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ABSTRAK

Pada akhir tahun 2019, muncul coronavirus disease 2019 (COVID-19) yang disebabkan oleh severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), yang menjadi ancaman serius bagi kesehatan masyarakat global sampai saat ini. Seiring
berjalannya waktu, pengembangan drug repurposing telah menjadi metode yang efektif dalam penemuan obat baru. Flavonoid
merupakan golongan senyawa yang telah dikenal memiliki aktivitas antivirus. Oleh karena itu, tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengidentifikasi lima senyawa flavonoid (Genistein, Daidzein, Glycitein, Formonoetin, dan Biochanin A) yang sudah
dikenal memiliki berbagai manfaat farmakologi dalam menghambat aktivitas RdRp SARS-CoV-2. Untuk melakukan analisis,
metode molecular docking digunakan dengan menggunakan software AutoDockTools 1.5.6. Prediksi sifat farmakokinetik dan
farmakodinamik dilakukan dengan menggunakan SwissADME, sedangkan untuk mengevaluasi toksisitas, digunakan ProTox II.
Hasil molecular docking menunjukkan bahwa kelima senyawa flavonoid memiliki hasil yang lebih baik dibandingkan dengan
senyawa kontrol positif remdesivir. Selain itu, hasil prediksi sifat farmakokinetik, farmakodinamik, dan toksisitas menunjukkan
bahwa Biochanin A, Glycitein, Genistein, dan Formonoetin memiliki potensi terbaik untuk dikembangkan sebagai obat antivirus
COVID-19 dengan kemampuan mengikat reseptor RdRp dengan PDB id. 6M71.
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ABSTRACT

At the end of 2019, the coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) emerged as a serious threat to global public health up until now. Over time, the development of drug repurposing
has become an effective method of discovering new drugs. Flavonoids are a class of compounds that are known to have antiviral
activity. Therefore, the aim of this study was to identify five flavonoid compounds (Genistein, Daidzein, Glycitein, Formonoetin,
and Biochanin A) that are already known to have various pharmacological benefits in inhibiting the RdRp activity of SARS-CoV-2.
Molecular docking method using AutoDockTools 1.5.6 software was employed for analysis. Prediction of pharmacokinetic and
pharmacodynamic properties was done using SwissADME, while ProTox Il was used to evaluate toxicity. The results of molecular
docking showed that all five flavonoid compounds had better results compared to the positive control compound remdesivir.
Furthermore, the prediction results of pharmacokinetic, pharmacodynamic, and toxicity properties indicated that Biochanin A,
Glycitein, Genistein, and Formonoetin had the best potential to be developed as antiviral drugs against COVID-19 with the ability
to bind to the RdRp receptor with PDB id 6M71.
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Pendahuluan

Coronavirus adalah sekelompok virus yang menyerang
berbagai hewan dan dapat menyebabkan infeksi pernapasan
pada manusia, mulai dari yang ringan hingga parah. Pada
tahun 2002 dan 2012, ada dua jenis virus Corona yang
sangat berbahaya, yaitu Severe Acute Respiratory Syndrome
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Coronavirus (SARS-CoV) dan Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), yang berasal dari
hewan dan menimbulkan penyakit pernapasan yang fatal pada
manusia. Kehadiran coronavirus baru ini menjadi masalah
kesehatan masyarakat yang baru pada abad ke-21 [1].

Pada akhir tahun 2019, muncul coronavirus disease 2019
(COVID-19) yang disebabkan oleh severe acute respiratory
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syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) di kota Wuhan, Cina.
Karena kemampuannya yang sangat mudah menular, penyakit
baru ini telah menyebar dengan cepat ke seluruh dunia [2,3].
Jumlah orang yang terinfeksi dan area epidemi yang terkena
jauh melebihi SARS dan MERS. Wabah COVID-19 yang
saat ini berlangsung menjadi ancaman yang sangat serius bagi
kesehatan masyarakat global [4,5].

