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ABSTRAK

Hariz, M. F. 2019. Uji Sitotoksik, Toksisitas dan Prediksi Sifat Fisikokimia
Senyawa Isoliquiritigenin dan Oxyresveratrol Terhadap Reseptor B-cell
lymphoma 2 (4AQ3) dan Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2
(2RL5) sebagai Terapi Kanker Serviks Secara In Silico

Pembimbing (I) Dr. Roihatul Muti’ah M.kes., Apt
(1) Yen Yen Ari Indrawijaya M.Farm.Klin., Apt

Isoliquiritigenin dan oxyresveratrol merupakan senyawa yang telah
dilaporkan memiliki aktivitas antikanker. Pertumbuhan sel kanker sering dikaitkan
dengan overekspresi B-cell lymphoma 2 (BCL-2) sehingga akan menyebabkan
kemampuan apoptosis menurun dan akan menimbulkan kanker. Pertumbuhan
kanker juga sering dikaitkan dengan overekspresi Vascular endothelial growth
factor receptor-2 (VEGFR-2) sebagai jalur proangiogenik untuk meningkatkan
tahap angiogenesis. Penelitian ini bertujuan untuk memprediksi sitotoksik,
toksisitas dan sifat fisikokimia dari senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol.

Prediksi sifat fisikokima mengacu pada hukum lima Lipinski serta dilihat
dari hasil absorbsi, distribusi, metabolisme dan ekskresi dengan menggunakan
pkCSM online tool Prediksi toksisitas senyawa dengan menggunakan Protox Il
online tool dan prediksi interaksi ligan dengan reseptor menggunakan Molegro
Virtual Docker (MVD). Dilakukan validasi dengan parameter valid jika nilai
RMSD < 2. Protein reseptor kanker yang digunakan adalah BCL-2 (PDB:4AQ3)
dan VEGFR-2 (PDB:2RL5).

Hasil menunjukkan bahwa oxyresveratrol dan isoliquiritigenin memenuhi
hukum lima Lipinski, memiliki LDso 1560mg/kg dan 1048mg/kg. Kedua senyawa
tersebut memilki aktivitas terhadap reseptor 2RL5dan 4AQ3 (E). Reseptor 4AQ3
(E) dan 2RL5 dinyatakan valid dan memiliki nilai RMSD < 2. Senyawa
oxyreveratrol memiliki aktivitas lebih baik dibanding isoliquiritigenin karena
memiliki Rerank Score yang paling rendah. Rerank Score oxyresveratrol pada
2RL5 : -73.0413, 4AQ4: -87.9985). Aktivitas oxyresveratrol juga ditunjukan oleh
ikatan hidrogen pada asam amino yang aktif (2RL5 : Cys 919 pada 4AQ3 : Tyr 67).

Kata Kunci: Sitotoksik, Toksisitas, isoliquiritigenin, oxyresveratrol, BCL-2,
VEGFR-2, kanker serviks, MVD



ABSTRACT

Hariz, M. F. 2019. In Silico Test of Cytotoxic Activity, Toxicity and Prediction
Physicochemical Properties of Isoliquiritigenin and Oxyresveratrol
Compounds to B-Cell Lymphoma 2 (4AQ3) Receptor and Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor-2 (2RL5) as Cervical Cancer Therapy

Advisor (I) Dr. Roihatul Muti’ah M.kes., Apt
(1) Yen Yen Ari Indrawijaya M.Farm.Klin., Apt

Isoliquiritigenin and oxyresveratrol are compounds that have been reported
to have anticancer activities. Cancer cell growth is related with overexpression of
B-cell lymphoma 2 (BCL-2) so that it will cause the ability of apoptosis to decrease
and cause cancer. Cancer growth is also often related with overexpression Vascular
growth factor receptor-2 (VEGFR-2) as a proangiogenic pathway to improve the
angiogenesis stage. This research aimed to predict cytotoxic activity, toxicity and
physicochemical properties of the compounds isoliquiritigenin and oxyresveratrol

Prediction of physicochemical properties referred to Lipinski rules of five
and seen from the results of absorption, distribution, metabolism and excretion
using the pkCSM online tool. Toxicity prediction of compounds using Protox Il
online tool and prediction interaction of ligan with receptors using Molegro Virtual
Docker (MVD). Validation is carried out with valid parameters if the value of
RMSD < 2. Proteins of cancer receptor used are BCL-2 (PDB: 4AQ3) and VEGFR-
2 (PDB: 2RL5).

In silico predictive results showed that oxyresveratrol and isoliquiritigenin
complied with Lipinski rules of five, 1560 mg/kg and 1048 mg/kg respectively.
Both of these compounds have activity against 2RL5 and 4AQ3(E) Receptors.
4AQ3 (E) and 2RL5 receptors are valid and have RMSD values <2. Oxyreveratrol
compounds have better activity than isoliquiritigenin because oxyresveratrol have
the lowest Rerank Score. Rerank Score oxyresveratrol on 2RL5: -73.0413, 4AQ4:
-87.9985. Oxyresveratrol activity is also shown by hydrogen bonds in active amino
acids (2RL5: Cys 919 in 4AQ3: Tyr 67).

Keyword: Cytotoxic, Toxicity, isoliquiritigenin, oxyresveratrol, BCL-2, VEGFR-
2, Cervical cancer, MVD
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PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Kanker serviks adalah tumor ganas yang tumbuh di dalam leher
rahim/serviks. Kanker ini akan mengenai epitel serviks dan akan menggandakan
dan berubah secara patologi anatomi (Prawihardjo, 2010). Kanker serviks dianggap
sebagai salah satu penyakit kanker yang paling mematikan selain kanker payudara
(Bhatla et al., 2018). Biasanya menyerang wanita berusia 35-55 tahun. 90%
penyebab kanker serviks berasal dari sel skuamosa yang melapisi serviks dan 10%
berasal dari sel kelenjar penghasil lendir pada saluran serviks yang menuju ke
dalam rahim (Amalia, 2009).

Kanker serviks didunia diperkirakan terdapat lebih dari 570.000 kasus baru.
Sekitar 90% kematian akibat kanker serviks terjadi dinegara berkembang dan
berpenghasilan menengah (Martel et al., 2017). Jumlah penderita kanker serviks di
Indonesia menempati urutan kedua terbanyak di Asia setelah Mongolia, yaitu
sebanyak 23,4 per 100.000 perempuan per tahun (Bruni et al., 2018). Di indonesia
setiap tahun terdapat lebih dari 15.000 kasus kanker serviks baru dan kurang lebih
8.000 kematian. Setiap hari sekitar 40-45 kasus baru ditemukan dan 20-25
perempuan meninggal dunia akibat penyakit kanker serviks (Ahmad, 2016).

Kanker serviks dapat dicegah dengan mengikuti program skrining sitologi

seperti tes pap smear, dan tes molekul HPV DNA. Pengobatan kanker yang paling



banyak digunakan hingga saat ini meliputi kemoterapi, radiasi dan operasi
(Setiawan, 2015). Pengobatan kanker serviks dapat juga dilakukan dengan
kemoradioterapi (Liu, 2018). Salah satu agen kemoterapi yang sering digunakan
dalam penanganan kanker serviks adalah cisplatin (Dipiro et al., 2008). Resistensi
terhadap obat kemoterapi termasuk cisplatin telah menjadi masalah penting dalam
perawatan pasien kanker serviks (Wang et al., 2015).

Selain pengobatan dengan menggunakan kemoterapi terdapat pula
pencarian sumber obat baru yang berasal dari alam. Pemilihan obat dari bahan alam
dikarenakan penggunaan kemoterapi memiliki kelemahan yaitu dapat membunuh
sel normal (Wijaya dan Muchtaridi, 2017). Obat dari bahan alam juga memiliki efek
samping yang rendah dan aman (Katno dan Pramono, 2017). Sumber obat dari
bahan alam dapat diperoleh dengan memanfaatkan tumbuh-tumbuhan yang
terdapat di sekitar kita.

Terdapat banyak ayat di dalam Qur’an yang menjelaskan tentang tumbuhan
salah satunya Surah Al An’am ayat 99 Allah subhanahuwata’ala memerintahkan
hamba-Nya untuk memanfaatkan tanaman, termasuk diantaranya adalah tumbuh-

tumbuhan yang dapat diberdayakan sebagai salah satu tanda kekuasaan-Nya.
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“Dan Dia-lah yang menurunkan air hujan dari langit lalu Kami tumbuhkan dari
air itu segala macam tumbuh-tumbuhan maka kami keluarkan dari tumbuh-
tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami keluarkan dari tanaman yang
menghijau itu butir yang banyak; dan dari mayang kurma mengurai tangkai
tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun anggur, dan (Kami kelurakan pula) zaitun
dan delima yang serupa dan yang tidak serupa. Perhatikanlah buahnya di waktu
pohonnya berbuah dan (perhatikan pula) kematangannya. Sesungguhnya pada
yang demikian itu terdapat tanda-tanda (Kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang
beriman” (QOS. AL-An’am : 99)

Berdasarkan ayat di atas bahwa Allah telah menumbuhkan tumbuh-
tumbuhan dengan air hujan tersebut pepohonan, seperti zaitun, kurma, anggur, dan
semua jenis pepohonan lainnya, juga buah-buahan dan sayuran (Aidh, 2008).
Menurut pada mufasir tumbuhan, tumbuh melalui beberapa fase hingga buah
tersebut matang. Pada fase kematangan, buah ataupun bagian tanaman yang lain
akan mengandung berbagai senyawa yang dihasilkan. Sehingga tanaman tersebut
dapat dimanfaatkan oleh makhluk hidup lainya (Shihab, 2002).

Bawang dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr) merupakan salah satu
tanaman/bahan alam yang telah diuji efektivitasnya. Hasil penelitian sebelumnya
menunjukkan fraksi etil asetat Bawang dayak memiliki potensi sebagai anti kanker
terhadap sel hela dengan nilai ICso sebesar 44.335 pg/ml. Senyawa mayor yang
ditemukan pada penelitian tersebut adalah senyawa isoliquiritigenin dari golongan
flavonoid dan senyawa oxyresveratrol dari golongan polifenol (Minggarwati.,
2017).

Isoliquiritigenin diketahui mampu dalam menghambat kanker serviks
dengan cara menginduksi Caspase-Depentent Apoptosis melalui penurunan

regulasi dari ekspresi HPVV16 E6 dengan jalur penghambatan melalui p53 dan Bcl-

2. Penelitian Hirchaud (2013) menunjukkan efek sitotoksik ini berlangsung pada



fase G2/M namun pada konsentrasi yang berbeda efek sitotoksik ditunjukkan pada
fase GO/G1. Pengaruh isoliquiritigenin pada ekspresi protein ditunjukkan pada
ekspresi apoptosis protein B-cell lymphoma-2-associated X protein (Bax) yang
meningkat sedangkan BCL-2 menurun. Selain itu isoliquiritigenin juga memiliki
aktivitas induksi pada kerusakan DNA (Botta et al., 2005).

Penelitian tentang senyawa oxyresveratrol terhadap kanker serviks hingga
saat ini belum ditemukan. Tetapi penelitian andrabi et al (2004) telah menunjukan
efek anti-apoptosis senyawa oxyresveratrol dalam pencegahan cytochrome-c (cyt-
c) dari mitocondria, berkurangnya caspase-3 dan mengurangi fragmentasi DNA
apoptosis.

Pemilihan reseptor B-cell lymphoma 2 karena reseptor Bcl-2 dalam proses
apoptosis adalah sebagai anti apoptosis. Ketika jumlah protein Bcl-2 berlebih akan
menyebabkan kemampuan apoptosis menurun dan akan menimbulkan kanker
melalui jalur mitokondria. Pemilihan reseptor dengan jalur Vascular endothelial
growth factor receptor-2 karena VEGF/VEGFR2 dianggap sebagai jalur
proangiogenik paling penting untuk meningkatkan semua tahap angiogenesis
termasuk permeabilitas vaskular, kelangsungan hidup sel endotelial, proliferasi,
migrasi atau invasi ke jaringan sekitar, dan pembentukan pembuluh darah kapiler
(Hoi et al., 2014). Apabila jalur VEGFR-2 dihambat tidak akan terbentuk pembuluh
darah baru yang berfungsi pada kelangsungan hidup sel kanker. Kode PDB protein
dari B-cell lymphoma 2 adalah 4AQ3 dengan ligan phenylacylsulfonamide inhibitor
dan kode PDB Vascular endothelial growth factor receptor-2 adalah 2RL5 dengan

ligan 2,3-dihydro-1,4-benzoxazine inhibitor



Kemajuan teknologi komputer pada saat ini dapat menjadi salah satu cara
untuk dilakukan penelitian dan penemuan obat baru. Penemuan obat baru dengan
metode komputer atau in silico merupakan metode yang baru dan tidak ada
dizaman nabi namun Allah subhanahuwata’ala memerintahkan untuk selalu
bepikir dan berilmu sehingga dapat memahami ilmu pengetahuan baru. Salah
satunya pada Qur’an Surah Al Ankabut ayat 43:

® &2 ) Glang 5 o0 g, 35 T

“Dan perumpamaan-perumpamaan ini Kami buatkan untuk manusia; dan tiada
yang memahaminya kecuali orang-orang yang berilmu.” (QS. Al Ankabut : 43)

Makna dari ayat ini menurut Tafsir al-Jalalain adalah (Dan perumpamaan-
perumpamaan ini) yang ada dalam Alquran (Kami buatkan) Kami jadikan (untuk
manusia; dan tiada yang memahaminya) yang mengerti akan perumpamaan-
perumpamaan ini (kecuali orang-orang yang berilmu) yakni, orang-orang yang
berpikir. llmu pengetahuan dan teknologi dalam islam dipandang sebagai
kebutuhan manusia dan sebagai bagian pelaksanaan kewajiban manusia sebagai
makhluk yang berakal (Muslimin, 2014)

IImu pengetahuan dan teknologi komputasi yang semakin maju dan
berkembang merupakan peluang untuk mengembangkan simulasi dan kalkulasi
dalam merancang obat. Metode yang digunakan pada suatu kondisi ke dalam
simulasi komputer dengan menggunakan program tertentu disebut metode in silico.
Metode in silico dapat digunakan dalam memprediksi toksisitas, sifat fisikokimia,
sifat farmakokinetik dan molecular docking (Hardjono, 2016).

Molecular docking adalah metode dalam struktur biologi molekuler dan

penemuan obat berdasarkan struktur. Molecular docking dapat digunakan untuk



mengetahui interaksi antara suatu ligan (senyawa) dengan molekul target yaitu
reseptor, enzim dan protein. Interaksi ligan (senyawa) dengan reseptor dapat
divisualisasikan dengan metode komputasi dan dapat digunakan untuk mengetahui
farmakofor dari suatu senyawa (Ekins et al., 2007). Untuk melakukan simulasi
molecular docking dibutuhkan aplikasi docking. Molegro Virtual Docker (MVD)
digunakan karena memiliki kemampuan yang terintegrasi dalam memperlajari,
memprediksi dan menampilkan interaksi ligand dengan makromolekul (Manual
Molegro Virtual Docker, 2013). Tujuan docking protein-ligan adalah untuk
memahami dan memprediksi kemungkinan ikatan molekul yang ada dan
memprediksi afinitas suatu ikatan (Kartasasmita et al., 2010).

Penelitian ini penting untuk dilakukan karena dalam pengembangan obat
kanker diperlukan untuk memprediksi aktivitas sitotoksik, toksisitas dan sifat
fisikokimia. Obat berdasarkan bahan alam diharapkan dapat menjadi salah satu
solusi dalam pemilihan obat kanker. Pengembangan obat kanker berdasarkan bahan
alam dikarenakan bahan alam tidak memiliki efek samping seperti obat kemoterapi
yang dapat membunuh sel normal. Uji yang dilakukan pada penelitian ini adalah uji
sitotoksik, uji toksisitas dan prediksi sifat fisikokimia senyawa isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol. Uji aktivitas sitotoksik ditunjukkan dengan ikatan protein-ligan
yang terjadi, serta afinitas dan interaksi dengan asam amino antara senyawa dengan
reseptor 4AQ3 dan 2RL5. Keamanan dari suatu senyawa yang masuk di dalam
tubuh akan ditunjukkan dengan LDsp, skin sensitization, Ames toxicity dan
Hepatotoxicity secara in silico. Kemudahan senyawa untuk di absorbsi dan

permeabilitasnya ditunjukkan dengan terpenuhinya hukum lima Lipinski.



1.2 Rumusan Masalah
Berdasaran latar belakang di atas maka rumusan masalah dalam penelitian

ini adalah:

1. Bagaimana sifat fisikokimia senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol
secara in silico?

2. Bagaimana aktivitas sitotoksik senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol
yang ditunjukkan dengan ikatan dengan reseptor B-cell lymphoma 2 (4AQ3)
dan Vascular endothelial growth factor receptor-2 (2RL5) secara in silico?

3. Berapa toksisitas senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol secara in silico?

1.3  Tujuan
Berdasarkan rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini

adalah:

1. Menguji bagaimana sifat fisikokimia senyawa isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol secara in silico.

2. Menguji aktivitas sitotoksik senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol
sebagai obat kanker serviks terhadap reseptor B-cell lymphoma 2 (4AQ3) dan
Vascular endothelial growth factor receptor-2 (2RL5) secara in silico.

