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ABSTRAK

Nama . Desy Nelsari
Program Studi . Farmasi
Judul : Studi In Silico Daun Dewandaru ( Eugenia

uniflora L.) Sebagai Anti-tirosinase

Indonesia sebagai negara yang berada di sekitar garis ekuator memiliki iklim tropis yang
dikarakterisasi dengan suhu tinggi dan radiasi sinar ultraviolet (UV) pada level tertinggi.
Hiperpigmentasi merupakan suatu kondisi masalah kulit yang diakibatkan oleh
peningkatan proses melanogenesis sehingga menyebabkan penggelapan warna kulit.
Salah satu cara menangani hiperpigmentasi adalah melalui inhibisi enzim kunci sintesis
melanin yaitu tyrosinase. Eugenia uniflora L. merupakan tanaman yang memiliki
senyawa metabolit kompleks yang memiliki potensi sebagai inhibitor tyrosinase.
Sebelum dilakukan penambatan molekuk dilakukan prediksi sifat fisikokimia yang
mengacu pada parameter Lipinski’s Rule of Five. Model protein yang digunakan yaitu
5M8O0. Preparasi reseptor dan ligan menggunakan aplikasi BIOVIA Discovery Studio.
Reseptor 5M80 dinyatakan valid karena memiliki nilai RMSD <2A. Penambatan
molekul dilakukan menggunakan aplikasi AutoDockTools dan notepad ++. Hasil
menunjukan senyawa Actinidiionosid, f-sitosterol,Seskuiterpen dan a-cadinol memiliki
nilai energy binding dan konstanta inhibisi yang rendah dibandingan dengan ligan nativ
dan senyawa pembanding maka Eugenia uniflora L. diprediksi berpotensi untuk
menghambat enzim tyrosinase. Prediksi ADMET juga dilakukan menggunakan website
pkCSM.

Kata Kunci: Tirosinase, In Silico , Molecular Docking, Daun Dewandaru

viii
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ABSTRACT

Nama . Desy Nelsari
Program Studi . Farmasi
Judul . In Silico Study of Dewandaru Leaves (Eugenia

uniflora L.) As Anti-tyrosinase

Indonesia as a country located around the equator has a tropical climate which is
characterized by high temperatures and ultraviolet radiation (UV) at the highest level.
Hyperpigmentation is a condition of skin problems caused by an increase in the process
of melanogenesis, causing darkening of skin color. One way to treat hyperpigmentation
is through inhibition of the key melanin synthesis enzyme, tyrosinase. Eugenia uniflora
L. is a plant that has complex metabolite compounds that have the potential to act as
tyrosinase inhibitors. Prior to molecular docking, the physicochemical properties were
predicted according to Lipinski's Rule of Five parameters. The protein model used is
5M80. Receptor and ligand preparation using the BIOVIA Discovery Studio application.
The 5M8O receptor is declared valid because it has an RMSD value of <2A. Molecular
docking is done using the AutoDockTools and notepad++ applications. The results
suggest that the compounds Actinidiionoside, B-sitosterol, sesquiterpenes and a-cadinol
have low energy binding values and inhibition constants compared to native ligands and
comparison compounds, so Eugenia uniflora L. is predicted to have the potential to inhibit
the tyrosinase enzyme. ADMET predictions are also carried out using the pkCSM
website.

Keywords: Tyrosinase, In Silico, Molecular Docking, Dewandaru Leaf
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia sebagai negara yang berada di sekitar garis ekuator memiliki iklim
tropis yang dikarakterisasi dengan suhu tinggi dan radiasi sinar ultraviolet (UV) pada
level tertinggi (Ezzedine et al., 2007). Kulit merupakan pelindung utama dari radiasi sinar
ultraviolet (Masaki, 2010). Kulit terbakar sinar matahari dan kulit kecoklatan
merupakanefek cepat yang biasa terjadi akibat dari paparan radiasi sinar UV yang
berlebihan (Adshani et al., 2022). Paparan sinar UV dalam waktu yang lama dengan
frekuensi yang sering dapat menyebabkan masalah kulit seperti hiperpigmentasi.
Hiperpigementasi merupakan suatu kondisi masalah kulit yang diakibatkan oleh
peningkatan proses melanogenesis sehingga menyebabkan penggelapan warna kulit
(Mustika et al., 2020). Peningkatan sintesis melanin secara lokal atau tidak merata dapat
menyebabkan pigmentasi lokal atau noda hitam pada bagian tertentu dari kulit wajah
(Adnyani et al., 2019).

Salah satu cara untuk mencegah atau menghambat pembentukan melanin adalah
dengan melakukan penghambatan aktivitas tirosinase. Tirosinase merupakan suatu
enzimyang berperan dalam pembentukan pigmen kulit atau dikenal dengan proses
melanogenesis. Tironase merupakan enzim yang berperan sebagai katalis pada dua
reaksiyang berbeda yaitu proses hidroksilasi tirosin menjadi dihidroksi-fenilalanin (L-
DOPA) dan oksidasi L-DOPA menjadi DOPA kuinon (Sagala & Kurnia, 2020).

Proses biosintesis melanin di dalam melanosom membutuhkan enzim
melanogenesis salah satunya tyrosinase-related protein 1 (TRP 1). Fungsi spesifik dari
enzim TRP 1 pada jalur melanogenesis adalah sebagai DHICA oksidase (Adnyani et
al.,2019). Hambatan pembentukan melanin merupakan salah satu cara yang dapat
dilakukanuntuk mencerahkan kulit (Nugraha et al., 2018). Pembentukan melanin dapat
dihambat dengan cara menghambat akitivitas enzim tyrosinase-reletes protein 1
(Adnyani et al.,2019).

Salah satu tindakan yang dapat dilakukan untuk penanggulangan

hiperpigmentasipada kulit yaitu dengan menggunakan produk pencerah kulit. Zat yang

1
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umum digunakansebagai pencerah kulit seperti hidrokuinon, merkuri dan asam kojat,
namun beberapa senyawa tersebut memiliki efek samping berbahaya terkait
karsinogenesis dan mutagenesis (Adnyani et al., 2019). Oleh karena itu, perlu dilakukan
usaha untuk menemukan senyawa baru yang dapat digunakan sebagai bahan pencerah
kulit yang amandalam penggunaanya seperti pengembangan pencerah kulit dari alam
(Adnyani et al., 2019).

Daun Dewandaru banyak mengandung minyak, 32 diidentifikasi, yang
merupakan 92,65% dari total komposisi minyak. Komponen yang paling melimpah
adalah seskuiterpen (91,92%), dengan kurzerene (47,3%), y-elemene (14,25%), dan
trans- B-elemenone (10,4%) menjadi konstituen utama (Antonio, et al., 2010). y-
elemene (14,25%), dan trans-B-elemenone (10,4%) menjadi konstituen utama (Antonio,
et al., 2010). Kombinasi pelarut etanol-air dalam ekstraksi daun Dewandaru diperoleh
banyak kandungan senyawa fenol (Garmuas, et al., 2013). Daun Dewandaru banyak
mengandung minyak menguap seperti seskquiterpen 91,92%, curzerene 47,30%, y
clemene 14,25%, trans- 3 elemenone 10,40% (Klinger, et al.,2013), selain itu daun
Dewandaru juga banyakmengandung minyak atsiri furanoelemen 50,20%, 3 elemen
5,90% dan a-cadinol 4,70%(Rosenia, et al., 2007). Senyawa tanin yang diisolasi dari
fraksi aktif Eugenia uniflora antara lain gallokatekin, oenothein B, eugeniflorin D1 dan
D2 dan flavonol mirisitrin Daun tanaman dewandaru kaya akan kandungan polifenol
seperti flavonoid, saponin dantanin. Flavonoid dari daun berupa mirisetin, mirisitrin,
galokatekin, kuersetin dan kuersitrin (Santos et al.,2016). Kombinasi pelarut etanol-air
dalam ekstraksi daun Dewandaru diperoleh banyak kandungan senyawa fenol
(Garmuas et al., 2013). Daun Dewandaru banyak mengandung minyak menguap seperti
seskquiterpen 91,92%, curzerene 47,30%, y clemene 14,25%, trans- B elemenone
10,40% (Klinger, et al.,2013),selain itu daun Dewandaru juga banyak mengandung
minyak atsiri furanoelemen 50,20%,p elemen 5,90% dan a-cadinol 4,70% (Rosenia, et
al., 2007). Senyawa tanin yang diisolasi dari fraksi aktif Eugenia uniflora antara lain
gallokatekin, oenothein B, eugeniflorin D1 dan D2 dan flavonol mirisitrin Daun
tanaman dewandaru kaya akan kandungan polifenol seperti flavonoid, saponin dan
tanin. Flavonoid dari daun berupa mirisetin, mirisitrin, galokatekin, kuersetin dan
kuersitrin (Rai, 2016).
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Kandungan kimia aktif daun Dewandaru mendapatkan hasil bahwa daun
Eugeniauniflora L. memiliki potensi yang besar sebagai sumber obat yang sangat
berguna yang disebabkan oleh adanya berbagai macam metabolit primer dan sekunder.
Sebuah penelitian in vitro menunjukan bahwa senyawa flavonoid, tannin, saponin,
steroid, triterpenoid memiliki aktivitas inhibitor tyrosinase dengan IC50 yaitu 23.00
ppm (Prasetyo, 2021). Senyawa — senyawa tersebut terkandung dalam daun dewandaru,
untukmemastikan potensi anti-tirosinase pada daun dewandaru, perlu melakukan uji in
vivo. Namun, uji in vivo memiliki kelemahan yaitu mahal dan membutuhkan waktu yang
lama,oleh sebab itu, digunakan uji in silico karena lebih simple, waktu relatif singkat
dan terjangkau. Kegunaan in silico adalah memprediksi, memberi hipotesis, memberi
penemuan baru atau kemajuan dalam pengobatan dan terapi (Bare etal., 2019). Pengujian
dilakukan untuk mengetahui afinitas dan mekanisme molekuler senyawa-senyawa
terkait dengan aktivitasnya sebagai anti-tirosinase menggunakan teknik Kkimia
komputasi yaitu molecular docking. Pada penelitian ini, akan digunakan aplikasi
Autodock, Discovery Studio Visualizer, Notepad++ serta situs pendukung seperti
PubChem, RCSB PDB, pkCSM.

Selain itu dapat dilakukan juga identifikasi sifat mirip obat secara in silico dengan
mengikuti aturan Lipinski’s rule of five, yang mana aturan tersebut membantu untuk
menunjukan tingkat absorpsi senyawa yang diuji terhadap lipid bilayer yang terdapat di
dalam tubuh manusia (Rachmania et al., 2015).

Dilakukan juga prediksi bioaktivitas terhadap senyawa yang diuji, untuk
memastikan potensi aktivitas dari senyawa tersebut, dan juga diperlukan prediksi sifat
farmakokinetik dan toksisitas, untuk mengetahui nilai absorpsi, distribusi, metabolisme,
eksresi dan toksisitas dari senyawa yang diuji (Nadhiefa et al., 2022).

Berdasarkan uraian diatas maka peneliti tertarik untuk melalukan uji secara in silico
terhadap senyawa kimia daun dewandaru (Eugenia uniflora L), sebagai penghambat
enzim tyrosinase untuk mengetahui aktivitas senyawa-senyawa tersebut sebagai

kandidatanti tirosinase.
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1.2.

1.3.

1.4.

Perumusan Masalah

1. Bagaimana prediksi sifat mirip obat dari senyawa aktif daun Dewandaru secara
insilico?

2. Bagaimana cara penerapan studi in silico dalam memprediksi efek anti-
tirosinase pada senyawa aktif yang terkandung dalam daun Dewandaru?

3. Bagaimana prediksi sifat farmakokinetik dan toksisitas dari senyawa aktif

daun Dewandaru?

Tujuan Penelitian

1. Mengetahui sifat mirip obat dari senyawa aktif daun Dewandaru.

2. Mengetahui cara penerapan studi in silico dalam memprediksi efek anti-
tirosinase pada senyawa aktif yang terkandung dalam daun Dewandaru

3. Mengetahui sifat farmakokinetik dan toksisitas dari senyawa aktif daun

Dewandaru?

Manfaat Penelitian

1. Penelilitian ini diharapkan memberikan informasi mengenai sifat mirip obat
dari senyawa aktif daun Dewandaru

2. Penelitian ini diharapkan memberikan informasi tentang cara penerapan
studi in silico dalam memprediksi efek anti-tirosinase pada senyawa aktif
yang terkandung dalam daun Dewandaru

3. Penelitian ini diharapkan memberikan informasi terkait sifat farmakokinetik

dan toksisitas dari senyawa aktif daun Dewandaru?
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2.1. Tanaman Dewandaru (Eugenia uniflora L.)

Tanaman E. uniflora tersebar luas di Negara-negara Amerika Selatan terutama
Brazil, Argentina, Uruguay dan Paraguay (Consolini & Marisol, 2002). Namun saat ini
sudah tersebar di seluruh kawasan tropis dan subtropis. Tumbuhan ini juga terdapat di
beberapa wilayah Asia Tenggara seperti Jawa, Semenanjung Malaysia, dan Filipina.
Selain itu, tumbuhan ini juga ditemukan di Pulau Karibia, India, Cina, Mesir, Nigeria,
dan Australia (Renjana, 2020). Eugenia uniflora memiliki beragam nama lokal,
diantaranya adalah ceremai belanda, dewandaru (Indonesia), ceremai belanda
(Malaysia),Brazil cherry, Surinam cherry, pitanga (Inggris), Cesire de cayenne, cerises-
cotes, cerisecarrée (Prancis), dan mayom - farang (Bangkok, Thailand) (Renjana,
2020).

