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ABSTRAK

Salah satu pendekatan dalam pengobatan kanker payudara adalah dengan penggunaan tamoksifen
sebagai inhibitor reseptor estrogen alfa (RE-a). Namun penggunaan tamoksifen dapat menimbulkan efek
samping seperti pendarahan, penggumpalan darah bahkan meningkatnya resiko kanker endometrium, sehingga
perlu dikembangkan inhibitor RE-a alternatif dari senyawa bahan alam. Penelitian ini bertujuan untuk
memprediksi potensi senyawa fenolik dari Kemangi (Ocimum sanctum L.) sebagai inhibitor RE-a
menggunakan metode in silico.

Metode in silico digunakan untuk mengidentifikasi senyawa yang memiliki potensi tertentu dengan
selektivitas yang lebih tinggi menggunakan simulasi komputer. Pengumpulan senyawa fenolik pada O.
sanctum L. menggunakan database Knapsack, prediksi bioavailabilitas menggunakan webserver SwissADME
dan molecular docking menggunakan software PLANTS dengan target protein RE-a (PDBID: 3ERT).

Sebanyak 26 senyawa dari total 40 senyawa fenolik yang telah teridentifikasi memiliki bioavailabilitas
yang baik. Lima diantaranya diprediksi memiliki potensi untuk dikembangkan menjadi inhibitor RE-a karena
memiliki skor docking yang rendah, yakni Tulsinol A, B, C, D dan G memiliki skor docking berturut-turut
sebesar -91,304; -106,970; -104,923; -105,862 dan -89,059. Beberapa senyawa tersebut memiliki interaksi
protein-ligan yang sama dengan 4-OHT dan native ligand estradiol yang diduga memiliki peran dalam
menginhibisi pertumbuhan sel kanker payudara.

Kata kunci: O. sanctum L., Reseptor Estrogen Alfa (RE-a), bioavailabilitas, molecular docking

ABSTRACT

One approach to treating breast cancer is the use of tamoxifen as an estrogen receptor alpha (RE-a)
inhibitor. However, the use of tamoxifen can cause side effects such as bleeding, and blood coagulation, and
even increase the risk of endometrial cancer, so it is necessary to develop alternative ER-a inhibitors from
natural compounds. This research aimed to predict the potential of phenolic compounds from basil (Ocimum
sanctum L.) as ER-a inhibitors were used in silico methods.

The in silico method was used to identify compounds that have a certain potential with higher
selectivity using computer simulations. Collection of phenolic compounds in O. sanctum L. used the Knapsack
database, bioavailability prediction used the SwissADME webserver, and molecular docking used PLANTS
software with the RE-a protein target (PDBID: 3ERT).

A total of 26 compounds out of a total of 40 phenolic compounds that have been identified have good
bioavailability. Five of them are predicted to have the potential to be developed into ER-a inhibitors because
they have a low docking score, namely Tulsinol A, B, C, D and G have a docking score of -91.304; -106,970;
-104,923; -105,862 and -89,059 respectively. Some of these compounds have the same protein-ligand
interactions as 4-OHT and the native ligand estradiol which is thought to have a role in inhibiting the growth
of breast cancer cells.
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PENDAHULUAN

Kanker payudara merupakan jenis kanker nomor dua yang paling banyak di derita wanita di dunia.
Data IARC (2024) menunjukkan bahwa prevalensi kanker payudara di Indonesia mencapai 209.748 dalam
lima tahun terakhir dan tingkat kematiannya sebanyak 14,4%. Reseptor estrogen alfa (RE-a)) adalah salah satu
protein yang berperan pada kasus-kasus kanker payudara. Aktivasi reseptor ini oleh estrogen dianggap
berperan penting dalam peningkatan proliferasi, sehingga RE-o dijadikan target terapi dalam pengobatan
kanker payudara (Farzaneh dan Zarghi, 2016).

