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ABSTRAK

Fitriah, Aida. 2017. Analisis Interaksi Senyawa Flavonoid Sukun (Artocarpus altilis)
Terhadap Reseptor Estrogen Alfa (ERa) Secara In Silico Sebagai Model
Kandidat Antikanker Payudara. Skripsi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing
Biologi: Kholifah Holil, M.Si; Pembimbing Agama: Umaiyatus Syarifah, M.A

Kata Kunci: Interaksi Molekuler, Flavonoid, ERa, In Silico, Kandidat Antikanker Payudara

Estrogen reseptor alfa (ERa) merupakan reseptor yang diproduksi secara berlebihan
di jaringan payudara. Reseptor tersebut mampu berikatan dengan hormon estrogen sehingga
dapat memicu proliferasi sel kanker. Proliferasi ini dapat dicegah menggunakan senyawa
aktif flavonoid yang memiliki potensi sebagai antikanker. Sukun (Artocarpus altilis)
merupakan salah satu tanaman yang memiliki kandungan senyawa aktif flavonoid. Senyawa
turunan flavonoid yang terdapat pada sukun diantaranya adalah cycloaltilisin 7,
isocyclomorusin, cyclomorusin, cycloaltilisin, cyclomulberrin, isocyclomulberrin, quercetin,
cyclocommunal, artocarpin, artonin E, morusin. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
senyawa turunan flavonoid sukun (Artocarpus altilis) yang memiliki potensi paling efektif
terhadap ERa sebagai kandidat antikanker payudara secara In silico.

Jenis penelitian yang dilakukan adalah deskriptif eksploratif. Penelitian ini dilakukan
melalui beberapa tahap meliputi: preparasi ligan, preparasi protein reseptor, uji HIA (Human
Intestinal Absorption), Uji Lipinski Rule of Five, Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for
Subtances), penambatan molekuler (Molecular Docking) dan visualisasi hasil docking. Data
dianalisis dengan mengelompokkan nilai berdasarkan kategori dari HIA (Human Intestinal
Absorption), Lipinski Rule of Five dan nilai Pa (Probable activity) dari uji PASS. Hasil
docking dianalisis dengan cara mengelompokkan model ligan yang memiliki energi ikatan
paling rendah dan jenis ikatan yang terbentuk.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari sebelas senyawa turunan flavonoid sukun
(Artocarpu altilis) yang diujikan, isocyclomorusin memiliki nilai binding affinity paling
rendah yaitu -8,4 kkal/mol dan terbukti memiliki aktivitas yang sedang sebagai anti-
neoplastik pada breast cancer. Isocyclomorusin juga memiliki kemampuan terabsorpsi baik
94,7462% di usus dan mampu menembus membran sel sehingga dapat direkomendasikan
sebagai senyawa paling efektif untuk kandidat antikanker payudara.
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ABSTRACT

Fitriah, Aida. 2017. In Silico Analysis of Interaction of Breadfruit Flavonoid Compounds
(Artocarpus altilis) on Receptor Estrogen Alpha (ERa) as Candidate Model of
Anti-Breast Cancer. Thesis. Biology Department Faculty of Science and
Technology State Islamic University Maulana Malik lbrahim Malang. Biology
Advisor: kholifah Holil, M.Si; Religion Advisor: Umaiyatus Syarifah, M.A

Keywords: Molecular Interaction, Flavonoid, ERa , In Silico, Anti-Breast Cancer Candidate

Receptor Estrogen Alpha (ERa) is a receptor that produced excessively in breast
tissue. These receptor which can trigger cancer cell proliferation since it has the ability to
bind with estrogen hormone.This proliferation can be prevented by using an active flavonoid
compounds that has anti-cancer potential. Breadfruit is one of plants that has active
flavonoid compounds. Breadfruit contains some active flavonoid compounds, they are
cycloaltilisin 7, isocyclomorusin,  cyclomorusin, cycloaltilisin,  cyclomulberrin,
isocyclomulberrin, quercetin, cyclocommunal, artocarpin, artonin E, and morusin.This
research aim to know derived flavonoid compounds of breadfruit (Artocarpus altilis) that has
the most effective potential on ERa as anti-breast cancer candidate by In silico.

The research was conducted by using exploratory descriptive method. This research
was conducted in several phases/stages: ligand preparation, receptor protein preparation, HIA
(Human Intestinal Absorption) test, Lipinski Rule of Five Test, PASS (Prediction of Activity
Spectra for Subtances) Test, Molecular Docking, and docking result visualization. Data was
analyzed by grouping the value based on HIA category, Lipinski Rule of Five, and Pa
(Probable activity) value from PASS test. Docking results was analyzed by grouping ligand
models that has lowest binding energy and also analyzed based on the kind of bindings.

The results of this research show that from eleven breadfruit (Artocarpus altilis)
derived flavonoid compounds that had been tested, isocyclomorusin has the lowest binding
affinity value, 8,4 kkal/mol, and predicted has a moderate activity as anti-neoplastic
on/towards breast cancer. The compound also has good adsorption capacity in intestine,
94,7462%, and able to penetrate towards cell membrane. From these results, isocyclomorusin
can be recommended as the most effective compound for anti-breast cancer candidate.

XVi



dall) Lalid,
o (Era) alfa gzt s w2 ( Artocarpusaltilisy  ;od! o gl Jels Jolows 2017 . st |3 e
Uy egSb aendlo Yl &gl dnals (3 Lwgd g Sly pslall S Lmgds )l s ol Olbjw 0 oo 23908 I Silico S0
oW g 2 ) el ) e (38550 g prem W) L Aids Lol e 3 8520l el G L

@l Ol ol slall | OsSledl (3, 3l ) o el s Leall o ledS

Oyas bayy e 8,56 Mt (58 Olbps 3 o) ojie Miins 58 (ERQ) Wl gVl Ogan e
L) g Azl S g SRl OlSh plaszaly HLas Vs mie S &l WA Lol ] 35 OF (S8 okt ¥l
Rl S SIS e (s B UL e Bty b (rebell s ST g ol Ol sl e S
esS 5 OpbaslSasal  OpkeglSin eSS S Sl e SISy L B35l LS Bz
il Lo (Artocarpus altilis ) sy G4 Slizie id 1) uhd) sds Bud L yer , B o)) 3550, iseSHiKe
05k st 3 Olell 3Ll e S 2l S

Akded) Olggnl slasly i slae] 1 b ol Ui fole ae (3 caprl g L oy BLESGL) g2 Eoudl s g
Prediction ofy PASS |\ , Lipinski Rule of Five )=\ ,(Human Intestinal Absorptiony HIA
et P r UL L ¢ By (il g il jgadlymolecular docking , Activity Spectra for Subtances)
oo (et bladly S ansy, Lipinski Rule of Five,(Human Intestinal Absorptiony HIA a5 (> we
hSas ¢ g ol g3 i) Bl 351 e kit 239k aed I wdOcking (A2 ¢ . PASS L

il oy glSgal B dusley el (Artocarpus altilis y olzid) 530 LS i aa r Of sl @ g
%0 s 505 o i dSagul Laadly st Ol & ol 2ilSee syl blaall OF elas glly Jgn [ (587 kS8, 4 i 3o
Olspedd slizs ik &l SV GASH & cogll gl o oS et Bl cLae Bl e 5,36y elaal) (3 assliazal 94.7462

NESt]

XVii

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Kanker payudara merupakan salah satu penyakit yang mejadi penyebab
kematian di dunia (Erejuwa dkk, 2014; Surtess et al., 2010). Hasil Riset
Kesehatan Dasar Tahun 2013 menyatakan bahwa kanker payudara menduduki
prevalensi tertinggi yaitu 28,7% (12.014 orang), disusul kanker serviks 10,4%
(4342 orang) (Noorhidayah, 2016). Kanker payudara disebabkan oleh
pertumbuhan sel yang abnomal di jaringan payudara. Sebagian besar kejadian
tersebut terjadi di sel- sel yang melapisi duktus sehingga terjadi kanker duktal dan
beberapa dapat terjadi di lobulus serta kemungkinan kecil terjadi di jaringan lain
(Ellis et al., 2003). Sel kanker tersebut akan terus berproliferasi salah satunya
diakibatkan oleh paparan hormon (American Cancer Society, 2017).

Produksi hormon estrogen pada wanita post-menopause tidak lagi
diproduksi dalam jumlah yang banyak pada ovarium.Namun estrogen diproduksi
lebih tinggi di jaringan lemak seperti di jaringan adiposa payudara. Oleh sebab itu,
wanita yang mengalami obesitas lebih rentan mengidap kanker payudara karena
jaringan lemak yang dimiliki juga lebih banyak (Facina, 2014; Diorio et al.,
2014). Produksi estrogen yang tinggi akan berikatan dengan reseptor estrogen
yang ada di jaringan payudara. Reseptor estrogen alfa (Era) merupakan reseptor
yang lebih banyak ditemukan pada jaringan payudara dan memiliki kemampuan
lebih kuat dalam mengikat estrogen dibandingkan dengan ER( (Aka dan Lin,

2012; Paterni et al., 2014; Bocchinfuso dan Korach, 1997). Estrogen yang



dihasilkan di jaringan payudara akan berikatan dengan ERa dan memicu
proliferasi sel kanker (Chlebowski et al., 2003). Hormon tersebut akan
membentuk ikatan kompleks dengan ERa yang berada di sitosol dan kemudian
bergerak ke nukleus (Campbell dan Reece, 2008). Disana, ikatan ini akan
berikatan dengan estrogen respon element (ERE) yang terletak di dekat gen yang
akan dikontrol transkripsinya. Kemudian kompleks tersebut mengaktifkan kerja
protein ko-aktivator SRC-3 yang akan memicu replikasi sel kanker sehingga
proliferasinya tidak terkontrol (Gibbs, 2000; Pilar et al., 2010, Osborne et al.,
2003).

Flavonoid termasuk salah satu senyawa fenolik yang berpotensi sebagai
antikanker (Balasubranian dan Ragunathan, 2012). Salah satu tanaman yang
memiliki kandungan senyawa aktif flavonoid adalah Sukun (Artocarpus altilis)
(Wang et al., 2007). Tanaman ini mampu hidup di daerah tropis seperti Indonesia
dan dapat dijadikan sebagai obat tradisional (Witantri, 2015). Berbagai macam
tanaman yang tumbuh di muka bumi merupakan sebuah kenikmatan yang
diberikan Allah SWT kepada makhluk-Nya sehingga dapat dimanfaatkan dengan

sebaik-baiknya. Sebagaimana Allah SWT berfirman dalam surah Asy- Syu’ara

(26): 7
~ - w3 _ . /,/ﬂ; . - .’/’,a ~ 071/ ’/ /E
D25 755 F o e W L= 2N ) 155 5
Artinpa : “Dan Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah

banyaknya, Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam (tumbuh-tumbuhan )
yang baik?” ( QS. Asy-Syu’ara (26): 7).



Menurut al-Qurthubi (2009) Kata ~_S memiliki makna baik dan mulia.
Asal kata »'_S) dalam bahasa arab adalah J-=dll yang bermakna kebaikan. Menurut
Shihab (2002), kata ~_S disini adalah segala sesuatu termasuk tumbuhan yang
baik dan memiliki berbagai macam manfaat. Hal ini mengarahkan manusia untuk
melihat aneka tumbuhan dan berbagai macam manfaat yang terdapat di dalamnya
salah satunya dengan meneliti potensi senyawa flavonoid pada sukun (A. altilis)
untuk mengetahui keefektifannya sebagai antikanker payudara.

Senyawa flavonoid artocarpin dan cyclocommunal dari sukun (A. altilis)
telah terbukti berpotensi mengurangi viabilitas sel kanker payudara T47D secara
in vitro (Arung et al., 2009). Anggraeni et al., (2011) juga menyatakan bahwa
senyawa flavonoid yang terdapat pada ekstrak daun sukun (A. altilis) dapat
digunakan sebagai obat antikanker dan kardiovaskuler. Namun demikian,
senyawa cyclocommunaldan artocarpin serta masih banyak senyawa flavonoid
yang lain seperti artonin E, morusin (Boonphong et al.,2007), cycloaltilisin 7
(Patil et al., 2002), isocyclomorusin, cyclomorusin, cycloaltilisin, cyclomulberrin,
isocyclomulberrin (Chen et al., 1993), quercetin (Mozef et al., 2015) yang perlu
diuji untuk mengetahui potensinya sebagai antikanker secara molekuler.

Senyawa flavonoid dapat berperan sebagai SERM (Selective Estrogen
Receptor Modulator) karena merupakan golongan senyawa fenolik yang memiliki
struktur kimia C6-C3-C6 (White dan Y.Xing, 1951; Mandhavi et al., 1985;
Maslarova, 2001). SERMs mampu masuk ke dalam sel lalu berikatan dengan
reseptor estrogen (ERa) dan membentuk ikatan kompleks. Ikatan kompleks ini

akan berikatan dengan estrogen respon element (ERE) yang terletak di dekat gen



yang akan dikontrol transkripsinya. Kemudian kompleks tersebut akan
mengaktifkan suatu protein ko-repressor NCoR dan menekan replikasi sel kanker
sehingga proliferasinya dapat terkontrol (Bryant, 2002; Girault et al., 2006).

Molecular docking merupakan salah satu metode in silico yang dapat
digunakan untuk memodelkan ikatan molekuler. Docking dilakukan dengan cara
melakukan penambatan sebuah ligan pada bagian sisi aktif dari reseptor (Ahmed,
et al., 2007). Hal demikian bertujuan untuk mengalisis interaksi antara ligan dan
reseptor pada level molekul sehingga dapat diketahui kekuatan score docking
serta jenis ikatan yang terjadi (Claverie dan Notredame, 2006). Semakin rendah
score docking yang dihasilkan maka menunjukkan bahwa afinitas ligan-reseptor
tersebut semakin kuat (stabil) (Fita, 2015). Molecular docking sudah banyak
dilakukan diantaranya penambatan senyawa flavonoid myricetin dari kulit pisang
(Musa paradisiacal L.) terhadap reseptor Era dan menghasilkan nilai binding
affinity sebesar -15, 5834 kkal/mol dengan terbentuk ikatan hidrogen pada residu
Leu346 dan Glu353 (Pratama et al., (2011)

Tamoxifen merupakan obat yang telah terbukti mampu mencegah
proliferasi sel kanker dengan cara berikatan pada reseptor estrogen alfa (ERa)
(Sekarjati, 2014). Ikatan tersebut akan berikatan dengan estrogen respon element
(ERE) dan mengaktifkan protein ko-repressor NCoR yang dapat menekan
replikasi gen sehingga proliferasi sel tidak terjadi (Deroo dan Korach, 2006;
Girault et al., 2006). Etti et al., (2016) menyatakan tamoxifen mampu berikatan
dengan ERo dengan nilai binding affinity sebesar -13,93 kkal/mol. Namun

pengunaan tamoxifen dalam waktu yang lama memberikan efek yang berbahaya



bagi tubuh sehingga dibutuhkan obat dari herbal yang lebih aman untuk
meminimalisir efek tersebut. Oleh karena itu, penelitian ini penting dilakukan
untuk mengetahui senyawa turunan flavonoid sukun (A. altilis) yang dapat

dijadikan sebagai obat herbal yang potensi sebagai antikanker payudara.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah senyawa flavonoid manakah
dari sukun (Artocarpus altilis) yang memiliki potensi paling efektif sebagai

antikanker payudara secara in silico?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui senyawa turunan
flavonoid dari sukun (Artocarpus altilis) yang memiliki potensi paling efektif

sebagai antikanker payudara secara in silico.

