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ABSTRAK. Kanker payudara merupakan penyebab kedua terbanyak kematian pada wanita akibat kanker
setelah kanker paru-paru di seluruh dunia. Steroid merupakan kelompok senyawa aktif yang diantaranya
berhasil diisolasi dari genus Chisocheton yang dilaporkan memiliki aktivitas melawan sel kanker payudara
MCF-7. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui interaksi senyawa steroid terhadap estrogen alfa
(ER-a)) melalui metode in silico, yaitu penambatan molekul. Pemodelan struktur tiga dimensi (3D) senyawa
steroid dilakukan dengan memperhatikan keadaan terprotonasinya pada pH 7,4. Metode in silico divalidasi
melalui penambatan ulang struktur kristal ER-a, hingga diperoleh nilai RMSD < 2 A, dengan program
AutoDock 4.2.6. Dengan program yang sama, Ssenyawa-senyawa steroid ditapis dengan metode
penambatan molekul. Hasil penapisan menghasilkan nilai energi bebas dari kedua senyawa steroid yaitu -
10,08 kkal/mol (7a-hidroksi-p-sitosterol) dan -10,75 kkal/mol (stigmast-5-en-3p-ol), yang nilainya lebih
baik dari estradiol (-9,62 kkal/mol), sebagai ligan alami ER-a. Kedua senyawa ini berpotensi untuk
menginhibisi estrogen alfa, dimana senyawa stigmast-5-en-3p-ol memiliki potensi yang lebih besar karena
nilai energi bebasnya lebih rendah. Hal ini menandakan bahwa modifikasi struktur senyawa mampu
mengubah nilai energi ikatan dan interaksi antara ligan dan reseptor.

ABSTRACT. In Silico Study of Steroid Compound Activity Against Breast Cancer Using Estrogen
Alpha (ER-a). Breast cancer is the second worldwide leading cause of cancer death in women after lung
cancer. Steroids are a group of active compounds isolated from the Chisocheton genus that has activity
against MCF-7 breast cancer cells. This study aimed to determine the interaction activity of steroid
compounds against alpha estrogen receptor (ER-a) through in silico method specifically mlecular docking.
The modeling of the three-dimensional structure (3D) of steroid compounds was performed by considering
their protonation states at pH 7.4. The in silico method was validated by redocking the crystal structure of
ER-a until obtaining an RMSD value < 2 A, using the AutoDock 4.2.6 program. Steroids compounds were
screened with the same program namely the molecular docking method. Screening results show that the
free energy values of the steroid compounds were -10.08 kcal/mol (7a-hydroxy-f-sitosterol) and -10.75
kcal/mol (stigmast-5-en-3B-ol), which are stronger than estradiol (-9.62 kcal/mol) as native ligand of ER-
a. Both of these compounds can inhibit the alpha estrogen receptor, in which the stigmast-5-en-33-ol
compound has a greater potential because of its lower free energy value. This finding indicates that
modification of the compound's structure could change the binding energy value and interaction between
ligands and receptors.

PENDAHULUAN

Kanker payudara adalah penyakit dengan prevalensi tinggi di dunia. Sekitar 13% wanita di dunia mengidap
kanker panyudara (Chopra and Davies, 2020). Penyakit ini terdiri dari beberapa subtipe dengan kriteria yang
berbeda, seperti tipe patologi, ukutan, nodus limfa, dan subtipe molekular (Fragomeni et al., 2018). Sekitar 70%
kanker payudara mengekspresikan secara berlebihan estrogen reseptor (ER). ER digunakan untuk menentukan
sensitivitas kanker payudara terhadap terapi anti-estrogen dan untuk menilai sensitivitas kemoterapi preventif pada
pasien yang memiliki resiko tinggi kanker payudara (Sari et al., 2018). ER memiliki dua tipe yaitu ER-a dan ER-
B. ER-a adalah reseptor yang umumnya dilaporkan menyebabkan peningkatan proliferasi sel, sedangkan ER-p
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dikaitkan dengan proses prognosis (Hakim et al., 2018). Dengan demikian, ER-o merupakan target yang potensial
dalam penemuan dan pengembangan obat kanker payudara (Niinivehmas et al., 2016).

