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ABSTRAK
Pendahuluan: Stroke adalah penyakit defisit neurologis yang disebabkan karena gangguan vaskularisasi otak
akibat thrombus atau pecahnya pembuluh darah. Daun sirsak mengandung senyawa aktif golongan flavonoid,
alkaloid, tannin, dan terpenoid yang diketahui memiliki potensi sebagai trombolitik melalui penghambatan
pembentukan thrombin. Penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui afinitas senyawa aktif daun sirsak
sebagai trombolitik melalui penghambatan protein thrombin (1ZGI) dan protein VKOR (6WV6) secara in
silico.
Metode: Penelitian secara in silico menggunakan metode molecular docking, prediksi fisikokimia dan
farmakokinetik. Protein target menggunakan protein thrombin (1ZGI) dan human vkor (6WV6) senyawa aktif
daun sirsak diperoleh melalui literatur dan website dr duke. Skrinning senyawa daun sirsak sebagai trombolitik
menggunakan website PASS online proses docking menggunakan aplikasi pyrx. Nilai energi bebas dan
kemiripan ikatan residu asam amino digunakan sebagai indikator affinitas ligan terhadap protein, dan
visualisasi docking menggunakan biovia Analisa data secara deskriptif analitik.
Hasil: Hasil skrinning didapatkan 22 senyawa aktif memiliki nilai Pa (probability activity) >0,5. hasil doking
ligan terhadap protein thrombin terbaik yaitu procyanidin (AG-9.5kkal/mol) dengan kesamaan residu asam
amino (45%), adapun terhadap protein human VKOR yaitu coclaurine AG-8.9kkal/mol dengan persamaan
residu asam amino (87%) Hasil prediksi fisikokimia dan farmakokinetik didapatkan bahwa coclaurine
mempunyai kelarutan dan bioavaibilitas yang tinggi namun bersifat hepatotoksik.
Kesimpulan: Senyawa aktif daun sirsak yaitu coclaurine diprediksi berpotensi menghambat protein thrombin
dan human VKOR dan dapat dikembangkan sebagai obat oral. Namun pemberian jangka Panjang masih perlu
dikaji lebih lanjut karena adanya potensi hepatotoksik.
Kata Kunci: Trombolitik, Anti thrombin, Annona muricata; in silico.
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ABSTRACT
Introduction: Stroke is a neurological deficit degeneratif disease caused by disruption of brain vascularization
due to thrombus or rupture blood vessels. Soursop leaves contain active compounds of flavonoids, alkaloids,
tannins, and terpenoids which are known to have potential as thrombolytic by inhibit thrombin formation. This
study aims to determine the affinity of active compounds of soursop leaves as thrombolytic by inhibit thrombin
formation through inhibition of thrombin protein (IZGI) and human VKOR protein (6WV6) in silico.
Method: In silico research using molecular docking methods, physicochemical and pharmacokinetic
predictions. Target protein using thrombin protein (1ZGI) and human VKOR (6WV6) active soursop leaf
compounds were obtained through literature and the dr.duke website. Screening of soursop leaf compounds as
thrombolytics using the PASS online website, the docking process using the pyrx application. Free energy
values and similarity of amino acid residue bonds are used as indicators of ligand affinity to proteins, and
docking visualization using biovia. Data analysis is a descriptive analytical.
Results: The screening results obtained 22 acitive compounds with Pa (Probability activity) values >0.5. The
best ligand docking results against thrombin protein are procyanidin (AG-9.5 kkal/mol) with similarity of
amino acid residues (45%), while against human VKOR protein, namely coclaurine (AG-8.9 kkal/mol) with
similarity of amino acid residues (87%). The result of physicochemical and pharmacokinetic predictions
showed that coclaurine has high solubility and bioavaibility but is hepatotoxic.
Conclusion: Coclaurine,is predicted have potential to inhibit protein thrombin and human VKOR, but requires
close supervison because is hepatotoxic.
Keywords: Trombolytic, Anti thrombin, Annona muricata; in silico.
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PENDAHULUAN

Stroke adalah kondisi yang terjadi secara
mendadak akibat gangguan pada sistem saraf]
yang dapat disebabkan masalah dalam aliran
darah yang mengalir menuju otak. Gangguan ini
dapat dipicu oleh adanya penyumbatan atau
bekuan darah (trombus) yang menghambat aliran
darah yang menuju ke otak, kondisi ini dikenal
sebagai stroke iskemik.(V. Stroke adalah salah
satu penyakit penyebab kematian terbesar setelah
hipertensi dan kanker. Pada tahun 2007, terdapat
jumlah penderita stroke di negara Indonesia
awalnya tercatat sebanyak 8,3 orang per 1.000
penduduk, kemudian terjadi  peningkatan
sebanyak 12,1 orang per 1.000 jumlah populasi
penduduk pada tahun 2013®).

Pada keadaan stroke iskemik, sel trombosit
dapat menjadi indikator yang memperburuk
keadaan penderita dikarenakan trombosit
menyebabkan  terbentuknya  intravaskular
thrombus. Pada saat terjadi kerusakan pembuluh
darah trombosit akan mengaktifkan
tromboplastin atau trombokinase. Tromboplastin
atau trombokinase memiliki peran penting dalam
proses pembentukan thrombin, dengan melalui
bantuan ion kalsium serta vitamin K,
prothrombin ini akan diubah menjadi trombin.
kemudian, trombin ini akan mengubah bentuk
fibrinogen menjadi jaringan serat fibrin.sehingga
dapat memperbaiki kerusakan pada pembuluh
darah > Thrombus yang terbentuk secara
berlebih akan memicu terjadinya hambatan aliran
darah pada pembuluh darah®.

Senyawa aktif oxazolopiridine inhibitor 21
dapat berikatan dengan protein thrombin dan
memiliki efek antikoagulan. Dengan demikian
trombosit menjadi inaktif sehingga mengurangi
resiko terjadinya pembentukan thrombus.
Adapun phenindione merupakan senyawa yang
dapat berikatan dengan Auman VKOR (Vitamin
K epoxide reductases) yang berperan penting
dalam proses terjadinya pembekuan darah.
Ikatan tersebut menyebabkan menghambat
pembentukan vitamin 2,3 epoksida menjadi
vitamin K. Rendahnya vitamin K akan
menurunkan  pembentukan thrombin  dari
prothrombin sehingga menurunkan resiko
terbentuk nya thrombus. Thrombin merupakan
protein yang berikatan dengan oxazolopyridine
inhibitor 21 yang memiliki efek antikoagulan
dan dapat berikatan dengan sisi aktif thrombin
secara mandiri tanpa perantara reseptor, sehingga
thrombin  yang  terbentuk  tidak  dapat
mengaktivasi kerja trombosit yang lain sehingga
mengurangi resiko terjadinya pembentukan
thrombus akibat trombosit yang berlebih (V.

Human VKOR  (Vitamin K epoxide
reductases) merupakan enzim yang juga
memiliki peran penting pada proses terjadinya
bekuan darah. VKOR (Vitamin K epoxide
reductases) ini dapat membantu merubah
vitamin 2,3-epoksida menjadi vitamin K yang

menjadi indikator yang membantu perubahan
prothrombin menjadi thrombin, Ketika kerja
protein ini dihambat maka pembentukan
thrombin akan berkurang sehingga resiko
terbentuknya thrombus akibat trombosit yang
berlebih akan berkurang®. Terapi pasien yang
memiliki penyakit stroke akibat sumbatan
bekuan darah hanya dapat diberikan obat
golongan antikoagulan dan trombolitik®.

Annona muricata merupakan salah satu
tanaman herbal sering dimanfaatkan karena
memiliki berbagai aktifitas farmakologis”. Daun
sirsak mampu mencegah pembentukan thrombus
melalui mekanisme penurunan kadar koleterol
darah, dan menghmbat factor intrinsik pada jalur
pembekuan  darah pada  tikus  model
hiperkolesterolemia. Belum adanya penelitian
yang membahas mekanisme senyawa aktif daun
sirsak menghambat protein thrombin dan protein
human VKOR. (Vitamin K epoxide reductases)
merupakan alasan dilakukan penelitian ini.
Penelitian bertujuan memprediksi mekanisme
anti thrombin daun sirsak melalui penghambatan
protein thrombin dan human VKOR (Vitamin K
epoxide reductases) secara in silico.

