2020). RdRp dalam SARS-CoV
merupakan enzim utama yang bertanggung jawab untuk sintesis untai RNA positif dan
negatif. RdRp adalah enzim yang sangat diperlukan dalam kompleks replikasi dan

diharapkan mengandung protein sel dan virus lainnya (Septiana, 2020).

Salah satu struktur SARS-CoV-2 RdRp yang dipublikasikan oleh Protein
Database (PDB) adalah 7BV2. Struktur ini terdiri dari struktur kompleks nspl2—
nsp7-nsp8 complex bound to 12 primer dan remdesivir yang dirilis pada minggu
pertama Mei 2020. Menurut laporan, struktur ini telah diperbaiki pada Juni 2020 yang
memiliki tambahan ujung terminal C dan menghilangkan ion Mg?*. Struktur ini telah
memungkinkan para peneliti mengembangkan inhibitor terhadap SARS-CoV-2
RdRp dengan mempertimbangkan interaksi antara RdRp dan remdesivir serta
memahami perannya dalam penghambatan. Dengan membentuk interaksi non-
kovalen yang kuat antara obat dan target, struktur ini menunjukkan peran Lys545,
Leu759 dan Ser814. Berdasarkan hasil penelitian ini, nilai RMSD yang terbaik dari
struktur PDBIid: 7BV2 adalah 1,68 ° A (Koulgi et al., 2020). Studi lain oleh Dahab

et al (2020) menargetkan reseptor PDBid: 7BV2, menunjukkan hasil bahwa binding
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interaction antara reseptor PDBid:7BV2 dan native ligand (Remdesivir) adalah -5.9,
dan diketahui bahwa terdapat 5 ikatan hidrogen dengan Arg553 dan adanya ikatan

lain dengan Asp623, Asn691, Leu759 dan Ser682.

Gambar 2.5 Struktur RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2)

(https://www.rcsh.org/structure/7BV?2)

2.4 Penambatan Molekuler

2.4.1 Penambatan Molekuler (Molecular Docking)

Teknik molecular docking merupakan salah satu metode studi in silico yang
digunakan dalam memprediksi bioaktivitas dari suatu senyawa sebelum melakukan
percobaan di laboratorium. Keunggulan dari metode ini yaitu dapat mengurangi
penggunaan alat dan bahan yang berlebihan serta dapat menghemat biaya uji coba
(Dona, 2019). Cara melakukan uji in silico adalah dengan melakukan docking molekul
yang akan diprediksi aktivitasnya pada sel target yang dipilih. Docking dilakukan
untuk menselaraskan antara ligan yang merupakan molekul kecil ke dalam sel target

yang merupakan molekul protein yang besar (Jensen, 2007). Metode ini akan
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menghasilkan nilai energi ikatan atau Binding affinity antara ligan dan reseptor.
Semakin rendah energi ikatan maka menunjukkan afinitas antara ligan dan reseptor
semakin stabil maka dapat diprediksikan bahwa aktivitasnya semakin kuat (Fita et al.,
2015). Teknologi molecular docking ini memiliki tiga tujuan utama dalam beberapa

tahapan proses pengembangan obat, yaitu : (Leach, Shoicet, and Peishoff, 2006) :

1. Mampu memprediksi model ikatan ligan aktif yang telah diketahui.
2. Menggunakan skrining virtual untuk menemukan ligan baru.

3. Memprediksi afinitas ikatan dari beberapa senyawa aktif.

2.4.2 Database Reseptor dan Ligan
Sumber Database yang digunakan untuk memperoleh data ligan diperoleh dari

PubChem (http://PubChem.ncbi.nIm.nih.gov) sedangkan reseptor diperoleh dari

Protein Data Bank (PDB; http://www.rscb.org.pd). PubChem adalah database publik

yang berisi informasi tentang senyawa dan aktivitas biologisnya. Database tersebut
diluncurkan pada tahun 2004 sebagai bagian dari The Molecular Libraries Roadmap
Initiatives dari National Institutes of Health (NIH). PubChem terdiri dari tiga database
yang saling terkait yaitu zat, senyawa, dan uji biologis (Kim et al., 2016). Situs ini
dapat digunakan untuk mengakses data struktur kimia senyawa yang berperan
sebagai ligan selama proses docking. Sedangkan Protein Data Bank (PDB)
merupakan suatu database yang menyimpan data struktur tiga dimensi
makromolekuler biologis. Situs ini dikelola olen Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics (RSCB) (Berman et al., 2000). PDB digunakan untuk

mengakses data tentang reseptor yang disgunakan pada proses docking.


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.5 Aplikasi Penunjang
2.5.1 SwissADME

SwissADME dikelola oleh Institut Bioinformatika Swiss (SIB). SwissADME
adalah aplikasi online yang dapat diakses secara gratis di situs web

(http://www.swissadme.ch) yang dirancang untuk memfasilitasi analisis ADME

(Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion) dan farmakokinetik molekul.
Dalam analisis ADME dan farmakokinetik, SwissADME memiliki keuntungan
sebagai berikut: metode masukan yang berbeda, beberapa molekul dapat dihitung
sekaligus, dan dapat 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 sifat fisikokimia dari
proses penemuan obat baru dapat diprediksi sesuai kaidah hukum lima lipinski

(Daina et al., 2017).

2.5.2 AutoDock Tools

AutoDock Tools merupakan sebuah modul di dalam paket perangkat lunak
MGL Tools, yang secara khusus digunakan untuk menghasilkan masukan (PDBQT
file) untuk AutoDock Vina. Selain itu, AutoDock Tools juga dapat digunakan untuk
membantu mengatur grid box dari makromolekul (Suharna, 2012). Pada AutoDock
Tools, dilakukan tahap optimasi untuk memperbaiki kekurangan yang ada pada data

protein yang diunduh (Apriani, 2015).


http://www.swissadme.ch/
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Gambar 2.6 AutoDock Tools

2.5.3 AutoDock Vina

Autodock Vina adalah program untuk penambatan molekuler dan virtual
screening. Program ini banyak digunakan untuk berbagai keperluan, tujuan akhirnya
adalah memprediksi konformasi ikatan dan afinitas senyawa ligan terhadap targetnya
(Muchtaridi et al., 2018). AutoDock Vina memiliki banyak fungsi, kecepatan dan
ketepatan dalam memprediksi tempat ikatan tinggi selama pengikatan molekul
(Zuchrian, 2010). Dalam proses penambatan molekul, dapat dilakukan untuk
menyelesaikan lebih dari satu molekul pada satu waktu tanpa membatasi jumlah atom
maksimum dan ukuran maksimum grid map (Troott dan Olson, 2009; Zuchrian

(2010)

2.5.4 Discovery Studio Visualizer
Discovery Studio Visualizer adalah perangkat lunak gratis yang dapat

digunakan untuk preparasi dan analisis data pada proses penambatan molekuler.
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Perangkat tersebut memiliki kemampuan visualisasi gambar interaktif untuk melihat
struktur molekul, urutam, data refleksi X-ray, script dan data lainnya (Accelrys
Enterpise Platform, 2005). Selain itu, perangkat lunak dapat digunakan untuk
menganalisis interaksi ligan terhadap active binding site pada reseptor secara 2D
termasuk jenis ikatan dan asam amino yang berinteraksi. Analisis ini disebut analisis
pharmachopore. Melalui analisis ini dapat diketahui bahwa ikatan ligan

mempengaruhi aktivitas reseptor (Widodo et al., 2018).

2.5.5 PyMol

PyMol merupakan program yang dapat digunakan untuk preparasi protein
sebelum proses docking. Program ini dapat membantu menghilangkan native ligan,
air dan residu yang tidak diinginkan yang mengikat protein docking. Selain untuk
preparasi PyMol, program ini juga dapat digunakan untuk memvisualisasikan
senyawa tiga dimensi dan dapat digunakan untuk menghitung RMSD. Visualisasi
berguna untuk lebih memahami dan struktur suatu molekul. PyMol dapat
menampilkan visualisasi lebih dari satu struktur (dari molekul kecil hingga molekul
besar) dalam berbagai warna. Sistem grafik molekuler PyMol telah dikembangkan
menjadi penampil molekuler yang kuat dan pemrograman dengan Python menjadikan
perangkat lunak mudah digunakan secara luas tanpa mengubah kode utama.
Perangkat lunak ini dikembangkan oleh DelLano Scientific LLC (Delano dan

Bromberg, 2004; Widodo dkk., 2018).
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2.5.5 pkCSM Online Tool

Metode in silico telah dikembangkan untuk memprediksi sifat farmakokinetik
dan toksisitas senyawa dari struktur kimianya. Hal ini dikarenakan interaksi antara
farmakokinetik, toksisitas dan potensi sangat penting untuk menentukan efektivitas
obat. pkCSM Online Tool adalah salah satu aplikasi gratis untuk pengoptimalan
farmakokinetik dan toksisitas. Aplikasi ini memiliki kemampuan yang baik untuk
memproses kumpulan data yang besar dan telah menyusun data toksisitas tikus lebih
dari 10.000 molekul dan mengklasifikasi metabolisme hingga 18.000 senyawa (Pires

et al., 2015).

2.5.6 ProTox Online Tools

ProTox merupakan situs online yang digunakan untuk memprediksi toksisitas
oral pada hewan coba (Drwal et al., 2014). Pengantar situs web ini menyajikan
pengetahuan target kimia dan molekul. Skema prediksi ProTox dibagi menjadi
berbagai tingkat toksisitas, seperti toksisitas oral, toksisitas organ, titik akhir
toksikologi, jalur toksikologi, dan toksisitas target (Banerjeel et al., 2018). Hasil
perbandingan yang dihasilkan oleh protox jauh lebih unggul daripada perangkat
lunak komersial dan alat yang dapat diakses secara bebas yang dikembangkan oleh
Environ di Amerika Serikat, serta server web yang dapat digunakan secara gratis
untuk komunitas, termasuk berbagai jenis prediksi berdasarkan model metode

Quantitative Structured Activity Relationship (QSAR). Dkk., 2012)
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2.6 lkatan Reseptor — Ligan

2.6.1 Interaksi Elektrostatik

Terdapat dua jenis ikatan dalam interaksi elektrostatis yaitu ikatan ionik dan
ikatan van der Waals. Ikatan ion adalah ikatan yang terjadi ketika dua gugus protein
bermuatan berlawanan (pasangan ion) yang saling berinteraksi. lkatan ionik adalah
ikatan yang sangat kuat, tetapi memiliki pengaruh yang kecil dalam menstabilkan
struktur protein. Hal ini dikarenakan pasangan ion yang tersembunyi (tidak terlarut)
tidak banyak ditemukan dalam protein dan pasangan ion eksternal. Interaksi
elektrostatis lainnya adalah ikatan van der Waals. Ikatan ini terjadi karena interaksi
elektrostatis antara dipol-dipol. Ikatan ini khas untuk molekul non-polar dan
bertanggung jawab atas berbagai interaksi antara atom yang berdekatan. Interaksi
penting dalam pengikatan protein meliputi interaksi dipol permanen antara gugus
karboksil dan amida. Meskipun ikatan van der Waals lemah, namun terdapat dalam
jumlah yang besar, sehingga memiliki peran yang signifikan dalam menentukan

stabilitas protein (Voet dan Judith, 2011).

2.6.2 Ikatan Hidrogen

Ikatan hidrogen adalah interaksi elektrostatis antara gugus donor yang bersifat
asam lemah dengan atom dari suatu reseptor yang membentuk pasangan elektron
bebas. Ikatan hidrogen ini terbentuk antara molekul internal lainnya (dalam
polipeptida) atau antara molekul internal dan air. Ikatan hidrogen merupakan ikatan

utama untuk menjaga stabilitas protein (Voet dan Judith, 2011).
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2.6.3 Ikatan Hidrofobik

Interaksi hidrofobik disebabkan oleh adanya gaya tertentu, sehingga susunan
senyawa non polar harus meminimalkan kontaknya dengan air atau Ssenyawa
amphipatik, membentuk struktur seperti misel di dalam air. Protein pembentuk misel
kebanyakan rantai sampingnya bersifat non polar akan menjauhi kontak dengan air,
sehingga interaksi hidrofobik dapat mendukung kestabilan suau protein (Voet dan

Judith, 2011).

2.7 Hukum Lima Lipinski

Analisis sifat fisika dan kimia didasarkan pada hukum Lipinski atau dikenal
juga dengan aturan 5 (rule of five), yang berarti setiap nilai aturan merupakan
kelipatan 5 (Leo, 1971). Prediksi sifat fisikokimia seperti : Berat Molekul (BM),
logaritma koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat
berotasi (Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), dan Hydrogen Bond Donors
(HBD) (Kesuma et al, 2018). Lipinski et al (1997) menganalisis 2.245 obat dari data
dasar World Drugs Index dan menyimpulkan bahwa jika berat molekul lebih besar dari
500, mempunyai nilai log koefisien partisi oktanol/air (log P) lebih besar 5, mempunyai
ikatan-H donor (HBD) yang dinyatakan dengan jumlah gugus O-H dan N-H lebih besar
5 dan mempunyai ikatan-H aseptor (HBA) yang dinyatakan dengan jumlah atom O dan
N lebih besar 10 maka senyawa tersebut akan sulit diabsorpsi dan memiliki

permeabilitas yang rendah.

Aturan Lipinski dapat menentukan sifat fisikokimia ligan untuk menentukan

sifat hidrofobik atau hidrofilik suatu senyawa melalui membran sel oleh difusi pasif.
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Berat molekul yang melebihi 500 Da tidak dapat berdifusi melalui membran sel.
Semakin besar nilai log P, maka semakin hidrofobik molekulnya. Molekul yang
terlalu hidrofobik cenderung memiliki toksisitas yang lebih tinggi karena tetap berada
di lapisan lipid bilayer lebih lama dan terdistribusi lebih luas di dalam tubuh,
sehingga mengurangi selektivitas pengikatan pada enzim target. Nilai log P yang
terlalu negatif juga tidak baik karena molekul tidak dapat melewati membran lipid
bilayer. Jumlah donor dan akseptor ikatan hidrogen menggambarkan bahwa semakin
tinggi kapasitas ikatan hidrogen maka semakin tinggi pula energi yang dibutuhkan
untuk terjadinya proses absorpsi. Secara umum, aturan Lipinski menjelaskan
kelarutan senyawa tertentu yang menembus membran sel melalui difusi pasif.
Analisis hukum lima lipinski tersebut dapat digunakan untuk membuktikan bahwa
senyawa Yyang diuji mudah diabsorbsi dan memiliki permeabilitas yang baik

(Syahputra dkk, 2014).

