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Abstrak

Kanker ovarium merupakan salah satu penyakit dengan penyumbang angka kematian yang tinggi melalui
reseptor estrogen receptor alpha (ESR1) sebagai salah satu penyebab timbulnya kanker ovarium. Terapi terkini pada
kanker ovarium dapat menyebabkan efek samping dan biaya yang mahal. Oleh karena itu dibutuhkan terapi
alternatif dengan efek samping yang lebih sedikit serta biaya yang lebih terjangkau. Tanaman herbal yang kaya
akan kandungan flavonoid dan asam fenolat serta memiliki aktivitas antikanker dengan mekanismenya sebagai
pemicu apoptosis pada sel kanker ovarium salah satunya berupa daun kenikir (Cosmos caudatus). Studi
dilakukan melalui metode skrining farmakofor dan molecular docking secara in silico dengan reseptor ESR-1
(Kode PDB:1SJ0). Selain itu, dilakukan juga prediksi absorpsi, distribusi, dan toksisitas melalui laman
PreADMET serta uji kesesuaian Lipinski Rule of Five. Hasil dari penelitian ini menyimpulkan bahwa luteolin
merupakan senyawa yang paling berpotensi sebagai inhibitor reseptor ESR-1 dengan nilai pharmacophore fit-
score sebesar 51,36, binding energy sebesar -8,43 kkal/mol, konstanta inhibisi sebesar 66.366x102 uM, dan ikatan
hidrogen sebagai interaksi ligan-reseptor.

Kata kunci: doking molekuler, daun kenikir, ESR1, kanker ovarium, studi in siliko

Abstract

Ovarian cancer is one of the diseases with a high mortality rate through estrogen receptor alpha (ESR1) as one of the causes of
ovarian cancer. Current therapies for ovarian cancer can cause side effects and are expensive. Therefore, alternative therapies
with fewer side effects and more affordable costs are needed. One of the herbs that is rich in flavonoid and phenolic acid content
which has anticancer activity with its mechanism as a trigger for apoptosis in ovarian cancer cells is Kenikir leaf (Cosmos
caudatus). The study was conducted through pharmacophore screening and molecular docking methods in silico with ESR-1
receptor (PDB code:15J0). In addition, absorption, distribution, and toxicity predictions were also carried out through the
PreADMET page and the Lipinski Rule of Five suitability test. The results of this study concluded that luteolin is the most
potential compound as an ESR-1 receptor inhibitor with a pharmacophore fit-score value of 51.36, binding energy of -8.43
kcal/mol, inhibition constant of 66.366x10? uM, and hydrogen bonds as ligand-receptor interactions.
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PENDAHULUAN

Kanker adalah pertumbuhan sel yang tidak normal dan menyebar ke tubuh bahkan
menyebabkan kematian. Menurut Riset Kesehatan Dasar tahun 2018, terdapat 1,79% (per mil)
penderita kanker di Indonesia. Kanker ovarium menjadi salah satu penyakit yang berkontribusi besar
terhadap tingginya tingkat kematian di Indonesia. Kanker ovarium (indung telur) ditandai dengan
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kondisi keberadaan tumor ganas primer ditimbulkan dari sel epitel skuamosa. Berdasarkan World
Cancer Research Fund International (WCRF) terdapat 324.603 kasus kanker ovarium baru pada
tahun 2022. Indonesia menduduki peringkat 4 terbesar kasus kanker ovarium. Di Indonesia, terdapat
15.130 kasus kanker ovarium baru dengan 9.673 kasus kematian (WCRF, 2024).

Ovarium adalah organ utama dalam sintesis estrogen. Selama proses tumorigenesis, estrogen
mengatur aktivitas fisiologis penting epitel ovarium melalui berbagai subtipe reseptor hormon,
termasuk pengaturan keseimbangan, proliferasi, dan diferensiasi yang tidak normal (Li ez al., 2021).
Gen estrogen receptor alpha (ESR1) berada di dalam nukleus dan dapat membentuk homodimer atau
heterodimer dengan ESR2 untuk mengatur berbagai proses fisiologis (Bao et al., 2019). Penelitian
menunjukkan bahwa ESR1 memiliki keterkaitan dengan kanker ovarium (Gong et al., 2020). ESR1
diekspresikan hingga 60% pada tumor epitel ovarium, dengan tingkat ekspresi yang lebih tinggi
dibanding ovarium normal (Sieh ez al., 2014). Ekspresi ESR1 meningkat secara signifikan dalam
jaringan ovarium dan mendorong perkembangan kanker ovarium (Li ez al., 2021; Wang ez al., 2019).
Tingginya ekspresi reseptor estrogen mendorong penyebaran melalui pembuluh limfatik atau darah
pada kanker ovarium serosa tingkat tinggi, yang berkaitan dengan prognosis klinis yang buruk
(Matsuo et al., 2014). Ekspresi berlebih dari ESR1 mendorong proliferasi, migrasi dan invasi sel kanker
ovarium SKOV3 dan HO8910, dan penghambatan ESR1 dapat menghambat perkembangan kanker
ovarium (Wang ez al., 2022). Oleh karena itu, ESR1 dapat berfungsi sebagai biomarker potensial untuk
stratifikasi risiko dan deteksi metastasis regional pada pasien dengan kanker ovarium.