3. Menguji berapa toksisitas senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol secara

in silico.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



1.4  Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah memberikan informasi dan ilmu tentang
aktivitas sitotoksik, toksisitas dan sifat fisiokimia senyawa isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol sebagai anti kanker melalui B-cell lymphoma 2 (4AQ3) dan Vascular

endothelial growth factor receptor-2 (2RL5).

1.5  Batasan Masalah
Batasan Masalah pada penelitian ini adalah

1. Ligan (senyawa) yang digunakan adalah isoliquiritigenin dan oxyresveratrol.

2. Protein target yang digunakan adalah B-cell lymphoma 2 (4AQ3) dan Vascular
endothelial growth factor receptor-2 (2RL5).

3. Ujiinsilico antara ligan (senyawa) isoliquiritigenin dan oxyresveratrol dengan
reseptor target menggunakan aplikasi Molegro Virtual Docker 6.0.

4. Parameter molecular docking berupa Rerank Score, nilai RMSD, ikatan
hidrogen, ikatan sterik, jarak ikatan.

5. Parameter kelas toksisitas berdasarkan LDso, skin sensitization, Ames toxicity
dan Hepatotoxicity menggunakan Protox online tool secara in silico

6. Parameter prediksi sifat fisikokimia berupa berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat
berotasi (Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors
(HBD) dan Polar Surface Activity (PSA) menggunakan aplikasi pkCMS online

tool.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Metode In silico (Molecular Docking) dalam Perspektif Islam

Metode in silico merupakan metode yang sekarang sering digunakan
sebagai penemuan dan pengembangan suatu obat. Metode ini termasuk cara untuk
mengidentifikasi senyawa baru dengan cepat dan murah (GoLDenhuys, 2006).
Informasi kimia pada metode in silico dapat dengan mudah diintegrasikan ke dalam
proses penemuan obat yang modern (Bleicher et al., 2003).

Kemajuan teknologi komputer pada saat ini dapat menjadi salah satu cara
untuk dilakukan penelitian dan penemuan obat baru. Penemuan obat baru dengan
metode komputer atau in silico merupakan metode yang tidak ada dizaman nabi
namun Allah subhanahuwata 'ala memerintahkan untuk selalu bepikir dan berilmu
sehingga dapat memahami ilmu pengetahuan baru. Salah satunya pada Qur’an
Surah Al Ankabut ayat 43:

® &, Ny Telans U5 G g JaeT g

“Dan perumpamaan-perumpamaan ini Kami buatkan untuk manusia; dan tiada
yang memahaminya kecuali orang-orang yang berilmu.” (QS. Al Ankabut : 43)

Makna dari ayat ini menurut Tafsir al-Jalalain adalah (Dan perumpamaan-
perumpamaan ini) yang ada dalam Alquran (Kami buatkan) Kami jadikan (untuk
manusia; dan tiada yang memahaminya) yang mengerti akan perumpamaan-
perumpamaan ini (kecuali orang-orang yang berilmu) yakni, orang-orang yang

berpikir. llmu pengetahuan dan teknologi dalam islam dipandang sebagai
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kebutuhan manusia dan sebagai bagian pelaksanaan kewajiban manusia sebagai
makhluk yang berakal (Muslimin, 2014)

Metode yang digunakan pada suatu kondisi ke dalam simulasi komputer
dengan menggunakan program tertentu disebut metode in silico. (Hardjono, 2016).
Salah satu metode in silico adalah Simulasi Docking yang menunjukkan suatu
proses yang terjadi oleh dua molekul secara bersamaan dalam ruang tiga dimensi.
Moleculer docking telah memberikan kontribusi yang sangat penting dalam proses
penemuan obat. Merancang dan mengembangkan obat baru baik yang berasal dari
bahan alam maupun hasil sintesis, memerlukan teknik untuk menentukan dan
memprediksi sifat fisika kimia molekul obat dan mengetahui gambaran senyawa

dalam berinteraksi dengan reseptor (schlick, 2010).

2.2  Pemodelan Molekul

Pemodelan molekul (Molecular docking) merupakan suatu cabang ilmu
kimia untuk mengetahui dan evaluasi sifat sifat molekul dan struktur menggunakan
kimia komputasi modern dan grafik molekul dengan teknik visualisasi tiga dimensi
(Siswandono, 2016). Molecular docking banyak digunakan dalam bidang kimia dan
biologi komputasional untuk mempelajari sifat molekul dari sistem yang kecil
(obat) hingga molekul biologis yang besar (reseptor), serta proses interaksi aksi
obat pada tingkat molekul dan atom melalui simulasi proses interaksi obat-reseptor
(docking) dengan bantuan komputer (Hinchliffe, 2008). dan untuk memprediksikan
konformasi protein atau molekul asam nukleat (DNA atau RNA), dan ligan. Dengan

kata lain, molekuler docking digunakan untuk memprediksikan struktur
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antarmolekul yang kompleks terbentuk antara dua atau lebih konstituen molekul
(Dias, 2008).

Pengaplikasian pemodelan molekul dapat dilakukan menggunakan
perangkat lunak berupa aplikasi. Aplikasi yang sering digunakan pada basis
windows antara lain: Autodock, ArgusLab, Leadlt, Molegro Virtual Docker,
ChemOffice Ultra, Hyperchem, Accelrys Discovery Studio, Molecular Operating
Environment (MOE), Maestro Schordinger, SYBYL, dll. (Chikhi & bensegueni,
2008). Pemodelan molekul ini membutuhkan biaya yang lebih ringan dan waktu
yang lebih efisien dibandingkan dengan menggunakan metode secara farmakologi
(Tang & Marshall, 2011).

Metode ini memiliki dua cara dalam menganalisis aktivitas biologi
molekuler dalam perancangan obat, yaitu adalah rancangan obat berbasis ligan
apabila telah diketahui struktur molekul aktif beserta reseptornya (ligand based
drug design) yang dapat disebut rancangan obat secara tidak langsung, dan yang
kedua adalah rancangan berbasis struktur apabila belum diketahui struktur molekul
aktifnya dan telah didapatkan reseptor target yang di inginkan (structure based drug

design) atau rancangan obat secara langsung (Siswandono, 2016)

Ligand based drug design merupakan prediksi ikatan pada protein target
dengan menggunakan metode komputasi yang struktur 3 dimensi target yang telah
diketahui. Tujuan utama dari ligand based drug design adalah mencari gugus gugus
yang bertanggung jawab terhadap aktivitas (farmakofor). Gugus yang bertanggung
jawab terhadap aktivitas dapat menurunkan aktivitas, serta memiliki sifat-sifat

lipofilik, elektronik, dan sterik/geometrik dari gugus (Siswandono, 2016).
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Structure based drug design dilakukan apabila struktur tiga dimensi dari
protein target tidak ada ataupun apabila diharuskan untuk mencari kesimpulan
hubungan struktur aktivitas. Methode ini menggunakan model farmakofor untuk
menemukan kandidat obat. Pada prinsipnya metode ini adalah merancang molekul-
molekul yang dapat masuk dalam lubang (cavity) pada sisi reseptor dan dapat
berinteraksi dengan reseptor (target biologis) secara serasi (docking) (Siswandono,

2016).

2.3  Molegro Virtual Docker

Molegro Virtual Docker (MVD) adalah aplikasi yang terintegrasi untuk
mempelajari dan memprediksi interaksi ligand dengan makromolekul. Identifikasi
ikatan ligand dilakukan dengan evaluasi secara berulang ulang dan memperkirakan
energi ikatanya dengan suatu makromolekul. (Manual Molegro Virtual Docker,
2013).

Program Molegro Virtual Docker (MVD) ini digunakan karena ketepatan
akurasi docking MVD terbukti lebih baik dari program docking yang sejenisnya
dengan presentase MVD 87%, Glide 82%, Surflex 75%, Flex 58% (Thomson and

Christensen, 2006).

2.4  B-cell lymphoma 2

B-cell lymphoma 2 adalah salah satu agen anti-apoptosis yang berperan
dalam apoptosis sel kanker serviks. Peran dari Bcl-2 pada pembentukan sel kanker
serviks adalah ketika jumlah protein Bcl-2 berlebih akan menyebabkan kemampuan

apoptosis menurun dan akan menimbulkan kanker. Overekspresi Bcl-2 dapat
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menghambat pelepasan sitokrom-c dari mitokondria. Sitokrom-c tidak akan
mengikat apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1), kemudian tidak terbentuk
komplek teraktivasi dari (d)ATP, sehingga caspase-3 tidak teraktivasi dan akan
menyebabkan penghambatan apoptosis dan menimbulkan kanker (Weyhenmayer,
dkk., 2012).

Mekanisme Bcl-2 dalam proses apoptosis adalah sebagai anti apoptosis
yang mengontrol keluarnya cytochrome-c dari mitokondria. Bcl-2 memiliki 2
keluarga protein yaitu B-cell lymphoma 2 antagonist/ killer (BAK) dan B-cell
lymphoma 2-associated X protein (BAX) yang bertanggung jawab langsung dalam
melewati membran terluar mitokondria. Setelah itu terbentuk cytochrome-c (cyt-c),
smac dan protein intramembran mitokondria lainya yang kemudian dilepas dan
diaktivasi oleh downstream caspases sehingga terjadi apoptosis (Gambar 2.1) (Dai

etal., 2016).

Mitochondrial pathway Death receptor pathway
death receptor
+

growth-factor deprivation
stress, UV

death ligand

Ea @
BCL2 proteins /\

Gambar.2.1 Mekanisme apoptosis melalui jalur mitokondria dan kematian
reseptor (Dai et al., 2016).
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Kode protein dari reseptor B-cell lymphoma 2 pada protein data bank
(PDB) yaitu 4AQ3. Penelitain Mala et al (2015) telah menggunakan reseptor B-
cell lymphoma 2 sebagai agen anti-apoptosis dengan kode protein 4AQ3. 4AQ3
digunakan karena memilki ligand asli phenylacylsulfonamide inhibitor dengan
nama IUPAC N,N-dibutyl-4-chloranyl-1-[2-(3,4-dihydro-1H isoquinolin-2-
ylcarbonyl) 4 - [ (7-iodanylnaphthalen-2yl) sulfonylcarbamoyl] phenyl]-5-methyl-
pyrazole-3 carboxamide. phenylacylsulfonamide inhibitor pada penelitian Perez et
al (2012) merupakan senyawa yang telah dilakukan penelitian dan memiliki ikatan
afinitas terhadap reseptor BCL-2/BCL-XL ganda. Selain itu senyawa
phenylacylsulfonamide inhibitor terbukti menginduksi penanda marker dari dari
apoptosis (seperti Pelepasan cytocrome C, dan oligomerisasi BAK) di mitokondria.
Asam amino yang berperan pada 4AQ3 adalah Arg 105, Leu 96, Phe 157, Tyr161,
Val 92, Tyr 67, Asp 70, Met 74, Arg 66, Phe 71 and Phe 63 (Gambar 2.2) (Mala et

al., 2015).
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Gambar 2.2 Ikatan asam amino yang berperan antara 4AQ3 dengan
phenylacylsulfonamide inhibitor (perez et al., 2012).

2.5  Vascular Endothelial Growth Factor Receptor -2

Vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2) merupakan
salah satu reseptor yang berikatan antara Vascular endothelial growth factor
(VEGF) dengan reseptor thyrosin-kinase. VEGF memiliki peran penting yaitu
menstimulasi endotelial cell survival pada pembuluh darah yang baru terbentuk.
VEGF juga merupakan stimulator kuat untuk proliferasi sel endotel, serta produksi
dan migrasi aktivator plasminogen yang dibutuhkan untuk degradasi matriks

ekstraselular. (Keman, 2014)

Perkembangan kanker sering dikaitkan dengan ekspresi VEGF, dan jalur
sinyal VEGF/VEGFR-2 yang pada umumnya dianggap sebagai mediator utama

tumor angiogenesis, sehingga VEGF/VEGFR-2 merupakan sistem target untuk

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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pengobatan pada kanker. VEGFR telah divalidasi secara klinis dan banyak
digunakan untuk terapi kanker. VEGF/VEGFR2 dianggap sebagai jalur
proangiogenik paling penting untuk meningkatkan semua tahap angiogenesis
termasuk permeabilitas vaskular, kelangsungan hidup sel endotelial, proliferasi,
migrasi atau invasi ke jaringan sekitar, dan pembentukan pembuluh darah kapiler.

(Hoi et al., 2014).

VEGFR-2 memiliki peran penting dalam perkembangan kanker serviks.
Pada epitel serviks normal VEGFR-2 tidak terdeteksi, tetapi positif pada neoplasia
serviks intraepitel dan kanker serviks sel skuamosa (Jach et al. 2010). Hal ini
didukung dengan adanya penelitian dari Longatto-Filho et al (2009) yang
menunjukkan bahwa pada kasus kanker serviks pengamatan VEGFR-2

menunjukan hasil positif dalam 22 kasus dari 30 kasus (73.3%).

Mekanisme molekular dari VEGFR-2 vyaitu dengan mengendalikan
ekspresinya pada proses angiogenesis dan karsinogenis. Regulasi dari ekpresi
VEGFR-2 melibatkan serangkaian mekanisme yang kompleks diantaranya
perubahan epigenik, regulasi transkripsi, cellular localizaiton dan trafficking,
pengikatan ligan, aktivitas co-aktivator, ekspresi molekul adhesi, jalur turunan
pensinyalan constitutive-embryonic dan regulasi cytokine growth factor (Gambar

2.3) (Guo et al., 2012).
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Gambar 2.3 Mekanisme jalur pensinyalan Vascular endothelial growth factor
receptor-2 (Guo et al., 2012).

Senyawa isoliquiritigenin pada penelitian Wang et al (2013) telah berhasil
dalam menghambat sel kanker payudara dengan melalui VEGFR-2. Penghambatan
senyawa isoliquiritigenin dilaporkan melalui jalur pensinyalan cascade pada sel
endothel. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isoliquiritigenin secara signifikan

dapat menghambat aktivitas kinase VEGFR-2, dengan dosis ICso 100 nM.

Kode protein dari VEGFR-2 pada protein data bank (PDB) yaitu 2RL5.
2RL5 dipilih dan digunakan karena memilki native ligan 2,3-dihydro-1,4-
benzoxazine dengan nama IUPAC n-(4-chlorophenyl)-7-[(6,7-dimethoxyquinolin-
4-yl)oxy]-2,3-dihydro-1,4-benzoxazine-4-carboxamide. Pada penelitian La et al
(2008) melaporkan 2,3-dihydro-1,4-benzoxazine telah terbukti menjadi inhibitor
yang efektif dari angiogenesis. Penelitian Meng (2013) telah menggunakan protein
2RL5 dengan menggunakan ligan sorafenib. Sorafenib merupakan salah satu

molekul yang dapat menghambat berbagai reseptor tyrosin kinase salah satunya
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adalah VEGFR-2 (Seno, dkk., 2011). Keseluruhan asam amino yang berperan
adalah Aspl1046, Cys919, Glu885, Lys868, Leu840, Val848, Ala866, 11e888,
LeuB889, Val899, Phe918, Tyr916, and Leul035. Namun asam amino yang
berikatan pada ligan sorafenib hanya Asp1046, Cys919 dan Glu885. (gambar 2.4)

(Meng, 2013).
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Gambar 2.4 Ikatan asam amino yang berperan antara 2RL5 dengan
sorafenib (Meng, 2013).

2.6 Interaksi Obat-Reseptor

Interaksi obat-reseptor sangat tergantung pada sifat-sifat geometri,
informasi dan elektronik dari molekul obat dan reseptor. Perkembangan teori kimia
dan metode komputasional modern yang dipadukan dengan teknologi komputer
yang canggih, mampu mensimulasikan proses interaksi obat-reseptor. Prinsip
dasarnya adalah mengekspresikan sifat sifat geometri, konformasi dan elektronik
dari molekul obat dan reseptor menjadi fungsi energi, dan dengan meminimalkan

fungsi energi akan didapat dalam bentuk geometri yang optimal dan paling stabil,
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yang mencerminkan kekuatan ikatan obat-reseptor. Kekuatan ikatan obat-reseptor
inilah yang dapat menunjukan aktivitas biologis obat, yang dinyatakan dengan
Rerank Score (RS).

Nilai Root Mean Square Deviation (RMSD) adalah metode validasi yang
dapat digunakan dalam proses docking (Marcou dan Rognan, 2007). Nilai RMSD
<2A menunjukan keakuratan perhitungan dan kemiripan dua buah struktur
(Ferwadi dkk, 2017). Kemiripan tersebut diukur bedasarkan perbedaan jarak atom
sejenis (Ruswanto, 2015). Struktur yang memiliki energi paling rendah merupakan
strutur yang sangat mirip dengan struktur hasil docking (Prasojo et al, 2010).
Interaksi ligan-reseptor melibatkan ikatan-ikatan kimia, seperti: Ikata-ikatan
kovalen, hidrogen, van der waals, hidrofobik, ionik(elektrostatik), dipol-dipol dan
transfer muatan (Young, 2009).