Pada Mei 2022, varian SARS-COV-2 yang menjadi
perhatian adalah varian Alpha (Lineage B.1.1.7), varian
Beta (Lineage B.1.351), varian Gamma (Lineage P1), varian
Omicron (Lineage B.1.1.529), dan varian Delta (Lineage
B.1.617.2) [6]. Secara global pada 31 Mei 2023, terdapat
767.364.883 kasus COVID-19 yang dikonfirmasi, termasuk
6.938.353 kematian, yang dilaporkan ke WHO. Hingga 29 Mei
2023, total 13.375.580.553 dosis vaksin telah diberikan [7].

Meskipun ada beberapa vaksin dan obat yang tersedia,
ada kebutuhan mendesak untuk mengembangkan obat
yang aman dan efektif untuk melawan SARS-CoV-2 [8].
Proses pengembangan obat baru de novo sangat mahal dan
membutuhkan waktu yang lama. Salah satu pendekatan yang
menjanjikan dan alternatif untuk menemukan obat antivirus
adalah drug repurposing, dengan menggunakan kembali obat
yang telah disetujui atau sedang diteliti untuk penggunaan yang
berbeda. Ini adalah strategi untuk mengidentifikasi penggunaan
baru dari obat yang sudah ada [9,10].

Permukaan SARS-CoV-2 dilapisi dengan banyak salinan
protein spike (S) yang besar, yang berikatan dengan enzim
pengubah reseptor angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2)
sebagai langkah awal dalam proses infeksi. Virus memasuki
sel manusia melalui endositosis, diikuti oleh pelepasan RNA
virus, replikasi RNA, sintesis protein, pembentukan partikel
virus yang matang, dan akhirnya pelepasan virus dari sel inang
[11,12].

Strategi utama dalam penemuan dan pengembangan obat
adalah mengidentifikasi target obat potensial [13]. Beberapa
penelitian telah difokuskan pada pengembangan obat yang
bertujuan untuk protein struktural dan nonstruktural dari virus
[14]. Dalam penelitian ini, fokus kami adalah pada RNA-
dependent RNA-polymerase (RdRP), yang juga dikenal sebagai
Nspl2, yang merupakan enzim sentral dalam replikasi virus
[15].

RdARP adalah target antivirus yang sangat baik untuk
coronavirus karena termasuk protein yang paling konservatif
dalam virus RNA [12]. RdARP memiliki peran penting dalam
replikasi dan kelangsungan hidup virus, sehingga merancang
inhibitor yang berikatan dengan situs aktif dapat menjadi
pendekatan efektif dalam mengidentifikasi inhibitor terbaik
[16].

Produk alami yang berasal dari tumbuhan, terutama yang
memiliki kegunaan dalam etnofarmakologi, memiliki banyak
aplikasi dalam pengobatan penyakit antivirus, antimikroba,
antibakteri, dan antijamur. Metabolit sekunder yang ditemukan
dalam produk alami, seperti tanin, alkaloid, polifenol, kuinolin,
kumarin, dan flavonoid, dipercaya memiliki nilai obat dan
terapeutik [17].

Senyawa golongan flavonoid telah dipelajari secara
luas sebagai agen antivirus [18]. Berbagai penelitian telah
menunjukkan bahwa senyawa flavonoid memiliki antivitas
antivirus terhadap hepatitis C virus (HCV), Herpes Simplex
Virus-1 (HSV-1), human Hepatitis A dan B Viruses (HAV;
HBV), rhesus rotavirus virus (RRV) and influenza virus [18].
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Penelitian terbaru yang dilakukan oleh Purwitasari dkk.,
(2023) menjelaskan bahwa senyawa flavonoid menunjukkan
aktivitas penghambatan yang baik terhadap protein spike
SARS-COV-2 [19]. Diantara senyawa flavonoid yang terkenal
memiliki berbagai manfaat farmakologi seperti antiinflamasi,
antiosteoporosis, neurodegeneratif adalah Genistein, Daidzein,
Glycitein, Formonoetin, dan Biochanin A [20,21]. Sehingga,
penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi 5 senyawa
golongan flavonoid yang sudah terkenal memiliki berbagai
manfaat farmakologi dalam menghambat aktivitas RdRP
SARS-CoV-2.

