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ABSTRAK

Pendahuluan: Kanker paru merupakan salah satu penyebab utama kematian
akibat kanker di seluruh dunia. Selain faktor genetik, paparan tar dari rokok
tembakau menjadi kontributor utama terjadinya kanker paru. Di sisi lain, daun
tembakau mengandung senyawa bioaktif seperti cembranoid-type diterpene
(CBD) yang memiliki potensi antikanker melalui mekanisme apoptosis. Gen
anaplastic lymphoma kinase (ALK) merupakan salah satu target molekuler
penting yang mengalami mutasi pada kanker paru.

Tujuan: Menelusuri potensi senyawa cembranoid-type diterpene dari daun
Nicotiana tabacum L. sebagai kandidat terapi alami terhadap mutasi gen ALK
pada kanker paru, serta untuk ditemukannya teori awal senyawa CBD dari daun
tembakau sebagai kandidat terapi alami pengobatan kanker paru.

Metode: Ekstrak daun tembakau diisolasi dan dikarakterisasi menggunakan GC-
MS untuk mengidentifikasi kandungan senyawa aktif berupa thunbergol. Uji
molecular docking antara ligan thunbergol dan protein ALK dilakukan
menggunakan perangkat lunak AufoDock untuk mengevaluasi interaksi afinitas
ligan—reseptor.

Hasil: Hasil docking menunjukkan afinitas ikatan antara thunbergol dan reseptor
ALK dengan nilai energi bebas Gibbs (AG) sebesar —5,06 kkal/mol, pKi 7,35 uM,
dan pembentukan satu ikatan hidrogen pada residu ILE36 dengan jarak 1,937 A.

Kesimpulan: Studi ini menunjukkan bahwa senyawa thunbergol dari Nicotiana
tabacum L. berpotensi sebagai agen terapi adjuvan alami terhadap kanker paru
dengan target molekuler gen ALK.

Kata kunci: Kanker paru, Nicotiana tabacum L., cembranoid-type diterpene,
ALK, molecular docking
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ABSTRACT

Introduction: Lung cancer is a leading cause of cancer-related mortality
worldwide. Besides genetic predispositions, prolonged exposure to tar in tobacco
smoke is a major risk factor. Interestingly, tobacco leaves contain bioactive
compounds such as cembranoid-type diterpene (CBD), which exhibit anticancer
potential via apoptotic mechanisms. The anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene
is a critical molecular target frequently mutated in lung cancer.

Objective: To investigate the potential of cembranoid-type diterpene derived from
Nicotiana tabacum L. as a natural therapeutic candidate targeting ALK gene
mutations in lung cancer and for discovering the initial theory of CBD compounds
from tobacco leaves as a natural therapeutic candidate for lung cancer treatment

Methods: Tobacco leaves were extracted and analyzed using GC-MS to identify
thunbergol as the active compound. Molecular docking simulations between
thunbergol and the ALK receptor were conducted using AutoDock to assess
ligand—receptor affinity.

Results: Docking analysis demonstrated favorable binding affinity of thunbergol
with ALK, indicated by a Gibbs free energy (AG) of —5.06 kcal/mol, a predicted
inhibition constant (pKi) of 7.35 uM, and one hydrogen bond formed with residue
ILE36 at 1.937 4.

Conclusion: This study suggests that thunbergol from Nicotiana tabacum L. holds
promise as a natural adjuvant therapeutic agent for lung cancer, particularly
through its interaction with the ALK molecular target.

Keywords: Lung cancer, Nicotiana tabacum L., cembranoid-type diterpene, ALK,
molecular docking
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker paru merupakan kanker yang paling sering ditemukan dan penyebab
utama kematian di seluruh dunia. Global Burden of Cancer (GLOBOCAN) tahun
2018 memperkirakan ditemukan 2,09 juta kasus baru dan 1,76 juta kematian.'
Sedangkan menurut data Kementerian Kesehatan Republik Indonesia di Indonesia
kanker paru merupakan penyumbang insidensi kanker terbanyak pada laki-laki
dan kasus ke-5 terbanyak pada perempuan. Kanker paru disebabkan oleh karena
tidak terkendalinya pertumbuhan sel dalam jaringan paru, terutama pada sel- sel
yang melapisi saluran pernapasan. Efek paparan rokok tembakau pada sitologi sel
epitel saluran napas normal mengungkapkan bahwa merokok tembakau
menyebabkan penyimpangan molekuler luas pada saluran napas yang

menunjukkan area cedera yang berkaitan dengan onkogenesis paru.

Mutasi gen yang paling sering dilaporkan pada kanker paru terjadi pada gen
anaplastic lymphoma kinase (ALK). Produk gen menyimpang yang dihasilkan
terlibat dalam signalling pathway yang terkait dengan proliferasi, diferensiasi sel
dan apoptosis.” Mutasi ini ALK menyebabkan kanker menjadi resisten terhadap
terapi personal standar yang biasa diberikan pada penderita kanker yaitu tyrosine
kinase inhibitors (TKIs) tertarget susunan genetik individu, termasuk juga resisten
terhadap terapi konvensional kemoterapi dan radiasi. Metode konvensional ini
tidak spesifik untuk sel kanker dan malah menyerang sel normal selain sel kanker
yang ada. Pengobatan yang tidak adekuat dan timbulnya resistensi menyebabkan
angka prognosis yang jelek dan tingkat kematian pasien kanker paru juga semakin

meningkat.’