Tamoksifen merupakan Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs) yang bekerja sebagai
antagonis RE-a yang umum digunakan dalam terapi kanker payudara (Ellis dkk, 2015). Namun penggunaan
tamoksifen diketahui memiliki beberapa efek samping yang berbahaya seperti peningkatan resiko kanker
endometrium hingga dua kali lipat, pendarahan vagina, gejala depresi dan penggumpalan darah (Abdmouleh
dkk, 2020). Maka alternatif pencarian kandidat obat baru untuk terapi kanker payudara dapat diupayakan
melalui kajian terhadap senyawa-senyawa yang berasal dari bahan alam.

Kemangi (Ocimum sanctum L.) merupakan tanaman yang banyak tumbuh di daerah tropis seperti di
Indonesia. Tanaman ini lazim dimanfaatkan sebagai sayur atau lalapan. Selain itu, O. sanctum L. juga
mempunyai khasiat mengatasi batuk, demam, sakit kepala, dan lain-lain (Chowdhury dan Koike, 2010;
Rahman dkk, 2013). Ocimum sanctum L. baik dalam bentuk ekstrak maupun senyawanya telah dilaporkan
memiliki aktivitas farmakologis seperti antikanker, antioksidan, antiinflamasi, antidiabetes, antimikroba,
antistress, leishmanicidal, mosquitocidal dan radiative protector. Beberapa metabolit sekunder yang
terkandung dalam O. sanctum L. adalah fenolik sederhana, polifenol (flavonoid, kumarin, neolignan), minyak
atsiri, triterpenoid, seskuiterpenoid, steroid, glikosida dan cerebroside (Singh dan Chaudhuri, 2018).

Berdasarkan data-data tersebut, penelitian ini dilakukan untuk memprediksi interaksi senyawa
metabolit sekunder yang terkandung pada O. sanctum L. sebagai inhibitor RE-o. dengan metode in silico.
Metode in silico yang digunakan meliputi prediksi bioavailabilitas dengan webserver SwissADME, molecular
docking dengan software PLANTS dan visualisasi dengan software Discovery Studio Visualizer 2021 untuk
mengkaji model interaksi senyawa dengan protein dari skor docking dan interaksi protein-ligannya, sehingga
didapatkan profil senyawa kandidat untuk antikanker payudara. Metabolit sekunder yang dijadikan objek
penelitian ini dikhususkan pada kelompok fenolik karena memiliki peran penting dalam aktivitas antikanker
(Nagaprashantha dkk, 2011).

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode in silico berupa simulasi dan pemodelan molekuler dengan
software tertentu yang merupakan bagian dari Structure Base Drug Design (SBDD) untuk mengetahui potensi
senyawa fenolik pada O. sanctum L. sebagai inhibitor RE-o pada sel kanker payudara.
Alat

Hardware yang digunakan dalam penelitian ini adalah perangkat laptop Lenovo Slim 3, processor
AMD Ryzen 5 4000 series, sistem operasi Windows 11 Home 64-bit, RAM 8 GB. Software yang digunakan
pada penelitian ini adalah PLANTS, Marvinsketch, YASARA, Discovery Studio Visualizer 2021 dan
webserver SwissADME.
Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah struktur 3D target RE-a yang terkompleks dengan
ligan 4-OHT (PDBID: 3ERT) dari webserver RCSB (https://www.rcsb.org/structure/3ERT) dengan resolusi
1,90 A, Senyawa fenolik dari 0. sanctum L. dari database Knapsack
(http://www.knapsackfamily.com/knapsack core/ ).
Prediksi Bioavailabilitas

Kode simplified molecular-input line-entry system (SMILES) senyawa fenolik O. sanctum L. dari
database Knapsack di input ke dalam webserver SwissADME untuk mendapatkan data bioavailabilitas dengan
visualisasi metode Boiled-Egg (Daina dan Zoete, 2016; Daina dkk, 2017). Senyawa yang terakumulasi di
dalam boiled-egg dilanjutkan pada studi molecular docking.
Molecular Docking

