BAB 4
METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini termasuk ke dalam jenis eksperimental laboratoris in silico,

yaitu menggunakan komputer dengan perangkat lunak atau aplikasi Avogadro,
pkCSM online tool, Autodock, Protein.plus web server, pada turunan asam salisilat
yaitu senyawa turunan asam 5-bromo-O-benzoil salisilat(3) (3,4-Clz; 4-CFs; 4-NOx;
3-Br; 4F-3CFs) sasaran obatnya ialah enzim siklooksigenase-2 (COX-2) serta
protein kode PDB 3LN1 (celecoxib).

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Tempat dilaksanakannya penelitian ini yaitu Laboratorium Kimia Terpadu

Fakultas llmu Kesehatan Universitas Muhammadiyah Malang dengan jangka
waktu penelitian kurang lebih 4 bulan.

4.3 VVariabel Penelitian

4.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebasnya ialah menggunakan struktur Kimia (2D serta 3D) dari lima

senyawa turunan asam 5-bromo-O-benzoail salisilat (3) (3,4-Clz; 4-CFs; 4-NO2; 4-
Br; 4F-3CFs) sasaran obatnya ialah enzim COX-2 dan struktur protein 3LN1
(celecoxib) yang kompleks dengan senyawa induknya.

4.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat di penilitian ini menggunakan energi ikatan hidrofobik dan

interaksi hidrofobik, energi hidrogen, BM (berat molekul), Log P (logaritma
koefisien partisi oktanol / air), nilai RMSD, HBD ( Hydrogen bond donors), HBA
(Hydrogen bonds acceptors), dan berupa data prediksi sifat farmakokinetika
diantaranya yaitu data absorbs (CaCo permeability, skin permeability, dan human
intestinal absorption), distribusi (BBB, CNS permeability, dan VDss), metabolisme
(inhibitor dan CYP2D6 substrate), dan ekskresi (total clearance dan renal OCT2
substrate).
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4.4 Bahan Penelitian

4.4.1 Senyawa Turunan Asam 5-bromo-O-benzoil salisilat(3)
Tabel 1V. 1 Daftar senyawa turunan Asam 5-bromo-O-benzoil salisilat(3)

NG Bahan Baku Reaksi Hasil

Bahan 1 Bahan 2

Asam-5-bromo-O-(Benzoil klorida)-
1. Benzoil klorida salisilat

Asam-5-bromo-0O-(3,4-diklorobenzoil)

2. 3,4-diklorobenzoil salisilat
4- Asam-5-bromo-O-(4-
3. Asam5- - trifluorometilbenzoil trifluorometilbenzoil)- salisilat
bromo
salisilat Asam-5-bromo-O-(4-nitrobenzoil)
4, 4-nitrobenzoil salisilat

Asam-5-bromo-0-(4-bromobenzoil)

b. 4-bromobenzoil salisilat
4-fluoro-3- Asam-5-bromo-O-(4-fluoro-3-
6. trifluorometilbenzoil trifluorometilbenzoil)-salisilat

4.4.2 Protein Target
Pada penelitian ini, protein yang menjadi sasaran atau reseptor digunakan

untuk melakukan uji molecular docking, memanfaatkan software Autodock. Protein
yang menjadi sasaran yakni enzim COX-2, kode proteinnya pada Protein Database
(PDB) ialah 3LN1.

4.5 Alat Penelitian

4.5.1 Perangkat Keras
Perangkat keras yang dipakai yakni menggunakan Hp Lenovo Laptop V14-

ADA tipe 82C6 dengan processor AMD 3020e with Radeon Graphics 1.20 GHz;
Operating System : Windows 10 Home Single Language 64-bit; Memory 4GB RAM
4.5.2 Perangkat Lunak

Perangkat lunak yang dipakai, yaitu :
1) Marvin Sketch 20.11
2) Avogadro seri 1.0.1



3) XTB
4) Autodock PyRx seri 0.8
5) Biovia Discovery Studio 2021

4.5.3 Database
Database yang dipakai, yakni :

1) Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org)
2) SMILES Online Translator
3) pkCSM Online Tool (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction)

