BAB3
PROSEDUR PENELITIAN

3.1 Metode Penelitian

Jenis metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini yaitu in silico
screening menggunakan teknik molecular docking dengan analisis deskriptif
kuantitatif. Metode analisis data kuantitatif adalah metode komputasi dan statistik
yang berfokus pada analisis statistik, matematis, atau numerik dari kumpulan data.
Penggunaan metode ini memungkinkan hasil penelitian dapat diukur atau
dinyatakan dalam bentuk angka. Metode analisis data kuantitatif deskriptif sendiri
merupakan pendekatan yang membantu menggambarkan, menunjukkan, atau
meringkas data secara konstruktif. Metode ini mengacu pada penggambaran
statistik yang bertujuan untuk memahami rincian data dengan cara meringkas serta
menemukan pola dari sampel data tertentu. (Sofwatillah et al., 2024).

Data senyawa yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari hasil
penelitian yang sebelumnya telah melakukan identifikasi senyawa metabolit
sekunder dari kalus Purwoceng menggunakan teknik GC-MS. Proses uji in silico
pada penelitian ini menggunakakan aplikasi PyRx, dan Biovia Discovery Studio
Visualizer 2025. Reseptor target yang digunakan adalah Poly (ADP-ribose)
Polymerase 2 (PARP2) dengan (PDB ID: 3KCZ). Sedangkan ligan yang akan dikaji
adalah  Phen-1,4-diol,  2,3-dimethyl-5-trifluoromethyl-; ~ Phrobol; dan 9-

hexadecenoic acid dengan ligan kontrol 3-aminobenzamide.

3.2 Ruang Lingkup Penelitian

Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan, fokus penelitian yang
akan dilakukan adalah menganalisis secara in silico dengan metode molecular
docking pada senyawa metabolit sekunder tanaman Purwoceng terhadap reseptor
PARP2 yang berperan penting dalam memperbaiki kerusakan DNA pada sel,
terutama dalam sel kanker ovarium yang memiliki masalah dalam jalur perbaikan
DNA utama seperti mutasi BRCA. Hasil yang akan dianalisis mencakup molecular

docking ligan uji dan ligan kontrol terhadap reseptor, sifat fisikokimia,
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farmakokinetik, serta toksisitas ligan uji. Analisis ini dapat memberikan kesimpulan
apakah senyawa metabolit sekunder tanaman Purwoceng yang dikaji memiliki
potensi sebagai kandidat antikanker pada ovarium dan dapat dikembangkan

menjadi kandidat obat oral atau tidak.

3.3  Sumber Data Penelitian

Data dalam penelitian ini diperoleh dari dua jenis sumber data, yaitu sumber
primer dan sumber sekunder. Sumber primer berupa data yang diunduh dan diolah
langsung oleh peneliti, meliputi senyawa metabolit sekunder tanaman Purwoceng
yang dikaji serta ligan kontrol dari web PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), dan reseptor PARP2 dari web RCSB PDB
(https://www.rcsb.org/). Analisis sifat fisikokimia pada web SwissADME

(http://www.swissadme.ch/), analisis sifat farmakokinetik pada web pkCSM

(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction), analisis toksisitas pada web

ProTox 3.0 (https://tox.charite.de/), serta simulasi molecular docking menggunakan

aplikasi PyRx dan Biovia Discovery Studio Visualizer 2025 dari senyawa metabolit
sekunder tanaman Purwoceng yang dikaji terhadap reseptor PARP2. Sementara itu,
sumber sekunder diperoleh dari hasil kajian literatur yang relevan, mencakup
referensi mengenai senyawa metabolit sekunder tanaman Purwoceng yang
berpotensi sebagai kandidat antikanker, reseptor target PARP2, serta ligan kontrol

3-aminobenzamide.

3.4  Langkah-Langkah Penelitian
3.4.1 Alat dan Bahan
Tahap pelaksanaan penelitian ini melibatkan beberapa alat dan bahan yang
dapat dilihat pada tabel 3.1 dan tabel 3.2 di bawabh ini.
Tabel 3.1 Alat Penelitian

1. Alat Tulis | Buku dan pulpen yang digunakan | 1 Buah
untuk mencatat hal-hal penting
selama penelitian.



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.rcsb.org/
http://www.swissadme.ch/
https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/prediction
https://tox.charite.de/
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2. Gawai

iPhone Xr sebagai alat penunjang
untuk pengambilan dokumentasi
selama penelitian.

1 Buah

3. Laptop

HP AMD Athlon Silver 7120U
with Radeon Graphics (2 CPUs)
~24 GHz, RAM 8 GB, OS
Windows 11 Home SL 64-bit,
yang digunakan untuk
menjalankan  seluruh  proses
analisis dan simulasi penelitian.

1 Buah

Versi 0.8 sebagai Sofware yang
digunakan untuk preparasi ligan
dan molecular docking.

1 Buah

5. Biovia
Discovery
Studio
Visualizer
2025

Versi  25.1.0.24284  sebagai
Software yang digunakan untuk
preparasi reseptor dan
memvisualisasikan hasil
molecular docking.

1 Buah

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Kalus Purwoceng

Tabel 3.2 Bahan Penelitian

Sumber
sekunder untuk ligan uji.

metabolit

1 Sampel
Kalus

2. | Phen-1,4-diol,

dimethyl-5-

trifluoromethyl-

Molecular
CyoHoF30,
PubChem ID: 590850
SMILES:

23-

Formula:

CC1=C(C=C(C(=C1C)0)
C(FH(F)F)O

Digunakan sebagai ligan
yang akan diuji terhadap
reseptor PARP2.

1 File
(.sdf)

3. | Phorbol

Molecular Formula:
C20H2806

PubChem ID: 442070
SMILES:
C[C@@H]1[C@H](C@
@I2([C@@H](C2(C)C)[

1 File
(.sdf)
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CeHB[Ce]l((@@H]4
C=C(C(=0)[C@]4(CC(=
C3)C0)0)C)0)0)0O

Digunakan sebagai ligan
yang akan diuji terhadap

reseptor PARP2.

4. | 9-Hexadecenoic acid Molecular Formula: 1 File
C16H3002 (.Sdf)
PubChem ID: 4668
SMILES:
CCcCcccee=ccececcecce O A A
CC(=0)0O °
Digunakan sebagai ligan
yang akan diuji terhadap
reseptor PARP2.

5. | 3- aminobenzamide Molecular Formula: 1 File
C7H8N20 (.sdf) a
PubChem ID: 1645 e
SMILES: 5
CI1=CC(=CC(=CIN)C(= oy
O)N '
Digunakan sebagai ligan
kontrol.

6. PARP2 Protein target dengan 1 File

PDB ID: 3KCZ sebagai (-pdb)
reseptor ovarium yang
menjadi fokus penelitian,
dan akan diujikan dengan
Phen-1,4-diol, 2,3-
dimethyl-5-

trifluoromethyl-; Phrobol;
dan 9- hexadecenoic acid.

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.2 Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Tanaman Purwoceng
menggunakan GC-MS
Proses identifikasi senyawa metabolit sekunder tanaman Purwoceng
menggunakan GC-MS telah dilakukan di Laboratorium Penelitian dan Pengujian
Terpadu Universitas Gadjah Mada (LPPT UGM). Hasil GC-MS berupa senyawa-
senyawa yang disajikan dalam bentuk kromatogram dan spektrum massa dengan

masing-masing berat molekul senyawa bioaktif.
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3.4.3 Pengunduhan Berkas Ligan Uji dan Ligan Kontrol

Ligan uji yang digunakan dalam penelitian ini berupa senyawa metabolit
sekunder hasil identifikasi melalui pengujian GC-MS pada tanaman Purwoceng.
Dari hasil tersebut, beberapa senyawa kemudian dipilih berdasarkan kajian literatur
yang menunjukkan potensi sebagai kandidat antikanker. Selain itu, digunakan juga
senyawa ligan kontrol berupa 3-aminobenzamide yang diambil berdasarkan acuan
dari penelitian sebelumnya. Ligan uji dan kontrol yang sudah ditentukan kemudian
diunduh dari web data base Biologi PubChem. Adapun langkah-langkah
pengunduhan berkas ligan adalah sebagai berikut:
1) Akses terhadap basis data PubChem dilakukan melalui laman

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ (Gambar 3.1).