Daun sirsak berpotensi sebagai agen anti
thrombin dan antikoagulan dengan cara
menghambat faktor intrinsik, berdasarkan hasil
studi yang dilakukan secara langsung pada tubuh
tikus hidup (in vivo). Penelitian yang
menggunakan tikus sebagai model percobaan
hiperkolesterolemia =~ menunjukkan  bahwa
pemberian ekstrak daun sirsak bersama dengan
obat simvastatin dapat menurunkan kadar
kolesterol dalam darah . Akan tetapi, sampai
sekarang masih belum ditemukan studi yang
mengeksplorasi potensi daun sirsak sebagai agen
anti thrombin melalui penghambatan protein
thrombin dan protein human VKOR (Vitamin K
epoxide reductase) menggunakan pendekatan in
silico, serta belum diketahui mekanisme
molekuler senyawa aktifnya dalam peran
tersebut. Dengan demikian, penelitian yang
dilakukan ini ditujukan untuk memprediksi
mekanisme aksi daun sirsak (Annona muricata)
yang berfungsi selaku agen anti thrombin melalui
metode berbasis in silico, dengan menargetkan
penghambatan protein thrombin dan human
VKOR.

METODE PENELITIAN
Desain, Waktu dan Tempat Penelitian

Studi ini dilaksanakan menggunakan
metode berbasis in silico atau menggunakan
pendekatan berbasis komputer. Zat aktif yang
terdapat dalam daun sirsak diperoleh melalui Dr:
Duke's Phytochemical and Ethnobotanical serta
melalui  studi pustaka, kemudian dilakukan
proses penyaringan senyawa menggunakan situs
PASS online.. Protein thrombin (kode IZGI) dan
human VKOR (kode 6WV6) diambil dari protein
data bank. Molecular docking digunakan untuk



mengevaluasi afinitas molekul senyawa aktif
yang terdapat dalam daun sirsak (Annona
muricata) pada protein target dengan bantuan
aplikasi pyrx. Senyawa aktif yang didapatkan
dari hasil penambatan yang berpotensi sebagai
agen trombolitk selanjutnya dilakukan proses
prediksi  farmakokinetik menggunakan situs
pkCSM dan prediksi fisikokimia menggunakan
situs SwissADME. Penelitian dilakukan di
Fakultas IImu Kedokteran pada Universitas
Islam Malang pada bulan Januari 2025.

Alat dan Bahan

Penelitian yang dilakukan ini dilaksanakan
dengan bantuan perangkat laptop sebagai alat
bantu, yakni laptop Asus yang dilengkapi dengan
prosesor Intel Core 17-8550U, VGA Intel UHD
Graphics 620, serta RAM sebesar 8 GB. Sistem
operasi yang digunakan adalah Microsoft
Windows 11 Home Single Language. Proses
molecular docking dilakukan dengan bantuan
perangkat lunak PyRx yang diperoleh melalui
situs  http://vina.scripps.edu/. Untuk tahap
persiapan dan visualisasi molekul, digunakan
aplikasi Discovery Studio Visualizer versi
21.1.0.20298 yang diunduh dari
https://discover.3ds.com/discovery-studio-
visualizer-download serta perangkat lunak
PyMOL. Data mengenai senyawa aktif diperoleh
dari basis data fitokimia dan etnobotani Dr. Duke
(https://phytochem.nal.usda.gov/),  sementara
struktur kimia senyawa aktif daun sirsak dapat
diperoleh dengan diunduh dari situs PubChem

(http://pubchem.ncbinlm.nih. gov/). Proses
skrining awal terhadap senyawa aktif dilakukan
memakai layanan PASS online

(https:/www.way2drug.com/passonline/).
Adapun protein target yang digunakan adalah
thrombin dan human VKOR yang telah terikat
dengan ligan asli, dan data struktur protein
tersebut diperoleh melalui database Protein Data
Bank (PDB) di http://rcsb.org.

Skrining Potensi Aktifitas Trombolitik

Tahap skrining diawali dengan
menggunakan Dr. Duke's Phytochemical and
Ethnobotanical Databases, dimana diperoleh 84
senyawa aktif yang terkandung dalam daun
sirsak. Senyawa-senyawa tersebut kemudian
diseleksi lebih lanjut untuk menilai potensi
aktivitas trombolitiknya menggunakan layanan
PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances) online yang dapat diakses melalui
situs  (https://www.way2drug.com). Prediksi
yang dihasilkan oleh PASS online didasarkan
pada analisis hubungan diantara bentuk kimia
dan aktivitas biologis dari beragam senyawa.
organik yang berpotensi sebagai agen
trombolitik. Dalam proses ini, format SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry System)
dari masing-masing senyawa yang sebelumnya
diperoleh dari basis data PubChem dimasukkan
ke dalam sistem PASS. Selanjutnya, pengguna
memilih opsi "get prediction" agar memperoleh
nilai Pa (probability to be active). Nilai Pa dalam
rentang 0,5 hingga 0,7 mengindikasikan bahwa
senyawa tersebut menunjukkan adanya potensi
untuk dikembangkan sebagai kandidat obat,
sementara nilai Pa di atas 0,7 mengarah pada
kemungkinan besar bahwa suatu senyawa dapat
menujukkan proses biologis yang setara dengan
obat yang telah ada..(!?.

Dari hasil proses skrining terhadap 84
senyawa aktif yang terdapat dalam daun sirsak,
sebanyak 22 senyawa teridentifikasi memiliki
potensi sebagai agen trombolitik dan fibrinolitik,
yang berperan dalam melisis trombus. Penilaian
potensi ini dilakukan melalui platform PASS
online, dengan pemilihan senyawa didasarkan
pada angka Pa (probability to be active) yang
melebihi 0,5 serta menunjukkan aktivitas sebagai
fibrinolittk dan trombolitik. Selanjutnya, 22
senyawa terpilih tersebut akan dianalisis lebih
lanjut untuk memprediksi sifat fisikokimia dan
farmakokinetiknya, serta dilakukan proses
docking dengan protein target.(!V.

Tabel 1 Skrining Senyawa Fitokimia Sebagai Trombolitik Dengan PASS Online

No Ligan PA Potensi
0,745 Fibrinolitik
0,684 Antagonis

Amyl — hexanoate CCCCCC(=0)occeece reseptor
fibrinogen

0,629 Antithrombotik

COC1=CC=C(C=C1)CC2C3=CC(=C(C(=C3CC

Anomuricine N2)0)0C)OC 0,789 Fibrinolitik
. COC1=CC=C(C=C1)CC2C3=CC(=C(C(=C3cC o
Anomurine N2)0OC)0C)0C 0,767 Fibrinolitik
Ascorbic — acid 8([C@@H]([C@@H] ICECCEOONO00)  6rs Fibrinolitik
Caffeic — acid C1=CC(=C(C=C1/C=C/C(=0)0)0)O0 0,750 Fibrinolitik
Antagonis
Citrulline C(C[C@@H](C(=O)O)N)CNC(=O)N 0,673 reseptor

