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ABSTRAK

Kanker pankreas merupakan jenis tumor ganas yang sangat mematikan. Penderita kanker pankreas
umumnya ditangani dengan kemoradioterapi dan obat gemsitabin, namun masih belum
memberikan hasil klinis yang baik. Penelitian ini bertujuan menentukan perbandingan potensi
senyawa bahan alam brusein D sebagai inhibitor protein transkripsi NFkB sel kanker pankreas
berdasarkan energi bebas Gibbs (AG), tetapan inhibisi, interaksi hidrogen secara fleksibel dan rigid
docking. Berdasarkan hasil analisis docking, menunjukkan bahwadocking secara fleksibel
memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan rigid. Selain itu, senyawa brusein D memberikan
potensi inhibisi yang lebih baik dibandingkan standar gemsitabin.

Kata kunci: brusein D, docking, kanker pankreas, protein NF«B

ABSTRACT

Pancreatic cancer is a malignant tumor types are particularly deadly. Patients with pancreatic
cancer are generally treated with chemoradiotherapy and gemcitabine, but still provide a good
clinical outcome. This study aims to determine the ratio of the potential of bruceine D as inhibitors
of protein NFkB transcription of pancreatic cancer cells by the Gibbs free energy (AG), inhibition
constants, hydrogen interactions are flexible and rigid docking. Based on the analysis docking,
docking flexibly deliver better results than rigid. Additionally, bruceine D provides the potential for
better inhibition than gemcitabine.
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PENDAHULUAN

Salah satu jenis kanker paling
mematikan di dunia adalahkanker pankreas.
Kasus kanker pankreas terus meningkat
dalam 2 dekade terakhir dengan tingkat
morbiditas dan mortalitas penderita yang
sangat tinggi [1].Penderita kanker pankreas
yang dapat bertahan hidup selama 5 tahun
berjumlah kurang dari 5%[2].Hal ini terjadi
karenaproliferasi atau pembelahan sel yang
bermutasi secara tidak terkendali sehingga
sel kanker mengurangi proses terjadinya
apoptosis [3] (proses bunuh diri pada sel)
sangat penting karena berguna untuk
menghilangkan sel-sel abnormal atau sel
kanker [4]. Oleh karena itu, protein yang
berperan dalam proses pembelahan dan
metabolisme sel kanker (protein
antiapoptosis) harus dihambat [5]. Salah satu
jenis protein antiapoptosis yang akan
dihambat pada penelitian ini adalahNFkB

[6].

Protein NFkB merupakan jenis protein
yang berperan sebagai faktor transkripsi pada
sel kanker payudara, kolon, prostat dan kanker
pankreas. Aktivasi protein NFkB terkait dengan
tahap inisiasi dan perkembangan gen sel kanker
yang terlibat pada pertumbuhan sel, proliferasi,
antiapoptosis, angiogenesis, dan metastasis
[7].Beberapa jenis protein NFkB yang terdapat
pada mamalia adalah NFxB1 (p50), dan NFkB2
(p52). Protein tersebut berbentuk homodimer
maupun heterodimer [8]. Beberapa faktor yang
dapat mengaktivasi dari protein NFkB adalah
ROS, TNFoa, interleukin (IL)-1p, bakteri
lipopolisakarida, virus DNA beruntai ganda,
dan radiasi’. Protein NFxB bersifat spesifik
hanya terdapat jaringan yang terkena sel kanker
dan tidak terdapat pada jaringan sel normal [9].

Gemsitabin  merupakan analog dari
pirimidinayangbekerja merusak susunan dari
asam nukleat sehingga menghambat proses
pembelahan sel. Penghambatan tersebut
mendorong  sel untuk  mengaktifkan
mekanisme apoptosis atau sel melakukan
bunuh diri [10]. Namun, dalam dosis yang
tinggi, obat ini dapat menyebabkan
keracunan pada hati dan ginjal, anemia, dan
trombositopenia [11]. Oleh karena itu, telah
banyak diteliti obat kanker yang berbasis
bahan alam.Obat kanker vyang banyak
dikembangkan saat ini berasal dari bahan
alam yang digabung dengan kemoterapi dan
radioterapi konvensional [6].

Brucea javanica (L.) Merr. atau biasa
dikenal dengan nama buah makasar merupakan

tumbuhan obat yang biasa digunakan sebagai
antimalaria, antipiretik, dan efek homeostatis
[12]. Kandungan senyawa aktif dari buah ini
adalah brusein D yang telah diketahui memiliki
aktifitas antiproliferasi pada sel kanker. Pada
penelitian sebelumnya diketahui bahwa ekstrak
etanol dari tanaman ini dapat menghambat
proliferasi  sel adenokarsinoma pankreas
manusia dan menyebabkan apoptosis secara in
vitro [13]. Brusein D menghambat protein p38
atau dikenal juga sebagai MAPK dan
mengaktifkan jalur sinyal apoptosis pada sel
kanker pankreas [14].

