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Kata kunci: ABSTRAK. Kipas laut (Gorgonia mariae) telah digunakan masyarakat Maluku secara turun-temurun
sebagai obat asma. Kandungan metabolit sekunder yang paling dominan dalam kipas laut adalah sterol,
dimana memiliki aktivitas terapi melalui efek sinergisme antara senyawa metabolit dengan polivalent
activity. Pengujian kipas laut sebagai anti-asma belum pernah dilaporkan sebelumnya. Oleh karena itu,
perlu dilakukan virtual screening menggunakan metode in silico pada komponen sterol Kipas laut
sebagai tahap awal dalam menentukan efektivitas terapi anti-asma dengan memprediksi nilai ikatan
energi bebas (AG), konstanta inhibisi (Ki), dan interaksi residu asam amino menggunakan Autodock
Tools 4.2 dan Discovery Studio 2016 Client®. Keamanan dan efektivitas kandidat obat dievaluasi
menggunakan parameter dari Lipinski Rule of Five dan pre-ADMET. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa konstanta inhibisi dan ikatan energi bebas (Ki; AG) dari komponen senyawa kipas laut dapat
diurutkan secara potensial yaitu 4,24-dimetil kolestanol (0,809; -12,40) > 24-metil-22-dehidrokolesterol
(0,864; -12,36) > 23-demetil gorgosterol (1,74; -11,95) > 4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol (1,89;
-11,90). Residu asam amino yang berperan penting dalam aktivitas inhibisi hCHIT1 adalah 213-ASP.
Semua komponen senyawa uji memiliki nilai log P lebih dari 5 yang menunjukkan bahwa kelarutan dan
toksisitas perlu diperhatikan. Evaluasi distribusi pre-ADMET berdasarkan nilai dari pengikatan protein
plasma menunjukan bahwa senyawa uji dapat berdifusi menembus membran plasma dan berinteraksi
sesuai target farmakologi. Selain itu, hasil parameter uji toksisitas menunjukkan bahwa senyawa 23-
demetil gorgosterol dan 4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol memiliki potensi sebagai anti-asma.
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Keywords: ABSTRACT. Virtual Screening of the Compounds in Gorgonians (Gorgonia mariae) as anti-
asthma. The people of Maluku have used Kipas laut (G. mariae) for generations as an asthma medicine.
The secondary metabolite that is most dominant in Kipas laut is sterols, which have therapeutic activity
through the synergistic effect between metabolite compounds and polyvalent activity. Anti-asthma
activity of kipas laut has never been reported. Therefore, it is necessary to do virtual screening using the
in silico method on the sterol component of kipas laut as a first step in determining the effectiveness of
anti-asthma therapy by predicting the value of free energy bonds (AG), constant inhibition (Ki), and
interactions of amino acid residues using Autodock Tools 4.2 and Discovery Studio 2016 Client®. The
effectiveness and safety of prospective drugs are evaluated using the Lipinski Rule of Five and pre-
ADMET. The results showed that the value of inhibition constants and free energy bonds (Ki; AG) on
the compound of kipas laut that was potentially sorted was 4.24-dimethyl cholestanol (0.809; -12.40) >
24-methyl-22-dehydrocholesterol (0.864; -12.36) > 23-demethyl gorgosterol (1.74; -11.95) > 4.24-
dimethyl-22-dehidrokolestanol (1.89; -11.90). The crucial residues of amino acids is 213-ASP, which
play a significant role in hCHIT1 inhibitory activity. All components of the test compound have a log P
value of more than five, which indicates that solubility and toxicity need to be considered. Evaluation of
the pre-ADMET based on the value of plasma protein binding shows that the test compound can diffuse
through the plasma membrane and interact according to pharmacological targets. In addition, the results
of the toxicity test showed that 23-demethyl gorgosterol and 4.24-dimethyl-22-dehidrokolestanol
compounds have potential as anti-asthma.
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PENDAHULUAN