<« G 2= pubchem.ncbinimnihgov * O A -

=

National Library of Medicine

P u b © he m About Docs Submit Contact {(:):—

Quickly find chemical information

Advanced Search V  Search History &) How to Search ®

Gambar 3.1 Tampilan Web PubChem
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

2) Nama senyawa yang ingin dicari dimasukkan ke dalam kolom pencarian pada

laman PubChem untuk memulai proses pencarian data senyawa (Gambar 3.2).

<« C % pubchem.ncbinimnihgov 0 Ol & @ i

tional Library of Me ne
P u b © he m About Docs Submit Contact -:é:-

Quickly find chemical information

Phen-1,4-diol, 2,3—dimethyl—S—trifluoromethyli

Compound

2-(Dimethylaminomethyljphenl
[2-(benzyldimethylsilyhphenylimethanol
Phenyl(2-(tr

omethyljphenyl)methanone
4-(2-Dimethylaminoethyl)phenol
4-(difluoromethyl)phenol

Gambar 3.2 Kolom Pencarian PubChem
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3) Hasil pencarian yang paling sesuai dengan nama senyawa dipilih untuk

menampilkan informasi detail mengenai senyawa tersebut (Gambar 3.3).

<« € % pubchem.nchinim.nih.gow/#query=Phen-1%2C4-diol%2C+2%2C3-dimethyl-5-trifluoromethyl w o K - ]

Advanced Search v Search History ©© How to Search @

Treating this as a text search.
BEST COMPOUND MATCH

Phen-1,4-diol, 2,3-dimethyl-5-trifluoromethyl-; 2,3-Dimethyl-5-(trifluoromethyl)-1,4-benzenediol #
ﬁ‘ Compound CID: 590850

MF: CsHoF302  MW: 206 g/mol

IUPAC Name: 2,3-dimethyl-5-(trifluoromethyl)benzene-1,4-diol

SMILES: CC1=C(C=C{C(=CICI0)CRRFO

InChiKey: TYCIZVUCGKUPFF-UHFFFAOYSA-N

InChl: InChl=15/CSHSF302/c1-4-5(2)8(14)6(3-7(4)13)9(10,11)12/h2, 13- 14H,1-2H3
Create Date: 2005-03-27

Summary  Similar Structures Search  Related Records

ALL DATA COLLECTIONS TEXT SEARCH

Compounds Substances

L] 3)

Gambar 3.3 Hasil Pencarian Ligan
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

4) Halaman yang memuat informasi lengkap senyawa, termasuk identitas dan

struktur molekul, ditampilkan secara otomatis setelah hasil pencarian dipilih

(Gambar 3.4).

&« @ % pubchem.ncbinim.nih.gov/compound/590850 * O & 0
a
Pub@hem Phen-1,4-diol, 2,3-dimethyl-5-trifluoromethyl- (Compound) SE |
Phen-1,4-diol, 2,3-dimethyl-5-
trifluoromethyl Mt [ % Dol
CONTENTS
PubChem CID 530850 Title and Summary
1 Structures v
Structure
2 Names and Identifiers v
3 Chemical and Physical Properties v
4 Spectral Information ”
5 Related Records v
20 3D
6 Classification v
Molecular Formula CoHgF30, 7 Information Sources
Synonyms Phen-1,4-diol, 2,3-dimethyl-5-trifluoramethyl-
2,3-Dimethyl-5-(triflucromethyl)-1,4-benzenediol #
Molecular Weight 206.16 g/mol
Computed by PubChem 2.7 (PubChem release 2021.05.07)
Dates Create: Modify:
2005-03-27 2025-12-20 —

Gambar 3.4 Informasi Ligan
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

5) Pengunduhan struktur ligan dilakukan melalui menu Download dengan
memilih opsi 3D Conformer dalam format SDF untuk memperoleh struktur

tiga dimensi senyawa (Gambar 3.5).



€ 5 €@ 2 pubchemncbinim.nihgov/compound/590850 * O L@

DOWNLOAD
UOwWnI0aa aata usea 1o aispiay mis page

JSON % save  Display & XML % save Display & ASNT % save Display &

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

ASNT & Save  Display &

3D Conformer
SDF % save Display @ JSON # save Display & XML ® save Display @

ASNT % Save  Display &

Gambar 3.5 Download Struktur 3D Ligan
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

6) Langkah-langkah ini diulangi untuk setiap senyawa metabolit sekunder
tanaman Purwoceng yang ingin diunduh berkasnya.
3.4.4 Pengunduhan Berkas Reseptor
Reseptor PARP2 dicari dengan mengkaji artikel jurnal yang membahas
mengenai kanker ovarium atau artikel yang meneliti terkait peran PARP2.
Kemudian pengunduhan berkas reseptor PARP2 dilakukan melalui web RCS PDB.
dengan PDB ID: 3KCZ. Adapun langkah-langkah pengunduhan berkas reseptor
PARP?2 adalah sebagai berikut:
1) Akses terhadap basis data RCSB PDB dilakukan melalui laman
https://www.rcsb.org/ (Gambar 3.6).

€ C % reborg * O @ :

RCSB PDB  Deposit v Search v Visualize » Analyze v Download » Leam v About v Careers COVID-19

[ 23216 (5] 1068577
=2 Structures Computed [Ente cude CSM @
FROTEIN DATA BANK anemlrc Structure
POB archive Modeis Advan e

(Csm)

SPDEB oo ENAKB (G ©PDB-HM

Redesigned PDB Statistics Support Enhanced Functionality = Explo

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

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

#® Deposit y 3D from the Protein Data
Bank (PDB) archive
Q Search
B Integrative 3D Structures from the PDB Archive
G4 Visualize E Computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

I ~
Gambar 3.6 Tampilan Web RCSB PDB

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025


https://www.rcsb.org/

41

2) Nama reseptor PARP2 dimasukkan ke dalam kolom pencarian pada laman

RCSB PDB untuk menampilkan hasil pencarian struktur protein (Gambar 3.7).

€

G % rsborg

RCSB PDB Deposit v+ Search v Visualize v Analyze v Download v Leam v About v Careers COVID-19

* D @

B 243216 (=] 1,088,577
= Structures Computed PARP2
PROTEIN DATA BANK qumm Structure
PDB archive Models in Adeiticnal Stucture Keywords

(csM) DNAADP.ribosyliransferase 2, PARP2. Rucapari, TRANSFERASE
DNA ADP-ribos) ase 2. PARP2, FiLzoparb, TRANSFERASE

i PDB-101 GPDB [ YeRm— S.NAKB @:.7.5 DNAADP-ribosyliransferase 2. PARP2. PARP inhibilcr, TRAI

some, Complex. Bridging, DNA SINDING PROTEIN-DNA compiex

Redesigned PD

DNAADP-ribosyltransferaze 2. PARP2. Otapar, AZD2281, TRANSFERASE
DNA ADP-ribosyliransferase 2, PARP2, Pamipar, BGE-290, TRANSFERASE

RCSB Protein Data Bank (RCSB P

sclence and education by providing PARP?, PARP2, ADP-ibasylation, serine ADP-ibosylatan, CAor27, PROTEIN
BINDING

visualization, and analysis of

PARP1, PARP2. ADP.rbasylation, serine ADP.ribosylation, adapior, PROTEIN

#® Deposit B Experimentally-determined 30 BMNOWG

Bank (PDB) archive Lok

HPF1 bound to catalyic fragment of PARP2

Search
Q a Integrative 3D Structures frous BABSGIAMILFANEI 1 comniexawrn UL 245

Ea Visualize [E) computed Structure Models (CSM) from AlphaFold DB and
ModelArchive

. - -
Gambar 3.7 Kolom Pencarian RCSB PDB

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

£ Analyze

ompiex, TRANSFERASE-TRANSFERASE INHIBITOR complex

3) Hasil pencarian berupa struktur PARP2 dengan kode PDB 3K CZ dipilih untuk

menampilkan informasi reseptor secara lebih rinci (Gambar 3.8).

