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ABSTRAK

Anggraeni, Rosalina Yunindra. 2021. Studi In Silico Senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin dari Tanaman Meniran
(Phyllanthus Niruri L.) terhadap Reseptor RdRp (7BV2) yang Berpotensi
sebagai Antivirus SARS-CoV-2. Skripsi. Program Studi Farmasi Fakultas
Kedokteran dan llmu Keehatan. Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing (I) Prof. Dr. apt. Roihatul Muti’ah, M.Kes.
Pembimbing (I1) apt. Yen Yen Ari Indrawijaya, M. Farm. Klin.

Akhir Desember 2019, di Wuhan, Provinsi Hubei, China telah muncul kasus baru
yang disebut dengan Corona Disease (COVID-19) dan teridentifikasi disebabkan oleh
virus SARS-CoV-2 yang terdiri dari protein struktural dan non struktural. Beberapa
penelitian menyebutkan bahwa tanaman herbal dapat digunakan sebagai antivirus SARS-
CoV-2. Senyawa yang diduga berpotensi sebagai antivirus SARS-CoV-2 adalah
Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin dari tanaman meniran
(Phyllanthus niruri L.). yang diuji aktivitasnya dalam menghambat reseptor RARp SARS-
CoV-2 (7BV2) yang memiliki peran dalam replikasi virus. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui potensi senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin
dari tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.) sebagai antivirus SARS-CoV-2. Untuk
mengetahui potensi dari senyawa uji, maka dilakukan penelitian secara in silico meliputi
prediksi sifat fisikokimia yang mengacu pada Hukum Lima Lipinski pada situs
SwissADME, prediksi toksisitas menggunakan Protox Online Tool dan pkCSM Onlne
Tool, serta molecular docking menggunakan Autodock Vina. Hasil menunjukkan bahwa
afinitas senyawa Hypophyllanthin dan Niranthin dengan reseptor RdRp SARS-CoV-2
(7BV2) memiliki nilai yang lebih baik dari ligan asli dan senyawa pembanding
(remdesivir). Pada interaksi residu asam amino menunjukkan bahwa senyawa uji
memiliki kesamaan interaski pada ligan asli dan senyawa pembanding (remdesivir) yang
terletak pada sisi aktif reseptor. Berdasarkan hasil tersebut maka senyawa uji diprediksi
memiliki potensi dalam menghambat SARS-CoV-2 pada reseptor RdRp (7BV2).

Kata Kunci: Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, Niranthin, Phyllanthus niruri L.,
RNA dependent RNA polymerase, SARS-CoV-2, molecular docking.



ABSTRACT

Anggraeni, Rosalina Yunindra. 2021. In silico Study of Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin and Niranthin Compounds from Meniran Plants
(Phyllanthus niruri L.) Against RdRp (7BV2) Receptors which have
Potential as SARS-CoV-2 Antivirus. Essay. Pharmacy Study Program,
Faculty of Medicine and Health Sciences. Maulana Malik Ibrahim State
Islamic University Malang. Supervisor (1) Prof. Dr. apt. Roihatul Muti‘ah,
M.Kes. Supervisor (I1) apt. Yen-Yen Ari Indrawijaya, M. Farm. clin.

At the end of December 2019, in Wuhan, Hubei Province, China, a new case
called Corona Disease (COVID-19) appeared and was identified as being caused by the
SARS-CoV-2 virus which consists of structural and non-structural proteins. Several
studies have stated that herbal plants can be used as an antiviral for SARS-CoV-2.
Compounds that are thought to have potential as antivirals for SARS-CoV-2 are
Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, and Niranthin from the meniran plant
(Phyllanthus niruri L.). tested for its activity in inhibiting the SARS-CoV-2 (7BV2)
RdRp receptor, which has a role in viral replication. This study aims to determine the
potential of Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, and Niranthin compounds from
the meniran plant (Phyllanthus niruri L.) as an antiviral for SARS-CoV-2. To determine
the potential of the test compounds, an in silico study was carried out including prediction
of physicochemical properties referring to Lipinski's Five Laws on the SwissADME
website, prediction of toxicity using the Protox Online Tool and pkCSM Online Tool, and
molecular docking using Autodock Vina. The results showed that the affinity of
Hypophyllanthin and Niranthin compounds with the SARS-CoV-2 (7BV2) RdRp
receptor had a better value than the original ligand and the comparison compound
(remdesivir). The interaction of amino acid residues showed that the test compound had
similar interactions with the original ligand and the comparison compound (remdesivir)
which was located on the active site of the receptor. Based on these results, the test
compound is predicted to have the potential to inhibit SARS-CoV-2 at the RdRp (7BV2)
receptor.

Keywords: Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, Niranthin, Phyllanthus niruri L.,
RNA dependent RNA polymerase, anti SARS-CoV-2, molecular docking.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dunia saat ini sedang menghadapi pandemi yang diakibatkan karena adanya
virus baru. Virus ini diketahui pertama kali dilaporkan di Wuhan, provinsi Hubei,
Cina yang menyebabkan munculnya kasus pneumonia misterius yang belum
diketahui etiologinya, namun sumber menyebutkan bahwa kasus pertama
dikaitkan dengan pasar ikan di Wuhan (Rothan, et al, 2020). Penyebab dari kasus
ini mulai teridentifikasi pada 10 Januari 2020, dan didapatkan kode genetiknya
yaitu virus corona jenis baru (Handayani et al, 2020). WHO mengumumkan nama
dari penyakit ini yaitu Coronavirus Disease (COVID-19) yang disebabkan oleh
virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) dan

telah menyebabkan adanya epidemi (WHO, 2020).

Coronavirus merupakan virus jenis RNA beruntai tunggal (ssRNA) dengan
ukuran partikel 120-160 nm. Coronavirus jenis COVID-19 ini termasuk ke dalam
genus Yyaitu betacoronavirus dengan subgenus yang sama dengan coronavirus
yang menyebabkan wabah Severe Acute Respiratory Syndrome Iliness (SARS)
pada 2002-2004 silam vyaitu Sarbecovirus (Zhu et al, 2020). Coronavirus ini
utamanya menginfeksi hewan seperti kelelawar dan unta. Kelelawar sendiri
disinyalir menjadi reservoir utama CoV, karena banyak CoV pada manusia yang
diyakini berasal dari kelelawar. Hal ini didasarkan pada sumber yang menyatakan

bahwa sekuens SARS CoV-2 memiliki kemiripan dengan coronavirus yang telah



diisolasi pada kelelawar. SARS CoV-2 memiliki genom yang homologi terhadap
coronavirus kelelawar ZXC21 (89 %) dan terhadap SARS CoV (82%) (Chan et

al, 2020).

Spektrum infeksi SARS-CoV-2 yang ditemukan memiliki tingkat keparahan
yang sangat luas, mulai dari penyebarannya yang tanpa gejala hingga infeksi
saluran pernapasan ringan dan pneumonia berat hingga fatal (Singhal, 2020).
Penyebaran virus ini dapat terjadi dari manusia ke manusia yaitu melalui droplet
dan kontak dengan virus yang dikeluarkan dalam droplet (Handayani et al, 2020).
Gejala paling umum adalah demam dan batuk sedangkan diare jarang terjadi

(Guan et al, 2020).

Kasus COVID-19 di Indonesia hingga saat ini terus bertambah banyak
seiringnya waktu. National Health Commission (NHC) China telah meneliti
beberapa obat yang berpotensi mengatasi infeksi SARS-CoV-2, antara lain
interferon alfa (IFN-a), lopinavir/ritonavir (LPV/r), ribavirin (RBV), klorokuin
fosfat (CLQ/CQ), remdesevir dan umifenovir (arbidol) (Dong et al,2020).
Beberapa penelitian menyebutkan bahwa tanaman herbal berperan penting dalam
pengendalian penyakit menular salah satunya adalah obat tradisional China,
menurut National Health Commission (NHC) China dari 60.107 pasien COVID-
19 yang dikonfirmasi (85,20% dari total kasus yang dikonfirmasi) telah diobati
dengan obat tradisional China dan menunjukkan efek yang menguntungkan dalam
pengobatan pasien dengan infeksi SARS CoV. Hal ini mendukung gagasan bahwa
obat tradisonal atau herbal memiliki efek menguntungkan dalam pengobatan dan

pencegahan penyakit epidemi (Yang et al, 2020).



Indonesia merupakan Negara yang memiliki keanekaragaman terbesar flora
di dunia, sekitar 40.000 spesies tanaman. Salah satu keanekaragaman hayati yaitu
tanaman yang sangat beragam dan melimpah yang cukup potensial untuk
dimanfaatkan dan dikembangkan oleh masyarakat sebagai bahan baku obat
tradisional (Wasito, 2008). Setiap tanaman tentunya memiliki senyawa aktif yang
dapat bermanfaat sebagai obat herbal yang memiliki aktivitas farmakologi seprti
antiinflamasi, antibakteri, antioksidan, antijamur, antivirus dan sebagainya.
Berdasarkan hal ini maka tanaman obat kemungkinan juga dapat memiliki efek
farmakologis sebagai antivirus SARS-CoV-2. Obat merupakan salah satu cara
untuk menyebuhkan dan mencegah penyakit, berdasarkan hadist shahih yang
diriwayatkan oleh Imam Bukhari, dari sahabat Abu Hurairah RA. bahwasanya

Nabi Muhammad SAW. Bersabda (Khan, 1997):

o

( HR Bukhari No.5678 ) #4as 41 (33 ‘2\ #1320 O30

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

Hadist tersebut menjelaskan bahwa Allah SWT merupakan Tuhan yang
Maha Adil dan Bijaksana. Allah SWT. menguji hambaNya dengan suatu penyakit
namun Allah SWT juga menyertakan obatnya dan penyakit tersebut akan sembuh
sesuai kehendak-Nya (Fatah, 2010). Kita sebagai farmasis ulul albab harus
memperhatikan manfaat dan khasiat tanaman bumi dengan melakukan penelitian
dan pengembangan bidang tanaman obat untuk memperoleh berbagai obat
potensial yang berasal dari tanaman yang berguna dalam bidang medis. Pada

bidang farmasi tanaman dikenal memiliki potensi sebagai obat - obatan.



Penelitian yang dilakukan untuk mengetahui suatu tanaman memiliki
potensi atau tidak untuk menjadi tanaman obat merupakan salah satu usaha dalam
perkembangan untuk menemukan suatu obat baru. Hal ini merupakan contoh
implementasi dari Al-Qur’an dalam kehidupan di bumi. Allah telah menciptakan
berbagai macam tumbuh-tumbuhan sebagai salah satu diantara tanda-tanda akan
kekuasaan-Nya, sehingga manusia diharapkan untuk senantiasa memanfaatkan
alam semesta dan berbagai macam tumbuhan yang dapat digunakan sebagai
tumbuhan obat dalam kehidupan sehari-hari, sebagaimana dijelaskan dalam Al-

Quran surat As-Syu’ara ayat 7 yang berbunyi:
e—’)SCJJJSuA‘-@—J?‘—“-‘-"eSwJY‘J‘ 1550 a5l

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapa banyaknya

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

Berdasarkan tafsir Ibnu Katsir dalam buku Abdul Ghoffar (2004) ayat diatas
menjelaskan bahwa Allah SWT telah menciptakan bumi dan menumbuhkan
tumbuh-tumbuhan yang baik berupa tanaman, buah-buahan yang bermanfaat bagi
manusia. Dari ayat tersebut Kkita sebagai manusia diharapkan dapat
memperhatikan tumbuh-tumbuhan yang baik, yang telah Allah tumbuhkan di
bumi ini. Tumbuh-tumbuhan yang baik ini dapat diartikan sebagai tumbuhan yang
memiliki berbagai macam manfaat di dalamnya, sehingga manusia dapat
memanfaatkannya (Shihab, 2002). Salah satu tanaman yang disinyalir dapat

bermanfaat sebagai obat antivirus adalan tanaman Phyllanthus niruri L.



Tanaman Phyllanthus niruri L. atau yang dikenal dengan nama meniran
merupakan tanaman liar dengan tinggi 30-40 cm dan tumbuh di daerah tropis
seperti Indonesia, India, dan Brazil. Tanaman ini dapat tumbuh di ladang, kebun
maupun pekarangan rumah dan tumbuh subur di tempat yang lembab pada
dataran rendah sampai ketinggian 1000 m di atas permukaan laut (Syukur, 2005).
Meniran memiliki efek terapi antara lain meningkatkan system kekebalan tubuh
hingga mampu menangkal serangan virus, antihepatotoksis dan antihepatitis B
(Bagalkotkar, et al, 2006). Tanaman ini mengandung alkaloid, flavonoid, fenol,

tannin, terpenoid dan lignan (Phyllanthin dan Hypophyllanthin).

Senyawa Phyllanthin dan Hypophyllanthin merupakan senyawa lignan
utama dan penanda atau identitas, serta senyawa mayor dari tanaman meniran
(Alegantina et al, 2015). Kedua senyawa ini telah diteliti terhadap virus HCV dan
hasilnya dapat menghambat proses masuknya virus, dimana interaksi senyawa
Phyllanthin lebih stabil dibandingkan dengan Hypophyllanthin, sehingga
Phyllanthin memiliki aktivitas biologis yang lebih tinggi (Wahyuni, et al, 2019).
Penelitian lain pada tanaman ini telah mengarah pada penemuan lignan lainnya,
diantaranya Niranthin dan Nirtetralin yang telah terbukti memiliki aktivitas
antivirus terhadap invitro virus hepatitis B manusia (Liu, et al, 2014). Tidak hanya
memiliki aktivitas antivirus untuk hepatitis B, dan C, meniran juga memiliki
aktivitas antivirus melawan HIV, virus dengue, serta virus Herpes Simplex tipe-1
dan virus Herpes Simplex tipe-2 (Husain, et al, 2014). Oleh karena adanya

aktivitas antivirus dari tanaman meniran, kemungkinan tanaman ini dapat



berpotensi sebagai antivirus SARS-CoV-2, sehingga perlu dilakukan penelitian

lebih lanjut mengenai aktivitas antivirus dari senyawa meniran.

Potensi suatu tanaman sebagai antivirus dapat diketahui dengan melakukan
studi in-silico dengan docking molekular. Metode atau studi in silico ini dapat
digunakan untuk memprediksi sifat fisikokimia, sifat farmakokinetik, tioksisitas,
serta docking molekular (Hardjono, 2016). Docking molekular merupakan metode
yang dapat digunakan untuk memprediksi bagaimana interaksi dan afinitas suatu
ligan dengan suatu makromolekul (protein) dengan teknik penempatan pada area
tertentu (Faridah et al, 2019). Suatu tanaman yang akan dijadikan sebagai obat
tidak hanya dilihat ada atau tidaknya potensinya dalam memberikan efek
farmakologis docking, namun juga dilihat sifat fisikokimia dan toksisitasnya
dengan tujuan bahwa senyawa dari suatu tanaman tersebut saat masuk ke dalam
tubuh dapat mudah diabsorsi dan aman digunakan serta memiliki nilai toksitas

yang rendah.

Belum adanya penelitian terkait potensi tanaman meniran (Phyllanthus
niruri L.) sebagai anti SARS-CoV-2 mendorong peneliti untuk melakukan
penelitian ini. Penelitian sebelumnya mengenai tanaman meniran (Phyllanthus
amarus atau Phyllanthus niruri L.) yang diuji secara in in vitro terhadap reseptor
RdRp dari virus HCV, hasilnya membuktikan bahwa tanaman tersebut memiliki
potensi penghambatan replikasi HCV (Ravikumar et al, 2011). Oleh karena itu
peneliti memilih reseptor RdARp SARS-CoV-2 dengan kode PDB 7BV2 sebagai
reseptor uji yang memiliki fungsi dalam replikasi dan transkripsi dari virus SARS-

CoV-2. 7BV2 merupakan RdRp SARS-CoV-2 yang kompleks dengan Nsp-7 dan



Nsp-8 serta terikat dengan template-primer RNA dan bentuk trifosfat Remdesivir
(RTP) (Yin et al, 2020). Sehingga dalam penelitian ini menggunakan senyawa
pembanding Remdesivir, dimana senyawa ini bekerja dalam menghambat RNA

polymerase.

