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ABSTRAK 

Nama  : Rahayu Harganingtyas 
Program Studi   : Kimia 
Judul  : Modifikasi (1R,2R,3R,5S)-(-)-Isopinocampheylamine sebagai 

Inhibitor  M2 Proton Channel pada Virus Influenza A Subtipe 
H1N1 secara in silico  

 
 
Pada tahun 2009, flu babi kembali menyerang berbagai negara di dunia. 
Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) menetapkan wabah virus influenza A H1N1 
sebagai pandemi global pada 11 Juni 2009. Setidaknya ada sekitar 18.449 orang di 
seluruh dunia yang meninggal akibat serangan virus ini. Kemudian pada tanggal 
10 Agustus 2010 Badan Kesehatan Dunia (WHO) secara resmi mengumumkan 
pandemi flu babi di dunia telah berakhir dan berganti menjadi fase post pandemic  
Fase post pandemic ini fase paling tepat untuk menemukan antiviral yang dapat 
mengatasi infeksi virus ini. Salah satu antiviral yang telah ada yaitu amantadine 
dan rimantadine dilaporkan telah mengalami resistansi. Oleh karena itu perlu 
ditemukan antiviral baru untuk menggantikan amantadine dan rimantadine 
sebagai inhibitor protein M2 channel  virus influenza A H1N1. Belakangan 
dilaporkan bahwa senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine memiliki 
kemampuan untuk menginhibisi protein M2 channel virus influenza A H1N1. 
Pada penelitian ini akan dilakukan modifikasi (1R,2R,3R,5S)-(-)-
isopinocampheylamine secara in silico untuk mendapatkan inhibitor yang lebih 
baik. Terhadap protein M2 channel, dilakukan docking dengan tiga inhibitor 
standar dan 52 inhibitor modifikasi, serta dilakukan drug scan terhadap 
modifikasi inhibitor. Hasil docking didapatkan 3 inhibitor modifikasi terbaik yang 
mempunyai afinitas ikatan dan potensi inhibisi yang lebih baik dibanding ligan 
standar. Berdasarkan analisa drug scan, inhibitor modifikasi  mempunyai sifat 
farmakologi yang baik, ditunjukkan oleh nilai drug likeness, drug score, 
bioavailabilitas oral, dan toksisitas.  

Kata Kunci   : Influenza A H1N1, Inhibitor, Protein M2 channel, Molecular  
Docking 

xiv+80 halaman  : 18 gambar; 12 tabel 
Daftar Pustaka  :  61 (1990-2011)  
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ABSTRACT 

Name  : Rahayu Harganingtyas 
Study Program : Chemistry 
Topic : Modification of (1R, 2R, 3R, 5S )-(-)- Isopinocampheylamine 

as Inhibitors of M2 Proton Channel in Influenza A Virus 
Subtype H1N1 by Using Molecular Docking Approach 

 

In 2009, swine flu attacked various countries in the world. World Organization 
(WHO) set a pandemic of influenza A H1N1 virus as a global pandemic on June 
11, 2009. At least there are approximately 18,449 people worldwide who die from 
this virus attack. Then on August 10, 2010 World Health Organization (WHO) 
officially announced the swine flu pandemic in the world has ended and changed  
into post-pandemic phase.  Post-pandemic phase is the  most appropriate phase to 
find antiviral that can overcome the infection with this virus. One of the existing 
antivirals amantadine and rimantadine are reported to have experienced resistance. 
Therefore  it is necessary to find new antiviral to replace  amantadine and 
rimantadine as the M2 channel protein  inhibitor of influenza A H1N1 virus. Later 
it was reported that compound (1R, 2R, 3R, 5S )-(-)- isopinocampheylamine have 
the ability to inhibit channel M2 protein of influenza A H1N1 virus. This research 
will be modified (1R, 2R, 3R, 5S )-(-)- isopinocampheylamine in silico to obtain 
better inhibitors. Against the M2 protein channel, performed three inhibitor 
docking with standard and 52 inhibitors modifications, and also done a drug scan 
for modifications inhibitor. Docking results obtained  three best binding affinity of 
modifications inhibitor and its potency of inhibition is much better than standard 
ligands. Based on drug analysis scan, the inhibitor of modification has a good 
pharmacological properties, indicated by the value of drug-likeness, drug score, 
oral bioavailability, and toxicity. 

Keyword : Influenza A Virus H1N1, M2 Protein Channel, Inhibitor, 
  Molecular Docking 
xiv+80 pages :  18 pictures; 12 tables 
Bibliography :  61 (1990-2011)  
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 BAB 1 

PENDAHULUAN 

 
1.1 Latar Belakang 

Virus influenza A merupakan virus patogen yang sangat menular dari 

burung dan mamalia, termasuk manusia (Webby et al.,2001). Pandemik yang 

paling terkenal adalah flu Spanyol yang memberikan dampak besar penduduk 

dunia dan diperkirakan telah menewaskan sedikitnya 50 juta orang di tahun 1918-

1919 (Betakova, 2007). Pada tahun 2009, flu babi kembali menyerang berbagai 

negara di dunia. Organisasi Kesehatan Dunia (WHO) menetapkan wabah virus 

influenza A H1N1 sebagai pandemik global pada 11 Juni 2009. Setidaknya ada 

sekitar 18.449 orang di seluruh dunia yang meninggal akibat serangan virus ini. 

Kemudian pada tanggal 10 Agustus 2010 Badan Kesehatan Dunia (WHO) secara 

resmi mengumumkan pandemik flu babi di dunia telah berakhir dan berganti 

menjadi fase post pandemic. Fase post-pandemic ini berarti aktivitas penyebaran 

flu tersebut diseluruh dunia sudah kembali ke level penanganan flu seperti yang 

biasa terjadi secara musiman. Fase post pandemic ini merupakan fase yang paling 

tepat untuk menemukan antiviral yang dapat mengatasi infeksi virus ini. 

Flu babi atau Swine Flu teridentifikasi sebagai virus influenza strain baru 

yaitu virus influenza A H1N1. Virus influenza A H1N1 merupakan kombinasi 

dari gen virus influenza babi, avian dan manusia. Berdasarkan karakterisasi 

genetik, gen hemagglutinin (HA) mirip dengan virus swine influenza pada babi di 

Amerika, sedangkan gen neuraminidase (NA) dan Protein Matrix (M) mirip 

dengan virus flu babi yang diisolasi dari Eropa. Kombinasi genetik yang unik ini 

sebelumnya belum pernah dideteksi dimanapun, dan tidak ada pasien yang 

melakukan kontak langsung dengan babi yang dapat membawa kemungkinan 

terjadinya transmisi virus influenza strain baru ini antar manusia 

(http://emedicinemedscape.com.).  

Banyak obat atau antiviral dikembangkan untuk mengatasi infeksi ini, 

antara lain yaitu oseltamivir , zanamivir, amantadine dan rimantadine. Oseltamivir 

dan zanamivir merupakan inhibitor neuraminidase. Kedua obat antiviral tersebut 
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direkomendasikan oleh Centers of Disease Control and Prevention (CDC) dan 

WHO (Rungrotmongkol et al., 2009), karena dinilai efektif dalam mengobati 

infeksi virus influenza yang terjadi pada manusia (Lew et al., 2000). Akan tetapi 

akhir-akhir ini dilaporkan bahwa antiviral ini mengalami resistensi. Resistensi 

oseltamivir terhadap virus influenza tipe A (H1N1) dilaporkan di Eropa pada 

tahun 2007-2008 (Cheng et al., 2009). 

Selain itu terdapat pula amantadine, dan rimantadine, yang dapat 

digunakan untuk menginhibisi protein M2 ion-channel (de Clercq, 2006).  

Amantadine dan rimantadine telah disetujui oleh US Food and Drug 

Administration pada bulan Oktober 1966 sebagai agen profilaksis terhadap 

influenza Asia. Akan tetapi seiring dengan berjalannya waktu dimungkinkan virus 

resisten terhadap obat tersebut akibat terjadinya mutasi antigenic drift (Beigel et 

al., 2005; de Jong et al., 2005). Tercatat bahwa tingkat resistensi Amantadine dan 

Rimantadine telah meningkat dari di bawah 10% selama 1995-2002, menjadi 58% 

pada tahun 2003, 74% di tahun 2004,dan 92% selama tahun 2005-2006. 

Protein M2 channel pada virus influenza A adalah salah satu target dari 

obat anti-influenza yang selama ini sudah digunakan untuk mengontrol infeksi 

virus influenza, yaitu amantadine dan rimantadine. Akan tetapi akhir- akhir 

penggunaan obat amantadine dan rimantadine terbatas karena adanya resistensi 

terhadap obat- obatan tersebut. Resistansi tersebut disebabkan adanya mutasi dari 

strain virus influenza tersebut yaitu mutasi dari tiga residu pada virus influenza A 

H5N1, yakni pada posisi V28, S31 dan L43 bermutasi menjadi I28, N31 dan T43. 

Diantara ketiga mutasi residu tersebut, mutasi S31N adalah yang paling umum 

terjadi  pada protein M2 channel yang dapat menyebabkan resistensi terhadap 

amantadine (Rungrotmongkol, et. al,2009).  

Selain resistensi dari amantadine dan rimantadine belakangan dilaporkan 

pula bahwa amantadine juga memiliki efek samping terhadap sistem saraf pusat 

(Clercq et al., 2006). Resistansi amantadine yang sangat merugikan sebagai obat 

antiviral terhadap kerja protein M2 channel memungkinkan dilakukannya 

pencarian terhadap inhibitor protein M2 channel yang dapat menggantikan senyawa 

turunan adamantine.  Sampai saat ini telah dilaporkan beberapa inhibitor protein M2 
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channel yaitu 1. amantadine; 2. rimantadine; 3. turunan amantadine; 4. inhibitor 

non-admantane; 5. Isopinocampheylamine (Hu, 2010 ). 

 
Gambar 1.1 Inhibitor protein M2 channel yang telah dilaporkan 

Dari penelitian Wenhui Hu  tahun 2010 tersebut dilaporkan bahwa 

senyawa nomor 5, yaitu senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

merupakan senyawa yang paling potensial sebagai inhibitor protein M2 channel 

dan tiga kali lebih aktif dibandingkan amantadine sebagai inhibitor M2 protein 

channel (IC50=1.363 µM vs 5.960 µM). Oleh karena itu pada penelitian ini 

dilakukan modifikasi terhadap senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

untuk mencari inhibitor yang lebih potensial untuk menginhibisi protein M2 

channel pada virus A H1N1. 

 

1.2 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini adalah merancang obat (drug design) untuk virus 

influenza A H1N1 secara in silico berbasis senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine melalui metode molecular docking. Senyawa ini 

diharapkan dapat menggantikan antiviral amantadine dan rimantadine. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 
2.1 Virus Influenza 

Virus influenza merupakan virus yang termasuk  dalam famili 

Orthomyxoviridae dan ordo Mononegavirales. Pada manusia virus ini dapat 

menyebabkan demam, pusing, batuk dan dalam beberapa kasus serius, 

menyebabkan pneumonia pada anak-anak dan orangtua hingga menyebabkan 

kematian. (Kamps, Hoffman, & Preiser, 2006). Virus influenza memiliki genom 

RNA berupa rangkaian tunggal  berpolaritas negatif sebanyak 7-8 segmen yaitu 

Polymerase Basidic subunit 1 (PB1), Polymerase Basidic subunit 2 (PB2), 

Polymerase Acidic (PA), Nucleoprotein (NP), Neuraminidase (NA), 

Hemagglutinin (HA), protein Matrix subunit1 (M1), protein Matrix subunit 2 

(M2), protein nonstructural subunit 1(NS1) dan protein nonstructural subunit 2 

(NS2). Virus influenza ini dibagi menjadi 3 tipe berdasarkan perbedaan sifat 

antigen internal dari nucleocapsid protein (NP) dan matriks protein (MP), yaitu 

tipe A, B, dan C. Virus influenza A dan B terdiri dari 8 segmen, sedangkan virus 

influenza C terdiri dari 7 segmen. Virus influenza A dapat menginfeksi unggas 

maupun mamalia (termasuk manusia) dan bersifat patogen terhadap hospesnya 

sedangkan virus influenza B dan C dapat diisolasi dari mamalia dan umumnya 

kurang pathogen dibandingkan dengan virus influenza tipe A. (Kamps, Hoffman, 

& Preiser, 2006). Virus influenza lebih lanjut dibagi menjadi beberapa subtipe 

berdasarkan antigen eksternal permukaan glikoprotein yang tersusun dari 

Hemagglutinin (HA) dan Neuraminidase (NA). Virus influenza A memiliki 16 

jenis Haemagglutinin  dan 9 jenis Neuraminidase (Maasab et. al., 1999). Gambar 

2.1 
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Gambar 2.1 Struktur Virus Influenza 

Sumber: http://sciencebiotech.net/mengenal-virus-influensa/ diakses Januari 2011 
 

2.2 Virus Influenza H1N1 (Swine Flu)  

Virus Influenza H1N1 merupakan virus influenza yang termasuk dalam 

virus influenza tipe A. Penyakit yang disebabkan oleh virus H1N1 ini dikenal 

sebagai flu babi atau swine flu. Pada virus H1N1 yang diisolasi dari pasien di 

Amerika, ditemukan bahwa virus H1N1 tersebut tersusun dari unsur-unsur genetik 

yang berasal dari empat virus flu yang berbeda, yaitu campuran dari virus H1N1 

Amerika Utara, H5N1 Amerika Utara, flu manusia, dan H1N1 yang biasanya 

ditemukan di Asia dan Eropa. Virus yang baru ini nampaknya merupakan hasil 

reassortment dari virus flu manusia dan flu babi, dalam keempat strain yang 

berbeda dari subtipe H1N1 (Rungrotmongkol, et al., 2009). 

Karakterisasi genetik awal mengungkap bahwa gen hemaglutinin (H) 

mirip dengan gen H pada virus flu babi yang ada di USA sejak tahun 1999, 

sedangkan gen neuraminidase (N) dan gen protein matriks (M) merupakan versi 

resemble yang ada pada isolat flu babi Eropa. Enam gen dari flu babi Amerika 

sendiri merupakan campuran virus flu babi, flu burung, dan flu manusia. Hasil 

studi kristalografi menjelaskan bahwa virus dapat menginfeksi dan menyebar 

antar manusia karena adanya perubahan struktur pada H1 dari protein 

hemaglutinin yang membuat virus dapat mengenali reseptor manusia (Gamblin et. 

al., 2004; Stevens et. al., 2004) 

Virus H1N1 dapat bertahan hidup di air sampai empat hari pada suhu 22oC 

dan lebih dari 30 hari pada suhu 0oC.  Virus akan mati pada pemanasan 60oC 

selama 30 menit atau 56oC selama 3 jam atau dengan detergen, desinfektan 
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misalnya formalin, serta cairan yang mengandung iodin. Masa inkubasi virus 

influenza bervariasi antara 1-7 hari (http//www.litbang.depkes.go.id/). 
 

2.3 Infeksi Virus Influenza  A 

Siklus hidup virus influenza A dimulai dari proses infeksi virus avian 

influenza. Tahap pertama proses infeksi virus adalah proses pengikatan 

Hemagglutinin dengan sialic acid dari sel permukaan host. Langkah selanjutnya, 

virus akan masuk melalui proses fusi antara amplop virus dengan membran 

endosomal sel host. Langkah ini dilakukan dengan proses endositosis melalui 

mediasi penurunan pH pada phagosom. Penurunan pH akan dihentikan oleh kerja 

protein M2 setelah komponen virus telah masuk ke dalam sel host. Selanjutnya 

akan terjadi serangkaian penataan ulang protein matrix-1 (M1) dan kompleks 

glikoprotein homotrimetrik Hemagglutinin sehingga menghasilkam sebuah 

domain yang lipofilik dan fusogenik dari setiap monomer Hemagglutin (HA0) 

menjadi fragmen (HA1) dan fragmen 2 (HA2) yang akan memungkinkan virus 

melepaskan ribonukleoproteinnya (RNP) (Kamps, Hoffman, & Preiser, 2006). 