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Aspek Teoritis
a. Memberikan pemahaman teoritis tentang potensi senyawa flavonoid
dari sukun (Artocarpus altilis) sebagai antikanker payudara melalui

pemblokan reseptor ERa secara In silico.



2. Aspek Aplikatif
a. Memberikan informasi dalam dunia kesehatan khususnya di bidang
pengobatan kanker terkait target pengobatan yang lebih efektif pada
sel kanker payudara serta senyawa aktif dari sukun (Artocarpus artilis)
yang dapat dijadikan sebagai bahan baku didalam pengembangan obat

baru untuk antikanker.

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Senyawa uji yang digunakan adalah turunan flavonoid yang ada di sukun
(Artocarpus altilis).

2. Senyawa yang digunakan untuk uji in silico diperoleh dari hasil studi
pustaka, diantaranya adalh quercetin CID: 5280343, isocyclomulberrin
CID: 5316260, Cycloaltilisin CID: 11811595, isocyclomorusin CID:
5316261, cyclomorusin CID: 5481969, cycloaltilisin CID: 44258301,
cyclomulberrin  CID: 11742872, cyclocommunal CID: 10315987,
artocarpin CID: 5458461, Artonin E CID: 5481962, Morusin CID:

5281671 yang diunduh dari (http://pubchem.nchi.nim.nih.gov) dalam

bentuk sdf.
3. Reseptor yang digunakan adalah reseptor estrogen alfa (Era) CID: 3ERT

yang diunduh dari PDB http://www.rcsb.org.

4. Pembanding yang digunakan adalah 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT).


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rcsb.org/

5. Parameter uji in silico adalah nilai energi ikatan (binding affinity) dari
hasil interaksi senyawa turunan flavonoid (ligan) dengan reseptor estrogen
alfa ( ERa).

6. Aplikasi yang digunakan adalah Lipinski Rule of Five, Pymol, Autodock
Vina, Autodock, Open Bable dan Discovery Studio, Ligplot™ v.1.4.5.

Database yang digunakan adalah (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dan

(http://www.rsch.orq).
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2.1 Kanker Payudara dan Reseptor Estrogen (ER)

Kanker payudara payudara merupakan tumor ganas yang terjadi di
kelenjar payudara. Tumor pada payudara bermula dari sel epitelial, sehingga
sebagian besar kanker payudara dikelompokkan sebagai karsinoma
(Hondermarch, 2003). Kanker dikarakterisasi oleh pembelahan sel yang tidak
terkontrol dan penyebarannya yang meluas ke jaringan-jaringan lain (Sarkar et al.,
2013).

Perkembangan sel kanker ini disebut dengan karsinogenesis.Proses
karsinogenesis diawali dengan tahap inisiasi. Pada tahap ini terjadi mutasi gen
yang menyebabkan perubahan genetik pada sebuah sel somatik. Mutasi gen yang
terjadi seperti dilesi, duplikasi ataupun translokasi. Sel yang termutasi ini akan
tumbuh lebih cepat dibandingkan dengan sel normal yang ada disekitarnya. Tahap
kedua karsinogenesis adalah tahap promosi. Pada tahap ini sel yang yang
mengalami mutasi (abnormal) terstimulasi untuk melakukan proliferasi lebih
lanjut hingga mengakibatkan ketidakseimbangan seluler. Tahap ini membutuhkan
transformasi yang didorong oleh paparan karsinogen dalam jangka panjang.
Ketiga adalah tahap progresi, atau biasa disebut konversi sel pre-neoplastik. Sel
pre-neoplastik akan bertransformasi menjadi sel yang ganas (maglinan). Tahap
keempat adalah metastatis tumor ketika progresi tumor terus berkembang, sel

akan terlepas dari masa tumor dan menginvasi jaringan terdekat. Sel yang lepas



tersebut juga akan masuk ke dalam sirkulasi darah dan limfa sehingga masuk
kejaringan atau organ lain kemudian berkembang. Hal ini menyebabkan
proliferasi sel kanker tidak terkontrol (Devi, 2005).

Sel kanker payudara dapat berkembang karena pengaruh hormon estrogen
yang berikatan dengan reseptornya. Ada dua bentuk reseptor estrogen yang
dibedakan berdasarkan kode genetiknya yaitu estrogen reseptor alfa (ERa) dan
estrogen reseptor beta (Erf). Kedua reseptor tersebut termasuk ke dalam anggota
famili reseptor tiroid, sterol, steroid dan asam retinoat (Katzung, 2010). Cabang
dari kromosom ke-6 merupakan gen pada manusia yang mengkodekan ERa dan
untaian g22-24 kromosom ke-14 merupakan gen yang mengkodekan Erfp (Faustini
et al., 1999). Ero bertanggung jawab pada proses estrogen-induces mitogenic
signaling sel epitel pada payudara, uterus dan ovarium. Selain itu juga berperan
dalam inisiasi dan progresi kanker payudara (Tokunaga dkk., 2014).

Reseptor estrogen ERa merupakan reseptor estrogen yang terekspresi
banyak di jaringan payudara dan mampu berikatan dengan hormon estrogen
(Neuman dan Rossi, 2012). Hormon estrogen merupakan hormon yang
produksinya tinggi di jaringan payudara pada wanita post-menopause. Terjadinya
ikatan antara hormon estrogen dan ERa menjadi penyebab hampir 70% kanker
payudara karena dapat menstimulasi pertumbuhan dan replikasi sel kanker
(Tokunaga dkk., 2014; Campbell dan Reece, 2008; Neuman dan Rossi, 2012).

Estrogen merupakan hormon steroid yang memiliki 10 atom C. estrogen
secara umum memiliki struktur kimia gelang A yang bersifat tidak jenuh dan pada

atom karbon nomor 102, 3-4 dan 5-10 terdapat ikatan rangkap serta selalu
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terdapat gugus OH pada kabon nomor 3 (Speroff, 2005). Sturktur estrogen dapat

dilihat pada gambar 2.1.

CH; O

HO
Gambar 2.1 Struktur Estrogen (Speroff, 2005)

Estrogen terdiri dari estradiol (E2), estriol (E1), dan estrone (E3).Secara
biologis, estradiol adalah yang paling aktif. Estradiol memiliki potensi yang lebih
kuat dalam menstimulasi replikasi gen daripada estriol dan estrone dengan
perbandingan E2:E1:E3=10:5:1 (Speroff, 2005).

Mekanisme kerja estrogen yang terjadi di dalam tubuh tidak lepas dari
reseptor estrogen. Hormon estrogen yang berikatan dengan reseptornya akan
mempengaruhi jaringan targetnya. Ketika molekul estrogen bersirkulasi di aliran
darah maka akan berikatan pada sel yang memiliki reseptor estrogen sehingga
menimbulkan efek pada jaringan tersebut (Liu, 2005). Seperti halnya dapat dilihat
pada gambar 2.2 reseptor estrogen berada dalam konformasi tidak aktif di
sitoplasma. Namun ketika estrogen datang dan berikatan dengan reseptornya
maka akan terbentuk ikatan kompleks yang merubah konformasi reseptor tersebut
menjadi aktif menuju nukleus (Mason et al., 2010). Ikatan kompleks tersebut akan
berikatan dengan rangkaian estrogen response element (ERE) yang terletak pada

promoter gen target dan mengaktifkan kompleks protein ko-aktivator SRC-3
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mengaktifkan transkripsi gen yang memicu replikasi sel (Mason et al., 2010;

Carroll et al., 2006 ; Nilsson et al., 2001; Osborne et al., 2003).

ESTROGEN
REGEPTOR  gyrpogen

CHLL MEMBRANE

lassic
(ligand/ERE dependent)

-
ligand &
= -

Gambar 2.2Estrogen Berikatan dengan ER (Mohammad, 2015).

2.2 Tanaman Sukun (Artocarpus altilis)

Tumbuhan menjadi salah satu bukti kekuasaaan dan kebesaran Allah
SWT.Allah menciptakan berbagai macam tanaman di muka bumi ini agar
manusia dapat mengambil manfaat yang terdapat di dalamnya. Semua tumbuhan
yang ada di bumi ini memiliki berbagai macam manfaat diantaranya dapat
digunakan untuk sumber obat hayati, sumber makanan dan sandang. Allah SWT

berfirman dalam surah Taha (20): 53:
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Artinya : “Yang telah menjadikan bagimu bumi sebagai hamparan dan Yang
telah menjadikan bagimu dibumi itu jalan-jalan, dan menurunkan dari langit air
hujan. Maka kami tumbuhkan dengan air hujan itu berjenis-jenis dari tumbuhan-
tumbuhan yang bermacam-macam “.(QS.Taha (20):53

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Menurut Jazairi (2007) Kata azwaajan artinya berbagai macam jenis dan
syatta artinya adalah beraneka warna serta rasa. Menurut Al-Qarni (2007)
menjelaskan bahwa Allah SWT yang telah menjadikan bumi ini sebagai sarana
untuk tempat tinggal dan apa yang terdapat di dalamnya dapat dimanfaatkan.
Allah SWT juga menurunkan hujan dari langit yang dapat menumbuhkan
berbagai macam ttumbuhan di muka bumi ini yang salah satunya adalah sukun
(Artocarpus altilis).Salah satu manfaat yang dimiliki oleh sukun adalah sebagai
antikanker dan termasuk tanaman tropis yang dapat tumbuh di daerah Indonesia
karena dapat tumbuh pada iklim tropis dengan suhu 20°- 40°C serta curah hujan
tinggi 2.000 — 3000 mm per tahun (Mardiana, 2013). Tanaman ini tersebar di
berbagai pulau Indonesia meliputi Sumatera (Aceh), Sumatera Utara, Sumatera
Barat, Riau, Pulau Jawa (Kepulauan Seribu, Malino, dan Maluku, Jawa Barat,
Bali, Nusa Tenggara Barat, Jawa Tengah, Yogyakarta, Jawa Timur, dan Madura),
dan Timur, Sulawesi (Minahasa, Gorontalo, Makassar, (Rizema, 2013).

2.2.1 Klasifikasi Tanaman Sukun (Artocarpus altilis)
Menurut Cronquist (1988) menyebutkan bahwa susunan klasifikasi ilmiah

sukun adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Sub class : Rosidae

Ordo : Rosales
Family : Moraceae
Genus . Artocarpus

Spesies . Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg
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Gambar 2.3 Sukun (Artocarpus altilis) ( Pradhan et al., 2013

2.2.2 Kandungan Senyawa Aktif Sukun (Artocarpus altilis)

Sukun (A.altilis) merupakan salah satu tanaman yang memiliki bermacam-
macam kandungan senyawa aktif diantaranya adalah pada daun terdapat senyawa
saponin, polifenol, steroid, tannin dan flavonoid (Sikarwar et al., 2014; Riasari et
al., 2017). Pada bagian akar dan batang juga terdapat senyawa flavonoid
(Boonphong et al.,2007; Supriyanti, 2009). Dalam 50 mg estrak etil asetat
methanol daun sukun terdapat kadar flavonoid esktrak etil asetat sebesar 0,5554%
dan esktrak metanol sebesar 0, 3727% (Aprizayansyah dkk, 2015). Daun sukun
memiliki kadar flavonoid tertinggi pada ekstrak etanol 17, 74 mg/kg (Suryanto
dan Wehantouw, 2009). Sedangkan kadar flavonoid dari fraksi etil hanya berkisar
3,7% (Sabrina et al., 2013). Berdasarkan informasi di atas dapat diketahui bahwa
tanaman sukun memiliki kandungan senyawa flavonoid yang dapat digunakan

sebagai antikanker (Riasari et al., 2017).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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2.2.2.1 Flavonoid

Salah satu metabolit sekunder yang banyak terdapat di jaringan
tumbuhan adalah senyawa flavonoid (Rajalakshmi dan S. Narasimhan, 1985).
Flavonoid diketahui dapat memberikan efek fisiologis. Oleh karena itu, senyawa
flavonoid dapat dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional (Kristanti dkk, 2008).
Flavonoid yang memiliki potensi sebagai antioksidan dapat berperan dalam
penghambatan siklus sel, memicu terjadinya apoptosis, antiproliferasi dan

penghambatan siklus sel (Ren et al., 2003).

Gambar 2.4 Kerangka Dasar Flavonoid (Robinson, 1995)

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang mengandung 15 atom yang
tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6, artinya kerangka karbonnya terdiri dua
gugus Cg (dua cincin aromatis) yang dihubungkan oleh satuan tiga karbon
(Robinson, 1995) (Gambar 2.4). Flavonoid di golongkanmenjadi 11 kelas
berdasarkan tingkat oksidasi —C3- yang menjadi sebagai penghubung kerangka

karbonnya (Ikan, 1969).
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Gambar 2.5 Kelas Flavonoid Berdasarkan Oksidasi Rantai C3 (lkan, 1969).

Salah satu senyawa turunan flavonoid sukun (Artocarpus altilis) yaitu
cycloaltilisin 7 yang merupakan senyawa yang termasuk dalam kelas
flavanon.Jenis flavonoid ini mirip dengan jenis flavonoid flavon tetapi pada
flavanon tidak memiliki ikatan rangkap pada cincin C. Senyawa flavonoid lain
yang terkandung pada sukun adalah cycloaltilisin, isocyclomorusin, cyclomorusin,
cycloaltilisin,cyclomulberrin, isocyclomulberrin, cyclocommunal, artocarpin,
artonin E dan morusin yang termasuk ke dalam kelas flavon. Flavon tidak
memiliki gugus 3-hidroksi sehingga berbeda dengan flavanol. Kamferol, quersetin
dan myricetin merupakan flavonol yang paling sering terdapat sebagai glikosida

atau biasanya 3-glikosida dan aglikon flavonol (Hakim, 2010).
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Cycloaltilisin 7 Isocyclomorusin  Cyclomorusin Cycloaltilisin

Cyclomulberrin  Isocyclomulberrin - Quercetin Cyclocommunal

Artocarpin Artonin E Morusin
Gambar 2.6 Senyawa Turunan Flavonoid Sukun (Artocarpus altilis)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound)

Flavonoid Merupakan salah satu senyawa fitoestrogen yang dapat bekerja
sebagai SERMs (Selective Estrogen Modulators) (Ross dan Kasum,2002).
SERMs ini dapat berinteraksi dengan reseptor untuk menghasilkan efek
estrogenik lemah atau antiestrogenik karena flavonoid memiliki cincin fenolik
sebagai prasyarat untuk mengikat reseptor estrogen (Hsiesh,1998). Mekanisme
SERMs berinteraksi dengan reseptor estrogen serupa dengan mekanisme
tamoxifen. SERMs ini menembus membran sel dan berikatan dengan reseptor
estrogen di sitosol sehingga terbentuk ikatan kompleks. Ikatan tersebut akan
berikatan dengan estrogen respon element (ERE) yang berada di dekat gen yang

akan dikontrol transkripsinya. Kemudian kompleks tersebut akan berikatan


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound
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dengan protein ko-repressor NCoR sehingga menekan tranksripsi gen yang

mengatur proliferasi sel (Bryant, 2002; Girault et

al.,2006).
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Gambar 2.7 Mekanisme Serms Berikatan Dengan Reseptor Estrogen (Musa dkk,

2007).

