Analisis Molecular Docking Fitokimia Famili Liliaceae terhadap Reseptor Estrogen α pada Kanker Payudara Dibandingkan Genistein
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ABSTRACT

Background. Breast cancer is the second highest cancer incidence in the world with 1.7 million women were diagnosed in 2012. Interaction between estrogen and estrogen receptor α (ERα) have an important role in cancer progressivity and resistancy to chemotherapy. Genistein is one of the phytoestrogen that has selective estrogen receptor modulator (SERM) activity so it can inhibit the activity of estrogen receptor α (ERα) on the breast cancer. Other phytochemicals are expected to have more affinity to ERα than genistein. Anticancer activity of Liliaceae family phytochemicals have been found but its inhibition to ERα is unknown.  This research analyzes the interaction between Liliaceae phytochemicals to ERα by molecular docking technique.
Method. This research is bioinformatics observational research that observed the interaction between Liliaceae phytochemicals to ERα. The molecular docking analysis was performed using PLANTS 1.1, preparation program MarvinSkecth 5.2 and YASARA 10.1. Visualization of the molecular docking was performed using PyMOL 1.3.
Results. Six substances have lower docking score than genistein (-79.21). Those are spiraeoside (-84.80), stigmasterol (-84.28), cyanin (-83.79), beta-sitosterol (-82.81), progesterone (-82.68) and idaein (-82.22). Spiraeoside, cyanin, and idaein have one or more hydrogen bond to ERα in visualization. The six substances bind ERα on four same amino acids that bind genistein, those are Trp383, Leu525, Met528, and Cys530.
Conclusion. Molecular docking analysis of Liliaceae phytochemicals found six substances that have higher affinity to ERα than genistein with three substances have hydrogen bond and similar structure to the genistein.
Keyword: Breast Cancer, Estrogen Receptor α, Genistein, Liliaceae Family Phytochemical, Molecular Docking.
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	PENDAHULUAN



Kanker payudara masih merupakan masalah medis utama pada wanita meskipun pendekatan klinis dan penelitian telah dilakukan pada tiga dekade terakhir (Yang et al., 2013). Kanker payudara merupakan kanker dengan insidensi tertinggi kedua di dunia dengan 1,7 juta didiagnosis pada tahun 2012 (WHO, 2013). Selain itu, angka kematian kanker payudara mencapai 14% dari seluruh kematian akibat kanker (Siegel et al., 2013). Di Indonesia, data Sistem Informasi Rumah Sakit (SIRS) tahun 2010 menunjukkan insidensi kanker payudara sebesar 12.014. Hal ini menjadikan kanker payudara sebagai kanker yang paling sering terjadi pada wanita atau sekitar 28,7% dari seluruh pasien kanker.  
Kemoterapi merupakan terapi lini pertama pada kanker yang sudah bermetastasis karena terapi pembedahan tidak efektif untuk mengeradikasi sel-sel kanker (Dent et al., 2009). Namun demikian, efektivitas kemoterapi masih sulit diprediksi karena perbedaan respon antar individu dan seringkali terjadi resistensi (Yang et al., 2013).  Resistensi terhadap kemoterapi pada kanker payudara berkaitan erat dengan interaksi estrogen dan reseptor estrogen α (ERα) (Kang et al., 2014). 
Genistein merupakan fitoestrogen golongan isoflavon. Fitoestrogen merupakan fitokimia yang strukturnya menyerupai estrogen endogen. Genistein dapat menghambat aksi kerja ERα dan kompetisi dengan hormon estrogen (Hedelin et al., 2008)..
Quersetin dan derivatnya merupakan fitoestrogen golongan flavonol yang banyak ditemukan pada tanaman famili Liliaceae. Beberapa sediaan ekstrak tanaman famili Liliaceae memiliki potensi antikanker pada uji in vitro dan in vivo (Reza et al., 2010;  Gao et al., 2010). Namun demikian,  mekanisme penghambatan golongan flavonol terhadap sel-sel kanker payudara masih belum dapat dijelaskan.
Penapisan potensi anti-kanker fitokimia famili Liliaceae melalui jalur penghambatan aktivitas ERα masih diperlukan. Penapisan dapat dilakukan dengan mensimulasikan ikatan antara fitokimia sebagai ligan dan protein ERα. Penelitian berbasis  molecular docking dapat digunakan untuk memprediksi kuat ikatan antara ligan dengan protein dan memvisualisasikannya secara tiga dimensi. (Morris et al., 2008) 

