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ABSTRAK

Salah satu penyebab kanker paru-paru adalah perubahan genetik pada gen V-
Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) yang terlibat
dalam jalur pensinyalan yang terkait dengan proliferasi, diferensiasi sel, dan
apoptosis. Mutasi titik pada gen KRAS terdeteksi pada 15% hingga 20% dari
semua Karsinoma Paru-paru Non-Sel Kecil (NSCLC) dan sekitar 30%
adenokarsinoma paru-paru, dengan mutasi yang paling umum berada pada
kodon 12. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui reaksi pengikatan antara
senyawa cembranoid tipe diterpene dari daun tembakau (Nicotiana tabacum L.)
dan KRAS pada kanker paru-paru manusia. Kami menemukan adanya senyawa
aktif diterpene tipe cembranoid berupa thunbergol (C20H340) dengan
pemeriksaan Gas Chromatography and Mass Spectroscopy (GC-MS).
Berdasarkan hasil molecular docking, ditemukan bahwa ligan cembranoid tipe
diterpene berikatan dengan reseptor KRAS dengan hasil G -7,0 kkal/mol, pKi
7,35 M, 1 ikatan hidrogen dengan tipe ILE36 (1.937 Angstrom).
Kesimpulannya, cembranoid tipe diterpene dapat dianggap sebagai senyawa
anti-kanker karena interaksi molekuler dengan diterpene tipe cembranoid
melalui proliferasi sel dan jalur diferensiasi serta apoptosis.

Kata kunci: diterpen tipe cembranoid, dalam silico, KRAS, kanker paru-paru,
mekanisme kerja
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ABSTRACT

One of the causes of lung cancer is genetic alterations in the gene V-Ki-ras2
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologous (KRAS) which is involved in
signaling pathways related to proliferation, cell differentiation, and apoptosis.
Point mutations in the KRAS gene are detected in 15% to 20% of all Non-Small
Cell Lung Carcinoma (NSCLC) and about 30% of lung adenocarcinomas, with
the most common mutation being in codon 12. This study aims to determine the
binding reaction between cembranoid-type diterpene compounds from tobacco
leaves (Nicotiana tabacum L.) and KRAS in human lung cancer. We found the
presence of an active compound of cembranoid-type diterpene in the form of
thunbergol (C20H340) by gas chromatography and mass spectroscopy (GC-
MS). Based on the results of molecular docking, it was found that the
cembranoid-type diterpene ligand binds to the KRAS receptor with a result of
G -7.0 kcal/mol, pKi 7.35 M, 1 hydrogen bond with type ILE36 (1,937
Angstrom). In conclusion, cembranoid-type diterpenes can be considered as
anti-cancer compounds due to their molecular interactions with cembranoid-
type diterpenes through cell proliferation and differentiation pathways and
apoptosis.

Keywords: cembranoid-type diterpenes, in silico, KRAS, lung cancer,
mechanism of action
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Menurut World Cancer Research Fund International tahun 2020 angka kasus
baru kanker paru mencapai 2,2 juta (12,2%) dari seluruh kasus kanker dan
menempati posisi kedua sebagai keganasan yang paling sering terjadi.' Di
Indonesia menurut data Globocan 2020, kanker paru merupakan kanker dengan
angka kematian paling tinggi ketiga setelah kanker payudara dan serviks dengan
jumlah 30.843 kasus.?

Kanker paru disebabkan oleh karena tidak terkendalinya pertumbuhan sel
dalam jaringan paru, terutama pada sel-sel yang melapisi saluran pernapasan.
Paparan kumulatif terhadap tar yang dikandung oleh rokok tembakau menjadi
komponen utama penyebab kanker paru.® The International Agency for Research
on Cancer mengidentifikasi paling sedikit 50 karsinogen dan lebih dari 4000
konstituen dalam asap tembakau.' Faktor risiko lain juga banyak terlibat termasuk
pewarisan genetika.’

Efek paparan rokok tembakau pada sitologi sel epitel saluran napas normal
dapat menyebabkan penyimpangan molekuler luas pada saluran napas yang
menunjukkan area cedera yang berkaitan dengan onkogenesis paru.* Perubahan
molekuler yang dapat ditemukan diantaranya adalah perubahan genetik (mutasi),
variasi copy number dan metilasi Deoxyribonucleic Acid (DNA) pada epitel
saluran napas.’

Mutasi gen yang paling umum ditemukan pada kanker paru melibatkan gen V-
Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR), anaplastic lymphoma kinase (4LK), phosphoinositide-3-
kinase, catalytic, alpha polypeptide (PIK3CA), v-Raf murine sarcoma viral
oncogene homolog Bl (BRAF), serta human epidermal. Produk gen yang
mengalami perubahan ini berperan dalam jalur pensinyalan yang berkaitan dengan
proliferasi, diferensiasi sel, dan apoptosis.’

Mutasi ini terutama KRAS, EGFR dan ALK menyebabkan kanker menjadi

resisten terhadap terapi personal standar yang biasa diberikan pada penderita
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kanker yaitu tyrosine kinase inhibitors (TKls) tertarget susunan genetik individu,
termasuk juga resisten terhadap terapi konvensional kemoterapi dan radiasi.
Metode konvensional ini tidak spesifik untuk sel kanker dan malah menyerang sel
normal selain sel kanker yang ada. Pengobatan yang tidak adekuat dan timbulnya
resistensi menyebabkan angka prognosis yang jelek dan tingkat kematian pasien
kanker paru juga semakin meningkat.® Hal ini mengarahkan perlunya eksplorasi
keanekaragaman hayati Indonesia yang berpotensi sebagai terapi penunjang
(adjuvan) kanker berbahan alam yang tidak menimbulkan efek samping dan
tertuju langsung pada sel target kanker.

Tembakau murni (Nicotiana tabacum L.) yang tergolong dalam tanaman
perkebunan, dan dihubungkan sebagai penyebab kanker paru diangkat sebagai ide
penelitian yang digunakan sekaligus sebagai terapi penyembuhan penyakit
ini. Sepengetahuan peneliti, penelitian ini merupakan studi pertama tentang
beberapa mutasi gen (KRAS, EGFR dan ALK) yang terlibat pada kanker paru

Daun tembakau memiliki berbagai komponen kimia yang bersifat bioaktif,
diantaranya cembranoid-type diterpene (CBD) yang merupakan diterpen
makrosiklik. Bioaktifitas CBD tembakau terlihat pada beberapa penelitian
diantaranya memiliki aktifitas antijamur, antibakteri, antivirus dan antiparasit
yang baik dan juga sebagai neuroprotektif.’

Selain itu keefektifannya juga terbukti sebagai agen antikanker dengan cara
menginduksi apoptosis sel kanker. Penelitian CBD dari tembakau dapat
menurunkan viabilitas sel hepatokarsinoma, menghambat proliferasi sel,
mengubah permeabilitas membran plasma, mempromosikan morfologi apoptosis,
menghentikan siklus sel pada fase S, dan menginduksi apoptosis melalui jalur
p53-PUMA, PI3K-Akt, dan IL-1-NF- kB-IAP pathways’, tetapi untuk terapi
adjuvan kanker paru sendiri belum ditemukan referensi yang mendukung terutama
dalam kaitannya dengan mutasi gen KRAS, EGFR dan ALK.