fibrinogen




7. . COC1=C(C=C2[C@@H](NCCC2=CI1)CC3=CC S
Coclaurine —C(C=C3)0)0 0,876 Fibrinolitik
3. o COC1=C(C=C2[C@@H]3CC4=CC(=C(C=C4C S
Coreximine N3CCC2=C1)0C)0)0 0,605 Fibrinolitik
C((C@@H[C@@H](C@@H]([C@H]([C@H - .
0,720 Antithrombotik
9. Galactomannan 1(01)OCIC@@HPIC@H]([CR@H]([C@@H](
[C@@H](02)0)0)0)O[C@HBC@HI[C@HI( 4 Fibrinolitik
[C@@H]([C@H](03)C0)0)0)0)0)0)0)0 ’
0,829 Fibrinolitik
10. Gaba C(CC(=0)0)CN Antagonis
0,647 reseptor
fibrinogen
0,588 Fibrinolitik
11 Antagonis
' Geranyln — caproate CCCCCC(=0O)oc/c=C(c)y/cee=c(o)c 0,032 reseptor
fibrinogen
0,503 Thrombolitik
12.
Isocitric — acid C(C(C(C(=0)0)O)C(=0)0)C(=0)O 0,646 Fibrinolitik
0,780 Fibrinolitik
13. . . . _ Antagonis
Lignoceric — acid CCCCCcCceeeeecececcececcececcececce(=0)o 0,665 reseptor
fibrinogen
0,696 Fibrinolitik
14. L. _ _
Malic acid C(C(C(=0)0)0)C(=0)O Antagonis
0,616 reseptor
fibrinogen
0,721 Fibrinolitik
15. _ Antagonis
Methyl — hexanoate CCCCCC(=0)0C 0,656 reseptor
fibrinogen
16. .. COC1=C(C2=C(CC3C4=C2C(=C(C=C4CCN3) W
Muricine 0C)0)C=C1)0 0,640 Fibrinolitik
0,780 Fibrinolitik
Cl[C@@]12CC[C@@HB [C@@]([C@H]1C=C 0,665 Antagonis
17. Mystric — acid C4=C5CC(CC[C@@]5(CC[C@@]24C)C(=0)0O reseptor
NO)CY)C(EO)C[C@@H](C3(C)C)O)C fibrinogen
0,621 Antithrombotik
18.
P — coumaric acid C1=CC(=CC=C1/C=C/C(=0)0)O 0,749 Fibrinolitik
19. Antagonis
Panthothenic — acid CC(C)(CO)[C@H](C(=O)NCCC(=0)0)O 0,656 reseptor
fibrinogen
20 C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)0)O)C3=CC(=C(C
' Procyanidin =C3)0)0)OC4(C(C(C5=C(C=C(C=C504)0)0) 0,760 Fibrinolitik
0)0)C6=CC(=C(C=C6)0)0
21. - CNI1CCC2=CC(=C(C=C2[C@@H]1CC3=CC(= S
Reticuline C(C=C3)0C)0)0)0C 0,732 Fibrinolitik
0,780 Fibrinolitik
7 Antagonis
' Stearic acid CCCcceecececececececeecececcec(=0)o 0,665 reseptor
fibrinogen
0,621 Antithrombotik

Keterangan: Data hasil skrinning terhadap 22 kandungan senyawa aktif dari daun sirsak (Annona muricata) dilakukan menggunakan
PASS Online, dengan pemilihan aktivitas biologis berdasarkan nilai Pa yang lebih dari 0,5

Preparasi Protein Target dan Ligand

Protein target thrombin serta human VKOR
dipersiapkan  (dipreparasi) terlebih dahulu
sebelum proses docking, dengan cara
menghilangkan  molekul air dan ligan
pengganggu menggunakan aplikasi PyMOL,

kemudian disimpan dalam bentuk file format
PDB. Molekul-molekul tersebut disimpan dalam
satu dokumen.Sesudah itu dilakukan proses
pembersihan, molekul diberi suatu muatan serta
ikatan hidrogen polar only.



Native ligand yang terikat pada protein
target telah dipisahkan terlebih dahulu, kemudian
protein tersebut dibersihkan dari molekul air
serta ligan lain yang dapat mengganggu,
menggunakan aplikasi PyMOL. Setelah proses
pembersihan, struktur dari protein disimpan
menggunakan format PDB. Sementara itu,
preparasi ligan dilakukan dengan menambahkan
muatan serta atom hidrogen polar memanfaatkan
software PyMOL.(¥.

Validasi Metode Molecular Docking

Proses validasi dilakukan melalui metode
mendocking ulang ligan asli (native ligand) dari
protein target, yang dikenal sebagai redocking.
Validasi ini bertujuan untuk mengevaluasi
akurasi hasil docking dengan membandingkan
dengan angka RMSD (Root Mean Square
Deviation) antara posisi ligan asli sebelum dan
sesudah docking menggunakan tool dock. RMSD
(15). Angka RMSD yang dianggap bagus ialah
kurang dari 3,0 A. Terdapat tiga kategori
penilaian RMSD dalam docking: pertama, sangat
baik jika RMSD <2 A; kedua, bisa diterima jika
berada antara 2 A hingga 3 A; dan ketiga,
dianggap buruk jika RMSD >3 A (19,
Penambatan Molekul Senyawa Aktif Daun
Annona muricata terhadan thrombin dan
human VKOR.

Ligan asli (native ligand) dari protein
thrombin, yaitu oxazolopyridine inhibitor 21, dan
dari protein human VKOR, yaitu phenindione,
digunakan sebagai kontrol obat dalam penelitian
ini. Sebelum proses docking dimulai, dilakukan
pengaturan grid box yang disesuaikan dengan
ukuran dan posisi ligan asli pada protein target.
Setelah penyesuaian grid box selesai, proses
docking dilaksanakan menggunakan aplikasi
PyRx. Hasil docking disimpan dalam format
PDB. Tahap akhir dari proses ini adalah analisis
konformasi dari hasil docking terbaik, yang
kemudian divisualisasikan untuk
mengidentifikasi interaksi residu asam amino
dengan memanfaatkan software Discovery
Studio.

Teknik Analisis Data

Data dari hasil interaksi docking kemudian
dikaji secara deskriptif dilihat dari nilai energi
ikatan bebas (AG) serta kesamaan residu asam
amino. Nilai AG digunakan sebagai indikator
untuk menilai tingkat afinitas senyawa aktif
terhadap protein target. Sementara itu,
persamaan residu asam amino dengan suatu
ligan asli (native ligand) membuktikan bahwa
suatu bahan aktif daun sirsak berinteraksi
terhadap lokasi pengikatan (binding site) yang
serupa dengan obat pembanding dalam protein
target yang identik atau sama.

Prediksi ADMET dan Sifat Fisikokimia

Prediksi ADMET (absorpsi, distribusi,
metabolisme, ekskresi, dan toksisitas) dilakukan
menggunakan situs pkCSM

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm) dengan
memasukkan data struktur dalam bentuk
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry
System) yang diperoleh dari situs PubChem.
Format SMILES dari senyawa kemudian disalin
ke dalam platform SwissADME
(http://www.swissadme.ch/)  dan  dianalisis
dengan menekan tombol “Run”. Sementara itu,
analisis sifat fisikokimia senyawa juga dilakukan
melalui SwissADME.adapun prosesnya yaitu
dengan cara menempelkan SMILES yang sudah
di copy dari senyawa aktif yang diperoleh dan
dipilih melalui situs website pubchem kemudian
klik pada “Provide a SMILES string”,
selanjutunya meng klik opsi ADMET untuk
memulai proses menganalisis'®

HASIL DAN ANALISA DATA
Hasil Validitas Metode Molecular Docking
Hasil penambatan Kembali atau redoking
antara protein thrombin dengan native ligand
oxazolopyridine inhibitor 21 menunjukkan nilai
RMSD sebesar 0,554 A, seperti ditampilkan pada
Gambar 1. Karena nilai tersebut < 2 A, maka
proses docking dianggap valid. Sementara itu,
redocking protein human VKOR dengan ligan
asli phenindione menghasilkan nilai RMSD
sebesar 0,393 A, sebagaimana terlihat pada
Gambar 2. Nilai ini juga berada dalam kisaran <
2 A, sehingga docking dinyatakan valid
(acceptable)©.

Gambar 1: Validasi native ligan
Oxazolopyridin inhibitor 21

Keterangan: Visualisasi native ligan oxazolopyridine
inhibitor 21 menunjukkan warna merah sebelum proses
docking dan berubah menjadi hijau setelah docking

0o
Gambar 2: Validasi native ligan Phenindione
Keterangan: Gambar visualisasi native ligan phenindione

sebelum proses docking yaitu berwarna hijau sedangkan
setelah docking divisualisasikan dengan warna biru.

Tabel 2 Hasil validasi Metode

Native ligand Jumlah Nilai
Pengulangan RMSD
Oxazolopyridin 3 kali running 0,554 A
inhibitor 21 docking
Phenindione 3 kali running 0,393 A
docking

Keterangan: Hasil data validasi metode diperoleh dengan
membandingkan native ligan sebelum dan sesudah proses
docking, yang dianalisis dengan aplikasi PyMOL.