	SUBJEK DAN METODE


Desain dan Lokasi Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian observasional bioinformatika menggunakan analisis molecular docking ligan terhadap proteinnya. Penelitian ini dilakukan pada perangkat komputer menggunakan beberapa perangkat lunak yang telah disediakan.
 Subjek Penelitian
Subjek berupa senyawa fitokimia dari tanaman famili Liliaceae yang didapat dari Basis Data Herbal Tanaman Obat Indonesia yang dapat diakses di http://herbaldb.farmasi.ui.ac.id/. Struktur senyawa dapat diperoleh di http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.
Teknik Sampling
	Teknik sampling yang digunakan pada penelitian ini adalah pencuplikan total.
Instrumen Penelitian
Peneltian ini dilakukan pada perangkat komputer dengan program molecular docking PLANTS 1.1 dibantu dengan progam preparasi MarvinSkecth 5.2 dan YASARA 10.1. Visualisasi hasil analisis molecular docking dilakukan dengan PyMOL 1.3.
Identifikasi dan Definisi Operasional Variabel Penelitian
	Variabel bebas	: struktur ligan fitokimia famili Liliaceae yaitu struktur tiga dimensi fitokimia famili Liliaceae yang terdaftar dalam basis data. Struktur ini diunduh dalam bentuk konformer tiga dimensi kemudian dikonversikan dalam bentuk ekstensi berkas “MOL2” (Tripos Mol2) yang merupakan jenis ekstensi yang dapat dibaca oleh perangkat lunak PLANTS 1.1. 
	Variabel terikat adalah kompleks ligan dengan protein ERα yang merupakan struktur ERα yang berikatan dengan variabel bebas dan membentuk kompleks ligan-protein. Variabel yang diteliti berupa kuat ikatan fitokimia pada ERα. Kuat ikatan fitokimia ditentukan dengan melihat skor docking ikatan yang terjadi antara ligan dengan protein yang disimulasikan dengan pogram PLANTS 1.1. Semakin rendah skor docking suatu ligan maka semakin kuat ligan tersebut berikatan dengan protein ERα.	
	HASIL PENELITIAN



Skrining dilakukan pada basis data Tanaman Obat Farmasi UI yang diakses pada 20 September 2014. Jumlah spesies yang terdaftar di basis data ialah 3810 spesies dengan 29 spesies berasal dari famili Liliaceae. Penapisan fitokimia menemukan 202 senyawa fitokimia dengan 37 senyawa saja yang memiliki struktur kimia tervalidasi di basis data PubChem.
Enam senyawa yang memiliki skor docking yang lebih rendah (lebih baik) dibandingkan genistein (-79,213) adalah spiraeoside (-84,80), stigmasterol (-84,28) , cyanin (-83,79), beta-sitosterol (-82,81), progesterone (-82,68), dan idein (-82,22) (Tabel 4.3).


Tabel 1. Hasil analisis molecular docking dengan menggunakan PLANTS
	ID
	Nama Senyawa
	Skor Docking
	Spesies Tanaman

	
5994
	
Progesterone
	
-82,6803
	
Allium cepa (bawang merah)


	164999
	Cyanin
	-83,7915
	Allium cepa (bawang merah)


	176457
	Idaein
	-82,2244
	Asparagus racemosus (songgo langit)


	222284
	Beta sitosterol
	-82,8128
	Ophiopogon japonicus,

	
	
	
	Allium cepa (bawang merah)