Berdasarkan uraian di atas, penelitian mengenai studi in silico senyawa
Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Nirantin dari tanaman Meniran
(Phyllanthus niruri L.) terhadap reseptor RdRp (PDBid: 7BV2) yang berpotensi
sebagai antivirus SARS-CoV-2 penting dilakukan untuk mengetahui sifat
fisikokimia, potensi senyawa tersebut sebagai antivirus SARS-CoV-2 dan
toksisitasnya. Adanya penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai
informasi mengenai potensi Phyllanthus niruri L. dan solusi dalam pemilihan

terapi pada COVID-19.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang di atas, rumusan masalah dalam penelitian ini
yaitu:
1. Apakah sifat fisikokimia dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Nirantin telah memenuhi hukum lima lipinski secara in silico?
2. Bagaimanakah interaksi antara senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Nirantin dari tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.)
terhadap reseptor RdRp (7BV2)?
3. Bagaimanakah toksisitas senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin,

dan Nirantin secara in silico?



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

1. Mengetahui sifat fisikokimia dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Niranthin dengan terpenuhinya hukum lima lipinski secara in
silico.

2. Mengetahui interaksi senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan
Nirantin dari tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.) terhadap reseptor
RdRp (7BV2).

3. Mengetahui toksisitas senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin,

dan Nirantin secara in silico.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu memberikan informasi dan bukti ilmiah
mengenai sifat fisikokimia, toksisitas dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Nirantin serta interaksi senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Nirantin terhadap reseptor RNA-dependent RNA polymerase

(RdRp) (7BV2) sebagai antivirus SARS-CoV-2 secara in silico.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini, antara lain:

a. Ligan (senyawa) vyang digunakan vyaitu senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Nirantin dari tanaman meniran

(Phyllanthus niruri L).



Reseptor (Protein target) SARS-CoV-2 yang digunakan yaitu reseptor RdRp
(PDBId: 7BV?2).

Uji In silico antara ligan (senyawa) Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin,
dan Niranti dengan reseptor (protein target) RdRp (PDBid: 7BV2)
menggunakan aplikasi Autodock Vina

Parameter docking molekular yang digunakan meliputi nilai afinitas, nilai
RMSD, ikatan hidrogen. interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, dan
interaksi residu asam amino.

Parameter prediksi sifat fisikokimia berupa berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi (Log P), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond
Donors (HBD) dan jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion)
berdasarkan Hukum Lima Lipinski.

Parameter toksisitas berupa LDsy, Ames Toxicity, Skin Sensitization, dan

Hepatoxicity.



BAB I1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Meniran (Phyllanthus niruri L.)

Tumbuh-tumbuhan yang berada di muka bumi ini diciptakan oleh Allah
SWT dengan segala jenis dan bentuknya yang bermacam-macam serta dengan
manfaatnya yang sangat beragam. Sebagaimana yang telah disebutkan dalam Al-

Qur’an Surat Thaha ayat 53, yang berbunyi:

= z
o
- 0% o £

sla sl (e J5805 Sk g 28T Gl 5 1350 (Y1 AT (s ()
LA il G 5155 4 AL

Artinya: “(Tuhan) Yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu dan
menjadikan jalan-jalan diatasnya bagimu, dan yang menurunkan air (hujan) dari
langit.” Kemudian Kami tumbuhkan dengannya (air hujan itu) berjenis-jenis

aneka macam tumbuh-tumbuhan.”

Berdasarkan tafsir al Maraghi (1992) dijelaskan bahwa Allah SWT.
Menurunkan air hujan dari langit, lalu dengan air huja tersebut Allah
menumbuhkan berbagai jenis tumbuhan yang baik. Allah menciptakan tumbuhan
yang memiliki berbagai macam manfaat, warna, aroma dan bentuk yang cocok
untuk manusia dan hewan. Hal ini merupakan nikmat Allah yang diberikan
kepada setiap makhluk ciptaannya. Berdasarkan tafsir tersebut maka setiap

tumbuhan merupakan makhluk ciptaan Allah yang mempunyai banyak manfaat,

10
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salah satunya dalam bidang pengobatan. Salah satu tanaman dari beragam jenis
tanaman yang memiliki manfaat dalam bidang pegobatan adalah tanaman meniran

(Phyllanthus niruri L.).

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi

Klasifikasi dari tanaman meniran menurut Kardinan (2004) adalah:

Kingdom : Plantae
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Euphorbiales
Family : Euphorbiaceae
Genus : Phyllanthus
Spesies : Phyllanthus niruri L.

Gambar 2.1 Meniran (Phyllanthus niruri L.) (Husain, 2014)

Meniran (Phyllanthus niruri L.) merupakan tanaman yang tumbuh di daerah

tropis seperti Indonesia, India dan Brazil. Tumbuhan ini sering dijumpai di



12

ladang, kebun maupun perkarangan rumah dan dapat tumbuh subur di tempat
yang lembab pada dataran rendah sampai ketinggian 1000m di atas permukaan
laut. Tanaman meniran termasuk tanaman kecil, terna semusim (berbatang lunak
dan tumbuh semusim), dan tumbuh tegak dengan tinggi 30-40 cm (Syukur, 2005).
Meniran memiliki batang berwarna hijau atau hijau tua, pada setiap cabang atau
rantingnya terdiri dari 8-25 helai daun yang berwarba hijau. Ukurannya 0,5-2 X
0,25-0,5 cm. Selain itu meniran juga mempunyai bunga jantan dan betina yang
berwarna putih dimana bunga jantan tumbuh keluar dari bawah ketiak daun
sedangkan untuk bunga betinanya tumbuh keluar di atas ketiak daun (Kardinan,

2004).

2.1.2 Kandungan Meniran

Bagian dari tanaman meniran memiliki berbagai macam jenis metabolit
sekunder antara lain flavonoid, alkaloid, lignan, tannin, dan saponin. Akar dan
daun meniran telah dilaporkan memiliki kandungan senyawa filantin, hipofilantin,
kuercetin, isokuercetin. Selain itu minyak biji dari meniran telah diidentifikasi
mengandung beberapa asam lemak diantaranya asam ricinoleat, asam linoleate,
dan asam linolenat (Yunarto, 2013). Menurut Husain (2014) meniran
mengandung  berbagai senyawa kimia seperti lignan  (phyllanthin,
hypophyllanthin, nirphyllin dan phyllnirurin), hormone steroid estradiol,
flavonoid (quercetin, quercitrin, dan astragalin) serta triterpene (phyllanthenol,

phyllanthenone dan phyllantheol).

Penelitian lain mengungkapkan bahwa meniran (Phyllanthus niruri L.)

mengandung senyawa antara lain quercetin, isoquercetin, quercetrin, astragalin,
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nirurin, dan rutin. Senyawa yang terkandung pada akar meniran yaitu lignan,
norsecurinine, securinine, allosecurinine, dan senyawa alkaloid (etnorscurini).
Selain itu meniran juga menunjukkan adanya kandungan flavonoid, antrakuinon,
alkaloid, minyak atsiri, arbutin, glikosida, senyawa golongan fenol, dan tannin.
Komponen flavonoid yang terkandung dalam meniran seperti quercetin,
niruritenin, rutin pada seluruh batang ligin seperti betasitosteril, triterpene seperti

lupeol asetat, hipofilantin, dan filantin (Ervina dan Yatin, 2019).

2.1.3 Khasiat Meniran (Phyllanthus niruri L.)

Tanaman meniran memiliki efek farmakologi antara lain sebagai
antiinflamasi, antifungi, antivirus, antibakteri, antioksidan, hepatoprotektif,
hipoglikemik, efek penghambatan pada pembentukan batu ginjal. Buah dari
tanaman ini dapat dimanfaatkan untuk pengobatan pendarahan, diare, disentri,
penyakit kuning, batuk dan anemia. Infus air dari seluruh tanaman ini digunakan
sebagai obat perut, nafsu makan, anti-spasmodik, pencahar, diuretic, demam,
malaria, hepatitis B, disentri, gonore, sifilis, teberkulosis, batuk, diare, vaginitis.
Akar dari meniran dipercaya menjadi obat yang sangat baik untuk penyakit
kuning, penyakit gembur-gembur dan infeksi saluran kemih genitor (Narendra et
al, 2012). Selain itu ekstrak dari meniran dapat memperbaiki kadar gula darah,
profil lipid, fungsi hepar dan ginjal serta dapat pula digunakan untuk kanker paru,
kanker liver, dan leukimia serta menunjukkan aktivitas yang signifikan sebagai
antitumor. Ekstrak dari herba meniran dapat mengobat icterus, meningkatkan
system kekebalan tubuh hingga mampu menangkal serangan virus,

antihepatotoksik dan antihepatitis B (Alegantina, 2015).
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Penelitian lain menyebutkan bahwa senyawa lignan dari meniran yaitu
Niranthin dan Nirtetralin telah terbukti memiliki aktivitas antivirus terhadap
invitro virus hepatitis B manusia (Liu et al, 2014). Tidak hanya memiliki aktivitas
antivirus untuk hepatitis B, meniran juga memiliki aktivitas antivirus melawan
HIV, virus dengue, serta virus Herpes Simplex tipe-1 dan virus Herpes Simplex
tipe-2 (Husain, et al, 2014). Selain itu senyawa Phyllanthin dan Hypophyllanthin
dari meniran juga berpotensi sebagai antivirus untuk Hepatitis C (Wahyuni, et al,

2019).

2.1.4 Senyawa Lignan

Lignan merupakan senyawa golongan polifenol alami yang secara
biosintetis termasuk dalam turunan asam amino protein aromatic, yaitu fenilalanin
dan fenilpropanoid. Senyawa lignan ini juga merupakan struktur dasar pembentuk
lignin dan juga terkait dengan regulasi pertumbuhan dan ketahanan terhadap
penyakit tanaman, dan pertahanan diri (Alegantina et al, 2015). Senyawa
golongan lignan yang terkandung dalam tanaman meniran ini terbagi menjadi dua
jenis yaitu 1,4-diarylbutane (phyllanthin, niranthin secoisolariciresinol trimethyl
ether, hydroxy-niranthin, nirphyllin, 2,3-desmethoxy seco-iso-lintetralin, 2,3-
desmethoxy seco-isolintetralin diacetate, linnanthin, dan
demethylenedioxyniranthindan) dan 1-aryltetralin (hypo-phyllanthin, nirtetralin,
phyltetralin, lintetralin, isolintetralin, dan neonirtetralin). Juga ditemukan
neolignane  (phyllnirurin) dan  jenis lain  (seco-4-hydroxylintetralin,
dibenzylbutyrolactone, hinokinin) pada tanaman ini (Taylor, 2003). Senyawa

Phyllanthin dan Hypophyllanthin merupakan senyawa lignan utama yang ada
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pada tanaman meniran, selain itu keberadaan senyawa Phyllanthin dapat
digunakan sebagai senyawa penanda atau identitas dalam menganalisis ekstrak
kental dari herba meniran (Alegantina et al, 2015). Berikut struktur dari
Phyllanthin, Hypophyllanthin, Niranthin, dan Nirtetralin yang telah digambar

menggunakan aplikasi Chem Bio Draw versi 18.

(@) (b)

niranthin nirtetralin

(©) (d)

Gambar 2.2 Struktur Kimia (a) Phyllanthin, (b) Hypophyllanthin, (c) Niranthin,
dan (d) Nirtetralin digambar menggunakan Chem Bio Draw versi 18 (Narendra et
al, 2012)
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2.2 SARS-CoV-2

Coronavirus merupakan virus RNA untai tunggal yang dapat menginfeksi
berbagai inang termasuk unggas, hewan liar, dan spesies mamalia termasuk
manusia. Virus ini memiliki ukuran partikel 120-160 nm. Mereka termasuk ke
dalam subfamily Orthocoronavirinae di bawah keluarga Coronaviridae, dan
diklasifikasikan menjadi empat genus, diantaranya adalah Alphacoronaviruses,
Betacoronaviruses, Gammacoronaviruses dan Deltacoronaviruses. Genus yang
menjadi etiologi dari COVID-19 adalah golongan Betacoronavirus. Selain itu
genus ini sama dengan agen yang menyebabkan penyakit Severe Acute
Respiratory Syndrome (SARS) dan Middle East Respiratory Syndrome (MERS)

(Decaro et al, 2010; Susilo et al, 2020; Gennaro et al, 2020).

Coronavirus kebanyakan menginfeksi hewan dan bersikulasi di hewan dan
menyebabkan sejumlah besar penyakit berat pada hewan. Coronavirus disebut
dengan virus zoonotic dikarenakan virus ini transmisinya dari hewan ke manusia.
Banyak hewan liar yang dapat membawa patogen dan bertindak sebagai vektor
untuk penyakit menular seperti coronavirus, salah satunya adalah kelelawar.
Kelelawar yang menjadi vektor coronavirus ini merupakan sumber utama untuk
kejadian Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) dan Middle East
Respiratory Syndrome (MERS) (PDPI, 2020). Pada SARS-CoV-2 ditemukan
bahwa virus ini memiliki genom yang homologi sebesar 89% terhadap

coronavirus kelelawar ZXC21 dan 82% terhadap SARS-CoV (Susilo et al, 2020).

Proses memperbanyak diri dari coronavirus hanya bisa melalui sel host-nya

dan jika tanpa sel host maka virus ini tidak dapat hidup. Siklus coronavirus setelah
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menemukan sel host sesuai dengan tropismenya yaitu virus menempel dan masuk
ke sel host diperantai oleh protein S yang ada dipermukaan virus. Protein S ini
merupakan protein penentu utama dalam menginfeksi spesies host-nya serta
penentu tropisnya (Wang, 2020). Pada studi terhadap SARS-CoV protein S
berikatan dengan reseptor di sel host yaitu enzim ACE-2 (Angiotensin-Converting
Enzyme 2). ACE-2 ini dapat ditemukan pada paru-paru, jantung, sistem renal, dan
traktus gastrointestinal (Gennaro et al, 2020). Virus yang telah berhasil masuk
selanjutnya terjadi proses translasi replikasi gen dari RNA genom virus. Setelah
itu replikasi dan transkripsi dimana sintetis virus RNA melalui translasi dan
perakitan dari kompleks replikasi virus. Kemudian terjadi proses perakitan dan
perilisan virus (Ferh, 2015). Virus SARS-CoV-2 memiliki dua jenis protein yaitu
protein struktural yang meliputi spike (S), membrane (M), envelope (E),
nucleocapsid (N), serta protein non struktural yang terdiri dari 16 jenis protein

non struktural (Nsp1 — Nsp16) (Yadav, et al, 2020).

Spike (S) protein
(Trimeric)

Envelope (E)
protein

Membrane (M)
protein

Viral RNA

Nucleocapsid (N)
protein

Gambar 2.3 Struktur SARS-CoV-2 (Yadav et al, 2020)
Kasus COVID-19 yang disebabkan oleh virus SARS-CoV-2 ini pertama kali

dilaporkan di Wuhan, Provinsi Hubei, Cina pada Desember 2019. Berdasarkan
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laporan tersebut belum diketahui secara pasti penyebab dari penyakit pneumonia
ini namun sumber menyatakan bahwa kasus petama dikaitkan dengan pasar ikan
di Wuhan (Rothan et al, 2020). Sebelumnya penyakit ini disebut dengan 2019-
nCoV namun beberapa minggu kemudian World Health Organization (WHO)
mengumumkan nama penyakit ini sebagai virus CoronaDisease (Covid-19) yang
disebabkan oleh virus SARS-CoV-2, dan pada tanggal 12 Maret 2020 dinyatakan

sebagai pandemi (Susilo et al, 2020).