Penambatan Molekul Senyawa Aktif Daun
Sirsak dan Oxazolopyridin inhibitor 21
terhadap Protein Thrombin

Nilai energi ikatan bebas (AG) inhibitor
oxazolopyridine 21 terhadap protein thrombin



tercatat sebesar -10,1 kkal/mol, dengan interaksi
melibatkan sebelas residu asam amino. Dari hasil
docking terhadap 22 senyawa aktif yang berasal
dari daun sirsak (Annona muricata), ditemukan
lima zat senyawa yang menunjukkan angka AG
lebih rendah dari -7 kkal/mol. Kelima senyawa
tersebut adalah  procyanidin, muricinine,
reticuline, coclaurine, dan galactomannan, yang
semuanya menunjukkan afinitas pengikatan yang
baik terhadap protein target. Tingkat kemiripan
residu asam amino dengan ligan kontrol (obat
pembanding) masing-masing adalah:
procyanidin 45%, muricinine 36%, reticuline
45%, coclaurine 36%, dan galactomannan 36%.
Berdasarkan nilai AG serta kesamaan residu
asam amino, senyawa procyanidin menunjukkan
afinitas tertinggi terhadap protein thrombin.
Visualisasi interaksi dan penjelasan lebih lanjut
mengenai keterikatan dari senyawa aktif daun
sirsak terhadap thrombin bisa diamati pada
Gambar 3, Gambar 4, dan Tabel 3.
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Gambar 3: Visualisasi 2D Oxazolopyroidin
inhibitor 21

Keterangan: Visualisasi interaksi oxazolopyridine inhibitor
21 dengan thrombin. Thrombin berikatan pada binding site
Glul92, His57, Gly216, Gly219, Glu216, Glu217, Ile174,
Leu99, Trp215, Ser214, Ala190, Cys 191.
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Gambar 4: Visualisasi 2D procyanidin
Keterangan: Gambar visualisasi interaksi senyawa
procyanidin terhadap Protein thrombin. procyanidin
berikatan pada binding site Gly219, Glu217, Trp215,

Ser214, dan Gly21
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Tabel 3 Penambatan Molekul Senyawa Fitokimia Terhadap Protein Thrombin

Senyawa aktif

Nilai energi ikatan

Residu asam amino

Persentase kemiripan

(Ligan) bebas (kkal/mol) AG residu asam amino (%)
Oxazolopyridin -10.1 Hydrogen bond: HIS57,GLY216,GLY219 11/11
e inhibitor 21 Hydrophobic: ILE174,LEU99,ALA190 (100%)
(Native ligan) Van der waals : GLU192,GLU217
Non kovalen: TRP215,SER214,CYS191

Procyanidin -9.5 Hydrogen bond: ASP189,SER195,GLY219
Van der waals : GLU217 511
Hydrophobic: ALA190,VAL123,TRP215 (45%)
SER214,GLY216,CYS220
Cation & anion : HIS57,GLU192

Myrica acid -8.6 Hydrogen bond: GLY216 2/11
Hydrophobic: HIS57,TRP60D, (18%)
LEU99,ILE174

Muricinine -7.5 Hydrogen bond: HIS57,SER214, 4/11
TRP215,GLY216 (36%)
Hydrophobic:TRP60D,ALA190,
VAL213,TYR228

Reticuline -7.4 Hydrogen bond:GLU192,GLY216,
GLY219,GLY226,SER214 5/11
Hydrophobic: TRP215,CYS191,VAL123, (45%)
TYR228,ALA190
Sulfur : CYS220

Coclaurine -1.3 Hydrogen bond:SER195,GLU192,GLY216 4/11
Hydrophobic: TRP60D,CYS220,ALA190,CYS (36%)

195,TRP215,LEU99
Cation : HIS57




Senyawa aktif

Nilai energi ikatan

Residu asam amino

Persentase kemiripan

(Ligan) bebas (kkal/mol) AG residu asam amino (%)
Galactomannan -1.3 Hydrogen bond: ASP189,ALA190,GLY216 4/11
ARG221,GLU146,CYS191,SER214,SER 195 (36%)
Coreximine -7.0 Hydrogen bond: SER214, TYR60A 2/11
Hydrophobic: TRP60D,LEU99,ILE174 (18%)
Anomuricine -6.9 Hydrogen bond: TYR60A,GLY219 2/11
Hydrophobic: LEU99, TRP60D,HIS57 (18%)
Anomurine -6.9 Hydrogen bond: HIS57,TYR60A,GLY219 3/11
Hydrophobic: TRP60D, TRP215,ILE174 (27%)
Geranyl -6.6 Hydrogen bond: TRP215
hexanoate Hydrophobic:ALA190,LEU99,HIS57, 3/11
TRP60D,ILE174 (27%)
-6.3 Hydrogen bond: TRP215,PHE227,GLY226 /11
Caffeic Acid Hydrophobic: CYS220 /11
Hydrogen bond: TRP215,PHE227,GLY226 (9%)
Stearic Acid -6.0 Hydrogen bond: PHE227,GLY226 2/11
Hydrophobic: (18%)
LEU99,ALA190,HIS57,TRP60D
Pantothenic -6.0 Hydrogen bond: GLY123,GLY216,ALA190 3/11
Acid GLY219,GLY226 27%)
Hydrophobic: TRP60D
P-coumaric -5.9 Hydrogen bond:PHE227, TRP215,GLY216, 4/11
acid GLU192,GLY226 (36%)
Hydrophobic: CYS191,CYS220
Isocitric acid -5.9 Hydrogen bond: PHE227,ALA190,TRP215 3/11
GLY216,SER195 (27%)
Ascorbic Acid -5.7 Hydrogen bond: CYS191,GLY291, 4/11
GLY216,TRP215 (36%)
Citrulline -5.4 Hydrogen bond: 2/11
ASP189,GLY219,HIS57,SER195 (18%)
Lignoceric Acid -5.1 Hydrogen bond: GLY219,CYS191 3/11
Hydrophobic: TRP60D,ILE174,LEU99,HIS57 (27%)
Amyl -5.0 Hydrogen bond: TYR60A 2/11
hexanoate Hydrophobic: ILE174,TRP215,TRP60D (18%)
Maleic Acid -4.8 Hydrogen bond: 2/11
PHE227,TRP215,SER195,CYS191 (18%)
Gaba -4.5 Hydrogen bond: TRP215,ALA190,ASP189 1/11
O%)
Methyl -4.3 Hydrogen bond: TYR60A 1/11
hexanoate Hydrophobic: LEU99,ILE174 (9%)

Keterangan: Hasil docking senyawa aktif dari daun sirsak (Annona muricata) terhadap protein thrombin menunjukkan bahwa penelitian ini
menggunakan pendekatan ligan asli (native ligand) sebagai kontrol obat. Oleh karena itu, residu asam amino yang dicetak tebal sebagai situs
pengikatan (binding site) pada protein target 1ZGI sesuai dengan residu asam amino dari ligan asli, yaitu oxazolopyridine inhibitor 21.*
Persamaan residu asam amino ini tidak melihat jenis ikatan sehingga jika berbeda jenis ikatanya tetap dianggap sama asalkan memiliki
binding site yang mirip dengan control *

Penambatan Molekul Senyawa Aktif Daun
Sirsak dan Phenindione terhadap Protein
Human VKOR

Nilai energi ikatan bebas (AG) ligan
phenindione pada protein human VKOR
(Vitamin K epoxide reductase) tercatat sebesar -
9,9 kkal/mol, dengan interaksi terhadap delapan
residu asam amino. Dari total 22 senyawa aktif
pada daun sirsak (Annona muricata) yang diuji
melalui proses docking, terdapat enam senyawa
yang menunjukkan bahwa nilai energi ikatan
bebas di bawah -7 kkal/mol. Keenanam senyawa
aktif yang dimaksud adalah procyanidin,
muricinine, reticuline,coclaurine, anomuricine,

dan geranyl hexanoate. Kemiripan residua asam
amino dibandingkan dengan kontrol yaitu
procyanidin 62%, muricinibne 75 %, reticulne
50%, coclauirne 87%, anomuricine 50%, geranyl
hexanoate 50 %. Berdasarkan nilai (AG) dan
kemiripan residu asam amino terkait senyawa
aktif yang memiliki affinitas dengan nilai
tertinggi terhadap protein human VKOR adalah
coclaurine. Penjelasan ini disajikan pada gambar
5 dan 6, tabel 4.
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Gambar S: Visualisasi 2D Phenindione
Keterangan: Gambar interaksi Phenindione terhadap human
VKOR. Phenindione yang berikatan dengan binding site
Asn222,Tyr281,Gly202,Val196,Alal68,Leu262,Phe197,Cys
277.
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Gambar 6: Visualisasi 2D Coclaurine
Keterangan: Gambar interaksi muricinine terhadap ATIR.
muricinine yang berikatan pada binding site Ala168, Asn222,
Ser223, Gly202, Phe197, 11e265, Leu266, Cys277, Leu262.

