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ABSTRAK

Latar Belakang: Kanker serviks adalah keganasan yang terjadi pada bagian serviks dari
organ rahim. Sampai saat ini kanker serviks masih banyak terjadi bahkan jumlah
kejadiaannya terus meningkatsignifikan di dunia dan Indonesia. Metabolic reprogramming
karena mutasi onkogenik memegang peranan penting dalam tumorigenesis kanker serviks.
Aktivitas pengangkut glukosa dan enzim merupakan faktor timbulnya efek Warburg yang
mendukung meningkatnya kadar glukosa dan laktat di lingkungan mikro tumor, sehingga
mempromosikan proliferasi sel kanker. Salah satu protein yang berperan pada jalur ini adalah
IGF2BP2 dan MYCBP yang dapat mempromosikan perkembangan kanker. Riset ini
menggunakan produk alam yaitu Daun Kale (Brassica oleracea L) yang mengandung
senyawa Indole-3-Carbinol yang memiliki efek anti-kanker dengan memengaruhi berbagai
jalur pensinyalan seluler, Metode: Penelitian ini menggunakan uji in siliko dengan molecular
docking dari senyawa Indole-3-Carbinol Daun Kale dengan target protein IGF2BP2 dan
MYCBP dengan control positif obat konvensional kanker yaitu 5-Fluorouracil dan
Doxorubicin. Hasil: Nilai AG (Gibbs Energy) untuk Indole-3-Carbinol, doxorubicin, dan 5-
fluorouracil adalah -5.75, -4.45, dan -6.90 kkal/mol. Sedangkan nilai pKi masing 61.23,
549.10, dan 8.72 uM. Dari hasil di atas, dengan menggunakan simulasi molekuler, kami
menemukan bahwa Indole-3-Carbinol memiliki afinitas pengikatan yang lebih besar
dibandingkan 5-fluorouracil.. Kesimpulan: senyawa Indole-3-Carbinol daun Kale memiliki
potensi yang baik sebagai kandidat obat antikanker serviks, dengan tertarget protein
IGF2BP2.

Kata kunci: Kanker Serviks, IGF2BP2, MYCBP, Indole-3-Carbinol, Daun Kale, Efek
Warburg, In Siliko
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ABSTRACT

Background: Cervical cancer is a malignancy that occurs in the cervical part of the uterine
organ. Until now, cervical cancer is still common and the number of cases continues to
increase significantly in the world and Indonesia. Metabolic reprogramming due to
oncogenic drugs plays an important role in cervical cancer tumorigenesis. The activity of
glucose transporters and enzymes is a factor in the emergence of the Warburg effect which
supports an increase in glucose and lactate levels in the tumor microenvironment, thereby
encouraging cancer cell proliferation. One of the proteins that plays a role in this pathway is
IGF2BP2 and MYCBP which can increase cancer development. This research uses a natural
product, namely Kale Leaves (Brassica oleracea L) which contains the Indole-3-Carbinol
compound which has anti-cancer effects by influencing various cellular signaling pathways.
Method: This research uses an in silico test with molecular docking of the Indole-3
compound -Kale Leaf Carbinol targets IGF2BP2 and MYCBP proteins with positive controls
for conventional cancer drugs, namely 5-Fluorouracil and Doxorubicin. Results: AG (Gibbs
Energy) values for Indole-3-Carbinol, doxorubicin, and 5-fluorouracil were -5.75, -4.45, and
-6.90 kcal/mol. Meanwhile, the pKi values were 61.23, 549.10, and 8.72 uM respectively.
From the results above, using molecular simulations, we found that Indole-3-Carbinol has a
greater binding affinity than 5-fluorouracil. Conclusion: Kale leaf Indole-3-Carbinol
compound has good potential as a candidate for cervical anticancer drugs. with the targeted
protein IGF2BP2.

Keywords: Cervical Cancer, IGF2BP2, MYCBP, Indole-3-Carbinol, Kale Leaves, Warburg
Effect, In Silico
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Kanker serviks adalah kanker ganas yang terjadi pada lapisan epitel serviks. Kanker
serviks menempati urutan keempat di antara semua tumor ganas di seluruh dunia. Jumlah
kasus baru kanker serviks diperkirakan meningkat dari 570.000 menjadi 700.000 kasus
setiap tahunnya antara tahun 2018 dan 2030, dan jumlah kematian tahunan dari 311.000
menjadi 400.000 kasus. ' Di Indonesia, menurut data Global Burden of Cancer Study
2020, kasus kanker serviks menjadi penyebab kanker nomor dua dengan total kasus
sebanyak 36.633 kasus. Berdasarkan data tersebut, kanker serviks merupakan kanker
terbanyak kedua di Indonesia setelah kanker payudara dan juga penyebab kematian akibat
kanker terbanyak ketiga dengan 21.003 kematian.?

Human papillomavirus (HPV) risiko tinggi, dengan tipe genotipe HPV 16 dan 18 yang
menghasilkan protein E6 dan E7, adalah penyebab paling umum kanker serviks, terutama
dengan menginfeksi keratinosit basal skuamosa yang berdiferensiasi buruk dan memicu
tumorigenesis. Infeksi HPV mengubah metabolisme sel tumor, mengarah ke
imunosupresi dan imunoprevensi, mengarah ke promosi tumorigenesis (mutasi
onkogenik), sebagaimana dibuktikan dengan peningkatan ekspresi protein E6 dan E7,
yang mempromosikan inaktivasi protein pemicu tumor penekan p53 dan pRb. dimana sel
membelah tak terkendali (abadi). Onkoprotein ini juga mencegah apoptosis,
meningkatkan ketidakstabilan genom, mencegah pemendekan telomer, meningkatkan
terjadinya angiogenesis dan memfasilitasi invasi dan metastasis.> Perubahan fenotipe
metabolik adalah salah satu tanda lingkungan mikro pasca infeksi. Lingkungan mikro
setelah infeksi HPV secara aktif mengontrol aktivitas metabolisme sel tumor, yang
merupakan faktor kunci dalam penyebaran HPV dan perkembangan kanker serviks.

Pada tahun 1920 Otto Warburg menemukan bahwa sel kanker mengambil glukosa lebih
besar. Sel kanker dapat menghasilkan energi dengan cara reaksi tanpa oksigen (glikolisis
aerobik) sehingga menyebabkan disfungsi dari mitokondria dimana hal ini menyebabkan
glukosa yang di ambil akan jauh lebih banyak menghasilkan asam laktat, peningkatan
asam laktat dalam jumlah yang banyak akan terjadi penggabungan biomassa, setelah
penggabungan biomassa akan berlanjut sebagai proliferasi tidak terkontrol sel kanker,
fenomena inilah yang disebut sebagai efek Warburg.”

Pemrograman ulang metabolik karena mutasi onkogenik memainkan peran penting



dalam tumorigenesis beberapa jenis kanker, termasuk kanker serviks. Aktivitas
transporter glukosa dan enzim merupakan faktor dalam menghasilkan efek Warburg,
yang mendukung peningkatan glukosa dan laktat di lingkungan mikro tumor, yang
mendorong proliferasi sel kanker. Efek Warburg sangat meningkatkan metabolisme
glikolisis, menghasilkan pelepasan oksigen dan laktat yang melimpah. Sel kanker sangat
bergantung pada glikolisis aerobik sehingga pembentukan laktat dari glukosa dapat terjadi
10-100 kali lebih cepat daripada oksidasi lengkap glukosa di mitokondria dalam kondisi
normal.® Sel kanker juga mengatur jalur mitokondria di lingkungan dua mikro tumor,
meningkatkan resistensi apoptosis dan kelangsungan hidup sel kanker.’

Salah satu protein yang terlibat dalam jalur pensinyalan ini adalah Insulin-like growth
factor-2 mRNA binding proteins (IGF2BPs) dan MYCBP dapat mempromosikan
perkembangan kanker dengan menstabilkan mRNA termetilasi dan meningkatkan
proliferasi sel tumor. * Penelitian ini akan meneliti efek fitokimia antikanker bersama
dengan produk alami dan patogenesis kanker serviks melalui jalur IGF2BP2 dan
MYCBP.

Penelitian ini menggunakan daun Kale (Brasscica oleracea L) yang kaya akan
glukosinolat dan produk hidrolisis terkait yang meliputi senyawa Indole-3-carbinol (13C)
yang dapat berfungsi sebagai penghambat efek Warburg dan meregulasi energi seluler
untuk menekan pertumbuhan dari sel kanker, sehingga sel kanker tidak dapat
berproliferasi. ® Studi epidemiologis menunjukkan bahwa daun Kale (Brasscica oleracea
L) ini dapat melindungi manusia dari kanker seperti kolorektal, paru, payudara serta
kanker prostat.’

Indole-3-carbinol (I13C) adalah produk alami yang terkandung dalam sayuran milik
keluarga Brassicaceae. Banyak penelitian menunjukkan bahwa 13C menekan proliferasi
berbagai sel kanker, termasuk sel kanker payudara, usus besar, prostat, dan endometrium.
Salah satu contoh sifat anti-proliferatifnya berasal dari penelitian yang dilakukan pada sel
epitel payudara non-tumorigenik dan tumorigenik (masing-masing MCF10A dan
MCF10CA1la), yang menunjukkan bahwa I3C menginduksi apoptosis pada sel kanker
payudara tetapi tidak pada epitel payudara non-tumorigenik. 13C dan salah satu produk
reaksinya, diindolylmethane (DIM), terlibat dalam induksi enzim detoksifikasi fase 1,
yang dapat mengakibatkan pemecahan karsinogen makanan lainnya. Studi in situ dan in
vivo menunjukkan peran I13C sebagai agen kemoprotektif pada kanker payudara dan
prostat. *°

Banyaknya kegagalan yang diamati dalam pengobatan kanker serviks, hal ini sangat
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menarik perhatian periset untuk melakukan kajian-kajian dari jalur pensinyalan seluler.
Terapi yang melibatkan inhibitor spesifik yang menargetkan satu jalur, tidak dapat
mengobati kanker dalam kasus-kasus tertentu. Namun, beberapa cara alami dengan
memanfaatkan senyawa yang tersedia, termasuk Indole-3-Crbinol yang dapat
menghambat kanker manusia dengan memengaruhi berbagai jalur pensinyalan seluler,
dan karenanya dapat didefinisikan sebagai agen multi target. Penelitian yang telah
dilakukan oleh Biersack pada 2020 membuktikan bahwa Indole-3-Carbinol adalah
senyawa yang berguna untuk mengatasi resistensi obat kanker dan tumor metastatik.**

Metode yang dilakukan pada penelitian ini adalah menggunakan analisis in siliko.
Setelah senyawa daun Kale (Brasscica oleracea L) diidentifikasi, selanjutnya dilakukan
analisis in siliko untuk menginvestigasi molecular docking dengan protein ligan.

Efek fitokimia dari daun Kale(Brasscica oleracea L) sebagai pemodulasi efek Warburg
sangat minim efek samping karena tujuan penggunaannya sebagai immunoterapi yang
tertuju langsung pada sel target kanker dibandingkan dengan metode terapi lain seperti
radioterapi dan kemoterapi. Dengan demikian, salah satu tujuan dari riset adalah untuk
menganalisis efek anti kanker Indole-3-Carbinol pada kanker serviks dengan menurunkan
kadar intake glukosa efek warburg dengan fokus pada pensinyalan IGF2BP2 dan
MYCBP..

1.2.Rumusan Masalah
Apakah ada potensi senyawa Indole-3-Carbinol Daun Kale (Brassica oleracea L)
terhadap kanker serviks tertarget protein IGF2BP2 dan MYCBP ?
1.3.Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah menjelaskan adanya potensi senyawa
Indole-3-Carbinol Daun Kale (Brassica oleracea L) kejadian kanker serviks tertarget
protein IGF2BP2 dan MYCBP.
1.3.2. Tujuan Khusus
1. Mempelajari mekanisme interaksi in siliko (molecular docking) antara senyawa
golongan Indole-3-carbinol terhadap protein IGF2BP2.
2. Mempelajari mekanisme interaksi in siliko (molecular docking) antara senyawa

golongan Indole-3-carbinol terhadap protein MYCBP.
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1.4. Manfaat Penelitian

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

Bidang Penelitian

1. Terungkapnya senyawa golongan Indole-3-carbinol dari daun Kale (Brasscica
oleracea L) serta peranannya sebagai antikanker serviks.

2. Menjadi literasi dan pijakan pada riset selanjutnya yang mengarah kepada
penemuan antikanker dengan memanfaatkan ekstrak senyawa Indole-3-carbinol
dari daun Kale (Brasscica oleracea L).

3. Hasil penelitian diharapkan dapat menyediakan data bagi peneliti lain yang ingin
melakukan penelitian di bidang yang sama.

Bagi Pendidikan

Hasil penelitian diharapkan dapat menjadi sumber informasi yang dapat
dimanfaatkan untuk mengembangkan ilmu pengetahuan yang dapat berkaitan dengan
potensi senyawa Indole-3-Carbinol Daun Kale (Brassica oleracea L) kejadian kanker
serviks tertarget protein IGF2BP2 dan MYCBP.

Bagi Peneliti

Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan wawasan dan pengetahuan
yang luas serta dapat mengaplikasikannya, memberikan pengalaman yang berharga
bagi peneliti dalam memperluas dalam keterampilan untuk melakukan uji molecular

docking.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.Serviks Uteri

2.1.1. Anatomi Serviks Uteri

Serviks uteri merupakan bagian paling distal dari organ uterus (rahim) atau
biasanya disebut bagian leher daripada uterus (leher rahim). Serviks berada setinggi
dengan bagian dari atas plika vesico - uterina. Bagian belakang serviks tertutup oleh
peritoneum sedangkan bagian lateral serviks terhubung dengan pelvis dari
ligamentum kardinal. Serviks uteri memiliki ukuran berkisar antara 2-3 cm dan
berakhir pada istmus atau segmen bawah organ uterus paling proksimal. Serviks pula
merupakan bagian penghubung antara corpus uteri dengan vagina. Paling ujung
serviks terdapat struktur seperti kubah yang masuk kedalam vagina dan forniks lalu
terhubung pada bagian dinding vagina di sekitaran tepi dari serviks. serviks terdiri
dari dua bagian yaitu endoserviks dan ektoserviks.*?

1. Endoserviks / Kanalis Servikalis

Endoserviks adalah bagian paling proksimal dan murupakan bagian dalam
daripada serviks. Bagian kanal serviks disebut juga sebagai kenalis servikalis.
Endoserviks dilapisi oleh pelapis epitel kolumnal sederhana yang berfungsi
menghasilkan lendir. Ujung kanalis serviks terdapat penyempitan serta bagian terbuka
yang dikenal sebagai ostium uteri interneum (OUI)

2. Ektoserviks

Ektoserviks adalah penonjolan yang terdapat dalam vagina. Ektoserviks

dilapisi epitel skuamosa non-keratin. Bagian yang terbuka pada ektoserviks disebut

juga sebagai ostium uteri eksternum (OUE).

