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Pendahuluan

Perkembangan pengetahuan dan teknologi di bidang biologi molekuler yang begitu
pesat masih tidak mampu menyelesaikan permasalahan kanker. Masalah utama dalam
pengobatan kanker adalah efek samping dan resistensi obat kanker yang diberikan pada pasien.
Oleh karena itu, eksplorasi senyawa baru yang berpotensi untuk obat kanker yang aman tanpa
efek samping terus-menerus dilakukan.

Teripang (sea cucumber) merupakan hewan laut yang telah banyak dimanfaatkan untuk
makanan dan obat tradisional, dan tidak ada laporan memiliki toksisitas bagi manusia.
Indonesia merupakan penghasil teripang, namun sayangnya kekayaan alam tersebut selama ini
hanya diekspor tanpa diolah. Adanya penelitian untuk memformulasikan bahan alam ini
sebagai antikanker akan meningkatkan nilai ekonomi teripang Indonesia.

Penelitian di laboratorium untuk mengetahui mekanisme kerja antikanker dari senyawa
aktif teripang pada tingkat molekuler telah dilakukan oleh sejumlah peneliti [1-12]. Pendekatan
bioinformatik melalui uji in silico memungkinkan penelitian potensi senyawa aktif dari
teripang sebagai antikanker secara relatif mudah dan murah. Pendekatan in silico diharapkan
dapat membantu memperpendek perjalanan panjang penelitian sehingga validasi aktivitas
senyawa-senyawa yang dipelajari melalui studi in vivo dapat segera dilakukan. Penelitian
tentang senyawa antikanker dari teripangaengan pendekatan in silico sebagai penunjang telah
dilakukan baru-baru ini oleh Wargasetia et al. (2018), Shahinozzaman et al. (2018), Zhang et
al. (2020), dan Abdelhameed et al. (2020) [13-16]. Tulisan ini akan mengulas penelitian-
penelitian terkini tersebut untuk memberi gambaran dan inspirasi bagi para peneliti
metabolisme kanker di Indonesia terkait pendekatan in silico untuk studi senyawa antikanker
dari teripang.

Pendekatan in silico pada artikel berjudul “Potential use of compounds from sea
cucumbers as MDM2 and CXCR4 inhibitors to control cancer cell growth”

Pendekatan in silico pada penelitian Wargasetia et al. di tahun 2018 yang berjudul
“Potential use of compounds from sea cucumbers as MDM2 and CXCR4 inhibitors to control
cancer cell growth” dilakukan melalui tahapan:

1. Preparasi struktur molekul dan kode.
Ligan yang digunakan untuk analisis docking adalah colochiroside A, ds-echinoside A,
philinopside  E, sphingosine, stichoposide C, 1-(5-chloro-2-methylphenyl)-5-(3-




chlorophenyl)-2-(3-m  ethylphenyl)-1H-imidazole-4-carboxylic ~acid, tetra-substituted
imidazole (MDM?2 inhibitor), dan chalcone-4 (CXCR4 inhibitor). Ligan-ligan yang
digunakan untuk analisis docking berupa kodeﬂMlLES dari senyawa-senyawa yang
dikonversikan ke struktur 3 dimensi dalam format Protein Data Bank (PDB) mengwakan
BIOVIA Discovery Studio 4.5. Struktur 3 dimensi untuk chalcone-4 diperoleh dari binding
database (https://www bindingdb .org/bind/index jsp) dan struktur 3 dimensi untuk
.fubsriruredniidazf)le diperoleh dari PDB (PDB 1D, 40Q3). Struktur reseptor diperoleh dari
PDB yaitu MDM2 (PDB 1D, 40Q3) dan CXCR4 (PDB 1D, 30E€6). Protein-protein tersebut
kemudian dipreparasi menggunakan B/IOVIA Discovery Studio.

2. Studi docking ligan.

nteraksi antara reseptor dan ligan dianalisis dengan AutoDock Vina yang terintegrasi dalam
PyRx 0.8 (https://pyrx.sourceforge.io) (22.23). Metode docking digunakan untuk
mengevaluasi afinitas pengikatan dan mengetahui mekanisme molekuler yang melibatkan
reseptor dan ligan yang dipelajari. Docking dilakukan dengan menetapkan reseptor sebagai
molekul yang rigid, sedangkan ligan adalah molekul yang fleksibel dalam active site. Hasil
docking dan interaksi pengikatan antara reseptor dan ligan dianalisis dengan BIOVIA
Discovery Studio.