2.6.1 Ikatan Kovalen

Ikatan kovalen terbentuk bila ada dua atom saling menggunakan sepasang
elektron secara bersama-sama. Ikatan kovalen merupakan ikatan kimia yang paling
kuat. Dengan ikatan yang kuat ini pada suhu normal ikatan bersifat ireversibel dan
hanya dapat dipecah bila ada pengaruh katalisator enzim tertentu. Interaksi obat-
reseptor melalui ikatan kovalen menghasilkan kompleks yang cukup stabil, dan

sifat ini dapat digunakan untuk tujuan pengobatan tertentu. (Siswandono, 2016).

2.6.2 lkatan lonik

Ikatan ionik adalah ikatan yang dihasilkan oleh daya tarik menarik

elektrostatik antara ion-ion yang muatanya berlawanan. Kekuatan tarik menarik
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akan makin berkurang bila jarak antar ion makin jauh dan pengurangan tersebut

berbanding terbalik dengan jaraknya (Siswandono, 2016).

2.6.3 Interaksi lon-dipol dan Dipol-dipol

Adanya perbedaan keelektronegatifan atom C dengan atom yang lain,
seperti O dan N, akan membentuk distribusi elektron tidak simetrik atau dipol, yang
mampu membentuk ikatan dengan ion atau dipol yang lain, baik yang mempunyai
daerah kerapatan elektron tinggi maupun yang rendah. Gugus karbonil, ester,
amida, eter, dan nitril merupakan gugus-gugus yang memiliki fungsi dipolar

(Siswandono, 2016).

2.6.4 Ilkatan hidrogen

Ikatan hidrogen adalah ikatan yang terjadi antara hidrogen (atom H) dengan
atom yang bersifat elektronegatif dan mempunyai sepasang elektron bebas dengan
oktet lengkap, seperti F,O,N (Bruice, 2003). lkatan hidrogen yang kekurangan
elektron pada umumnya akan terikat melalui ikatan kovalen dengan atom yang
bersifat elektronegatif, seperti nitrogen dan oksigen (Siswandono, 2016). Ikatan
hidrogen paling kuat ketika molekul berada dalam orientasi interaksi elektrostatik
yang maksimum. Keadaan ini terjadi ketika atom hidrogen dan dua atom lain yang
berikatan berada dalam satu garis, dimana atom akseptor berada segaris dengan
ikatan kovalen antara atom donor dan atom H (Nelson & Cox, 2001). Dalam sistem
biologis, baik donor maupun akseptor biasanya merupakan atom nitrogen atau
oksigen, khususnya atom dalam gugus amina (-NH2) dan hidroksil (-OH). Karena
ikatan antara N-H dan O-H bersifat polar, atom H-nya dapat berikatan hidrogen

dengan atom akseptor (Lodish et al., 2000).
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2.6.5 Ikatan Van der Waal’s

Ikatan Van der Waal’s merupakan kekuatan tarik menarik antar molekul
atau atom yang tidak bermuatan, dan letaknya berdekatan. Ikatan ini terjadi karena
sifat kepolaran molekul atom (siswandono, 2016). Ketika dua atom mendekat satu
sama lain, kedua atom ini membentuk gaya tarik yang lemah dan nonspesifik yang
menyebabkan interaksi van der Waals. Kekuatan interaksi van der Waals berkurang
drastis ketika jarak molekul meningkat sehingga interaksi ini hanya terbentuk
ketika atom-atom terletak dekat. Jika atom terletak terlalu dekat, maka atom-atom
tersebut saling tolak menolak karena adanya muatan negatif pada kulit elektron

terluar (Lodish et al., 2000).

2.6.6 lkatan hidrofobik

Ikatan hidrofobik adalah Molekul nonpolar tidak mengandung ion,
memiliki momen dipol atau terhidrasi. Karena molekul tersebut tak larut atau
hampir tak larut dalam air (Lodish, et al., 2000). Ikatan ini merupakan salah satu
kekuatan penting pada proses penggabungan daerah non polar molekul obat dengan
daerah nonpolar reseptor biologis. Daerah non polar molekul obat yang tidak larut
dalam air dan molekul-molekul air disekelilingnya, akan bergabung melalui ikatan

hidrogen membentuk struktur quasi-crystaline (icebergs) (Siswandono, 2016).

2.6.7 Transfer Muatan

Kompleks yang terbentuk antara dua molekul melalui ikatan hidrogen
merupakan kasus khusus dari fenomena umum kompleks donor-aseptor, yang
distabilkan melalui daya tarik menarik elektrostatik antara molekul donor elektron

dan molekul aseptor elektron. Kompleks transfer muatan dikelompokkan menjadi



22

dua yaitu senyawa yang berfungsi sebagai donor elektron dan sebagai aseptor
elektron. Makromolekul sistem biologis yang bekerja sebagai komponen reseptor
mempunyai gugus protein atau asam amino yang dapat membentu omplek melalui
transfer muatan yaitu a. Sebagai donor elektron, b. Sebagai aseptor eletron c.

Sebagai donor dan aseptor elektron (Siswandono, 2016).

2.7  Hukum lima Lipinski

Lipinski et al.(1997) telah menganalisis 2.245 obat dari data dasar WorLD
Drugs Index. Hasil analisis menyimpulkan bahwa senyawa akan sulit diabsorpsi
dan permeabilitasnya rendah apabila mempunyai: berat molekulnya lebih besar
500, nilai log koefisien partisi oktanol/air (log P) lebih besar +5; ikatan-H donor
(HBD), yang dinyatakan dengan jumlah gugus O-H dan N-H, lebih besar 5; dan
ikatan-H aseptor (HBA), yang dinyatakan dengan jumlah atom O dan N, lebih besar
10. Analisis tersebut dikenal sebagai hukum lima Lipinski karena semua nilai
merupakan kelipatan dari angka lima. Analisa dengan menggunakan hukum lima
Lipinski dapat digunakan untuk membuktikan bahwa senyawa yang diuji mudah
diabsorbsi dan mempunyai permeabilitas yang baik. Prediksi sifat fisikokimia
seperti: berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah
ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion); Hydrogen Bond Acceptors (HBA),
Hydrogen Bond Donors (HBD), dan Polar Surface Activity (PSA) dilakukan

dengan menggunakan pkCSM online tool (Gambar 2.5) (Kesuma dkk., 2018).
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Gambar 2.5 Alur aplikasi pkCSM tool (Pires et al., 2015)
2.8  Toksisitas

Uji toksisitas dilakukan untuk mendapatkan informasi atau data tentang
toksisitas suatu bahan (kimia) pada hewan uji. Secara umum uji toksisitas dapat
dikelompokkan menjadi uji toksisitas jangka pendek/akut, dan uji toksisitas jangka
panjang (Donatus, 2005). Uji Ames Toxicity adalah metode yang digunakan secara
luas untuk menilai potensi mutagenik senyawa dengan menggunakan bakteri.
(Kesuma et al., 2018). LDso digunakan untuk menilai potensi toksisitas jangka
pendek  suatu  bahan. LDso ditetapkan  sebagai tanda  statistik
pada pemberian suatu bahan sebagai dosis tunggal yang dapat menyebabkan
kematian 50% hewan uji (Priyanto, 2010). Uji toksisitas secara eksperimental
laboratorium membutuhkan tenaga, fasilitas, waktu dan biaya mahal. Sebaliknya
prediksi toksisitas dari model Hubungan Kuantitatif Struktur-Aktivitas (HKSA)
telah digunakan untuk mendukung hipotesis dan memprioritaskan studi

eksperimental lebih lanjut (Djalil dkk, 2012)
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Klasifikasi kelas toksisitas senyawa didasarkan pada Globally Harmonized
System (GHS), kelas toksisitas antara lain adalah kelas I: fatal jika tertelan (LDso <
5 mg/kg), kelas 11 : fatal jika tertelan (5 <LDsp < 50 mg/kg), kelas III: beracun jika
tertelan (50 <LDsp < 300 mg/kg), kelas I'V: berbahaya jika tertelan (300 <LDsp <
2000 mg/kg), kelas V: bisa berbahaya jika tertelan (2000 <LDso < 5000 mg/kg),

kelas VI: tidak beracun (LDso> 5000 mg/kg) (El-din et al., 2016)

29  Kanker

Kanker adalah suatu penyakit yang terjadi akibat pertumbuhan sel pada
jaringan tubuh secara terus-menerus dan tidak terkendali (Dipiro et al., 2008).
Kanker merupakan penyakit yang heterogen dan kompleks yang disebabkan oleh
akumulasi lesi genetik, yang meningkatkan aktivitas gen pengatur sehingga
mendorong proliferasi sel dan menurunkan aktivitas protein yang biasanya

menghambat. (Loddo et al., 2009).
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Gambar 2.6 Siklus sel kanker (Mycek et al., 2001).

Siklus sel memiliki empat fase berurutan. Fase yang paling penting adalah

fase S, ketika terjadi replikasi DNA, dan fase M ketika sel membelah menjadi dua.
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Interfase terdiri dari fese S, G1 dan G2. G1 memiliki fungsi yaitu memproduksi
enzim yang diperlukan untuk DNA. G2 adalah fase setelah fase S ketika sel
mempersiapkan untuk masuk pada fase mitosis (Murray dan Hunt, 1993). GO
adalah fase istirahat, Sel pada fase GO masih potensial untuk berproliferasi yang
disebut sel klonogenik atau sel induk (steam sel). Jadi yang dapat menambah jumlah
sel kanker adalah sel yang dalam siklus proliferasi dan dalam fase GO (Gambar 2.6)

(Williams dan Stoeber, 2012).

29.1 Kanker serviks

Kanker leher rahim (kanker serviks) adalah tumor ganas yang tumbuh
didalam leher rahim/serviks, bagian terendah dari rahim yang menempel pada
puncak vagina, kanker serviks biasanya menyerang wanita berusia 35-55 tahun.
90% dari kanker serviks berasal dari sel skuamosa yang melapisi serviks dan 10%
sisanya berasal dari sel kelenjar penghasil lendir pada saluran servikal yang menuju
ke dalam rahim (Amalia ,2009). Kanker serviks timbul dari leher rahim, di mana
sel-sel serviks menjadi tidak normal mulai tumbuh tidak terkendali, dan membentuk
tumor. Sekitar 90% dari neoplasia intraepitel dapat dikaitkan dengan infeksi human
papillomavirus (HPV). Hanya HPV tipe tertentu yang menyebabkan lesi intraepitel
tingkat tinggi dan kanker. HPV yang paling umum adalah HPV-16, HPV-18, HPV-
31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, dan HPV-
58. Tipe 16 adalah bentuk paling umum dari HPV yang ditemukan dalam
peningkatan kanker (Haliemariam et al., 2017). Kanker serviks biasanya
membutuhkan waktu 10 hingga 15 tahun, untuk berubah dari keadaan pra-kanker

ke kanker (Sulaiman et al., 2015).
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2.9.2  Patogenesis HPV 16

HPV 16 mengandung DNA (double helix) sebagai materi genetiknya,
Genomnya memiliki tujuh area pengkodean fungsional yaitu; E1/ E2: kode protein
yang mengontrol fungsi E6 dan E7 gen, E4: fungsi gen pengkode protein ini
sebagian besar tidak diketahui tetapi dapat mengontrol pelepasan virus dari sel, E5:
kode untuk protein hidrofobik yang meningkatkan kekebalan sel, E6: gen pengkode
protein yang menghambat regulator negatif dari siklus sel dan lebih lanjut
menghambat p53 yang merupakan faktor transkripsi untuk apoptosis, E7: kode
untuk protein virus yang mengikat ke protein retinoblastoma tumor suppressor yang
berperan dalam supressor poliferasi sel, L1 / L2: kode protein struktural yang
memiliki fungsi pada pembentukan virus yang terlambat, LCR (Long Control
Region) adalah tempat yang terletak diantara E dan L yang diperlukan untuk
replikasi virus normal dan kontrol ekpresi gen. (Faridi et al., 2011). Replikasi HPV
16 dimulai dengan replikasi DNA virus yang berbeda dengan kromosom seluler. Di
proses pembagian ini, satu sel anak bergerak terpisah dari lamina basal untuk
melakukan proses diferensiasi. Wilayah pengkodean E1 dan E2 menjadi faktor
pengenalan dan regulator untuk transkripsi awal virus (Gambar 2.7) ( Levinson,

2008).
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Gambar 2.7 Wilayah pengkodean HPV 16 (Chung et al., 2010).

Tiga protein utama pada HPV 16 yang berhubungan dengan penyebab
kanker servis adalah protein HPV 16 E5, E6, E7, (Narisawa-Saito dan Kiyono,
2007). Protein E6 dan E7 penting untuk penghambatan gen supresor tumor yaitu
p53 dan pRb (Tsai dan Chen, 2003). Protein E5 diketahui memiliki sifat onkogenik
lemah yang mengakibatkan peningkatan aktivitas epidermal growth factor receptor
(EGFR) dan menghambat ekspresi major histocompatibility complex (MHC)

(Gambar 2.8) (Faridi et al., 2011).
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Gambar 2.8 Peran utama E5, E6, dan E7 dalam mekanisme
molekuler HPV 16 dan 18 pada infeksi kanker serviks (Ramakrisnan et al.,2015).

Infeksi HPV pada sel kanker serviks Hela akan berikatan dengan tumor
suppressor protein p53, dimana p53 ini akan tertekan expresinya. (Goodwin dan
Dimaio, 2000). Penekanan ini akan menginduksi protein anti-apoptosis B-cell
lymphoma 2 yang menyebabkan timbulnya kanker karena jumlah protein Bcl-2
yang berlebih dan menyebabkan kemampuann untuk apoptosis menurun (Liana,

2017).

2.10 Tinjauan Senyawa
2.10.1 Polifenol

Polifenol adalah kelompok zat kimia yang ditemukan pada tumbuhan. Zat
ini memiliki ciri khas yaitu memiliki banyak gugus fenol dalam molekulnya.
Polifenol memiliki spektrum luas dengan sifat kelarutan berbeda akibat jumlah dan

posisi gugus OH yang berbeda. Antioksidan dari senyawa turunan polifenol dapat
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menstabilkan radikal bebas dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki
radikal bebas dan menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal
bebas. Polifenol merupakan komponen yang bertanggung jawab terhadap aktivitas
antioksidan pada tumbuhan (Hattenschwiler dan Vitousek, 2000). Polifenol dapat
dibagi menjadi 2 yaitu flavonoid dan nonflavonoid. Flavonoid dibagi menjadi tujuh
subkelompok: flavanol, flavanon, flavonol, flavon, isoflavon, antosianidin,
proantisianidin, sedangkan kelompok non-flavonoid diantaranya adalah stilbene,

asam fenolik, lignan dan polifenol lainnya (Moga et al., 2016).

2.10.1.1 Oxyresveratrol

Oxyresveratrol memiliki rumus kimia inti C1sH1204 (4-[(E)-2-(3,5-
Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-benzenediol) yang merupakan senyawa Polifenol
turunan dari resveratrol (Gambar 2.9) (Sangsen et al., 2018). Oxyresveratrol
banyak ditemukan pada akar, daun, batang dan buah yang banyak tersebar termasuk
pada tanaman famili moraceae, liliaceae dan gnetaceae (Xu et al., 2014).
Oxyresveratrol memiliki efek sebagai neuroprotektif dan antioksidan yang kuat.
Penelitian Chuanasa et al (2008) menunjukan bahwa oxyresveratrol memiliki
aktifitas biologi sebagai anti-virus herpes simplek (herpes Simplex Virus atau HSV-
1), penelitian Chung et al (2003) menunjukan bahwa oxyresveratrol memiliki
aktifitas antiinflamasi, penelitain Lorenz et al (2003) menunjukan efek sebagai
antioksidan, penelitian Likhitwitayawuid et al (2006) menunjukan efek sebagai
antiherpetic and anti-HIV dan pada penelitia Andrabi et al (2004) memiliki efek

anti-apoptosis and neuroprotektif.
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Penelitian yang dilakukan Andrabi et al (2004) menunjukan efek anti-
apoptosis senyawa oxyresveratrol berperan dalam pencegahan cyt c¢ dari
mitocondria. Pencegahan ini ditunjukkan dengan positif pengurangan cyt ¢ pada 4
jam dan 24 jam setelah treatment. Oxyresveratrol juga dapat mencegah aktivasi
caspase-3. Ditunjukkan dengan berkurangnya caspase-3 setelah treatment.
Oxyresveratrol dapat juga mengurangi fragmentasi DNA apoptosis yang

ditunjukkan dengan hasil positif berkurangnya sel apostain setelah treatment.

O \ l OH
HO OH

Gambar 2.9 Struktur 2D Oxyresveratrol (4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-
1,3-benzenediol). (Minggarwati, 2017)

2.10.2 Flavonoid

Flavonoid adalah sekelompok senyawa alami dengan variabel struktur
fenolik dan ditemukan pada tumbuhan. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan
virgili et al (2004) senyawa flavonoid dapat menghambat pertumbuhan sel kanker
serviks dengan aktivitas antiestrogenik. Senyawa flavonoid mempunya mekanisme
antiproliferatif. kemampuan flavonoid dalam menghambat poliferasi sel
dipengaruhi oleh kemampuan flavonoid dalam memodulasi Esterogen Reseptor-o
(ER-a). Esterogen Reseptor-o (ER-a) adalah salah satu anggota reseptor inti yang

memperantarai aksi hormon esterogen (17B-estradiol) didalam tubuh, seperti
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pertumbuhan, perkembangan, dan homeostasis dari berbagai organ dan jaringan

(nilsson et al., 2001).