Bahan dan Metode

Alat dan Bahan

Dalam penelitian ini, digunakan laptop Legion 5 Pro
16AC6H dengan spesifikasi RAM 16.0 GB, AMD Ryzen 7
5800H processor, NVIDIA GeForce RTX 3060 Graphic Card,
3.20 GHz Radeon graphics, serta Microsoft® Windows® 10
Pro. Software yang digunakan dalam penelitian ini, seperti
Swiss PDB viewer untuk mengoptimalkan protein, Avogadro
1.2 untuk minimisasi energi, discovery studio visualizer 4.5
serta PyMOL 2.5 untuk memvisualisasikan interaksi antara
protein dan ligan, Autodock 4.2.6 untuk melakukan molecular
docking, SwissSADME untuk memprediksi sifat farmakokinetik
dan farmakodinamik, serta ProTox Il untuk memprediksi sifat
toksisitas senyawa yang diuji [22].

Preparasi protein dan ligan

Protein reseptor RdRp diambil dari protein data
bank dengan kode PDB id. 6M71 (https://www.rcsh.org/
structure/6M71) dan kemudian dihilangkan molekul air serta
menambahkan molekul hidrogen menggunakan discovery
studio visualizer. Setelah itu, struktur protein dioptimalkan
dengan menggunakan PDB Swiss dan mengatur medan gaya
menggunakan GROMOS96, lalu disimpan dalam format “.pdb
file”. Penelitian ini menggunakan 5 senyawa flavonoid yang
diambil dari PubChem dan remdesivir digunakan sebagai
kontrol positif, pemilihan ini dikarenakan remdesivir bekerja
dengan berikatan pada RdRp dan dapat menghambat sintesis
RNA virus [23-25]. Senyawa tersebut kemudian dilakukan
minimisasi energi menggunakan software Avogadro, dengan
pengaturan medan gaya yang menggunakan MMFF94 [26,27].

Molecular docking

Molecular docking 5 senyawa flavonoid dilakukan
terhadap reseptor RARp menggunakan protein PDB id. 6M71.
Proses docking ini menggunakan software Autodock 4.2.6.
Tahap awal dimulai dengan pengunggahan protein dan ligan
menggunakan Autodock. Selanjutnya, deteksi dan penentuan
torsi dilakukan secara otomatis dengan menambahkan muatan
parsial Gasteiger dan Kollman ke senyawa uji. Pengaturan
grid box yang digunakan didasarkan pada hasil validasi
metode, dengan ukuran grid box sebesar X =80, Y = 94, Z
= 94 dan koordinat (121,253; 121,376; 120,149). Jarak antara
titik grid adalah 0,375 A. Dalam running docking, digunakan
Lamarckian Genetic Algorithm dengan populasi sebesar 150
dan jumlah maksimal evaluasi sebesar 2.500.000 untuk setiap
100 kali konformasi.

Hasil docking dievaluasi dengan mencari konformasi
terbaik berdasarkan skor energy binding (AG) dan konstanta
inhibisi (Ki) terendah. Interaksi asam amino esensial fungsional
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yang terdeteksi juga diperhatikan dalam analisis interaksi
docking menggunakan discovery studio visualizer.

Prediksi ADMET

Analisis sifat farmakokinetik dan farmakodinamik
dilakukan dengan konversi format masing-masing senyawa ke
dalam simplified molecular-input line-entry system (SMILES)
menggunakan software ChemDraw Ultra 12.0. Penggunaan
SMILES bertujuan untuk mempermudah analisis sifat
farmakokinetik dan farmakodinamik dengan membandingkan
senyawa-senyawa tersebut dengan menggunakan tata nama
IUPAC [28,29]. Setelah itu, format SMILES yang telah
disiapkan, diproses secara terpisah pada webtool SwissADME
(http:/lwww.swissadme.ch) dan diklik run untuk menganalisis
sifat farmakokinetik dan farmakodinamik dari setiap senyawa.
Hasil analisis meliputi berat molekul, hydrogen bond donor
(HBD), hydrogen bond acceptor (HBA), dan log P [30].

