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ABSTRAK

Ekspresi berlebih oleh Human Epidermal Receptor-2 (HER-2) menjadi penyebab
pada perkembangan kanker payudara, sehingga HER-2 dapat menjadi target
terapi antikanker. Trastuzumab merupakan obat pilihan dalam menghambat
reseptor HER-2 dan tirosin kinase, namun kelemahan obat tersebut karena
dapat terjadi resistensi obat. Naringin memiliki potensi sebagai terapi kanker
payudara. Penelitian bertujuan untuk mengetahui penghambatan ekspresi
berlebih pada reseptor HER-2 oleh naringin secara in silico. Docking molekul
telah dilakukan dengan mengoptimalkan naringin dan trastuzumab,
menyiapkan target protein HER-2 (PDB ID 3PP0), memvalidasi penambatan
molekuler protokol, dan docking naringin dan trastuzumab pada HER-2.
Penelitian menghasilkan binding energy sebesar -8.66 kcal/mol, sedangkan
binding energy ligan asli (03Q) dan trastuzumab ke HER-2 masing-masing
sebesar -9,94 kcal/mol dan -5,87 kcal/mol. Pengikatan energi menunjukkan
bahwa naringin berpotensi sebagai antikanker payudara yang ditunjukkan
dari afinitasnya yang lebih kuat terhadap HER2.
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ABSTRACT

Overexpression of Human Epidermal Receptor-2 (HER-2) is the cause of the
development of breast cancer, so HER-2 can be a target for anticancer therapy.
Trastuzumab is the drug of choice in inhibiting the HER-2 receptor and
tyrosine kinase, but the weakness of this drug is that drug resistance can occur.
Naringin has potential as a breast cancer therapy. The research aims to
determine the inhibiting overexpression of the HER-2 receptor by naringin
using in silico method. Molecular docking has been carried out by optimizing
naringin and trastuzumab, preparing the HER-2 protein target (PDB ID 3PP0),
validating the molecular docking protocol, and docking naringin and
trastuzumab on HER-2. The research produced a binding energy of -8,66
kcal/mol, while the binding energies of the original ligand and trastuzumab to
HER-2 were -9,94 kcal/mol and -5,87 kcal/mol, respectively. The binding energy
shows that naringin has potential as an anti-breast cancer agent as indicated by
its stronger affinity for HER2.
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Pendahuluan

Pertumbuhan sel secara abnormal yang dapat menyerang bagian tubuh atau organ lain
disebut sebagai kanker (Halimatushadyah et al., 2018; WHO, 2022). Kanker payudara merupakan
penyebab kematian akibat kanker kelima di seluruh dunia, dengan 685.000 kematian (Sung et al.,
2021). Penyebab 50% kasus kanker payudara adalah overekspresi reseptor estrogen dan 30%
disebabkan oleh overekspresi Human Epidermal Receptor-2 (HER-2). Overekspresi HER-2 dapat
menyebabkan peningkatan terjadinya proliferasi, metastasis, dan menginduksi angiogenesis serta
anti-apoptosis (Dai et al., 2016). Overekspresi HER-2 dapat menginduksi terjadinya dimerisasi dan
autofosforilasi, yang dapat memicu aktivasi fokal adhesi kinase (FAK) yang terlibat dalam migrasi
serta metastasis sel kanker (Gevorgyan et al., 2016).

Kanker payudara selama ini diobati menggunakan kemoterapi, pembedahan, atau kombinasi
keduanya. Penggunaan obat kimia dalam kemoterapi dapat menghancurkan jaringan sel kanker,
namun memiliki efek buruk karena tidak dapat membedakan sel normal dan sel kanker sehingga
terjadi efek samping seperti muntah, diare, dan alopecia (S. Li et al., 2020). Metode terapi kanker
payudara perlu ditingkatkan agar memiliki penghantaran target yang spesifik dan selektivitas yang
tinggi terhadap kanker payudara. Agen kemoterapi dalam pengobatan kanker payudara positif HER-
2 adalah trastuzumab.

