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Abstract: Songga (Styrchnos lucida R.Br) is a plant that has potential to be developed as an
anti-breast cancer. This study was conducted to predict the secondary metabolite derived
from songga, which is potential as anti-breast cancer through inhibition of estrogen receptor-
a. A molecular docking study was performed using Autodock Vina assisted by
AutodockTool and Biovia Discovery Studio. The study used estrogen receptor-a as a protein
and ten compounds from songga as ligands. The 3D structure of estrogen receptor-a and ten
ligands were obtained from Protein Data Bank and the PubChem database. The result
revealed that strychnine N-oxide is the compound that has the lowest free binding energy
and inhibition constant with the value of 9.6 kcal/mol and 0.09 uM, respectively. This
indicated that strychnine N-oxide has an excellent affinity for estrogen receptor-a. Thus, this
compound is predicted to inhibit the estrogen receptor-a and can be developed as anti-breast
cancer. However, further investigations such as molecular dynamics simulation, in vitro and
in vivo assays should be undertaken.
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Pendahuluan disebabkan oleh terjadinya aktivasi reseptor estrogen

yang memicu aktifnya protein ko-aktivator SRC-3

Kanker payudara merupakan salah satu tipe
malignan yang menjadi penyebab utama kematian
wanita di seluruh dunia (Jemal et al., 2011). Kanker
payudara disebabkan oleh pertumbuhan sel yang tidak
normal pada jaringan payudara. Sel kanker ini terus
mengalami proliferasi akibat dari ketidakseimbangan
hormon dalam tubuh (Matsuo et al., 2018). Salah satu
hormon yang dianggap memainkan peran penting
dalam mempromosikan proliferasi epitel payudara
adalah estrogen (Russo & Russo, 2006). Sekresi yang
tidak normal dan hiperaktivitas estrogen akan
menyebabkan terjadinya perkembangan sel kanker
payudara (Bai & Gust, 2009; Paterni et al., 2014). Hal ini
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sehingga terjadi peningkatan replikasi dan proliferasi
sel kanker (Eroles et al., 2012).

Saat ini, penanganan kanker payudara umumnya
dilakukan dengan kemoterapi, radioterapi, terapi
hormon, dan pembedahan (Waks & Winer, 2019).
Namun, penggunaan jenis-jenis terapi tersebut masih
belum efektif untuk penanganan sebagian besar pasien
kanker payudara stadium tinggi (Ko & Moon, 2015).
Beberapa studi dilaporkan telah menemukan jalur
pengobatan yang diperkirakan efektif pada penanganan
kanker payudara, salah satunya adalah penargetan pada
reseptor estrogen alfa (ER-a) (Busonero et al., 2017;
Cazzaniga & Bonanni, 2012).
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Penanganan  kanker payudara  dengan
menargetkan ER-a sebagai target terapi menjadi sangat
penting, mengingat 70% pasien kanker payudara
terdiagnosis ER-a positif (Leon-Ferre et al., 2018).
Umumnya, penanganan pasien kanker payudara ER-a
positif diberi tarapi endokrin seperti tamoxifen dan
fulvestrant. Namun, penggunaan kedua obat ini
memiliki banyak efek samping terhadap berbagai organ
dan sering mengakibatkan resistensi terapi dan
kekambuhan tumor (Ciruelos et al., 2014). Sehingga,
upaya pencarian agen anti-kaker payudara yang bekerja
pada penghambatan ER-a yang lebih efektif dan aman
perlu dilakukan.

Songga (Strychnos lucida R.Br) merupakan salah
satu tanaman yang berpotensi untuk dikembangkan
sebagai agen anti-kanker payudara. Potensi anti-kanker
tanaman songga pertama kali dilaporkan oleh Sarmento
et al. (2015). Songga dapat menghambat sel kanker
HepG2, HuCCA-1, A549 dan MOLT-3 (Sarmento et al.,
2015). Namun, aktivitas anti-kanker tanaman songga
pada sel kanker lain, terutama pada kanker payudara,
hingga saat ini belum diteliti.