Validasi metode dilakukan terlebih dahulu sebelum melakukan molecular docking dengan beberapa
tahapan, yaitu preparasi protein dan ref _ligand, serta redocking. Preparasi protein dan ref_ligand dilakukan
dengan cara membuka file PDB 3ERT pada aplikasi YASARA, dihilangkan molekul airnya dan ditambahkan
atom hidrogen kedalam kompleks makromolekul. Ligan asli kemudian dihapus sedangkan protein target
dibiarkan dan disimpan dengan format mol2. Ligan asli dipreparasi pada aplikasi Marvinsketch dengan
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protonasi pada pH 7,4 dan dibuat 10 konformasi yang selanjutnya dilakukan redocking dengan aplikasi
PLANTS. Radius kooordinat pusat ikatan ditampilkan dan dilakukan analisis RMSD. Metode docking
dianggap valid apabila RMSD <2 A.

Senyawa fenolik dari O. sanctum L. yang lolos pada prediksi Boiled-Egg dipreparasi strukturnya
dengan aplikasi Marvinscketch dan dilakukan docking dengan PLANTS seperti pada tahap validasi. Docking
juga dilakukan terhadap ligan alami estradiol. Skor docking yang didapatkan dari estradiol, 4-OHT dan
senyawa fenolik O. sanctum L. dibandingkan untuk menentukan ikatan protein-ligan yang paling stabil. Skor
docking terendah menunjukkan kompleks ikatan yang paling stabil. Visualisasi hasil docking kemudian
dilakukan dengan software Discovery Studio Visualizer 2021 untuk melihat interaksi residu asam amino dan
ligan secara 2D maupun 3D.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Senyawa Fenolik dari O. sanctum L.
Tabel 1. Daftar Senyawa Fenolik dari O. sanctum L.

No Nama Senyawa Kelompok Senyawa
1 p-Coumaric acid
2 p-Coumaryl alcohol
3 Coniferyl alcohol
4 Caffeic acid
5 Eugenol
6 Chavicol Fenolik sederhana
7 Coniferaldehyde
8 Ferulic acid
9 Sinapic acid
10 5-Hydroxyferulic acid
11 p-Coumaraldehyde
12 Ocimarin Kumarin
13 Apigenin 7-O-p-D-glucopyranoside
14 Apigenin
15 Galuteolin
16 Molludistin
17 Tulsinol A
18 Vitexin
19 Isovitexin
20 Vicenin 2
21 Luteolin
22 Orientin
23 Apigenin 7—Q—g|l_quron|de Elavonoid
24 Isoorientin
25 Luteolin 7-O-glucuronide
26 Aesculin
27 Quercetin
28 Isothymusin
29 Cirsimaritin
30 Salvigenin
31 Cirsilineol
32 Eupatorin
33 Gardenin A
34 Luteolin 5-O-glucoside
35 Tulsinol B
36 Tulsinol C
37 Tulsinol D Neolignan
38 Tulsinol E
39 Tulsinol F
40 Tulsinol G

Terdapat 40 senyawa fenolik O. sanctum L. yang didapatkan dari webserver Knapsack terdiri dari
beberapa senyawa fenolik sederhana, kumarin, flavonoid dan neolignan seperti yang ditunjukkan pada Tabel
l.
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Prediksi Bioavalabilitas

Bioavailabilitas adalah parameter untuk menentukan apakah suatu senyawa kandidat obat mampu
diabsorpsi didalam tubuh (Anggraeni dkk, 2023). Sehingga, prediksi bioavailabilitas penting untuk dilakukan.
Prediksi bioavailabilitas dilakukan dengan menggunakan webserver SwissADME, mencakup 6 parameter
bioavailabilitas (lipofilisitas, polaritas, ukuran partikel, kelarutan, fleksibilitas dan saturasi) yang terinteragrasi
dengan metode Boiled-Egg (Daina dkk, 2017).