Solusi lain yang dapat diberikan untuk mengatasi permasalahan tersebut adalah
memanfaatkan potensi tanaman obat. Tanaman memproduksi metabolit sekunder yang berfungsi
sebagai pertahanan tubuh (Rizaldi et al., 2024). Selain itu, senyawa tersebut memiliki sifat terapeutik
dan berpotensi dalam menghambat pembentukan kanker (Artun et al., 2016). Senyawa aktif utama
yang terdapat pada buah-buahan adalah senyawa polifenol flavonoid. Flavonoid mampu
menunjukkan efek antikanker yang kuat sebagai antioksidan, memodulasi aktivitas enzim reactive
oxygen species (ROS), meningkatkan regulasi apoptosis, autophagy dan penghentian siklus sel, dan
menurunkan regulasi peradangan, proliferasi proses dan pembentukan metastasis (Stabrauskiene et
al., 2022).

Salah satu metabolit sekunder Naringin termasuk dalam subkelas flavonoid yang dikenal
sebagai flavanon, naringin adalah flavonoid utama yang diekstrak dari jeruk bali dan buah jeruk
lainnya. Flavonoid dicirikan oleh adanya inti flavan dan dikenal sebagai fenolik C6–C3–C6 (Rizaldi et
al., 2023). Naringin memiliki nama kimia (4’,5,7-trihidroksi flavanon 7- rhamnoglucoside) (H. Li et al.,
2013). Berat molekul naringin adalah 580,55 dengan kelarutan naringin sebesar 1,1 g/L dan titik leleh
245,8oC (Lauro et al., 2007). Naringin diketahui memiliki efek farmakologi antara lain antioksidan,
antiulcer, antialergi, dan antikanker. Naringin memiliki kelemahan yaitu kelarutan yang rendah
dalam air, permeabilitas terbatas, dan ketersediaan hayati yang kurang optimal (Mohamed et al.,
2018). Bioavailabilitas dari naringin diketahui rendah sekitar 8% (Rechner et al., 2004). Struktur
naringin dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur naringin

Naringin dapat menginduksi sitotoksisitas melalui apoptosis pada sel leukemia tikus P388
(Kanno et al., 2006). Naringin berpotensi dalam menghambat pertumbuhan sel kanker payudara
melalui modulasi jalur β catenin (H. Li et al., 2013). Naringin adalah glikosida flavanon alami yang
terbentuk dari naringenin dan neohesperidose, naringin mengalami metabolisme ekstensif di hati
sehingga menimbulkan naringenin dan metabolit bioaktif lainnya dengan efek antioksidan, anti
inflamasi, dan anti apoptosis (Bharti et al., 2014). Naringin memiliki aktivitas menghambat CYP3A4
yang memberikan penghambatan 14% pada 200 μM (Ho et al., 2001). Hal tersebut berperan sebagai
apoptosis pada neuron dan meningkatkan ekspresi faktor neurotropik pada neuron dopaminergik,
sehingga memberikan perlindungan saraf (Jung et al., 2014).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui mekanisme naringin dalam menghambat reseptor
HER-2, suatu protein yang berperan dalam proses pertumbuhan dan diferensiasi sel epitel normal,
Oleh karena itu, molecular docking digunakan untuk memprediksi penghambatan HER-2 oleh naringin.

Metode

Alat dan bahan

Penelitian ini menggunakan hardware dan software komputer. Komputer yang digunakan
adalah milik pribadi dengan spesifikasi hardware Intel® CoreTM i3 CPU M380 @ 2.53GHz, 8 gigabyte
RAM, Satelite L635, Microsoft Windows® 7 Ultimate, dan software yang digunakan meliputi BIOVIA
Discovery Studio 2017 R2 Client, Protein Data Bank, ,PubChem, ChemDraw, Chem3D dan AutoDock
Tools.

Preparasi reseptor

Reseptor yang digunakan sebagai makromolekul diperoleh dari http://www.rcsb.org/pdb/
dengan kode PDB: 3PP0 dengan native ligand (03Q) pada rantai A.
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Preparasi ligand

Preparasi struktur dari senyawa uji Naringin diperoleh menggunakan kode SMILES yang
didapatkan pada PubChem kemudian digambar pada ChemDraw. Selain itu digunakan pembanding
yaitu Trastuzumab (kontrol positif) yang dipreparasi dengan cara yang sama.

Minimasi energi

Minimasi energi dilakukan pada ligand uji menggunakan Chem3D untuk menggunakan
parameter MM2 untuk memperoleh konformasi atau bentuk molekul yang paling stabil serta interaksi
ligand dan reseptor yang lebih fleksibel.