Sebagai langkah awal, sangat penting untuk
melakukan evaluasi potensi anti-kanker tanaman
songga dan mengidentifikasi metabolit sekunder yang
berperan sebagai anti-kanker payudara dengan bantuan
penambatan molekuler pada ER-a. Hal ini dapat
membantu dalam mengarahkan penemuan kandidat
obat baru untuk penanganan kanker payudara. Oleh
karena itu, penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi
dan memprediksi metabolit sekunder tanaman songga
yang berpotensi sebagai agen anti-kanker payudara
melalui inhibisi terhadap ER-a secara in silico.

Metode

Hardware dan software

Penelitian dilakukan menggunakan komputer
dengan spesifikasi Windows 10 Pro 64-bit, prosesor
Intel® CoreTM i3-4030U 1.9 GHz CPU, RAM 10 GB dan
2 GB NVIDIA Gforce VGA. Adapun perangkat lunak
yang digunakan adalah AutodockVina (v1.2.0)
(AutoDock Vina (scripps.edu), Biovia Discovery Studio
(https:/ /discover.3ds.com), MGL Tools
(https:/ /ccsb.scripps.edu/mgltools) dan Notepad**
(https:/ /notepad-plus-plus.org).

Preparasi dan analisis ligan

Ligan yang digunakan pada penelitian ini
diperoleh dari studi literatur. Adapun ligan yang
digunakan adalah beta-colubrine, brucine, brucine N-oxide,
chlorogenic acid, diaboline, loganin, phyllamycin A,
secoxyloganin, strychnine, dan strychnine N-oxide (Itoh et
al., 2006; Manurung et al., 2019; Setiawan & Rostiwati,
2014). Semua ligan dianalisis berdasarkan aturan

Lipinski dengan menilai sifat kimia dari ligan seperti H
donor, H aseptor, dan log P (Lipinski, 2004). Struktur 3D
ligand  diperoleh  dari  database @ PubChem
(https:/ / pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Preparasi protein

Protein target yang digunakan pada penelitian ini
adalah protein reseptor estrogen (PDB ID: 3ERT) yang
diperoleh dari Protein Data Bank
(https:/ /www.rcsb.org). Pemilihan protein dilakukan
dengan kriteria pemilihan yaitu resolusi <2.5 A X-ray
diffraction dengan nilai mutasi nol. Protein yang
diperoleh  kemudian dipreparasi menggunakan
perangkat lunak BIOVA Discovery Studio untuk
menghilangkan komponen-komponen tidak diinginkan
seperti air, ligan, dan heteroatom hingga diperoleh
struktur polos dari protein.

Penambatan molekuler

Studi penambatan molekuler dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak AutoDock Vina dibantu
dengan AutoDockTools (Trott & Olson, 2010). Sisi aktif
protein ditentukan dengan mengikuti lokasi ikatan dari
ligan alami protein target. Pada struktur 3D protein
target, dilakukan penambahan atom hidrogen (polar
only). Sedangkan pada struktur 3D ligan, nodus tengah
dan rotatable bonds dipilih dan disimpan dalam bentuk
PDBQT. Pada preparasi gridbox, sisi aktif dipilih
mengikuti sisi aktif ligan natif dari protein dengan
penyesuaian dimensi gridbox x, y dan z 40 x 40 x 40
dengan spasi 0.375A. Proses docking menggunakan
Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) dan parameter
Genetic Algorithm (GA) diset pada 100 run dengan
ukuran populasi 150; number of evaluations 2.500.000;
number of generations 27.000 dengan rate mutasi dan
crossover default.

Hasil dan Pembahasan

Analisis ligan

Seperti yang ditunjukkan pada Tabel 1, semua
senyawa uji memenuhi kriteria dari aturan Lipinski
yaitu memiliki berat molekul <500, H donor <5, H
aseptor <10 dan log P <5. Hal ini menunjukkan bahwa
semua senyawa uji diprediksi memiliki sifat drug-
likeness. Sifat ini mengacu pada kesamaan suatu
senyawa terhadap sifat-sifat yang dimiliki obat oral
(Lipinski, 2004). Dengan demikian, sifat-sifat seperti
adsorpsi, distribusi, dan permeabilitas dari semua
senyawa uji mirip dengan obat oral.