Spektrum infeksi SARS-CoV-2 ditemukan memiliki tingkat keparahan yang
sangat luas, mulai dari penyebarannya yang tanpa gejala hingga infeksi saluran
pernapasan ringan dan pneumonia berat hingga fatal. Selain itu virus SARS-CoV-
2 ini ditandai dengan morbiditas yang sangat tinggi serta mortalitas yang tinggi,
yang menekankan kebutuhan medis mendesak serta kesehatan masyarakat untuk
validasi, pengembangan, dan persetujuan intervensi profilaksis dan teraupetik
yang efektif melawan COVID-19 (Singhal, 2020; Sinha et al, 2020). Untuk
infeksi dari SARS-CoV-2 sendiri dapat ditularkan langsung dari orang ke orang
seperti kebanyakan virus pernapasan melalui kontak dekat dengan orang yang
terinfeksi atau melalui droplets (aerosol) yang dihasilkan ketika orang yang
terinfeksi batuk atau bersin. Droplet ini dihirup untuk mencapai paru-paru. Virus
dapat ditularkan secara tidak langsung melalui menyentuh permukaan atau benda
yang sebelumnya terkontaminasi dengan virus dan kemudian menyentuh wajah,
mata, atau mulut (Lai et al, 2020). National Institues of Health (NIH)

menunjukkan beberapa kelompok orang yang memiliki risiko tertinggi terkena
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komplikasi akibat COVID-19 adalah anak-anak kecil, orang yang berusia 65

tahun atau lebih dan wanita yang sedang hamil (Unhale et al, 2020).

2.3 Insilico

Usaha dalam menemukan obat baru pada awal perkembangan obat umunya
bersifat coba-coba (trial and error) sehingga membutuhkan biaya yang relatif
mahal. Mengingat bahwa dari banyaknya senyawa baru hasil sintetis atau berasal
dari sumber alam, yang telah melalui berbagai pengujian seperti uji fisika, uji
kimia, uji aktovitas, uji toksisitas, uji farmakokinetik, uji farmakodinamik hingga
uji Klinik, kemungkinan yang secara klinik dapat digunakan sebagai obat hanya
beberapa senyawa bahkan ada yang hanya satu senyawa saja. Dalam menangani
masalah kurangnya pengembangan obat baru serta untuk menekan biaya yang
relatif mahal maka hal tersebut dapat diatasi dengan adanya teknik penemuan obat
baru melalui studi komputasi sehingga dapat menghemat dalam pembiayaan

percobaan (Dinata et al, 2014).

Studi komputasi merupakan cabang kimia dengan menggunakan hasil kimia
teori, lalu diterjemahkan ke dalam program computer untuk menghitung sifat-sifat
dan perubahan dari molekul maupun dengan cara melakukan simulasi terhadap
sistem-sistem yang besar (makromolekul seperti protein serta asam nukleat) dan
sistem besar yang dapat mencakup kajian konformasi molekul serta perubahannya
(misalnya, proses denaturasi protein), dan perubahan fase, serta memperkirakan
sifat-sifat makroskopik (misalnya, kalor jenis) berdasarkan perilaku di tingkat

atom dan molekul (Dinata et al, 2014). Metode yang digunakan dalam pada suatu
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kondisi untuk menggambarkan eksperimen yang dilakukan dengan bantuan

komputer disebut dengan in silico (Setiawan dan Enade, 2015).

Studi in silico dengan menggunakan teknik molekular doking merupakan
suatu metode yang dapat digunakan untuk memprediksi bioaktivitas dari suatu
senyawa sebelum dilakukan analisa percobaan di laboratorium (Dona et al, 2019).
Penambatan molekul (molecular docking) merupakan penelitian dengan
menggunakan metode komputasi dengan tujuan untuk memperkirakan interaksi
dan afinitas suatu ligan dengan suatu makromolekul yang umumnya adalah
protein. Prediksi dari suatu molekul ligan dan protein ini dilakukan dengan teknik
penempatan pada area tertentu (active site) sehingga memberikan hasil yang
optimal (Faridah et al, 2019). Metode in silico dengan teknik molekular doking ini
memiliki keunggulan diantaranya yaitu dapat mengurangi penggunaan alat dan
bahan yang berlebihan, dan tentunya dapat menghemat biaya dalam percobaannya

(Dona et al, 2019).

2.4 Reseptor RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp) dan Seyawa

Pembanding
2.4.1 Reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RARp)

Virus SARS-CoV-2 memiliki dua jenis protein yaitu protein struktural yang
meliputi spike (S), membrane (M), envelope (E), nucleocapsid (N), serta protein
non struktural yang terdiri dari 16 jenis protein non struktural (Nspl — Nspl6)
(Yadav, et al, 2020). Salah satu dari jenis protein non struktural dari SARS-CoV-
2 adalah RNA-dependent RNA polymerase atau kadang-kadang disebut dengan

Nspl2. RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) adalah subunit sentral yang
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berperan dalam mensintesis RNA dan terdapat pula pada hampir semua virus
RNA untai positif. Proses replikasi dan transkripsi dari genom RNA Severe Acute
Respiratory Syndrome (SARS) serta virus corona (SARS-CoV) diasumsikan
bahwa dikatalisis oleh domain RdRp di bagian C-terminal dari protein non
struktural (Nspl12), satu dari 16 subunit replikasi yang bertanggung jawab untuk
produksi untai negative RNA (-RNA) (Singh et al, 2020). RdRp adalah enzim
yang ada dalam virus corona dan penting untuk proses replikasi dan transkripsi
genomnya. RdRp dalam bentuk aktifnya cenderung membentuk kompleks
heterotrimetik dengan Nsp7 dan Nsp8 untuk aktivitas maksimumnya (Alamri et
al, 2020). RNA-dependent RNA polymerase atau Nspl2 memiliki aktiviras
minimal sendiri, tetapi penambahan kofaktor Nsp7 dan Nsp8 sangat merangsang
aktivitas polymerasenya. Domain polymerase dari RdRp (Nspl2) terdiri dari
domain jari (asam amino), domain telapak tangan, dan domain ibu jari (Bastikar,
2020). Salah satu kode protein dari RdRp adalah 7BV2. 7BV2 ini diambil dari
PDB (Protein Data Bank), yang mana merupakan RdRp SARS-CoV-2 yang
kompleks dengan Nsp-7 dan Nsp-8 serta terikat dengan template-primer RNA dan
bentuk trifosfat Remdesivir (RTP). Adanya Nsp7 dan Nsp8 dapat meningkatkan
ikatan Nspl2 ke template-primer RNA. Kompleks Nspl2-Nsp7-Nsp8 juga
menunjukkan aktivitas polimerasi RNA pada template poli-U dengan penambahan
adenosin trifosfat (ATP). Aktivasi polymerase RNA ini secara efektif dihambat

dengan penambahan RTP (Remdesivir Triphosphate) (Yin et al, 2020).
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Gambar 2.4 SARS-CoV-2 RNA-dependent RNA polymerase dalam komplek
dengan Nsp7 dan Nsp8 PDBIid: 7BV2 (Bastikar, 2020)

2.4.2 Senyawa Pembanding

Remdesivir merupakan obat dengan rumus kimia Cy;H3sNgOgP dan
memiliki nama [IUPAC vyaitu 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]Jamino]propanoate, yang saat ini menjadi salah
satu obat yang digunakan untuk pengobatan SARS-CoV-2. Remdesivir adalah
analog dari adenosine triphosphate yang memiliki potensi untuk mengobati virus
RNA dengan menghambat kerja RNA polymerase. Analog nukleosida
dimasukkan ke dalam RNA selama perpanjangan. Hal ini berguna untuk
mencegah penambahan nukleotida lebih lanjut yang menyebabkan penghentian
transkripsi RNA. Aktivitas antivirus remdesivir telah dibuktikan melawan Ebola
dan virus yang termasuk dalam famili virus corona, SARS-CoV dan MERS-CoV
(Yadav et al, 2020). Baru-baru ini struktur RdRp dalam kompleks dengan

Remdesivir telah diselesaikan (PDB: 7BV2). Interaksi dari Remdesivir ditemukan
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dapat berinteraksi secara kovalen dalam bentuk monofosfatnya dengan untai

primer pada situs aktif SARS-CoV-2 (Alamri et al, 2020).

Gambar 2.5 Struktur Remdesivir

(Sumber: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/121304016)

2.5 Aplikasi Pendukung

2.5.1 Autodock Vina

Autodock vina merupakan suatu program yang digunakan untuk

penambatan molekuler dan virtual screening. Program ini bertujuan untuk

memprediksi konformasi ikatan dan afinitas senyawa ligan terhadap targetnya

(Muchtaridi et al, 2018). Autodock vina memiliki akurasi yang sangat baik, serta

banyak digunakan untuk menghitung binding affinity antara ligan dengan protein.

Selain itu Autodock Vina dapat digunakan untuk proses molecular docking

dengan lebih dari satu molekul sekaligus dan tidak ada batasan jumlah atom

maksimum serta ukuran maksimum grid map (Troott dan Olson, 2009; Zuchrian,

2010).
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2.5.2 PyMOL

PyMOL merupakan salah satu perangkat lunak visualisasi yang dapat
digunakan untuk memahami suatu struktur dan menghasilkan gambar tiga dimesi
yang berkualitas dari suatu molekul kecil maupun makromolekul seperti protein.
Aplikasi PyMOL dapat digunakan untuk menjelaskan hubungan stereokimia
secara tiga dimensi dan juga dapat digunakan untuk peta densitas elektron, peta
potensial eletrostatik, dan kumpulan data volumetrik lainnya. Selain itu aplikasi
ini juga dapat digunakan untuk melihat jarak ikatan dari struktur yang diuji
dengan asam aminonya, sehingga dari analisis dapat diketahui asam amino yang

aktif dalam binding site reseptor (Delano, 2004 dan Faridah et al, 2019).

2.5.3 SwissADME

SwissADME merupakan aplikasi online yang dapat diakses secara gratis di
web. Aplikasi ini juga dikenal sebagai physicochemical descriptor yang banyak
digunakan untuk meramalkan aktivitas dari suatu senyawa berdasarkan
strukturnya. Kegunaan dari aplikasi ini antara lain untuk mengetahui sifat
fisikokimia, farmakokinetik dalam obat, dan parameter lain yang terkait untuk
satu atau beberapa molekul (Daina et al, 2017). Pengguna dapat mengakses

aplikasi ini dengan mengunjungi web dengan alamat http://www.swissadme.ch.

2.5.4 ChemDraw

ChemDraw merupakan salah satu fitur dari ChemOffice yaitu salah satu
produk dari perusahaan raksasa yang bergerak di bidang kimia Perkin Elmer dan
Cambridge Software. Aplikasi ini memiliki berbagai macam fitur dalam

menggambar struktur molekul (Yuanita et al, 2018). ChemOffice tidak hanya
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menyediakan ChemDraw saja, namun terdapat juga aplikasi Chem 3D dan Chem
Finder. Aplikasi ChemDraw biasanya digunakan untuk menggambar struktur
molekul dalam bentuk 2D sedangkan untuk Chem 3D digunakan untuk
menggambar struktur molekul dalam bentuk 3D. Aplikasi ChemDraw memiliki
banyak fungsi antara lain dapat digunakan untuk membuat nama dan struktur
senyawa, membuat struktur stereokimia dengan benar sesuai dengan nama
kimianya, menghitung rumus molekul dan berat molekul. Selain itu aplikasi ini
juga dapat digunakan untuk mendapatkan nama IUPAC secara akurat dari
struktur, serta untuk mengetahui perkiraan spektra NMR dari struktur suatu

senyawa dengan atom langsung melalui korelasi spectral (Pratiwi et al, 2019).

2.5.5 pkCSM Online Tool

pkCSM Online Tool merupakan suatu aplikasi online gratis yang dapat
digunakan untuk analisis dan optimalisasi farmakokinetik dan sifat toksisitas.
Selain itu aplikasi ini banyak digunakan oleh penliti untuk menemukan
keseimbangan antara potensi, keamanan, dan farmakokinetik. pkCSM Online
Tool dapat diakses melalui web dengan alamat

http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/. Aplikasi ini telah terbukti berkinerja dengan

baik (Pires et al, 2015).

2.5.6 Protox Online Tool

Protox Online Tool merupakan salah satu aplikasi yang dapat digunakan
untuk memprediksi toksisitas suatu senyawa. Prediksi toksisitas suatu senyawa
biasanya dapat diketahui dalam hitungan detik setelah kita memasukkan kode

SMILES atau struktur suatu senyawa. Hasil yang didapatkan terbagi menjadi dua
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yaitu prediksi toksisitas oral akut dan indikasi kemungkinan target toksisitas.
Nantinya suatu senyawa akan dapat diprediksi LDsy, dalam mg/kg, serta
klasifikasinya ke dalam kelas toksisitas mulai dari | hingga IV, menurut system
klasifikasi pelabelan bahan kimia yang diselaraskan secara global (GHS, United

Nations) (Drwal et al, 2014).

2.6 Hukum Lima Lipinski

Hukum lima Lipinski merupakan suatu hukum yang digunakan untuk
mengevaluasi kemiripan obat atau untuk menentukan senyawa kimia dengan
aktivitas farmakologis, memiliki kemungkinan untuk dijadikan calon obat aktif
pada manusia. Penelitian yang telah dilakukan oleh Lipinski pada tahun 1971
yang mana menganalisis 2.245 obat berdasarkan data dasar World Drugs Index,
memberikan hasil bahwa senyawa akan mudah untuk diabsorpsi dan
permeabilitasnya tinggi apabila mempunyai Berat Molekul < 500 g/mol, nilai log
koefisien partisi oktanol/air < +5, ikatan H donor (HBD) < 5, ikatan H aseptor
(HBA) < 10. Analisis ini dikenal dengan Hukum Lima Lipinski karena semua

nilai merupakan keilpatan dari angka lima (Kesuma et al, 2018).

2.7 Parameter Docking

Parameter saat melakukan proses docking memiliki beberapa penilaian yang
meliputi RMSD (Root Mean Square Deviation), lkatan hydrogen, Interaksi
Hidrofobik, Interaksi Elektrostatik, Jarak lIkatan, dan Interaksi Asam Amino.
RMSD merupakan parameter yang menggambarkan nilai jarak atom pada satu
konformasi dengan atom terdekat yang memiliki tipe sama dengan atom tersebut

pada konformasi lain (Masula et al, 2018). Nilai RMSD yang baik yaitu < 2 A,
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semakin kecil nilai RMSD menunjukkan bahwa posisi ligan yang diperkirakan
semakin baik, yang artinya ligan tersebut semakin mendekati konformasi asal.
(Ferwadi et al, 2017). lkatan hidrogen adalah interaksi spesifik yang paling
penting dalam proses interaksi ligan dengan reseptor, sehingga ikatan hidrogen
berikontribusi terhadap afinitas suatu molekul terhadap protein target yang
membentuk interaksi eletrostatik (donor dan akseptor hidrogen) (Muttagin et al,
2019). Interaksi elektrostatik sendiri merupakan interaksi antara atom yang
disebabkan perbedaan kepolarannya. Interaksi ini berperan dalam stabilitas ligan
terhadap reseptor. Sedangkan interaksi hidrofobik merupakan interaksi yang
berperan dalam menentukan stabilitas ligan terhadap reseptor androgen
(Arwansyah et al, 2014). Selanjutnya jarak ikatan yaitu jarak antara atom ligan
dengan atom reseptor pada suatu interaksi ikatan (Lodish, 2000), serta interaksi
residu asam amino, dimana interaksi ini bertujuan untuk mengidentifikasi

interkasi yang terjadi antara ligan dengan reseptor (Rollando, 2017).