Langkah berikutnya adalah transport RNP ke nukleus dan kompleks 

polimerase terikat pada viral RNA. Pada tahap ini terjadi pemutusan viral RNA 

oleh aktivitas endonuklease dan secara simultan terjadilah proses perpanjangan. 

Pembentukan dari viral RNA akan dibatasi oleh NP yang akan membentuk 

mRNA. Viral RNA (vRNA) dikopi dari (-) sense menjadi (+) cRNA dan mRNA. 

cRNA akan tetap berada di inti yang berfungsi sebagai template pada prodeuk (-) 

sense vRNA baru, sedangkan mRNA akan berpindah ke sitoplasma untuk 

memproduksi protein (Kamps, Hoffman, & Preiser, 2006). 

Langkah berikutnya viral protein yang baru terbentuk kembali lagi ke inti 

sel untuk membentuk vRNA lagi dan membentuk RNP atau viral protein yang 

baru terbentuk dikeluarkan menuju badan golgi dan terjadi proses glikosilasi. 

Protein yang dibentuk ini kemudian dibawa ke membran sel dimana mereka akan 

terikat dengan lipid bilayer (Kamps, Hoffman, & Preiser, 2006). 

Tahap terakhir adalah vRNA dan inti viral meninggalkan inti sel menuju 

membran dan melakukan pemisahan dengan sel host melalui aktivitas NA, proses 

ini dikenal dengan sebutan budding (Kamps, Hoffman, & Preiser, 2006). 
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Gambar 2.2 Mekanisme replikasi virus influenza 

Sumber : http://www.ifpma.org/index.php?id=4175 diakses Januari 2011 

 

2.4 Hemaglutinin (HA) 

Hemaglutinin (HA), merupakan glikoprotein yang memiliki dua atau tiga 

glycosylation site dengan berat molekul sekitar 76.000 yang terdapat pada 

membran dan merupakan bagian utama yang memiliki lima antigen yang dominan 

yang terdapat di permukaan sel. Hemaglutinin ini merupakan homotrimer dan 

masing-masing merupakan polipeptida tunggal yang terpisah menjadi H1 dan H2 

(Gambar 2.3).  

Hemaglutinin memiliki dua fungsi utama, yaitu untuk mengenali sel target 

pada vertebrata yang akan berikatan dengan virus dan membantu masuknya 

genom viral ke dalam sel melalui penggabungan membran endosom pada host 

dengan membran viral. Hemaglutinin inilah yang nantinya akan berikatan dengan 

sialic acid yang merupakan antigen yang utama pada virus. Sejauh ini telah 

diketahui ada 16 jenis antigen hemaglutinin. Subtipe ini diberi nama H1 sampai 

H16. H16 hanya baru ditemukan pada virus influenza A yang diisolasi dari 

burung gagak berkepala hitam yang ada di Swedia dan Norwegia.  
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Gambar 2.3 Struktur Hemaglutinin 

Sumber: www.FluTrackers.com diakses Januari 2011 

 

Sampai saat ini hanya H1, H2, dan H3 yang mampu menyebar antar 

manusia dan menjadi pandemik.  Pelekatan ke protein permukaan sel dari virion-

virion virus influensa A tercapai melalui tertrimerisasi glikoprotein H virus yang 

matang (mature trimerised viral H glycoprotein). Stratifikasi pelekatan tersebut 

didasarkan pada pengenalan spesies sialic acid (N-asetil- atau N-asam 

glikollineuraminat) ujung akhir yang jelas, tipe hubungan glikosidik ke galaktosa 

paling ujung (α2-3 atau α2-6) dan susunan fragmen yang terletak lebih dalam dari 

sialil-oligosakarida yang terdapat di permukaan sel (Herrier et al., 1995; 

Gambaryan et al., 2005).  Perubahan pengenalan dari sialic acid pada glukosanya 

dari α2-3 menjadi α2-6 merupakan penyebab utama dari virus influenza A untuk 

menginfeksi spesies baru dan mengubah host (Stevens et al., 2006). Pada 

hemaglutinin untuk subtipe H3, dan H2 terdapat dua buah posisi yang 

menentukan kemampuan pengenalan reseptor, yaitu residu asam amino pada 

posisi 226 dan 228. Pada virus yang hanya mengenali SA α2-3 Gal posisi 226 

merupakan glutamina (Gln) sedangkan untuk virus yang mampu mengenali SA 

α2-6 Gal merupakan leusina (Leu). Sementara pada posisi 228 pengenal SA α2-3 

Gal adalah glisina (Gly) dan pengenal SA α2-6 merupakan serina (Ser) (Gamblin 

et al., 2004).  
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2.5 Neuraminidase (NA) 

Neuraminidase merupakan glikoprotein yang juga ditemukan pada 

permukaan virus. Neuraminidase memiliki struktur tetramer dan bobot molekul 

rerata 220.000 (Gambar 2.4). Molekul N menampilkan bagian utamanya pada 

permukaan luar dari sel, menempel pada lipid bilayer, dan memiliki ekor 

sitoplasma yang kecil (Gurtler et al., 2007). 

 
Gambar 2.4 Struktur Neuraminidase 

Sumber: http://www.scientificpsychic.com/health/virus.html diakses Januari 2011 

Neuraminidase berfungsi sebagai enzim yang memisahkan antara molekul 

H dengan sialic acid dari molekul N yang lain, dan dari glikoprotein dan 

glikolipid pada permukaan sel. Neuraminidase juga merupakan antigen yang 

berperan penting pada saat penetrasi virus memasuki lapisan mucin pada 

epitelium. 

Neuraminidase merupakan molekul target dari senyawa inhibitor 

neuraminidase yang akan memotong reseptor selular residu sialic acid. 

Pemotongan ini melepaskan virus-virus, yang nantinya akan menyerang sel-sel 

baru. Tanpa neuraminidase, infeksi akan dibatasi pada satu putaran replikasi, yang 

cukup jarang menyebabkan penyakit. Neuraminidase juga dapat  memfasilitasi 

invasi viral bagian atas, kemungkinan dengan memotong sialic acid menjadi 

setengahnya pada mucin yang mengelilingi sel epitel bagian atas. Kemampuan 

pada keadaan transisi analog dengan sialic acid dalam menghambat 

neuraminidase virus influenza yang pertama kali dikenal pada tahun 1970, namun 

desain inhibitor yang efektif dapat dilakukan dengan analisis struktur tiga dimensi 
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neuraminidase virus influenza terbuka baik lokasinya maupun struktur sisi 

katalitiknya (Moscona, 2005). 

Inhibitor neuraminidase mirip dengan substrat alami neuraminidase dan 

inhibitor ini akan berikatan dengan sisi aktif  untuk menghalangi enzim yang  

akan  memotong reseptor sel inang. Dengan demikian, hal ini dapat mencegah 

infeksi sel-sel inang yang baru dan menghentikan penyebaran infeksi. Dua 

inhibitor neuraminidase yang berlisensi yaitu zanamivir (Relenza) dan oseltamivir 

(Tamiflu), memiliki toksisitas yang rendah dan efektif melawan semua subtipe 

neuraminidase. Selain itu obat tersebut mampu melawan semua strain virus 

influenza. 
 

2.6 Polymerase A Protein (PA), Polymerase B1 Protein (PB1), dan 

Polymerase B2 Protein (PB2) 

Virus influenza A terdiri atas delapan galur negatif DNA yang dikode oleh 

sebelas protein. Polymerase influenza merupakan sebuah heterotrimerik ~250 kD 

terdiri atas tiga protein kompleks, yaitu PA, PB1, dan PB2. Protein PA, PB1, dan 

PB2 merupakan RNA polimerase aktif yang mampu melakukan replikasi dan 

transkripsi. Fungsi dari protein ini adalah sebagai enzim yang akan menggandakan 

rantai RNA pada virus pada saat terjadi replikasi di dalam sel inang 

(vRNA→cRNA→vRNA) (Liu et al., 2009). PB1 merupakan central protein, yang 

akan berinteraksi dengan PA dan PB2 dengan domain yang berbeda (PA-PB1-

PB2) (Jung et al., 2006). PB1 berperan di dalam proses transkripsi dan replikasi 

viral RNA sebagai classic polymerase, yang bertanggung jawab untuk 

polimerisasi dan pemotongan endonuklease (Lamb & Krug, 2001; Fodor, et al., 

2002; Jung, et al., 2006). PB2 mempunyai aktifitas sebagai cap-binding (Lamb & 

Krug, 2001; Fodor, et al., 2002; Fechter, et al., 2003; Neumann, et al., 2004). 

Sedangkan PA terlibat didalam replikasi, elongansi dan aktivitas endonuklease 

(Fodor et al., 2002; Huarte et al., 2004; Kawaguchi et al., 2005). 
 

2.7 Protein M2 Channel 

Protein M2 channel virus influenza yang bekerja sebagai protein saluran 

ion.  Saluran itu sendiri adalah sebuah homotetramer (terdiri dari empat unit M2 

identik), pada bagian unit yang heliks distabilkan oleh dua ikatan disulfide 
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Gambar 2.5. Protein M2 channel diaktifkan oleh pH rendah.  Pada tahap 

pembentukan endosom di mana virus influenza flu mulai memasuki sel, protein 

M2 channel memungkinkan proton (H+) dari lingkungan asam endosom masuk ke 

dalam badan virus yang menyebabkan terurainya virus itu sehingga materi genetik 

RNA virus influenza dapat lepas ke dalam sel yang diinfeksi.  Dengan 

menghambat kerja protein M2 channel, amantadine dan rimantadine menghalangi 

keluarnya RNA virus ke dalam sel.  

Protein M2 channel memiliki peran penting dalam siklus hidup virus 

influenza.  Terletak di envelope virus. Hal ini memungkinkan ion hidrogen untuk 

masuk ke dalam partikel virus (virion) dari endosom sehingga menurunkan pH 

dalam virus, yang menyebabkan disosiasi protein matriks M1 dari RNP 

ribonucleoprotein. Ini merupakan langkah penting dalam uncoating virus dan 

mengeluarkan isinya ke dalam sitoplasma sel inang. 

 
Gambar 2.5 Struktur M2 Channel 
Sumber : RSCB Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureId=2KIH) diakses Januari 2011 
 

Fungsi dari saluran M2 dapat dihambat oleh obat antivirus amantadine dan 

rimantadine, yang kemudian menghambat virus dan mengambil alih sel inang.  

Molekul obat yang terikat dalam wilayah transmembran, secara sterik memblokir 

saluran. Hal ini menghentikan proton memasuki virion, yang kemudian tidak 

hancur.  Namun, gen M2 rentan terhadap mutasi. Ketika terjadi penggantian 

(mutasi) salah satu dari lima asam amino di daerah transmembran, virus akan 

mengalami resitansi terhadap inhibitor M2 yang ada.  Pada penelitian ini protein 

M2 channel merupakan protein target dalam proses docking dengan kandidat 

ligan (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine-based drugs.  
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2.8 Protein  NS1 dan NS2 

Protein NS1 merupakan mRNA yang memiliki bobot molekul 26000. 

Protein ini akan membantu transport viral RNA ke ribosom untuk ditranslasikan. 

Sedangkan NS2 merupakan molekul yang lebih kecil dengan bobot molekul 

11000. Protein ini dipercaya memiliki fungsi memfasilitasi transpor RNP yang 

baru disintesis dari inti sel menuju sitoplasma, untuk mempercepat  penggandaan 

virus. 
 

2.9 Amantadine 

Amantadine adalah senyawa organik yang dikenal secara resmi sebagai 1-

adamantylamine atau 1-aminoadamantane. Molekul terdiri dari kerangka 

Adamantane yang diganti pada salah satu dari empat metin dengan kelompok 

amino. Senyawa ini dijual dengan nama Symmetrel untuk digunakan baik sebagai 

antivirus  dan obat antiparkinsonian. Terlepas dari keperluan medis, senyawa ini 

berguna sebagai sebuah blok bangunan, memungkinkan penyisipan sebuah 

kelompok adamantil . Amantadine telah disetujui oleh US Food and Drug 

Administration pada bulan Oktober 1966 sebagai agen profilaksis terhadap 

influenza Asia dan akhirnya memperoleh persetujuan untuk pengobatan virus 

Influenza A  pada orang dewasa. Menurut US Centers for Disease Control and 

Prevention , 100% dari musiman H3N2 dan sampel pandemic flu tahun 2009  

yang diuji telah menunjukkan perlawanan terhadap adamantane, dan amantadine 

tidak lagi dianjurkan untuk pengobatan influenza. 

 
Gambar 2.6. Struktur Amantadine 

Sumber: http://en.wikipedia.org/wiki/Amantadine diakses Maret 2011 

 

2.10 Rimantadine 

Rimantadine (dijual dengan nama dagang Flumadine) adalah obat 

antivirus oral yang digunakan untuk mengobati infeksi virus Influenza A. Ketika 
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diambil dalam waktu satu sampai dua hari gejala berkembang, rimantadine dapat 

mempersingkat durasi dan moderat tingkat keparahan influenza. Baik rimantadine 

dan obat sejenis amantadine adalah turunan dari adamantane. Rimantadine telah 

disetujui oleh Administrasi Makanan dan Obat (FDA) pada tahun 1994.  

Menurut CDC, 100% dari H3N2 musiman dan 2009 flu pandemi sampel 

yang diuji telah menunjukkan perlawanan terhadap rimantadine dan tidak lagi 

dianjurkan untuk memberikan resep untuk pengobatan flu. Rimantadine diyakini 

menghambat replikasi virus influenza dengan mencegah uncoating materi 

pelindung dari virus tersebut, yang merupakan amplop dan kapsid. Penelitian 

genetik menunjukkan bahwa protein M2 virus yang berupa saluran ion ditentukan 

oleh gen virion M2, memainkan peran penting dalam kerentanan virus influenza 

A untuk diinhibisi oleh rimantadine. Resistensi terhadap rimantadine dapat terjadi 

sebagai akibat dari substitusi asam amino pada lokasi tertentu di wilayah 

transmembran M2. Hal ini mencegah pengikatan antivirus ke saluran tersebut. 

 
Gambar 2.7.  Struktur Rimantadine 

Sumber: http://en.wikipedia.org/wiki/Amantadine diakses Maret 2011 

 2.11 (1R,2R,3R,5S)-(-)-Isopinocampheylamine 

Senyawa Isopinocampheylamine merupakan salah satu senyawa amina 

primer yang memiliki nama IUPAC (1R,2R,3R,5S)-(-)-2,6,6-trimethyl bicyclo 

[3.1.1] heptan-3-amine. Senyawa ini juga dikenal dengan nama lain 

1S,2S,3S,5R)-3-Pinanamine; (+)-Isopinocampheylamine, (1S,2S,3S,5R)-3-

Pinanamine. Senyawa ini memiliki berat molekul sebesar 153,26 gr/mol dengan 

rumus molekul C10H19N. Senyawa ini memiliki massa jenis sebesar 

0.909 g/mL pada suhu 25 °C. Menurut penelitian Zeng tahun 2010 senyawa 

isopinocampheylamine ini dapat digunakan sebagai inhibitor protein M2 channel 

virus influenza A menggantikan antiviral yang sudah ada yaitu amantadine dan 

rimantadine yang terbukti sudah tidak dianjurkan lagi penggunaannya oleh WHO. 
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Gugus amina primer pada senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

dapat memiliki peran yang sama dengan gugus amino pada senyawa amantadine 

yaitu sebagai penghalang dari aliran proton pada virus influenza A. Cincin bisiklik 

dari senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine juga memiliki peran yang 

sama dengan gugus adamantil pada senyawa amantadine yaitu sebagai kerangka 

yang memberikan efek sterik. 