2.10.2.1 Isoliquiritigenin

Isoliquiritigenin yang memiliki struktur ((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-
(4-hydroxyphenyl)-2-propen-1-on) (Gambar 2.10). Isoliquiritigenin merupakan
flavonoid alami golongan khalkon yang ditemukan pada fraksi etil acetat umbi
bawang dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr), akar kayumanis atau Licorice
(Glycyrrhiza uralensis), Sinofranchetia chinensis, Dalbergia odorifera dan kedelai
(Glycine max). (Mutiah dkk, 2017; Cao et al., 2004; Pan et al., 2000; Chan et al.,
1998; Kape et al., 1992). Isoliquiritigenin memiliki aktivitas pencegahan kanker
seperti antiinflamasi, antioksidan, agregasi antiplatelet, ateroprotektif, dan efek
estrogenik. Isoliquiritigenin memberikan efek antitumor dengan mengubah
beberapa target molekuler dan mengatur aktivitas apoptosis dan autophagic (Wang
et al., 2014). Selain itu juga memediasi aktivitas kemopreventif yang signifikan.

(Cuendet, et al., 2010).

(0]

HO OH OH

Gambar 2.10 Struktur Isoliquiritigenin ((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-
hydroxyphenyl)-2-propen-1-on) (Mutiah dkk., 2017)

Penelitian Iwashita et al (2000) menunjukan isoliquiritigenin mampu
menghambat sel pertumbuhan dan menginduksi apoptosis pada sel B16 melanoma

4A5 melalui penghambatan transportasi transmembran glukosa dan meningkatkan
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ekspresi Bax. Penelitian Ma et al (2001) Menunjukan isoliquiritigenin dapat
menginduksi apoptosis dari sel MGC-803 kanker lambung. Penelitian Hsu et al
(2004) juga menunjukan isoliquiritigenin menghambat proliferasi and menginduksi
apoptosis dari kanker paru paru pada sel a549. Isoliquiritigenin memiliki efek
sitotoksik yang sangat sedikit pada jaringan normal in vitro dan in vivo (Wu et al.,
2016).

Isoliquiritigenin diketahui mampu dalam menghambat kanker serviks
dengan cara menginduksi Caspase-Depentent Apoptosis melalui penurunan
regulasi dari ekpresi HPVV16 E6. Penelitian Hirchaud (2013) menunjukan bahwa
efek sitotoksik pada 4 sel line yaitu Ca Ski, SiHa, Hela dan C-33A berlangsung pada
fase G2/M namun pada konsentrasi yang berbeda efek sitotoksik ditunjukan pada
fase GO/G1. Pengaruh isoliquiritigenin pada ekspresi protein ditunjukkan pada
ekspresi apoptosis protein B-cell lymphoma 2-associated X protein (Bax) yang

meningkat sedangkan protein B-cell lymphoma 2 menurun.
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KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Konsep

3.1.1 Bagan Ker

angka Konseptual

Kerangka konseptual dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

Fraksi Bawang dayak
Eleutherine palmifolia

Kanker serviks hela

(L.) Merr /

1Cs0 44,335 pg/ml
(Mingarwati, 2017)
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Isoliquiritigenin dan
Fisikokimi oxyresveratrol

|_, Toksisitas

i

|

1

B-cell lymphoma Vascular endothelial growth
2 (4AQ3) factor receptor-2  (2RL5)
| |
Docking

4

Interaksi dan afinitas

Terdapat perbedaan
Memiliki sifat fisikokimia interaksi dan
yang baik afinitas

Tidak memiliki
toksisitas

Gambar 3.1. Bagan Kerangka Konsep
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3.1.2 Uraian Kerangka Konseptual

Penelitian yang telah dilakukan minggarwati (2017) menunjukan bawang
dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr) memiliki aktifitas sebagai antikanker pada
kanker serviks. Dengan adanya penelitian tersebut maka diperlukan adanya
penelitian mengenai aktivitas sitotoksik, toksisitas dan sifat fisikokimia. Senyawa
mayor Yyang ditemukan pada penelitian tersebut adalah (2E)-1-(2,4
Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-propen-1-on) yang disebut Senyawa
isoliquiritigenin ~ dan  trans-2,3,4,5-tetrahydroxystilbene  yang  disebut
oxyresveratrol. Hasil penelitian minggarwati (2017) menunjukkan fraksi etil asetat
Bawang dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr) memiliki potensi sebagai
antikanker terhadap sel hela dengan nilai 1Cso sebesar 44.335 pg/ml.

Senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol pada uji sitotoksik digunakan
sebagai ligan dari reseptor B-cell lymphoma 2 yang memiliki code protein 4AQ3
dan Vascular endothelial growth factor receptor-2 yang memiliki kode protein
2RL5. Penyiapan ligan dilaukan dengan aplikasi menggunakan Chem Bio Draw
Ultra versi 12 dan Chem Bio 3D Ultra versi 12. Selanjutnya dilakukan docking dari

ligan terhadap reseptor tersebut. Perbedaan tempat reseptor akan menimbulan
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interaksi dan afinitas yang berbeda yang ditandai dengan ikatan hidrogen, interaksi
dengan asam amino pada reseptor dan ikatan sterik serta energi ikatan yang
digambarkan dengan nilai Rerank Score (RS).

Senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol pada uji toksisitas dan
prediksi fisikokimia digunakan *SMILES untuk diketahui code senyawa sehingga
dapat dilakan uji fisikokimia dengan mengetahui berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi
(Torsion); Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors (HBD), dan
Polar Surface Activity (PSA) sehingga akan terpenuhinya hukum lima lipinski.
Untuk mengetahui toksisitas senyawa akan dikategorikan berdasarkan kelas
toksistas dengan mengetahui nilai LDsg, skin sensitization, Ames toxicity dan
Hepatotoxycity. Klasifikasi toksisitas senyawa berdasarkan Globally Harmonized
System (GHS). kelas I: fatal jika tertelan (LDso < 5 mg/kg), kelas II : fatal jika
tertelan (5 <LDsg < 50 mg/kg), kelas III: beracun jika tertelan (50 <LDsp < 300
mg/kQg), kelas 1V: berbahaya jika tertelan (300 <LDso < 2000 mg/kg), kelas V: bisa
berbahaya jika tertelan (2000 <LDsp < 5000 mg/kg), kelas VI: tidak beracun (LDso>

5000 mg/kg).
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3.2 Hipotesis penelitian
Berdasarkan kerangka konsep diatas dapat dirumuskan hipotesis sebagai

berikut:

1. Senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol memiliki sifat fisikokimia yang
baik ditunjukkan dengan terpenuhinya hukum lima lipinski secara in silico.

2. Terdapat perbedaan interaksi dan afinitas senyawa isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol dengan B-cell lymphoma 2 (4AQ3) dan Vascular endothelial
growth factor receptor-2 (2RL5) secara in silico

3. Senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol tidak memiliki toksisitas

ditunjukkan dengan nilai LDso >2000 mg/kg dan < 5000 mg/kg secara in silico.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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METODE PENELITIAN

4.1  Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan yaitu penelitian eksperimental laboratoris
secara in silico dari senyawa Isoliquiritigenin dan oxyresveratrol terhadap reseptor
B-cell lymphoma 2 (PDB:4AQ3) dan Vascular endothelial growth factor receptor-
2 (PDB:2RL5) menggunakan aplikasi Chem Bio Draw Ultra Versi 12
(CambridgeSoft), Chem Bio 3D Ultra Versi 12 (CambridgeSoft), Molegro Virtual
Docker 6.0 (Molegro ApS), SMILES Translator, pkCSM online tool, Protox online

tool.

4.2  Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Juni sampai November 2018 di Jurusan
Farmasi Fakultas Kedokteran dan IImu Kesehatan Universitas Islam Negeri (UIN)

Maulana Malik Ibrahim Malang.

4.3  Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

a. Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah senyawa isoliquiritigenin dan

oxyresveratrol

37
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b. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nilai RMSD, Rerank Score,
ikatan hidrogen, ikatan sterik, jarak ikatan, berat molekul (BM), logaritma
koefisien partisi oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar atom yang dap berotasi
(Torsion); Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors (HBD),
Polar Surface Activity (PSA), LDso, skin sensitization, Ames toxicity,

Hepatotoxycity
c. Variabel Kontrol

Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah B-cell lymphoma 2 (4AQ3) dan

Vascular endothelial growth factor receptor-2 (2RL5)

4.4  Alat dan Bahan Penelitian
44.1 Alat

Alat yang perangkat keras berupa satu set laptop dengan spesifikasi:
Processor tipe Intel® Core™ i3 Inside™, RAM 4 GB, dan harddisk 500 GB serta
perangkat lunak sistem operasi Windows™ Seven Ultimate, Chem Bio Draw Ultra
Versi 12 (CambridgeSoft), Chem Bio 3D Ultra Versi 12 (CambridgeSoft), Molegro

Virtual Docker 6.0 (Molegro ApS), pkCSM, Protox online tool.

4.4.2 Bahan
4.4.2.1 Struktur Ligan Isoliquiritigenin dan Oxyresveratrol
Ligan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu struktur dari

Isoliquiritigenin dan oxyresveratrol. digambar strukturnya dengan aplikasi Chem
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Bio Draw Ultra Versi 12 (CambridgeSoft), Chem Bio 3D Ultra Versi 12

(CambridgeSoft).

Gambar 4.1 Struktur tiga dimensi A. Isoliquiritigenin, B. Oxyresveratrol

4.4.2.2 Struktur Tiga Dimensi Reseptor 4AQ3
Struktur tiga Dimensi B-cell lymphoma 2 dengan kode protein (4AQ3)
sebagai protein reseptor antikanker serviks yang dapat diuduh dari situs protein

data bank (PDB) https://www.rcsb.org/structure/4aq3 (Mala, 2015)

A B

Gambar 4.2 (A) Struktur 3 dimensi B-cell lymphoma 2 (4AQ3)
(B) Struktur 3 dimensi B-cell lymphoma 2 (4AQ3) dengan cavity


https://www.rcsb.org/structure/4aq3
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4.4.2.3 Struktur Tiga Dimensi Reseptor 2RL5
Struktur tiga dimensi Vascular endothelial growth factor receptor-2
dengan kode protein (2RL5) sebagai protein reseptor antikanker serviks yang dapat

diuduh dari situs protein data bank (PDB) https://www.rcsb.org/structure/2r15

Gambar 4.3 (A)Struktur 3 dimensi Vascular endothelial growth factor receptor-2
(2RL5) (B) Struktur 3 dimensi Vascular endothelial growth factor receptor-2
(2RL5) dengan cavitiy

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Skema Kerja Penelitian dan Prosedur Penelitian

Skema Kerja Penelitian

Studi In silico

Penyiapan senyawa
Isoliquiritigenin dan |+

oxyresveratrol R

Isoliquiritigenin dan

Penyiapan senyawa
—| Isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol

Penyiapan ligan
Isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol Menggunakan
Chem Bio Draw Ultra dan
Chem Bio 3D Ultra versi 12

Penyiapan Protein Target B-cell
lymphoma 2 (4AQ3) dan Vascular
endothelial growth factor receptor-
2 (2RL5) menggunakan Molegro
Virtual Docker 6.0

Docking dengan Molegro
Virtual Docker 6.0

Perbedaan nilai RMSD, Rerank Score (RS),
ikatan hidrogen, ikatan sterik dan jarak ikatan

Prediksi Sifat fisikokimia dengan berat
molekul (BM), logaritma koefisien partisi
oktanol/air (Log P), jumlah ikatan antar
atom yang dapat berotasi (Torsion);
Hydrogen Bond Acceptors (HBA),
Hydrogen Bond Donors (HBD), dan Polar
Surface Activity (PSA) dilakukan dengan
menggunakan pkCSM online tool

Prediksi toksisitas dengan
nilai L Dso, skin
sensitization, Ames
toxicity,  Hepatotoxycity
dan kelas toksisitas
menggunakan aplikasi
Protox online tool

Gambar 4.4 Skema kerja penelitian
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4.5.2 Prosedur Penelitian
4.5.2.1 Preparasi Ligan

Ligan dipreparasi dengan digambar struktur molekul 2-D dengan program
Chem Bio Draw Ultra versi 12, kemudian dikopi pada program Chem Bio 3D Ultra
versi 12 untuk membuat struktur 3-D. Program ini dapat digunakan untuk melihat
bentuk stereokimia senyawa dan mengatur bentuk yang paling stabil dari senyawa
dengan cara meminimalkan energi, seperti MM2, MM3, MMFF94, OPLS dIl.
Tetapi yang sering digunakan adalah metode MMFF94. Setelah itu dilakukan
minimalisasi energi untuk melihat bentuk stereokimia senyawa dan bentuk yang
paling stabil dengan menekan Calculations > MMFF94 - Perform MMFF94
Minimization. kemudian disimpan dalam bentuk mol2 {SYBYL2(*.mol2)}.

Setelah disimpan kemudian dilakukan proses docking terhadap target reseptor.

4.5.2.2 Preparasi Protein Reseptor
Preparasi protein reseptor dilakukan menggunakan software Molegro
Virtual Docker 6.0. Pada tahap ini dilakukan eliminasi molekul air dan ligan

referens serta penambahan atom hidrogen.

4.5.2.3 Penambatan Molecular Docking
Penambatan Molecular Docking dilakukan dengan menggunakan software
Molegro Virtual Docker 6.0 (Molegro ApS). Terdapat beberapa langkah dalam

proses docking, yaitu:

1. Mengunduh reseptor dari situs Protein Data Bank. Reseptor yang diunduh
adalah  B-cell lymphoma 2 (4AQ3) harus mengandung ligan

phenylacylsulfonamide inhibitor dengan nama IUPAC N,N-dibutyl-4-
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chloranyl-1-[2-(3,4-dihydro-1H  isoquinolin-2-ylcarbonyl) 4 - [ (7-
iodanylnaphthalen-2yl)  sulfonylcarbamoyl]  phenyl]-5-methyl-pyrazole-3
carboxamide dan Vascular endothelial growth factor receptor-2 (2RL5) harus
menggandung ligan 2,3-dihydro-1,4-benzoxazine inhibitor dengan nama
IUPAC n-(4-chlorophenyl)-7-[(6,7-dimethoxyquinolin-4-yl)oxy]-2,3-dihydro-
1,4-benzoxazine-4-carboxamide

Menambahkan atom H pada reseptor (karena reseptor yang diunduh
dihilangkan atom H-nya) dan memperbaiki protein reseptor yang diunduh. Hal
ini biasanya dilakukan secara otomatis oleh program komputer.

Deteksi tempat pada reseptor dimana obat akan terikat (berinteraksi). Tempat
tersebut berupa lubang-lubang (cavities) pada struktur reseptor.

Meletakkan struktur 3D senyawa kedalam lubang terpilih. Ada beberapa cara
untuk meletakkan struktur senyawa dalam lubang, dalam program Molegro
Virtual Docker dilakukan dengan cara “allign” yaitu menempelkan tiga atom
senyawa ke tiga atom yang sama pada ligan yang ada pada reseptor. Atom yang
terpilih umumnya adalah atom-atom pada gugus farmakofor.

Melihat gambaran (view) letak senyawa dalam lubang reseptor (cavities). Ada
beberapa gambaran untuk melihat keadaan lingkungan senyawa, antara lain :
gambaran hidrofobik, untuk melihat lingkungan hidrofobik senyawa, gambaran
elektronik, untuk melihat lingkungan elektronik senyawa, dan gambaran ikatan
H senyawa dan reseptor. Asam-asam amino yang terlibat pada proses interaksi
obat-reseptor dan gugus-gugus farmakofor dapat dilihat dari gambaran ikatan

H senyawa dan reseptor.
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6. Melakukan docking senyawa pada reseptor, yang dilakukan secara otomatis
oleh program Molegro Virtual Docker. Hal yang perlu diperhatikan dalam
proses ini adalah pemilihan senyawa yang di docking dan cavity dimana obat
akan berinteraksi. Parameter yang diukur dalam proses docking adalah nilai
energi yang terlibat, berupa MolDock Score, Rerank Score, dan Hbond. Untuk
mengukur kekuatan ikatan obat-reseptor, parameter yang sering digunakan

adalah nilai Rerank Score (Manual Molegro Virtual Docker, 2013)

4.5.2.4 Prediksi Sifat Fisikokimia dan Toksisitas Senyawa

Prediksi sifat fisikokimia dan toksisitas senyawa dengan digambar struktur
molekul 2-D dengan program Chem Bio Draw Ultra Versi 12, kemudian dikopi
pada program Chem Bio 3D Ultra Versi 12 untuk membuat struktur 3-D,
selanjutnya disimpan dalam bentuk file *.sdf atau *.pdb. Berikutnya,
isoliquiritigenin dan oxyresveratrol dicari code SMILES dengan bantuan situs
Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Dalam bentuk format SMILES inilah
senyawa diproses menggunakan pkCSM online tool (http://biosig.unimelb.edu.au/
pkcsm/prediction) untuk memprediksi sifar fisikokimia senyawa dan mendapatkan
parameter untuk dikasifikasikan kedalam Hukum Lima Lipinski . Untuk
memprediksi toksisitas (LDso) per oral pada rodent, klasifikasi toksisitas senyawa
berdasarkan Globally Harmonized System (GHS) digunakan Protox online tool
(http://tox.charite.de/protox_I1/) dan toksisitas senyawa berdasarkan skin
sensitization, Ames toxicity, Hepatotoxycity didapatkan melalui pkCSM online tool

(Ruswanto dkk., 2017).


http://tox.charite.de/protox_II/
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4.6  Analisis Data

Analisis data dari hasil docking dengan diketahui nilai Root Mean Square
Deviation (RMSD), Rerank Score (RS), ikatan hidrogen, ikatan sterik, jarak ikatan,
interaksi dengan asam amino dan dibandingan aktivitas antara reseptor B-cell
lymphoma 2 (4AQ3) dan jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion),
Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors (HBD), dan Polar
Surface Activity (PSA). Sehingga dapat memprediksi sifat fisikokimia dengan
senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol dengan terpenuhi hukum lima
Vascular endothelial growth factor receptor-2 (2RL5) dengan senyawa
isoliquiritigenin dan oxyresveratrol. Analisis data prediksi sifat fisikoimia dengan
mengetahui berat molekul (BM), logaritma koefisien partisi oktanol/air (Log P),
lipinski. Analisis data toksisitas senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol
dengan dikategorikan berdasarkan nilai LDso dan ditentukan kelas toksisitasnya,
menggunakan Protox Il online tool. Hasil akan dipaparkan dalam bentuk tabel.
Analisis statistik menggunakan aplikasi SPSS 24.0 for windows dengan metode
analisis ANOVA Uji ini dapat mengetahui senyawa uji lebih baik dibandingkan

senyawa pembanding dengan melihat perbedaan nilai rata rata Rerank Score.