Validasi metode penambatan molekuler
Tahap awal pada penambatan molekuler adalah
dengan melakukan validasi metode penambatan
molekuler. Proses validasi ini dilakukan dengan re-
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docking ligan natif terhadap protein target, reseptor
estrogen-a (3ERT). Metode dikatakan valid apabila nilai
RMSD dari hasil re-docking <2 A (Morris et al., 2009).
Nilai RMSD yang diperoleh dari re-docking yaitu 1.2 A.
Hal ini menunjukkan bahwa metode penambatan
molekuler dikatakan valid. Adapun konformasi
struktur hasil re-docking ligan natif dapat dilihat pada
Gambar 1.

Tabel 1. Hasil skrining aturan Lipinski metabolit
sekunder tanaman songga

Ligan BM  Hdonor Haseptor LogP
Loganin 390.4 5 10 -14
Phyllamycin A 3944 0 7 4
Strychnine N-— 5554 0 3 14
oxide
Strychnine 334.4 0 3 1.9
Secoxyloganin 4044 5 11 -1.6
Diaboline 3524 1 4 0.7
Cholorogenic 55451 6 9 -0.4
acid
Brucine 394.5 0 5 1
Brucine N- 4105 0 5 0.4
oxide
Beta colubrine 3654 0 4 1.9

Gambar 1. Visualisasi hasil validasi metode
penambatan molekuler; re-docking ligan natif 3ERT
(catatan: warna kuning adalah ligan natif awal, merah
ligan natif hasil re-docking)

Setelah  metode  penambatan  molekuler
tervalidasi, dilakukan evaluasi ligan uji terhadap
protein reseptor estrogen-a. Proses penambatan
molekul ligan wuji dilakukan dengan mengikuti
parameter yang telah valid dari re-docking ligan natif.
Untuk memperoleh ligan terbaik, hasil skrining yang
diperoleh dari penambatan molekuler dianalisis lebih
lanjut dengan menilai energi bebas ikatan dari masing-
masing ligan. Ligan uji yang memiliki energi bebas
ikatan lebih kecil dari ligan natif mengindikasikan
bahwa ligan tersebut memiliki afinitas yang lebih baik
terhadap reseptor dibadingkan dengan ligan natif
(Muttaqin et al., 2020). Selain itu, analisis juga dilakukan
dengan mengamati interaksi molekuler yang terjadi
antara ligan uji dan residu asam amino pada reseptor.
Hasil penambatan molekuler dapat dilihat pada Tabel
2.

Berdasarkan Tabel 2, terlihat bahwa tiap ligan
memiliki energi bebas ikatan dan konstanta inhibisi
yang berbeda terhadap reseptor estrogen-a. Hal ini
menandakan bahwa tiap ligan memiliki afinitas yang
berbeda-beda. Strychnine dan strychnine N-oxide
merupakan dua senyawa yang memiliki energi bebas
ikatan paling kecil di antara senyawa lain serta paling
mendekati energi bebas ikatan dari ligan natif, 4-
hydroxytamoxifen. Hal ini mengindikasikan bahwa kedua
senyawa ini memiliki afinitas yang hampir sama dengan
afinitas ligan natif terhadap resptor estrogen-a.