Metode Boiled-Egg digunakan untuk memprediksi absorpsi gastrointestinal dan penetrasi sawar darah
otak suatu senyawa yang berguna untuk penemuan dan pengembangan obat baru. Senyawa yang berada pada
lingkaran putih merupakan senyawa yang dapat diabsorpsi pada saluran pencernaan, sedangkan senyawa yang
berada pada zona kuning diprediksi mampu menembus sawar darah otak (Daina dan Zoete, 2016). Hasil
metode klasifikasi Boileg-Egg dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Pemodelan Boiled-Egg

Senyawa fenolik dari O. sactum L. yang terlokalisasi pada lingkaran putih berikut kuning diprediksi
memiliki bioavailabilitas yang tinggi dan merupakan senyawa yang selanjutnya akan dilakukan docking
terhadap protein target. Tabel Il menunjukkan bahwa terdapat 26 senyawa dari total 40 senyawa yang
diprediksi memiliki bioavailabilitas tinggi dan memenuhi aturan Lipinski. Artinya 26 senyawa tesebut
terprediksi dapat melalui absorpsi gastrointestinal dan menembus sawar darah otak. Absorpsi gastrointestinal
dan penetrasi sawar darah otak merupakan tahapan farmakokinetik yang sangat krusial bagi suatu kandidat
obat dapat mencapai target aksinya (Daina dan Zoete, 2016).

Tabel I1. Daftar Senyawa Fenolik dari O. sanctum L. yang lolos dari aturan Lipinski dan
Pengklasifikasian Boiled-Egg

No Prediksi Total Nama Senyawa
Bioavailabilitas Senyawa
p-Coumaric acid, p-Coumaryl alcohol, Coniferyl
alcohol, Caffeic acid, Eugenol, Chavicol,
Coniferaldehyde, Ferulic acid, Sinapic acid, 5-
1 Tinggi 26 Hydroxyferulic acid, p-Coumaraldehyde, Ocimarin,

Apigenin, Tulsinol A, Luteolin, Quercetin,
Isothymusin, Cirsimaritin, Salvigenin, Cirsilineol,
Eupatorin, Gardenin A, Tulsinol B, Tulsinol C,
Tulsinol D, Tulsinol G
Tulsinol E, Tulsinol F, Molludistin, Aesculin,

2 Rendah 9 Galuteolin, Apigenin 7-O-p-glucupyranoside,
Apigenin 7-O-B-glucuronide, Vitexin, Isovitexin

Molecular Docking

Molecular docking diawali dengan melakukan validasi metode melalui proses redocking ligan alami
dari protein RE-o (3ERT) untuk membuktikan bahwa protein 3ERT yang telah diunduh adalah valid dan dapat
digunakan untuk proses docking. Parameter RMSD (Root Mean Square Deviation) digunakan untuk tahap
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validasi. Jika nilai RMSD kurang dari 2,0 A, maka hasil docking dapat dikatakan valid (Purnomo, 2013).
Semakin kecil nilai RMSD, maka konformasi ligan yang diprediksikan juga dapat dianggap baik karena
semakin mendekati konformasi aslinya.

~
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Gambar 2 Valiasi metode 3ERT dengan 4-OHT

Validasi dilakukan dengan tiga tahapan, yaitu preparasi protein dan ref_ligand, preparasi ligan dan
redocking. Molekul air dihilangkan pada saat preparasi protein dan ref _ligand agar meringankan kinerja
hardware saat proses docking (Sabandar dkk, 2023). Selanjutnya, preparasi ligan dengan pengaturan protonasi
pH 7,4 dilakukan untuk penyesuaian dengan pH tubuh manusia. Hasil validasi pada Gambar 2 menunjukkan
bahwa protein dengan kode PDB 3ERT tersebut valid dengan nilai RMSD 1,3320 A sehingga dapat digunakan
pada tahap docking selanjutnya.