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini dilakukan studi in silico terhadap senyawa
isoliquiritigenin dan oxyresveratrol yang telah berhasil di temukan dari Eleutherine
palmifolia (L.) Merr, Glycyrrhiza uralensis, sinofranchetia chinensis, Dalbergia
odorifera dan Glycine max. Kedua senyawa tersebut telah dilaporkan memiliki
aktivitas anti kanker secara in vitro (Minggarwati, 2018, Cao et al., 2004; Pan et al,
2000 ; Chan et al, 1998; kape et al., 1992). Isoliquiritigenin merupakan senyawa
flavonoid turunan khalkon sedangkan oxyresveratrol merupakan senyawa polifenol
turunan resveratrol (Oldoni et al., 2011 dan sangsen et al., 2018)

Studi In silico yang dilakukan antara lain prediksi absorbsi dengan melihat
sifat fisikokimia, prediksi aktivitas dengan dilakukan docking molecular, dan juga
prediksi toksisitas.

5.1  Pengunduhan Target Protein

Target protein reseptor VEGFR-2 dan reseptor Bcl-2 diunduh melalui situs
(https://www.rcsb.org/) dengan format *pdb. Pencarian dan pengunduhan reseptor
VEGFR-2 dan BCL-2 berdasarkan protein reseptor yang sudah memiliki ligan.
Protein reseptor VEGFR-2 dengan code pdb: 2RL5 dan protein reseptor Bcl-2

dengan code pdb : 4AQ3

46
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5.2  Pembuatan Struktur 2 Dimensi, 3 Dimensi, Code SMILES dan

Penentuan Energi Minimal

Sebelum dilakukan uji in silico, senyawa isoliquiritigenin dengan nama
IUPAC ((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-propen-1-on) dan
oxyresveratrol dengan nama IUPAC (4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-
benzenediol) digambar terlebih dahulu menggunakan program ChemBioDraw
Ultra 12.0. Setelah itu gambar dua dimensi digunakan untuk membuat struktur
senyawa secara tiga dimensi hal ini dikarenakan pada semua tahap docking harus
menggunakan model struktur tiga dimensi. Untuk menggambar struktur tiga
dimensi digunakan program ChemBio 3D ultra 12.00. Hasil struktur dua dimensi

dan tiga dimensi ditunjukkan pada gambar 5.1

Gambar 5.1 Struktur dua dimensi isoliquiritigenin (A). Struktur dua dimensi
senyawa oxyresveratrol (B). Struktur tiga dimensi senyawa isoliquiritigenin (C).
Struktur tiga dimensi senyawa oxyresveratrol (D).
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Dari gambar 5.1 A dam B didapatkan struktur dua dimensi dari
isoliquiritigenin dan juga oxyresveratrol. Lalu didapatkan struktur dalam bentuk
tiga dimensi dari isoliquiritigenin dan oxyresveratrol (C dan D). Struktur tiga

dimensi selanjutnya akan dilakukan minimalisasi energi.

Penentuan energi minimal menggunakan program ChemBio3D ultra 12.00
dilakukan tiga kali replikasi dengan metode MMFF94. Dengan dilakukan
minimalisasi energi menggunakan metode MMFF94 akan dihasilkan bentuk
stereokimia yang paling stabil dan disimpan dalam bentuk *mol2. Penentuan energi
minimal digunakan untuk menentukan energi seminimal mungkin pada bentuk
stereokimia dan bentuk yang paling stabil untuk dilakukan docking dengan reseptor

target. Hasil penentuan energi minal ditunjukkan pada tebel 5.1.

Tabel 5.1 Hasil penentuan energi minimal (kkal/mol) senyawa oxyresveratrol dan
isoliquiritigenin dengan MMFF94

Energi Minimal (Kkal/mol) Rerata
Senyawa Replllka5| Repllllka5| ReF:IIIIKaSI (kkal/mol)
A
437544 | 437543 | 437542 | 437543
) Isoliqairitigenin )
O = O o | 6.93964 6.93928 6.939 6.93930
Oxyresveratrol

Keterangan nama senyawa (IUPAC):
:((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-2-

Isoliquiritigenin

propen-1-on)

Oxyresveratrol

:(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-benzenediol)
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Rerata energi minimal yang didapatkan pada senyawa isoliquiritigenin
adalah sebesar 43,7543 kkal/mol dan pada oxyresveratrol adalah sebesar 6,93930
kkal/mol. Energi tersebut merupakan rerata energi seminimal mungkin pada bentuk
stereokimia dan bentuk yang paling stabil untuk dilakukan docking.

Sebelum dilakukan prediksi sifat fisikokimia dan toksisitas dilakukan
pembuatan Code SMILES. Pembuatan Code SMILES yang digunakan didapatkan
dari situs PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Code SMILES dari
senyawa uji didapatkan dengan mencari database dari situs PubChem setelah
didapatkan disimpan code SMILES untuk dilakukan uji selanjutnya. Code SMILES
dari Senyawa pembanding didapatkan dari senyawa yang berperan sebagai inhibitor
pada reseptor VEGFR-2 (2RL5) dan BCL-2 (4AQ3). Senyawa pembanding dari
kedua reseptor tersebut adalah 2,3-dihydro-1,4-benzoxazine inhibitor dengan nama
IUPAC N-(4-Chlorophenyl)-7-[(6,7 —Dimethoxyquinolin — 4-Yl)oxy]-2,3-
Dihydro-1,4-Benzoxazine-4-Carboxamide dan Phenylacylsulfonamide inhibitor
dengan nama IUPAC N,N-dibutyl-4-chloro-1-[2-(3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carbonyl)-4-[(7-iodonaphthalen-2-yl) sulfonylcar bamoyl]phenyl]-5-

methylpyrazole-3-carboxamide. Hasil Code SMILES ditunjukkan pada tebel 5.2


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tebel 5.2 Hasil code SMILES isoliquiritigenin, oxyresveratrol, 2,3-dihydro-1, 4-
benzoxazine inhibitor dan Phenylacylsulfonamide inhibitor

Nama Senyawa Code SMILES

=
O O C1=CC(=CC=C1/C=C/C(=0)C2=C(C=C(C=C2)0)0)O

Isoliquiritigenin

OH

O N O . C1=CC(=C(C=C10)0)/C=C/C2=CC(=CC(=C2)0)O

OH

Oxyresveratrol

" S
L))
O/ O)\NH
5

© COC1=CC2=C(C=CN=C2C=C10C)0OC3=CC4=C(C=C3)N

(CCO4)C(=0)NC5=CC=C(C=C5)ClI

2,3-dihydro-1, 4-benzoxaz?ne inhibitor

o

="

28

N CCCCN(CCCC)C(=0)C1=NN(C(=C1Cl)C)C2=C(C=C(C=C2)
g >j\( C(=O)NS(=0)(=0)C3=CC4=C(C=C3)C=CC(=C4)I)C(=O)N5
N\, =~ o
O S NS
Phenylacylsulfonamide inhibitor

o=

CCC6=CC=CC=C6C5
Keterangan: Nama Senyawa (IUPAC)

Isoliquiritigenin :((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)-
2-propen-1-on)
Oxyresveratrol :(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-

benzenediol)
2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor :N-(4-Chlorophenyl)-7-[(6,7-Dimethoxyquinolin-4-
Yl)oxy]-2,3-Dihydro-1,4-Benzoxazine-4-Carboxamide
Phenylacylsulfonamide inhibitor :N,N-dibutyl-4-chloro-1-[2-(3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carbonyl)-4-[(7-iodonaphthalen-2-yl)
sulfonylcarbamoyl]phenyl]-5-methylpyrazole-3-
carboxamide

Dari tabel 5.2 diatas didapatkan Code SMILES yang akan digunakan untuk
prediksi fisikokimia dan toksisitas. Code SMILES tersebut yang selanjutnya akan

digunakan pada aplikasi Protox Online tool dan pkCSM online tool.
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Prediksi absorbsi dan permeabilitas ini didasarkan dengan hukum lima

Lipinski dan membutuhkan beberapa parameter fisikokimia. Parameter fisikokimia

yang dibutuh adalah Log P, Berat Molekul, jumlah ikatan antar atom yang dapat

berotasi (Torsion), Hydrogen Bond Acceptors (HBA), Hydrogen Bond Donors

(HBD) dan Polar Surface Activity (PSA) dengan memasukkan code SMILES pada

aplikasi pkCSM Online tool. Hasil prediksi sifat fisikokimia ditunjukkan pada tabel

58"

Tabel 5.3 Hasil penentuan sifat fisikokimia dan penerapan hukum lima Lipinski
terhadap senyawa isoliquiritigenin, oxyresveratrol, 2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine
inhibitor dan Phenylacylsulfonamide inhibitor

Parameter Hukum Lima Lipinski Penerapan
Senyawa : » | Hukum Lima
BM LogP | Torsion | HBD | HBA | PSA (A9 Lipinski
7
O O 256.257 | 2.6995 3 3 4 109.438 Ya
Isoliquiritigenin
o~ 244.246 | 2.6794 2 4 4 103.706 Ya
HOOxyregHveratroI
ISP
1~
L:T,ﬂ 491,931 | 6,1286 5 1 6 206,494 Tidak
2,3-dihydro-1, 4-
benzoxggine inhibitor
* T | 866222 | 7,9515 12 1 7 328,240 Tidak
Phenylacylsulfonamide
inhibitor
Keterangan:
BM : Berat Molekul <500 ¥ HBD : Jumlah atom OH dan NH <5
Log P : Koefisien Partisi <5 ¥ HBO : Jumlah atom O dan N <10
Torsion : Ikatan H yang dapat berotasi ~ PSA  : Polar Surface Activity
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Menurut Lipinski et al (1997) senyawa akan sulit diabsorpsi dan
permeabilitasnya rendah apabila mempunyai: berat molekulnya lebih besar dari
500, nilai log koefisien partisi oktanol/air (log P) lebih besar dari +5; Hydrogen
Bond Donors (HBD), yang dinyatakan dengan jumlah gugus O-H dan N-H, lebih
besar dari 5; dan Hydrogen Bond Acceptors (HBA), yang dinyatakan dengan

jumlah atom O dan N, lebih besar dari 10.

Dari tabel 5.3 diatas senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol memiliki
berat molekul kurang dari 500, log P kurang dari 5, Jumlah ikatan H donor kurang
dari 5 dan ikatan H aseptor kurang dari 10. Sehingga senyawa isoliquiritigenin dan
oxyresveratrol memenuhi hukum lima Lipinski dan dapat diprediksi bawah
senyawa tersebut mudah untuk diabsorbsi dan memiliki permeabilitas yang baik.
Dilakukan juga prediksi sifat fisikokimia terhadap senyawa pada reseptor asli yaitu
2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor dan Phenylacylsulfonamide inhibitor
didapatkan kedua ligan tersebut tidak dapat memenuhi Hukum Lima Lipinski.
Sehingga tidak dapat diabsorbsi dengan baik dan memiliki permeabilitas yang tidak

baik

Langkah selanjutnya adalah prediksi absorbsi, distribusi, metabolisme dan
ekskresi dengan memasukkan code SMILES dari Senyawa isoliquiritigenin,
oxyresveratrol, 2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor dan Phenylacylsulfonamide
inhibitor pada aplikasi pkCSM online tool. Hasil prediksi absobsi, distribusi,

metaolisme dan eksresi ditunjukkan pada tebel 5.4.
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Tabel 5.4 Hasil prediksi ADME senyawa isoliquiritigenin, oxyresveratrol, 2,3-
dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor dan Phenylacylsulfonamide inhibitor
Menggunakan PKCSM Online Tool

Hasil
. L) !
Kategori Prediksi % ™ - ST ey
e [ O 2,3-dihydro-1, 4- Phenylacyl
SOUQUITIIGENIN |~ resveratrol benzoxazine sulfonamide
inhibitor inhibitor
AbSObSE(%‘da usus 91,096 87,586 92,086 96,021
Permeabilitas pada
kulit (Log Kp) -2,752 -2,783 -2,736 -2,735
Permeabilitas Caco-2
(Log Ppap in 10 0,955 1,005 0,992 1,082
Absorbsi cm/s)
P-glycoprotein . .
D lya lya Tidak Tidak
P-glycoprotein | . .
inhibitor Tidak Tidak lya lya
P-glycoprotein Il . '
T Tidak Tidak lya lya
Vdss (Log L/kg) 0,485 -0,024 -0,433 -1,158
Permeabilitas BBB
Distribusi (Log BB) -0,717 -0,899 -1,093 -1,567
Permeabilitas CNS
(Log PS) -2,205 -2,304 -2,789 -2,961
CYP2D6 substrate Tidak Tidak Tidak Tidak
CYP3A4 substrate Tidak lya lya lya
CYP1A2 inhibitior lya lya Tidak Tidak
Metabolisme | CYP2C19 inhibitior lya lya lya lya
CYP2C9 inhibitior Tidak Tidak lya lya
CYP2Dé6 inhibitior Tidak Tidak Tidak Tidak
CYP3A4 inhibitior Tidak Tidak lya lya
| eliClearanceN oy 0,087 0,195 0,36 0,381
. mg/kg/hari)
Eksresi Renal OCT2
Tidak Tidak Tidak lya
substrate
Keterangan :
Vdss - (Volume of Distribution at Steady State)
BBB : (Blood Brain Barier)
CNS : (Central Nervous System)
CYP2D6  : Sitokrom P2D
CYP3A4  :Sitokrom 3A4
CYP1A2 :Sitokrom 1A2
CYP2C19 : Sitokrom 2C19
CYP2C9  : Sitokrom 2C9
Renal OCT2 : Renal Organic Cation Transporter 2
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Pada tabel 5.4 yaitu prediksi ADME menggunakan pkCSM online tool
didapat bahwa absorbsi dari kedua senyawa uji dan kedua senyawa pembanding
memiliki nilai % absorbsi pada usus antara 87,586 hingga 96,021 sehingga dapat
diprediksi memiliki absorbsi yang baik. Absobsi yang baik menurut Chander et al
(2017) apabila memiliki nilai absorbsi > 80% dan absorbsinya kurang baik jika <

30%.

Parameter Permeabilitas kulit sangat penting dalam penghantaran obat.
Menurut Pires et al (2015) senyawa memiliki permeabilitas yang rendah jika
mempunyai nilai Log Kp> -2.5. Dari keempat senyawa yang terdapat pada

penelitian ini memiliki nilai Log Kp antara -2,735 hingga -2,783.

Permeabilitas sel lapis tunggal Caco2 (Caco2 cell monolayer permeability)
biasanya sering digunakan sebagai model invitro dari mukosa usus sehingga dapat
memprediksi penyerapan obat yang diberikan secara oral. Menurut Pires et al
(2015) senyawa dianggap memiliki permeabilitas Caco-2 yang tinggi jika Papp > 8
x 10% cm / s. Namun pada prediksi menggunakna pkCSM tool permeabilitas akan
diterjemahkan kedalam nilai log Papp dengan dinyatakan tinggi bila memilki nilai >
0.90 Pada peneltiain ini kesemua senyawa dapat diprediksi memilki permeabilitas
Caco-2 yang tinggi. P-glikoprotein (P-gp) merupakan protein yang membentuk
membran, berfungsi untuk memompa transmembran efluks (Mealey et al, 2010).
P-gp akan menangkap obat lipofilik saat obat tersebut akan melakukan perjalanan
melalui lipid bilayer dan membalik molekul dari dalam ke luar dan akhirnya sampai

ke matriks ekstraselular. (Chakraborty and Ramakrishnan, 2016).
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Pada tabel 5.4 senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol menyatakan iya
yang artinya senyawa tersebut akan melewati diabsorbsi melalui P-glikoprotein
namun tidak pada P-glikoprotein | dan Il inhibitor. Pada kedua senyawa
pembanding berkebalikan yaitu tidak diabsorbsi melalui P-glikoprotein namun

diabsobsi pada P-glikoprotein I dan Il inhibitor

Prediksi Distribusi menggunakan pkCSM tool diprediksi VVdss, BBB, dan
CNS. Volume Distribusi at Steady State (VDSS) adalah volume teoritis bahwa
dosis total obat perlu didistribusikan secara merata untuk memberikan konsentrasi
yang sama seperti pada plasma darah. Semakin tinggi nilai VDSS, semakin banyak
kandungan obat yang didistribusikan ke di jaringan dari pada plasma. Pires et al
(2015) menyatakan senyawa dikatakan mempunyai Volume Distribusi rendah bila
nilai Log VDSS < -0,15, dan tinggi bila> 0,45. Dari tabel 5.4 nilai Log VDSS yang
didapat adalah antara -0,024 hingga 0,485. Yang memiliki VDSS rendah adalah
kedua senyawa pembanding sedangkan senyawa uji dapat didistribusikan secara
merata untuk memberikan konsentrasi yang sama seperti pada plasma darah.