Asma merupakan salah satu penyakit kronik radang paru-paru yang tidak menular dan heterogen dengan
peradangan pada saluran pernapasan ditandai dengan riwayat mengi, sesak dada, sesak napas, dan batuk
(Godfrey, 1985). Salah satu daerah di Indonesia dengan prevalensi asma yang cukup tinggi adalah Maluku
khususnya Maluku Tenggara dengan persentasi 10,2% (Depkes RI, 2015). Akses dan ketersediaan obat yang
masih kurang memadai pada beberapa daerah di Maluku membuat masyarakat beralih menggunakan bahan dari
alam untuk mengobati penyakit asma, salah satunya adalah kipas laut (G. mariae) (Depkes RI, 2015).
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Berdasarkan hasil penelitian, telah dilaporkan bahwa G. mariae memiliki komponen utama yaitu sterol
yang terdiri dari kolesterol, 24-metil kolesterol, 24-metil-22-dehidrokolesterol, gorgosterol, 23-demetil
gorgosterol, 4,24-dimetil dehidrokolestanol, dan 4,24-dimetil kolestanol (Kokke et al., 1982). Sterol merupakan
metabolit sekunder golongan steroid yang berperan penting dalam mengobati suatu penyakit melalui efek
sinergisme antara senyawa metabolit sekunder dengan polivalent activity sehingga dimungkinkan dapat
mengatasi berbagai penyakit (Rizki et al., 2015). Berdasarkan hasil penelitian dari (Reo et al., 2017), telah
dilaporkan bahwa metabolit sekunder yang terkandung pada gorgonia (Paramuricea clavata) lebih banyak
mengandung steroid dan terdapat pada semua fraksi dari pelarut (metanol, etil asetat, dan n-heksana). Steroid
tersebut memiliki aktivitas sebagai anti-inflamasi agar tidak memicu terjadinya asma melalui penghambatan
pelepasan sitokin interleukin-2, interleukin-4, dan interleukin-6, serta pergerakan leukosit (Okechukwu and
Ekeuku, 2012). Aktivitas anti-inflamasi dari senyawa sterol pada gorgonia (Eunicea fusca dan Eunicella
singularis) sangat potensial dalam mengurangi edema lebih baik dibandingkan dengan obat pembanding pada
pengujian secara in-vivo (Marchbank et al., 2012; Cooper et al., 2014; Deghrigue et al., 2015). Mengacu pada
penelitian tersebut, G. mariae yang juga mengandung sterol kemungkinan memiliki potensi sebagai anti-
inflamasi. Namun sejauh ini, kandungan sterol pada G. mariae belum pernah diuji aktivitasnya sebagai anti-
inflamasi.

Penyakit saluran pernafasan yang disebabkan oleh proses inflamasi dapat terjadi melalui mekanisme yang
dimodulasi oleh chitotriosidase (CHIT1). Penyakit yang dimodulasi oleh CHIT1 diantaranya adalah
tuberkulosis, sarcoidosis, fibrosis pulmonari ideopatik, scleroderma-associated interstitial lung diseases
(SSc-ILD), dan chronic obstructive lung diseases (COPD). Dilaporkan bahwa kenaikan kadar serum CHIT1
berkolerasi dengan konsentrasi reseptor interleukin-2, interleukin-1p, interleukin-8, dan TNF-a yang berperan
penting dalam prognosis dari penyakit-penyakit tersebut (Létuvé et al., 2010; Bargagli et al., 2008). Berdasarkan
peran CHIT1 dalam modulasi penyakit tersebut, maka CHIT1 dapat menjadi biomarker atau target terapi pada
gangguan saluran pernafasan akibat inflamasi (Cho et al., 2015). Salah satu senyawa yang memiliki aktivitas
inhibisi pada CHIT1 adalah senyawa -(5-azanyl-4~{H}-1,2,4-triazol-3-yl)-~{N}-[2-(4 bromophenyl)ethyl]-
~{N3}-(2-methylpropyl) piperidin-4-amine (native ligand). Melalui mekanisme penghambatan reseptor human
chitotriosidase-1 (hCHIT1), native ligand ini menunjukkan efek anti-inflamasi yang signifikan pada dosis
30 mg/Kg p.o. (Mazur et al., 2018).