2.3 Tamoxifen

Tamoxifen adalah salah satu obat yang telah banyak digunakan sebagai

pengobatan kanker payudara dalam menghambat ikatan antara estrogen dengan

reseptornya sehingga proliferasi sel yang diinduksi oleh mekanisme ini dapat

dihambat. Tamoxifen bekerja sebagai inhibitor kompetitif ikatan estrogen dengan

ERa. Oleh karena itu tamoxifen sebagai pengobatan kanker payudara (Jordan,

2006).

Tamoxifen telah menjadi standar terbaik untuk terapi hormonal. Pemberian

Tamoxifen 20 mg sehari, dimulai segera setelah menyelesaikan kemoterapi dan

berlanjut selama 5 tahun dapat mengurangi resiko kematian. Tamoxifen biasanya

ditoleransi dengan baik (Dipiro et al., 2008).
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Gambar 2.8 Kerangka Dasar Tamoxifen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound)

Data hasil penelitian yang dilakukan oleh Sekarjati (2014) menyatakan
bahwa semakin tinggi konsentrasi tamoxifen yang diberikan menjadikan
persentase viabilitas sel kanker payudara T47D mengalami penurunan. Tamoxifen
memiliki efek antagonis ketika berikatan dengan ER yang ada di jaringan
payudara. Ketika tamoxifen berikatan dengan reseptor estrogen maka akan
terbentuk sebuah ikatan. Ikatan ini akan berikatan dengan ERE dan
mempengaruhi kerja protein ko-repressor NCoR yang akan menekan terjadinya

transkripsi gen ( Riggs dan Hartmann, 2003; Girault et al., 2006).

2.4 Model Ikatan yang Mempengaruhi Interaksi Ligan-Reseptor

Ligan secara kimiawi berikatan pada sekuen asam aminoyang dimiliki
oleh reseptor (Syahputra, 2015). Apabila ikatan suatu molekul memiliki jenis
interaksiyang berbeda-beda maka akan memiliki nilai ikatan yang berbeda-
beda.Beberapa jenis interaksi antar molekul seperti ikatan ion, ikatan hidrogen,

ikatan van der waals, dan ikatan dipol-dipol (Patrick,2001):


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound
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1. lkatan lon

Ikatan ionik merupakan jenis ikatan yang terbentuk antara gugus-gugus
yang memiliki muatan berlawanan. Jenis ikatan ini mampu menghasilkan ikatan
yang kuat karena dipengaruhi oleh besarnya perbedaan keelektronegatifan dari
atom-atom yang terdapat suatu senyawa. Semakin besar beda keeletronegatifan
yang dimilki maka akan menghasilkan ikatan ionik yang semakin kuat (Patrick,
2001).
2. lkatan Hidrogen

Ikatan hidrogen merupakan sebuah ikatan yang terjadi karena adanya gaya
tarik menarik antara atom H dengan atom yang lain yang memiliki
keelektronegatifan besar pada suatu molekul. Ikatan ini terbentuk karena adanya
interaksi antara dua buah molekul yang salah satunya berperan sebagai donor dan
yang lainnya sebagai akseptor. Diantara ikatan yang terjadi antar molekul, ikatan
hidrogen merupakan ikatan yang paling kuat namun lebih lemah jika
dibandingkan dengan ikatan ion ataupun kovalen. Semakin besar perbedaan
keelektronegatifan yang dimiliki oleh atom-atom penyusunnya maka kekuatan
ikatan hidrogen yang dihasilkan pun akan semakin besar (Patrick, 2001).
3. Interaksi Van Der Waals

Interaksi van der waals merupakan jenis interaksi lemah yang dihasilkan
dari interaksi antar molekul. Fluktuasi acak dalam densitas elektron menyebabkan
terjadinya interaksi van der waals sehingga terbentuk daerah yang banyak eketron

dan sedikit elektron. Daerah yang memiliki kaya elektron akan menarik daerah
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yang sedikit elektron. Interaksi ini dinyatakan lemah daripada ikatan ion dan
ikatan hidrogen (Patrick, 2001).
4. lkatan Kovalen

Ikatan kovalen adalah jeni ikatan yang terbentuk karena pemakaian
elektron secara bersama-sama oleh atom-atom pembentuk ikatan. Ketika atom-
atom ini melakukan pemakaian atom bersama maka akan mencapai jumlah
oktetnya. lkatan intermolekul sering terjadi pada obat yang berinteraksi dengan
targetnya. Namun, beberapa obat juga membentuk ikatan kovalen terhadap
targetnya. Obat-obat yang mengandung gugus alkil halida dapat bertindak sebagai
elektrofilik dan bereaksi dengan residu asam amino nukleofilik, seperti serin dan
sistein, pada situs ikatan target yang menyebabkan hubungan ireversibel antara
obat dan target. Beberapa penghambat enzim dirancang untuk bekerja sebagai
substrat dan untuk menjalani reaksi katalis enzim. Hal ini menyebabkan

pembentukan hubungan kovalen antara obat dan enzim (Patrick, 2001).

2.5 Analisis In Silico Melalui Pendekatan Molecular Docking

In Silico merupakan sebuah metode dengan bantuan perangkat komputer
yang dikembangkan dan diterapkan secara luas dan salah satunya untuk
membantu pengembangan dalam bidang farmakologi. Metode In silico
diantaranya mencakup penggunaan database, identifikasi kekerabatan, pengolahan
data, pemodelan dan juga penambatan molekuler (molecular docking) (Ekins
dkk., 2007). Molecular docking adalah studi yang mempelajari bagaimana dua

atau lebih struktur molekul dapat berikatan satu sama lain. Penambatan molekuler
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digunakan untuk memprediksi interaksi yang terjadi antar dua buah molekul atau
lebih (Dar and Mir, 2017). Prinsip dalam docking yaitu menambatkan ligan pada
sisi aktif reseptor sehingga interaksi yang terjadi dapat dianalisis (Kroemer, 2003).
2.5.1 Sumber Informasi Database
Ligan dan Reseptor yang dibutuhkan dalam proses docking ini dapat
diperoleh dari database. Database yang digunakan dalam penelitian ini
diantaranya adalah:
2.5.1.1 Pubchem
PubChem (http://PubChem.ncbi.nlm.nih.gov) merupakan sebuah database
yang menyimpan kumpulan data molekul-molekul dalam bentuk tiga dimensi
(3D) yang berasal dari kontribusi para peneliti biologi molekuler di seluruh dunia
(Fathiyah, 2015). Pada situs PubChem ini dapat diperoleh struktur kimia suatu
senyawa yang akan digunakan dalam penambatan molekul yang dapat berfungsi
sebagai ligan.
2.5.1.2 Protein Data Bank

Protein Data Bank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/) merupakan database

yang memiliki lebih dari 32.500 struktur tiga dimensi dari makromolekul biologis
termasuk protein dan asam nukleat. Molekul-molekul tersebut merupakan
molekul yang ditemukan pada semua organisme termasuk manusia, bakteri,
hewan dan tanaman. Struktur yang terdapat di database ini mulai dari protein yang
kecil dan potongan-potongan DNA sampai molekul kompleks seperti ribosom
(Berman et al., 2000; RCSB, 2014). Molekul protein yang didapatkan dari PDB

ini akan digunakan sebagai reseptor dalam proses docking.


http://www.rcsb.org/pdb/
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2.5.2 Perangkat Lunak

Perangkat lunak dibutuhkan untuk melakukan proses pendockingan dalam
uji in silico. Perangkat lunak yang dibutuhkan dalam penelitian ini diantaranya
adalah sebagai berikut:
2.5.2.1 Lipinski Role of Five

Lipinski Role of Five (RO5) merupakan sebuah aplikasi yang digunakan
untuk memprediksi keaktifan suatu obat atau senyawa kimia kerika diberikan
secara oral pada manusia (Lipinski, 2004). Reseptor yang digunakan dalam
penelitian berada dalam sel sehingga ligan harus memilliki kemampuan untuk
menembus membran sel agar dapat berikatan dengan reseptor targetnya (Kuiper et
al., 1996). Aplikasi ini akan membantu untuk menentukan sebuah molekul (ligan)
memiliki kemampuan biovibilitas yang tinggi sehingga dapat berikatan dengan
reseptornya (Arwansyah, 2014). Empat kriteria dalam Ro5 yang menentukan
sebuah molekul akan aktif diberikan secara oral yaitu terkait koefisien partisi air
(logP) <5, berat molekul (Molecular wight/ MW) <500, jumlah ikatan hidrogen
donor (HBD) <5 dan jumlah dari ikatan hidrogen aseptor (HBA) <10. Jika suatu
senyawa tidak memenuhi kriteria tersebut maka kemungkinan tidak aktif secara
oral (Lipinski, 2004).
2.5.2.2 Pymol

Pymol adalah sebuah program yang dapat digunakan untuk visualisasi
senyawa kimia dalam bentuk tiga dimensi yang memiliki gambar yang bagus serta
tampilan beberapa warna dari suatu mikromolekul ataupun makromolekul seperti

protein. Visualisasi ini penting dilakukan untuk memahami stuktur dari suatu
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molekul. Perangkat lunak ini dikomersilkan oleh DeLano Scientific LLC (DelLano
& Bromberg, 2004).
2.5.2.3 AutoDock Vina

AutoDock Vina merupakan salah satu perangkat lunak yang didapatkan
digunakan untuk penambatan molekul dan skrining virtual. Vina memiliki fungsi
yang beragam, tingkat Kinerja tinggi dan meningkatkan akurasi untuk
mempermudah penggunaan (Sandeep et al., 2011). Aplikasi ini dapat memproses
penambatanl ebih dari satu molekul sekaligus serta meminimalkan ukurannya
agar proses docking tidak terlalu lama. Penambatan melalui aplikasi ini akan
mendapatkan score docking dari hasil interaksi suatu molekul ligan dengan
reseptor (Trott dan Olson, 2009).
2.5.2.4 Discovery Studio Visualizer

Discovery Studio Visualizer merupakan perangkat lunak yang dapat
digunakan untuk visualisasi struktur molekul agar dapat dilihat gambaran yang
interaktif dari struktur tersebut. Perangkat ini menampilkan gambar yang
berkualitas tinggi dari hasil visualisasi struktur senyawa. Aplikasi ini dapat
digunakan pada Windows dan Linux dan terintegrasi dengan desktop yang
menyediakan akses ke fitur sistem operasi standar seperti sistem berkas,

clipboard, dan percetakan (Accelrys Enterprise Platform, 2005).

2.5.2.5 Open Babel
Open babel dalah perangkat lunak untuk mengubah beberapa format

berkas kimia. Selain itu, perangkat ini menyediakan berbagai fungsi berguna yaitu
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pencarian konformer dan penggambaran 2D, penapisan, konversi batch dan
pencarian sub struktur dan kemiripan. Open Babel mendukung 111 format berkas
kimia, yang dapat membaca 82 format dan menulis 85 format. Perangkat ini
tersedia secara gratis (O,Boyle, et al., 2011).
2.5.2.6 Autodock

Autodock merupakan program penambatan molekul yang efektif yang
secara cepat dan akurat dapat mempredeksi konformasi dan energy dari suatu
ikatan antara ligan dan target makromolekul. Autodock terdiri dari dua program,
yaitu Autodock dan Autodock grid. Autodock untuk melakukan penambatan
molekul ligan dan protein target dengan set grid yang telah terdieskripsi.
Pendeskripsian ini dilakukan sebelumnya dengan Autogrid. Untuk memungkinkan
pencarian konformasi, Autodock membutuhkan ruang pencarian dalam system
koordinat dimana posisi ligan dianggap akan terikat (Morris et al., 2009).
2.5.2.7 Ligplot VV.1.4.5

Program ligplot secara otomatis menghasilkan diagram skematik dua
dimensi yang menggambarkan interaksi kompleks ligan-reseptor dengan
menggunakan input berkas .pdb. Output yang dihasilkan dalam berkas
Postscript.Interaksi yang digambarkan adalah interaksi yang dimediasi oleh ikatan
hidrogen dan kekuatannya serta ikatan hidrofobik.
2.5.2.8 PASS Online

PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) merupakan salah satu

program berbasis computer yang dapat digunakan untuk memprediksikan aktivitas

biologi dari suatu senyawa (Jamkhande dkk, 2014). Analisis yang dilakukan oleh
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PASS ini berdasarkan pada SAR (Struktur Activity Relationship) atau hubungan
antara struktur suatu senyawa dengan aktivitas yang dimilikinya. Sudah banyak
percobaan yang dilakukan yaitu lebih dari 205.000 senyawa yang diujikan dan
ternyata memiliki lebih dari 3.750 aktivitas biologi (Pramely, 2012). PASS juga
merupakan salah satu software yang digunakan dalam bidang farmakologi untuk
memprediksikan aktivitas senyawa sintetis yang akan digunakan sebagai obat.
Pada penelitian ini PASS prediction digunakan untuk memprediksi kemungkinan
aktivitas suatu senyawa dalam mencegah, membunuh atau menghambat
pertumbuhan dan penyebaran sel kanker payudara ( anti neoplastik pada breast
cancer).

Hasil prediksi dari PASS akan menunjukkan sejumlah aktivitas biologi
kemungkinan aktif (Pa= probable activity) dan kemungkinan tidak aktif (Pi=
probable inactivity). Nilai Pa dan Pi bermacam-macam dari 0,000 hingga 1,000
dan secara umum Pa+Pi#1. Interpetasi dari hasil prediksi PASS adalah, (i) hanya
senyawa dengan nilai Pa>Pi yang memiliki kemungkinan sebagai senyawa yang
baik, (ii) jika nilai Pa>0,7 maka kemungkinan aktivitas senyawa secara
eksprimental tinggi, (iii) jika nilai 0,5<Pa<0,7 maka kemungkinan aktivitas
senyawa secara eksprimental rendah dan tidak seimbang dengan obat yang sudah
dikenal dan (iv) jika Pa<0,5 maka kemungkinan aktivitas senyawa tersebut sangat
rendah (Pramely, 2012).
2.5.2.9 Pre-ADMET Online

PreADMET merupakan salah satu Software online yang dapat digunakan

untuk memprediksikan berbagai macam sifat dari struktur kimia yang dimiliki
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suatu senyawa. Software ini mudah digunakan untuk mendapatkan informasi
terkait kemampuan absorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi (ADME) maupun
tentang sifat toksik suatu senyawa kimia (Kang, 2005). Salah satu uji yang dapat
dianalisis uji Pre-ADMET adalah uji HIA (Human Intestinal Absorption). HIA
merupakan salah satu uji yang digunakan untuk memprediksi potensi terabsorpsi
suatu senyawa obat di dinding usus. Uji ini telah digunakan dalam bidang
farmakologi untuk kepentingan mendesains ataupun mengoptimasi kandidat obat

(Wessel et al.,1998).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif eksploratif. Penelitian
deskriptif eksploratif bertujuan untuk menemukan sebuah data yang dapat
memberikan definisi ataupun penjelasan terkait konsep atau pola yang digunakan

dalam penelitian.