Oleh karena itu, dilakukan penelitian untuk menginvestigasi potensi senyawa
cembranoid type-diterpene dari daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) sebagai
antikanker melalui target protein KRAS, EGFR dan ALK dan memahami
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mekanisme kerja antikanker sehingga dapat diaplikasikan dalam terapi klinis di
masa depan
1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah senyawa Cembranoid terdapat di daun tembakau ?
2. Apakah mutase gen KRAS,EGFR dan ALK berhubungan dengan kejadian
kanker paru ?
3. Bagaimana interaksi (molecular docking) antara senyawa golongan
Cembranoid terhadap protein KRAS, EGFR dan ALK ?
4. Apakah Cembranoid dari daun tembakau dapat dipakai sebagai
ppengobatan kanker paru ?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
Menjelajahi potensi senyawa cembranoid dari daun tembakau (Nicotiana
tabacum L.) sebagai kandidat terapi kanker paru melalui analisis karakterisasi
senyawa, mekanisme mutasi gen, serta interaksi molekuler terhadap protein target
yang relevan
1.3.2 Tujuan Khusus
1. Menganalisis karakterisasi senyawa Cembranoid dari daun tembakau.
2. Mempelajari mekanisme mutasi gen KRAS, EGFR, dan ALK.
3. Mengevaluasi mekanisme interaksi (docking molekuler) antara senyawa
golongan Cembranoid terhadap protein KRAS, EGFR, dan ALK.
4. Menganalisis potensi Cembranoid dari daun tembakau sebagai salah satu

kandidat terapi kanker paru.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian adalah terungkapnya senyawa golongan cembranoud dari
daun tembakau serta peranannya sebagai antikanker paru tertarget protein KRAS,
EGFR dan ALK. Berdasarkan temuan ini akan terdapat pijakan penelitian
selanjutnya yang mengarah kepada penemuan antikanker bersumber berbahan

dasar tembakau murni
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1.4.1 Bagi Peneliti

Manfaat penelitian ini bagi peneliti adalah untuk meningkatkan
pemahaman mendalam mengenai karakterisasi senyawa cembranoid dari daun
tembakau serta potensinya sebagai agen terapeutik untuk kanker paru. Peneliti
dapat memperluas wawasan terkait mekanisme mutasi gen KRAS, EGFR, dan
ALK yang berperan penting dalam perkembangan kanker paru. Selain itu,
penelitian ini memberikan pengalaman dalam mengevaluasi interaksi molekuler
melalui metode docking, yang merupakan pendekatan inovatif dalam desain obat
berbasis molekul. Dengan demikian, penelitian ini tidak hanya memperkaya
pengetahuan ilmiah, tetapi juga memberikan keterampilan teknis yang aplikatif
dalam bidang bioteknologi dan pengembangan terapi kanker.
1.4.2 Bagi Penelitian dan Pendidikan

Manfaat penelitian ini bagi bidang penelitian dan pendidikan sangat
signifikan, khususnya dalam memperluas wawasan mengenai karakterisasi
senyawa cembranoid dari daun tembakau dan potensinya sebagai kandidat terapi
kanker paru. Penelitian ini memberikan kontribusi ilmiah terhadap pemahaman
mekanisme mutasi gen KRAS, EGFR, dan ALK serta interaksi molekuler senyawa
bioaktif dengan protein target, yang dapat menjadi dasar untuk pengembangan
obat berbasis senyawa alami. Selain itu, dalam bidang pendidikan, penelitian ini
dapat digunakan sebagai sumber pembelajaran untuk mahasiswa dan akademisi,
membantu memahami aplikasi bioteknologi, metode analisis molekuler, serta
pendekatan desain obat, sehingga mampu meningkatkan kapasitas generasi
mendatang dalam penelitian dan inovasi di bidang farmakologi dan onkologi
molekuler.
1.4.3 Bagi Masyarakat

Manfaat penelitian ini bagi masyarakat terletak pada potensi penerapan
senyawa cembranoid dari daun tembakau sebagai terapi alternatif untuk kanker
paru, yang dapat membuka peluang bagi pengembangan pengobatan baru yang
lebih efektif dan terjangkau. Selain itu, penelitian ini berpotensi meningkatkan
kesadaran masyarakat tentang pentingnya penelitian terhadap tanaman lokal

sebagai sumber obat alami yang dapat dimanfaatkan untuk pengobatan kanker.
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Dengan ditemukannya senyawa yang berpotensi mengatasi masalah kesehatan
yang signifikan, seperti kanker paru, masyarakat dapat memperoleh manfaat
langsung berupa pilihan pengobatan yang lebih beragam dan mungkin lebih aman,

serta meningkatkan kualitas hidup pasien kanker.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tembakau (Nicotiana tabacum L.)
2.1.1 Tumbuhan Tembakau (Nicotiana taabacum L.)

Tembakau (Nicotiana tabacum L.) adalah tanaman yang termasuk dalam
keluarga Solanaceae dan memiliki ciri morfologi khas.® Batangnya tegak,
berbentuk silindris, dan biasanya berwarna hijau dengan permukaan yang sedikit
berbulu. Daun tembakau berwarna hijau, berbentuk oval hingga lonjong, dengan
ukuran yang bervariasi tergantung varietasnya, serta memiliki tepi yang licin atau
sedikit bergelombang. Permukaan daun sering kali dilapisi bulu halus dan

mengandung banyak kelenjar yang menghasilkan resin.?

Sumber :https://www.istockphoto.com/id/foto/buka-ladang-kedelai-saat-matahari-
terbenam-ladang-kedelai-gm1200736399-344057091

Gambar 2. 1 Tumbuhan Tembakau
Bunga tembakau tersusun dalam bentuk malai (inflorescence) di bagian
ujung batang, dengan kelopak berbentuk corong dan warna mahkota yang
bervariasi antara merah muda hingga putih kekuningan.” Buahnya berbentuk
kapsul yang mengandung banyak biji kecil berwarna cokelat kehitaman. Sistem
perakaran tembakau berupa akar tunggang yang tumbuh dalam-dalam dan akar

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



lateral yang menyebar ke samping. Tanaman ini memiliki karakteristik morfologi
yang mendukung adaptasinya di berbagai jenis lahan.’
2.1.2 Ekstrak Tembakau

Tembakau (Nicotiana tabacum L.) mengandung berbagai senyawa bioaktif
seperti flavonoid, ALKaloid, polifenol, dan terpenoid (termasuk cembranoid).
Flavonoid seperti quercetin, kaempferol, dan rutin berperan sebagai antioksidan,
anti-inflamasi, dan antikanker.® ALKaloid seperti nikotin, anatabine, dan
nornikotin memiliki efek neurostimulasi, antimikroba, dan imunomodulasi.
Polifenol, termasuk asam klorogenat dan asam kafeat, berkontribusi sebagai
antioksidan dan agen anti-inflamasi.'® Terpenoid, khususnya cembranoid seperti
4R-cembranoid dan a-cembranolide, menunjukkan potensi antikanker, antibakteri,
dan neuroprotektif, yang sebagian besar ditemukan dalam resin tembakau.™
Kombinasi senyawa-senyawa ini menjadikan tembakau menarik untuk penelitian

di bidang farmasi dan bioteknologi.
2.2 Kanker Paru

2.2.1 Definisi Kanker Paru
Kanker paru merupakan neoplasma ganas yang berasal dari saluran udara

atau bronkus, baik dari paru sendiri (primer) dan metastasis tumor ke paru.'?
Faktor risiko terjadinya kanker paru harus menjadi perhatian dan dihindarkan
seperti paparan asap rokok, penggunaan rokok elektronik dan produk tembakau
lain seperti pipa, cerutu, dan hookah, cannabis, paparan radon, lingkungan, gaya
hidup, riwayat penyakit non infeksi dan infeksi yang melibatkan saluran

pernapasan, Human Immunodeficiency Virus (HIV), serta pewarisan genetika.’