Tanaman merupakan alternatif umum untuk pengobatan suatu penyakit kanker (Mitra and Dash, 2018). Lebih
dari 3000 tanaman di seluruh dunia telah dilaporkan aktivitas sitotoksiknya, termasuk antikanker (Tariq et al.,
2017; Seca and Pinto, 2018). Sebagai contoh, senyawa steroid 7a-hidroksi-p-sitosterol telah berhasil diisolasi dari
kulit batang Chisocheton tomentosus dengan 1Csp 16,0 + 3,6 uM terhadap sel kanker payudara MCF-7 dan 1Cs
25,0 £ 3,3 uM terhadap sel HepG2 (Tasyriq et al., 2012; Katja et al., 2021). Selain itu, stigmast-5-en-3p-ol yang
diisolasi dari kulit batang C. cumingianus memiliki 1Cso 60,8 100 uM sel murin leukemia (Katja et al., 2016; Sari
et al., 2020). Sementara itu, Fernando et al. (2018) melaporkan bahwa stigmast-5-en-3-ol dari ekstrak etanol
Dendronephthya gigantea memiliki aktivitas terhadap sel MCF-7 dengan 1Csq 45,17 png/ml (Fernando et al., 2018).
Namun, belum ada kajian yang dilaporkan mengenai aktivitas sitotoksik kedua senyawa dan kaitannya dengan
ER-a.

Pendekatan in silico telah digunakan dalam penapisan kandidat obat dari senyawa bahan alam (Hardianto et
al., 2019; Yusuf et al., 2019; Hardianto et al., 2021). Di samping itu, metode in silico juga dapat digunakan untuk
menjelaskan penghambatan suatu senyawa bahan alam terhadap protein target (Hardianto et al., 2019; Patel et al.,
2017). Maka, pada penelitian ini, metode in silico penambatan molekul digunakan untuk menjelaskan aktivitas
sitotoksik steroid 7a-hidroksi-p-sitosterol dan stigmast-5-en-33-ol terhadap sel kanker payudara dan kaitannya
dengan ER-a. Selain itu, Lipinski’s rule of five (R05) juga akan digunakan untuk memprediksi potensi kedua
steroid sebagai obat yang secara oral. Kajian ini merupakan studi awal mengenai potensi kedua senyawa steroid
tersebut dalam pengembangan kandidat agen pengobatan kanker payudara.

METODE PENELITIAN
Tabel 1. Struktur senyawa steroid dan seyawa pembanding. Senyawa pembanding yang digunakan adalah
tamoksifen dan estradiol.
Senyawa Struktur

Steroid (1)
Ta-hidroksi-B-sitosterol
(Sulasikin, 2020)

Steroid (2)
Stigmast-5-en-3-ol
(Sikumbang, 2020)

Tamoksifen

HO

Estradiol

Bahan yang digunakan meliputi senyawa steroid hasil isolasi dari C. macrophyllus dan C. lasiocarpus (Tabel
1) yang telah dimodelkan menggunakan perangkat lunak MarvinSketch 18.21.0 (ChemAxon, 2020). dalam dua
dimensi (2D) dan dilakukan perubahan menjadi struktur tiga dimensi (3D) menggunakan perangkat lunak Biovia
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Discovery Studio (Biovia, 2020). Bahan lainnya yaitu struktur 3D ER-o (Gambar 1) yang diunduh dari Protein
Data Bank (PDB) (Burley et al., 2021), https://www.rscb.org/structure/3ERT dengan kode 3ERT. Struktur kristal
dengan kode 3ERT adalah ER-a yang mengikat tamoksifen (Xue et al., 2019).

Gambar 1. Struktur 3D protein ER-a. Struktur ini memiliki kode PDB 3ERT yang dapat diunduh melalui
https://www.rscb.org/structure/3ERT.

Pemodelan Struktur Dua dan Tiga Dimensi Senyawa Steroid

Struktur dua dimensi (2D) steroid 7a-hidroksi-p-sitosterol (1) dan stigmast-5-en-3B-ol (2) digambar dengan
bantuan program MarvinSketch 18.21.0. Kedua struktur 2D lalu diubah menjadi tiga dimensi (3D) dengan program
Biovia Discovery Studio Visualizer 21.1.0.20298. Keadaan terprotonasi kedua struktur 3D disesuaikan dengan
yang diprediksi program MarvinSketch 18.21.0.