Validasi reseptor

Validasi dilakukan dengan cara melakukan penambatan ulang ligand alami dengan reseptor
dari 3PP0 menggunakan software Autodock Tools. Parameter yang digunakan yaitu mengamati nilai
Root Mean Standard Deviation (RMSD). Validasi berhasil jika nilai RMSD yang dihasilkan <2.0 Å.

Molecular Docking

Molecular docking dilakukan menggunakan AutoDock Tools-1.5.7 untuk mengamati
interaksi antara Reseptor Human Epidermal Growth (Her)-2 (3PP0) dengan Naringin dan senyawa
pembanding Trastuzumab.

Analisis Data

Setelah didapatkan hasil binding energy dan konstanta inhibisi pada senyawa uji dan
pembanding dilakukan analisis data. Senyawa yang memiliki skor binding energy yang tinggi
menunjukkan afinitas yang stabil.

Hasil dan Pembahasan

Penelitian ini melakukan uji in silico dengan menggunakan metode molecular docking.
Metode ini dilakukan terhadap senyawa Naringin dan senyawa pembanding Trastuzumab terhadap
Reseptor Human Epidermal Growth (Her)-2 (3PP0), struktur 3PP0 dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Molecular Docking Senyawa Uji Terhadap (Her)-2 (3PP0)

No Ligand Binding energy
(kcal/mol)

Inhibition
Constant (nM)

Torsional Free
Energy
(kcal/mol)

Final
Intermoleculer
Energy (kcal/mol)

1 03Q (ligand
alami)

-9.94 52.10 +2.98 -12.92

2 Trastuzumab
(kontrol positif)

-5.87 49.91 +2.09 -7.96

3 Naringin -8.66 449.32 +4.18 -12.84

Program yang digunakan dalam penelitian ini adalah Autodock dengan MGL Tools 1.5.7 dari
AutoDock Tools. Protein (PDB ID: 3PP0) berisi reseptor (Her)-2 yang membentuk kompleks dengan
ligand alami 03Q. Pemilihan reseptor (Her)-2 karena merupakan salah satu reseptor utama yang
berperan dalam proses terjadinya sel kanker (Iqbal & Iqbal, 2014). Trastuzumab digunakan sebagai
senyawa pembanding karena merupakan obat generasi pertama dari antibodi monoklonal yang
bekerja sebagai anti-(Her)-2 (Mutiah et al., 2021).
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Validasi merupakan merupakan proses dasar dari simulasi docking yang dilakukan pada
protein 3PP0 yang diunduh dari http://www.rcsb.org/. Kemudian molekul air dihilangkan sehingga
hanya ligand alami dan protein yang berinteraksi (Kitchen et al., 2004). Proses validasi dilakukan
untuk mengetahui kesesuaian metode yang dikerjakan dan nilai RMSD menggambarkan kestabilan
jarak atau kedekatan konformasi diantara hasil docking dengan ligand target (Norhayati, Andika, et
al., 2023). RMSD pada proses validasi harus <2 Å agar dapat diartikan bahwa metode yang kita
gunakan sudah sesuai dan benar (Norhayati, Ekowati, et al., 2023). Pada validasi docking 3PP0

diperoleh nilai RMSD 0.65 Å dengan menyesuaikan grid box dengan dimensi x = 42, y = 42, z = 42
dengan koordinat grid box x = 16.622, y = 17.394, z = 26.218 yang bertujuan untuk menentukan tempat
pengikatan interaksi antara ligand dengan protein (Rachmania et al., 2016). Karena nilai RMSD yang
<2 Å sehingga metode dan koordinat grid box dapat dilanjutkan menggunakan pada senyawa uji.

Gambar 1. Crystal Structure of the Kinase domain of Human HER2 (erbB2) Chain A

Senyawa uji naringin dan trastuzumab diperoleh dari situs https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
sebagai pengganti ligand alami pada proses docking. Selanjutnya proses docking dilakukan dengan
makromolekul 3PP0 yang telah dipisahkan ligand alaminya dan diatur grid box sesuai dengan yang
diperoleh pada hasil validasi. Output yang dihasilkan berupa .dlg yang berisi data hasil molecular
docking yaitu binding energy, inhibition constant, torsional free energy, final intermoleculer energy, internal
total energy, dan unbound energy.