Hal ini mengarahkan perlunya eksplorasi keanekaragaman hayati Indonesia

yang berpotensi sebagai terapi penunjang (adjuvan) kanker berbahan alam yang
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tidak menimbulkan efek samping dan tertuju langsung pada sel target kanker.

Bahan alam yang digunakan pada penelitian adalah tembakau (Nicotiana tabacum

L.) yang tergolong dalam tanaman perkebunan. Tanaman yang dihubungkan

sebagai penyebab kanker paru ini diangkat sebagai ide penelitian yang diharapkan

akan menghasilkan temuan terbaru dan menjadi bahan diskusi keilmuan yang

menarik.

Bioaktifitas CBD tembakau terlihat pada beberapa penelitian diantaranya

memiliki aktifitas antijamur, antibakteri, antivirus dan antiparasit yang baik dan

juga sebagai neuroprotektif. * > Bahan aktif CBD dari tanaman tembakau juga

telah dibuktikan keefektifannya sebagai agen antikanker dengan cara menginduksi

apoptosis sel kanker. Penelitian CBD dari tembakau dapat menurunkan viabilitas

sel hepatokarsinoma, menghambat proliferasi sel, mengubah permeabilitas

membran plasma, mempromosikan morfologi apoptosis, menghentikan siklus sel

pada fase S, dan menginduksi apoptosis melalui jalur p53-PUMA, PI3K- Akt, dan

IL-1-NFKB-IAP pathways ,° tetapi untuk terapi adjuvan kanker paru sendiri belum

ditemukan referensi yang mendukung terutama dalam kaitannya dengan mutasi

gen ALK. Melalui penelitian ini, dapat dimanfaatkan sumber daya tembakau yang

melimpah, menginvestigasi potensi senyawa aktif golongan cembranoid dari daun

tembakau (Nicotiana tabacum L.) sebagai antikanker melalui target protein ALK

dan memahami mekanisme kerja antikanker sehingga dapat diaplikasikan dalam

terapi klinis di masa depan.

1.2 Rumusan Masalah

1.

Apakah senyawa cembranoid terdapat pada daun tembakau murni dalam
bentuk senyawa thundergol?

Bagaimana interaksi (docking molekuler) antara senyawa golongan CBD
terhadap protein ALK?

Apakah CBD dari daun tembakau dapat dipakai sebagai pengobatan kanker

paru?
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1.3 Tujuan Penelitian

1 Meneliti mekanisme mutasi pada gen ALK dengan kejadian kanker paru-paru
2 Menganalisis karakterisasi senyawa cembronoid dari daun tembakau

3 Mempelajari mekanisme interaksi (docking molekuler) antara senyawa

golongan CBD terhadap protein ALK

1.4 Tujuan Umum
Menganalisis interaksi dari senyawa cembranoid type-diterpene dengan

mutase gen alk pada kejadian kanker paru.

1.5 Tujuan Khusus

Mempelajari mekanisme mutasi gen ALK dengan kejadian kanker paru.
Mempelajari mekanisme interaksi (docking molekuler) antara senyawa golongan

CBD terhadap protein ALK.

1.6 Manfaat Riset

Manfaat riset adalah terungkapnya senyawa golongan CBD dari daun
tembakau murni serta peranannya sebagai antikanker paru tertarget protein ALK.
Berdasarkan temuan ini akan terdapat pijakan penelitian selanjutnya yang

mengarah kepada penemuan antikanker bersumber berbahan dasar daun tembakau.
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Daun Tembakau (Nicotiana tabacum L.)

Daun tembakau merupakan tumbuhan asli dari Amerika Selatan dan Utara
serta salah satu komoditi perkebunan di Indonesia yang memiliki nilai ekonomi
tinggi. Bagian dari tanaman yang sering digunakan adalah helai daun sebagai bahan
pembuat rokok. ’ Taksonomi Nicotiana tabacum L adalah sebagai berikut: (1)
Kingdom: Plantae; (2) Divisio: Spermatophyta; (3) Sub divisio: Angiospermae;
(4) Classis: Dicotyledoneae; (5) Ordo: Solanales; (6) Familia: Solanaceae; (7)
Genus: Nicotiana; (8) Species: Nicotiana tabacum L. Daun tembakau memiliki
komponen kimia yang beragam, banyak diantaranya bersifat bioaktif.’
Cembranoid-type diterpene adalah salah satunya, dan diketahui bahwa tanaman

tembakau mengandung kandungan CBD tertinggi.

2.2 Kanker Paru

Kanker paru adalah salah satu bentuk neoplasma ganas yang berasal dari
jaringan saluran pernapasan, seperti bronkus, bronkiolus, atau alveoli. Penyakit ini
bisa muncul secara primer, yaitu berasal langsung dari sel-sel paru, maupun secara
sekunder atau metastasis, yang berarti berasal dari sel kanker organ lain yang

menyebar ke paru-paru.