&«

C % reshorg/structure/3KCZ

Visualize ~ Analyze + Download v+ Leamn v About + Careers COVID-19

RCSB PDB

Deposit + Search +

< Biological Assembly 1 @ )

B 3KCZ pdb_00003kcz

aminobenzamide

PDB DOI: https:/idoi org/10.2210/pdb3KCZ/pdb

Classification: TRANSFERASE
Organism(s): Homo sapiens
Expression System: Escherchia ¢
Mutation(s): No @

Deposited: 2009-10-22 Released: 2009-11-10

Schutz. P., Armows

@ Explore in 3D <

Eloctron Density | 4 Experimental Data Snapshot wwPDB Validation ©
Ligand Interaction (3AB)
Method: X-RAY DIFFRACTION Merric
Global Symmetry: Asymmetric - C1 @ Resolution: 2.00 A Rercc IE——
ReValue Froe: Chhicore I

Global Stoichiometry: Monomer - A1 @

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

B Display Fles ~

nith, C.H.. Berglund, H., Bountre, C., Coll
on, |, Kallas, A, Ki

»onen

H.. Structural

Human poly(ADP-ribose) polymerase 2, catalytic fragment in complex with an inhibitor 3-

s, R, Edwards, AM

8. T

M.1, Tho I|LAG.

Genomics Consortium

@30 Repot | Fut Report

Percentile Runks Value

L

— 0

e

4) Pengunduhan struktur reseptor dilakukan melalui menu Download Files

dengan memilih format PDB (.pdb) untuk memperoleh struktur tiga dimensi,

serta format FASTA untuk keperluan pemodelan reseptor (Gambar 3.9).
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* O & @
a
About + Careers COVID-19 | Help Contact us ‘ MyPDB +
db 00003k FASTA Sequence
— ) PDBx/mmCIF Format
€) polymerase 2, catalytic frag -
PDBx/mmCIF Format (gz)
BinaryCIF Format (gz)
210/ 3KCZ/pdb ¥ v
\SE Legacy PDB Format
Z ’ Legacy PDB Format (gz)
ichia co
PDBML/XML Format (gz)
ased: 2009-11-10
arg, T., Schutz, P, Arrowsmith, CH, Be  Structure Factors (CIF) LAM.,
d, ammarstrom, M., Johansson, A Structure Factors (CIF - gz) Mzsch, A,
he, M., Nordlund, P., Nyman, T., Perss¢ G.,
S., Weigelt, J., Welin, M., Wisniewski ortium
Validation Full (PDF - gz)
Validation (XML - gz)
nt wwPDB Validi  Validation (CIF - gz) Full Report
N M Validation 2fo-fc coefficients (CIF - gz) Value

§  Validation fo-fc coefficients (CIF - gz) — 0240
Clashy — v

Gambar 3.9 Download Berkas Re;eptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.5 Tahap Pemodelan Reseptor
Sebelum dilakukan validasi reseptor, dilakukan pemodelan reseptor terlebih
dahulu. Pemodelan reseptor dilakukan dengan memasukan file FASTA yang
sebelumnya sudah diunduh ke dalam web SWISS-MODEL. Adapun langkah-
langkah pemodelan reseptor adalah sebagai berikut:
1) Akses terhadap web SWISS-MODEL dilakukan melalui laman
https://swissmodel.expasy.org/ (Gambar 3.10).

€ @ = swissmodelexpasy.org t 0@ ¢

gSWISS—MUDELU Modeling Repository Tools Documentation Login  Creste Account

sSWISS—MODEL“

s & fully sulomsted protein structure homology-modelling server, scosssitie wa the Expasy web server.

The purpose of this server is to make protein modeling ible o &l life science hers wordwide.

Start Modelling

Repository

Evary week we modal all the Sequences fof Minean corne Spacies basad on thi [atest UniProlkB prolecma. 1§ your pratein
already modelied and up o dale in SWISS-MODEL Repository?

Gambar 3.10 Tampilan Web SWISS-MODEL
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025


https://swissmodel.expasy.org/
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2) Menu Start modelling pada halaman utama dipilih untuk masuk ke halaman

pemodelan struktur reseptor (Gambar 3.11).

€ 5 @ % swissmodelexpasy.org/interactive « O @

sSHISS-HUDEL' Modsling Repository Tools Documentation Login Create Account

Start a New Modelling Project @

Target Sequencs(s): Supported Inputs @
(Format must bo FASTA,
Sequence(s)

Clust

Target.Templals Aignment =

UniProskB AC)
User Template -

Project Title

Email

Search For Templales Build Model

By using the SWISS-MODEL server, you agres fo comply with the following lerms of Lse and 1o cle the comespanding articies.

You are currently not logged in - lo take advantage of the workspace, please log in or create an account.
(There is no requirement fo create an account 1o use any part of SWISS-MODEL, howsver you wil gain the benef of seeing 8 kst of your previous modeling projects here.)

Modelling Projects in Session .
Gambar 3.11 Halaman Pemodelan Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3) Berkas sekuens reseptor dalam format FASTA yang telah diperoleh dari RCSB
PDB diunggah ke dalam sistem melalui Upload Target Sequence File,
kemudian proses pemodelan struktur tiga dimensi dijalankan melalui Build

Model (Gambar 3.12).

€ 5 @ % swissmodelexpasy.org/interactive o n ] Q
a
88 swISS-MODEL® Modeling Reposiory Tools  Docur [ Rl reete R
Start a New Modelling Project @
Target Saquence(s) O Target FYTRIPHOFGLR .07 Supported Inputs @
'”"':""""’”"""‘ Tar got TPPLIRTQRELSEKIQULEALGDIETATKLVKTELQSPEHPLOQHYRNLHCALRPLDHESYEF EVI SQYLQSTHAPTHSOVTMTL LDLFEVEKDGEKEAF REDLY 210 .
Clvate Sequence(t)
Tarpe T RHMULNHGSRMSNENG L L SHGLRTAHPEAPLTGYMEGKD | YE ADMSSES ANYCEASELKNTGLLLESEVALGOONE LLEANPICAEGL | QGKHS TKGLEKMAPSSA 11~
T e | HPVTUNGS TVPL GPASDTGTLNPDGYTLAYNEY TVVIPROURARYLLEVRNT o TargetTempiate Algment
User Tempiate -
Add Hetera Target C Reset
DoopView Project -
Project Title:
Email

Search For Templates Build Model

By using the SWISS-MODEL server, you agree fo comply with the following terms of uze and fo clte the comespanding aricies.

You are currently not logged in - to take advantage of the workspace, pleasa log in of create an account.
{There is o requirement fo crewte an account i use any pert of SWISS-MODEL. howsver you wil gai the bemeft of seeing & izt of your previous moceding projects here.)

