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Abstrak. Skrining virtual, atau skrining insilico adalah metode komputasi berkinerja tinggi untuk menganalisis sekumpulan
database senyawa kimia untuk mengidentifikasi kandidat senyawa obat. Studi penelitian mendemonstrasikan potensi
senyawa yang ada didalam rumput coklat menggunakan penelitian molecular docking. Skrining docking molekuler
komputasi dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD). Enzim carbonic anhydrase
diambil dari Protein Data Bank (5GMN). Molecular docking dilakukan dengan menggunakan Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0
pada sisi aktif enzim carbonic anhydrase untuk memprediksi aktivitas senyawa. Validasi docking dilakukan dengan
melakukan redocking ligan alami dari enzim 5GMN ke dalam tapak aktifnya. Kriteria penerimaan ditetapkan dengan nilai
Root Mean Square Deviation (RMSD) di bawah 2.0 A. Validasi metode dapat dilihat dari nilai RMSD yang diperoleh saat
menambatkan referensi ligan di reseptor. Nilai RMSD 1.13 Angstrom (RMSD <2). MolDock (Grid) Score (scoring fungtion) dan
MolDock Optimizer (algoritma) menunjukkan metode ini memiliki nilai validitas yang tinggi. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa semua senyawa bekerja relatif baik terhadap Polmacoxib sebagai ligan alami dan juga skor rerank yang lebih rendah
dibandingkan Polmacoxib dan Celecoxib. Penelitian ini dapat disimpulkan Trephloroethol, Fukosterol, Eckol,Asam
Sargahidrokuinat, 7-Phloroeckol, Dieckol, Asam Klorogenat, Diphlorethohydroxycarmalol

Kata Kunci: Carbonic anhydrase, molecular docking, stigmasterol

Abstract. Virtual screening, or insilico screening is a high-performance computational method for analyzing a set of chemical
compound databases to identify candidate drug compounds. Research studies demonstrate the potential of compounds
present in brown grass using molecular docking research. Computational molecular docking screening was performed using
Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD) software. The carbonic anhydrase enzyme was extracted from the protein database
(5GMN). Molecular docking was performed using Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0 at the active site at the active site of the
carbonic anhydrase enzyme to predict the activity of the compound. Docking validation was carried out by redocking the
natural ligand of the 5GMN enzyme into its active site. Acceptance criteria were determined with a Root Mean Square
Deviation (RMSD) value below 2.0 . Validation of the method can be seen from the RMSD value obtained when anchoring the
reference ligand to the receptor. RMSD value 1.13 Angstrom (RMSD < 2). MolDock (Grid) Score (scoring function) and
MolDock Optimizer (algorithm) show that this method has a high validity value. The results showed that all compounds
worked relatively well against Polmacoxib as a natural ligand and also had a lower rerank score than Polmacoxib and
Celecoxib. From this study, it can be concluded that Trephloroethol, Fukosterol, Eckol, Sargahydroquinic Acid, 7-Phloroeckol,
Dieckol, Chlorogenic Acid, Diphlorethohydroxycarmalol
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PENDAHULUAN

Penemuan dan pengembangan obat merupakan suatu proses yang memerlukan investasi besar dan memiliki
tantangan tersendiri disetiap tahapannya, penilaian keamanan dan efikasi obat berdasarkan eksperimen laboratorium
(wet lab) pada hewan coba, memiliki banyak masalah serius diantaranya masalah efikasi untuk penggunaan jangka
panjang. Seperti diketahui mengamati efek kronik pada hewan tidak memungkinkan karena terbatasnya umur hewan
tersebut (biasanya paling lama 4-5 tahun), disisi lain umur manusia normal adalah 60-70 tahun. Karena itu, hasil
eksperimen yang diperoleh dari penggunaan hewan coba sulit diekstrapolasi pada manusia. Pendekatan lain untuk
menilai efek farmakologi pada hewan adalah dengan memberikan obat dengan dosis yang lebih tinggi daripada dosis
pada manusia, namun hal ini juga menimbulkan masalah lain yaitu overdosis sehingga akurasi dan realibilitas
percobaan menggunakan hewan coba belum dapat dijawab.