4) Protein plus (https://proteins.plus/)
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4.6 Kerangka Operasional Penelitian
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Membuat rancangan struktur turunan asam 5-bromo-O-benzoil salisilat
(3) (3,4-Clz; 4-CFs3; 4-NO2; 3-Br; 4F-3CFs) dengan menggunakan

pendekatan metode Topliss

Melakukan pengecekan ketersediaan benzoil klorida yang telah

dimodifikasi cincin aromatiknya pada Sigma Aldrich

A4

Melakuan prediksi afinitas
antara ligan dengan reseptor

dari senyawa

\4

Melakuakan docking pada
senyawa dengan

menggunakan Autodock

}

Melakukan visualisasi struktur
2D dan 3D dan melakukan
identifikasi ikatan antara ligan
dengan reseptor dengan

menggunakan Protein Plus

\4

Melakuan prediksi profil
farmakokinetik dan toksisitas
(ADMET)

Menetukan ADMET dengan
menggunakan pkCSM web

server

Menentukan sifat fisikokimia
dan toksisitas dari 5 senyawa

turunan asam salisilat

A

y

Melakukan interpretasi dan

analisis data yang diperoleh

Gambar 4. 1 Kerangka operasional penelitian
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4.7 Prosedur Penelitian

4.7.1 Preparasi Senyawa dan Protein Target
Dipilih lima senyawa turunan dari asam 5-bromo-O-salisilat (3) yang

dilakukan menurut metode Topliss dengan mensubstitusi secara selektif perubahan
struktur pada cincin aromatic senyawa. Selanjutnya, mengecek ketersediaan
struktur berasal dari bahan baku yang dibentuk yaitu benzoil klorida dengan
menggunakan situs Sigma-Aldrich. Kemudian, selanjutnya menemukan target
protein yang cocok dengan menggunakan situs PDB (Protein Data Bank) dan ligan
yang diunduh wajib kompleks. Pada preparasi senyawa yang nantinya dilakukan
pengujian menggunakan Autodock memerlukan gambar senyawa turunan kimia
berupa struktur kimia 2D dan 3D, gambar struktur kimia 2D diperoleh dari
perangkat lunak yaitu marvin sketch 20.11 serta gambar dari struktur kimia 3D
diperoleh dari perangkat lunak yaitu Avogadro software. Dibawah ini adalah

penjelasan terkait dengan tahapan-tahapannya :

Pada penelitian ini pemilihan ligan sudah mengikuti metode Topliss, namun
untuk pemilihan substituent pada penelitian ini dilakukan secara acak dengan
memperhatikan sifat lipofilik dan elektronik untuk mengetahui pengaruhnya
terhadap aktivitas biologis. Selain itu pada pemilihan substtituen pada penelitian ini
juga dengan mempertimbangkan ketersediaan - bahan awal di industry atau

berdasarkan Sigma Aldrich.
a. Marvin Sketch 23.11

1. Melaksanakan modifikasi cincin aromatic dari struktur benzoil klorida,
menggunakan metode Topliss.
2. Kemudian, mengecek kesediaan struktur benzoil klorida yang telah dilakukan

modifikasinya pada cincin aromatisnya lewat akses ke situs Sigma Aldrich.
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¥  Omerloocksp = QuickOrder & Cort [0

Structure Search

BEOC X006 %08

BOoOOOQ

Search Type ‘Search Options

(@) Substructure O Bract O Similarity () steren

Gambar 4. 2 Langkah kerja Marvin Sketch yang kedua

Menggunakan Marvin Sketch kemudian melukiskan struktur dan dilengkapi

dengan sejumlah unsur yang sekiranya perlu, seperti —Cl,-Br,-O, dan lain-lain.

+ ManinSketch 20,11

- & ®
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Gambar 4. 3 Langkah Kerja daro Marvin Sketch yang ketiga

Setelah menggambar struktur senyawa lalu di save dengan menggunakan format
*.sdf.
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[ advarces
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Gambar 4. 4 Langkah dari Marvin Sketch yang keempat
Avogadro Software
File struktur kimia 2D dari marvin sketch yang sudah disimpan dengan format

.sdf.” dimasukkan ke dalam perangkat lunak Avogadro software untuk

mengubahnya menjadi struktur kimia 3D.