Modelling Projects in Session

Gambar 3.12 Proses Pemodelan Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

4) Proses pemodelan dilakukan hingga selesai, kemudian hasil model struktur

reseptor ditampilkan pada halaman hasil pemodelan (Gambar 3.13).



& c 55 swissmodel.expasy.org/interactive/ZaA3KY/models/
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Human ARTD2 in complex with DNA oigonucieotes b
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Model 01
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Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

5) Hasil pemodelan struktur reseptor diunduh dalam format PDB (.pdb) untuk

digunakan pada tahap selanjutnya, yaitu validasi struktur reseptorr (Gambar

3.14).

€ Cc %3 swissmodel.expasy.org/interactive/ZaA3KY/models/
Human ARTD2 in complex with DNA oligonuciectides Yi.13%
Coverage
jC———
Modei-Tempiate Algnment v
Model 01
,
°
\ .
Compare
PDB format

Oligo-State GN DisCo Global:
Monomer 04 ModeiCIF format + 005
Ligands DeepView format
1xFSU™ ¥ Madel! Report
QMEANDIsCo Local Metadata v
QMEAN Z-Scores v
Template X Delete Model v
4zzx. 1 A POLY [ADP-RIBOSE] POLYMERASE 2 Seq Identity
Structure of PARP2 catalytic domain bound 10 an 97.18%
Isoindolinone Inhibltor Coverage

v

Model-Tempiate Alignment

Gambar 3.14 Download Hasil Pemodelan
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.6 Tahap Validasi Reseptor

Berkas reseptor PARP2 yang telah diunduh kemudian di validasi protein
menggunakan uji ERRAT pada web SAVES untuk memverifikasi struktur protein
PARP?2 yang akan digunakan dalam penelitian. Uji ini bertujuan untuk memastikan

bahwa struktur protein yang diteliti akurat dan valid, serta menentukan apakah
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struktur protein yang digunakan telah memenuhi standar kualitas yang ditentukan

atau tidak. Adapun langkah-langkah validasi reseptor adalah sebagai berikut:

1) Akses terhadap web SAVES dilakukan melalui laman
https://saves.mbi.ucla.edu/ (Gambar 3.15).

D @ % savesmbiudaedu * O L@

UCLA-DOE LAB — SAVES v6.1 UCLA

To run any or all programs:
upload your structure, in PDB format only

The server is slower, please be patient. Send any questions or compaints to holton at mbi.ucla.edu

Choose File  No fie chosan

Run programs

References
ERRAT

= Reference: Verification of protein structures: patterns of nonbonded atomic interactions, Colovos C and Yeates T
1993

Gambar 3.15 Tampilan Web SAVES
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

2) Berkas reseptor hasil pemodelan dalam format .pdb yang telah disimpan
sebelumnya diunggah ke dalam sistem melalui Choose File, kemudian proses
validasi dijalankan melalui Run programs untuk menampilkan daftar program

validasi reseptor (Gambar 3.16).
UCLA-DOE LAB — SAVES v6.1

To run any or all programs:
upload your structure, in PDB format only

The server is slower, please be patient. Send any questions orc
Choose File modal 01.pdb

Customize job name:
model 01 pdb

References

ERRAT
Gambar 3.16 Proses Validasi Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025
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3) Program ERRAT dipilih sebagai metode analisis, kemudian proses validasi

dijalankan untuk menilai kualitas struktur reseptor (Gambar 3.17).
< ¥ c 2% saves mbiucla edu % ﬂ &‘ o

UCLA-DOE LAB — SAVES v6.1 UCLA

Job 346137 has been created
New Job

job #346137: model_01.pdb [job link] [3D Viewer]

_ = |
Gambar 3.17 Tampilan Daftar Program Validasi
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

4) Hasil analisis ditampilkan oleh sistem dalam bentuk nilai ERRAT score yang
digunakan untuk menunjukkan tingkat keakuratan model struktur protein

(Gambar 3.18).

€ @ % savesmbiuclaedu * O 0

UCLA-DOE LAB — SAVES v6.1 UCLA

Job 346137 has been created

New

job #346137: model_01.pdb [job link] [3D Viewer]

Job

ERRAT complete Verify3D

96.3964

WHATCHECK ' PROCHECK

Derived from & subset of protein Checks 1 lity of &

extensive checking of m
stereochemical parameters of the
residues in the mode!

Gambar 3.18 ERRAT Score
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.7 Preparasi Ligan dan Reseptor

Proses preparasi ligan dan reseptor bertujuan untuk memastikan bahwa
kedua komponen siap digunakan dalam simulasi molecular docking. Tahapan
preparasi ini dilakukan dengan menggunakan aplikasi PyRx dan Biovia Discovery

Studio Visualizer 2025, dengan langkah-langkah sebagai berikut:
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1) Preparasi Ligan

a) Preparasi ligan dilakukan menggunakan aplikasi PyRx dengan memanfaatkan

b)

Open Babel untuk mengunggah berkas ligan hasil unduhan dari basis data
PubChem melalui /nsert New Item (Gambar 3.19).

VinaWizard | % AutoDock Wizard % OpenBabel @ Fythonshel | i Logger

View: No fiter | Resuits:Al O items . EEEME

Tite Formuia Weight Number of atoms  nsert new item

o Gambar 3.19 Pengunggahan Ligan
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Ligan yang telah berhasil dimasukkan selanjutnya mengalami proses
minimisasi energi untuk memperoleh struktur dengan kondisi energi yang lebih
stabil. Proses minimisasi energi dilakukan sebanyak tiga kali menggunakan

opsi Minimize All (Gambar 3.20).

PyRax - Virtual Sersening Tool - B8 X
'y 9

File Edit View Help

ivePRYw| @

Navigator 8| view =]
| W Molecules % AutoDock | IATVIK | )} Mayavi < || BDscene | R DPots | fDocuments | |Tables | 4 Open Babel |

EXVMYZEZ® 8 &2 W

Move to 3D Scene
Show Associated Data
Save As...

Minimize Selected

Minimize Al - .

Comvert Selected to AutoDock Ligand (pdbat)
Convert All to AutoDock Ligand (pdbgt) § BEEMB
Tite Weight Humber of atoms
Delete All —
. 206.16176% 3

| vina Wizard | % AutoDock Wizard o

View: No fiter

Welcome to Py - Virtual Screening Tool

Gambar 3.20 Minimisasi Energi
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Berkas ligan kemudian dikonversi ke dalam format .pdbgt menggunakan opsi

Convert Selected to AutoDock Ligand (Gambar 3.21).



d)

@ PyRe - Virlual Screening Tool = =] b3
File Edit View Help

Yo RYw @

Navigator 0| Vew ]
| Wholecules | % AutoDock | IATVIK | ) Mayavi v || @ Dscene R DPiots | IDouments | |Tables | % Open Babel | ‘

ERNIZEZ® 8 +2 He

' (h—
= d
73
Move to 30 Scene. .

Show Associated Data
Save As...

=115.94_uff_E=115.87

Minimize Selected

| vina wizard | AutoDockWizard | 4 Open Babel | # Python shel Convert Selected to AutoDock Ligand (pdbgt)
View: No fiter © | Resuts:Al 1ems Convert All to AutaDack Ligand (pdbat) BEEMBE
Titie Delete All L Weight Number of atoms.
'530850_uff_E=115.03_uff_E=115.94_uff E=115.87 Coror 302 | am. o150 5

Welcome to PyR - Virtual Screening Toel

Gambar 3.21 Konversi File Ligan menjadi Format (.pdbqt)
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Hasil konversi ligan selanjutnya disimpan sebagai berkas dalam format .pdb

untuk digunakan pada tahap simulasi docking berikutnya (Gambar 3.22).