CH3

NH2

CH3 CH3 
Gambar 2.8 Struktur (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

 

2.12 Drug Design 

Drug design adalah suatu metode perancangan obat yang berdasarkan pada 

analisis biologis dan fisik dari tergetnya. Targetnya merupakan molekul-molekul 

atau bagian dari makromolekulnya yang berperan vital di dalam proses metabolik 

dari kondisi patologis seseorang akibat penyakit yang disebabkan oleh mikroba 

pathogen. Umumnya obat ini dirancang untuk menginhibisi atau menghentikan 

makromolekul tersebut dengan cara membentuk ikatan terhadap sisi aktif dari 

molekul-molekul tersebut sehingga molekul obat berperan sebagai inhibitor. Hal 

yang harus dipertimbangan di dalam merancang inhibitor sebagai obat, antara lain 

adalah spesifitas dan potensi inhibisinya. 

Perancangan obat dapat dilakukan secara komputansi (in silico). Sebelum 

terknologi informasi berkembang pesat, metode yang digunakan untuk 

menemukan inhibitor yang tepat adalah dengan melakukan screening dari 

berbagai komponen, setelah itu dilakukan pengujian kepada enzim target secara 

trial-and-error. Tetapi kini, dengan mengetahui sisi aktif dan struktur tiga dimensi 

dari enzim target, secara in silico dapat diprediksi molekul yang dapat berperan 

sebagai inhibitor sehingga proses screening dan pengujian secara eksperimental 

menjadi lebih rasional dan efisien. 
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2.13 Bioinformatika 

2.13.1 Definisi 

Bioinformatika adalah metode matematika, statistik, dan komputasi yang 

merupakan pengkombinasi dengan menggunakan sekuen DNA dan asam amino 

dan informasi-informasi yang terkait dengannya. Bioinformatika merupakan 

pengkombinasian berbagai disiplin ilmu termasuk ilmukomputer, matematika, 

fisika, biologi dan ilmu kedokteran yang saling menunjang dan bermanfaat saru 

sama lain (Utama, 2003). Bioinformatika berfungsi untuk menganalisis posisi 

sejauh mana perbedaan suatu virus dengan virus lainnya. 

Bioinformatika, khususnya pada bidang biologi molekuler, membuka 

sudut pandang baru dalam menyelesaikan persoalan biologi molekuler (Baxevanis 

dan Oullete, 2001). 
 

2.13.2 Protein Data Bank (PDB) 

PDB merupakan data yang berisi koleksi struktur 3 dimensi protein, DNA 

dan molekul kompleks lainnya yang telah dipublikasikan dan ditentukan secara 

eksperimen dengan menggunakan kristalografi X-ray atau spektroskopi NMR. 

Pada kristalografi X-ray, sinar X dipancarkan kepada kristal yang mengandung 

jutaan salinan suatu molekul. Sinar-X kemudian akan didifraksikan oleh kristal 

dan membentuk suatu pola yang bila dianalisis secara matematis akan 

menunjukkan posisi tiap atom di dalam molekul. Spektroskopi NMR 

menggunakan molekul di dalam larutan dan akan memperlihatkan orientasi atom 

di dalam medan magnetik (Baxevanis & Outlette, 2001).  

Database struktural menyimpan data mengenai struktur protein. Sumber 

primer untuk data struktur protein adalah PDB yang tersedia pada URL 

hhtp://www.pdb.org/. ini adalah arsip data struktural tunggal tingkat dunia yang 

dbuat oleh Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RSCB), di 

Universitas New Jersey di Rutgers.   
 

2.13.3 Format GenBank Flatfile  

Format penyimpanan data yang paling umum digunakan adalah format 

GenBank Flatfile Format (GBFF), yang merupakan format elementer 

penyimpanan informasi dalam GenBank. GenBank merupakan suatu institusi yang 
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menyimpan dan mengelola database urutan DNA suatu gen dan ekspresi asam 

aminonya. Urutan DNA diperoleh dari berbagai penelitian, yang dengan sukarela 

mempublikasikan hasil penelitiannya untuk masyarakat umum. GenBank 

didirikan oleh National Center for Biotechnology Information (NCBI) bersama 

dengan Data Bank of Japan and European Bioinformatics Institute (EBI) 

(Baxevanis & Outlette, 2001).  
 

2.13.4 Format FASTA 

Format FASTA terdiri atas definition line dan sequence asam amino atau 

nukleotida. Format ini merupakan format input untuk berbagai program analisis 

bioinformatika. Format FASTA tergolong kurang informatif dibandingkan dengan 

format lainnya, namun format ini lebih praktis jika dipakai untuk data-data primer 

pada manusia. Dalam format FASTA penaman protein pada sequence 

menggunakan kode satu huruf (1-letter code). Penamaan protein memiliki dua 

jenis pengkodean, yaitu  1-letter code dan 3-letter code. Sebagai contoh untuk 

triptofan digunakan W sebagai 1-letter code dan Trp sebagai 3-letter code. Semua 

format di dalam bioinformatika, termasuk format FASTA menggunakan 1-letter 

code.    
 

2.13.5  Multiple Sequence Alignment 

Multiple sequence alignment merupakan metode pensejajaran dua atau 

lebih sekuens DNA atau asam amino menggunakan algoritma tertentu dengan 

bantuan komputer, sehingga didapatkan area yang memiliki urutan relatif identik 

satu sama lain.  Metode alignment berfungsi untuk mencari daerah yang 

dipertahankan (conserved region), dan homologi antar sekuens nukleotida atau 

protein didasarkan atas prinsip kesamaan struktural, fungsional, dan sekuen 

(Claverie dan Notredame, 2003). 

Berdasarkan pada jumlah sekuen yang digunakan, sequence alignment 

dibagi menjadi dua jenis, yaitu pairwise alignment jika melibatkan dua sekuen 

dan multiple sequence alignment jika melibatkan lebih dari dua sekuen. 
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2.13.6 Comparative Modeling (Homology Modeling) 

Comparative modeling atau disebut juga homology modeling adalah 

prediksi struktur protein target dengan cara membandingkan dengan struktur 

protein yang homolog. Metode ini mengandalkan pada kekuatan kode pelipatan 

(folding). Oleh karena itu, perubahan kecil pada sequence asam amino protein 

pada umumnya menghasilkan perubahan minimal pada struktur tersier protein 

(Krane dan Raymer, 2003). 

Kualitas homology modeling bergantung pada kualitas dari urutan 

keselarasan dan struktur template. Pendekatan dapat menjadi rumit oleh kehadiran 

keselarasan kesenjangan (indels), yang menunjukkan wilayah struktural yang ada 

pada target tetapi tidak pada template, dan struktur kesenjangan pada template 

yang muncul dari resolusi miskin dalam prosedur eksperimental (biasanya X-ray 

kristalografi) digunakan untuk memecahkan struktur. Kualitas urutan model 

menurun dengan menurunnya identitas (Wulandari, 2010). 

 

2.13.7 Molecular Modelling 

Molecular modeling merupakan suatu metode untuk merancang dan 

menganalisis struktur dan sifat-sifat molekul tertentu dengan menggunakan teknik 

kimia komputasional dan teknik visualisasi grafis yang bertujuan untuk 

menyediakan struktur geometri tiga dimensi yang sesuai dengan parameter 

kondisi yang telah ditentukan. Molecular modelling  merupakan gabungan dari 

data empiris dengan teknik komputasional untuk menirukan dan memodelkan 

perilaku molekul sehingga dapat digunakan untuk mempelajari sistem molekuler 

tertentu (Leach, 2001). Salah satu kunci utama dari molecular modelling  adalah 

penghitungan energi konformasi dan interaksi. Energi ini dapat dihitung dengan 

berbagai metode mulai dari penghitungan mekanika kuantum hingga fungsi 

empiris energi (Teodoro et al., 2001). 

Salah satu aplikasi dari molecular modelling  adalah molecular docking, 

yang dalam kaitannya dengan docking, evaluasi energi dapat diselesaikan dengan 

bantuan fungsi scoring. Berbagai fungsi scoring yang umum biasanya 

berdasarkan pada forcefield yang dirancang untuk mensimulasikan fungsi dari 

protein. Forcefield merupakan fungsi empiris energi potensial permukaan dari 
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suatu protein. Forcefield  ini didapatkan dengan mengembangkan model melalui 

kombinasi antara bentuk ikatan (jarak ikatan, sudut ikatan, sudut torsi) dan bentuk 

tanpa ikatan (van der waals dan elektrostatik) (Teodoro et al., 2001). 
 

2.13.8 Molecular Docking 

Molecular docking merupakan suatu proses komputasi dalam mencari 

sebuah ligan yang dapat terikat baik secara geometris dan energisitas terhadap 

binding site dari sebuah protein (Teodoro et al., 2001). Molecular docking 

bertujuan untuk memprediksikan struktur dari kompleks intermolekul yang 

terbentuk antara dua atau lebih konstituen molekul.  

Saat ini molecular docking banyak diaplikasikan di dalam drug design 

untuk memprediksikan orientasi ikatan antara kandidat molekul obat dengan 

protein target sehingga dapat diketahui afinitas dari molekul obat tersebut. Selama 

ini simulasi docking hanya melibatkan satu ligan selama proses docking. Namun, 

dalam kenyataannya dalam proses pengenalan molekuler selalu melibatkan lebih 

dari satu spesies molekuler. Terdapat dua aspek penting di dalam molecular 

docking, yaitu posing dan scoring. Posing merupakan proses di dalam 

menentukan konformasi dan orientasi ligan dapat tepat berikatan dengan sisi aktif 

enzim. Proses ini merupakan prosedur yang dapat memberikan beberapa alternatif 

hasil. Sedangkan scoring merupakan nilai dari posisi yang terukur pada saat ligan 

tepat berikatan dengan sisi aktif enzim. Proses scoring selama fase posisi biasanya 

melibatkan perhitungan energi. Selain itu terdapat proses re-scoring selanjutnya 

dapat digunakan untuk mengestimasi secara lebih akurat energi bebas ikatan. 
 

2.14 Prediksi Sifat Farmakologi Secara In Silico 

Banyak Penelitian kemoinformatika memusatkan perhatian pada analisis 

dan prediksi senyawa yang berpotensi dalam hal karakteristik ADME-Tox 

(Leach,2001; Wulandari, Evi Kristin. 2010). Sebelum suatu senyawa disintesis 

atau diuji sebagai obat, perlu dikalkulasi nilai drug-likeness berdasarkan struktur 

molekuler. Drug-likeness mengacu pada kemiripan suatu senyawa dengan obat 

oral (Wulandari, Evi Kristin.2010). Metode untuk mengevaluasi drug-likeness 

adalah dengan menggunakan aturan Lipinski’s Rule of Five yang dikembangkan 

oleh Christopher A.Lipinski pada tahun 1997, berdasarkan pengamatannya pada 
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sebagian besar obat yang ukurannya relatif kecil dan lipofilik (Wulandari, Evi 

Kristin.2010). Aturan tersebut menetapkan bahwa molekul harus 

mempunyaimassa molekul relatif kurang dari 500 g/mol, nilai koefisien partisi 

(logP-suatu ukuran hidrofobisitas) kurang dari 5, dan akseptor ikatan hidrogen 

tidak lebih dari 10 (Wulandari, Evi Kristin.2010). 

Nilai logP berkaitan dengan lipofilisitas atau hidrofobisitas yaitu 

kemampuan suatu senyawa kimia untuk larut dalam lemak, minyak, lipid, dan 

pelarut non polar. Dalam konteks farmakokinetika (apa yang tubuh lakukan untuk 

suatu obat), untuk obat yang diabsorpsi melalui oral, secara normal harus 

melewati lipid bilayer dalam epithelium intestinal (prosesnya disebut transport 

selular). Supaya sistem transport efisien, obat harus cukup hidrofobik untuk 

menembus ke dalam lipid bilayer, tapi jangan terlalu hidrofobik, karena sekali 

masuk ke dalam bilayer, tidak dapat menembus keluar lagi yang menyebabkan 

obat tersbut lebih toksik karena bertahan lebih lama di dalam tubuh. Demikian 

juga, hidrofobisitas memainkan peranan utama dalam menentukan kemana obat 

akan didistribusikan di dalam tubuh setelah adsorpsi dan konsekuensinya dalam 

seberapa cepat obat mengalami metabolisme dan diekskresikan (Evi Kristin, 

2010). 

Bioavailibilitas oral yang tinggi seringkali menjadi pertimbangan yang 

penting untuk mengembangkan molekul bioaktif sebagai zat terapi (Veber, et al, 

2002; Evi Kristin, 2010). Bioavailibilitas oral adalah sejauh mana suatu obat atau 

bahan lainnya akan tersedia untuk jaringan target setelah pemberian obat atau 

bahan tersebut. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Veber, et.al 

(Molecular Properties That Influence the Oral Bioavailibilty of Drug Candidate), 

disimpulkan bahwa semakin rendah Mr, jumlah rotatable bond, ikatan hidrogen 

(H-donor dan H-acceptor), dan luas (daerah) permukaan polar maka akan 

semakin tinggi bioavailibilitas suatu kandidat obat. 

Peningkatan laju permeasi/peresapan juga sebanding dengan penurunan 

daerah permukaan polar, jumlah ikatan hidrogen, dan rotatable bond. Kontributor 

utama daerah permukaan polar adalah donor atau akseptor ikatan hidrogen. 

Semakin besar jumlah donor atau akseptor ikatan hidrogen semakin luas pula 

daerah permukaan polar (Evi Kristin, 2010). 
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 BAB 3  

METODE PENELITIAN 
 

3.1  Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan adalah seperangkat PC komputer Intel dual 

Core, yang ditunjang dengan akses internet untuk menjalin koneksi dengan 

program yang online. Selain itu untuk mencetak hasil penelitian yang dihasilkan 

digunakan printer Canon Pixma IP 1980. 

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah berupa software 

bioinformatika. Sofware tersebut antara lain, ACDlabs,  Vegazz, MVM 

(Molecular Visualiasation and Modelling), dan MOE 2008.10  (Chemical 

Computing Group, Montereal, Kanada). Program online yang digunakan 

ClustalW2 (EBI), Swiss-Model Workspace (Swiss Institute of Bioinformatics & 

the Biozentrum University of Basel) dan PAPProc versi 1.0. 
 

3.2. Lingkup Kerja 

3.2.1. Preparasi Protein M2 channel 

3.2.1.1 Pencarian Sekuen Protein M2 channel Virus H1N1 

Pencarian data sekuen protein Matrik 2 (M2) virus H1N1 pada inang 

manusia dan babi dilakukan melalui server GenBank Influenza Virus (IVR-

NCBI).  Homepage server IVR-NCBI dapat diakses pada alamat situs : 

http://ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/Database.html. Format sekuen yang dipakai 

untuk menyimpan sekuen protein M2 adalah format FASTA karena format 

tersebut paling banyak digunakan untuk analisis pada software-software 

selanjutnya dibandingkan format GBFF.  Sekuen protein terdiri dari urutan huruf-

huruf, setiap huruf merupakan kode dari suatu asam amino. 
 

3.2.1.2 Multiple Sequence Alignment 

Sekuen protein M2 virus H1N1 inang manusia dan babi dalam format 

FASTA dimasukkan sebagai input ke dalam server ClustalW2 yang tampilan 

hompage server tersebut dapat diakses secara on line pada situs 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/. Melalui server tersebut dilakukan 

penyejajaran terhadap setiap protein M2 virus H1N1.  Kemudian ditentukan 
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perwakilan sekuen protein M2 berdasarkan nilai tertinggi untuk digunakan 

sebagai input analisis selanjutnya. 
 

3.2.1.3. Pencarian Struktur Tiga Dimensi Protein M2 Channel 

Pencarian struktur tiga dimensi dari sekuen dilakukan dengan 

menggunakan software Hhpred dari Max Planck Institute yang dapat diakses 

melalui website http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred. Struktur tiga dimensi 

yang dipilih adalah yang mempunyai kesamaan paling tinggi terhadap Receptor 

Binding Protein sekuen M2 channel. 
 