L

Messages

Gambar 4. 5 Mengubah struktur dari 2D menjadi 3D

Saat struktur telah muncul di display, selanjutnya lakukan save as pada folder

XTB/bin dengan menggungakan format *.xyz
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Gambar 4. 6 Penyimpanan file dengan format *.xyz

c. Optimize energy pada senyawa

1. Langkah selanjutnya adalah buka Command Prompt pada laptop

o C d Pl - [m] x

Gambar 4. 7 Langkah pertama dari tahap optimize energy

2. Pada halaman Command Prompt ketikkan Cd /d :C - enter, cd.. = enter,
cd.. = enter, xtb/bin = enter, xtb namafile.xyz —ohess - enter. Kemudian

tunggu sistem selesai melakukan calculating
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3. Setelah proses docking selesai, pada folder XTB akan muncul file dengan
nama xtbopt.xyz lalu lakukan save as pada Avogadro dengan format *pdb.

c. Protein Data Bank (PDB)
1. Menemukan macromolekul yang memuat ligan-protein yang berasal dari

sasaran obat golongan analgesik dapat diakses melalui

(https://www.rcsb.org).

M Structure Search | No results for X RCSE PDB: Homepage x & vi = o X

alyze » Download » Leam ~ About v Documentation » Careers COVID-19

B 212,599 Structures from the PDB
~ 3D Structures @ Enter se

SROTEIN DATA BANK E 1,068,577 Computed Structure
T SPDEB fonccox SNAKB (G2 ©PDB-Dev

RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in November Molecule of the Month

science and education by providing access and tools for exploration

visualization, and analysis of .

#» Deposit [ Exporimentaly-dotermined 3D structuros from the Protein Data

Bank (PDB) archive

Q Search ® Computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

4l Visualize These data can be explored in context of external annotations providing
a structural view of biology.

i Analyze [
e ss~aa —

Gambar 4. 9 Tampilan halaman u

as

Da;a Bank
2. Kemudian, menuliskan kode macromolekul pada kotak pencarian berdasarkan

dari literature jurnal (contohnya :3LN1), lalu klik tombol search.

M Structure Search | No results for X RCSE PDB: Homepage x| & vi = o X

RCSBPDB  Deposit - 2 Download ~ Leam v About v Documentation » Careers COVID-19
B 212,599 Structures from the PDB
FPROTEIN DATA BANK E 1,068,577 Computed Structure

Models (CSM)

SPDB #onuiax: §NAKB [§iece

\ avallab
RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) enables breakthroughs in November Molecule of the Month

science and education by providing access and tools for exploration
visualization, and analysis of

#» Deposit [ Exporimentaly-determined 3D structures from the Protein Data
Bank (PDB) archive
Q Search a Computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and

ModelArchive

4l Visualize These data can be explored in context of external annotations providing
a structural view of biology.

i Analyze [
e ss~a —

Gambar 4. 10 Proses pencarian protein target sesuai dengan literatur

3. Setelah keluar hasil, selanjutnya memastikan protein target telah sesuai dengan

senyawa obat.


https://www.rcsb.org/
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B 3LN1

Structure of celecoxib bound at the COX-2 active site

PDB DOI

Expression System:
Mutation(s): No @

Deposited: 2010-02-01 Released: 2010-10-27
Deposition Author(s):
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i
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Gambar 4. 11 Tampilan setelah protein selesai dicari
4. Kemudian klik download dan pilih format *.pdb.

4.7.2 Prediksi Afinitas Ligan-Reseptor

4.7.2.1 Pemisahan Ligan dengan Reseptor
a. Pemilihan Ligan
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1. Langkah pertama vyaitu membuka filee PDB yang sudah diperoleh,

menggunakan Discovery Studio (terlihat gambar 3D).

[Sinloton [ S PRVTESH promacophors| Sl Holecues | Xrav | v Toos |

%0splay Style... ¥ Norbord Interactons.,

Defne and Edit Binding Ste

Enable Addrtional Features

Gambar 4. 12 Tampilan setelah membuka file protein yang telah diunduh

2. Klik menu view, lalu pilih “Hierarcy” untuk memilih unsur ligan yang

tersedia.
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beri numa “LIGAN™

Gambar 4. 14 Tampilan setelah pemilihan ligan yang sesuai

3. Kemudian pilih opsi file , untuk selanjutnya pilih “Save As”, guna menyimpan

ligan dengan diberi nama “LIGAN’” dalam bentuk *pdb.

| Esavens

Ensble Additions| Festures

Gambar 4. 15 Proses penyimpanan ligan setelah pemisahan
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b. Pemilihan Protein Target