Pengobatan secara farmakologi menggunakan kemoterapi berbasis platinum, seperti
Carboplatin dan Cisplatin, merupakan pengobatan standar untuk kanker ovarium yang
dikombinasikan dengan Paclitaxel. Pengobatan tersebut merupakan pengobatan standar kanker
ovarium dalam dua dekade terakhir. Pada awalnya, mayoritas pasien memiliki respon yang baik
terhadap pengobatan ini, namun sekitar 80% wanita pengidap kanker ovarium mengalami resistensi
(Damia dan Broggini, 2019). Cisplatin dapat mematikan sel tumor dan kanker, namun juga
menimbulkan toksisitas dan kerusakan serius pada jaringan atau organ normal apabila digunakan
dalam jangka waktu panjang (Hazlitt ef al., 2018). Toksisitas cisplatin pada organ lain adalah
gastrotoksisitas, ototoksisitas, myelosuppression, reaksi alergi dan beberapa efek toksik reproduksi
(Aldossary, 2019).

Pengobatan non-farmakologi terhadap pasien kanker ovarium adalah pembedahan.
Pembedahan yang dilakukan dapat mengatasi perfusi obat yang meningkat, respon imun biologi
inang, fraksi pertumbuhan sel tumor meningkat, dan menghindari resistensi obat yang kemungkinan
besar terjadi setelah mendapat terapi sistemik berbasis platinum. Namun, penyakit kerap berkembang
atau terulang pada lebih dari 80% wanita (Coleman ez al., 2019).

Untuk mengatasi toksisitas yang ditimbulkan Cisplatin perlu dikembangkan obat kemoterapi
berbasis platinum generasi kedua berupa Carboplatin. Carboplatin mampu menurunkan laju hidrasi
dengan keberadaan ligan bidentate cyclobutane dicarboxylic acid dan cenderung lebih aman sehingga
efek hepatotoksisitas, nefrotoksisitas, neurotoksisitas, dan ototoksisitas dapat ditekan (Dilruba &
Kalayda 2016; Ho et al., 2016; Hu et al., 2017). Namun demikian, pasien yang resisten terhadap obat
berbasis platinum menjadi permasalahan baru. CPR (cisplatin resistance) merupakan salah satu
tantangan untuk mengurangi kemanjuran obat antikanker. Beberapa mekanisme kompleks yang
mendasari terjadinya resistensi Cisplatin pada pengobatan kanker ovarium adalah perubahan
transportasi seluler Cisplatin (a); inaktivasi Cisplatin secara intraseluler (b); dihambatnya proses
apoptosis (c); penggantian pada proses autofag (d); penggantian mitokondria sel kanker (e);
penggantian sitoskeleton sel kanker (f); dan terjadi perubahan lingkungan di area sel kanker/tumor
(g) (Zon & Bednarek, 2023).

Salah satu alternatif pengobatan kanker adalah tanaman berkhasiat, yaitu daun kenikir. Daun
kenikir memiliki rasa manis dan bersifat dingin. Daun kenikir banyak dimanfaatkan sebagai lalap bagi
masyarakat Indonesia. Daun kenikir (Cosmos caudatus) merupakan salah satu tanaman yang memiliki
aktivitas antikanker. Beberapa metabolit sekunder yang terkandung dalam kenikir antara lain saponin,
flavonoid, polifenol, dan minyak atsiri. Daun kenikir mengandung flavonoid dan turunannya yaitu
quercetin, kaempferol, myricetin, katekin, luteolin, apigenin, quercetin 3-O-rhamnoside, quercetin 3-
O-glucoside, quercetin 3-O-xyloside, quercetin 3-O-arabinofutanoside, dan rutin (Ahda er al, 2023).
Daun kenikir memiliki asam fenolat seperti asam klorogenat, asam neoklorogenat, asam kafeat, dan
asam ferulat (Pebriana et al, 2017). Senyawa flavonoid mampu menginduksi terjadinya apoptosis.
Apoptosis adalah kematian sel terprogram dan berperan penting dalam proses perkembangan kanker
(Abotaleb et al., 2019).
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Penelitian tentang daun kenikir masih terbatas terutama perannya sebagai obat kanker ovarium
dengan metode ix silico. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis secara in silico senyawa flavonoid
pada daun kenikir seperti quercetin, kaempferol, myricetin, katekin, luteolin, apigenin, rutin, asam
klorogenat, asam neoklorogenat, asam kafeat, dan asam ferulat terhadap reseptor estrogen alfa (ESR-
1). Hasil penelitian daun kenikir ini dapat digunakan dalam pengembangan obat herbal sebagai terapi
masa depan pada pasien kanker ovarium.