Uterus
Internal os

Fallopian tube - ‘ //'--_ i
’ - - Endocervical canal
Ovary — .-—"" _.-"' \
el — |

| External os

- 4 \ /
T . \\ - Ectocervix
Vagina \\ /

e — . I

Gambar 2.1 Anatomi Serviks.*®

Serviks dan uterus mendapatkan pasokan darah dari arteri uterine yang berasal



dari cabang arteri iliaca interna. Mendapatkan pula dari arteri vaginal cabang dari
arteri uterus. Terdapat pembuluh darah vena melalui plexus venosus uterine
mengalirkan darah ke vena iliaca interna. Plexus venosus uterin beranastomosis

dengan vena rectalis superior, di sisi bagian bawah dari struktur excavatio recto

uterina / cavum douglassis. Drainase limfatik dari serviks uteri melewati nodus
|12

limfatika di iliaca, sacrum dan inguina

Internal iliac artery

~\ teachmeanatomy

Gambar 2.2 Suplai Darah Arteri.*
2.1.2. Histologi Serviks Uteri

Bagian serviks lebih di dominasikan oleh jaringan ikat dan hanya terdapat
sekitar 10% dari otot polos. Hal ini berbeda dengan bagian - bagian uterus lain
yang dimana di dominasikan dengan otot polos dibandingkan jaringan ikat.
Dinding serviks tersusun dari jaringan ikat padat yang banyak mengandung serat
kolagen dan elastin.*?

Ektoserviks dilapisi dengan epitel skuamosa bertingkat, yang tidak
terkeratinisasi. Estrogen dapat meningkatkan penyimpanan glikogen di lapisan
tengah dan atas epitel. Ada beberapa bagian yang menunjukkan kelenjar serviks
yang mirip dengan penonjolan serviks. Bagian endoservik dilapisi dengan epitel
kolumnar sederhana. Banyak kelenjar dengan selaput lendir menembus 2-3 mm ke
dalam dinding serviks, memungkinkan bagian endoserviks ini mengeluarkan
lendir. Kelenjar serviks adalah bentuk bercabang dari sel penghasil lendir yang
terletak di lamina propria. Diantara ektoserviks dan endoserviks terdapat suatu
zona yang disebut sebagai zona transformasi yaitu daerah transisi antara dua
endoserviks dan ektoserviks. Transformation zone ini sering disebut sebagali
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squamocolumnar junction yang dianggap sebagai tempat utama dari infeksi HPV.
1516

Gambar 2.3 Histologi Serviks.*
2.2. Kanker Serviks

Kanker serviks merupakan keganasan pada leher rahim yaitu bagian paling
distal dari uterus yang menonjol ke ujung liang vagina. *’ Kanker serviks terbagi
menjadi 2 yaitu CSCC : cervical squamous cell carcinomas yaitu berasal dari sel
skuamosa dan adenocarcinoma cervical berasal dari sel glandular serviks.
Keganasan pada serviks bermula muncul dari epitel serviks yang normal melalui
perkembangan secara progresif dari lesi intraepitel serviks dimana HPV menjadi

penyebab utama. 8

2.2.1. Epidemiologi Kanker Serviks

Kanker serviks menempati peringkat ke empat di antara kanker keganasan
penyebab kematian pada wanita di seluruh dunia versi WHO. Jumlah kasus
kanker serviks setiap tahun bertambah jumlah nya, diperkirakan jumlah kasus
meningkat dari 570.000 menjadi 700.000 kasus setiap tahunnya antara tahun 2018
hingga 2030. Jumlah kematian yang diakibatkan kanker serviks pula diperkirakan
naik dari 311.000 kasus menjadi 400.000 kasus. ! Global Burden of Cancer
(GLOBOCAN) menjadikan kanker serviks pada urutan ke-2 sebagai kasus kanker
baru terbanyak pada tahun 2020 dan menempati urutan ke-3 sebagai penyebab
kematian karna keganasan oleh wanita.*

Berdasarkan data Global Burden of Cancer Study 2020, kasus kanker serviks
di indonesia menjadi penyebab kanker nomor dua terbanyak setelah kanker
payudara dengan total kasus sebanyak 36.633 kasus dan juga penyebab kematian
akibat kanker terbanyak ketiga dengan total 21.003 kasus kematian dengan 9%

kematian yang disebabkan kanker di indonesia.’ Data dari Badan Registrasi
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Kanker Ikatan Dokter Ahli Patologi Indonesia (IAPI), menunjukan bahwa kanker
leher serviks menduduki peringkat pertama dengan jumlah (17,2%) dari seluruh
kasus kanker, lalu diikuti kanker payudara dengan jumlah (12,2%). % Data
prevalensi kasus kanker serviks berdasarkan provinsi di Indonesia pada tahun
2017 menunjukkan provinsi papua barat menduduki posisi pertama tingkat kasus
terbanyak, lalu disusul dengan provinsi maluku utara dan Gorontalo. Sedangkan
provinsi dengan tingkat kasus kanker serviks terendah pada provinsi Kalimantan

timur lalu diikuti provinsi sumatera utara dan Sumatera selatan.*

Number of new cases in 2020, females, all ages

Breast
Other cancers 65 858 (30.8%)
74 681 (35%)

Thyroid
9 053 (4.2%)

Colorectum
12 425 (5.8%)

Cervix uteri
Ovary 36 633 (17.2%)

14 896 (7%)

Total: 213 546
Gambar 2.4 Jumlah kanker wanita indonesia. 2

2.2.2. Faktor risiko kanker serviks

Banyak sekali faktor risiko seseorang dapat terkena kanker serviks. Dilansir
dari kementrian kesehatan 2019 ada beberapa yang dapat menjadi faktor risiko
diantara nya wanita yang menikah atau berhubungan seksual di usia muda, pernah
mengalami infeksi kelamin atau panggul, memiliki banyak pasangan seks atau
berganti ganti pasangan. wanita yang telah melahirkan banyak anak, serta wanita
perokok pasif. !’

Melakukan hubungan seksual dibawah 18 tahun akan meningkatkan risiko
terkena kanker serviks hingga dua kali lipat. Melakukan hubungan seksual dengan
lebih dari satu pasangan juga dapat meningkatkan risiko terkena kanker serviks
hingga dua kali lipat. Wanita yang telah melahirkan banyak anak melalui
pervaginam diketahui dapat meningkatkan risiko terkena kanker serviks. Merokok

pula berkontribusi aktif terhadap risiko seseorang terkena kanker serviks. Zat
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sampingan tembakau dapat menghancurkan sel DNA di serviks, yang dapat
berkontribusi pada perkembangan kanker serviks, wanita yang merokok akan
lebih berisiko terkena kanker serviks dibanding wanita yang tidak merokok.
Seorang perokok mungkin memiliki sistem kekebalan tubuh yang lemah untuk
melawan infeksi HPV, sehingga meningkatkan kemungkinan perkembangan dari
infeksi HPV menjadi keganasan pada serviks. Pernah mengalami infeksi kelamin
seperti klamida dan herpes genitalia diketaui meningkatkan risiko terinfeksi HPV
16. Penggunaan kontrasepsi oral dalam jangka waktu yang lama juga diketahui
dapat meningkatkan seseorang terinfeksi kanker serviks. Diketahui wanita yang
telah mengkonsumsi kontrapsepsi oral dalam jangka waktu yang lama >5 tahun
meningkatkan risiko 1,9 kali lipat terkena kanker serviks.?
2.2.3. Etiologi Kanker Serviks

Etiologi paling sering dari kanker serviks adalah Human Papillomavirus
(HPV).?2 Hampir 95% kanker serviks disebabkan oleh infeksi HPV. Jenis HPV
paling banyak menginfeksi adalah HPV-16 dan HPV 18. HPV-16 menginfeksi
hampir 50% total penyebab kanker serviks. Sedangkan HPV-18 sendiri mencapai
angkat 10 - 15% penyebab kanker serviks. HPV terbagi dua yaitu HPV risiko
tinggi (Onkogenik) dan HPV risiko rendah (non-onkogenik). HPV risiko tinggi
terdiri dari HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45,
HPV-51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-68, HPV-69 dan 82.
Sedangkan HPV risiko rendah terdiri dari HPV-6, HPV-11, HPV-40, HPV-42,
HPV-43, HPV-44, HPV-54, HPV-61, HPV-72 dan HPV-81.%

2.2.4. Patogenesis Kanker Serviks

Human Papillomavirus dapat masuk ke epitel sel serviks melalui lesi yang
terdapat pada serviks. Bagian pada basal ini mengandung sel yang belum matang
dan akan terus berproliferasi. Pada saat sel epitel basal matang, replikasi dari HPV
meningkat dan gen E6 dan E7 yang mengkode protein dari kanker akan
meningkat. Pada tahap ini mulai terjadi perubahan yang secara abnormal pada sel
yang mengarah pada kegagalan apoptosis. Ketika sudah terjadi kegagalan
apoptosis maka sel kanker akan terus berproliferasi tidak terkendali sehingga
membuat keganasan pada sel kanker. # Integrasi ini akan menyebabkan
peningkatan ekspresi dri protein E6 dan protein E7. Kedua protein ini akan

menghalangi regulasi siklus sel dengan cara mengikat dan melemahkan atau
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mematikan dua protein supresor tumor yaitu protein p53 dan retinoblastoma
(PRb).**

E6 memediasi degradasi penekan tumor p53, dan E7 dapat membentuk
kompleks dengan penekan tumor retinoblastoma pRB. Kedua oprotein ini bekerja
sama dalam menghalangi kontrol anti-proliferasi sel. Onkoprotein virus HPV EG6
dan E7 memainkan peran penting dalam mendorong sel menuju onkogenesis.
Dalam proses replikasi genom virus, mereka dapat menginduksi banyak
keunggulan untuk sel kanker vyaitu proliferasi seluler yang tidak terkendalli,
angiogenesis, invasi, metastasis, dan aktivitas telomerase yang tidak terbatas
bersama dengan penghindaran apoptosis dan aktivitas
penekan pertumbuhan.Hambatan ini akan menurunkan imun dan virus terus
berkembang, yang berujung kegagalan apoptosis serta proliferasi yang tidak

terkendali.?*®

2.2.5. Diagnosis Kanker Serviks
a) Pemeriksaan Pap Smear
Pada tahun 1920, Dr. George Papinicolao menemukan untuk
membedakan sel serviks normal dan sel ganas dapat dilakukan dengan
pemeriksaan hapusan secret vagina yang dioleskan pada kaca objek dilihat
pada mikroskop, metode inilah yang di kenal sebagai Pemeriksaan Pap
Smear. Hingga saat ini pemerikasaan pap smear digunakan sebagai alat
skrining kanker serviks wanita sedari usia 21 tahun.”®
b) Kolposkopi
Kolposkopi adalah pemeriksaan menggunakan alat yang disebut
colposcope, alat tersebut dimasukan kedalam vagina sebagai visualisasi.
Kedalam serviks diberikan lapuran asam asetat sebanyak 30% selama 60 —
90 detik. Larutan ini berguna untuk menghidrasi sel sehingga sel — sel
skuamosa dengan inti besar dan padat (sel yang terinfrksi HPV) akan
memantulkan cahaya bewarna putih, atau yang disebut sebagai
“acetowhite”.
c) Biopsi
Biopsi adalah prosedur pemeriksaan yaitu mengambil sampel jaringan
pada serviks lalu di periksa dibawah mikroskop. Sampel jaringan yang

dapat diambil bisa dari endoserviks ataupun ektoserviks. Ada beberapa
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metode biopsi yang dapat dilakukan yaitu ; Biopsi punch adalah prosedur
di mangambil sepotong jaringan kecil dikeluarkan menggunakan
instrumen, terkadang dapat mengambil dari beberapa area. Kuretase
endoserviks adalah prosedur pengambilan jaringan menggunakan Kkuret
dan hanya mengambil sejumlah Kkecil jaringan. Loop electrosurgical
excision procedure (LEEP) adalah prosedur menggunakan loop lingkaran
kawat tipis yang tedapat arus listrik untuk menghilangkan area abnormal

pada serviks.?"?®

2.2.6. Stadium Kanker Serviks
Untuk menentukan stadium/stage kanker serviks dapat menggunakan
international Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO). Secara garis besar

terdapat 4 stadium dalam kanker serviks yang diuraikan sebagai berikut ;?°

Tabel 2.1 Stadium kanker serviks berdasarkan FIGO (2018)

Stage keterangan

I Sel kanker telah menginvasi serviks dan penyebaran terbatas pada rahim

IA | Karsinoma telah menginvasif, tetapi hanya terbatas pada leher rahim,

dapat didiagnosis hanya dengan mikroskop.

IA1l | Invasi sel kanker karsinoma dengan kedalaman <3 sampai dengan <7

mm dengan penyebaran horizontal.

IA2 | Invasi sel kanker karsinoma dengan kedalaman <5 sampai dengan <7

mm dengan penyebaran horizontal.

IB | Tumor lebih besar tetapi masih terbatas pada leher rahim

IB1 | Terdapat lesi mikroskopis >IA2 atau lesi tumor yang terlihat secara klinis

<4 cm dengan kedalaman 7mm.

IB2 | Terdapat lesi mikroskopis >I1A2 atau lesi tumor yang terlihat secara klinis

>4 cm dengan kedalaman 7mm.

I Penyebaran sel kanker telah mencapai pada area di luar rahim teteapi
masih didalam area panggul terdekat seperti vagina dan jaringan terdekat

serviks.

1A | Ekstensi dari tumor di luar serviks ke vagina tetapi tidak sampai ke

sepertiga bagian bawah vagina. Tidak terdapat invasi parametrial.
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1ALl | Terdapat tumor <4cm.

[1A2 | Terdapat tumor >4cm.

1B | Ekstensi dari tumor di luar serviks. Invasi telah menapai parametrial
tetapi tidak sampai ke dinding sisi panggul dan tidak sampai ke sepertiga
bagian bawah dari vagina.

I Tumor telah mencapai dari sepertiga bagian bawah vagina serta dan atau
disertai penyebaran ke bagian dari dinding panggul; dapat menyebabkan
pembengkakan ginjal, seperti hidronefrosis; menghentikan fungsi ginjal;
dan/atau serta melibatkan kelenjar getah bening regional.

I1IA | Ekstensi dari tumor ke bagian sepertiga bagian bawah vagina dan atau
tidak disertai penyebaran ke dinding sisi panggul.

I1IB | Ekstensi daari tumor ke bagian dinding sisi panggul dan menyebabkan
hidronefrosis atau gagal ginjal.

I11C | Ekstensi tumor ke bagian kelenjar getah bening regional.

IV | Penyebaran tumor mecapai mukosa kandung kemih atau rektum
(dibuktikan dengan pemeriksaan biopsi), dengan atau tidak mecapai ke
panggul sejati.

IVA | Ekstensi tumor kanker telah menginvasi kandung kemih ataupun rektum.