2.2.2 Epidemiologi Kanker Paru
American Cancer Society (ACS) memperkirakan 135.720 kematian akibat

kanker paru akan terjadi di Amerika Serikat pada tahun 2020. Sebagian besar pasien
tidak terdiagnosis sampai timbul gejala dan sering ditemukan pada stadium lanjut
(IIT atau IV), dengan tingkat kelangsungan hidup 5 tahun masing-masing sebesar

16% dan 4% .3
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2.2.3 Faktor Risiko Kanker Paru
Kanker paru-paru memiliki berbagai faktor risiko yang telah diidentifikasi

dalam penelitian terbaru. Selain kebiasaan merokok, paparan terhadap zat
karsinogenik seperti asbes, silika, logam berat, dan hidrokarbon aromatik
polisiklik juga meningkatkan risiko terjadinya kanker paru.'*'> Paparan gas radon,
gas radioaktif alami yang dihasilkan dari pemecahan uranium di tanah dan batuan,
juga merupakan faktor risiko signifikan. Polusi udara, terutama di daerah
perkotaan dengan tingkat polusi tinggi, telah dikaitkan dengan peningkatan
insiden kanker paru.'> Faktor demografis seperti usia di atas 50 tahun dan jenis
kelamin laki-laki, yang sering dikaitkan dengan prevalensi merokok yang lebih
tinggi, juga berperan dalam meningkatkan risiko.'* Selain itu, riwayat penyakit

paru kronis dan infeksi paru dapat berkontribusi sebagai faktor risiko tambahan.

2.2.4 Terapi Kanker Paru

Kemajuan terbaru dalam terapi kanker paru-paru telah memperkenA4LKan
beberapa pendekatan yang menjanjikan. Terapi yang ditargetkan, seperti lorlatinib
dan selpercatinib , telah menunjukkan peningkatan kemanjuran dalam mengobati
mutasi genetik tertentu seperti perubahan ALK dan RET pada kanker paru-paru
non-sel kecil (NSCLC), menawarkan hasil yang lebih baik dan mencegah
metastasis. Imunoterapi dengan inhibitor titik pemeriksaan imun, seperti inhibitor
PD-1 dan PD-L1, telah secara signifikan meningkatkan tingkat kelangsungan
hidup dengan meningkatkan kemampuan sistem imun untuk menyerang sel-sel
kanker.'®!” Lebih jauh lagi, terapi neoadjuvant mendapatkan daya tarik sebagai
perawatan pra-bedah untuk mengecilkan tumor dan meningkatkan efektivitas
pembedahan. Selain itu, pengobatan yang dipersonalisasi , dipandu oleh profil
genomik, memungkinkan strategi pengobatan yang disesuaikan berdasarkan
susunan genetik unik dari tumor setiap pasien, yang mengarah pada terapi yang
lebih terarah dan efektif. Inovasi-inovasi ini merupakan lompatan maju yang
signifikan dalam meningkatkan prognosis dan pilihan pengobatan untuk pasien

kanker paru-paru.'®!’
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2.3 Mutasi Gen pada Kanker Paru
Mutasi gen adalah perubahan yang terjadi pada materi genetik di dalam
sel, berupa perubahan susunan gen (DNA) atau perubahan struktur dan jumlah

kromosom sehingga menyebabkan perubahan sifat yang dibutuhkan.'®

2.3.1. Mutasi gen V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogen homolog
(KRAS)

Mayoritas KRAS melibatkan kodon 12 atau 13 dan biasanya terkait
dengan riwayat penggunaan tembakau. Frekuensi mutasi KRAS bervariasi antar
kelompok etnis dimana jarang pada Asia dan tersering pada Afrika Amerika.
Dalam penelitian terkini, mutasi KRAS terdeteksi pada proporsi pasien NSCLC
yang tidak merokok, dengan insiden hingga 15%. Mutasi KRAS dapat menjadi
biomarker prediktor prognostik pada NSCLC yang terkait dengan insiden tinggi

mutasi EGFR sehingga menandakan buruknya prognosis.’

2.3.2. Mutasi gen Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) adalah reseptor pada
permukaan sel yang berperan dalam pertumbuhan sel dan proses apoptosis sel.
Mutasi gen EGFR akan menyebabkan terjadinya aktivitas berlebihan pada sel
yang akan menyebabkan tumor. Dalam teori disebutkan bahwa mutasi gen EGFR
umumnya terjadi pada pasien penderita adenokarsimona dari etnik Asia. Mutasi
predominan ditemukan di lokasi gen EGFR ekson 19 dan 21, sekitar 85% mutasi
EGFR adalah delesi di ekson 19 atau mutasi ekson 21 L858. Jenis mutasi EGFR
tidak sama dalam memberikan respons terhadap EGFR tyrosine kinase
inhibitor. '*

2.3.3. Mutasi gen Anaplastic Lymphoma Kinase (4LK)

Patogenesis kanker paru akibat mutasi gen ALK adalah meningkatkan
pertumbuhan/proliferasi sel dan menghambat apoptosis di awal. Rearrangement
ALK pada kanker paru sangat terkait dengan histologi adenokarsinoma,
khususnya dengan asinar dan/atau pola pertumbuhan solid atau dengan gambaran

seluler signet ring cell carcinoma. Meskipun fusi ALK umum terjadi pada
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limfoma sel besar anaplastik dan tumor miofibroblastik inflamasi, fusi EML4-
ALK spesifik hampir secara eksklusif ditemukan pada kanker paru °.
2.4 Kinerja Cembranoid dalam Meghambat Mutasi Gen pada Kanker Paru
Cembranoid adalah senyawa terpenoid yang menunjukkan aktivitas
antikanker melalui berbagai mekanisme. Salah satunya adalah induksi apoptosis,
yaitu proses kematian sel terprogram yang esensial untuk menghilangkan sel-sel
kanker."" Cembranoid dapat memicu jalur apoptosis intrinsik dengan
meningkatkan permeabilitas membran mitokondria, yang mengarah pada
pelepasan sitokrom ¢ dan aktivasi kaspase, enzim yang berperan dalam
pemecahan komponen seluler.'” Selain itu, cembranoid juga mampu menghambat
proliferasi sel kanker dengan menekan siklus sel pada fase tertentu, sehingga
mencegah pembelahan dan pertumbuhan sel kanker lebih lanjut.'® Mekanisme lain
yang dilaporkan adalah penghambatan angiogenesis, proses pembentukan
pembuluh darah baru yang diperlukan untuk suplai nutrisi pada tumor; dengan
menghambat angiogenesis, cembranoid membatasi pertumbuhan dan penyebaran
tumor. Beberapa studi juga menunjukkan bahwa cembranoid memiliki aktivitas
antioksidan, yang membantu melindungi sel normal dari kerusakan oksidatif dan

? Secara

mengurangi risiko transformasi sel normal menjadi sel kanker.'
keseluruhan, cembranoid bekerja melalui kombinasi mekanisme ini untuk

menekan perkembangan dan penyebaran sel kanker.