METODE

Studi pustaka dilakukan untuk mengidentifikasi metabolit sekunder dan aktivitas yang
terkandung pada daun kenikir. Reseptor juga ditentukan melalui studi literatur di PubMed yang
digunakan untuk simulasi secara komputasi dengan ligan. Struktur protein ESR1 yang digunakan
pada studi ini diunduh dari website RCSB Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) dengan
kode PDB ID: 3RCD. Setelah itu, protein dipreparasi menggunakan BIOVIA Discovery Studio,
sedangkan ligan dipreparasi dengan menggambar struktur 2D pada program ChemDraw Ultra 12.0
dan dilakukan minimasi energi ke bentuk 3D menggunakan program Chem3D Pro 12.0.

Struktur molekul senyawa uji digambarkan dalam bentuk dua dimensi menggunakan
perangkat lunak ChemDraw Ultra 12.0. Selanjutnya, sifat fisikokimia senyawa uji diprediksi secara
online melalui situs SwissADME dengan mengunggah file struktur tiga dimensi yang sebelumnya
telah disimpan dalam format .mol. Setelah itu, hasil analisis digunakan untuk menentukan senyawa
uji mana yang memenuhi Lipinski's Rule of Five (ROS5) untuk mengevaluasi kemungkinan senyawa
tersebut dapat digunakan sebagai obat dengan rute oral.

Prediksi absorpsi, distribusi, metabolisme, dan toksisitas dari senyawa uji dan obat
pembanding dilakukan dengan menggambarkan struktur senyawa pada situs web ADMETlab 2.0
https://admetmesh.scbdd.com/. Dalam laman tersebut, hasilnya akan mencakup berbagai aspek,
termasuk nilai Auman intestinal absorption (HIA) dan human colon adenocarcinoma cell lines (Caco-2)
untuk profil absorpsi, nilai plasma protein binding (PPB) dan blood-brain barrier (BBB) untuk profil
distribusi, serta potensi mutagenik dan karsinogenik untuk profil toksisitas.

Pemodelan dilakukan untuk menentukan farmakofor dari kompleks ligan-protein. Pertama,
database senyawa aktif dan decoy disiapkan dengan membuka situs dude.docking.org dan
mengunduh senyawa aktif serta decoy dalam format sdf. Selanjutnya, file “active.sdf" dibuka
menggunakan perangkat lunak Biovia Discovery Studio. Untuk preparasi database senyawa uji,
unduh semua struktur senyawa uji dalam format sdf, masukkan ke dalam LigandScout, dan lakukan
minimisasi pada semua senyawa uji. Buka kurva ROC pada file pmz dari senyawa aktif, kemudian
masukkan file decoy.sdf dan active.sdf untuk menentukan nilai AUC tertinggi dari 10 model senyawa
yang di-screening. Model dengan AUC tertinggi dipilih untuk digunakan dalam skrining, lalu
dilakukan analisis data senyawa uji berdasarkan pharmacophore fit score.

Validasi metode penambatan molekuler dilakukan dengan menggunakan aplikasi Autodock
Tools (Autodock 4.2.6 dan Autogrid) melalui proses docking ulang (redocking) ligan asli pada protein
ESR-1 yang telah dihapus ligan alaminya. Parameter yang digunakan untuk validasi metode ini
adalah Root Mean Square Deviation (RMSD), dan nilai RMSD yang diterima harus berada pada
nilai <2,0 A.

Simulasi penambatan molekuler pada senyawa daun kenikir (Cosmos caudatus) dan senyawa
pembanding dilakukan menggunakan program Autodock Tools (Autodock 4.2.6. Proses ini dimulai
dengan modifikasi struktur ligan dan protein/reseptor yang disimpan dengan format PDBQT. Setelah
itu, dilakukan simulasi penambatan molekuler dengan penetapan ukuran grid box 40 x 40 x 40 dengan
koordinat pusat grid box, yaitu x = 30.885 ; y = -1.067 ; dan z = 23.464. Kemudian, dilakukan
implementasi hasil dengan 100 runs GA Lamarckian dengan ukuran populasi 150 docking. Parameter
dari simulasi penambatan molekuler berupa clustering histogram, RMSD, perkiraan energi bebas
pengikatan, serta perkiraan konstanta penghambatan.

Konformasi kompleks hasil simulasi penambatan molekuler, interaksi ligan, dan diagram 2D
dapat dilihat melalui perangkat lunak BIOVIA Discovery Studio. Visualisasi interaksi antara ligan-
reseptor dilihat dengan membuat file complex dari hasil docking (.dlg), kemudian dimasukkan ke
dalam BIOVIA Discovery Studio.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kimia komputasi dapat mempermudah pengembangan obat yang sangat dinamis dan
berkembang dengan cepat. Dua bidang penting dalam penemuan obat adalah prediksi fisikokimia dan
farmakokinetik yang menjelaskan bagaimana dua senyawa kimia berinteraksi dalam tubuh manusia.
Studi fisikokimia menjelaskan sifat fisik dan kimia senyawa yang merujuk pada skor absorpsi,
distribusi, metabolisme, ekskresi, dan toksisitas (ADME/Toks) dapat diprediksi dengan cara
bagaimana mekanisme senyawa kimia bekerja pada tubuh manusia (Abdullah er al., 2022).
Perbandingan prediksi ADME/Toks dilakukan terhadap kesebelas senyawa dengan titik akhir
klasifikasi dan nilai probabilitas menggunakan enam simbol: 0-0,01 (---); 0,1-0,3 (--); 0,3-0,5 (-); 0,5-
0,7 (+); 0,7-0,9 (++), dan (0,9-1,0) (ADMETlIab 2.0, 2021).