IVB | Kanker telah bermetastasis jauh ke tubuh atau organ lain.

fallopian tube ovary
\
‘I
\ lateral

: pelvic wall
/
uterus
/"’\ endocervix
ectocervix —+— vagina

(@) FIGO stage IA
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Gambar 2.5. Stadium Kanker FIGO 2018.27%

2.3. Metabolisme Pada Kanker

Bermula dari tahun 1927 dari penemuan Otto Warburg yaitu “Warburg Effect”

yang menyatakan bahwa sel kanker dapat memanifestasikan fenotip metabolik yang

unik, ditandai dengan terjadi nya peningkatan konsumsi glukosa dibandingkan

dengan sel norml. Efek Warburg mengarah pada gagasan bahwa kanker adalah

penyakit yang berhubungan dengan metabolik, sebuah gagasan yang didukung

secara luas hingga tahun 1970-an ketika konsep baru muncul yaitu konsep kanker

sebagai kelainan genetik. Beberapa tahun belakangan ini, gagasan kanker sebagai

gangguan dari metabolisme telah muncul kembali. Ironisnya, pertumbuhan ini juga
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didukung oleh teknologi sekuensing yang ditingkatkan dan ditambah dengan
peningkatan oleh data genetik serta peningkatan aksesibilitas ke metabolomik.
Karena hal tersebut menyebabkan penemuan onkometabolit. * *

Onkometabolit merupakan metabolit seluler endogen yang terkumpul dalam
tumor yeng berfungsi sebagai pertahanan dan pertumbuhan tumor serta metastasis.
Pada awalnya Penemuan 2-hydroxyglutarate sebagai modulator onkometabolit
dalam konsentrasi tinggi dalam glioma menyebabkan penemuan onkometabolit lain
dan pada jenis kanker yang berbeda-beda. Kerja Onkometabolit 2-hydroxyglutarate
secara fungsional merubah pola metilasi histon, mengubah ekspresi diferensial gen,
serta menghasilkan karsinogenesis. Onkometabolit yang ditemukan pada baru —
baru ini adalah fumarat pada karsinoma sel ginjal, onkometabolit sarcosine terdapat
pada kanker prostat, onkometabolit glisin terdapat pada kanker payudara,
onkometabolit asparagin terdapat pada kanker darah, onkometabolit kolin terdapat
pada kanker otak, onkometabolit, glukosa, laktat, serin, serta glutamin pada jenis
kanker lain. Peningkatan serta akumulasi dari onkometabolit pada kanker terkait
dengan kebutuhannya untuk mempertahankan proses glikolisis aerobik,
glutaminolisis, ataupun sametabolisme satu karbon. Penemuan onkometabolit ini
dapat sebagai bukti bahwa terdapat keadaan pada kanker, serta menghubungkan

bahwa munculnya kanker dengan terjadinya gangguan dalam produksi energi.*°

2.3.1. Reprogramming Metabolisme Glukosa
Sel kanker memerlukan makromolekul yang sangat tinggi untuk
mempertahankan keadaan proliferasinya. Sel kanker bargantung pada glikolisis
untuk menghasilkan ATP dengan menghasilkan laktat. Sel yang berkembang
dengan sangat cepat membutukan banyak sekali molekul ATP, Warburg
menjelaskan bahwa terjadinya peningkatan ketergantungan pada glikolisis berasal

dari tidak berfungsi nya mitokondria pada sel kanker.*

2.3.2. Mekanisme Reprogramming Metabolisme Glukosa
Metabolisme glukosa adalah jalur metabolisme yang paling tidak beraturan.
Reprogramming metabolik glukosa dapat terjadi di seluruh jenis kanker. Namun,
mekanisme spesifik yang dapat terlibat dalam pemrograman ulang metabolisme
glukosa berbeda di antara jenis kanker, bahkan dalam kanker dengan asal yang
sama. Pusat reprogramming metabolisme glukosa adalah perubahan dari ekspresi

enzim yang terlibat. Pasokan oksigen yang terbatas pada jalur ini membuat
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lingkungan hipoksia. Lingkungan hipoksia membuat sel kanker menginduksi
ekspresi Hypoxia-inducible factor 1 and 2 (HIF-1 dan HIF-2). Dari peningkatan
ekspresi faktor transkripsi HIF mengaktivasi onkogen yaitu, Ras, PI3K-Akt, dan
MY CBP. Peningkatan tersebut juga menonaktifkan gen penekan tumor yaitu P53
dan PTEN bertujuam untuk mempertahankan fenotip glikolitik dari sel kanker.
Tidak aktifnya gen penekan tumor TP53 adalah kunci utama pada kanker dan
berkontribusi pada peningkatan glikolisis. Inaktivasi P53 melepaskan represi
transporter glukosa yaitu GLUT1 dan GLUT4 serta menurunkan ekspresi TIGAR,
dan juga inhibitor glikolitik. Pengaktifan reseptor faktor pertumbuhan akan
mengaktifkan jalur PI3K / Akt onkogenik dan mengaktifkan target hilir yaitu
FOXOs, HIFla, MYCBP, dan SREBP yang sangat berkontribusi terhadap

pemrograman ulang metabolisme glukosa pada sel kanker.* 3
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Gambar 2.6. Mekanisme Reprogramming Metabolisme Glukosa.*

2.3.3. Reprogramming Metabolisme Laktat

Efek Warburg menggambarkan fenomena luar biasa dimana kanker cenderung
menggeser mode fosforilasi oksidatif (OXPHOS) menjadi glikolisis aerobik
meskipun banyak oksigen. Laktat adalah produksi utama dari proses glikolisis
pada Warburg efek ini. Laktat mengandung dua isomer yaitu L-laktat dan D-
laktat. Akumulasi laktat yang tinggi pada tumor padat dan lingkungan
ekstraselulernya dianggap sebagai awal perkembangan yang ganas yang akan
mengaktibatkan prognosis yang buruk. Laktat memprogram ulang lingkungan

mikro tumor / tumor microenvironment (TME) yang memiliki efek mendalam
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pada fenotip dari sel kanker. Hal ini dapat menguntungkan sel kanker sehingga sel
kanker dapat mempertahankan proliferasi sel, menaikan pertumbuhan, melawan
apoptosis sel, memungkinkan replikasi permanen, menginduksi terjadinya
angiogenesis, mengaktifkan invasi sel dan metastasis ketempat yang jauh,
reprogramming metabolisme energi bagi sel kanker dan menghindari kerusakan
tubuh sel. Kegunaan laktat dalm sel kanker tidak hanya bahan bakar respirasi akan
tetapi juga berguna sebagai pengatur sinyal molekuler intraseluler dan

ekstraseluler di lingkungan mikro tumor / tumor microenvironment (TME). 3 %

2.4. Modulasi Efek Warburg

Pada awal penemuan nya Warburg mempelajari proses respirasi dan
fermentasi yang terjadi dalam sel tumor. Secara fisiologis pada respirasi seluler sel
normal, glukosa akan diubah menjadi piruvat, yang kemudian memasuki siklus
Tricarboxylic acid (TCA) untuk menjalani fosforilasi oksidatif dengan adanya
oksigen, setelah siklus tersebut akan menghasilkan produksi laktat yang sedikit atau
minimal. Namun, dalam studi nya Warburg mengamati terdapat peningkatan
penyerapan glukosa dan peningkatan produksi asam laktat yang terjadi dalam sel
tumor dibandingkan dengan sel normal. Fenomena inilah yang disebut sebagai efek

Warburg atau glikolisis aerobik.*
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Gambar 2.9. Skema Perbedaa Antara Fosforilasi Oksidatif
Glikolisis Anaerobik (Kiri), Glikolisis Aerobik / Efek Warburg (Kanan). **

Perbedaan signifikan diantara sel jaringan kanker dan sel jaringan normal
terdapat pada metabolismenya. ** Supaya dapat menjalankan fungsinya dengan baik
sel membutuhkan energi berupa ATP. Secara fisiologis, metabolisme dan sumber
energi dari suatu sel didapatkan dari makronutrient seperti karbohidrat, protein, serta

lemak. Metabolisme sel terdiri dari metabolisme aerobik dan metabolisme anaerobik.
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Sumber energi yang paling utama digunakan sel kanker adalah glukosa. Untuk
mendapatkan glukosa sel kanker perlu melakukan sebuah proses pemecahan glukosa
yaitu proses glikolisis. *

Pada sel kanker mengalami metabolisme aerobik secara berkelanjutan yang
dikarenakan oleh pembelahan sel yang sangat tidak terkontrol. Otto Warburg
menyatakan bahwa pada sel kanker terdapat gangguan yang terjadi pada mitokondria
sehingga menyebabkan glukosa yang diambil oleh sel kanker ini diubah menjadi asam
laktat dalam jumlah yang banyak. Hal ini dapat mengindikasikan bahwa pertumbuhan
dari sel kanker dapat dihambat atau di hentikan dengan cara memotong jalur glukosa
dari sel kanker akan tetapi tetap dapat memenuhi asupan glukosa untuk sel — sel yang

sehat pada tubuh.®

2.5. Daun Kale (Brasscica oleracea L)

Daun Kale (Brasscica oleracea L) merupakan tumbuhan yang termasuk
kedalam sayuran yang berfamili dengan Brassicaceae, sayuran famili Brassica ini
telah banyak tersebar di seluruh dunia kecuali Antartika.*

Adapun taksonomi daun Kale sebagai berikut :

a) Kingdom : Plantae

b) Divisi : Spermatophtya

c) Kelas: Dicotyledoneae

d) Ordo : Brassicales

e) Famili : Brassiceae

f) Genus : Brassica

g) Spesies : Brasscica oleracea L.

h) Nama Lokal : Daun Kale
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Gambar 2.10. Daun Kale (Brassica oleracea L)

Sayuran dari famili Brassica ini sangat menarik untuk diteliti karena banyak
nya manfaat dan kaya akan antioksidan dan adanya beberapa macam substansi yang
terkandung di dalam nya. Daun Kale (Brasscica oleracea L) ini juga mempunyai
substansi yang khas seperti Indole yang merupakan derivat dari glucobrassicin.®’

2.6. Kerja Indole-3-Carbinol dalam Modulasi Efek Warburg
Indole-3-Carbinol adalah fitokimia penting yang terkandung dalam sayuran
keluarga Brassicaceae mampu mengerahkan berbagai aktivitas di antaranya adalah
aktivitas  kardioprotektif, antioksidan, antiinflamasi, antiangiogenesis, dan
antimikroba, promosi apoptosis dari sel tumor. Baru-baru ini juga didapatkan bahwa
Indole-3-Carbinol sebagai penghambat dari regresi virus Severe Acute Respiratory

Syndrome Coronavirus 2 (SARS)-CoV-2, termasuk varian Omicron.*®

OH

L

N
H

Gambar 2.11. Struktur Kimia Indole-3-Carbinol.*
Pada penelitian yang telah dilakukan sebelumnya mendapatkan hasil bahwa
Indole-3-Carbinol untuk efek Warburg efektif dalam menghambat fenotip glikolitik
serta menghambat produksi laktat dalam sel kanker hati. Indole-3-Carbinol ini juga
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menunjukan dapat menekan dari proliferasi dan migrasi pada sel kanker hati.
Penelitian tersebut juga menunjukan peran p53 secara langsung dalam menghambat
transkripsi dari glukosa transporter 1 (GLUT1) dan GLUT4 dalam mengambil
glukosa. Indole-3-Carbinol diketahui adalah senyawa yang terbentuk dari zat
glucobrassicin dimana memiliki sifat anti kanker yang terbukti mengurangi neoplasia
pada intraepitel serviks (NIS) dan perkembangannya menjadi kanker serviks. *

pada penelitian sebelum nya pada kanker hati menunjukkan hasil bahwa
Indole-3-Carbinol dapat menginduksi mir-34a (penekan tumor signifikan yang
memainkan peran penting dalam menghambat onkogenesis dan perkembangan
tumor), yang kemudian Indole-3-Carbinol menargetkan LDHA (laktat dehidrogenase
A) dimana enzim ini merupakan enzim yang berperan penting untuk glikolisis aerobik
(efek Warburg) dengan cara menghambat degradasi p53 oleh MDM2 (Mouse double
minute 2 homolog ), sehingga dapat menurunkan ekspresi LDHA dan menekan
glikolisis aerobik (efek Warburg), sehingga hal ini dapat  menyebabkan
penghambatan pertumbuhan sel kanker hati. Hal ini tentunya juga dapat berpotensi

sebagai penekan glikolisis pada sel kanker lain seperti sel kanker serviks.®
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Gambar 2.12. Diagram Skematik Indole-3-Carbinol dalam Kanker Hati.?
2.7. Ekspresi Protein pada Sel Kanker Serviks

2.7.1. Ekspresi Protein IGF2BP2
Pada kanker serviks ditemukan bahwa terjadi ekspresi berlebihan atau
overekspresi pada protein IGF2BP2. Secara mekanis 1G2BP2 dapat
mempromosikan dari E6/E7 sehingga lebih mempromosikan dari proses glikolisis

aerobik, proliferasi, dan metastasis dalam kanker serviks. * Pada identifikasi
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bioinformatika yang dilakukan pada sel kanker hati atau hepatocellular carcinoma
(HCC) di dapatkan bahwa IGF2BP2 juga dapat meregulasi gen - gen terkait dalam
proliferasi sel sehingga dapat mengganggu dari siklus sel normal, mengubah
lingkungan mikro tumor dan mempromosikan perkembangan dari sel kanker hati.
Sehingga sangat berhubungan erat dengan prognosis dan staging daripada
kanker hari tersebut.*® pada kanker yang lain, didapatkan IGF2BP2 juga di
temukan terjadi overekspresi pada sel kanker payudara. Overekspresi ini juga
dapat memainkan peran dalam regulasi gen yang terlibat dalam proliferasi, invasi,

dan metastasis dari sel kanker payudara.**

2.7.2. Ekspresi Protein MYCBP

Pada MYCBP mengalami ekspresi berlebihan atu overekspresi pada sebagian
besar kanker manusia dan berkontribusi pada penyebab setidaknya 40% tumor.
MYCBP dapat mengatur beberapa gen sehingga dapat membuat perubahan
terkoordinasi dalam proliferasi sel dan metabolisme sel. MYCBP dapat
merangsang gen yang terlibat dalam biosintesis protein, metabolisme kanker,
faktor transkripsi dan gen siklus sel dan beberapa microRNA, menghambat
ekspresi microRNA lain serta menghambat beberapa gen penekan tumor. Efek
pleiotropik ekspresi MYCBP terjadi pada tingkat molekular dan seluler, dan

mempengaruhi hampir setiap aktivitas kehidupan sel.*

2.8. Peran Protein Dalam Mempengaruhi Warburg

2.8.1. Peran Protein IGF2BP2 Dalam Mempengruhi Glikolisis

IGF2BP2 (Insulin-like Growth Factor 2 mRNA Binding Protein 2) adalah
protein pengikat RNA yang berperan dalam regulasi ekspresi gen melalui
pengikatan pada mRNA. Penelitian terbaru telah menunjukkan bahwa IGF2BP2
dapat mempengaruhi glikolisis melalui pengaruhnya terhadap ekspresi gen yang
terlibat dalam jalur glikolisis. IGF2BP2 dapat menstabilkan mMRNA enzim
glikolisis, IGF2BP2 dapat berikatan dengan mRNA enzim-enzim kunci dalam
jalur glikolisis, seperti enzim glikolisis glikeraldehida-3-fosfat dehidrogenase
(GAPDH), dan fruktosa-1,6-bisfosfat aldolase (ALDOA). Melalui interaksi ini,
IGF2BP2 dapat meningkatkan stabilitas mRNA enzim-enzim ini, yang pada
akhirnya dapat menghasilkan peningkatan ekspresi dan aktivitas enzim-enzim
glikolisis.meningkatkan laju glikolisis. IGF2BP2 juga mempengaruhi transpor

glukosa yaitu GLUTL1 dengan cara terjadi peningkatan GLUT1, Peningkatan
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ekspresi GLUTL1 dapat meningkatkan kemampuan sel kanker serviks untuk
mengambil glukosa dari lingkungan, yang mendukung kelangsungan glikolisis.
Beberapa studi juga telah menunjukkan bahwa IGF2BP2 dapat mempengaruhi
respons seluler terhadap glukosa dan metabolisme energi secara keseluruhan.
Perubahan dalam ekspresi enzim-enzim glikolisis yang diatur oleh IGF2BP2 dapat
berkontribusi pada perubahan tingkat glikolisis dan pemecahan glukosa.* **