2.8 Toksisitas

Toksisitas merupakan uji yang mendeteksi efek toksik untuk memperoleh
informasi atau data mengenai toksisitas suatu bahan pada hewan uji. Uji toksisitas
dibagi menjadi uji toksisitas umum dan uji toksisitas spesifik. Uji toksisitas umum
meliputi uji toksisitas akut selama 24 jam, uji toksisitas subkronis selama 26 minggu,
dan uji toksisitas kronik selama 1 tahun. Uji toksisitas khusus meliputi uji teratognik
atau kelainan janin, uji mutagenesis atau uji dengan mengubah informasi DNA, dan

uji karsinogenik (Ngatidjan, 2006).
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Uji toksisitas akut adalah uji yang mendeteksi gejala toksisitas yang mungkin
muncul dalam tubuh manusia dalam waktu singkat setelah sediaan uji diberikan
secara oral dalam dosis tunggal atau berulang dalam 24 jam, dan kemudian diamati
selama 14 hari (BPOM RI, 2014). Pengujian toksisitas akut biasanya berkaitan
dengan dosis letal tengah (LDso), yang merupakan dosis tunggal suatu zat yang dapat
menyebabkan 50% hewan percobaan mati. Tes tersebut dapat menunjukkan organ

target mana yang mengalami efek toksik atau kerusakan tertentu (Lu, 1991).

Nilai LDso adalah dosis yang mempunyai efek mematikan pada 50% hewan
uji, kesimpulannya adalah semakin besar LDso obat, semakin aman obat tersebut.
Nilai LDso digunakan sebagai indikator kuantitatif dalam wuji toksisitas akut
(Hodgson, 2010). Nilai LDso yang ditentukan oleh limit test dalam prosedur OECD
425 adalah ketika dosis diberikan kepada 5 hewan uji dan jika tiga atau lebih hewan
uji masih hidup maka LDso lebih besar dari 2000 mg / kgBW. Jika tiga atau lebih
hewan uji mati, LDso kurang dari 2000 mg / kg, dan kemudian dilakukan uji utama.
Tabel dibawah ini mencantumkan klasifikasi toksisitas dari sediaan uji menurut nilai

LD:so.

Tabel 2.2 Penggolongan Kelas toksisitas LDso diklasifikasikan berdasarkan Globally
Harmonized System (GHS) (El Din et al., 2016).

Tingkat Kelas toksisitas LDso Klasifikasi
Toksisitas
1 <5 mg/kg Fatal jika tertelan
2 5 <LDso <50 mg/kg Fatal jika tertelan
3 50 < LDso <300 mg/kg Beracun jika tertelan
4 300 < LDso <2000 mg/kg Berbahaya jika tertelan
5 2000 < LDso <5000 mg/kg Bisa berbahaya jika tertelan
6 LDso > 5000 mg/kg Tidak beracun
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Tanaman obat harus melalui berbagai proses pengujian keamanan konsumsi
salah satunya adalah pengujian toksisitas akut (Syamsul et al., 2015). Prinsip uji
toksisitas akut adalah toksisitas dibagi menjadi beberapa dosis bertingkat, satu dosis
per kelompok. Selain itu, efek toksik dan kematian diamati untuk menghitung LD so.
Lakukan pengamatan selama 24 jam, jika hewan masih sehat maka disisihkan untuk

mengantisipasi kemungkinan munculnya penundaan toksisitas (BPOM RI, 2014).

2.9 Senyawa Pembanding (Remdesivir)

Remdesivir merupakan phosphoramidate prodrug yang dimetabolisme dalam
tubuh menjadi C-adenosine nucleoside analogue GS-441524 sebagai metabolit aktif
yang mempunyai aktivitas dapat menghambat RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp). RdRp merupakan protein yang memiliki peran yang signifikan dalam
replikasi virus corona pada sel epitel saluran pernapasan. Selain itu, remdesivir secara
efisien menunjukkan efektif farmakologis aktif dari nukleosida trifosfat (NTP) yang
bertindak sebagai substrat alternatif dan rantai terminator RNA. NTP mampu
menghambat virus corona dengan memasukkan trifosfat aktif ke dalam RNA virus
(Neldi dan Suharjono, 2020). Mekanisme kerja dari remdesivir berkaitan dengan
replikasi virus. Remdesivir adalah analog nukleosida adenosin yang dapat
mengganggu RNA polimerase virus dan selanjutnya mengurangi kemampuannya
mereplikasi virus. Karena kesamaan antara remdesivir dan adenosin (salah satu
nukleotida untuk pembentukan RNA) maka dapat menyebabkan RNA polimerase

salah mengira remdesivir sebagai adenosin. Penempatan analog adenosin ini akan
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mengakhiri proses transkripsi dan akhirnya membuat virus tidak dapat mereplikasi
atau menginfeksi sel lain (Setiadi et al., 2020).

Remdesivir adalah obat yang pada awalnya digunakan untuk mengobati virus
Ebola dan kemudian dicoba untuk virus korona seperti MERS-CoV dan SARS-CoV
(Setiadi et al., 2020). Saat ini remdesivir berada di Kklinis uji coba terkait dengan
potensinya dalam melawan SARS-CoV-2. Selain itu, dalam beberapa laporan kasus,
pasien COVID-19 juga menunjukkan pemulihan setelah diberikan remdesivir tanpa
menunjukkan efek samping. Remdesivir adalah salah satu antivirus yang paling
banyak dipelajari untuk terapi COVID-19. Hal ini berkaitan dengan kemungkinan
efektivitas remdesivir terhadap SARS-CoV-2 (Neldi dan Suharjono, 2020). Sebuah
studi in vitro menunjukkan bahwa remdesivir memiliki aktivitas dalam menghambat
virus SARS dan MERS yang merupakan jenis virus corona lainnya (Ahsan et al.,
2020; Cao et al., 2020). Oleh karena itu, secara teoritis diperkirakan obat ini juga
berpengaruh terhadap COVID-19 (Cao et al., 2020). Obat ini adalah antivirus
spektrum luas (diuji menggunakan kultur sel, mencit dan model primata bukan
manusia) (Sheahan et al., 2017; Lo et al., 2019; Yavuz & Unal, 2020). Aktivitas
antivirusnya ditunjukkan oleh virus RNA untai tunggal yang lebih efektif jika
diberikan pada tahap awal infeksi ketika virus mulai berkembang biak di saluran
pernapasan bagian atas (Yavuz & Unal, 2020).

Terdapat kasus melaporkan keefektifan remdesivir dalam pengobatan pasien
yang terinfeksi COVID-19 di Amerika Serikat. Pasien dalam laporan kasus berusia
35 tahun dan memiliki riwayat perjalanan ke Wuhan, China. Setelah mendapatkan

CT scan dada yang menunjukkan pneumonia dan saturasi O2 pasien menurun hingga
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90%, pasien menerima kombinasi vankomisin dan cefepim. Dengan memperhatikan
bahwa hasil CT scan dada tidak membaik, pasien mulai menggunakan remdesivir,
dan situasi klinis membaik pada hari berikutnya. Saat ini belum ada kesimpulan yang
pasti tentang efektivitas dari remdesivir dalam pengobatan pasien COVID-19.
Namun, jika tidak ada satu obat yang disetujui untuk pasien COVID-19, mengingat
hasil tes in vitro yang menjanjikan, penggunaan remdesivir dapat digunakan sebagai

terapi alternatif (Setiadi et al., 2020).



BAB 111

KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS
3.1 Kerangka Konseptual

3.1.1 Bagian Kerangka Konseptual
Kerangka konseptual dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

SARS-CoV-2
Protein Non Protein
Struktural Struktural
RdRp

Mimba (Azadirachta
indica A. Juss)

Senyawa 6-Deacetylnimbin,
nimbin, nimbolide, nimbinene,
nimbidiol, dan nimbione

Replikasi Virus

Prediksi sifat fisikokimia :
hukum lima lipinski. Berat
molekul < 500g/mol, log P
<5, torsion < 10, gugus
hidogren donor < 5 dan
gugus hydrogen akseptor
<10

Memenuhi
hukum lima
lipinski

Prediksi

Molekular Toksisitas

Docking ‘

7BV2

Nilai afinitas, RMSD, Senyawa
ikatan hidrogen, interaksi tidak toksik
hidrofobik, interaksi

elektrostatik, dan interaksi
residu asam amino

Potensi antivirus SARS-CoV-2

Gambar 3.1 Bagan Kerangka Konseptual
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Keterangan :
: Pendukung penelitian
: Diteliti

E— : Mempengaruhi
: Menghambat

3.1.2 Uraian Kerangka Konseptual

SARS-CoV-2 memiliki 2 protein yaitu Protein struktural dan protein non-
struktural (NSP). Protein struktural meliputi: spike (S), membran (M), envelope (E),
nucleocapsid (N) (Purwaniati dan Aiyi, 2020) sedangkan protein non struktural
terdapat 16 protein non struktural yang dikode oleh ORF (Fitriani, 2020). Beberapa
penelitian sebelumnya telah melakukan penelitian pada protein non struktural, salah
satu protein non struktural yang diteliti yaitu nsp 12 atau biasa disebut 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).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa tanaman mimba atau neem
mengandung banyak efek terapeutik, salah satunya adalah antivirus (Chundran et al,
2015). Penelitian dari Trivedi et al (2019) menunjukkan bahwa ekstrak daun mimba
memiliki aktivitas melawan virus Coxsackie virus B-4 dan diduga mengganggu
tahapan awal replikasi siklus virus. Penelitian lain juga menunjukkan manfaat dari
ekstrak neem bark (NBE) pada peradangan saraf yang disebabkan oleh Mouse
Hepatitis Virus (MHV) yaitu dengan mencegah penyebaran virus dari sel ke sel (Sarkar

et al., 2020). Tanaman nimba (Azadirachta indica A. Juss) juga memiliki potensi
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aktivitas antivirus terhadap virus dengeu (demam berdarah) (Dwivedi et al, 2016).
Aktivitas antivirus pada daun mimba disinyalir karena adanya flavonoid, terpenoid dan
glikosida pada daun mimba. Berdasarkan penemuan diatas, maka perlu dilakukan
prediksi dari senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba dengan melihat sifat
fisikokimia, docking molekuler dan toksisitas dari senyawa 6-Deacetylnimbin, nimbin,

nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan nimbione dengan metode in silico.

Senyawa 6-Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan
nimbione dilakukan prediksi sifat fisikokimia menggunakan aplikasi SwissADME
dengan menggunakan kode SMILES. Parameter sifat fisikokimia dilihat berdasarkan
Hukum Lima Lipinski yaitu berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi oktanol/air
(log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion), Hydrogend Bond
Donor (HBD), Hydrogend Bond Acceptor (HBA). Untuk mengetahui toksisitas
senyawa akan dikategorikan berdasarkan kelas toksistas dengan mengetahui nilai LDso,

Hepatotoxicity, Skin sensitization dan Ames toxicity.

Senyawa 6-Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan
nimbione pada molecular docking digunakan sebagai ligan dan reseptor yang
digunakan adalah RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB ID 7BV2).
Penyiapan ligan dilakukan dengan aplikasi menggunakan Chem Bio Draw Ultra versi
19.0 dan Chem Bio 3D Ultra versi 19.0. Selanjutnya dilakukan docking dari ligan
terhadap reseptor tersebut. Perbedaan tempat reseptor akan menimbulkan nilai afinitas,
nilai Root Mean Square Deviation (RMSD), ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik,

interaksi elektrostatik, jarak ikatan dan interaksi residu asam amino. Dari hasil tersebut
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dapat diketahui aktivitas dari senyawa uji dalam senyawa terpenoid tanaman mimba
pada antivirus SARS-CoV-2 yang diharapkan dapat berpotensi menghambat replikasi
virus dari reseptor RdRp (7BV2).
3.2 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka konsep diatas dapat dirumuskan hipotesis yaitu senyawa
golongan terpenoid (6-Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan
nimbione) dari tanaman Mimba (Azadirachta indica A. Juss) memiliki interaksi
residu asam amino yang hampir sama dengan remdesivir, nilai afinitas yang baik dan
senyawa golongan terpenoid dari tanaman mimba memenuhi hukum lima lipinski serta

senyawa tidak toksik.



BAB IV

METODE PENELITIAN
4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan yaitu penelitian pre experimental design
berbasis komputer secara in silico dari senyawa golongan terpenoid pada tanaman
Azadirachta indica A. Juss. (Mimba) yaitu 6-Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide,
nimbinene, nimbidiol, dan nimbione terhadap reseptor RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2) menggunakan Chem Bio Draw Ultra versi 19.0,
Chem 3D Ultra versi 19.0, Discovery Studio Visualizer, AutoDock Vina, AutoDock
Tools, PyMol, SwissADME, pkCSM Online Tool, Protox Il Online Tool dan Microsoft

Excel 2013.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Februari sampai April 2021 bertempat di
Gedung Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran dan IImu Kesehatan Universitas Islam

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.3.1 Variabel Penelitian

a. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah senyawa golongan terpenoid pada
tanaman Azadirachta indica A. Juss. (Mimba) yaitu 6-Deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan nimbione dan senyawa pembanding yaitu

Remdesivir.

41
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b. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nilai RMSD, nilai afinitas, ikatan
hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektorstatik, jarak ikatan, interaksi residu
asam amino, berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi oktanol/air (Log P),
Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donor (HBD), jumlah ikatan atom
yang dapat berotasi (Torsion), LDso, Skin Sensitization, Ames toxicity dan

Hepatotoxicity.

¢. Variabel Kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah reseptor RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2), Chem Bio Draw Ultra versi 19.0, Chem 3D
Ultra versi 19.0, Discovery Studio Visualizer, Autodock Vina, Autodock Tools, PyMol,

SwissADME, pkCSM Online Tool, Protox Il Online Tool dan Microsoft Excel 2013.

4.3.2 Definisi Operasional
a. Parameter Uji Fisikokimia
Parameter uji fisikokimia meliputi hukum 5 Lipinski yang terdiri atas :
1. Berat Molekul (BM) : berat tiap atom yang didasarkan pada struktur kimianya
dan tidak memperhitungkan kompleksitas, ukuran atau bentuk molekulnya
(Chagas et al., 2018). Rentang BM : <500 Da (Lipinski, 2004) 130 — 725 g/mol

(Chander et al., 2017).
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2. Log P : indeks lipofilisitas atau hidrofobisitas, dinyatakan sebagai log
(kelarutan dalam oktanol) atau (kelarutan dalam air murni) (Lipinski, 2001).
Rentang : < +5 (Lipisnki, 2004) -2 sampai +6,5 (Chander et al., 2017).

3. Hydrogen Bond Acceptors (HBA) : ikatan hidrogen (H) akseptor. Rentang : <
10 (Lipisnki, 2004) 2 — 20 (Chander et al., 2017).

4. Hydorgen Bond Donor (HBD) : ikatan hidrogen (H) donor. Rentang : < 10
(Lipisnki, 2004) 2 — 20 (Chander et al., 2017).

5. Torsion : ikatan antar atom yang dapat berotasi.

b. Parameter Prediksi Toksisitas
Parameter prediksi toksisitas menggunakan pkCSM Online Tool dan Protox Il
Online Tool meliputi :

1. LDso : Dosis yang mempunyai efek mematikan pada 50% hewan uji
(Hodgson, 2010) dalam dosis tunggal atau berulang dalam 24 jam, dan
kemudian diamati selama 14 hari (BPOM RI, 2014).