Seluruh perbandingan kesebelas senyawa hasil prediksi ADME/Toks dilakukan seperti pada
Tabel 1. Prediksi absorpsi kesebelas senyawa dilihat berdasarkan nilai Caco-2 dan HIA. Caco-2 adalah
pendekatan untuk mengetahui permeabilitas obat secara in vivo berdasarkan morfologi dan kesamaan
fungsional. Apabila nilai Caco-2 > -5.15log cm/s maka senyawa tersebut memiliki permeabilitas Cao-
2 yang baik sehingga dari kesebelas senyawa uji, senyawa dengan nilai Caco-2 yang baik adalah
luteolin, kaempferol, apigenin, asam kafeat, dan asam ferulat (Tabel 1). Nilai HIA menjadi salah satu
indikator alternatif untuk mengetahui bioavailabilitas oral dan penyerapan obat pada usus. Nilai HTA
< 30% bersifat kurang terabsorpsi dan diklasifikasikan sebagai HIA +, begitupun sebaliknya. Oleh
karena itu, kesebelas senyawa memiliki dapat diserap dengan baik dalam usus kecuali rutin, asam
klorogenat, dan asam neoklorogenat (Tabel 1).

Nilai PBB dan BBB menjadi salah dua opsi dalam prediksi kemampuan senyawa untuk
berdistribusi. PPB dapat menggambarkan pengikatan obat ke protein plasma yang mempengaruhi
sifat farmakodinamiknya dan bioavailabilitas oral karena konsentrasi obat bebas ditentukan saat obat
mengikat protein. Nilai PPB <90% bersifat baik karena memiliki indeks terapeutik yang tinggi,
begitupun sebaliknya. Oleh karena itu, nilai PPB yang baik berada pada senyawa rutin, asam kafeat,
asam klorogenat, asam neoklorogenat, dan asam ferulat (Tabel 1). Sementara itu, nilai penetrasi BBB
diperlukan untuk obat yang bekerja di sistem saraf pusat karena senyawa yang terkandung harus
mampu melewati sawar darah otak. Obat yang bekerja pada target perifer, BBB diperlukan sebagai
preventif timbulnya efek samping pada sistem saraf pusat. Nilai logBBB <-1 diklasifikasikan sebagai
BBB - atau mampu melewati sawar darah otak sehingga kesebelas senyawa memiliki nilai penetrasi
BBB yang baik (Tabel 1).

Prediksi ADME/Toks yang terakhir merupakan prediksi toksikologi yang dilihat
berdasarkan nilai mutagenik dan karsinogenik. Sifat mutagenisitas dilihat berdasarkan nilai AMES
Toxicity. Mutagenisitas merupakan suatu kemampuan senyawa dalam menciptakan perubahan
permanen yang ditransmisikan pada jumlah atau struktur materi genetik sel atau organisme (Sundar
etal., 2018). Interpretasi hasil dikategorikan menjadi AMES negatif (-) dan AMES positif (+). Semakin
tinggi nilai AMES maka senyawa tersebut semakin mutagenik sehingga senyawa dengan sifat
mutagen paling tinggi terdapat pada rutin. Selain itu, terdapat sifat karsinogenik dengan mekanisme
kimiawinya yang mampu merusak genom atau mengganggu proses metabolisme seluler. Kategori 1
(+) bersifat karsinogen sedangkan kategori 0 (-) bersifat non karsinogenik sehingga dari kesebelas
senyawa, asam ferulat memiliki sifat karsinogenik paling tinggi.

Tabel 1. Hasil prediksi ADME/Toks

Absorpsi Distribusi Toksisitas
No Nama Senyawa HIA Caccglz/gog PPB (%) BBB Mutagenik Karsinogenik

1 Luteolin - -5.028 95.436 - +
2 Quercetin -5.204 95.496 +
3 Kaempferol - -4.974 97.861 - +
4  Rautin ++ -6.470 87.111 ++
5 Apigenin - -4.847 97.255 - - -
6 Catechin -5.846 93.350 + -
7 Asam Kafeat - -4.959 66.731 — - -
8 Asam Klorogenat - -6.037 59.041 -
9 Asam Neoklorogenat + -5.958 59.270 -
10 Asam Ferulat - -4.707 78.099 - - ++
11  Myricetin - -5.653 92.766 - -
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Pedoman sifat fisikokimia yang diterima secara luas adalah aturan lima Lipinski (RO5), yang
dipenuhi oleh molekul obat yang ideal. Aturan ini menawarkan prediksi kemiripan obat dari aktivitas
biologis yang dimiliki senyawa kimia juga dirancang untuk rute pemberian oral. (Ahmad et al., 2023).
Aturan Lipinski terdiri dari berat molekul kurang dari 500 Da, nilai log P kurang dari 5, jumlah donor
ikatan hidrogen kurang dari 5, dan jumlah akseptor ikatan hidrogen kurang dari 10. Jika suatu
kandidat bahan obat tidak memenubhi salah satu syarat Lipinski maka masih ditoleransi atau dengan
kata lain masih lolos dalam aturan lipinski. Namun, apabila terdapat dua atau lebih kriteria yang tidak
memenuhi maka memiliki resiko besar bahwa senyawa tersebut mempunyai kemampuan yang kecil
dalam aktivitas oral dan bioavailabilitas (Lipinski et al., 2001). Sebelas metabolit sekunder yang
terdapat pada daun kenikir dilakukan prediksi berdasarkan aturan lipinski yang disajikan pada Tabel
2.