Tanaman dewandaru termasuk dalam suku jambu-jambuan (Myrtaceae) dengan
nama ilmiah Eugenia uniflora L. Berdasarkan data The Plant List (2013), tumbuhan ini
memiliki 46 nama sinonim. Habitus tumbuhan ini berupa semak atau pohon dengan
ketinggian mencapai 7 meter. Cabang tanaman dewandaru menyebar, ramping, dan
terkadang melekuk. Permukaan batang halus dan kulit batang mengelupas. Daun
tunggalberbentuk bulat sungsang, bagian pangkal membulat atau sedikit terbilah, ujung
meruncing dan tumpul, permukaan halus, mengkilat. Warna daun cokelat kemerahan
saatmasih muda dan berubah menjadi hijau gelap ketika tua. Saat musim dingin atau
kering,daun akan berwarna merah. Bunga wangi, terdiri atas 1-4 bunga yang menyatu
di ketiakdaun, berwarna putih krem, dan berdiameter sekitar 1 cm. kelopak bunga
berbentuk tabung dengan 8 rusuk dan 4 lekukan. Mahkota bunga berwarna putih dan
panjang 7-11 mm. jumlah benang sari sekitar 50-60 helai. Buah menggantung,
berbentuk bulat pipih dan terdapat 7-8 rusuk seperti lampion. Buah berwarna hijau saat
masih muda dan akan berubah menjadi oranye, hingga merah terang atau gelap
keunguan. Kulit buah tipis, daging buah oranye hingga merah, berair dan sedikit
lengket, rasa masam hingga manis.Biji berbentuk pipih dan umumnya berjumlah 1 butir

dengan ukuran besar atau 2-3 butirdengan ukuran kecil (Renjana, 2020).
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Eugenia uniflora L. termasuk kedalam family myrtaceae, berikut kedudukan nya
dalam ilmu taksonominya (Hieronymus, 2021)

Divisi : Spermatophyta
Sub divisi . Angiospermae
Kelas : Dicotyledoneae
Bangsa : Myrtales

Suku : Myrtaceae
Marga : Eugenia

Jenis : Eugenia uniflora L

Gambar 2.1

Habitus (A) daun (B) dan buah (C) E.uniflora L.
Sumber : (Renjana, 2020)

2.1.1. Kandungan Senyawa Kimia Tanaman Dewandaru

Buah dewandaru selain mengandung berbagai vitamin, mineral, karbohidrat,
protein dan lipid, juga mengandung metabolit sekunder yang bermanfaat bagi
Kesehatan. Berbagai data buah Dewandaru menghasilkan kandungan sesuai dengan
warnanya , warna oranye mengandung PB-caroten dan B-crythoxantin, warna merah
banyak mengandung lycopene dan warna ungu gelap banyak mengandung antosianin
(Santoso, 2020).

Daun Dewandaru banyak mengandung minyak, tiga puluh dua senyawa
diidentifikasi, yang merupakan 92,65% dari total komposisi minyak. Komponen yang
paling melimpah adalah seskuiterpen (91,92%), dengan kurzerene (47,3%), y-elemene
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(14,25%), dan trans-B-elemenone (10,4%) menjadi konstituen utama (Antonio, et al.,
2010). Kombinasi pelarut etanol-air dalam ekstraksi daun Dewandaru diperoleh banyak
kandungan senyawa fenol (Garmuas., 2013). Daun Dewandaru banyak mengandung
minyak menguap seperti seskquiterpen 91,92%, curzerene 47,30%, y clemene 14,25%,
trans- 3 elemenone 10,40% (Klinger et al., 2013), selain itu daun Dewandaru juga banyak
mengandung minyak atsiri furanoelemen 50,20%,  elemen 5,90% dan a-cadinol 4,70%
(Rosenia, et al., 2007).

Senyawa tanin yang diisolasi dari fraksi aktif Eugenia uniflora antara lain
gallokatekin, oenothein B, eugeniflorin D1 dan D2 dan flavonol mirisitrin Daun
tanamandewandaru kaya akan kandungan polifenol seperti flavonoid, saponin dan
tanin. Flavonoid dari daun berupa mirisetin, mirisitrin, galokatekin, kuersetin dan
kuersitrin (Rai et al., 2016). Menurut penelitian oleh (Samy et al., 2014) dari ekstrak
daun Eugeniauniflora dapat diisolasi 8 komponen yaitu 1 sterol (p-sitosterol), 2
triterpen (asam betulinik dan centelloside), 3 flavonoid (mirisetrin, mirisetin 3-O-(4°’-
O-galloyl)-a-L- rhamnopiranosid, dan mirisetin 3-O-B-D-glucopiranosid) dan 2
megastigman, actinidioionosid dan (6S,9R)-roseoside.

Dewandaru termasuk tumbuhan yang kaya akan manfaat, dikenal sebagai
tanaman obat oleh masyarakat Brazil, daun dan buah dewandaru dimanfaatkan sebagai
obat diare, demam, hipertensi, dan rematik. Daun dewandaru juga berkhasiat untuk
mengobati cacingan, bronchitis dan batuk (Renjana, 2020). Hasil penelitian
(Ogunwande., 2005) menjelaskan bahwa ekstrak hidroalkoholik daun dewandaru dapat
mengurangi kadar enzim xanthine-oxidase yang memicu terbentuknya asam urat.
Ekstrakminyak esensial Dewandaru memiliki kemampuan antimikroba (Rusmiati et al.,
2016). Buah Dewandaru yang masih berwarna orange memiliki antioksidan tertinggi
karena kaya akan karotenoid. Biji Dewandaru juga kaya akan antioksidan karena

kandungan senyawa fenolik yang sangat tinggi (Renjana, 2020).
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2.2.  Anatomi fisiologi kulit

2.2.1. Struktur kulit
Kulit adalah selimut yang menutupi permukan tubuh dan memiliki fungsi utama
sebagai pelindung dari berbagai macam gangguan dan rangsangan luar. Luas kulit pada
manusia rata-rata = 2 meter persegi, dengan berat 10 kg jika dengan lemaknya atau 4
kg jika tanpa lemak (Siregar, 2020). Kulit terdiri atas 2 lapisan utama yaitu epidermis
dan dermis. Epidermis merupakan jaringan epitel yang berasal dari ektoderm,
sedangkan dermmis berupa jaringan ikat agak padat yang berasal dari mesoderm.
Dibawah dermis terdapat selapis jaringan ikat longgar yaitu hipodermis, yang pada
beberapa tempat teruatama terdiri dari jaringan lemak.
1. Epidermis
Epidermis terdiri atas 5 lapisan sel penghasil keratin (keratinosit) yaitu :

a. Stratum basal (stratum germinativum) terdiri atas selapis sel kubiod atau
silindris basofilik yang terletak di atas lamina basalis pada perbatasan
epidermis-dermis.

b. Stratum spinosum, terdiri atas sel-sel kuboid, atau agak gepeng dengan
inti ditengah dan sitoplasma dengan cabang-cabang yang terisi berkas
filament.

c. Stratum granulosum, terdiri atas 3-5 lapis sel pilogonal gepeng yang
sitoplasmanya berisikan granul basofolik kasar.

d. Stratum lusidum, tampak lebih jelas pada kulit tebal, lapisan ini bersifat
translusens dan terdiri atas lapisan tipis sel epidermis eosinofilik yang
sangatgepeng.

e. Stratum korneum, lapisan ini terdiri atas 1-20 lapis sel gepeng berkeratin
tanpainti dengan sitoplasma yang dipenuhi skleroprotein filamentosa
birefringen, yakni keratin (Kalangi, 2013)

2. Dermis
Dermis terdiri atas 2 lapisan dengan batas yang tidak nyata, stratum
papilare di sebelah luar dan stratum reticular yang lebih dalam.

a. Stratum papilar, terdiri atas jaringan ikat longgar, fibroblas dan sel
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jaringan ikat lainnya terdapat di stratum ini seperti sel mast dan 11
makrofag. Dari lapisan ini, serabut lapisan kolagen khusus menyelip ke
dalam lamina basalisdan meluas ke dalam dermis. Serabut kolagen
tersebut mengikat dermis padaepidermis dan disebut penambat.

b. Stratum retikular, terdiri atas jaringan ikat padat tak teratur (terutama
kolagentipe 1), dan oleh karena itu memiliki lebih banyak serat dan lebih
sedikit sel dari pada stratum papilar (Kalangi, 2013).

c. Dermis kaya dengan jaring pembuluh darah dan limfa. Di daerah kulit
tertentu, darah dapat langsung mengalir dari arteri ke dalam vena melalui
anastomosis atau pirau arteriovenosa. Pirau sangat berperan penting pada
pengaturan suhu. Selain komponen tersebut, dermis mengandung beberapa
turunan epidermis, yaitu folikel rambut kelenjar keringat dan kelenjar
sebasea.(Kalangi, 2013).

3. Jaringan lemak
Lapisan ini terdiri atas jaringan ikat longgar yang mengikat kulit secara
longgar pada organ-organ dibawahnya, yang memungkinkan kulit bergeser di
atasnya. Hipodermis sering mengandung sel-sel lemak yang jumlahnya bervariasi
sesuai daerah tubuh dan ukuran yang bervariasi sesuai dengan status gizi yang
bersangkutan. Lapisan ini juga disebut sebagai jaringan subkutan dan jika cukup

tebal disebut panikulus adiposus (Kalangi, 2013).

Epidermis{ =
L

Dermis.

Gambar 2.2

Anatomi Kulit

Sumber : (Kalangi, 2013).
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2.2.2. Warna Kulit
Warna kulit sangat beragam, dari yang berwarna putih mulus, kuning, cokelat,
kemerahan atau hitam. Warna kulit terutama ditentukan oleh (Kalangi, 2013):
1. Oxyhemoglobin yang berwarna merah
2. Hemoglobin teredukti yang berwarna merah kebiruan
3. Melanin yang berwarna cokelat
4. Keratohyalin yang memberikan penampakan opaque pada kulit
5. Lapisan-lapisan stratum corneum yang memiliki warna putih kekuningan atau
keabu-abuan.

Pigmen menentukan warna kulit. Jumlah, tipe, ukuran dan distribusi pigmen
melanin ini akan menentukan variasi warna kulit. Semakin banyak melanin yang
terbentuk, maka semakin gelap kulit tersebut. Melanin adalah pigmen alamiah kulit yang
memberikan warna cokelat. Melanin dibuat dari tirosin sejenis asam amino dengan
oksidasi tirosin diubah menjadi butiran-butiran melanin yang berwarna cokelat, serta
untuk proses ini perlu adanya enzim tirosinase dan oksigen. Oksidasi tirosin menjadi
melanin berlangsung lebih lancar pada suhu yang lebih tinggi atau dibawah sinar
ultraviolet. Jumlah, tipe, ukuran dan distribusi pigmen melanin kulit terjadi pada butir-
butir melanosom yang dihasilkan oleh sel-sel melanosit yang terdapat di antara sel-sel
basal di dalam lapisan-lapisan benih (Suryani, 2020).

Pembentukan melanosom di dalam melanosit melalui 4 fase yaitu (Kalangi et al.,
2009):

1. Fase | permulaan pembentukan melanosom dari matriks protein dan tirosinase
diliputi membrane dan berbentuk vesikula bulat.

2. Fase Il disebur pramelanosum, pembentukan belum sempurana belum terlihat
adanya permbentukan melanin.

3. Fase Il mulai tampak adanya depoait melanin di dalam membrane
vesikula.Dalam fase ini mulai terjadinya melanisasi melanosom.

4. Fase 1V deposit melanin memenuhi melanososm yang merupakan partikel-

partikel padat dan berbentuk sama.
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2.2.3. Eritema dan Pigmentasi

Eritema atau sunburn adalah bentuk luka bakar yang mempengaruhi jaringan kulit
yang disebabkan oleh paparan radiasi sinar UV berlebih. Biasanya gejala normal terdiri
dari kulit kemerahan dan panas jika disentuh (Hamdin et al., 2020).

Kulit yang terpapar sinar matahari selama antara 6-20 jam akan menghasilkan
eritema yang cepat atau lembat menimbulkan pencoklatan kulit (tanning). Kejadian
tanning cepat tampak jelas 1 jam setelah kuit terpapar matahari dan kemudian akan hilang
dalam waktu 4 jam. Pada fase ini, tidak tampak adanya pembentukan melanosom baru.
Tanning lambat terjadi 48-72 jam setelah kulit terpapar sinar UV-A. Hal ini disebabkan
oleh pembentukan melanosom-melanosom baru secara perlahan, dan baru terlihat dalam
watu 72 jam (Latifah et al., 2013).

Roshni dkk. (2014) menyatakan bahwa reaksi kulit yang terkena sinar UV adalah
kerusakan kulit seperti sunburn tetapi dalam memicu mekanisme pertahanan untuk
mengembalikan kerusakan dan meningkatkan produksi melanin untuk mencegah
kerusakan. Melanin menyerap cahaya gelombang UV betindak sebgai photoprotectant.
Derajat sunburn yang ditimbulkan digolongkan menjadi 4 macam yaitu:

1. Luka Bakar Tingkat Pertama (First-Degree)

Luka bakar tingkat pertama hanya melibatkan epidermis, seperti sengatan
matahri, nyeri, dan kering. Luka bakar tingkat pertama biasanya sembuh dalam 5-
10 hari.

2. Luka Bakar Tingkat Kedua (Superficial Second — Degree)

Luka bakar tingkat kedua melibatkan epidermis dan sampai bagian
epidermis ditandai dengan melepuh, basah dan pucat ketika disentuh. Luka bakar
ini sembuh dalam waktu 2 minggu dan umum nya tidak menyebabkan kulit kasar
namum perubahan warna memungkinkan.