3. Interaksi dan networks antar protein.
Protein-protein yang berinteraksi dengan CXCR4 diidentifikasi menggunakan BioGRID
database (https://thebiogrid.org/), sedangkan n'lteraksi protein-protein dalam networks
diketahui melalui penggunaan perangkat lunak STRING (https://string-db.org/).

4. Analisis pathway.
Analisis pathway (jalur) untuk CXCR4 dilakukan menggunakan Kyoto Encyclopedia Gene
and Genome (KEGG; http://www.genome.jp/kegg/). Peran protein CXCR4 protein dalam
berbagai jalur molekuler diidentifikasi menggunakan basis data KEGG pathways dan
perangkat lunak STRINGdb 10.5. Basis data yang digunakan meliputi jalur-jalur molekuler
yang digunakan sebagai referensi untuk menentukan fungsi gen atau protein di dalam sel.
[13].

Studi oleh Wargasetia ef al. (2018) menunjukkan bahwa teripang memiliki lebih dari 26
senyawa aktif yang berpotensi sebagai antikanker. Analisis in silico yang dikerjakan
menunjukkan bahwa senyawa Philinopside E dan Ds-echinoside A diprediksi mampu
menghambat aktivitas protein MDM2 dan CXCR4. Penghambatan aktivitas MDM2 akan
memicu apoptosis melalui jalur p53, sedangkan blocking terhadap CXCR4 dapat
menghambat proliferasi dan pertumbuhan sel kanker melalui dua jalur utama yaitu jalur
JAK2/3-STAT dan jalur PTK2 [13].

Pendekatan in silico pada artikel berjudul “Cytotoxic desulfated saponin from
Holothuria atra predicted to have high binding affinity to the oncogenic kinase PAK: a
combined in vitro and in silico study”

Melalui studi simulasi molecular docking dan molecular dynamics, Shahinozzaman et
al. (2018) mempelajari sitotoksiksitas terhadap sel kanker dari suatu desulfated saponin




yaitu desulfated echinoside B (DEB) yang dipurifikasi dari Holothuria atra melalui fraksionasi
berdasarkan bioassay [14].

Simulasi molecular docking dimulai dengan menyiapkan struktur 3 dimensi dari
domain katalitik p27-activated kinase 1 (PAK1) (kode PDB: 3FXZ) yang diunduh dari PDB
attps:f/www.rcsb.org/). Protein ini dipreparasi dengan menghilangkan heteroatom melalui
Discovery Studio 4.5 (Accelrys, San Diego, CA, USA). Struktur 2 émensi dari ligan-ligan
digambarkan dan dikonversi ke struktur 3 dimensi menggunakan ChemBio3D Ultra 12.0
élambridgeSoft, Cambridge, MA, USA). Optimasi ligan-ligan secara penuh dilakukan melalui
Gaussian 09 (Gaussian, Inc., Wallingford, CT, USA) menggunakan metode semi empiris PM6.
Ligan-li@ disimpan dalam bentuk format PDB dan akan digunakan sebagai input file untuk
simulasi molecular docking menggunakan AutoDock Vina (The Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, USA). Perangkat lunak ini adalah open source program yang digunakan secara luas
untuk simulasi melecular docking yang secara signifikan mempunyai akurasi prediksi
pengikatan lebih baik dibandingkan dengan AutoDock 4. Ukuran grid boadiatur hingga
maksimum agar mencakup semua domain katalitik PAKI, dan dimensi dari grid box adalah
5206, 5909, and 44,73 A untuk aksis x, y, dan z. Posisi pengikatan dengan afinititas
pengikatan terendah dipilih sebagai posisi terbaik untuk ligan terkait. Interaksi antara protein
dan ligan divisualisasikan dan dianalisis dengan PyMo! (Schrédinger, Inc., New York, NY,
USA) dan Discovery Studio 4.5 (Accelrys, San Diego, CA, USA) [14].