Secara global, kanker paru masih menjadi salah satu penyebab kematian
tertinggi akibat kanker. Menurut American Cancer Society (ACS), diperkirakan
terjadi lebih dari 135.720 kematian akibat kanker paru di Amerika Serikat pada
tahun 2020 saja. Sementara itu, data dari Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN) menunjukkan bahwa pada tahun yang sama, tercatat sekitar 2,2
juta kasus baru kanker paru di seluruh dunia, dengan angka kematian mencapai

1,8 juta jiwa. ®
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Faktor risiko kanker paru sangat beragam, dan sebagian besar berkaitan
erat dengan paparan bahan kimia atau partikel berbahaya yang masuk ke dalam
saluran napas. Merokok aktif merupakan faktor risiko utama dan paling
signifikan, mencakup hingga 85-90% dari seluruh kasus kanker paru.’ Dengan
tingginya angka kejadian dan tingkat kematian akibat kanker paru, serta
banyaknya faktor risiko yang sebenarnya bisa dicegah, maka pendekatan
pencegahan, edukasi masyarakat, dan deteksi dini menjadi sangat krusial. Upaya
berhenti merokok, menghindari polusi udara, menjalani pola hidup sehat, serta
melakukan skrining rutin pada kelompok berisiko tinggi merupakan langkah

utama untuk mengurangi beban penyakit ini.

2.3 Mutasi Gen pada Kanker Paru

Mutasi  genetik merupakan salah satu penyebab utama dalam
perkembangan kanker paru. Mutasi ini didefinisikan sebagai perubahan permanen
pada materi genetik sel, terutama DNA, yang bisa berupa substitusi, delesi, atau
insersi urutan basa. Mutasi tersebut dapat mengubah fungsi gen, baik dengan
mengaktifkan onkogen (gen pemicu kanker) maupun dengan menonaktitkan gen

supresor tumor yang berfungsi menghambat pertumbuhan sel yang abnormal "

Dalam konteks kanker paru, mutasi genetik banyak ditemukan pada Non-
Small Cell Lung Cancer (NSCLC), yang mencakup lebih dari 85% dari seluruh
kasus kanker paru. Beberapa mutasi gen yang paling sering terjadi pada NSCLC
antara lain melibatkan gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), KRAS
(Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene), dan ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase).
Pada tipe kanker paru yang lebih agresif, yaitu Small Cell Lung Cancer (SCLC),
ditemukan pola mutasi yang berbeda. Dua mutasi paling umum pada SCLC
adalah pada gen TP53 dan RB1, yang keduanya berfungsi sebagai gen penekan
tumor. Kehilangan fungsi dari kedua gen ini menyebabkan deregulasi siklus sel,
meningkatkan instabilitas genetik, dan menjadikan sel kanker tumbuh lebih cepat

dan invasif
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Namun demikian, sejumlah tantangan masih perlu diatasi. Salah satunya
adalah munculnya resistensi terhadap terapi, yang bisa terjadi akibat mutasi
sekunder atau aktivasi jalur pensinyalan alternatif. Selain itu, heterogenitas tumor,
yaitu perbedaan genetik antara satu bagian tumor dengan bagian lainnya, dapat
mempersulit efektivitas terapi yang ditargetkan. Oleh karena itu, strategi terapi
kombinasi dan pengembangan agen antikanker baru, termasuk dari sumber alami
seperti senyawa bioaktif tanaman, kini menjadi fokus banyak penelitian untuk

meningkatkan keberhasilan terapi kanker paru di masa depan '

2.3.1 Mutasi Gen ALK pada Kanker Paru

Patogenesis kanker paru akibat mutasi gen ALK adalah meningkatkan
proliferasi sel dan menghambat apoptosis di awal. Rearrangement ALK pada
kanker paru sangat terkait dengan histologi adenokarsinoma, khususnya dengan
pola pertumbuhan solid atau dengan gambaran seluler signet ring cell carcinoma.
Meskipun fusi ALK umum terjadi pada limfoma sel besar anaplastik dan tumor
miofibroblastik inflamasi, fusi EML4-ALK spesifik hampir secara eksklusif

ditemukan pada kanker paru. "2

2.4 Kinerja Cembranoid-type diterpene dalam Menghambat Mutasi Gen pada
Kanker

Hasil semisintesis senyawa CBD (cembranoid-type diterpene) dari
tanaman Nicotiana tabacum L. telah menunjukkan potensi signifikan dalam
aktivitas antikanker. Berbagai penelitian telah membuktikan bahwa proses
modifikasi struktur kimia CBD mampu menghasilkan turunan cembranoid yang

memiliki aktivitas sitotoksik terhadap berbagai jenis sel kanker.

Salah satu turunan yang telah banyak dikaji adalah analog karbamat dari
CBTdiol (cembratriene-diol). Studi menunjukkan bahwa senyawa ini memberikan
efek anti-invasif yang menonjol terhadap sel kanker prostat tipe PC3M, dengan

efektivitas terlihat pada konsentrasi sekitar 1050 nM.'” Penelitian lanjutan juga
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menunjukkan bahwa modifikasi melalui proses esterifikasi, oksidasi, dan
halogenasi terhadap struktur CBTdiol menghasilkan serangkaian senyawa turunan
yang menunjukkan aktivitas antiproliferatif tinggi, terutama terhadap sel epitel

ganas dari kanker payudara tingkat tinggi seperti MDA-MB-231 '°

Menariknya, penggunaan a-CBTdiol (isomer dari S-CBTdiol) untuk
mensintesis analog karbamatnya terbukti mampu memberikan aktivitas sitotoksik
yang signifikan terhadap sel kanker payudara MDA-MB-231. Efek ini terutama
dimediasi melalui penghambatan jalur pensinyalan c-Met (mesenchymal-epithelial
transition factor), yang dikenal sebagai salah satu target utama dalam
pengembangan terapi kanker, karena keterlibatannya dalam regulasi proliferasi,
migrasi, dan metastasis '’. Dengan demikian, turunan CBTdiol-karbamat dinilai
potensial sebagai kandidat baru inhibitor c-Met, khususnya dalam menangani

keganasan kanker payudara yang bergantung pada ekspresi c-Met.