@
ile
X
| a
4 T3« Progra.. > PyRx » C | SearchPyRx £ lents | | Tables | % OpenBabel |
Organize v New folder =- @
& g Reaits .
23 phen Name Date modified Type
Size Date Crested Torsional DOF ~ AutoDock Elements
" Reseptor FIKS Bt DLls File f 31 20251113 130... 6 ACHDOA
8 Lb Filef 19 20251111 120.. 14 CHDOA
E 16 20251203 125.. 3 ACHDOAF
© W ThiRC L Tt 16 20251129 1%:1.. 3 ACHDOAF
5 2 OpenBabel-223 Filef 19 2025.11.12150... 14 CHDOA
> %5 Windows (C) =i 19 2025.1128083.. 14 CHDOA
—— Scripts Fed 19 2025.11.1100:1... 14 CHDOA
> 38 Network e mitssnne e : 14 20251125 115... 2 ACHDOAN
L 2025102000 2 acunnan

File name: | Preparasi Phen

Save astype: Protein Data Bank format (*.pdb)

ZEEME

Weight Number of atoms

A Hide Folders E} Cancel 2061617696 3

Welcome to PyRx - Virtual Screening Tool

Gambar 3.22 Penyimpanan Hasil Preparasi Ligan
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Langkah-langkah ini diulangi untuk setiap senyawa ligan yang akan
dipreparasi untuk digunakan dalam simulasi docking.

Preparasi Reseptor

Preparasi reseptor dilakukan menggunakan aplikasi Biovia Discovery Studio
Visualizer 2025 dengan memuat berkas reseptor PARP2 hasil unduhan dari

RCSB PDB (Gambar 3.23).



b)

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts  Tools Window Help

New ) Receptor-Ligand Tnteractions | e A aQ
PR™; - o

scovery Studio Wisyalieer

= Cpen... Ctrl+Q =
= J Display Style.
& ©pen L open File (Ctri+0
P ( ) 0 o
Insert F Display the Open dialog and select one or more
files to open.
Close
H Save @ Click here for help

See also: Import preference, Default File Types

OVI/A | Discovery Studio 2025

Save A:

preference
Page Setup... I
Print Preview
i Print... Ctri+P
+ .
SN - Actions 4 Data
Properties
Recent Files » My Recent Actions My Recent Files
Exit Alt+F4 ¥ Qpen » 3KCZ_clean_A.pdb
A FBona Trarge » 3KCZ (1).pdb
Hydrophobic Tonizabilty SAS My Recent Tool Panels » 3KCZ b ks bat pdb
Contract » View Interactions * 3KCZ b fiks.pdb .

Change the visibility of the receptor and il 3

Gambar 3.23 Pengunggahan Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Struktur reseptor kemudian dibersihkan dengan menghilangkan molekul air
serta ligan atau molekul lain yang tidak diperlukan melalui skrip Select Water

Molecules dan Select Ligands (Gambar 3.24).

B Giscovery Studio Visualizer

- a X
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts  Tools Window Help
c—— = Selection v Select Water Mclecules
&N < (= - P (=l s C
Chiel EeH = L2 Structure Editing 4 Select Protein Chains
Tools [ n - | DS Welcome Ligand Interactions ~ * Select Ligands o
View Interactions v B @ <Cell> Sequences Select Atoms Within 44

Define the receptor and ligand v @ g% 3KCZ

Beoa

Define Receptor: 3KCZ @eoB

Define Ligand: <undefined> Besa

Step through ligands. BeoB
8 A

F 4+ ¥ = BesE

Display receptor-ligand interactions. B (3 Hetatm <
B % water P

Ligand Interactions

8 % Active Sites

B % Gapsin Chain
8 % Protein Group:
B % Ligand Groups|

Show Distances

Show Types

Display receptor surfaces.

Aromatic  H-Bond  Charge o
Hydrophobic  Tonizability ~SAS AW
Expand Contract f Index Name Visible Tagged Visibility Locked Resolution
Change the visibility of the receptor and ' Molecule /_Cell /\._AminoAcidChain /|_AminoAcid /_Atom /\_Chain /' Residue /% Group |\ Bond /'_ConformerModel /| Confg « »

Enable Additional Features

Gambar 3.24 Pembersihan Struktur Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Setelah proses pembersihan selesai, dilakukan penambahan atom hidrogen
pada struktur reseptor. Selanjutnya, rantai B dihilangkan sehingga hanya rantai
A yang digunakan dalam simulasi docking. Hasil preparasi reseptor kemudian
disimpan dalam format .pdb untuk digunakan pada tahap simulasi docking

selanjutnya (Gambar 3.25).



Discovery Studio Visualizer

- a X
File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help
Hydrogens P A Add Small Molecules | X-ray | My Tools | Q
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Tools £ Hybridization He Hide
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Define Receptor: 3KC . .
T Delete
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Ligand Interaction

Option

Show Show T,

Distances
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Calculate Basic Properties

Element Properties...

Aromatic H-Bond Charge
Hydrophobic  Ionizability SAS AV
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Enable Additional Features
I B savens X
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m Small Molecules Im- Tools | Q
Organize = New folder =.- @
Non-bond Interactions... ~
Deauments Mar alus Date modilif
|| PN Pictures No ite
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L Doumloads

| Documents
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y Studio Hles
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 POV-Ray Scene Files
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Change the visibilt, . 1L InoAcid /1_Atom /\_Group /_Bond /'_ConformerModel /'_ConformerBond /'_Conform « »

Graphics Files
Enable Additional Features

Gambar 3.25 Penyimpanan Hasil Preparasi Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.8 Tahap Simulasi Molecular Docking, Ligan Uji, dan Ligan Kontrol
terhadap Reseptor
Simulasi molecular docking bertujuan untuk memprediksi interaksi antara
ligan uji dan reseptor target secara virtual. Proses simulasi ini dilakukan
menggunakan aplikasi PyRx, dengan tahapan sebagai berikut:
1) Simulasi docking dilakukan menggunakan aplikasi PyRx dengan memuat
berkas reseptor dan ligan yang telah dipreparasi sebelumnya melalui Load

Molecule (Gambar 3.26).



@) PyRy - Virtual Seening Tool = @ 3
File Edt View Help
Load Molecule
Run Python Script
Save Scene As
Import...
Export...
Bt
1 Preparasi Phen.pdb
2 C\Usersifit y Lrantai_A\preparasi_rantai_A.pdbat
3 CAUsershfit eparasi_rantai A\Preparasi 9-Hexadecenoic_acid_out pdbgt
48 i ; 1KS BGT BISMILLAH prepsrasi rantsi A pdb
e i p P ic acid.pdb
6 C:\Users\fit L_rantai_A\Preparasi_Phorbol_out.pdbat
7 C\Users\fit\ OneD: parasi Kontrolpdb
8 C\Usersifit i_rantai_A\Preparasi Kontrol out.pdbat
9 ep P
| Vina Wizard | 7 AutoDockWizard | S OpenBabel | ¥ Python Shel | igiilooger |
Y starttiere X, SelectMolades Runvins [Q Analyze Results
you nd AutoDock Vina.
Vina Execution Made
O Local {using C:Program Fies (x86) PyRx\vina.exe) | Custer (Portable Batch System) (O Remate (Opal Web Services)
Click on Start button to begin —> Start

Gambar 3.26 Pengunggahan Berkas Preparasi Ligan dan Reseptor
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

2) Berkas ligan selanjutnya disiapkan sebagai ligan uji dengan menjalankan

3)

AutoDock — Make Ligand. Tahapan ini diulang untuk setiap senyawa ligan

yang digunakan dalam simulasi docking (Gambar 3.27).