2. Skin Sensitization : Uji ini dilakukan untuk mengetahui sensitivitas kulit
terhadap suatu zat (Wang et al., 2017).

3. Ames toxicity : Uji ini dilakukan untuk mengevaluasi potensi mutagenik suatu
senyawa dengan menggunakan bakteri (Kesuma dkk, 2018).

4. Hepatotoxicity : Uji ini dilakukan untuk menentukan apakah sel hati
mengalami kerusakan oleh senyawa yang toksik (Juliarta dkk, 2018).

c. Parameter Molekular Docking

Parameter molekular docking meliputi :
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Ligan : molekul kecil yang berinteraksi dengan protein (reseptor) pada tempat
tertentu kimiawi (Rye et al., 2017).

Reseptor : molekul protein yang terletak di permukaan dalam atau permukaan
sel target, yang fungsinya untuk menerima sinyal kimiawi (Rye, et al, 2017).
Root Mean Square Deviation (RMSD) : parameter validasi digunakan untuk
mengukur dua pose struktur dengan membandingkan posisi atom antara
struktur eksperimental dan struktur yang di-dockingkan pada protein (Lestari,
2015). Nilai RMSD yang baik < 2A (Sanyoto et al., 2013).

Ikatan Hidrogen : ikatan yang dihasilkan karena interaksi atom hidrogen yang
terikat secara kovalen dengan atom bermuatan negatif flour (F), nitrogen (N),
oksigen (O) (Arwansyah dkk, 2014).

Interaksi Hidrofobik : interaksi hidrofobik adalah interaksi yang menghindari
lingkungan cair dan cenderung berkumpul dalam struktur globular dari protein
(Lin & Brasseur, 1995). Pembentukan dari ikatan hidrofobik dapat
meminimalkan interaksi yang terjadi antara residu non-polar dan air
(Arwansyah dkk, 2014)

Interaksi Elektrostatik : Interaksi disebabkan oleh perbedaan polaritas antar
atom (Sharp dan Honis, 1990).

. Jarak antar ikatan : Jarak interaksi antara dua atom yang terikat (Lodish et al.,
2000).

Interaksi residu asam amino : Interaksi ini digunakan untuk mengetahui

interaksi antara ligan dan residu asam amino pada protein (reseptor)
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(Arwansyah dkk, 2014). Residu asam amino adalah asam amino dalam

protein (Murray et al., 2000).
4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan perangkat keras dan
perangkat lunak. Perangkat keras berupa satu set Laptop Acer Aspire ES 14 dengan
spesifikasi processor Intel® Celeron® N3350, RAM 2 GB dan hard disk 500 GB.
Perangkat lunak berupa sistem operasi Windows 10 pro, Chem Bio Draw Ultra versi
19.0, Chem 3D Ultra versi 19.0, AutoDock Vina, AutoDock Tools, PyMol, pkCSM

Online Tool, Protox Il Online Tool, Microsoft Excel 2013, dan SwissADME.

4.4.2 Bahan

4.4.2.1 Struktur Senyawa

Senyawa golongan terpenoid pada tanaman Azadirachta indica A. Juss.
(Mimba) yang digunakan dalam penelitian ini yaitu 6-Deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan nimbione serta senyawa pembanding yaitu

Remdesivir.
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Tabel 4.1 Struktur Senyawa Golongan Terpenoid tanaman Mimba dan Senyawa

Pembanding Remdesivir

Ligan Struktur 2D Struktur 3D

(Senyawa)

6-

Deacetylnimbin

Nimbin




Lanjutan Tabel 4.1
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Nimbolide

Nimbinene

Nimbidiol




Lanjutan Tabel 4.1
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Nimbione

Remdesivir
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4.4.2.2 Struktur Reseptor 7BV2
Struktur RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2) yang
berasal dari SARS-CoV-2 dapat diunduh dari situs protein data bank (PDB)

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

Gambar 4.1 Struktur RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDB ID: 7BV2)

Sumber : https://www.rcsh.org/structure/7BV?2.



https://www.rcsb.org/structure/7BV2
https://www.rcsb.org/structure/7BV2
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4.5 Prosedur Penelitian
4.5.1 Skema Kerja Penelitian

I Studi in silico I

Penyiapan senyawa 6-Deacetylnimbin, Pengunduhan reseptor RdRp
nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol, dan SARS-CoV-2 (PDBID 7BV2)
nimbione serta remdesivir menggunakan pada RCSb PDB

Chem Bio Draw Ultra versi 19.0 |

Pemisahan reseptor dari pelarut, native ligan
menggunakan Discovery Studio Visualizer

Validasi reseptor menggunakan
Autodock Vina dan PyMol

Reseptor yang sudah di validasi

Docking dengan menggunakan AutoDock Vina

Analisis dan visualisasi hasil penambatan
menggunakan PyMol, Discovery Studi
Visualizer dan analisis data secara

deskriptif
|

Prediksi sifat fisikokimia ligan dengan Prediksi toksisitas dengan nilai
Berat Molekul (BM), logaritma koefisien toksisitas LDso, Skin Sensitization,
partisi (Log P), Hydrogen Bond Acceptors Ames toxicity, Hepatotoxicity
(HBA), Hydrogen Bond Donors (HBD) menggunakan pKCSM Online Tools
dan jumlah ikatan antar atom yang dapat dan Protox 11 Online Tool.
berotasi (Torsion) menggunakan Lipinski

(SwissADME)

Gambar 4.2 Bagan Kerja Skema Penelitian
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4.5.2 Prosedur Kerja

4.5.2.1 Skrining Senyawa
Berikut adalah langkah yang dilakukan dalam skrining senyawa yaitu:
1. Digunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra versi 19.0 untuk menggambar
struktur molekul 2D 6-Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene,
nimbidiol, dan nimbione.
2. Disalin kode SMILES dari setiap senyawa dan kemudian gunakan aplikasi
online SwissADME untuk skrining senyawa.

3. Dipilih senyawa yang memenuhi hukum lima Lipinski.

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

1. Digunakan aplikasi Chem 3D Ultra versi 19.0 untuk mengubah struktur
molekul 2D senyawa 6-Deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene,
nimbidiol, dan nimbione ke dalam struktur 3D dengan cara klik view, klik
show chem 3D hotlink window kemudian klik launch chem 3D.

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

3. Disimpan struktur senyawa 3D dalam format file PDB.

4. Digunakan aplikasi MGLTools untuk mengubah format file .pdb senyawa

yang diuji menjadi format .pdbqt
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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 di website RSCB PDB

(https://www.rcsb.org/structure/7BV?2) dengan kode PDBid: 7BV2 dalam

format PDB.

2. Digunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer untuk memisahkan
struktur protein dari pelarut, native ligan, atau residu non-standar.
Caranya adalah dengan mengklik file lalu open, cari folder tempat file
reseptor yang ingin dipisahkan dan tampilan struktur protein tiga dimensi
akan ditampilkan. Rantai molekul, native ligan dan residu yang tidak
diperlukan dihilangkan dengan cara klik , klik water/ligand/protein chians
kemudian di klik remove. File reseptor disimpan menggunakan format
.pdb.

3. Dipisahkan native ligand dari struktur protein untuk validasi reseptor
menggunakan Discovery Studio Visualizer. Caranya yaitu klik file lalu
open, cari folder tempat file reseptor yang ingin dipisahkan dan tampilan
struktur protein tiga dimensi akan ditampilkan. Kemudian dihilangkan
protein (asam amino) dan pelarut yang tidak diinginkan dengan mengklik
water/protein chains lalu klik remove. File native ligan disimpan
menggunakan format .pdb.

4. Dipreparasi protein yang telah dihilangkan dari residu yang tidak
dibutuhkan serta native ligand pada MGLTools. Lalu 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 penentuan binding site dan grid
box yaitu:

1. Digunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer untuk membuka reseptor
(protein) RdRp SARS-CoV-2 dengan kode PDBId : 7BV2 yang sudah
diunduh. Caranya vyaitu Kklik file lalu open, cari folder tempat file reseptor
yang ingin dipisahkan dan tampilan struktur protein tiga dimensi akan
ditampilkan.

2. Ditentukan binding site reseptor dengan mengklik define and edit binding
site lalu klik from receptor cavities untuk melihat cavity reseptor.
Kemudian klik form PDB site records untuk melihat binding site
berdasarkan website PDB. Selanjutnya, klik residu asam amino sesuai
literatur lalu klik from current selection. Setelah itu, klik native ligan dan
klik from current selection. Lalu pilih cavities dan binding site yang
terdapat dalam residu asam amino dari literatur dan native ligan kemudian
klik kanan pilih Attributes untuk melihat binding site.

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

4. Dibuka aplikasi MGLTools lalu dimasukkan file reseptor dan native ligand
kemudian di klik grid selanjutnya center on ligand untuk menentukan besar

grid box yang diperlukan. File grid box disimpan dalam format .txt.
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4.5.2.5 Validasi Reseptor
Berikut langkah yang dilakukan dalam validasi reseptor:

1. Dibuka aplikasi Autodock Vina kemudian lakukan re-docking reseptor
dengan native ligan untuk validasi reseptor.

2. Dibuka aplikasi CMD lalu 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 —cpu4
selanjutnya ditunggu hingga proses docking selesai.

4. Diulangi docking sebanyak 3 kali.

5. Dianalisa hasil docking dengan menggunakan PyMol untuk menghitung
nilai RMSD antara native ligan yang tidak di docking dan native ligan hasil

re-docking.

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

1. Digunakan aplikasi Autodock Vina untuk melakukan docking reseptor
dengan ligan (struktur senyawa 3D yang sudah diskrining).

2. Dibuka aplikasi CMD, lalu klik vina.exe dicari folder tempat file reseptor
yang sudah dipreparasi dan senyawa uji serta pembanding. Kemudian copy
alamat folder fole reseptor dan senyawa uji serta pembanding.

3. Dilakukan proses docking dengan cara ketik vina.exe —config grid.txt —cpu4

selanjutnya ditunggu hingga proses docking selesai.
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4. Diulangi docking sebanyak 3 kali.

5. Disimpan senyawa hasil docking dalam format .pdbqt.

4.5.2.7 Analisa dan Visualisasi
Hasil docking bisa dilihat di output (dalam bentuk tabel) pada aplikasi
Autodock Vina. Hasil docking dilakukan dengan memilih ligan yang memiliki
energi ikatan terendah, nilai ikatan dapat dilihat dalam tabel “energy affinity”.
Lalu gunakan Discovery Studio Visualizer untuk memvisualisasikan interaksi

ligan-protein dalam 2D dan 3D.

4.5.2.8 Prediksi Toksisitas
Toksisitas senyawa diprediksi dengan menggunakan program Chem
Bio Draw Ultra versi 19.0 untuk menggambar struktur molekul 2D. Lalu
senyawa sebagai kandidat kuat bahan obat diubah ke dalam format SMILES,
kemudian diproses senyawa tersebut menggunakan pkCSM Online Tools dan
Protox Il Online Tool untuk memprediksi toksisitas senyawa berdasarkan

LDso, Skin Sensitization, Hepatotoxicity, dan Ames Toxicity.

4.6 Analisa Data
Analisis data dilakukan berdasarkan hasil dari uji sifat fisikokimia, docking
molecular dan prediksi toksisitas. Sifat fisikokimia diukur menurut hukum lima
Lipinski dimana aturan-aturan yang ditetapkan yaitu 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 (HBD). Hasil akan dipaparkan dalam bentuk tabel. Prediksi toksisitas
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berdasarkan parameter LDso, Hepatotoxicity, Skin sensitization dan Ames Toxicity.
Analisa data dari hasil docking pertama dengan validasi antara reseptor dan native
ligan ditentukan dengan melihat nilai RMSD. RMSD adalah parameter yang
digunakan untuk mengevaluasi kesesuaian parameter proses docking yang
menggambarkan seberapa besar perubahan konformasi ligan natural sebelum dan
sesudah validasi. Validasi reseptor dikatakan valid apabila nilai RMSD < 2 A
(Cole dkk., 2005). Setelah validasi reseptor mencapai hasil yang sesuai dilakukan
analisis data pada senyawa uji dan pembanding Remdesivir. Analisis data
dilakukan berdasarkan parameter docking meliputi nilai afinitas, ikatan hidrogen,
interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, jarak ikatan, dan interaksi residu asam
amino. Semua pengujian dilakukan replikasi sebanyak 3 kali untuk mendapatkan
hasil yang lebih valid. Hasil yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel. Analisa
dilakukan secara deskriptif untuk mengetahui perbedaan nilai afinitas dan interaksi

residu asam amino senyawa uji dengan senyawa pembanding.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan secara studi in silico. Studi in silico termasuk kemajuan
bidang teknologi pada zaman sekarang ini, studi ini dilakukan dengan menggunakan
metode komputasi dimana dilakukannya pengujian senyawa obat untuk penemuan obat
baru. Pada penelitian ini dilakukan studi in silico terhadap senyawa golongan terpenoid
pada tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss) yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione. Diketahui bahwasannya pada daun
mimba disinyalir mempunyai aktivitas antivirus karena adanya flavonoid, terpenoid
dan glikosida (Sukrasno, 2003). Senyawa 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide,
nimbinene merupakan salah satu senyawa golongan terpenoid yaitu senyawa
triterpenoid (Pranoto dan Diana, 2019) sedangkan senyawa nimbidiol dan nimbione
merupakan salah satu senyawa golongan terpenoid yaitu senyawa diterpenoid

(Kiranmai et al., 2011).

Studi in silico yang dilakukan antara lain untuk memprediksi sifat fisikokimia,
toksisitas, dan mengetahui gambaran interaksi senyawa dengan reseptor. Uji yang
dilakukan pada penelitian ini adalah uji nilai afinitas, RMSD, ikatan hidrogen, interaksi
hidrofobik, interaksi elektrostatik, jarak ikatan, interaksi residu asam amino, prediksi
sifat fisikokimia dan prediksi toksisitas senyawa golongan terpenoid pada tanaman
mimba. Senyawa pada tanaman mimba yang dilakukan secara in silico ini diharapkan

berpotensi menjadi kandidat terapi untuk penyakit COVID-19.
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5.1 Pengunduhan Target Protein (Reseptor)
Langkah pertama yang dilakukan adalah mengunduh target protein (reseptor)
RdRp SARS-CoV-2. Pengunduhan target protein (reseptor) melalui website RSCB

PDB (Protein Data Bank) (https://www.rcsb.org/) dalam format .pdb. Protein reseptor

RdRp SARS-CoV-2 yang digunakan yaitu dengan kode PDBId : 7BV2. Struktur ini
memiliki tiga jenis subunit yang berbeda-beda. Pemilihan dan pengunduhan struktur
tersebut dikarenakan di dalam struktur protein reseptor ini sudah mempunyai native
ligan yaitu Remdesivir dimana Remdesivir termasuk obat antivirus serta terdapat

jurnal yang telah diketahui active site / binding sitenya.