2.8 Parameter Toksisitas

Uji Toksisitas merupakan suatu uji yang dilakukan untuk memprediksi dan
menilai kemungkinan adanya toksisitas dan resiko-resiko yang dapat muncul dari
senyawa uji yang dapat mengakibatkan efek yang tidak diinginkan pada manusia.
Uji ini sangat penting untuk dilakukan, dikarenakan senyawa uji yang menjadi
kandidat obat tidak hanya dibutuhkan aktifitas biologisnya saja yang baik, namun
juga dibutuhkan senyawa yang aman dengan toksisitas yang rendah (Muttagin et
al, 2019). Uji toksisitas secara in silico dapat diketahui dari beberapa parameter

diantaranya LDsp, Ames Toxicity, Skin Sensitization, dan Hepatoxicity. LDsg
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adalah jumlah senyawa yang diberikan, yang mana dapat menyebabkan kematian
50% kelompok hewan coba. Parameter Ames Toxicity merupakan parameter yang
digunakan untuk menilai potensi mutagenik senyawa dengan menggunakan
bakteri. Hasil dari Ames Toxicity yang menunjukkan nilai positif maka artinya
senyawa tersebut bersifat mutagenik dan dapat bertindak sebagai karsinogen
(Kesuma et al, 2018). Sedangkan parameter Skin Sensitization merupakan
parameter yang menunjukkan reaksi hipersensitivitas yang diinduksi oleh bahan
kimia yang dapat menembus stratum korneum pada kulit (Goebel et al, 2012), dan
yang terakhir Hepatoxicity yang mana merupakan parameter yang dapat
digunakan untuk menunjukkan kerusakan pada hepar akibat adanya penumpukan

zat-zat berbahaya di dalam hepar (Andrade et al, 2007).
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3.1.2 Uraian Kerangka Konsep

COVID-19 merupakan penyakit yang disebabkan oleh virus SARS-CoV-2.
Virus ini memiliki dua jenis protein, yaitu protein struktural yang meliputi spike
(S), membrane (M), envelope (E), nucleocapsid (N), serta protein non struktural
yang terdiri dari 16 jenis protein non struktural. Salah satu protein non struktural
adalah NSP12 yang merupakan RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp) yang

memiliki peran penting dalam replikasi dan transkripsi virus (Yadav, et al, 2020).

Beberapa penelitian menujukkan bahwa tanaman meniran memiliki
efektivitas sebagai antivirus. Penelitian sebelumya pada tanaman ini telah
mengarah pada penemuan lignan diantaranya Niranthin, dan Nirtetralin yang
telah terbukti memiliki aktivitas antivirus terhadap invitro hepatitis B manusia.
Selain itu meniran juga memiliki aktivitas antivirus terhadap HIV, virus dengue,
serta virus Herpes Simplex 1 dan virus Herpes Simplex 2. Senyawa lignan lainnya
dari tanaman meniran yaitu Phyllanthin dan Hypophyllanthin memiliki potensi
sebagai antivirus untuk hepatitis C (Liu et al, 2014; Husain et al, 2014; Wahyuni
et al, 2019). Namun untuk aktivitas sebagai antivirus terhadap SARS-CoV-2
belum ada penelitian secara spesifik. Prediksi mengenai aktivitas senyawa dari
meniran (Phyllanthus niruri L.) yaitu Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin,
dan Niranthin sebagai agen antivirus SARS-CoV-2 dapat dilakukan dengan

menggunakan pendekatan secara in silico.

Pendekatan secara in silico dapat digunakan untuk memprediksi sifat
fisikokimia, sifat farmakokinetik, toksisitas serta docking molekuler (Hardjono,

2016). Prediksi sifat fisikokimia dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
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Nirtetralin, dan Niranthin dilakukan menggunakan aplikasi SwissADME dengan
menggunakan kode SMILES. Parameter yang dilihat untuk sifat fisikokimia ini
mengacu pada hukum lima Lipinski antara lain Berat Molekul (BM), logaritma
keefisien partisi oktanol/air (log P), Hydogren Bond Acceptor (HBA), Hydorgen
Bond Donor (HBD), jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion).
Sedangkan untuk mengetahui toksisitas dari senyawa yang diuji, parameter yang
dilihat antara lain nilai LDs, skin sensitization, Ames toxicity dan Hepatotoxycity,
hasilnya nanti akan dikategorikan berdasarkan kelas toksisitas. Proses docking
molekuler penelitian ini menggunakan senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Niranthin sebagai ligan, sedangkan untuk reseptor yang akan
digunakan vyaitu RdRp (PDBid: 7BV2). Senyawa-senyawa ini diharapkan
nantinya mampu berikatan dengan reseptor RdRp melalui teknik docking
molekuler. Parameter hasil docking yang dilihat antara lain nilai afinitas, RMSD,
ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi eleltrostatik, interaksi dengan asam

amino pada reseptor.

3.2 Hipotesis Penelitian

Berdasarkan kerangka konsep diatas dapat dirumuskan hipotesis yaitu
senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin dari tanaman
Phyllanthus niruri L. memiliki sifat fisikokimia yang sesuai dengan hukum Lima
Lipinski, toksisitasnya rendah dan aman digunakan, serta memiliki interaksi dan
afinitas yang baik terhadap Reseptor RNA-dependent RNA polymerase (7BV2)

secara in silico.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan yaitu penelitian eksperimental design
berbasis komputer yang dilakukan secara in silico dari senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin pada tanaman meniran (Phyllanthus
niruri L.) terhadap reseptor RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) (PDBId:
7BV2) menggunakan aplikasi Chem Bio 3D Ultra versi 18, SwissADME,
Autodock Vina, MGLTools, Discovery Studio Visualizer, , PyMOL versi 2.4,

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

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Februari sampai Juli 2021, bertempat di
Gedung Program Studi Farmasi, Fakultas Kedokteran dan IImu Kesehatan

Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

4.3 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional
4.3.1 Variabel Penelitian
a. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin, Niranthin yang terdapat pada tanaman meniran
(Phyllanthus niruri L.).

b. Variabel Terikat
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Variabel terikat dalam penelitian ini yaitu nilai RMSD, nilai ikatan
afinitas, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi eletrostatik, interaksi
residu asam amino, jarak ikatan, berat molekul (BM), logaritma koefisien
partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi
(Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors (HBD),
LDsp, Skin Sensitization, Ames toxicity, Hepatotoxycity.

c. Variabel Kontrol

Variable kontrol dalam penelitian ini yaitu Reseptor RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp) (7BV2), dan senyawa pembanding Remdesivir, Chem Bio
Draw Ultra versi 18, Chem 3D Ultra versi 18, SwissADME, Discovery Studio

Visualizer, PyMOL versi 2.4, PyRx versi 0,8, dan pkCSM Online Tool.

4.3.2 Definisi Operasional

Tabel 4.1 Parameter Uji Fisikokimia (Lipinski et al, 1997)

No. | Hukum Lima Lipinski Keterangan Rentang
1. BM (g/mol) Berhubungan dengan absorbs, | <500
jika lebih 500 dalton maka sulit
terabsordsi.
2. LogP Nilai log koefisien partisi | < +5
oktanol/air
3. Hydrogen Bond  Donors | Ikatan H Donor <5
(HBD)
4, Hydrogen Bond Acceptors | Ikatan H Aseptor <10
(HBA)
5. Torsion Ikatan H yang dapat berotasi -




Tabel 4.2 Parameter Uji Toksisitas
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No. | Parameter Kriteria Keterangan
1. LDs, Kelas I: (LD < 5 mg/kg) Fatal jika tertelan
Kelas II: (5 < LDsp < 50 mg/kg) Fatal jika tertelan
Kelas I1: (50 < LDsy < 300 mg/kg) Beracun jika tertelan
Kelas IV: (300 < LD, < 2000 mg/kg) | Berbahaya jika tertelan
Kelas V: (2000 < LDs; < 5000
mg/kg) Bisa berbahaya jika
Kelas VI: (LDsy > 5000 mg/kg) tertelan.
Tidak beracun
(PBB, 2007).

2. Ames Toxicity Yes/No Parameter ini bertujuan
untuk mengetahui dari
potensi mutagenic pada
senyawa secara in silico
(Kesuma, et al, 2018).

3. Skin Sensitization | Yes/No Parameter ini bertujuan
untuk mengetahui reaksi
hipersensitivitas pada
kulit secara in silico
(Goebel et al, 2012).

4. Hepatoxicity Yes/No Parameter ini bertujuan
untuk mengetahui
adanya toksisitas
senyawa terhadap hepar
secara in silico (Rahman,
2018).

Tabel 4.3 Parameter Docking

No. Parameter Keterangan

1. RMSD Parameter yang menggambarkan nilai jarak atom pada
satu konformasi dengan atom terdekat yang memiliki
tipe sama dengan atom tersebut pada korformasi lain
(Masula et al, 2018). Nilai RMSD < 2 A (Ferwadi et al,
2017).

2. Ikatan Hidrogen Ikatan Hidrogen merupakan ikatan yang terjadi antara
hydrogen dengan atom F, O, N (Bruice, 2003).

3. Interaksi Hidrofobik Interaksi hidrofobik merupakan interaksi yang berperan
dalam menentukan stabilitas ligan terhadap reseptor
androgen, selain itu interaksi ini adalah interaksi yang
bersifat menghindari lingkungan cair dan cenderung
berkelompok di sebelah dalam struktur globular dari
protein (Arwansyah et al, 2014).

4, Interaksi Elektrostatik Interaksi elektrostatik merupakan interaksi antara antara
atom yang disebabkan perbedaan kepolarannya. Interaksi
ini berperan dalam stabilitas ligan terhadap reseptor
(Arwansyah et al, 2014).

5. Jarak lkatan Jarak antara atom ligan dan atom reseptor pada suatu
interaksi ikatan (Lodish, 2000).

6. Interaksi  residu  asam | Interaksi ini bertujuan untuk mengidentifikasi interaksi

amino yang terjadi antara ligan dan reseptor (Rollando, 2017).
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4.4 Alat dan Bahan Penelitian

4.4.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain perangkat keras
berupa satu set notebook dengan spesifikasi; Tipe ASUS E202S, Processor Intel
Celeron N3050 dual-core @2,16GHz dan RAM sebesar 4 GB. Sedangkan
perangkat lunak yang digunakan antara lain Chem Bio Draw Ultra versi 18, Chem
Bio 3D Ultra versi 18, SwissADME, Autodock Vina, MGLTools, Discovery Studio
Visualizer, , PyMOL versi 2.4, Protox Online Tool, pkCSM Online Tool dan
Microsoft Excel 2013.

4.4.2 Bahan Penelitian

4.4.2.1 Struktur Ligan Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin
Ligan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Phyllanthin,

Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin dari tanaman Phyllanthus niruri L.

(Meniran). Struktur ligan digambar menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra

versi 18 dan Chem Bio 3D Ultra Versi 18.

Tabel 4.4 Struktur Seyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan

Niranthin Digambar menggunakanChem Bio Draw Ultra versi 18, Chem 3D Ultra

versi 18 (Narendra et al, 2012).
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Nama Senyawa

Struktur 2D

Phyllanthin
4,4'-((2S,3S)-2,3-
bis(methoxymethyl)butane-
1,4-diyl)bis(1,2-
dimethoxybenzene)

Struktur 3D

Hypophyllanthin
(8R,95)-9-(3,4-
dimethoxyphenyl)-4-
methoxy-7,8-
bis(methoxymethyl)-
6,7,8,9-
tetrahydronaphtho[1,2-
d][1,3]dioxole

Nirtetralin
(5R,6S,7S)-5-(3,4-
dimethoxyphenyl)-4-
methoxy-6,7-
bis(methoxymethyl)-
5,6,7,8-
tetrahydronaphtho[2,3-
d][1,3]dioxole

Niranthin

6-(3-(3,4-
dimethoxybenzyl)-4-
methoxy-2-
(methoxymethy)butyl)-4-
methoxybenzo[d][1,3]dioxo
le

4.4.2.2 Struktur Tiga Demensi Reseptor 7BV2

Reseptor yang digunakan dalam penelitian ini yaitu RNA-dependent RNA

polymerase (PDBid: 7BV2). Struktur tiga demensi dapat diunduh dari situs

protein data bank (PDB).
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Gambar 4.1 Reseptor RdRp (PDBIid: 7BV2)

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


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

4.5 Skema Kerja Penelitian dan Prosedur Penelitian

4.5.1 Skema Kerja Penelitian

I Studi in silico I

Ligan Phyllanthin,
Hypophyllanthin,
Niranthin, Nirtetralin
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Penyiapan ligan (senyawa)
Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Niranthin, Nirtetralin
menggunakan Chem Bio Draw
Ultra versi 18

Penyiapan Reseptor
7BV2 menggunakan
PyMOL

Docking denganAutodock Vina

Perbedaan nilai RMSD, ikatan
hydrogen, interaksi hidrofobik,
interaksi elektrostatik, jarak ikatan,
interaksi residu asam amino

Prediksi sifat fisikokimia ligan
berdasarkan hukum lima lipinski
(Berat Molekul (BM), logaritma

koefisien partisi (Log P), Hydrogen
Bond Acceptors (HBA), Hydrogen
Bond Donors (HBD) dan Jumlah
ikatan antar atom yang dapat
berotasi (Torsion)) dengan
SwissADME

Prediksi toksisitas dengan LD50,
skin sensitization, Ames toxicity,
Hepatotoxicity menggunakan
pkCSM Online Tool dan Protox
Online Tool

Gambar 4.2 Skema Kerja Penelitian




39

4.5.2 Prosedur Penelitian

4.5.2.1 Prediksi Sifat Fisikokimia dan Toksisitas Senyawa

Prediksi sifat fisikokimia dan toksisitas senyawa dilakukan dengan cara
menggambar struktur molekul 2D dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin, dan Niranthin menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra versi 18.
Setelah itu disalin kode SMILES dari setiap senyawa kemudian dimasukkan
dalam aplikasi online SwissADME untuk memprediksikan sifat fisikokimia
senyawa dan mendapatkan parameter yang diklasifikasikan ke dalam Hukum
Lima Lipinski. Selanjutnya untuk prediksi toksisitas berdasarkan LDsg skin
sensitization, Ames toxicity, dan Hepatotoxycity dilakukan menggunakan aplikasi

pkCSM Online Tool.

4.5.2.2 Preparasi Ligan

Ligan atau senyawa yang berupa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Niranthin,
dan Nirtetralin dipreprasi dengan digambar struktur molekul 2D-nya
menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra versi 18, kemudian dikonversikan
struktur 2D tadi ke dalam model struktur 3D menggunakan aplikasi Chem 3D
Ultra versi 18 dengan cara klik view, klik show chem 3D hotlink window, lalu Klik
launch chem 3D. Selanjutnnya dilakukan minimalisasi energi dengan cara klik
calculation, klik MMF94, klik perform MMF94 minimization, klik run pada
aplikasi Chem 3D Ultra versi 18. Setelah itu disimpan hasil struktur 3D senyawa

tersebut dengan format PDB file.
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4.5.2.3 Preparasi Reseptor

Berikut langkah-langkah yang dilakukan dalam preparasi reseptor,
diantaranya adalah:
1. Reseptor yang akan digunakan yaitu RdRp (PDBid: 7BV2) terlebih dahulu

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

disimpan dalam format PDB.

2. Struktur protein (reseptor) dipisahkan dari pelarut, native ligan atau residu
non standar menggunakan aplikasi PyMol, dengan cara klik file, klik open
pilih file reseptor yang struktur proteinnya akan dipisahkan, setelah itu akan
muncul tampilan 3D dari struktur protein tersebut. Rantai molekul, native
ligan, dan residu yang tidak diperlukan dihilangkan dengan cara klik display,
klik sequence, lalu diblok molekul air (bertanda 000)/ ligand/ protein chains,
lalu klik remove. Setelah selesai disimpan reseptor dalam format .pdb.

3. Native ligand pada reseptor dipisahkan dari struktur protein untuk validasi
reseptor menggunakan PyMol, dengan cara klik file, klik open pilih file
reseptor yang native ligandnya akan dipisahkan, setelah itu akan muncul
tampilan 3D dari struktur reseptor tersebut. Protein (asam amino) dan pelarut
yang tidak diinginkan dihilangkan dengan cara klik display, klik sequence,
lalu diblok molekul air (bertanda 000)/ protein chains, kemudian klik remove.

Setelah selesai disimpan native ligand tersebut dalam format .pdb.
4.5.2.4 Penentuan Binding Site dan Grid Box

Berikut langkah-langkah yang dilakukan dalam penentuan binding site dan

grid box, diantaranya adalah:


https://www.rcsb.org/structure/7BV2
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1. Reseptor (Protein) RdRp SARS-CoV-2 dengan kode PDBIid: 7BV2 yang
telah diunduh dibuka menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer,
dengan cara klik file kemudian open, dipilih file reseptor yang akan
digunakan, setelah itu akan muncul tampilan dalam bentuk 3D.