3. Deep Partial — Thickness (Deep Second- Degree)

Deep Partial — Thickness melibatkan lebih dalam lapisan dermis yaitu

dermis reticular, ditandai tanpak putih dan tidak pucat, luka bakar ini tidak

sembuh dalam waktu kurang dari 3 minggu dan mengakibatkan kulit kasar.
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4. Luka Bakar Tingkat Ketiga (Third — Degree)
Luka bakar tingkat ketiga menghancurkan semua lapisan kulit termasuk
lemak subcutan yang mendasarinya ditandai dengan cokelat tua dan kasar serta

sudah tidak memiliki rasa ketika disentuh.

Kulit terbagi atas beberapa tipe kulit yaitu (Fitzpatrick, 2017):

1. Tipe 1 merupakan tipe kulit yang selalu terbakar, namun tak pernah menjadi
cokelat

2. Tipe 2 merupakan tipe kulit yang mudah terbakar, namun jarang menjadi cokelat

3. Tipe 3 merupakan tipe kulit yang kadang — kadang terbakar, namun mudah
menjadi cokelat

4. Tipe 4 merupakan tipe kulit yang tidak pernah terbakar, namun mudah menjadi
cokelat

5. Tipe 5 merupakan tipe kulit yang berwarna coklat secara genetik

6. Tipe 6 merupakan tipe kulit yang secara genetik hitam.

Gambar 2.3
Tipe-Tipe Kulit
Sumber: (Fitzpatrick, 2003)

Respon pertama terhadap radiasi UV adalah penigkatan distribusi melanosom.
Hal ini dengan cepat dapat meningkatkan pigmentasi pada lapisan basal (stratum basalis),
sehingga warna kulit menjadi cokelat karena sinar matahari. Apabila stimulan dihentikan,
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warna cokelat dapat dihentikan, warna cokelat cepat menghilang atau mengelupas seiring
dengan pergantian normal epidermis. Kulit yang terpapar dengan sinar matahari lebih

lama, maka produksi melanin meningkat lagi secara permanen (Brown, 2005).

2.3.  Melanin

Melanin merupakan pigmen yang dihasilkan oleh melanosit dari polimerisasi dan
oksidasi pada proses melanogenesis dan pembentukannya memerlukan adanya enzim
tirosinase (Mustika et al., 2020). Melanin memiliki dua jenis pigmen utama vyaitu :

1. Eumelanin memberikan warna cokelat atau cokelat gelap dan hitam. Mempuyai
berat molekul tinggi, megandung nitrogen, dan terjadi karena proses oksidasi dan
polimerisasi bentuk 5,6 dihidroksiindol dan 5,6 dihidroksiindol 2 asam karboksil.

2. Feomelanin memberikan warna cerah, kuning hingga cokelat kemerahan.
Mengandung nitrogen dan sulfur dan terjadi karena proses polimerasi
sistenildopa. Selain itu juga dikenal tipe pigmen lain yaitu oksimelanin,

trichrome, melanin campuran (mixed type melanins) dan neuromelanin.

Melanin memiliki fungsi-fungsi sebagai berikut:
Memberi warna pada kulit;
Sebagai substansi fotoproteksi (tabir surya alami);

Sebagai komponen pengikat obat (drugs — binding agents);

A wnp e

Sebagai “energy tranducer” melanin mampu mengubah beberapa bentuk energy

menjadi panas dan kemudian dilepaskan (Suryani, 2020).

2.4.  Melanogenesis

Mamoto (2009) menyatakan bahwa proses biokimia pigmentasi Kkulit
(melanogenesis) bersifat sangat kompleks. Proses melanogenesis ini menghasilkan
pigmen, eumelanin dan feomelanin. Baik eumelanin maupun feomelanin keduanya
adalah derivate tirosin melalui beberapa tahapan. Tirosin mengalami proses oksidasi
menjadi 3,4-dihidroksi-fenilalanin (DOPA) oleh aktivitas enzim tirosinase dan kemudian
dioksidasi lagi menjadi bentuk dopakuinon. Setelah tahap ini, jalur melanogenesis terbagi

menjadi dua bagian, yaitu eumelanogenesis dan feomelanogenesis.
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Jalur eumelanogenesis, senyawa dopakuinon mengalami oksidasi menjadi bentuk
leuko-dopakrom (siklodopa) yang secara cepat pula berubah menjadi bentuk dopakrom.
Selanjutnya dopakrom mengalami perubahan bentuk menjadi 5,6 dihidroksiindol dan 5,6
dihidroksiindol 2 asam karboksilik. Pada tahap akhir pembentukan pigmen eumelanin
apakah lebih dipengaruhi oleh polimerisasi senyawa 5,6 dihidroksiindol atau 5,6
dihidroksiindol 2 asam karboksilik sampai saat ini masih kontroversial.

Jalur feomelanogenesis, penambahan kelompok sulfhidril (sisten ataupun
glutation) pada senyawa dopakuionon, akan menyebabkan reaksi non enzimatis secara
cepat pada metabolisme melanosit sehingga terbentuk senyawa sisteinildopa. Kemudian
senyawa ini mengalami oksidasi menjadi benzotizinilalanin sampai pada tahap

terbentuknya pigmen feomelanin.

2.5.  Enzim

Enzim merupakan molekul biologis yang berfungsi mempercepat reaksi biokimia
tertentu dan menghasilkan produk yang spesifik. Enzim seperti halnya protein lain,
disintesis oleh jaringan tubuh untuk memenuhi kebutuhan metabolik. Enzim berkerja
dengan cara menempel pada permukaan zat- zat yang bereaksi dan dengan demikian
mempercepat proses reaksi. Percepatan terjadi karena enzim menurunkan energi
pengaktifan yang dengan sendirinya akan mempermudah terjadinya reaksi. Sebagian
besar enzim bekerja secara khas, yang artinya setiap jenis enzim hanya dapat bekerja pada
satu macam senyawa atau reaksi kimia. Hal ini disebabkan perbedaan stuktur kimia tiap
enzim yang bersifat tetap (Purwani, 2018).

Substrat berikatan dengan sisi aktif suatu enzim melalui beberapa bentuk ikatan
kimia yang lemah (misalnya interaksi elektrostatik, ikatan hydrogen, ikatan van der Waals
dan interaksi hidrofobik). Setelah berikatan dengan bagian sisi aktif enzim, substrat
bersama-sama enzim kemudian membentuk suatu kompleks enzim-substrat, selanjutnya
terjadi proses katalisis oleh enzim untuk membentuk produk. Ketika produk sudah
terbentuk enzim menjadi bebas kembali untuk selanjutnya bereaksi kembali dengan
substrat (Hasrawati, 2019).
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2 Substrat

Kompleks Enzim-Substrat

sisi aktif
(activation site)

Enzim

Gambar 2.4

Mekanisme Kerja Enzim
Sumber :(Hasrawati, 2019)

Ikatan enzim dijelaskan oleh model Lock and Key dan induced-fit model. Prinsip
ikatan enzim dan susbtrat dijelaskan sebagai berikut (Wahyuni, 2017). Model
Lock dan key yang diajukan oleh Emil Fisher pada tahun 1984, yang menyatakan
bahwa bentuk molekul substrat dengan sisi aktif enzim serupa dengan anak kunci
dengan kuncinya.

Model Induced-fit diajukan pada tahun 1958 oleh Daniel Koshland yang
menyatakan bahwa terikatnya substrat menyebabkan perubahan konformasi pada

bagian sisi aktif enzim.

Kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor utama yaitu pH, temperatur,

konsentrasi enzim, konsentras substrat, dan konsentrasi kofaktor (Kusumaningrum,

2019).

1. Temperatur

Pada suatu reaksi enzimatik, temperatur mempengaruhi kestabilan enzim.
Kenaikan temperatur sampai sedikit di atas temperatur optimumnya dapat
menyebabkan penurunan aktivitas enzim, sedangkan pada temperatur jauh diatas
temperatur optimumnya enzim akan mengalami denaturasi hingga enzim
kehilangan aktivitas katalitiknya. Enzim tirosinase stabil pada temperatur -20°C

(Kusumaningrum, 2019).
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2. pH
Enzim juga sangat dipengaruhi oleh pH. Enzim pada umumya aktif pada
rentang pH yang sempit. Karena enzim merupakan protein, perubahan pH dapat
mempengaruhi gugus-gugus amino dan karboksilat dari protein enzim. Perubahan
pH dapat mengakibatkan terjadinya perubahan bentuk ionik dari sisi aktif enzim.
Diluar pH optimumnya, enzim memperlihatkan aktivitas katalitik yang rendah
atau kehilangan aktivitas katalitiknya (Kusumaningrum, 2019).
3. Konsentrasi Enzim
Pada konsentrasi substrat tetap, dalam batas tertentu, laju suatu reaksi
enzimatil menigkat sebanding dengan meningkatnya konsentrasi enzim. Hal ini
berarti makin banyak enzim, sampai batas tertentu, makin banyak substrat yang
terkonversi karena makin tinggi aktivitas enzim (Kusumaningrum, 2019).
4. Konsentrasi Substrat
Konsenrasi substrat dapat mempengaruhi laju produksi dan aktivitas
katalitik enzim. Laju pembentukan produk meningkat seiring dengan
meningkatnya konsentrasi substrat hingga dicapai laju reaksi maksimum untuk
kemudian turun kembali mulai harga konsentrasi substrat tertentu
(Kusumaningrum, 2019).
5. Konsentrasi Kofaktor
Jenis enzim yang memerlukan kofaktor berupa ion logam disebut
metaloenzim. Di dalam beberapa metaloenzim, komponen logamnya itu sendiri
ada yang telah memiliki aktivitas katalitik. Aktivitas enzim akan memperoleh
peningkatan sangat besar setelah bergabung dengan kofaktor logamnya. Sebagai
conton, enzim amylase dan protease akan memiliki stabilitas dan kemampuan

katalisis lebih tinggi apabila terdapat ion kalsium (Kusumaningrum, 2019).

2.6. Enzim Tyrosinase

Enzim tirosinase merupakan enzim mono—oksigenase yang memiliki gugus ion
logam tembaga (Cu?*). Tirosinase memiliki berat molekul sebesar 113.000 dalton (Ayu,
2015). Enzim yang berperan penting pada jalur sintesis melanin adalah tirosinase.

Tirosinase memiliki  aktivitas hidroksilasi tirosin, oksidasi L-DOPA (3,4-
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dihidroksifenilalanin) dan oksidasi hidroksi-indol. Tirosinase dapat mengkatalisis
beberapa langkah dalam biosintesis melanin. Enzim tirosinase bekerja megubah tirosin
menjadi 3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA), kemudian menjadi dopakuinon yang

selanjutnya melalui beberapa tahap transformasi dikonversi menjadi melanin (Charissa et

al., 2016).
COOH Tyrosinase HO COOH Tyrosinase 0 COOH
NH NH NH
HO : %  Ho ' 0 0 ’

L-Tyrosine L-DOPA Dopaquinone

f

Melanins

Gambar 2.5

Reaksi Oksidasi dengan Katalis Enzim Tirosinase
Sumber: (Hasrawati, 2019)

Penghambatan tirosinase disebut juga penghambatan melanogenesis, yakni
senyawa yang dapat mengganggu pembentukan melanin, baik secara langsung
menghambat atau hanya berinteraksi dengan enzim (Chang, 2009). Beberapa senyawa
yang berfungsi sebagai inhibitor tirosinase, diantaranya adalah merkuri, hidrokuinon,
arbutin, alpha — hydroxyl acid (AHA), asam kojat, asam askorbat dan beberapa senyawa
turunan fenol. Dari banyaknya senyawa inhibitor tirosinase yang telahdiketahui terdapat
senyawa yang memberikan efek negatif bila dipakai pada kulit dalam jangka panjang
seperti merkuri, hidrokuinon, dan AHA. Hidrokuinon memberikan efek toksik karena zat
ini berkompetisi dengan tirosin sebagai substrat tirosinase sehingga menstimulasi
tirosinase mengoksidasi hidrokuinon menjadi benzokuinon (Hasrawati, 2019).

Chang (2019) menyatakan bahwa mekanisme inhibisi tirosinase dapat
dilakukukan dengan beberapa cara sebagai berikut :

1. Agen pereduksi yang dapat merdeuksi dopakuinon, seperti asam askorbat.

2. O-Dopakuinon scavenger seperti pada komponen yang mengandung gugus tiol
dapat bereaksi dengan dopaikuinon untuk membentuk produk tanpa warna.

3. Substrat enzim alternatif yang dapat menyerap hasil reaksi kuinoid yang bukan

dari produk dopakrom, seperti pada kebanyakan komponen fenolik.
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4. Inaktivator enzim non-spesifik yang tidak secara khusus mendenaturasi enzim
sehingga dapat menghambat aktivitasnya, seperti asam atau basa.

5. Inativator tirosinase spesifik yang dapat mengkalisi tirosinase dan membentuk
ikayan kovalen dengan enzim sehingga menginaktivasi secara irreversible.
Inihibitor jenis ini dikenal dengan suicide substrates.

6. Inhibitor tirosinase spesifik yang berikatan reversible dengan tirosinase dan

mereduksi kapasitas katalisisnya.

Agen penghambatan tirosinase dapat dikelompokan menjadi lima golongan yaitu
senyawa polifenol, turunan benzaldehid dan benzoat, steroid dan lipid rantai panjang,

agen penghambatan alami atau sintetik dan agen inaktivator irreversible (Husna, 2019).