G. mariae telah dimanfaatkan pengobatan asma secara empiris tetapi untuk pengujian aktivitas kandungan
sterolnya sebagai anti-inflamasi pada terapi asma dengan target reseptor CHIT1 belum pernah dilaporkan. Maka
dari itu penelitian ini dilakukan sebagai langkah awal untuk mengetahui efektivitas komponen senyawa sterol
dari G. mariae pada reseptor hCHIT1 dengan membandingkan nilai konstanta inhibisi dan ikatan energi
bebasnya pada senyawa native ligand serta mengevaluasi parameter Lipinski Rule of Five dan Pre-ADMET
untuk menentukan kandidat obat yang efektif dan aman digunakan. Saat ini, pendekatan kimia komputasi (in-
silico) digunakan untuk memaksimalkan dan memudahkan mempelajari interaksi molekul dengan reseptor,
absorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi, serta toksisitas dari suatu penemuan bahan obat baru sebelum
dilakukan pengujian secara in-vitro maupun in-vivo (Nursamsiar et al., 2016).

METODE PENELITIAN
Material

Software. Operating system windows 8.1 Single Language with Bing 64-bit (6.3, build 9600), Chem3D Pro
12.0, ChemDraw Ultra 12.0, Discovery Studio 2016 Client®, AutoDock Tools 4.2, Pre-ADMET, dan Lipinski
Rule of Five.

Komponen Uji. 1-(5-azanyl-4~{H}-1,2,4-triazol-3-yl)-~{N}-[2-(4-bromophenyl)ethyl]-~{N}-(2-
methylpropyl) piperidin-4-amine sebagai native ligand dan komponen senyawa uji digunakan dari 7 senyawa
kipas laut (G. mariae).

Reseptor. Data struktur reseptor kristal 3D yang digunakan untuk analisis molecular docking diperoleh dari
Protein Data Bank (PDB) pada situs http://www.rsch.org/pdb/ dengan kode PDB ID 5NRA. Reseptor ini
digunakan untuk memprediksi aktivitas anti-asma yang dinamakan reseptor human chitotriosidase-1 (hCHIT1)
(Mazur et al., 2018).
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Metode

Penyiapan Protein. Persiapan reseptor hCHIT1 (Gambar 1) divisualisasikan menggunakan program
Discovery Studio 2016 Client®. Pada program tersebut, reseptor dipreparasi dengan menghilangkan molekul air
dan memisahkan native ligand. Hasil yang diperoleh adalah murni reseptor dan disimpan dalam format PDB
(.pdb) (Wibowo et al., 2019).

Penyiapan Ligan. Native ligand diperoleh setelah dipisahkan dari reseptor menggunakan Discovery Studio
2016 Client® melalui menu scripts, kemudian pilih selection lalu selection protein chains dan disimpan dalam
format protein data bank (Wibowo et al., 2019). Sedangkan ligan uji komponen sterol dari kipas laut (G.mariae)
diperoleh dari situs https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ dan didownload dalam format SDF, kemudian ligan
dipreparasi menggunakan program AutoDock Tools 4.2 (Morris et al., 2009).

Jika ligan tidak tersedia pada website pubchem, maka ligan dibuat secara manual pada Chem3D Pro 12.0.
Selanjutnya, dilakukan minimalisasi energi dengan MM2 yaitu molecular dynamic pada chem 3D dan disimpan
dalam format (*.pdb) (Narayanaswamy et al., 2017).

Pengaturan Paramater Grid dan Docking. Program AutoDock Tools 4.2 digunakan untuk menentukan grid
box pada daerah yang dikenal sebagai sisi aktif dari protein. Penentuan grid box ini meliputi pengaturan lokasi
parameter box serta menentukan ukuran grid box menggunakan jarak (Angstrom) (Roy et al., 2013). Pada
protein hCHITL ini, hasil grid box yang diperoleh yaitu pusat x = 93,542; y = 32,275; dan z = 22,365 dengan
jarak titik grid (angstrom) adalah 0,375 A (Gambar 2). Selain itu, parameter Genetic Algorithm yang diatur
hanya nilai number of GA runs (100x) yang bertujuan mencari posisi atau konformasi terbaik ketika reseptor dan
ligan berikatan sedangkan selain nilai number of GA runs dibiarkan default (Grolmusz, 2014).