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

3. Hasil binding site reseptor dicatat atau disimpan dalam format .txt.

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

4.5.2.5 Penambatan Ligand-Protein

Berikut langkah-langkah yang dilakukan dalam penambatan antara ligan
dengan reseptor (protein), diantaranya adalah:

1. Dilakukan proses docking molekuler antara ligan (struktur senyawa 3D)

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

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

4. Dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali

5. Hasil senyawa yang telah didocking disimpan dalam format .pdbqt..

4.6 Analisis Data

Analisis data pada penelitian ini didasarkan pada data hasil prediksi sifat
fisikokimia, docking molekuler, dan prediksi toksisitas terhadap senyawa yang
berpotensi sebagai bahan obat. Prediksi sifat fisikokimia didasarkan pada Hukum
Lima Lipinski diantaranya 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). Prediksi
toksisitas didasarkan pada parameter yang meliputi LDso, skin sensitization, Ames
toxicity, dan Hepatotoxycity. Hasil yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel.
Sedangkan untuk analisis data hasil docking molekuler hal pertama yang dianalisa
yaitu valiasi antara reseptor dan native ligand dengan target nilai RMSD < 2 A.
Validasi reseptor yang telah mencapai hasil, dilakukan analisis data pada senyawa
uji dan pembanding remdesivir. Analisa data dilakukan berdasarkan nilai RMSD,
nilai afinitas, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, dan
interaksi residu asam amino. Semua pengujian dilakukan replikasi sebanyak 3

kali. Hasil yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel statistic. Analisa



43

dilakukan secara deskriptif untuk mengetahui perbedaan nilai afinitas dan

interaksi residu asam amino senyawa uji dengan senyawa pembanding.



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian mengenai potensi senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin dan Niranthin dari tanaman meniran (Phyllanthus niruri L.) dilakukan
dengan metode komputasi secara in silico melalui proses docking molecular.
Senyawa-senyawa yang digunakan ini telah diteliti sebelumnya dan terbukti
memiliki aktivitas farmakologis sebagai antivirus (Liu, et al, 2011, Husain, et al,
2014, Wahyuni, et al, 2019). Senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin
dan Niranthin merupakan senyawa golongan lignan yang terkandung dalam
tanaman meniran (Taylor, 2003). Studi in silico yang dilakukan dalam penelitian
ini antara lain memprediksi sifat fisikokimia, prediksi toksisitas, serta mengetahui

interaksi antara senyawa dengan reseptor.

5.1 Prediksi Sifat Fisikokimia dan Toksisitas Senyawa

Prediksi sifat fisikokimia dan toksisitas dari suatu senyawa dapat dilakukan
dengan memasukkan Code SMILES dari setiap senyawa. Kode Simplified
Molecular Input Line Entry System (SMILES) merupakan suatu cara yang
digunakan untuk membaca kode ikatan kimia, yang bertujuan untuk melakukan
pengenalan serta untuk mengetahui informasi kimia secara komputasi. Kode
SMILES adalah suatu kode ikatan kimia modern yang dikonversi menjadi sebuah
baris sehingga memudahkan proses klasifikasi pada sistem, hal ini berguna untuk
senyawa, dikarenakan senyawa memiliki susunan yang sulit diproses pada

computer (Alfiyanti et al, 2019). Hasil Code SMILES ditunjukkan pada tabel 5.1.
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Tabel 5.1 Hasil code SMILES senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin

dan Niranthin

Nama Senyawa

Code SMILES

Phyllanthin
4,4'-((2S,3S)-2,3-bis(methoxymethyl)butane-
1,4-diyl)bis(1,2-dimethoxybenzene)

COC(C=C1)=C(OC)C=C1C[C@H](
COC)[C@@H](COC)CC2=CC(OC)
=C(OC)C=C2

Hypophyllanthin
(8R,95)-9-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-methoxy-
7,8-bis(methoxymethyl)-6,7,8,9-
tetrahydronaphtho[1,2-d][1,3]dioxole

COC1=CC=C(C=C10C)[C@@H]2[
C@@H](COC)C(COC)CC3=C2C(O
CO4)=C4C(OC)=C3

Nirtetralin
(5R,6S,7S)-5-(3,4-dimethoxyphenyl)-4-
methoxy-6,7-bis(methoxymethyl)-5.6,7,8-
tetrahydronaphtho[2,3-d][1,3]dioxole

COC1=C(OC02)C2=CC3=C1[C@
@H](C4=CC=C(OC)C(OC)=C4)[C
@H](COC)[C@@H](COC)C3

Niranthin 6-(3-(3,4-dimethoxybenzyl)-4-
methoxy-2-(methoxymethyl)butyl)-4-
methoxybenzo[d][1,3]dioxole

COC1=CC(CC(COC)C(COC)CC2=
CC(OC)=C(OC)C=C2)=CC3=C10C
03

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=C4
C(N)=NC=NN43)[C@H](0)[C@@
H]2 0)=0)C(OCC(CC)CC)=0

5.1.1 Prediksi Sifat Fisikokimia

Prediksi sifat fisikokimia suatu senyawa didasarkan pada hukum lima

Lipinski yang bertujuan untuk mengetahui senyawa uji memiliki sifat mudah

diabsorbsi dan permeabilitas yang baik (Syahputra, 2014). Prediksi ini dapat

dilakukan dengan menggunakan aplikasi online SwissADME dengan cara

memasukkan code SMILES dari setiap senyawa yang telah didapatkan. Parameter

untuk sifat fisikokimia ini meliputi Hukum Lima Lipinski yang meliputi Berat

Molekul (BM), logaritma koefisien partisi oktanol/air (Log P), Hydrogen Bond

Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors (HBD) serta parameter lain yaitu

Torsion (jumlah atom yang dapat berotasi). Berikut hasil prediksi sifat fisikokimia

yang ditunjukkan pada tabel 5.2.
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Tabel 5.2 Hasil prediksi sifat fisikokimia dari senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin.

Parameter Hukum Lima Lipinski Penerapan
Senyawa BM _ Hukum Lima

(g/mol) Log P HBA | HBD | Torsion Lipinski
Phyllanthin | 41852 | 403 | 6 0 13 Ya (Tidak ada
penyimpangan)
| 43049 | 365 7 0 8 Ya (Tidak ada
Hypophyllanthin penyimpangan)
Nirtetralin 43049 | 3.65 7 0 8 Ya (Tidak ada
penyimpangan)
Niranthin 43251 | 375 7 0 12 Ya (Tidak ada
penyimpangan)

Remdesivir 602.58 | 0.18 12 4 14 Tidak (3
Penyimpangan)

Keterangan :

BM : Berat Molekul < 500

Log P : Koefisien partisi < 5

> HBA : Jumlah hidrogen aseptor < 10
Y HBD : Jumlah hidrogen donor <5

Torsion: Jumlah atom yang dapat berotasi < 10

Menurut Lipinski et al (1997), suatu senyawa yang akan diuji apabila
memiliki nilai berat molekul lebih besar dari 500, nilai log koefisien partisi
oktanol/air (Log P) lebih dari 5, mempunyai ikatan —H donor (HBD) lebih dari 5,
dan ikatan —H aseptor (HBA) yang dinyatakan dengan jumlah gugus O-H dan N-
H lebih dari 10, maka senyawa tersebut dianggap tidak memenuhi Hukum Lima
Lipinski, dan akan sulit diabsorbsi serta memiliki permeabilitas yang buruk.
Selain parameter Hukum Lima Lipinski terdapat parameter lain yaitu nilai
Torsion. Senyawa dapat dikatakan baik apabila memiliki ikatan hidrogen yang
berotasi (Torsion) tidak lebih dari 10. Torsion ini berhubungan dengan
fleksibilitas dan permeabilitas obat. Obat 1V biasanya memiliki BM lebih tinggi

daripada obat oral dan nilai log P rendah. Hal ini menunjukkan bahwa struktur ini
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lebih cenderung memiliki jumlah ikatan yang dapat berotasi (Tosion) lebih tinggi,
yang mengakibatkan molekul obat menjadi jauh lebih kaku secara struktural

(Chagas et al, 2018).

Hasil yang didapatkan dari tabel 5.2 diatas menunjukkan bahwa senyawa
yang diuji yaitu Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin memiliki
berat molekul yang kurang dari 500, Log P kurang dari 5, HBA kurang dari 10,
serta HBD kurang dari 5. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut
telah memenuhi Hukum Lima Lipinski. Sehingga dapat diprediksi bahwa
senyawa-senyawa tersebut akan mudah diabsorsi serta memiliki permeabilitas
yang baik. Namun untuk senyawa pembanding yaitu remdesivir memiliki berat
molekul lebih dari 500, Log P kurang dari 5, HBA lebih dari 10, serta HBD lebih
dari 5. Remdesivir merupakan obat yang sediaanya berbentuk injeksi, sehingga
obat ini tidak berdasar ke Hukum Lima Lipinski, karena aturan ini digunakan
untuk menentukan bioavaibilitas suatu obat secara oral. Untuk parameter Torsion,
senyawa Phyllanthin, Niranthin, dan senyawa pembanding Remdesivir memiliki
nilai torsion yang lebih dari 10, sedangkan senyawa Hypophyllanthin dan

Nirtetralin nilai torsionnya kurang dari 10.

Hukum Lima Lipinski ini dapat digunakan untuk menentukan sifat
fisikokimia dari suatu senyawa atau ligan, apakah senyawa tersebut memiliki sifat
hidrofobik atau hidrofilik ketika melalui membran sel dengan cara difusi pasif.
Apabila suatu senyawa memiliki berat molekul lebih dari 500 Da maka tidak
dapat berdifusi melalui membrane sel. Nilai Log P yang lebih dari 5, atau semakin

besar nilai Log P, maka senyawa tersebut akan semakin hidrofobik molekulnya.
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Hal ini dapat mengakibatkan suatu senyawa memiliki kecenderungan toksisitas
yang lebih tinggi, dikarenakan molekul tersebut akan tertahan di lapisan lipid
bilayer lebih lama dan terdistribusi lebih luas di dalam tubuh, sehingga dapat
mengurangi selektivitas pengikatan pada enzim target. Namun jika nilai Log P
terlalu negatif maka molekul tidak dapat melewati membrane lipid bilayer. Nilai
Log P dari suatu senyawa dapat dipengaruhi oleh panjangnya rantai karbon,
jumlah subtituen alkil (-CH3) dan subtituen lone pairs (-OH) (Czyrski and
Kupczyk, 2013). Jumlah dari donor ikatan hidrogen dan akseptor ikatan hidrogen
menggambarkan bahwa semakin tinggi kapasitas ikatan hidrogen maka semakin
tinggi pula energi yang dibutuhkan untuk terjadinya proses absorpsi. Aturan
Lipinski, secara umum menjelaskan mengenai kelarutan suatu senyawa tertentu
yang menembus membrane sel melalui difusi pasif. Aturan ini dapat digunakan
untuk membuktikan bahwa senyawa yang diuji memiliki sifat mudah untuk

diabsorbsi serta memiliki permeabilitas yang baik (Syahputra, 2014).

Suatu senyawa yang sesuai dengan Hukum Lima Lipinski maka senyawa
tersebut diprediksi mampu menembus membrane sel. Dari pernyataan tersebut,
dapat dijelaskan bahwa sesuatu akan berjalan dengan lancar jika sesuai dengan
ketentuannya (ukurannya). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam Surat Al-

Qomar ayat 49 yang berbunyi :

- oo _ - PN
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Artinya : “Sesungguhnya, Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran”
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Menurut tafsir Quraish Shihab, diterangkan bahwa “Sesungguhnya Kami
menciptakan segala sesuatu menurut ukuran yang sesuai dengan hikmah”. Dari
ayat tersebut dapat didapatkan pemahaman bahwa Allah SWT telah menciptakan
segalanya seuatu sesuai dengan ukuran masing-masing, tidak ada yang kurang dan
tidak ada yang lebih. Dikarenakan ayat ini berbicara mengenai segala sesuatu
yang Allah miliki, maka lebih cepat memahaminya dalam arti ketentuan dan
sistem yang ditetapkan terhadap segala sesuatu. Yang artinya, apapun yang tidak
sesuai dengan ukurannya maka akan sulit mencapai keseimbangan (Shihab,

2002).

5.1.2 Prediksi Toksisitas

Senyawa yang akan diuji selain dilakukan prediksi sifat fisikokimianya,
juga dilakukan prediksi toksisitasnya. Uji toksisitas ini dilakukan untuk menilai
kemungkinan adanya toksisitas dan resiko-resiko yang dapat muncul dari senyawa
uji yang dapat mengakibatkan efek yang tidak diinginkan pada manusia. Uji
toksisitas secara in silico dapat diketahui dari beberapa parameter diantaranya
LDso, Ames Toxicity, Skin Sensitization, dan Hepatoxicity. Toksisitas suatu
senyawa dapat diketahui dengan memasukan code SMILES yang telah didapatkan
dari senyawa-senyawa tersebut ke dalam kotak code SMILES yang ada pada
aplikasi online pkCSM Online Tool untuk mendapatkan data Ames Toxicity, Skin
Sensitization, dan Hepatoxicity dan aplikasi Protox Online Tool untuk
mendapatkan nilai LDsy dan kelasnya. Berikut hasil prediksi toksisitas yang

ditunjukkan pada tabel 5.3.
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Tabel 5.3 Hasil Prediksi Toksisitas

Toksisitas
Senyawa Kelas - Ames Skin
LDso LDx, Hepatotoxicity Toxicity | Sensitization

Phyllanthin 1300 mg/kg v Tidak Tidak Tidak
Hypophyllanthin | 500 mg/kg \Y Tidak Tidak Tidak
Niranthin 214 mg/kg Il Tidak Tidak Tidak
Nirtetralin 500 mg/kg v Tidak Tidak Tidak
Remdesivir 1000 mg/kg v Ya Tidak Tidak

Berdasarkan tabel 5.3 hasil yang didapatkan yaitu senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin serta senyawa pembanding Remdesivir memiliki
nilai LDsg yaitu 1300 mg/kg, 500 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg dan termasuk
ke dalam kelas golongan IV, yang artinya berbahaya jika tertelan. Senyawa
Niranthin memiliki nilai LDsp yaitu 214 mg/kg dan termasuk ke dalam kelas
golongan Il yang artinya beracun jika tertelan (PBB, 2007). Dalam jurnal
Murtisiwi dan Novena (2016), disebutkan jika senyawa yang memiliki nilai LDsg
sebesar 50-500 mg/kg BB dikategorikan cukup toksik, sehingga senyawa
Niranthin dengan nilai LDsy yaitu 214 mg/kg termasuk kategori cukup toksik.
Namun jika senyawa memiliki nilai LDsy sebesar 500-5000 mg/kg BB maka
dikategorikan sedikit toksik, sehingga senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin serta senyawa pembanding Remdesivir termasuk ke dalam kategori
sedikit toksik, karena nilai LDsp-nya masuk ke dalam rentang 500-5000 mg/kg

BB.

Selain dilakukan uji LDsp, keempat senyawa tersebut juga dilakukan uji
toksisitas lain seperti Ames Toxicity, Skin Sensitization, dan Hepatoxicity. Hasil

yang didapatkan yaitu semua senyawa uji menunjukkan hasil yang negatif yang
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artinya senyawa-senyawa tersebut diprediksi tidak menimbulkan efek kerusakan
pada hati, tidak menimbulkan efek mutagenik, serta tidak menimbulkan
sensitivitas pada kulit. Pada senyawa pembanding Remdesivir hasil yang
didapatkan yaitu pada parameter Hepatoxicity. senyawa ini menunjukkan hasil
yang positif sehingga dapat diprediksi akan menimbulkan efek kerusakan pada
hati. Namun untuk parameter seperti Ames Toxicity, dan Skin Sensitization hasil
yang didapatkan menunjukkan nilai negatif yang artinya senyawa Remdesivir
dapat diprediksi tidak menimbulkan efek mutagenic serta tidak menimbulkan

sensitivitas pada kulit.

5.2 Preparasi Ligan

Preparasi ligan dilakukan dengan menggunakan aplikasi Chem Bio Draw
Ultra versi 18 dan Chem 3D Ultra versi 18. Ligan yang digunakan dalam
penelitian studi in silico ini antara lain Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin
dan Niranthin. Ligan-ligan tersebut digambar struktur molekul 2D-nya
menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra versi 18, kemudian dikonversi ke
dalam bentuk 3D menggunakan aplikasi Chem 3D Ultra versi 18. Tujuan senyawa
dibuat model struktur dalam bentuk 3D dikarenakan pada semua tahap docking
harus menggunakan model struktur 3D. Berikut hasil struktur senyawa
Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin yang telah digambar

dalam bentuk 2D dan 3D.

