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ABSTRAK

Sebesar 11,7% dari 19,3 juta kasus kanker yang terjadi pada tahun 2020 merupakan kasus kanker
payudara. Kanker ini umumnya disebabkan karena ekspresi berlebih dari protein HER-2 yang berperan dalam
proliferasi dan pertumbuhan sel. Salah satu tipe kanker payudara, Triple Negative Breast Cancer (TNBC),
menyumbang 10-20% dari semua kasus kanker payudara. Sebagai obat kanker payudara, lapatinib, telah
digunakan untuk pasien kanker payudara positif-HER2. Namun, telah diketahui bahwa obat tersebut dapat
meningkatkan metastasis sel TNBC. Maka, diperlukan pencarian senyawa baru yang dapat lebih efektif dan aman
untuk pengobatan kanker payudara, seperti senyawa yang terkandung dalam extra virgin olive oil (EVOO) dari
tanaman zaitun yang mampu menginhibisi aktivitas tirosin kinase dari protein HER-2. Tujuan dari penelitian ini
adalah mengetahui interaksi molekuler dan profil farmakokinetik senyawa turunan fenolat dari kandungan EVOO.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini menggungakan metode Studi In silico dilakukan dengan simulasi
penambatan molekuler, memprediksi profil farmakokinetik dan toksisitas senyawa, serta drug-likeness yang
mengacu pada Lipinski’s Rule of Five. Senyawa 1-Acetoxypinoresinol merupakan senyawa terbaik berdasarkan
hasil penambatan molekuler dan profil farmakokinetiknya dengan free binding energy sebesar -4,74 kcal/mol,
konstanta inhibisi 335,19 um, dan terdapat interaksi dengan residu asam amino Asn237. Adapun Nilai HIA dan
caco-2 sebesar 93,96% dan 27,75%, nilai PPB dan BBB sebesar 77,58% dan 0,026%, serta tidak bersifat
mutagenik dan karsinogenik. Hasil yang didapatkan menyatakan bahwa Senyawa 1-Acetoxypinoresinol memiliki
potensi sebagai inhibitor HER2 yang paling baik diantara senyawa lainnya yang terdapat dalam kandungan
EVOO.

Kata kunci: extra virgin olive oil, HER-2, in silico, kanker payudara

ABSTRACT

About 11.7% of the 19.3 million cancer cases in 2020 were breast cancer. This cancer is generally caused
by overexpression of the HER-2 protein that plays a role in cell proliferation and growth. One type of breast cancer,
Triple Negative Breast Cancer (TNBC), accounts for 10-20% of all breast cancer cases. Lapatinib is one of a drug
used for HER2-positive breast cancer patients. However, the drug can promote TNBC cell metastasis. Thus, it is
necessary to search for more effective and safer compounds, such as compounds contained in extra virgin olive oil
(EVOO) from olive plants for breast cancer treatment that can inhibit the activity of tyrosine kinase from the HER-
2 protein. The purpose was to determine molecular interactions and pharmacokinetic profiles of phenolic
derivatives from EVOO. The method used in this study was in silico study method carried out by simulating
molecular docking, predicting the pharmacokinetic and toxicity profiles of compounds, as well as drug-likeness
that refers to Lipinski's Rule of Five. Compound 1-Acetoxypinoresinol is the best compound based on molecular
docking results and its pharmacokinetic profile with a free binding energy of -4.74 kcal/mol, an inhibition constant
of 335.19 um, and interactions with the amino acid residue Asn237. The HIA and caco-2 values were 93.96% and
27.75%, PPB and BBB values were 77.58% and 0.026%, and not mutagenic and carcinogenic. The results obtained
stated that Compound 1-Acetoxypinoresinol has the potential to be the best HER2 inhibitor among other
compounds contained in EVOO content.
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PENDAHULUAN