3.2 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus-September 2017 yang

bertempat di Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain perangkat keras
yaituNotebook dengan spesifik processor Intel ® CPU 847 1.10 GHz memori
RAM 4 GB. Perangkat lunak yang digunakan diantaranya adalah Lipinski Role of

Five (http://www.scfio-iitd-res-in/software/drugdesign/lipinski.jps)  Discovery

studio, Pymol, Autocdock, Autodock Vina, Open Babel, Pre-ADMET Online

(http://preadmet.bmdrc.org), PASS Online (www.pharmaexpert.ru/ passonline).

Sumber data base yang digunakan adalah pubchem

(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dan PDB (http://www.rsch.org).
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3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain adalah struktur ligan
3D dari senyawa cycloaltilisin 7 CID: 11811595, isocyclomorusin CID:
5316261, cyclomorusin CID: 5481969, cycloaltilisin CID: 44258301,
cyclomulberrin CID: 11742872, isocyclomulberrin CID: 5316260, quercetin CID:
5280343, cyclocommunal CID: 10315987,artocarpin CID: 5458461, artonin E
CID: 5481962dan morusin CID: 5281671 yang digunakan sebagai pembanding

diunduh dari http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ dengan format .sdfserta tamoxifen

(Lihat lampiran 2). Struktur 3D reseptor estrogen (Era) yang diunduh dari PDB

(http://www.rscb.org) dengan CID 3ERT (Lihat lampiran 3).

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Preparasi Ligan

Senyawa turunan flavonoid vyaitu cycloaltilisin 7, isocyclomorusin,
cyclomorusin, cycloaltilisin, cyclomulberrin, isocyclomulberrin, quercetin,
cyclocommunal, artocarpin, artonin E, morusinyang berperan sebagai ligan di

unduh dalam bentuk 3D melalui pubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dan

kemudian disimpan dalam format SDF (*sdf) (Dallakyan & Arthur, 2015) (Lihat
Lampiran 4).
3.4.2 Preparasi Protein Reseptor

Langkah pertama diunduh struktur 3D ERadari Protein Data Bank (PDB)

melalui http://www.rscb.org dengan kode 3ERT (Dallakyan & Arthur, 2015).



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rscb.org/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.rscb.org/
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Kemudian dihilangkan molekul-molekul yang tidak dibutuhkan dan disimpan
dalam bentuk format PDB (*pdb) (Lihat lampiran 5).
3.4.3 Uji HIA (Human Intestinal Absorption )

Uji HIA dilakukan dengan menggunakan software PreADMET online

melaluihttp://preadmet.bomdrc.org/. Langkah pertama dibuka software PreADMET
dan kemudian diupload struktur ligan dalam format Molfile (*mol). Selanjutnya
di lakukan prediksi absorpsi senyawa ligan (Lee et al., 2003) (Lihat lampiran 6).
3.3.4 Uji Lipinski Rule of Five

Analisis rule of five (Ro5) dilakukan untuk memprediksikan suatu
senyawa yang akan dijadikan obat dapat bekerja aktif secara oral dan masuk ke
dalam sel. Analisis ini dilakukan dengan cara merubah format ligan yang
dipreparasi sebelumnya dari format SDF menjadi format PDB di sofware Pymol

dan kemudian disimpan. Selanjutnya masuk ke website http://www.scfbio-

ittd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp. ~ Senyawa Yyang telah  dirubah
formatnya dimasukkan ke website (input PDB file) dan kemudian dipilih submit
(Lipinski, 2014) (Lihat lampiran 7).
3.3.5 Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances)

UJi PASS dilakukan dengan menggunakan software PASS Online melalui

http://www.pharmaexpert.ru/passonline. Langkah pertama dicari SMILES dari

senyawa turunan flavonoid sukun melalui pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.Berikutnya
dibuka software PASS dengan cara memasukkan SMILES senyawa ligan

kemudian dilakukan prediksi aktivitas (Get prediction ) (Lihat lampiran 8).


http://preadmet.bmdrc.org/
http://www.scfbio-ittd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp
http://www.scfbio-ittd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp
http://www.pharmaexpert.ru/passonline
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3.3.6 Penambahan Molekuler (Molecular Docking)

Langkah pertama reseptor dimasukkan ke dalam software Pyrx dan
kemudian formatnya diubah menjadi pdbqt. Setelah itu dimasukkan ligan untuk
diminimasi melalui Open Babel dan diubah formatnya menjadi pdbqgt. Langkah
selanjutnya yaitu memulai proses docking melalui Autodock Vina
denganmengatur grid box pada bagian active site reseptor dan kemudian di
running. Hasil docking disimpan dalam format PDB dan data nilai binding affinity
disimpan dalam format Ms. Excel (Dallakyan dan Arthur, 2015) (Lihat lampiran
9).

3.3.7 Visualisasi Hasil Docking

Visualisasi hasil docking dalam bentuk 2D dilakukan dengan menggunakan
software LigPlot v.1.4.5. Sedangkan visualisasi interaksi dalam bentuk 3D
dilakukan dengan menggunakan software Discovery Studio (Lihat lampiran 10).
3.3.8 Analisis Data

Data yang diperoleh disajikan secara deskriptif kualitatif meliputi data hasil
uji Human Intestinal Absorpsi (HIA%) dianalisis dengan menggelompokkan
nilai% yang memiliki kategori tinggi (70-100%), sedang (20-70%) dan rendah, (0-
20%). Hasil uji Lipinski Rule of Five dianalisis dengan cara mengelompokkan
senyawa ligan yang memenuhi 4 kriteria dari Ro5 yaitu memiliki berat molekul
(Molecular wight/ MW) <500, koefisien partisi air (logP) <5, jumlah ikatan
hidrogen donor (HBD) <5 dan jumlah dari ikatan hidrogen aseptor (HBA) <10.
Hasil uji PASS dianalisis dengan cara mengelompokkan nilai Pa (Probable

activity) dari hasil prediksi aktivitas senyawa turunan flavonoid sebagai anti
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neoplastik pada breast cancer. Hasil docking dianalisis dengan cara
mengelompokkan model ligan yang memiliki energi ikatan paling rendah dan

jenis ikatan yang terbentuk (Lihat lampiran 11 dan 12).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Prediksi Absorpsi Senyawa dengan Parameter HIA (Human Intestinal
Absorption)

Tahap awal dalam penelitian ini yaitu prediksi absorpsi senyawa turunan
flavonoid sukun pada dinding usus atau dikenal dengan prediksi HIA (Human
Intestinal Absorption). Prediksi ini dilakukan karena ketika obat diberikan secara
oral maka obat tersebut harus terabsorpsi baik pada dinding usus agar dapat
masuk ke pembuluh darah. Jika kemampuan terabsorpsinya rendah maka obat
tersebut tidak akan mampu mencapai reseptor targetnya. Oleh karena itu,uji
absorpsi pada dinding usus ini penting untuk dilakukan (Wilson, 2011).

Berdasarkan hasil prediksi HIA (Human Intestine Absorption) pada tabel
4.1 menunjukkan bahwa tamoxifen dan senyawa turunan flavonoid memiliki
potensi terabsorpsi di usus dengan nilai masing-masing Yyaitu tamoxifen
97,2011%, isocyclomorusin 94, 7462%, cycloaltilisin 7 memiliki nilai 94, 6780%,
cyclomorusin 94, 7473%, cyclocommunal 94, 6125%, artocarpin 92, 7373%,
isocyclomulberrin 92, 4730%, morusin 92, 4722%, artonin E 88, 4316%,
cyclomulberrin 92, 4741% dan cycloaltilisin 92, 4466%. Nilai yang diperoleh
menunjukkan bahwa senyawa-senyawa tersebut mampu terabsorpsi dengan baik
pada dinding usus karena memiliki nilai lebih dari 70%. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Nerkar (2012) bahwa jika suatu senyawa memiliki prediksi teraborpsi

di usus lebih dari 70% maka dinyatakan kemampuan terabsoprsinya tinggi.
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Tabel 4.1 Hasil Prediksi HIA (Human Intestinal Absorption ) Senyawa Turunan
Flavonoid Sukun (A. altilis).

No Senyawa HIA (%)
1. Tamoxifen” 97,2011
2. Isocyclomorusin® 94,7462
3. Cycloaltilisin 7" 94,6780
4. Quercetin® 63,4852
5. Cyclomorusin® 94,7473
6. Cyclocommunal® 90,6125
7. Artocarpin® 92,7373
8. Isocyclomulberrin® 92,4730
9. Morusin® 92,4722
10. Artonin E° 88,4316
11. Cyclomulberrin® 92,4741
1% Cycloaltisin® 92,4466

Keterangan: a (terabsorpsi sedang) b.(terabsorpsi baik)

Senyawa-senyawa flavonoid yang memiliki nilai absorpsi tinggi akan
lebih mudah mencapai target reseptor sel kanker payudara sehingga efek yang
diberikan akan lebih besar. Seperti halnya tamoxifen mampu terabsorpsi baik di
dinding usus sehingga akan mudah mencapai target sel kanker. Ketika tamoxifen
dapat mencapai reseptor estrogen maka obat tersebut akan memblokir reseptor
agar tidak berikatan dengan hormon estrogen yang dapat memicu proliferasi sel
kanker (Lazzeroni et al., 2012). Menurut data parmakokinetik dari BC Cancer
Agency Cancer Drug Manual (2006) menyatakan bahwa tamoxifen mampu
terabsorpsi optimal di plasma membutuhkan waktu 3-7 jam dan mampu
terdistribusi baik di jaringan payudara. Pada saat proses metabolisme tamoxifen
juga dapat menjadi senyawa metabolit yang aktif dan inaktif serta terekskresi

dalam bentuk urin 9-13%.
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Sedangkan kuersetin memiliki nilai terabsorpsi 63, 4852%. Nilai tersebut
menunjukkan bahwa senyawa kuersetin memiliki kemampuan terabsorpsi sedang
pada dinding usus. Sebagaimana menurut Nerkar dkk (2012) menyatakan jika
suatu senyawa memiliki nilai terabsorpsi pada usus antara 20-70% maka
kemampuan terabsorpsinya sedang. Carbonaro dan Grant (2005) juga menyatakan
bahwa quercetin dengan dosis 75 mg diberikan kepada tikus ternyata hanya 1,5%
yang berhasil terabsorpsi di usus sedangkan sisanya tertahan di membran usus.
Hal ini disebabkan karena kuersetin tidak mampu terabsorpsi lewat jalur difusi
akan tetapi membutuhkan sebuah protein transport yang mampu membawanya
masuk ke sirkulasi darah yaitu OATP2BI (Ziberna dkk, 2014). Hal demikian
dapat menyebabkan efek antikanker yang diberikan quercetin terhadap sel target
akan berkurang dikarenakan kuersetin sulit terabsorpsi di dinding usus.

4.2 Prediksi Potensi Senyawa Melewati Membran Sel dengan Parameter
Lipinski Rule of Five (Ro5)

Ketika obat mampu terabsorpsi di usus dan masuk ke sirkulasi darah
selanjutnya akan terdistribusi keseluruh jaringan tubuh dan harus menembus
membran sel untuk mencapai reseptor targetnya. Oleh karena itu sangat penting
untuk mempertimbangkan faktor tersebut dalam dunia farmakologi karena
interaksi obat dengan target tidak mungkin terjadi jika obat tersebut tidak bisa
mencapai targetnya (Jadhav et al., 2015). Berdasarkan prediksi Lipinski Rule of
five menunjukkan bahwa tamoxifen sebagai obat pembanding dan senyawa
isocyclomorusin, cycloaltilisin 7, quercetin, cyclomorusin, cyclocommunal,

artocarpin, isocyclomulberrin, morusin, artonin E, cyclomulberrin dan
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cycloaltilisin masing-masing memiliki berat molekul tidak lebih dari 500 Da.
Nilai H-donor dan H-aseptor yang diperoleh juga tidak lebih dari 5 dan 10.
Senyawa- senyawa tersebut juga memiliki nilai logP yang tidak lebih dari 5

terkecuali cycloaltilisin 7 dan artocarpin (Lihat tabel 4.2).

Tabel 4.2 Hasil Uji Lipinski Rule of Five (Ro5) senyawa-senyawa ligan

No Ligan Berat H- H- LogP
Molekul (Da) | donor | Akseptor

1 Tamoxifen 388 2 2 4,284598
2 | Isocyclomorusin 418 2 6 4,995601
3 Cycloaltilisin 7 406 2 ) 5,715001*
4. Quercetin 302 5 7 2,010900
5. Cyclomorusin 418 2 6 4,995601
6. | Cyclocommunal 850 3 6 3,516999
7. Artocarpin 436 8 6 5,823903*
8. | Isocyclomulberrin 420 3 6 5,025701
9. Morusin 420 3 6 5,330301
11. Artonin E 436 4 7 5,035901
12. | Cyclomulberrin 420 3 6 5,025701
13. Cycloaltisin 450 3 7 5,034301

Keterangan: Berat molekul < 500 Da, H-donor < 5, H-akseptor < 10, clogP < 5 (Lipinski,
2004)

Tabel 4.2 menunjukkan bahwa senyawa-senyawa turunan flavonoid sukun
yang diuji dapat menembus membran sel karena memiliki berat molekul tidak
lebih dari 500 Da. Menurut Chillistone dan Hardman (2008) menyatakan bahwa
berat molekul obat yang terialu besar akan sulit menembus membran sel karena
dapat menganggu proses difusi. Semakin kecil berat molekul obatnya maka akan
lebih mudah berdifusi di membran sel. Senyawa flavonoid yang diuji juga
memiliki nilai H-donor dan H-aseptor yang tidak lebih dari 5 sehingga dapat

menembus membran sel. Menurut Patrick (2001) nilai H-donor dan H-aseptor
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yang terlalu besar akan membuat ikatan hidrogen semakin banyak terbentuk
sehingga memperlambat obat untuk mencapai targetnya.

Begitu juga dengan nilai logP yang terlalu besar akan mempersulit obat
untuk melewati membran sel. Menurut Etkins et al., (2008) menyatakan bahwa
nilai log P berhubungan dengan hidrofobisitas molekul obat. Semakin besar nilai
log P maka akan semakin hidrofobik molekul tersebut. Di dalam tubuh senyawa
ligan sebagai obat tidak boleh terlalu hidrofobik karena dapat tertahan di lapisan
lipid bilayer dan obat tersebut dapat terdistribusi secara luas di dalam tubuh
sehingga menyebabkan selektifitas ikatan terhadap reseptor target menjadi
berkurang. Namun dari data yang diperoleh senyawa cycloaltilisin 7 dan
artocarpin yang memiliki nilai log lebih dari 5. Hal ini tidak menjadikan kedua
senyawa tersebut tidak mampu menembus membran sel karena menurut Jadhav et
al., (2015) suatu obat dinyatakan mampu menembus membran sel jika memenuhi
minimal 2 aturan dari Lipinski Rule of Five.