5.2 Preparasi Reseptor dan Ligan
5.2.1 Preparasi Protein (Reseptor)

Preparasi yang dilakukan dalam metode in silico adalah dengan menyiapkan
protein target (reseptor) dan ligan (senyawa) (Sliwoski et al., 2014). Pada tahap ini,
protein (reseptor) yang akan digunakan yaitu protein RdRp SARS-CoV-2. Protein
tersebut diunduh dalam bentuk tiga dimensi pada website RSCB PDB (Protein Data

Bank) (https://www.rcsb.org/) dalam format .pdb. Identitas protein yang dipilih adalah

7BV2 untuk struktur RNA-dependent RNA-polymerase. Struktur dengan identitas
7BV2 memilik 3 sub unit yaitu sub unit A, B dan C. Kualitas struktur 7BV2 yang

diunduh tercantum pada tabel 5.1


https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
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Tabel 5.1 Struktur 7BV2 yang diunduh dari Protein Data Bank

Identitas Sub Unit Jenis Protein Resolusi
7BV?2 A RNA- 2.50 A

dependent
RNA-
polymerase
B Non- 2.50 A
structural
protein 8
C Non- 2.50 A
structural
protein 7
Struktur 7BV2 pada tabel 5.1 merupakan struktur utuh dimana terdapat native

ligand, molekul air maupun residu non standar. Pada penelitian ini, struktur 7BV2 yang
dipilih untuk dilakukan docking adalah sub unit A yang berupa RNA-dependent RNA-
polymerase. Pemilihan tersebut dikarenakan sebagian besar virus RNA memerlukan
RdRp untuk replikasi dan transkripsi genom virus selain itu terdapat obat sintesis
yang bekerja pada RdRp salah satunya yaitu Remdesivir (Neldi and Suhajarno, 2020).
Pada pengunduhan melalui situs Protein Data Bank, reseptor yang merupakan
struktur utuh tersebut harus dipisahkan atau dihilangkan native ligand, molekul air
maupun residu non-standar menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer.
Tujuan native ligand dihilangkan karena ligand tersebut terikat pada sisi aktif
reseptor sehingga dapat menghalangi ligan lain untuk berikatan, sedangkan tujuan
molekul air dihilangkan agar tidak mengganggu proses docking dan residu-residu non
standar yang dihilangkan merupakan nsp 7 dan nsp 8 (Lionta et al., 2014, Yin et al.,

2020). Kemudian struktur tersebut disimpan dalam format .pdb.
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Selanjutnya hasil dari struktur pemisahan dilakukan optimasi struktur
makromolekul. Tahap optimasi ini dilakukan menggunakan aplikasi MGL Tools
dengan dilakukan kembali penghilangan molekul air agar air tidak dapat berinteraksi
dengan senyawa yang akan di docking kan dengan reseptor (Lemmon and Jens, 2013)
dan menambahkan hidrogen untuk memunculkan atom hidrogen yang ada pada
struktur sehingga ikatan hidrogen yang terbentuk dapat diamati (Yanuar, 2012) serta
menambahkan kollman charges untuk menambahkan muatan pada residu asam
amino VYyaitu energi elektrostatik (Kolina dkk., 2018). Kemudian reseptor
ditambahkan gasteiger charge untuk menyesuaikan dengan lingkungan penambatan

molekul (Huey et al., 2012). Lalu struktur tersebut disimpan dalam format .pdbqt.

Gambar 5.1 Hasil Preparasi Reseptor 7BV2
(Sumber Dokumentasi Menggunakan Aplikasi Discovery Studio Visualizer)

5.2.2.1 Penentuan Binding Site dan Grid Box

Sebelum melakukan docking hal yang harus dilakukan terlebih dahulu adalah
penentuan binding site dikarenakan protein memiliki wilayah pengikatan yang terbatas.
Selain itu juga perlu dilakukan pengaturan grid box (ukuran). Pada penelitian ini untuk

menentukan binding site dan grid box dilakukan menggunakan aplikasi Discovery
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Studio Visualizer dan MGL Tools. Pada aplikasi Discovery Studio Visualizer dilakukan
untuk menentukan cavity (tempat pengikatan) berdasarkan struktur dari situs Protein
Data Bank, aplikasi Discovery Studio Visualizer dan jurnal penelitian sebelumnya.
Menurut Dahab et al (2020) diketahui bahwa terdapat 5 ikatan hidrogen dengan
Arg553 dan adanya ikatan lain dengan Asp623, Asn691, Leu759 dan Ser682 pada
reseptor RARp SARS-CoV-2 (PDBIid : 7BV2) dimana ikatan tersebut membentuk
interaksi residu asam amino dalam suatu protein dengan native ligand (Remdesivir).
Penentuan binding site pada penelitian ini berdasarkan residu asama mino yang terletak
disekitar native ligand, dimana posisi dari native ligand disinyalir sebagai sisi aktif dari
reseptor (Yin et al., 2020). Berdasarkan hal tersebut ditemukan cavity yang sesuai

kemudian didapatkan ukuran center x = 91.776, y = 91.56 dan z = 104.863.

Langkah selanjutnya menentukan grid box menggunakan aplikasi MGL Tools.
Penentuan grid box bertujuan untuk dapat menetukan ruang koordinat antara ligan
dengan reseptor (Kolina dkk., 2018). Berdasarkan hasil MGL Tools didapatkan ukuran
grid box sebesar x = 8, y = 8 dan z = 10. Hasil dari kedua tersebut yaitu penentuan
binding site dan grid box disimpan dalam format .txt untuk proses tahap selanjutnya

yaitu docking. Berikut daerah binding site ditujukan pada gambar 5.2

lles$
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Gambar 5.2 Daerah Binding site Reseptor 7BV2 menggunakan Discovery Studio
Visualizer
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5.2.2 Preparasi Ligan

Ligan yang dipreparasi dalam penelitian ini adalah senyawa golongan terpenoid
pada tanaman mimba (Azadirachta indica A. Juss) yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione, serta senyawa pembanding. Langkah
awal yang harus dilakukan dalam preparasi ligan adalah dengan cara menggambar
senyawa 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione
serta senyawa pembanding dengan menggunakan aplikasi Chem 3D Ultra versi 19.0,
kemudian mengubah struktur molekul 2D ke dalam struktur 3D, tujuan dilakukan
mengubah struktur molekul 2D ke dalam struktur 3D karena beberapa tahap docking
harus menggunakan model struktur 3D. Berikut hasil struktur senyawa 6-
deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione serta senyawa

pembanding 2D dan 3D ditujukan pada tabel 5.2

Tabel 5.2 Tabel Struktur Senyawa 2D dan 3D

No Senyawa 2D 3D
1 6-deacetylnimbin
(methyl
(1S,2R,3R,4R,8R,9S,

10R,13R,15R)-13-
(furan-3-yl)-2-
hydroxy-9-(2-
methoxy-2-
oxoethyl)-4,8,10,12-
tetramethyl-7-oxo-
16-
oxatetracyclo[8.6.0.
038,05 hexadeca-
5,11-diene-4-
carboxylate)




Lanjutan Tabel 5.2
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2

Nimbin (methyl
(1S,2R,3R,4R,8R,9S,
10R,13R,15R)-2-
acetyloxy-13-(furan-
3-y1)-9-(2-methoxy-
2-oxoethyl)-
4,8,10,12-
tetramethyl-7-oxo-
16-
oxatetracyclo[8.6.0.
038,05 hexadeca-
5,11-diene-4-
carboxylate)

Nimbolide (methyl
2-
[(1R,2S,4R,6R,9R,10
S,11R,15R,18R)-6-
(furan-3-yl)-
7,9,11,15-
tetramethyl-12,16-
dioxo-3,17-
dioxapentacyclo[9.6.
1.0%°.0*8.0% 8] octa
deca-7,13-dien-10-
yl]acetate)

Nimbinene (methyl
2-
[(1S,2R,8R,9S,10R,1
3R)-2-acetyloxy-13-
(furan-3-yl)-
4,8,10,12-
tetramethyl-7-oxo-
16-
oxatetracyclo[8.6.0.
038,05 hexadeca-
4,11-dien-9-
yl]acetate)
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Lanjutan Tabel 5.2

5 Nimbidiol
((4aS,10aS)-6,7-
dihydroxy-1,1,4a-
trimethyl-
3,4,10,10a-
tetrahydro-2H-
phenanthren-9-one)

6 Nimbione
((4aS,10aR)-7-
hydroxy-1,1,4a,6-
tetramethyl-
3,4,10,10a-
tetrahydrophenanthr
ene-2,9-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-
phenoxyphosphoryl]
amino]propanoate)

Dari tabel 5.2 didapatkan struktur 2D dan 3D dari senyawa 6-deacetylnimbin,
nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione serta senyawa pembanding,
kemudian dilakukan minimalisasi energi sebanyak 3 kali pada setiap struktur senyawa

3D menggunakan aplikasi Chem 3D Ultra versi 19.0 dengan menggunakan metode
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MMFF94 (Merck Molecular Force Field). MMFF94 (Merck Molecular Force Field)
merupakan salah satu jenis persamaan minimalisasi energi yang sering digunakan pada
senyawa organik. Dapat diketahui minimalisasi energi dengan menggunakan metode
MMFF94 digunakan untuk menghitung energi potensial dan paramater lainnya seperti
van der Waals dan elektrosatik (Hanif dkk., 2020). Tujuan dilakukan minimalisasi
energi sebanyak 3 kali untuk mendapatkan hasil energi minimalisasi senyawa yang
valid. Senyawa yang telah dioptimasi kemudian disimpan dalam format .pdb.
selanjutnya senyawa tersebut dikonversi menjadi format .pdbqgt. menggunakan aplikasi

MGL Tools. Berikut hasil penentuan energi minimal ditunjukkan pada tabel 5.3

Tabel 5.3 Hasil penentuan energi minimal (kcal/mol) senyawa 6-deacetylnimbin,
nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione serta Remdesivir dengan
MMF94.

Energi Minimal (Kcal/mol) Rerata
Senyawa Replikasi | Replikasi 11 Replikasi 111 (kcal/mol)

6- 119.537 118.2 118.199 118.645
deacetylnimbin kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol
Nimbin 118.483 116.98 116.979 117.481
kcal/mol kcal/mol kcal/ml kcal/mol

Nimbolide 146.666 146.665 146.665 146.665
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Nimbinene 124.308 124.308 124.307 124.308
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Nimbidiol 60.376 60.376 60.375 60.376
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Nimbione 66.664 66.664 66.663 66.664
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Remdesivir -1.939 -1.945 -1.947 -1.944
kcal/mol kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Rerata energi minimal yang didapatkan pada senyawa 6-deacetylnimbin adalah

sebesar 118.645 kcal/mol, nimbin adalah sebesar 117.481 kcal/mol, nimbolide adalah
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sebesar 146.665 kcal/mol, nimbinene adalah sebesar 124.308 kcal/mol, nimbidiol
adalah sebesar 60.376 kcal/mol dan nimbione adalah sebesar 66.664 kcal/mol serta
senyawa pembanding remdesivir adalah sebesar -1.944 kcal/mol. Energi tersebut
adalah energi rata-rata seminimal mungkin dari bentuk stereokimia dan bentuk yang
paling stabil untuk dilakukan docking. Proses dari minimalisasi energi ini dipengaruhi
oleh jarak, sudut dan sudut torsi dari masing-masing senyawa sudah mendekati yang
sebenarnya sehingga proses optimasi geometrinya berlangsung cepat. Hasil nilai
optimasi merupakan nilai mutlak dimana tanda negatif pada senyawa remdesivir
menunjukkan bahwa elektron terikat dalam atom karena tarikan intinya (Siregar,

2018). Berikut hasil optimasi senyawa uji ditujukan pada gambar 5.3

SEBELUM SETELAH
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Gambar 5.3 Optimasi Senyawa Sebelum dan Setelah optimasi (a) 6-deacetylnimbin (b)
Nimbin (c) Nimbolide (d) Nimbinene (e) Nimbidiol (f) Nimbione (g) Remdesivir
(Sumber Dokumentasi Menggunakan Aplikasi ChemDraw 3D)

5.3 Prediksi Sifat Fisikokimia

Setelah melakukan docking perlu dilakukan pengecekan dari sifat-sifat ligan
yang akan digunakan. Pengecekan tersebut dilakukan dengan prediksi sifat fisikokimia
yang didasarkan dengan hukum lima Lipinksi. Prediksi sifat fisikokimia dilakukan
dengan menggunakan aplikasi online SwissSADME dengan cara memasukkan kode
SMILES dari setiap senyawa. Kode SMILES dibuat dengan menggunakan aplikasi
Chem Bio Draw Ultra versi 19.0, lalu kode SMILES disalin dan ditempelkan pada
kotak code SMILES dalam aplikasi online SwissADME untuk mendapatkan hasil
skrining dari sifat fisikokimia senyawa. Berikut hasil kode SMILES dapat dilihat

pada tabel 5.4



69

Tabel 5.4 Kode SMILES senyawa 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene,
nimbidiol dan nimbione serta Remdesivir.