Analisispenghambatan menggunakan
metode komputasi atau in silico yang
merupakanmetode docking atau penambatan
ligan pada suatu protein. Metode ini lazim
digunakan dalam tahap pencarian suatu
kandidat molekul obat, karena metode ini
sangat cepat, ekonomis, andal, dan ramah
lingkungan [15]. Pada penelitian ini bertujuan
menentukan potensi inhibisi dari Brusein D
terhadap protein NFkB berdasarkan parameter
energi bebas Gibbs, tetapan inhibisi, serta
interaksi antara protein dan senyawa ligan
kandidat obat.

METODE PENELITIAN

Bahan: Perangkat lunak Autodock Tools 1.5.6,
Autogrid 4.2, Autodock 4.2, Pymol 1.7.
Alat:Seperangkat komputer dengan  chip
processor AMD A10-6800K quadcore4.1GHz,
random access memory (RAM) 8 gigabit, dan
video graphics array AMD Radeon HD 8670D,
ditunjang dengan akses internet 4G LTE
menggunakan modem ZTE mf825a untuk
mengunduh data-data protein dan substrat.

Metode
Preparasi Fail Protein dan Ligan

Protein-protein  yang berperan dalam
pertumbuhan dan pembelahan sel kanker
(antiapoptosis), ditelusuri pada situsProtein
Data Bank(http://www.rsch.org/pdb/) dengan
menggunakan  perangkat komputer yang
terhubung ke internet. Protein yang ditelusuri
adalah protein transkripsi (NFkB1, NFxB2) [6].
Fail protein tersebut diunduh dan dikumpulkan
dengan format .pdb.

Ligan yang akan digunakan untuk
menginhibisi  protein  antiapoptosis  juga
ditelusuri dan dikumpulkan dalam format .pdb.
Ligan-ligan tersebut brusein D dan gemsitabin.



Optimasi Grid

Protein  .pdb  diolah  menggunakan
Perangkat Lunak Autodock Tools 1.5.6 dengan
melakukan read molecule. Protein disimpan
dengan ekstensi .pdbgt. Kemudian ligan dibuka
dengan input ligand, diatur agar sehingga
memiliki torsi yang bebas dandisimpan juga
dengan ekstensi .pdbqt.Ukuran gridditentukan
pada setiap protein dengan nilai sumbux,y, dan
z vyang Dberbeda-beda berdasarkan hasil
optimasi.Jarak  antargrid juga ditetapkan
berbeda-beda pada setiap protein dengan satuan
angstrom (A). Griddibuat sebesar mungkin
sampai tepat menutupi seluruh sisi aktif
permukaan protein. Fail grid disimpan dalam
bentuk grid.gpf.

Docking

Autogridmerupakan bagian dari proses
docking untuk menentukan area interaksi antara
protein dan ligan. Gridyang digunakan
merupakan hasil dari proses optimasi
sebelumnya. Setelah ukuran grid disesuaikan
dengan gridoptimum, disimpan dalam bentuk
grid.gpf. Setelah itu, Autogrid 4.2 diolah
menggunakan terminal ubuntu pada direktori
fail tersebut.

Prosedur docking secara flesibel pada
umumnya sama dengan docking secara rigid.
Perbedaannya hanya terdapat pada ikatan o,
pada kondisi rigid ikatan o dibuat tidak dapat
berotasi. Docking dilakukan pada terminal
Ubuntumenggunakan Autodock 4.2 sehingga
menghasilkan fail docking.dlg. Fail docking.dlg
dianalisis menggunakan Autodock Tools 1.5.6
untuk mengetahui nilai AG. Fail tersebut
kemudian disimpan dalam bentuk kompleks
untuk divisualisasikan menggunakan Pymol
1.7.

Visualisasi Fail Docking

Fail keluaran docking dengan ekstensi
.pdbqgt divisualisasikan menggunakan Pymol
1.7 untuk melihat tapak pengikatan, jumlah
interaksi hidrogen, dan jarak antaratom yang
berikatan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pertumbuhan sel kanker disebabkan
protein-protein yang meregulasi kelangsungan
hidup sel mengalami malafungsi sehingga sel
tersebut terus tumbuh secara abnormal. Protein
tersebut harus diinaktivasi dengan cara inhibisi
melalui  pada tapak aktifnya dengan
menggunakan ligan obat. Oleh karena itu,
pencarian obat baru masih terus dilakukan

untuk memberikan tingkat harapan hidup yang
lebih tinggi. Kandidat obat harus mengandung
ligan yang dapat menginhibisi protein
antiapoptosis sehingga menghambat terjadinya
proliferasi,  diferensiasi, apoptosis, dan
metastasis [3]. Salah satu ligan yang dapat
menginhibisi  protein antiapoptosis adalah
senyawa ligan bahan alam yang memiliki
aktivitas antioksidan yang baik dan tanpa efek
samping.