Sedangkan untuk melakukan analisis toksisitas, format
SMILES digunakan untuk memprediksi nilai LD50 berdasarkan
globally haramonized system (GHS) dengan menggunakan
online tool ProTox Il (http://tox.charite.de/protox_I1/) [31,32].
Penggunaan format SMILES dilakukan dengan menuliskan
SMILES pada canonical smiles dan kemudian dijalankan
dengan mengklik tombol start Tox-Prediction.

Hasil dan Pembahasan

Indikator kualitas molecular docking yang baik dapat
diamati melalui pengukuran nilai energy binding (AG) dan
konstanta inhibisi (Ki). Nilai energy binding mencerminkan
kekuatan interaksi biomolekuler antara ligan dan reseptor [33].
Semakin rendah nilai energy binding, semakin stabil interaksi
antara ligan dan reseptor, menunjukkan afinitas ligan yang
lebih kuat terhadap reseptor [34]. Selain nilai energy binding,
hasil molecular docking juga mencakup pose, yang dapat
menggambarkan interaksi ligan dengan protein [34].

Hasil penelitian ini menunjukkan nilai energy binding
(tabel 1) dari 5 senyawa flavonoid memiliki hasil yang baik
dibandingkan senyawa kontrol positif. Hal ini menunjukkan
bahwa 5 senyawa flavonoid memiliki potensi yang lebih tinggi
daripada remdesivir dalam berinteraksi dengan reseptor RdRp
dengan PDB id. 6M71.

foy
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Gambar 1. Visualisasi interaksi protein-ligan

Selanjutnya, nilai Ki mengindikasikan konsentrasi yang
diperlukan untuk mencapai setengah dari penghambatan
maksimum, dan nilai Ki yang lebih kecil menunjukkan afinitas
ligan yang lebih kuat terhadap makromolekul [35]. Dalam
Tabel 1, terlihat bahwa 5 senyawa flavonoid menunjukkan
afinitas yang kuat terhadap reseptor RdRp dengan PDB id.
6M71 dibandingkan dengan remdesivir, karena senyawa
tersebut memiliki nilai Ki yang lebih kecil daripada senyawa
kontrol positif.

Tujuan dari pengamatan residu asam amino dalam
interaksi antara senyawa uji dan protein target adalah untuk
mengidentifikasi interaksi yang terjadi dan memahami peran
interaksi tersebut dalam efek farmakologi sebagai inhibitor
RdRp oleh senyawa uji. Interaksi ikatan ini meliputi ikatan
hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi Van der Waals,
interaksi elektrostatik, dan interaksi halogen. lkatan hidrogen
adalah jenis ikatan yang paling kuat di antara ikatan non-
kovalen lainnya, meskipun lebih lemah daripada ikatan ion atau
ikatan kovalen. Oleh karena itu, ikatan hidrogen memainkan
peran penting dalam menghasilkan aktivitas farmakologi [36],
dan interaksi ini tersebar luas dalam sistem ini.
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Tabel 1. Hasil molecular docking

Senyawa

Energy bind-

ing (Kcal/
mol)

Konstanta

inhibisi

Residu asam amino

Perbandingan

residu asam
amino dengan
remdesivir

Bioch-
anin A

Daidzein

Formon-
etin

Genistein

Glycitein

52

-7,38

6,77

7,07

-6,62

3.91uM
(micromo-
lar)

10.95uM
(micromo-
lar)

5.24 uM
(micromo-
lar)

6.63 uM
(micromo-

lar)

14.10 uM
(micromo-
lar)

Van der wals: PHE
396, ASN 459, LEU
460, PRO 627

Conventional hydro-
en bond: THR 462,
ET 629, GLU 350,
ARG 349

Carbon Hydrogen
Bona: ASN bz,
THR 462

Pi-Cation: ARG 349
Pi-Sigma: PRO 361

Alkyl: VAL 675, PRO
677, VAL 315

Van derwals GLU

350, PHE 396, VAL

675, ASN 459 LEU
460

Conventional hydro-
en bond: MET 629,
HR 462, ARG 349

Carbon hydrogen

bond: THR 462, ASN
628, ARG 349

Pi-Cation: ARG 349
Pi-Sigma: PRO 461
Pi-Alkyl: VAL 315,
PRO 677
Conventional t|1_ydro-
gen bond: MET 629,
THR 462, ARG 349
Van der wals: PRO
627,GLU 350, PHE
:3%% ASN 459, LEU