Kanker merupakan salah satu penyakit
degeneratif dengan jumlah kasus yang selalu
meningkat setiap tahunnya sebagai penyebab
kematian kedua terbanyak. Jenis kanker kedua
setelah kanker paru-paru yang mempunyai
jumlah kasus terbanyak adalah kanker payudara
(WHO, 2021). Berdasarkan data Globocan
(2020), dari total 19,3 juta kasus kanker di
seluruh  dunia, sebesar 11,7 persennya
merupakan kasus kanker payudara dengan total
mencapai 2,2 juta kasus (The Global Cancer
Observatory, 2021). Di Indonesia, kanker
menjadi  salah satu penyebab kematian
terbanyak. Pada tahun 2018, sebanyak 207.210
angka kematian disebabkan oleh penyakit
kanker, dengan kanker payudara sebagai kanker
yang memiliki persenan tertinggi, sebesar 11%
dari keseluruhan kasus (WHO, 2020)

Kanker payudara merupakan tumor
ganas yang tumbuh dalam jaringan payudara
yang dapat menyebabkan sel-sel atau jaringan
tersebut menjadi abnormal (American Cancer
Society, 2017). Sekitar 30% dari kejadian kasus
kanker payudara disebabkan oleh kelebihan
ekspresi dari protein Human Epidermal
Receptor-2 (HER-2) yang berperan dalam
proliferasi, migrasi, dan juga pertumbuhan sel.
Ekspresi berlebih ini akan mengaktivasi Bcl-2
yang bersifat antiapoptosis di dalam tubuh
sehingga akan menekan jumlah kematian sel
dengan cara mengganggu jalur intrinsik dan
ekstrinsik pada jalur apoptosis (Rastini et al.,
2019)

Banyak obat kanker yang bekerja dengan
cara berikatan dengan reseptor HER-2 sebagai
ligan, dimana reseptor ini mempunyai residu
kunci ikatan Glu2, Asp4, Prol5, Prol6, dan
Phel7 (Sun et al., 2013). Selain itu, terdapat
juga residu asam amino katalitik HER-2, yang
merupakan residu kunci yang berkontribusi
terhadap terjadinya inhibisi, yaitu Asn237 dan
Asp240 (Organesyan et al., 2018). Residu asam
amino ini memiliki peran penting dalam respon
imun dengan mengatur aktivasi limfosit T,
limfosit B, sel pembunuh alami dan makrofag.
Kemudian mengatur keadaan redoks seluler,
ekspresi gen dan proliferasi limfosit; dan
memproduksi  antibodi, sitokin dan zat
sitotoksik lainnya (You et al., 2018).

Adapun biaya yang cukup tinggi serta
efek samping penggunaan terapi kanker saat ini
menyebabkan kebanyakan orang menggunakan
obat herbal sehingga dibutuhkan
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pengembangan obat baru terhadap kanker,
khususnya kanker payudara. Beberapa tanaman
telah banyak diteliti dan memiliki aktivitas
kanker, salah satunya adalah extra virgin olive
oil (EVOO) atau yang dikenal sebagai minyak
zaitun. EVOO vyang merupakan senyawa
turunan fenolat memiliki kemampuan untuk
menginhibisi aktivitas tirosin kinase dari
protein HER-2, menurunkan ekspresi reseptor
HER-2, menginduksi kematian sel, serta
menginhibisi  perubahan  fenotipe  yang
diakibatkan oleh HER-2 (Nowdijeh et al., 2019
; Moral and Escrich, 2022). Polifenol pada
EVOO secara signifikan  mengurangi
autofosforilasi tirosin. Penurunan regulasi
HER-2 yang diinduksi terjadi terlepas dari
mekanisme molekular yang berkontribusi pada
ekspresi berlebih HER-2 (Liao et al., 2016)
Dalam usaha mengembangkan kandidat
obat baru dari tanaman Olea europaea ini dapat
melalui studi awal berupa studi in silico yang
kemudian bisa diuji lebih lanjut pada skala
laboratorium. Adapun studi in silico ini
dimaksudkan  untuk  mengetahui  dan
membandingkan interaksi antara kompleks
ligan-reseptor senyawa dari kandungan EVOO
terhadap reseptor HER-2 dengan interaksi obat
Lapatinib terhadap reseptor HER-2, kemudian
didapatkan senyawa terbaik yang memiliki
potensi sebagai pengobatan kanker payudara

MATERI DAN METODE

Peralatan

Komputer pribadi dengan CPU Intel®
Core ™ {5-4300, 2.38 GHz, dan RAM 8 GB.
Program  ChemDraw Ultra 12  untuk
menggambar struktur 2D dan mengekspresikan
struktur 3D dari ligan. Program AutoDock 4.2.6
dan AutoDockTools 1.5.6 untuk melakukan
simulasi penambatan molekular. Klien BIOVIA
Discovery Studio 2020 untuk
memvisualisasikan struktur 3D.