BBB (Blood Brain Barier) merupakan kemampuan suatu obat untuk
menembus sawar darah otak. Hal ini dapat membantu untuk mengurangi efek
samping dan toksisitas ataupun dapat meningkatkan khasiat obat yang memilki
tujuan pengobatan didalam otak. Menurut Pires et al (2015) senyawa dikatakan
mampu menembus sawar otak jika memilki logBB > 0,3 dan tidak terdistribusi
dengan baik bila logBB < -1. Pada tabel 5.4 didapatkan nilai LogBB antara -1,567
hingga -0,899. Keempat senyawa tidak memilki kemampuan yang baik dalam

menembus sawar otak karena LoggBB tidak ada yang > 0,3.
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Permeabilitas Central Nervous System (CNS) merupakan kemampuan
suatu obat untu menembus sistem saraf pusat. Hal ini juga penting untuk
mengurangi efek samping dan toksisitas ataupun dapat meningkatkan khasiat obat
yang memilki tujuan pengobatan pada sistem saraf pusat. Menurut Pires et al (2015)
senyawa dikatakan LogPS >-2 dianggap dapat menembus CNS sedangkan logPS
<-3 dianggap tidak dapat menembus CNS. Pada tabel 5.4 didapatkan nilai LogPS
antara -2,961 hingga -2,205. Keempat senyawa memliki LogPS < -3 sehingga tidak

dapat menembus CNS.

Proses metabolisme adalah suatu proses kimiawi dimana obat akan diubah
didalam tubuh membentuk suatu metabolitnya. Organ yang bertanggung jawab
adalah hati. Sitokrom P450 merupaakan enzim detosifikasi yang banyak ditemukan
didalam hati. Enzim CYP2D6 merupakan salah satu enzim yang berperan dalam
metabolisme beberapa obat. Substrat CYP3A4 adalah Sitokrom P450 3A4
(disingkat CYP3A4), yang berartisitokrom P450, famili 3, subfamili A, polipeptida
4. Enzim yang penting setelah obat beredar. Sedangkan inihibitor CYP1A2
merupakan inhibitor dari CYP1A2. CYP2C19 bertanggung jawab untuk
metabolisme berbagai obat, termasuk inhibitor pompa proton (PPI), Sehingga
CYP2C19 inhibitor merupakan inhibitor dari enzime CYP2C19. Enzim CYP2C9
terlibat dalam metabolisme 10 % obat, sedangkan enzim CYP2C19 terlibat dalam
metabolisme 20% obat, CYP2C9 inhibitor merupakan inhibitor dari enzim
CYP2C9. CYP2DG6 inhibitor juga merupakan inhibitor dari enzim CYP2D6 dan

inhibitor CYP3A4 merupakan inhibitor dari enzim CYP3A4.
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Pada tabel 5.4 didapatkan bahwa senyawa Isoliquiritigenin hanya akan
dimetabolisme pada CYP1A2 inhibitior dan CYP2C19 inhibitior. Sedangkan
Oxyresveratrol akan dimetabolisme pda CYP1A2 inhibitior, CYP2C19 inhibitior
dan CYP3A4 substrate. Lalu kedua senyawa 2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine
inhibitor dan Phenylacylsulfonamide inhibitor akan dimetabolisme oleh CYP3A4
substrate, CYP2C19 inhibitior, CYP2C9 inhibitior dan CYP3A4 inhibitior.

Untuk memprediksi proses ekskresi senyawa dapat dilakukan dengan
mengukur tetapan Total Clearance (CLTOT) dan Renal Organic Cation
Transporter 2 (OCT2) substrate. CLTOT merupakan kombinasi dari hepatic
clearance (metabolisme di hati dan empedu) dan renal clearance (ekskresi melalui
ginjal). Hal ini berkaitan dengan bioavailabilitas, dan penting untuk menentukan
tingkat dosis untuk mencapai konsentrasi steady-state. Dari tabel 5.4 didapat nilai -

0,381 hingga 0,36 log mg/kg/hari.

Organic Cation Transporter 2 adalah transporter pada ginjal yang
memegang peran penting dalam disposisi dan clearance obat-obatan dan senyawa
endogen. interaksi sampingan bila diberikan bersama-sama dengan inhibitor OCT2
interaksi sampingan bila diberikan bersama-sama dengan inhibitor OCT2. Hasil
yang didapatkan hanya terdapat pada senyawa Phenylacylsulfonamide inhibitor

yang berikatan pada substrat renal OCT-2.
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5.4  Hasil Docking dan Analisis Asam Amino

Studi In silico selanjutnya adalah docking molecular yaitu mengetahui
interaksi senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol dengan protein reseptor.
Interaksi ligan (senyawa) dengan reseptor dapat divisualisasikan dengan metode
komputasi dan dapat digunakan untuk mengetahui farmakofor dari suatu senyawa

(Ekins et al., 2007).

Reseptor yang digunakan adalah reseptor yang dapat mempengaruhi
pertumbuhan sel kanker melalui jalur anti-apotosis yaitu protein reseptor 4AQ3 dan
jalur pensinyalan sebagai jalur proangiogenik pada tahap angiogenesis yaitu protein
reseptor 2RL5. Dilakukan simulai Docking menggunakan program Molegro Virtual
Docker (MVD) 6.0. Sebelum dilakukan simulasi Docking dilakukan terlebih dahulu

preparasi Protein target dari 2

5.4.1 Hasil Preparasi Protein 4AQ3 dan 2RL5

Preparasi protein mula mula diunduh dari data file PDB (Protein Data Bank)
melalui (www.rcsb.org). Protein yang diunduh adalah protein BCL-2 dengan kode:
4AQ3 dan VEGFR-2 dengan kode: 2RL5 dengan masing masing protein memiliki
native ligan inhibitornya yaitu pada 4AQ3 memilki native ligan 2,3-dihydro-1,4-
benzoxazine inhibitor dan pada 2RL5 memilki native ligan Phenylacylsulfonamide
inhibitor. Protein tersebut ditinjau menggunakan program Molegro Virtual Docker

(MVD) (Gambar 5.2).


http://www.rcsb.org/
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Gambar 5.2 (A) Reseptor 4AQ3 dan (B) reseptor 2RL5

Program MVD akan secara otomatis mengkoreksi protein yang telah ada
dan secara langsung melakukan penambahan atom H dan mengkoreksi apabila ada

beberapa asam amino residu yang salah baik valensi maupun muatannya

5.4.2 Hasil Penentuan Lubang (Cavity)

Hasil penentuan lubang (cavity) digunakan untuk mendeteksi tempat
berinteraksi antara ligan dan reseptor (cavity) pada reseptor 4AQ3 dan 2RLS5.
Cavity yang terdapat pada reseptor ditunjukkan dengan warna hijau. Hasil

penentuan cavity ditunjukkan pada gambar 5.3.
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Gambar 5.3 Hasil deteksi lubang (cavity) pada (A) reseptor 4AQ3 dan (B)
(2RLY5)

Keterangan :
(A) (B)
Cavity 1 Vol=936,448 Surface 2732.8 Cavity 1 Vol=107,52 Surface 304,64
Cavity 2 Vol= 416.256 Surface 1436.15 Cavity yang digunakan
Cavity yang digunakan Cavity 2 Vol= 95.744 Surface 290,56

Cavity 3 Vol= 394.726 Surface 1338.88  Cavity 3 Vol= 34,304 Surface 122,88
Cavity 4 Vol= 297.472 Surface 995.84 Cavity 4 Vol= 32,256 Surface 122.88
Cavity 5 Vol=99.328 surface 250.73 Cavity 5 Vol=31,232 surfaace 134,3

Lubang yang digunakan pada gambar 5.3 (A) adalah lubang yang
dimungkinkan memilki interaksi pada reseptor 4AQ3. Lubang yang digunakan
adalah lubang pada volume 416.256 dengan luas permukaan 1436.15 (Cavity 2).
Lubang tersebut digunakan karena merupakan lubang dengan area dimana native
ligan reseptor 4AQ3 berinteraksi dengan asam amino residu spesifik. Tempat native
ligan yang berikatan memiliki potensial sebagai lubang aktif reseptor. Lubang yang
digunakan pada gambar 5.3 (B) adalah lubang yang dimungkinkan memiliki
interaksi pada reseptor 2RL5. Lubang yang digunakan adalah lubang pada volume
107,52 dan luas permukaan 304,64 (Cavity 1). Lubang tersebut digunakan karena
merupakan lubang dengan area dimana native ligan reseptor 2RL5 berinteraksi

dengan asam amino residu spesifik. Tempat native ligan yang berikatan memiliki
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potensial sebagai lubang aktif reseptor. Setelah dilakukan pemilihan lubang (cavity)

yang digunakan kemudian dilakukan validasi pada reseptor.

5.4.3 Pengaturan Molegro Virtual Docking

Sebelum dilakukan validasi dan juga docking menggunakan program
Molegro Virtual Docker (MVD), terlebih dahulu dilakukan pengaturan parameter
— parameter pada program. Berikut pengaturan dari program Molegro Virtual

Docker:

e Scoring Function
Score : MolDock Score [GRID]
Grid resolution (A)  :0.30
Ligand evaluation - Internal ES, Internal Hbond, Sp2-Sp2 Torsion

e Search Alogarithm

Alogarithm : MolDock SE
Number of runs 10
After docking : Energy minimization, Optimize hydrogen bonds

e Parameter Setting
Max iterations : 1500
Max population size : 50

Max steps 300



5.4.4 Hasil Validasi Reseptor 4AQ3 dan 2RL5
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Validasi dilakukan dengan mendockingkan ulang native ligan pada lubang

reseptor. Hasil validasi ditunjukkan dengan nilai Root Mean Square Deviation

(RMSD). Reseptor dinyatakan valid dan dapat dilakukan simulasi docking

selanjutnya jika memiliki nilai RMSD < 2 (Hevener et al., 2009). Hasil validasi

reseptor ditunjukkan pada tabel 5.5.

Tabel 5.5 Hasil validasi dan nilai RMSD

4AQ3 | 4AQ3 | 4AQ3 | 4AQ3 | 4AQ3 | 4AQ3
Reseptor 2RL5
P (A) B C (D) (E) (F)
Nilai
e 1.18875 443089 | 11.3424 | 2.76257 | 10.8581 | 0.780526 | 3.42542

Berdasarkan tabel 5.5 Reseptor 2RL5 memiliki nilai RMSD 1.18875 yang

menunjukkan valid untuk dilakukan simulasi docking. Reseptor 4AQ3 memiliki 6

protein yang berbeda diantaranya yaitu 4AQ3 (A), 4AQ3 (B), 4AQ3 (C), 4AQ3

(D), 4AQ3 (E), 4AQ3 (F). Nilai RMSD yang didapatkan secara berurut-urut yaitu

4.43089, 11.3424, 2.76257, 10.8581, 0.780526, 3.42542. Protein 4AQ3 (E)

merupakan protein yang digunakan untuk proses docking karena memiliki nilai

RMSD paling rendah yaitu 0.780526.




63

5.4.5 Hasil Perolehan Docking Score

Hasil Simulasi Docking dapat dilihat dari rerata nilai Scoring yang
didapatkan. Digunakan tiga paramater yaitu MolDock Score. Rerank Score, dan
Ikatan H nya. Nilai MolDock Score. Rerank Score, dan Ikatan H merupakan score
yang dapat mengukur kekuatan ikatan obat-reseptor (CLChio, 2013). Energi ikatan
juga dapat digunakan sebagai prediksi aktivitas senyawa. Energi ikatan antara ligan
dan reseptor dapat dilihat melalui Rerank Score. Rerank Score atau energi ikatan
merupakan perhitungan total dari semua ikatan yang ada. Energi ikatan menyatakan
jumlah energi yang diperlukan untuk mengadakan interaksi antara ligan dengan

reseptor (Nugroho, 2014).

5.4.5.1 Hasil Docking Senyawa Isoliquiritigenin, Oxyresveratrol, 2,3-dihydro-1,
4-benzoxazine inhibitor, dan Phenylacylsulfonamide inhibitor terhadap

Reseptor 4AQ3 (E) dan 2RL5

Hasil docking score yang diperoleh dari simulasi docking pada ligan
isoliquiritigenin dan oxyresveratrol terhadap reseptor 4AQ3 dan reseptor 2RL5

menggunakan program Molegro Virtual Docker ditunjukkan pada tabel 5.6
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Tabel 5.6 Hasil Docking score ligan Isoliquiritigenin, Oxyresveratrol, 2,3-dihydro-
1, 4-benzoxazine inhibitor, Phenylacylsulfonamide inhibitor terhadap reseptor

2RL5 dan 4AQ3
Parameter Replikasi Rerata
Reseptor Senyawa Score Replikasi 1 | Replikasi 2 | Replikasi 3 (Kkal/mol)
(Kkal/mol) (Kkal/mol) (Kkal/mol)
4AQ3 (E) “ MolDock | g5 6959 -106.417 -100.42 -101,1776
- Score
. O } O o gggfg‘k -79.7617 -77.0265 78.7242 78,5041
Isoliquiritigenine Fr 0 g -8.30801 -8.29205 ~10.5209 29,0403
g"ccc’)'r'zoc" -107.964 -107.939 -107.917 -107,9400
O ~ o | Rerank
4 ) g o -87.9563 -88.0106 -88.0286 -87,9985
Oxyresveratrol H-Bond -8.25896 -8.22368 -8.21736 -8,2333
e nelbigs oA e -171.693 -165.115 -179.054
L L Score
el Sg¢ | Rerank -135.892 -115.139 -118.493 -123.174
NS )N\ Score
\/\/"W
Phenylacylsulfonamid | H-Bond -5.26117 -4.08316 0 -3.11478
e inhibitor
2RL5 i MolDock | g1 1539 -88.2189 -92.0561 -90.4763
- Score
ggg";‘:k -70.7507 -64.1086 -69.2253 -68,0282
Isoliquiritigenin =R R0 -3.80325 ~457504 -375228 ~4.04352
O 2’(':%'200“ -94.3106 -90.8578 -94.3028 -93,1571
O S o | Rerank
\ ) e -73.0513 -73.0345 -73.0381 -73,0413
Oxyresveratrol H-Bond -7.05411 -7.5 -7.07712 -7,21041
e MolDock - | 424991 -153.804 -154.621 -154,239
[ H ,L\TH Score
c |Rerank 191203 | 25501 |-1252 123,998
Score
2,3-dihydro-1, 4-
benzoxazine inhibitor | H-Bond -3.01498 -3.2121 -3.31987 -3.18232
Keterangan :

MolDock Score :turunan dari fungsi scoring PLP dengan ikatan hidrogen dan
skema yang baru. (Kkal/mol)

Rerank Score

:kombinasi linier dari E-inter (Van der Waals, steric, ikatan

hidrogen, elektrostatik) dengan ligan dan protein dari E-intra
(Van der Waals, ikatan hidrogen, torison, sp2-sp2, elektrostatik)
dari ligan yang telah ditentukan (Kkal/mol)

H-bond

-energi ikatan hidrogen (Kkal/mol)
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Dari tabel 5.6 rerata nilai yang digunakan yaitu MolDock Score, Rerank
Score, dan Ikatan H. Pada reseptor BCL-2 (4AQ3) nilai MolDock Score, Rerank
Score dan ikatan H untuk senyawa isoliquiritigenin adalah -101,1776, -78,5041, -
9,0403. Nilai MolDock Score, Rerank Score dan ikatan H untuk senyawa
oxyresveratrol adalah -107,9400, -87,9985 -8,2333 Kkal/mol. Nilai MolDock
Score, Rerank Score dan ikatan H untuk senyawa Phenylacylsulfonamide inhibitor
adalah sebesar -179.054, -123.174, -3.11478 Kkal/mol. Pada reseptor VEGFR-2
(2RL5) nilai MolDock Score, Rerank Score dan ikatan H untuk senyawa
isoliquiritigenin secara berturut-turut: -90,4763, -68,0282 -4,04352 Kkal/mol.
Nilai MolDock Score, Rerank Score dan ikatan H untuk senyawa oxyresveratrol
secara berturut-turut: -93,1571, -73,0413, -7,21041 Kkal/mol. Nilai MolDock
Score, Rerank Score dan ikatan H untuk 2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor

adalah sebesar -154,239, -123,998, -3,18232 Kkal/mol.