Berdasarkan hasil uji Lipinski Rule of Fivesemua senyawa turunan
flavonoid yang diuji mampu menembus membran karena memenuhi 4 syarat yang
ditentukan oleh Lipinski. Jika ke empat syarat tersebut tidak terpenuhi maka
senyawa flavonoid dikatakan tidak mampu menembus membran sel. Hal ini
menjelaskan bahwa suatu proses dimuka bumi ini akan berjalan lancar sesuai
dengan ketentuannya (ukurannya). Sebagaimana firman Allah SWT dalam al-
Qur’an surah al-Qomar (54): 49:

- ~

A <% "’,3!1 5 & .
BW-I) s

\_u/ < ,gs"“

“Sesungguhnya kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran” (QS al-
Qamar (54)49.
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Shihab (2002) menyatakan bahwa yang dimaksud dengan kata bigadar
pada surah al-Qamar (54): 49 adalah bahwa Allah SWT menciptakan segala
sesuatu dengan ukuran masing-masing tidak kurang dan tidak lebih. Tetapi karena
ayat tersebut berbicara tentang segala sesuatu yang berada dalam kuasa Allah,
maka adalah lebih cepat memahaminya dalam arti ketentuan dan sistem yang
ditetapkan terhadap segala sesuatu. Dengan kata lain, segala sesuatu yang tidak

sesuai dengan ukurannya akan sulit untuk mencapai suatu keseimbangan.

4.3 Hasil Uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Subtances)

Tahap selanjutnya adalah uji prediksi aktivitas senyawa turunan flavonoid
dalam mencegah, membunuh atau menghambat pertumbuhan dan penyebaran
(anti neoplastik) pada kanker payudara. Uji ini menggunakan software PASS
(Prediction of Activity Spectra for Subtances). Analisis PASS berdasarkan pada
SAR (Structure Activity Relationship) atau hubungan antara struktur dari senyawa
tersebut dengan aktivitas biologinya (Filimonov dkk, 2014).

Berdasarkan hasil uji PASS (Predicktion of Activity Spectra for
Substance) tamoxifen yang dijadikan sebagai pembanding dan senyawa lainnya
seperti artonin E, cycloaltilisin 7, cycloaltilisin,  cyclocommunal,
cyclomorusin,cyclomulberrin, isocyclomulberrin dan morusin memiliki nilai Pa
lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Sedangkan senyawa isocyclomorusin, artocarpin dan

quercetin memiliki nilai Pa dalam rentang 0,5<Pa<0,7 (Lihat gambar 4.1).
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Aktivitas Anti Neoplastik (Breast Cancer)

B Tamoxifen M Isocyclomorusin ~ m Cycloaltilisin 7 B Quercetin
B Cyclomorusin B Cyclocommunal B Artocarpin M Isocyclomulberrin
Morusin H Artonin E m Cyclomulberrin Cycloaltilisin
0821 0.733 2 0.746 0.752 0.751 0.764 0.767
0.69 0.72 0.726 (687

IIIO.576IIII I

Gambar 4.1 Nilai Pa (Probable activity) aktivitas anti-neoplastik breast cancer
Senyawa turunan flavonoid sukun (Artocarpus altilis)

Data di atas menunjukkan bahwa senyawa artonin E, cycloaltilisin 7,
cycloaltilisin, cyclocommunal, cyclomorusin,cyclomulberrin, isocyclomulberrin
dan morusin memiliki aktivitas anti-neoplastik breast cancer yang tinggi dalam
skala laboratorium karena memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Sedangkan
isocyclomorusin, artocarpin dan quercetin memiliki aktivitas anti-neoplastik
breast cancer yang sedang dalam skala laboratorium karena memiliki nilai
Padalam rentang 0,5<Pa<0,7 (Chelliah, 2008). Namun hal ini tidak menyatakan
bahwa senyawa yang masih terbukti rendah dalam skala laboratorium memiliki
aktivitas yang rendah. Hanya saja senyawa-senyawa tersebut belum banyak
yang meneliti dalam skala laboratorium sehingga diperlukan penelitian lebih
lanjut.

Arung et al (2010) menyatakan bahwa artocarpin mampu menurunkan

viabilitas sel kanker dilihat pada perubahan morfologi sel pada payudara T47D.
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Risdian dkk (2014) juga menyatakan bahwa senyawa siklokomunal memiliki
aktivitas antikanker pada sel kanker payudara T47D dengan nilai 1Cs, adalah
36,20 uM selama 48 jam. Adapun Lin et al., (2008) menyakan bahwa kuersetin
menekan proliferasi sel kanker T47D melalui jalur pengaktifan P13K.
Berdasarkan uraian di atas maka diketahui bahwa proliferasi sel kanker
dapat ditekan dengan cara memanfaatkan turunan flavonoid sukun sebagai obat
karena memiliki aktivitas neoplastik pada breast cancer. Hal demikian
merupakan bentuk ikhtiar untuk menyembuhkan suatu penyakit yang diderita,
sebab suatu penyakit yang diderita pasti ada obatnya asalkan ada usaha untuk
mencarinya. Sebagaimana dengan hadits Nabi Muhammad SAW vyang

diriwayatkan Imam Muslim (2204):

Jor g 5o Al 03U 1 el elgd) Ol 136 ¢lgs ¢ls JS

“Setiap penyakit pasti memiliki obat. Bila sebuah obat sesuai dengan
penyakitnya maka dia akan sembuh dengan seizing Allah Subhanallahu wa
ta’ala” (HR. Imam Muslim: 2204).

Kata ¢)s2 ¢l S memiliki arti bahwa setiap penyakit pasti memiliki obat
yang sesuai dengan jenis penyakitnya. Namun, tentu saja kembali pada Allah
SWT yang memiliki kuasa untuk menyembuhkan penyakit tersebut.Al-Jauziyah
(1994) mengatakan bahwa setiap penyakit pasti ada obatnya adalah bersifat
umum, mencakup segala penyakit dan segala macam obat yang dapat

menyembuhkan penderita, karena sesungguhnya Allah SWT telah menyiapkan

segala macam obat untuk menyembuhkan penyakit.



40

4.4 Hasil Nilai Binding Affinity Ligan -Reseptor

Uji yang dilakukan setelah Lipinski Role of Five (Ro5) yaitu molecular
docking. Molecular docking digunakan untuk memprediksi energi ikatan antara
dua buah molekul atau lebih (Monika et al., 2010). Berdasarkan hasil docking
tamoxifen sebagai pembanding memiliki nilai binding affinity paling tinggi yaitu -
9,5 kkal/mol. Kemudian senyawa isocyclomorusin memiliki nilai binding affinity
yang paling tinggi setelah tamoxifen yaitu-8,4 kkal/mol. Selanjutnya diiringi oleh
senyawa cycloaltilisin 7 dengan nilai binding affinity -8,2 kkal/mol, quercetin -7,9
kkal/mol, cyclomorusin -7,8 kkal/mol dan cyclocommunal -7,6 kkal/mol.
Berikutnya ada senyawa artocarpin dengan nilai binding afinity -7,2 kkal/mol,
isocyclomulberrin -6,6 kkal/mol, morusin -6,5 kkal/mol, artonin E -5,5 kkal/mol,

cyclomulberrin -4,8 kkal/mol dan cycloaltilisin -3,9 kkal/mol (Lihat gambar 4.2).

Nilai binding affinity (kkal/mol)

0
-2
-4
-3.9
-6
-8 -7.2
- -7.6
-84 -82 7.9 78
100 g5
B Tamoxifen M Isocyclomorusin B Cycloaltilisin 7
W Quercetin B Cyclomorusin B Cyclocommunal
B Artocarpin M Isocyclomulberrin = Morusin
B Artonin E H Cyclomulberrin 1 Cycloaltilisin

Gambar 4.2 Nilai  binding affinity  (kkal/mol)  dockingsenyawa
turunan  flavonoid sukun (A. altilis) dengan  reseptor
estrogen (ERa)
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Gambar 4.2 menunjukkan bahwa senyawa isocyclomorusin merupakan
senyawa Yyang paling efektif untuk dijadikan sebagai antikanker payudara karena
memiliki nilai binding affinity yang paling kecil dibandingkan senyawa-senyawa
yang lain. Menurut Syahputra dkk (2014) menyatakan bahwa semakin negatif
(kecil) nilai binding affinity yang dihasilkan maka tingkat kestabilan ikatan antara
ligan dan reseptor tersebut semakin baik (stabil), sehingga ikatan yang terbentuk
akan semakin kuat.

Perbedaan nilai binding affinity dari setiap senyawa tersebut dipengaruhi
oleh ikatan yang terbentuk. lkatan hidrogen memiliki peran yang penting dalam
menentukan besar kecilnya nilai binding affinity yang dihasilkan dari proses
dockingkarena memiliki energi yang tinggi daripada ikatan hidrofobik. Hal ini
sebagaimana yang dinyatakan oleh Hernandez dan Appu (2006) bahwa ikatan
hidrogen memiliki energi lebih tinggi dibandingkan interaksi hidrofobik dengan
nilai 1-7 kkal/mol banding 1 kkal/mol. Shiau dkk (1998) dan Anita dkk (2012)
juga menambahkan bahwaikatan hidrogen yang diduga berperan penting dalam
menentukan kekuatan interaksi ligan dengan reseptor estrogen alfa adalah ketika
berikatan pada residu asam amino Glu 353, Arg 394, Thr 347 Dan Asp 351.
Diduga keempat residu tersebut merupakan residu kunci agar interaksi ligan dan
reseptor menjadi lebih stabil. Berdasarkan hasil visualisasi, hampir seluruh
senyawa ligan yang didocking memilikil atau 2 ikatan hidrogen pada residu
kunci dan ikatan hidrofobik pada residu asam amino yang berbeda-beda (Lihat

tabel 4.3).



Tabel 4.3 Residu Asam Amino Interaksi Ligan- Reseptor
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Ikatan Ikatan Kkal/
Senyawa Hidrogen Jarak | Kekuatan Hidrofobik mol
. a.0H (-OH) |a.2,77 Sedang
Tamoxifen ArgA:394 | b.2,82 | Sedang 9.5
b.OH- N
Met A:343,
Leu A 346,
Ala A:350,
Asp A: 351,
Leu A: 384,
’ ThrA: 347 Trp A: 383,
Isocyclomorusin a.OH4(—OH) a.3,04 Sedang Leu A: 387, -8,4
Leu A: 391,
Met A: 421,
Leu A: 525,
Met A: 528,
Leu A: 536
Met A: 343
Leu A: 346
Thr A: 347
Leu A: 349
Ala A: 350
Glu A: 353
- Asp A: 351 Trp A: 383
Cycloaltilisin 7 a.OH OH a.3,07 Sedang Leu A: 387 -8,2
Met A: 388
Leu A: 391
Arg A: 394
Phe A: 404
Met A: 421
Leu A: 525
Leu A: 346 Met A: 343
7 Leu A: 349
a.OH" (-OH) _
) Ala A: 350
Glu A: 353 )
7 a.3,01 Leu A: 387
b.OH'(-OH) Sedang )
) b.3,03 Met A: 388
. Gly A: 521 Sedang .
Quercetin 4 c.3,15 Leu A: 391 -7,9
c.OH" (-OH) Sedang ;
o d.2,98 Gly A: 420
His A: 524 Sedang _
d.OH N Met A: 421
' lle A: 424

Leu A: 525
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Cyclomorusin

Thr A: 347
a.0H*(-OH)
b.OH>(-OH)

a.2, 92
b.3,28

Sedang
Lemah

Met A: 343
Leu A: 346
Ala A: 350
Asp A: 351
Leu A: 354
Trp A: 383
Leu A: 384
Leu A: 387
Leu A: 391
Met A: 421
His A: 525
Met A: 528
Leu A: 536

Cyclocommunal

Glu A: 353
a.0OH®(-OH)

a.3,05

Sedang

Met A: 343
Leu A: 346
Thr A: 347
Ala A: 350
Leu A: 387
Leu A: 391
Phe A: 404
Glu A: 419
Met A: 421
lle A: 424

Gly A: 521
Leu A: 525

Artocarpin

Thr A: 347
a.OH>(-OH)
b.OH? (-OH)

a.2,70
b.3,12

Sedang
Sedang

Met A: 343
Leu A: 346
Ala A: 350
Asp A: 351
Trp A: 383
Leu A: 384
Leu A: 387
Met A: 388
Leu A: 391
Phe A: 404
Met A: 421
lle A: 424

Leu A: 525
Met A: 528
Lys A: 529

Isocyclomulberrin

Thr A: 347
a.OH?(-OH)

a.3,13

Sedang

Met A: 343
Leu A: 346
Leu A: 349
Ala A: 350
Asp A: 351
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Leu A: 354
Trp A: 383
Leu A: 384
Leu A: 387
Phe A: 404
Leu A: 525
Met A: 528

Morusin

Thr A: 347
a.OH3(-OH)
b.OH®(-OH)

a.2,70
b.3,25

Sedang
Lemah

Met A: 343
Leu A: 346
Ala A: 350
Asp A: 351
Leu A: 354
Trp A: 383
Leu A: 384
Leu A: 387
Leu A: 525
Met A: 528
Leu A: 424

-6,5

Artonin E

Asp A: 351
a.0H’(-OH)

a.3.04

Sedang

Met A: 342
Leu A: 346
Thr A: 347
Ala A: 350
Trp A: 383
Leu A: 384
Leu A: 387
Met A: 421
lle A: 424

Gly A: 521
Leu A: 525
Met A: 528

Cyclomulberrin

Met A: 343
Leu A: 346
Thr A: 347
Leu A: 349
Ala A: 350
Glu A: 353
Leu A: 384
Leu A: 387
Met A: 388
Leu A: 391
Arg A: 394
Glu A: 419
Gly A: 420
Met A: 421
lle A: 424

Gly A: 521
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His A: 524
Leu A: 525

Cycloaltilisin

Met A: 343
Leu A: 346
Thr A: 347
Leu A: 349
Ala A: 350
Glu A: 353
Trp A: 353
Leu A: 384
Leu A: 387
Met A: 388
Leu A: 391
Arg A: 394
Glu A: 419
Gly A: 420
Met A: 421
lle A: 424

Leu A: 428
Gly A: 521
His A: 524
Leu A: 525

Berdasarkan hasil pada tabel 4.3 dimana tamoxifen sebagai pembanding

dengan hasil nilai binding affinity paling rendah -9,5 kkal/mol memiliki 2 ikatan

hidrogen karena terbentuk interaksi antara gugus OH dan OH dengan jarak 2,77 A

pada residu Glu A: 353 dan antara gugus OH dan NH? dengan jarak 2,82 A pada

residu Arg 394. Jarak ikatan ini menunjukkan bahwa ikatan hidrogen yang terjadi

memiliki kekuatan sedang. Tamoxifen juga memiliki ikatan hirofobik pada residu

Leu A: 25. Sedangkan isocyclomorusin dengan nilai binding affinity -8,4 kkal/mol

memiliki 1 ikatan hidrogen dengan kekuatan sedang karena terbentuk interaksi

antara gugus OH* dan OH dengan jarak 3,04 A pada residu Thr A: 347.