Tabel 2. Hasil aturan Lipinski rule of five

Berat Log P Ikatan Hidrogen
No Nama Senyawa Molekul (<gS) Donor  Akseptor Penerapan Lipinski
(<500 Da) (<5) (<10)
1 Luteolin 286.24 2.28 4 6 Memenuhi
2 Quercetin 302.23 1.98 5 7 Memenuhi
3 Kaempferol 286.24 2.28 4 6 Memenuhi
4 Rutin 610.50 -1.68 10 16 Tidak Memenuhi
5 Apigenin 270.24 2.57 3 5 Memenuhi
6 Catechin 290.27 1.54 5 6 Memenuhi
7 Asam Kafeat 180.15 1.19 3 4 Memenuhi
8 Asam Klorogenat 354.30 -0.64 6 9 Tidak Memenuhi
9 Asam Neoklorogenat 354.31 -0.64 6 9 Tidak Memenuhi
10 Asam Ferulat 192.16 0.98 2 4 Memenuhi
11  Myricetin 318.23 1.69 6 8 Memenuhi

Dilihat dari hasil analisis Lipinski rule of five, terdapat 8 senyawa dalam daun kenikir yang
memenuhi aturan lipinski yang dapat dijadikan sediaan oral. Tiga senyawa yang tidak memenuhi
persyaratan untuk dijadikan sediaan oral adalah rutin, asam klorogenat, dan asam neoklorogenat
(Tabel 2). Perbandingan struktur senyawa yang memenuhi aturan dengan yang tidak memenuhi
aturan Lipinski terdapat pada Gambar 1. Ketiga senyawa yang tidak memenuhi aturan Lipinski
tersebut memiliki berat molekul lebih dari 500 Da yang akan menyebabkan tidak dapat berdifusi
menembus membran sel dan log P negatif yang akan sulit menembus membran lipid bilayer. Senyawa
rutin memiliki ikatan hidrogen akseptor lebih dari 10 yang menyebabkan energi yang dibutuhkan
untuk proses absorpsi akan semakin tinggi. (Lipinski et al., 2001; Faqiha ef al, 2022).

(a) (b)

Gambar 1. Struktur luteolin yang memenuhi aturan Lipinski (1a) dan struktur rutin yang tidak
memenuhi aturan Lipinski (1b).
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Tahap skrining farmakofor dilakukan dengan mempersiapkan senyawa aktif dan senyawa
decoy. Senyawa aktif dan decoy pada reseptor ESR-1 (1SJ0) diunduh terlebih dahulu pada laman
DUD-E kemudian disiapkan dengan software LigandScout. Database yang digunakan berjumlah 100
senyawa aktif dan 400 senyawa decoy. Tahap skrining model farmakofor dilakukan untuk
memastikan validitas model farmakofor dan bisa digunakan untuk skrining senyawa uji,. Hasil
validasi model farmakofor menggunakan kurva ROC terdapat pada Tabel 3.

Tabel 3. Hasil Validasi Model Farmakofor dengan Kurva ROC

Model Farmakofor Hits True Positive False Positive AUC 100%
1 220 99 121 0,96
2 213 99 114 0,96
3 202 99 103 0,96
4 219 99 120 0,96
5 218 99 119 0,96
6 231 99 132 0,96
7 208 99 109 0,96
8 231 99 132 0,96
9 218 99 119 0,96
10 230 99 131 0,96

Pada kurva ROC, sumbu x menunjukkan persentase tingkat false positive (decoy), sedangkan
sumbu y menunjukkan persentase tingkat true positive (active). Di lain sisi, hits menunjukkan
seberapa banyak senyawa aktif dan decoy yang berikatan dengan model tersebut (Luo et al., 2021).
Berdasarkan data yang diperoleh, model 6 merupakan yang terbaik karena memiliki nilai area under
curve (AUC) sebesar 0,96 dan memiliki total Hits terbanyak pada senilai 231 seperti yang ditunjukkan
pada Gambar 2. Suatu model dianggap mampu membedakan senyawa aktif dan decoy jika nilai AUC
pada kurva ROC >0,7 (Sangande et al., 2020). Oleh karena itu, model 6 dinyatakan valid dan dapat
digunakan untuk skrining farmakofor pada senyawa uji.