Nama IUPAC

Kode SMILES

6-deacetylnimbin

(methyl
(1S,2R,3R,4R,8R,9S,10R,13R,15R)-13-
(furan-3-yl)-2-hydroxy-9-(2-methoxy-2-
oxoethyl)-4,8,10,12-tetramethyl-7-oxo-
16-
oxatetracyclo[8.6.0.0*%.0"**]hexadeca-
5,11-diene-4-carboxylate)

0=C(OC)[C@@](C=CC1=0)(C)[C@@]2
(HD[C@@]1(C)[C@@H](CC(OC)=0)[C
@l([C@@H]([C@@H]20)0[C@]3([H])
C4)(C)C3=C(C)[C@@H]4C5=COC=C5

Nimbin

(methyl
(1S,2R,3R,4R,8R,9S,10R,13R,15R)-2-
acetyloxy-13-(furan-3-yl)-9-(2-methoxy-
2-oxoethyl)-4,8,10,12-tetramethyl-7-oxo-
16-
oxatetracyclo[8.6.0.0%8,0'*]hexadeca-
5,11-diene-4-carboxylate)

0=C(OC)[C@@](C=CC1=0)(C)[C@]([C
@@]1(C)[C@H]2CC(OC)=O)([H)[C@@
H](OC(C)=0)[C@@H](O[C@]3([H])CA)[
C@@]2(C)C3=C(C)[C@@H]4C5=COC=
C5

Nimbolide

(methyl 2-
[(1R,2S,4R,6R,9R,10S,11R,15R,18R)-6-
(furan-3-ylI)-7,9,11,15-tetramethyl-
12,16-dioxo-3,17-
dioxapentacyclo[9.6.1.0%°.0*8,0**¥]octa
deca-7,13-dien-10-yl]acetate)

COC(CC1C2(C(C30C(C4(C=CC(C1(C34
)C)=0)C)=0)0C5C(C6=COC=CB)C=C(C
25)C)C)=0

Nimbinene

(methyl 2-[(1S,2R,8R,9S,10R,13R)-2-
acetyloxy-13-(furan-3-yl)-4,8,10,12-
tetramethyl-7-oxo0-16-
oxatetracyclo[8.6.0.0%%,0'**]hexadeca-
4,11-dien-9-yl]acetate)

O=C(OC)C[C@@H]1[C@@](C(C(C)=C
C2)[C@@H](OC(C)=0)[C@@]3([H])OC
4C[C@@H](C5=COC=C5)C(C)=C4[C@
@]13C)(C)C2=0

Nimbidiol
((4aS,10aS)-6,7-dihydroxy-1,1,4a-
trimethyl-3,4,10,10a-tetrahydro-2H-
phenanthren-9-one)

0=C1C2=C(C=C(0)C(0)=C2)[C@@]3(C
)CCCC(C)(C)[C@]3([H]CL

Nimbione
((4aS,10aR)-7-hydroxy-1,1,4a,6-
tetramethyl-3,4,10,10a-
tetrahydrophenanthrene-2,9-dione)

0=C(CC[C@]1(C)C2=C3C=C(0)C(C)=C
2)C(C)(O)[C@]1([H])CC3=0

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)

C[C@H](NP(OC1=CC=CC=C1)(OC[C@
H]20[C@@](C#N)(C3=CC=CAC(N)=NC
=NN43)[C@H](O)[C@@H]2
0)=0)C(OCC(CC)CC)=0
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Parameter fisikokimia yang digunakan seperti Berat Molekul (BM), logaritma
koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi
(Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), dan Hydrogen Bond Donors (HBD).
Parameter tersebut berdasarkan Hukum Lima Lipinski. Aturan Lipinski dapat
menentukan sifat fisikokimia ligan untuk menentukan sifat hidrofobik atau hidrofilik
suatu senyawa melalui membran sel oleh difusi pasif. Berat molekul yang melebihi
500 Da tidak dapat berdifusi melalui membran sel. Semakin besar nilai log P, maka
semakin hidrofobik molekulnya. Molekul yang terlalu hidrofobik cenderung
memiliki toksisitas yang lebih tinggi karena tetap berada di lapisan lipid bilayer lebih
lama dan terdistribusi lebih luas di dalam tubuh, sehingga mengurangi selektivitas
pengikatan pada enzim target. Nilai log P yang terlalu negatif juga tidak baik karena
molekul tidak dapat melewati membran lipid bilayer. Jumlah donor dan akseptor
ikatan hidrogen menggambarkan bahwa semakin tinggi kapasitas ikatan hidrogen
maka semakin tinggi pula energi yang dibutuhkan untuk terjadinya proses absorpsi.
Secara umum, aturan Lipinski menjelaskan kelarutan senyawa tertentu yang
menembus membran sel melalui difusi pasif. Analisis hukum lima lipinski tersebut
dapat digunakan untuk membuktikan bahwa senyawa yang diuji mudah diabsorbsi
dan memiliki permeabilitas yang baik (Syahputra, 2014). Berikut hasil skrining sifat
fisikokimia senyawa golongan terpenoid tanaman mimba serta senyawa pembanding

pada tabel 5.5



Tabel 5.5 Hasil skrining sifat fisikokimia

71

Parameter Hukum Lima Lipinski Penerapan
Senyawa BM | LogP | HBA | HBD | Torsion | tukumLima
Lipinski
Ya
6- 4936 e | g 1 6 (tidak ada
deacetylnimbin | g/mol .
penyimpangan)
Nimbin | 24099 204 | g 0 8 Ya
g/mol (1 penyimpangan)
Ya
Nimbolide | #6992 | 228 | 7 0 4 (tidak ada
g/mol .
penyimpangan)
482.57 Ya
Nimbinene : 2.48 7 0 6 (tidak ada
g/mol .
penyimpangan)
274.35 Ya
Nimbidiol ' 2.59 3 2 0 (tidak ada
g/mol .
penyimpangan)
Ya
Nimbione | 22037 | 248 | 3 1 0 (tidak ada
g/mol .
penyimpangan)
Remdesivir 602.58 0.18 12 4 14 T_|dak @3
g/mol penyimpangan)
Keterangan :
BM : Berat Molekul < 500
Log P : Koefisien partisi < 5
2 HBA : Jumlah hidrogen aseptor < 10
2 HBD : Jumlah hidrogen donor <5
Torsion : Ikatan antar atom yang dapat berotasi < 10

Dari tabel 5.5 menunjukkan bahwa senyawa golongan terpenoid tanaman

mimba yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione

memenuhi Hukum Lima Lipinski. Sehingga dapat diprediksi bahwa senyawa golongan

terpenoid tanaman mimba mudah diabsorbsi dan memiliki permeabilitas yang baik.



72

Sedangkan untuk senyawa pembanding yaitu remdesivir tidak memenuhi Hukum Lima
Lipinski, dikarenakan remdesivir memiliki berat molekul lebih dari 500 g/mol,
memiliki jumlah ikatan hidrogen aseptor lebih dari 10 dan memiliki jumlah ikatan antar
atom yang dapat berotasi lebih dari 10 serta remdesivir merupakan obat sediaan injeksi
sedangkan uji hukum lima lipinski digunakan untuk menentukan bioavaibilitas suatu
obat secara oral. Hasil prediksi sifat fisikokimia dapat dilihat dari nilai log p, jumlah
hydrogen bond donor dan jumlah hydrogen bond acceptor. Nilai log P berkaitan
dengan lipofilisitas suatu senyawa (Rachmania et al., 2015), dimana keberadaan
subtituen donor elektron menjadi sangat penting. Log P (logaritma koefisien partisi)
dari suatu senyawa dapat dipengaruhi oleh panjangnya rantai karbon, jumlah subtituen
alkil (-CH3) dan subtituen lone pairs (-OH) (Czyrski and Kupczyk, 2013). Dengan
demikian dapat diprediksi bahwa senyawa yang cenderung bersifat non polar akan
membentuk interaksi hidrofobik dan senyawa yang bersifat polar akan membentuk
ikatan hidrogen dengan asam amino reseptor melalui hidrogen donor dan hidrogen

aseptor.

Berdasarkan hasil hukum lima lipinski semua senyawa uji mampu menembus
membran karena memenuhi lima syarat yang ditentukan oleh Hukum lima lipinski.
Lima syarat tersebut adalah senyawa uji memiliki berat molekul tidak lebih besar dari
500, nilai log koefisien partisi oktanol/air (log P) tidak lebih besar 5, torsion tidak lebih
besar dari 10, mempunyai ikatan-H donor (HBD) yang dinyatakan dengan jumlah
gugus O-H dan N-H tidak lebih besar 5 dan mempunyai ikatan-H aseptor (HBA) yang

dinyatakan dengan jumlah atom O dan N tidak lebih besar 10 (Lipinski et al., 1997).



73

Jika ke lima syarat tersebut tidak terpenuhi maka senyawa uji dikatakan tidak mampu
menembus membran sel. Hal ini menjelaskan bahwa suatu proses dimuka bumi ini
akan berjalan lancar sesuai dengan ketentuannya (ukurannya). Sebagaimana firman

Allah SWT dalam Surat Al-Qomar ayat 49 yang berbunyi :

(£9) % Als s KU

Artinya : “Sesungguhnya kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran”

Pada tafsir Quraish Shihab diterangkan bahwa “Sesungguhnya kami
menciptakan segala sesuatu menurut ukuran yang sesuai dengan hikmah”, berdasarkan
tafsir dan ayat tersebut dapat dipahami bahwa Allah SWT telah menciptakan segalanya
dengan ukurannya masing-masing tidak ada yang kurang dan tidak ada yang lebih.
Namun, karena ayat ini berbicara tentang segala sesuatu yang Allah miliki, maka
adalah lebih cepat untuk memahaminya dalam arti ketentuan dan sistem yang
ditetapkan terhadap segala sesuatu. Dengan kata lain, apapun yang tidak sesuai

ukurannya maka akan sulit mencapai keseimbangan (Shihab, 2002).

5.4 Penambatan Ligand — Reseptor

Penambatan ligan dengan reseptor dilakukan dengan melalui teknik Molecular
Docking. Pada dasarnya tujuan dari molecular docking ini adalah untuk memberikan
prediksi antara reseptor dengan ligan menggunakan metode komputasi (Meng et al.,
2011). Umumnya, molecular docking dapat dilakukan dengan metode rigid docking
dan fleksibel docking. Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah fleksibel

docking, karena metode rigid docking menyebabkan ligan mengalami rotasi yang
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terbatas. Sedangkan fleksibel docking adalah metode umum yang sering dilakukan
karena ikatan kompleks dan fleksibilitas konformasi antara ligan dan protein

merupakan parameter utama untuk mengevaluasi afinitas docking (Sousa et al., 2006).

Penambatan ligan — reseptor (molecular docking) dilakukan dengan
menggunakan aplikasi Autodock Vina. Kelebihan dari aplikasi ini yaitu memiliki
kecepatan yang lebih baik sehingga dapat memperpendek waktu running saat
melakukan docking (Trott and Olson, 2010). Pada tahap ini, file hasil dari penyiapan
protein dan ligan harus berformat .pdbqt. dan terletak pada satu folder yang sama.
Program AutoDock Vina menggunakan fungsi scoring energi bebas ikatan sebagai
parameternya. Proses ini dijalankan menggunakan bantuan command prompt dengan
menginput kode tertentu dalam bentuk teks yang akan menampilkan suatu perintah
sesuai dengan format tertentu dan kemudian dapat menghasilkan keluaran berupa
energi bebas ikatan yang digambarkan dengan afinitas ikatan yang dihasilkan oleh
interaksi antara ligan dan reseptor, hasil tersebut berupa ernegi terendah pada suatu
pembentukan kompleks obat reseptor (Suharna, 2012). Berikut proses docking dengan

program Autodock Vina ditujukan pada gambar 5.4

Gambar 5.4 Proses Docking dengan Program AutoDock Vina
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5.4.1 Validasi Metode Docking

Validasi metode penambatan (docking) dilakukan dengan metode redocking.
Validasi ini dilakukan menggunakan aplikasi AutodockVina untuk mengetahui bahwa
metode penambatan (docking) yang digunakan telah memenuhi persyaratan
(Prasetiawati et al., 2017). Validasi dilakukan dengan cara menambatkan ulang
(redocking) native ligan dengan protein reseptor yang telah mengalami preparasi.
Parameter dari validasi metode adalah nilai RMSD. RMSD merupakan jarak
penyimpangan antara ikatan native ligan dengan protein setelah didockingkan dengan
posisi native ligan sebelum didockingkan. Nilai RMSD juga disebut jarak ikatan
(Rastini et al., 2019). Semakin kecil nilai RMSD maka posisi ligan dapat diperkirakan
semakin baik dikarenakan lebih mendekati konformasi aslinya (Lestari, 2015).
Validasi reseptor dikatakan valid apabila nilai RMSD < 2 A (Cole dkk., 2005),
sedangkan jika nilai RMSD > 2 A menunjukkan penyimpangan yang lebih besar dari
hasil perhitungan (Ferwadi dkk., 2017) sehingga hasil dari interaksi antara ligan dengan
reseptor tidak dapat dijadikan acuan (Saputri dkk., 2016). Validasi reseptor dilakukan
replikasi sebanyak tiga kali. Reseptor yang digunakan pada penelitian ini yaitu RdRp
SARS-CoV-2 dengan kode PDBIid : 7BV2 dan terdapat native ligand vyaitu
[(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. Berikut hasil validasi

reseptor ditunjukkan pada tabel 5.6
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Tabel 5.6 Hasil Validasi Reseptor

Nama Nilai RMSD Rata-
s R C Grid rata
enyawa esepto enter Box | Replikasi | Replikasi [ Replikasi | pyicp

r I I 1"

[(2~{R},3~{S}.4~ | RNA X:91.776 | X:8 |1.236A |1.200A |1203A |1213A
{R},5~{R})-5-(4- | depende
azanylpyrrolo[2,1 | nt RNA
-f[1,2,4]triazin-7- | polymer | 7 -104.863 | Z: 10
yl)-5-cyano-3,4- ase

bis(oxidanyl)oxol | PDB ID
an-2-yl]methyl . 7BV2
dihydrogen
phosphate

Y :91.56 Y:8

Berdasarkan hasil validasi reseptor pada tabel 5.6 Reseptor RNA dependent
RNA polymerase (PDB ID : 7BV2) memiliki nilai replikasi yang berbeda-beda. Hal ini
menandakan native ligand menempati posisi docking yang berbeda, walaupun
perbedaan posisi tidak terlalu besar. Perbedaan posisi antara hasil replikasi disebabkan
karena metode docking yang digunakan yaitu fleksibel docking, kondisi ini
menyebabkan ligan menjadi fleksibel sehingga memungkinkan ligan untuk melakukan
penyesuaian struktur demi mencapai konformasi yang stabil saat berikatan sisi aktif
reseptor (Muttagin dkk, 2019). Hasil rata-rata nilai RMSD sebesar 1.213 A yang
menunujukkan bahwa reseptor tersebut valid untuk dilakukan penambatan,
dikarenakan hasil tersebut telah tervalidasi dengan baik ditandai dengan bentuk
kemiripan antara native ligan sebelum dan sesudah redocking dan memiliki nilai
RMSD < 2 A. Nilai RMSD hasil dari redocking tersebut dianalisis dan divisualisasikan
menggunakan aplikasi PyMoL. Gambar hasil replikasi RMSD pada remdesivir

dicantumkan pada lampiran 2 halaman 106.
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5.4.2 Analisa Hasil Penambatan

Penambatan ligan dan reseptor merupakan langkah penting dalam penelitian in
silico yang bertujuan untuk memprediksi suatu ikatan yang terjadi pada ligan dan
reseptor. Tujuan pada tahap ini yaitu untuk mengetahui kesesuaian interaksi senyawa
uji pada sisi aktif reseptor dan senyawa uji mana yang memiliki afinitas terbaik
terhadap reseptor (Muttagin dkk, 2019). Hasil penambatan antara ligan dan reseptor
pada penelitian ini meliputi nilai afinitas energi (binding affintiy) dan interaksi residu
antara ligan dengan protein target (reseptor). Perbandingan hasil dilakukan dengan
membandingkan antara senyawa dengan obat pembanding yang digunakan sebagai
kontrol. Apabila senyawa aktif dan protein target (reseptor) memiliki ikatan hidrogen
dan residu asam amino yang serupa dengan obat pembanding (kontrol), maka senyawa
tersebut memiliki ikatan yang kuat dengan protein target (reseptor) (Arwansyah, 2014).
Pada tahap ini juga memiliki titik kritis terutama dalam pemilihan perangkat lunak
(aplikasi) penambatan karena setiap perangkat lunak memiliki algoritma yang spesifik
dalam melakukan penambatan. Hal ini kemudian dapat mempengaruhi hasil

penambatan dan analisis yang akan dilakukan serta meminimalkan terjadinya data bias.