Tabel 111. Skor Docking Senyawa Fenolik O. sanctum L., 4-OHT dan Estradiol

No Nama senyawa Skor docking Jumlah asam amino terikat
1 p-Coumaric acid -62,979 2
2 p-Coumaryl alcohol -64,803 3
3 Coniferyl alcohol -66,166 3
4 Caffeic acid -68,820 2
5 Eugenol -67,524 7
6 Chavicol -63,999 7
7 Coniferaldehyde -63,223 4
8 Ferulic acid -63,438 6
9 Sinapic acid -64,393 7
10  5-Hydroxyferulic acid -64,442 6
11 p-Coumaraldehyde -64,976 4
12 Ocimarin -67,182 9
13 Apigenin -78,429 7
14 Tulsinol A -91,303 9
15  Luteolin -81,024 7
16  Quercetin -72,645 5
17 Isothymusin -65,696 11
18 Cirsimaritin -60,487 9
19  Salvigenin -74,420 11
20  Cirsilineol -73,279 14
21 Eupatorin -74,478 12
22 Gardenin A -66,158 12
23 Tulsinol B -106,970 15
24 Tulsinol C -104,923 17
25  Tulsinol D -105,862 14
26 Tulsinol G -89,059 14
27  4-OHT -101,988 5
28 Estradiol -85,972 8

Molecular docking dilakukan pada 26 senyawa fenolik O. sanctum L., 4-OHT dan native ligand
estradiol dan 4-OHT sebagai pembanding yang sebelumnya telah dipreparasi terhadap protein RE-a (3ERT)
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dengan menggunakan PLANTS. PLANTS merupakan metode docking yang terinspirasi dari perilaku semut
yang mampu menemukan jalur terpendek antara sarang dan sumber makanan. Dalam kasus docking, koloni
semut artifisial digunakan untuk menemukan konformasi minimum energi terendah dengan probabilitas paling
tinggi (Purnomo, 2019).

Tabel 1V. Residu Interaksi antara Senyawa Fenolik O. sanctum L., 4-OHT dan Estradiol terhadap RE-a

(3ERT)
No Nama Senyawa Interaksi Asam Amino
Ikatan Hidrogen Ikatan Hidrofobik
1 p-Coumaric acid - 11e389, 11e452
2 p-Coumaryl alcohol Leu384 11e389, lle452
3 Coniferyl alcohol Lys449, Trp383 11e389
4 Caffeic acid Glu385 1le452
5 Eugenol Lys449 11e389, 1le452, 1le514, 11e386, Trp360, Lys449
6 Chavicol Lys449 11386, 11€389, 11e452, 11e514, 11e389, 1le452
7 Coniferaldehyde Leu448 11e389, Lys449, lle452
8 Ferulic acid Gly3ﬁgﬂé_gj449’ 116389, Lys449, lled52
9 Sinapic acid - Met388, 11e389, Ile452, 1le514, 11386, Trp360, Phe445
10  5-Hydroxyferulic acid Lys4|z_1§l,J§;I%/390, 116389, Lys449, lle452
11 p-Coumaraldehyde Lys449, Leu384 11e389, 1le452
12 Ocimarin A'a?ﬁfé;gg%& Phe445, 116386, Lys449, 1le452, 116389, Ile452
13 Apigenin Lf;ffjéﬁ‘lrgj’sg : 11e389, Lys449, Ala382
14 Tulsinol A MeLSST, Leussr. Trp360, Lys449, I1e452, 116386, Leud53, l1e514
15 Luteolin "e“?’f_’)l/’sﬁrg?’g“' Trp360, Ala382, 116389, Lys449
16  Quercetin - Phe445, 11e389, Ala382, Lys449, 1le452
17  Isothymusin Trp383, Ala382 Leu379, 11386, Met357, Leu384, 11387, Trp383, Met357,
Lys449, lle452
18  Cirsimaritin Trp383, Arg515 Ile452, Trp360, 11e389, Pro324, Lys449, Phe445, Ala382
19  Salvigenin Trp383, Glu353 1le451, Leu511, 11e389, Lys449, Leu387, Phe445, Ala382,
Met357, 1le452
20  Cirsilineol Met388, Trp383, Ala382, 11e389, Lys449, Leud53, Met357, 11e386, Leud53,
Phe455, Lys449 Trp360, lle514, 1le452
21  Eupatorin Trp383, Leu511, 11e452, Trp360, lle514, Arg515, Lys449, Phe445, Ala382,
Glu323 11e386, 116389
22 Gardenin A Glu385, 11e389, 11e389, 1le452, 11e386, Lys449, Leu387, Met357, Trp383,
Phe445, Leu379 Phe435
23 Tulsinol B Glu323, Leu387 116389, Pro324, Lys449, Leu387, 1le452, Leu511, 1le514,
Arg515, lle451, Leud53, Trp360, Phed45, 116386
24 Tulsinol C Met357, Trp383, Met388, Lys449, Pro324, Met357, 11386, 11e389, Leu387,
Glu353, Lys449 Leud53, Leu511, 1le514, Arg515, Trp393, Ala382
25  Tulsinol D Lys449, Leu379, Ala382, Met357, Leu379, Leud53, Leu384, 11386, Leu387,
Ala382 1le452, Leu391, Trp393, Lys449
26  Tulsinol G 11e386, 11e389 Met357, Ala361, Lys449, Val364, 11386, Leu453, Leu387,
Met388, 11e389, 1le452, Leu379, Ala382
27  4-OHT Glu323 11e452, 1le514, 11e389, Lys449
28  Estradiol Ser518 Trp383, Leu384, Ala382, Lys449, lle452, 11386, 11e389,
Trp360