Hasil Prediksi Sifat Fisikokimia Senyawa
Aktif Daun Sirsak (Annona muricata) dengan
PKCSM

Penilaian prediksi karakteristik fisikokimia
yang telah dilakukan terhadap 22 senyawa aktif
yang berasal dari daun sirsak. Dari hasil tersebut,
diketahui bahwa dua senyawa, yaitu procyanidin
dan galactomannan, tidak sesuai dengan kaidah
Lipinski's Rule of Five, sementara 20 senyawa
lainnya memenuhi kelima parameter yang
ditetapkan. Hasil lengkap prediksi ini disajikan
pada Tabel 4. Senyawa dinyatakan mengacu pada
aturan Lipinski’s Rule of Five apabila
mempunyai berat molekulnya kurang dari 500
Dalton, nilai log P di bawah 5, jumlah akseptor
ikatan hidrogen (HBA) kurang dari 10, serta
donor ikatan hidrogen (HBD) kurang dari 5.

Dari berbagai bahan aktif daun sirsak
diketahui dapat menunjukkan keterikatan
(afinitas) terhadap protein thrombin dan Human
VKOR  (Vitamin K epoxide reductases)
didapatkan bahwa senyawa coclaurine, muricine,
anomuricine, geranyl hexanoate dan reticuline
memenuhi kriteria Lipinski. Hal ini dapat
diprediksi bahwa lima senyawa tersebut
memiliki nilai kelarutan yang baik dalam darah.

Tabel 4 Penambatan Molekul Senyawa Fitokimia Terhadap Protein Human VKOR

Nilai energi Persentase
Senyawa ikatan bebas rsamaan
aktif tha Residu asam amino persamaa
(Ligan) (kkal/mol) resu‘iu asam
AG amino (%)
Phenindione 9.9 Hydrogen bond :ASN222, TYR281,GLY202 8/8
(Native ligan) Hydrophobic :VAL196,ALA168 (100%)
Interaksi pi-sigma : LEU262
Interaksi Pi T-shaped : PHE197
Interaksi Pi-sulfur : CYS277
Muricinine 9.3 Hidrogen bond : SER223,GLY202, 6/8
ALA168,ASN222 (75%)
Hidrophobic : CYS277,PHE197,LYS172,
TRP201,VAL196,ILE265,LEU270
Coclaurine -8.9 Hydrogen bond : ALA168,ASN222,SER223,GLY202 7/8
Hydrophobic : PHE197,ILE265,VAL196, (87%)
LEU266,CYS277,LEU262
Reticuline -7.9 Hidrogen bond :SER199,VAL196, 4/8
TYR281,LEU262 (50%)
Interaksi Pi-sigma: THR280
Hydrophobic : TRP201,ILE265,
CYS277,PHE205
Procyanidin -7.9 Hydrogen bond :ASN222,CYS277,SER223 5/8
Hidrophobic : LYS172,LEU270,ILE265 (62%)
Unfavorable donor: SER165,ALLA168, THE280,
LEU262,VAL196,SER 199
Anomuricine -7.5 Hydrogen bond : SER165,SER223,ASN222,SER199 4/8
Interaksi pi-sigma:LEU262 (50%)

Hydrophobic: CYS277,VAL196,LEU270,
ILE265,TRP201,PHE205




Nilai energi Persentase
Senyawa .
aktif tkatan bebas Residu asam amino persamaan
(Ligan) (kkal/mol) resu-iu asam
AG amino (%)
Geranyl -7.2 Hydrogen bond: SER165 4/8
hexanoate Hydrophobic: CYS277,PHE197,PHE205, (50%)
LEU262,AL.A168,ILE265,VAL196
Caffeic acid -7.1 Hydrogen bond: PHE197,GLY202, 5/8
SER223,LEU262,ASN222 (50%)
Hydrophobic: CYS277,VAL196
P-coumaric -6.9 Hydrogen bond: GLY202,SER223, 6/8
acid LEU262,TYR281,ASN222 (75%)
Hydrophobic : VAL 196, CYS277
Stearic acid -6.8 Hydrogen bond : PHE197,SER223 5/8
Hydrophobic: LEU262,VAL276,ILE265, (62%)
VAL196,CYS277,ALA168
Coreximine -6.5 Hydrogen bond: SER199,VAL196, 3/8
LEU262,SER165,THR280 (37%)
Hydrophobic : TRP201,ILE265,
ALA168,LEU164
Unfavorable bump : LEU270
Lignoceric -6.5 Hydrogen bond : GLY226 6/8
acid Hydrophobic : CYS 277,LEU262,TYR281, (75%)
ALA168,ILE265,LEU266,VAL196,PHE197,LYS172
Citrulline -5.9 Hydrogen bond : SER223,SER165, 0/8
LEU164,THR280,LYS172 (0%)
Amyl -5.9 Hydrogen bond: ASN 222,VAL196 5/8
hexanoate Hydrophobic : LYS172,PHE197,ALA168, (62%)
ILE265,LEU262,LEU266
Panthotenic -5.9 Hydrogen bond : PHE197,TYR281,ASN222 3/8
acid (37%)
Anomurine -5.7 Hydrogen bond: SER223,ASN222 SER 165, 6/8
ALA168,VAL276,VAL196,SER199 (75%)
Interaksi PI-Sigma: LEU262
Interaksi PI-T Shaped: PHE197
Hydrophobic : CYS277,LEU266,
LEU270,ILE265,TRP201
Ascorbic acid -5.7 Hydrogen bond : ASN222,SER165 1/8
(12%)
Isocitric acid -5.4 Hydrogen bond : GLY202,ASN222,SER223 2/8
(25%)
Myarica acid -5.2 Hydrogen bond : GLY161,CYS277 4/8
Unfavorable donor : ASN222, TRP201,PHE197, (50%)
SER165,THR280,LEU262,LEU266
Maleic acid -5.1 Hydrogen bond : ASN 222,GLY202,SER199 3/8
Unvaforable acceptor: VAL196 (37%)
GABA -4.8 Hydrogen bond : TYR281,ASN222,GLY202 3/8
(37%)
Methyl -4.7 Hydrogen bond : ASN 222 3/8
hexanoate Hydrophobic : LEU266,LEU262,ILE265,VAL196 (37%)
Galactomann -4.0 Hydrogen bond : LEU262,PHE197, 4/8
an ASN222,SER165,LEU164 (50%)

Unvaforable donor : VAL 196

Keterangan: Data dari hasil docking kandungan senyawa aktif dalam daun sirsak (Annona muricata) terhadap protein human VKOR
menunjukkan bahwa penelitian ini menggunakan ligan asli (native ligand) sebagai kontrol obat. Oleh karena itu, residu asam amino yang
dicetak tebal sebagai situs pengikatan (binding site) pada protein target 6WV6 memiliki kesamaan dengan residu asam amino pada native
ligan, yaitu Phenindione* Persamaan residu asam amino ini tidak melihat jenis ikatan sehingga jika berbeda jenis ikatanya tetap dianggap
sama asalkan memiliki binding site yang mirip dengan control *
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Tabel 5 Sifat Fisikokimia Senyawa Fitokimia Daun Sirsak (Annona muricata)