2.5 Molecular Docking (In Silico)

2.5.1 Dasar Molecular docking
Molecular docking atau lebih sering dikenal dengan in silico adalah

pemodelan ikatan dan afinitas antara senyawa (ligan) dengan molekul yang lebih
besar seperti protein atau enzim menggunakan teknik komputerisasi. Pada saat ini
teknologi ini sangat berkembang dan banyak digunakan dalam desain obat.
Menggunakan basis data yang sudah tersedia memudahkan peniliti untuk mencari
terapi potensial dengan efisien tanpa biaya berlebih.?’ Saat ini, metode molecular
docking banyak diterapkan dalam penelitian biologi, penemuan obat, dan berbagai
bidang lainnya. Metode ini digunakan tidak hanya untuk menemukan molekul

baru yang dapat mengikat protein dan asam nukleat, tetapi juga untuk berbagai
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tujuan lainnya. Misalnya, docking dapat membantu mengungkap bagaimana ligan
(molekul yang diketahui dapat mengikat target biologis tertentu) mempengaruhi
fungsi target tersebut secara struktural. Selain itu, docking juga sering digunakan
untuk optimasi ligan yang lebih efisien, sebuah langkah penting dalam penemuan
obat, di mana ligan yang ada digunakan untuk mencari senyawa terkait dengan
sifat yang lebih diinginkan seperti ikatan yang lebih kuat, efektivitas yang lebih
tinggi, toksisitas yang lebih rendah, dan efek samping yang lebih sedikit.*

A - Y
Gambar 2. 2 Gambaran umum
Struktur 3D dari reseptor; (C) Ligan didocking ke dalam celah atau sisi aktif
reseptor; (D) Konformasi ikatan dan interaksi antar molekul yang sesuai
diidentifikasi. Ligan (karbon berwarna.**
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2.5.2 Model Molecular docking

! Substrate
(a) % D l/Active site
Key (substrate) Lock (enzyme) °
E

l l nzyme

- 3D @

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate
Complex

Gambar 2. 3 The lock and key theory.”

Teori ”lock and key” adalah teori awal mengenai mekanisme ikatan antara enzim
dan substrat, serta molekul lainya dalam sistem biologis. Teori ini awalnya
ditemukan oleh Emil Fischer pada tahun 1890, seperti terlihat pada gambar 5.2
konsep ini digambarkan bahwa substrat atau ligan digambarkan seperti anak
kunci, sedangkan enzim atau reseptor seperti gembok yang menggambarkan
bahwa interaksi hanya akan terjadi apabila keduanya memiliki bentuk yang

spesifik.” kemudian dikembangkanlah teori baru yaitu induced fit

S,

Enzyme changes shape
Substrate slightly as substrate binds

( /Active site '
= =

=

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Gambar 2. 4 induced fit theory

Konsep induced fit dinilai lebih mencerminkan dinamika biologis yang realistis.

Teori ini ditemukan oleh Daniel E. Koshland sebagai penyempurnaan dari teori
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lock and key pada tahun 1958.> Model induced fit baik enzim sebagai reseptor
atau substrat sebagai ligan tidak bersifat kaku. Tetapi bersifat fleksibel sehingga
dapat menyesuaikan dalam proses interaksi. hal ini membuat interaksi yang lebih
stabil, efisien, dan spesifik, serta mencerminkan dinamika biologis yang lebih
realistis.”
2.6 Hipotesis
a. H1 = Terdapat interaksi in silico (molecular docking) antara senyawa
Cembranoid type-diterpene dari Tembakau murni (Nicotiana tabacum L.)
terhadap mutasi gen sebagai kandidat antikanker paru.
b. HO = Tidak terdapat interaksi in silico (molecular docking) antara senyawa
Cembranoid type-diterpene dari Tembakau murni (Nicotiana tabacum L.)

terhadap mutasi gen sebagai kandidat antikanker paru.
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2.6  Kerangka Teori

Tembakau

Senyawa bioaktif
Cembranoid-type
Diterpene

Menghambat Menginhibisi dengan cara Antioksidan
proliferasi sel berikatan dengan protein

e KRAS
e EGFR
e ALK

Menghambat aktivasi
mengintervensi jalur sinyal

Induksi Jalur Persinyaalan

Mencegah Menghentikan Mengurangi Resisten Peningkatan
Metastasis Pertumbuhan Tumor terhadap Terapi Efektivitas

Gambar 2. 5 Kerangka Teori
2.7 Kerangka Konsep

Senyawa
Cembranoid-
fype Diterpen Binding energy Potensi ka'r}didgt terapi
KRAS untuk uji lanjutan
EGFR
ALK

Gambar 2. 6 Kerangka Konsep
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METODE PENELITIAN

3.1 Definisi Operasional

BAB3

Tabel 3. 1 Definisi Operasional

Variabel Def|n_|S| Alat Ukur Hasil Ukur Skala

Operasional Ukur
Cembranoid- senyawa PubChem Binding Free Rasio
type terpenoid yang (pengambilan Energy (AG), (AG, Ki,
diterpene terdiri dari 20 struktur) Inhibition RMSD)

atom  karbon Constant (Ki),

dan  memiliki ADMETLab 2.0 Root Mean

kerangka & SwissADME Square

cembrane, yaitu (prediksi ADME Deviation

cincin & toksisitas) (RMSD)

makrosiklik 14-

karbon dari  MarvinSketch

tembakau (konversi format)

murni yang

diperoleh dari AutoDockTools

PubChem dan (preparasi

diuji terhadap docking)

protein  target

untuk menilai AutoDock Vina

potensinya (simulasi

sebagai docking)

kandidat

antikanker
KRAS Adalah gen UniProt & PDB Energi ikatan Rasio
(Kirstenrat  yang (pengambilan (binding
sarcoma mengkodekan  struktur) energy),
viral protein  kecil konstanta
oncogene bernama K- AutoDockTools inhibisi  (Ki),
homolog) Ras, yang (preparasi) RMSD (Root

berperan dalam Mean Square

jalur sinyal AutoDock Vina Deviation)

Ras/MAPK (simulasi

untuk mengatur docking)

pertumbuhan

dan diferensiasi Discovery Studio

se (visualisasi

interaksi)
EGFR Adalah reseptor UniProt & PDB Energi ikatan Rasio
(Epidermal  tirosin  kinase (pengambilan (binding
Growth yang berperan struktur) energy),
Factor dalam regulasi konstanta
15
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Receptor) pertumbuhan, AutoDockTools inhibisi  (Ki),
proliferasi, dan (preparasi) RMSD (Root
diferensiasi sel Mean Square
melalui  jalur AutoDock Vina Deviation)
sinyal  seperti (simulasi
RAS/MAPK, docking)

PI3K/AKT, dan

JAK/STAT. Discovery Studio
(visualisasi
interaksi)

ALK Adalah gen UniProt & PDB Energi ikatan Rasio

(Anaplastic  yang (pengambilan (binding

Lymphoma  mengkodekan  struktur) energy),

Kinase)) reseptor tirosin konstanta
Kinase dari AutoDockTools inhibisi (Ki),
famili  insulin (preparasi) RMSD (Root
yang berperan Mean Square
dalam AutoDock Vina Deviation)
perkembangan  (simulasi
sistem saraf dan docking)
regulasi
pertumbuhan Discovery Studio
sel. (visualisasi

interaksi)

3.2 Jenis Penelitian

Penelitian ini

merupakan penelitian observasional deskriptif yang

bertujuan untuk mengetahui kemampuan senyawa cembranoid-type diterpene
terhadap KRAS,EGFR dan ALK sebagai potensi kandidat antikanker paru.
Penelitian ini menggunakan desain rancangan molecular docking secara in silico
untuk mengevaluasi interaksi senyawa cembranoid-type diterpene terhadap mutasi

gen pada kanker paru.