Struktur kimia dari cembranoid ternyata juga memengaruhi efek
biologisnya. Posisi ikatan rangkap C8=C9 diketahui sangat penting karena
berkontribusi terhadap aktivitas anti-migrasi yang kuat, terutama pada sel kanker
prostat metastatik (PC3 dan PC3MCT+). Selain itu, gugus hidroksil pada posisi
C6, serta ikatan rangkap C11=C12, merupakan bagian dari struktur aktif yang

sangat berperan dalam mekanisme sitotoksik senyawa ini'.

Lebih jauh, penelitian terbaru juga mengidentifikasi aktivitas anti-
angiogenik dari a-CBTdiol, yang bekerja melalui penghambatan jalur pensinyalan
VEGFR2 dan penurunan ekspresi protein CD31 pada model kanker payudara in
vivo. Efek ini berkontribusi pada pengurangan volume tumor dan hambatan
terhadap pembentukan pembuluh darah baru yang penting bagi pertumbuhan
kanker.

Selain a-CBTdiol, varian stereoisomer lainnya yaitu S-CBTdiol juga

menunjukkan potensi yang menjanjikan. Senyawa ini terbukti menurunkan invasi
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dan migrasi sel kanker prostat PC3M, meningkatkan adhesi sel, serta memiliki
efek terhadap penghambatan kekambuhan lokal dan jauh dalam model tikus."
Mekanisme kerja f-CBTdiol melibatkan modulasi enzim IDO1 (indoleamine 2,3-
dioxygenase 1) dan TDO2 (tryptophan 2,3-dioxygenase), yang berperan dalam

mengatur respons imun tumor dan resistensi sel kanker terhadap pengobatan.

Dengan seluruh temuan ini, dapat disimpulkan bahwa senyawa
cembranoid-type diterpene hasil semisintesis dari Nicotiana tabacum berpotensi
besar untuk dikembangkan sebagai agen terapi antikanker. Potensinya tidak hanya
terletak pada aktivitas sitotoksik, tetapi juga pada efek anti-migrasi, anti-invasif,
anti-angiogenik, serta penghambatan jalur molekuler penting seperti c-Met dan
IDO1. Hal ini membuka peluang penelitian lanjutan untuk mengeksplorasi
penggunaan senyawa ini secara khusus pada kanker paru, terutama yang memiliki

mutasi genetik yang dapat ditargetkan.

2.5 Kerangka Teori

Berdasarkan hasil penelusuran kepustakaan, kerangka teori dari penelitian

ini adalah sebagai berikut :

| Paparan kumulatif tar Pewarisan genetika Risiko industri Gender: pria > wanita
| yang terkandung pada rokok dan polusi udara —_—— ‘ Klasifikasi kanker berdasarkan
L |

A O N B I

l (Non- Small Cell Lung

Perubahan molekuler pada sel saluran nafas (mutasi !
genetik, variasi copy number dan metilasi DNA) B }

¢  Adenocarsinoma

*  Squamous cell carcinoma
* Large cell carcinoma

Resistensi kanker terhadap terapi ‘

e ]

Terapi personal: Tyrosine Terapi konvensional: l ALK I
kinase inhibitors (TKIs) kemoterapi dan radiasi 4

l Cembranoid-type diterpene

Gambar 1.1 Kerangka Teori Penelitian
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2.6 Kerangka Konsep

Berdasarkan kerangka teori yang ada, kerangka konsep penelitian ini adalah

sebagai berikut :

e Gen ALK

Kanker P
o Cembranoid Type Diterpene e et

Gambar 2.2 Kerangka Konsep

Keterangan :
[: : Areayang diteliti
_» : Adahubungan

2.7 Hipotesis

Terdapat kandungan atau senyawa dari daun Tembakau Murni (Nicotiana

tabacum L.) yang dapat menjadi terapi adjuvant kanker paru.
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BAB III
METODE RISET

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah deskriptif analitik secara in silico yang bertujuan
untuk melihat interaksi dari gen ALK dengan senyawa cembranoid-type diterpene
(CBD) untuk mengetahui apakah ada potensi untuk terapi adjuvan untuk kanker

paru menggunakan tanaman tembakau.

3.2 Waktu dan Tempat

Identifikasi tanaman dan senyawa cembranoid-type diterpene dilakukan di
Laboratorium Sistematika Tumbuhan Departemen Biologi Fakultas Matematika
dan Ilmu Pengetahuan Alam dan Fakultas Farmasi Universitas Sumatera Utara serta
studi in siliko dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara. Penelitian dilakukan dengan prokes

ketat sesuai standar laboratorium.