Hasil binding energy dari naringin dan trastuzumab dapat dilihat pada Tabel 1, -5.87 kcal/mol
pada traztuzumab dan -8.66 kcal/mol pada naringin. Hasil binding energy dari ligand disusun
berdasarkan ranking berdasarkan nilai binding energy tertinggi. Semakin tinggi nilai minus binding
energy, maka konformasi antara ligand dan protein semakin stabil (Idrees & Ashfaq, 2014).
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Naringin termasuk dalam kelas flavonoid sebagai flavanon yang banyak ditemukan pada
buah jeruk, lemon, mandarin, dan anggur. Flavanon memiliki aktivitas antioksidan kuat karena
terdapat jumlah dan konfigurasi gugus hidroksil fungsional yang bertanggung jawab untuk
menangkap radikal bebas dan ion logam aktivitas khelat. Pada kasus kanker sebesar 20% terkait
dengan peradangan jangka panjang. Dimana peradangan kronis yang tidak terkontrol dapat
menghasilkan produksi ROS berlebih secara terus-menerus yang dapat menyebabkan kerusakan
DNA dan perubahan genom, sehingga terjadi pertumbuhan tumor. Selain itu mediator inflamasi
seperti IFN-y, TNF, IL-1a/b dan IL-6, atau faktor pertumbuhan transformasi termasuk sitokin dan
faktor pertumbuhan endotel vaskular dapat menstimulasi proses yang meningkatkan suplai darah
pertumbuhan tumor. Pada jalur inflamasi primer seperti NF-B berperan dalam siklus hidup sel
kanker untuk menghindari apoptosis. Beberapa penelitian menunjukkan naringin memiliki
mekanisme untuk mengganggu perkembangan kanker (Stabrauskiene et al., 2022).

Obat kemoterapi memiliki aktivitas sebagai anti kanker karena membantu terjadinya
apoptosis sel. Penggunaan kemoterapi memiliki dampak buruk karena dapat mempengaruhi sel-sel
sehat yaitu mukosa lambung, folikel rambut, dan sel sumsum tulang yang mengganggu fungsi
normalnya (Todoric et al., 2016). Potensi antikanker dari flavanon yang terdapat pada naringin
menjadi pusat perhatian karena beberapa jalur sinyal seluler memediasi aktivitas anti karsinogenik
flavanon. Penghambatan jalur transduksi sinyal seperti faktor pertumbuhan endotel vaskular (yang
mampu menurunkan suplai darah sel kanker). Oleh karena itu, flavanon ini mungkin mempunyai
potensi sebagai senyawa bioaktif untuk digunakan dalam terapi alternatif untuk mengobati dan
mencegah berbagai jenis kanker (Stabrauskiene et al., 2022).

Inhibition constant didefinisikan sebagai kemampuan ligan dalam menghambat aktivitas
reseptor. Semakin rendah nilai inibition constant (Ki) maka konsentrasi ligan yang diperlukan dalam
menghambat aktivitas reseptor akan semakin kecil (Puspita et al., 2022). Inhibition constant naringin
didapatkan 449.32 (nM) dan trastuzumab 49.91 (nM).

Torsional free energy, juga dikenal sebagai entropi, adalah ukuran energi panas rata-rata yang
didistribusikan ke seluruh benda sistem termodinamika. Hukum kedua termodinamika menyatakan
bahwa panas selalu mengalir secara spontan dari daerah yang bersuhu lebih tinggi ke daerah yang
bersuhu lebih rendah. Hal ini mengurangi derajat keteraturan sistem awal, dan oleh karena itu,
entropi juga dapat dipandang sebagai ukuran ketidakteraturan dalam molekul suatu sistem. Nilai
positif menunjukkan peningkatan derajat kebebasan sistem, sedangkan nilai negatif menunjukkan
penurunan (Bronowska, 2011; MacRaild et al., 2007). Dalam interaksi ligan dan reseptor, nilai negatif
atau positif bisa menunjukkan nilai yang baik dan terjadinya suatu ikatan (Liu et al., 2012).
Didapatkan nilai torsional free energy pada naringin yaitu +4.18 kcal/mol dan trastuzumab +2.09
kcal/mol.