N S Berat Lininski
ama senyawa CID Rumus Kimia Molekul LogP HBA HBD 1pins
AKktif Rules
(g/mol)
GABA ABA C4HoNO> 103121 -0.1901 2 2 Terpenuhi
Isocitric acid 1198 CsHsO7 192.123 -1.3926 4 4 Terpenuhi
Pantothenic
Acid 6613 CoH17NOs 219237 -1.0433 4 4 Terpenuhi
Citrulline i
9750 CeHi3N303 175.188 -1.1532 3 4 Terpenuhi
Amyl 10886 CiiHnO: 186295  3.3001 2 0 Terpenuhi
hexanoate
Procyanidin 7476 Ca0Ha6013 504525 27327 13 19  ndak
tepenuhi
Anomuricine 157209 Ci19H23NOs 329.396 2.8475 5 2 Terpenuhi
Anomurine 157218 C20H25sNO4 343.423 3.1505 5 1 Terpenuhi
Coclaurine 160487 C17HIsNOs 285343 25359 4 3 Terpenuhi
Galactomanna .
Tidak
n 439336 CisH2 016 504438 71573 16 1 .
terpenuhi
Reticuline 439653 C19HnNOs 329396 2887 5 2 Terpenuhi
Maleic Acid 444766 C4HiOs 116072 02882 2 2 Terpenuhi
P-coumaric
acid 637542 CoHs0s 164.16 1.49 2 2 Terpenuhi
Caffeic Acid 599043 CoHsOs 180.159  1.1956 3 3 Terpenuhi
Coreximine 7037179 C1oHaNO4 32738 27705 5 2 Terpenuhi
Ascorbic Acid 54670057 CsHsOs 176,124 -1.4074 6 4  Terpenuhi
Muricinine 131750994 CisHioNOs 313353 25249 5 3 Terpenuhi
Geranyl
hexanoate 5365992 Ci6H2302 252.398 4.8026 2 0 Terpenuhi
Methyl 7824 C7HO 130.187 17397 2 0 Terpenuhi
hexanoate
Myrica acid 10576259 C30HutOs 468678 63327 3 2 Terpenuhi
Stearic Acid 5381 CisHs602 284484 63325 1 1 Terpenuhi
Lignoceric
Acid 11197 CauHasOn 368.646  8.6731 11 Terpenuhi

Keterangan: Hasil data prediksi parameter fisikokimia senyawa aktif yang menunjukkan afinitas penambatan terbaik terhadap protein

thrombin dan enzim VKOR pada manusia

Prediksi Farmakokinetik Senyawa Aktif
Daun Sirsak (Annona muricata)

Berdasarkan hasil dari penilaian prediksi
ADMET vyang telah dilakukan pada senyawa
aktif yang memiliki affinitas baik terhadap
protein thrombin dan hAuman VKOR (Vitamin K
epoxide reductases) dapat dilihat pada tabel 6.
Senyawa terbaik yaitu procyanidin, muricinie,
reticuline, coclaurine, galactomannan,

anomuricine, geranyl hexanoate menggunakan
website pkCSM. Berdasarkan nilai absorbsi
didapatkan Geranyl hexanoate memiliki nilai
absorbsi 93.83%, Coclaurine 92.87%, reticuline
91.13%, anomuricine, 90.87 % muricinine 69.40,
procyanidin, 55.52, galactomannan 0 %. Zat
aktif dikatakan memiliki angka absorbsi yang
baik jika >80%.



Berdasarkan indikator volume distribusi
senyawa (vdss), yang menunjukkan sejauh mana
senyawa terdistribusi dalam tubuh, diketahui
bahwa coclaurine memiliki nilai vdss sebesar
1,17 Log L/Kg, diikuti oleh anomuricine sebesar
0,996 Log L/Kg, reticuline 0,778 Log L/Kg,
geranyl hexanoate 0,271 Log L/Kg, procyanidin
0,193 Log L/Kg, muricine -0,198 Log L/Kg, dan
galactomannan -0,264 Log L/Kg. Senyawa
dikategorikan memiliki distribusi yang baik
apabila nilai vdss-nya lebih dari 0,45 Log L/Kg.

Berdasarkan indikator distribusi, zat aktif
daun sirsak dimana memiliki kemampuan untuk
menembus Blood Brain Barrier (BBB) antara
lain procyanidin (-1.783 log BB), galactomannan
(-1.785 log BB), anomuricine (-0.332 log BB),
reticuline (-0.502 log BB), muricine (-0.647 log
BB), coclaurine (0.177 log BB), dan geranyl
hexanoate (0.648 log BB). Senyawa procyanidin
(-1.783 log BB) dan galactomannan (-1.785 log
BB) tidak dapat menembus BBB karena
memiliki nilai BBB yang lebih rendah dari -1.

Berdasarkan indikator ~ metabolisme
senyawa aktif yang tidak memiliki pengaruh
terhadap metabolisme CYP adalah procyanidin,
muricinine, geranyl hexanoate dan
galactomannan sehingga senyawa ini tidak
menganggu proses metabolisme senyawa aktif di
hepar. Adapaun Reticuline, anomuricine dan
coclaurine mempengaruhi metabolisme CYP
3A4.
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Berdasarkan indikator ekskresi didapatkan
senyawa procyanidin dan muricinine mempunyai
nilai klirens yang buruk semakin tinggi nilai
klirens semakin rendah resiko terjadinya
penumpukan senyawa aktif dalam darah. Nilai
eksresi yang baik yaitu kurang dari -1 atau
mendekati -1. Ekskresi senyawa dinilai
berdasarkan parameter CLtot (klirens total) yang
diukur dalam unit Log ml/menit/kg. Nilai CLtot
yang tinggi mengindikasikan bahwa senyawa
tersebut diekskresikan dengan lebih cepat dari
dalam tubuh. Klirens total merupakan akumulasi
dari klirens hati dan klirens ginjal¥,

Berdasarkan penilaian toksisitas yaitu
hepatotoksik dan ames didapatkan bahwa
senyawa coclaurine, reticuline, dan anomuricine
bersifat hepatotoksik akan tetapi tidak bersifat
ames. Hepatotoksisitas adalah kondisi kerusakan
hati yang timbul akibat paparan senyawa
berbahaya yang menimbulkan reaksi merugikan
pada organ tersebut “V. Uji Ames adalah metode
untuk menguji toksisitas dengan menggunakan
bakteri, yang bertujuan untuk menilai potensi
dari suatu senyawa dapat bersifat mutagenikatau
tidak. Jika temuan dari hasil uji menunjukkan
positif, berarti suatu senyawa tersebut berpotensi
bersifat mutagenik serta dapat bertransformasi
menjadi karsinogen yang dapat menyebabkan
penyakit kanker.®”

Tabel 6 Prediksi ADMET Senyawa Fitokimia Daun Sirsak (Annona muricata)