3.3 Bahan dan Alat yang digunakan

Bahan dan alat utama yang digunakan adalah daun tembakau Deli
Sumatera Utara. Untuk studi in silico menggunakan OpenBabel, Ramachandran

plot, Chimera 1.6.2 dan Discovery Studio 4.1.

3.4 Variabel Riset

Variabel bebas adalah senyawa cembranoid-type diterpene dari daun
tembakau murni (Nicotiana tabacum L.) sedangkan variabel terikat adalah protein

ALK pada pasien kanker paru.
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3.5 Tahapan Riset yang dilaksanakan

3.5.1 Preparasi sampel dan maserasi

Tanaman tembakau dilakukan identifikasi tanaman di Laboratorium
Herbarium Medanese (MEDA) Universitas Sumatera Utara (hasil terlampir pada
lampiran 2). Dua ribu lima ratus gram daun tembakau dibersihkan, dicuci, diiris
tipis, dikeringkan dan dihaluskan. Simplisia direndam etanol 96% (1 : 10) selama
3 hari dengan beberapa kali diaduk dalam penyimpanan tempat gelap. Disaring
dengan vaccum filtration dan kertas saring Whatman no. 40, diuapkan dengan

rotary evaporator T=55"C, P=80 mBar.

3.5.2 Analisis Gas Chromatography and Mass Spectroscopy (GC-MS)

Sampel yang berupa cairan diinjeksikan ke dalam injektor kemudian
divapkan. Sampel yang berbentuk uap dibawa oleh gas pembawa menuju kolom
untuk proses pemisahan. Setelah terpisah, masing- masing komponen akan melalui

ruang pengion dan dibombardir oleh elektron sehingga terjadi ionisasi.

3.5.3 Analisis in silico

Setelah senyawa daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) diidentifikasi,
selanjutnya dilakukan analisis in silico untuk menginvestigasi docking molekuler

dengan protein ligan.

3.5.4 Pemodelan struktur 3D protein

Struktur 3D komponen senyawa aktif daun tembakau (Nicotiana tabacum
L.)diperoleh dari PubChem Open Chemistry Database. Struktur 3D dari berbagai
senyawa tersebut dalam bentuk format file *.sdf, akan dikonversi menjadi file

* pdbdengan menggunakan software OpenBabel. ™*

3.5.4.1 Docking dan visualisasi antara protein-ligan

Ligan Cembranoid-type diterpene diambil dari web server database

Protein Data Bank (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dalam bentuk 3D. Struktur
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3D yang telah didapatkan kemudian diminimisasi untuk memperoleh konformasi
struktur yang paling stabil dengan menggunakan software OpenBabel. Jika proses
minimisasi sudah selesai, kemudian klik kanan pada hasil minimisasi, pilih convert
to ligand pdbgt. Struktur 3D Cembranoid-type diterpene didapatkan dengan
memasukkan urutan asam amino pada program Raptor X dan hasil yang diperoleh

adalah data dalam bentuk format PDB file.

Preparasi ALK dilakukan menggunakan AutoDockTools 1.5.6. Kemudian
grid diatur dengan membuat gridbox yang menutupi permukaan protein target
dilanjut dengan program autogrid4 yang tertaut pada aplikasi. Proses docking

molekular ligan denganprotein ALK dilakukan dengan program autogrid4.

Luaran dari docking berupa pose ligan pada sisi aktif dan score afinitasnya. Analisis
hasil docking dilakukan terhadap residu yang berinteraksi dengan ligan, parameter
hasil pengikatan energi Gibbs (AG), konformasi struktur, afinitas dan ikatan

hidrogen antara Cembranoid-type diterpene dengan ALK.
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BAB 1V
HASIL PENELITIAN

4.1 Hasil Penelitian

Riset ini telah mendapatkan izin riset dari Komisi Etik FK Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara dengan No. 816/KEPK/FKUMSU/2022 seperti
yang tertera pada lampiran 5. Preparasi sampel dan maserasi tanaman daun
tembakau murni dilakukan di Laboratorium Biokimia FK UMSU. Sampel yang
berbentuk ekstrak etanol 96% dilakukan analisis F7/R dan GC-MS yang
dikirimkan ke Laboratorium Mega Global Safety Indonesia.

4.1.1 Hasil Uji Daun Tembakau

Berikut adalah tabel hasil uji dari daun tembakau.

Tabel 4.1. Hasil parameter simplisia dan organoleptik ekstrak

Hasil Parameter Simplisia Hasil Organoleptik Ekstrak

Kadar air daun tembakau = 9,2 % Ekstrak etanol 96% serbuk daun tembakau
dengan metode maserasi  berbentuk

kental, berwarna hijau

kehitaman, rasa pahit, berbau khas

Tabel 4.2. Hasil rendemen ekstrak

Metode ekstraksi  Berat serbuk yangTotal Berat ekstrak hasilNilai rendemen
Diekstraksi ekstraksi

Maserasi 298 gram 20,2 gram 6,7
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4.1.2 Hasil Analisis FTIR

Uji dengan FTIR menghasilkan spektrum /R seperti yang telah ditampilkan
pada lampiran 1. Hasil identifikasi analisis spektrofotometer /R terhadap ekstrak
daun tembakau menunjukkan adanya serapan dengan karakteristik pada bilangan
gelombang 2962,87 cm-1, 2925,65 cm-1, dan 2853,01 cm-1, yang
mengindikasikan keberadaan ikatan C—H. Selain itu, serapan pada bilangan
gelombang 1556,65 cm-1 menunjukkan adanya gugus C=C aromatik, serapan
pada 1403,35 cm-1 mengindikasikan gugus —CH3, serapan pada 1344,00 cm-1
menunjukkan gugus amina tersier aromatis, serapan pada 1018,76 cm-1
mengindikasikan amina tersier alifatis, dan serapan pada 3358,35 cm-1

menunjukkan keberadaan gugus O-H.