Pada kanker pankreas IGF2BP2 ditemukan dapat mempromosikan glikolisis
aerobik dan proliferasi sel Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) dengan
langsung mengikat dan menstabilkan mRNA GLUTL. Pada analisis lebih lanjut
menggungkapkan bahwa ekspresi berlebihan IGF2BP2 menghambat ekspresi
apoptosis  (B-cel lympoma-extra large) dan ubiqutination (E3 ubiquitin ligase
Smurfl and F-Box protein 45) dari gen terkait. Ekpresi IGF2BP2 juga mendorong
perkembangan tumor dengan menginduksi transisi epitel masenkim (Epithelial-
mesenchymal transition/EMT).*

Peran Protein MYCBP Dalam Mempengaruhi Glikolisis

Pada MYCBP sering kali mengalami amplifikasi (duplikasi berlebih) atau
mutasi, yang mengakibatkan ekspresi yang meningkat secara berlebihan.
Akibatnya, glikolisis dalam sel kanker ditingkatkan, bahkan dalam kondisi yang
normalnya akan mendorong sel untuk menggunakan jalur metabolisme lain.
Dengan meningkatkan laju glikolisis, MYCBP memberikan sel kanker dengan
sumber energi yang cepat namun tidak efisien, yang mendukung pertumbuhan
yang cepat serta kebutuhan metabolik yang tinggi dari sel-sel kanker. Oleh karena
itu, peran MYCBP dalam mengatur glikolisis memiliki dampak besar pada

perkembangan dan progresi kanker. 4>*
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Gambar 2.13. Efek pleiotropik ekspresi MYCBP. #

MY CBP dapat meningkatkan ekspresi enzim-enzim yang terlibat dalam jalur
glikolisis, seperti enzim enolase, fosfofruktokinase, dan piruvat kinase. Dengan
meningkatkan ekspresi enzim-enzim ini, MYCBP mempercepat laju reaksi-reaksi
dalam glikolisis. MYCBP juga dapat mempengaruhi ekspresi transporter glukosa,
seperti GLUT1 (Glucose Transporter 1), yang membantu sel mengambil lebih
banyak glukosa dari lingkungan eksternal. MYCBP juga dapat mempengaruhi
jalur metabolisme asam lemak. Dalam beberapa kasus, ketika glukosa tidak
tersedia dalam jumlah cukup, sel kanker dapat beralih ke penggunaan asam lemak
sebagai sumber energi. MYCBP dapat berperan dalam mengatur jalur

metabolisme ini. 4546
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2.10. Kerangka Konsep

Keterangan:

Protein IGF2BP2 dan
MY CBP Kanker
Serviks

Senyawa Indole-3-Carbinole dari
Daun Kale (Brasscica oleracea L)

: : Variabel independent (bebas)
© : Variabel dependent (terikat)

2.11. Hipotesis
Ha: Ada Potensi Senyawa Indole-3-Carbinol terhadap kanker serviks tertarget
protein IGF2BP2 dan MYCBP
HO: Tidak ada Potensi Senyawa Indole-3-Carbinol kejadian kanker serviks tertarget
protein IGF2BP2 dan MYCBP
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3.1. Definisi Operasional

Tabel 3.1. Definisi Operasional

Variabel Definisi Cara Ukur Skala Hasil Ukur
Operasional Ukur
Protein Protein target pada Observa Nominal Visulisasi 2D,
IGF2BP2  kanker serviks yang si in Visualisasi 3D,
dan memainkan  peran siliko Druglikeness,
MYCBP pada efek warburg Prediksi
ADMETOX
Independe  Senyawa yang Observasi  Nominal Visulisasi 2D,
nt terkandung didalam in siliko Visualisasi 3D,
Senyawa daun Kale Druglikeness,
Indole-3- (Brasscica oleracea Prediksi
Carbinol L.) ADMETOX

3.2.Jenis Penelitian

Jenis penelitian menggunakan analisis in siliko dengan molecular docking
protein IGF2BP2 dan MYCBP dengan ligan Indole-3-Carbinol

3.3.Waktu dan Tempat Penelitian

Pelaksanaan penelitian dilakukan dalam 4 bulan (diperkirakan bulan agustus

hingga desember 2024). Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Patologi

Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara.

Identifikasi dan karakterisasi senyawa Indole-3-Carbinol dari daun Kale

(Brasscica oleracea L.) dilakukan di Laboratorium Sistematika Tumbuhan

Departemen Biologi FMIPA dan Fakultas Farmasi USU. Studi in siliko dan
dilaksanakan pada Laboratorium Terpadu FK UMSU.
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3.4.Populasi dan Sampel Penelitian

3.4.1. Populasi Penelitian
Populasi yang ditargetkan dalam penelitian ini yaitu interaksi antara

protein dan ligan yang didapatkan melalui analisis in siliko.

3.4.2. Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah protein kanker
serviks yaitu IGF2BP2 dan MY CBP dengan ligan Indole-3-Carbinol.
3.5.Teknik Pengumpulan Data
Pada penelitian ini peneliti telah melewati training molecular docking di
Universitas Indonesia dengan expert Immanuelle Kezia, S.Si., M.Biomed. Teknik
pengumpulan data yang digunakan dalam penelitian ini adalah dengan
menentukan jumlah dan jenis ikatan yang terbentuk, seperti ikatan hidrogen,
ikatan hidrofobik, dan ikatan Van Der Waals. Selain itu, juga dilakukan evaluasi
energi ikatan dan titik ikatan antara ligan dengan senyawa aktif. Bahan dan Alat
yang digunakan
3.5.1. Bahan
Bahan yang digunakan untuk adalah daun Kale (Brasscica oleracea
L.), protein IGF2BP2 dan MYCBP, Senyawa Indole-3-Carbinol
3.5.2. Alat
Alat yang digunakan adalah software OpenBabel, Ramachandran plot,
Chimera 1.6.2, LigPlot+, LigandScout3.1, Discovery Studio 4.1, dan PyMol.
3.6. Analisis Data

3.6.1. Analisis in siliko
Setelah senyawa daun Kale (Brasscica oleracea L) telah diidentifikasi,
selanjutnya akan dilakukan analisis in siliko bertujuan untuk menginvestigasi

molecular docking dengan protein ligan.

3.6.1.1.Pencarian asam amino penyusun protein target

Sekuens dari asam amino penyusun protein ligan diperoleh dari
pencarian di database National Center for Biotechnology Information (NCBI),
United States National Library of Medicine (NLM), National Institute of
Health (NIH). Selanjutnya akan membuat Struktur 3D protein ligan dalam
bentuk format file dengan tipe file *.sdf, lalu akan dikonversi menjadi tipe

file *.pdb dengan menggunakan software OpenBabel.
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3.6.1.2.Pencarian Struktur Senyawa Indole-3-Carbinol dari Daun
Kale (Brasscica oleracea L)

Pembuatan struktur 3D komponen senyawa dari Indole-3-Carbinol
daun Kale (Brasscica oleracea L) diperoleh dengan pencarian menggunakan
PubChem Open Chemistry Database. Struktur 3D dari berbagai senyawa
tersebut akan dibuat dalam bentuk format menggunakan tipe file *.sdf, lalu
akan dikonversi menjadi tipe file *.pdb dengan menggunakan software
OpenBabel.

3.6.1.3.Pemodelan struktur Model 3D protein

Pembuatan struktur model 3D dari protein target diprediksi
menggunakan webserver SWISS-MODEL dengan menggunakan metode
homology modelling. Selanjutnya struktur model 3D protein yang telah
dibentuk kemudian divalidasi dengan menggunakan Ramachandran plot.

3.6.1.4.Analisis interaksi ikatan antara protein dengan ligan
Setelah rangkaian docking telah selesai dilakukan, hasil dari analisis
docking selanjutnya akan divisualisasi dengan menggunakan software

Discovery Studio 4.1, LigPlot+ serta LigandScout 3.1.
3.7. Metode Analisis Data

3.7.1. Analisis Data

Setelah didapatkan data yang telah dilakukan pada analisis in siliko
selanjutnya data yang didapatkan dianalisis secara prinsip bioinformatika.
Analisis in siloko yang dilakukan meliputi: Analisis interaksi antara protein
IGF2BP2 dengan ligan Indole-3-Carbinol dilakukan untuk melihat jumlah
dan jenis ikatan yang terbentuk, seperti ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik, dan
ikatan Van Der Waals. Selain itu, juga dilakukan evaluasi energi ikatan dan

titik ikatan antara ligan dengan senyawa aktif.
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BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil Penelitian

Identifikasi tanaman dari daun kale dilakukan pada Laboratorium Sistematika
Tumbuhan Herbarium Medanense FMIPA Universitas Sumatera Utara dengan surat
permohonan izin penelitian No: 919/11.3.AU/UMSU-08/F/2023 (lampiran 1).
4.1.1. ldentifikasi Tanaman Daun Kale

Hasil identifikasi tanaman dari daun kale yang dilakukan pada laboratorium
Sistematika Tumbuhan Herbarium Medanense di Universitas Sumatera Utara (lampiran 2),

didapatkan hasil:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyedoneae
Ordo : Brassicales

Famili : Brassicaceae
Genus : Brassica

Spesies : Brassica oleracea L

Nama Lokal : Daun Kale
4.1.2. Pencarian Struktur Senyawa Indole-3-Carbinol Daun Kale

Pencarian struktur senyawa dilakukan dengan mesin pencarian pada situs website
database Pubchem National Library of Medicine (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

(A) (B)
Gambar 4.1. Struktur Senyawa Indole-3-Carbinol

(A) Struktur 2D senyawa Indole-3-Carbinol, (B) Struktur 3D senyawa Indole-3-Carbinol

Senyawa Indole-3-Carbinol terkonfirmasi pada situs website tersebut sejak tanggal 16

september 2004. Artinya senyawa ini bukanlah senyawa yang baru saja ditemukan melainkan
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sudah sejak lama teridentifikasi. Senyawa Indole-3-Carbinol memiliki Isomeric
SMILES: C1=CC=C2C(=C1)C(=CN2)CO dengan formula Indole-3-Carbinol yaitu CsHgNO.
4.1.3. Pencarian Struktur Protein IGF2BP2

Pencarian struktur protein dilakukan dengan mesin pencarian pada situs website

database UniProt (https://www.uniprot.org/) dengan nama protein Insuline-like growth factor

2 mRNA- binding protein 2 dengan kode entery QY6ML1, dan organisme homo sapiens
(human). Selanjutnya dikonfirmasi dengan RCSB-PDB pada Protein Data Bank (PDB).
Identifier 6ROL dan metode X-ray memiiki posisi rantai pada A/B/C/D.

Gambar 4.2. Struktur Protein IGF2BP2
Protein IGF2BP2 telah terdaftar Pada RSCB-PDB sejak 13 Mei 2019. IGF2BP2
dengan identifier 6ROL tidak terdapat mutasi. Memiliki 166 sequence length. Pada penelitian
ini menggunakan rantai pada posisi A.
4.1.4. Pencarian Struktur Protein MYCBP
Pencarian struktur protein dilakukan dengan mesin pencarian pada situs website

database UniProt (https://www.uniprot.org/) dengan nama protein MY CBP-binding protein

dengan kode entry Q99417, dan organisme homo sapiens (human). Selanjutnya dikonfirmasi
dengan RCSB-PDB pada Protein Data Bank (PDB). Identifier 2YY0 dan metode X-ray
memiiki posisi rantai pada A/B/C/D.
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“Gambar 4.3. Struktur Protein MYCBP
Protein MYCBP telah terdaftar Pada RSCB-PDB sejak 27 apri 2007. MYCBP dengan
identifier 2YYO tidak terdapat mutasi. Memiliki 53 sequence length. Pada penelitian ini

menggunakan rantai pada posisi A.
4.1.5. Molecular Docking Ligan Indole-3-Carbinol dengan Protein IGF2BP2

4.1.5.1. Visualisasi 2 Dimensi

Visualisasi 2 Dimensi didapatkan degan menggunakan aplikasi Discovery
Studio2021. Visualisasi 2 Dimensi dalam uji in siliko bertujuan untuk memvisualisasikan
struktur molekul ligan dan reseptor dalam bentuk 2 dimensi. Dalam konteks ikatan hidrogen,
visualisasi 2 Dimensi dapat membantu dalam memvisualisasikan interaksi antara atom
hidrogen dan atom lain dalam molekul ligan dan reseptor. Sementara itu, untuk ikatan Van
Der Waals, visualisasi 2 Dimensi dapat digunakan untuk memvisualisasikan interaksi antara
molekul polar dan nonpolar dalam bentuk dua dimensi. Namun, untuk ikatan hidrofobik,
visualisasi 2 Dimensi mungkin kurang efektif karena sifatnya yang berkaitan dengan interaksi
antara molekul polar dan nonpolar yang tidak menunjukkan interaksi khusus
dalam bentuk ikatan.

Visualisasi 2D Indole-3-Carbinol dengan protein IGF2BP2 menunjukkan terdapat 5
ikatan. Pertama terdapat ikatan hidrogen sebanyak 2 ikatan yang terdapat pada 1 ikatan pada
posisi GLN 572 dan 1 ikatan pada GLN 569. Terdapat juga ikatan pada posisi PRO 842,
ARG 573 dan ARG 576.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



31

GLN
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B:569

PRO
ARG B:482
B:573

ARG
B:576
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[:‘ Conventional Hydrogen Bond : Pi-Sigma
[:] Carbon Hydrogen Bond [:I pi-Alkyl

Gambar 4.5. Visualisasi 2D Indole-3-Carbinol dengan IGF2BP2
Sebagai pembanding ditambahkan senyawa obat konvensional kanker serviks yakni
5-Fluorouracil dan Doxorubicin yang di docking dengan protein yang sama yaitu IGF2BP2.

Pertama akan didocking terlebih dahulu ligan 5-Fluorouracil.