Isocyclomorusin juga memiliki ikatan hidrofobik pada residu Met A:343, Leu A

346, Ala A:350, Asp A: 351, Leu A: 384, Trp A: 383, Leu A: 387, Leu A: 391,
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Met A: 421, Leu A: 525, Met A: 528, Leu A: 536. Walaupun isocyclomorusin
memiliki jumlah ikatan hidrofobik yang lebih banyak daripada tamoxifen namun
hal ini tidak menjadikan nilai binding affinity yang dihasilkan lebih rendah karena
isocyclomorusin hanya memiliki 1 ikatan hidrogen pada residu yang berperan
penting untuk menghasilkan energi ikatan rendah dari reseptor estrogen alfa.

Senyawa berikutnya yaitu cycloaltilisin 7 dengan nilai binding affinity -
8,2 kkal/mol memiliki 1 ikatan hidrogen sedang karena terbentuk interaksi antara
gugus OH dan OH dengan jarak 3,07A pada residu Asp A: 351. Ikatan hidrofobik
terbentuk pada residu Met A: 343, Leu A: 346 ,Thr A: 347, Leu A: 349, Ala A:
350, Glu A: 353, Trp A: 383,Leu A: 387, Met A: 388, Leu A: 391, Arg A: 394,
Phe A: 404, Met A: 421, Leu A: 525. Sedangkan quercetin dengan nilai binding
affinity -7,9 kkal/mol memiliki 4 ikatan hidrogen sedang yang dihasilkan oleh
interaksi gugus OH* dan OH dengan jarak ikatan 3,03A pada residu Glu A: 353,
gugus OH’ dan OH dengan jarak 3,01A pada residu Leu A: 346, gugus (OH%-
OH dengan jarak 3,15 pada residu Gly A: 521 dan gugus (OH*) —N dengan jarak
2,98 pada residu His A: 524.

Walaupun quercetin memiliki 4 ikatan hidrogen namun nilaibinding
affinity yang dihasilkanlebih rendah dari pada cycloaltilisin 7 karena dari 4 ikatan
yang terbentuk hanya memiliki 1 ikatan hidrogen pada residu kunci yaitu Glu A:
353.Cycloaltilisin 7 memiliki nilai binding affinity yang lebih tinggi daripada
quercetinkarena memiliki kontribusi jumlah ikatan hidrofobik yang lebih banyak.
Menurut Lin dan Brasseur (1995) menyatakan bahwa ikatan hidrofobik juga

berperan penting terhadap kestabilan ligan terhadap reseptor. lkatan hidrofobik
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merupakan ikatan yang bersifat menghindari lingkungan cair dan cenderung
berkelompok di bagian dalam dari struktur globular protein untuk meminimalkan
interaksi dengan air yang dapat merusak struktur protein dan menyebabkan enzim

kehilangan aktivitasnya.

Ohts00
*

Ikatan Hidrofobik

Ikatan hidrogen

Gambar 4.3 Visualisasi 2D dan 3D Tamoxifen

I;;r?g Ikatan Hidrogen

Ikatan Hidrofobik

%:ium

Gambar 4.4 Visualisasi 2D dn 3D Isocyclomorusin
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Ikatan hidrogen Ikatan hidrofobik

Y

Ikatan hidrofobik

Gambar 4.6 Visualisasi 2D dan 3D Quercetin
Selanjutnya senyawa cyclomorusin memiliki nilai binding affinity -7,8
kkal/mol yang memiliki 2 ikatan hidrogen dengan kekuatan sedang dan lemah
interaksi antara gugus OH”* dengan OH dan gugus OH® dengan OH masing-
masing memiliki jarak 2, 92 A dan 3,28 A pada residu THR A: 347 dan memiliki
14 ikatan hidrofobik pada residu yang berbeda-beda. Sedangkan cyclocommunal
memiliki nilai -7,6 kkal/mol juga memiliki 1 ikatan hidrogen dengan kekuatan

sedang karena terbentuk interaksi antara gugus OH® dengan OH dengan jarak 3,05
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A dan memiliki 12 ikatan hidrofobik. Artocarpin dengan nilai binding affinity -7,2
memiliki 2 ikatan hidrogen dengan kekuatan sedang karena terbentuk interaksi
antara gugus OH® dengan OH dan OH? dengan OH masing-masing memiliki
jarak 2,70 A dan 3,12 A dan memiliki 15 ikatan hidrofobik. Isocyclomulberrin
dengan nilai binding affinity -6,6 memiliki | ikatan hidrogen dengan kekuatan
sedang karena terbentuk interaksi antara gugus OH? dan OH dengan jarak 3,13 A,
Morusin memiliki nilai binding affinity -6,5 kkal/mol memiliki 2 ikatan hidrogen
dengan kekuatan sedang dan lemah karena terjadi inteaksi antara gugus OH?®
dengan OHdan OH® dengan OH memiliki jarak 2,70 A dan 3,25 A serta memiliki
12 ikatan hidrofobik. Berikutnya ada senyawa artonin E, cyclomulberrin dan
cycloaltilisin dengan nilai binding affinity -5,5 kkal/mol, -4,8 kkal/mol dan -3,9
kkal/mol.

Morusin memiliki 1 ikatan hidrogen dengan kekuatan sedang yang
dihasilkan oleh interaksi antara gugus OH’ dan OH dengan jarak 3,04A dan
memiliki 12 ikatan hidrofobik. Sedangkan cyclomulberrin dan cycloaltilisin
memiliki nilai binding affinity terendah karena tidak memiliki ikatan hidrogen dan
masing- masing hanya memiiliki ikatan hidrofobik.Berdasarkan hasil tersebut
maka dapat disimpulkan bahwa gugus hidroksil OH dan jarak ikatan memiliki
peran penting agar suatu senyawa dapat lebih stabil berikatan dengan targetnya.
Hal ini sesuai dengan Biben (2012) bahwa adanya gugus hidroksil OH pada
senyawa merupakan salah satu persyaratan agar dapat berikatan dengan reseptor
dan memiliki aktivitas estrogenik. Jefrey dan Mart (1997) menyatakan bahwa

banyaknya jumlah ikatan hidrogen dan jarak interaksi menentukan kekuatan
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interaksi, hal ini terlihat dari sifat fisik dan kimia antara H,O dan HF yang jauh
berbeda walaupun sama-sama memiliki ikatan hidrogen. H,O memiliki titik didih
yang lebih tinggi dari HF. Hal ini menunjukkan bahwa butuh energi yang lebih
tinggi untuk memutuskan ikatan molekul H,O. Penjelasannya karena molekul
H.O memiliki jumlah ikatan hidrogen dua sedangkan HF satu. Selain itu jarak

antara atom donor dan akseptor menentukan kekuatan interaksi (stabilitas).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan
bahwa dari sebelas senyawa turunan flavonoid sukun (Artocarpu altilis) yang
diujikan, isocyclomorusin merupakan senyawa yang paling efektif untuk dijadikan

sebagai kandidat antikanker payudara.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil dari penelitian yang telah dilakukan, dapat dikemukakan
beberapa saran sebagai berikut:

1. Perlu dilakukan penelitian secara in vivo dan in vitro dari masing-masing
turunan flavonoid terutama isocyclomorusin yang telah diuji untuk
mengetahui potensinya dalam skala laboratorium baik terhadap sel kanker
(khususnya sel kanker) maupun sel normal.

2. Perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan senyawa turunan
flavonoid selain yang sudah diujikan sebelumnya dari sukun terhadap

reseptor estrogen alfa (ERa) pada kanker payudara.
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CC(=CC1C2=C(C3=C(01)C=C(C=
C3)0)0C4=C5C=CC(0OC5=CC(=C
4C2=0)0)(C)C)C

10315987 _ CC(=CC1C2=C(C3=C(01)C=C(C=
0.
N C3)0)0C4=CC(=CC(=C4C2=0)0)
0":1': /’"IL‘\‘;:S' 2 O)C
N ‘ . (L
(~1 |
0.
Cyclocommunal
5458461 CC(C)/C=CIC1=C(C=C2C(=C10)
C(=0)C(=C(02)C3=C(C=C(C=C3)
- Il 0)0)CC=C(C)C)OC
P
YR
Artocarpin
5316260 CC(=CCC1=C(C=C2C(=C10)C(=

isocyclomulberrin

0)C3=C(02)C4=C(C=C(C=C4)O)
0C3C=C(C)C)0)C




5281671

CC(=CCC1=C(0C2=C3C=CC(OC
3=CC(=C2C1=0)0)(C)C)C4=C(C=
C(C=C4)0)0)C

Morusin
5481962 CC(=CCC1=C(0C2=C3Cc=CcCc(0C
[ Ml 3=CC(=C2C1=0)0)(C)C)C4=CC(=
LR | CEC000e
g
Artonin E
11742872 CC(=CCC1=C(C=C(C2=C10C3=C
(C2=0)C(0OC4=C3C=CC(=C4)0)C
=C(C)C)0)0O)C
@
Cyclomulberrin
44258301

Cycloaltilisin

CC(=CCC1=C(C=C(C2=C10C3=C
(C2=0)C(0OC4=CC(=C(C=C43)0)
OC)C=C(C)C)0)0)C




LAMPIRAN 3. Struktur Reseptor

Struktur 3D Reseptor ERa yang berikatan dengan 4-Hidroksitamoxifen
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LAMPIRAN 4. Preparasi Ligan

1. Ligan yang akan digunakan diunduh dari (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

NIH USS. National Library of Medicine National Center for Biotechnology Information

PUb©hem | crevisTaY quercetin]
DATABASE
quercetin
o Compound Summary for CID 5280343 3-Methylquercetin -
Quercetin 3-sambubioside
Quercetin pentaacetate

Quercetin

quercetin 3-O-glucuronide
i

G S # ? a & m Quercetin 3-sophorotrioside

52

STRUCTURE ~ VENDORS ~ DRUGINFO  PHARMACOLOGY  LITERATURE  PATENTS  BIOACTIVITIES 33"-Di-O-methylquercetin
uercetin 3-0-glucopyranoside
PubChem CID: 5280343 Q e
Quercetin-3-0-sophoroside
Chemical Names: Quercetin; 117-39-5; Sophoretin; Xanthaurine; Meletin; Quercetol ~ More.
Molecular Formula: CisHia07
Molecular Weight: 302238 g/mol
InChl Key: REFJWTPEDVIIY-UHFFFAQYSA-N
Drug Information: Therapeutic Uses  Clinical Trials ~~ FDA UNI m d

2. Ligan dalam bentuk 3D disimpan dalam format SDF

O Quercetin * Download @ share 0 Help 0

© Contents « } from PubChem
12D Structure A

230 Conformer 2 3D Conformer

3 Names and Identifiers
Q Search & Download ] Get Image
4 Chemical and Physical Properties

5 Related Records SDF Display

6 Chemical Vendors J50N Save  Display

i

7 Drug and Medication Information XML Save Display

8 Food Additives and Ingredients ASN.1 Save Display

9 Pharmacology and Biochemistry { \/‘f = 1> 2
I

10 Use and Manufacturing

11 Identification ‘ ‘
Q Magnify
12 Safety and Hazards
13 Toxicity
14 Literature # Show Hydrogens & Show Atoms O Animate
15 Patents
o ¥ from PubChem

htps://pubchem.nchi.nim.nih.gov/rest/pug/compound/cid/5280343/record/SDF/2record type=3d&response type=savefiresponse basename=Structure3D_CID 5280343 |
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LAMPIRAN 5. Preparasi Protein
1. Diunduh struktur 3D reseptor estrogen alfa (ERa) yang dari Protein Data Bank
(PDB) melalui http://www.rscb.org dengan kode 3ERT

RCSB PDB  Deposit » Searchw Visualze ~ Analyze + Download » Leam ~ More =

ar Structures

w
weain \5
o

Structure Summary 3D View Annotations Sequence Sequence Similarity Structure Similarity Experiment Literature

< Biokgical Assembly 1 @ > 3ERT BN

FASTA Sequence

BANK Y

’;\ MDasBank gt
= Ml

PROTEIN DA

[ a1 I

Advanced Search | Browse by Annotations | Search History (3)| Previous Results (1

HUMAN ESTROGEN RECEPTOR ALPHA LIGAND-BINDING DC
4-HYDROXYTAMOXIFEN PDB Format

DOl 10.2210/pdb3ert/pdb  Entry 3ERT supersedes 2ERT PDB Format (gz)

Classification: NUCLEAR RECEPTOR

Deposited: 1909-03-30 Released” 1999-04-08 SJSRCIF Format

Dep author(s): Shiau, A.K., Barstad. D., Loria, PM., Cheng, L., Kushn¢ PDBXmmCIF Format (gz)
Organism: Homo sapiens

Expression System: Escherichia coli PDBMLXML Format (gz)
Experimental Data Snapshot wwPDB Validation Biological Assembly (PDB format - gz

Methed: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 1.9 A

R-Value Free: 0 262

R-Value Work: 0229

https://files.rcsh.org/download/3ERT pdb - o

Searching 3ERT- Klik Download File- Klik PDB Format

2. Pembersihan molekul-molekul yang tidak diperlukan

4 The PyMOL Molecular Graphics System

fle Edt puld Movie Dispay Setting Scene Mouse Wirard Plugin

TTEIN (ESTROGEN RECEPTOR ALPHA);
Open...

Open MTZ with Defauits
Save Session

BAND-BINDING DOMAIN;
ROGEN RECEFTOR, ER LED;

Es
kondary structure assignments.
Save Sessan As... ystal symmetry information.
T Etry operators
[/bownloads/3ert. pdb” Toaded as “zert”.
Save Image As » fer /Docunents /3ERTsingle. pdb*. -

Save Movie As 3

Log...

= e 471 4 1 1 1 N CECTE
operi. ‘ iR

Close Log s 53 33 3 =—m 3w _»' g lﬂ'll!l;

Run...

Edit pymokc

Quit
Renitidize

Wihich objector selection would you li to save?

3t

Skin

Cal
@ one fle
Save o Savedstate... & gobal
£ multiple fles

" objects current

& =

L _________ i <m0 > e el

Klik “S”- Select Sekuen- Remove- Pilih file — Save molekul


http://www.rscb.org/

LAMPIRAN 6. UJi HIA (Human Intestinal Absorption)
1. Dibuka Software Pre ADMET online melalui http://preadmet.bmdrc.org/ dan
kemudian diklik ADME Prediction

& C | & Aman | https//preadmetbmdrckr 3R+ al : ]

MDLmolandsdfile  Molecular descriptors  Druglikeness ~ ADME Prediction  Toxicity prediction. Login  Register Q Flgn f W & in

Q)r A ME'l' £ +8223939550~1 B4 webmaster@bmdrckr
e T2 B138A, YONSEI ENGINEERING RESEARCH COMPLEX, YONSE| UNIVERSITY, SEOUL, REPUBLIC OF KOREA.