3.2.1.4. Pencarian Data PDB Struktur Tiga Dimensi Protein M2-channel 

Struktur tiga dimensi M2 channel dapat diunduh dari database PDB yang 

ada di Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank 

melalui alamat situs http://www.rscb.org/pdb/ dengan menggunakan perangkat 

komputer yang terhubung dengan koneksi internet.   
 

3.2.1.5.Optimasi Geometri dan Minimasi  Energi Protein M2-channel 

Optimasi geometri dan minimasi energi struktur tiga dimensi M2 channel 

dilakukan dengan menggunakan software MOE yang dijalankan pada single 

computer Intel Pentium Dual Core.   
 

3.2.2 Perancangan Struktur Tiga Dimensi (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine Sebagai Ligan 

3.2.2.1 Modifikasi Bentuk dari (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

Senyawa dimodelkan ke dalam struktur tiga dimensi. Modifikasi bentuk 

dari (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine  dilakukan dengan menggunakan 

software ChemSketch dari ACDLabs. 
 

3.2.2.2 Optimasi Geometri dan Minimisasi Energi Struktur Tiga Dimensi 

Ligan 

Optimasi geometri dan minimisasi energi struktur energi struktur tiga 

dimensi modifikasi (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine  (ligan) 

menggunakan software MOE yang dijalankan pada single computer Intel Pentium 

Dual Core. Algoritma yang digunakan adalah conjugate gradient Polak-Ribiere 
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dengan batas maksimum konvergensi gradien RMS 0,001 kcal/Å mol dan 

parameter molecular mechanics force field MMFFx. 
 

3.2.3. Docking Antara Ligan dengan Protein M2 Channel 

Proses docking diawali dengan preparasi file docking yang dilakukan 

dengan menggunakan program docking yang terdapat dalam software MOE.  Baik 

ligan maupun protein, kepada keduanya ditambahkan hidrogen polar dan muatan 

Forcefield. File ligan disimpan dalam format mol dan protein M2 channel 

disimpan dalam format .moe untuk kemudian digunakan dalam preparasi 

parameter.  Kalkulasi docking dijalankan dengan parameter algoritma Lamarckian 

Genetic Algorithm (LGA).  Parameter ini disimpan dalam format .moe sebagai 

file yang digunakan untuk menjalankan proses docking.  Proses docking 

dijalankan dengan menggunakan software MOE. 
 

3.2.4. Analisis Docking 

3.2.4.1. Penentuan Konformasi Kompleks Protein-Ligan Hasil Docking 

Hasil kalkulasi docking dilihat pada output dalam format txt.  Penentuan 

konformasi protein-ligan hasil docking dilakukan dengan memilih konformasi 

ligan yang memiliki energi ikatan yang paling rendah. 

 

3.2.4.2. Energi Ikatan dan Konstanta Inhibisi (Ki) 

Energi ikatan dan konstanta inhibisi hasil docking dilihat pada output 

dalam format notepad.  Kompleks protein-ligan yang dipilih adalah kompleks 

yang memiliki nilai energi ikatan dan konstanta inhibisi terkecil untuk kemudian 

dilakukan analisis lebih lanjut. 
 

3.2.4.3. Ikatan Hidrogen 

Ikatan hidrogen yang terjadi pada kompleks protein M2 channel-ligan 

terbaik hasil docking diidentifikasi dengan menggunakan software MOE dengan 

file input dalam format .mdb. 

 

3.2.4.4. Residu Kontak 

Residu kontak kompleks enzim-ligan hasil docking diidentifikasi dengan 

menggunakan software MOE. 
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3.2.4.5 Analisis Drug Scan 

Analisis drug scan dilakukan terhadap hasil analisis docking ligan yang 

memiliki ΔG binding yang rendah sesuai distribusi normal, yaitu 20% dari energi 

terendah. Analisis drug scan dilakukan dengan membandingkan ligan terbaik 

hasil analisis docking terhadap aturan obat yang baik (Lipinsky’s Rule of Five) 
 

3.2.4.6 Prediksi Toksisitas 

Analisis properti toksikologi dilakukan terhadap hasil ligan terbaik hasil 

screening berdasarkan analisis docking dan drug scan. Parameter yang akan 

dilihat antara lain prediksi tingkat karsinogenisitas dan mutagenisitas dari ligan 

tersebut dengan menggunakan beberapa software seperti ToxTree dan Lazar 

toxicological properties. 
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BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

4.1 Persiapan  Protein M2 Channel Influenza A (H1N1) 

4.1.1 Pencarian Sekuen Protein M2 Channel Virus Influenza A (H1N1) 

Sekuen dari protein M2 Channel yang akan dijadikan sebagai target 

protein  ditentukan dengan menggunakan database influenza yang terdapat di situs 

resmi NCBI yaitu http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/flu/. Dalam situs ini 

terdapat Influenza Virus Resources Database yang memungkinkan kita untuk 

mendapat data virus influenza dengan spesifikasi yang kita inginkan. Spesifikasi 

ini meliputi tipe influenza, host dari virus, asal negara virus diisolasi, jenis sekuen 

protein yang diinginkan, serta subtipe dari virus influenza. Spesifikasi- spesifikasi 

yang digunakan antara lain influenza tipe A, sekuen yang dipilih sekuen protein 

M2 Channel  subtipe H1N1 antara tahun 2009-2010 dari seluruh negara, dengan 

host manusia. Sekuen protein yang diambil adalah tipe full length dengan tujuan 

memudahkan dalam analisis selanjutnya (Lampiran 2). Dari penentuan ini 

didapatkan 173 sekuen protein M2 Channel dari berbagai negara.  
 

4.1.2 Multiple Sequence Alignment 

Dari 173 sekuen protein M2 Channel ditentukan satu sekuen untuk 

dijadikan target dengan menggunakan pensejajaran antar sekuen. Sekuen hasil 

dari pensejajaran ini merupakan sekuen yang paling mewakili dan akan dijadikan 

target pada penelitian ini. Penentuan ini dilakukan dengan software online 

clustalW2 dari situs resmi EB dengan melihat nilai kesamaan (similarity score) 

dari setiap pembandingan sekuen dengan nilai tertinggi 100 (Lampiran 3,4). 

Sekuen protein M2 Channel yang terpilih adalah sekuen yang memiliki nilai 

kesamaan tertinggi (100) paling banyak dari setiap perbandingan yaitu sekuen 

protein M2 Channel dari Addis Ababa, Ethiopia tahun 2009, dengan kode matrix 

protein 2 [Influenza A virus (A/Addis Ababa/WR2848T/2009(H1N1))] dan kode 

genbank ADM14979.1. Data NCBI menyebutkan bahwa sekuen 

>gi|303385772|gb|ADM14979.1| (Lampiran 5)  merupakan sekuen yang diisolasi 

dari manusia, berjenis kelamin perempuan berusia 2 tahun. Sekuen ini 
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dikumpulkan pada tanggal 18 Agustus 2010 oleh Watler Reed Army Institute of 

Research, 503 Robert Grant Ave., Silver Spring, Maryland 20910, USA 

 

4.1.3 Homology modeling dan Identifikasi Template 

Dari hasil pensejajaran, sekuen protein M2 channel virus Influenza A H1N1 

(A/Addis Ababa/WR2848T/2009(H1N1) dijadikan target protein untuk penentuan 

template struktur tiga dimensi protein M2 channel Influenza A (H1N1) . 

Penentuan template struktur dimensi dari protein M2 channel Influenza A H1N1 

(A/Addis Ababa/WR2848T/2009(H1N1) dengan menggunakan software Hhpred 

dari Max Planck Institute yang dapat diakses melalui website 

http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred, sebagaimana dalam Lampiran 6. Hasil dari 

Hhpred  menunjukkan bahwa protein M2 channel Influenza A H1N1 (A/Addis 

Ababa/WR2848T/2009(H1N1) memiliki kesamaan 100% dengan protein M2 

channel dengan kode PDB 2KIH yang tersusun dari 43 residu asam amino. 

Struktur kristal tersebut merupakan hasil dari penelitian dengan menggunakan  

Solution NMR yang dipublikasikan oleh Schnell et al pada tahun 2010  

(Lampiran 7).  

 
Gambar 4.1 Struktur kristal 3 dimensi protein M2 channel  

Sumber: RSCB Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/pdb/explore/images.do?structureId=2KIH) diakses Januari 2011 
 

4.1.4 Visualisasi Sisi Aktif Protein M2 Channel  

Dari struktur tiga dimensi protein M2 channel yang didapat dari PDB 

dilakukan visualisasi untuk melihat posisi residu-residu yang memiliki fungsi 

penting dan akan digunakan sebagai target residue dalam proses docking. 
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Berdasarkan publikasi dari Du et al pada tahun 2010, diketahui bahwa aktivitas 

protein M2 channel ditentukan oleh tiga residu penting yaitu His37, Trp41 dan 

Asp44 seperti yang terlihat pada Gambar 4.2. Tiga residu ini disebut dengan 

functional residue karena masing-masing dari residu ini memiliki fungsi khusus 

yaitu His37 sebagai pH sensor, Trp41 sebagai channel gate, dan Asp44 sebagai 

channel lock. Ketiga residu tersebut memiliki posisi yang tetap (highly 

conserverd) dalam M2 channel virus influenza A (Du et al., 2010). 

Dalam struktur tersier protein atau enzim, residu asam amino yang bersifat 

hidrofilik terdapat di  bagian eksterior (permukaan) sedangkan residu hidrofobik 

umumnya terdapat di bagian interior protein (Lehninger, 2004). Sifat 

hidrofobisitas dan hydrogen bond dari protein M2 channel virus influenza A 

(H1N1)  ditentukan dengan menggunakan software MOE 2008.10. Residu M2 

channel pada Gambar 4.2 divisualisasikan menggunakan program map dalam 

software MOE 2008.10 dengan menggunakan permukaan (surface) gaussian 

contact. Residu yang bersifat hidrofob ditunjukkan dengan warna hijau, residu 

yang memiliki H bond berwarna ungu dan residu yang bersifat polar berwarna 

biru.                           

  
Gambar 4.2. Visualisasi Protein M2 Channel Influenza A (H1N1) 

 

4.1.5  Optimasi Geometri dan Minimisasi Energi Struktur Tiga Dimensi  

 Protein M2 channel 

Proses optimasi geometri dan minimisasi energi dilakukan dengan 

menggunakan software MOE 2008.10. Tahap pertama yaitu dilakukan protonasi 

dengan protonate3D, hal ini dilakukan untuk mengubah enzim menjadi keadaan 
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terprotonasi. Aplikasi dari protonate3D  ini digunakan untuk mengubah keadaan 

enzim menjadi dalam tingkat ionisasi dan menampilkan posisi atom hidrogen 

pada struktur kristal. Keberadaan atom hidrogen ini diperlukan dalam proses 

molecular mechanics, dynamics, ataupun perhitungan interaksi elektrostatik. 

Kemudian  dilakukan pengaturan parameter pada menu potential setup. Parameter 

yang diatur antara lain force field. Force field yang dipilih yaitu  force field 

MMFF94x (Merck Molecular Force Field 94x) yang sesuai untuk peptida, protein 

dan DNA. Penggunaan MMFF94x sebagai forcefield dinilai lebih baik 

dibandingkan forcefield yang lain (Halgren, 1999). Hal ini dikarenakan 

kepekaanya terhadap optimasi geometri enzim dengan ligan cukup tinggi. 

Forcefield MMFF94x juga dapat menempatkan atom hidrogen pada posisi yang 

paling tepat sehingga sangat berguna juga untuk validasi posisi atom hidrogen 

dalam keadaan solvasi oleh molekul air. Jenis solvasi yang dipilih yaitu gas phase 

karena dalam tahapan molecular docking enzim dibuat dalam keadaan rigid maka 

diperlukan penghilangan energi solvasi (Fadilah,2010) 

Kemudian dilakukan penambahan muatan (partial charge) dengan 

menggunakan parameter method current force field. Tujuan penambahan muatan 

parsial ini untuk meyakinkan bahwa muatan protein terprotonasi tepat dengan 

keadaan alaminya sehingga proses docking akan berjalan sesuai dengan keadaan 

alaminya. Perlakuan hydrogen fix digunakan untuk memperbaiki struktur molekul 

apabila terdapat  hidrogen yang hilang. 

Proses selanjutnya minimisasi energi protein dengan menggunakan 

software MOE 2008.10. Minimisasi energi dilakukan dengan nilai gradien RMS 

0.05 kkal/Å yang sesuai untuk protein. Tujuan dilakukannya minimisasi energi 

yaitu menghilangkan interaksi yang tidak disukai (bad contact) dari struktur. 

Nurbaiti (2009) menyatakan bahwa koordinat awal suatu biomolekul umumnya 

diperoleh dari hasil kristalografi sinar- X atau pemodelan struktur tiga dimensi 

yang jarak antar satu dengan lainnya sangat dekat ataupun sangat jauh dari posisi 

kesetimbangan. Adanya ketidaksesuaian geometri tersebut menyebabkan 

terjadinya interaksi yang tidak disukai (bad contact) maupun efek-efek sterik 

berenergi tinggi yang dapat mengakibatkan sistem yang disimulasikan menjadi 

tidak stabil. Maka setelah parameter simulasi disesuaikan hingga mendekati 
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keadaan nyata, dilakukan proses minimisasi sehingga posisi geometri atom yang 

tidak sesuai dapat dikembalikan sehingga dihasilkan energi potensial terendah 

bagi sistem (Nurbaiti, 2009).  
 

4.2 Persiapan Ligan 

4.2.1 Penentuan Ligan sebagai Inhibitor  

Penentuan ligan sebagai inhibitor protein M2 channel dilakukan dengan 

cara memodifikasi gugus aktif dari senyawa isopinocampheylamine. Menurut 

penelitian Shaogao Zeng dkk, senyawa Isopinocampheylamine  ini merupakan 

inhibitor protein M2 channel yang dapat menggantikan posisi  amantadine dan 

rimantadine sebagai inhibitor protein M2 channel. Mekanisme dari inhibitor 

protein M2 channel yaitu menghalangi aktivitas dari saluran ion protein M2 

channel virus influenza A. Mekanisme ini menginhibisi replikasi virus dengan 

memblok aliran proton. Pada amantadine dan rimantadine yang berperan penting 

sebagai penghalang aliran proton yaitu gugus amino. Gugus amino tersebut juga 

berperan sebagai pharmacopore. Pharmacopore yaitu gugus yang berperan dalam 

interaksi, sedangkan gugus adamantilnya berperan sebagai kerangka yang 

mempertahankan efek sterik. Berdasarkan structure-activities relationship 

terhadap amantadine, senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

memiliki struktur yang dapat berperan dalam menginhibisi protein M2 channel 

(Zeng et al,2010). Gugus amina primer pada senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine dapat memiliki peran yang sama dengan gugus amino 

pada senyawa amantadine yaitu sebagai penghalang dari aliran proton pada virus 

influenza A. Cincin bisiklik dari senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine juga memiliki peran yang sama dengan gugus adamantil 

pada senyawa amantadine yaitu sebagai kerangka yang memberikan efek sterik. 

CH3

NH2

CH3 CH3 
Gambar 4.3 Struktur (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 
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Untuk meningkatkan potensi dari senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine tersebut, pada penelitian ini dilakukan modifikasi terhadap 

gugus amina primer yang ada pada senyawa tersebut. Modifikasi terhadap 

senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine dilakukan dalam dua bentuk. 

Bentuk pertama yaitu memodifikasi gugus amina primer menjadi amina sekunder. 

Modifikasi gugus amina primer menjadi gugus amina sekunder ini diharapkan 

dapat meningkatkan aktivitas senyawa tersebut. Sedangkan bentuk kedua yaitu 

bentuk imina. Dalam bentuk modifikasi ini diharapkan ikatan C=N akan memiliki 

interaksi yang lebih baik dengan protein target. 