5.4.3 Nilai Afinitas Energi (Binding affinity)

Nilai afinitas energi (Binding affinity) adalah ukuran kemampuan suatu obat
untuk mengikat dengan reseptor. Nilai afinitas energi dilihat dari semakin kecil binding
affinity maka semakin tinggi afinitas antara reseptor dengan ligan, begitu pula
sebaliknya semakin besar binding affinity maka semakin rendah afinitas antara reseptor

dengan ligan (Saputri dkk., 2016). Selain itu afinitas juga sangat berpengaruh terhadap
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kestabilan interaksi antara ligan dengan reseptor pada binding site dan nilai afinitas
menunjukkan bahwa energi paling kecil yang digunakan pada reseptor untuk
berinteraksi dengan ligan (Adriani, 2018). Berikut hasil dari nilai afinitas energi dengan

AutoDock Vina ditunjukkan pada tabel 5.7.

Tabel 5.7 Hasil Nilai Afinitas Energi dengan AutoDock Vina

Afinitas Energi

SENYAWA I Replikasi 1 | Replikasi 2 | Replikasi3 | Rata— Rata
6-deacetylnimbin -5.5 -5.5 -5.5 -5.5
Nimbin -5.5 -5.5 -5.5 -5.5
Nimbolide -6.2 -6.2 -6.2 -6.2
Nimbinene -5.4 -5.4 -5.4 -5.4
Nimbidiol -5.1 -5.1 -5.1 -5.1
Nimbione -5.3 -5.3 -5.3 -5.3
Remdesivir -5.2 -5.2 -5.2 -5.2
Native Ligand -5.1 -5.1 -5.1 -5.1

Berdasarkan hasil tabel 5.7 menunjukkan bahwa senyawa yang diujikan
memiliki nilai afinitas energi yang berbeda-beda. Perbedaan nilai afinitas energi dari
masing-masing senyawa dipengaruhi oleh ikatan yang terbentuk. lkatan hidrogen
berperan penting dalam menentukan besarnya nilai afinitas energi yang dihasilkan oleh
proses penambatan karena memiliki energi yang lebih tinggi dibandingkan dengan
ikatan hidrofobik. Menurut Hernandez dan Appu (2006) mengatakan bahwa ikatan
hidrogen memiliki energi lebih tinggi daripada interaksi hidrofobik yaitu dengan nilai

1-7 kcal/mol banding 1 kcal/mol.

Dari hasil tersebut semua senyawa yang diujikan nilai afinitas energi terendah
didapatkan dari senyawa Nimbidiol yaitu -5.1 kcal/mol. Namun, berbeda dengan

senyawa Nimbolide dengan nilai afinitas energi sebesar -6.2 kcal/mol merupakan
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senyawa yang diangggap paling efektif untuk dijadikan sebagai inhibitor reseptor
RdRp SARS-CoV-2 dan obat antivirus, dikarenakan senyawa tersebut memiliki nilai
afinitas energi yang paling negatif (kecil) dibandingkan dengan senyawa lainnya.
Berdasarkan hasil tersebut semua senyawa yang diujikan kecuali senyawa nimbidiol
memiliki nilai afinitas energi lebih negatif (kecil) ketika dilakukan penambatan dengan
reseptor RARp SARS-CoV-2 dibandingkan senyawa pembandingnya yaitu Remdesivir
(-5.2 kcal/mol) dan native ligand (-5.1 kcal/mol). Diketahui bahwasannya semakin
negatif (kecil) nilai afinitas energi yang dihasilkan maka semakin baik kestabilan antara
ligan dan reseptor (stabil), sehingga ikatan yang terbentuk akan semakin kuat
(Syahputra dkk, 2014) dan hasil dari nilai negatif tersebut menunjukkan adanya
interaksi antara ligan dengan reseptor yang terjadi secara spontan (Adriani, 2018).
Penurunan dari nilai afinintas energi (binding affinity) tersebut juga menunjukkan
kemudahan bioaktif dalam berinteraksi pada binding site masing-masing target protein

dibandingkan ligan pembanding (Kellenberger et al., 2008).

5.4.4. Interaksi Residu Asam Amino

Terdapat interaksi antara ligan dan beberapa asam amino yang aktif dari
reseptor RARp SARS-CoV-2 (PDBId : 7BV2). Salah satu ciri reseptor adalah tersusun
dari asam amino yang dapat berinteraksi dengan ligan sehingga akan mengetahui
interaksi yang terjadi pada ikatan antara ligan dan asam amino (Yahalom et al., 2011.,
Khazanov dan Karlson 2013). Pengamatan interaksi residu asam amino ini bertujuan
untuk mengetahui interaksi yang terjadi antara ligan dengan reseptor. Interaksi ini

dilakukan untuk memastikan bahwa ligan dapat berikatan dengan tempat pengikatan
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(binding site) protein tersebut. Binding site merupakan area permukaan protein yang
digunakan untuk mengikat senyawa ligan (obat) (Mahdiyah Umi, 2015). Area binding
site melibatkan residu asam amino yang berperan penting dalam pengikatan ligan.
Interaksi molekul antara ligan dan reseptor terdiri dari ikatan hidrogen, interaksi
hidrofobik dan interaksi elektrostatik (Arwansyah dkk, 2014). Identifikasi interaksi
residu asam amino dianalisis dan divisualisasikan dengan aplikasi Discovery Studi
Visualizer. Berikut hasil visualisasi interaksi residu asam amino ditujukan pada gambar

5.5 dan tabel 5.8

5

crs
a6

Asp.
w780
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Gambar 5.5 Visualisasi interaksi (A) Native ligand (B) 6-deacetylnimbin (C) Nimbin (D)
Nimbolide (E) Nimbinene (F) Nimbidiol (G) Nimbione (H) Remdesivir
(Sumber Dokumentasi Menggunakan Aplikasi Discovery Studio Visualizer)

Tabel 5.8 Interaksi Residu Asam Amino antara Ligan dan Reseptor

Ikatan Hidrogen

No Senvawa Jarak G Interaksi Interaksi
4 Asam Amino ara ugus Elektrostatik | Hidrofobik
(A) | AsamAmino
1 | Native Ligand | Ser759 (A)*** | 3.08 N-H Thre87 (A)***,
Asn691 (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
2 Remdesivir Arg555 (A)** | 3.09 O-H Arg553 (A)**, | Val557(A)*
3.15 O-H Lys545 (A)**, | *, Cys622
Ser759 (A)*** | 2.82 O-H Asp623 (A)***, (A)**.

Ser6s2 (A)**,
Thr687 (A)***,
Asp760 (A)**.

3 6- Asn69l (A)* | 2.66 O-H Asp760 (A)**, | Leu758 (A)
deacetylnimbin | Ser759 (A)*** | 2.16 O-H Thré87 (A)***,
Argb55 (A)** | 2.54 O-H Ser682 (A)**,
2.23 O-H Cys622 (A)*,
Cys813 (A) 3.53 O-H Arg553 (A)**
Asp623 (A) 3.67 O-H
Ala688 (A) 3.73 O-H
4 Nimbin Asn69l (A)* | 2.64 O-H Leu758 (A),
Arg555 (A)** | 2.40 O-H Thr687 (A)***,
Ser759 (A)*** | 2.74 O-H Ala688 (A)*,
Asp760 (A)* | 3.75 O-H Ser682 (A)**,
Tyr619 (A) 3.72 O-H Thr680 (A),

Asp623 (A)***,
Cys622 (A)*




82

Lanjutan Tabel 5.8

5 Nimbolide Argb55 (A)** | 2.70 O-H Val557 (A), Cys622
2.51 O-H Leu758 (A), (A)**
Ala688 (A)*,
Ser759 (A),
Thr687 (A)***,
Asn69l (A),
Thr680 (A),
Ser682 (A)**,
Asp623 (A)***,
Asp760 (A)**

6 Nimbinene Argb55 (A)** | 2.76 O-H Ser682 (A)**,
Asn691 (A)* | 2.50 O-H Thr687 (A)***,

Ala688 (A)*,

Leu758 (A),

Ser759 (A),

Cys622 (A)*,
Asp623 (A)***,
Asp760 (A)**

7 Nimbidiol Asp623 (A) 2.01 O-H Asn691 (A),
Ser759 (A),
Ala688 (A)*,

Thré87 (A)***,
Ser682 (A)**,
Thr680 (A),
Cys622 (A)*,
Arg555 (A)

8 Nimbione Asp623 (A) 211 O-H Ser759 (A), Cys622
Ala688 (A)*, (A)**
Asn69l (A),
Ser682 (A)**,

Thr687 (A)***,

Thr 680 (A),
Asp760 (A),
Arg555 (A),

Keterangan :

* : @asam amino yang mirip dengan native ligand

*x : @asam amino yang mirip dengan ligan pembanding (remdesivir)

*** 1 asam amino yang mirip dengan native ligand dan pembanding (remdesivir)

Berdasarkan dari tabel 5.8 menunjukkan bahwa senyawa uji, native ligan dan
senyawa pembanding (remdesivir) memiliki interaksi yang terjadi berupa ikatan

hidrogen, interaksi hidrofobik dan interaksi elektrostatik. Senyawa uji tersebut
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termasuk dalam kelompok ligan polidentat. Diketahui bahwa ligan polidentat dapat
menyumbang lebih dari dua atom (Fajri, 2017). Pada struktur senyawa uji terdapat
lebih dari dua atom donor dimana atom tersebut berperan sebagai donor ialah atom
oksigen (O). Pada gambar 5.5 menunjukkan ikatan hidrogen ditandai dengan garis
putus — putus berwarna hijau muda, interaksi elektrostatik ditandai dengan residu asam
amino disekitar senyawa yang tidak berikatan dan garis putus-putus berwarna orange
serta interaksi hidrofobik ditandai dengan garis putus — putus berwarna ungu dan merah
muda. Jenis ikatan kimia dipengaruhi oleh interaksi antara senyawa dengan reseptor.
Jenis ikatan yang tak jarang digunakan pada penentuan kekuatan ikatan obat dan
reseptor ialah ikatan hidrogen. lkatan hidrogen merupakan ikatan utama untuk
menjaga stabilitas protein (Voet dan Judith, 2011). lkatan hidrogen dapat dihasilkan
dengan adanya interaksi atom hidrogen yang terikat secara kovalen dengan atom
bermuatan negatif seperti flour (F), nitrogen (N), dan oksigen (O) (Arwansyah dKkk,
2014). Ikatan hidrogen pada native ligand terjadi pada residu Ser759, Asn691, Ser682
dan Asp760 sedangkan ikatan hidrogen pada senyawa pembanding (remdesivir) terjadi
pada residu Arg555 dan Ser759 dimana dari semua senyawa uji yang tidak memiliki
kemiripan dengan ikatan hidrogen pada native ligand dan senyawa pembanding yaitu
senyawa nimbidiol dan nimbione. Penelitian yang dilakukan Dahab et al (2020)
menunjukkan bahwa terdapat ikatan dengan Asp623, Asn691, Ser759 dan Ser682 pada
reseptor RARp SARS-CoV-2 (PDBIid : 7BV2) dimana ikatan tersebut membentuk
interaksi residu asam amino dalam suatu protein dengan native ligand (Remdesivir).
Penelitian lain menyebutkan bahwa sisi aktif RdRp (nsp 12) terletak pada residu 759

sampai 761, selain itu juga terletak pada residu 555. Residu tersebut berikatan dengan
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ligan alami yang terdapat pada struktur RARp SARS-CoV-2 dimana diketahui bahwa
ligan tersebut bersifat inhibisi (Yin et al., 2020). Berdasarkan hasil interaksi ikatan
hidrogen senyawa uji 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene memiliki
kemiripan ikatan hidrogen dengan native ligand dan pembanding (remdesivir). Apabila
semakin banyak interaksi hidrogen antara senyawa dengan residu asam amino maka
diprediksi interaksinya senyawa dan reseptor semakin baik (Ruswanto, 2015).
Senyawa uji yang memiliki ikatan hidrogen yang sama dengan senyawa pembanding
kemungkinan memiliki aktivitas yang sama dengan senyawa pembanding (Prasetiawati
dkk., 2021). Struktur native ligand pada reseptor 7BV2 merupakan struktur dari
remdesivir monofosfat yang akan diubah menjadi bentuk aktifnya yaitu remdesivir
trifosfat dalam tubuh (Eastman et al., 2020). Remdesivir mempunyai aktivitas dapat
menghambat RNA-dependent RNA polymerase (RdRp). RdRp merupakan protein
yang memiliki peran yang signifikan dalam replikasi virus corona pada sel epitel
saluran pernapasan (Neldi dan Suharjono, 2020). Telah diketahui bahwasanya
remdesivir bekerja menghambat RdRp suatu virus sehingga berdasarkan hasil interaksi
ikatan hidrogen senyawa uji dan pembanding maka kemungkinan senyawa uji bersifat

inhibisi terhadap reseptor RdARp SARS-CoV-2 (PDBIid : 7BV2).

Interaksi elektrostatik juga dapat berperan dalam menentukan kestabilan ligan
terhadap reseptor. Interaksi elektrostatik merupakan interaksi yang disebabkan oleh
perbedaan polaritas antar atom (Sharp dan Honis, 1990). Interaksi ini termasuk dalam
interaksi yang lemah dan bersifat non-kovalen sehingga mudah lepas (Arwansyah

dkk, 2014). Pada native ligand interaksi elektrostatik terjadi pada residu Thr687,
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Ala688, Asp623 dan Cys622 sedangkan interaksi elektrostatik pada senyawa
pembanding (remdesivir) terjadi pada residu Arg553, Lys545, Asp623, Ser682, Thr687
dan Asp760 dimana dari semua senyawa uji memiliki interaksi elektrostatik yang mirip
dengan native ligand dan senyawa pembanding. Hal ini dibuktikan dari hasil residu
beberapa asam amino yang sama antara native ligand, senyawa uji dan senyawa
pembanding. Berdasarkan hasil tersebut dapat diprediksi senyawa uji menempati sisi
aktif yang sama dengan native ligand pada reseptor RDRp SARS-CoV-2 (PDB id :

7BV2).

Interaksi hidrofobik juga dapat berperan dalam menentukan kestabilan ligan
terhadap reseptor. Interaksi hidrofobik adalah interaksi yang menghindari lingkungan
cair dan cenderung berkumpul dalam struktur globular dari protein (Lin & Brasseur,
1995). Pembentukan dari ikatan hidrofobik dapat meminimalkan interaksi yang terjadi
antara residu non-polar dan air (Arwansyah dkk, 2014). Pada senyawa pembanding
(remdesivir) interaksi hidrofobik terjadi pada residu VVal557 dan Cys622 dimana dari
semua senyawa uji yang memiliki interaksi hidrofobik dengan senyawa pembanding
(remdesivir) yaitu nimbolide dan nimbione dengan residu Cys622. Sedangkan untuk
native ligand diketahui tidak memiliki interaksi hidrofobik. Hasil untuk interaksi
hidrofobik memiliki interaksi yang sedikit dikarenakan daerah binding site banyak
residu asam amino yang bersifat polar. Residu asam amino yang bersifat polar yaitu
serin, arginine, aspartat, asparagine, tirosin, treonin dan sistein (Sumardjo, 2009).
Selain residu asam amino yang bersifat polar senyawa uji memiliki nilai log P yang

rendah sehingga cenderung bersifat hidrofilik, sehingga pada penelitian ini tidak
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ditemukan banyak interaksi hidrofobik. Residu asam amino non-polar (hidrofobik)

cenderung membentuk kelompok di dalam protein (Arwansyah dkk, 2014).