Carbon Hydrogen
Bond: KI %
THR 462

Pi-Cation: ARG 349
Pi-Sigma: PRO 461
Alkyl: VAL, 315 PRO
677, VAL 675

Pi-Alkyl: VAL 315,
PRO 677, VAL 675

Conventional hydro-
gen bond: TH

MET 629, ASN 628,
SER 664, ARG 349,

PRO 677

Van der wals: PRO
627, LEU 460, ASN
459, PHE 396, VAL

675,LYS 676
Pi-Cation: GLU 350,
ARG 349

Pi-Anion: GLU 350,
ARG 349

Pi-Sigma: PRO 461

Pi-Alkyl: VAL 315,
PRO 461, PRO 677

Conventional hydro-
%ﬁn bond: TH

ET 629
Van der wals; PRO
627, LEU 460, ASN

459, ARG 457, PHE
%?16 CYS 395, ARG

Pi-Anion: GLU 350
Pi-Sigma: PRO 461
Alkcv)l: VAL 315,
PRO 677

Pi-Alkyl: VAL 315,
PRO 461, PRO 677

44%

44%

60%

56%

56%
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Conventional hydro-
gen bond: THR' 394,
ARG 457, VAL 675

Van der wals: TYR

456, TYR 458, GLU
350, PRO 627, THR
462, SER 318, LEU

Remde- 53.71uM 460, ASN 459, ASN
L -5,83 (micromo- 628, THR 319, PHE 100%
swvir far) 321, PHE 396
Alkyl: PRO 461,
VAL 315, PRO 677,

CYS 395, PRO 323

P| AIkyI PRO 461,
L 315, PRO 677,
CYS 395, PRO 323

Sifat farmakokinetik dan farmakodinamik senyawa
di prediksi menggunakan SwissADME, dan hasilnya
menunjukkan bahwa 5 senyawa flavonoid adalah senyawa
terbaik berdasarkan hasil molecular docking dan juga
memiliki sifat yang dapat diterima oleh tubuh (Tabel 2). Sifat
ini dievaluasi berdasarkan parameter hukum lima Lipinski.
Beberapa parameter Lipinski yang diperhatikan meliputi HBD
<5, HBA <10, log P <5, dan berat molekul <500 g/mol [37].
Senyawa dengan berat molekul di bawah 500 g/mol dianggap
mampu melewati membran biologis. Nilai H-acceptor danH-
donor menunjukkan jumlah ikatan hidrogen dalam senyawa,
dan semakin tinggi nilai tersebut, semakin tinggi energi yang
diperlukan dalam proses absorpsi. Nilai log P mengindikasikan
kelarutan senyawa dalam cairan membran dan mencerminkan
sifat polaritas senyawa [38].

Uji toksisitas senyawa uji telah dilakukan menggunakan
webtool online ProTox IlI, yang mengklasifikasikannya
berdasarkan sistem globally harmonized system (GHS) dan
terbagi menjadi 6 kelas toksisitas LD50. Kelas I (LD50<5 mg/
kg) menunjukkan keadaan yang mematikan jika tertelan, kelas
11 (5<LD50<50 mg/kg) menunjukkan keadaan yang mematikan
jika tertelan, kelas III (50<LD50<300 mg/kg) menunjukkan
sifat beracun jika ditelan, kelas IV (300<LD50<2000 mg/
kg) menunjukkan sifat berbahaya jika tertelan, kelas V
(2000<LD50<5000 mg/kg) menunjukkan sifat berbahaya
jika tertelan, dan kelas VI (LD50>5000 mg/kg) menunjukkan
ketiadaan toksisitas [32]. Semakin tinggi nilai LD50, semakin
aman atau tidak beracun zat tersebut bagi tubuh, dan sebaliknya
[39]. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Biochanin A,
Formonetin, Genistein, dan Glycitein berada dalam kelas V
yang menandakan lebih tidak bersifat toksik dibandingkan
senyawa kontrol positif remdesivir.