Tabel 5.4 Struktur senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin dan

Niranthin dalam bentuk 2D dan 3D
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No Senyawa 2D 3D
1. Phyllanthin

2. Hypophyllanthin

3. Nirtetralin

4. Niranthin

5. Remdesivir
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Dari tabel 5.4 didapatkan struktur 2D serta 3D dari senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin. Hasil dari struktur 3D senyawa-
senyawa tersebut selanjutnya akan dilakukan minimalisasi energi. Minimalisasi
energi dapat digunakan untuk mempermudah dan menyetabilkan susunan ikatan
selama penambatan molekul, penambahan hidrogen. Proses minimalisasi
dilakukan dengan menggunakan aplikasi Chem 3D Ultra versi 18 dengan metode
MMFF94. Metode MMFF94 merupakan suatu metode yang digunakan untuk
meminimalisasi energi berdasarkan medan gaya (force field). Hal ini digunakan
untuk membantu meningkatkan ketepatan dan performa hasil penambatan
molekuler (Hanif et al, 2020). Metode force field, yang didasari pada mekanika
molekuler, memperlakukan molekul sebagai objek mekanika, misalnya atom
merupakan sterik umum yang dihubungkan oleh “pegas” dan interaksi antar-antar
atom ditentukan oleh energi potensial. Energi potensial ini merupakan
penjumlahan dari stretching energy (energi yang mempertahankan vibrasi ikatan
dan bergantung pada jarak antar atom), bending energy (energi yang bergantung
pada sudut antara dua ikatan), torsion energy (energi yang memperhitungkan
momen gaya yang dihasilkan oleh putaran sudut dihedral yang dibentuk 4 atom),
dan non bonded interaction energy (jumlah dari interaksi elektrostatik dan gaya

van der waals dari atom-atom yang tidak saling berikatan) (Pranowo, 2016).

Proses minimalisasi ini dilakukan sebanyak 3 kali untuk mendapatkan
hasil energi minimal senyawa yang valid. Dilakukannya proses minimalisasi
dengan metode MMFF94 ini bertujuan agar senyawa-senyawa tersebut

menghasilkan bentuk stereokimia yang paling stabil. Selain itu minimalisasi ini
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bertujuan untuk menentukan energi seminimal mungkin pada bentuk stereokimia
dan bentuk yang paling stabil untuk dilakukan docking dengan reseptor uji. Proses
dari minimalisasi energi dipengaruhi oleh jarak, sudut, dan sudut torsi dari
masing-masing senyawa yang mendekati senyawa sebenarnya sehingga proses
geometrinya berlangsung cepat. Hasil minimalisasi energi ditunjukkan pada tabel

5.5.

Tabel 5.5 Hasil minimalisasi energi dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin,
Nirtetralin dan Niranthin dengan MMFF94.

Senyawa Energi Minimal (kcal/mol) Rerata
Replikasi | Replikasi Il Replikasi 111 (kcal/mol)
Phyllanthin 112.24 112.239 112.238 112.239
Hypophyllanthin 106.76 106.759 106.758 106.759
Nirtetralin 109.565 109.532 109.532 109.543
Niranthin 106.911 106.906 106.905 106.907
Remdesivir -1.939 -1.945 -1.947 -1.944

Berdasarkan tabel 5.5 didapatkan hasil rerata minimalisasi energi dari
senyawa Phyllanthin yaitu sebesar 112.239 kcal/mol, senyawa Hypophyllanthin
sebesar 106.759 kcal/mol, senyawa Nirtetralin sebesar 109.543 kcal/mol, senyawa
Niranthin sebesar 106.907 kcal/mol dan senyawa pembanding Remdesivir sebesar
-2.46371 kcal/mol. Hasil energi tersebut merupakan hasil rerata energi minimum
pada bentuk stereokimia dan dalam bentuk stabil dari senyawa-senyawa tersebut
untuk nantinya dilakukan proses docking. Energi hasil minimalisasi energi
bernilai negatif menandakan bahwa struktur hasil minimalisasi energi stabil (Dewi
et al, 2013). Dari kelima senyawa tersebut diperkirakan urutan senyawa yang

memiliki bentuk paling stabil adalah Remdesivir, Hypophyllanthin, Niranthin,
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Nirtetralin, dan Phyllanthin. Berikut hasil optimasi senyawa uji yang ditunjukkan

pada gambar 5.1.

SEBELUM SESUDAH

Gambar 5.1 Optimasi senyawa (A) Phyllanthin, (B) Hypophyllanthin, (C)
Nirtetralin, (D) Niranthin, (E) Remdesivir
(Sumber Dokumentasi Menggunakan Aplikasi ChemDraw 3D)
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5.3 Preparasi Reseptor
Reseptor atau protein target yang akan digunakan dalam penelitian ini
yaitu reseptor RdRp dari SARS-CoV-2. Reseptor ini diunduh terlebih dahulu pada

website RSCB PDB (https://www.rcsb.org/). Pengunduhan reseptor dipilih dalam

bentuk tiga dimensi dan disimpan dalam bentuk *pdb. Reseptor RdRp yang
dipilih adalah reseptor RdRp dengan kode atau identitas protein yaitu 7BV2.
Struktur RdRp (7BV2) terdiri dari 3 sub unit yaitu unit A merupakan nsp 12 atau
yang disebut dengan RdRp, sub unit B merupakan nsp 8 sedangkan sub unit C
merupakan nsp 7 serta terdapat native ligand yaitu [(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(Yin et al, 2020). Pemilihan reseptor ini dikarenakan sebagian
besar virus memerlukan RdRp untuk bereplikasi dan transkripsi genom virus,
serta terdapat obat sintetis yang bekerja pada RdRp, salah satunya yaitu

Remdesivir (Neldi and Suhajarno, 2020).

Reseptor yang telah diunduh ini didapatkan struktur makromolekul berupa
protein yang terikat dengan ligan, pelarut serta residu non-standar. Selanjutnya
dilakukan pemisahan struktur dengan ligan, pelarut serta residu non-standar yang
terikat menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer. Residu-residu non
standar yang akan dihilangkan yaitu nsp-7 dan nsp-8, residu ini merupakan satu
kesatuan yang kompleks dengan RdRp (nsp-12). Penghilangan residu non standar
ini bertujuan agar tidak mengganggu proses penambatan. Native ligand yang
terikat juga perlu dihilangkan, karena ligan ini terikat pada sisi aktif reseptor yang

dapat mengakibatkan hambatan bagi ligan lain untuk berikatan. Sedangkan


https://www.rcsb.org/
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adanya molekul air juga dapat mengganggu proses penambatan sehingga perlu
dihilangkan. Struktur reseptor yang telah dipisahkan tersebut disimpan dalam

format .pdb.

Langkah selanjutnya yaitu optimasi struktur makromolekul menggunakan
aplikasi MGL Tools. Tahapan ini meliputi penghilangan molekul air kembali serta
penambahan atom hidrogen. Penghilangan molekul air bertujuan agar tidak terjadi
interaksi antara air dengan senyawa atau ligan yang akan ditambatkan dengan
reseptor (Lemmon and Jens, 2013). Penambahan atom hidrogen dilakukan karena
dengan adanya atom hidrogen dapat mempengarui hasil penambatan dengan
terbentuknya ikatan hidrogen. Setelah itu, ditambahkan Kollman charges yang
bertujuan untuk menambahkan muatan pada residu asam amino Yyaitu energi
potensial elektrostatik. Selanjutnya reseptor ditambahkan dengan muatan
gasteiger dengan tujuan agar reseptor dapat menyesuaikan dengan lingkungan
penambatan molekul (Huey et al, 2016, Kolina et al, 2018). Struktur reseptor

yang telah siap kemudian disimpan dalam format .pdbqt.

Gambar 5.2 Hasil Preparasi Reseptor 7BV2

(Sumber: dokumentasi menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer)
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5.4 Penentuan Binding Site dan Grid Box

Secara umum protein memiliki wilayah pengikatan yang terbatas sehingga
ketika melakukan studi docking dilakukan terlebih dahulu penentuan area
pengikatan atau binding site. Selain itu dalam proses docking juga perlu dilakukan
pengaturan terhadap grid box (ukuran) yang bertujuan untuk dapat menentukan
ruang koordinat antara ligan dengan reseptor (Kolina et al, 2018). Penentuan
binding site dapat dilakukan menggunakan aplikasi Discovery Studio Visualizer

sedangkan grid box dilakukan dengan aplikasi MGL Tools.

Penentuan binding site dengan aplikasi Discovery Studi Visualizer dapat
ditentukan tempat pengikatannya berdasarkan struktur yang diperoleh dari Protein
Data Bank, aplikasi Discovery Studio Visualizer dan jurnal penelitian yang
diperoleh sebelumnya. Berdasarkan literatur dari Koulgi et al (2020) dan Dahab et
al (2020) diketahui bahwa residu asam amino seperti Lys545, Arg553, Asp623,
Asn691, Ser682 dan Leu759 pada reseptor RDRp SARS-CoV 2 (PDBid: 7BV2)
dapat membentuk interaksi antara protein dengan native ligand (Remdesivir). Dari
hasil tersebut ditemukan cavity yang sesuai kemudian didapatkan ukuran center x
=91.776, y = 91.56, dan z = 104.4863. Langkah selanjutnya yaitu penentuan grid
box menggunakan aplikasi MGL Tools. Hasil yang didapatkan yaitu ukuran grid
box sebesar x = 8A, y = 8A, dan z = 10A. Kedua hasil tersebut yaitu hasil binding
site dan grid box disimpan dalam format .txt yang nantinya digunakan dalam

proses docking.
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5.5 Penambatan Ligan dan Protein

Penambatan ligand terhadap protein reseptor dengan metode docking
molekuler menjadi tahapan penting dalam metode in silico untuk mengetahui
aktivitas atau interaksi antara ligand dengan protein reseptor. Prinsip dari docking
molekuler yaitu adanya interaksi (ikatan) antara makromolekul (protein) dengan
ligan ikatan tersebut terjadi secara lock and key. Secara umum docking dapat
dilakukan dengan dua metode yaitu rigid docking dan fleksibel docking. Metode
docking yang digunakan dalam penelitian ini yaitu fleksibel docking, hal ini
dikarenakan metode docking secara fleksibel merupakan metode docking yang
umum digunakan karena ikatan kompleks dan fleksibilitas konformasi antara
ligand dan protein menjadi parameter utama dalam penilaian afinitas docking

(Sousa et al, 2006).

Proses docking ini dilakukan dengan menggunakan aplikasi Autodock
Vina. Aplikasi ini dipilih sebagai aplikasi penambatan dikarenakan memiliki
kelebihan yaitu dapat memberikan hasil penambatan mulai terbaik hingga
terburuk secara tepat dan cepat (Trott dan Olson, 2010). Program Autodock Vina
ini dijalankan menggunakan sistem command prompt yang merupakan sistem
yang dapat dijalankan dengan menginput kode tertentu dalam bentuk teks.
Parameter docking dalam program Autodock Vina yaitu sebuah scoring function,
yang mana sebuah metode penilaian kualitas pengikatan ligan pada reseptor yang
didasarkan pada fungsi perhitungan energi ikatan antara ligand dan reseptor

(Widodo et al, 2018).
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5.5.1 Validasi Reseptor

Validasi Reseptor dilakukan dengan cara redocking antara native ligan
atau ligan yang terikat dengan reseptor 7BV2 yang telah dipreparasi dengan
reseptor itu sendiri yaitu 7BV2 yang juga telah dipreparasi. Parameter yang dilihat
dari proses validasi ini yaitu nilai RMSD (Root Mean Square Deviation). RMSD
merupakan parameter yang menggambarkan seberapa besar perubahan interaksi
antara protein dengan ligan pada strukutr Kristal sebelum dan sesudah di docking
untuk mengetahui nilai penyimpangannya. Validasi reseptor dapat dinyatakan
valid jika memiliki nilai RMSD < 2A (Sari et al, 2020). Nilai RMSD yang
semakin kecil menunjukkan bahwa posisi ligan dapat diperkirakan semakin baik
dikarenakan lebih mendekati konformasi aslinya (Lestari, 2015). Sedangkan jika
nilai RMSD > 2A menunjukkan nilai penyimpangan yang lebih besar dari hasil
perhitungan (Ferwadi et al, 2017). Proses validasi reseptor dilakukan sebanyak

tiga kali. Hasil validasi reseptor ditunjukkan pada tabel 5.6.

Tabel 5.6 Hasil Validasi Reseptor

Nama Grid RMSD Rata-
Senyawa Reseptor Center Box Replikas | Replikas | Replikas | rata
P il i1l il | RMSD

[(2~{R},3~{S | RNA X: X:8 [ 1236 A |1.200 A |1.203A |1.213
}.4~{R},5~{R | dependent _ A
1)-5-(4- RNA 91.776 | Y :8
azanylpyrrol | polymeras | Y : Z
0[2,1- ¢ 9156 |10

f][1,2,4]triaz | PDB ID:
in-7-yl)-5- 7BV2 z

cyano-3,4-

bis(oxidanyl) 104.86
oxolan-2- 3
yllmethyl

dihydrogen

phosphate.
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Berdasarkan tabel 5.6 Reseptor 7BV2 telah dilakukan validasi reseptor
dengan replikasi sebanyak 3 kali dengan hasil yang berbeda-beda. Hal ini
menunjukkan bahwa native ligand menempati posisi docking yang berbeda,
walaupun posisinya tidak terlalu besar. Perbedaan tersebut dapat dikarenakan oleh
metode docking yang digunakan yaitu fleksibel docking, sehingga menyebabkan
ligan menjadi fleksibel yang memungkinkan ligan untuk melakukan penyesuaian
struktur demi mencapai konformasi yang stabil saat berikatan pada sisi aktif
reseptor (Muttagin et al, 2019). Hasil rata-rata nilai RMSD yang didapatkan
sebesar 1.213 A. Hasil ini menunjukkan bahwa reseptor RdRp dengan kode PDB
ID 7BV2 dapat digunakan untuk proses docking dikarenakan memiliki nilai
RMSD rendah < 2A yang artinya terdapat kemiripan antara native ligand sebelum
dan sesudah redocking. Hasil redocking tersebut dianalisis dan divisualisasikan
meggunakan aplikasi PyMoL. Berikut gambar hasil native ligan sebelum dan

sesudah redocking.

Gambar 5.3 Hasil visualisasi Native ligand Reseptor 7BV2 Sebelum (biru) dan
Sesudah (pink) Redocking
(Sumber: Dokumentasi Menggunakan Aplikasi PyMol)
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5.5.2 Hasil Penambatan Ligand-Protein

Hasil yang didapatkan dari proses penambatan ialah nilai afinitas serta
interaksi residu asam amino antara ligan dengan reseptor. Penentuan apakah suatu
senyawa yang diprediksi memiliki aktivitas yang lebih baik diperlukan senyawa
obat pembanding sebagai kontrol. Senyawa uji yang memiliki nilai afinitas lebih
rendah dari senyawa pembanding maka dapat diprediksi memiliki kemampuan
berikatan yang lebih stabil dibandingkan senyawa pembanding (Suhadi et al,
2019). Selain itu, interaksi residu asam amino dapat digunakan untuk menentukan
apakah senyawa uji tersebut memiliki aktivitas biologis yang sama dengan

senyawa pembanding ataupun native ligand (Prasetiawati et al, 2021).