Lipinski's Rule of Five

Senyawa steroid 1 dan 2 diases dengan Lipinski’s rule of five (R05) (Yang et al., 2019; Lipinski et al., 2012;
Chen et al., 2020) dengan webserver SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina et al., 2017). Tahapan ini
digunakan untuk menilai potensi kedua senyawa sebagai kandidat obat oral aktif. Ro5 mengevaluasi bobot
molekul, logP, donor dan akseptor ikatan hidrogen (Nishinarizki et al., 2022).

Penambatan Molekul

Validasi perlu dilakukan sebelum menambatkan molekul steroid ke struktur ER-a. Pertama-tama, struktur
kristal ER-a yang berkompleks dengan tamoksifen diunduh dari Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsh.org)
(Burley et al., 2021) dengan kode PDB 3ERT. Struktur ER-a dan ligan tamoksifen dipisahkan dengan program
Biovia Discovery Studio 2020 Client. Keduanya disimpan terpisah sebagai berkas berformat pdb. Dalam program
AutoDockTools 1.5.6, atom hidrogen nonpolar dihilangkan dari kedua struktur. Selain itu, muatan atom Gasteiger
dan Kollman masing-masing ditambahkan ke struktur ligan tamoksifen dan ER-a. Selanjutnya, kedua struktur
disimpan sebagai disimpan dalam format pdbqt. Ukuran grid box diatur menjadi 40 x 40 x 40 titik dengan jarak
antar grid 0,375 A, dengan titik pusatnya mengacu pada struktur tamoksifen. Lamarckian Genetic Algorithm
(LGA) dipilih dalam penambatan molekul, dengan jumlah GA 100 kali dan evaluasi 2.500.000. Penambatan ulang
molekul tamoksifen ke ER didahului dengan perhitungan grid reseptor dengan program AutoGrid4.2 (Forli et al.,
2016). Selanjutnya, penambatan ulang dilakukan dengan program Autodock4.2 (Forli et al., 2016). Validasi dinilai
berhasil jika Root Mean Square Deviation (RMSD) kurang dari 2,00 A (Hardianto et al., 2021).

Struktur 3D steroid disiapkan seperti pada proses validasi dengan program AutoDockTools 1.5.6 (Forli et
al., 2016). Ukuran grid pada tahap validasi digunakan dalam perhitungan grid map senyawa 1 dan 2 dengan
AutoGrid4.2. Parameter penambatan molekul pada tahap validasi juga digunakan untuk senyawa steroid.
Penambatan senyawa 1 dan 2 dilakukan dengan program AutoDock4.2.

Analisis Data
Hasil penambatan molekul dianalisis dengan AutoDockTools 1.5.6, Interaksi antara ligan dan reseptor
dianalisis dan divisualisasi dengan program Biovia Discovery Studio 2020 Client.
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Lipinski’s Rule of Five

Berdasarkan Ro5 (Lipinsiki’s rule of five), senyawa obat harus memiliki bobot molekul (BM) kurang dari
500 g/mol, logP kurang dari 5, dan akseptor (HBA) dan donor ikatan hidrogen (HBD) masing-masing kurang dari
10 dan 5. Senyawa harus memenuhi setidaknya tiga aturan sebagai persyaratan minimum kandidat senyawa obat
oral (Lipinski etal., 2012; Chen et al., 2020; Raj, 2021). Hasil analisis Rob5 tersaji pada Tabel 2, kontrol tamoksifen
dan estradiol memenuhi semua kriteria Ro5, sedangkan senyawa steroid 1 dan 2 melanggar satu aturan. Aturan
yang terlanggar adalah nilai logP lebih dari 5, yaitu 6,69 untuk steroid 1 dan 7,84 untuk steroid 2.

Tabel 2. Hasil senyawa yang mengikuti Ro5.

Senyawa BM (g/mol) LogP HBA HBD Pelanggaran Ro5
Tamoksifen 387,51 4,49 3 1 0
Estradiol 272,38 3,53 2 2 0
7a-hidroksi-B-sitosterol (1) 430,71 6,69 2 4 1
stigmast-5-en-33-ol (2) 414,71 7,84 1 2 1

Keterangan:

BM = berat molekul.