2.7.  Asam kojat

Asam kojat merupakan bahan kimia Asam Kojic (5-hydroxyl — 2- hydroxyl methy-
4-pyrone) yaitu produk jamur hidrofilik yang berasal dari spesies tertentu Acetobacter,
Aspergillus dan Penicillium. Asam kojat mengurangi hiperpigmentasi dengan
menghambat produksi tirosinase bebas dan juga antioksidan kuat. Aktivitas
penghambatannya dilakukan oleh penghambatan aktivitas katekolase tirosinase, yang merupakan
enzim esensial dala biosintesis pigmen melanin. Mirip dengan pencerah kulitlainnya seperti
hidroguinon dan arbutin, asam kojat menghambat enzim tirosinase, terutama disebabkan karena

asam kojat dapat mengkelatkan tembaga. (Soyata & Chaerunisaa, 2020).

2.8.  Studi In-Silico
Studi in silico merupakan pendekatan pada suatu kondisi atau keadaan nyata ke
dalam simulasi komputer dengan menggunakan program tertentu dalam mendesain obat.
Metode in-silico merupakan suatu metode yang menarik dan menjanjikan dalam
mengidentifikasi senyawa baru karena lebih cepat dan biaya yang lebih ekonomis. In
silico ini cakupannya cukup luas, termasuk diantaranya (Shofi, 2021) :
1. Studi Docking merupakan pembelajaran komputasi pada ligan atauobat yang
akan berikatan dengan protein target.
2. Formasi kimia merupakan aktivitas dan struktur berkorelasi dengan menggunakan

sarana statistika.
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3. Bioinformatika yaitu informasi mengenai target obat berasal dari data genom.

Molecular docking merupakan suatu prosedur komputasi untuk memprediksikan
konformasi protein atau molekul asam nukleat (DNA atau RNA) dan ligan yang
merupakan molekul kecil atau protein lain. Dengan kata lain,molecular docking mencoba
untuk memprediksi struktur antarmolekul yang kompleks terbentuk antara dua atau lebih
konstituen molekul (Nurhikmah, 2021)

Peningkatan efisiensi dan keandalan alat komputasi telah memungkinkan
penapisan in silico untuk menjadi metode rutin dalam penemuan obat, melengkapi
penelitian secara in vitro dengan memprediksikan toksisitas yang terjadi. Setelah
memiliki protokol penapisan secara in silico yang validasinya telah diketahui, maka dapat
dilakukan uji terhadap senyawa apapun, baik yang tersedia maupun hipotesis termasuk
senyawa-senyawa yang diidentifikasi dalam tanaman obat, kelebihan dari studiin-silico
adalah kemampuan untuk membedakan senyawa aktif dan in aktif (tidak aktif) sehingga
hal ini dapat menghemat waktu dan sumber daya lainnya. Studi in-silico melibatkan
sejumlah besar data molekul dan mengurutkannya dari yang terbaik hingga yang
terburuk, bahkan ada beberapa diantaranya yang tidak bisa berikatan dengan reseptor,
sehingga tidak dapat dilibatkan dalam percobaan selanjutnya. (Irwin, 2008).

Docking juga menggambarkan suatu proses yang dilakukan oleh dua molekul
secara bersamaan dalam ruang tiga dimensi. Molecular docking telah memberikan
kontribusi yang sangat penting dalam proses penemuan obat selama bertahun — tahun.
Salah satu motivasi utama dalam penemuan obat adalah mengidentifikasi kedudukan
molekul kecil yang inovatif, menunjukan afinitas pengikatan yang tinggi, dan selektivitas
pada target yang bersamaan dengan suatu kelayakan profil ADME (Absorbsi, distribusi,
metabolism, eksresi). Desain obat-obatan memerlukan teknik untuk menentukan dan
memprediksi geometri, konformasi, dan sifat elektronik molekul yang kecil (obat dengan

berat molekul kurang dari 800) dan makromolekul (Suharna, 2012).

2.9. Bank Data Protein (Protein Data Bank)
Protein Data Bank (PDB) adalah sebuah dokumen atau kumpulan data

eksperimental struktur tiga dimensi dari makromolekul. Data-data tesebut berisi kordinat
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atom, struktur kristalografi, dan data eksperimen mengenai NMR. Setiap data memiliki
nama molekul, informasi mengenai struktur utama dan tambahan, keterangan sekuens
database, serta informasi mengenai ligan.

Research Collaboratory for Struktural Bioinformatics (RCSB) yang bertanggung
jawab dalam pengaturan data dalam PDB. Secara umum, RCSB berkeinginan untuk
menciptakan sumber berdasarkan teknologi modern sehingga data dapat digunakan untuk
analisis struktur, yang lebih lanjut dapat digunakan untuk analisi secara biologis (Protein
Data Bank Contens Guide : Atomic Coordinate Entry Format Description Version
3.20.,2008).

2.10. PubChem
PubChem (http://PubChem.ncbi.nlm.nih.gov) adalah gudang informasi molekuler

untuk umum, sebuah karya ilmiah dari Institut Kesehatan Nasional Amerika (US National
Institutes of Health / NIH). Basis data PubChem memiliki lebih dari 27 juta catatan
struktur kimia khusus dari senyawa yang berasal dari hampir 70 juta senyawa endapan,
dan berisi lebih dari 449.000 catatan bioassay dengan lebih dari ribuan biokimia in vitro
dan skrining berbasis sel, dengan menargetkan lebih dari 7000 protein dan gen yang
terhubung dengan lebih dari 1,8 juta senyawa (Xie, 2010). Pada situs PubChem ini dapat
diunduh struktur kimia dari suatu senyawa secara gratis yang dibutuhkan dalam studi

penambatan molekul.

2.11. Lipinski’s Rule Of Five

Kriteria senyawa yang berpotensi sebagai obat yang baik harus mengikuti aturan-
aturan yang terdapat dalam Lipinski’s rule of five, dimana aturan ini membantu untuk
menunjukkan tingkat absorpsi atau permeabilitas senyawa terhadap lipid bilayer yang
terdapat di dalam tubuh manusia (Rachmania et al., 2015).

Menurut (Rachmania et al.,, 2015) analisis sifat mirip obat (drug likeness)
berdasarkan Lipinski’s rule of five yang menyatakan bahwa suatu senyawa harus memiliki

Kriteria yang mirip dengan obat yaitu :
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1. Berat molekul (BM) senyawa kurang dari 500 Dalton karena semakin tinggi nilai
berat molekul suatu senyawa akan menyebabkan senyawa tidak dapat berdifusi
menembus membran sel,

2. Nilai koefisien partisi log P kurang dari 5 karena nilai log P yang lebih tinggi akan
menyebabkan molekul tidak dapat melewati membrane lipid bilayer, semakin
besar nilai log P, maka semakin hidrofobik molekul tersebut. Molekul yang
memiliki sifat terlalu hidrofobik cenderung memiliki tingkat toksisitas yang besar
karena akan tertahan lebih lama pada lipid bilayer dan terdistribusi lebih luas di
dalam tubuh sehingga selektifitas ikatan menjadi berkurang terhadap enzim target.

3. Jumlah donor ikatan hidrogen (hydrogen bond donor) tidak lebih dari 5,

4. Jumlah akseptor ikatan hidrogen (hydrogen bond acceptor) tidak lebih dari 10
karena banyaknya jumlah ikatan ikatan hidrogen akan semakin tinggi energi yang
dibutuhkan supaya proses absorpsi terjadi.

5. Molar refractivity (MR) yang menyatakan ukuran nilai total polarisabilitas dari

molekul senyawa. Nilai parameter yang baik yaitu berkisar antara 40-140.

2.12. PKCSM®
Prediksi Sifat farmakokinetik dan toksisitas dapat dilakukan secara in- silico,
salah satunya dengan menggunakan web server pkCSM

(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) dimana kinerja pkCSM merupakan

sebuah metode terbaik untuk prediksi toksisitas juga dapatdigunakan sebagai prediksi
sifat farmakokinetik senyawa. Pada dataset validasi eksteral pkCSM menunjukkan
akurasi 83%. (Pires et al., 2015). Beberapa yang hal diprediksi pkCSM yaitu sebagai
berikut :
1. Absorpsi
a. Kelarutan Air
Kelarutan merupakan parameter penting bagi suatu obat dalam
mencapai konsentrasi yang dibutuhkan untuk menghasilkan respon
farmakologi. Banyak obat memiliki kelarutan yang buruk di dalam air,
padahal obat harus berada dalam bentuk terlarut ketika akan diabsorpsi (Yoga
& Hendriani, 2013).
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Kelarutan air yang diprediksi dari suatu senyawa diberikan sebagai
logaritma dari konsentrasi molar (log mol/L).
Permeabilitas Caco-2

Sel CaCO-2 digunakan model in vitro dari mukosa usus manusia
untuk memprediksi penyerapan obat yang diberikan secara oral. Sel ini
berdiferensiasi membentuk lapisan monolayer pada sel epitel yang
menyediakan barrier fisika dan biokimia untuk lewatnya ion dan molekul
kecil (Abdullah et al., 2022).

Garis sel Caco-2 terdiri atas sel adenokarsinoma kolorektal epitel
manusia. Caco-2 monolayer sel banyak digunakan sebagai model in vitro dari
mukosa usus manusia untuk memprediksi penyerapan obat yang diberikan
secara oral.

Suatu senyawa dianggap memiliki permeabilitas Caco-2 yang tinggi
jika memiliki Papp > 8 x 10-6 cm/s. Untuk model prediktif pkCSM,
permeabilitas Caco2 yang tinggi akan menghasilkan nilai prediksi > 0,90
(Pires et al., 2015).

Penyerapan Usus (Manusia)

Human Intestinal Absorption merujuk ke usus untuk penyerapan obat
dari larutan yang diberikan secara oral (Abdullah et al., 2022). Usus
merupakan tempat utama untuk penyerapan obat dari larutan yang diberikan
secara oral. Metode ini dibangun untuk memprediksi proporsi senyawa yang
diserap melalui usus halus manusia. Untuk senyawa tertentu memprediksi
persentase yang akan diserap melalui usus manusia.

Sebuah molekul dengan absorbsi kurang dari 30% dianggap kurang
diserap, sedangkan molekul dengan absorbsi lebih dari 80% dianggap
memiliki penyerapan yang baik.

Permeabilitas Kulit

Permeabilitas kulit merupakan pertimbangan yang penting dalam

efektivitas obat, terutama dalam pengembangan penghantaran rute obat

transdermal. Algoritma ini memprediksiapakah bila senyawa yang diberikan
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cenderung permeabel pada kulit, dinyatakan sebagai konstanta permeabilitas
kulit logKp (cm/h).

Senyawa yang memenubhi Kriteria permeabilitas kulit berpotensi untuk
dikembangkan dengan dibuat dalam bentuk sediaan topikal Suatu senyawa
dianggap memiliki permeabilitas kulit yang relatif rendah jika memiliki logKp
> -2,5.

e. Substrat P-glikoprotein

P-glikoprotein adalah ATP-binding cassette (ABC). Berfungsi sebagai
penghalang biologis dengan mengeluarkan racun dan xenobiotik dari sel.
Model tersebut memprediksi apakah senyawa yang diberikan cenderung
menjadi substrat Pgp atau tidak.

f. Inhibitor P-glikoprotein | dan Il

Modulasi transportasi yang dimediasi P-glikoprotein memiliki
implikasi farmakokinetik yang signifikan untuk substrat Pgp, yang dapat
dijadikan dasar untuk prediksi terapeutik spesifik atau menghasilkan
kontraindikasi.

2. Distribusi
a. VDss (Manusia)

Volume distribusi keadaan tunak (VDss) adalah volume teoretis
bahwa dosis total suatu obat perlu didistribusikan secara merata untuk
memberikan konsentrasi yang sama seperti dalam plasma darah. Semakin
tinggi VD semakin banyak obat didistribusikan dalam jaringan pada plasma.

VDss dianggap rendah jika di bawah 0,71 L/kg (log VDss < -0,15) dan
tinggi jika di atas 2,81L/kg (log VDss > 0,45).

b. Fraksi Tidak Terikat (Manusia)

Sebagian besar obat dalam plasma akan berada dalam kesetimbangan
antara keadaan tidak terikat atau terikat pada protein serum. Efektivitas obat
tertentu dapat dipengaruhi oleh sejauh mana ia mengikat protein dalam darah,
karena semakinbanyak yang terikat semakin kurang efisien ia dapat melintasi

membran sel atau berdifusi.
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c. Permeabilitas Sawar Darah Otak

Otak dilindungi dari senyawa eksogen oleh blood-brain barrier(BBB).
Kemampuan suatu obat untuk masuk ke otak merupakan parameter penting
yang perlu diperhatikan untuk membantu mengurangi efek samping dan
toksisitas atau untuk meningkatkan efikasi obat yang aktivitas
farmakologisnya ada di dalam otak.Untuk senyawa tertentu, logBB > 0,3
dianggap mudah melewati sawar darah-otak sementara molekul dengan
logBB.

d. Permeabilitas SSP

Area permukaan permeabilitas darah-otak (logPS) adalah pengukuran
yang lebih tepat. Diperoleh dari perfusi otak dengan senyawa yang langsung
disuntikkan ke dalam arteri karotis. Tidak memiliki efek distribusi sistemik
yang dapat mendistorsi penetrasi otak. Senyawa dengan logPS > -2 dianggap
dapat menembus Sistem Saraf Pusat (SSP), sedangkan dengan logPS < -3
dianggap tidak dapat menenmbus SSP.

3. Metabolisme
a. Substrat CYP2D6/CYP3A4

Sitokrom P450 bertanggung jawab untuk metabolisme banyak obat.
Namun penghambat P450 dapat secara signifikan mengubah farmakokinetik.
Oleh karena itu penting untuk menilai apakah senyawa yang diberikan
kemungkinan merupakan substrat atau

Inhibitor sitokrom P450. Dua isoform utama yang bertanggungjawab
untuk metabolisme obat adalah 2D6 dan 3A4.

Sitokrom P450 adalah enzim detoksifikasi penting dalam tubuh,
terutama ditemukan di hati. Mengoksidasi xenobiotik untuk memfasilitasi
ekskresi mereka. Banyak obat dinonaktifkan oleh sitokrom P450, dan
beberapa dapat diaktifkan olehnya.