Home About @ Druglikeness #§ ADME # Toxicity Community Commercial

Welcome to the PreADMET Lastest News

G-SFED and Human Nephrotoxicity

models will be added in Aug 2017
PreADMET is a web-based application for predicting ADME data and building drug-like library using in silico method.

PreADMET ver 2.0 is also commercially available in the four editions: Descritpors, Endpoint, Standard and

Professional. T PreADMET Ver 2.1 is coming soon in

X . . this month.
Drug-Likeness Prediction

Lipinski'r rule, lead-like rule, Drug DB like rule
[2008/11] PreADME is one of the

ADME Prediction most popular sites by
m Cheminformatics.org.

«caco-2, MDCK, BBB, HIA. plasima protein binding and skin permeability data

[2008/10] New release of PreADMET
v2.0 windows version

Toxicity Prediction

Ames test and rodent carcinogenicity assay

2. Dicopy MOLfile ligan dari notepad

Edit Format View Help . I |

0 0 0 0 0999 v2000]
.2418

oy

8.
7.
9.
7.
9.
8.
5.9
0.
1. a4
6.
5
8.
9.
Sedl
5.1
5.
5.
a.
4.
a.
3.3
3.
4.
5
10.
6.
8.

FEESCIWOoOO00000PORSOP000R0S
0000000000000 000000000000D
e e e Y

0000 0 0 0 -

O]
r
<
4
<
=
L
@)
P
=
7
14
m
=
Z
)
O
=
<
J
2
-
<
7))
-~
T
<
14
0
=
-
<
=
<
Z
<
_|
)
g
=
L
o]



http://preadmet.bmdrc.org/

3. Dimasukkan MOLfile yang telah dicopy ke Load Molecule pada software dan

di running

€ X | @ Aman | httpsy/preadmet.bmerckr/adme/

CRIL)

Yagd ADMET

¥ 37 ® @ 7
IR AR VAVA” " _ae]

< Sharethispage f W & ® in

Menunggu wiw icmarkets.com,

Home About ® Druglikeness i ADME

=]

Load Molecule

Copy and paste the contents of a MOLFile (.mol) or ChemDoodle JSON in
the textarea below and then press the Load button.

& Toxicity

Community Commercial

Report this ad

Klik Folder file — PASTE Mol file pada Load Molecule — Ok- Submit

4. Hasil Prediksi HIA menggunakan software PreADMET

& C | & Aman | https;//preadmet.bmdre kr/adme
Pre LA
© Buffer_solubility mg L
© Caco2
(+) CYP_2C19_inhibition
© CYP_2C9 _inhibition
© CYP_2D6_inhibition
() CYP_2D6_substrate
(+) CYP_3A4_inhibition
() CYP_3A4_substrate
(1)
© MDCK
© Pgp_inhibition
© Plasma_Protein_Binding
(+) Pure_water_solubility mg L
© Skin_Permeability
7 ADME-PreADME..pdf ~ | - ADME- PreADME...pdf

Home About ® Druglikeness i ADME

60.4346
Inhibitor
99.512601
3.92559

-1.65319

A

# Toxicity

Community

Tampllkan semua | X

"m0

Commercial
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LAMPIRAN 7.Uji Lipinski Role of Five

1. Masuk ke website (http://www.scfbio-iitd-res-

in/software/drugdesign/lipinski.jps)

nchortag C software pyn online w B 9 % & 4

Jtd.res.in/software/dr

. @

esign/lipinski

puting Facility, for. Biolnf & C lonal. B IT Delhi

Group | pu

| Lipinski Rule of Five
Lipinski rule of 5 helps in distinguishing between drug like and non drug like melecules. It predicts high probability
of success or failure due to drug likeness for molecules complying with 2 or more of the following rules

cations | Resources | Wabmail | Contact Us

Molecular mass less than 500 Dalton

High lipophilicity (expressed as LogF less than 5)
Less than 5 hydrogen bond donors

Less than 10 hydrogen bond acceptors:

Molar refractivity should be between 40-130

These filters help in early preclinical development and could help avoid costly late-stage preclinical and clinical
failures .To draw a chemical structure Click Here and follow the instructions given.

Step 1: Input Drug File.

Input PDE file quercetin.pdb

Step 2 : Input pH Value

pH Value 7 [Value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3: Click on "Submit’ to submit your job

‘ Result

mass: 302.000000

2. Memasukkan senyawa 3D dengan format .pdb kemudian dipilih submit

= | Group | Publications | Resources | Webmail | Contact Us.

Lipinski Rule of Five
Lipinski rule of 5 helps in distinguishing between drug like and nen drug like molecules. It predicts high probability
of success or failure due to drua likeness for moleculss complying with 2 or more of the following rules

» Molecular mass less than 500 Dalton

« High lipephilicity (expressed as LegP less than 5)
o Less than 5 hydrogen band denors
.
.

Less than 10 hydrogen bond acceptors
Molar refractivity should be between 40-130

These filters help in early preclinical develepment and could help aveid costly late-stage preclinical and dlinical
failures .To draw a chemical structure Click Here and follow the instructions given.

Step 1: Input Drug File.

Input PDE file quercetin.pdb

Step 2 : Input pH Value

pH value 7 [value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3: Click on "Submit’ to submit your job

‘ Result |

mass: 302.000000

Klik Browse — Input senyawa Ligan
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3. Hasil Uji Role of Five

Input PDE file quercetin.pdb

Step 2 : Input pH Value

pHValue 7 [value ranges from 0.0 to 14.0]

Step 3: Click on "Submit’ to submit your job

‘ Result

mass: 302.000000

hydrogen bond donor: 5
hydrogen bond acceptors: T
LOGP: 2.010900

Molar Refractivity: 74.050476

How to Use the Tool

OPTION 1:-

« The input File should be in the following formats[*.pdb, *.mel*.mel2,*.sxvz, =.sdf *.smi]
« The input file name should not contain whitespace(s).

« Browse and Upload the file.

« Click on Submit.

« If the results were not shewing, please recheck you input file format and submit it again.

OPTION 2:-

« To draw a chemical structure Clicle Here .

« Follow the instructions given.

« Browse and Upload the file.

« Click on Submit.

For Feedback/Queries/Reportings bugs/Suggestions mail us at : abhilash@scfbio-iitd.res.in
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LAMPIRAN 8. UJI PASS (Prediction of Activity Spectra for Subtances)

1. Copy SMILE Ligan dari Puchem

# € O s i : n EIE \ + 2@

-‘-Duwnluad Bshale eHeIp

JC1-13(2)5-1-11-22(29)21- 10(28)12-20-16(9-10-25(3,4)31-20)24(21) 30-23(17)15-8-6-14(26) 11-18(15)27
/h5-6,8-12,26-28H7H21-4H3
© Contents « ¥ from PubChem

12D Structure

2 3D Conformer 3.1.3 InChl Key

® 3 Names and [dentifiers
XFFOMNJIDRDDLQ-UHFFFAQYSA-N

4 Chemical and Physical Properties ¥ from PubChem

5 Related Records
6 Chemical Vendors

3.1.4 Canonical SMILES
7 Pharmacology and Biochemistry

[CC(=CCC1=C(0C2=C3C=CC(OC3=CC(=C2C1=0)0)(C)C)C4=C(C=C(C=C40)0)]

8 Literature

Salin
Bl Pilih Semua
10 Biological Test Results Cari lewat Google untuk *CC(=CCCL=C(0C2=..." §)
3.2 Molecular Formula Lihat Kode Sumber Teks yang Dipilin

11 Classification
Inspeksi Elemen

12 Information Sources CasHas06
» from PubChem

3.3 Other Identifiers

331 CAS

2. Membuka website http://www.pharmaexpert.ru/passonline dan kemudian klik

‘Go for prediction’

e @R v pharmaexpert ru/passoniine/register-form B =9 Qs Lnm =

Way2Drug ==~

» Home »  Definition »  Products »  Services » FAQ » Contacts

Battey

s for your research and ¢

online

elopment

Get more information News 8
about biological potential of your
compounds.

Mest wih the members of Way2Drug Team at
the Seminar that will be held in Room 135,
Buldng 2, Mane Javaknishvii Tbisi State
Universty, Toilsi, Georgi, on Warch 10, 2017
PASS Online predicts over 4000 kinds of biological activity, :‘ ‘-"": ‘:““"”g’ P";D‘k:’m;“‘;"e'
including pharmacological effects, mechanisms of action, pproaches for Computer: ua
Discovery". (More...

foxic and adverse effects, interaction with metabolic enzymes.

and transporters, influence on gene expression, etc

To obtain the predicted biclogical activity profile for your compaund, W Heet with the members of Way2Drug Team at
e the Seminar that wil be heid in the W.V. -
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3. Pilih “ Predict new compound” dan klik “ SMILES”

‘:(—::‘% c @ @ B www pharmaexpert.ru/passoniine/predict php o % | | Q Search v IN@ =
H &SS @nhne Alda Fitriah (Log out) Go a8 &
»  Home »  Definition » Products » Services » FAQ » Contacts

Way2Drug.com @2011- 2017 + Version 2.0 - Privacy Policy

4. Masukkan file SMILES yang sudah diunduh dari pubchem

& c @ @£ wwwpharmaexpert.ru/passonline/predict php v @ | Q Search YN D =

:E\\ i ‘:&g @/’ k@ .
1 1@&\@@ online Ada Fah (Lo ot Go

»  Home »  Definition » Products » Services » FAQ »  Contacts

C=C2)0CCN(C)C)C3=CC=CC=C3
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5. Hasil Prediksi aktivitas Anti Neoplastik (Breast Cancer)

(—9 c @ @ & vavw pharmaesxpert.ru/passonline/predict.php R W | Q Searcn Y@ =

€=C2)0CCN(C)C)C3=CC=CC=C3

‘0. 828 |0,004 ‘Amxoslswpwmm i
082110 00fansncopisc s conce F B
0,814 0.006 [CYP2C9 substrate

10.815]0.013 |CYP3A4 substrate

0,807 0,009 |CYP2C substrate

0,795 |0.005 [CYP3A2 substrate

0.787|0.003 [Estrogen antagonist

0,797]0.015 |CYP3A substrate

0,782 |0.002 [Peroxidase substrate

0.786]0.016 vl 1 phosphol D inhibitor
0,773 0,005 Bone diseases treatment

m

»
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LAMPIRAN 9. Penambatan Molekul (Molecular docking)

1. Memasukkan reseptor yang telah dipreparasi sebelumnya ke Software Pyrx

| Edit View Help .

Load Molecule
Run Python Script —— ———
Save Seene As * |3Dscene | [%0Pors | | Doamens | | |Tables |
— T LT
Export.
Bt
1CAU model 01 2106.pdb
20U emodelandasapdb
3 CAUsers\ace\Documents\pemodelanbarupdb
sc ot
5 C:\Users\aceA\Documentsyap.pdb
Ktf\bahan docki db
7D:\data\yap.pdb
| = = — - -

Jv...aw.md[emmwnmd | S OpenBabel | @ pythonshel | G logger |
' StertHere | 3¢, select Molecules | Run Vina | [ Analyze Resuits |

ouide you up and itoDock Vina.
Vina Execution Mode
) Local (using C:Program Fies (x36) PyRxlvina. exe) () Chster (Porteble Batch System) © Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin —3 Start

Buka software Pyrx — File — Load molecule

2. Preparasi molekul menjadi format .pdbqt

# zerted

Controls. —

| Vina Wizard | # AutoDock Wizard | 4 Open Babel ]F_,‘-P;ﬁmsd | @Logeer |

¥ starttere |, select Molecues [ Run vina | 2 ]
d

you Vina.

Vina Execution Mode:
© Local (using C:\Progr (x36)\P i ) () Cluster ® (Opal Web

File — Autodock — Make macromolecule

Click on Start button to begin > Start |
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3. Memasukkan ligan

File Edit View Help

[ Ligands

B Macromolecules
@£ 3ert-edit

Select Import Source:

Workspace Tarball -Local File
Workspace Tarball -Remote File

m
Chemical Table Fie - SDF

| controls
| Vina Wizard | ) AutoDockWizard | 4 OpenBabel | # Py

Workspace Tarbal is archive containing AutoDock 4 data
(Ligands, Grids, Docki s etc)

Vina Execution Mode
) Local (using C: Progr i .exe)  Cluster System) ©) Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin > Stort.

File — Import — Chemical table SDF — Open

4. Preparasi ligan menjadi format .pdbqt

File Edit View Help

(e Y« o

e —— — -
§F Molecuies | # AutoDock | ATVTK | > Mayavi = || #aoscene | [20Pots | Hooaments | | |Tables | 44 OpenBabel 1
B Ligands XY ZEZ@ 8403 H

2 Macromolecules
£ Zert-edit

Move to 3D Scene
Show Associated Data
Save As,

Controls e

Convert Selected to AutoDock Ligand (pdbat)
[ Vina Waard | ) AvioockWiard | SEOBS e piso autoDock Ligand (pdbat) |
Vien: [No fiter L HDBEMHE
e weight Number of atoms o
tamnfen casHaNO2 309.52984 2
5281671 c25H2906 420,454 55
5280343 cisH1007 3022357 2 L
5316260 252906 420.4546 55
5316261 252206 418.43858 53
458461 CaH2806 435.49692 0
s481962 casad07 435.45386 56 i

'—
Klik kanan nama ligan pada open bable — Minimize all — Klik kanan nama
ligan — Convert all to pdbqt
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5. Docking menggunakan autodock vina

|F|l= Edit View Help .

i R IR

—
| Whokales |  AutoDock | IATVIK | Jo>Mayavi | || dDscene | [@0Pots | ZDoaments | ] Tables | ¢ OpenBabel |
£ Ligends [ERe=3=0"
Jiligands | & Targets | ) DockingResuts |
Name Size Date Created Torsional DOF  AutoDock Elements
B Macromolecules 10315087 uff E=299.57 29 20170915164.., 4 ACHDOA
-l erteit 10342850 _uff_E=551.29 35 2017100614:2... 3 ACHDOA
- Sen-edtpibat 11742872 uff E=377.30 3% 20170915160. 6 ACHDOA
11811595, wff E-30462 32 WT915164.. 6 ACHDOA
x 2% AMT0BIT162.. 10 ACHDOAN
4258301 uff E=35175 36 20170915160. 7 ACHDOA
449459 uf_E=T6LT0 30 W70922174 9 ACHDOAN
46887866_uff_£=409.33 36 20171006 142.. 5 ACHDOA
27 W74 6 AHDOA
3 WT0915164.. 6 ACHDOA
34 170827162.. 6 ACHDOA
34 274134110. 6 ACHDOA
¥ : 3 ATW02163.. 6 ACHDOA
SIB167L_uff E=56265 3% 70727133 6 ACHDOA i

vina Wizard | % AutoDockWizard | % COpenBabel | # Python Shel
) Startriere | 3%, select Molecules | Run Vina | (13 Analyz= Results|

This wizard will guide you through setting up and running AutoDock Vina.