1. Langkah pertama, yaitu membuka file PDB yang telah didownload,
menggunakan Discovery Studio (terlihat gambar 3D).

[ Discovery Studio Visualizes

vi Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help
[ Hacomocuies | Suaton [T P PR TP pacmacophores Sl Holecues oo My Tk
-Bed ol ~ | Nombond Interactons... ~

n
0w

Enable Addrtional Features

Gambar 4. 16 Tampilan setelah membuka file protein yang telah diunduh

2. Klik opsi view, lalu pilih “Hierarcy’” dan memilih unsur ligan yang ada.

Gambar 4. 17 Langkah kedua dari proses pemisahan protein

[ Discovery Studi

File Edit | ture Sequence Chat S

- o x
st ce Chat Scrpts Tooks Window  Help
| Macromolecules | Sinulation Lt Lo (] Pharmacophores | Smal Molecules | X-ray | My Tooks
Ghew ~ B B H sy Sty T Nan-bond Interactions... v

Oafine the receptor and Igand,
Defne A

Step through igands.
Fr + 2
Display receptor-dgand intersctions.

Lgand Interactions

Enable Additionsl Festures

18 Tampilan setelah memilih protein yang sesuai
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3. Kemudian pilih opsi file, selanjutnya klik “Save As” guna menyimpan ligan
dengan diberi nama “PROTEIN” dalam bentuk *pdb.

| B savess X

- @ o

BDObjects A Name
B Dasitop

File name: | celeco
Sdve as type: | Protein Data Bank Files

 Hide Folders

ore Pocket Atems
‘Shou recentor-gand interactions on & 2D
dagram.

Show 20 Disgrem
[Define and it Bnding Site

Ensble Additionsl Festures

Gambar 4. 19 Proses penyimpanan protein setelah selesai

4.7.2.2 Preparasi Protein Target dan Ligan
1. Langkah pertama, yaitu membuka aplikasi Autodock PyRx

A s ey T a8 =
T
YR Tw &

s
b e R ]

]
Vommard 8 i L e . I * =
T e

o o o o e PO S o B Lo i

e L DTl

S ——

ke Fal Y e

Gambar 4. 20 Halaman utama aplikasi Autodock PyRx

2. Pilih menu edit pada bagian pojok kiri atas, lalu klik “Preferences”.
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Gambar 4. 21 Langkah kedua dari tahap preparasi ligan dan protein

3. Setelah muncul tampilan menu “Preferences”, lalu ubah pada bagian

“workspace” dan tekan opsi “browse”, kemudian tentukan file lokasi tempat

menyimpan hasil dari molecular docking.

Fie Edt View Help
thdal BRI
Navigatar

| W Molecules % AutDock | ATVIK | PeMayad v || @30Scene [ DPots | IjDocments | Tables

PENNVZZ® 8+ ke

AutaDock Preferences.

Autodock: [CHProgram Fies (xB) The Scrpps Research Instute

Vina: |E\5iTosbab 4lvna
Warksmace: [E:ioking
@ = Avedabie CPUS: |2
| Vioa Wazard | 9 AutodockWizmd | ¢ Compael | Ppytnshel |
¥ sartree X, seectokaes A [ Ay Reas
This wizard vl guide: you trough setting up and runring AutoDodk Vine.

ERROR: 150 vina binary s avaiable. Flease ratal Vina and set the path using Edt -> Preferences....

Chustar (Portable Batch System) (O Remote (Opal vieb Services)

Autogrid: |C-Program Fies. (x88) The Scrpps Research Inssiute))

{

Gambar 4. 22 Langkah ketiga dari tahap preparasi ligan dan protein

4. Di bagian Molecular, klik kanan lalu pilih “Load Molecule” dam pilih file

“Protein”’ yang sudah disimpan dengan format *pdb. pada saat pemisahan.
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Gambar 4. 23 Langkah keempat dari tahap preparasi ligan dan protein

File Edit_Niew Help
@) Choose afile
€ 3 - 4 [« NewVoum. 5 deking » v o
Organize = New folder
I Desktop A Hame
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@ Network.
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Fie neme | proten | | All Supported Files ( pab,"pelt 1
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Local fusing E: Skriosi\bab S\vina) | Custer (Portabie Batch Systes) (O Remote (Opal Web Services)
Cick o Start button to begin —> st

Gambar 4. 24 Pemilihan file protein yang sudah disimpan

5. Selanjutnya, klik kanan pada protein yang telah tampak pada layar, dan klik
“Autodock” lalu klik opsi “make macromolecules”. Maka dengan sendirinya
akan tersimpan ke bentuk format *.pdbqt. dengan demikian preparasi protein
target telah berakhir.