Inhibitor enzim ini dapat mempengaruhi metabolisme obat dan
dikontraindikasikan. Oleh karena itu penting untuk menilai kemampuan suatu

senyawa untuk menghambat sitokrom P450. Prediktor akan menilai molekul
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tertentu untuk menentukan apakah kemungkinan akan menjadi inhibitor
sitokrom P450, untuk isoformtertentu.
4. Eksresi
a. Klirens Total

Klirens obat diukur dengan konstanta proporsionalitas CLtot, dan
terjadi terutama sebagai kombinasi klirens hati (metabolisme di hati dan
klirens empedu) dan klirens ginjal (ekskresi melalui ginjal). Ini terkait dengan
bioavailabilitas, dan penting untuk menentukan laju dosis untuk mencapai
konsentrasi tunak. Total clearance log (CLtot) yang diprediksi dari suatu
senyawa diberikan dalam log(ml/min/kg).

b. Substrat OCT2 ginjal

Transporter Kation Organik 2 adalah transporter serapan ginjal yang
memainkan peran penting dalam disposisi dan pembersihan ginjal obat dan
senyawa endogen. Substrat OCT2 juga memiliki potensi interaksi yang
merugikan dengan inhibitor OCT2 yang diberikan bersama. Menilai potensi
kandidat untuk diangkut oleh OCT2 memberikan informasi yang berguna
tidak hanya mengenai izinnya tetapi juga potensi kontraindikasi. Prediktor
akan menilai apakah molekul tertentu kemungkinan merupakan substrat
OCT2.

5. Toksisitas
a. Toksisitas Akut Oral Tikus (LD50)

Penting untuk mempertimbangkan potensi toksik dari suatu senyawa
potensial. Nilai dosis mematikan (LD50) adalah pengukuran standar toksisitas
akut yang digunakan untuk menilai toksisitas relatif dari molekul yang
berbeda. LD50 adalah jumlah senyawa yang diberikan sekaligus yang
menyebabkan kematian 50% dari sekelompok hewan uji.

b. Toksisitas T. Pyriformis

T.pyriformis merupakan eukaryot, organel-organel dan membran
dinding sel sama dengan sel eukaryot. Kebutuhannutrisi dan metabolisma
dalam tubuh T.pyriformis menyerupai metabolisma mamalia (hewan tinggi),

karena itu protozoa ini banyak dipergunakan sebagai organisma penguiji.
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T. Pyriformis adalah bakteri protozoa, dengan toksisitasnya sering
digunakan sebagai titik akhir toksik. Untuk senyawa tertentu, plGC50
(logaritma negatif dari konsentrasi yang diperlukan untuk menghambat
pertumbuhan 50% dalam logug/L) prediksi dengan nilai > -0,5 log ug/L
dianggap toksik.

Toksisitas Kronis Oral Tikus

Paparan bahan kimia dosis rendah-sedang dalam jangkawaktu yang
lama menjadi hal yang penting dalam pengobatan. Studi toksisitas kronis
bertujuan untuk mengidentifikasi dosis terendah dari suatu senyawa yang
menghasilkan efek samping yang diamati. Untuk senyawa ligan uji, diprediksi
Lowest Observed Adverse Effect (LOAEL) dalam  satuan
log(mg/kg_bw/hart).

Dosis Toleransi Maksimum (Manusia)

Dosis toleransi maksimum yang direkomendasikan (MRTD)
memberikan perkiraan ambang batas dosis toksik bahan kimia pada manusia.
Untuk senyawa tertentu, MRTD kurang dari atau sama dengan 0,477
log(mg/kg/hari) dianggap rendah, dan tinggi jika lebih besar dari 0,477
log(mg/kg/hari).
hERG I dan Il Inhibitor

Penghambatan kanal kalium yang dikodekan oleh hERG (human
ether-ago-gen gene) adalah penyebab utama perkembangan sindrom panjang
yang yang menyebabkanaritmia ventrikel yang fatal. Penghambatan saluran
hERG telah mengakibatkan penarikan banyak zat dari pasar farmasi.Prediktor
akan menentukan apakah suatu senyawa tertentu cenderung menjadi
penghambat hERG I/I1.

Hepatotoksisitas

Cedera hati yang diinduksi oleh obat adalah masalah keamanan utama
untuk pengembangan obat dan karena efek samping ini banyak terjadi
pengurangan obat. Algoritma ini memprediksi apakah senyawa tertentu

kemungkinan terkait dengan fungsi normal hati yang terganggu.
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g. Toksisitas AMES
Uji Ames Toxicity adalah metode yang digunakan secara luas untuk
menilai potensi mutagenik senyawa dengan menggunakan bakteri. Hasil uji
positif menunjukkan bahwasenyawa tersebut bersifat mutagenik dan oleh

karena itu dapat bertindak sebagai karsinogen.

Aplikasi
Studi in-silico memerlukan aplikasi-aplikasi dalam melakukan moleculardocking.

Aplikasi-aplikasi yang digunakan dalam studi in-silico adalah sebagai berikut.

1.

2.

AutoDock

Autodock merupakan program penambatan molekuler yang efektif yang
secara cepat dan akurat dapat memprediksi konformasi dan energi dari suatu
ikatan antara ligan dan target makromolekul. Autodock terdiri dari dua program
utama, yaitu Autodock dan Autodock grid. Autodock untuk melakukan
penambatan molekuler ligan dan protein target dengan set grid yang telah
terdeskripsi. Pendeskripsian ini dilakukan sebelumya dengan Autogrid. Untuk
memungkinkan pencarian konformasi, Autodock membutuhkan ruang pencarian
dalam sistem koordinat dimana posisi ligan dianggap akan terikat (Morris dkk.,
2009).
Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer merupakan perangkat lunak yang dapat
digunakan untuk visualiasi struktur molekul agar dapat dilihat gambaran yang
interaktif dari struktur tersebut. Perangkat ini dapat dilihat gambaran yang
interaktif dari struktur tersebut. Perangkat ini menampilkan gambar yang
berkualitas tinggi dari hasil visualisasi struktur senyawa. Aplikasi ini dapat
digunakan di Windows dan Linux dan terintegrasi dengan desktop yang
menyediakan akses ke fitur sistem operasi standar seperti sistem berkas,

clipboard, dan percetakan (Jatmiko, 2020).
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di wilayah Kecamatan Koja. Kota Jakarta Utara, pada
bulan April 2023 - Agustus 2023.

3.2. Alat

3.2.1. Perangkat Keras

Perangkat keras yang digunakan berupa satu buah laptop-2QDO1KR4 dengan
spesifikasiUSER Acer Swift SF314- AMD Ryzen 5 3500U with Radeon Vega Mobile
Gfx (8 CPUs), Memory 4096MB RAM.

3.2.2. Perangkat Lunak
Perangkat lunak : Sistem Operasi Windows 11 Enterprise 64 bit, Aplikasi
Autodock., Discovery studio 2016 client, Protein Data Bank (https://222.rcsb.org/pdb/).

3.3. Bahan

Struktur Reseptor Crystal Struktur of Human Tyrosinase Related Protein 1 in
complex with tropolone

Struktur reseptor Tyrosinase diunduh dari Bank Data Protein dengan situs

http://www.rcsb.org/pdb/ dengan format .pdb. dengan kode ID 5M80. Data ini

merupakan memiliki resolusi sebesar 2.50 A yang mengikat tropolone sebagai native
ligannya.

28
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Gambar 3.1
Struktur protein 5M80

Sumber : Protein Data Bank

3.3.1. Struktur Ligan
Ligan yang digunakan adalah Native Ligand tropolone yang diunduh dari
http://PubChem.ncbi.nim.nih.gov dengan format .pdb.

1. Native Ligand

OH

N\

Gambar 3.2
Struktur Native Ligand

Sumber : https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
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2. Senyawa Uji

Tabel 3.1

30

Senyawa uji Daun Dewandaru

No Senyawa Gambar Struktur
1 | (6S,9R)-roseoside ¢
gs
]
e
2 | Actinidioionosid o
B
o= 1' o
3 | a-cadinol
I
e
3 | a-cadinol
!
\ [~
4 | b-elemene
LN

5 | B-sitosterol

.....
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No Senyawa Gambar Struktur
6 | Betulinik acid
I
7 | ellagic acid
|
|
|
8 | Furanodien
L
C ]
9 | Gallicacid ‘
I
]
I
10 | Gallokatekin
I |
“}7/,1\0
11 | y-elemene
H e
H
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No Senyawa Gambar Struktur
12 | Germacrone
Ny
Sy
13 | Kurzerene
T
14 | a-L- rhamnopiranosid
|
15 | mirisetin “
I |
| [
I
[
16 | mirisitrin i
R
[
.1 L
L
17 | quercetin )
_
[ [ I
{
I
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No Senyawa Gambar Struktur
18 | quercitrin |
l I
e e
19 | sesquiterpen
|
P
/
20 | furanoelemene
P
'—;’[ c/

Diperlukan juga data struktur senyawa yang berperan sebagai ligan pembanding

yang diunduh melalui PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Kojic-

acid) seperti yang disajikan dalam table berikut.

Data Senyawa Ligan Pembanding (Asam Kojat)

No

Senyawa

Gambar Struktur

Kojic Acid

Sumber: (Pubchem,2023)

Institut Sains dan Teknologi Nsional


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Kojic-acid
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Kojic-acid

34

3.4. Prosedur Kerja

3.4.1. Preparasi dan analisis ligan

Ligan yang digunakan pada penelitian ini diperoleh dari studi literatur. Adapun
ligan yang digunakan adalah (6S,9R)-roseoside, actinidioionosid, a-cadinol, b-elemene,
B-sitosterol, betulinik acid, elagic acid, furanodien, gallic acid, gallokatekin, y elemene,
germacrone, kurzerene, a-L-rhamnopiranosid, mirisitrin, mirisetin, quercetin,
sesquiterpene, furanoelemene, quercitrin. (Santoso, 2020). Semua ligan dianalisis
berdasarkan aturan Lipinski dengan menilai sifat kimia dari ligan seperti H donnor, H
aseptor, dan logP (Lipinski, 2004). Struktur 3D ligand diperoleh dari database PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

3.4.2. Preparasi protein

Protein target yang digunakan pada penelitian ini adalah protein reseptor
tirosinase (PDB ID : 5M80) vyang diperoleh dari Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org). Pemilihan protein dilakukan dengan kriteria pemilihan yaitu
resolusi <2.5 A X-ray diffraction dengan nilai mutasi no. Protein yang diperoleh
kemudian dipreparasi menggunakan perangkat lunak BIOVIA Discovery Studio untuk
menghilangkan komponen-komponen tidak diinginkan seperti air, ligan, dan heteroatom
sehingga diperoleh struktur polos dari protein, lalu disimpan dengan save as type format
.pdb.

3.4.3. Penambatan molekuler

Studi penambatan molekuler dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak
AutoDockTools (Prasetio dkk., 2021). Sisi aktif protein ditentukan dengan mengikuti
lokasi ikatan dari ligan alami protein target. Pada struktur 3D protein target, dilakukan
penambahan atom hidrogen (polar only). Sedangkan pada struktur 3D ligan, nodus tengah
dan rotatable bonds dipilih dan disimpan dalam bentuk PDBQT. Pada preparasi gridbox,
sisi aktif dipilih mengikuti sisi aktif ligan nativ dari protein dengan penyesuaian dimensi
gridbox x, y, dan z 40 x 40 x 40 dengan spasi 0.375 A, lalu simpan file dengan bentuk
GPF. Proses docking menggunakan Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) dan

parameter Genetic Algorithm (GA) diatur 100 run dengan ukuran populasi 150, number
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of evaluations 2.500.000, number of generation 27.000 dengan rate mutasi dan crossover
default lalu simpan file dalam bentuk .gpf. Hasil yang diperoleh yakni gridbox x, y, dan
z 40 x 40 x 40 dengan spasi 0.375 A. Berdasarkan hasil pencarian posisi sisi pengikatan
pada uji kali ini, AUTODOCK mendeteksi ligan alami berada pada kordinat x: -13.284,
y: 2.746, z: -25.24.

3.4.4. Validasi metode penambatan molekuler

Validasi metode molecular docking dilakukan menggunakan aplikasi
AutodockTools (Autodock 4.2 dan Autogrid) dengan men-docking-kan kembali
(redocking) native ligand pada protein 5m8o yang sudah dihilangkan native ligand-nya.
Parameter validasi metode adalah Root Mean Square Deviation (RMSD). RMSD yang
dapat diterima adalah < 2,0 A (Jain dan Nicholls,2008).

3.4.5. Visualisasi hasil docking

Untuk melihat hubungan antara ligan dan reseptor dapat digunakan BIOVIA
Discovery Studio yang mampu memvisualisakan struktur dalam dua atau tiga dimensi
sehingga analisis lebih mudah dilakukan. Langkah awal yang dilakukan buka file protein
yang dipreparasi dan file redocking, hasil redocking salin ke protein preparasi, klik
reseptor ligan interactions lalu klik redocking model, pilih define ligan <undefined>,
show 2D.

3.4.6. Prediksi Sifat Farmakokinetik dan Toksisitas

Prediksi sifat farmakokinetik dibutuhkan untuk mengamati sifat absorpsi,
distribusi, metabolisme, dan eksresi ari senyawa uji dan juga memprediksi toksisitas,
guna menilai apakah senyawa uji memiliki potensi toksik atau aman untuk digunakan.
Uji ini dapat dilakukan dengan menggunakan web server pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction)  dilakukan dengan  pengunggahan
senyawa dalam bentuk canonical smiles pada kolom input senyawa, selanjutnya pilih

menu ADMET yang berada di dalam kotak berwarna hitam untuk memulai prediksi.