Vina Execution Mode

® Local (using C:\Program Files (x86)\PyRx\vina.exe) | Cluster (Portable Batch System) ) Remote (Opal Web Services)

Click on Start button to begin —> Start

Vina wizard — start — pilih molekul dan ligan yang akan di docking — forward

6. Mengatur grid box pada sisi aktif reseptor

| = ||l
file Edit View Help - — - - —
v w 9
 Navigator 5] [view w
|| Molecules | ¥ AutiDock | IATVIK | }>mayavi | = ||| d30scene | pR0Pots | Documents | [[]Tables | g Opensabel
@ @ @ Sertedt PINENTEEZ® B &EEHG

# tamoxifen_uff E=206.83

Vina Wizard | 9 AutoDockWizard | % OpenBabel | €% PythonShell | gfLogger

& Starthere | 9%, Select Molecues | RunVina | [ Analyze Resuls|

Vina Search Space
Center X:31.4255 Y:-2.2876 7:25.2825

Ligand Progress.
moxifen_uff_E=206.83
tructure3D_CID_5230343_Quercetin_uff . Dimensions (Angstrom) X: 17.0050  Y:15.2607  Z:17.1408
g s et ]|

[¥] structure3d_CID_5316281 _isocydornerusin, m m
Structure3D_CID_5481963_cyclomorusin_uf...
[¥] structure3D_CID_11811595_Cydoaltiisin_7.
[#] Structure3D_CID_10315987_cydocommunal..
[¥] structure3p_CID_11742872_cydomulberrin. ..

Selct | jo]umvina | exteustveness: 5 [ s [ Forvare |

Read tamoxifen_uff E=206.83 - 1 chain(s) - 30 atoms.

Diletakkan grid box pada tamoxifen
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7. Running autodock vina

Help
h—
| molecules | ) auback | BATTK | o vavavi = ||| BDscene | @ DRt | |3 Doaments
[V] # Fert-edit Command line:

# tamoxifen_uff E=206.83

Working directory:  C;\Users|acer|, mgltools\PyRxWacromolecules Jert-edit
¥

# DOT 10.1002/jce.21334
¥

# Please see http://vina.scripps.edu for more information.

FORTET

Output will be ..\..\Ligands\tamoxifen uff E=206.83 out.pdbqc
Decected 2 CEUs

Reading input ... done.

Secting up the scoring function ... dene.

Analyzing the binding site ... done.

Using random seed: 1299236072

Performing search ...

08 10 20 30 40 S0 6 70 80 90 100%

L

oni
VinaWizard | 3 AutoDock Wizard | % CpenBabel | @ Python shel Logger

© startriere [ )6 | Run v | [ anal s

Ligand For | Vina Search Space

Center X:22.2846 15,5823 Z:21.91%
Dimensions (Angstrom) X:26.5225  ¥:26.5205  2:26.5225

moxifen_uff E=206.83 Runring...

Bl cenince oo =

sdect || run Vina | Exhaustveness: 8 Bak | Fﬂ‘ﬂ@

Running Vina, Please Wait...

8. Hasil docking disimpan dalam format .pdbqt
PyRx - Virtual §
File Edt View Help — — -
L ad REIE]
 Navigator 8 e ww
| Molecules | @ Autobock | BATVIK | Y Mayau | = || @ 305cene | [220pots | |ZjDoaments | | Tables | 4 Opensabel
o Jertedit | E X ZEZW S &
# tamoxifen_uff E=206.83
 Sert-edit_tamoxifen_uff E=206.83
# Sertedit_5281671_uff E=453.13

vinaWizard | 7 AutoDockWizard | 4¢Opentabel | @ pythonshel | gLogger

U startHere | J6, selectMoecuies | Runvina| (@ Analyze Resuts |

Views o fter 7] Resutsiat s3items |
Ligand Einding Affinity (kcaljmol) Made RMSD lower bound RMSD upper bound o
3ert-edit_tamoxifen_uff E=206.83 .5 0 0.0 0.0 o
3ert-edit_tamoxifen_uff E=206.83 7.3 1 2137 4932
3ert-edit_tamoxifen_uff E=206.83 6.5 2 2699 6.604
3ert-edit_5281671_uff E=453.19 6.6 0 0.0 0.0
3ert-edit_5281671_uff E=463.19 6.1 1 14,395 19.058
3ert-edit_5281671_uff_E .19 6.0 2 19.818 21495 e

Klik salah satu ligan (pilih paling rendah) — save as PDB
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9. Membuat komplek ligan-reseptor dengan aplikasi pymol

The PyMOL Molecular Graphics Syst

Fle Edit Buid Movie Display Setting Scene Mguse Wizard Plugin

. =
11ab1=

Open MTZ with Defauits.
Save Session Graphics
11d £-17.30. 3101
e performance for Intel cards.
Eraned nuitithreaded rendering.

Save Sexdion As.

Save Molecule.
Save Image As P 5IL/mode]_01_210G.pdb" Toaded as "mode]_01_2106".
Saue Movie As »

u — e —

| Log... -
Resue...
Append..
Close Log
Run...

Edit pymalrc

Quit
Reiitisize

Skin

Buka file reseptor — buka file ligan hasil docking

10. Simpan molekul dalam satu file .pdb

Detected GLSL versio
OpenGL graphics engine:
GL_VENDOR:  Inte)
GL_RENDERER: Intel(R) WD Graphics

GL_VERSTON: 3.1.0 - Build 9.17.10.4101

Adjusting settings to improve performance for Intel cards.
Detected 2 CPU cores. Enabled multithreaded rendering.

ahan docking/Jert-edit.pdb” loaded as "ert-edit".
i/bahan docking,/tamoxifen.pdb” loaded as "tamoxifen”.

Coal
& one fle
Savedstate... @ gobal

" muitple fles

(" objects current

Ccancs

[]
Page:1of1 | Words:0 | &%  English (United Stat

File — save molecule — pilih nama reseptor dan ligan — pilih save to one

file — Ok



LAMPIRAN 10.Visualisasi 2D dan 3D hasil docking

1. Dibuka aplikasi Ligplot dan dimasukkan molekul yang akan divisualisasi

Bl 145

[Fie] Edit Help
Open » PDB file
DRW file

=] e

o ‘ont-end for running and editing LIGPLOT and DIMPLOT schematic diagrams

To start, use File->Open and select PDB file. For full instructiors, go to Help-=Manual

Licensed to: Biology, Universitas Brawiiaya from Dec 06, 2017 for 1 year © R Lk 2009

Klik file- klik Open- PDB file

2. Analisis interaksi ligan 2D

| LigPlot= v145 Sl a ' S -

SN x

File Edit Help

LieBAeyT ..

LigPlot+ is a front-end for running and editing LIGPLOT and DIMPLOT schematic diagrams

To staxt, use File->Open and select PDB file. For full instructions, go to Help->Manual.

)

Licensed to: Biology, Universitas Brawijaya from Dec 06, 2017 for | year © Roasas Lind 2009

Klik Browse

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



3. Memasukkan file ligan dalam bentuk format pdb*

3ert-edit_artocarpin
2 3ert-edit_artonin £
3ert-edit_cycloaltilsin
3ert-edit_cycloaltilsin 7
3ert-edit_cyclocommunal
3ert-edit_cyclomulberrin
3ert-edit_cyclomurosin
3ert-edit isocyclomorusin
3ert-edit isocyclomulberrin
B4 3ert-edit_morusin
3ert-edit_quercetin
3ert-edit_tamoxifen

My Documents

m 1

Computer

Y
(! Filename: | 3ert-edit_artonin_E.pdb
Ntk i ot Tal s

ey

4. Data di running
T ———

File Edit Help — . - — ]

..'b

&y (el i -
PDB code:
3ert-edit_artocarpin
Title:

LigPlot+ is a front-end for running and editing LIG] |

PDB code contains:

To tart, we Fils>Open andselet PDB file For fulzstructions, gof| 772 262 0208

LIGPLOT [ pIvpLOT]
Selectligand to plot
(UNK: O(N) - Unknown

or, enter residue range: | Options: ] Indude waters

1 res2 chaind (eg 18 20 A) [
Licensed to: Biology, Universitas Brawijaya from Dec 06, 2 bt £ Y B ter aters

EEsE) (e

Klik Run

TRAL LIBRARY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



5. Hasil Visualisasi 2D menggunakan Ligplot

| 2 LigPlot v.1.45, e
File Edit Help

Tipitd

Jert-edit_artocarpin

Recentre | [_onfoff | [ sizes | [ coours | Move residue, v

6. Analisis interaksi Ligan 3D dengan mengubah kualitas background

Discovery Studio Visualizer A e

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart [Scripts| Tools Window Help
| Macromolecules | m‘ Receptor-Ligand Intel
Grn "B S HE

Tools 3 n

View Interactions

Define the receptor and ligand.

Define Receptor: 3ert-edit_tamoxifen

| step through ligands.
s ey
Display receptor-igand interactions.

Ligand Interactions

Display receptor surfaces.

Aromatc  HBond  Charge

Change the visbilty of the receptor and lgand.
Receptor Ligand

Pocket Atoms
Show receptor-igand interactions on a 2D diagram.
Show 2D Diagram
Define and Edit Binding Site:

Enable Additional Features ﬂ

Klik scripts — Visualization — Publication Quality



7. Mengubah tampilan model struktur 3D

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Seripts Tools Window Help

Macromoleculs mulation Search product featu Q
P4 " BRE S XARFTE @ W
Toois £ | £ [-]osWecome [) | (5] sertedt quercetn B | [£] srtedittamoxien ) s

View Interactions 2]
Define the receptor and ligand.

A
O - b ta- @

Define Receptor: Sert-edt_quercetin

Define Ligand: <undefined> o Atom Display Off M
Step through igands. ~ | Line
F ¢+ ¥ | stick
Display receptor-igand interactions. o Ball and Stick
i Ligand Interactions #*  Scaled Ball and Stick
Interaction Options... @ CPK
Expand - Contract S ——
Show Distances ~ Show Types Ehoail
Display receptor surfaces. Show Only
Aromatic H-8ond Charge. Select All Ctel+
Hydrophobic  lonizzbiity  SAS Select Parent
Expand - Contract H
View
Change the vishilty of the receptor and igand.
Mouse Mode
Receptor Ligand _
Interacting Atoms | Pocket Atoms [ Display Style. Ctrl+D
Show receptor-igand interactions on a 2D diagram. Color

Show 2D Diagram
Define and Edit Binding Site 2

Show Sequence Cti+Q
Labels »
Group..

Attributes of UNKD,

Enable Additional Features

Klik kanan — klik CPK

8. Hasil Visualisasi 3D interaksi Ligan— Reseptor

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

n Pharmacophores | Small Molecules
Pren -BRSE| S P XE E | B | [ospeystye.. -
Tools 3 8 [-]oswekome [ [ [+ sert-edt_quercetn B || [5] sertedit_tamorifen (2] fal
View Interactions -

Define the receptor and ligand.
Define Receptor: 3ert-edit_quercetin
Define Ligand: <undefined>

Step through ligands.

F+ ¥ 2

Display receptor-igand interactions.

Ligand Interactions.

Options.

Macromolecules | Simulatic

sho Show
Display receptor surfaces.
Aromatic  HBond  Charge
Hydrophobic Tonizabiity ~SAS

Change the visbiity of the receptor and igand.
Receptor [ Ligand
Interacting Atoms | Pocket Atoms
Shon receptor-igand interactions on » 2D disgram.
Show 20 Diagram
| oefine and it Bincing ste: 2]

Enable Additional Features

TRAL LIBRARY OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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LAMPIRAN 11.Data Nilai Binding Afinity Ligan — Reseptor

Binding
No Senyawa Model rsmd/ub | rmsd/lb affmr%%( Sl
Model 1 0 0 -9,5
1 Tamoxifen Model 2 1,94 1,461 -9,4
Model 3 5832 1,95 -8,4
Model 4 5,132 2,071 1,7
Model 1 0 0 -8,4
Model 2 0,761 0,606 -8,3
Model 3 8,724 1,905 -7,1
2. | lsocyclomorusin ot & Si0690 IR 56 ol
Model 5 4,238 1,715 -6,6
Model 6 7,884 1,643 -5,9
Model 7 8,588 1,942 -5,8
Model 8 1,863 1,41 -5,5
Model 1 0 0 -8,2
| . Model 2 7,413 3,957 -6,0
3. Cycloaltilisin 7 Model 3 8,013 1975 5.4
Model 4 2,249 1,566 -5,3
Model 1 0 0 -7,9
Model 2 4,418 3,535 -7,8
Model 3 4,418 3,907 -7,2
" Quercetin Model 4 4,535 22 -6,8
Model 5 2,869 4,28 -6,6
Model 6 6,629 4,199 -6,4
Model 7 9,567 7,235 -6,4
Model 8 8,014 6,221 -6,3
Model 1 0 0 -7,8
5 Cyclomorusin Model 2 7,125 1,595 -5,9
' Model 3 4,73 1,827 -5,7
Model 4 1,196 1,077 -5,1
Model 1 0 0 -7,6
Model 2 4,752 1,667 -7,3
6. Cyclocommunal Model 3 5,244 1,767 -6,2
Model 4 4,719 1,797 -5,3
Model 5 6,582 1,827 -5,1




Model 1 0 0 -7,2
Model 2 4,322 2,214 -6,2
7 Artocarpin Model 3 1,555 1,103 -5,8
Model 4 8,428 1,705 -4,6
Model 5 1,878 1,533 -4,5
Model 6 8,559 1,854 -4.4
Model 1 0 0 -6,6
8. | Isocyclomulberrin Model 2 4,668 1,971 -6,2
Model 3 3,996 1,485 -4,8
Model 1 0 0 -6,5
9. Morusin Model 2 %352 2,435 -5,1
Model 3 7,116 1,669 -4,0
Model 4 8,244 1,827 -3,5
Model 1 0 0 -5,5
Model 2 8,144 2,462 -4.4
Model 3 8,098 2Rl 2 -4,3
10. Artonin E Model 4 1,486 0,725 -4,0
Model 5 1,893 1,452 -3,7
Model 6 7,279 1,759 -3,3
Model 7 8,226 4,09 -2,8
Model 1 0 0 -4,8
11. Cyclomulberrin Model 2 5,413 2,798 -4,3
Model 3 5,167 1,823 -3,9
Model 1 0 0 -3,9
12. Cycloaltilisin Model 2 5,543 1,849 -1,9
Model 3 6,211 2,238 -1,1

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



LAMPIRAN 12 .Data Hasil Visualisasi Docking

Oht6c00 Leus25
. &

Tamoxifen

ERo

Cycloatilisin 7

Interaksi cycloatilisin 7 dengan dan
ERa

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

\RY

AL LIBR;

CENTI



Cyclocommunal

Interaksi cyclocommunal dengan dan
ERa

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

\RY

RAL LIBR;

CENT



Interaksi isocyclomulberrin dengan
dan ERa

Morusin

Interaksi morusin dengan dan ERa

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

\RY

AL LIBR;

CENTI



Cycloaltilisin

Interaksi cycloaltilisin dengan dan ERa

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

\RY

RAL LIBR;

CENT
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