Simulasi molecular dynamics dilakukan pada DEB dan Frondoside A (FRA) yang telah
di-docking menggunakan medan gaya AMBER14 dalam YASARA dynamics suite. Sistem
molecular dynata"s dinetralisasi dengan penambahan 0.9% NaCl dengan PH 7 4. Suhu untuk
simulasi adalah 298 K. Transferable intermolecular potential3 points (TIP3P) water model
dipakai dan total molekul air adalah 4.729 dengan densitas 1,012 gm/cm3 . Kondisi pembatasan
secara periodik digunakan selama simulasi dengan ukuran boks adalah 80,5 x 80,5 x 80,5 A* .
Proses meminimalkan energi awal dari setiap sistem simulasi dilaksanakan dengan simulated
annealing method, menggunakan pendekatan gradien yang paling berbeda (5.000 siklus).
Untuk mengukur interaksi elektrostatik dengan kisaran yanlebar digunakan pendekatan
particle-mesh Ewald. Untuk kisaran sempit pada interaksi van der Waals dan Coulomb,
digunakan cut-off untuk radius sebesar 8.0 A. Algoritma multiple time step bersama simulation
time step interval sebesar 2,50 fs digunakan. Pada tekanan konstan 1 bar dan suhu 298 K
menggunakan termostat Berendsen, proses dilaksanakan selama for 20 ns ketika trajectories
disimpan setiap 100 ps. Molecular dynamics trajectories dianalisis dengan program makro
yang ditulis dalam bahasa YANACONDA. Saat analisis dikoleksi informasi waktu, energi,
jarak ikatan, sudut ikatan, sudut dihedral, interaksi van der Waals dan Columb dan nilai root
mean square deviation (RMSD) untuk tulang punggung, karbon alfa, dan atom-atom besar.
Untuk mendeteksi nilai afinitas pengikatan setelah simulasi molecular dynamics 20 ns, ligan-
ligan diekstraksi dari komplca yang disimulasikan dan dilakukan docking ulang terhadap
reseptor terkait menggunakan AutoDock Vina (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
USA) [14].

Melalui studi simulasi molecular docking oleh Shahinozzaman et al. (2018) diketahui
bahwa DEB terikat erat dengan domain katalitik PAK1 dan menunjukkan energi pengikatan
—8,2 kkal/mol yang lebih kecil bila dibandingkan dengan energi pengikatan —7,7 kkal/mol
untuk FRA. Keduanya berikatan pada daerah pengikatan alosterik baru yang terletak dekat




lokasi pengikatan ATP. Simulasi molecular dynamics memperlihatkan bahwa DEB dapat
membentuk kompleks yang lebih stabil dengan PAKI, berada pada daerah pengikatan
alosterik, dan membentuk ikatan hidrogen dengan residu sekitarnya dengan jumlah maksimum.
Residu pengikat ligan ditemukan berfluktuasi lebih sedikit pada kompleks DEB-PAKI
dibandingkan kompleks FRA-PAK saat simulasi molecular dynamics dilakukan. Studi in
silico dengan menggunakan komputer mendukung hasil eksperimental laboratorium bahwa
DEB dan FRA berperan sebagai inhibitor PAK1 dan peran DEB sebagai inhibitor PAK1 lebih
menjanjikan daripada FRA[14].

Pendekatan in silico pada artikel berjudul “Generation of antioxidative peptides from
Atlantic sea cucumber using alcalase versus trypsin: In vitro activity, de novo sequencing,
and in silico docking for in vivo function prediction”

Zhang et al. di tahun 2020 melaporkan hasil penelitian tentang prediksi fungsi
antioksidan peptida-peptida dari teripang dengan pendekatan metode in vitro, sekuensing de
novo,dan docking. Asam amino kunci untuk antioksidan yaitu Cys, His, Met, Trp dan Tyr pada
sejumlah peptida dan interaksi molekuler antara peptida-peptida dengan enzim
myeloperoxidase (MPQ), suatu mediator dan petanda stres oksidatif in vive, dianalisis dengan
metode in silico [15].

Sekuens peptida yang diidentifikasi menggunakan LC-MS/MS dianalisis menggunakan
laman untuk analisis sekuens peptida yaitu ExPASy ProtParam
(http://web expasy .org/protparam/). Komposisi asam amino dan skor grand average of
hydropathy (GRAVY) untuk setiap sekuens peptida dikoleksi. Nilai GRAVY yang lebih besar
mengindikasikan hidrofobisitas peptida yang tinggi. Selanjutnya dilakukan molecular docking
peptida terhadap enzim MPO. Enzim MPO pada manusia (PDB ID: 3F9P) digunakan sebagai
reseptor untuk molecular docking dengan setiap peptida/ligan hasil identifikasi dengan LC-
MS/MS. Docking dilakukan menggunakan perangkat lunak Discovery Studio (Accelrys, San
Diego, CA, USA). Struktur 3 dimensi MPO dioptimasi menggunakan Prepare Protein
program untuk meminimalkan energi, protonisasi, dan menghilangkan molekul-molekul air.
CDOCKER docking program, menggunakan simulated-annealing-based algorithm, digunakan
untuk menentukan interaksi antara peptida dan enzim MPO. Pengaturan parameter berdasarkan
studi sebelumnya dan peptida LF1- 11 (GRRRRSVQWCA) yang diturunkan dari ujung N
human lactoferrin penginhibisi MPO digunakan sebagai referensi untuk memilih sekuens-
sekuens peptida yang menghambat MPO [15].