@ Py - Virtusl Screening Tool

- o x
File Edt View Help
il NI
avgator o B
| Wtiolecules | % auvtoDock | IATVIX | ) Mayawi v || 0scenc | R ok | Gosaments | | |Tables
@ [ & pgten e IEFNFFZF® B &5 HdS
Dpioy g —

Save as PDB

Canivas

8
| Vina Wizard | % AuaDockWaard | % Opengabel | ¥ Pythonshel | ighlogger | |

U sttt X, SelectMolenues Runvins [ Anslyes Resdts
theough

evsistie. the path

Vina Execution Mode
Local (using E:\Shriosi'bab Shvina) | Custer (Portable Batch System) (O Remote (Dpal Web Services)
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Read protein - 1 chainls) - 4474 atoms

Gambar 4. 25 Langkah setelah memuat protein
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6. Di bagian Molecular, klik kanan lalu pilih “Load Molecule” dam klik file

“Ligan” yang sudah disimpan dengan format *pdb. pada saat pemisahan.

L .
File Edil View Help
i @ Choose a file

4[]« Newvolum.. » doking » v o

Organize = New folder

T PC
B 30 Objects ete
B Desktop Ligands

protein

T

File name: | celeco | anSupparted Files (" pelb," pat

ERRORL 1 vina binary s avalabie. Flease rstal Vs snd set the path using Edit -> Preferences....

Vina Execuson Mode
Local fusing E: 5k Claster (Portable Batch Syster)  (O)Remote (Opal Web Services)

Cick an Start buttan to begn —> st

Read protein - 1 chainfs) - 4474 atoms

Gambar 4. 26 Pemilihan file protein yang sudah disimpan

7. Selanjutnya, klik kanan pada protein yang sudah muncul pada layar, dan pilih
“Autodock” lalu klik “make ligand”. Maka dengan sendirinya akan tersimpan
ke bentuk *.pdbgt. dengan demikian preparasi protein target telah berakhir.

@) Py - Virtus!Screening Tocl - o x
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Gambar 4. 27 Langkah setela memuat ligan

4.7.2.3 Validasi Metode Docking
Ketika dimulainya penelitian, validasi metode dilakukan docking antara

celecoxib dengan reseptor yang disiapkan memakai Autodock. Hal ini dimaksudkan
untuk mengikat kembali ligan standar yang telah dipisahkan dari protein 3LN1 yang
biasa dikenal dengan re-docking. Metode akan dianggap valid jika didapat besaran

RMSD < 2A. Validasi metode pengikatan ini harus dijalankan guna menjamin
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bahwa metode tersebut bisa digunakan dalam mengikat senyawa uji dengan protein
target. Berikut ini merupakan langkah-langkah validasi metode docking :

1. Buka software PyRx / Autodock dan pilih Autodock Wizard.

LR T r—

- a x
File Edit View Help
hd BRI
Havigamr a [vew ol
| W Moecies | % AwtoDock | ATV | Jrhayen = || @ 30scene (@ @Pon | Sooaments || Tabhes |
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il leilclie el I TR

F celecopdvat

B Macromolecules
w B protein

U starthere K SelectMoleades @ RunAuteGrd % Run Aukpock [ Anslyee Results

Use Control and Shft buttons to select mutple igands.

Mo ligand selected. | No maqromoleae slected.