Cara Kerja
Akuisisi Struktur

Struktur protein HER2 diunduh dari
laman  Protein Data Bank (PDB)
(http://www.rsch.org/) dengan kode ID IN8Z.
Pemisahan ligan alami dengan reseptor
dilakukan menggunakan BIOVIA Discovery
Studio 2017 R2 Client. Struktur 3D dari ligan
digambar dan dioptimalkan menggunakan
ChemDraw Ultra 12.0 (PerkinElmer Inc.).
Lapatinib dipilih sebagai senyawa pembanding
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dan strukturnya diunduh dari laman Pubchem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). Protein
dipreparasi dengan menghilangkan molekul air
dan ligan bawaan menggunakan software
BIOVIA Discovery Studio. Selanjutnya, ligan
yang digunakan dipreparasi dengan minimisasi
energi pada struktur 3D menggunakan software
Chem3D Pro 12.0

Simulasi Penambatan Molekuler

Ligan dan reseptor disiapkan
menggunakan AutodockTools 1.5.6. Ukuran
dari grid box yang digunakan 18 x 12 x 18 (x =
-19,224; y = -72,372; dan z =121,212) dengan
jarak 0,375 A. Lalu, diimplementasikan 100
Algoritma Genetik Lamarckian untuk semua
percobaan penambatan molekuler.
AutodockTools 1.5.6. digunakan  untuk
mensimulasikan proses penambatan molekuler.
Afinitas  pengikatan senyawa  dipelajari
menggunakan BIOVIA Discovery Studio.

Prediksi Farmakokinetik dan Toksisitas

Prediksi ~ farmakokinetik  (absorbsi,
distribusi, dan metabolisme) dan toksisitas,
yaitu diantaranya Human Intestinal Absorption
(HIA), CaCo2, Plasma Protein Binding (PPB),
Blood-Brain Barrier (BBB), potensi mutagen,
karsinogenik yang dapat dilihat melalui situs
PreADMET.

Lima Aturan LipinskKi

Pada lima aturan Lipinski, senyawa yang
dapat digunakan sebagai kandidat senyawa aktif
pada obat memiliki syarat meliputi ikatan
hidrogen akseptor < 10, ikatan hidrogen donor
<5, berat molekul < 500, dan juga nilai log P <
5.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kanker Payudara merupakan salah satu
penyakit kanker yang umum terjadi pada
wanita. Dari total semua wanita dengan
penyakit kanker, 25% diantaranya didiagnosis

menderita kanker payudara. Kanker payudara
terutama terjadi karena adanya mutasi yang
diturunkan dalam gen yang meliputi BRCA1
dan BRCA2. Pada pengujian simulasi
penambatan molekuler kali ini menggunakan
sembilan senyawa uji dan satu senyawa obat
pembanding. Lapatinib digunakan sebagai obat
pembanding, dikarenakan obat ini telah biasa
digunakan dengan obat lain untuk mengobati
kanker payudara jenis HER2-positive. Namun,
diketahui terdapat salah satu tipe kanker
payudara yaitu Triple Negative Breast Cancer
(TNBC) yang menyumbang 10-20% dari semua
kasus kanker payudara dan menjadi sel kanker
payudara dengan tingkat agresivitas yang tinggi
jika dibandingkan dengan sel kanker payudara
lainnya. Secara tak terduga, obat lapatinib yang
sering digunakan tersebut memiliki kekurangan
karena diketahui meningkatkan metastasis dari
sel TNBC. Oleh karena itu, diperlukan
pencarian senyawa baru yang dapat lebih efektif
dan aman untuk pengobatan kanker payudara.
Salah satunya yaitu senyawa yang
terkandung dalam extra virgin olive oil
(EVOO). Terdapat sembilan senyawa yang
terkandung dalam EVOO yang memiliki
aktivitas sebagai inhibitor protein HER-2 dan
berpotensi untuk digunakan sebagai obat
alternatif terapi kanker payudara yaitu
pinoresinol, 1-acetoxypinoresinol, oleocanthal,
oleuropein aglycone, ligstroside aglycone,
hydroxytyrosol, elenolic acid, DAOA, dan
tyrosol. Simulasi penambatan  molekuler
dilakukan pada sembilan senyawa uji dan satu
senyawa obat sebagai pembanding yang diawali
dengan validasi metode dengan melakukan
redocking terhadap ligan alami dari HER-2
(PDB ID : 1n8z) dengan nilai RMSD hasil
validasi sebesar 1,878 A yang menunjukkan
metode ini telah tervalidasi dan memenuhi
syarat, yaitu RMSD <2A ataupun masih berada
pada rentang 2A - 3A (Ramirez & Caballero,
2018). Tabel 1 dibawah ini menunjukkan data
hasil luaran simulasi penambatan molekuler.
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Tabel 1. Data Hasil Luaran Simulasi Penambatan Molekuler