     

CH3

NH

CH3 CH3

R

                                             

CH3

N

CH3 CH3

R

 
 

 

Gambar 4.4 Modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

Gugus aktif yang digunakan untuk memodifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-

(-)-isopinocampheylamine dipilih berdasarkan pada inhibitor protein M2 channel 

yang telah disintesis pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Balannik et 

al pada tahun 2009 dan Wenhui Hu tahun 2010.  Gugus aktif yang digunakan 

dapat dilihat pada Tabel 4.1.  Pada penelitian  tersebut terbukti bahwa gugus aktif 

ini  efektif dalam menginhibisi proton M2 channel virus influenza A  H1N1. Dari 

hasil modifikasi gugus aktif dari isopinocampheylamine diperoleh 52 kandidat 

ligan yang akan dilakukan proses screening untuk mendapatkan tiga kandidat 

ligan yang terbaik sebagai inhibitor protein M2 channel. 
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Tabel 4.1 Struktur gugus fungsi 

No Struktur Gugus Fungsi 

 

No Struktur Gugus Fungsi 

 

1 R CH3 14 R

 

2 R

CH3 

15 
R NH

Cl

 

3 
R

CH3

CH3

 

16 

R

NH

Cl
+

CH3

 

4 R

 

17 

R

NH

NH
NH2

 

5  

R
 

18 

R

NH

NH

N

 

6 R

OH 

19 

R

NH

N

 

7 R

F  

20 

NH

N
N

N
H

R  

8 R

OH
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NH

N
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F

 

9 R

OH

 
 

22 

R

O
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Tabel 4.1 Struktur gugus fungsi (lanjutan) 

10 R

OH 

23 

R

O

CH3 

11 R

N

CH3

CH3

 

24 

R

O

O CH3 

12 R

F  

25 

R

O

H  
 

13 R

CH3 

26 

R

O

OH 

 

 

 

4.2.2 Perancangan Struktur Tiga Dimensi Ligan 

Desain struktur tiga dimensi modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine dilakukan dengan menggunakan software ACDLabs. 

Desain ini dilakukan untuk mempersiapkan struktur tiga dimensi modifikasi 

senyawa isopinocampheylamine sebagai ligan yang akan digunakan dalam proses 

molecular docking. Dengan menggunakan software ACDlab dapat 

menggambarkan posisi gugus senyawa bioaktif sesuai dengan hasil isolasi.  

Format penyimpanan rancangan modifikasi senyawa 

isopinocampheylamine yaitu dalam bentuk MDLmolfile. Kemudian hasil format 

rancangan ligan ini diubah menjadi MDLmol menggunakan software vega zz. Hal 

ini dimaksudkan agar rancangan ligan-ligan tersebut dapat terbaca oleh software 

MOE 2008.10. 
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4.2.3  Optimasi Geometri dan Minimisasi Energi Struktur Tiga Dimensi 

            Ligan 

Ligan yang telah memiliki format MDLmol  selanjutnya diimport ke dalam 

database viewer (dv) MOE 2008.10 untuk dilakukan optimasi geometri dan 

minimisasi energi. Optimasi geometri diawali dengan melakukan proses wash 

pada rancangan ligan-ligan yang terdapat pada database viewer MOE 2008.10 . 

Tujuannya yaitu untuk  memperbaiki posisi atom hidrogen yang terdapat pada 

ligan dan juga untuk memperbaiki struktur ligan. Kemudian dilakukan optimasi 

menggunakan force field MMFF94x. Kemudian dilakukan pengaturan muatan 

parsial ligan menggunakan partial charge, dengan parameter method yang 

digunakan adalah MMFF94x. Parameter method yang digunakan adalah 

MMFF94x yang sesuai untuk peptida, protein dan DNA. Kemudian dilakukan 

proses minimasi energi dengan tujuan untuk menghilangkan interaksi-interaksi 

yang tidak diinginkan.  Proses minimisasi energi pada ligan dilakukan dengan 

RMS gradient 0,001 kcal/Å (Singh et al.,2007). Tujuan dari proses minimasi 

energi ini sama dengan prosen minimasi protein yaitu menghilangkan interaksi- 

interaksi yang tidak diinginkan atau bad contact. 
 

 4.3 Molecular Docking 

Setelah protein M2 channel dan ligan di optimasi dilakukan proses 

molecular docking. Proses molecular docking ini dilakukan menggunakan 

software MOE 2008.10 dengan program dock. Molecular docking dirancang 

untuk mencari konformasi ikatan yang tepat antara ligan dengan reseptor. Proses 

docking dilakukan agar ligan dapat membentuk kompleks dan berada pada enzim 

dengan konformasi yang paling optimal (Fadillah.,2010). Pada penelitian ini 

proses docking juga digunakan untuk screening dari sejumlah kandidat inhibitor 

sehingga diperoleh inhibitor terbaik yang dapat terikat secara geometri dan 

energesitas dengan sisi aktif maupun binding site protein (Teodoro et al., 2001) 

serta potensial untuk dikembangkan sebagai obat. Proses docking pada penelitian 

ini dilakukan antara 52  ligan kandidat dan 3 ligan standar yaitu amantadine, 

rimantadine,dan isopinocampheylamine terhadap functional site protein M2 

channel yaitu His37, Trp41, dan Asp44. Pemilihan posisi pada proses docking 

dapat dilakukan pada menu sequence editor. Pada proses docking protein diberi 
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kondisi yang rigid sedangkan ligan dikondisikan pada keadaan yang fleksibel 

sehingga dapat bebas bergerak maupun berotasi. 

Parameter yang diatur dalam proses docking meliputi pengaturan fungsi 

scoring menggunakan London dG. Fungsi scoring akan mengukur aktifitas 

biologi berdasarkan ikatan dan interaksi yang terjadi antara ligan dengan target 

protein (Nylander, 2007).  

Fungsi scoring pada MOE 2008.10 adalah fungsi scoring force-field 

based. Fungsi scoring ini biasanya menghitung dua energi, yaitu energi interaksi 

ligan-reseptor dan energi internal ligan. (Nylander, 2007). Fungsi scoring yang 

digunakan adalah London dG dengan retain (tampilan) sebesar 100, tanpa 

duplikasi (Mazur et al., 2009). Retain bertujuan untuk mengatur jumlah 

konformasi terbaik ligan yang ingin ditampilkan. London dG menunjukkan 

besarnya energi bebas Gibbs ikatan (ΔGbinding)   dari tiap posisi antara ligan 

dengan enzim yang dihasilkan dengan persamaan:  

 

       
dimana c = rerata entropy rotasi dan translasi yang didapat atau 

dilepaskan, Eflex = energi yang menyatakan berkurangnya fleksibilitas dari ligan, 

fHB = ukuran ketidaksempurnaan geometri dari ikatan hidrogen, cHB = energi dari 

ikatan hidrogen ideal, fM = ukuran ketidaksempurnaan geometri dari metal 

ligations, cM = energi dari ideal metal ligation, dan Di =energi disolvasi atom ke-i 

(MOE tutorial, 2008).  

Parameter lain yang dilakukan dalam proses docking dengan 

menggunakan software MOE.2008.10 adalah pengaturan triangle matcher. 

Triangle matcher merupakan placement method default dari MOE yang  

digunakan untuk menunjukkan gerakan acak (random) ligan dalam sisi aktif 

enzim untuk menghasilkan orientasi ikatan yang optimal. Triangle matcher 

digunakan untuk mengorientasikan ligan pada sisi aktif berdasarkan charge group 

dan spatial fit (Cook, et. al.,2009). Pada triangle matcher digunakan pose 

sebanyak 1000 yang merupakan default dari program MOE-Dock. (Feher et 

al.,2009). Tahapan refinement  digunakan untuk melakukan perbaikan lebih lanjut. 
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Refinement yang dilakukan menggunakan force field dengan alasan hasil yang 

diperoleh akan lebih akurat bila dibandingkan dengan GridMIn yang 

menggunakan kalkulasi elektrostatik pada proses minimisasi (MOE. 2008). 

Pengaturan default dari refinement forcefield menguunakan pocket cut off 6Ǻ, 

yaitu jarak reseptor yang diikutsertakan pada proses docking (Feher et al., 2009). 

Selanjutnya dilakukan retain (tampilan) terakhir hasil refinement sebanyak satu 

sehingga diperoleh hanya satu konformasi yang paling optimal dari tiap ligan. 
 

4.4  Analisis Docking 

Terdapat tiga hal penting yang dihasilkan pada simulasi docking, yaitu 

pertama menghasilkan orientasi dan posisi suatu ligan sebagai inhibitor terhadap 

enzim, kedua mengidentifikasi senyawa yang memiliki afinitas terhadap protein 

dari database senyawa yang tersedia, dan yang ketiga memprediksi afinitas yang 

dimiliki suatu molekul terhadap enzim target simulasi docking. Ketiga hal tersebut 

berupa fungsi scoring (London dG) yang diestimasikan sebagai nilai energi bebas 

pengikatan ΔGbinding dalam Kkal/mol.  

 Dalam proses docking ini dilakukan 4 kali tahap screening untuk 

mendapatkan tiga ligan terbaik. Proses screening pertama dilakukan terhadap 52 

ligan modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine dan ligan 

amantadine, rimantadine dan isopinocampheylamine sebagai standar. Hasil 

screening tersebut seperti terlihat pada tabel 4.2 

Tabel 4.2.  Hasil screening 52 ligan (1R,2R,3R,5S)-(-)- 

isopinocampheylamine termodifikasi dan standar dengan protein M2 channel 
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Dari hasil docking 52 ligan modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine dipilih 20 ligan terbaik berdasarkan parameter nilai energi 

bebas Gibbs dan interaksi dengan functional site. Selanjutnya dari 20 ligan 

modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine dilakukan docking 

ulang dengan ligan standar amantadine, rimantadine dan isopinocampheylamine 

untuk memperoleh 10 ligan isopinocampheylamine modifikasi yang memiliki 

energi Gibbs terendah, interaksi yang baik dengan functional site dan konstanta 

inhibisi yang besar. Hasil docking tersebut diatas digunakan sebagai screening 

kedua (Tabel 4.3). 

Tabel 4.3.  Hasil screening 20 ligan (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

termodifikasi dan standar dengan protein M2 channel 

 
 

Dari 10 ligan terpilih tersebut dilakukan docking ulang dengan ligan 

standar amantadine, rimantadine dan isopinocampheylamine  untuk memperoleh 5 

ligan isopinocampheylamine modifikasi yang memenuhi parameter seperti 

sebelumnya. Hasil docking ini digunakan sebagai screening ketiga sebagaimana 

Tabel 4.4. Hasil interaksi dua dimensi dari 10 ligan terbaik dapat dilihat pada 

lampiran 9. 
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Tabel 4.4.  Hasil screening 10 ligan (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

termodifikasi dan standar dengan protein M2 channel 

 
  

5  ligan dari hasil screening ketiga dilakukan docking ulang untuk memperoleh 3 

ligan terbaik dengan ligan standar yang sama. Docking ulang ini dilakukan untuk 

memperoleh 3 ligan terbaik dengan interaksi yang terbaik antara ligan dan 

reseptor yaitu berupa ikatan hidrogen yang terjadi antara residu asam amino pada 

functional site protein M2 channel dengan ligan dan konstanta inhibisi yang besar . 

Hasil docking tersebut diatas digunakan sebagai screening keempat sebagai mana 

Tabel 4.5 

Tabel 4.5.  Hasil screening 5 ligan (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

termodifikasi dan standar dengan protein M2 channel 

 
Dari docking kelima ligan tersebut didapat kan tiga ligan terbaik 

berdasarkan parameter nilai energi bebas, interaksi dengan functional site dan 

nilai konstanta inhibisinya. Tiga kandidat ligan terbaik ini di docking kembali 

untuk melihat perbandingannya dengan ligan standar. Berikut hasil docking tiga 

ligan terbaik dan ligan standar (Tabel 4.6). 
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Tabel 4.6.  Hasil docking 3 ligan (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine 

termodifikasi dan standar dengan protein M2 channel 

 
 

4.4.1 Energi Bebas Ikatan (ΔGbinding) dan Konstanta Inhibisi 

Kecenderungan atau kekuatan dari suatu ikatan atau dapat disebut sebagai 

affinitas dari ligan terhadap suatu reseptor atau enzim dapat ditentukan dengan 

melihat nilai ∆Go binding affinity (kcal/mol) yang dihasilkan pada saat kompleks 

protein-ligan terbentuk. Affinitas yang tinggi dari suatu ligan terhadap protein 

dihasilkan dari gaya intermolekular yang besar antara ligan dengan protein 

tersebut sedangkan afinitas yang rendah dari suatu ligan terhadap protein 

dihasilkan dari suatu gaya intermolekular yang kecil antara kompleks protein-

ligan tersebut. Nilai energi bebas ikatan (ΔGbinding) terkuantifikasi oleh konstanta 

aktivitas biologis KA dengan asumsi di dalam kondisi termodinamika yang 

setimbang dalam bentuk formasi kompleks protein-ligan [EI].  Terdapat hubungan 

antara nilai energi bebas ikatan  (ΔGbinding ) dengan konstanta inhibitor (Ki) yang 

nilainya mengikuti persamaan termodinamik berikut (Kitchen et al., 2004). 

∆G0 = - RT ln KA               KA= Ki-1 = [ࡵࡱ]
[ࡵ][ࡱ]

 

  Berdasarkan pada perumusan tersebut, semakin rendah atau terjadi 

kenaikan nilai negatif dari harga ΔGbinding  maka ikatan kompleks protein-ligan 

akan semakin kuat. Hal ini karena kestabilan dan kekuatan interaksi non-kovalen 

pada kompleks protein-ligan dapat dilihat dari besarnya energi bebas yang 

dilepaskan saat interaksi pada kompleks protein-ligan terbentuk. 

Dalam software MOE, energi bebas Gibbs (ΔG) dilambangkan dengan S 

yang menunjukkan jumlah total dari tahapan akhir docking. Nilai S memiliki 

score yang sama dengan E_refine dimana E_refine merupakan energi total dari 

ikatan kompleks docking. Hasil docking menunjukkan bahwa dari 52 senyawa 

kandidat ligan diperoleh tiga ligan terbaik yang memiliki nilai ΔGbinding yang 

negatif.   
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Tabel 4.7. Data energi bebas ikatan hasil simulasi docking 

Ligan ∆G 

binding 

(kkal/mol) 

pKi 

 

Ligan B18 -16,4227 5,911 

Ligan B20 -12,7748 5,436 

Ligan A20 -12.1688 6,292 

*Isopinocampheylamine -8,9150 4.966 

*Rimantadine -7,9618 4,872 

*Amantadine -7,6768 4,334 

            Keterangan: * : Standar    
Dari Tabel 4.7 terdapat tiga ligan yaitu ligan A20, ligan B18, dan ligan 

B20 yang memiliki nilai energi bebas Gibbs (∆G) lebih negatif dari standar 

amantadine, rimantadine dan isopinocampheylamine. 

 Selain itu dari tabel 4.7 dapat dilihat pula nilai konstanta inhibisinya.   Ki 

disini disebut sebagai konstanta disosiasi penguraian yang dapat memberikan 

gambaran mengenai afinitas antara ligan dan penguraian. Konstanta ini reciprocal 

dari konstanta kesetimbangan, maka Ki dirumuskan sebagai berikut: 

E L EL   

  
 
E L

Ki
EL

  

dengan E adalah enzim, L adalah ligan dan EL adalah kompleks enzim-

ligan.  Semakin kecil nilai Ki, maka kesetimbangan reaksi cenderung ke arah 

pembentukan kompleks. Kompleks protein-ligan dikatakan memiliki afinitas 

ikatan yang baik jika memiliki nilai Ki pada skala mikromolar.  Data hasil 

docking menunjukkan bahwa semua ligan memiliki estimasi nilai Ki pada skala 

ini.  Data docking dari software MOE menunjukkan nilai konstanta inhibisi dalam 

pKi. Artinya semakin besar nilai pKi, maka ligan memiliki Ki yang kecil. Maka 

nilai pKi ini dapat digunakan untuk mengetahui tingkat kestabilan dalam 

pembentukan kompleks protein dengan ligan.  Dari hasil docking nilai pKi dari 

ligan A20 yaitu 6.292, nilai ini menunjukkan bahwa ligan A20 memiliki afinitas 
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dan berinteraksi lebih kuat dalam membentuk kompleks dengan protein M2 

channel dibandingkan dengan ligan lainnya.  
 