Gambar 4.1. Hasil FTIR

4.1.3 Hasil Analisis GC-MS

Pada hasil GC-MS, senyawa aktif cembranoid-type diterpene ditemukan
dalam bentuk thunbergol. Cembratrienol disebut juga dengan thunbergol atau
isocembrol. Thunbergol; Isocembrol; Q67880110; 4-Isopropyl-1,7,11-trimethyl-
2,7,11-cyclotetradecatrien-1-ol;4-Isopropyl-1,7, 11-trimethyl-2,7, 1 1-cyclotetrade
catrien-1-ol#;,  (IR,2E,4S,7E, 11E)-4-Isopropyl-1,7,11-trimethylcyclotetradeca-2,7,

11-trienol.

Compound CID : 5363523

14 Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5363523

MF : CyoH340
Molecular Weight :  290.5g/mol

IUPAC Name .
(2E,7E,11E)-1,7,11-trimethyl-4-propan-2ylcyclotetradeca 2 7,

11 —trien- 1-ol

Isomeric SMILES : C/C/1=C\CCC(/C=C/C(CC/C(=C/CC1)/C)C(C)C)(C)O

InChlKey : YAPXSYXFLHDPCK-MAUDFNNOSA-N

InChl . InChI=1S/C20H340/c1-16(2)19-12-11-18(4)9-6-8-17(3)10-7-
14-20(5,21)15-13-19/h9-10,13,15-16,19,21H,6-8,11-
12,14H2,1-5H3/b15-13+,17-10+,18-9+ (PubChem)

Cpd 54° Thunbesgol C20H340: 14 263 « Scan (i 14263 man) Exstrak Oaun Tembaksu D Subtr

18 , 3 00 320 34D 0D 3IBD ADD 47

Gambar 4.2. Hasil GC-MS
4.1.4 Hasil In Silico (Docking)

Protein target (ALK) pada kanker paru manusia dapat diliat pada Tabel 4.3.
Tabel 4.3. Protein Mutan Target pada Kanker Paru Manusia

Protein Sifat Struktur 3D
Anaplastic Meningkatkan
Lymphoma pertumbuhan/proliferasi sel dan
Kinase menghambat apoptosis
(ALK) (Imyanitov et al., 2021)
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Gambar 4.3. Hasil Docking Protein-ligand

Untuk menentukan ligan mana yang paling mungkin berinteraksi dengan
reseptor tertentu, dapat ditentujan dengan melihat prediksi energi bebas
pengikatan. Semakin negatif energi Gibbs, semakin tinggi interaksi pengikatan
antara ligan dan reseptor. Semakin rendah nilai resistansi, semakin kuat
pengikatan ligan ke protein, dan semakin tinggi jumlah ikatan hidrogen, semakin
kuat pengikatan ligan ke protein®. Hasil docking reseptor-ligan dapat dilihat pada
Tabel 4.4.

Tabel 4.4. Docking Antara Reseptor — Ligan

Cembranoid-type diterpene ALK
AG (Energi Gibbs) -5.06
pKi (Koefisien Hambatan)

Jumlah ikatan hidrogen
194,8 uM
1H >
LYS894
(2,029
Angstrom)

Dari hasil pada tabel di atas, kita dapat melihat bahwa ALK menunjukkan
AG yang sangat negatif saat berinteraksi dengan cembranoid-type diterpene. ALK
juga memiliki koefisien hambatan yang sangat rendah. Nilai AG yang sangat
negatif dan koefisien penghambatan yang sangat kecil memungkinkan kita untuk

menyimpulkan bahwa ALK memiliki kemungkinan potensi berikatan dengan
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cembranoid-type diterpene.

4.1.5 Pembahasan Hasil

Daun tembakau murni (Nicotiana tabacum L.), lebih dikenal dalam dunia
produksi rokok, sumber protein nabati seperti pakan hewan, fitoremediasi, yaitu
proses pembersihan lingkungan dari polusi serta berfungsi sebagai komoditas
ekspor yang dapat meningkatkan devisa negara. Produksi daun tembakau murni di
Indonesia pada tahun 2020 tercatat mencapai sekitar 197.250 ton, yang
menjadikan Indonesia sebagai negara penghasil tembakau terbesar keenam di
dunia, setelah Cina, Brazil, India, Amerika Serikat, dan Malawi. Kontribusi

Indonesia terhadap total produksi tembakau dunia adalah sekitar 1,91%."