Pada analisis in silico dipilih sejumlah peptida dengan nilai CDOCKER yang tinggi.
Peptida dengan interaksi molekuler yang kuat dengan sisi aktif enzim MPO, termasuk van der
Waals, ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan elektrostatik diprediksi menginhibisi MPO
yang menandakan peptida-peptida tersebut bersifat antioksidan secara in vivo[15].

Pendekatan in silico pada artikel berjudul “New cytotoxic cerebrosides from the red sea
cucumber Holothuria spinifera supported by in-silico studies”

Abdelhameed et al. (2020) mempelajari sifat antikanker senyawa cerebroside dari
Holothuria spinifera dengan bantuan studi molecular docking. Struktur kristalografi dari
protein SET, suatu inhibitor protein phosphatase 2A (PP2A), beserta ligannya diperoleh dari




PDB. Proses pengaturan struktur dilakukan untuk memperbaiki protein errors sebagai
tambahan terhadap pembuatan struktur protein yang diatur berdasarkan aturan standar MOE
(Molecular Operating Environment). Penghilangan molekul-molekul air dan ligan-ligan yang
tidak terlibat dalam pengikatan dilakukan menggunakan quick preparation protocol untuk
preparasi protein. Metode Gasteiger diaplikasikan untuk menghitung muatan parsial dari
protein. Studi molecular docking dilaksanakan menggunakan perangkat lunak Molecular
Operating Environment 20190101 software. Koordinat ligan dari senyawa-senyawa dibuat
dengan ChemDraw Ultra 11.0. Protonasi senyawa, korcksi atom, dan tipe pengikatan
ditentukan; atom-atom hidrogen ditambahkan; protonasi dan minimalisasi akhir dilakukan
(AMBERI0, gradient: 0.01). Eksperimen docking pada gen dari protein SET dilakukan dengan
redocking ligan dengan PDB file 2E50 setelah ligan dihilangkan. Metode Triangle Matcher
placement dipilih untuk docking. GBVIWSA dG scoring function yang menentukan energi
bebas dari pengikatan ligan dari posisi awal dipilih untuk menentukan peringkat posisi final.
Kompleks ligan dengan protein yang mempunyai S-score terendah dipilih. Redocking ligan
dengan targetnya menghasilkan RMSD (root mean square deviation) 0.606 A, yang
mengonfirmasi bahwa ligan berikatan dengan daerah yang sama dan memastikan parameter-
parameter docking dapat dipercaya [16].

Pada studi docking yang dilakukan oleh Abdelhameed et al. dipelajari empat senyawa
dari teripang untuk melihat interaksi pengikatan senyawa-senyawa tersebut dengan active site
dari protein SET, suatu inhibitor protein PP2A . Interaksi tersebut menjelaskan adanya aktivitas
sitotoksik dari senyawa-senyawa yang dipelajari. Dari pustaka diketahui bahwa onkoprotein
SET berperan dalam perkembangan kanker melalui inhibisi protein penekan tumor PP2A.
Pengikatan langsung ceramide dengan protein SET diduga akan berkontribusi terhadap
aktivasi PP2A. Ceramide terdapat dalam senyawa cerebroside. Oleh karena itu inhibisi SET
sebagai target oleh senyawa-senyawa cerebroside diharapkan akan berperan efektif dalam
menginhibisi ploriferasi sel kanker [16].

Penutup

Pendekatan bioinformatik melalui uji in silico memungkinkan penelitian potensi
antikanker dari senyawa aktif teripang secara relatif mudah dan murah. Melalui pendekatan
tersebut, peran senyawa aktif sebagai stimulator gen penekan tumor atau inhibitor onkogen
yang berperan dalam inisiasi dan progresi kanker dapat diperkirakan. Penelitian dengan
pendekatan in silico sesuai dengan kondisi di Indonesia dengan keterbasan dana, peralatan, dan
sumberdaya. Oleh karena itu pendekatan in silico dalam penelitian pemanfaatan senyawa aktif
teripang sebagai antikanker merupakan suatu pilihan yang baik untuk mengarahkan penelitian
menuju validasi secara in vivo.
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