1000%
80.0%
60.0%
40.0%

20.0%

Sensitivity (% retrieved actives)

200% 400% 60.0% 80.0% 100.0%

1 - Spedcificity (% retrieved decoys)

Gambar 2. Model farmakofor dengan hasil terbaik (Model 6)

Setelah didapat model dengan hasil terbaik, dilakukan skrining farmakofor pada seluruh
senyawa uji menggunakan model tersebut. Fitur farmakofor yang paling penting meliputi: akseptor
ikatan hidrogen (HBA), donor ikatan hidrogen (HBD), area hidrofobik (H), gugus terionisasi positif
dan negatif (PI/NI), gugus aromatik (AR), serta area koordinasi logam. Model farmakofor yang
diperoleh dari proses validasi akan digunakan untuk melakukan penyaringan virtual berdasarkan
model farmakofor tersebut (Choudhury dan Sastry, 2019). Data hasil skrining senyawa uji dapat
dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil skrining senyawa uji terhadap model 6
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No. Senyawa Uji Pharmacophore- Fitur Farmakofor
Fit Score
1.  Luteolin 51,36
/ OH A‘m
2. Quercetin 46,21
O O/ O . “ e
3.  Kaempferol 43,48 -
o, o;,— i
.\r.p o OH
4. Rutin 51,28 W Rutin e
5.  Apigenin 43,55 oa
[¢] o "
/ a
HO HBD
6. Catechin 50,19 AR H
HO
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7. Asam Kafeat 44,75

8.  Asam Klorogenat 51,63 H

HBA

9. Asam 43,64 H &R
Neoklorogenat

."HBA
10. Asam Ferulat 46,67 AR

HBA

11.  Myricetin - -

Hasil skrining menunjukkan bahwa 10 dari 11 senyawa uji cocok terhadap model farmakofor
yang digunakan. Nilai pharmacophore-fit score tertinggi terdapat pada senyawa asam klorogenat dan
luteolin (51,63; 51,36). Nilai pharmacophore-fit yang diharapkan adalah > 50%, karena menunjukkan
keaktifan yang baik. Sebaliknya, fitur dianggap kurang baik jika nilai pharmacophore-fit berada dalam
kisaran 30-50%. Tingkat keaktifan senyawa uji terhadap reseptornya berkorelasi dengan rentang skor
pharmacophore-fit pada model farmakofor (Muchtaridi ez al., 2017). Ini menunjukkan bahwa asam
klorogenat dan luteolin adalah yang paling sesuai dengan model farmakofor nomor 6 dibandingkan
dengan senyawa uji lainnya.

Proses persiapan reseptor dan ligan alami adalah salah satu tahap dalam docking yang dimulai
dengan mengunduh reseptor yang mengandung ligan alami. Reseptor yang digunakan pada studi ini
adalah ESR-1 dengan kode PDB berupa 1SJ0. Pada reseptor ini, terdapat kompleks antagonis ligan
4-D yang bekerja sebagai inhibitor dari reseptor ESR-1. Tahap berikutnya melibatkan penggunaan
aplikasi Biovia Discovery Studio untuk menghilangkan molekul air dan grup ligan, dengan tujuan
mengurangi potensi bias dan memastikan hanya ligan dan reseptor yang berinteraksi, karena molekul
air dapat memperpanjang waktu docking (Dewi dan Ginarsih, 2021). Dalam Autodock, reseptor akan
ditambahkan muatan parsial Kollman dan atom hidrogen disisipkan pada bagian polar. Penambahan
hidrogen ini bertujuan untuk menciptakan kondisi docking yang menyerupai kondisi pH tubuh.
Muatan parsial Kollman ditambahkan karena digunakan dalam perhitungan atau penilaian selama
proses redocking (Fakih et al., 2021). Reseptor yang sudah disiapkan lalu disimpan dalam format file
.pdbqt. Di lain sisi, persiapan ligan alami dilakukan dengan menghapus molekul air dan grup reseptor
1SJ0 hingga tersisa grup ligan alami. Selanjutnya, ligan dipreparasi dengan software Autodock
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dengan diberi tambahan atom hidrogen dan muatan gasteiger yang akan digunakan pada saat proses
redocking. Ligan yang telah disiapkan disimpan dengan format file .pdbqt.

Preparasi kesebelas ligan uji dilakukan dengan pengoptimalan geometri menggunakan
Chem3D lalu diminimalisasi energinya dengan tujuan untuk menghasilkan energi terendah yang
menunjukkan kestabilan struktur kimia ligan serta menghasilkan struktur dengan lipatan yang
berbeda. Tahapan berikutnya dilanjutkan preparasi menggunakan software Autodock dengan
tahapan yang sama ketika melakukan preparasi ligan alami.

Selanjutnya, dilakukan penentuan sisi aktif dari reseptor ESR-1 (1SJ0). Hal ini dapat dilakukan
dengan memposisikan grid box pada ligan alami (center on ligand) seperti pada Gambar 3.