Validasi Metode. Paramater yang diamati pada saat validasi metode adalah nilai RMSD dari ligan co-
crystal yang diunduh dari Protein Data Bank RSCB (1,27 A) pada sisi aktif yang dipilih (Mazur et al., 2018).
Kemudian dibandingkan dengan nilai RMSD hasil redocking (0,627 A). Hasil ini menunjukan bahwa metode
software docking yang digunakan valid, dimana nilai RMSD mendekati hasil ekperimental. Dengan nilai RMSD
hasil redocking yang makin kecil tersebut, menunjukkan posisi yang makin mendekati nilai hasil kristalografi
(Bissantz et al., 2000; Kontoyianni et al., 2004; Pratama, 2015).

Docking Komponen Senyawa dengan Reseptor. Docking molecular dilakukan dengan menggunakan
software Autodock4 (Morris et al., 2009) dengan cara yang sama seperti proses validasi menggunakan parameter
grid dan docking. Kemudian hasil yang diamati berupa penentuan afinitas ligan terhadap reseptor yaitu energi
bebas ikatan (AG), konstanta inhibisi (Ki), residu asam amino, dan jumlah ikatan hidorgen (Kim and Skolnick,
2008).

Analisis Penambatan Molekuler dan Visualisasi. Hasil dari kalkulasi docking dalam bentuk file output
berformat notepad. Determinasi hasil konfirmasi docking dari komponen uji dilakukan dengan memilih
konfigurasi ligan yang memiliki energi ikatan terendah (pose terbaik). Posisi dan orientasi ligan berada di
makromolekul serta asam amino yang terikat pada ligan divisualisasikan menggunakan Discovery Studio 2016
Client® (Wibowo et al., 2019).

Pre-ADMET. Parameter ADMET dikalkulasi menggunakan program preADMET® yang diakses melalui
situs http://preadmet.bmdrc.kr/adme/. Struktur kimia dari senyawa digambarkan atau diunggah dengan format
Mol file (*.mol). Program ini secara otomatis menghitung nilai prediksi dari parameter-parameter yang dipilih,
meliputi permeabilitas sel Human colon adenocarcinoma (Caco-2), Human Intestinal Absorption (HIA), Plasma
Protein Binding, mutagenic, dan karsinogenik.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Protein dan Ligan

Pada penelitian ini, digunakan reseptor protein hCHIT1 (Gambar 1). Penelitian sebelumnya telah menguji
aktivitas anti-asma dari senyawa native ligand menggunakan reseptor tersebut yang memiliki potensi inhibisi
yang sangat baik. Parameter potensi inhibisi tersebut dilihat dari nilai 1Cso antara native ligand dan reseptor
CHIT1 dimana nilainya 150 Kkali lebih besar dan selektif terhadap CHIT1 dibandingkan senyawa uji lainnya
yaitu Wyeth 1, Bisdionin F, allosamidin, argadin, dan argifin (Mazur et al., 2018). Maka dari itu senyawa native
ligand ini dijadikan sebagai pembanding.
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Gambar 1. Reseptor chitotriosidase-1 (hCHIT1).

Kipas laut (G. mariae) memiliki 7 komponen senyawa uji yang digunakan untuk persiapan ligan, dimana
terdiri dari kelompok kolesterol (kolesterol, 24-metil Kkolesterol, 24-metil-22-dehidrokolesterol), kelompok
gorgosterol (gorgosterol, 23-demetil gorgosterol), dan kelompok kolestanol (4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol
dan 4,24-dimetil kolestanol) yang dioptimasi menggunakan MM2 pada Chem3D Pro 12.0 dan dipreparasi
dengan AutoDock Tools 4.2 untuk penambahan muatan total Gasteiger serta hidrogen merge non-polar.