LogP = koefisien partisi octanol-water.

HBA = hydrogen-bond acceptor.
HBD = hydrogen-bond donor.

Kriteria logP mencerminkan kelarutan senyawa dalam air (Raj, 2021). Semakin rendah nilai logP suatu
senyawa, semakin tinggi kelarutannya dalam air dan hal yang sebaliknya berlaku. Maka, terlanggarnya kriteria
logP menunjukkan bahwa senyawa steroid 1 dan 2 memiliki kelarutan yang kurang baik dalam air. Hal ini tidak
mengherankan. Struktur kedua steroid tersebut didominasi oleh karbon alisiklik yang bersifat hidrofobik. Steroid
1 hanya memiliki satu gugus hidroksil, sedangkan steroid 2 dua gugus hidroksil, sehingga steroid 2 kelarutannya
dalam air relatif lebih baik dari steroid 1. Meskipun demikian, steroid 1 dan 2 masih memenuhi kriteria minimun
Ro5, dengan memenuhi tiga aturan yang lain, sehingga keduanya kemungkinan dapat diserap dengan baik di usus
halus.

Penambatan Molekul
Tabel 3. Hasil penambatan ulang ligan tamoksifen terhadap protein ER-a dengan program AutoDock 4.2. Struktur
kristal yang digunakan adalah 3ERT.

Rank Sub-Rank Run Energi Ikat / kkal/mol RMSD /A
1 1 70 -11,50 1,16
1 2 35 -11,49 1,00
1 3 97 -11,45 1,20
1 4 43 -11,45 1,00
1 5 56 -11,44 1,06
1 6 84 -11,44 1,17
1 7 78 -11,42 1,14
1 8 28 -11,41 0,96
2 1 82 -10,38 3,24
2 2 57 -11,28 3,30

Penambatan molekul divalidasi dengan menambatkan ulang molekul tamoksifen ke ER-a, yang struktur
keduanya tersedia di Protein Data Bank (https://www.rcsh.org) dengan kode 3ERT. Selanjutnya, nilai RMSD
(Root Mean Square Deviation) digunakan untuk mengukur kemiripan koordinat (pose). Nilai RMSD yang
dihasilkan dari penambatan ulang tamoksifen pada penelitian ini sebesar 1,16 A (Tabel 3, Gambar 2). Hal ini
menunjukkan bahwa penambatan molekul dapat diterapkan pada sampel karena hasil validasi penambatan berada
di bawah 2,00 A. Pose tamoksifen hasil penambatan ulang, dengan nilai RMSD 1,16 A, memiliki skor energi ikat
(AG) -11,50 kkal/mol. Energi ikat ini bersumber dari berbagai interaksi intermolekul antara tamoxifen dan residu-
residu pada sisi aktif ER-a, seperti interaksi hidrofobik dan ikatan hidrogen (Gambar 3, Tabel 4).
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Gambar 2. Hasil validasi ligan tamoksifen sebelum (abu-abu) dan setelah penambatan ulang (kuning).

Hasil penambatan molekul senyawa steroid uji menunjukkan bahwa keduanya memiliki afinitas yang lebih
lemah dibandingkan tamoksifen. Namun, kedua senyawa tersebut lebih kuat dibandingkan dengan estradiol, yang
merupakan ligan alami ER-a (Paech et al., 1997) (Tabel 4). Senyawa steroid 2 memiliki nilai afinitas sebesar
-10,75 kkal/mol, sedangkan senyawa steroid 1 -10,08 kkal/mol (Tabel 4). Dengan demikian, kedua senyawa
steroid berpotensi menghambat ER-a.

MET
A:421
MET
A:388 LEU
A:428
LEU
A:391

Gambar 3. Interaksi tamoksifen dengan protein ER-a. Warna merah muda menunjukkan reaksi hidrofobik,
sedangkan warna hijau muda ikatan hidrogen non-konvensional, oranye interaksi w-sulfur, dan
merah interaksi yang tidak disukai.

Tabel 4. Hasil penambatan molekular senyawa uji.