5.4.5.2 Hasil Penentuan Energi lkatan

Energi ikatan antara ligan dan reseptor ditunjukkan dengan nilai Rerank
Score yang telah didapat dari simulasi docking yang telah dilakukan. Nilai Rerank
Score yang dipatkan dapat digunakan untuk mengevaluasi kualitas docking,
mencari konformasi ligan yang relevan dengan melihat nilai terendah, dapat juga
digunakan untuk menggolongkan ligan aktif dan tidak aktif (Virtual Screening) dan
juga memprediksikan afinitasnya (Guedes et al., 2014). Energi ikatan (Rerank

Score) dari simulasi docking ditunjukkan pada tabel 5.7.
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Tebel 5.7 Nilai Rerank Score terhadap reseptor 4AQ3 (E) dan 2RL5

Reseptor | Senyawa Rerank Score
(Kkal/mol)
Isoliquiritigenin -78.5041
4AQ3 (E) | Oxyresveratrol -87.9985
Phenylacylsulfonamide inhibitor -123.174
Isoliquiritigenin -68.0282
2RL5 Oxyresveratrol -73.0413
2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor | -123.998

Keterangan : Nama Senyawa (UIPAC)

Isoliquiritigenin :((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-
hydroxyphenyl)-2-propen-1-on)

Oxyresveratrol :(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-
1,3-benzenediol)

2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor :N-(4-Chlorophenyl)-7-[(6,7-

Dimethoxyquinolin-4-YI)oxy]-2,3-
Dihydro-1,4-Benzoxazine-4-
Carboxamide

Phenylacylsulfonamide inhibitor :N,N-dibutyl-4-chloro-1-[2-(3,4-
dihydro-1H-isoquinoline-2-carbonyl)-4-
[(7-iodonaphthalen-2-
yDsulfonylcarbamoyl]phenyl]-5-
methylpyrazole-3-carboxamide

Pada tebel 5.7 hasil Rerank Score pada reseptor BCL-2 sebesar sebesar -
78.5041 Kkal/mol pada isoliquiritigenin dan -87.9985 Kkal/mol pada
oxyresveratrol. Rerank Score oxyresveratrol lebih besar dibandingkan dengan
isoliquiritigenin. Rerank Score kedua senyawa tersebut lebih besar dibandingkan
dengan nilai Rerank Score dari native ligan Phenylacylsulfonamide inhibitor pada
reseptor BCL-2. Rerank Score dari native ligan tersebut adalah sebesar -123.174

Kkal/mol yang artinya memiliki energi lebih rendah dari kedua senyawa tersebut.

Pada tabel 5.7 hasil Rerank Score pada reseptor VEGFR-2 sebesar -68.0282
Kkal/mol pada isoliquiritigenin dan -73.0413 Kkal/mol pada Oxyresveratol.

Senyawa oxyresveratrol memiliki nilai Rerank Score yang lebih rendah
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dibandingkan isoliquiritigenin. Rerank Score kedua senyawa tersebut lebih tinggi
jika dibandingkan dengan Rerank Score dari native ligan 2,3-dihydro-1, 4-
benzoxazine inhibitor reseptor VEGFR-2. Rerank Score dari ligan tersebut adalah
sebesar -123.998 Kkal/mol yang artinya memiliki energi yang lebih rendah dari

kedua senyawa tersebut.

Rerank Score yang semakin kecil menunjukkan bahwa semakin stabilnya
ikatan, Semakin stabil ikatan ligan dengan reseptor maka dapat di prediksikan
semakin besar pula aktivitasnya (Thomsen et al., 2006, Hincliffe, 2008,

Kusumaningrum et al 2014).

5.4.6 Hasil Interaksi Ligan dengan Asam Amino

Terdapat interaksi ligan dengan beberapa asam amino yang aktif dari
reseptor 4AQ3 (E) dan 2RL5. Salah satu sifat dari reseptor adalah terdiri dari asam
amino yang akan berinteraksi dengan ligan sehingga dapat menentukan interaksi
yang terjadi pada ikatan ligan dengan asam amino (Yahalom et al.,, 2011,
Khazanov dan karlson 2013). Ikatan hidrogen merupakan ikatan yang spesifik jarak
dekat dan berinteraksi langsung. Ikatannya terjadi antara atom hidrogen terikat
secara kovalen dan atom elektronegatif (biasanya F,N,S atau O), dan sebuah atom

elektronegatif tambahan. (Muchtaridi, 2018).
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5.4.6.1 Interaksi Residu Asam Amino 4AQ3 (E)

Posisi terbaik hasil docking native ligan Phenylacylsulfonamide inhibitor,
ligan uji isoliquiritigenin dan oxyresveratrol ditunjukkan pada gambar 5.4 dan

ikatan dengan asam amino ditunjukkan pada gambar 5.5, tabel 5.8 dan tabel 5.9.

N\~

A ,,ggss Ec -
\’, A/ 3
/ )~ L 4 1€,
08 P

% Y Asp70E

‘,««!he157 E

A B

Gambar 5.4 Gambar A. Posisi terbaik Isoliquiritigenin (warna ungu),
Oxyresveratrol (warna biru) dan Phenylacylsulfonamide inhibitor (warna kuning)
terhadap reseptor 4AQ3 (E) dengan Residu asam amino ditunjukkan stick style dan
ligan dengan thick lines with fixed colour. Gambar B. Posisi terbaik
Isoliquiritigenin ~ (warna ungu), Oxyresveratrol (warna biru) dan
Phenylacylsulfonamide inhibitor (warna kuning) terhadap reseptor 4AQ3 (E).

Gambar 5.5 Bentuk 2 Dimensi ikatan Hidrogen antara (A) Phenylacylsulfonamide
inhibitor (B) Isoliquirtigenin dan (C) Oxyresveratrol dengan reseptor 4AQ3 (E)
garis biru sebagai ikatan hidrogen dan garis merah sebagai ikatan sterik.
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Tabel 5.8 Asam amino dan gugus fungsi yang terlibat dalam ikatan hidrogen dan
interaksi sterik pada reseptor 4AQ3 (E)

Ikatan hidrogen antara Jarak Interasi sterik
Senyawa Asam Gugus asam Gugus ligan 1 dan jarak (K)
amino (A)
Phenylacylsulfonamide | Gly 162 (A) N-H Atom O Nomor 40 | 3,11 | Phe 63(E) (3,15)
inhibitor GIn 58 (A) N-H Atom O Nomor 41 2,81 | Leu96(E) (3,07)
Tyr 67 (E) O-H Atom N Nomor 38 | 3,10 | Glu 95(E) (3,14)
O-H Atom O Nomor 41 3,19
Isoliquiritigenin Arg 66 (E) N-H Atom O Nomor 10 | 3,04 | Gly 104(E) (2,98)
Asp 62 (A) C=0 Atom O Nomor 10 | 2,74 | Arg 66 (E) (3,06)
Arg 105 (E) N-H Atom O Nomor 17 | 2,63
Tyr 67 (E) O-H Atom O Nomor18 3,05
Oxyresveratrol Leu 160 (A) C=0 Atom O Nomor 16 | 3,06
Ala 59 (E) C=0 Atom O Nomor 17 | 2,58
GIn 58 (A) N-H Atom O Nomor 7 3,09
Tyr 67 (E) O-H Atom O Nomor7 3,12

Keterangan: Nama Senyawa (IlUPAC)
:((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-
hydroxyphenyl)-2-propen-1-on)

Isoliquiritigenin

Oxyresveratrol

Phenylacylsulfonamide inhibitor

interaksi sterik pada reseptor 4AQ3 (E)

:(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-
benzenediol)

:N,N-dibutyl-4-chloro-1-[2-(3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carbonyl)-4-[(7-iodonaphthalen-2-yl)
sulfonylcarbamoyl]phenyl]-5-methylpyrazole-3-
carboxamide.
Tabel 5.9 Residu asam amino yang telibat dalam proses ikatan hidrogen dan

Ikatan hidrogen Interaksi sterik
Senyawa Arg | Tyr | Arg | Asp | Leu | Ala | GIn | Gly | Phe | Leu | Glu | Gly | Arg
105 | 67 | 66 | 62 | 160 | 59 | 58 | 162 | 63 | 96 | 95 | 104 | 66
E[E[E A AIE A IA)IE][E|E]E](E
Isoliquiritigenin + + i + - - - - - - - + +
Oxyresveratrol - 4 - - 3 1+ 4+ - - - - -
Phenylacylsulfonamide | e - - - - + + + + + - -
inhibitor
Keterangan: Nama Senyawa (IUPAC)
+ . Satu gugus asam amino yang terlibat
++ : Dua gugus asam amino yang terlibat

Isoliquiritigenin

Oxyresveratrol

Phenylacylsulfonamide inhibitor

:((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-
hydroxyphenyl)-2-propen-1-on)

:(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-
benzenediol)

:N,N-dibutyl-4-chloro-1-[2-(3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carbonyl)-4-[(7-iodonaphthalen-2-yl)
sulfonylcarbamoyl]phenyl]-5-methylpyrazole-3-
carboxamide
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Pada gambar 5.4 menunjukkan posisi terbaik dari native ligan
Phenylacylsulfonamide inhibitor, ligan uji isoliquiritigenin dan oxyresveratrol.
Pada gambar 5.5 menunjukkan ikatan hidrogen dan juga ikatan sterik. Ikatan
hidrogen ditandai dengan garis putus putus berwarna biru dan pada ikatan sterik
ditunjukkan dengan gari putus putus berwarna merah. Pada tabel 5.8 dan 5.9
menunjukkan ikatan hasil docking menggunakan reseptor 4AQ3 (E). Pada native
ligan Phenylacylsulfonamide inhibitor, didapatkan ikatan asam amino yang diikat
yaitu Gly 162 (A), GIn 58 (A) Tyr 67 (E). Pada ligan isoliquiritigenin yaitu Arg 66
(E), Asp 62 (A), Arg 105 (E), Tyr 67 (E). Pada ligan oxyresveratrol berikatan

dengan asam amino Leu 160 (A), Ala 59 (E), GIn 58 (A), dan Tyr 67 (E).

Senyawa isoliquiritigenin memiliki ikatan hidrogen yang sama dengan
native ligan Phenylacylsulfonamide inhibitor yaitu asam amino Tyr 67 (E). Jika
dibandingkan dengan asam amino yang aktif, Isoliquiritigenin menunjukkan ikatan
dengan asam amino Arg 105 namun tidak dengan Arg 66 (E) dan Asp 62 (A).
Berdasarkan tabel 5.8 dan 5.9 Interaksi yang terlibat dalam ikatan hidrogen
ditunjukkan pada atom O pada gugus OH pada O nomor 18 dengan jarak ikatan
sebesar 3.05 A dengan mengikat gugus O-H pada gugus asam amino Tyr 67 (E),
dan atom N pada gugus N-H pada O nomor 17 dengan jarak ikatan sebesar 2.63 A

dengan mengikat gugus N-H pada gugus asam amino Arg 105 (E).

Senyawa oxyresveratrol memiliki ikatan yang sama dengan native ligan
yaitu asam amino yang sama yaitu Tyr 67 (E). Ikatannya dengan asam amino yang
aktif hanya pada Tyr 67 namun tidak dengan Leu 160 (A), Ala 59 (E), GIn 58 (A).

Berdasarkan tebel 5.8 dan 5.9 Interaksi yang terlibat dalam ikatan hidrogen
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ditunjukkan pada atom O pada O-H pada O nomor 7 dengan jarak ikatan 3,12 A

dengan mengikat gugus O-H pada gugus asam amino Tyr 67 (E).

Asam amino Gly 162 (A), GIn 58 (A), Asp 62 (A), Leu 160 (A) tidak
memiliki peran apapun karena memang asam amino tersebut merupakan asam
amino pada protein reseptor 4AQ3 (A) yang ikut terikat di dalam melakukan

docking.

Adanya kesamaan asam amino Tirosin (Tyr) 67 (E) pada kedua ligan uji dan
native ligan didapatkan bahwa asam amino Tyr 67 (E) merupakan sisi aktif pada
reseptor 4AQ3(E). Residu asam amino Tyr 67 (E) ini terdapat pada domain BH3
dari Bcl-2. Ikatan ini akan mengaktifkan BH-3 sehingga akan menjadi Pro-
Apoptosis. Pro-apoptosis ini akan bersaing dengan anti apoptosis. Sehingga ketika
pro-apotosis lebih banyak akan me-mediasi pelepasan sitokrom-C dari
mitokondria. Setelah sitokrom-C keluar dari mitokondria sitokrom-C akan diikat
oleh Apaf-1 (Apoptosis Activating Factor), Lalu akan diikat dan membentuk CARD
domain (Caspase Recruitment Domain) dan membentuk Apoptosome.
Apoptosome ini lah yang akan mengaktivasi caspase 9. Sehingga caspase 9 akan
mengaktivasi caspase 3. Caspase 3 merupakan mediator kematian sel (apoptosis)

(Chipuk et al, 2010).

Ikatan Tyr 67 (E) pada native ligan dapat dikatakan lebih baik dari senyawa
uji karena pada native ligan terdapat gugus ligan atom N nomor 38 dan atom O
nomor 41. Ikatan hidrogen pada atom O nomor 41 memiliki ikatan hidrogen yang

sangat kuat dibanding ikatan atom N (Muchtaridi et al, 2018). Sedangkan pada
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ligan isoliquiritigenin dan oxyresveratrol hanya memiliki ikatan pada atom O

sehingga kekuatan ikatanya dibawah dari native ligan.

Asam amino Arginin (Arg) 105 (E) yang berikatan pada senyawa
isoliquiritigenin merupakan sisi aktif dari reseptor Bcl-2 (Mala et al, 2015).
Sehingga ikatanya untuk mengaktivasi BH3 meningkat. Namun pada residu asam
amino Arg 66 (E) dan Ala 59 (E) bukan merupakan sisi aktif dari resepror. Ikatan
terhadap sisi yang tidak aktif yang dapat memungkinkan untuk mengurangi efek
dari senyawa tersebut (Clemente at al, 2004). Untuk menjadikan sisi tidak aktif

menjadi aktif dapat dilakukan Penambahan gugus fosfat (Yamamoto et al, 1999).

Ikatan sterik yang terdapat pada uji kali ini pada native ligan terdapat asam
amino Phe 63(E), Leu 96(E) dan Glu 95(E). Lalu pada ligan Isoliquiritigenin
terdapat asam amino Gly 104(E) dan Arg 66 (E). Namun pada ligan Oxyresveratol
tidak terdapat ikatan sterik yang terjadi. Asam amino tersebut dapat lebih
menstabilkan suatu ikatan, Karena ikatan sterik (Van der Waals) ketika terdapat dua
atom yang saling berdekatan akan membentuk gaya tarik yang lemah dan non
spesifik. Interaksi sterik (Van der Waals) ini kekuatanya akan berkurang derastis
ketika jarak molekul meningkat. Ikatan sterik dapat memberikan tempat bagi
interaksi hidrogen dengan asam amino yang aktif. Suatu ikatan sterik sangat

mempengaruhi ikatan hidrogen yang terjadi (Muchtaridi et al, 2018)
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5.4.6.2 Interaksi Residu Asam Amino 2RL5

Posisi terbaik hasil docking antara native ligan 2,3-dihydro-1, 4-
benzoxazine inhibitor, senyawa uji isoliquiritigenin dan oxyresveratol ditunjukkan
pada gambar 5.6 dan ikatan dengan asam amino ditunjukkan pada gambar 5.7, tabel

5.10 dan tabel 5.11.

Gambar 5.6 Gambar A. Posisi terbaik senyawa isoliquiritigenin (warna ungu),
oxyresveratrol (warna biru) dan 2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor (warna
kuning) terhadap reseptor 2RL5 dengan Residu asam amino ditunjukkan stick style
dan ligan ditunjukkan dengan thick lines with fixed colour. Gambar B Posisi terbaik
isoliquiritigenin (warna ungu), oxyresveratrol (warna biru) dan 2,3-dihydro-1, 4-
benzoxazine inhibitor (warna kuning) terhadap reseptor 2RL5.