5.5.2.1 Penentuan Nilai Binding Affinity

Afinitas pengikatan (binding affinity) merupakan ukuran kemampuan obat
untuk berikatan dengan reseptor. Nilai ini dapat mempengaruhi kestabilan
interaksi antara ligan dengan reseptor pada binding site. Semakin rendah nilai
nilai binding affinity maka afinitas antara reseptor dengan ligan semakin tinggi,
begitu pula sebaliknya semakin tinggi nilai binding affinity maka afinitas antara
reseptor dengan ligan semakin rendah (Saputri, et al, 2016). Artinya jika nilai
binding affinity semakin rendah maka semakin kuat ikatan antara protein dengan
senyawa (Hanif et al, 2020). Ligan dan reseptor yang berikatan cenderung berada
pada kondisi yang paling rendah, kondisi ini menyebabkan molekul akan berada
pada keadaan yang stabil. Artinya semakin rendah nilai Binding Affinity yang
didapatkan maka semakin stabil pula interaksi antara ligan dengan reseptor

(Arwansyah, et al 2014). Hasil penambatan dapat dilihat pada tabel 5.7.
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Tabel 5.7 Hasil Penambatan antara Ligan dengan Reseptor

Senyawa Binding Affinity (kcal/mol)
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 Rata — Rata

Phyllanthin -4.5 -4.5 -4.5 -4.5
Hypophyllanthin -5.3 -5.3 -5.3 -5.3
Niranthin -5.4 -5.4 -5.4 -5.4
Nirtetralin -4.9 -4.9 -4.9 -4.9
Native ligand -5.1 -5.1 -5.1 -5.1
Remdesivir -5.2 -5.2 -5.2 -5.2

Berdasarkan tabel 5.7 hasil binding affinity setelah dilakukan proses
docking antara tersebut dengan resepor uji menunjukkan hasil yang berbeda-beda.
Senyawa Phyllanthin memiliki nilai binding affinity yang paling tinggi dengan
rerata sebesar -4,6 kcal/mol. Senyawa Niranthin memiliki nilai binding affinity
paling rendah dengan rerata sebesar -5,4 kcal/mol. Senyawa Phyllanthin, dan
Nirtetralin memiliki nilai binding affinity yang lebih tinggi dibandingkan dengan
dengan native ligan dari reseptor uji serta senyawa pembanding remdesivir.
Sedangkan senyawa Hypophyllanthin dan Niranthin memiliki nilai binding
affinity yang lebih rendah jika dibandingkan dengan native ligan dari reseptor uji
serta senyawa pembanding remdesivir. Nilai binding affinity senyawa uji yang
lebih rendah daripada senyawa pembanding maka kemungkinan senyawa uji
memiliki selektivitas atau kemampuan berikatan yang lebih baik pada reseptor uji
(Mulatsari et al, 2020 ). Sehingga senyawa Hypophyllanthin dan Niranthin dapat
berpotensi memiliki afinitas ikatan lebih baik terhadap reseptor RdRp SARS-

CoV-2.
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5.5.5.2 Interaksi Ligand dan Reseptor

Interaksi antara ligand dan reseptor dapat dilakukan visualisasi untuk
mengidentifikasi residu-residu dari protein reseptor yang berperan penting pada
area binding site (Arwansyah et al, 2014). Interaksi ini dilakukan untuk
memastikan bahwa ligan dapat berikatan dengan tempat pengikatan (binding site)
protein tersebut. Interaksi yang dapat diamati berupa ikatan hidrogen, interaksi
elektrostatik dan interaksi hidrofobik serta jarak ikatan yang terjadi (Prasetiawati
et al, 2021). Visualisasi dapat dilakukan dengan aplikasi Discovery Studio

Visualizer. Berikut hasil visualisasi interaksi residu asam amino yang ditunjukkan

pada tabel 5.8 dan gambar 5.4.

Tabel 5.8 Interaksi Residu Asam Amino antara Ligan dengan Reseptor

Ikatan Hidrogen
Gugus Interaksi Interaksi
No | Senyawa Asam | Jarek | 25 | e | Erektrostatik
Amino (A) .
Amino
1. Native ligand Ser759 3.08 | N-H - Thr687
(A)*** 3.33 | N-H (A)***,
Asn691 3.16 | O-H Ala688 (A)*,
(A)* 3.04 | O-H Asp623
339 | O-H (A)***,
Ser682 Cys622 (A)*.
(A)*
Asp760(A)
*
2. Remdesivir Arg555 3.09 | O-H Val557(A) | Argb53(A)**,
(A)** 3.15 | O-H ** Cys622 | Lys545 (A)**,
2.82 (A)**. Asp623
Ser759 (A)***,
(A)*** Ser682(A)**,
Thr687
(A ***,
Asp760 (A)**.
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3.

Phyllanthin

Asp623 (A)
Ser628
(A)*
Arg555
(A)**

3.57
3.32
2.28
2.47
2.40
2.62

O00O00O0

ITTITIT

Arg555 (A)

Asp623
(A)***
Cys622 (A)*,
Asn69l (A),
Thr687
(A)***
Ala688 (A)*,
Ser759 (A)

Hypophyllanthin

Arg555
(A)-k-k
Asn691
(A)*
Asp623 (A)
Asp761 (A)

2.29
2.79
2.79
3.62

Asp760 (A)**,
Ser682 (A)**,
Thr687
(A)***,
Ala688 (A)*,
Ser759 (A),
Cys622 (A)*,
Cys813 (A)

Nirtetralin

Asn691
(A)*

2.29

O-H

Cys622
(A **

Arg555 (A),
Asp760 (A)**,
Asp761 (A),
Asp623

(A il
Ala688 (A)*,
Ser681 (A),
Ser682 (A)**,
Ser759 (A),
Leu758 (A),
Thr680 (A),
Thr687
(A)***.

Niranthin

Thr680 (A)
Args55
(A)**

Ser759
(A)***

241
2.57
2.48
2.49

Ala688 (A)

Thr687

(A ***,
Asn69l (A),
Ser682 (A)**,
Ser681 (A),
Asp760 (A)**,
Cys622 (A)*,
Asp623

(A **k*,
Argh53 (A)**,
Val557 (A),
Leu758 (A).

Keterangan

*

*%*

*k%k

: asam amino yang sama mirip dengan native ligand

: asam amino yang mirip dengan senyawa pembanding (Remdesivir)
: asam amino yang mirip dengan native ligand dan pembanding (Remdesivir)
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Gambar 5.4 Visualisasi 2D (A) Native ligand (B) Phyllanthin (C)
Hypophyllanthin (D) Nirtetralin (E) Niranthin (F) Remdesivir menggunakan

Discovery Studio Visualizer
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Gambar 5.5 Visualisasi 3D (A) Native ligand (B) Phyllanthin (C)
Hypophyllanthin (D) Nirtetralin (E) Niranthin (F) Remdesivir menggunakan
Discovery Studio Visualizer

Berdasarkan tabel 5.8 dapat diketahui bahwa senyawa uji, native ligand
dan senyawa pembanding memiliki interaksi dengan reseptor RdRp SARS-CoV-
2, yang ditunjukkan dengan adanya interaksi residu asam amino dengan reseptor.
Interaksi yang terjadi meliputi ikatan hidrogen, interkasi hidrofobik, serta
interaksi elektrostatik. Interaksi tersebut menentukan kekuatan ikatan antara obat
dan reseptor. Pada gambar 5.4 ikatan hidrogen ditujukkan oleh garis putus-putus
berwarna hijau serta garis putus-putus berwarna biru agak pudar, interaksi

elektrostatik ditandai dengan residu asam amino disekitar senyawa yang tidak
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berikatan dan garis putus-putus berwarna orange, serta interaksi hidrofobik

ditandai dengan garis putus-putus berwarna ungu muda.

Ikatan hidrogen merupakan ikatan yang terikat secara kovalen dengan
atom elektronegatif seperti Flour (F), nitrogen (N), dan oksigen (O) (Arwansyah
et al, 2014). lkatan ini juga merupakan ikatan yang utama untuk menjaga
stabilitas protein pada docking molekuler (Voet and Judith, 2011). Pada native
ligand ikatan hidrogen terdapat pada residu Ser759, Asn691, Ser682, dan Asp760.
Sedangkan pada senyawa pembanding (remdesivir) terjadi pada residu Arg555.
Menurut Dahab et al (2020) ikatan yang terjadi pada native ligand 7BV2 antara
lain terletak pada residu asam amino Arg553, Asp623, Asn691, ser759, dan
Ser682. Senyawa uji Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin
memiliki kemiripan ikatan hidrogen dengan native ligand. Adanya kemiripan
ikatan hidrogen ini dapat menggambarkan kemiripan aktivitas senyawa uji dalam

suatu reseptor.

Selain adanya kemiripan residu asam amino senyawa uji dengan native
ligand, juga terdapat kemiripan dengan senyawa pembanding (remdesivir). Dari
keempat senyawa uji didapatkan hasil bahwa ketiga senyawa uji selain Nirteralin
memiliki kemiripan residu asam amino dengan senyawa pembanding
(remdesivir). Menurut Ruswanto (2015) apabila semakin banyak interaksi
hidrogen antara senyawa dengan residu asam amino maka dapat diprediksi bahwa
interaksi senyawa dan reseptor akan semakin baik. Senyawa uji yang memiliki
kemiripan residu asam amino dengan senyawa pembanding kemungkinan

memiliki aktivitas yang sama dengan senyawa pembanding (Prasetiawati et al,
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2021). Remdesivir dapat menghambat aktivitas RNA-dependent RNA Polymerase
(RdRp) yang mana merupakan protein yang berperan dalam proses replikasi virus
corona. Remdesivir merupakan senyawa yang berperan sebagai analog nukleosida
adenosine sehingga RNA Polimerase salah mengira remdesivir sebagai adenosine,
yang mengakibatkan kemampuan untuk replikasi virus menurun (Eastman et al,
2020, Neldi dan Suharjono, 2020). Berdasarkan hal tersebut dapat diketahui
bahwa remdesivir bekerja menghambat RdRp suatu virus, sehingga senyawa uji
yang memiliki kemiripan ikatan hidrogen dengan senyawa pembanding
(remdesivir), kemungkinan memiliki sifat inhibisi terhadap reseptor RdRp SARS-
CoV-2 (PDBId: 7BV2). Jarak ikatan hidrogen yang baik umumnya berada pada
rentang 2.5 — 3.5 A (Syahputra et al, 2014). Dari pernyataan tersebut maka jarak
ikatan hidrogen dari native ligand, senyawa uji, serta senyawa pembanding
memenuhi persyaratan kecuali ikatan hidrogen pada senyawa Hypophyllanthin
dengan jarak 3.62 pada residu Asp761. Jarak interaksi yang terlalu jauh dapat
mengakibatkan interaksi menjadi lemah, oleh karena itu kekuatan ikatan sangat
tergantung pada jarak (Prasetiwati et al, 2021). Perbedaan jarak ikatan
membuktikan bahwa minimalisasi energi dapat mempengaruhi hasil penambatan

ligan dengan reseptor (Hanif et al, 2020).

Interaksi hidrofobik juga memiliki peran dalam menentukan stabilitas
ligan terhadap reseptor. Interaksi ini merupakan interaksi yang bersifat
menghindari lingkungan cair dan cenderung berkelompok di sebelah dalam
struktur globular dari protein. Pembentukan dari interaksi hidrofobik dapat

meminimalkan interaksi yang terjadi antara residu non-polar dan air (Arwansyah
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et al, 2014). Interaksi hidrofobik disebabkan oleh adanya suatu gaya sehingga
senyawa non polar mengatur dirinya sedemikian rupa untuk meminimalkan
kontak dengan air atau senyawa amphipatik, membentuk struktur seperti misel di
dalam air. Protein yang membentuk misel sebagian besar rabtai sampingny yang
bersifat non polar akan menjauhi kontak dengan air, maka adanya interaksi

hidrofobik dapat mendukung kestabilan suatu protein (Voet and Judith, 2011).

Berdasarkan tabel 5.8 didapatkah hasil yaitu pada native ligand tidak
memiliki interaksi hidrofobik namun untuk senyawa pembanding (remdesivir)
memiliki interaksi hidrofobik yang terjadi pada residu asam amino Cys622 dan
Val557. Asam amino Cys berfungsi dalam meingkatkan pertahanan dan fungsi
kekebalan tubuh, sedangkan asam amino Val memiliki peran sebagai prekursor
glukogeni dan mendukung pertumbuhan (Suprianto et al, 2021). Dari keempat
senyawa uji yang memiliki kemiripan interaksi hidrofobik dengan senyawa
pembanding yaitu senyawa Nirtetralin dengan residu asam amino Cys622. Residu
yang terlibat pada interaksi hidrofobik merupakan residu asam amino yang
bersifat non-polar, yang mana cenderung membentuk kelompok pada bagian
interior protein (Arwansyah et al, 2014). Hasil interaksi hidrofobik memiliki
interaksi yang sedikit, hal ini dikarenakan daerah binding site memiliki banyak
residu asam amino yang bersifat polar. Residu asam amino yang bersifat polar
antara lain serin, arginin, aspartat, asparagin, tirosin, treonin dan sistein

(Sumardjo, 2009).

Interaksi elektrostatik juga dapat berperan dalam menentukan kestabilan

ligan terhadap reseptor. Interaksi ini merupakan interaksi antara atom yang
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disebabkan perbedaan kepolarannya. Selain itu interaksi ini termasuk dalam
interaksi yang lemah dan bersifat non-kovalen sehingga mudah lepas, tetapi
karena jumlahnya yang banyak, interaksi elektrostatik memiliki kontribusi yang
besar dalam pembentukan korformasi protein (Arwansyah et al, 2014). Ikatan
pada interaksi elektrostatik meliputi ikatan ion 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. lkatan ini terjadi karena interaksi
elektrostatis antara dipol-dipol. lkatan 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).

Berdasarkan tabel 5.8 interaksi elektrostatik pada native ligand terjadi
pada residu Thr687, Ala688, Asp623, dan Cys622, sedangkan pada senyawa
pembanding (remdesivir), terjadi pada residu Arg553, Lys545, Asp623, Ser682,
Thr687, Asp760. Asam amino Arg (Arginin) memiliki fungsi mampu
meningkatkan metabolisme glukosa, asam amino Asp (Asam aspartat) berperan

dalam prekursor glukonik dan prekursor pirimidin (Putra et al, 2020). Asam



72

amino Ser (Serin) memiliki fungsi sangat luas, beberapa di antaranya penting
seperti metabolisme protein, pencernaan, pembekuan darah, apoptosis, regulasi

perkembangan kekebalan, dan pemupukan (Patel, 2017).

Dari semua senyawa uji, didapatkan hasil bahwa semua senyawa uji
memiliki kemiripan interaksi elektrostatik dengan native ligand maupun senyawa
pembanding (Remdesivir). Hal ini dibuktikan dari hasil residu beberapa asam
amino yang sama antara native ligand, senyawa uji, dengan senyawa pembanding.
Kemiripan interaksi elektrostatik antara senyawa uji dengan native ligand dan
senyawa pembanding dapat memperkuat bahwa senyawa uji menempati sisi aktif
yang sama dengan native ligand pada reseptor RdRp SARS-CoV-2 (PDBid:

7BV2).