Minimalisasi energi bertujuan untuk meminimalkan efek sterik dari suatu senyawa sehingga konformasi
tiga dimensi senyawa tersebut menjadi stabil yang mirip atau dekat dengan ikatan senyawa dan reseptor
sebenarnya dalam tubuh manusia. Proses minimalisasi energi dilakukan agar hasil docking tetap berada pada
active site ketika berikatan. Active site reseptor dipilih berdasarkan residu asam amino yang mempengaruhi
fungsi atau aktivitas (Cuzzolin et al., 2015). Semakin besar nilai torsi dari suatu ligan, maka semakin lama pula
ligan melakukan proses docking. Perbedaan waktu docking yang berbeda tersebut dikarenakan berat molekul
dari masing-masing ligan.

Validasi Metode

Analisis yang digunakan untuk mengevaluasi hasil validasi yaitu dengan melihat nilai RMSD dan letak
pengikatan. Parameter yang digunakan dianggap valid, jika nilai RMSD yang diperoleh < 2,00 A, artinya posisi
ligan uji setelah disuperimpose akan semakin mirip dengan native ligand begitu juga pada jarak ikatan dengan
reseptor yang semakin dekat sebanding dengan semakin kecilnya nilai RMSD. Selain itu, hal ini juga
dipengaruhi oleh resolusi protein dan pemodelan reseptor yang digunakan (Puspaningtyas, 2013). Pada
penelitian ini didapatkan nilai RMSD sebesar 0,627 A, ini menunjukkan bahwa paramater uji memenuhi syarat
untuk simulasi docking.

Gambar 2. Persiapan protein dengan Autodock4.
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Interaksi Docking Komponen Uji dan Visualisasi

Dalam penelitian ini, 7 senyawa yang terkandung pada G. Marie dan native ligand ditambatkan atau di-
docking dengan reseptor chitotriosidase-1 menggunakan software Autodock Tools 4.2 pada dimensi grid box
40x40x40. Hasil yang didapatkan adalah interaksi komponen senyawa uji dengan residu asam amino yang
menunjukkan pengikatan ke sisi aktif reseptor hCHIT1 tersebut. Selain itu, diperoleh ikatan energi bebas (AG)
dan konstanta inhibisi (Ki), yang dapat dilihat pada Tabel 1.

Nilai Ki menunjukkan kemampuan hambatan dari suatu senyawa terhadap reseptornya, dimana semakin
kecil nilainya maka semakin kuat kekuatan hambatannya (Umamaheswari et al., 2013). Nilai Ki yang dapat
dilihat pada Tabel 2 menunjukkan ada 4 ligan uji yang dapat berpotensi sebagai obat asma dengan urutan dari
potensi yang paling baik adalah 4,24-dimetil kolestanol > 24-metil-22-dehidrokolesterol > 23-demetil
gorgosterol > 4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol dengan nilai Ki masing-masing 0,809, 0,864, 1,74, dan 1,89.
Jika dibandingkan dengan native ligand, senyawa 4,24-dimetil kolestanol dan 24-metil-22-dehidrokolesterol
memiliki potensi hambatan yang lebih baik pada reseptor hCHIT1.

Tabel 1. Docking motive pada native ligand dan senyawa uji.
Interaksi dengan Residu Asam Amino
Senyawa . Van der Waals
Ikatan hidrogen (hidrofobik)
213-ASP;
58-PHE;
269-ARG;
212-TYR; 208-ASN -

Native ligand 27-TYR 27, ) 1,60 -12,00
140-GLU 297-GLU ;

295-THR,;
301-LEU;
302-ALA
98-GLY;
138-ASP;
58-PHE;
297-GLU; 140-GLU;
Kolesterol 295-THR 213-ASP;
31-TRP;
362-LEU;
35-ARG
213-ASP;
140-GLU;
. 98-GLY;
24-metil kolesterol 297-GLU 138-ASP: 48,26 -9,98
35-ARG;
295-THR
213-ASP;
297-GLU;
140-GLU;
98-GLY;
- 138-ASP; 0,86434 -12,36
295-THR;
35-ARG;
31-TRP;
302-ALA