3.4.7. Analisa data
Dilakukan analisa data dari nilai prediksi sifat mirip obat, skor molecular docking,

visualisasi hasil molecular docking, dan prediksi ADMET.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1.  Analisis ligan

Sebelum dilakukan molecular docking, dilakukan terlebih dahulu prediksi sifat
mirip obat untuk memprediksi apakah senyawa-senyawa ujidapat menunjukkan tingkat
absorpsi yang baik di dalam tubuh, dan berpotensi sebagai obat peroral dengan mengikuti
aturan Lipinski’s rule of five.

Senyawa yang memenuhi Kriteria sifat mirip obat adalah senyawa dengan Bobot
Molekul (BM) kurang dari 500, Log P kurang dari 5, Hidrogen Bond Donor (HBD)
kurang dari 5, Hidrogen Bond Aceptor (HBA) kurang dari 10, dan nilai Molar
Refractivity (MR) 40-140 (Rachmania et al., 2015). Hasil dari prediksi sifat mirip obat
disajikan dalam tabel 4.1.

Tabel 4.1
Hasil Prediksi Sifat Mirip Obat Senyawa daun dewandaru
) H H
Ligan BM LogP MR
donnor aseptor

(6S,9R)-roseoside 386 5 8 -0.57 95.5
Actinidioionosid 406 7 9 -15 98.04
a-cadinol 222 1 1 3.77 68.15
b-elemene 204 0 0 474 68.76
B-sitosterol 414 1 1 8.02 128.21
Betulinik acid 456 2 3 7.08 132.61
ellagic acid 302 4 8 1.24 68.45
Furanodien 216 0 1 4.35 67.60
Gallic acid 170 4 5 0.50 38.39
Gallokatekin 306 6 7 1.25 74.28
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v-elemene 312 5 6 -0.05 77.14
Germacrone 218 0 1 4.35 69.36
Kurzerene 216 0 1 3.83 66.52
a-L- rhamnopiranosid 178 3 5 -1.5 13936 |
mirisetin 318 6 8 1.71 75.71
mirisitrin 464 8 12 0.002 106
guercetin 302 5 7 2.01 74.05
quercitrin 448 7 11 0.29 104.86
sesquiterpenes 264 0 3 241 66.72
furanoelemene 216 0 1 3.83 66.52

Berat molekul (BM) merupakan salah satu parameter sifat mirip obat yang
diprediksi, dengan Kkriteria senyawa harus memiliki nilai BM tidak lebih dari 500 Dalton.
Pada penelitian kali ini didapatkan hasil semua senyawa- senyawa kimia

Daun dewandaru memiliki nilai BM tidak lebih dari 500Dalton, didapatkan hasil
nilai BM tertinggi ada pada senyawa quercitrin yakni dengan nilai BM 448 Dalton,
sedangkan nilai BM terendah dimiliki oleh gallic acid dengan nilai BM 170 Dalton.
Aturan Lipinski’s rule of five mengatur berat molekul yang ideal yaitu ketika senyawa
memiliki BM tidak lebih dari 500 Dalton, dikarenakan semakin tingginya nilai berat
molekul dari suatu senyawa, maka akan mengakibatkan senyawa akan sulit untuk
berdifusi menembus kedalam membrane sel (Rachmania et al., 2015).

Selain nilai berat molekul, nilai koefisien partisi log P juga diprediksi. Log P
adalah gambaran lipofilisitas senyawa obat yang mempengaruhi tingkatabsorpsi dalam
tubuh. Pada prediksi senyawa-senyawa kimia daun dewandaru didapatkan hasil nilai log
P tidak semua senyawa memenuhi Kkriteria, yakni nilai log P senyawa -sitosterol
memiliki nilai logP 8.02 dan betulinic acid memiliki nilai logP 7.08. Berdasarkan hasil
tersebut p-sitosterol dan betulinic acid tidak memenuhi syarat logP, sehingga dapat

dikatakan ke dua senyawa tersebut tidak dapat melwati membrane lipid bilayer, karena,
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semakin besar nilai log P, maka semakin hidrofobik molekul tersebut. Molekul yang
memiliki sifat terlalu hidrofobik cenderung memiliki tingkat toksisitas yang besar karena
akan tertahan lebih lama pada lipid bilayer dan terdistribusi lebih luas di dalam tubuh
sehingga selektifitas ikatan menjadi berkurang terhadap enzim target (Rachmania et al.,
2015).

Jumlah donor dan akseptor ikatan hidrogen juga diprediksi untuk menentukan
sifat mirip obat dari suatu senyawa. Menurut aturan Lipinski’s rule of five jumlah donor
ikatan hidrogen tidak lebih dari 5, dan jumlahakseptor tidak lebih dari 10 karena karena
banyaknya jumlah serah terima hidrogen akan semakin tinggi energi yang dibutuhkan
supaya proses absorpsi. Pada penelitian terhadap senyawa-senyawa kimia daun
dewandaru dihasilkan tidak sesuai dengan syarat 5 hukum Lipinski yakni mirisitrin
menghasilkan hidrogen bond donnor 8 dan hidrogen bond acceptor 12, quercitrin
hydrogen bond donnor 7, hydrogen bond acceptor 12, myricetin hydrogen bond 6,
gallocathecin hydrogen bond 6, antinidioionosid hydrogen bond 7.

Kepolaran senyawa juga diprediksi dalam aturan Lipinski’s rule of five, yakni
dengan memprediksi Molar refractivity (MR) yang menyatakan ukuran nilai total
polarisabilitas dari molekul senyawa. Nilai parameter yang baik menurut menurut yaitu
berkisar antara 40-140, Dari hasil penelitian didapatkan bahwa semua senyawa
memenuhi kriteria molar refractifity. Semakin besar nilai Molar Refractivity maka
permeabilitas senyawanya juga semakin baik (Alfathin et al., 2021).

Selain itu, suatu senyawa dikatan memiliki permeabilitas tinggi apabila memenubhi
2 kriteria atau lebih dari aturan Lipinski, (Benet dkk., 2016). Berdasarkan prediksi sifat
mirip obat diatas, maka dapat simpulkan bahwa ke dua puluh senyawa-senyawa kimia
daun dewandaru dikatakan memenuhi kriteria sifat mirip obat dan berpotensi untuk
dikembangkan untuk menjadi obat peroral berdasarkan aturan Lipinski’s rule of five. Dan
dapat dilakukan pengujian secara in-silico dengan metode molecular docking untuk
mendapatkan nilai afinitas sehingga dapat diketahui kekuatan ikatannya terhadap anti-

tirosinase.
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4.2.  Validasi Molecular Docking

Gambar 4.1
Hasil visualisasi overlaping native ligand 5M8O berasal dari co- kristal (pink) dan re-
docking (hijau muda)

Pada gambar 4.1 terlihat perubahan konformasi ligan setelah dilakukan redocking
letaknya tidak terlalu jauh dengan ligan hasil kristalografi. Keduanya tetap berhimpit
hanya saja dengan pose yang sedikit berbeda. Perubahan konformasi ini akan
mempengaruhi ikatan yang terjadi antara ligandengan reseptor.

Validasi metode dilakukan sebagai pengujian akurasi metode docking (Chaves et
al., 2017). Validitas metode molecular docking dapat dilakukan dengan
caramenambatkan kembali (redocking) native ligand pada protein target menggunakan
program AutoDock Tools atau dilihat dari kemiripan antara ligand native sebelum
dilakukan docking dan sesudah dilakukan docking seperti pada gambar 4.1 di atas. Hal
yang sangat penting dan utama yang harusdilakukan saat validasi metode molecular
docking adalah pengaturan grid box. Grid box dibuat untuk menunjukkan ruangan dimana
akan terjadi interaksi antara ligand dengan asam amino pada protein target sehingga
menghasilkan efek farmakologis (Susanti et al., 2019). Pada penelitian ini digunakan
ukurangrid box dan koordinat yang diperoleh saat validasi metode yaitu ukuran 40 x 40 x
40 A dengan space0,375 Asertatitik koordinat sebagai berikut x= -13.284,y=2.764, z = -
25.24. Penggunaanukuran grid box dan koordinat yang samapada saat validasi dilakukan
untuk memastikanbahwa senyawa uji ditambatkan secara tepat pada sisi aktif sesuai
dengan hasil validasi.

Parameter validasi dalam molekular docking berupa nilai RMSD (Root Mean
Square Deviation). Nilai RMSD menunjukkan perbandingan konformasi Native ligand

hasil redocking dengan konformasi Native ligand hasil pengukuran kristalografi (Saputri

Institut Sains dan Teknologi Nsional



40

et al.,2016). Batas nilai RMSD yang dapat diterima adalah < 2,0 Amstrong (Yanuar,
2016), nilai tersebut menunjukkan protokol diterimanya metode dan docking senyawa uji
dapatdilakukan. Nilai RMSD yang diperoleh dari redocking menunjukkan bahwa semakin
kecilnilaiyang didapat, maka posisi ligan hasil redocking semakin menyerupai posisi
native ligand co-cristal.

Nilai validasi metode yang diperoleh berdasarkan proses penambatan molekul
native ligand terhadap protein kode ID: 5M8O yaitu sebesar 0,81 A. Nilai tersebut <2 A
yang artinya letak posisi native ligand co-cristal dengan ligandre-docking tidak terlalu
berjauhan dan konformasinya sangat mirip. Nilai RMSD redocking tersebut telah
memenuhi standar validasi dengan itu metodeini dapat digunakan untuk penambatan

molekul senyawa uji lainnya.

4.3. Energiikatan Bebas (AG) dan Konstanta Inhibisi (KI)

Hasil docking yang bagus salah satunya dapat dianalisis dengan membandingkan
nilai energi binding atau energi ikatan bebas (AG) dan Konstanta Inhibisi (KI). Energi
binding adalah nilai yang menunjukkan kemampuan ligan berikatan dengan reseptor. Jika
semakin besar nilai energi binding ikatan, maka ikatan antara reseptor dengan ligan akan
semakin rendah.Semakin kecil nilai energi binding, maka ikatan antara reseptor dengan
ligan semakin tinggi. Nilai Ki adalah konsentrasi inhibitor yang dibutuhkan untuk
menurunkan setengah dari aktivitas enzim. Semakin kecil nilai Ki, semakin kuat inhibitor
tersebut (Liljefors et al., 2002).

Berikut adalah hasil penambatan molekular dari senyawa uji daun

dewandarudengan OTR sebagai ligan native pada protein ID: 5M8O.
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Nilai Energi Ikatan Bebas Dan Konstanta Inhibisi
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Native ligandKojic acid -5.12 kcal/mol 176.09 uM
-4,65 kcal/mol 392.12 uM
(micromolar)

(6S,9R)-roseoside -6.28 kcal/mol 24.79 uM
actinidioionosid -7.28 kcal/mol 4.60 uM
a-cadinol -6.57 kcal/mol 15.38 uM
b-elemene -5.78 kcal/mol 58.08 uM
pB-sitosterol -6.78 kcal/mol 10.73 uM
Betulinik acid -1.29 kcal/mol 113.07 mM
ellagic acid -5.47 kcal/mol 98.51 uM
Furanodien -6.00 kcal/mol 39.73 uM
Furanoelemene -6.11 kcal/mol 33.34 uM
Gallic acid -4.24 kcal/mol 784.92 uM
v-elemene -6.14 kcal/mol 31.50 uM
germacrone -6.50 kcal/mol 17.27 uM
kurzerene -6.14 kcal/mol 31.81 uM
a-L- rhamnopiranosid -4.61 kcal/mol 414.19 pM
myricetin -5.13 kcal/mol 172.28 uM
myricitrin -5.31 kcal/mol 128.77 uM
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quercetin -6.02 kcal/mol 38.66 uM
quercitrin -5.75 kcal/mol 61.41 uM
Sesquiterpene -6.76 kcal/mol 11.15 uM
Gallocathecin -5.73 kcal/mol 63.46 uM

Berdasarkan data hasil docking pada protein ID: 5M80 pada tabel 4.1 diperoleh
nilai energi ikatan bebas (AG) paling kuat yaitu actinidioionosid dengan AG = -7.28
kcal/mol dan konstanta inhibisinya 4.60 pM (micromolar). Pada senyawa uji diperoleh
nilai docking paling rendah yaitu senyawa betulimic acid sebesar AG = -1.29 kcal/mol
dan nilai konstanta inhibisi sebesar 113.07 uM (mikromolar). Dari data tersebut senyawa
uji actinidioionosid memiliki afinitas tertinggi ataumemiliki kekuatan yang lebih besar
untuk berikatan pada protein sehingga menghasilkan aktivitas biologis obat berupa
penghambatan anti-tirosinase yang lebihkuat.

4.4.  Visualisasi Hasil Molecular Docking

Visualisasi hasil molecular docking antara ligan dengan protein target. Visualisasi
bertujuan untuk mengamati residuasam amino yang berinteraksi dan jenis interaksi apa
saja yang terjadi antara ligan dengan protein target (Manalu et al., 2021).