Senyawa Cluster Binding Energy Ki (uM) Ikatan Hidrogen
(kkal/mol)

Lapatinib 17 -6,47 229,24 GIn56
(Obat Pembanding) Asn237
2NH /@0\/@

» L,
7
Oleocanthal 32 -3,29 3880 Asn237
GIn2
/@A/o Gly240
0
1-acetoxypinoresinol 47 -4.74 335,19 Asn237
Gly240
Pinoresinol 92 -5,17 162,99 Gly240
Ser228
Cys230
His227
Leu231
GIn56
Ser272
Oleuropein aglycone 35 -3,07 5570 GIn56
GIn2
/Q/\/“W Asn237
Ligstroside aglycone 40 -4,24 779,11 Asn237
o Cys230
Cys273
Ser239
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Hydroxytyrosol 96 -4,63 407,10 His27
Cys230
OH Cys233
Glus7
HO
OH
Elenolic acid 1 -4,09 5350 Cys230
OH
o)’\; o]
ol " OCH;
0
60 -0,76 446,71 Asn237
43 -4,49 509,49 Asn237
Gly240
Ser228

Tabel 2 : Profil Farmakokinetik dan Prediksi Toksisitas

Senyawa Absorbsi

Metabolisme Toksisitas

HIA Caco2 PPB BBB CYP CYP CYP CYP CYP Muta Karsino

(%) (%) (%)

1A2 2C19 2C9 2D6 3A4 gen  gen

Lapatinib 9,86 17,99 97,56 0,03

(Obat
Pembanding)

- Tidak Ya Tidak Ya Non-  Negatif

mutag
en

1- 9396 27,75 77,58 0,026

acetoxypinor
esinol

- Ya Ya Tidak Ya Non-  Negatif

mutag
en

Pada Tabel 2 tercantum parameter
farmakokinetik dari senyawa uji
berdasarkan simulasi penambatan molekuler
yaitu 1-acetoxypinoresinol. Parameter terdiri

dari absorbsi, yaitu nilai HIA dan CaCo-2 dan
distribusi, yaitu nilai PPB dan BBB. Adapun
parameter toksisitas, yaitu melihat sifat
mutagen dan karsinogen.
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Tabel 3. Sifat Fisikokimia senyawa berdasarkan Lipinski’s Rule of Five

Ikatan hidrogen Memenuhi/Tidak

Senyawa Berat molekul Log P .

Y J Donor  Akseptor Memenuhi

Lapanitib (Obat 582,07 4,84 1 1 Memenuhi
Pembanding)

1-acetoxypinoresinol 416,43 2,30 1 0 Memenubhi

Lipinski's  Rule of Five (RO5)
memberikan pertimbangan untuk senyawa aktif
obat dengan administrasi secara oral karena
RO5 berkaitan dengan penerimaan kelarutan
dan permeabilitas senyawa di dalam saluran
pencernaan. Tabel 3 menunjukkan lima aturan
Lipinski dari senyawa terbaik yang diujikan