Residu asam amino yang memiliki kemiripan dengan native ligan
menunjukkan bahwa ligan mampu menghambat aktivitas protein target dan berpotensi
memiliki fungsi yang sama dengan native ligan, dimana jarak ikatan hidrogen yang
telah memenuhi syarat dengan rentang antara 2,5-3,5 A (Syahputra dkk., 2014).
Beberapa asam amino yang tidak memiliki kemiripan dengan native ligand dan
senyawa pembanding menunjukkan bahwa asam amino tersebut tidak berpotensi
memiliki fungsi yang sama dengan native ligand dan senyawa pembanding. Dari hasil
pada tabel 5.8 senyawa yang diujikan memiliki jarak ikatan yang berbeda-beda dan
hampir semua senyawa tersebut memiliki jarak ikatan antara 2,5-3,5 A kecuali pada
senyawa 6-deacetylnimbin pada residu Cys813, Asp623, Ala688 dan senyawa nimbin
pada residu Asp760 dan Tyr619. Perbedaan jarak ikatan membuktikan bahwa
minimalisasi energi akan mempengaruhi hasil penambatan ligan dan reseptor (Hanif
dkk, 2020). Sedangkan visualisasi pada area penambatan ligan dan reseptor semua
senyawa terdapat ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik dan interaksi elektrostatik yang

sama dengan native ligan dan remdesivir.

5.5 Prediksi Toksisitas

Senyawa yang akan diujikan juga perlu di prediksi toksisitasnya dengan
parameter berupa nilai LDso, Skin Sensitization, Hepatotoxicity, dan Ames Toxicity.
Tujuan dilakukannya pada tahap ini yaitu untuk memprediksi dan mengevaluasi

kemungkinan toksisitas dan resiko senyawa uji yang dapat mempengaruhi manusia.
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Prediksi toksisitas sangat penting dilakukan karena senyawa uji tidak hanya
memerlukan aktivitas biologi yang baik sebagai kandidat obat, tetapi juga senyawa
dengan toksisitas yang lebih rendah (Muttagin dkk, 2019). Untuk menguji nilai LDso,
Skin Sensitization, Hepatotoxicity, dan Ames Toxicity menggunakan pkCSM online
tool dan Protox Il Online Tool dengan cara memasukkan kode SMILES dari setiap
senyawa. Kelas toksisitas LDso diklasifikasikan berdasarkan Globally Harmonized
System (GHS) dimana kelas toksisitasnya dapat dibagi menjadi 1 hingga 6. Ambang
batas LDso untuk keenam kelas toksisitas adalah 5, 50, 300, 2000 dan 5000 mg / kg
berat badan (Drwal et al., 2014). Hasil dari prediksi toksisitas didapatkan dengan cara
menyalin Kode SMILES kemudian ditempelkan pada kotak code SMILES dalam
pkCSM online tool dan Protox Il Online tool. Parameter yang digunakan pada
LDso,

prediksi toksisitas meliputi Hepatotoxicity, Ames Toxicity dan Skin

Sensitization. Berikut hasil dari prediksi toksisitas dapat dilihat pada tabel 5.9.

Tabel 5.9 Hasil Prediksi Toksisitas

Toksisitas
Senyawa LDso Kelas - Ames Skin
(mg/kg)* LDso Hepatotoxicity™ Toxicity** Sensitization**
6-deacetylnimbin | 600 mg/kg 4 No No No
Nimbin 1000 mg/kg 4 No No No
Nimbolide 1000 mg/kg 4 No No No
Nimbinene 600 mg/kg 4 Yes No No
Nimbidiol 760 mg/kg 4 No No No
Nimbione 5000 mg/kg 5 No No No
Remdesivir 1000 mg/kg 4 Yes No No
Keterangan

* Menggunakan Protox Il Online tool

** Menggunakan pkCSM online tool

LDso

: Letal Dose 50
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Berdasarkan tabel 5.9 hasil yang didapatkan yaitu senyawa 6-deacetylnimbin,
Nimbin, Nimbolide, Nimbinene, Nimbidiol dan Remdesivir memiliki nilai LDso pada
hewan coba sebesar 600 mg/kg, 1000 mg/kg, 1000 mg/kg, 600 mg/kg, 760 mg/kg dan
1000 mg/kg. Berdasarkan hasil tersebut diklasifikasikan pada kelas toksisitas 4 (300
< LDso <2000 mg/kg) yang menunjukkan toksisitasnya relatif rendah. Sedangkan
untuk senyawa Nimbione memiliki nilai LDso pada hewan coba sebesar 5000 mg/kg
dari hasil tersebut diklasifikasikan pada kelas toksisitas 5 (2000 < LDso < 5000 mg/kg)
yang menunjukkan senyawa mempunyai efek toksisitas akut yang rendah (El Din et
al., 2016). Hal tersebut menunjukkan bahwa semua senyawa golongan terpenoid pada
tanaman mimba yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan
nimbione memiliki toksisitas yang relatif rendah karena semakin tinggi nilai LDso dari
senyawa maka semakin rendah toksisitas yang ada pada senyawa (Supandi et al.,
2018). Selain itu, senyawa juga dilakukan uji Hepatotoxicity, Ames Toxicity dan Skin
Sensitization. Hasil yang didapatkan dari uji Hepatotoxicity pada senyawa Nimbinene
dan senyawa pembanding Remdesivir berpotensi menimbulkan kerusakan pada hati,
sedangkan pada uji Ames Toxicity dan Skin Sensitization semua senyawa diprediksi

tidak menimbulkan efek mutagenik dan tidak menimbulkan sensitisasi pada kulit.

5.6 Analisa Data

Analisa data yang dilakukan pada penelitian ini berupa deskriptif. Analisis
deskriptif merupakan analisa yang digunakan untuk menganalisis data dengan cara
menggambarkan atau mendeskripsikan data yang dikumpulkan. Menurut penelitian

Ghozali (2009) tujuan dari analisis ini yaitu untuk memberikan gambaran atau
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deskripsi data pada variabel dilihat dari nilai rata-rata (mean), minimum, maksimum
dan standar deviasi. Variabel bebas yang digunakan adalah senyawa golongan
terpenoid tanaman mimba yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin, nimbolide, nimbinene,
nimbidiol dan nimbione, serta native ligan dan senyawa pembanding (remdesivir).
Sedangkan variabel terikat yang digunakan adalah nilai dari binding affinity, interaksi
residu asam amino, sifat fisikokimia dan toksisitas. Berikut hasil penelitian analisis

deskriptif nilai binding affinity dapat dilihat dalam tabel 5.10 di bawabh ini.

Tabel 5.10 Hasil Data Deskriptif Nilai Binding Affinity

Senyawa Binding affinity (Kcal/mol) S.td._
Minimum | Maksimum | Mean | Deviation
Nimbolide -6.2 -6.2 -6.2 0
6- -55 -55 -55 0
deacetylnimbin

Nimbin -5.5 -5.5 -5.5 0
Nimbinene -5.4 -5.4 -5.4 0
Nimbione -5.3 -5.3 -5.3 0
Remdesivir -5.2 -5.2 -5.2 0
Nimbidiol -5.1 -5.1 -5.1 0
Native Ligand -5.1 -5.1 -5.1 0

Berdasarkan hasil tabel 5.10 menunjukkan bahwa semua senyawa yang
diujikan memiliki nilai minimum, maksimum dan mean yang sama setelah direplikasi
sebanyak 3 kali sehingga hasil dari nilai standar deviasi adalah 0. Standar deviasi
adalah nilai statistik yang digunakan untuk sebaran data dalam sampel dan seberapa
dekat setiap titik data dengan rata-rata (mean) nilai sampel. Apabila standar deviasi
dari suatu kumpulan data sama dengan nol berarti semua nilai dalam kumpulan tersebut
adalah sama (Hidayat dkk, 2019). Hal ini menunjukkan bahwa tidak ada variasi hasil

dari nilai binding affinity pada kumpulan data hasil docking antara senyawa yang
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diujikan, native ligand dan senyawa pembanding dengan reseptor RdRp SARS-CoV-2
yang menunjukkan bahwa data sama. Pada nilai binding affinity didapatkan hasil dari
yang tertinggi hingga terendah berturut-turut yaitu native ligand, nimbidiol, remdesivir,

nimbione, nimbinene, 6-deacetylnimbin, nimbin, dan nimbolide.

Selanjutnya dilakukan analisis data pada interaksi residu asam amino, sifat
fisikokimia dan toksisitas. Berikut hasil penelitian analisis deskriptif interaksi residu

asam amino dapat dilihat dalam tabel 5.11.

Tabel 5.11 Hasil Data Deskriptif Interaksi Residu Asam Amino

'}essa'lfn“ Native deafétyln Nimbi | Nimbo | Nimbin | Nimbidi | Nimbio | Remd
Amino Ligand :mbin n lide ene ol ne esivir
Ser759 v v v - - - - v
Asn691 v v 4 - v - - -
Ser682 v - - - - - - -
Asp760 v - v ; 3 - ; -
Thres? v v v v v v v v
Ala688 v - v v v v v -
Asp623 v - v v 4 - - -
Cys622 v v v - v v - -
Arg555 - - - v - v v v

Berdasarkan hasil tabel 5.11 menunjukkan bahwa interaksi residu asam amino
senyawa yang diujikan memiliki kemiripan yang hampir sama dengan native ligand
dan senyawa pembanding. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa uji memiliki
kemiripan yang sama dikarenakan dapat menepati posisi docking yang sama dengan
native ligand dan senyawa pembanding. Semakin banyak kemiripan residu asam amino
dengan native ligand maka menunjukkan adanya kemiripan aktivitas (Arwansyah dkk,

2014). Dari hasil tersebut dapat diketahui senyawa uji, senyawa pembanding serta
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native ligand kemungkinan memiliki kemiripan aktivitas dalam menghambat protein

target RARp SARS-CoV-2.

Selanjutnya dilakukan analisis data pada sifat fisikokimia dan toksisitas
senyawa yang diuji serta senyawa pembanding. Berikut hasil penelitian analisis

deskriptif sifat fisikokimia dan toksisitas dapat dilihat dalam tabel 5.12.

Tabel 5.12 Hasil Data Deskriptif Sifat Fisikokimia dan Toksisitas

No Senyawa Fisikokimia Toksisitas
T Ya
1. 6-deacetylnimbin (tidak menyimpang) 4
2. Nimbin v )
(1 menyimpang)
_ ] Ya
3. Nimbolide (tidak menyimpang) *
- - Ya
4. Nimbinene (tidak menyimpang) *
- - - Ya
5. Nimbidiol (tidak menyimpang) !
__ Ya
6. Nimbione (tidak menyimpang) °
7. Remdesivir Tidak (3 menyimpang) 4

Berdasarkan hasil tabel 5.12 menunjukkan bahwa hasil sifat fisikokimia dari
senyawa golongan terpenoid tanaman mimba yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione telah memenuhi syarat hukum lima
Lipinski berdasarkan analisis pada SwissADME online tool, sedangkan untuk senyawa
pembanding yaitu remdesivir tidak memenuhi syarat hukum lima lipinski. Dan
toksisitas dari semua senyawa yang diujikan masuk dalam kelas 4 dan 5. Tingkat kelas
toksisitas berdasarkan Globally Harmonized System (GHS) Kelas Il (toksik hika

tertelan (50 <LD50 < 300 mg / kg)), Kelas IV (berbahaya jika tertelan (300 <LD50 <
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2000 mg / kg)) dan Kelas V (kemungkinan bisa berbahaya jika tertelan (2000 <LD50
<5000 mg / kg)) (El din et al., 2016). Dari hasil tersebut didapatkan tingkat toksisitas
dari yang tertinggi hingga terendah berturut-turut yaitu 6-deacetylnimbin, nimbin,

nimbolide, nimbinene, nimbidiol, remdesivir dan nimbione.



BAB VI

PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa :

1. Senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba yaitu 6-deacetylnimbin,
nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione telah memenuhi Hukum
Lima Lipinski.

2. Senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba yaitu 6-deacetylnimbin,
nimbin, nimbolide, nimbinene, nimbidiol dan nimbione memiliki interaksi
terhadap reseptor RdIRp SARS-CoV-2 (PDBId : 7BV2) berupa interaksi residu
asam amino, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan interaksi elektrostatik
yang diprediksi dapat menghambat reseptor tersebut dan nilai afinitas terendah
didapatkan dari senyawa nimbolide.

3. Senyawa golongan terpenoid pada tanaman mimba menurut GHS memiliki
toksisitas yang relatif rendah karena senyawa 6-deacetylnimbin, nimbin,
nimbolide, nimbinene, dan nimbidiol memiliki tingkat toksisitas tergolong kelas
4 (300 < LDso < 2000 mg/kg) dan senyawa nimbione memiliki tingkat

toksisitas tergolong kelas 5 (2000 < LDso < 5000 mg/kg).

93
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6.2 Saran

Berdasarkan penelitian potensi antivirus senyawa terpenoid pada tanaman
mimba (Azadirachta indica A. Juss) terhadap reseptor RdRp SARS-CoV-2 (PDBId :
7BV2) secara in silico peneliti dapat memberikan saran bagi peneliti selanjutnya
yaitu diharapkan dapat melaukukan penyempurnaan pada proses penambatan dengan
pengaturan grid box dan grid size yang lebih tepat atau mengganti kode pdb reseptor,
sehingga dapat diperoleh nilai afinitas yang lebih rendah dan interaksi residu asam
amino yang terdeteksi lebih banyak. Selain itu juga perlu dilakukan penambatan pada
reseptor yang berbeda, agar ditemukan informasi baru terkait mekanisme aktivitas

antivirus.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Prediksi Sifat Fisikokimia

A. 6-deacetylnimbin

[Moteculed _________________________________JS

C. Nimbolide

(hotecuies 9
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G. Remdesivir
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Lampiran 2. Hasil Validasi Reseptor

A. Replikasi 1

& pymoL
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin
Detected 2 CPU cores. Enabled multith ded rendering.

CmdLoad: "F:/Grid 8,8,10/Ligan Replikasi 1.pdbgt" loaded as "Ligan_Replikas:

“F:/Grid 8,8,10/1igand.pdbqt” loaded as "ligand".
: Colored 24 atoms and 1 object.