Senyawa dengan skor docking yang lebih kecil dari skor docking native ligand atau ligan pembanding
merupakan senyawa dengan skor docking yang baik dan berpotensi sebagai inhibitor (Purnomo, 2019). Hasil
docking menunjukkan bahwa satu senyawa flavonoid, yaitu Tulsinol A (-91,303) dan empat senyawa
neolignan, yaitu Tulsinol B (-106,970), C (-104,923), D (-105,862) dan G (-89,059) menunjukkan skor docking
yang lebih baik dibandingkan dengan native ligand estradiol (-85,972) dan 4-OHT (-101,988). Skor docking
lebih lengkap ditunjukkan pada Tabel I11.
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Visualisasi dari hasil docking dilakukan untuk melihat dan menganalisis interaksi antara ligan dan
residu-residu asam amino dari protein pada area ikatan (binding site) dalam bentuk ikatan hidrogen dan
interaksi hidrofobik (Sari dkk, 2020). Adanya kesamaan interaksi protein-ligan antara native ligand dan
senyawa uji dapat diduga berperan dalam aktivitas inhibisinya terhadap sel kanker payudara (Sabandar dkk,

2023).
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Gambar 3. Visualisasi Interaksi 2D Asam Amino RE-a dengan ligan: (a) Tulsinol A, (b) Tulsinol B, (¢)
Tulsinol C, (d) Tulsinol D dan (e) Tulsinol G

Hasil visualisasi pada Tabel 1V menunjukkan senyawa Tulsinol A, B, C, D dan G memiliki ikatan
hidrogen dan ikatan hidrofobik yang lebih banyak dibandingkan estradiol maupun 4-OHT. Selain itu, terdapat
beberapa kemiripan residu asam amino yang berinteraksi dengan kelima senyawa tersebut apabila
dibandingkan terhadap estradiol dan 4-OHT dan dapat diduga berpotensi sebagai inhibitor RE-a. Interaksi 2D
ditunjukkan pada Gambar 3.
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Tulsinol A-G merupakan senyawa yang telah diisolasi dari fraksi etil asetat daun O. sanctum L. dan
dilaporkan memiliki aktivitas leishmanicidal yang cukup baik (Suzuki dkk, 2007). Penelitian ini telah
menunjukkan potensi baru kelima senyawa tersebut yang diprediksi secara in silico memiliki aktivitas
antikanker payudara.

KESIMPULAN
Senyawa Tulsinol A, B, C, D dan G diprediksi memiliki potensi sebagai inhibitor Reseptor Estrogen
Alfa (RE-a) karena senyawa-senyawa tersebut memiliki skor docking yang lebih rendah dibandingkan native
ligand estradiol maupun 4-OHT dan beberapa diantaranya memiliki interaksi protein-ligan yang sama dengan
4-OHT dan estradiol.
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