@) PyRo - Virtual Scraening Tool - a8 X
File Edit View Help
hdal EA N
View a
| W Molecules % AutoDock | IATVIX | Y Mayavi | v | f30Scene |2 2Pots | T Dooments | | |Tobles
® 'ﬁm--'-“mp‘.r N P EEEINZZ® 8 4L EHC

AutoDock > Make Ligand
Make Macromolecule

Remove from Scene
Controls: a
VinaWizard | % AutoDockWizard | % OpenBabel | @ Pythonshel | WBlososr |
U startrere 3, selectMoleades RunVina [ Analyze Resuits
This wizard il guide up and ina.
Vina Execution Mode:
10 Local (using C:\Program Fies (x86)PyRx\vina.exe) ( Cluster (Portable Batch System) O Remote (Opal Web Services)
Click on Start button to begn > Start

Read Preparasi Phen - 1 chain(s) - 23 stoms

Gambar 3.27 Make Ligand
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Berkas reseptor dipersiapkan sebagai makromolekul dengan menjalankan

AutoDock — Make Macromolecule (Gambar 3.28).



4)

5)

@ PyRx - Virtual Screening Tool = a x
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Read preparasi rantai A - 1 chain(s) - 3456 atoms

Gambar 3.28 Make Macromolecule
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Seluruh molekul yang akan digunakan dalam simulasi docking ditetapkan
melalui Vina Wizard pada tahap Select Molecules, kemudian proses dilanjutkan

ke tahap berikutnya dengan memilih Forward (Gambar 3.29).

@) PyRx - Virual Saeening Tool - =] bd
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v R w0
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Read preparasi rantai A - 1 chain(s] - 3456 atoms

Gambar 3.29 Pemilihan Molekul dalam Fitur Vina Wizard sebelum
Proses Docking
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Pengaturan grid box dilakukan dengan menggunakan opsi Maximize untuk
memastikan ligan uji, ligan kontrol, dan reseptor berada dalam area target
analisis. Setelah pengaturan grid box selesai, proses simulasi docking

dijalankan melalui Run Vina (Gambar 3.30).
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Gambar 3.30 Proses Docking
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

6) Hasil simulasi docking ditampilkan dalam beberapa mode dengan nilai binding
affinity yang berbeda. Mode 0 atau mode 1 dipilih sebagai hasil docking terbaik
berdasarkan nilai afinitas ikatan tertinggi. Selanjutnya, hasil docking disimpan
dalam format PDB untuk dianalisis dan divisualisasikan lebih lanjut

menggunakan Biovia Discovery Studio Visualizer 2025 (Gambar 3.31).
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Gambar 3. 31 Hasil dan Penyimpanan Docking
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.9 Tahap Visualisasi Hasil Docking

Setelah proses simulasi molecular docking selesai, langkah berikutnya

adalah melakukan visualisasi hasil docking menggunakan aplikasi Biovia

Discovery Studio Visualizer 2025, dengan langkah-langkah sebagai berikut:

1)

Berkas ligan hasil docking dan berkas reseptor dimuat ke dalam aplikasi Biovia
Discovery Studio Visualizer 2025 melalui Open File sehingga struktur
kompleks ligan dan reseptor dapat ditampilkan (Gambar 3.32).
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Gambar 3.32 Pengunggahan File Ligan Hasil Docking dan Reseptor

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025
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2) Ligan hasil docking kemudian digabungkan dengan struktur reseptor dalam
satu workspace dengan menyalin ligan dan menempelkannya ke dalam berkas

reseptor (Gambar 3.33).
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Gambar 3.33 Penggabungan Ligan Hasil Docking dan Reseptor dalam
Satu Workspace
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3) Setelah ligan berhasil digabungkan, dilakukan proses Define Ligand untuk
memastikan perangkat lunak mengenali molekul ligan secara tepat sehingga

analisis interaksi dapat dilakukan secara optimal (Gambar 3.34).
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Gambar 3.34 Define Ligand
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

4) Visualisasi interaksi antara ligan dan reseptor ditampilkan melalui Ligand
Interaction dalam bentuk tampilan tiga dimensi (3D), yang menunjukkan
berbagai jenis interaksi seperti ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik pada

situs aktif reseptor PARP2 (Gambar 3.35).
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Gambar 3.35 Visualisasi 3D
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Untuk memperoleh tampilan interaksi yang lebih sederhana dan mudah

dipahami, visualisasi dua dimensi ditampilkan melalui Show 2D Diagram

sehingga interaksi antara ligan dan residu asam amino pada situs aktif dapat

dianalisis secara lebih jelas (Gambar 3.36).
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Gambar 3.36 Visualisasi 2D

Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3.4.10 Tahap Analisis Sifat Fisikokimia

Analisis fisikokimia terhadap senyawa metabolit sekunder dilakukan pada

laman SwissADME, dengan langkah-langkah sebagai berikut:

1) Data senyawa disiapkan dengan cara menyalin format SMILES dari senyawa

yang telah diperoleh melalui basis data PubChem.



2)

3)
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Analisis sifat fisikokimia dilakukan menggunakan web SwissADME melalui

laman http://www.swissadme.ch/. Format SMILES senyawa dimasukkan ke

dalam kolom Enter a list of SMILES here, kemudian proses analisis dijalankan

melalui Run (Gambar 3.37).

I For information: We have changed the look and feel of our tool. However, we have NOT changed the underlying technologies
and parameters. Consequently, this updated Web tool provides exactly the same results as the previous version.

Enter a list of SMILES here:

[cc1=c{c=c(c(=c1c)0)C(F)(FIF)O

EEOCXBO8EFG0

DO =N o5
o3 o =z o T

cl

Br

0000 -

Gambar 3.37 Proses Analisis Sifat Fisikikomia
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

Sistem selanjutnya menampilkan hasil analisis yang mencakup berbagai

parameter penting, seperti fisikokimia, farmakokinetik, lipofilisitas

(Lipophilicity), kelayakan sebagai obat (Druglikeness), dan kelarutan dalam air
(Water Solubility) (Gambar 3.38).

®

INSOLU

Class

o0&z Water Solubility
o o Log S (ESOL) 276
3 Solubility 3.57e-01 mg/ml ; 1.73e-03 mol/l
H;C OoH FLEX SIZE Class Soluble
N
AN Log S (Al) -2.69
/ Solubility 4.17e-01 mg/ml ; 2.02e-03 mol/l
o o~ J
HO Z Class Soluble
F INSATU PoLAR  Log S (SILICOS-IT) -2.91
Solubility 2.51e-01 mg/ml ; 1.22e-03 mol/l
-

Soluble

Pharmacokinetics

SMILES Oc1ce(c(c(c1C)C)O)C(F)F)F Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant Yes
Formula COHIF302 P-gp substrate No
Molecular weight 206.16 g/mol CYP1A? inhibitor Yes
vy 4
Num. heavy atoms ! CYP2C19 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 6 .
CYP2CS3 Iinhibitor No
Fraction Csp3 0.33
CYP2D6 inhibit No
Num. rotatable bonds 1 fniibror
Num. H-bond acceptors 5 CYP3A4 inhibitor No
Num. H-bond donors 2 Log K, (skin permeation) -5.99 cm/s
Molar Refractivity 4542 Druglikeness
TPSA 40.46 A7 Lipinski Yes; 0 violation
Lipophilicity Ghose Yes
Log Py, (ILOGP) 1.82 Veber Yes
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Gambar 3.38 Hasil Analisis Sifat Fisikokimia
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

4) Hasil analisis dikaji untuk mengevaluasi potensi, keamanan, dan efektivitas
senyawa sebelum dipertimbangkan sebagai kandidat obat. Evaluasi ini juga
dilakukan dengan mengacu pada Aturan Lipinskis Rule of Five, yang
merupakan salah satu komponen utama dalam analisis drug-likeness untuk
menilai kelayakan suatu senyawa agar dapat dikembangkan sebagai obat oral.