Final intermolecular energy atau entalpi adalah energi total sistem termodinamika, yaitu jumlah
energi internal zat terlarut dan pelarut serta jumlah energi yang diperlukan untuk memberi ruang
bagi sistem tersebut (H. M. Li et al., 2014). Pada proses pengikatan, ΔH atau entalpi mencerminkan
perubahan energi ketika ligan berikatan dengan reseptor akibat terbentuknya interaksi nonkovalen
(van der waals, ikatan hidrogen, pasangan ion, dll.). Hasil yang diperoleh pada naringin yaitu -12.84
kcal/mol dan trastuzumab -7.96 kcal/mol. Semakin besar nilai minusnya, semakin baik ruang yang
terbentuk antara ligan dan reseptor, Naringin memiliki nilai entalpi lebih baik dibandingkan
trastuzumab.
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Dalam studi molekuler docking, proses visualisasi berperan penting dalam menentukan
interaksi asam amino antara ligand dan protein target (reseptor). Visualisasikan intraksi asam amino
dari senyawa uji dan pembanding dapat dilihat pada Gambar 2.

a) 03Q (native ligand)

b) Naringin
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c) Trastuzumab

Gambar 2. Visualisasi 3 dimensi dan 2 dimensi interaksi asam amino menggunakan Discovery Studio

Hasil visualisasi interaksi asam amino 3D dan 2D dapat dilihat pada Gambar 2. Pengamatan
dilakukan untuk melihat interaksi antara ligan dan reseptor setelah proses molekuler docking
menggunakan Discovery Studio. Terlihat pada Gambar 2 kolom dimensi hasil docking menunjukkan
garis putus-putus yang menunjukkan interaksi antara ligan dan reseptor.

Visualisasi interaksi residu asam amino bertujuan untuk melihat interaksi yaitu berupa
interaksi van der walls, interaksi elektrostatis, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik (interaksi pi-alkil,
alkil-alkil, interaksi pi-sigma pi-pi), dan halogen (Rollando, 2017). Ikatan hidrogen konvensional
merupakan ikatan yang berperan penting dalam mengukur kekuatan interaksi ligan dan reseptor.
Selain itu, semakin banyak interaksi hidrofobik, semakin hidrofilik senyawa tersebut, sehingga
meningkatkan stabilitas interaksi ligan dan reseptor (Pantsar & Poso, 2018).

Pada naringin terdapat empat ikatan hidrogen, satu ikatan karbon-hidrogen, dan tujuh
interaksi hidrofobik. Kemudian pada trastuzumab terdapat 6 ikatan hidrogen dan 2 interaksi
hidrofobik. Berdasarkan hasil visualisasi, naringin memiliki binding energy yang lebih tinggi
dibandingkan trastuzumab karena memiliki lebih banyak ikatan dan interaksi dibandingkan
trastuzumab.

Naringin memiliki kemiripan interaksi asam amino dengan 30Q (ligand alami) pada MET:801,
LEU:785, MET:774, ALA:751, dan VAL:734. Asam amino kunci terdapat pada MET:801 yang
merupakan ikatan hidrogen konvensional yang terdapat pada native ligand dan naringin. Selain itu,
naringin juga memiliki interaksi pi-alkil dan alkil-alkil yang lebih banyak dibandingkan trastuzumab,
sehingga binding energy dari naringin lebih baik. Berdasarkan interaksi tersebut menunjukkan bahwa
naringin potensial sebagai antikanker payudara dengan menghambat reseptor (Her)-2.
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Visualisasi berdasarkan surface area diamati untuk mengetahui kemampuan suatu senyawa
untuk masuk kedalam sel atau binding pocket pada sisi aktif reseptor. Senyawa naringin memiliki
interaksi pada residu MET:801 melalui ikatan karbon-hidrogen yang merupakan jenis ikatan yang
paling kuat asam amino kunci seperti pada Gambar 2b. Ikatan hidrogen ini terbentuk pada atom (O)
yang terjadi akibat adanya proses transfer donor-aseptor elektron pada sisi aktif protein. Donor dan
akseptor ikatan hidrogen menjadi faktor utama dalam permukaan polar.

Kesimpulan dan Saran

Dalam studi molekuler docking, hasil data yang berperan penting dalam menunjukkan
kekuatan interaksi antara ligan dan reseptor adalah nilai binding energy. Binding energy naringin lebih
bagus dibandingkan trastuzumab (kontrol) yaitu masing-masing -8.66 kcal/mol dan -5,87 kcal/mol.
Dapat disimpulkan bahwa naringin potensial sebagai antikanker payudara dibandingkan
trastuzumab (kontrol). Sehingga naringin dapat dikembangkan dan diujikan secara in vitro dan in
vivo sebagai antikanker payudara.
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