7% Grid Options

File Center View  Help
Current Total Grid Pts per map: 68921
number of points in x-dimension:

l []40°7 ﬂ

number of points in y-dimension:

\lIH“)IIU]I

number of points in z-dimension:

[ (LN |
Spacing (angstrom): | (ICEIETNN) |

Center Grid Box: <offset>

x center: [30.885 l [10.000 %l

y center |-1.067 [TTT 0-000 Tf

z center: |23464 I |0.000I

Gambar 3. Grid Box Sisi Aktif Reseptor ESR-1 terhadap Ligan Alami

Gambar 3 menunjukkan grid box koordinat di mana area aktif dari reseptor ESR-1 (1SJ0)
berikatan dengan ligan alami (Antagonist Ligand 4-D). Gridbox yang digunakan berukuran 40 x 40
x 40 serta posisinya terletak pada (x center: 30,885; y center: -1,067; z center: 23,464). Koordinat
lokasi ikatan ligan alami dengan reseptor ESR-1 (1SJ0) yang sudah diketahui digunakan kembali pada
saat melakukan docking pada ligan uji. Tujuan dilakukannya hal ini adalah untuk membandingkan
interaksi antara ligan yang diuji dengan ligan alami terhadap reseptor ESR-1 (1SJ0).

Cluster RMSD pada ligan uji, reference RMSD pada ligan alami, konstanta inhibisi (KI),
energi ikatan, dan interaksi dengan asam amino (ikatan hidrogen, ikatan Van der Waals, dan ikatan
lainnya) merupakan faktor-faktor yang dijadikan parameter pada proses docking. Nilai Reference
RMSD yang memenuhi syarat pada ligan alami harus <2 yang menandakan bahwa posisi ikatan ligan
alami sebelum dan sesudah dilakukan redocking memiliki kemiripan, sehingga hal ini dapat menjadi
validasi bahwa metode docking yang digunakan sudah tepat (Agistia et al., 2015). Pada tahap
berikutnya, file docking dibuat dalam bentuk Grid Parameter File (GPF) dan Docking Parameter
(DPF) lalu dilakukan proses docking dengan menggunakan command prompt (cmd). Hasil redocking
ligan alami kemudian dapat dilihat dalam file .dlg dan disajikan dengan jelas pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil redocking ligan alami (antagonist ligand 4-d)

Kode Gridbox RMSD Energi Ikatan KI (uM)
PDB Reference RMSD  Cluster RMSD (kkal/mol)
1SJO x :30,885 0,81 0,0 -13,92 62.29 x
y:-1,067 10
7 :23,464

Berikutnya, dilakukan juga visualisasi dengan software Biovia Discovery Studio 2021 dengan
cara memasukkan file ligan alami sebelum dan sesudah proses redocking, lalu melakukan overlay
pada keduanya.
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Gambar 4. Overlay ligan alami sebelum (hijau) dan sesudah re-docking (biru)

Pada Tabel 5 dan Gambar 4 ditunjukkan overlay dari ligan alami sebelum dan sesudah proses
redocking dengan nilai energy binding sebesar 13,92 kkal/mol, KI sebesar 62,29 x 10-6 uM, dan
reference RMSD sebesar 0,81. Hal ini menandakan bahwa nilai reference RMSD yang didapatkan
telah memenuhi persyaratan (Reference RMSD<2), sehingga ligan alami sebelum dan sesudah
redocking memiliki kemiripan posisi berikatan dengan reseptor ESR-1 (1SJ0).

Dilakukan juga proses docking pada kesebelas ligan uji (apigenin, katekin, luteolin, rutin,
kaempferol, myricetin, quercetin, asam kafeat, asam klorogenat, asam neoklorogenat, dan asam
ferulat) dengan menggunakan posisi gridbox yang sama (x center: 30,885; y center: -1,067; z center:
23,464). Proses docking dilakukan sebanyak 100 kali (100 run) untuk setiap ligan uji dan diambil
koformer dengan hasil terbaik. Nilai cluster RMSD yang diambil pada ligan uji adalah yang bernilai
0.0, hal ini menandakan bahwa posisi atom-atom suatu koformer ligan memiliki kemiripan dengan
koformer ligan pada cluster yang sama. Interpretasi ikatan antara ligan dan reseptor bersifat spontan
ditandai dengan binding energi yang bernilai negatif. KI merupakan parameter yang menunjukkan
afinitas antara ligan dengan protein target, di mana semakin rendah nilai konstanta inhibisi yang
diperoleh maka semakin rendah hambatan ikatan ligan tersebut dengan protein target (Rena et al.,
2022). Interaksi ligan-reseptor dapat terjadi melalui beberapa mekanisme, di antaranya ikatan
hidrogen dan ikatan Van der Waals. Namun, ikatan interaksi antara ligan dan reseptor yang
diharapkan adalah ikatan hidrogen karena ikatan hidrogen merupakan ikatan yang paling kuat jika
dibandingkan ikatan lainnya. Hasil docking ligan uji ditunjukkan pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil penambatan molekuler
No. Senyawa Cluster  Binding Energy KI Interaksi dengan Reseptor
RMSD  (kkal/mol) M)

Ikatan Hidrogen Ikatan Vander  Lain-Lain

Waals

1. Ligan Alami 0,0 -13,92 62,29x  GLU A:353 THR A:346 TRP A:385
(Antagonist 10° HIS A: 524 LEU A:354
Ligand 4-D) GLY A:521 ALA A:350
LEU A:525
LEU A:346
LEU A:387
LEU A:391
PHE A:404
ILE A:424
MET A:421
2. Apigenin 0,0 -8,46 62,925 GLY A:521 - LEU A:384
x 102 HIS A:524 LEU A:525
LEU A :387 LEU A:391
ARG A:3%4 ALA A:350
GLU A:353 ILE A:424

MET A:388
3. Katekin 0,0 -8,2 97,024 LEU A:387 - PHE A:404
x 107 GLU A:353 ALA A:350
HIS A:524 ILE A:424
GLY A:521 MET A:388
LEU A:391
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10.