Hal lain berkenaan dengan eksperimen hewan coba adalah persoalan biaya yang relatif besar, disamping masalah
moral dan etika hewan diberikan perlakuan tertentu yang banyak mendapat kritikan dari berbagai komunitas pelindung
hewan. Selain itu, menurut data Badan Pengawas Obat dan Makanan Amerika Serikat/ US Food and Drug
Administration (FDA), lebih dari 90 persen senyawa kimia baru gagal pada uji klinik (uji pada manusia), baik karena
masalah efikasi maupun karena amsalah keamanan. Seringkali ditemukan, senyawa kimia baru yang diuji menunjukan
hasil sangat baik pada eksperimen menggunakan hewan coba, namun ketika diuji pada manusia, efek yang dihasilkan
menjadi berbeda, dari perpspektif industri farmasi, tentunya hal tersebut mesti dihindari sedini mungkin.
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Disisi lain, jumlah zat aktif baru yang ditemukan terus meningkat secara drastis dan untuk melanjutkan uji
senyawa-senyawa baru tersebut tentunya penggunaan metode konvensional seperti penggunaan hewan coba tidak lagi
memadai. Karena itu beragam pendekatan alternatif terus dikembangkan untuk mengurangi, membatasi, atau bahkan
menggantikan uji-uji yang menggunakan hewan untuk mengetahui kemanan dan efikasi obat. Salah satunya melalui apa
yang disebut sebagai Computer Aided Drug Design (CADD) atau desain obat berbantukan komputer. Inti CADD adalah
menggunakan teknologi komputer untuk melakukan prediksi aktivitas dan sifat-sifat molekul lainnya pada kandidat
obat diuji laboratorium.

METODE

Alat-alat yang digunakan adalah perangkat keras yang digunakan pada penelitian ini. Personal computer intel
core 15-TM6400, 2.7 ghz, 4 core dan 4 thread, Ram 32 GB (2666Mhz), Graphic card NVIDIA Geforce GTX 1650 4GB,
Solid State Drive (SSD) XPG SX6000 PCle Gen3x2 M.2 2280 128 GB. Hard Disk Drive 3000 GB. Solid State Drive
(SSD) colorfull PCIe Gen3x2 M.2 2280 120 GB. Personal computer dengan spesifikasi Prosessor AMD Ryzen 7@ 360
Ghz, 8 core dan 16 Thread RAM 32 GB (3200 Mhz), Graphic card NVIDIA Geforce RTX 2070 super 8 GB, Hard
Disk Drive 1000 GB, Solid State Drive (SSD) XPG SX 8200 PRO S12 GB M.2 NVMe. Aplikasi yang digunakan pada
penelitian ini antara lain dan beberapa aplikasi baik online maupun offline. MOE 2014.0901 (Chemical Computing
Group, 2014) dengan lisensi dari Chemical Computing Incorporation Canada.Molegro Virtual Docker digunakan untuk
proses docking dan preparasi protein yang digunakan. Dapat diunduh secara berbayar tetapi bisa menapatkan free trial
selama satu bulan di di Attp://molexus.io/molegro-virtual-docker/.

