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agent is expected to belp the treatment of ERa+ breast cancer. In silico analysis had been carried
ot by computational chemistry methods, including determination of physicochemical parameters such
as lipophilicity/ Clog P, molar refractivity) CMR, bond energy/ HOMO-LUMO and E-Gap,
partial charge reactivity; determination of structural similarity by overlaying, and the interaction
analysis of genistein and its analognes against HERa by docking method. The goal of drug design
is 1o find a chemical componnd that can interact well with receptors. One method that can be nsed
to design new drugs namely molecular docking. The purpose of this study is to carry out molecular
docking simmlations and tests Genistein toxicity as an Fsterogen Receptor Alpha (ESR 1)
inbibitor in breast cancer. Based on the results of docking the ESRT target protein with the
Genistein componnd, it was obtained the RMSD value is O and the binding affinity value is -7.7.
RMSD valne 0 indicates that the conformation of the native ligand as a result of docking is close
1o the actnal conformation.
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Abstrak

Kanker payudara adalah penyakit kematian tertinggi pada wanita di dunia dan
sekitar 60-80% kasusnya adalah kanker payudara ERa+. Penemuan agen
antikanker baru yang lebih selektif terhadap ERa, aman, dan potensial
diharapkan dapat membantu pengobatan kanker payudara ERa+. Analisis in
silico telah dilakukan dengan metode kimia komputasi, termasuk penentuan
parameter fisikokimia seperti lipofilisitas/Clog P, bias molar/CMR, enetgi
ikatan/HOMO-LUMO dan E-Gap, reaktivitas muatan parsial; penentuan
kesamaan struktural dengan overlaying, dan analisis interaksi genistein dan
analognya terhadap HERa dengan metode docking. Tujuan dari desain obat
adalah untuk menemukan senyawa kimia yang dapat berinteraksi dengan baik
dengan reseptor. Salah satu metode yang dapat digunakan untuk merancang
obat baru yaitu molecular docking. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
melakukan simulasi docking molekuler dan pengujian toksisitas Genistein
sebagai inhibitor Esterogen Receptor Alpha (ESR 1) pada kanker payudara.
Berdasarkan hasil docking protein target ESR1 dengan senyawa Genistein,
diperoleh nilai RMSD adalah O dan nilai afinitas pengikatan adalah -7,7. Nilai
RMSD 0 menunjukkan bahwa konformasi ligan asli sebagai hasil dari docking
mendekati konformasi aktual.

Kata Kunci: Ganestein, Reseptor Esterogen Alpha, Kanker Payudara, Dok
Molekuler.
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Pendahuluan

Kanker payudara (breast cancer) adalah penyakit dengan tingkat mortalitas tertinggi pada
wanita di dunia.Ada sekitar 1.000.000penderita tiap tahunnya kasus wanita yang mengidap kanker
payudara. Menurut WHO (2010), sekitar 8-9% wanita akan mengalami kanker payudara, dan resiko
terbesar terjadi pada mereka yang berusia 40-50 tahun. WHO jugamenyebutkan sekitar 60% kasus
kanker payudara terjadi di negara-negara berkembang (termasuk Indonesia) dan separuh dari
jumlah pasien di negara berkembang meninggal dunia.Di Indonesia terdapat 17-25 kasus kanker
payudara dari 100.000 populasi penduduk dengan karakter keganasan serta progresivitas
pertumbuhan dan perkembangan yang cenderung lebih tinggi. Hasil survei SIRS pada 2013
menyebutkan insidensi kanker tertinggi di Indonesia secara umum adalah kanker payudara
sebanyak 12.014 kasus (28.7% dari seluruhinsidensi kanker).