	5280794
	Stigmasterol
	-84,2880
	Gloriosa superba (mondalika)


	5320844
	Spiraeoside
	-84,8045
	Allium cepa (bawang merah)


	
	Genistein
	-79,2130
	Senyawa Pembanding




Visualisasi Hasil Molecular Docking dengan Program PyMOL
	Visualisasi hasil molecular docking dilakukan dengan menggunakan PyMOL 1.3 melihat ada tidaknya ikatan hidrogen dan asam amino yang berdekatan.
[image: C:\docking_skripsi 2\C2_GEN\pymol1.png][image: C:\docking_skripsi 2\C2_GEN\pymol2.png]
[bookmark: _Toc408526732][bookmark: _Toc408604292]Gambar 1. Visualisasi letak pengikatan genistein pada ERα. Terdapat satu ikatan hidrogen yaitu pada asam amino Trp383. Genistein menempati daerah asam amino yaitu Thr347, Glu380, Trp383, Met522, Leu525, Trp526, Met528, Cys530, dan Leu536.
Tabel 2. Visualisasi hasil molecular docking dengan program PyMOL
	
Nama Senyawa

	Ikatan Hidrogen
	Asam Amino

	Senyawa Pembanding
(GENISTEIN)
	Trp383
	Thr347, Glu380, Trp383, Met522, Leu525, Trp526
Met528, Cys530,
Leu536


	Spiraeoside
ID: 5320844
	Met528
Cys530

	Glu380, Cys381, 
Trp383, Leu536, 
Met522, Leu525 
Tyr526, Lys528
Met528, Cys530


	Stigmasterol
ID: 5280794
	Tidak Ada
	Leu354 , Trp383
Met522, Leu525
Tyr526, Met528
Lys529, Cys530
Val533, Val534
Pro535, Leu536
Leu538

	
Cyanin
ID: 164999
	
Glu380
Met522
Thy347

	
Met343, Thr347 
Asp351, Leu387
Glu380, Trp383
Met522, Leu525 
Met528, Cys530 


	β-Sitosterol
ID: 222284
	Tidak Ada
	Glu300, Trp383 , Leu384, Leu525, Tyr526, Lys529, Met528, Cys530, Val533, Pro535, Leu536, Tyr537


	Progesterone
ID: 5994
	Tidak Ada
	Met343, Thr347, Asp351 ,Trp383, Leu387, Leu525, Met528, Cys530, Leu539


	Idaein
ID: 176457
	Asp351
	Thr347, Leu354, Trp383 , Met522, Leu525, Tyr526, Met528, Lys529, Cys530, Leu536



[bookmark: _Toc408526514]