Senyawa _ Parameter _ _
AG / (kkal/mol) Ikatan Hidrogen Ikatan Hidrofobik

MET421, MET388, LEU346,

Tamoksifen -11,50 GLU353, THR347, ASP351 LEU525, LEU387, LEU391,
ALA358, TRP383
LEU346, ALA350, LEU384,

Estradiol -9.63 HIS524, GLU353, ARG394 PHE404, MET421, ILE424,
LEU525

. LEU391, LEU525, MET343,
Steroid 1 -10,08 THR347 LEU346. ALA358, TRP383
Steroid 2 10,75 LEU387, LEU391, LEU346,

MET343, ALA358, LEU525
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Berdasarkan Tabel 5, kontribusi pengikatan steroid 1 dan 2 berasal dari jenis energi Van der Waals (vdw), ikatan
hidrogen, dan desolvasi. Namun, kedua steroid hanya berikatan dengan ER-a melalui interaksi hidrofobik (Tabel
4, Gambar 4a dan 4b), kecuali steroid 1 yang membentuk ikatan non konvensional hidrogen (Gambar 4a). Oleh
karena itu, interaksi hidrofobik memberikan kontribusi yang besar terhadap pengikatan kedua steroid ke ER-o.

Tabel 5. Energi yang dihasilkan pada proses penambatan molekul.

Jenis Energi Steroid 1 Steroid 2 Estradiol
Energi total intermolecular (kcal/mol) -11,87 -12,54 -10,42
Energi vdw + ikatan H + desolvasi (kcal/mol) -11,82 -12,53 -10,19
Energi elektrosatik (kcal/mol) -0,05 -0,01 -0,24
Energi total internal (kcal/mol) -1,14 -1,55 0,05
Energi bebas torsi (kcal/mol) 1,79 1,79 0,6
Energi sistem tak terikat (kcal/mol) -1,14 -1,55 0,05
Energi bebas ikatan (AG) (kcal/mol) -10,08 -10,75 -9,83
i s 5
LEU THR
A:391 ) A:347
/ ‘ T TRP
A:383
‘g
LEU
A:346
Interactions
|:] Carbon Hydrogen Bond |:] Pi-Alkyl
[] akn
(@)
AS46 435
LEU LEU
%:387 4T A:525
A:391
o
Interactions MET
] A A:343
(b)

Gambar 4. (a) Interaksi senyawa steroid 1 dengan protein ER-a. Warna merah muda menunjukkan reaksi
hidrofobik, sedangkan warna hijau muda adalah ikatan hidrogen non-konvensional, (b) Interaksi
antara senyawa steroid 2 dengan ER-a. Warna merah muda menunjukkan reaksi hidrofobik.

Sementara itu, meskipun estradiol membentuk dua ikatan hidrogen dengan GLU353 dan ARG394 di sisi
aktif ER-a, senyawa ini memiliki kontribusi energi vdw, ikatan hidrogen, dan desolvasi yang lebih rendah dari
senyawa steroid 1 dan 2. Analisis interaksi (Gambar 5) menunjukkan bahwa estradiol membentuk ikatan yang
tidak disukai dengan HIS524 sehingga menurunkan energi interaksi antara estradiol dan ER-a.
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Gambar 5. Interaksi estradiol dengan ER-a. Warna merah muda menunjukkan reaksi hidrofobik, sedangkan
warna hijau ikatan hidrogen konvensional, dan merah interaksi yang tidak disukai.

KESIMPULAN

Dalam penelitian ini, studi in silico dengan prediksi Lipinsiki’s rule of five (Ro5) dan penambatan molekul
telah dilakukan untuk memperlajari potensi penghambatan senyawa 1 dan 2 terhadap ER-a, yang berperan dalam
perkembangan sel kanker payudara. Hasil Ro5 menunjukkan bahwa senyawa 1 dan 2 berpotensi aktif sebagai obat
oral yang aktif. Sementara itu, hasil penambatan molekul menunjukkan bahwa senyawa 1 dan 2 berpotensi sebagai
inhibitor ER-o karena memiliki energi pengikatan yang lebih kuat dibandingkan estradiol, yaitu berturut-turut
-10,75 dan -10,08 kkal/mol. Dengan demikian, senyawa 1 dan 2 berpotensi sebagai kandidat antikanker payudara.
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