[ [T P p—

Welcome 1o PyR - Virtual Screening Tool

Gambar 4. 28 Langkah pertama validasi docking

2. Langkah kedua, tekan “select molecular”, lalu tekan “Ligan” dan ‘Protein”
uang telah dengan format *.pdbaqt.
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Welcome to Py - Virtual Screening Tool

Gambar 4. 29 Langkah kedua validasi docking

Back Ferwerd

3. Untuk memastikan Autodock panel sudah memuat “ligan” dan “protein”

(Ligan selected dan Macromolecule Selected). Langkah selanjutnya, klik
“forward” yang terletak di sudut kanan bawah
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Gambar 4. 30 Langkah ketiga validasi docking
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4. Maka pada halaman tampilan akan muncul hasil 3D scene kotak Grid Box

[y

v || B3 Scene | [0 DPels | Hosaments | Tables
@ O] @ promn

= o BEVFEES 8 & e
@ B oo

|——

[ Wnawewd | AutoDockWizard & GpenSabel | # Pyhonshel | Lowos

[ T T e pe— - p——

oy Bemene: Ao s

A G e :34.9253 ¥: 2890 72 8.5
o Tamber ot %0 V%0 550
=

el Autocrd

Click Farward to Run AutoGrid for pretein,

Gambar 4. 31 Langkah keempat validasi docking

5. Kemudian, untuk mengatur Grid box agar terletak ditengah ligan dan jumlah

angkanya disamakan dengan “Number of Point in xyz-dimension”
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Gambar 4. 32 Langkah kelima validasi docking
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6. Setelah itu, pilih Run AutoGrid dan tunggu molecular docking berjalan hingga
berakhir
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Gambar 4. 33 Langkah ke-enam validasi docking

7. Sesudah molecular docking selesai, pilih Run Autodock, dan tunggu hingga

hasil molecular docking telah selesai
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Gambar 4. 34 Langkah ke-tujuh validasi docking

8. Langkah berikutnya, untuk melihat besaran dari RMSD, yakni meng-klik ikon
“structure”, kemudian tekan RMSD All atoms. Validasi pada proses docking
akan dianggap valid atau memenuhi persyaratan jika pada nilai RMSD (nilai
deviasi hubungan bentuk ligan-reseptor) pada proses docking molekuler

kurang dari 2 A (Frimayanti et al., 2021).
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Gambar 4. 35 Langkah ke-delapan validasi docking

4.7.2.4 Molecular docking senyawa uji
Sesudah proses validasi docking molekuler, langkah berikutnya adalah

melakukan docking molekuler pada senyawa uji yaitu turunan asam 5-bromo-O-
benzoil salisilat(3) dan protein target sesuai dengan senyawa referensi. Parameter
Molecular Dack yaitu Parameter Algoritma Genetika Run = 100, Jumlah Tebakan
Maksimum =-500.000, Ukuran Situs = 150, dan Pembangkitan Maksimum =
27.000. Dibawah ini merupakan langkah-langkah kerjanya:

1. Dihalaman Molecules, klik “kanan” lalu pilih “Load molecule” kemudian pilih

senyawa uji yang sudah dipreparasi dalam format *.pdb
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Gambar 4. 36 Langkah pertama tahap molecular docking

2. Kemudian, pada tiap senyawa uji di klik “kanan”, pilih Autodock kemudian
pilih make ligan Maka dengan sendirinya senyawa akan tersimpan dengan
bentuk *.pdbqt.
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Gambar 4. 37 Langkah kedua tahap molecular docking
3. Langkah selanjutnya di halaman kerja Autodock Wizard tekan opsi “Select

Molecules”. Kemudian pilih file dari senyawa uji serta protein target yang akan
dilakukan Docking. Lalu pilih “Forward” di sudut kanan bawah
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Gambar 4. 38 Langkah ketiga tahap molecular docking

4. Untuk proses selanjutnya klik “Forward” yang ada di sudut kanan bawah,

dikarenakan pada AutoGrid telah terkonfigurasi saat tahapan validasi
molecular docking.
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Gambar 4. 39 Langkah ke-empat tahap molecular docking

5. Kemudian melakukan pengaturan parameter docking dengan cara mengklik
“Genetic Algorthm” lalu tekan “Molecular docking parameter”. Setelah itu
lakukan konfigurasi untuk number of GA-runs ke 100 di bagian Maksimum
number of energy evaluations ubah ke medium. Lalu tekan “lamarkian GA”
dan klik “Run Autodock” yang terletak di bagian sudut kiri bawah.
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Gambar 4. 40 Langkah kelima tahap molecular docking
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6. Tunggu beberapa saat hingga prosesnya berakhir, jika sudah selesai, maka akan
mendapatkan perolehan dari-molecular docking dengan menggunakan format
*.dlg.