Beberapa kanker payudara sensitif terhadap hermon seperti estrogen. Terjadinya ekspresi
berlebihan suatu reseptor estrogen pada sel - sel tumor akan meningkatkan terjadinyaproliferasi
yang betlebihan (J. D . Yager.,, 2006), Penemuan reseptor estrogen, selainbisa digunakan
sebagaiprediksi danpenanda prognostik, tapi bisa juga sebagai target yang efisien untuk
pengobatan kanker payudara hormone dependent dengan antiestrogen. Fungsi utama darireseptor
estrogen disini adalah sebagai faktor DNA-binding transcription yang mengaturekspresigen
(Levin, 2005)

Sekitar 60-80% pengidap kanker payudara merupakan tipe Estrogen Hormone-
Dependent atau Estrogen Receptor Alpha Positive (ERa+).Aksi biologi hormon estrogen
dimediasi oleh dua reseptor yaitu ERx dan ER@ yang meregulasi faktor transkripsi.E2 atau 17-83-
estradiol yang terikat pada ERa berperan dalam pertumbuhan, perkembangan, dan proliferasisel-
sel payudara, baik sel payudara normal maupun sel kanker payudara.Oleh karena itu ERoa dikatakan
sebagai pusat perkembangan kanker payudara sekaligus marker kanker payudara ERa+ (Payne, et
al, 2008; Dhananjaya, et al, 2012; Radharani, et al, 2011).

Suatu pendekatan baru dilakukan untuk membatasi efek samping dan meningkatkan
efektivitas kemoterapi kanker payudara yaitu dengan menggunakan jenis obat yang dapat bekerja
secara molecular targeted.Obat-obat ini mampu membunuh sel-sel kanker payudara dengan
menghambat atau memutus jalur/proses tertentu yang penting untuk pertumbuhan dan
perkembangan kanker payudara, salah satu jalur yang dimaksud adalah proliferasi kanker payudara
yang berkaitan dengan interaksi E2-ERa pada kanker payudara ERa+.

Genistein dapat menghambat ikatan E2 pada ERa secara reversible competitive inhibitor,
menginduksi apoptosis/kematian sel, inhibitor tirosin kinase (EGFRI), menahan siklus sel pada
fase G2-M, dan menghambat angiogenesis (Radharani, et al, 2011).Menurut beberapa penelitian
epidemiologik, konsumsi dosis tinggi isoflavonoid kedelai khususnya genistein memiliki berbagai
manfaat tidak hanya aktivitas kemopreventifterhadap kanker payudara tetapi juga bermanfaat
terthadap kanker prostat, mencegah sindrom postmonopouse, osteoporosis, atherosklerosis,
stroke, dan penyakit neurodegenerative (Dhananjaya, et al, 2012;Jane, et al, 2004).

Gambar 1. Rantai kimia Genistein

Banyak penelitian in vitro dan in vivo telah membuktikan aktivitas genistein sebagai
antikanker payudara, khususnya tipe ERa+.Radharani et al. (2011) berhasil mensintesis 3 analog
genistein dan telah terbukti secara in vitro paling potensial dalam menurunkan proliferasi sel
kanker payudara.Penelitian kali ini terfokus pada analisis in silico dari genisteindan analognya guna
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mengkonfirmasi, mengevaluasi, meneliti lebih terarah pada HER«, dan mempelajari mekanisme
kerjanya sebagai inhibitor kanker payudara ERa+. Dilakukan kajian In silico yaitu menggunakan
metode docking struktur genistein dan analognya terhadap Human Estrogen Receptor Alpha
(HERw).

Metodologi Penelitian
Preparasi Sampel
Pada penelitian ini dilakukan studi literature pencarian senyawa bahan alam untuk
dilakukan pengembangan sebagai obat baru. Tahap awal yang dilakukan yaitu penentuan
sifat fisikokimia dari senyawa genistein yang didapatkan pada website pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
dan selanjutnya dilakukan prediksi aktivitas farmakologi menggunakan server way2drug.com.
Senyawa terpilih, dirubah menjadi SMILES serta dibentuk menjadi bentuk 3D. Senyawa yang telah
dirubah menjadi SMILES, dilakukanpengamatan sifat fisikokimia menggunakan web tool Swiss
ADME untuk mengetahui potensi sebagai senyawa berkhasiat obat maupun potensinya untuk
menembus gastrointestinal tract (GIT) serta blood-brain barrier (BBB) [17-20]. Pemurnia protein
Estrogen Receptor Alpha menggunakan soffware Edu PyMOL-Versil.7.4.5-Win32.msi dan
molecular docking dengan software PyRx versi PyRxversion0.8 (python.exe) 32 Bit.
1. Simulasi Molecular Dockingdan Analisis Potensi Senyawa
Simulasi molecular docking dilakukan menggunakan plug-in Autodock Vina dalam
PyRX 0.8 yang sebelumnya telah dilakukan validasi internal terhadap protein Estrogen
Receptor Alpha.