3.3 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini adalah studi in silico yang bertujuan untuk menganalisis
interaksi antara senyawa Cembranoid-type diterpene yang terdapat dalam daun
tembakau (Nicotiana tabacum L.) dan mutasi gen pada kanker paru. Riset ini
dilaksanakan selama tiga bulan, diperkirakan antara Oktober hingga Desember
2023. Identifikasi tanaman dan senyawa flavonoid dilakukan di Laboratorium
Sistematika Tumbuhan Departemen Biologi Fakultas Matematika dan Ilimu

Pengetahuan Alam serta Fakultas Farmasi Universitas Sumatera Utara, FTIR dan
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GC-MS di lakukan Laboratorium Mega Global Safety Indonesia sementara studi
in silico dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas Kedokteran Universitas
Muhammadiyah Sumatera Utara. Seluruh penelitian dilaksanakan dengan
mematuhi protokol kesehatan yang ketat dan standar laboratorium yang berlaku.
3.4 Bahan dan Alat yang digunakan
Bahan utama yang digunakan adalah daun tembakau (Nicotiana tabacum L.)

yang didapat dari kebun pribadi yang berada di provinsi riau. Untuk studi in
silico menggunakan OpenBabel, Ramachandran plot, Chimera 1.6.2 dan
Discovery Studio 4.1.
3.5 Tahapan Riset yang akan dilaksanakan
3.5.1. Persiapan ekstrak

Tembakau murni yang diperoleh selanjutnya dilakukan determinasi dan
identifikasi tanaman. Dua ratus gram tepung kulit buah rambai direndam dalam
30 liter etanol 96% lalu diaduk (+ 30 menit) sampai tercampur dengan baik.
Campuran tersebut kemudian didiamkan 5 malam sampai mengendap.
Selanjutnya dilakukan penyaringan dengan corong Buncher untuk memperoleh
filtrat.
3.5.2. Analisis GC-MS

Metode analisis GC-MS dilakukan dengan memisahkan komponen dalam
sampel menggunakan kromatografi gas, di mana sampel yang telah diinjeksikan
divapkan dan dialirkan melalui kolom kromatografi yang mengandung fase
stasioner. Senyawa-senyawa tersebut akan dipisahkan berdasarkan volatilitas
dan interaksi dengan fase stasioner. Setelah keluar dari kolom, senyawa-senyawa
tersebut dianalisis lebih lanjut menggunakan spektrometer massa, yang
memecah molekul menjadi fragmen ion berdasarkan rasio massa terhadap
muatan (m/z).
3.5.3. Analisis FTIR

Bekerja dengan memanfaatkan radiasi inframerah untuk mengidentifikasi
gugus fungsi dalam suatu senyawa. Cara kerjanya dimulai dengan penyinaran
sampel menggunakan cahaya inframerah, di mana sebagian cahaya diserap dan

sebagian lainnya ditransmisikan. Setiap gugus fungsi dalam molekul akan
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menyerap panjang gelombang inframerah tertentu, menghasilkan spektrum khas

yang disebut spektrum FTIR.

3.5.4. Analisis in silico

Setelah senyawa kulit buah rambsi diidentifikasi, selanjutnya dilakukan
analisis in silico untuk menginvestigasi docking molekuler dengan protein
ligand.
3.5. Prosedur Riset
3.5.1. Pencarian asam amino penyusun protein target

Sekuens asam amino yang membentuk protein ligan diakses melalui basis
data National Center for Biotechnology Information (NCBI), United States
National Library of Medicine (NLM), dan National Institute of Health (NIH)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Struktur tiga dimensi dari protein ligan yang

awalnya disimpan dalam format *.sdf akan diubah menjadi file berformat *.pdb

menggunakan aplikasi OpenBabel.*®

3.5.2. Pencarian struktur senyawa aktif cembranoid dari Nicotiana
tabacum L.

Struktur 3D komponen senyawa aktif kulit buah rambai (Baccaurea
motleyana Miill. Arg.) diperoleh dari PubChem Open Chemistry Database.
Struktur tiga dimensi dari berbagai senyawa tersebut yang awalnya dalam
format .sdf, akan diubah menjadi format .pdb menggunakan perangkat lunak
OpenBabel. *°
3.5.3. Pemodelan struktur 3D protein

Prediksi struktur tiga dimensi dari protein target dilakukan melalui
webserver SWISS-MODEL dengan pendekatan homology modelling.
Selanjutnya, validasi struktur 3D protein dilakukan menggunakan
Ramachandran plot. 27
3.5.4. Docking dan visualisasi antara protein-ligand

Simulasi docking antara senyawa aktif Baccaurea motleyana Miill. Arg.
dengan protein protein target dilakukan dengan menggunakan software HEX 8.0.
Protokol docking terdiri atas tiga tahap visualisasi, yaitu minimisasi energi rigid-

body, perbaikan semi-fleksibel, dan finishing refinement dalam solvent eksplisit.
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Hasil docking kemudian divisualisasikan dengan software Chimera 1.6.2 dan

Discovery Studio 4.1. %

3.5.5. Analisis interaksi ikatan antara protein dengan ligand

Hasil analisis docking akan divisualisasikan menggunakan perangkat lunak

Discovery Studio 4.1, LigPlot+, dan LigandScout 3.1. Proses analisis interaksi

antara protein dan ligan dilakukan untuk mengevaluasi jumlah serta jenis ikatan

yang terbentuk, seperti ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, dan gaya van der

Waals.?®

3.6 Pengolahan dan Analisis Data

3.6.1.
a.

Pengolahan Data

Editing

Editing adalah proses peninjauan dan perbaikan data untuk memastikan
bahwa informasi yang disajikan sesuai dengan standar yang telah

ditentukan, baik dari segi akurasi maupun format.

Coding
Coding adalah penugasan label atau kode pada data untuk
mengklasifikasikan dan memudahkan analisis lebih lanjut, baik untuk data

kualitatif maupun kuantitatif.

Entry data
Entry data mengacu pada kegiatan memasukkan informasi atau data ke
dalam sistem komputer atau perangkat lunak untuk pengolahan dan

analisis lebih lanjut.

Cleaning
Cleaning adalah tahap dalam pengolahan data yang bertujuan untuk
mendeteksi dan menghapus kesalahan, duplikasi, atau data yang tidak

relevan, sehingga dataset menjadi bersih dan siap dianalisis.

Saving
Saving adalah proses penyimpanan data dalam format yang sesuai untuk
memastikan aksesibilitas dan integritas data di masa depan, baik dalam

penyimpanan lokal maupun berbasis cloud
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3.6.2. Analisis Data
Data hasil analisis in silico dievaluasi menggunakan prinsip

bioinformatika untuk menilai interaksi protein-ligan berdasarkan energi bebas
ikatan AutoDock (binding free energy, kkal/mol), dengan nilai 4G paling negatif
menunjukkan afinitas tinggi. Konstanta inhibisi (Ki, uM) dianalisis untuk
menentukan potensi penghambatan, di mana nilai lebih kecil mengindikasikan
efektivitas yang lebih tinggi. Stabilitas kompleks molekuler dievaluasi melalui
root-mean-square deviation (RMSD, A), sementara prediksi toksikologi dan
parameter farmakokinetik (ADME) digunakan untuk menilai bioavailabilitas dan

potensi toksisitas senyawa kandidat.

3.7 Alur Penelitian

Persiapan penelitian

Ethical Clereance

Pengolahan data dan analisis data

Publikasi

[ |
[ |
[ |
[ |

Gambar 3. 1 Alur Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

Riset ini telah mendapatkan ijin penelitian dari Komisi Etik FK
Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara dengan No.
816/KEPK/FKUMSU/2022. Preparasi sampel dan maserasi tanaman dilakukan di
Laboratorium Biokimia FK UMSU. Sampel berupa ekstrak etanol 96% dikirim ke
Laboratorium Mega Global Safety Indonesia untuk dilakukan analisis FTIR dan
GC-MS.