Tabel 2. Analisis sifat farmakokinetik, farmakodinamik dan

toksisitas

Senyawa Blg\l/;nfgloo L;gsP H?g‘ = HSBSD tollfseii;?'fas
Remdesivir 602,58 1,54 12 4 v
Biochanin A 284.26 2.44 5 2 \%

Glycitein 284.26 2.30 5 2 \%

Genistein 270.24 2.04 5 3 \Y

Daidzein 254.24 2.24 4 2 \Y]
Formonoetin 254.24 2.24 4 2 \Y
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Pembahasan

RdRp adalah komponen krusial dalam replikasi virus
RNA dan juga menjadi target obat yang menjanjikan dalam
pengobatan COVID-19. Seperti protein-protein lain dalam
SARS-CoV-2, RdRp tidak memiliki homolog yang terkait
secara erat dengan sel inang. Oleh karena itu, menargetkan
RdRp dapat menghindari efek samping yang tidak diinginkan.
Selain itu, motif katalitik aktif RdRp sangat terjaga dengan
baik di antara virus-virus RNA jika dibandingkan dengan
protein-protein lonjakan dan permukaan virus lainnya.
Keunikan ini menjadikan RdRp sebagai target menarik
dalam pengembangan obat antivirus yang dapat melawan
berbagai jenis virus. Beberapa inhibitor nukleosida analog
telah menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap berbagai
jenis virus RNA [40]. Strategi penggunaan kembali obat yang
menargetkan RARp menjadi pilihan yang menjanjikan dalam
pengobatan COVID-19. Obat-obat yang semula dikembangkan
untuk virus-virus lain, seperti favipiravir (obat anti-influenza),
sofosbuvir (obat anti virus hepatitis C), dan ribavirin (obat
antivirus dengan cakupan luas), sedang dievaluasi melalui uji
klinis untuk pengobatan COVID-19 (Clinical Trials.gov) [23].

Penggunaan darurat remdesivir telah mendapatkan
persetujuan sebagai pengobatan COVID-19. Meskipun
efektivitas pengobatan ini terbatas dalam uji klinis, hal ini
memvalidasi penghambat RdRp untuk mengobati COVID-19.
Melalui skrining virtual menggunakan model homolog dan
molecular docking, telah diusulkan berbagai obat antivirus
dan produk alami sebagai kandidat utama dalam melawan
COVID-19 [41,42]. Penemuan terbaru tentang struktur RdRp
yang berinteraksi dengan remdesivir memberikan kerangka
struktural yang dapat meningkatkan akurasi dalam skrining
virtual. Selain itu, kombinasi penghambat RdRp dengan
obat antivirus yang menargetkan protein virus lainnya dan
imunomodulator dapat menjadi strategi yang menjanjikan
dalam terapi COVID-19 [23].

Hasil molecular docking ini secara berurutan didapatkan
bahwa senyawa Biochanin A, Daidzein, Formonoetin,
Genistein, dan Glycitein memiliki pengikatan terhadap RdRp
dengan PDB id. 6M71, senyawa tersebut memiliki nilai
AG dan Ki yang lebih kecil dibandingkan dengan senyawa
kontrol positif remdesivir. Berdasarkan hasil analisis sifat
farmakokinetik, farmakodinamik dan toksisitas, secara
berurutan didapatkan bahwa senyawa Biochanin A, Glycitein,
Genistein dan Formonoetin memiliki potensi terbaik untuk
dikembangkan menjadi obat antivirus SARS-COV-2 dengan
mekanisme penghambatan RdRp dengan PDB id. 6M71.

Kesimpulan

Kelima senyawa flavoloid memiliki hasil yang baik
dalam molecular docking dibandingkan dengan senyawa
kontrol positif remdesivir, akan tetapi hasil prediksi sifat
farmakokinetik, farmakodinamik dan toksisitas senyawa
Biochanin A, Glycitein, Genistein dan Formonoetin memiliki
pontensi terbaik untuk dikembangkan menjadi obat antivirus
COVID-19 dengan pengikatan terhadap reseptor RdRp dengan
PDB id. 6M71.
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