Daun tembakau murni (Nicotiana tabacum L.) mengandung banyak
komponen bioaktif seperti alkaloid, terutama nikotin yang menjadi alkaloid utama
dalam tembakau, yang dikenal karena efek stimulannya pada sistem saraf.
Alkaloid lainnya yang terdapat dalam daun tembakau murni termasuk piridin dan
indol, yang berkontribusi pada bioaktivitas seperti sifat antijamur dan
antimikroba. Selain itu, daun tembakau murni juga mengandung polifenol seperti
Asam Klorogenik sebagai antioksidan, dan terpenoid yang termasuk seskuiterpen

dan diterpenoid, yang memiliki efek antikanker dan anti-inflamasi.'

Hasil analisis GC-MS didapatkan Senyawa aktif Cembranoid-type
diterpene didapatkan dalam bentuk thunbergol. Cembratrienol disebut juga
dengan thunbergol atau isocembrol ataun; Q67880110; 4-Isopropyl-1,7,11-
trimethyl-2,7,11-cyclotetradecatrien-1-ol;4-Isopropyl-1,7, 11-trimethyl-2, 7, 11-
cyclotetradecatrien-1-ol#; (I1R,2E,4S,7E, 11 E)-4-Isopropyl-1,7, 1 1 -trimethylcyclotet
radeca-2,7,11-trienol, Penelitian sebelumnya mengungkapkan bahwa Cembranoid
Type-Diterpene terutama «o-2,7,11-cyprotermine-4,6-diol atau a-CBD dapat
menghambat proliferasi dan mengurangi viabilitas sel yang dibuktikan dengan uji
MTT pada cell line hepatocellular carcinoma. o-CBD juga terbukti dapat

mempengaruhi permeabilitas membran sel dan memicu jalur apoptosis. Analisis
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transkriptom sel HepG2 pada HCC yang mendapatkan perlakuan dengan a-CBD
menunjukkan perubahan signifikan dalam ekspresi genetik. Khususnya, jalur yang
terlibat dalam apoptosis seperti pS3-PUMA, jalur PI3K-Akt, dan jalur inflamasi
seperti IL-1-NF-«B. Ini menunjukkan bahwa CBDs dapat memodulasi jalur
pensinyalan yang mengatur proliferasi dan pertahanan hidup sel. Penelitian
lainnya pada kanker kolorektal menemukan bahwa dengan menghambat sitokin
dan enzim pro-inflamasi seperti COX-2 dan iNOS, cembranoid-type diterpene
menghasilkan lingkungan sel yang tidak menguntungkan untuk pertumbuhan dan
proliferasi kanker. Cembranoid-type diterpene juga telah terbukti dapat
memengaruhi transisi siklus sel pada fase G1/S, secara efektif menghentikan
pertumbuhan sel kanker dan menginduksi stres oksidatif dengan menghasilkan
spesies oksigen reaktif (ROS) yang menyebabkan kerusakan dan apoptosis pada
sel kanker kolorektal Caco-2 sehingga menghasilkan nilai IC50 lebih besar dari
100 pM."”

Kanker paru-paru muncul akibat mutasi pada gen pemicu tumor dan
onkogen, terutama ALK. Mutasi ini lebih umum terjadi pada kanker paru-paru
pada orang yang bukan perokok dibandingkan pada perokok. Penelitian ini
menunjukkan bahwa gugus amina khas akibat ikatan C-H, gugus aromatik C=C,
gugus -CH3, gugus amina tersier aromatik, amina tersier alifatik, gugus O-H dan
gugus amina tersier diidentifikasi melalui studi karakterisasi FTIR. Mereka
menemukan bahwa senyawa cembranoid-type diterpene terdeteksi pada daun
tembakau. Studi GC-MS mengungkapkan bahwa senyawa cembranoid-type
diterpene aktif diperoleh dalam bentuk thunbergol yang memiliki rumus molekul

CroH340.

Hasil docking molekuler menunjukkan bahwa ligan CBD mengikat
reseptor ALK dengan evaluasi 4G yang sangat negatif, nilai dan koefisien
penghambatan yang sangat kecil. Telah ditunjukkan bahwa ALK kemungkinan

bereaksi dengan cembranoid-type diterpene. Hal ini sesuai dengan teori bahwa
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mutasi genetik paling umum pada kanker paru-paru melibatkan gen ALK yang
memengaruhi kodon 12 atau 13. ALK juga mengkodekan aktivitas GTPase dari
protein yang mengatur pertumbuhan sel, diferensiasi, dan apoptosis. Hasil yang
diperoleh konsisten dengan hipotesis H1 bahwa ada interaksi signifikan antara
cembranoid-type diterpene dan juga menyatakan bahwa cembranoid dapat

digunakan sebagai agen terapeutik melawan mutasi gen ALK.