4.7.2.5 Analisis Hasil Docking
Langkah selanjutnya, yaitu dilakukan analisis molekuler hasil docking

turunan asam 5-bromo-O-benzoil salisilat (3) dan senyawa referensi lewat

penggunaan Autodock PyRx seri 0.8. berikut merupakan tahap-tahapannya :
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1. Pilih file hasil dari molecular docking menggunakan format *.dlg. pada
lembar Autodock
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Gambar 4. 41 Langkah pertama hasil analisis docking

2. Langkah selanjutnya, pilih “Autodock Wizard” kemudian pilih “Analyze
result”. Lalu klik “Insert new items” selanjutnya pilih file hasil docking
senyawa uji-yang sudah tersimpan dengan menggunakan format *.dlg.
yang sudah tersimpan di dalam folder penyimpanan hasil molecular

docking.
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Gambar 4. 42 Langkah kedua hasil analisis docking

3. Setelah itu, dilakukan analisis data clustering melalui data yang sudah
diperoleh dari file docking parameter dengan format penyimpanan *.dlg.

yang terlihat di halaman kerja Autodock
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Gambar 4. 43 Langkah ketiga analisis hasil docking

4. Langkah selanjutnya, data yang digunakan yakni data yang cluster-nya
paling banyak, dengan kata lain tertinggi, serta energi-nya yang paling
sedikit atau rendah. Jikalau data yang jumlah cluster-nya paling tinggi
punya energi yang lebih banyak dibanding cluster yang jumlahnya lebih
rendah, berarti data yang dipakai yakni data dengan cluster yang paling

tinggi.
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Gambar 4. 44 Langkah keempat analisis hasil docking

5. Setelah itu, simpan data yang dipakai menggunakan format *.sdf.

4.7.2.6 Visualisasi Hasil Docking
Visualisasi ini bertujuan untuk mengamati interaksi antara ligan uji dengan

protein target dalam format 2D dan 3D. Berikut merupakan tahapan-tahapannya :

1. Langkah pertama, bukalah webserver protein-plus
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Gambar 4. 45 Langkah pertama dari visualisasi hasil docking

2. Langkah kedua, masukkan protein target dalam format .pdb. serta file
senyawa uji yang yang sudah dipilih ke bentuk format *.sdf

3. Selanjutnya pilih “Go” dan klik “Pose view 2D Interaction Diagram”
kemudian pilih “pase view”

4. Selanjutnya, tekan “structure ligan” kemudian tekan “calculate”, dan

tunggu hingga muncul struktur 2D dari ligan yang sudah terpilih
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Gambar 4. 46 Langkah kedua dari visualisasi hasil docking

5. Lalu simpan menggunakan format *.png.
6. Supaya bisa mengamati visualisasi dalam wujud 3D, ligan dirotasi hingga

nampak dengan presisi, dan screenshoot , “original 1x”
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4.7.2 Prediksi Sifat Farmakokinetika dan Toksisitas (ADMET)
Prediksi sifat fisikokimia dalam hal berat molekul (BM), logaritmik

oktanol/koefisien partisi air (Log P), akseptor ikatan hidrogen (HBA) dan donor
ikatan hidrogen (HBD) dijalankan memanfaatkan alat online pkCSM. Sifat
farmakokinetika absorbsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi (ADME) dari
turunan dan prediksi dari toksisitas juga dilakukan lewat pemanfaatan pkCSM.
Berikut merupakan tahapan-tahapannya :
1. Langkah pertama, yaitu menggambar struktur kimia 2D dari senyawa
turunan juga senyawa induk memakai software Marvin Sketch 20.11
2. Selanjutnya pada tiap struktur yang sudah digambar disimpan dalam bentuk
* sdf.
3. Pada file yang sudah disimpan dalam format *.sdf.,
4. Kemudian, sebelum program pkCSM web server dijalankan, terlebih
dahulu dilakukan perubahan data dalam bentuk SD file ke bentuk SMILES,
lewat pemanfaatan bantuan online SMILES Tanslator

(https://cactus.nci.nih.gov/translate)
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Gambar 4. 47 Langkah keempat ADMET
5. Selanjutnya, ketika data sudah diperoleh dalam format SMILES kemudian

diproses dengan memanfaatkan pkCSM web server dengan link

https://biosig.unimelb.edu.au.pkcsm/prediction digunakan guna

memperkirakan profil ADME serta toksisitas dari suatu senyawa
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Gambar 4. 48 Langkah kelima ADMET
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