Installing PyMOL g .
fon PyRx — CTEEnINg —
Binding Affnify dan .
d— ' : e
RMSD Molecular Docking

Gambar 2. Skema analisis senyawa bioktive

2. Analisis Data
Hasil energi ikatan yang dihasilkan berupa nilai ikatan yang memperlihatkan ikatan
antara senyawa uji dengan protein target. Semakin negatil’ energi suatu ikatan yang dihasilkan
menunjukkan bahwa semakin kuat dan stabil ikatan yang terjadi antara senyawa uji dengan
protein target. Interaksi yang terjadi dapat dilihat dari jenis ikatan yang terbentuk serta
visualisasi docking antara kaempferol dengan protein target Cyclin-Dependent Kinase 6
(Candra, 2021).

Hasil Dan Pembahasan

Koleksi senyawa bioaktif suatu tanaman dapat menggunakan database online yang
menyediakan data terkait fitokimia, tanaman obat, dan etnobotani dari berbagai negara di dunia.
Pada penelitian ini, senyawa aktif yang digunakan adalah sinentensi dari tumbuhan Liliarena
berpotensi sebagai kandidat obat antikanker. Pencarian senyawa fitokimia dilakukan dengan
menggunakan nama ilmiah atau umum tanaman kemudian memilih bagian daun. Hasilpencarian
dapat diunduh dalam bentuk PDF atau spreadsheet. Berdasarkan hasil koleksi senyawa bioaktif yang
terdapat pada bunga lili diperoleh 8senyawa aktif. Senyawa tersebut selanjutnya dilakukan unifikasi
untuk mencari canonical SMILES menggunakan database PubChem (Tabel 1). Unifikasi senyawa
menggunakan database PubChem bertujuan untuk memperoleh canonical SMILES, adapun fungsi
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canonical SMILES adalah untuk memprediksibioaktivitas setiap senyawa dengan menggunakan
web PASS online

Tabel 1. Senyawa Aktif Ekstrak bunga Lili

Senyawa Aktif IUPAC Name Canonical SMILES
Genistein 5,7-dihydroxy-3-(4- C1=CC(=CC=C1C2=COC3=CC(=C
hydroxyphenyl) chromen-4- C(=C3C2=0)0)0)O
one

Skrining senyawa bioaktif bunga lili bertujuan untuk memperoleh senyawa yang paling
potensial sebagai anti kanker payudara. Skrining menggunakan database PASS Online
menunjukkan nilai Pa (Potential Activity) dan Pi (Potential Inhibitory). Nilai Pa lebih dari 0,5tetapi
kurang dari 0,7 (0,5 < Pa < 0,7) berarti senyawa tersebut memiliki aktivitas biologis yang cukup
tinggi dalam skala laboratorium sedangkan nilai lebih dari 0,7 (Pa > 0,7), maka senyawa tersebut
memiliki aktivitas biologis yang sangat tinggi dan hasilnya tidak berbeda signifikan dengan uji
pada skala laboratorium (Chelliah, 2008). Berdasarkan hasil skrining dengan Pa lebih dari 0,5

diperoleh 1 senyawa bioaktif bunga lili yang berpotensi sebagai anti kanker payudara (Tabel 2).