Ki (AG)
(nM) (Kkal/mol)

3,01 -11,62

24-metil-22-
dehidrokolesterol
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Tabel 1. Docking motive pada native ligand. (Lanjutan)
Interaksi dengan Residu Asam Amino
Senyawa . Van der Waals
Ikatan hidrogen (hidrofobik)
31-TRP;
35-ARG;
297-GLU;
Gorgosterol 295-THR 213-ASP: 68,43 -9,77
138-ASP;
140-GLU
213-ASP;
140-GLU;
98-GLY;
23-demetil gorgosterol 35-ARG 138-ASP; 1,74 -11,95
31-TRP;
295-THR;
297-GLU
98-GLY;
213-ASP;
138-ASP;
58-PHE;
140-GLU 210-MET; 1,89 -11,90
31-TRP;
35-ARG;
295-THR;
297-GLU
27-TYR;
143-ALA,;
210-MET;
212-TYR;
N 140-GLU; 213-ASP;
4,24-dimetil kolestanol 138-ASP 98-GLY: 0,80987 -12,40
58-PHE;
295-THR;
35-ARG;
297-GLU

Ki (AG)
(nM) (kkal/mol)

4 24-dimetil-22-
dehidrokolestanol

Nilai AG menunjukkan besarnya energi yang dilepaskan oleh suatu senyawa untuk berinteraksi atau
membentuk ikatan dengan reseptornya. Semakin kecil bilangannya atau semakin besar minusnya menandakan
semakin banyak energi yang digunakan untuk membentuk ikatan sehingga ikatannya semakin kuat
(Umamaheswari et al., 2013). Berdasarkan nilai AG, senyawa yang memiliki ikatan yang kuat adalah
4,24-dimetil kolestanol > 24-metil-22-dehidrokolesterol > 23-dimetil gorgosterol > 4,24-dimetil-22-
dehidrokolestanol dengan nilai AG masing-masing -12,40, -12,36, -11,95, dan -11,90. Jika dibandingkan dengan
nilai AG native ligand, senyawa 4,24-dimetil kolestanol dan 24-metil-22-dehidrokolesterol memiliki ikatan yang
lebih baik pada reseptor hCHIT1. Sehingga dapat dikatakan bahwa senyawa 4,24-dimetil kolestanol dan
24-metil-22-dehidrokolesterol memiliki aktivitas anti-asma yang lebih potent dibandingkan native ligand.
Berikut interaksi residu asam amino dengan ikatan hidrogen maupun Van der Waals pada senyawa 4,24-dimetil
kolestanol, 24-metil-22-dehidrokolesterol, dan native ligand yang ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Visualisasi hasil docking 4,24-dimetil kolestanol 2D (a) dan 3D (b); 24-metil-22-dehidrokolesterol
2D (c) dan 3D (d); native ligand 2D (e) dan 3D (f).

Pada Tabel 2 dapat dilihat bahwa struktur komponen utama sterol dari Kipas laut sangat berbeda signifikan
dengan native ligand. Walaupun struktur kimianya berbeda, tetapi memiliki interaksi residu asam amino target
yang sama dengan membentuk ikatan hidrogen pada asam amino 140-GLU. Senyawa uji yang membentuk
ikatan tersebut adalah 4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol dan 4,24-dimetil kolestanol.
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Tabel 2. Rumus molekul dan struktur ligan alami dan senyawa uji.

Senyawa Rumus Molekul Struktur

Native ligand C19H290BrNe | y

Kolesterol C27H460
24-metil kolesterol CogHag0
24-metil-22-dehidrokolesterol CagH470
Gorgosterol CsoHs00
23-demetil gorgosterol CagHag0
4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol CagHs00
4.24-dimetil kolestanol C29H520
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Selain itu, ikatan Van der Waals antara senyawa uji dan native ligand terhadap reseptor itu juga terjadi pada
residu asam amino yang sama. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa agar suatu senyawa memiliki daya
inhibisi terhadap reseptor hCHITL1 tersebut, maka perlu membentuk ikatan baik hidrogen ataupun Van der Waals
pada residu asam amino 140-GLU, 213-ASP, 58-PHE, 297-GLU, 295-THR, 302-ALA. Diantara residu asam
amino tersebut, 213-ASP merupakan residu asam amino yang paling crusial dalam aktivitas inhibisi hCHIT1
(Mazur et al., 2018).