11.

12.

Kaempferol

Luteolin

Myricetin

Quercetin

Rutin

Asam Kafeat

Asam
Klorogenat

Asam
Neoklorogenat

Asam
Ferulat

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

0,0

-8,19

-8,43

-7,87

-8,12

-8,86

-5,21

-6,79

4,71

1,0

66,366
x 107

1,71

1,12

32,152
x 107

151,42

10,49

354,92

2,7

GLY A:521
HIS A:524
LEU A:387
ARG A:3%4
GLU A:353
MET A:388
GLU A:353
ARG A:39%4
LEU A:387
GLY A:521
HIS A:524
MET A:388

ARG A:394
GLU A:353
THR A:347
MET A:388

LEU A:346
GLU A:353
HIS A:524
GLY A:521

CYS A:530
GLU A:353
ALA A:350
GLY A:521
THR A:347

GLU A:353

CYS A:530
GLU A:353
ARG A:394
LEU A:346

LEU A:346
LEU A:387
ARG A:394
GLU A:353
ASP A:351

GLU A:353
PHE A:404

LEU A:345
ARG A:39%4
LEU A:391
MET A:388
LEU A:384
MET A:343
MET A:522

LEU A:525
MET A:421

LEU A:391
LEU A:525
ALA:350
PHE A:404
MET A:421

MET A:388
PHE A:404
ALA A:350
LEU A:391
LEU A:525
LEU A:384
ILE A:424

LEU A-391
LEU A:384
ALA A:350
CYS A:530
LEU A:346
LEU A:387
LEU A:525

LEU A:394
PHE A:404
ALA A:350
LEU A:387
LEU A:525
ILE A:424
MET A:421

TRP A:383
TYR A:526
LEU A:525
MET A:522
ILE A:424
LEU A:391
MET A:421
LEU A:346

LEU A:387
LEU A:391

THR A:347
LEU A:525
ALA A:350
LEU A:387

ALA A:350
CYS A:530
LEU A:525

ALA A:350
LEU A:387
LEU A:349

Hasil docking dari kesebelas ligan uji menunjukkan bahwa semua ligan uji mempunyai nilai
energy binding yang negatif. Nilai energy binding terkecil terdapat pada senyawa rutin, apigenin, dan
luteolin. Hal ini menandakan bahwa 11 ligan uji dapat berikatan secara langsung dengan reseptor
ESR-1. Berikutnya nilai konstanta inhibisi yang didapat pada setiap ligan uji bervariasi, tetapi nilai
konstanta inhibisi yang paling kecil terdapat pada senyawa rutin, apigenin, dan luteolin. Selain itu,
kesebelas ligan uji juga memiliki interaksi dengan reseptor yang berbeda-beda. Ligan uji dengan
ikatan hidrogen terbanyak adalah luteolin, kaempferol, dan apigenin dengan total 6 ikatan hidrogen.
Berdasarkan dari hasil docking, kami menyimpulkan bahwa senyawa luteolin memiliki aktivitas yang

95



paling optimal yaitu dengan nilai binding energy sebesar 51,36, konstanta inhibisi sebesar 66.366 x
10-2 uM, serta 6 ikatan hidrogen yang menunjukkan interaksi yang kuat antara luteolin dengan
reseptor ESR-1. Hal ini diperkuat juga dengan nilai pharmacophore fit-score luteolin pada model uji
reseptor ESR-1 yang digunakan yaitu sebesar 51,36. Visualisasi interaksi luteolin dengan reseptor
ESR-1 (1SJ0) secara 2D dan 3D ditunjukkan pada Gambar 5.

ALA
A:350
A:égB LE
HQ A:391
O H A%I1
()\ o
A55a :
: ()H // A%‘§4
Q
PH :
KiiGa LB, . 55 A58a
: AN AS4
. T
Al
() (b)

Gambar 5. Visualisasi interaksi luteolin dengan reseptor ESR-1 (1SJ0) secara 2D (a) dan 3D (b)

SIMPULAN

Terdapat 11 senyawa metabolit sekunder pada daun kenikir yang telah dilakukan studi secara
in silico. Berdasarkan hasil dari analisis senyawa terhadap Lipinski Rules of Five, ADMET, skrining
senyawa uji farmakofor, molecular docking, dan interaksi ligan-reseptor didapatkan bahwa luteolin
merupakan senyawa yang paling potensial sebagai inhibitor reseptor ESR-1 dengan pharmacophore
fit-score sebesar 51,36, binding energy sebesar -8,43 kkal/mol, KI sebesar 66.366 x 10-2 uM, dan
interaksi ligan-reseptor yang kuat (6 ikatan hidrogen). Oleh karena itu, senyawa luteolin dalam daun
kenikir berpotensi sebagai antikanker pada kanker ovarium.
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