Tabel 2. Nilai Hasil Skrining PASS Online

Senyawa Aktif Pa Aktivitas
Genistein 0,697 Anti Breast Cancer

Setelah mengoleksi senyawa yang berpotensi sebagai anticancer, selanjutnya adalah mengoleksi
protein target masing-masing senyawa untuk mengetahui jalur yang berpengaruh. Proses
penambatan molekul di awali dengan menyiapkan reseptor yang akan digunakan. Padatahap
penyiapan reseptor struktur makromolekul yang digunakan diunduh dari PDB ProteinData Bank
dengan alamat situs http://www.rcsb.org/. Protein target dikoleksi menggunakanweb SEA
(Similarity Ensemble Approach) dan SwissTargetPrediction. Kedua aplikasi berbasisweb tersebut
memperkirakan target makromolekul dari suatu senyawa didasarkan padakesamaan struktur 2D
dan 3D (Daina dkk., 2019).

Gambar 3. Struktur Model 3D Genistein

Pada SEA (Similarity Ensemble Approach), interpretasi hasil prediksi protein target dibagi
menjadi tiga klaster dengan warna yang berbeda yaitu biru, hijau dan putih. Pada penelitian ini,
memilih protein target yang ada pada klaster hijau dan biru karena menunjukkanikatan kuat hingga
sangat kuat dengan senyawa bioaktif. Pada penelitian ini menggunakan Human Estrogen Receptor
Alpha. Adapun pada SwissTargetPrediction, protein target yang memiliki prediksi ikatan kuat akan
disajikan pada urutan teratas disertai dengan keterangan probabilitas berwarna hijau. Pada
penelitian ini protein target yang dipilih adalah protein yangmemiliki probabilitas rendah sampai
tinggl. Proses docking genistein dan analognya dilakukan terhadap protein reseptor berupa
kompleks Human Estrogen Receptor Alpha Binding Genistein(Manas, et al, 2004).
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P

Gambar 4. Human Estrogen Receptor Alpha

Protein target yang sudah dikoleksi kemudian dicari Uni Prot untuk dapat dilakukan
analisis lanjut menggunakan String (Search Tool for Retrieval of Interacting Genes/Proteins).
Analisis String bertujuan untuk membuat jejaring yang menghubungkan semua kandidatprotein
target, guna mendapatkan gambaran terkait pathway biologi breast cancer yangdipengaruhi oleh
protein protein tersebut (Szklarczyk dkk., 2019).
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Gambar 5. KEGG Pathways
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Berdasarkan gambar 5 diketahui bahwa Skor korelasi interaksi yang digunakan pada analisis
STRING yaitu 0,86 yang menunjukkan adanya hubungan korelasi tertinggi antara senyawa alami
Genisten yang terdapat pada ekstrak bunga lili dengan protein Human EstrogenReceptor Alpha.

& STRING

Gambar 6. Hasil Analisis protein target dengan menggunakan String db

KEGG pathway yang digunakan untuk analisis String adalah To/-like receptor signaling
pathway, karena memainkan peran penting dalam memicu respon kekebalan bawaanterhadap infeksi
patogen dari berbagai mikroba yang berujung pada ekspresi sitokin inflamasidan mediator lainnya
(Kawasaki dan Kawai, 2014). Setelah melihat bagaimana interaksi Estrogen Receptor Alpha (ESR1)
dengan protein target lainnya yang berkaitan denganpenyakit Breast cancer, maka perlu dilakukan
pemodelan dan validasi struktur 3D Estrogen Receptor Alpha . Pemodelan struktur 3D dilakukan
menggunakan SWISS-MODEL dengan memasukkan protein target pada upload target sequence
file. Dari hasil pemodelan tersebut diperoleh 2 model 3D ESR1 dengan seq identity yang berbeda,
yaitu sebesar 82,54 % pada model 1 dan juga 82,19% pada model 2. Berdasarkan perbedaan seq
identity tersebut maka model yang dipilih untuk di validasi adalah model 1 dengan tingkat seq
identity sebesar 82,19%. Model yang dipilih kemudian divalidasi dengan menggunakan Saves v6.0.
saves v0.0mengintegrasikan 5 program validasi structural yaitu Errat, verify 3D, Prove, Whatcheck,
danProcheck. Namun, dalam penelitian ini hanya digunakan Errat dan Procheck.