5) Langkah-langkah ini diulangi untuk setiap senyawa ligan yang akan dianalisis
sifat fisikokimianya.

3.4.11 Tahap Analisis Sifat Farmakokinetik

Tahap prediksi sifat farmakokinetik dari senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam tanaman Purwoceng dilakukan menggunakan website pkCSM
sesuai indikator ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, dan Excretion)
dengan langkah-langkah sebagai berikut:

1) Analisis farmakokinetik dilakukan melalui web pkCSM yang diakses pada

laman https://biosig.lab.ug.edu.au/pkesm/prediction. Kode SMILES senyawa
dimasukkan ke dalam sistem, kemudian proses prediksi dijalankan pada mode

ADME (Gambar 3.39).

&€ 3> €@ % biosiglabug.edu.au/pkcsm/prediction b e [n} @ scheol :

CC1=C(C=C(C(=C1C)O)

Example:
€C(=0]0C1=CE=CE=CIC(=0)0

Step 2: Please choose the prediction mode

Description

Prediction of pharmacokinetic properties

S]]

Gambar 3.39 Proses Prediksi Farmakokinetik
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025
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2) Sistem menampilkan hasil prediksi farmakokinetik berdasarkan parameter

ADME (Gambar 3.40).

& C % biosiglab.ug.edu.au/pkesm/prediction singlefadme 175998402579 r 3 @ school

Molecule Depiction Property Model Name Predicted Value  Unit
[T Water solubility 2672 Numeric (log moliL)
OH Caco2 permesbilty 1734 Numeric (log Papp in 10 cms)
Intestinal absorption (human) 8B.67 Numeric (% Absorbed)
0T Skin Permeability 2.504 Numeric (log Kp)
:C P-glycoprotein substrate No Categorical (Yes/No)
P-glycoprotein | inhibitor No Categorical (Yes/No)
[CERE  P-alycoprotein Il inhibitor No Categorical (Yes/No}
OH — )
VDss (human) 0.009 Numeric (log Likg)
SMILES
o Fraction unbound (human) 0.392 Numeric (Fu)
. CC1=C{C=CC(=CI1CIO)C(F)
(FIF)0 BBB permeabilty 0229 Numeric (log BB)
Molecule properties: EECTI) NS permeability 2394 Numeric (log PS)
-
€ € % biosiglab.ug.edu.au/pkesm/prediction_single/adme_1759384025.73 0 @ school

Molecule properties: CNS permeability -2.304 Numeric (log PS)
Descriptor Value [T CYP2D6 substrate No Categorical (Yes/No)
Molecular Weight 206.163

CYP3A4 substrate No Categorical Yes/No)
LogP 2.73344

#Rotatable Bonds o CYP1AZ inhibitior Yes Gategorical (Yes/No)
#Acoeplors 2 CYP2C19 inhibitior No Catagorical (Yes/No)
#Dx 2

oners [ CYP2CY inhibitior No Categorical (Yas/No)

Surface Area 78611

CIITEEm ©YP2D6 inhibitior No Gategorical (Yes/No)
CYP3A4 inhibitior No Categorical (Yes/No)
Excration Total Clearance 0.372 Numeric {log mi/min‘kg)
Excretion Ranal OCT2 substrate No Catagorical (Yas/No)
AMES toxicity No Categorical (Yes/No)
= Max tolerated dose (human) 0.853 Numeric (log mg/kg/day)
Toxicity hERG | inhibitor No Categorical (Yes/No)
[ Toxicity | hERG Il inhibitor No Categorical [Yes/No)
Toxicity Oral Rat Acute Toxicity {LDS0) 2628 Numeric (molfkg) -
[ Toxicity | Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL) 1.252 Numeric (log mgfkg_bwiday)
Toxicity Hepatotoxicity Yes Categorical (Yes/No)
[ Toxicity | Skin Sensitisation No Categorical (Yes/No)
== T Pyriformis toxicity 1.366 Numeric (log ugiL)
= Minnow toxicity 1.983 Mumeric (log mM)

ey B
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Gambar 3.40 Hasil Prediksi Farmakokinetik
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

3) Langkah-langkah ini diulangi untuk setiap senyawa ligan yang akan diprediksi

sifat farmakokinetiknya.
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3.4.12 Tahap Analisis Toksisitas

Tahap prediksi toksisitas dilakukan menggunakan web ProTox 3.0, dengan

langkah-langkah sebagai berikut:
1) Analisis toksisitas dilakukan melalui platform ProTox 3.0 yang diakses pada

laman https://tox.charite.de/. Tahap prediksi toksisitas dijalankan melalui 7ox

Prediction (Gambar 3.41).

& 5 X % toxcharitede/protoxd/ * O @ = @

" Welcome to ProTox 3.0, a virtual lab for the prediction of toxicities of small molecules.
The prediction of compound toxicities is an important part of the drug design process. C ional toxicity

are not only faster than
the determination of toxic doses in animals, but can also help to reduce the amount of animal experiments. To read more about reducing animal testing, go to
Animal Ethics 3R.

ProTox 3.0 incorporates molecular similarity, fragment propensities, most frequent features and (fragment similarity based CLUSTER cross-validation)
machine-leamning, based a total of 61 models for the prediction of toxicity endpoints such as acute toxicity, organ toxicity, toxicological endpoints, molecular
initiating events, metabolism, adverse outcomes (Tox21) pathways and toxicity targets. To predict the toxicity of a compound, please click here. For a
description of the server, methods and tutorials, go to FAQ. To see statistics about our training set as well as the cross-validation results, please go to
Statistics and Model info. To learn more about the different models, look into Models

Should you have further questions, do not hesitate to contact us!

Toxic doses are often given as LD50 values in mg/kg body weight.

The LDS50 is the median lethal dose meaning the dose at which 50%
of test subjects die upon exposure to a compound.

Fd
PROTOX

Toxicity classes are defined according to the globally harmonized
system of classification of labeliing of chemicals (GHS). LDSO values
are given in [mgfkg):

input

Gambar 3.41 Tampilan Web ProTox 3.0
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

2) Data senyawa dimasukkan ke dalam sistem dengan mencantumkan nama
senyawa sesuai basis data PubChem serta menyalin format SMILES senyawa

ke dalam kolom yang tersedia (Gambar 3.42).

fere you can input @ compound via pubshem search, smiles string or drawing:

H t d boh h, smiles st o

Pubchem-Name: | | search | e.g. Tamoxifen Tolcagane Vorinostat Troglitazene Aspirin

Canonical Smiles: | | smiles | &.g. COC(=C(C1=CC=CE=C1)C2=CC=CIC=CRIOCON(CICICA=CO=CC=CE

Selected molecule : CC1=C{C=C(C(=C1C)O)C(F)(F)F)O

¥ a2 L A= -
c-ro-PBlre-000-

ChemDoodle™

Gambar 3.42 Input Nama Senyawa dan SMILES pada ProTox 3.0
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025
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3) Jenis prediksi toksisitas ditentukan dengan memilih parameter Organ Toxicity
dan Toxicity End Point, kemudian proses analisis toksisitas dijalankan oleh

sistem (Gambar 3.43).