4.1.1 Hasil Uji Daun Tembakau
Berikut adalah tabel hasil uji dari daun tembakau:
Tabel 4. 1 Hasil parameter simplisia dan organoleptik ekstrak

Hasil Parameter Simplisia Hasil Organoleptik Ekstrak

Kadar air daun tembakau = 41,5 %  Ekstrak Etanol 96% serbuk daun tembakau
dengan metode maserasi berbentuk kental,
berwarna hijau kehitaman, rasa pabhit,
berbau khas

Tabel 4.2. Hasil rendemen ekstrak

Metode Berat serbuk Total Berat Nilai rendemen
ekstraksi yang diekstraksi ekstrak hasil
ekstraksi
Maserasi 298 gram 20,2 gram 6,77 %

4.1.2 Hasil Analisis FTIR
Analisis ini bertujuan untuk mengetahui gugus-gugus fungsi dari senyawa

kimia yang terdapat pada ekstrak daun tembakau. Uji dengan F7/R menghasilkan
spektra IR seperti tampak pada gambar 4.1.
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Gambar 4. 1 Spektrum Gugus Fungs Ekstrak Daun Tembakau
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Hasil identifikasi ekstrak daun tembakau dengan menggunakan
spektrofotometer IR menunjukkan adanya serapan yang khas di daerah bilangan
gelombang 2962,87 cm-1, 2925,65 cm-1 dan 2853,01 cm-1 menunjukkan adanya
ikatan C — H , pada bilangan gelombang 1556,65 cm-1 menunjukkan adanya
gugus C=C aromatik, pada bilangan gelombang 1403,35 cm-1 menunjukkan
adanya gugus —CH3 , pada bilangan gelombang 1344,00 cm-1 menunjukkan
adanya gugus amina tersier aromatis, pada bilangan gelombang 1018,76 cm-1
menunjukkan adanya amina tersier alifatis dan adanya serapan pada bilangan

gelombang 3358,35 menunjukkan adanya gugus O—H.

4.1.3 Hasil Analisis GC-MS
Senyawa aktif cembranoid-type diterpene didapatkan dalam bentuk

thunbergol pada hasil GC-MS. Cembratrienol disebut juga dengan thunbergol
atau isocembrol.

Thunbergol; Isocembrol; Q67880110; 4-Isopropyl-1,7,11-trimethyl-2,7,11-
cyclotetradecatrien-1-ol; 4-Isopropyl-1,7,11-trimethyl-2,7,11-cyclotetradecatrien-
I-ol #; (1R,2E.4S,7E,11E)-4-Isopropyl-1,7,11-trimethylcyclotetradeca-2,7,11-

trienol
Compound CID  : 5363523
MF . C20H34O

Molecular Weight :  290.5g/mol
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IUPAC Name : (2E,7E,11E)-1,7,11-trimethyl-4-propan2ylcyclotetradeca
2,7,11-trien-1-ol

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

InChIKey : YAPXSYXFLHDPCK-MAUDFNNOSA-N

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

H3C

Gambar 4.2 Cembranoid-type diterpene (Thunbergol) (PubChem)

Senyawa aktif lain yang terkandung dalam daun tembakau dapat dilihat pada
lampiran 6.

4.1.4 Hasil In Silico (Docking)
Berikut adalah protein target pada kanker paru manusia yang digunakan

pada penelitian ini:

Tabel 4. 2 Protein mutan target pada kanker paru manusia

Protein Sifat Struktur 3D
V-Ki-ras2 Meningkatkan proliferasi sel
Kirsten rat (Imyanitov et al., 2021) f,’}; AN
sarcoma *':’2’1455”3
viral oncogen ﬂﬁé"
homolog
(KRAS)
Epidermal Aktivitas berlebihan pada | .
Growth proliferasi sel dan apoptosis 4 B s
Factor (Forsythe et al., 2020; R“ : %‘J
Receptor Imyanitov et al., 2021) ,( :/f‘ ’_5:1‘
(EGFR) - s
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Anaplastic Meningkatkan

Lymphoma pertumbuhan/proliferasi sel e

Kinase (ALK) dan menghambat apoptosis |
(Imyanitov et al., 2021) '

Setelah dilakukan docking, terjadi interaksi antara ligan Cembranoid-type
diterpene (Thunbergol) dengan reseptor KRAS, EGFR, dan ALK (Gambar 4.1 A,
B dan C).

Gambar 4.3 Interaksi ligan Cembranoid-type diterpene dengan reseptor
(A) KRAS, (B) EGFR, dan (C) ALK

Untuk mengetahui ligan yang paling mungkin berinteraksi dengan reseptor
tertentu maka dapat berdasarkan pada prediksi energi bebas pengikatan. Semakin
negatif energy gibbs maka semakin tinggi interaksi pengikatan antara ligan dan
reseptor. Semakin kecil nilai hambatan maka semakin kuat ikatan ligan ke protein
dan semakin banyak jumlah ikatan hidrogen menandakan semakin kuat ikatan

ligan ke protein. Berikut merupakan hasil docking antara reseptor dengan ligan:

Tabel 4. 3 Docking antara reseptor dengan ligan

Cembranoid-type diterpene KRAS EFGR ALK
AG (Energi Gibbs) -7.0 -5.9 -5.06
pKi (Koefisien Hambatan) 7,35 uM 47,4 uM 194,8 uM
Jumlah ikatan hidrogen 1H - ILE36 IH > IH >
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(1,937 Angstrom) LYS721 LYS894
(1,732 (2,029
Angstrom) Angstrom)
IH->
MET769
(1,991
Angstrom)

Dari hasil tabel ini dapat dilihat bahwa KRAS memiliki AG yang paling
negatif ketika berinteraksi dengan ligan Cembranoid-type diterpene, dibandingkan
dengan EGFR dan ALK. Nilai koefisien hambatan terkecil dijumpai pada reseptor
KRAS, sedangkan EGFR memiliki 2 ikatan hidrogen (lebih banyak dibandingkan
KRAS dan ALK). Dapat disimpulkan bahwa KRAS memiliki potensi paling besar
untuk bereaksi dengan Cembranoid-type diterpene berdasarkan AG yang paling
negatif dan nilai koefisien hambatan terkecil.

4.2 Pembahasan
Hasil yang diperoleh dari berbagai proses yang telah dilakukan

menunjukkan temuan yang sangat beragam dan memberikan wawasan penting
mengenai potensi senyawa aktif dari daun tembakau. Berdasarkan hasil
identifikasi ekstrak daun tembakau menggunakan spektrofotometer inframerah
(IR), ditemukan adanya beberapa serapan khas yang mengindikasikan adanya
gugus fungsional tertentu dalam senyawa yang terkandung dalam ekstrak. Pada
bilangan gelombang 2962,87 cm-1, 2925,65 cm-1, dan 2853,01 cm-1 terdeteksi
adanya ikatan C-H, yang merupakan indikasi keberadaan ALKil atau metil dalam
senyawa tersebut. Selain itu, bilangan gelombang 1556,65 cm-1 menunjukkan
adanya gugus C=C aromatik, yang menandakan adanya ikatan rangkap dalam
struktur senyawa yang bersifat aromatik. Pada bilangan gelombang 1403,35 cm-1,
terdapat indikasi keberadaan gugus —CH3, yang menunjukkan adanya kelompok
metil. Di sisi lain, bilangan gelombang 1344,00 cm-1 mengindikasikan adanya
gugus amina tersier aromatis, sementara bilangan gelombang 1018,76 cm-1
menunjukkan keberadaan amina tersier alifatis. Terakhir, bilangan gelombang
3358,35 cm-1 menunjukkan adanya gugus O-H, yang berfungsi sebagai indikasi
adanya senyawa dengan gugus hidroksil yang dapat berperan dalam interaksi

ikatan hidrogen.

Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara



26

Selanjutnya, analisis menggunakan teknik kromatografi gas spektrometri
massa (GC-MS) mengungkapkan bahwa senyawa aktif yang diperoleh adalah
jenis diterpene cembranoid, yang dalam hal ini adalah thunbergol, yang juga
dikenal sebagai cembratrienol atau isocembrol. Senyawa ini termasuk dalam
kategori diterpene dengan struktur yang memiliki potensi bioaktif, yang perlu
dieksplorasi lebih lanjut dalam konteks terapeutik, terutama dalam pengembangan
obat untuk kanker.