Sudah ada beberapa literatur tentang teori dan penelitian mengenai kanker
paru-paru. Salah satunya adalah pekerjaan pada ALK, khususnya mutasi
pada kodon 12 dan 13. Namun, sedikit penelitian yang telah dilakukan pada
cembranoid sebagai inhibitor ALK. Literature review ini membuktikan teori
penggabungan CBD ke protein ALK untuk kanker paru-paru dan menunjukkan
bahwa CBD dapat dikembangkan sebagai kemungkinan pengobatan herbal alami
yang menargetkan protein tersebut melalui uji praklinis dan klinis yang valid.
Keterbatasan teori dan kajian pustaka ini adalah belum adanya studi praklinis atau
klinis yang dilakukan, dan hasil aktual terkait mutasi gen ALK hanya dibuktikan
dengan uji in silico yang dilakukan menggunakan Artificial Intelligence yaitu

AutoDock.
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BABYV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Studi ini menunjukkan bahwa gen KRAS adalah gen yang paling sering
bermutasi pada kanker paru-paru dan dapat menjadi target potensial untuk terapi
berbasis senyawa alami. Analisis in silico senyawa cembranoid-type diterpene
yang diekstrak dari daun tembakau menunjukkan bahwa:

1 Telah ditemukannya teori awal senyawa CBD dari daun tembakau sebagai
kandidat terapi alami pengobatan kanker paru.

2 Terdapat mekanisme mutasi pada gen ALK dengan kejadian kanker paru-paru

3 Adanya karakterisasi senyawa cembronoid dari daun tembakau

4 Terdapat mekanisme interaksi (docking molekuler) antara senyawa
golongan CBD terhadap protein KRAS

5 Adanya analisis CBD daun tembakau sebagai anti kanker paru

Hasil ini mendukung potensi thunbergol atau cembranoid-type diterpene
sebagai inhibitor ALK yang dapat dikembangkan lebih lanjut untuk terapi

penunjang kanker paru-paru berbahan dasar bahan alam.

5.2 Saran

Langkah selanjutnya untuk melengkapi penelitian ini adalah melakukan uji
in vitro dan in vivo untuk mengonfirmasi hasil simulasi mengenai khasiat dan
mekanisme kerja diterpen cembranoid terhadap ALK. Disarankan agar bahan aktif
dikembangkan sebagai agen terapeutik dalam bentuk sediaan oral, injeksi atau

inhalasi untuk pengobatan adjuvan kanker paru-paru.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Spektrum Gugus Fungsi Ekstrak Daun Tembakau

-

Lampiran 2. Cembranoid-type diterpene (Thunbergol) pada GC-MS
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Lampiran 3. Identifikasi komponen kualitatif daun tembakau
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Lampiran 4. Surat identifikasi tanaman di Laboratorium Herbarium
Medanese (MEDA)

HERBARIUM MEDANENSE

(MEDA)
UNIVERSITAS SUMATERA UTARA

JL. Bioteknologi No.| Kampus USU, Medan ~ 20155
Telp. 061 - §223864 Fax. 061 - 5214290 E-mail pursahampasariby G yahoo.com

Medan, 14 Juni 2022
No, 90-IIMEDA/2021
Lamp,
Hal Hanl Identifikasi
Kepada YTH,
Sdrfi : Afifah Endah Dwi Purianti
NIM + 2108260120

Instansi  : Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Dengan hormat,

Bersama ini disampaikan hasil identifikasi tumbuban yang saudas kirimkan ke Herbarium
Medanense, Universitas Sumatera Utara, sebagaj berikut:
Kingdom ; Plantse

Divist : Spermatophyta

Kelas  : Dicotyledoncae

Ordo ! Solanales

Famili : Solanaceas

Genus : Nicotiana

Spesics  : Nicosiona fabacum L.

Nama Lokal: Daun Tembakau Musni

Demikian, semoga berguna bagi sandara,

NIPI972112I 1998023001
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Lampiran 5. Surat izin penelitian dari Komisi Etik FK Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara

= —

UMSU
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_KOMIS! ETIK PENELITIAN KESEHATAN “
HEALTH RESEARCH ETHICS COMITTEE

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA

FACULTY OF MEDICINE UNIVERSITY OF MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA

KETERANGAN LOLOS KAJI ETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL APPROVAL
“ETHICAL APPROVAL"
No : B16/KEPKIFKUMSU2022
Protokol penelitian yang diusulean oleh :
The Ressarch prafocol propased by
- Teuky Baihaqi Sepliady
Principal in inveshgalor
Anggota . Afifah Endah Dwi Purianti, indyra Mahrani Muhammadi Rafly Hidayatufish Ainur Rofig
Member
Dosen Pembimbing : Dr.dr.Humgirah Medina Liza Lubis M. Ked(PA), Sp PA
Leclurs
Nama Insttusi : Fakultas Kedokleran Universitas Muhammadiysh Sumatera Utara
Name of the Instutution Facy of Medicine University of Muhammediyah Sumafers Wara
Cengan Judut
Tittle

“UTILITAS SENYAWA AKTIF CEMBRANOID TYPE DITERPENE DAUN TEMBAKAU MURNI (NICOTIANA TABACUM L.) SEBAGAI
KANDIDAT TERAPI PENUNJANG KANKER PARU"

“UTILITY OF ACTIVE COMPOUND CEMBRANOID TYPE DiTERPENE PURE TOBACCO LEAVES (NICOTIANA TABACUM L) AS A
THERAPEUTIC CANDIDATE SUPPORTING LUNG CANCER"

Dinyatakan layak etk sesuai 7 {tujub) Standar WHO 2011, yaity 1) Nilai Sesial, 2) Nilal limiah
3) Pemerataan Beban dan Manfaat, 4) Resiko, 5) Bujuikan | Eksploitast, 6) Kerahasiaan dan Privacy, dan
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