5.6 Analisa Data

Penelitian ini menggunakan analisa data secara deskriptif. Analisa
deskriptif merupakan analisa yang digunakan untuk menganalisis data dengan
cara menggambarkan atau mendeskripsikan data yang dikumpulkan. Analisa ini
bertujuan untuk memberikan gambaran mengenai suatu data pada variabel yang
dilihat dari nilai rata-rata (mean), nilai maksimum, minimum, dan standard
deviasi. Variabel bebas yang digunakan vyaitu senyawa Phyllanthin,
Hypophyllanthin, Nirtetralin, dan Niranthin serta native ligand dan senyawa
pembanding (remdesivir). Variabel terikat yang digunakan yakni nilai binding
affinity, interaksi residu asam amino, sifat fisikokimia dan toksisitas. Berikut hasil

penelitian analisis deskriptif nilai binding affinity dapat dilihat pada tabel 5.9.
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Tabel 5.9 Hasil Data Deskriptif Nilai Binding Affinity

Binding Affinity (kcal/mol)

Senyawa Minimum Maksimum Mean Std.Deviation
Phyllanthin -4.5 -4.5 -4.5 0
Hypophyllanthin -5.3 -5.3 -5.3 0
Niranthin -5.4 -5.4 -5.4 0
Nirtetralin -4.9 -4.9 -4.9 0
Native ligand -5.1 -5.1 -5.1 0
Remdesivir -5.2 -5.2 -5.2 0

Berdasarkan tabel 5.9 hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa semua
senyawa yang diujikan memiliki nilai minimum, maksimum, serta mean yang
sama setelah dilakukan replikasi sebanyak 3 kali, sehingga standard deviasi yang
dihasilkan bernilai 0. Standard deviasi merupakan nilai statistik yang digunakan
untuk sebaran data dalam sampel. Nilai standard deviasi dari kumpulan data yang
sama dengan nol maka menandakan bahwa semua nilai dalam himpunan tersebut
adalah sama (Hidayat et al, 2019). Hasil tersebut menunjukkan bahwa tidak ada
variasi hasil dari nilai binding affinity pada kumpulan data hasil docking antara
senyawa uji, native ligand dan senyawa pembanding dengan reseptor RdRp
SARS-CoV-2, yang menunjukkan bahwa data merata (homogen). Berdasarkan
tabel 5.9 didapatkan hasil bahwa senyawa uji yang memiliki nilai binding affinity
yang lebih rendah dari native ligand dan senyawa pembanding (remdesivir)
adalah senyawa Hypophyllanthin dan Niranthin. Urutan hasil binding affinity dari
yang tertinggi hingga terendah yaitu Phyllanthin, Nirtetralin, Native ligand,
Remdesivir, Hypophyllanthin, dan Niranthin. Semakin rendah nilai binding
affinity maka afinitas antara reseptor dengan ligand semakin tinggi, begitupula
sebaliknya, semakin tinggi nilai binding affinity maka afinitas antara reseptor

dengan ligand semakin rendah (Ruswanto et al, 2015). Berdasarkan hal tersebut
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dapat dianalisa bahwa afinitas senyawa Hypophyllanthin dan Niranthin dengan
reseptor RdRp SARS-CoV-2 (7BV2) lebih baik dari senyawa pembanding

(remdesivir) dan native ligand.

Analisis selanjutnya mengenai residu asam amino yang berperan penting
untuk mengetahui aktivitas suatu senyawa. Adanya kemiripan residu asam amino
menunjukkan aktivitas yang serupa. Berikut hasil analisa deskriptrif interaksi

residu asam amino dapat dilihat pada tabel 5.10.

Tabel 5.10 Analisa Interaksi Residu Asam Amino

Ri‘f“ NL Phyllanthin | Hypophyllanthin | Niranthin | Nirtetralin | RDV
Ser759 v v v v v v
Asn691 v 4 4 4 4 -
Ser682 v v v v v v
Asp760 v - v v v v
Thré87 v v v v v v
Ala688 v v v v v -
Cys622 v v v v - v
Arg555 v v v v v v
Keterangan:

NL : Native ligand

RDV  : Remdesivir
AA : Asam Amino

Berdasarkan tabel 5.10 hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa
interaksi residu asam amino pada native ligand dengan senyawa uji dan senyawa
pembanding (remdesivir) memiliki kemiripan yang tinggi. Hal ini menunjukkan
bahwa senyawa uji dan senyawa pembanding menepati posisi docking yang sama
dengan native ligand. Apabila semakin banyak kemiripan residu asam amino dari
senyawa uji dengan native ligand maka menunjukkan adanya kemiripan aktivitas

(Arwansyah et al, 2014). Dari hasil tersebut dapat diketahui bahwa senyawa uji ,
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senyawa pembanding serta native ligand kemungkinan memiliki kemiripan

aktivitas dalam menghambat reseptor RdARp SARS-CoV-2.

Selanjutnya analisa mengenai fisikokimia dan toksisitas. Analisa
fisikokimia bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya senyawa uji yang
menyimpang dari Hukum Lima Lipinski, sedangkan toksisitas bertujuan untuk
mengetahui prediksi toksisitas senyawa uji. Berikut hasil penelitian analisa

deskriptif sifat fisikokimia dan toksisitas dapat dilihat dalam tabel 5.11.

Tabel 5.11 Analisa Deskriptif Sifat Fisikokima dan Toksisitas

No. Senyawa Fisikokimia Toksisitas

] Ya

L. Phyllanthin (tidak menyimpang) i
_ Ya

2. | Hypophyllanthin | .\ menyimpang) v
] ] Ya

3. Niranthin (tidak menyimpang) -
_ _ Ya

4, Nirtetralin (tidak menyimpang) v

5. Remdesivir T1dak v

(3 menyimpang)

Berdasarkan tabel 5.11 hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa sifat
fisikokimia dari senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Niranthin, dan Nirtetralin
telah memenuhi Hukum Lima Lipinski berdasarkan analisis menggunakan
SwissADME Online Tool, sedangkan senyawa pembanding (remdesivir) tidak
memenuhi syarat Hukum Lima Lipinski. Toksisitas dari senyawa uji masuk ke
dalam kelas Ill dan IV, dan senyawa pembanding masuk ke dalam kelas IV.
Tingkatan kelas toksisitas berdasarkan Globally Harmonized System (GHS) yakni
pada kelas 111 (toksik jika tertelan (50 <LDsp < 300 mg / kg)), kelas IV (berbahaya

jika tertelan (300 <LDsp <2000 mg / kg)) (El din et al, 2016). Berdasarkan hal ini
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maka urutan senyawa yang memiliki tingkat toksisitas tertinggi ke rendah adalah

Niranthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin, Remdesivir dan Phyllanthin.



BAB VI

PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:

1. Sifat Fisikokima senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin dan

Niranthin telah memenuhi Hukum Lima Lipinski.

Senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin dan Niranthin
memiliki interaksi dengan reseptor RdRp SARS-CoV-2 (PDBid: 7BV2)
pada sisi aktif reseptor, dimana senyawa Hypophyllanthin dan Niranthin
memiliki afinitas yang lebih baik daripada senyawa pembanding dan ligan
asli.

Prediksi toksisitas senyawa uji menunjukkan senyawa Niranthin termasuk
ke dalam kelas toksisitas I11: 50 < LDsp < 300 mg/kg yang mana bersifat
lebih toksik daripada senyawa Phyllanthin, Hypophyllanthin, Nirtetralin

yang masuk ke dalam kelas toksisitas 1V: 300 < LDsp < 2000 mg/kg).

6.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan peneliti dapat memberikan

saran bagi peneliti selanjutnya yaitu :

1. Melakukan penambatan dengan kode reseptor yang sama namun grid box

serta binding site yang lain, sehingga dapat diperoleh nilai binding affinity

yang lebih rendah dan residu asam amino lebih banyak yang terdeteksi.
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Melakukan penambatan dengan reseptor yang berbeda, untuk mengetahui
lebih lanjut prediksi aktivitas antivirusnya.

Melakukan pengujian ke tahap selanjutnya seperti uji in vitro atau in vivo
untuk lebih mengetahui potensi senyawa uji sebagai antivirus SARS-CoV-

2.
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Lampiran 2. Hasil Prediksi Toksisitas
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NERG | inhibor No Categorical (VestNo) Predicted Toxicity Class: 4 )
hERG Il inhibitor Yes. Categorical (YesiNo)
D emam i e Bpan
Oral Rat Chronic Toxicly (LOAEL) 1.405 Numenc (log mgkg_bwiday) —

Average similarity: 72.8% ]

Hepatotoxicity No Categoricai (YesNo)

Sin Sensitsation No Categorical (Yeso) Prediction accuracy: 69.26% |
T Pyrtomis ey 0565 Numee 1og ULy
o toxicy aem Numenic (og ma) l:l:l:l:l:‘

R

B. Hypophyllanthin

Property Model Name Predicted Value unit

| roncity | AMES toxicity No Categoncal (Yes/No)

@ED  vex tokrsted dose (human) .08 Numeric (log mgkgday) Predicted LD50: 500mg/kg |
(RIS b CHROREN (T Predicted Toxicity Class: 4 |
NERG Il inhibitor No Categoncal (YesNo)

Oral Rat Acute Toxichy (LDS0) 2924 Numesic (motkg) unnn

EXM  Oral Rat Chronic Towcity (LOAEL) 197 Numeric (log mgikg_bwiday) o o v

EEm  Hepaooncty No Categaricai esiNo) Average similarity: 65.16% |
E@E Sk sensiusation No Categonical (YesiNo) —

I tsee I Prediction accuracy: 68.07% |

5
!
:




C. Nirtetralin

Model Name

AMES toxicty

NERG | inhibitor

NERG I mnioitor

Hepatotoxiclly
Skin Sensitisation

TPyrtorms towicty

Mimnow tovacity

D. Niranthin

Property  Mods! Name

EED AES toxcy

NERG I inhibitor

hERG Il inhibitor

Hepatotoxiciy
Skin Senshisation

T.Pyriformis toxcty

Minnow toxictty

E. Remdesivir

Model Name

{
3

AMES toxicity

hERG | inhibitor

hERG Il Intubitor

Tomicity Orai Rat Chwonic Toxiclty (LOAEL)

Hepatotoxicity
Skin Sensaisation

TPynformis toxicity

H B H B B
H H H H H
6 O 04 8 G

Toxicity Minnow taxicity

Max. tolerated dose fhuman)

(Gral Ral Acute Toxicity {LD50)

ral Rat Chronic Toxicity (LOAEL)

Max. lolerated dase (human)

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)

Oral Rat Chronic Toxicty (LOAEL)

Max_ tolerated dose (human)

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)

Predicted Value  Unit

No Categorical (vesNo)
-0.208 Numerkc (iog m/kgiaay)
No Categorical (ves/o)
Mo Categorical (Yesio)
2887 Numeric (molikg)
1078 Numesic (log mo'kg_bwiday)
o Categorical (Yes/No)
No Categorical (Yes/No)
0.088 Numerk (1og ug1L)
122 Numenc (iog mh)
Predicteavalue  Unit
No Categorkcal (Yes/No)
0.303 Numesic (log mgikg/day)
No Categarical (vesiNo)
Yes Categorical (YesiNo)
2463 Numeric (molkg)
1474 Numeric (iog mgkg_bwiday)
No Categoncal (vesNo)
No Categorical (Yes/No)
0.445 Numen (iog ugnL)
-1.006 Numenc (iog i)
Predicted Value Uit
No Categorical (Yes/No)
015 Numeric log mg/kg/day)
No Categorical (Yes/No)
Yes Categorical (YesiNo)
2043 Numeric (molkg)
1839 Numeric (log mo/kg_bwiday)
Yos Categorical (Yes/No)
No Categorical (Yes/No)
0288 Numeric (log ugiL)
0291 Numeric (log mb)

Predicted LD50: 500mg/kg

Predicted Toxicity Class: 4

Average similarity: 66.81%

J

Prediction accuracy: 68.07%

J

Predicted LD50: 214mg/kg

89

)

Predicted Toxicity Class: 3

J

Average similarity: 71.78%

J

Prediction accuracy: 69.26%

J

LT

Predicted LD50: 1000mg/kg

J

Predicted Toxicity Class: 4

J

Average similarity: 40.93%

J

Prediction accuracy: 54.26%

J

[T TT



Lampiran 3. Hasil VValidasi Reseptor

A. Replikasi 1

8 rypol

B. Replikasi 2

C. Replikasi 3

90
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Lampiran 4. Hasil Penambatan Ligand dengan Reseptor

Phyllanthin

1 log - Notepad

File Edit Format View Help

#

# 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 (201@)
# 455-461

#

# DOI 10.1082/jcc.21334

#

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

L R R

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

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: 684262592
Performing search ... done.
Refining results ... done.

done.

mode | affinity | dist from best mode

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

————— T i SEEEEEEEE

1 -4.5 0.008 @.0080

2 -4.4 0.743 1.698

3 -4.4 1.675 2.212

4 -4.3 1.635 5.569

5 -4.2 2.047 5.947

6 -4.2 2.195 6.391

7 -4.1 1.894 5.365

8 -4.1 2.878 3.59@

9 -4.8 2.1e3 3.422

1@ -4.0 1.536 2.454
Writing output ... done.

Hypophyllanthin

1 leg - Notepad
File Edit Format View Help

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)
455-481

DOI 18.1882/jcc.21334

L

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

dE A HE HE A A 4 4

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

Setting up the scoring function ...
Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -922552@@4
Performing search ... done.
Refining results ...

done.

done.

mode |  affinity | dist from best mode
| (kcal/mol) | rmsd l.b.| rmsd u.b.
————— e —————-sr H
1 -5.3 @.0800 0.000

2 -5.1 2.263 7.177

3 -5.1 1.126 2.033

4 -5.9 2.876 7.414

5 -4.9 2.111 5.454

6 -4.7 2.578 5.882

7 -4.6 2.489 5.155

8 -4.6 2.654 5.839

9 -4.8 2.993 4.869
1e -4.6 2.621 5.864

Writing output ... done.



Niranthin Nirtetralin

" log - Notepad 7 log - Motepad

File Edit Format View Help File Edit Format View Help

# # #

# 0. Trott, A. 1. Olson, # # 0. Trott, A. J. Olson,

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

# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018) # # multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018)
4 455-461 # # 455-461

4 # #

4 DOI 10.1062/jcc.21334 # : DOT 18.10@2/jcc.21334

# #

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

dEoHE HE A AR R AR R d

Output will be ligand_out.pdbgt
Output will be ligand out.pdbqt utput will be ligand_out.pdbq

. . Reading input ... done.
R“d?"g input ... d?ne. . Setting up the scoring function ... done.
Setting up the scoring function ... done. Analyzing the binding site ... dome.
Analyzing the binding site ... done. Using random seed: -463965568
Using random seed: -2021834856 Performing search ... done.
Performing search ... done. Refining results ... done.|
Refining results ... done.
mode | affinity | dist from best mode
mode | affinity | dist from best mode | (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.
| (kcalfmol) | rmsd 1.b.| rmsd w.b. PR S U
1 -4.9 0.000 0.000
4 e. 8. 2 -4.8 2.148 4.563
4 2. 6. 3 -4.8 1.512 2.294
.2 1. 7. 4 -4.8 2.768 5.467
1 2. 6. 3 -4.7 3.827 7.314
9 2. 5. 6 4.7 2.106 5.217
9 2. 5. 7 -a.7 2.327 3.845
9 2. 4. 8 -4.6 2.321 6.355
9 3. 6. 9 -4.6 2.493 6.432
9 2. 5. %El -4.6 2.279 6.635
10 08 3 598 6106 Writing output ... done.

Writing output ... done.

Remdesivir Native Ligand

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

# If you used AutoDock Vina in your work, please cite: # z
# #
# 0. Trott, A. J. Olson, # # 0. Trott, A. J. Olson, #
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking  # # AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking — #
# with a new scoring function, efficient optimization and # # with a new scoring function, efficient optimization and #
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2018) # # multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010) #
# 455-461 # # 455-461 #
# # # #
# DOI 10.1002/jcc.21334 # # DOI 10.1002/jcc.21334 #
# # # #
# Please see http://vina.scripps.edu for more information. # # Please see http://vina.scripps.edu for more information. #
Output will be Remdesivir_out.pdbgt Output will be ligand out.pdbgt
Reading input ... done. Reading input ... done.
SEtti”EE up the ?CU'?j”g _F“”Ctiu” .. done. Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done. Analyzing the binding site ... done.
Using random seed: -299655876 Using random seed: -1982262452
Performing search ... done. Performing search ... done.
Refining results ... done. rorming
Refining results ... done.

RIS | riniy | dhst from et e mode | affinity | dist from best mode
77777 R | (kcal/mol) | rmsd 1.b.| rmsd u.b.

1 5.2 @.000 0.000 - -

2 51 3141 7.265 1 5.1 0.000 0.000

3 5o 5 706 4.366 2 5.1 4.106 5.831

2 a8 3 021 8.412 3 5.0 2.839 2.373

5 -4.8 2.700 5.966 4 -4.8 3.422 5.242

3 -4.6 3.885 7.360 5 -4.7 2.468 4.912

7 -4.6 3.015 8.086 6 -4.6 2.738 3.712

8 4.5 1.919 3.036 7 -4.6 1.473 1.742

9 4.5 2.907 7.024 8 -4.5 3.544 5.260

10 -a.a 3.009 6.913 9 -4.5 4.975 5.678
Uiriting output ... done. 10 -4.4 4.825 6.825