Absorbtion Distribusi Metabolisme Eksresi Toksisitas
Total
Nama Absorbsi  Vdss BBB CYP CYP Clearan
Senyawa CYP2D6 CYP3A4 Hepatot
padausus  (Log  (log 2D6 3A4 i ohibitor  inhibitor ce oksik AMES
(%) L/Kg) BB) substrat substrat (ml/min
/kg)
GABA 77.806 0712 -1.022  Tidak Tidak Tidak Tidak  0.892 Tidak Tidak
Isocitric acid 0 -0.712  -1.022 Tidak Tidak Tidak Tidak 0.892 Tidak Tidak
iz‘dmthe“‘c 30.442 115 -08 Tidak Tidak Tidak Tidak  0.595 Tidak Tidak
Citrulline 39.008 -0.491 -0.786  Tidak Tidak Tidak Tidak  0.282 Tidak Tidak
Amyl 93.914 0.134  0.623  Tidak Tidak Tidak Tidak  1.661 Tidak Tidak
hexanoate
Procyanidin  55.527 0.193 -1.783  Tidak Tidak Tidak Tidak  -0.058 Tidak Tidak
Anomuricine  90.876 0.996 -0.332 Iya Iya Iya Tidak  1.003 Iya Tidak
Anomurine 92.132 1.062  -0.265 Tidak Iya Iya Tidak 1,00 Iya Tidak
Coclaurine 92.875 1.17 0.177 Iya Iya Iya Tidak 1.075 Iya Tidak
Galactomann 0264 -1.785  Tidak Tidak Tidak Tidak 1.601 Tidak Tidak

an
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Reticuline 91.276 0.778  -0.502 Iya Iya Tidak Tidak 1.003 Iya Tidak
Maleic Acid ~ 71.771 -1.026 -0.127  Tidak Tidak Tidak Tidak  0.89 Tidak Tidak
:c'ic(;’““‘ar‘c 93.494 1151 -0225  Tidak Tidak Tidak Tidak  0.662 Tidak Tidak
Caffeic Acid  69.407 -1.098 -0.647  Tidak Tidak Tidak Tidak  0.508 Tidak Tidak
Coreximine 92.388 1368  0.127 Iya Iya Iya Tidak 1.111 Tidak Iya
ﬁ:ic(‘i’rb'c 39.154 0218 -0.985  Tidak Tidak Tidak Tidak  0.631 Tidak Tidak
Muricinine 69.407 -1.098 -0.647 Tidak Tidak Tidak Tidak 0.508 Tidak Tidak
Geranyl 93.834 0271 0.648  Tidak Tidak Tidak Tidak  1.755 Tidak Tidak
hexanoate
Methyl . . . . . .
95.791 -0.053 0.429 Tidak Tidak Tidak Tidak 0.517 Tidak Tidak
hexanoate
Myrica acid 99.251 0975 0.088 Tidak Iya Tidak Tidak -0.115 Iya Tidak
Stearic Acid 91317 0.528 -0.195  Tidak Iya Tidak Tidak  1.832 Tidak Tidak
]:cgig"ce”c 89.255 059  -0448  Tidak Iya Tidak Tidak  2.034 Iya Tidak

Keterangan: Tabel hasil prediksi ADMET untuk senyawa aktif daun sirsak yang dapat berpotensi mengaktifkan protein thrombin dan

menghambat human VKOR diperoleh melalui situs pkCSM..

PEMBAHASAN
Prediksi Afinitas Senyawa Daun Sirsak
Terhadap Protein Thrombin Dan Human
VKOR

Indikator afinitas suatu senyawa aktif
terhadap  protein  pada  penelitian  ini
menggunakan besarnya nilai energi ikatan bebas
dan kemiripan residu asam amino. Energi ikatan
bebas (AG) merupakan bentuk dari hasil ikatan
antara protein target atau reseptor terhadap ligan
dan interaksi antara ligan dengan protein. Hasil
dari suatu ikatan antara ligan dan protein control
(target) akan membentuk sebuah konformasi
ligan berdasarkan nilai AG. Apabila nilai AG
yang dihasilkan semakin kecil maka hal ini
menunjukkan semakin stabil ligan yang
berikatan dengan protein reseptor (target). AG
adalah energi yang memiliki peran penting bagi
ligan untuk dapat berikatan atau berinteraksi
dengan baik pada binding site dari protein
target®)33, Apabila pada senyawa aktif terdapat
sejumlah besar kesamaan residu asam amino
yang berikatan dengan native ligand maka
kemungkinan senyawa tersebut memiliki
kemampuan yang kuat untuk menghambat atau
mengaktifkan aktivitas suatu reseptor target ¢,

Hasil penambatan molekuler senyawa aktif
dari daun sirsak terhadap protein thrombin
menunjukkan bahwa lima senyawa aktif
diperkirakan memiliki afinitas terhadap protein
thrombin dan Auman VKOR . Kelima senyawa
tersebut adalah  procyanidin, muricinine,
reticuline, coclaurine, dan galactomannan.

Procyanidin adalah senyawa aktif golongan
fenol yang mmeiliki efek farmakologis sebagai
antioksidan sehingga dapat menangkal radikal
bebas serta mengurangi produk peroksidasi lipid.
Pada saat terjadi stroke iskemik akibat sumbatan

aliran darah otak akan menyebabkan defisit
suplai oksigen pada daerah yang terdampak. Hal
tersebut menyebabkan terjadinya stress oksidatif
yang berperan dalam inisiasi dan terjadinya
apoptosis serta inflamasi pada sel neuron.
Beberapa penelitian sebelumnya menyebutkan
bahwa senyawa aktif dari tanaman terutama
senyawa fenol berpotensi melindungi sel neuron
terhadap proses stroke iskemik. Melalaui
mekanisme sebagai scavenger radikal bebas dan
meningkatkan produksi enzim 9,

Procyanidin diprediksi mampu
menghambat kedua protein target namun
affinitasnya lebih tinggi pada human VKOR.
Ikatan antara procyanidin dengan Auman VKOR
akan menghambat aktivasi vitamin K. hal ini
menyebabkan proses aktivasi pembentukan
thrombin akan berkurang sehingga menurunkan
pembentukan thrombus. Dengan demikian aliran
darah otak dapat kembali normal.

Muricinine adalah senyawa aktif golongan
terpenoid hasil penelitian sebelumnya disebutkan
bahwa muricinine mampu mencegah terjadinya
stroke iskemik melalui mekanisme penurunan
kadar kolesterold darah. Berdasarkan pernyataan
dari Yang et al, (2022) muricinine memiliki
target utama dalam penurunan kolesterol yaitu
tethadap ADRB2 dan ADRB3 protein pada
hiperlipidemia. Penyakit hiperlipidemia
merupakan salah satu faktor intrinsik yang dapat
memicu terbentuknya trombus berlebih yang
dapat mengakibatkan sumbatan pada pembuluh
darah @D,

Reticuline merupakan senyawa aktif dari
kelompok alkaloid yang diketahui memiliki
berbagai efek farmakologis, seperti anti bakteri,
anti inflamasi, anti fungi dan juga memiliki efek
sebagai anti koagulan ?. Senyawa reticuline ini
dapat bekerja sebagai antikoagulan melalui
penghambatan jalur koagulasi baik secara



ekstrinsik dan intrinsik ?®. Proses ini dilakukan
melalui penghambatan produksi FXa (factor x a),
thrombin dan menghambat TNF-a. Dari hasil
doking dapat diprediksi bahwa reticuline
mmepunyai afiinitas terhadap protein thrombin
dan Aiuman VKOR namun potensinya lebih besar
terhadap protein /suman VKOR. Reticuline
diprediksi dapat menyebabkan inaktivasi
pembentukan vitamin K sehingga menurunkan
pembentukan thrombus.

Galactomannan adalah senyawa aktif
golongan polisakarida. Galactomannan diketahui
memiliki aktivitas sebagai agen antidiabetes serta
mampu berpotensi menurunkan kadar kolesterol
dalam sirkulasi darah.”, Berdasarkan penelitian
secara biologis menggunakan hewan coba kelinci
senyawa  galactomannan termasuk dalam
kelompok senyawa polisakarida, mampu
mengurangi kadar kolesterol dalam darah lebih
baik daripada obat simvastatin. Dimana ini bisa
menjadi salah satu faktor instrinsik yang dapat
mengurangi  perburukan  sumbatan  yang
terbentuk pada pembuluh darah®®. Hasil doking
menunjukkan bahwa galactomannan mempunyai
affinitas terhadap protein thrombin ikatan
tersebut menyebbakan penuruna pembentukan
thrombin yang berdapmpak pada penurunana
pembentukan thrombus.