UNK
LYS P~ H

A:509

PHE
A:502

Gambar 4.6. Visualisasi 2D 5-Fluorouracil dengan IGF2BP2
Visualisasi 2 Dimensi dari ligan 5-Fluorouracil dengan protein IGF2BP2 didapatkan
hasil terdapat 4 ikatan. Terdiri dari 1 ikatan hidrogen yang berada pada posisi UNK 0.
Terdapat juga 3 ikatan lain pada posisi PHE 501, PHE 502, dan YS 509. Selanjutnya
didocking antara ligan Doxorubicin dengan protein IGF2BP2.
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Gambar 4.7. Visualisasi 2D Doxorubicin dengan IGF2BP2
Visualisasi 2 Dimensi dari ligan Doxorubicin dengan protein IGF2BP2 didapatkan
hasil terdapat 8 ikatan. Terdiri dari 5 ikatan hidrogen terdiri dari 1 ikatan pada posisi GLY
522, SER 518, SER 519, dan GLN 549. Terdapat 2 ikatan hidrogen pada posisi PRO 546.
Terdapat juga 3 ikatan yang terjadi yaitu ikatan pada posisi IlE 525, ALA 521 serta VAL 557.
Tabel 4.1. Residu Asam Amino IGF2BP2(Q9Y6M1) pada senyawa Indole-3 Carbinol

Protein Bioactive Amino Acid Residue Q9Y6M1
Compound GLN572 GLN569 PRO482 ARG573 ARG576
Q9Y6M1 Indole-3- v V4
Carbinol
Total 1 1

Tabel 4.2. Residu Asam Amino IGF2BP2(Q9Y6M1) pada senyawa 5-Fluorouracil

Protein Bioactive Amino Acid Residue Q9Y6M1
Compound UNKO LYS 509 PHR 502 PHE 501
Q9Y6M1  5-Fluorouracil J
Total 1
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Tabel 4.3. Residu Asam Amino IGF2BP2(Q9Y6M1) pada senyawa Doxorubicin

Protein Bioactive Amino Acid Residue Q9Y6M1
Compound SER519 SER GLY PRO GLN VAL ALA
518 522 546 549 557 521
Q9Y6M1 Doxorubicin v v v vV

Total 1 1 1 2

Berdasarkan tabel residu asam amino diatas didapatkan senyawa Indole-3-Carbinol
yang didocking dengan protein IGF2BP2 mempunyai jumlah 2 asam amino. Senyawa 5-
Fluorouracil memiiki jumlah 1 asam amino dan senyawa Doxorubicin memiiki jumlah 5

asam amino

4.5.1.2. Visualisasi 3 Dimensi

Setelah melakukan visualisasi 2 Dimensi dilanjutkan membuat visualisasi 3 Dimensi
dengan mengunakan aplikasi PyMOL. Visualisasi 3 Dimensi dalam uji in siliko bertujuan
untuk memahami interaksi antara ligan dan reseptor (protein) secara detail. Dalam konteks
ikatan hidrogen, visualisasi 3 Dimensi dapat membantu dalam memahami bagaimana ikatan
hidrogen terbentuk antara ligan dan reseptor. Sementara itu, untuk ikatan Van Der Waals,
visualisasi 3 Dimensi dapat digunakan untuk memahami gaya Van Der Waals yang terjadi
antara molekul polar dan nonpolar. Namun, untuk ikatan hidrofobik, visualisasi 3 Dimensi
mungkin lebih sulit dilakukan karena sifatnya yang berkaitan dengan interaksi antara molekul

polar dan nonpolar yang tidak menunjukkan interaksi khusus dalam bentuk ikatan.

A B C
Gambar 4.8. Visualisasi 3D Protein IGF2BP2
(A) IGF2BP2 dengan Indole-3-Carbinol, (B) IGF2BP2 dengan 5-Fluorouracil, (C) IGF2BP2

dengan Doxorubicin
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Visualisasi 3 Dimensi dilakukan pada protein IGF2BP2 dengan ligan Indole-3-
Carbinol yang dibandingkan dengan ligan 5-Fluorouraci dan Doxorubicin.

4.1.6. Molecular Docking Ligan MYCBP dengan Protein IGF2BP2

4.1.6.1. Visualisasi 2 Dimensi

Selanjutnya dilakukan docking dengan menggunakan ligan Indole-3-Carbinol yang
didocking dengan protein yaitu MYCBP. Pada visualisai 2 Dimensi didapatkan 4 ikatan.
Terdiri dari 1 ikatan hidrogen yaitu pada posisi LEU 86. Terdapat 3 ikatan lain nya yaitu pada
posisi LEU 90, posisi TYR 9 dan posisi LYS 89.

LEU
A:86

LYS
A:89

LEU
A:90

TYR
A:93

Interactions

Gambar 4.9. Visulisasi 2D Indole-3-Carbinol dengan protein MYCBP
Dilakukan juga docking pembanding ditambahkan senyawa obat konvensional kanker
serviks yakni 5-Fluorouracil dan doxorubicin yang di docking dengan protein yang sama
yaitu MYCBP. Pertama akan didocking terlebih dahulu ligan 5-Fluorouracil.
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Gambar 4.10. Visulisasi 2D 5-Fluorouraci dengan protein MYCBP
Visualisasi 2 dimensi dari MYCBP dengan 5- Fluorouracil didapatkan 1 ikatan

hidrogen yaitu pada posisi ALA 70. Terdapat 1 ikatan lainnya yaitu pada posisi LYS 73.
Selanjutnya dilakukan docking dengan doxorubicin.

s
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ALA J
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Gambar 4.11. Visulisasi 2D Doxorubicin dengan protein MYCBP
Visualisasi 2 dimensi antara MYCP dan Doxorubicin didapatkan 5 ikatan. Terdiri dari
3 ikatan hidrogen yaitu terdapat 2 ikatan pada posisi GLU 74 dan 1 ikatan pada posisi ALA

70. Selain itu terdapat 3 ikatan lain yaitu ikatan pada posisi LEU 67, posisi ARG 66 dan pada
posisi LYS 73.
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Tabel 4.4. Residu Asam Amino MYCBP Q99417 pada Senyawa Indole-3-Carbinol

Protein Bioactive Amino Acid Residue Q9Y6M1
Compound LEU 86 LYS89 LEU 90 TYR 93
Q99417 Indole-3- N4
Carbinol
Total 1

Tabel 4.5. Residu Asam Amino MYCBP Q99417 pada Senyawa 5-Fluorouracil

Protein Bioactive Amino Acid Residue Q9Y6M1
Compound ALAT70 LYS 73
Q99417 5-Fluorouracil V4
Total 1

Tabel 4.6. Residu Asam Amino MYCBP Q99417 pada Senyawa Doxorubicin

Protein Bioactive Amino Acid Residue Q9Y6M1
Compound GLU74 ALAT70 LYS73 ARG 66 LEU 67
Q99417 Doxorubicin

Total 2 1

Berdasarkan tabel residu asam amino diatas didapatkan senyawa Indole-3-Carbinol
yang didocking dengan protein MYCBP mempunyai jumlah 1 asam amino. Senyawa 5-
Fluorouracil memiiki jumlah 1 asam amino dan senyawa Doxorubicin memiiki jumlah 2

asam amino.

4.1.6.2. Visualisasi 3 Dimensi

Setelah dilakukan visualisasi 2 Dimensi untuk mengetahui perlekatan antara protein
dan ligan maka diperlukan konfirmasi dengan pembuatan visualisasi 3 Dimensi. Berikut
gambar hasil visualisasi yang dilakukan dengan menggunakan protein MYCBP yang di
docking dengan ligan Indole-3-Carbinol dengan menambahkan ligan pembanding dari obat

konvensional terapi kanker serviks yaitu 5-Fluorourcil dan doxorubicin.
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A B C
Gambar 4.12. Visualisasi 3D Protein MYCBP
(A) MYCBP dengan Indole-3-Carbinol, (B) MYCBP dengan 5-Fluorouracil, (C) MYCBP

dengan Doxorubicin

Visualisasi 3 Dimensi dilakukan pada protein MYCBP dengan ligan Indole-3-
Carbinol yang dibandingkan dengan ligan 5-Fluorouraci dan Doxorubicin.
4.1.7. Druglikeness

Druglikeness dilakukan untuk melihat kemiripan obat antara senyawa yang digunakan
dengan senyawa obat kanker konvensional. Prediksi druglikeness menggunakan website
database ProTox-I1 (https://tox-new.charite.de/). Prinsip yang dugunakan dalam druglikeness

adalah lipinski rule of five, yang menyatakan bahwa berat molekul kurang dari 500,
hydrogen bond acceptor kurang dari 10, hydrogen bond donor kurang dari 5 dan logP kurang
dari 5.

Tabel 4.7. Druglikeness

No Compound Molecular ~ Hydrogen Bond Hydrogen Bond Log P
Weight g/mol  Acceptor Donor

1. Indole3Carbinol 147.07 10 2 1.390

2. 5-Fluorouracil 130.020 4 2 -0.773

3. Doxorubicin 543.52 12 6 2.012

Prediksi dilakukan dengan mencari senyawa berdasarkan Isometric SMILES.
Isometric SMILES untuk senyawa Indole-3-Carbinol adalah
C1=CC=C2C(=C1)C(=CN2)CO. Isometric SMILES senyawa 5-Fluorouracil adalah
C1=C(C(=O)NC(=O)N1)F .  Isometric SMILES senyawa Doxorubicin  adalah
C[C@H]1[C@H]([C@H](C[C@@H](O1)O[C@H]2C[C@@](CC3=C2C(=C4C(=C30)C(=
0O)C5=C(C4=0)C(=CC=C5)0C)0)(C(=0)CO)O)N).
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4.1.8. Prediksi ADME
Prediksi ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion) merupakan
metode yang digunakan dalam penelitian obat untuk memprediksi sifat-sifat farmakokinetik
suatu senyawa, seperti kemampuan penyerapan, distribusi, metabolisme, dan ekskresi.
Metode ini dapat membantu dalam mengevaluasi potensi suatu senyawa untuk dikembangkan
sebagai obat, serta memperkirakan dosis yang aman dan efektif untuk manusia.
Tabel 4.8. Uji Farmakokinetik

No Compound Gl BBB CYP CYP CYP CYP CYP
Absorption Permeant 1A2 2C19 2C9 2D6 3A4
1. Indole3Carbinol Tinggi lya lya Tidak Tidak Tidak Tidak
2. 5-Fluorouracil Tinggi Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak
3. Doxorubicin Rendah Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak Tidak

Pertama adalah melakukan prediksi berdasarkan farmakokinetik dari senyawa Indole-
3-Carbinol yang dibandingkan dengan senyawa 5-Fluorouracil dan Doxorubicin. Ada
beberapa hal yang diperhatikan yaitu GI Absoroption yaitu kemampuan senyawa untuk
diserap melalui saluran pencernaan. BBB (Blood-Brain Barrier) adalah kemampuan sebuah
obat untuk menembus sawar darah otak. CYP (Cytochrome) adalah enzim inhibisi suatu obat,
semakain banyak enzim yang terinhibisi oleh cytochrome maka efektivitas suatau obat untuk
di serap oleh tubuh semakin sedikit.

Tabel 4.9. Uji Toksisitas

No Compound AMES Oral Karsinogen Respiras LC50 LC50 Lipinski

i FM DM
1. Indole-3- - +++ -- + 3.815 478 Diterima
Carbinol
2. 5- +++ 2.630 4.639 Diterima
Fluorouraci
I
3. Doxorubicin  +++ -- +++ ++ 4976 6.859 Ditolak

Selanjutnya dilakukan prediksi toksisitas dari senyawa yang digunakan. Prediksi
toksisitas bertujuan untuk mengevaluasi senyawa yang digunakan apakah memberikan efek
samping toksik bagi tubuh. Beberapa parameter prediksi toksisitas yaitu: AMES bertujuan
untuk mengevaluasi potensi mutagenik suatu senyawa. Oral toksisitas adalah kemampuan

suatu senyawa untuk menyebabkan efek samping toksik apabila dikonsumsi secara oral.
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Respiratory toksisitas adalah kemampuan senyawa menyebabkan efek samping toksis apabila
terhirup melaui respirasi track. Carcinogen toksisitas adalah kemampuan senyawa
menyebabkan kanker. LC50 adalah nilai konsentrasi yang menyebabkan kematian pada 50%
hewan coba, semakin rendah nilai LC50 maka semakin toksi suatu zat tersebut. Lc50FM
(Fathead Minnow) adalah uji coba dengan ikan air tawar, 50% kematian didapatkan dalam
96 jam. Sedangkan LCDM (Daphnia Magna) adalah uji coba dengan menggunakan krustasea
planktonik kecil, 50% kematian didapatkan dalam 48 jam.

Lipinski atau 5 aturan lipinski bertujuan untuk memprediksi suatu senyawa yang akan
di absoropsi, distribusi, metabolisme dan eksresi oleh tubuh. Aturan ini berguna untuk
menilai kesempurnaan senyawa dari suatu obat yang akan dikembangkan menjadi obat-
obatan. Serta mengevaluasi apakah senyawa tersebut memiliki potensi menjadi obat yang
efektif dan aman bagi tubuh.

Tabel 4.10. Binding Energy Protein IGF2BP2

No Bioactive Compound Binding Energy Inhibition
Constant
1 Indole-3-Carbinol -3.20 kcal/mol 4.50 uM
2 5-Fluorouracil -3.08 kcal/mol 5.55 uM
3. Doxorubicin -6.14 kcal/mol 31.45 uM
Tabel 4.11.
No Bioactive Compound Name Binding Energy Inhibition
Constant
1 Indole-3-Carbinol -5.75 kcal/mol 61.23 uM
2 5-Fluorouracil -4.45 kcal/mol 549.10 uM
3. Doxorubicin -6.90 kcal/mol 8.72 uM

Binding Energy Protein MYCBP

Binding energy berfungsi untuk memprediksi afinitas antara senyawa dan protein
target. Binding energy dapat dihitung untuk menentukan seberapa kuat senyawa tertentu
berikatan dengan protein target. Nilai binding energy yang lebih rendah atau semakin rendah
menunjukkan bahwa senyawa tersebut memiliki afinitas yang lebih tinggi terhadap protein

target, dan dapat menjadi kandidat obat yang potensial. Konstanta inhibisi (K1) adalah ukuran
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kekuatan penghambatan suatu senyawa terhadap aktivitas enzim atau reseptor. Semakin
rendah nilai KI, maka semakin kuat penghambatan senyawa terhadap enzim atau reseptor

tersebut.

4.2. Pembahasan

Kanker serviks adalah kanker yang disebabkan oleh Human Papilloma Virus (HPV)
tipe 16 dan tipe 18 yang dapat menggangu kadar intake glukosa sebagai bahan makanannya
(efek warburg). Mekanisme ini akan mempengaruhi dari proliferasi dari sel kanker serviks,
sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut dengan memfokuskan protein target pada efek
warburg tersebut. Protein target yang memainkan peran penting dalam hal ini adalah
IGF2BP2 (Insulin-like Growth Factor 2 mRNA Binding Protein 2) dan MYCBP (MY CBP-
Binding Protein). 4"

Dengan dilakukannya uji in siliko banyak informasi yang akan didapatkan berguna
sebagai pijakan untuk melakukan penelitian lebih dalam dengan kaitan nya pada kanker
terutama kanker serviks. Uji in siliko dapat memberikan informasi tentang struktur-struktur
dari ligan dan protein target baik dalam visualisasi 2 dimensi ataupun visualisai 3 dimensi
sehingga didapatkan hasil pengikatan yang terjadi antara ligan dan protein. Uji in siliko juga
memberikan hasil terkait druglikeness dari senyawa-senyawa yang digunakan. Paling
terpenting pada uji in siliko memberikan informasi dari absorpsi, distribusi, metabolisme dan
eksresi dari senyawa yang digunakan. Memberikan informasi juga terkait druglikeness dari
suatu obat serta toksisitas atau efek samping yang mungkin akan timbul.***°

Struktur senyawa Indole-3-Carbinol serta senyawa pembanding yaitu 5-Fluorouracil
dan Doxorubicin terkonfirmasi ada dengan melakukan pencarian pada situs webise database
Pubchem National Library of Medicine (lampiran 3). Struktur protein target yang digunakan
yaitu IGF2BP2 atau dikenal sebagai Q9Y6M1 dengan struktur yang digunakan yaitu 6ROL
(lampiran 4) dan MYCBP atau dikenal sebagai Q99417 dengan struktur yang digunakan
yaitu 2YYO0 (lampiran 5) terkonfirmasi juga ada terdaftar dengan melakukan pencarian pada
situs database UniProt.