Pencarian kandidat obat tersebut dapat
dilakukan secara in silico dengan metode
docking. Simulasi docking ini melibatkan
beberapa protein antiapoptosis sel kanker
pankreas serta ligan-ligan yang berasal dari
senyawa bahan alam. Protein dan ligan tersebut
diinteraksikan untuk menentukan senyawa
bahan alam terbaik yang dapat menginhibisi
protein antiapoptosis berdasarkan beberapa
parameter seperti energi bebas Gibbs (AG),
tetapan inhibisi, dan interaksi hidrogen.
Interaksi kemudian dibandingkan dengan hasil
docking antara protein antiapoptosis dan standar
gemsitabin.

Tapak Aktif Protein

Sebelum dilakukan docking, terlebih
dahulu ditentukan daerah pada protein yang
akan diinhibisi atau grid. Grid merupakan
daerah tempat terjadinya interaksi pada proses
docking, yang berbentuk kubus atau balok
dengan sebuah titik pusat x,y,z dan dimensi x,y,
z(Gambar 1). Pada proses docking, grid harus
diarahkan pada tapak aktif protein. Biasanya
tapak aktif protein berupa seperti lubang atau
cave yang akan diisi oleh ligan. Pada protein
biasanya terdapat lebih dari 1 lubang. Oleh
karena itu, ketertarikan ligan terhadap lubang-
lubang protein tersebut diuji secara acak
menggunakan algoritma, untuk mengetahui
daerah tapak aktif protein. Optimasi grid seperti
ini juga biasa dikenal dengan uji cavity
[16].Untuk mendapatkan grid pada lubang yang
tepat, protein diinteraksikan dengan ligan
menggunakan dimensi grid yang besarnya tepat
menutupi seluruh permukaan protein target.
Parameter algoritma yang digunakan adalah
Lamarckian ~ Genetic ~ Algorithm[17].Total
konformasi terbaik yang ditampilkan oleh
Autodock Tools adalah 10 interaksi ligan.
Daerah dengan banyak ligan menempel diduga
merupakan tapak aktif protein yang selanjutnya
akan digunakan untuk docking.
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Gambar 1.Optimasi grid tapak aktif protein NFkB1 (a) dan NFkB2 (b).

Tabel 1 menunjukkan hasil dari optimasi
grid. Hasil optimasi grid tapak aktif protein
tersebutkemudian digunakan untuk docking
secara fleksibel dan rigid.

Interaksi Protein-Ligan

Docking atau penambatan protein-ligan
dilakukan untuk mencari interaksi terbaik
antara protein-ligan dengan parameter tertentu
seperti energi bebasGibbs (AG), tetapan
inhibisi, dan interaksi hidrogen. Docking
dilakukan 2 macam perlakuan terhadap ligan,
yaitu rigid dan fleksibel. Perlakuan ini

bertujuan untuk membandingkan interaksi yang
lebih baik antara ligan rigid dan fleksibel.
Docking secara rigid berbasis pada teori enzim
Emil Fischer. Substrat akan menginduksi enzim
tepat pada tapak aktif untuk mencapai
reaksi.Docking secara fleksibel berbasis pada
teori enzim Induced Fit, teori ini
mengasumsikan bahwa substrat berperan dalam
menentukan bentuk akhir dari enzim dan
sebagian dari enzim tersebut bersifat fleksibel.
Hal ini menjelaskan mengenai senyawa tertentu
dapat mengikat enzim, tetapi tidak bereaksi
karena enzim tersebutterdistorsi. Senyawa



tersebut  mungkin  telalu  kecil untuk dapat bereaksi dengan substrat yang tepat.
menginduksi enzim, sehingga enzim hanya
Tabel 1. Grid tapak aktif protein transkripsiNFkB.
o ) Dimensi Tapak aktif
Titik Pusat Tapak aktif (A) A
Protein (A)
X y z X Y 4
NFkB1 5.048 4.968 1.404 50 44 52
NFkB2 9.334 -9.326 -11.197 46 46 46
Interaksi Protein-Ligan secara Fleksibel dan  saat kristalisasi yang dapat memengaruhi
Rigid interaksi.

Docking secara fleksibel memungkinkan
ligan berotasi bebas pada rantai tunggalnya
sehingga ligan memiliki banyak konformasi.
Ikatan o yang berbentuk silinder simetris
memungkinkan rotasi antar karbon-karbon
dalam molekul rantai terbuka.Pada dasarnya
prosedur docking protein-ligan secara fleksibel
sama dengan saat menentukan tapak aktif
protein, akan tetapi menggunakan grid yang
lebih spesifik dan terarah pada tapak aktif
protein.