Coclaurine merupakan senyawa aktif
golongan heterocyclic. Coclaurine disebutkan
mempunyai potensi menurunkan kadar koleterol
darah. Berdasarkan hasil doking coclaurine
diprediksi menghambat protein thrombin dan
human vkor namun potensinya lebih besar pada
protein Auman VKOR. Dengan demikian
coclaurine  dapat  mencegah  terjadinya
pembentukan thrombus melalui mekanisme
penghmagtan aktivasi vitamin K @V,
Penambatan Molekul Senyawa Aktif Annona
muricata dengan human VKOR

Berdasarkan  hasil evaluasi  docking
terhadap 22 senyawa aktif yang terdapat dalam
daun sirsak pada protein Auman VKOR (Vitamin
K epoxide reductase) hal ini bisa diamati pada
tabel 4 menampilkan hasil penambatan antara
kontrol phenindione dan protein enzim human
VKOR menunjukkan besaran nilai energi ikatan
bebas (AG) sebanyak -9,9 kkal/mol, dengan
persentase total residu asam amino yang terlibat
adalah 8 buah antara lain ikatan hydrogen
TYR281,ASN222,GLY202, ikatan hidrofobik
VAL196,ALA168, interaksi pi-sigma-LEU262,
interaksi pi-T shaped PHE197, interaksi pi-sulfur
CYS277. Kemudian, hasil docking antara
senyawa dan ligan dibandingkan. Berdasarkan
evaluasi dari nilai energi ikatan bebas (AG) serta
persentase residu asam amino yang berikatan,
diperoleh hasil bahwa zat aktif dari daun sirsak
menunjukkan afinitas pada protein human
VKOR adalah muricinine, coclaurine, reticuline,
procyanidin,  anomuricine, dan  geranyl
hexanoate®”., Senyawa aktif yang tidak ada pada
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protein thrombin adalah anomuricine dan geranyl
hexanoate. Dari 7 senyawa aktif daun sirsak
dapat diketahui bahwa reticuline dan coclaurine
memiliki afinitas terhadap protein thrombin dan
juga protein human VKOR.
Prediksi Fisikokimia Senyawa aktif Daun
Sirsak
Mengacu pada data hasil pengujian analisis
fisikokimia menunjukkan bahwa uji ini penting
untuk mengevaluasi kemampuan senyawa dalam
hal absorpsi dan permeabilitas. Kriteria yang
digunakan  berdasarkan  aturan  Lipinski
mencakup beberapa parameter, yaitu dilihat dari
banyaknya donor ikatan hidrogen (H-Bond
Donors/HBD) tidak melebihi lima, jumlah
akseptor ikatan hidrogen (H-Bond
Acceptors/HBA) tidak melebihi dari sepuluh,
berat molekul maksimal 500 dalton (g/mol), serta
nilai Log P (Clog P) tidak lebih dari lima.®>.
Dari lima zat aktif daun sirsak (Annona
muricata) yang menunjukkan afinitas terhadap
protein thrombin dan human VKOR, reticuline,
muricinine, dan coclaurine merupakan senyawa
yang memiliki kelarutan yang baik. Berdasarkan
indikator seperti berat molekul, log P, jumlah
akseptor dan donor ikatan hidrogen (HBA dan
HBD), ketiga senyawa tersebut diperkirakan
mempunyai tingkat permeabilitas yang tinggi
terhadap saluran pencernaan dan membran lipid
bilayer, sehingga memungkinkan distribusi yang
efisien dalam tubuh. Sementara itu, procyanidin
dan galactomannan tidak memenuhi kriteria
aturan Lipinski, sehingga diperkirakan memiliki
kelarutan yang rendah di dalam darah.
Prediksi ADMET Senyawa aktif Daun Sirsak
Penilaian dari prediksi farmakokinetik ini
dilakukan untuk mengevaluasi  Absorpsi,
Distribusi,  Metabolisme,  Ekskresi, dan
Toksisitas (ADMET). Dari kelima senyawa yang
menunjukkan afinitas terhadap kedua protein
target, diperoleh bahwa coclaurine memiliki nilai
absorpsi >80% di usus. Absorpsi yang baik
berperan  penting dalam  meningkatkan
konsentrasi ssuatu enyawa aktif di plasma pada
protein target. Penilaian absorpsi yang baik pada
usus ditandai dengan nilai presentase >80%.
Nilai absorpsi yang optimal memiliki peran
krusial dalam meningkatkan  konsentrasi
senyawa aktif pada plasma dan protein target.
Berdasarkan indikator distribusi yang
dinilai dari kemampuan menembus BBB dan
VDSS didapatkan bahwa senyawa coclaurine
mempunyai nilai BBB <-1 dan nilai VDSS 1,17
Log L/kg. Nilai BBB dikatakan tidak menembus
jika BBB <-1 dan VDSS (Volume of Distribution
at Steady State) yang baik jika nilai > -0.15.
berdasarkan hal ini mengindikasikan bahwa
coclaurine mampu terdistribusi secara bebas
dalam aliran darah, namun tidak mampu
melampaui barrier sawar darah-otak (Blood
Brain Barrier/BBB).serta terdistribusikan dengan
baik dalam plasma darah secara merata. Ketidak



mampuan suatu senyawa menenmbus BBB
menunjukkan bahwa senyawa tersebut tidak
mempengaruhi sel neuron.

Berdasarkan  indikator  metabolisme,
senyawa reticuline, anomuricine, dan coclaurine
diketahui mampu berikatan dengan enzim
metabolik CYP3A4. Enzim sitokrom P450
(CYP450), yang banyak ditemukan di hati,
berfungsi sebagai enzim detoksifikasi utama
dalam tubuh. Secara umum, enzim ini berperan
penting dalam proses metabolisme obat dengan
cara mengoksidasi xenobiotik, yaitu senyawa
asing yang masuk ke dalam tubuh, agar dapat
dikeluarkan melalui mekanisme ekskresi. Dua
isoformutama dari enzim ini, yaitu CYP2D6 dan
CYP3A4, memiliki peran signifikan dalam
memengaruhi  laju  metabolisme  obat.®,
CYP3A4, secara khusus, dapat menurunkan
bioavailabilitas dan efektivitas terapeutik obat
dengan mempercepat proses degradasi obat.
Sebaliknya, jika enzim ini terhambat, konsentrasi
kadar obat dalam plasma bisa meningkat. Selain
perannya dalam proses detoksifikasi serta
pengeluaran xenobiotik, CYP3A4 juga dapat
menyebabkan  efek  genotoksik  dengan
mengaktifkan prokarsinogen, serta berperan
dalam terjadinya interaksi antarobat.®?),

Berdasarkan indikator eksresi reticuline,
coclaurine, dan galactomannan, memiliki nilai
klirens yang baik sedangkan procyanidin dan
muricinine mmeiliki nilai ekskresi yang buruk.
Ekskresi senyawa dapat dievaluasi melalui
parameter CLtot (klirens total) yang dinyatakan
dalam satuan unit Log ml/menit/kg. Nilai CLtot
yang tinggi menunjukkan bahwa senyawa
dikeluarkan dari tubuh dengan lebih cepat.
Klirens total ini merupakan kombinasi dari
klirens yang terjadi di hati dan ginjal¥,

Berdasarkan indikator toksisitas, reticuline,
dan coclaurine memiliki efek hepatotoksik akan
tetapi tidak memiliki efek AMES sedangkan
procyanidin, muricinine, dan galactomannan
Tidak menunjukkan efek hepatotoksik maupun
hasil positif pada uji Ames. Hepatotoksisitas
adalah kondisi kerusakan pada hati yang dapat
disebabkan oleh paparan senyawa yang
menimbulkan reaksi merugikan. Sedangkan uji
Ames adalah metode pengujian toksisitas yang
menggunakan media bakteri untuk mengevaluasi
kemmapuan mutagenik suatu senyawa. Jika hasil
dari uji Ames menunjukkan hasil positif, berarti
senyawa tersebut memiliki potensi untuk bersifat
mutagenik dan dapat berkembang menjadi
karsinogen yang dapat menyebabkan kanker®?).

SIMPULAN

Senyawa aktif reticuline dan coclaurine,
diprediksi memiliki afinitas terhadap protein
thrombin dan protein Human VKOR, namun
afinitasnya lebih baik pada protein Human
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VKOR. Kedua senyawa tersebut cenderung

bersifat hepatotoksik.
Penelitian secara in silico harus dibuktikan
secara laboratoris, sehingga peneliti

menyarankan untuk dilakukan studi lebih lanjut
menggunakan hewan coba untuk mengetahui
potensi sebagai trombolitik, serta perlu dilakukan
uji toksisitas kronis untuk mengetahui efek daun
sirsak terhadap kerusakan hepar.
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