Colored 24 atoms and 1 object.
- 1 d

(24 to 24 atoms)

PyMoL> |

No Licen ation Only

Help
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B. Replikasi 2

& pymoL
File FEdit Build Movie Display Setting
Detected 2

CPU cores.
CmdLoad: "F:/Grid 8,8,10/Lig:

an Replika:

CmdLoad: “F:/Grid 8,8,10/1igand.pdbqt
Executive: Colored 24 atoms and 1 obj

Colored 24 atoms and 1
Executive: RMSD =

Executiv

Replikasi 3

1.201 (24 to

Scene

24 at

pdbat

i2

loaded as ™
object
object.
igand

ms)

& pymoL

File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard
Detected 2 CPU cores. Enabled multithreaded rendering.
CmdLoad igan Replikasi 3.pdbqt" loaded
CmdLoad 10@/ligand.pdbgt” loaded as "ligand"
Executive: Colored 24 atoms and 1 obj

Executiv

Colored 24 atoms and 1

ation Only

<0 days

emaining)

Mouse
Enabled multithreaded rendering

Plugin

as "Ligan_|

Plugin

“Ligan_Replikasi_2"

Help
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Lampiran 3. Hasil Penambatan Ligand — Reseptor

A. 6-deacetylnimbin

B. Nimbin

C. Nimbolide

# 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 10.1002/jcc.21334 #
# #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. #
Output will be 6_deacetylnimbin_out.pdbgt
Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 1737065608
Performing search ... done.
Refining results ... done.
mode |  affinity | dist from best mode
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

1 -5.5 ©.e00 a._eea

2 -5.3 1.288 1.651

3 -5.3 1.731 2.492

a -5.2 2.380 4.808

s -5.1 3.419 6.951

6 -5.0 2.891 6.159

7 -4.9 2.168 7.215

8 -4.9 3.700 7.17@

9 -4.9 3.1e3 7.@98

1@ -4.8 2.511 4.902
Writing outout ... done.
[
# If you used AutoDock Vina in your work, please cite: #
" #*
# 0. Trott, A. J. Olson, #
# AutoDock Wina: improving the speed and accuracy of docking #*
W with a new scoring function, efficient optimization and "
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018) #
# A55-461 #
# #
# DOI 10.1802/jcc.21334 #*
" #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. "

Output will be Nimbin_out.pdbgt

Reading input ... done

Setting up the scorlng function ... done.

Analyzing the binding site ... done.

Using random seed: 1524375650

Performing search ... done.

Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode

| (kcalfmel) | rmsa 1.b.| b.

1 s o_coa o.e00
2 -5.2 2.901 7.871
3 -5.2 2.512 5.057
a -5.1 2.237 a.989
5 -a.a 2.013 3.255
& ~a.o 2.927 7.527
7 a.8 1.638 2.4a05
8 -4.6 1.738 2.375
a 3.15@ 6.561
@ -4.6 1.466 1.796

1
Writine outsut

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

0. Trott, A. 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 16.1082/jcc.21334

Ot M H B R T

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

b d M H A B

Output will be Nimbolide out.pdbgt

Reading input ... done.
Setting up the scoring function done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 358@3898@

Performing search ... done.

Refining results ... done.

mode | affinity | dist from best mode

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

1 .2 ©.800 ©.000
2 .8 1.622 2.349
3 .7 2.953 4.822
4 .6 2.191 5.620
5 .5 2.196 4.820
6 .5 2.643 4.906
7 .4 2.118 4.448
8 .3 1.696 2.358
9 .2 3.e38 7.093
10 .2 2.369 4.562
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D. Nimbinene

E. Nimbidiol

F. Nimbione

i
# If you used AutoDock Vina in your work, please clte: "
* "
# 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 (2010) #
# 455461 i*
" "
# DOI 10.1002/jcc.21334 "
" "
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. "
Output will be Nimbinene_out.pdbagt
Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 931977808
Performing search done.
Refining results done.
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

1 -5.4 0.000 0.000

2 5.4 2.258 4.955

3 =5.2 1.941 4,952

a -5.1 1.973 5.794

5 -5.1 1.970 4.789

6 -4.9 1.818 5.548

7 -4.9 2.040 4.937

8 4.9 1.621 2.103

a 4.7 2.220 6.421

10 -4.6 2.171 5.990
Writing output ... done.
J
# 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 (2010) #
# 455-461 *
# #
# DOI 1©.1882/jcc.21334 #
" "
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. #

Output will be Nimbidiol out.pdbqt
Reading input
Setting up the scoring function ... dene.

Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -1700259896
Performing search done.

Refining results done.

mode | affinity | dist from best mod

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

1 .1 0.000 o.000
2 .8 3.509 6.685
3 -9 1.886 1.1@2
a 7 1.633 3.879
5 .6 1.818 2.954
& .6 2.526 5.533
7 .6 2.165 3.e58
8 .6 1.894 2.951
a .6 1.589 3.257
1@ -6 1.449 1.599
Writing output done .
}
# 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 (2010) #
# 455-461 #
# #
# DOI 18.1002/jcc.21334 #
# #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. #

Output will be Nimbione_out.pdbgt

Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Anzlyzing the binding site ... done.

Using random seed: -1889645248

Performing search done.
Refining results done.
mode |  affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
,,,,, R,
1 -5.3 0.000 0.000
2 -5.2 2.822 6.594
3 -5.2 2.277 5.567
4 -5.1 2.311 3.246
5 -5.0 3.385 6.462
6 -5.8 2.846 4.851
7 -s.0 1.976 5.791
8 -4.9 2.561 5.945
9 -4.9 2.119 6.872
1@ -4.8 2.601 5.738

Writing output ... done.
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G. Remdesivir

# If you used AutoDock Vina in your work, please cite: #*
W "
# 0. Trotr, A. 1. Olson, "
# AutoDeck Vina: improving the speed and accuracy of dn:king "
# with a new scoring function, efficient optimization and "
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010) #
# 455-461 "
# "
# DOI 10.1002/jcc.21334 #*
# #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. #
Output will be Remdesivir out.pdbat
Reading input
Setting up the s:or‘lng function ... done.

Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -29905587
Performing search done .
Refining results done.
mode |  affinity | dist from best mnde
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
.2 0.000 @.000
2 -5.1 3.141 7.265
3 -5.0 2.796 4.366
a ~4.8 3.021 8.412
s -4.8 2.700 5.966
6 -4.6 3.085 7.360
7 4.6 3.015 8.086
8 -a.5 1.919 3.036
9 -a.s 2.907 7.024
18 —a.a 3.009 6.913
Writing outout ... done.
|
I
# If you used AutoDock Vina in your work, please cite: "
" "
# 0. Trott, A, Olsen, "
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking i
# with a new scoring function, efficient optimization and "
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010) #
# 455-461 "
" "
# DOT 10.1002/jcc. 21334 "
[ "
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. "
Output will be ug-nd out.pdbqt
Reading input
Setting up the ::oring function ...
Analyzing the binding site ..
Using random seed: -1982262452
Performing search ... done.
Refining results ... done.
mode | affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
1
2
3
a
5
6
7
8
9
10
) [ Name 6-deacetyimbin
Predicted LD50: 600mg/kg | Moweight w85t
Number of hydr &
Toxicity Class: 4 | badu:opbﬂm ‘i

Numbec of pydrogen 1
‘bond doners.
- nnnn ngm 70
Numbac of bonds "
Average similarity: 99.25% | —— 5
Prediction accuracy: 72.9% |

Topological Polar war
Surface Ares
S

Q




pKCSM Online Tool

111

Molecule Depiction Model Name Predicted Value Unit
AMES toxicty No Categorical (Yes/No)
00/ Mzx.tolerated dose (human) 0733 Numeric (log mg/kg/day)
hERG I inhibitor No Categonical (Yes/No)
— NERG Il inhibitor No Categonical (Yes/No)
o Y Oral Rat Acute Toxicity (LD50) 2843 Numeric (motkg)
on O Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 1833 Numesic (log mgkg_bwiday)
/ Hepatotoxdcity No Categorical (Yes/No)
[ Skin Sensitisation No Categorical (Yes/No)
TFyriformis toxicity 0.328 Numeric (log ug/L}
Molecule properties: Minnow toxicity 119 Numeric (log mi)
Descriptor Value
Molecular Weight 498.572
LoaP 33516 B

B. Nimbin
- Protox Il Online Tool

3
iy

ﬁ Topological Polar 11830
Djﬂ —
‘ actanobwater parsion ‘ ET)
coeficientilogh)

Namz. nimbin
Predicted LD50: 1000mgkQ | | ygusge Tsus
Predicied Toxicity Class: 4 | | s ®

Nomterofhydogen | 0
Bpan
Number of atoms. 3
__ Average simiriy 100% ) “7=e ¥
Number of rotable 3
| e ]

- pKCSM Online Tool

Molecule Depiction Property  Model Name Predicted Value Unit
= Categoncal (YesNo)
— Numerc iog myAgiday)
No (Categoncal (Yes/No)
No Categorical (YesiNo)
248 Numeic (molkg)
157 Numenc (log mg/kg_bwiday)
No Categoncal (Yes/No)
No Categorical (YesiNo)
0285 Numeric (log ug/'L)
1289 Numeric (log mid)
Molecule properties:
s e (o ]



C. Nimbolide
- Protox Il Online Tool

Name nimbobde
Predicted LD50: 1000mgks | | Siguage —
Predicted Toxicity Class:4 | | sodsesme
Numbsr of rydrogen [
BRED i
Number of atoms 54
= 55% | Number of bonds. E
9 LESE J Number of rotable 1
Q Prediction accuracy: 72.9% | | e
Topological Polar 204
T =
o e
- pKCSM Online Tool
Molecule Depiction Model Name Predicted Value  Unit
AMES toxiclty No Categoncal (Yes/No)
Max tolerated dose (human) 0478 Numeric (log mg/kg/day)
hERG | inhibitor No Categoncal (YesNo)
hERG Il inhibltor No ‘Categorical (YesNo)
Oral Rat Acute Toxacity (LDS0) 2374 Numenc (moikg)
Oral Rat Chonic Toxiclly (LOAEL) 1554 Numeric (log mg/kg_bwiday)
Hepatotoxicity No Categoncal (YesNo)
Skin Sensitsation No Categonical (Yes/No)
Wolecule properties: EFyriooeks ioskcly o Nesiestc (oa i)
Descriptor Value Minnow toxicity 0318 Numeric (log mhi)
Molecular Weight 46653
LogP 37431
P S s =3
D. Nimbinene
- Protox Il Online Tool
Name nimbinene
Predicted LD50: 600Ma/kg | |y =
Predicted Toxicity Class: 4 | | temmapee ¥
. el
Y n n n n Number of atoms 69
= . Number of bonds 2
Average similarity: 87.21% | Nobor oot .
B " bonds
G Prediction accuracy: 70.97% | Tmw
Topological Palar 20
T =
— Sorsps |'ﬂ

112



- pKCSM Online Tool

Molecule Depiction Property  Model Name Predicted Value  Unit
o R AMES toxicity No Calegorical (YesiNo)
Max tolerated dose (numan) -0.348 Numefic log mgikgiday)
hERG | inhibitor No Calegorical (Yes/No)
NERG Il inhibitor No Categoncal (Yes/No)
Oral Rat Acute Taxicity (LDS0) 3.072 Numeric (molikg)
Oral Rat Chronic Toxicty (LOAEL) 0.705 Numeric (log mg/kg_bwiday)
Hepatotoxicily Yes Calegorical (Yes/No)
Skin Sensitisation No Categorical (YesiNo)
T.Pyritormis loxiciy 0318 Numeic (iog ugiL)
Molecule properties: Minnow toxicity Running Numeric (log mh)
Descriptor Value
Molecular Weight 482573
Run another prec
LogP 45233 -
#Rolalable Bonds 4
sarcannre T
B Name nmbidicl
Predicted LD50: 760mg/kg | | ijuuea T
- . Number of hydrogen 25
Predicted Toxicity Class: 4 | acrepiors
‘Number of hydrogen 2
2]« [T —
Number of atoms 2
ge si T161% | Domsotes =
Numnber of rotable L]
bonds.
Prediction accuracy: 69.26% | =
Topological Polar 5753
O =
Molecule Depiction Model Name Predicted Vaiue Unit
& AMES 1oty No Categoncal (YesNo)
Max tolerated dose (human) 0434 Numenc (log mg/Ag/day)
on hERG | inhibitor No ‘Categoncal (YesNo)
hERG Il inhibor No Categoncal (YesNo)
Oral Rat Acute Toxcity (LDS0) 24 Numeric (molkg)
- Orai Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 2174 Numenc (log mg/g_bwiday)
No Categorical (YesNo)
Molecule properties: No Categorical (Yes/No)
Descriptor Vaiue 138 Numenc (1og ugL)
Molecutar V 274%
e X  Menow towcty 0.805 Numeric (log mi)
LogP 37882
#Rotatadie Bonds o
SACCRplOrs 3
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F. Nimbione

- Protox Il Online Tool

Predicted LD50: 5000mg/kg | [re 211
Predicted Toxicity Class: 5| |t sopin ™ °
‘Number of hydrogen 0
Number of atoms ]
Average similarity: 10.78% Uborclhonte B
ge . ) Number of rotable ]
Prediction accuracy: 5% | EIs
jcal Polar MU
T =
—a— ocanoluaterpartion 045
- pKCSM Online Tool
Molecule Depiction Property  Model Name Predicted Value  Unit
AMES toxicity No Categorical (Yes/No)
DI Max tolerated dose (human) 0514 Numenc (log mgAg/cay)
hERG | inhibitor No Categorical (Yes/No)
- X hERG I inhibitor No Categorical (Yes/No)
o Oral Rat Acute Toxicity (LDS50) 2219 Numenc (molkg)
“ Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 1618 Numenc (log mg/kg_bwiday)
X  Hepatotoxicity No Categorical (YesiNo)
Molecule properties: XM Skin Sensitisation No Categorical (Yes/No)
Descriptor Value T Pyritorms toxicity 1722 Numeri (log ug/L)
Dichsyior Vs ond @I Minnowtoxicty 0938 Numerc (log mM)
LogP 355002
#Rotatable Bonds 0
- : 3
G. Remdesvir
- Protox Il Online Tool
Name temdesivir
Predicted LD50: 1000mg/kg | | ~ygiesign [o2%
Predicted Toxicity Class: 4 | | soocmon |
e | +
n nnu ‘Number of atoms m
. . Number of bands. (=
Average similarity: 40.93% | Nombar fatehie B
bonds
Prediction accuracy: 54.26% | =
Topelogical Polar 213%
O =
o == [F
- pKCSM Online Tool
Molecule Depiction Property  Model Name Predicted Value  Unit
AMES toxctty No Categorical (Yes/No)
Q < g I Max tolerated dose (human) 018 Numenc (1og my/kg/cay)
—— A~ NhERG | inhiditor No Categonical (YesNo)
I' = /‘ ! = @D  hERGH mhibtor Yes Categorical (Yes/No)
A W
e b @I  Oral Rat Acute Toxicity (LDS0) 206 Numeric (mobkg)
/)) [EIZN)  Oral Rat Chronic Taxcily (LOAEL) 1638 Numenc (Iog m/kg_bwiday)
I  Hepatotoxcty Yes Categoncal (Yes/No)
- X))  Skn Sensiisaton No Categoncal (Yes/No)
=0 T Pyriformis toxicity 0.285 Numeric (log ug/L)
Molecule properties:
s Minnow toxicity 0291 Numenc (1og mi)
Molecutar Weight 602585
LogP 231218
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