Berdasarkan pengamatan tersebut, dari
sembilan senyawa tersebut kemudian dipilih
satu senyawa yang memiliki potensi efektivitas
sebagai obat yang lebih baik. Senyawa tersebut
ialah 1-acetoxypinoresinol. Senyawa tersebut
dipilin karena memiliki potensi efektivitas
sebagai obat yang bagus berdasarkan parameter
nilai energi ikatan dan konstanta inhibisinya.
Semakin kecil nilai energi ikatan dan konstanta
inhibisinya, maka senyawa tersebut semakin
bagus untuk dijadikan obat alternatif. Dalam
percobaan yang sudah dilakukan, binding
energy dan konstanta yang terdapat pada 1-
acetoxypinoresinol, dengan nilai binding

energy adalah -4,74 dan konstanta inhibisinya
adalah 335,19. Dalam penentuan senyawa
terbaik hal tersebut, harus dilihat faktor-faktor
lain seperti PreADMET dan ikatan-ikatannya.
PreADMET terdiri dari absorbsi, distribusi,
metabolisme, dan toksisitas. Absorbsi terdiri
dari HIA (Human Intestinal Absorption) dan
Caco-2. Distribusi terdiri dari PPB dan BBB.
Metabolisme terdiri dari CYP dan toksisitas
yang dilihat dari mutagen dan karsinogen.
Ikatan dari senyawa dapat menentukan
efektifitas senyawa tersebut. Ikatan yang harus
dilihat dari senyawa tersebut adalah ikatan
hidrogen. Kemudian ikatan hidrogen pada
senyawa yang di uji tersebut dibandingkan
dengan ikatan hidrogen yang terdapat pada
senyawa pembanding. Hasil dari pengujian
ikatan hidrogen yang memiliki persamaan
antara senyawa uji dan senyawa pembanding
adalah Asn237.

Gambar 1. Interaksi Senyawa 1-Acetoxypinoresinol Dengan Protein HER-2
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Gambar 2. Interaksi senyawa 1-acetoxypinoresinol dengan Protein HER-2
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Nilai HIA sendiri menunjukkan derajat
penyerapan zat aktif di usus manusia dengan
pembagian kategori, yaitu HIA 0-20% termasuk
kategori rendah, 20-70% termasuk kategori
sedang, dan 70-100% termasuk kategori tinggi
(Cheng et al., 2013). Memprediksi penyerapan
obat oleh usus manusia (HIA%) sangat penting
untuk mengidentifikasi calon senyawa obat
yang potensial. Pemodelan sel Caco-2
direkomendasikan sebagai model in vitro yang
baik untuk memprediksi penyerapan zat aktif
yang diberikan secara oral. Kualitas serapan sel
Caco-2 dikategorikan menjadi tiga kelompok,
yaitu <4 (rendah), 4-70 (sedang),> 70 (tinggi)
(Mohite and Pawar, 2019). Pada uji kali ini, 1-
acetoxypinoresinol mempunyai HIA 93,96 dan
nilai Caco-2 27,75. Dari literatur yang telah
didapatkan, dapat disimpulkan dari nilai HIA,
senyawa ini masuk ke dalam kategori
penyerapan obat oleh usus dengan tingkat
sedang. Lalu, pada nilai Caco-2 yang
didapatkan, dapat disimpulkan bahwa senyawa
ini memiliki kualitas penyerapan sel yang
sedang.

Suatu obat lebih efisien jika bebas
melintasi membran dan mencapai target
dibandingkan berikatan dengan protein plasma.
Kekuatan berikatan dengan protein plasma
dapat diketahui melalui nilai PPB atau Protein
Plasma Binding. Pengkategorian nilai PPB
dibagi menjadi dua berdasarkan ikatannya
dengan protein, yaitu mengikat secara kuat
dengan protein plasma yang nilainya lebih dari
90%, sedangkan mengikat secara lemah dengan
protein plasma yang nilainya kurang dari 90%
(Kumar et al., 2018) Pada uji ini, 1-
acetoxypinoresinol mempunyai nilai PPB
masing-masing  yaitu  77,58%. Dengan
demikian, dapat diketahui bahwa senyawa ini
berikatan secara lemah dengan protein plasma.

Obat pada umumnya harus tidak
melewati sawar darah otak apabila target dari
obat tersebut tidak berhubungan dengan sistem
saraf (Kumar et al., 2018) Nilai BBB atau Blood
Brain Barrier dapat menunjukkan apakah suatu
obat yang diuji melewati sawar darah otak atau
tidak. Nilai BBB terbagi menjadi 3 kategori,
yaitu tinggi, sedang, dan rendah berdasarkan
kekuatan absorbansinya, yaitu masing-masing
lebih dari 2, diantara 2 hingga 0,1, dan kurang
dari  0,1. Senyawa 1-acetoxypinoresinol
mempunyai nilai BBB yaitu 0,026 dimana dari
hasil ini dapat disimpulkan bahwa 1-

acetoxypinoresinol  mempunyai  kekuatan
absorbansi yang lemah.