Visualisasi 2 dimensi dilakukan docking pada protein IGF2BP2 dan MYCBP dengan
ligan Indole-3-Carbinol dengan ditambahkan pembanding yaitu 5-Fluorouracil dan
Doxorubicin. Pada protein IGF2BP2 yang di docking dengan Indole-3-carbinol dengan
pembanding 5-Fluorouracil dan doxorubicin didapatkan hasil bahwa Indole-3-Carbinol lebih

unggul dibandingkan dengan obat standar yaitu 5-Fluorouracil dimana pada tabel 4.1.
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menunjukan senyawa Indole-3-carbinol memiliki 2 ikatan sedangkan pada tabel 4.2.
menunjukan senyawa 5-Fluorouracil hanya memiliki 1 ikatan. Sehingga hal ini menunjukan
bahwa ikatan senyawa Indole-3-Carbinol memiliki ikatan yang lebih kuat jika dibandingkan
dengan senyawa 5-Fluorouracil namun tidak lebih unggul jika dibandingkan dengan senyawa
Doxorubicin 5 ikatan pada tabel 4.3. Sedangkan pada protein MYCBP dengan pembanding 5-
Fluorouracil dan Doxorubicin didapatkan hasil bahwa Indole-3-Carbinol memiliki kemiripan
dengan obat standar yaitu 5-Fluorouracil karena pada tabel 4.4. dan 4.5. menunjukan bahwa
sama mempunyai 1 ikatan, namun tidak lebih unggul jika dibandingkan dengan Doxorubicin
dimana pada tabel 4.6 menunjukkan memiliki 3 ikatan. Maka kesimpulan nya jika
dibandingkan antara protein IGF2BP2 dengan protein MYCBP senyawa Indole-3-Carbinol
lebih baik berikatan dengan protein IGF2BP2, dan jika dibandingkan dengan obat standar
senyawa Indole-3-Carbinol sedikit lebih unggul dibandingan dengan 5-Fluorouracil dengan
fokus protein pada IGF2BP2. **

Kesimpulan dari hasil visualisasi 3 Dimensi didapatkan ikatan antra protein dan ligan
di celah-celah protein. Ikatan yang terjadi adalah ikatan yang kuat karena berdasarkan sifat
dari protein adalah active binding site yang banyak diantara celah protein, active binding site
yang saling berikatan satu protein satu dengan lainnya ini akan membentuk ikatan yang kuat.
Dari ketiga senyawa tersebut senyawa indole-3-carbinol berikatan ditengah celah-celah
protein IGF2BP2 jika dibandingkan dengan senyawa 5-Fluorouacil terlihat bahwa masih ada
bagian senyawa yang tidak berikatan pada protein sehingga senyawa Indole-3-Carbinol
memiliki potensi lebih baik sebagai kandidat terapi kanker serviks dibandingkan dengan
senyawa 5-Fluorouracil. Dengan demikian, visualisasi 3D dalam uji in siliko memainkan
peran penting dalam memahami interaksi antara ligan dan reseptor, serta dapat memberikan
wawasan yang penting dalam pengembangan senyawa farmakologis.>

Parameter yang digunakan pada uji druglikeness adalah berat molekular, hydrogen
bond acceptor, hydrogen bond donor, serta logP. Berdasarkan aturan 5 lipinski berat
molekular senyawa tidak boleh lebih dari 500 Da, Hydrogen Bond Acceptor tidak lebih dari
10, Hydrogen Bond Donor tidak lebih dari 5 dan logP tidak lebih dari 5. Berdasarkan tabel
4.7. dapat didapatkan bahwa senyawa Indole-3-Carbinol memenuhi semua kriteria dari 5
aturan lipinski. Jika dibandingkan dengan obat standar Doxorubicin didapatkan pada berat
molekuler dan hydrogen bond acceptor serta hydrogen bond donor tidak memenuhi kriteria 5
aturan lipinski. Ikatan bond aseptor dan bond donor akan mempengaruhi dari proses absorbsi
dari senyawa. Jika ikatan bond donor dan bond aseptor terlalu besar akan membutuhkan

energi yang lebih besar sehingga dapat membuat lambat dari senyawa mencapat dari target
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protein. Suatu senyawa akan lebih sulit di absorpsi dalam tubuh dan mempunyai
permeabilitas yang jelek juka melanggar 5 aturan dari Lipinski >*. Lipinski menjelaskan
bahwa logP adalah suatu nilai yang berkaitan dengan hidrofobisitas atau lipofilik dari suatu
senyawa. Jika nilai logP terlalu besar maka akan menyababkan toksik lebih tinggi. Namun
apabila nilai logP terlalu kecil hingga menuju minus juga tidak baik karena molekul senyawa
tidak dapat meleeati membran dari lipid bilayer sehingga akan cepat berikatan
dengan pelarut air **. Maka dapat disumpulkan berdasarkan druglikeness senyawa Indole-3-
Carbinol lebih unggul dibandingkan obat standar yaitu 5-Fluorouracil dan Doxorubicin, hal
ini menunjukkan bahwa senyawa Indole-3-Carbinol memiliki potensi tinggi sebagai obat
antikanker > .

Prediksi ADME atau absorption, Distribution Metaboism and Excretion diperlukan
untuk melihat apakah senyawa yang digunkan aman bagi tubuh. Pertama adalah melakukan
uji farmakokinetik. Pada uji farmakokinetik ada beberapa parameter yang dilihat yaitu
absoprsi pada gastrointestinal, sawar darah otak dan inhibisi dari CYP. Cytochrome atau CYP
berdasarkan aturan lipinski tidak boleh lebih dari 2 yang terinhibisi. Pada tabel 4.8 pada uji
dapat disimpulkan bahwa senyawa Indole-3-Carbinol dapat di absorpsi dengan baik ada
gastrointestinal hal ini menunjukan bahwa dapat dibuatkan dalm sediaan oral. Berdasarkan
inhibisi CYP memang senyawa Indole-3-Carbinol terinhibisi 1 dari 5 CYP, akan tetapi hal ini
masih dalam batas normal dimana berdasarkan aturan lipinski inhibisi CYP tidak boleh lebih
dari 2 yang terinhibisi*®. Pada tabel 4.9 dilakukan uji toksisitas, senyawa Indole-3-Carbinol
tidak menyebabkan karsinogen jika dibandingan Doxorubicin yang cenderung bersifat
karsinogen. Kesimpulan berdasarkan aturan lipinski senyawa Indole-3-Carbinol diterima
sedangkan obat standar yaitu Doxorubicin ditolak. Prediksi ADME senyawa Indole-3-
Carbinol dapat dilihat pada (lampiran 6). Prediksi ADME senyawa 5-Fluorouracil dapat
dilihat pada (lampiran 7). Prediksi ADME senyawa Doxorubicin dapat dilihat pada
(lampiran 8). *®’

Nilai binding energy negatif menunjukkan bahwa selama proses pembentukan ikatan,
tidak diperlukan energi dari lingkungan, sehingga semakin kecil atau negatif nilai binding
energy, maka afinitas ligan dan protein semakin baik atau ikatan yang dibentuk semakin
stabil/kuat. Nilai binding energy dipengaruhi oleh terbentuknya ikatan hidrogen antara ligan
dengan reseptor. Semakin banyak ikatan hidrogen, akan menaikkan kestabilan dari suatu
kompleks, sehingga nilai binding energy semakin rendah dan kompleks yang
terbentuk semakin stabil. Binding energy pada tabel 4.10 dan 4.11. yang pada protein
IGF2BP2 dan MYCBP menunjukkan nilai pada Indole-3-Carbinol memiliki nilai binding
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energy yang lebih baik dibandingkan dengan senyawa 5-Fluorouracil namun tidak lebih baik
dibandingkan dengan Doxorubicin.*®
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Berdasarkan hasi penelitian dan pembahasan tentang hubungan pemberian Indole-3-
Carbinol daun kale (Brassica oleracea L) terhadap efek Warburg kanker serviks dapat

diambil kesimpulan sebagai berikut :

1. Terdapat potensi senyawa Indole-3-Carbinol Daun Kale (Brassica oleracea L)
terhadap kejadian kanker serviks tertarget protein IGF2BP2.

2. Terdapat potensi senyawa Indole-3-Carbinol Daun Kale (Brassica oleracea L)
terhadap kejadian kanker serviks tertarget protein MY CBP.

3. Pada uji in siliko didapatkan senyawa Indole-3-Carbinol telah memenuhi semua 5
aturan lipinski sehinga dapat disimpulkan bahwa senyawa Indole-3-Carbinol daun
Kale berpotensi tinggi sebagai kandidat terapi kanker serviks.

4. Berdasarkan prediksi ADME-Tox senyawa Indole-3-Carbinol daun Kale
dibandingkan dengan kontrol positif obat standar vyaitu 5-Fluorouracil dan
Doxorubicin, senyawa Indole-3-Carbinol memiliki potensi lebih baik jika
dibandingkan dengan senyawa 5-Fluorouracil namun tidak lebih baik jika

dibandingkan dengan senyawa Doxorubicin.

5.2. Saran

1. Penelitian selanjutnya sebaiknya menambahkan lebih banyak ligan sehingga tidak
hanya terfokus kepada satu ligan saja.

2. Menambahkan lebih banyak protein target sehingga tidak hanya dari efek Warburg
saja.

3. Penelitian ini diharapkan dapat menjadi pijakan untuk melanjutkan ke penelitian lebih
lanjut terkhusus dengan menggunakan uji in vitro maupun in vivo sehingga lebih
teruji efektivitas senyawa Indole-3-Carbinol daun Kale sebagai kandidat terapi kanker

serviks.
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I. | Farhan Abdullah Rizal 200826019 Ketua

2| Dandi Dzaks Muzhaffar 2008260244 Angpota

i | Al Akbar Ridwan 2108260253 Angpota

4. | Putri Windi Salehah Mewreksa 2108260015 Anggota

5. | Berkah Tama Sawirn Pasanbu 2108260112 Angzota

Mo Mama NIFANIDN Keterangan
I [rr. dr. Humasrah Medina Liza Lobis, 1974071 S 0e0R01 2003 | Dosen Pendamping
T | MEed(PA)., Sp.PA 1 15077401

Selanjutnya kami bermaksod mengajukan permohonan imn agar Mahasiswa tersebut di atas dapar
melakukan penelitian di Laboratorium Laboratorium Herbariom Medanense (MEDA) USLL

Diemikian permobomsan ini kami sampaikan, atas perhatian seria kerasamanya kami veapkan enma
kasih

Wassadam alabum warahmamilahi wabarakar,

(=, - TS

‘Wakcl Deban | dan 11K

Py u— "'i hl{ - —
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Lampiran 2 : Hasil Identifikasi dari Daun Kale

LABORATORIUM SISTEMATIKA TUMBUHAN

HERBARIUM MEDANENSE
(MEDA)
e UNIVERSITAS SUMATERA UTARA
S JL.. Bioteknologi No.1 Kampus USU, Medan - 20155
ED Telp. 061 - 8223564 Fax. 061 8214290 E-mail.nursahampasaribu@yahoo com
Medan, 26 Juni 2023

No. - 1225/MEDA/2023
Lamp. S
Hal - Hasil Identifikasi
Kepada YTH,

No. Nama NIM

I._| Farhan Abullah Rizal 2008260198

2. | Dandi Dzaki Muzhaffar 2008260244

3. | Ali Akbar Ridwan 2108260253

4 | Putri Windi Salehah Meureksa 2108260015

5. | Berkah Tania Sawitri Pasaribu 3108260112

Instansi : Fakultas Kedoktcran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Dengan hormat,

Bersama ini disampaikan hasil identifikasi tumbuhan yang saudara kirimkan ke Herbarium
Medanense, Universitas Sumatera Utara, sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Kelas : Dicotyledoneae
Ordo : Brassicales
Famili : Brassicaceae
Genus : Brassica

Spesies : Brassica oleracea L.
Nama Lokal: Daun Kale

Demikian, semoga berguna bagi saudara.

Dr. EAti Sartina Siregar S.Si.. M.Si,
NIP. 197211211998022001

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
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Lampiran 3. Struktur Senyawa Indole-3-Carbinol, 5-Fluorouracil dan Doxorubicin

Q search PubChem

99 Cite & Download

CONTENTS

Title and Summary

1 Structures -
2 Names and Identifiers v
3 Chemical and Physical Properties v
4 Spectral Information -
5 Related Records -
6 Chemical Vendors

7 Drug and Medication Information
8 Pharmacology and Biochemistry  ~
9 Safety and Hazards v
10 Toxicity v

11 Associated Disorders and Diseases

12 Literature v
13 Patents v
14 Interactions and Pathways v
15 Biological Test Results v -

Q search PubChem

99 Cite # Download
CONTENTS
Title and Summary E
1 Structures v
2 Names and Identifiers v

3 Chemical and Physical

Properties
4 Spectral Information ~
5 Related Records ~

6 Chemical Vendors

7 Drug and Medication
Information

8 Pharmacology and
Biochemistry

9 Use and Manufacturing ~
10 Identification ~
11 Safety and Hazards v
12 Tomicity ~

13 Associated Disorders and

Q, search PubChem

¥ Cite # Download

CONTENTS

Title and Summary -

1 Structures -

2 Names and Identifiers "

3 Chemical and Physical .

Properties

4 Spectral Information v

5 Related Records -

6 Chemical Vendors

7 Drug and Medication .

Information

8 Pharmacology and .

Biochemistry

9 Use and Manufacturing v

10 Identification v

1 Safety and Hazards "

12 Toxicity v

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



54

Lampiran 4. Struktur Protein IGF2BP2

: BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProtkB ~

UniPrdi:
[ ]

Advanced | List

% Q9YeM1 - IF2B2_HUMAN s

|Function
Protein’ | Insulin-like growth factor 2 mRNA- Amino acids | 599 (go to sequence)
Names & Taxonomy - iy
. inding protein Protein | Evidence at protein level
S TR T Gene* | IGF2BP2 existence’
DiceaseZ\ariants Status’ | 5 UniProtKB reviewed (Swiss-Prot) Annotation | D) .
. score’ =
PTM/Processing Organism* | Homo sapiens (Human) 3
w
Expression =
Entry Variant viewer Feature viewer Genomic coordinates Publications External links His
Interaction
a4 »
Structure

BLAST Align . Download & Add Add apublication Entry feedback

Family & Domains

Function:

RNA-binding factor that recruits target transcripts to cytoplasmic protein-RNA complexes (MRNPs). This transcript 'caging'
into mMRNPs allows mRNA transport and transient storage. It also medulates the rate and location at which target

Sequence & Isoforms

Similar Proteins

RCSB PDB

Depos Analyze ~ Download ~ Leam - About - Documentation ~ Careers COVID-19

213,818 Structures from the PDB

A
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Lampiran 5. Struktur Protein MYCBP

.,

e
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Advanced | List

% Q99417 - MYCBP_HUMAN

Protein’ | ¢c-Myc-binding protein Amino acids | 103 (go to sequence)
Gene' | MYCBP Protein | Evidence at protein level
. existence’
Status® | 3 UniProtKB reviewed (Swiss-Prof)
. Annotation
Organism* | Homo sapiens (Human) score!