Ikatan hidrofobik, ikatan hidrogen, dan interaksi van der waals adalah jenis
interaksi non-kovalen antara molekul yang dapat mempengaruhi proses molecular
docking antara protein target dan ligan. Dalam proses molecular docking, ikatan
hidrofobik dapat membantu memperkuat interaksi antara ligand dan protein target yang
terdiri dari daerah-daerah hidrofobik, sedangkan ikatan hidrogen dan van der waals dapat
membantu mempertahankan posisi ligan dalam protein target dan meningkatkan
kestabilan kompleks protein-ligan. Oleh karena itu, mempertimbangkan peran ikatan
hidrofobik, ikatan hidrogen, dan interaksi van der Waals dapat membantu meningkatkan
akurasi dan efektivitas proses molecular docking(Nadhiefa et al., 2022). Hasil visualisasi

disajikan dalam gambar berikut.
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Wasis e

Gambar 4.2

Visualisasi Interaksi antara Reseptor dengan ligand (a) Ligan nativ (b) Senyawa
pembanding (c) Actinidioionosid (d) B-sitosterol (e) Seskuiterpen (f) a-cadinol
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Tabel 4.3
Hasil Virtual Skrining Senyawa Uji
Ligan Native Residu Asam Amino

0TR His215A,His192A,Thr391A, Ser394A,His381A
Ligan Pembanding Residu Asam Amino
Kojic acid Thr391A, GIn390A, His381A
Ligan Uji Residu Asam Amino
Actinidioionosid Glu216A, Tyr362A, Thr391A, Asn378A,Ser394A
[-sitosterol His381A, His215A, His377A
Seskuiterpen Arg374A, Arg321A, Gly389A, Thr391A,His381A
a-cadinol Gly389A, His381A, His192A, His25A, His377,

His224A, Phe400A, His404A

Potensi dari suatu senyawa dalam berikatan dengan suatu protein juga dipengaruhi
oleh interaksiyang terjadi antara senyawa uji dengan residu asam amino. Pada Tabel 4.2
terlihat bahwa ligan native berinteraksi dengan residu amino, ikatan yang terjadi adalah
ikatan convensional hydrogen bond pada HIS215A, HIS192A, THR391A, SER394A dan
ikatan pi-pi pada HIS381A.

Visualisasi senyawa pembanding berinteraksi dengan residu asam amino ikatan yang
terjadi adalah ikatan convensional pada THR391A, carbon hydrogen bond pada GLN390A, dan
pi-pi pada HIS381A.

Pada senyawa uji actinidioionosid membentuk ikatan covensional hydrogen bond pada
GLU216A, TYR362A, THR391A, ASN378A, SER394A, carbon hydrogen bond pada HIS381A
dan pi-pi sigma HIS 381A.

Pada senyawa uji B-sitosterol membentuk ikatan pi-sigma pada HIS381A dan pi-alkyl
HIS215, HIS381A, HIS377A.

Pada senyawa seskuiterpen membentuk ikatan convensional hydrogen bond pada
ARG374A, ARG321A, GLY389A, THR391A dan pi-sigma pada HIS381A
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Pada senyawa a-cadinol membentuk convensional hydrogen bond pada GLY389A, pi-
sigma HIS381A, dan pi-alkyl HIS192A, HIS215A, HIS377A, HIS224A, PHE400A, HIS404A.

Pada pengamatan visualisasi actinidioionosid, p-sitosterol, seskuiterpen, a-cadinol
menunjukan bahwa ke tiga senyawa tersebut sama-sama memiliki interaksi convensional
hydrogen bond kecuali B-sitosterol, tetapi bisa dilihat dari ke empat senyawa uji tersebutmemiliki
ikatan yang tidak dimiliki oleh ligan native dan senyawa pembanding yaitu ikatan pi-sigma,
diprediksi ikatan pi-sigma tersebut lah yang membuat affinitas actinidioionosid, B-sitosterol,

seskuiterpen, a-cadinol menjadi lebih kuat dari ligan nativmaupun senyawa pembanding.

4.5.  Prediksi ADMET

Prediksi ADMET (Absorbsi, Distribusi, Metabolisme, Ekskresi dan Toksisitas)
dilakukan dengan memasukkan kode SMILE dari senyawa Actinidioionosid, B-sitosterol
, Seskuiterpene dan a-cadinol pada situs pkCSM online tool. Hasil Uji Prediksi ADMET
ditunjukan pada tabel 4.4 dibawah ini .

Tabel 4.4
Hasil Uji ADMET menggunakan pkCSM
Hasil
Kategori Prediksi e ) Beta . Alfa
Actinidioionosid Sitosterol Seskuiterpen Cadinol
Water Solubility -2.03 6773 -3.059 4073
(%)
CaCO»
Permeability (Log 0.249 1.201 1.297 1.479
A Ppap |n 10-6 Cm/S)
B | Intestinal
S | Absorbtion 9.315 94.464 99.051 94.296
0] ) -
R | Skin Premeability -3.007 2783 -3.105 11.923
g | (Log Kp)
S | P-glycoprotein
| | Substrate Yes No No No
P-g_ly_coproteln ! No Yes No No
Inhibitor
P-g!ypoproteln I No Yes No No
Inhibitor
[I) VDss (Log L/kg) -0.298 0.193 0.205 0.42
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Hasil
Kategori Prediksi g i Beta . Alfa
Actinidioionosid Sitosterol Seskuiterpen Cadinol
S | Fraction Unbound 0.723 0 0.431 0.28
-Rr (Human) ' ' '
| | BBB Permeability i
5 | (Log BB) 1.274 0.781 0.347 0.596
U
S | CNS Permeability
| | (LogPs) -4.145 -1.705 -2.712 2.151
CYP206 Substrate No No No No
CYP3A4
|\E/| Substrate No Yes No No
; CYP1A2 Inhibitor No No Yes No
B I cvpacio
O - No No No No
L Inhibitor
| -
S CYP2C9 Inhibitor No No No No
M
E | CYP2D6 Inhibitor No No No No
CYP3AA4 lhibitor No No No No
y Total Cl
K otal Clearance
s | (Log mg/kg/hari) 1.352 0.628 0.197 1.085
K
i | OCT2
E | Rena T
S | Substrate No No No No
|
(T) AMES Toxicity No No No No
|§ Max Tolerated 1.299 0621 0.285 0.343
| Dose (mg/kg/day) ' ' ' '
S
I hERG I Inhibitor No No No No
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Hasil
Kategori Prediksi g i Beta . Alfa
Actinidioionosid Sitosterol Seskuiterpen Cadinol

T
A | hERG Il Inhibitor No Yes No No
S Orat Rat Acute

Toxicity (LOAEL) 2.195 0.855 1.626 1.427

(Log mg/kg)

Hepatoxicity No No No No

Skin Sensitisation No No No Yes

T-Pyriformis

Toxicity (Log 0.285 0.43 0.607 1.49

/ug/L)

Minnow Toxicity 6.19 11.802 1.359 0.743

(Log Mm)

Oral Rat Acute

Toxicity (LD50) 2.195 2.552 1.858 1.918

Hasil tabel 4.4 menunjukan hasil prediksi farmakokinetik dan toksisitas yang
ditentukan melalui situs pkCSM, dimana sifat tersebut dapat mempengaruhi tingkat
paparan obat ke jaringan, serta pengikatan untuk sampai ditempat kerja dan menimbulkan
efek yang diinginkan (Nursanti, 2019). Mekanisme farmakokinetik suatu obat diawali
melalui proses absorpsi.

Kelarutan merupakan parameter penting bagi suatu obat dalam mencapai
konsentrasi yang dibutuhkan untuk menghasilkan respon farmakologi. Dalam pkCSM
suatu senyawa dengan nilai kelarutan dalam air >-6 menunjukan kelarutan yang tinggi
(Abdullah et al., 2021). Dari hasil tabel diatas, senyawa actinidioionosid, seskuiterpen
dan a-cadinol menunjukan nilai >-6, maka kedua senyawa tersebut diprediksi mudah larut
dalam air.

Prdiksi permeabilitas Caco-2 (Caco2 cell monolayer permeability) sering
digunakan sebagai model in invitro dari mukosa usus sehingga dapat memprediksi
penyerapan obat yang diberikan secara oral. Senyawa dikatakan memiliki permeabilitas
Caco-2 yang tinggi jika memiliki nilai prediktif pKCSM > 0.90 (Pires et al., 2015). Dari
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hasil prediksi senyawa [-sitosterol, Seskuiterpen dan a-cadinol memiliki permeabilitas
Caco-2 yang tinggi.

Pada tabel diatas senyawa (-sitosterol, Seskuiterpen dan a-cadinol memiliki nilai
absorpsi yang baik yaitu 94.464 % , 99.051 % dan 94.296% sehingga ketiga senyawa
tersebut diprediksi aka diabsorpsi dengan sangat baik di usus, kecuali senyawa
actinidioionosid yang hanya memiliki nilai absorpsi hanya 9.315%. Suatu senyawa
dikatagorikan baik penyerapannya pada usus apabila nilai penyerapannya >80% dan
dikatakan buruk apabila penyerapannya <30% (Nadhiefa et al., 2022).

Permeabilitas kulit merupakan salah satu faktor penting dalam penyerapan obat,
pada senyawa Actinidioionosid, B-sitosterol dan Seskuiterpen didapatkan nilai prediktif
permeabilitas kulit berada pada angka -3.007, -2.783 dan -3.105 (log kp),yang berarti
senyawa Actinidioionosid, B-sitosterol dan Seskuiterpen memenuhi kriteria permeabilitas
kulit sehingga dapat diprediksi bahwa ketiga senyawa ini berpotensi untuk dikembangkan
dengan dibuat dalam bentuk sediaan topikal, karena suatu senyawa dikategorikan
memiliki permeabilitas kulit yang baik apabila nilai log kp <-2,5 (Pires et al., 2015).

P-glikoprotein berfungsi sebagai penghalang biologis dengan mengeluarkan
racun dan xenobiotik dari sel (Abdullah et al., 2021). Prediksi penyerapan pada P-
glikoprotein ditunjukan untuk mengetahui senyawa tersebut merupakan substrat atau
inhibitor P-glikoprotein. Pada substrat P-glikoprotein ditahap absorpsi terdapat
keterangan “yes” yang berarti hanya senyawa Actinidioionosid akan diabsorpsi melalui
substrat tersebut. Namun pada inhibitor P-glikoprotein I dan senyawa P-glikoprotein 11
hanya satu senyawa yang diabsorpsi pada inhibitor tersebut yaitu senyawa B-sitosterol.

Pada tahap distribusi Steady State of Volume Distribution (VDss) yaitu parameter
yang menghubungkan jumlah total obat dalam tubuh dengan konsentrasi plasma obat
pada waktu tertentu. Semakin tinggi nilai VD artinya lebih banyak obat didistribusikan
ke jaringan lain, sehingga dosis obat yang lebih tinggi diperlukan untuk mencapai
konsentrasi plasma (Nursanti, 2019). Senyawa dikatakan memiliki volume distribusi
rendah bila nilai Log VD < -0.15, dan dikatakan tinggi bila nilai Log VD > 0.45 (Pires et
al., 2015). Volume obat yang stabil didistribusikan secara merata ke konsentrasi yang
sama dengan plasma. Semakin besar volume distribusi, semakin banyak obat yang

didistribusikan di jaringan daripada di plasma. Pada penelitian ini senyawa aktif yang
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memiliki volume distribusi yang memenuhi syarat dari urutan tertinggi adalah a-cadinol,
Seskuiterpen, B-sitosterol, dan Actinidioionosid.

Permeabilitas obat menembus sawar darah otak (Blood Brain Barrier) merupakan
parameter yang digunakan untuk membantu dalam mengurangi efek samping, toksisitas
atau dapat meningkatkan khasiat obat. Senyawa yang memiliki nilai Log BB > 0.3 dapat
dikatakan bahwa senyawa tersebut dapat menembus sawar darah dengan baik, sedangkan
jika nilai Log BB < -1 dikatakan tidak dapat terdistribusi dengan baik (Pires et al., 2015).
Pada tabel diatas menunjukan bahwa nilai Log BB a-cadinol, Seskuiterpen dan f-
sitosterol > 0,3 sehingga dapat diprediksikan ke-tiga senyawa diatas mampu menembus
sawar darah otak secara moderat.

CNS Permeability atau permeabilitas Central Nervous Sistem adalah kemampuan
suatu senyawa obat guna menembus ssp (Sistem Saraf Pusat). Sama seperti permeabilitas
BBB, parameter ini digunakan untuk meningkatkan khasiat obat yang memiliki target
pada sistem saraf pusat. Berdasarkan tabel diatas senyawa aktif a-cadinol, Seskuiterpen
dan  B-sitosterol diprediksi dapat menembus CNS, sedangkan senyawa aktif
Actinidioionosid diprediksi tidak dapat menembus CNS. Senyawa dikatakan dapat
menembus CNS jika nilai Log PS > -2, dan tidak dapat menembus CNS jika nilai Log PS
< -3 (Pires et al., 2015).

Pada proses farmakokinetik setelah obat melalui fase distribusi obat akan melalui
fase metabolisme. Metabolisme merupakan suatu proses kimiawi dimana obat akan
diubah di dalam tubuh membentuk suatu metabolitnya. Reaksi ini terjadi karena adanya
proses oksidasi yang terjadi dalam tubuh terutama di hati (Hartono et al., 2021). Inhibitor
yang berperan dalam proses ini yaitu sitokrom P450. Oleh karena itu penting untuk
menilai kemampuan senyawa yang dapat menghambat sitokrom tersebut, dalam hal ini
diwakili oleh CYP2D6 dan CYP3A4. Pada tabel diatas hanya senyawa B-sitosterol yang
mengaktifkan sitokrom CYP3A4.

Setelah melalui fase metabolisme senyawa obat akan dikeluarkan tubuh melalui
proses eksresi. Pada tahap ini aka diprediksi nilai dari Total Clearance dan Renal Organic
Cation Transporter (OCT2) Substrate. Total Clearance merupakan kecepatan obat untuk
dieksresikan dari tubuh, merupakan kombinasi dari hepatic clearance (metabolisme di

hati dan empedu) dan renal clearance (eksresi melalui ginjal) (Hardjono, 2017). OCT2
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substrat merupakan transporter pada ginjal yang berperan penting dalam proses disposisi
dan clearance obat-obatan serta senyawa endogen. Pada tabel diatas dapat diliat bahwa
nilai total clearance Senyawa Actinidioionosid merupakan senyawa dengan total
clearance paling tinggi sehingga paling cepat dieksresikan dari tubuh dan hasil prediksi
menilai semua senyawa bukan merupakan substrat OCT2.