Untuk menentukan toksisitas senyawa
dapat dilakukan pada situs PreADMET. Hasil
uji positif menggambarkan bahwa senyawa
tersebut  bersifat  mutagenik  dan/atau
karsinogenik (Hardjono, 2016). Senyawa 1-
acetoxypinoresinol tidak bersifat mutagenik
dan juga karsinogen. Sehingga, dari uiji
toksisitas ini dapat disimpulkan bahwa senyawa
yang dapat berpotensi sebagai obat adalah 1-
acetoxypinoresinol  karena tidak bersifat
mutagenik dan tidak karsinogen.

Setelah membandingkan  beberapa
parameter absorpsi, distribusi, metabolisme,
dan toksisitas dari ketiga senyawa yang dinilai
memiliki potensi sebagai obat, dapat dinilai
bahwa senyawa yang paling berpotensi untuk
dijadikan kandidat senyawa obat adalah 1-
acetoxypinoresinol. Hal ini dapat dilihat dari
parameter absorpsi, distribusi, dan metabolisme
ketiga senyawa memiliki kesamaan, akan tetapi
dari toksisitasnya hanya 1-acetoxypinoresinol
yang bersifat non-mutagen dan non-karsinogen
sehingga senyawa ini berpotensi aman untuk
digunakan sebagai senyawa obat.

Pada penelitian senyawa obat, penting
untuk melakukan pengujian drug-likeness dari
senyawa uji dengan melihat sifat fisikokimia
dari ligan uji sehingga dapat ditentukan sifat
hifrofobik/hidrofilik senyawa yang bertujuan
agar dapat melalui membran sel secara difusi
pasif. Aturan Lipinski menyatakan bahwa suatu
ligan minimal memenuhi syarat, yaitu nilai logP
< 5, berat molekul < 500, ikatan hidrogen
akseptor <10, dan ikatan hidrogen donor <5
(Adriani, 2018). Nilai logP berkaitan dengan
polaritas dari senyawa, yaitu besarnya nilai logP
berbanding lurus dengan sifat hidrofobik. Jika
molekul bersifat terlalu hidrofobik, maka
toksisitasnya cenderung lebih tinggi karena
mudahtersebar secara luas di dalam tubuh yang
dapat menyebabkan berkurangnya selektivitas
ikatan terhadap protein target. Jumlah ikatan
hidrogen donor dan akseptor menunjukkan
bahwa nilai kapasitas ikatan hidrogen yang
semakin tinggi menyebabkan energi yang
dibutuhkan dalam proses terjadinya absorpsi
semakin tinggi juga (Syahputra et al., 2014).
Adapun senyawa 1-acetoxypinoresinol ini
memenuhi semua aturan Lipinski dengan berat
molekul 416,426, nilai logP 2,303, serta 1
ikatan hidrogen donor dan tidak ada ikatan
hidrogen akseptor.
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SIMPULAN

Berdasarkan pengujian simulasi docking
yang telah dilakukan sembilan senyawa uji dan
satu senyawa obat pembanding, yaitu lapatinib
sebagai  obat  pembanding,  kemudian
pinoresinol, 1-acetoxypinoresinol, oleocanthal,
oleuropein aglycone, ligstroside aglycone,
hydroxytyrosol, elenolic acid, DAOA, dan
tyrosol, maka dapat disimpulkan bahwa
senyawa fenolat pada tanaman zaitun (Olea
europaea L.) yang memiliki potensi terbaik
sebagai inhibitor HER2 adalah senyawa 1-
acetoxypinoresinol. Hal tersebut dapat dilihat
dari nilai-nilai binding energy, konstanta
inhibisi, preADMET, dan Lipinski’s Rules of
Five yang baik serta memiliki residu asam
amino katalitik Asn237 sehingga dapat
dikatakan senyawa ini memiliki potensi yang
cukup bagus untuk dijadikan senyawa obat
alternatif untuk lapatinib.
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