4.4.2 Ikatan Hidrogen dan Kontak Residu 

Selain dari nilai dari energi bebas Gibbs atau ΔG dan konstanta inhibisi, 

parameter yang dapat dianalisis dari proses docking yaitu interaksi antara protein 

dan ligan yang terbentuk. Salah satu interaksinya yaitu ikatan hidrogen. Ikatan 

hidrogen didefinisikan sebagai gaya intermolekul atau intramolekul yang terjadi 

antara atom yang memiliki keelektronegatifan tinggi dengan atom hidrogen yang 

terikat secara kovalen pada suatu atom elektronegatif (Nurbaiti, 2009). Kriteria 

terjadinya ikatan hidrogen ini adalah jika jarak antara hidrogen dengan atom 

elektronegatif  berada dalam rentang 2,5 – 3,5 Å. Ikatan hidrogen yang terjadi 

pada kompleks protein-ligan dapat diidentifikasikan dan dianalisis dalam program 

ligand interaction dengan menggunakan software MOE 2008.10. 

 

Tabel 4.8.  Residu asam amino protein M2 channel yang membentuk ikatan 

hidrogen dengan ligan 
 

Ligan 

 

Ikatan Hidrogen dengan 
protein M2 channel 

Kontak Residue dengan 
protein M2 channel 

 *Amantadine   Asp A44   AspA44, LeuA40 

 *Rimantadine  - 

- 

  Phe A54, Phe A48, Ile D51 

 *Isopinocampheylamine   Asp B44   Asp B44, Phe B47 

 

 Ligan A20 

 Asp A44, Asp B44, 

Asp B44 

 Asp A44, Asp B44, 

Asp B44, Arg B45, Lys 

B49, Arg C45, Trp 
 

 Ligan B18 

  Asp D44, Asp D44, 

  Arg A45 

 Asp D44, Asp D44, Arg A45, 

Phe D48, Phe D48, Phe D48 
 

 Ligan B20 

 

 Asp C44, Arg D45, Phe   

C48 

 Trp D41, Arg D45, Phe C47,  

Lys C49, Asp C44, Arg D45, 

Phe C48 
Ket.:  * : Standar           

Residu yang dicetak merah merupakan residu functional site protein M2 channel. 
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Dari hasil analisis ikatan hidrogen dari proses docking terlihat bahwa 

interaksi ikatan hidrogen antara protein M2 channel dengan  ligan standar lebih 

sedikit dibandingkan dengan ikatan hidrogen antara protein M2 channel dengan 

tiga ligan terbaik. Hal tersebut membuktikan bahwa ligan modifikasi senyawa 

(1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine memiliki aktivitas yang lebih baik. 

Dari hasil analisis ikatan hidrogen dapat terlihat bahwa ligan-ligan tersebut 

cenderung berikatan dengan Asp44 yang merupakan target residu. Residu Asp44 

ini berperan sebagai channel lock pada protein M2 channel. Pada keadaan normal 

residu Asp44 ini berikatan dengan residu Trp41 untuk menjaga saluran ion 

tertutup. Akan tetapi pada pH yang lebih rendah kedua residu ini dapat 

terprotonasi dan melemahkan ikatan antara keduanya sehingga saluran ion dapat 

terbuka dan dapat membantu virus untuk mengeluarkan materi genetiknya. 

Dengan adanya interaksi residu Asp44 dengan ligan, residu ini akan lebih sulit 

terprotonasi sehingga dapat mempertahankan konformasi tertutupnya. Selain 

sebagai channel lock residu Asp44 ini juga berperan sebagai tempat keluarnya 

proton pada protein M2 channel sehingga residu ini juga dapat menghalangi aliran 

proton. Dengan banyaknya ikatan hidrogen dengan residu Asp44 diharapkan 

fungsi inhibisi dari ligan modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine semakin baik. Pada tabel terlihat bahwa interaksi ikatan 

hidrogen dengn residu Asp44 paling banyak yaitu dengan ligan A20. Pada ligan 

A20 terjadi tiga ikatan hidrogen dengan residu Asp44 pada protein M2 channel. 

Dua ikatan pada rantai B dan satu ikatan pada rantai A. Pada ligan B18 terjadi dua 

ikatan hidrogen dengan residu Asp44 protein M2 channel di rantai D. Sedangkan 

pada ligan B20 terjadi satu ikatan hidrogen dengan residu Asp44 rantai C. Dari 

hasil interaksi ligan standar juga terlihat bahwa amantadine dan rimantadine 

kehilangan efektivitasnya. Pada rimantadine tidak terjadi ikatan hidrogen dengan 

protein M2 channel. Kontak residu antara rimantadine dengan protein M2 channel 

pun tidak dengan functional site. Pada interaksi antara isopinocampheylamine 

dengan protein terlihat adanya satu ikatan hidrogen dengan functional site Asp44 

dan kontak residu hanya pada residu Leu40 yang bukan merupakan functional site 

pada protein M2 channel. 
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Selain dari interaksi ikatan hidrogen, analisis hasil docking juga dapat 

dilihat dari kontak residu antara protein dengan ligan. Interaksi non-kovalen atau 

non-ikatan (non-bonded interaction) yang terjadi antara protein dan ligan dapat 

meningkatkan afinitas ligan terhadap protein. Interaksi non-ikatan 

merepresentasikan interaksi fleksibel di antara pasangan atom dan partikel. Dua 

jenis interaksi non-ikatan paling umum yang dapat  mengakibatkan perubahan 

energi potensial adalah interaksi elektrostatik dan interaksi van der Waals.  Oleh 

karena itu, perlu dilakukan analisis terhadap kontak residu kompleks protein-ligan 

hasil simulasi docking. Sehingga dapat diketahui residu-residu enzim yang 

berinteraksi dengan ligan. Dari hasil analisis terlihat bahwa kontak residu dari 

ligan modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine lebih baik 

dibandingkan dengan ligan standar. Selain interaksi dengan functional site Asp44, 

ligan modifikasi senyawa (1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine juga 

memiliki kontak residu dengan functional site lainnya yaitu residu Trp41 pada 

ligan A20 dan B20. Hal ini diharapkan dapat meningkatkan efektivitas dari 

inhibitor protein M2 channel ini  Berikut akan ditampilkan visualisasi dua 

dimensi dan tiga dimensi dari interaksi kompleks kandidat ligan terbaik dan ligan 

standar.dengan protein M2 channel. Visualisasi dua dimensi ditampilkan pada 

bagian kiri sedangkan visualisasi tiga dimensi di sebelah kanan. Pada visualisasi 3 

dimensi ikatan hidrogen antara ligan dengan protein ditandai dengan garis putus-

putus berwarna ungu.  

   

Gambar 4.5 . Visualisasi Interaksi 2D dan 3D Ligan A20 dengan protein 

M2 channel 
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Gambar 4.6 . Visualisasi Interaksi 2D dan 3D Ligan B18 dengan protein 

M2 channel 

 

  
Gambar 4.7 . Visualisasi Interaksi 2D dan 3D Ligan B20 dengan protein 

M2 channel 
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Gambar 4.8 . Visualisasi Interaksi 2D dan 3D Amantadine dengan protein 

M2 channel 

 

   

Gambar 4.9. Visualisasi Interaksi 2D dan 3D rimantadine dengan protein 

M2 channel 
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Gambar 4.10 . Visualisasi Interaksi 2D dan 3D Isopinocampheylamine 

dengan protein M2 channel 

 

4.4.6 Analisis Drug Scan 

Tiga ligan terbaik hasil analisis docking diujii sifat kesamaannya dengan 

obat yang telah ada (Drug Likeness) dengan menggunakan aturan Lipinski. 

(Lipinski’s Rule of Five). Lipinski’s Rule of Five membantu untuk membedakan 

antara molekul drug like dan non drug like dengan memperhatikan tingkat 

absorpsi atau permeabilitas terhadap lipid bilayer yang terdapat di dalam tubuh 

manusia, aturan tersebut memprediksi dengan probabilitas yang cukup tinggi 

dalam menentukan drug likeness dari suatu molekul yang memiliki 2 (dua) atau 

lebih kriteria seperti dibawah ini : 

1. Berat molekul kurang dari 500 mg/mol 

2. Memiliki lipophilicity tinggi ( logP kurang dari 5) 

3. Donor ikatan hidrogen kurang dari 5 

4. Akseptor ikatan hidrogen kurang dari 10 

5. Molar Refractory antara 40-130 (optional)  (SCFBIO-IITD) 

Berikut ini adalah hasil dari screening ligan berdasarkan Drug Likeness dengan 

menggunakan online software Lipinski’s Filter (SCFBIO-IITD) : 
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Tabel 4.9 Hasil Drug scan tiga ligan terbaik dan ligan standar 

No Ligan Molecular 

weight 

(Dalton) 

H-Bond 

Donor 

H-Bond 

Acceptor 

LogP Molar 

Refractivity 

(optional) 

1 *Amantadine 152,261 1 0 1,197 45,67 

2 *Rimantadine 180,315 1 0 1,833 54,89 

3 *Isopinocampheylamine 170,320 1 0 1,935 54,66 

4 Ligan A20 250,366 3 2 1,130 70,40 

5 Ligan B18 248,354 3 2 0,396 70,05 

6 Ligan B20 261,369 2 3 2,680 74,01 

Keterangan : * : Standar   ;   merah : Tidak Lulus 

Dari hasil di atas dapat dilihat berat molekul dari kandidat ligan terbaik 

kurang dari 500 mg/mol. Hal itu berarti memenuhi kriteria dari Lipinsky’s Rule. 

Nilai dari Hydrogen Bond donor dan acceptor nya pun kurang dari batas 

maksimal yang diperbolehkan oleh Lipinsky’s Rule. Nilai logP dari tiga kandidat 

ligan terbaik maupun ligan standar juga memenuhi aturan dari Lipinsky’s Rule. 

Nilai log P merupakan koefisien partisi yang dirumuskan sebagai rasio 

konsentrasi suatu molekul dalam oktanol dan air. Analisis drug scan dilakukan 

terhadap 2 ligan terbaik hasil analisis docking, yang memiliki fungsi scoring 

terendah. Nilai log P ini berhubungan dengan hidrofobisitas molekul obat. 

Semakin besar nilai log P, semakin hidrofobik molekul tersebut. Molekul obat 

yang terlalu hidrofobik cenderung memiliki toksisitas yang lebih besar karena 

akan tertahan lebih lama di lipid bilayer  dan terdistribusi lebih luas di dalam 

tubuh sehingga selektifitas ikatan terhadap enzim target menjadi berkurang. Nilai 

log P yang terlalu negatif juga tidak dapat disarankan karena jika senyawa terlalu 

hidrofilik maka tidak dapat melewati lapisan lipid bilayer dan dimungkinkan akan 

cepat terjadi interaksi dengan pelarut air. Kriteria terakhir yaitu nilai dari molar 

refractivity. Menurut Lipinsky’s Rule nilai molar refractivity yang diperbolehkan 

yaitu antara 40 sampai 130. Ketiga kandidat ligan tersebut memenuhi aturan 
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 tersebut begitu juga dengan ligan standar. Molar refractivity merupakan suatu 

ukuran nilai total polarisabilitas dari molekul obat yang sangat bergantung pada 

suhu, indeks bias, dan tekanan. Penentuan nilai molar refractivity dapat dilakukan 

dengan menggunakan perumusan Lorentz-Lorentz.  
2

2

1
2

MMR 
 


 


 

Dimana M adalah bobot molekul, n adalah indeks bias, r adalah kerapatan 

yang nilainya hanya bergantung gelombang cahaya yang digunakan untuk 

mengukur indeks bias. Dari analisa drug scan menggunakan Lipinsky’s rule of 

five dapat disimpulkan bahwa ketiga kandidat ligan terbaik tersebut dimungkinkan 

untuk dapat menjadi kandidat obat oral. 

Selain dengan Lipinsky’s rules of five, Nilai dari Drug Likeness juga dapat 

dilihat dari tingkat bioavailibilitas oral. Bioavailibilitas oral yang tinggi seringkali 

menjadi pertimbangan yang penting untuk mengembangkan molekul bioaktif 

sebagai zat terapi (Veber, et al, 2002; Wulandari, Evi Kristin, 2010). 

Bioavailibilitas oral adalah sejauh mana suatu obat atau bahan lainnya akan 

tersedia untuk jaringan target setelah pemberian obat atau bahan tersebut 

(Wulandari, Evi Kristin, 2010).  Screening tingkat oral bioavaibility dari suatu 

ligan dapat dilakukan menggunakan aturan Egan’s rules (Egan et al. J Med Chem. 

2000). Berdasarkan Egan’s Rules suatu molekul dikatakan memiliki tingkat oral 

bioavailability yang baik apabila memenuhi kriteria sebagai berikut : 

1. 0 ≥ tPSA ≤ 132 Å 

2. -1 ≥ logP ≤ 6 

Screening dilakukan dengan terlebih menentukan ligan properties dengan 

menggunakan online software molinspirations (molinspirations.com). Berikut 

adalah hasil dari screening oral bioavailability dari standar dan ligan : 
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Tabel 4.10 Hasil screening oral bioavailability standar dan ligan (Egan’s Rules) 

No Ligan LogP tPSA (Å) 

1 *Amantadine 1,197 27,640 

2 *Rimantadine 1,833 27,640 

3 *Isopinocampheylamine 1,935 27,640 

4 Ligan A20 1,130 67,570 

5 Ligan B18 0,396 65,520 

6 Ligan B20 2,680 61,270 

                                        Keterangan : * : Standar   ;   merah : Tidak Lulus 

Dari hasil screening oral bioavailability standar dan ligan menggunakan 

Egan’s Rules, terlihat bahwa tiga kandidat ligan terbaik memenuhi kriteria Egan’s 

Rules. Dapat disimpulkan bahwa tiga kandidat ligan terbaik yaitu ligan A20, ligan 

B18, liganB20 memiliki tingkat oral bioavailability yang baik. 

 

4.11 Prediksi Sifat Toksisitas Inhibitor 

Pengujian sifat toksisitas dari tiga kandidat inhibitor protein M2 channel 

yang didapatkan dari proses sebelumnya menjadi hal yang penting sebagai dasar 

untuk penentuan obat. Hal tersebut diperlukan untuk memprediksi efek merugikan 

bagi suatu spesies makhluk hidup. Salah satu metode yang dapat digunakan dalam 

studi toksikologi ini adalah Qualitatif or Quantitatice Structure-Activity 

Relationship atau dapat disebut (Q)SARs. Hasil studi dengan menggunakan 

hewan yang merupakan dasar dari (Q)SARs dalam studi toksikologi tidak dapat 

menjamin kelengkapan data yang dibutuhkan untuk studi toksikologi tersebut. 

Studi dengan menggunakan hewan memiliki beberapa keterbatasan seperti dana 

dan waktu yang dibutuhkan terlalu besar, ketersediaan laboratorium yang 

memadai dan mampu untuk melakukan studi tersebut sedikit serta adanya masalah 

tentang etika dalam penggunaan hewan sebagai bahan uji (Antonio, et al, 2009). 

Untuk membantu mengatasi masalah tersebut telah dikembangkan beberapa alat 

yang dapat melakukan studi toksikologi atau penentuan sifat toksikologi dari 

suatu molekul secara cepat dan murah. Beberapa software telah dikembangangkan 

untuk membantu peneliti dalam menentukan toxicological properties dari suatu 
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molekul antara lain : ToxTree (Ideaconsult Ltd, Bulgaria) dan Lazar 

(http://lazar.in-silico.de/). 