	PEMBAHASAN



Spesies Tanaman Famili Liliaceae
Jumlah spesies tanaman famili Liliaceae dalam klasifikasi Angiosperm Phylogenic Group (APG) II mencapai lebih dari 3500, termasuk di dalamnya suku bawang-bawangan (Allium sp.). Pada klasifikasi APG III yang dibuat pada tahun 2009 berdasarkan analisis struktur kromosom, famili Liliaceae terpecah menjadi beberapa famili baru sehingga menyisakan hanya 3 subfamili, 15 genus, dan 217 spesies (Peruzzi et al., 2009). Penggunaan klasifikasi lama sebagai rujukan dalam skrining tanaman memiliki cakupan yang lebih luas sehingga dapat menemukan fitokimia-fitokimia potensial yang lebih banyak.
Penelitian ini menggunakan basis data Tanaman Obat Indonesia yang dibuat oleh Bagian Farmasi, Universitas Indonesia. Keunggulan basis data tersebut ialah memiliki data-data yang lengkap meliputi nama lokal, nama spesies, famili, senyawa yang terkandung, khasiat secara empirik, serta bukti klinis yang telah ditemukan. Basis data ini mencakup hingga 3810 spesies tanaman dari spesies tanaman obat yang ada di Indonesia.
[bookmark: _Toc405838562][bookmark: _Toc408526515]Fitokimia Famili Liliaceae
Pada famili Liliaceae, keseluruhan fitokimia yang diperoleh berjumlah 202 senyawa. Banyak di antara fitokimia yang ditemukan tidak memiliki data pada basis data PubCHEM atau hanya berupa derivat dari senyawa sebelumnya. Fitokimia-fitokimia tersebut tidak dapat diunduh struktur senyawanya berupa berkas komputer sehingga tidak dapat dilakukan analisis molecular docking. Oleh karena itu, skrining ini hanya mendapatkan 37 fitokimia dari famili Liliaceae yang terdaftar pada basis data PubCHEM.
[bookmark: _Toc405838571][bookmark: _Toc408526524]Perbandingan Struktur Antara Fitokimia Hasil Skrining dengan Genistein
Berdasarkan struktur dua dimensinya, fitokimia hasil skrining dapat dibagi menjadi dua kelompok yaitu kelompok yang memiliki gugus yang menyerupai genistein dan kelompok yang memiliki gugus sterol (Gambar 5.8). 
Fitokimia yang memiliki gugus yang menyerupai genistein yaitu spiraeoside, cyanin, dan idaein. Spiraeoside (quercetin-4'-glucoside) sendiri merupakan derivat dari quercetin yang merupakan salah satu fitoestrogen yang dikenal terdapat pada tanaman famili Liliaceae yaitu genus Allium sp. (suku bawang-bawangan).
Cyanin (cyanidin-3,5-di-O-glucoside) dan idaein (cyanidin galactoside) merupakan senyawa cyanidin yang merupakan zat pigmen yang banyak ditemukan pada bawang merah. Senyawa cyanidin dan telah diteliti memiliki aktivitas anti-kanker secara in vitro (Fimognari et al., 2005).
[bookmark: _Toc408526739][bookmark: _Toc408604299][image: ]Gambar 2. Perbandingan Struktur Dua Dimensi Antara Genistein dengan Fitokimia Hasil Analisis Molecular Docking 
Fitokimia yang memiliki gugus sterol ialah stigmasterol, beta-sitosterol, dan progesteron. Stigmasterol dan beta-sitosterol merupakan senyawa pada tumbuhan yang menyerupai kolestrol pada hewan sehingga sering disebut sebagai fitosterol. Secara sintetis, beta-sitosterol dapat diperoleh dari stigmasterol yang dihidrogenisasi pada rantai pinggirnya. Selain itu, stigmasterol sering digunakan sebagai prekusor pada sintesis hormon-hormon seperti estrogen, progesteron, dan steroid (Han et al., 2008).
Perbandingan Properti Molekular
Fitokimia yang memiliki gugus yang menyerupai genistein memiliki karakteristik jumlah atom O yang banyak sedangkan fitokimia yang mirip sterol hanya memiliki satu atau dua atom O saja. Hal ini mempengaruhi dari jumlah aseptor ikatan hidrogen dari senyawa tersebut. Jumlah atom O suatu senyawa fitokimia sebanding dengan jumlah aseptor ikatan hidrogen dari senyawa berdasarkan data Tabel 3.
[bookmark: _Toc408526681]Tabel 3. Perbandingan properti molekuler antara genistein dengan fitokimia hasil analisis molecular docking (O’Neil, 2004)
	Nama
Senyawa
	Rumus Molekul
	Donor Ikatan Hidrogen
	Aseptor Ikatan Hidrogen

	
Spiraeoside
	C21H20O12
	8
	12

	Stigmasterol
	C29H48O
	1
	1

	Cyanin
	C27H31O15
	11
	7

	β-Sitosterol
	C29H50O
	1
	1

	Progesteron
	C21H30O2
	0
	2

	Idaein
	C21H21ClO11
	8
	11

	
Genistein
	C15H10O5
	3
	5

	
	
	
	