Docking secara rigid pada umumnya sama
dengan docking secara fleksibel, perbedaannya
hanya terdapat pada ikatan o ligan. Pada
docking secara rigid, ikatan ¢ dibuat menjadi
kaku sehingga tidak dapat berotasi.

Fail ~ protein  diolah  menggunakan
Autodock Tools, kemudian protein dibersihkan

Setelah grid terbentuk, dilakukan autogrid
menggunakan Autogrid 4.2 dan docking
menggunakan Autodock 4.2 melalui Terminal
Ubuntu. Kemudian akan diperoleh nilai AG
paling rendah atau negatif. Kriteria AG < 0 pada
suhu dan tekanan konstan, memiliki arti bahwa
reaksi Kimia tersebut bersifat spontan dengan
penurunan energi berbas Gibbs. Jika pada hasil
reaksi AG menurun, maka reaksi memiliki
kecenderungan spontan untuk mengkonversi
reaktan menjadi produk.

Indikator proses docking yang baik dapat
dilihat dengan membandingkan nilai energi
bebas Gibbs (AG), tetapan inhibisi, dan jumlah
interaksi hidrogen terhadap standar inhibitor.
Ikatan pembentukan kompleks yang Kkuat
ditandai dengan nilaiAG yang rendah, tetapan
inhibisi rendah, dan banyaknya jumlah interaksi

dari  molekul-molekul air dan dilakukan hidrogen.Berdasarkan nilai AGtersebut
penambahan hidrogen. Penambahan atom menggunakan persamaan Gibbs maka akan
hidrogen dilakukan karena terdapat  diperoleh nilai tetapan inhibisi (Ki) [18].
kemungkinan hilangnya atom hidrogen pada
K= /Ki .................................................................. {i}
AG = —RTLNK ..o, {ii}
AG = —RTLnL/p oo {i} dan {ii}
AG = RTLNKI....ooouiiii e {i} dan {ii}
AG - -
Ki = @RT e, {i} dan {ii}

Hasil analisis energi bebas Gibbs , tetapan
inhibisi rendah, dan banyaknya jumlah interaksi

hidrogen dapat dilihat pada Tabel
dibandingkan antara docking secara rigid dan

2.Jika



fleksibel, maka docking secara fleksibel
memberikan  lebih  banyak kemungkinan
interaksi, karena pada docking secara rigid,
ikatan antara karbon-karbon sp® dibuat kaku
sehingga tidak dapat berputar. Ligan-ligan yang
masuk ke dalam lubang protein membutuhkan
penyesuaian dengan mengubah konformasi
ligan agar ligan bisa menginhibisi dengan baik.
Senyawa ligan bahan alam memiliki struktur
yang cukup besar, rerata terdiri lebih dari 20
karbon sehingga cukup sulit bagi ligan tersebut

untuk masuk ke dalam protein jika tidak
melakukan penyesuaian. Kesulitan tersebut
membuat interaksi  protein-ligan  menjadi
kurang spontan dibandingkan dengan docking
secara fleksibel, terlihat dari nilai AG yang
menurun pada hampir seluruh interaksi protein-
ligan secara rigid. Jumlah interaksi hidrogen
juga mengalami penurunan akibat sulitnya ligan
berinteraksi dengan protein (Gambar 2 dan
Gambar 3).

Tabel 2.Hasil Docking protein-ligan secara fleksibel dan rigid.

Fleksibel Rigid
Protein Ligan AG K > Interaksi AG K > Interaksi
(kkal/mol) " Hidrogen (kkal/mol) " Hidrogen

Brusein D -5.49 94.05 5 -4.55 460.05 4
NFkBI1

Gemsitabin -3.75 1776.50 6 -3.03 5993.05 4

Brusein D -6.14 31.38 6 -5.93 44.73 4
NFkB2 o

Gemsitabin -5.33 123.23 7 -3.54 2532.73 4

Gambar 2. Visualisasi interaksi docking protein NFkB1dengan ligan, brusein D rigid (a),
brusein D fleksibel (b), gemsitabin rigid (c), gemsitabin fleksibel (d).



Gambar 3. Visualisasi interaksi docking protein NFkB2 dengan ligan, brusein D rigid (a),
brusein D fleksibel (b), gemsitabin rigid (c), gemsitabin fleksibel (d).

SIMPULAN

Berdasarkan pada hasil analisis docking,
docking secara fleksibel memberikan hasil yang
lebih baik dibandingkan rigid. Brusein D
memberikan potensi inhibisi lebih baik
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