Prediksi Kelarutan Dan Permeabilitas Dengan Kaidah Lipinski

Kelarutan dan permeabilitas dari suatu senyawa berperan penting dalam mempertimbangankan
pengembangan obat lebih lanjut. Hal ini dilakukan untuk mencegah kegagalan dari suatu obat yang disebabkan
oleh rendahnya absorpsi atau permeasi (Nursamsiar et al., 2016). Berdasarkan kaidah Lipinski dalam
pengembangan dan penemuan suatu kandidat bahan obat yang digunakan secara oral, maka harus memenuhi
lima syarat yang dikenal dengan “Rule of Five” meliputi berat molekul tidak lebih dari 500 dalton, memiliki
lipofilisitas yang tinggi (dinyatakan dengan log P tidak lebih dari 5), donor ikatan hidrogen tidak lebih dari 5,
akseptor ikatan hidrogen tidak lebih dari 10 serta refraktivitas molar harus diantara 40 — 130 (Lipinski, 2004)
dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil screening senyawa berdasarkan Lipinski Rule of Five.

Senyawa BM Log P Donor Akseptor Refraktivitas Ket.
Hidrogen Hidrogen Molar
Native ligand 391 0,071 0 6 89,551 Memenuhi
Kolesterol 386 7,389 1 1 119,053 Tidak
memenuhi
24-metil kolesterol 400 7,635 1 1 123,599 Tidak
memenuhi
24-metil-22- 398 7,411 1 1 123,506 Tidak
dehidrokolesterol memenuhi
Gorgosterol 426 7,881 1 1 130,580 Tidak
memenuhi
23-demetil gorgosterol 412 7,491 1 1 125,963 Tidak
memenuhi
4,24-dimetil-22- 412 7,658 1 1 128,075 Tidak
dehidrokolestanol memenuhi
4,24-dimetil 416 7,962 1 1 128,193 Tidak
kolestanol memenuhi

Bobot molekul yang melebihi 500 dalton akan sulit berpenetrasi melewati membran baik pada kulit ataupun
pencernaan (Bos and Meinardi, 2000). Berdasarkan Tabel 3 dapat dilihat bahwa semua ligan uji memenuhi
syarat batas berat molekul. Namun, agar dapat digunakan secara oral, obat sebaiknya memiliki nilai log P lebih
dari 1 dan kurang dari 5 (Gao et al., 2017). Sehingga dapat dikatakan bahwa semua ligan uji tidak cocok
diberikan atau perlu modifikasi untuk penggunaan secara oral. Nilai log P yang lebih dari 5 juga berpotensi
untuk memberi efek toksik karena kelarutan yang rendah dalam air sehingga sulit diekskresikan dan akan
terakumulasi, mudah mengikat target yang bersifat hidrofobik dibandingkan dengan target yang seharusnya, dan
sulit untuk dimetabolisme (Gao et al., 2017; Hongmao, 2016).

Nilai log P berkaitan dengan lipofilisitas suatu senyawa (Rachmania et al., 2015), dimana keberadaan
subtituen donor elektron menjadi sangat penting. Log P (logaritma koefisien partisi) dari suatu senyawa dapat
dipengaruhi oleh panjangnya rantai karbon, jumlah subtituen alkil (-CHs) dan subtituen lone pairs (-OH)
(Czyrski and Kupczyk, 2013). Seperti yang kita ketahui bahwa senyawa sterol termasuk dalam golongan lipid
yang memiliki rantai karbon alifatik dan/atau aromatik sehingga cenderung bersifat lebih non-polar atau
lipofilik.