Entry Variant viewer [ Feature viewer Genomic coordinates Publications External links History

BLAST .t Download fir Add Add a publication Entry feedback
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Lampiran 6. Prediksi ADME senyawa Indole-3-Carbinol

Molecule 1 @
oo Water Soubiity
J Log S(ESOL) @ -1.08
Solubiity 1.81e+00 mg/m¥ ; 1.10e-02 molt
HO ex " Class | Very soluble
Log S (al) @ 141
Solubiity 5. 78e+00 mgimi ; 2 #1e-02 moit
/ Ciass Very soluble
HN SSATU rousn Log SSILICOSAT) & -30e
Solubiity 1.18e-01 mg'mi . 8.00e-04 mold
Class | Soluble
Oy P k
SMILES OCcignHjc2cicccc2 Gl absarption Hgh
Physicochemical Properties BBS permeant § ves
Formula COHINO Pgp substrate © Ne
Molecular weight 14717 g/mot CYP1A2 inhibitor ¥ Yes
Num. heavy atoms 1] CYP2C18 inhibitor © No
Num. arom. heavy atoms e CYP2CQ mhibsor ¥ No
Fraction Csp3 on CYP2D8 mhibior ¥ No
Num. rotatsbie bonds 1 CYP3A4 inhibior ¥ No
Num. H-bond acceptors 1 Log K, (skin permeation) ¥ 545 cm's
Num. H-bond donors 2 Druglikaness
Molar Refractivity 4“a Lipinaad 2 O viokitén
IPSAN BRE- Ghose § No; 1 viciation: MW<160
Lpoghibaty Jebes © Yes
Log F,,, (LOGP) & 138 Egan | Yes
Log Foy XLOGP3) § 103 Muegge © No; 1 violstion: MW<200
Leg P, (WLOGR) ¥ 1.5 Bicavalabiity Score ¥ 0.55
Log Py, (MLOGP) 0.08 Bechionl Chasvy.
Log Py (SLICOST @ 228 TAREL N Rt
: Brenk ¥ Oalet
' =
GOS0 f i . Lesdlikeness ¢ No: 1 violation: MW<250
Synthetic acoessility © 105
hERG Blockers ——- ® 0
H=HT - ® O
DU - ® 0

Rat Oral Acute Toxicity -+ ® 0
FDAMDD - ® 0
skin Sensitization + L N )

Eye Corrogion

Eye Irritation e

iI

Bioconcentration Foctors 0461

IGCsy 2492
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Lampiran 7. Prediksi ADME senyawa 5-Fluorouracil

57

~

Molecule 1 ®
o0& Water Solubility
LPO
o Log S (ESOL) -0.58
Solubility 3.43e+01 mg/ml ; 2.64e-01 mol/l
)J\ FLEX oz Class Very soluble
HN NH Log S (Ali) -0.01
Solubility 1.28e+02 mg/ml ; 9.82e-01 mol/l
A Class Very soluble
o}
INSATU POLAR | og S (SILICOS-IT) 1.7
F Solubility 2.54e+00 mg/ml ; 1.95e-02 mol/I
WO Class Soluble
Pharmacokinetics
SMILES Fc1c[nH]c(=0)[nH]c1=0 Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant No
Formula C4H3FN202 P-gp substrate No
Molecular weight 130.08 g/mol CYP1A2 inhibitor No
Num. heavy atoms 9 CYP2C19 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 6 CYP2C9 inhibitor No
Fraction Csp3 0.00 CYP2D6 inhibitor No
Num. rotatable bonds 0 CYP3A4 inhibitor No
Num. H-bond acceptors 3 Log K, (skin permeation) -7.73 cm/s
Num. H-bond donors 2 5
Druglikeness
| fractivi 4
MolarRefractivity <ls A Lipinski Yes; 0 violation
TPSA 72 A2
S i - e Ghose No; 3 violations: MW<160, MR<40, #atoms<20
- Eipaalicty Veber Yes
Log Popy (ILOGP) 0.44 Egan Yes
Log Popy (XLOGP3) -0.89 Muegge Noj; 2 violations: MW<200, #C<5
Log Pony (WLOGP) -0.38 Bioavailability Score 0.55
Log Py (MLOGP) -0.32 Medicinal Chemistry
Log Popy (SILICOS-IT) 178 PAINS O'slett
|
Consensus Log Py 0.13 BIEhk gied
Leadlikeness No; 1 violation: MW<250
Synthetic accessibility 1.52
)
Toxicity
hERG Blockers B ® O
H-HT + S :
DiLI +++ ® O
Rat Oral Acute Toxicity B ® O
FDAMDD ++ ® O
Skin Sensitization +++ ® o

Eye Corrosion

-
&
©

Eye Irritation

Environmental Toxicity

0.687

Bioconcentration Factors

IGCrp 4.642

Tox21 Pathway
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Lampiran 8. Prediksi ADME Doxorubicin

Molecule 1 @
o0& Water Solubility
UPO
Log S (ESOL) -3.91
Solubility 6.72e-02 mg/ml ; 1.24e-04 mol/l
e Class Soluble
Log S (Ali) -5.20
Solubility 3.46e-03 mg/ml ; 6.36e-06 mol/l
Class Moderately soluble
POLAR  |og S (SILICOS-IT) -3.46
Solubility 1.87e-01 mg/ml ; 3.44e-04 mol/l
WsoLy Class Soluble
Pharmacokinetics
SMILES OCC(=0)[C@@]1(0)C[C@H](O[C@H]2C[C@H](N)[C@ @H] Gl absorption Low
([C@@H](02)C)0)c2¢c(C1)c(0)c1c(c20)C(=0)c2¢(C1=0)cccc20C
5 BBB permeant No
Physicochemical Properties
P-gp substrate Yes
Formula C27H29NO11
s CYP1A2 inhibitor No
Molecular weight 543.52 g/mol
CYP2C19 inhibitor No
Num. heavy atoms 39
CYP2C39 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 12
. CYP2D6 inhibitor No
Fraction Csp3 0.44
CYP3A4 inhibitor No
Num. rotatable bonds 5 o i
o] skin permeation -8.71 cm/!
Num. H-bond acceptors 12 9K ( P ) 0.71:cov's
Num. H-bond donors 6 Brigiieress
R g2 No; 3 violations: MW>500, NorO>10
| f 132, 7 - .
Molar Refractivity 32.66 Lipinski NHorOH>5
P! .07 Az
JESA 206'07 2 . Ghose No; 2 violations: MW>480, MR>130
Lipophilicity Veber No; 1 violation: TPSA>140
Log Fow (LOGP) 255 Egan No; 1 violation: TPSA>131.6
Log Pow (XLOGP3) 1.27 Mhisiige No; 3 violations: TPSA>150, H-acc>10, H-
Log Py (WLOGP) 0.32 don>5
Log Py (MLOGP) 210 Bioavailability Score 0.17
Lo P (SILIGOST Medicinal Chemistry
o 3
9 Fom ( ) R PAINS 1 alert: quinone_A
Consensus Log Fomw 0.52 Brenk 1 alert: hydroquinone
Leadlikeness No; 1 violation: MW>350
Synthetic accessibility 5.81
Toxicity
hERG Blockers -- ® O
H-HT = 0
DILI +++ ® O

I

Rat Oral Acute Toxicity - ® O
FDAMDD +4+ ® ©
Skin Sensitization ++ ® O

|

Eye Corrosion S @

Eye Irritation —== ©

1

Environmental Toxicity

Bioconcentration Factors 1178 (i}
IGCs0 5.382 (i ]
LC50FM 4976 @
[C5DM 6859 @O

Tox21 Pathway
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POTENTIAL INDOLE-3-CARBINOL FROM KALE LEAVES (BRASSICA
OLERACEA L) ON CERVICAL CANCER TARGETED IGF2BP2 AND MYCBP

Farhan AbduLLah Rizal*, Humairah Medina Liza Lubis?

'Medical Education, Faculty of Medicine, Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara,
Medan, Indonesia

Dapartment of Anatomical Pathology, Faculty of Medicine, Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara, Medan, Indonesia

“Corresponding Author. Email: humairahmedina@umsu.ac.id

ABSTRCT

Background: Cervical cancer is a malignancy that occurs in the cervical part of the uterine
organ. Until now, cervical cancer is still common and the number of cases continues to
increase significantly in the world and Indonesia. Metabolic reprogramming due to
oncogenic drugs plays an important role in cervical cancer tumorigenesis. The activity of
glucose transporters and enzymes is a factor in the emergence of the Warburg effect which
supports an increase in glucose and lactate levels in the tumor microenvironment, thereby
encouraging cancer cell proliferation. One of the proteins that plays a role in this pathway
is IGF2BP2 and MYCBP which can increase cancer development. This research uses a
natural product, namely Kale Leaves (Brassica oleracea L) which contains the Indole-3-
Carbinol compound which has anti-cancer effects by influencing various cellular signaling
pathways. Method: This research uses an in silico test with molecular docking of the
Indole-3 compound -Kale Leaf Carbinol targets IGF2BP2 and MYCBP proteins with
positive controls for conventional cancer drugs, namely 5-Fluorouracil and Doxorubicin.
Results: AG (Gibbs Energy) values for Indole-3-Carbinol, doxorubicin, and 5-fluorouracil
were -5.75, -4.45, and -6.90 kcal/mol. Meanwhile, the pKi values were 61.23, 549.10, and
8.72 uM respectively. From the results above, using molecular simulations, we found that
Indole-3-Carbinol has a greater binding affinity than 5-fluorouracil. Conclusion: Kale leaf
Indole-3-Carbinol compound has good potential as a candidate for cervical anticancer
drugs. with the targeted protein IGF2BP2.

Keywords: Cervical Cancer, In Silico,, Indole-3-Carbinol, Kale Leaves, Warburg Effect
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INTRODUCTION

Cervical cancer is a malignant tumor that
occurs in the epithelial layer of the cervix.
Cervical cancer ranks fourth among all
malignant tumors worldwide. The number of
new cases of cervical cancer is estimated to
increase from 570,000 to 700,000 cases
annually between 2018 and 2030, with
annual deaths increasing from 311,000 to
400,000 cases.’ In Indonesia, according to
the Global Burden of Cancer Study 2020
data, cervical cancer cases rank as the second
leading cause of cancer with a total of 36,633
cases. Based on this data, cervical cancer is
the second most common cancer in
Indonesia after breast cancer and the third
leading cause of cancer-related deaths with
21,003 deaths.”

High-risk  human papillomavirus
(HPV), particularly genotypes HPV 16 and
18 which produce proteins E6 and E7, is the
most common cause of cervical cancer. They
infect poorly differentiated squamous basal
keratinocytes and trigger tumorigenesis.
HPV infection alters tumor cell metabolism,
leading to  immunosuppression  and
immunoprevention, thus promoting
tumorigenesis (oncogenic mutations), as
evidenced by increased expression of
proteins E6 and E7, which promote
inactivation of tumor suppressor proteins p53
and pRb, resulting in uncontrolled (eternal)
cell division. These oncoproteins also
prevent  apoptosis, increase  genomic
instability, prevent telomere shortening,
promote angiogenesis, and facilitate invasion
and metastasis.> Metabolic  phenotype
changes are one of the post-infection

microenvironmental signs. The
microenvironment after HPV infection
actively controls tumor cell metabolism

activity, which is a key factor in HPV spread
and cervical cancer development.*

In 1920, Otto Warburg discovered
that cancer cells consume more glucose.
Cancer cells can generate energy through
oxygen-independent  reactions  (aerobic
glycolysis), causing mitochondrial
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dysfunction where glucose uptake will
produce much more lactic acid. The
increased lactic acid levels lead to biomass
accumulation, which then continues as
uncontrolled proliferation of cancer cells, a
phenomenon known as the Warburg effect.’

Metabolic reprogramming due to
oncogenic mutations plays a crucial role in
tumorigenesis of various types of cancers,
including  cervical  cancer.  Glucose
transporter activity and enzymes are factors
contributing to the Warburg effect,
supporting increased glucose and lactate
levels in the tumor microenvironment,
promoting cancer cell proliferation. The
Warburg effect greatly enhances glycolysis
metabolism, resulting in abundant oxygen
and lactic acid release. Cancer cells heavily
rely on aerobic glycolysis, allowing lactic
acid formation from glucose to occur 10-100
times faster than complete glucose oxidation
in mitochondria under normal conditions.®
Cancer cells also regulate mitochondrial
pathways in the two-tumor
microenvironment, enhancing apoptosis
resistance and cancer cell survival.’

One of the proteins involved in this
signaling pathway is Insulin-like growth
factor-2 mRNA binding proteins (IGF2BPs)
and MYCBP, which can promote cancer
development Dby stabilizing methylated
mRNA and increasing tumor cell
proliferation. This research will investigate
the anti-cancer phytochemical effects along
with natural products and cervical cancer

pathogenesis through the IGF2BP2 and
MY CBP pathways.
This study utilizes Kale leaves

(Brassica oleracea L) rich in glucosinolates
and related hydrolysis products including
Indole-3-carbinol (I3C), which can act as
Warburg effect inhibitors and regulate
cellular energy to suppress cancer cell
growth, thereby preventing cancer cell
proliferation.?  Epidemiological  studies
indicate that Kale leaves (Brassica oleracea
L) can protect humans from cancers such as



colorectal, breast,

cancers.®

lung, and prostate

Indole-3-carbinol (I3C) is a natural
product found in vegetables belonging to the
Brassicaceae family. Many studies show that
I3C suppresses the proliferation of various
cancer cells, including breast, colon,
prostate, and endometrial cancer cells. One
example of its anti-proliferative properties
comes from research conducted on non-
tumorigenic  and  tumorigenic  breast
epithelial cells (MCF10A and MCF10CAla
respectively), which show that 13C induces
apoptosis in breast cancer cells but not in
non-tumorigenic breast epithelial cells. 13C
and one of its reaction products,
diindolylmethane (DIM), are involved in
phase 1 detoxification enzyme induction,
which  can Dbreak down other food
carcinogens. In situ and in vivo studies
demonstrate the role of 13C as a
chemoprotective agent in breast and prostate
cancer.'®

With numerous observed failures in
cervical cancer treatment, there is
considerable interest among researchers in
studying  cellular signaling  pathways.
Therapies involving specific inhibitors
targeting one pathway cannot treat cancer in
certain cases. However, some natural
methods utilizing available compounds,
including Indole-3-Carbinol, can inhibit
human cancer by affecting various cellular
signaling pathways and can therefore be
defined as multi-target agents. Research
conducted by Biersack in 2020 proved that
Indole-3-Carbinol is a useful compound for
overcoming drug resistance in cancer and
metastatic tumors.**

The method used in this study
involves in silico analysis. After identifying
Kale leaf compounds (Brassica oleracea L),
in silico analysis is conducted to investigate
molecular docking with ligand proteins. The
phytochemical effects of Kale leaves
(Brassica oleracea L) as Warburg effect
modulators have minimal side effects
because their use is aimed directly at target
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cancer cells compared to other therapy
methods such as radiotherapy and
chemotherapy. Thus, one of the research
goals is to analyze the anti-cancer effects of
Indole-3-Carbinol on cervical cancer by
reducing glucose intake, focusing on the
IGF2BP2 and MY CBP signaling pathways.

The method used in this study
involves in silico analysis. After identifying
Kale leaf compounds (Brassica oleracea L),
in silico analysis is conducted to investigate
molecular docking with ligand proteins. The
phytochemical effects of Kale leaves
(Brassica oleracea L) as Warburg effect
modulators have minimal side effects
because their use is aimed directly at target
cancer cells compared to other therapy
methods such as radiotherapy and
chemotherapy. Thus, one of the research
goals is to analyze the anti-cancer effects of
Indole-3-Carbinol on cervical cancer by
reducing glucose intake, focusing on the
IGF2BP2 and MY CBP signaling pathways.