Penelitian ini juga mencakup studi interaksi molekuler melalui metode
docking molekuler untuk mengevaluasi potensi senyawa Cembranoid-type
diterpene (thunbergol) dalam mengikat dan berinteraksi dengan protein target,
seperti KRAS, EGFR, dan ALK, yang diketahui terlibat dalam mekanisme kanker
paru. Dalam analisis ini, energi bebas pengikatan atau AG digunakan sebagai
indikator utama untuk menilai potensi interaksi antara ligan dan reseptor. Hasil
docking menunjukkan bahwa nilai AG untuk interaksi antara ligan thunbergol
dengan reseptor KRAS adalah yang paling negatif di antara kedua reseptor
lainnya, yaitu EGFR dan ALK. Hal ini menandakan bahwa interaksi antara
thunbergol dengan KRAS memiliki kekuatan ikatan yang lebih tinggi dan stabilitas
yang lebih besar dibandingkan dengan interaksinya dengan EGFR dan ALK.
Selain itu, nilai koefisien hambatan terkecil juga ditemukan pada reseptor KRAS,
yang menunjukkan bahwa ligan thunbergol memiliki kecenderungan untuk
mengikat KRAS lebih kuat dibandingkan dengan EGFR atau ALK. Meskipun
EGFR menunjukkan adanya dua ikatan hidrogen, yang lebih banyak dibandingkan
dengan KRAS dan ALK, namun KRAS tetap menunjukkan potensi interaksi yang
lebih besar berdasarkan AG yang lebih negatif dan nilai koefisien hambatan yang
lebih rendah.

Dari hasil tersebut, dapat disimpulkan bahwa KRAS memiliki potensi
paling besar untuk berinteraksi dengan cembranoid-type diterpene (thunbergol),
yang menjadikannya kandidat yang menarik untuk pengembangan terapi kanker
paru. Berdasarkan temuan ini, KRAS dapat menjadi target utama dalam penelitian
lebih lanjut untuk mengeksplorasi potensi senyawa Cembranoid-type diterpene
sebagai terapi potensial dalam pengobatan kanker paru, yang diharapkan dapat

memberikan alternatif pengobatan yang lebih efektif dan inovatif
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BABV
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Adapun kesimpulan pada penelitian ini yaitu :

1. Didapatkan ikatan pada ligand cembranoid type-diterpene dengan mutasi
gen pada kanker paru.

2. KRAS memiliki AG yang paling negatif ketika berinteraksi dengan ligan
Cembranoid-type diterpene.

3. Senyawa aktif cembranoid-type diterpene didapatkan dalam bentuk
thunbergol pada hasil GC-MS.

5.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian ini, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk

mengonfirmasi potensi senyawa cembranoid-type diterpene sebagai kandidat
terapi kanker paru, khususnya terhadap mutasi gen yang telah dianalisis.
Penelitian selanjutnya sebaiknya mencakup uji in vitro pada kultur sel kanker paru
untuk mengevaluasi efektivitas dan mekanisme kerja senyawa ini secara lebih
mendalam. Selain itu, uji in vivo pada model hewan juga diperlukan untuk
memahami farmakokinetik, farmakodinamik, serta potensi toksisitas senyawa

sebelum dapat dipertimbangkan untuk pengembangan lebih lanjut.

Di sisi lain, metode molecular docking yang digunakan dalam studi ini dapat
ditingkatkan dengan melakukan simulasi molecular dynamics, sehingga stabilitas
interaksi antara senyawa dengan protein target dapat dianalisis dalam kondisi
lingkungan biologis yang lebih realistis. Penggunaan berbagai perangkat lunak
docking juga disarankan untuk validasi silang dan meningkatkan akurasi hasil
penelitian. Selain itu, penelitian ini dapat dikembangkan lebih lanjut dengan
mengeksplorasi senyawa turunan cembranoid atau melakukan modifikasi struktur
kimia guna meningkatkan afinitas dan selektivitasnya terhadap target mutasi gen

pada kanker paru.

Implikasi klinis dari penelitian ini juga perlu dikaji lebih lanjut, terutama
terkait formulasi dan rute pemberian senyawa agar dapat diaplikasikan secara

efektif dalam terapi kanker paru. Studi kombinasi dengan obat kemoterapi atau
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terapi target yang sudah ada juga bisa menjadi alternatif untuk menilai efek
sinergis yang mungkin meningkatkan efektivitas pengobatan. Dengan berbagai
pengembangan tersebut, diharapkan penelitian ini dapat menjadi dasar bagi studi
lanjutan dalam menemukan terapi yang lebih efektif dan spesifik untuk kanker

paru.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Data Hasil Karakterisasi

FORM HASIL ANALISIS

NAMA : FAKULTAS KEDOKTERAN UMSU
ALAMAT  :JALAN GEDUNG ARCA NO. 53 MEDAN
SAMPEL : DAUN TEMBAKAU

TANGGAL PENERIMAAN : 16 JUNI 2022

TANGGAL PENGUIIAN : 17 JUNI 2022 - 3 JULI 2022

HASIL PEMERIKSAAN
No. Jenis Sampel Kriteria Uji Hasil Uji | Metode pengujian
1 | Daun Tembakau 2,5 kg Kadar Air 415% Pengeringan
e : 14 L, hijau .
2 | Simplisia Daun Tembakau | Ekstrak Cair kehi Maserasi
Bentuk Kental Organoleptik
Bau Khas Organoleptik
Hijau
Warna P Organoleptik
3 | Ekstrak Daun Tembakau Behuanen
Rasa Pahit Organoleptik
; Evaporasi,
HasilEkstak |0 gram | Waterbatch
Hasil Rendemen Evaporas,
Ekstrak 6,77 % Waterbatch

Catatan : Pengambilan Sampel! di luar tanggung jawab Laboratorium
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Lampiran 2 FTIR Ekstrak Daun Tembakau
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Lampiran 3 Surat Identifikasi Tanaman

HERBARIUM MEDANENSE
(MEDA)
&) UNIVERSITAS SUMATERA UTARA

JL. Biotcknologi No.l Kampus USU, Medan - 20155
Telp. 061 - 8223564 Fax. 061 - 8214290 E-mail.nursaharapasaribu(@yahoo.com

Medan, 14 Juni 2022

No. 1 904/MEDA/2022

Lamp. doe

Hal : Hasil Identifikasi

Kepada YTH,

Sdr/i : Afifah Endah Dwi Purianti

NIM 12108260120

Instansi : Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara

Dengan hormat,

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

Kingdom :Plantae

Divisi : Spermatophyta
Kelas : Dicotyledoneae
Ordo : Solanales

Famili : Solanaceae

Genus : Nicotiana

Spesies : Nicotiana tabacum L.

Nama Lokal: Daun Tembakau Murni

Demikian, semoga berguna bagi saudara.

‘\‘-\- ala Herbarium Medanense.