Prediksi toksisitas senyawa merupakan parameter penting selain prediksi
farmakokinetik. Parameter yang digunakan adalah uji mutagenik AMES, LD50,
Hepatotoxicity, dan skin sensitization. Pada prediksi AMES toxicity atau uji mutagenik
AMES keempat senyawa baik Actinidioionosid, B-sitosterol, Seskuiterpen, dan a-cadinol
tidak menimbulkan hepatoksisitas, sedangkan pada skin sensitization terdapat satu
senyawa yang menimbulkan toksisitas yaitu a-cadinol.

LD50 merupakan jumlah senyawa yang dapat menyebabkan kematian pada 50%
kelompok hewan coba. Dari tabel diatas dapat dilihat untuk senyawa Actinidioionosid
memiliki nilai LD50 sebesar 2.195 termasuk kedalam toksisitas kelas 4, B-sitosterol
memiliki nilai LD50 sebesar 2.552 termasuk kedalam toksisitas kelas 4, Seskuiterpen
memiliki nilai LD50 sebesar 1.858 termasuk kedalam toksisitas kelas 4 dan a-cadinol
memiliki nilai LD50 sebesar 1.918 termasuk kedalam toksisitas kelas 4. Dari penjelasan
diatas dapat disimpulkan bahwa ke-empat senyawa termasuk ke dalam toksisitas kelas 4
yang menunjukkan toksisitasnya relatif sedang. Semakin tinggi nilai LD50, maka
semakin rendah toksisitasnya.
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5.1.

BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil dan pembahasan, maka dapat diambil kesimpulan sebagai

berikut:

5.2.

1. Sebanyak 20 senyawa aktif daun Eugenia uniflora L memiliki sifat mirip obat

drug likeness) karena telah memenuhi aturan lima lipinski atau Lipinski’s Rule of
Five

Diprediksi selain ikatan hidrogen ikatan pi-sigma tersebut lah yang membuat
affinitas actinidioionosid, B-sitosterol, seskuiterpen, a-cadinol menjadi lebih kuat

dari ligan nativ maupun senyawa pembanding.

. Selain senyawa aktif actinidioionosid, B-sitosterol, seskuiterpen, a-cadinol

senyawa lain juga mempunyai energi ikatan bebas yang baik dibandingkan ligan

nativ dan senyawa penmbanding.

Saran

Penelitian lanjutan secara in-vitro dan in-vivo perlu dilakukan untuk memastikan
korelasinya terhadap hasil yang diperoleh pada pengujian secara in-silico.

Baik in-vitro maupun in-vivo studi yang dilakukan perlu dilakukan analisa hingga

pada tingkatan ekspresi gen dan enzim.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Alur Penelitian

[ Reseptor ] [ Ligan ]
\ 4 A
// Diunduh dari \ /\/ Diunduh dari \

http://www.rcsb.org/ https://pubchem.ncbi.
denganformat pdb. nim.nih.gov/ dengan
v’ Pisahkan reseptor dan format sdf
Native ligand dengan v' Bukaaplikasi
menggunakan Discovery Studio,

simpan file senyawa

Discovery  Studio uji dalam bentuk pdb
Visualizer dan preparasi
K j v" Uji Lipinski senyawa
I pada situs
http://www.scfbio-
Isolasi Isolasi iitd.res.in/software/dr
reseptor ligan k ugdesign/Lipinski.jsp /
5M80 lalu native
preparasi lalu
preparasi
N
Validasi metode dengan membandingkan ligan alami
beserta redocking lalu docking senyawa uji
menggunakan Autodock 4.2 )
[
Visualisasi hasil 2D Visualisasi hasil 3D dengan
denganBIOVIA Discovert BIOVIA Discovert Studio
Studio
J
A
4 N

Analisis hasil berupa binding energy dan interaksi ikatan

Prediksi karakteristik senyawa pada website
http://biosig.unimelb.edu.au/PKCSM/prediction
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Lampiran 2 Preparasi dan Skrining Ligand

1. aktif dari daun Dewandaru.

N
Pu b (C 1 hem About Docs  Submit  Contact Q_ search PubChem

COMPOUND SUMMARY 99 Cite ! Download

Actinidioionoside CONTENTS

Title and Summary

See also: Tobacco leaf (part of). 1 Structures
2 Names and Identifiers

PubChem CID 91827066 3 Chemical and Physical Properties
Structure 4 Related Records

5 Chemical Vendors

6 Literature

7 Classification

8 Information Sources

Molecular Formula CioH3409

Synonyms Actinidioionoside

2. klik dowload pilih 3D conformer dengan format SDF lalu saat disimpan dalam folder
ganti format menjadi pdb

C % pubchem.nchinlm.nih.gov,

DOWNLOAD

2D Structure
SDF % Save Display @ JSON * Save Display @ XML * Save Display @

ASNT * Save  Display &

3D Conformer
SDF % Save Display @ JSON # Save Display @ XML # Save Display @

ASNT * Save Display @

Looking to Download a PDF of This Page?
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(Lanjutan Lampiran 2)
3. Buka laman Lipinski Rule of Five

(https://www.scfbioiitd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp), masukan struktur

senyawa dalam format pdb yang telah kita simpan

C A Notsecure scfbi

| Home | Group | Publications | Resources | Webmail | Contact Us
Lipinski Rule of Five
Lipinski rule of 5 helps in distinguishing between drug like and non drug like molecules. It predicts high

probability of success or failure due to drug likeness for molecules complying with 2 or more of the
following rules

Molecular mass less than 500 Dalton

High lipophilicity (expressed as LogP less than 5)
Less than 5 hydrogen bond donors

Less than 10 hydrogen bond acceptors

Molar refractivity should be between 40-130

These filters help in early preclinical development and could help avoid costly late-stage preclinical and
clinical failures .To draw a chemical structure Click Here and follow the instructions given.

Step 1: Input Drug File.

Input PDB file | Choose File | No file chosen

Step 2 : Input pH Value

pH Value 7 [Value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3: Click on 'Submit' to submit your job

Submit || Reset |
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Lampiran 3 Preparasi Protein 5M80

1. Buka laman web RCSB PDB ( https://www.rcsb.org/ ) cari struktur protein 5M80,

unduh dalam format .pdb.

& » C 2% reshorg M %
RCSB PDB  Deposit + Search v Visualize ~ Analyze + Download v+ Leam v About v Documentation v Careers COVID-19 MyPDB ~ ‘ ‘ Contact us ‘
=1 ) - B 208,347 Structures from the PDB
| ) - v 3D Structures @ [E t Ent Include CSM @
ROTEIN DATA BANK |[™) 1,068,577 Computed Structure
Models (CSM)

Advanced Search | Browse Annotations Help

SPDB #5Dukeom: &NAKB g};ﬂt;’,ﬁn‘} © PDB-Dev m
W 1o

Crystal structure of human tyrosinase related protein 1 in complex with tropolone

Experiment Sequence

PDB DOI: https://doi.org/10.2210/pdbSM8O/pdt

Classification: UNKNOWN FUNCTION
Organism(s): Homo sapiens
Expression System: S
Mutation(s): No @

D: ited: 2016-10-29 2017-07-12
Deposition Author(s): Lai, X., Soler-Lopez, M., Wichers, H.J., Dijkstra, B.W

2. Buka protein (PDB) yang sudah di unduh buka di BIOVIA Discovery Studio

Discovery Studio Visualizer o X

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window  Help

Macromolecules i\ Simulation WCNISEIELLBGIEET L Bl Pharmacophores | Small Molecules | X-ray J My Tools .

v - BRE € P &y {8 | [3g) Oisploy Style.. ~ Non-bond Interactions...

- | DS Welcome | smso (1) £

V'@<(r\b

v @ g 5Ms0
B
Beos
@
Beoo0
Beoe
Beor
| KcoNg
BeH
8
Be)
Bk
BeotL
Beowm
Beon
Beoo
Beor
Bea
Beor
Beos
BeT

e

£3 sioL

Ready Enable Additional Features
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3. Hapus molekul yang tidak diperlukan yaitu klik ligan grup > delete, water > delete,

heteroatom > delete tambahan kan hidrogen edit > hydrogen add lalu simpan dengan

format .pdb

[ Discovery Studio Visualizer

File Edit  Vie istry  Structure  Seque

ce  Chart Scripts Tools

—m Recetor g mrcons wmlw

Window Help

%();usm v

Non-bond Interactior

e - BRE S
g [5] oseome | 5 proteina ‘
o |8 @ <>
v @ ¢ ProteinA
@D A

> @ %, Protein Groups

Use the Select tool to select one or more objects. Click to select

an object, drag to select multiple objects

Enable Additional Features
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Lampiran 4 Preparasi Ligan
1. BIOVIA Discovery Studio. Seleksi ligan di kolom ligan grup ( hasil ligan22) lalu

simpan dengan format .pdb.

Discovery Studio Visualizer
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts
| meceptor-tigana tateracuon= |JEIEREE
S [—= = L ] T Sens
Gnew -~ = EH - s =€ Er B & [mo
§ - | DS Welcome <~ ligannative 5m8o ” Molecule
L= S —
E ~ @ <Cell>
o [ I S8 SMSO
-
<<
>
|
(u] X

Discovery Studio Visualizer

File Edit View Chemistry Structue Sequence Chart Scripts Tools Window  Help

[ecomiecis | st [ RURPTRRTRRETERY sarmcopars | S lecis | X |y 1o .

Urew ~ [ G S F‘ ; = %[)I;p\av Style.. v Non-bond Interactions... v

« | DS Welcome ligannative

s}

4
8
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Lampiran 5 Validasi molekular docking

1. Copy file dari MODEL sampai ENDMDL pastek di laman baru lalu simpan dengan
fomat .pdb.

A Discovery Studio Visualizer

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart  Scripts  Tools Window  Help

Macromolecules | Simulation JCCSIVRIEILROIEC LI TH| Pharmacophores | Small Molecules | X-ray
| ) i \ |

“rev B S EH F 8] oispiay Styte...  ~ Non-bond Interactions...  +

-| DS Welcome redocking }

A
Use the Translate tool to move the selected objects. Press Shift to translate along the Z-axis or press Ctrl to translate selected objects. Enable Additional Features

2. Buka file redocking terlihat konformasi terbaiiknya, bandingkan dengan ligan native
sebelum di docking caranya copy file redocking paste di file ligan native, bedakan

warna dengan cara view > color > ganti warna kontras > scripts > visualization >

publication quality




Lampiran 6 Analisis Interaksi Senyawa
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1. Buka file protein yang sudah dipreparasi lalu buka file redocking, file redocking

pastekan di file protein preparasi > klik reseptor ligand interaction > klik define ligan

<underfined>

£ s,

View Interactions
Define the receptor and figand.
Define Receptor: proteinpreparasi
Define Ligand: redocking_model_25
Step through ligands.
F ¢+ ¢ 2
Display receptor-figand interactions.

Ligand Interactions

Display receptor surfaces.

Aromatic H-Bond Charge
Hydrophobic ~ Ionizability — SAS

Change the visibility of the receptor and ligand.

Receptor tigand
Pocket Atoms

Show receptor-ligand interactions on a 20 diagram.

Show 2N Niaaram

XXE 0
n sinpreparasi £ |

|
|
|
|
|
|
|
|
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|
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|
I

K

% (3] Display Stye.. v

Macromolecules | LU Receptor-Ligand Interactions ‘ Pharmacophores = Small Molecules | X-ray | My Tools
Yo -BSHE S
4

Non-bond Interactions. v

2. Lihat interaksi 2D dengan cara di Reseptor Ligand Interaction klik show 2D diagram

Discovery Studio Visualizer

file Edit View Chemistry Structue Sequence Chart  Scripts

LEC IR EEEL LR GG LU Pharmacophores | Small Molecules | X-ray | My Tools

Macromolecules

R TR

£ sioL
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Lampiran 7 Uji Prediksi ADMET

1. Salin kode CANONICAL SMILE dari senyawa uji pada laman situs PubChem
https://pubchem.cnbi.nlm.nih.gov/ )

€& > C 2 pubchem.ncbinim.nih.gov/compound/Actinidicionoside#sect

Pub(Clhem Actinidioionoside (Compound)

2.1.3 InChiKey

99 Cite ! Download
XZRJEYQBLXDNNU-UWAGUHGBSA-N

CONTENTS
Title and Summary
1 Structures
2 Names and Identifiers
2.1.4 Canonical SMILES 3 Chemical and Physical Properties
e 4 Related Records

CC(C=CC1(C(CC(CC1(C)0)0)(C)C)0)OC2C(C(C(C(02)CO)0)0)0

5 Chemical Vendors
6 Literature
b PubChem 7 Classification

8 Information Sources
2.1.5 Isomeric SMILES O

CIC@H](/C=C/[C@@](IC@](C[C@H](CC1(C)C)0)(C)0)0)0[C@HI2[C@@H](IC@H]([C@@H](IC@H]
(02)C0)0)0)0
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(Lanjutan Lampiran 7)
2. Buka situs web pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/predictio) , masukan
kode SMILE klik ADMET dan tunggu hasil prediksi

Pharmacokinetic Properties

Molecule Depiction

N

Molecule properties:

Descriptor Value

Molecular Weight 406472
LogP -1.5804
#Rotatable Bonds 5

fiAcceptors 9

#Donors 7

Surface Area 164.394

Predicted
Property Model Name Value Unit
Water solubiiity -2.03 Numeric (bog mol/L)

rops itiosig. i og edu au/pkesmyprediction: singleladme 16854111415 "
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