METHODS

After identifying the compounds in
kale leaves (Brassica oleracea L), in silico
analysis was then carried out to determine
molecular docking with protein ligands.'?
The natural compound Indole-3-Carbinol
has been included in the PDB file. The
Publication of Chemistry (PubChem)
database provided the ligand protein's amino
acid sequence. The 3D structure of the
Indole-3-carbinol chemical component from
Brassica oleracea L kale leaves was used for
docking, and it was retrieved from the
PubChem Open Chemistry Database.
OpenBabel software will be used to convert
the 3D structures of different chemicals
stored in *.sdf files into *.pdb files. GDP is
Q9Y6M1. Using the homology modeling
approach, the target protein's 3D structure
was predicted using the SWISS- MODEL
web service. The Ramachandran plot was
then used to confirm the 3D protein
structure. Following that, the docking
analysis findings will be displayed using
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LigandScout 3.1, LigPlot+, and Discovery
Studio 4.1 software.*>*

In our research, a laptop with 17
specifications was used. We obtained protein
from PubChem for protein target screening.
Using Autodock Tools 4.0, molecular
docking and 2D  visualization are
accomplished. Molecular 3D visualization is
accomplished with PyMOL. By using the
search criteria "homo sapiens™ and selecting
the structure component in the UniProt
database (https://www.uniprot.org/),
IGF2BP2 and MYCBP was selected for the
protein preparation. We discovered the
correct PDB 1D from the structure portion.™

By clicking the RSCB-PDB database
(https://www.rcsb.org/), we were able to sort
the protein after discovering the IGF2BP2
and MYCBP legitimate PDB ID from the
structural section. resolution, year of
publication, mutations, and native ligand are
taken into consideration. Based on this
knowledge, the candidate protein 6ROL and
2YYO0, was selected to reflect the criteria that
need to be taken into  account
(https://www.rcsb.org/structure/6ROL) and
(https://www.rcsb.org/structure/2YY0). The
X-Ray technique was used to experimentally
identify the IGF2BP2 and MYCBP. The
6ROL's resolution 2.10 A was first made

available in RCSB-PDB in 2019. The
2YYO0's resolution 2.40 A was first made
available in RCSB-PDB in 2008. In

molecular simulations, the protein can be
represented in its unaltered state without the
need for mutation. The binding sites of these
proteins can be identified via blind docking,
and the amino acid residues involved in these
binding sites can be predicted.’®'’ The
structure of the bioactive compounds was
ascertained by retrieving the data from the
PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
database. After screening, the compounds
were looked wup in  PubChem and
downloaded in.sdf format.

For the purpose of predicting ADME

and toxicity, ADMETIab 2.0
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(https://admetmesh.scbdd.com/ ) was
utilized. Bioactive chemical smiles were
submitted to the web server, and toxicity and
ADME data were gathered. Finding the best
potential bioactive chemical was done using
Lipinski's five rules and the level of
toxicity.”® Molecular docking preparation
was carried out utilizing the AutodockTool
program. Bioactive chemicals that were
chosen based on ADMETOX predictions
were prepared for molecular docking by
using MarvinSketch software to convert
the.sdf file to the.pdb format. Subsequently,
the bioactive chemical and IGF2BP2 protein
and MYCBP protein were prepared using
AutodockTools software in order to create
the.pdbgt file format.™

RESULT

The docking results consist of three
types: 3D visualization, 2D visualization,
and Admetox. In silico testing is conducted
between a protein and ligands. The protein
used is IGF2BP2 and MYCBP found in
cervical cancer cells, which is docked with
ligands from compounds found in Kkale
leaves, specifically Indole-3-Carbinol. The
comparison ligands used are drugs
commonly used in chemotherapy for cervical

cancer, namely  5-Fluorouracil and
Doxorubicin.
Table 1. Docking Results of IGF2BP2
protein
Bioactive Binding Inhibition
Compound Energy Constant
Indole-3- -3.30 4.50
Carbinol
5- -3.08 5.55
Fluorouracil
Doxorubicin -6.14 31.45

The AG (Gibbs Energy) values for
Indole-3-Carbinol, 5-fluorouracil and
Doxorubicin are -3.20, -3.08 and -6.14
kcal/mol, respectively. Meanwhile, the pKi
values are 4.50, 5.55, 31.45 respectively.
From the above results, using molecular
simulations, we found that Indole-3-Carbinol
has a higher binding affinity compared to 5-
fluorouracil.
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Table 2. Docking Results of MYCBP

protein

Bioactive Binding Inhibition
Compound Energy Constant

Indole-3- -5.75 61.23

Carbinol

5- -4.45 549.10

Fluorouracil
Doxorubicin -6.90 8.72

The AG (Gibbs Energy) values for
Indole-3-Carbinol, 5-fluorouracil and
Doxorubicin are -5.75, -4.45 and -6.90
kcal/mol, respectively. Meanwhile, the pKi
values are 61.23, 549.10, and 8.72
respectively. From the above results, using
molecular simulations, we found that Indole-
3-Carbinol has a higher binding affinity
compared to 5-fluorouracil.

(A)

(B)
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(©)

Figure 1. 2D Visualization of IGF2BP2
protein, (A) Indole-3-Carbinol, (B) 5-
Fluorouracil, (C) Doxorubicin

2D visualization of Indole-3-Carbinol
with the IGF2BP2 protein shows that there
are 5 bonds. From the 5-Fluorouracil ligand
with the IGF2BP2 protein, it was found that
there were 4 bonds. From the Doxorubicin
ligand with the IGF2BP2 protein, it was
found that there were 8 bonds. showed that
indole-3-carbinol had stronger binding
compared to 5-fluorouracil.

Table 3. Amino Acid Residue Q9Y6M1

Prote Bioacti G G PR AR AR
in ve LN LN O G G
Compo 57 48 57 57
und 2 56 2 3 6
9
Q9Y6 Indole- v
M1 3-
Carbin
ol

Total 1 1

Table 4. Amino Acid Residue Q99417

Protei Compou LE LY LE TY
n nd U S U R
86 89 90 93
Q9941 Indole-3-
7 Carbinol
Total 1
The amino acid residue in the

IGF2BP2 (Q9Y6ML1) protein has 2 amino
acids, while the MYCBP (Q99417) protein
has 1 amino acid. This shows that the Indole-
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3-Carbinol ligand has better adhesion to the
IGF2BP2(QY6ML1) protein.

(A)

(B)

(©)

Figure 2. 3D Visualization of IGF2BP2
protein, (A) Indole-3-Carbinol, (B) 5-
Fluorouracil, (C) Doxorubicin

65

(B)

(©)

Bonds between proteins and ligands
are found in protein gaps. The bond that
occurs is a strong bond because based on the
nature of proteins, there are many active
binding sites between protein gaps. Active
binding sites that bind one protein to another
form a strong bond.
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Table 5. ADMETOX bioactive compounds

by druglikeness
Compou Molecul (H) (H) Log
nd ar Bon Bond P
Weight d Dono
Acce r
ptor
Indole-3-  147.07 10 2 1.3
Carbinol 9
5- 130.020 4 2 -
Fluorour 0.7
acil 73
Doxorub  543.52 12 6 2.0
icin 12

Based on Lipinski's 5 rules, it is
stated that the molecular weight should not
exceed 500 g/mol, Hydrogen Bond Donors
should not be more than 5, Hydrogen Bond
Acceptors should not be more than 10, and
the Log P wvalue should not exceed 5.
Therefore, according to Lipinski's 5 rules,
the compound [Indole-3-Carbinol has
satisfied all these criteria.

Table 6. ADMETOX bioactive compounds
at Q9Y6M1 by Pharmacokinetics

Compo GI BBB C C C C C

und Y Y Y Y Y
P P P P P
1 2 2 2 3
A C C D A
2 1 9 6 4

9

Indol High J X X X X

e-3-

Carbi

nol

5- Hi X X X X X X

Fluorou gh

racil

Doxoru Lo X X X X X X
bicin w

Based on the inhibitor study of the
drug-metabolizing enzyme CYP, based on
Lipinski's rule that no more than 2 CYP
inhibitors should be inhibited. This shows
that the indole-3-carbinol compound does
not violate these regulations and is still
within safe limits.This means that the
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compound can be metabolized very well by
the body. Additionally, it exhibits high
absorption in the gastrointestinal tract and
has the ability to penetrate the blood-brain
barrier.

Table 7. ADMETOX bioactive compounds

by Toxicities
Com A O C R LC LC Lip
poun M r ar es 50F 50D ins

d ES al ci pi M M Ki

Indol -- + - + 381 478 g
e-3- + 5

Carbi +

nol

5- —- - - 4+ 263 469
Fluor + 0

ourac

il

Doxo ++ - + + 497 685 X
rubic + + + 6 9

in +

Based on toxicity tests, it was found
that Indole-3-Carbinol is not harmful if
ingested, indicating its potential as a
candidate for oral drug formulations. Indole-
3-Carbinol  also does not induce
carcinogenicity. Therefore, according to
Lipinski's 5 rules, the compound Indole-3-
Carbinol is considered acceptable.

DISCUSSION

Cervical cancer is cancer caused by
Human Papilloma Virus (HPV) type 16 and
type 18 which can interfere with glucose
intake levels as a food ingredient (Warburg
effect). This mechanism will influence the
proliferation of cervical cancer cells, so
further research is needed by focusing on
target proteins on the Warburg effect. The
target proteins that play an important role in
this are IGF2BP2 (Insulin-like Growth
Factor 2 mRNA Binding Protein 2) and
MY CBP (MY CBP-Binding Protein).***'

In silico a lot of information will be
obtained which will be useful as a basis for
conducting deeper research regarding its
relationship to cancer, especially cervical
cancer. In silico testing can provide
information about the structures of the ligand
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and target protein either in 2-dimensional
visualization or 3-dimensional visualization
so that binding results can be obtained
between the ligand and protein. In silico tests
also  provide results regarding the
druglikeness of the compounds used. Most
importantly, in silico tests provide
information on the absorption, distribution,
metabolism and excretion of the compounds
used. Also provide information regarding the
druglikeness of a drug as well as toxicity or
side effects that may arise.”>*

Two-dimensional visualization was
carried out by docking the IGF2BP2 and
MY CBP proteins with the Indole-3-Carbinol
ligand with added comparators, namely 5-
Fluorouracil and Doxorubicin. In the
IGF2BP2 protein which was docked with
Indole-3-carbinol  compared  with  5-
Fluorouracil and doxorubicin, the results
showed that Indole-3-Carbinol had potential
compared to the standard drug, namely 5-
Fluorouracil. on the MYCBP protein by
comparing 5-Fluorouracil and Doxorubicin,
the results showed that Indole-3-Carbinol
was similar to the standard drug, namely 5-
Fluorouracil. Between the IGF2BP2 protein
and the MYCBP protein, the Indole-3-
Carbinol compound binds better to the
IGF2BP2 protein, and when compared with
standard drugs, the Indole-3-Carbinol
compound has the potential with a protein
focus on IGF2BP2.*

3D visualization shows bonds
between proteins and ligands in protein gaps.
The bond that occurs is a strong bond
because based on the nature of the protein,
there are many active binding sites between
the gaps in the protein. Active binding sites
that bind one protein to another form a
strong bond. Of the three compounds, the
indole-3-carbinol compound binds in the
middle of the IGF2BP2 protein gaps. When
compared with the 5-Fluorouacil compound,
it can be seen that there are still parts of the
compound that do not bind to the protein, so
the Indole-3-Carbinol compound has the
potential to be a candidate for cervical cancer
therapy. Thus, 3D visualization in in silico
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assays plays an important role in
understanding interactions between ligands
and receptors, and can provide important
insights in  the development  of
pharmacological compounds.®

The parameters used in the
druglikeness test are molecular weight,
hydrogen bond acceptor, hydrogen bond
donor, and logP. Based on Lipinski's 5 rules,
the molecular weight of the compound
should not be more than 500 Da, Hydrogen
Bond Acceptor not more than 10, Hydrogen
Bond Donor not more than 5 and logP not
more than 5. The Indole-3-Carbinol
compound meets all the criteria of Lipinski's
5 rules. When compared with the standard
drug Doxorubicin, it was found that the
molecular weight and hydrogen bond
acceptor and hydrogen bond donor did not
meet the 5 Lipinski rule criteria. The bond
acceptor and bond donor will influence the
absorption process of the compound. If the
donor bond and acceptor bond are too large,
it will require more energy, which can make
it slower for the compound to reach the
protein target. A compound will be more
difficult to absorb in the body and have poor
permeability if it violates Lipinski's 5 rules.*®
Lipinski explained that logP is a value
related to the hydrophobicity or lipophilicity
of a compound. If the logP value is too large
it will cause higher toxicity. However, if the
logP value is too small to the point of minus,
it is also not good because the compound
molecules cannot penetrate the membrane of
the lipid bilayer so they will quickly bind
with the water solvent.”’ Based on the drug
likeness, the Indole-3-Carbinol compound
has high potential as a candidate for cervical
anticancer drugs.”®

Prediction of ADME or absorption,
Distribution Metaboism and Excretion is
needed to see whether the compound used is
safe for the body. The first is to carry out a
pharmacokinetic test. In the pharmacokinetic
test, several parameters are looked at,
namely gastrointestinal absorption, blood
brain barrier and CYP inhibition.
Cytochrome or CYP based on Lipinski's rule
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should not be more than 2 inhibited. In the
Indole-3-Carbinol compound test, this
compound can be absorbed well from the
gastrointestinal tract, this shows that it can
be a potential candidate for cervical cancer
with oral preparations. Based on CYP
inhibition, the Indole-3-Carbinol compound
inhibits 1 out of 5 CYPs, however this is still
within normal limits where according to
Lipinski's rule no more than 2 CYPs should
be inhibited. In the toxicity test, the Indole-3-
Carbinol compound did not cause a
carcinogen compared to Doxorubicin which
tends to be a carcinogen. The conclusion
based on Lipinski's rules is that the Indole-3-
Carbinol compound is accepted while the
standard drug, namely Doxorubicin, is
rejected.”’

Negative binding energy value
indicates that during the bond formation
process, no energy is needed from the
environment, so the smaller or negative the
binding energy value, the better the affinity
of the ligand and protein or the more
stable/stronger the bond is formed. The
binding energy value is influenced by the
formation of hydrogen bonds between the
ligand and the receptor. The more hydrogen
bonds, the stability of a complex will
increase, so that the binding energy value is
lower and the complex formed is more
stable. The binding energy of the IGF2BP2
and MYCBP proteins shows that Indole-3-
Carbinol has a binding energy value that is
better than the 5-Fluorouracil compound but
not better than Doxorubicin.

CONCLUSION

Indole-3-Carbinol from kale leaves is
an anticancer agent for cervical cancer,
specifically targeting IGF2BP2 signaling and
the Warburg effect, with the advantage of
minimal side effects.
SUGGESTION

Future research should add more
ligands so that they don't just focus on one
ligand. Add more target proteins so it's not
just the Warburg effect. It is hoped that this
research can be a stepping stone to continue
with further research, specifically using in
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vitro and in vivo tests so that the
effectiveness of the Indole-3-Carbinol
compound in Kale leaves can be further
tested as a candidate for cervical cancer
therapy.
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