Tabel 2. Hasil penambatan molekuler metabolit
sekunder tanaman songga terhadap reseptor estrogen-a

Energi Konstan Jumlah
Liean bebas ta residu
& ikatan inhibisi asam

(kkal/mol) (uM) amino
Loganin -7,2 5,21 18
Phyllamycin A -6,7 12,12 12
Strychnine n-oxide 9,6 0,09 18
Strychnine 94 0,13 17
Secoxyloganin -7,0 7,30 21
Diaboline -8,7 0,41 11
Cholorogenic acid -7,3 4,40 20
Brucine -75 3,14 12
Brucine N-oxide -7,7 2,24 13
Beta colubrine -8,3 0,81 11
4-hydroxytamoxifen 9,9 0,05 22

Potensi dari suatu senyawa dalam berikatan
dengan suatu protein juga dipengaruhi oleh interaksi
yang terjadi antara senyawa uji dengan residu asam
amino. Pada Gambar 2, terlihat bahwa strychnine dan
strychnine N-oxide dapat berikatan pada sisi aktif ligan
natif 4-hydroxytamoxifen pada reseptor estrogen-a dan
berinteraksi dengan asam amino-asam amino penting
pada reseptor tersebut. Namun, terdapat sedikit
perbedaan interaksi langsung dari strychnine dan
strychnine N-oxide dengan residu asam amino pada sisi
aktif reseptor. Strychnine N-oxide hanya berinteraksi
dengan LEU391, LEU387, ALA350 dan THR317.
Sedangkan strychnine berinteraksi dengan LEU391,
LEU387, LEU525, LEU346, ALA350 dan MET421. Hal
inilah yang menyebabkan adanya perbedaan afinitas
antara kedua senyawa dengan reseptor estrgone-a.
Ikatan-ikatan ini terjadi dengan melibatkan beberapa
jenis ikatan seperti hidrogen, Van der Walls, dan alkil.
Afriza et al. (2018) melaporkan bahwa interaksi-
interaksi tersebut memainkan peran penting terhadap
stabilitas ikatan antara ligan dengan protein.

Selain itu, konstanta inhibisi juga menjadi salah
satu parameter dalam menilai afinitas ikatan antara
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ligan dengan protein target. Semakin kecil nilai
konstanta inhibisi, maka semakin tinggi afinitas ligan
terhadap protein (Brooks et al., 2009). Nilai konstanta
inhibisi merupakan nilai estimasi yang diperoleh dari
afinitas ikatan yang terjadi antara ligan dan protein
target berdasarkan perhitungan komputasional dari
perangkat lunak yang digunakan. Pada Tabel 2,
strychnine N-oxide merupakan senyawa uji dengan nilai
konstanta inhibisi paling kecil dibandingkan dengan
senyawa uji lainnya. Nilai konstanta inhibisi ini
diperoleh dari afinitas ikatan yang terjadi antara ligan
dan protein target. Konstanta inhibisi dari strychnine N-
oxide juga mendekati nilai konstanta inhibisi ligan natif.
Hal ini menunjukkan bahwa strychnine N-oxide memiliki
afinitas yang baik terhadap reseptor estrogen-a.

TP GLU.
A:383 A:353

LEU
A:384

$ MET421
e
A3

3a 3b

Gambar 2. Interaksi molekuler antara strychninen N-
oxide (1), strychnine (2), dan 4-hydroxytamoxifen (3)
dengan reseptor estrogen-a dalam bentuk 2D (a) dan 3D
(b). (Catatan: hijau untuk ikatan hidrogen, hijau pudar untuk
tkatan Van Der Walls, dan merah muda untuk ikatan alkil)

Dengan demikian, diprediksi bahwa strychnine N-
oxide memiliki potensi dalam menghambat reseptor
estrogen-a dan dikembangkan sebagai agen anti-kanker
payudara.

Kesimpulan

Skrining virtual berbasis penambatan molekuler
dapat digunakan untuk memprediksi senyawa aktif
songga yang memiliki potensi menghambat reseptor
estrogen-a. Strychnine N-oxide merupakan senyawa aktif
songga yang memiliki afinitas ikatan dan konstanta
inhibisi paling baik. Sehingga senyawa ini diprediksi
dapat dikembangkan sebagai agen anti-kanker
payudara. Namun, analisis lebih lanjut seperti simulasi
dinamika molekul serta uji in vitro dan in vivo perlu
dilakukan.
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