L Please select any additional models to predict: ] a

Acute Toxicity and binding to 16 toxicity targets is always computad, further models can take ~10s time each

Organ Toxicity Molecular Initiating Events
icity [ icity [ icity [ Respiratory toxicity [7) Thyrsid hormana receptor alpha (THRa)
[ Cardiotoxicity (7] Thyreid hormana recaptor bata (THRE)

[T Transtyratrin (TTR)

("] Ryanodina racaptor (RYR)

(7] GABA receptor (GABAR)

[ Glutamate N-methyl-D-aspartate racaptor (NMDAR)

Toxicity end points

B carcinogenicity & Immunotoxicity B Mutagenicity B Cytotoxicity [ BBB-barrier [
Ecotoxicity [ Clinical texicity () Mutritional toxicity

Tox21 Nuclear receptor signalling pathways. [7) alpha-amina-3-hydroxy-5-methyl-d-i receptor (AMPAR)
[ Aryl hydrogarban Receptor (ARR) [ Kainate receptor (KAR)

[ Androgen Receplor (AR) [ Achetylcholinesterase (AChE)

() Androgen Receptor Ligand Binding Domain (AR-LBD) [ Constitutive androstane receplor (CAR)

[ Aromatase ] F‘n?gnane‘x receplor (PXR)

[JEstragen Receptor Alpha (ER) [ NADH-quinone oxidoreductase (NADHOX)

[JEstragen Receptor Ligand Binding Domain (ER-LBD) [ Voltage gated sodium channel (VGSC)

[peroxisome Proliferator Activaled Receptor Gamma (PPAR-Gamma) [ Nas/i- symporter (NIS)

Tox21 Stress response pathways

() Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like

[ Heat shack factor response element (HSE)
( Mitochandrial Membrane Potential (MMP)
O Phosphoprotein {Tumor Suppressar) p53 [ﬁlm
) ATPase family AAA domain containing prolein & (ATADS)

Metabolism

U cytochrome CYP1A2 [ Cytochroma CYP2C19 [ Gytochrome CYP2CS
[ Cytachroma CYP2D6 [ Gytochrome CYP3A4 (] Cytachroma CYPZE1

P element (nrT2/ARE)

Start Tox-Prediction

Gambar 3.43 Jenis Prediksi Toksisitas
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025

4) Sistem menampilkan hasil prediksi toksisitas yang mencakup nilai LDso
(Lethal Dose 50), kelas toksisitas senyawa, serta potensi efek toksik terhadap
organ tertentu (Gambar 3.44).

Toxicity Model Computation
If you want to close this window, you can get your rasults latar with this link :
Aggess results (please copy link lecation)
Medel compuation is complete. You can view the toxicity radar chart here (opens a new {ak) Toxlcity Radar Chart and the netwark chart here Network Chart

Name CC1=C{C=CIC(=C1C)0)
: . (FIF)O
Predicted LD50: 630mg/kg | 4 e—
. — . Molwsight 20818
Predicted Toxicity Class: 4 | | | = == nycrogen 5
bond acceptors
Mumber of hydrogen 2
2lafs]s bond donors
P . Number of atom: 14
Average similarity: 63.81% | | oo™
Number of bends 14
Prediction accuracy: 68.07% | | MNumbersfrotabie bonds | 7
| Moleeular rafractivity 4542
Topalegical Polar 40.45
TR Ao oo % actanoliwater partition 273
coeflicient(logP) )
Print Toxicity Report ‘
| Gopy || Excel | CsV | POF |
Classification Target | Shorthand | Prediction Probability
Organ toxicity Hepatotoxicily dii T o
Toxicity end peints Carcinoganicity carcing Inactive 061

Toxicity end paints Immunctoxicity immuno [inactive 0.87
Toxicity end paints. Mutagenicity mutagen [inacive 0.90
Toxicity end points Cylotoxicity ayto | inactive 082

Gambar 3.44 Hasil Prediksi Toksisitas
Sumber: Dokumentasi Peneliti, 2025
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5) Langkah-langkah ini diulangi untuk setiap senyawa ligan yang akan diprediksi

toksisitasnya.

3.5 Teknik Pengumpulan Data

Teknik pengumpulan data yang diterapkan dalam penelitian ini
menggunakan studi dokumentasi yang meliputi studi literatur dari jurnal, artikel
ilmiah, hasil penelitian, serta screening database biologi melalui website. Selain itu,
teknik pengumpulan data dalam penelitian ini dilakukan secara in silico
menggunakan metode  molecular  docking untuk  memprediksi  dan

memvisualisasikan interaksi antara ligan dengan reseptor.

3.6  Teknik Analisis Data

Teknik analisis data dalam penelitian ini dilakukan menggunakan statistik
deskriptif. Analisis pertama berupa simulasi molecular docking antara senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam tanaman Purwoceng dengan salah satu
protein target ovarium, yaitu PARP2, menggunakan aplikasi Biovia Discovery
Studio Visualizer 2025 dan PyRx. Sebagai kontrol, digunakan ligan 3-
aminobenzamide. Hasil molecular docking dianalisis secara deskriptif melalui
penyajian nilai binding affinity (kcal/mol), Root Mean Square Deviation (RMSD),
dan jenis interaksi ikatan yang terbentuk antara ligan dan reseptor. Hasil yang
diperoleh disajikan dalam bentuk tabel kemudian diinterpretasikan secara
deskriptif. Nilai binding affinity dibandingkan secara deskriptif untuk melihat
kecenderungan kekuatan afinitas ligan terhadap reseptor, dimana semakin kecil
(semakin negatif) nilai energi ikatan menunjukkan ikatan yang semakin stabil (Putri
etal.,2024).

Tahap berikutnya adalah analisis sifat fisikokimia ligan menggunakan
aturan Lipinski’s Rule of Five melalui web SwissADME (Hartono et al., 2022).
Lima parameter yang dianalisis meliputi berat massa molekul (BM) <500 Da,
koefisien partisi oktanol/air (LogP) <5, jumlah hydrogen bond donor (HBD) <5,
dan jumlah hydrogen bond acceptor (HBA) <10 (Shofi, 2021). Data yang disajikan

dalam bentuk tabel kemudian dideskripsikan kecenderungannya apakah memenuhi
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kriteria kelayakan obat secara oral atau tidak. Selanjutnya, prediksi sifat
farmakokinetik ligan dianalisis secara deskriptif menggunakan indikator ADME
(4bsorption, Distribution, Metabolism, Excretion) melalui web pkCSM. Data
ADME disajikan dalam bentuk tabel dan dianalisis secara deskriptif untuk
memberikan gambaran kemampuan absorpsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi
setiap ligan. Evaluasi toksisitas, digunakan alat online ProTox 3.0 dengan parameter
seperti nilai LDso, kelas toksisitas, prediksi hepatotoksisitas, karsinogenisitas,
imunitoksisitas, mutagenisitas, dan sitotoksisitas. Hasil yang diperoleh disajikan
dalam bentuk tabel kemudian diinterpretasikan secara deskriptif untuk

menunjukkan tingkat keamanan setiap ligan.

3.7  Waktu dan Tempat Penelitian

Pengujian senyawa ekstrak kalus Purwoceng dengan (GC-MS)
dilaksanakan di Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas
Gadjah Mada yang ditunjukkan pada gambar 3.45 (a). Pengujian secara in silico
dilaksanakan di Laboratorium Botani, Jurusan Pendidikan Biologi, Fakultas
Keguruan dan Ilmu Pendidikan, Universitas Siliwangi yang ditunjukkan pada
gambar 3.45 (b). Adapun rincian waktu penelitian dapat dilihat pada tabel 3.3 di

bawah ini.

Gambar 3.45 (a) Laboratorium Penelitian dan Pengujian Terpadu Universitas
Gadjah Mada; (b) Laboratorium Botani Universitas Siliwangi
Sumber: (a) Website (LPPT UGM), 2025; (b) Dokumentasi Peneliti, 2025
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