Pre-ADMET

Dalam pengembangan suatu obat baru harus mempelajari aspek absorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi,
dan toksisitasnya sebelum dilakukan uji klinik. Parameter yang dapat diprediksikan melalui in silico meliputi
sifat farmakokinetik dan prediksi toksisitas. Parameter sifat farmakokinetik terdiri dari absorbsi [human
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intestinal absorbtion (HIA) dan Caco-2] dan distribusi (pengikatan protein plasma/PPB), sedangkan untuk
toksisitas melalui prediksi sifat mutagenik dan karsinogenik.

HIA merupakan persentasi obat yang terabsorpsi dari rasio ekskresi atau ekskresi kumulatif pada urin,
empedu, dan feses. Sedangkan Caco-2 banyak sekali digunakan sebagai model in-vitro dalam memprediksi
absorpsi obat pada manusia melalui barier sel epitelial usus (O’Hagan and Kell, 2015). Parameter distribusi
menggunakan parameter PPB karena berkaitan erat dengan kemampuan disposisi obat dalam memberikan efek
(Megantara et al., 2018). Hasil pre-ADMET dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil prediksi Pre-ADMET.

Senyawa Absorpsi Distribusi Mutagenik Karsinogenik
HIA Caco-2 PPB
(%) (nm sec?) (%)
Native ligand 92,016 30,359 100 + +
Kolesterol 100 51,013 100 - -
24-metil kolesterol 100 51,404 100 - -
24-metil-22- 100 51,360 100 - +
dehidrokolesterol
Gorgosterol 100 50,894 100 - +
23-demetil gorgosterol 100 50,925 100 - -
4,24-dimetil-22- 100 27,534 100 - -
dehidrokolestanol
4,24-dimetil kolestanol 100 27,632 100 + +

Rentang nilai % HIA yang sangat baik adalah 70 — 100%. Dapat dilihat pada Tabel 4 bahwa semua ligan uji
menunjukkan absorbsi yang sangat baik melalui usus. Pada parameter Caco-2 menunjukkan obat memiliki
permeabilitas yang sedang (40 — 70 nm sec) melalui barier antar sel epitelial usus (Nursamsiar et al., 2016).
Sedangkan pada parameter distribusi diprediksikan berdasarkan nilai pengikatan protein plasma dan terlihat
bahwa semua ligan uji 100% berdifusi menembus membran plasma dan berinteraksi dengan protein plasma
(Nursamsiar et al., 2016). Hasil uji toksisitas menunjukkan native ligand dan senyawa 4,24-dimetil kolestanol
bersifat mutagenik. Sedangkan senyawa yang berpotensi bersifat karsinogenik adalah native ligand, 24-metil-22-
dehidrokolesterol, gorgosterol, dan 4,24-dimetil kolestanol.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil virtual screening menggunakan pendekatan kimia komputasi dengan metode in-silico
pada 7 komponen senyawa kipas laut (G. mariae) menunjukkan bahwa aktivitas anti-asma yang paling potensial
terdapat pada senyawa 4,24-dimetil kolestanol > 24-metil-22-dehidrokolesterol > 23-demetil gorgosterol > 4,24-
dimetil-22-dehidrokolestanol dengan nilai konstanta inhibisi dan ikatan energi bebas (Ki, AG) masing-masing
adalah (0,809; -12,40), (0,864; -12,36), (1,74; -11,95), dan (1,89; -11,90). Terkait Lipinski’s rule of Five berupa
nilai refraktivitas molar, bobot molekul, donor, dan akseptor hidrogen pada semua ligan uji memenuhi
persyaratan, kecuali pada nilai log P. Semua ligan uji memiliki nilai log P lebih dari 5 sehingga perlu perhatian
lebih pada kelarutan dan toksisitasnya. Untuk evaluasi distribusi berdasarkan nilai dari pengikatan protein
plasma, diprediksikan bahwa semua ligan uji dapat berdifusi menembus membran plasma dan berinteraksi sesuai
target farmakologinya. Jika dilihat dari semua parameter uji termasuk toksisitasnya, senyawa 23-demetil
gorgosterol dan 4,24-dimetil-22-dehidrokolestanol yang paling berpotensi sebagai anti-asma.
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