Pada Sheet Errat bertugas untuk memverifikasi keakuratan interaksi-interaksi yang terjadi
pada ikatan antara berbagai jenis atom di dalam struktur model berdasarkan perbandingan
parameter statistic menggunakan struktur eksperimental dengan resolusi tinggi (Colovos & Yeates,
1993). Hasil analisis Errat menunjukkan grafik antara residu dan nilai kesalahan yang dapat dilihat
pada gambar 3.3. Skor kualitas keseluruhan dari struktur input ini adalah 94,52%. Dalam grafik
ERRAT, daerah dengan warna merah dan kuning mewakili bagian yang bermasalah, sedangkan
warna putih mewakili bagian normal dalam struktur. Sedangkan Procheck menilai kualitas
stereokimia protein berdasarkan analisis geometri residu-residu asam amino penyusun model
struktur yang dibandingkan dengan struktur protein eksperimental resolusi tinggi dan
menampilkannya dalam bentuk plot Ramachandran (Laskowski, et al., 1993).
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Gambar 7. a. Hasil analisis dengan Errat, b. Hasil analisis dengan Prochek

Hasil validasi internal yang dilakukan sebelum molecular docking menunjukkan nilai rata
rata BEstrogen Receptor Alpha (ESR 1 Model 1 yang telah divalidasi menggunakan Errat dan
Procheck, perlu divisualisasikan menjadi struktur 3D menggunakan PyMOL 1.7. Stuktur 3D ESR1
tersebut akan ditambatkan dengan senyawa Genestein (dikenal dengan molecular docking)
menggunakan PyRx. PyRx merupakan aplikasi docking yang sederhana dan mudah digunakan,
yang menggunakan AutoDock Vina untuk melakukan perhitungan docking dan memvisualisasikan
hasil docking.

Tabel 3. Hasil Validasi Metode Docking

Parameter Hasil Keterangan
Nilai RMSD 0,0 Nilai RMSD yang didapat mememuhi syarat
karena < 2. Dan semakin kecil nilai Binding
Binding 7,7 Energi yang didapat maka ikatan antara ligand
Affinity dengan reseptor nya akan semakin
stabil

Berdasarkan tabel 3. Mengenai hasil validasi dengkan menggunakan metode docking
diperoleh nilai Nilai Root Mean Square Deviation (RMSD) yaitu 0. Nilai Roo? Mean Square Deviation
(RMSD) merupakan nilai konformasi 3D. Semakin mendekati nilai 0 maka nilai RMSD akan lebih
baik dan dapat diterima. Selain nilaiRMSD, hasil moluculad docking yang dilakkukan menunjukkan
angka Binding affinity sebesar -7,7. Binding affinity adalah nilai yang menunjukkan kemampuan
ligan berikatan dengan reseptor dalam satuan kkal/mol. Semakin kecil nilai afinitasikatan, maka
afinitas antara reseptor dengan ligan akan semakin besar. Begitupulasebaliknya, semakin besar nilai
afinitas ikatan, maka afinitas antara reseptor dengan ligan akan semakin kecil (Ningrat, 2022).)
sehingga plug-in Autodock Vinadapat digunakan untuk simulasi docking.
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Gambar 8. Hasil molecular docking ligan internal ESR 1, (a). Pengamatan 3 Dimenst, (b)
Pengamatan 2 Dimensi

Visualisasi dan analisis interaksi hasil docking dilakukan untuk melihat hasil penambatan
antara ligan pembanding dan ligan uji yang digunakan. Hasil visualisasi ini berupa interaksi residu
ESR 1 dengan ligan. Adanya interaksi memungkinkan adanya kontak antara ligan dengan reseptor
Estrogen Receptor Alpha sehingga memiliki aktivitas penghambatan. Area ikatan (Binding site)
merupakan area dari pengikatan protein terhadap ligan yang akan mempengaruhi konformasi
maupun fungsi dari protein. Binding site memperlihatkan residu- residu asam amino yang berperan
penting dalam membentuk interaksi antara makromolekul dengan ligan seperti ikatan hidrogen,
ikatan hidrofobik, dan ikatan elektrostatik (Arwansyah dkk, 2014).

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa senyawa
Genistein pada Ekstrak bunga lili berpotensi untuk dijadikan sebagai kandidat obat kanker
payudara.
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