Donor dan aseptor ikatan hidrogen yang lebih banyak pada fitokimia yang memiliki gugus yang menyerupai genistein berpengaruh pada jumlah ikatan hidrogen yang tervisualisasi pada simulasi molecular docking. Hasil simulasi molecular docking menunjukkan bahwa genistein, spiraeoside, cyanin, dan idaein memiliki satu atau lebih ikatan hidrogen dengan ERα. Sedangkan stigmasterol, beta-sitosterol, dan progesteron sama sekali tidak terlihat adanya ikatan hidrogen yang tervisualisasi.
[bookmark: _Toc405838574][bookmark: _Toc408526527]Perbandingan Letak Asam Amino Ikatan
Asam amino tempat pengikatan antara genistein dan fitokimia hasil skrining molecular docking relatif hampir sama walaupun banyak terjadi variasi di dalamnya. Asam amino Trp383 merupakan asam amino tempat genistein berikatan hidrogen dengan ERα pada penelitian ini. Letak ikatan keenam fitokimia pada ERα tervisualisasi berdekatan dengan Trp383 walaupun tidak terjadi ikatan hidrogen padanya. Ikatan genistein dan keenam fitokimia hasil skrining terletak berdekatan pada 4 (empat) asam amino yang sama yaitu Trp383, Leu525, Met528, dan Cys530. Hal tersebut menunjukkan bahwa letak ikatan yang terbentuk antar keenam fitokima dan juga genistein tidak jauh berbeda
Keterbatasan Penelitian
[bookmark: _Toc408526530][bookmark: _Toc408526531]Penelitian ini telah dilakukan sedemikian rupa namun masih memiliki beberapa keterbatasan, di antaranya penelitian ini  masih mencakup dari sebagian kecil dari senyawa famili Liliaceae dikarenakan keterbatasan data spesies dan senyawa dalam basis data.  Penggunaan program simulasi molecular docking dalam penelitian ini masih memungkinkan terjadinya perbedaan hasil antara satu program dengan program yang lainnya. Hal ini disebabkan karena perbedaan algoritma yang digunakan pada setiap program simulasi.
[bookmark: _Toc408526532]Penelitian ini tidak dapat digunakan untuk memastikan jenis aktivitas yang terjadi akibat interaksi ikatan antara senyawa dengan protein ERα. Demikian juga penelitian ini juga tidak memperhitungkan farmakokinetik dan farmakodinamik senyawa dalam tubuh manusia.

	SIMPULAN



[bookmark: _Toc405837538][bookmark: _Toc405838194][bookmark: _Toc405838578][bookmark: _Toc405838660][bookmark: _Toc405892577][bookmark: _Toc407044909][bookmark: _Toc408526535]Analisis molecular docking fitokimia famili Liliaceae menemukan enam fitokimia yang berikatan lebih kuat terhadap reseptor estrogen α (ERα) dibandingkan genistein, yaitu spiraeoside, stigmasterol, cyanin, progesteron, beta-sitosterol, dan idaein.
[bookmark: _Toc405837539][bookmark: _Toc405838195][bookmark: _Toc405838579][bookmark: _Toc405838661][bookmark: _Toc405892578][bookmark: _Toc407044910][bookmark: _Toc408526536]Fitokimia dengan struktur menyerupai genistein (spiraeoside, cyanin, dan idaein) menunjukkan ikatan hidrogen pada lokasi interaksi dengan ERα.  Senyawa yang memiliki struktur sterol (stigamasterol, progesteron, dan beta-sitosterol) tidak menunjukkan adanya ikatan hidrogen.
Spiraeoside, cyanin, dan idaein memiliki kemungkinan lebih  besar bersifat SERM ERα dibandingkan spiraeoside, cyanin, dan idaein.

	SARAN



[bookmark: _Toc405837541][bookmark: _Toc405838197][bookmark: _Toc405838581][bookmark: _Toc405838663][bookmark: _Toc405892580][bookmark: _Toc407044912][bookmark: _Toc408526538]Penelitian lebih lanjut secara in vitro diperlukan untuk mengetahui potensi lebih lanjut dari senyawa hasil skrining molecular docking pada penelitian ini.
[bookmark: _Toc405837542][bookmark: _Toc405838198][bookmark: _Toc405838582][bookmark: _Toc405838664][bookmark: _Toc405892581][bookmark: _Toc407044913][bookmark: _Toc408526539]Penggunaan program molecular docking ini perlu lebih disosialisasikan sebagai uji skrining fitokimia dari tanaman herbal.
Skrining lebih lanjut perlu dilakukan dengan program tambahan untuk mengetahui potensi suatu senyawa sebagai obat.
[bookmark: _Toc405837543][bookmark: _Toc405838199][bookmark: _Toc405838583][bookmark: _Toc405838665][bookmark: _Toc405892582][bookmark: _Toc407044914][bookmark: _Toc408526540]Penggunaan simulasi molecular docking perlu dibandingkan lebih lanjut kesesuaian hasilnya dengan penelitian in vivo maupun in vitro.
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