Bahan yang digunakan adalah struktur kristal tiga dimensi (3D) dari Carbonic anhydrase yang terikat dengan
Polmacoxib dengan kode PDB (Protein Data Bank) = SGMN, homo sapiens yang diperoleh dari online database:
website NCBI, Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (www.ncbi.nlm.nih.gov) dan website Protein Data
Bank (www.pdb.org). Tujuan menyiapkan struktur reseptor 3D adalah untuk memperbaiki struktur dan untuk
mempersiapkan data reseptor analisis komputasional lebih lanjut. Saat ini, sumber utama data struktur biomolekuler 3D
adalah kristalografi sinar-X. Reseptor Carbonic anhydrase II tidak perlu dilakukan homologimodeling karena sudah ada
crystal srtucture-nya, hanya perlu memilih reseptor mana yang akan digunakan karena di Protein Data Bank untuk
reseptor sudah tersedia. Beberapa faktor kunci yang dapat memandu pemilihan reseptor Adalah resolusi kurang dari 2 A
atau lebih halus (lebih kecil). R free semakin kecil nilainya, semakin baik. Nilai R 0,5 atau lebih besar menunjukkan
model yang buruk. Protein normal wildtype/tidak mengalami mutase. Protein diisolasi dari homosapien. Pemilihan
reseptor target yang akan digunakan berdasarkan beberapa kriteria yaitu: nilai resolusi < 2.75, belum dilakukan mutasi
terhadap asam amino tertentu, sudah merupakan protein yang diisolasi dari manusia (human), Berdasarkan
pertimbangan tersebut maka untuk penelitian ini menggunakan kode SGMN, homo sapiens dengan resolusi 1,9
Angstrom.

Gambar 1. Komplek SGMN yang diunduh dari Protein Data Bank

Senyawa yang terdapat pada Rumput laut cokelat (Sargassum sp.). Ligand alami (native ligand) dan
pembanding (training set). Ligand alami (native ligand) adalah Polmacoxib, dan merangkap sebagai training set dengan
celecoxib sebagat training set. Struktur tiga dimensi protein yang akan digunakan didapat dari Protein Data Bank.
Struktur di download dalam format (.pdb). Proses pembuatan makromolekul enzim ini dimulai dengan menghilangkan
ligan alami dan molekul air. Selanjutnya, atom hidrogen polar ditambahkan dan muatan parsial Kollman dihitung.
(Fakih et al., 2020). Pada protein terpilih dilakukan pengecekkan cavity atau sisi aktif pada model struktur protein
dengan menggunakan aplikasi Molegro Virtual Docker. Hasil penelitian yang telah dilakukan, cavity yang didapat
sangat kecil dan terletak di luar daerah struktur molekul. Cavity yang terlalu kecil tidak sesuai dengan ukuran senyawa
pembanding sehingga akan sulit terjadinya ikatan antara protein dan ligan. Posisi cavity yang berada diluar struktur
tidak dapat dilakukan proses docking karena tidak akan ada interaksi yang terjadi. Maka dari itu diusulkan pembuatan
komplek baru dengan bantuan MOE.

Penambatan molekul merupakan proses rigid receptor docking yang berarti bahwa makromolekul diposisikan
dalam kondisi kaku. Ligan yang akan di-docking sendiri diatur dalam kondisi fleksibel. Sebelum digunakan, metode
penambatan divalidasi terlebih dahulu terhadap dua aspek. Prosedur yang digunakan adalah re-docking ligan alami
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terhadap makromolekul bawaan. Parameter validasi yang digunakan adalah nilai RMSD yang dihitung antara docking

pose.
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Gambar 2. Visualisasi Komplek 5GMN yang diunduh dari Protein Data Bank
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Gambar 3. Visualisasi Komplek SGMN yang telah dihilangkan molekul air
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Gambar 4. Visualisasi Komplek SGMN yang telah dihilangkan molekul air nya
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Gambar 6. Dari data PDB terdapat air dan cofactor Zn, kedua molekul ini dihilangkan.

Komplek ligan-protein dibuat dengan melakukan docking dengan senyawa pembandingnya dan dipilih pose energi yang
paling rendah.