Gambar 5.7 Bentuk dua dimensi ikatan hidrogen antara 2,3-dihydro-1, 4-
benzoxazine inhibitor (A) isoliquirtigenin (B) dan oxyresveratrol (C) pada reseptor
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2RL5 dengan garis biru sebagai ikatan hidrogen dan garis merah sebagai ikatan
sterik

Tabel 5.10 Asam Amino dan gugus fungsi yang terlibat dalam ikatan hidrogen
dan interaksi sterik pada reseptor 2RL5

Senyawa Asam Ikatan hidrogen antara Jarak Interaksi sterik
amino Gugus_ asam Gugus ligan (j;) dan jarak (A)
amino
2,3-dihydro-1,4- Cys 919 N-H Atom N nomor 11 2,86 | Asp 1046 (3,15)
benzoxazine inhibitor | Asp 1046 N-H Atom N nomor 25 | 3,43
Isoliquiritigenin Thr 916 C-H Atom O nomor 3 3,16 Cys 919 (3,04)
Cys 919 C=0 Atom O nomor 17 3,06 Val 848 (3,02)
Lys 868 N-H Atom O nomor 10 | 2,93 | Val 914 (2,99)
Val 914 C=0 Atom O nomor 10 2,18
Oxyresveratrol Glu 917 c=0 Atom O nomer 6 3,01 Ala 866 (3,07)
Cys 919 N-H Atom O nomer 6 2,94
Lys 868 N-H Atom O nomer 16 3,14
Val 914 C=0 Atom O nomer 16 3,14

Keterangan :Nama Senyawa (UIPAC)

Isoliquiritigenin :((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-

hydroxyphenyl)-2-propen-1-on)

:(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-

benzenediol)

2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor :N-(4-Chlorophenyl)-7-[(6,7-
Dimethoxyquinolin-4-YI)oxy]-2,3-Dihydro-1,4-
Benzoxazine-4-Carboxamide

Oxyresveratrol

Tabel 5.11 Residu asam amino yang telibat dalam proses ikatan hidrogen dan
interaksi sterik pada reseptor 2RL5

Ikatan Hidrogen Interaksi sterik
Senyawa Asp | Cys | Lys | Tyr | Val | Glu | Asp | Cys | Val | Val | Ala
1046 | 919 | 868 | 916 | 914 | 917 | 1046 | 919 | 848 | 914 | 966

Isoliquiritigenin | - + + + + - - + + + -
Oxyresveratrol - + + - + + - - - - +
2,3-dihydro-1,4- | + 0 - - - - 0 - - -
benzoxazine
inhibitor

Keterangan: Nama Senyawa (IUPAC)

+ : Satu gugus asam amino yang terlibat

Isoliquiritigenin :((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-

hydroxyphenyl)-2-propen-1-on)

:(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-

benzenediol)

2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor :N-(4-Chlorophenyl)-7-[(6,7-
Dimethoxyquinolin-4-Yl)oxy]-2,3-Dihydro-1,4-
Benzoxazine-4-Carboxamide

Oxyresveratrol
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Gambar 5.6 menunjukkan posisi terbaik dari isoliquiritigenin (warna ungu),
oxyresveratrol (warna biru) dan 2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor (warna
kuning) terhadap reseptor 2RL5 dengan residu asam amino ditunjukkan stick style
dan ligan ditunjukkan dengan thick lines with fixed colour. Pada gambar 5.7
menunjukkan ikatan hidrogen dan ikatan sterik dengan garis biru sebagai ikatan
hidrogen dan garis merah sebagai ikatan sterik. Pada tabel 5.10 dan tabel 5.11
menunjukkan ikatan hasil docking menggunakan reseptor 2RL5. Pada native ligan
2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor didapatkan beberapa residu asam amino
yang diikat yaitu Cys 919 dan Asp 1046. Pada ligan isoliquiritigenin yaitu Thr 916,
Cys 919, Lys 868, Val 914. Pada ligan oxyresveratrol yaitu Glu 917, Cys 919, Lys

868, Val 914.

Senyawa isoliquiritigenin hanya mengikat residu asam amino yang sama
dengan native ligan yaitu Cys 919. Jika dibandingkan dengan residu asam amino
yang aktif isoliquiritigenin juga menunjukkan ikatanya pada Thr 916, Lys 868, Val
914. Berdasarkan tabel 5.10 dan 5.11 Interaksi ikatan hidrogen senyawa
isoliquiritigenin dengan resisdu asam amino ditunjukkan dengan terlibatnya atom
O gugus OH pada O nomor 17 dengan jarak ikatan sebesar 3.05 A dengan gugus
C=0 pada gugus asam amino Cys 919, atom C gugus C-H pada O nomor 3 dengan
jarak ikatan sebesar 3.14 A dengan gugus C-H pada gugus asam amino Thr 916,
dan atom N gugus N-H pada O nomor 10 dengan jarak ikatan sebesar 2.18 A dengan

gugus N-H pada gugus asam amino Lys 868.

Senyawa oxyresveratrol hanya mengikat residu asam amino yang sama

dengan kontrol pada asam amino Cys 919. Jika dibandingkan dengan residu asam
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amino yang aktif, Oxyresveratrol juga menunjukkan ikatannya dengan asam amino
Lys 868 namun tidak dengan Glu 917 dan Val 914. Berdasarkan tebel 5.8 Interaksi
ikatan hidrogen senyawa dengan residu asam amino ditunjukkan dengan terlibatnya
atom O gugus OH pada O nomor 6 dengan jarak ikatan sebesar 2.94 A dengan
gugus N-H pada gugus asam amino Cys 919 dan atom N gugus N-H pada O nomor
16 dengan jarak ikatan sebesar 3.14 A dengan gugus N-H pada gugus asam amino

Lys 868.

Adanya kesamaan residu sistein (Cys) 919 yang terlibat dalam proses
pengikatan dari reseptor 2RL5 akan menyebabkan senyawa dapat menghambat
aktivitas dari reseptor VEGFR-2 dengan berkompetisi secara (competitive
inhibitor). Menurut penelitian La et al (2018) menyatakan bahwa ikatan ligan
dengan asam amino Cys 919 sebagai sisi aktif akan meningkatkan ikatan dengan
terlibatnya ikatan amida NH atau aryl C-H dari asam amino sistein. Pada asam
amino Lys 868 pada penelitian Ebadi et al (2012) dapat bertanggung jawab dan
meningkatkan ikatan pada sisi aktif reseptor. Penelitian ini juga menyatakan bahwa
asam amino Valin (Val) memiliki ikatan namun ikatan tersebut tidak sesuai pada
sisi aktif reseptor. Asam Glutamat (Glu) 917 bukan merupakan asam amino aktif
dari reseptor. Asam amino Glu yang aktif pada reseptor 2RL5 yaitu Glu 885 (La et
al, 2008, Ugale et al, 2017). Peran dari Asam Glutamat (Glu) telah dilaporkan pada
penelitian Baek et al (2017) yang memiliki peran dalam menghambat
perkembangan tumor dengan menekan proses angiogenesis dan permeabilitas
melalui jalur VEGFR-2. Pada ikatan Thr 916 pada reseptor 2RL5 merupakan ikatan

yang stabil (Meng, 2013).
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Interaksi sterik (Van der Waals) pada tabel 5.10 dan 5.11 menunjukkan
ikatan sterik dengan asam amino Asp 1046, Cys 919, Val 848, Val 914 dan Ala866.
Asam amino tersebut dapat lebih menstabilkan suatu ikatan. Karena ikatan sterik
(Van der Waals) ketika terdapat dua atom yang saling berdekatan akan membentuk
gaya tarik yang lemah dan non spesifik. Interaksi sterik (Van der Waals) ini
kekuatanya akan berkurang derastis ketika jarak molekul meningkat. Suatu ikatan
sterik sangat mempengaruhi ikatan hidrogen yang terjadi (muchtaridi et al, 2018).
Ikatan sterik dapat memberikan tempat bagi ikatan hidrogen dengan asam amino

yang aktif sehingga akan menstabilkan suatu ikatan

5.5  Prediksi Toksisitas secara In Silico

Studi In silico selanjutnya adalah untuk memprediksi toksisitas senyawa
Isoliquiritigenin dan Oxyresveratrol. Prediksi toksisitas ini berdasarkan nilai LDsq.
Selain itu berdasarkan Globally Harmonized System (GHS) kelas toksisitas dapat
dibagi menjadi kelas tosisitas 1 hingga 6. Keenam kelas toksisitas tersebut
menggunakan ambang batas LDsg dari 5, 50, 300, 2000 dan 5000 mg/kg berat badan
(Drwal., et al, 2014). Prediksi toksisitas menggunakan parameter LD 50, Uji
Mutagenin AMES, Hepatotoxicity, Skin Sensitization dan kelas toksisitas dengan
aplikasi Protox Il online tool dan pkCSM online tool hasil ditunjukkan pada tabel

5.11
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Tabel 5.12 Prediksi toksisitas menggunakan Protox Il Online tool dan pkCSM

Online tool
Nama Senyawa Toksisitas
LDso Uji Toksik Sensitivitas Kelas
(mg/kg)* Mutagenik terhadap kulit** toksisitas*

AMES** hepar**
Isoliquiritigenin 1048 Tidak Tidak Tidak 4
Oxyresveratrol 1560 lya Tidak Tidak 4
2,3-dihydro-1,4- 5000 Tidak lya Tidak 5

benzoxazine inhibitor
Phenylacylsulfonamide 370 Tidak lya Tidak 4
inhibitor
Keterangan :

* Menggunakan Protox Il Online Too
** Menggunakan pkCSM Online Tool
. Letal Dose 50

LDso
Nama UIPAC
Isoliquiritigeni

Oxyresveratrol

Phenylacylsulfonamide inhibitor

n

:((2E)-1-(2,4-Dihydroxyphenyl)-3-(4-

hydroxyphenyl)-2-propen-1-on)
:(4-[(E)-2-(3,5-Dihydroxyphenyl)vinyl]-1,3-
benzenediol)
2,3-dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor
Dimethoxyquinolin-4-YI)oxy]-2,3-Dihydro-
1,4-Benzoxazine-4-Carboxamide

:N-(4-Chlorophenyl)-7-[(6,7-

1H-isoquinoline-2-carbonyl)-4-[(7-
iodonaphthalen-2-
ylhsulfonylcarbamoyl]phenyl]-5-
methylpyrazole-3-carboxamide

:N,N-dibutyl-4-chloro-1-[2-(3,4-dihydro-

Berdasarkan tabel 5.12 Hasil yang didapatkan Senyawa Isoliquiritigenin

memiliki nilai LDso pada hewan coba (rodent) sebesar 1048 mg/kg dan dapat

dikalsifikasikan pada kelas toksisitas 4, selain itu

Isoliquiritigenin tidak

menimbulkan toksisitas pada bakteri (Uji mutagenik AMES), Hepatotoxicicy dan

skin sensitization. Senyawa Oxyresveratrol memiliki nilai LDso pada hewan coba

(rodent) sebesar 1560 mg/kg dan dapat diklasifikasikan dalam class toxicity class

4 senyawa Oxyresveratrol ini menimbulkan toksisitas pada bakteri (Uji Mutagenik

AMES) namun tidak menimbulkan hepatotoxicity dan skin sensitization. Pada

kedua senyawa pembanding dapat diprediksi toksik terhadap hepar namun tidak
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menimbulkan mutagenik dan juga sensitif pada kulit. Nilai LDso dari senyawa 2,3-
dihydro-1, 4-benzoxazine inhibitor cukup tinggi yaitu 5000mg/kg hal ini dapat
dikategorika pada kelas toksisitas kelas 5. Namun pada senyawa
Phenylacylsulfonamide inhibitor dapat diprediksi memiliki LDso sebesar 370
mg/kg yang termasuk dalam kelas toksisitas kelas 4. Berdasarkan hasil diatas nilai
LDso antara 500-2000 mg/kg dan toksisitas kelas 5 dan 4 menunjukkan toksisitas
yang relatif rendah. Semakin tinggi nilai LDso maka semakin rendah toksisitasnya

(Supandi et al., 2018).

5.6  Analisis Data Statistik

Hasil Rerank Score dianalisis secara statistik dengan menggunakan program
SPSS 24,0 for windows. Untuk menentukan suatu senyawa aktif atau inaktif dapat
dilakukan dengan cara uji banding antar dan inter kelompok menggunakan uji
statistik ANOVA. Dengan menggunakan nilai Rerank Score yang telah dilakukan
replikasi tiga kali sehingga dapat dilakuan uji statistika ANOVA. Uji ini dapat
untuk mengetahui ligan uji lebih baik dibandingkan native ligan. Hasil analisis dara

statistik ditunjukkan pada tabel 5.13.



Tabel 5.13 Analisis uji banding menggunakan uji statistik ANOVA
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N (J) Kelompok Mean Std. Sig. 95% Confidence
Kelompok Difference Erro ( p-value) Interval

(1-9) r Lower Upper

Bound Bound

Pembading Isoliquiritigenin | -44,670333" | 5,291 ,000 | -57,61910 | -31,72157
BCL-2 BCL-2 879

(4AQ3(E) Oxyresveratrol -35,176000" | 5,291 001 | -48,12476 | -22,22724
BCL-2 879

Pembanding Isoliquiritigenin | -55,969667" | 1,978 ,000 | -60,81067 | -51,12866
VEGFR-2 VEGFR-2 414

(2RL5) Oxyresveratrol -50,956667" | 1,978 ,000 | -55,79767 | -46,11566
VEGFR-2 414

Sumber : Lampiran 1 dan lampiran 2

Berdasarkan tabel 5.13 menunjukkan hasil analisis uji beda dengan masing
masing ligan uji terhadap native ligan. Hasil pengolahan data statistik ANOVA
yang didapat nilai p-value pada reseptor 4AQ3 (E) pada masing masing ligan uji
terhadap native ligan menunjukkan nilai signifikan kurang dari 0,005 dan Hasil
pengolahan data statistik ANOVA nilai p-value pada reseptor 2RL5 pada masing
masing ligan uji terhadap native ligan menunjukkan nilai signifikan kurang dari
0,005. Hasil yang didapatkan pada reseptor 4AQ3 (E) dan 2RL5 ligan uji terdapat
perbedaan yang signifikan terhadap native ligan. Dengan nilai p-value kurang dari
0,005 yang berarti ligan uji pada masing masing reseptor berbeda aktivitasnya
dengan native ligan atau dapat dinyatakan tidak memiliki efek yang sama dengan
native ligan. Sedangkan apabila didapatkan p-value lebih dari 0,005 maka dapat
dinyatakan skor ligan uji tidak berbeda dengan native ligan atau dapat dinyatakan

memilki efek yang sama (Mumpuni et al, 2015).




6.1

BAB VI

PENUTUP

Simpulan

Penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan :

1. Senyawa isoliquiritigenin dan oxyresveratrol telah memenuhi hukum lima

Lipinski dan diprediksi senyawa tersebut mudah untuk diabsorbsi dan

memiliki permeabilitas yang tinggi.

. Senyawa oxyresveratrol memilki aktivitas lebih baik dibanding

isoliquiritigenin pada reseptor 4AQ3 (E) dan 2RL5. Tetapi tidak lebih baik
dibanding senyawa pembanding inhibitor reseptornya dengan ditunjukkan
dengan ikatannya pada ligan aktif Tyr 67 pada resepror 4AQ3(E) dan Cys

919 pada reseptor 2RL5.

. Senyawa isoliquiritigenin dan  oxyresveratrol menurut Globally

Harmonized System (GHS) dapat disimpulkan memiliki toksisitas yang

relatif rendah.
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6.2  Saran

Bagi peneliti selanjutnya yaitu analisis dinamika molekular untuk
mengetahui ikatan asam amino yang lebih lengkap, dilakukan perubahan struktur
dan modifikasi turunan senyawa, dan juga dilakukan uji sitotoksik terhadap kultur

sel hela dari senyawa Isoliquiritigenin dan Oxyresveratrol
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LAMPIRAN
LAMPIRAN 1. Hasil Analisis Statistik ANOVA Pada reseptor 4AQ3 (E)
ANOVA
RerankScore
Sum of Squares df Mean Square = Sig.
Between Groups 3322,932 2 1661,466 39,553 ,000
Within Groups 252,036 6 42,006
Total 3574,968 8
Multiple Comparisons
Dependent Variable: RerankScore
LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference

(1) Kelompok (J) Kelompok (1-J) Std. Error  Sig.  Lower Bound Upper Bound
Pembading BCL-2 Isoliquiritigenin BCL-2 -44,670333" 5,291879 ,000 -57,61910 -31,72157

Oxyresveratrol BCL-2  -35,176000° 5,291879 ,001 -48,12476 -22,22724
Isoliquiritigenin BCL-2 Pembading BCL-2 44,670333" 5,291879 ,000 31,72157 57,61910

Oxyresveratrol BCL-2 9,494333 5,291879 ,123 -3,45443 22,44310
Oxyresveratrol BCL-2 Pembading BCL-2 35,176000" 5,291879 ,001 22,22724 48,12476

Isoliquiritigenin BCL-2 -9,494333 5,291879 ,123 -22,44310 3,45443

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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LAMPIRAN 2. Hasil Analisis Statistik ANOVA Pada reseptor 2RL5

STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF |

ANOVA
RerankScore
Sum of Squares df  Mean Square F Sig.
Between Groups 5754,316 2 2877,158 490,048 ,000
Within Groups 35,227 6 5,871
Total 5789,543 8
Multiple Comparisons
Dependent Variable: RerankScore
LSD
Mean Std. 95% Confidence IntervE
() Kelompok (J) Kelompok Difference (I-J)  Error Sig. Lower Bound Upper Bo
Pembanding VEGFR-2 Isoliquiritigeinin -55,969667" 1,978414 ,000 -60,81067 -51,12866
VEGFR-2 m
Oxyresveratrol VEGFR- -50,956667" 1,978414 ,000 -55,79767 -46,11566
2 -
Isoliquiritigeinin Pembanding VEGFR-2 55,969667" 1,978414 ,000 51,12866 60,81%
VEGFR-2 Oxyresveratrol VEGFR- 5,013000° 1,978414 ,044 ,17200 9,85400
2 Z
Oxyresveratrol VEGFR- Pembanding VEGFR-2 50,956667" 1,978414 ,000 46,11566 55,79767
2 Isoliquiritigeinin -5,013000" 1,978414 ,044 -9,85400 -,1750
VEGFR-2 <

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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