Kedua software diatas akan digunakan dalam menentukan sifat toksikologi 

dari ketiga ligan hasil screening sebelumnya yaitu ligan A20, ligan B18, dan ligan 

B20. Penentuan sifat toksikologi dari ketiga ligan tersebut difokuskan pada 

carcinogenicity dan mutagenicity karena hal tersebut menjadi perhatian penting 

dalam kesehatan manusia dan berhubungan langsung dengan tujuan desain ligan 

yang merupakan desain obat.  

Perbedaan dari kedua software tersebut adalah dari dasar penentuan sifat 

toksikologi dari suatu molekul. Untuk Toxtree didasarkan aturan dari 

Benigni/Bossa rulebase untuk carcinogenicity dan mutagenicity yang 

dikembangkan oleh Romualdo Benigni dan Cecilia Bossa dari Instituto Superiore 

di Sanita, Rome, Italy dan disetujui oleh European Chemical Bureau, Institute for 

Health and Consumers Protection, European Commision-Joint Research Centre 

(JRC) pada tahun 2008. Beberapa hal yang diperhatikan dalam penentuan sifat 

toksikologi dengan menggunakan ToxTree antara lain ada atau tidaknya suatu 

structural alerts (SAs) yang bersifat genotoxic maupun nongenotoxic dan 

penentuan secara (Q)SARs. Aturan Benigni dan Bossa ini melihat toksisitasnya 

berdasarkan keberadaan gugus-gugus yang berpotensi mengandung sifat 

mutagenik dan karsinogenik dalam senyawa uji tersebut. Berikut ini adalah hasil 

dari penentuan sifat toksikologi dengan software Toxtree tersebut : 

Tabel 4.11 Hasil ToxTree Toxicity Prediction 

ToxTree Toxicity Prediction Ligan A20 Ligan B18 Ligan B20 

Structural  alert for genotoxic carcinogenicity No No No 

Structural alert for nongenotoxic 

carcinogenicity No No No 

Potential carcinogen based on QSAR No No No 

Potential S.typhimurium TA100 mutagen 

based on QSAR No No No 

Negative for genotoxic carcinogenicity Yes Yes Yes 

Negative for nongenotoxic carcinogenicity Yes Yes Yes 
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Dari hasil toxicological prediction menggunakan software ToxTree terlihat 

ketiga ligan tidak memiliki structural alerts (SAs) yang bersifat genotoxic 

maupun nongenotoxic dan juga dengan pendekatan (Q)SARs tidak bersifat 

mutagen maupun carcinogen. 

Sedangkan untuk software online Lazar, prediksi menggunakan software 

ini  didasari oleh persamaan structural fragment dari suatu molekul yang ingin 

kita ketahui sifat toksikologinya dengan structural fragment yang ada pada 

databases yang telah diketahui carcinogenicity dan mutagenicity-nya dan 

merupakan hasil uji dengan menggunakan hewan uji dan mikroba. Berikut ini 

adalah hasil dari penentuan sifat toksikologi dengan software Lazar tersebut : 

  Tabel 4.12 Hasil Lazar Toxicity Prediction  

Lazar toxicity Prediction  

Predicted Activity (confidence) 

Ligan 

A20 

Ligan 

B18 

Ligan 

B20 

96 hr LC50 

Not 

available 

Not 

available 

Not 

Available 

Mutagenicity - Salmonella typhimurium 

(CPDB) 

Not 

available inactive  Inactive  

Mutagenicity - Salmonella typhimurium 

(Kazius/Bursi) inactive  inactive  Inactive  

Rodent carcinogenicity (multiple 

sex/species/sites) inactive  inactive inactive  

Rat carcinogenicity (both sexes) inactive  active inactive  

Mouse carcinogenicity (both sexes) inactive  inactive  inactive  

Hamster carcinogenicity (both sexes) Inactive 

Not 

available Inactive  

IRIS upper-bound excess lifetime cancer 

risk 

Not 

available 

Not 

available 

Not 

Available 

FDA Maximum Recommended Daily 

Dose (FDAMDD)  

Not 

available 

Not 

available 

Not 

Available 
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Hasil software Lazar dapat diprediksi sifat mutagen dari ketiga ligan pada 

Salmonella Typhimurium dengan dua metode CPDB dan Kazius/Bursi. Dari 

pengujian tersebut ketiga ligan tersebut menunjukkan hasil negatif.  Untuk sifat 

carcinogen yang diprediksi dengan menggunakan hewan uji terhadap hewan 

pengerat (rodent), tikus (rat), mencit (mouse) dan hamster. Hasil pengujian 

menggunakan ketiga hewan tersebut menunjukan sifat karsinogenisitas negatif, 

hanya ligan B18 yang menunjukkan hasil active atau positif bersifat carcinogen 

terhadap rat. Beberapa parameter pada software Lazar tidak menunjukkan hasil 

(not available) terhadap ketiga ligan disebabkan oleh ketersediaan data yang 

memiliki kesamaan dengan structural fragment  kurang mendukung sehingga 

tidak cukup untuk memprediksi hasil dari parameter tersebut seperti LC50 dan 

daily dose. 
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 
5.1 Kesimpulan 

Pada penelitian ini didapatkan 52 buah ligan modifikasi senyawa 

(1R,2R,3R,5S)-(-)-isopinocampheylamine . Dalam proses docking diperoleh tiga 

ligan terbaik yang memiliki nilai ∆Gbinding  paling rendah dan interaksi yang paling 

baik dengan protein M2 channel dibandingkan dengan ligan standar amantadine, 

rimantadine dan isopinocampheylamine.  Ketiga ligan tersebut adalah ligan A20, 

B18, dan B20.  Dari hasil docking diperoleh data bahwa ketiga ligan tersebut 

membentuk ikatan hidrogen dengan residu fungsional M2 channel, yaitu Asp44. 

Analisis drug scan memberikan hasil yang baik untuk ketiga ligan terbaik. Hal ini 

berdasarkan aturan Lipinski. Nilai bobot molekul, nilai logP, molar refractivity 

dari ketiga ligan tersebut memenuhi aturan dari Lipinski. Sifat toksikologi dari 

ligan A20, B18 dan 820 secara keseluruhan diprediksi tidak bersifat carcinogen 

maupun mutagen. 
 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan molecular dinamic simulation untuk mengetahui pengaruh 

suhu serta pelarut pada interaksi ligan dengan protein M2 channel dan juga perlu 

dilakukan analisis ADME dan bioactivity dari ligan yang telah di desain untuk 

mengetahui perlakuan dari sistem tubuh manusia terhadap ligan yang telah dibuat. 
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Lampiran 1. Bagan kerja penelitian 
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Lampiran 2. Parameter dan hasil pencarian sekuens protein M2 channel 
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Lampiran 3.  Multiple sequence alignment dengan ClustalW2 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment 