Gambar 7. Hasil komplek terbaru dari MOE yang digunakan untuk validasi metode docking
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Validasi protokol docking dengan RMSD untuk prediksi pose

Validasi metode penambatan molekuler dilakukan dengan menggunakan proses pemisahan reseptor target
dengan ligan alami (re-docking), kemudian dilakukan simulasi penambatan molekuler kembali. Keberhasilan dari
proses re-docking ini dapat dilakukan dengan mengamati nilai Root Mean Square Deviation (RMSD). Nilai RMSD
merupakan parameter yang menujukkan seberapa besar perubahan interaksi pada struktur kristal sebelum dan sesudah
proses re-docking. Bertujuan untuk membuktikan apakah metode penambatan yang digunakan dapat memprediksi
bagaimana orientasi ligan terhadap reseptor. Molegro divalidasi dengan melakukan redocking ligan alami Polmacoxib
pada Carbonic anhydrase. Selanjutnya dihitung nilai RMSD dari pose ligan terbaik hasil redocking tersebut hasil dari
metode yang digunakan terhadap konformasi ligan alami. Suatu parameter dikatakan memenuhi persyaratan validasi
metode apabila hasil proses re-docking memiliki nilai RMSD kurang dari 2 A (Hevener et al., 2009).

Tabel.1 Hasil Redocking

RMSD (Angstrom) MolDock Optimizer MolDock SE Iterated Simplex
MolDock Score 1.13 1.13 5

MolDock Score (Grid) 1.29 1.33

PLANTS Score 7.09 5.72

i/
l 6.15

PLANTS Score (Grid) 7.27 7.27 7.27

Penambatan molekul dilakukan terhadap senyawa- senyawa dengan kombinasi MolDock Score-MolDock Optimizer, sesuai
dengan hasil validasi metode yang diperoleh sebelumnya. Sebanyak 10 senyawa dengan docking score terendah dipilih untuk analisis
selanjutnya.
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Tabel 2. Hasil analisis dengan menggunakan protokol yang telah tervalidasi

No Nama Senyawa Rerank Score
1 7-Phloroeckol -95.5025
2 Asam Klorogenat -91.5586
3 Asam Sargahidrokuinat -95.5436
4 Dieckol -93.7007
5 Diphlorethohydroxycarmalol -88.1126
6 Eckol -95.8593
7 Eckstolonol -86.9893
8 Fukosterol -97.1561
9 Stigmasterol -87.1797
10 Trephloroethol -100.319

Training Set
1 Celecoxib -87.2772
2 Polmacoxib -87.2772

Kesepuluh senyawa diatas diprediksi aktif sebagai ligand terhadap carbonic anhydrase dan memiliki nilai
binding affinity lebih kecil dibandingkan ligan pembanding Celecoxib dan Polmacoxib. Berdasarkan data ligan
interaction diatas senyawa uji memiliki interaksi terhadap Carbonic anhdryase II. Interaksi tersebut khususnya terlihat
pada jenis ikatan, dan jarak ikatan yang terbentuk, secara umum data tersebut dapat dijabarkan sebagai berikut. Secara
keseluruhan, atom spesifik dari Polmacoxib yang berinteraksi dengan Carbonic anhidrase adalah atom oksigen dan
hidrogen yang berada dekat atom N. Adanya beberapa cincin dalam suatu senyawa memberikan pengaruh terhadap
interaksi yaitu interaksi terhadap cincin tersebut menjadi tidak spesifik hal tersebut dapat terjadi karena antara cincin-
cincin tersebut memiliki elektronegatifitas yang hampir sama. Oleh karena itu, terdapatnya suatu gugus fungsional pada
suatu cincin akan memberikan pengaruh keelektronegatifan yang baik sehingga interaksi terhadap salah satu cincin
menjadi lebih spesifik. Akan tetapi, pada kondisi residu reseptor yang berbeda maka interaksinya akan berbeda pula.
Hal tersebut dapat terjadi karena adanya pengaruh lingkungan reseptor terhadap ligan.

KESIMPULAN

Reranke score senyawa Trephloroethol, Fukosterol, Eckol, AsamSargahidrokuinat, 7-Phloroeckol, Dieckol,
Asam Klorogenat,Diphlorethohydroxycarmalol dan Stigmasterol lebih kecil dibandingkan ligan alami Polmacoxib.
Sehingga ditarik kesimpulan bahwa senyawa senyawa tersebut mempunyai aktifitas yang baik untuk berikatan dengan
Carbonic anhydrase II.
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