seqA Name     Length SeqB Name     Length Score 
1 ADH01960 97 2 ADM14979 97 97.0 
1 ADH01960 97 3 ADM14471 97 97.0 
1 ADH01960 97 4 ADM14704 97 97.0 
1 ADH01960 97 5 ADM14713 97 97.0 
1 ADH01960 97 6 ADA83584 96 96.0 
1 ADH01960 97 7 ADM14520 97 97.0 
1 ADH01960 97 8 ADH02000 97 97.0 
1 ADH01960 97 9 ADG42365 97 97.0 
1 ADH01960 97 10 ADG42405 97 97.0 
1 ADH01960 97 11 ADG42425 97 97.0 
1 ADH01960 97 12 ADD21896 97 97.0 
1 ADH01960 97 13 ADD22677 97 97.0 
1 ADH01960 97 14 ADD22784 97 97.0 
1 ADH01960 97 15 ADM14961 97 97.0 
1 ADH01960 97 16 ACR10228 97 97.0 
1 ADH01960 97 17 ACV42022 97 97.0 
1 ADH01960 97 18 ADC38999 97 97.0 
1 ADH01960 97 19 ADM14529 97 97.0 
1 ADH01960 97 20 ADM14539 97 97.0 
1 ADH01960 97 21 ADI48634 97 97.0 
1 ADH01960 97 22 ADI49364 97 97.0 
1 ADH01960 97 23 ADO30409 97 97.0 
1 ADH01960 97 24 ADW10767 97 80.0 
1 ADH01960 97 25 ADW10789 97 79.0 
1 ADH01960 97 26 ADW10833 97 79.0 
1 ADH01960 97 27 ADI48624 97 97.0 
1 ADH01960 97 28 ACT36629 97 97.0 
1 ADH01960 97 29 ADJ80736 97 97.0 
1 ADH01960 97 30 ADJ80786 97 97.0 
1 ADH01960 97 31 ADD21796 97 97.0 
1 ADH01960 97 32 ADN89074 97 79.0 
1 ADH01960 97 33 ADN89096 97 79.0 
1 ADH01960 97 34 ADN89481 97 79.0 
1 ADH01960 97 35 ADN89569 97 79.0 
1 ADH01960 97 36 ADN89712 97 79.0 
1 ADH01960 97 37 ADN89734 97 79.0 
1 ADH01960 97 38 ADN89745 97 79.0 
1 ADH01960 97 39 ADJ81025 97 97.0 
1 ADH01960 97 40 ADB89613 97 98.0 
1 ADH01960 97 41 ADM14566 97 97.0 
1 ADH01960 97 42 ADM14575 97 97.0 
1 ADH01960 97 43 ADM14584 97 97.0 
1 ADH01960 97 44 ADM14593 97 97.0 
1 ADH01960 97 45 ADM14603 97 97.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
1 ADH01960 97 46 ADM14622 97 97.0 
1 ADH01960 97 47 ADM14631 97 97.0 
1 ADH01960 97 48 ADM14641 97 97.0 
1 ADH01960 97 49 ADM14650 97 97.0 
1 ADH01960 97 50 ADM14659 97 97.0 
1 ADH01960 97 51 ADN24160 97 97.0 
1 ADH01960 97 52 ACU31154 97 97.0 
1 ADH01960 97 53 ACY77677 97 97.0 
1 ADH01960 97 54 ADD23262 97 97.0 
1 ADH01960 97 55 ACS72579 97 97.0 
1 ADH01960 97 56 ADM14722 97 97.0 
1 ADH01960 97 57 ADM14741 97 97.0 
1 ADH01960 97 58 ADJ95211 97 96.0 
1 ADH01960 97 59 ADM12893 97 97.0 
1 ADH01960 97 60 ADM14481 97 97.0 
1 ADH01960 97 61 ACT21581 96 98.0 
1 ADH01960 97 62 ACU44087 97 79.0 
1 ADH01960 97 63 ACU44016 97 81.0 
1 ADH01960 97 64 ACU44073 97 81.0 
1 ADH01960 97 65 ADM95491 97 97.0 
1 ADH01960 97 66 ADB82952 97 97.0 
1 ADH01960 97 67 ADK90335 97 96.0 
1 ADH01960 97 68 ADL32416 97 97.0 
1 ADH01960 97 69 ADM32843 97 97.0 
1 ADH01960 97 70 ADM32000 97 97.0 
1 ADH01960 97 71 ADE28782 97 97.0 
1 ADH01960 97 72 ADE28832 97 97.0 
1 ADH01960 97 73 ADM32563 97 97.0 
1 ADH01960 97 74 ADM52495 97 97.0 
1 ADH01960 97 75 ACZ16042 97 97.0 
1 ADH01960 97 76 ACY78006 97 97.0 
1 ADH01960 97 77 ADM14557 97 96.0 
1 ADH01960 97 78 ADM14861 97 97.0 
1 ADH01960 97 79 ADM14870 97 97.0 
1 ADH01960 97 80 ADM14880 97 97.0 
1 ADH01960 97 81 ADM14898 97 96.0 
1 ADH01960 97 82 ADM14907 97 97.0 
1 ADH01960 97 83 ADM14916 97 97.0 
1 ADH01960 97 84 ADM14925 97 97.0 
1 ADH01960 97 85 ADG27960 97 97.0 
1 ADH01960 97 86 ACQ99598 97 97.0 
1 ADH01960 97 87 ACR09359 97 97.0 
1 ADH01960 97 88 ADT64490 97 98.0 
1 ADH01960 97 89 ACY39854 97 97.0 
1 ADH01960 97 90 ACU44199 97 80.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
1 ADH01960 97 92 ADM14943 97 97.0 
1 ADH01960 97 93 ACZ01957 97 97.0 
1 ADH01960 97 94 ADL39460 97 79.0 
1 ADH01960 97 95 ACU44063 97 81.0 
1 ADH01960 97 96 ACR18961 97 97.0 
1 ADH01960 97 97 ACU13056 97 97.0 
1 ADH01960 97 98 ACR67216 97 97.0 
1 ADH01960 97 99 ACZ05592 97 78.0 
1 ADH01960 97 100 ACS78038 97 97.0 
1 ADH01960 97 101 ACZ17132 97 97.0 
1 ADH01960 97 102 ADD96858 97 97.0 
1 ADH01960 97 103 ADD96888 97 97.0 
1 ADH01960 97 104 ADD74630 97 97.0 
1 ADH01960 97 105 ACU44098 97 80.0 
1 ADH01960 97 106 ADD74910 97 97.0 
1 ADH01960 97 107 ADC45762 97 79.0 
1 ADH01960 97 108 ACU44055 97 82.0 
1 ADH01960 97 109 ACU44127 97 81.0 
1 ADH01960 97 110 ACZ56084 97 97.0 
1 ADH01960 97 111 ACU44004 97 79.0 
1 ADH01960 97 112 ADF10254 97 96.0 
1 ADH01960 97 113 ADF10363 97 97.0 
1 ADH01960 97 114 ADF10839 97 97.0 
1 ADH01960 97 115 ACR18963 97 97.0 
1 ADH01960 97 116 ADD23417 97 97.0 
1 ADH01960 97 117 ADM14952 97 97.0 
1 ADH01960 97 118 ADB81423 97 97.0 
1 ADH01960 97 119 ADA79611 97 97.0 
1 ADH01960 97 120 ADA79591 97 97.0 
1 ADH01960 97 121 ADK32492 97 97.0 
1 ADH01960 97 122 ADG42105 97 96.0 
1 ADH01960 97 123 ADM33274 97 97.0 
1 ADH01960 97 124 ADM33369 97 97.0 
1 ADH01960 97 125 ADM32943 97 97.0 
1 ADH01960 97 126 ADM14548 97 97.0 
1 ADH01960 97 127 ACU27411 97 87.0 
1 ADH01960 97 128 ACV33302 97 80.0 
1 ADH01960 97 129 ADQ43776 97 96.0 
1 ADH01960 97 130 ACY46487 96 97.0 
1 ADH01960 97 131 ACY46497 96 97.0 
1 ADH01960 97 132 ADM14677 97 97.0 
1 ADH01960 97 133 ADM14686 97 97.0 
1 ADH01960 97 134 ADM14695 97 97.0 
1 ADH01960 97 135 ACT21967 97 97.0 
1 ADH01960 97 136 ADM14750 97 97.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
1 ADH01960 97 137 ADM14760 97 97.0 
1 ADH01960 97 138 ADM14769 97 97.0 
1 ADH01960 97 139 ACU44173 97 79.0 
1 ADH01960 97 140 ADM13023 97 97.0 
1 ADH01960 97 141 ACQ76375 97 97.0 
1 ADH01960 97 142 ACU44139 97 80.0 
1 ADH01960 97 143 ACZ95859 97 97.0 
1 ADH01960 97 144 ACZ96478 97 97.0 
1 ADH01960 97 145 ACZ96581 97 97.0 
1 ADH01960 97 146 ACZ17500 97 97.0 
1 ADH01960 97 147 ACZ96049 97 97.0 
1 ADH01960 97 148 ACZ95919 97 97.0 
1 ADH01960 97 149 ACZ95979 97 97.0 
1 ADH01960 97 150 ACZ96091 97 97.0 
1 ADH01960 97 151 ADF42691 97 97.0 
1 ADH01960 97 152 ADF42701 97 96.0 
1 ADH01960 97 153 ACZ81531 97 79.0 
1 ADH01960 97 154 ACV82215 97 81.0 
1 ADH01960 97 155 ACZ81535 97 81.0 
1 ADH01960 97 156 ADV17307 97 97.0 
1 ADH01960 97 157 ACV53444 97 97.0 
1 ADH01960 97 158 ADM86452 97 97.0 
1 ADH01960 97 159 ACU44097 97 79.0 
1 ADH01960 97 160 ACU44045 97 81.0 
1 ADH01960 97 161 ACU44051 97 79.0 
1 ADH01960 97 162 ACU44018 97 81.0 
1 ADH01960 97 163 ACZ16392 97 97.0 
1 ADH01960 97 164 ADD98020 97 97.0 
1 ADH01960 97 165 ADG42905 97 95.0 
1 ADH01960 97 166 ADD75160 97 96.0 
1 ADH01960 97 167 ACV70716 97 97.0 
1 ADH01960 97 168 ACZ16152 97 97.0 
1 ADH01960 97 169 ADG42875 97 97.0 
1 ADH01960 97 170 ACZ16822 97 97.0 
1 ADH01960 97 171 ACY39876 97 97.0 
1 ADH01960 97 172 ADG08122 97 96.0 
1 ADH01960 97 173 ADG96392 97 97.0 
2 ADM14979 97 3 ADM14471 97 100.0 
2 ADM14979 97 4 ADM14704 97 100.0 
2 ADM14979 97 5 ADM14713 97 100.0 
2 ADM14979 97 6 ADA83584 96 97.0 
2 ADM14979 97 7 ADM14520 97 100.0 
2 ADM14979 97 8 ADH02000 97 97.0 
2 ADM14979 97 9 ADG42365 97 97.0 
2 ADM14979 97 10 ADG42405 97 97.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
2 ADM14979 97 11 ADG42425 97 97.0 
2 ADM14979 97 12 ADD21896 97 97.0 
2 ADM14979 97 13 ADD22677 97 97.0 
2 ADM14979 97 14 ADD22784 97 97.0 
2 ADM14979 97 15 ADM14961 97 100.0 
2 ADM14979 97 16 ACR10228 97 97.0 
2 ADM14979 97 17 ACV42022 97 97.0 
2 ADM14979 97 18 ADC38999 97 97.0 
2 ADM14979 97 19 ADM14529 97 100.0 
2 ADM14979 97 20 ADM14539 97 100.0 
2 ADM14979 97 21 ADI48634 97 97.0 
2 ADM14979 97 22 ADI49364 97 97.0 
2 ADM14979 97 23 ADO30409 97 97.0 
2 ADM14979 97 24 ADW10767 97 80.0 
2 ADM14979 97 25 ADW10789 97 79.0 
2 ADM14979 97 26 ADW10833 97 79.0 
2 ADM14979 97 27 ADI48624 97 97.0 
2 ADM14979 97 28 ACT36629 97 97.0 
2 ADM14979 97 29 ADJ80736 97 97.0 
2 ADM14979 97 30 ADJ80786 97 97.0 
2 ADM14979 97 31 ADD21796 97 97.0 
2 ADM14979 97 32 ADN89074 97 79.0 
2 ADM14979 97 33 ADN89096 97 79.0 
2 ADM14979 97 34 ADN89481 97 79.0 
2 ADM14979 97 35 ADN89569 97 79.0 
2 ADM14979 97 36 ADN89712 97 79.0 
2 ADM14979 97 37 ADN89734 97 79.0 
2 ADM14979 97 38 ADN89745 97 79.0 
2 ADM14979 97 39 ADJ81025 97 97.0 
2 ADM14979 97 40 ADB89613 97 97.0 
2 ADM14979 97 41 ADM14566 97 100.0 
2 ADM14979 97 42 ADM14575 97 100.0 
2 ADM14979 97 43 ADM14584 97 100.0 
2 ADM14979 97 44 ADM14593 97 100.0 
2 ADM14979 97 45 ADM14603 97 100.0 
2 ADM14979 97 46 ADM14622 97 100.0 
2 ADM14979 97 47 ADM14631 97 100.0 
2 ADM14979 97 48 ADM14641 97 100.0 
2 ADM14979 97 49 ADM14650 97 100.0 
2 ADM14979 97 50 ADM14659 97 100.0 
2 ADM14979 97 51 ADN24160 97 97.0 
2 ADM14979 97 52 ACU31154 97 97.0 
2 ADM14979 97 53 ACY77677 97 97.0 
2 ADM14979 97 54 ADD23262 97 97.0 
2 ADM14979 97 55 ACS72579 97 97.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
2 ADM14979 97 56 ADM14722 97 100.0 
2 ADM14979 97 57 ADM14741 97 100.0 
2 ADM14979 97 58 ADJ95211 97 96.0 
2 ADM14979 97 59 ADM12893 97 97.0 
2 ADM14979 97 60 ADM14481 97 100.0 
2 ADM14979 97 61 ACT21581 96 98.0 
2 ADM14979 97 62 ACU44087 97 79.0 
2 ADM14979 97 63 ACU44016 97 80.0 
2 ADM14979 97 64 ACU44073 97 80.0 
2 ADM14979 97 65 ADM95491 97 97.0 
2 ADM14979 97 66 ADB82952 97 97.0 
2 ADM14979 97 67 ADK90335 97 96.0 
2 ADM14979 97 68 ADL32416 97 97.0 
2 ADM14979 97 69 ADM32843 97 97.0 
2 ADM14979 97 70 ADM32000 97 97.0 
2 ADM14979 97 71 ADE28782 97 97.0 
2 ADM14979 97 72 ADE28832 97 97.0 
2 ADM14979 97 73 ADM32563 97 97.0 
2 ADM14979 97 74 ADM52495 97 97.0 
2 ADM14979 97 75 ACZ16042 97 97.0 
2 ADM14979 97 76 ACY78006 97 97.0 
2 ADM14979 97 77 ADM14557 97 98.0 
2 ADM14979 97 78 ADM14861 97 100.0 
2 ADM14979 97 79 ADM14870 97 100.0 
2 ADM14979 97 80 ADM14880 97 100.0 
2 ADM14979 97 81 ADM14898 97 98.0 
2 ADM14979 97 82 ADM14907 97 100.0 
2 ADM14979 97 83 ADM14916 97 100.0 
2 ADM14979 97 84 ADM14925 97 100.0 
2 ADM14979 97 85 ADG27960 97 97.0 
2 ADM14979 97 86 ACQ99598 97 97.0 
2 ADM14979 97 87 ACR09359 97 97.0 
2 ADM14979 97 88 ADT64490 97 98.0 
2 ADM14979 97 89 ACY39854 97 97.0 
2 ADM14979 97 90 ACU44199 97 80.0 
2 ADM14979 97 91 ADM14788 97 100.0 
2 ADM14979 97 92 ADM14943 97 100.0 
2 ADM14979 97 93 ACZ01957 97 97.0 
2 ADM14979 97 94 ADL39460 97 79.0 
2 ADM14979 97 95 ACU44063 97 81.0 
2 ADM14979 97 96 ACR18961 97 97.0 
2 ADM14979 97 97 ACU13056 97 97.0 
2 ADM14979 97 98 ACR67216 97 97.0 
2 ADM14979 97 99 ACZ05592 97 78.0 
2 ADM14979 97 100 ACS78038 97 97.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
2 ADM14979 97 101 ACZ17132 97 97.0 
2 ADM14979 97 102 ADD96858 97 97.0 
2 ADM14979 97 103 ADD96888 97 97.0 
2 ADM14979 97 104 ADD74630 97 97.0 
2 ADM14979 97 105 ACU44098 97 80.0 
2 ADM14979 97 106 ADD74910 97 97.0 
2 ADM14979 97 107 ADC45762 97 79.0 
2 ADM14979 97 108 ACU44055 97 82.0 
2 ADM14979 97 109 ACU44127 97 81.0 
2 ADM14979 97 110 ACZ56084 97 97.0 
2 ADM14979 97 111 ACU44004 97 79.0 
2 ADM14979 97 112 ADF10254 97 96.0 
2 ADM14979 97 113 ADF10363 97 97.0 
2 ADM14979 97 114 ADF10839 97 97.0 
2 ADM14979 97 115 ACR18963 97 97.0 
2 ADM14979 97 116 ADD23417 97 97.0 
2 ADM14979 97 117 ADM14952 97 100.0 
2 ADM14979 97 118 ADB81423 97 97.0 
2 ADM14979 97 119 ADA79611 97 97.0 
2 ADM14979 97 120 ADA79591 97 97.0 
2 ADM14979 97 121 ADK32492 97 97.0 
2 ADM14979 97 122 ADG42105 97 96.0 
2 ADM14979 97 123 ADM33274 97 97.0 
2 ADM14979 97 124 ADM33369 97 97.0 
2 ADM14979 97 125 ADM32943 97 97.0 
2 ADM14979 97 126 ADM14548 97 100.0 
2 ADM14979 97 127 ACU27411 97 85.0 
2 ADM14979 97 128 ACV33302 97 80.0 
2 ADM14979 97 129 ADQ43776 97 96.0 
2 ADM14979 97 130 ACY46487 96 97.0 
2 ADM14979 97 131 ACY46497 96 97.0 
2 ADM14979 97 132 ADM14677 97 100.0 
2 ADM14979 97 133 ADM14686 97 100.0 
2 ADM14979 97 134 ADM14695 97 100.0 
2 ADM14979 97 135 ACT21967 97 97.0 
2 ADM14979 97 136 ADM14750 97 100.0 
2 ADM14979 97 137 ADM14760 97 100.0 
2 ADM14979 97 138 ADM14769 97 100.0 
2 ADM14979 97 139 ACU44173 97 79.0 
2 ADM14979 97 140 ADM13023 97 97.0 
2 ADM14979 97 141 ACQ76375 97 97.0 
2 ADM14979 97 142 ACU44139 97 79.0 
2 ADM14979 97 143 ACZ95859 97 97.0 
2 ADM14979 97 144 ACZ96478 97 97.0 
2 ADM14979 97 145 ACZ96581 97 97.0 
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Lampiran 4. Hasil multiple sequence alignment (lanjutan) 
 
2 ADM14979 97 146 ACZ17500 97 97.0 
2 ADM14979 97 147 ACZ96049 97 97.0 
2 ADM14979 97 148 ACZ95919 97 97.0 
2 ADM14979 97 149 ACZ95979 97 97.0 
2 ADM14979 97 150 ACZ96091 97 97.0 
2 ADM14979 97 151 ADF42691 97 97.0 
2 ADM14979 97 152 ADF42701 97 96.0 
2 ADM14979 97 153 ACZ81531 97 79.0 
2 ADM14979 97 154 ACV82215 97 81.0 
2 ADM14979 97 155 ACZ81535 97 81.0 
2 ADM14979 97 156 ADV17307 97 97.0 
2 ADM14979 97 157 ACV53444 97 97.0 
2 ADM14979 97 158 ADM86452 97 96.0 
2 ADM14979 97 159 ACU44097 97 79.0 
2 ADM14979 97 160 ACU44045 97 81.0 
2 ADM14979 97 161 ACU44051 97 79.0 
2 ADM14979 97 162 ACU44018 97 81.0 
2 ADM14979 97 165 ADG42905 97 95.0 
2 ADM14979 97 166 ADD75160 97 96.0 
2 ADM14979 97 167 ACV70716 97 97.0 
2 ADM14979 97 168 ACZ16152 97 97.0 
2 ADM14979 97 169 ADG42875 97 97.0 
2 ADM14979 97 170 ACZ16822 97 97.0 
2 ADM14979 97 171 ACY39876 97 97.0 
2 ADM14979 97 172 ADG08122 97 96.0 
2 ADM14979 97 173 ADG96392 97 97.0 
3 ADM14471 97 4 ADM14704 97 100.0 
3 ADM14471 97 5 ADM14713 97 100.0 
3 ADM14471 97 6 ADA83584 96 97.0 
3 ADM14471 97 7 ADM14520 97 100.0 
3 ADM14471 97 8 ADH02000 97 97.0 
3 ADM14471 97 9 ADG42365 97 97.0 
3 ADM14471 97 10 ADG42405 97 97.0 
3 ADM14471 97 11 ADG42425 97 97.0 
3 ADM14471 97 12 ADD21896 97 97.0 
3 ADM14471 97 13 ADD22677 97 97.0 
3 ADM14471 97 14 ADD22784 97 97.0 
3 ADM14471 97 15 ADM14961 97 100.0 
3 ADM14471 97 16 ACR10228 97 97.0 
3 ADM14471 97 17 ACV42022 97 97.0 
3 ADM14471 97 18 ADC38999 97 97.0 
3 ADM14471 97 19 ADM14529 97 100.0 
3 ADM14471 97 20 ADM14539 97 100.0 
3 ADM14471 97 21 ADI48634 97 97.0 
3 ADM14471 97 22 ADI49364 97 97.0 
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3 ADM14471 97 23 ADO30409 97 97.0 
3 ADM14471 97 24 ADW10767 97 80.0 
3 ADM14471 97 25 ADW10789 97 79.0 
3 ADM14471 97 26 ADW10833 97 79.0 
3 ADM14471 97 27 ADI48624 97 97.0 
3 ADM14471 97 28 ACT36629 97 97.0 
3 ADM14471 97 29 ADJ80736 97 97.0 
3 ADM14471 97 30 ADJ80786 97 97.0 
3 ADM14471 97 31 ADD21796 97 97.0 
3 ADM14471 97 32 ADN89074 97 79.0 
3 ADM14471 97 33 ADN89096 97 79.0 
3 ADM14471 97 34 ADN89481 97 79.0 
3 ADM14471 97 35 ADN89569 97 79.0 
3 ADM14471 97 36 ADN89712 97 79.0 
3 ADM14471 97 37 ADN89734 97 79.0 
3 ADM14471 97 38 ADN89745 97 79.0 
3 ADM14471 97 39 ADJ81025 97 97.0 
3 ADM14471 97 40 ADB89613 97 97.0 
3 ADM14471 97 41 ADM14566 97 100.0 
3 ADM14471 97 42 ADM14575 97 100.0 
3 ADM14471 97 43 ADM14584 97 100.0 
3 ADM14471 97 44 ADM14593 97 100.0 
3 ADM14471 97 45 ADM14603 97 100.0 
3 ADM14471 97 46 ADM14622 97 100.0 
3 ADM14471 97 47 ADM14631 97 100.0 
3 ADM14471 97 48 ADM14641 97 100.0 
3 ADM14471 97 49 ADM14650 97 100.0 
3 ADM14471 97 50 ADM14659 97 100.0 
3 ADM14471 97 51 ADN24160 97 97.0 
3 ADM14471 97 52 ACU31154 97 97.0 
3 ADM14471 97 53 ACY77677 97 97.0 
3 ADM14471 97 54 ADD23262 97 97.0 
3 ADM14471 97 55 ACS72579 97 97.0 
3 ADM14471 97 56 ADM14722 97 100.0 
3 ADM14471 97 57 ADM14741 97 100.0 
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Lampiran 5.  Format Genpept  dan FASTA dari sekuen protein M2 Channel 
terpilih 
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Lampiran 6. Hasil pembuatan struktur 3D protein M2 channel dengan Hhpred 
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Lampiran 7.  Data Struktur 3 Dimensi Protein M2 Channel dari PDB 
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Lampiran 8. Table rancangan ligan modifikasi (1R,2R,3R,5S)-(-)-

isopinocampheylamine 
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Lampiran 9. Hasil  Interaksi  10 Ligan Terbaik 
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Lampiran 9. Hasil  Interaksi  10 Ligan Terbaik (lanjutan) 
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