"~ NIP. 197211211998022001
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Lampiran 4 Surat [jin Penelitian dari Komisi Etik

das | Terpercay,

Unggut | Cer

_KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN

HEALTH RESEARCH ETHICS COMITTEE
FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA
FACULTY OF MEDICINE UNIVERSITY OF MUHAMMADIYAH SUMATERA UTARA

KETERANGAN LOLOS KAJI ETIK
DESCRIPTION OF ETHICAL APPROVAL
‘ETHICAL APPROVAL"

No : 816/KEPK/IFKUMSU/2022

Protokol penelitian yang diusulkan oleh :

The Research protocol proposed by oo b

Peneliti Utama : Teuku Baihaqi Septiady

Principal In Investigator

Anggota : Afifah Endah Dwi Purianti, Indyra Mahrani,Muhammadi Rafly Hidayatullah,Ainur Rofiq
Member

Dosen Pembimbing : Dr.dr.Humairah Medina Liza Lubis,M.Ked(PA),Sp.PA

Lecture

Nama Institusi . Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
Name of the Instutution Faculty of Medicine University of Muhammadiyah Sumatera Utara
Dengan Judul

Tittle

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

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

Dinyatakan layak etik sesuai 7 (tujuh) Standar WHO 2011, yaitu 1) Nilai Sosial, 2) Nilai llmiah

3) Pemerataan Beban dan Manfaat, 4) Resiko, 5) Bujukan / Eksploitasi, 6) Kerahasiaan dan Privacy, dan

7) Persetujuan Setelah Penjelasan,yang merujuk pada Pedoman CIOMS 2016.Hal ini seperti yang ditunjukkan oleh terpenuhinya indikator
sefiap standar.

»
Declarated to be ethically appropriate in accordance to 7 (seven) WHO 2011 Standards, 1)Social Values,2)Scentific Values,3)Equitable
Assesment and Benefits,4)Risks,5)Persuasion / Exploitation,6) Confidentiality and Privacy,and 7)informed Consentrefering to the 2016
CIOMS Guadelines. This is as indicated by the fulfillment of the indicator of each standard

Pemyataan Laik Etik ini berlaku selama kurun waktu tanggal 10 Juni 2022 sampai dengan tanggal 10 Juni 2023\
The declaration of ethics applies during the periode Juni 10,2022 until Juni 10, 2023

Medan; 10 Juni 2022\
Ketua ; \
e A il

Dt Narady MKT
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Lampiran 5 Surat Ijin Penelitian dari Laboratorium Mega Global Safety
Indonesia

PN SAPETY
(UIDONSIH

Binjai, 29 Juli 2022

No : 102 A0 VI Penclitian/2022
Lampiran 3
Penhai : Surat Reterangan Melaksanakan Penciitian
Kepada Yth
Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara
Di

Tempat

Sesuai dengan tuntutin Program Kreatifitas Mahasiswa (PKM) Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara Fakultas Kedokteran bahwa mahasiswa sebagai berikut :

' No | NPM Nama ! Jabatan ,
T [ 2108260075 Teuku Baihagi Septiady Ketua ‘
3 (2108260123 Muhammad Rafly Hidayatullah Anggota ,
3 | 2108260120 Afifah Endah Dwi Purianti Anggota “
4 | 2108260086 Indyra Mahrani Lubis Anggota ‘
5 | 2108260137 Ainur Rofiq Anggota

Judul Penelitian  : Utilitas Senyawa Aktif Cembranoid - Type Diterpene Daun
Tembakau Murni (Nicotiana Tabacum L.) Sebagai Kandidat

Terapi Penunjang Kanker Paru,
Benar telah sclesai melakukan penclitian di PT. Multi Global Safety pada Juni — Juli 2022,
Demikianlah surat keterangan ini kami sampaikan untuk dipergunakan sebagaimana mestinya

). Raya Medan Binjai km 12 Mulio Rejo Medan Sunggal Deli Serdang Sumatera Utara ,
emall - mg safetyindonesia@gmall com website © mg safetyindonesia com

Dipindai dengan CamScanner
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Lampiran 6 Identifikasi Komponen Kualitatif Daun Tembakau

Compound Table
Compound Label RT Mass Name DB Formula Hits (DB) Score (Lib) Library
Tpd T: 2(3H)-Furanone, dydio3
hydroxy-4,4-dimethyl-, ()| 3.549) 3E?’“‘;”“’”:S']d‘hYd‘°'3'”Yd‘°"V' C8H1003 | 70.98] wion4.L]
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et aom, s 3.75] 1-8utana, 4-<thoy ceH02 5 7077 wion4.]
Tpd 3: TH-Imidazole, 2-cthenyl]
i e 462 1H-1midazole, 2-ethenyl- CsHeN2 s 50.04 wion14]
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R 5.322] (+-)-1,3-nonanediol con2002 s 56.94 wion14]
Cpd 7: TH-ndole; CBH7Y; 5,621 5621 TH-indole ot 5 %03 Wionta]
Cpd 8: 2-Methoxy-A-inylphenal; 585 2-Methoxy-4-vinylphenol com1002 5| 9253 WioNi4.L|
(C9H1002; 5.950) - xy-<-vinylp! !
Cpd 0: Nicoting; CLOH1AN; 6.283 5283 [Nicotine CIoATIN 5 9935 WIONTA]
Cod 10: (-2 My 122
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peidigind olisulfinyljoxirane
o E s FEr 1 5 x| e
ity ; LM 520 e gy, LT il ——
T2 I Naote, [ttty [+ . - " —
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o antasgcl; EEHB_MD‘ 14.263 Thunbesgol C20H340 5 B1.45] W10N14.L
Cpd 55: ':‘"'C"l"g"ﬂ'g":;_eﬁ“fé 14.466 Caryophyllene cdde C15HI40 5 .45 MIST 4.1
Tpd 56: [AaR,BaR] - 1,2,3,4,30,7 5 58| [Aaf.Baf] - LI34,%,7 A -
- octahydro - 1,1,4a,5 - tetramethyl - 14.565 octahydra - 1,1,42,6 - tetramethyl - Ci4H24 5 68.75) WON14.L
naphthalene; C14H24; 14.595 r
Cpd 57: GERANYL LINALOOL ISOMER BT [GERANTL LINALOOL ISOMER B C20HI40 5 66.61] WiON14.L
Cpd 58: “m{;‘;‘_‘:g& 14045 Caryophyliene odde Ci5H240 5 80.13 NIST14.1]
Cpd 55: Thurbesycl; Exls'sc;" 15,057 Thunbergol CI0HI40 5 86.07] W10N14.L
Cpd B0 B'“M'é'ﬁ;goﬁf"{ﬁ% 15.925] Bis(2-ethyiheyl) phithalats C243804 5| 50,51 WON14.L
Cpa 51: E '“"fm"”ﬂlgo“?’;g‘f;; 16.184 [ —— C10H1E0 5 66.66 WI0N14.L
Cpd 62: 16.086] 16,086 [
Cpd 63: 18.751] 18751 0]
Dcl“] ﬂfaﬁ;%sﬁ%ﬁﬁ&ﬁ 16,065 Diettyl 3-cyelopentenyl - phosphonate COHIPOIP 5| 917 WON14.L
Tpd 65: 5 Chioro 2, 4 nonarmethylene | -
56,7, B-tetratydroquinlne; 19,176 if;ﬁi:;ﬂ‘ﬂ"“’"*s'u's' CLBH2ECIN H g1z WiON14.L
C18HIECIN; 19.176
T 66 S-Chlor o 2, +ronarnetilere| ;
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TP 67 S-Chior o2, + ramamethylene:| )
56,7, B-teteaydronuinoline; 10,004 i aeene- 5% CLEH2ECN 5 82.47 WD 14.L]
C18H260N; 19.804)
T 68 S-Chior o2, +ramamethylere-| .
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nettyleedicrben il 2928 et et i oo C24HLBNZOG5 5 75.14 w141
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Lampiran 8 Aritikel [Imiah

STUDI INTERAKSI MOLEKULER MELALUI MOLECULAR
DOCKING SENYAWA CEMBRANOID-TYPE DITERPENE
DARI DAUN TEMBAKAU (Nicotiana tabacum L.)
DENGAN MUTASI GEN PADA

KANKER PARU
Ainur Rofiq',Humairah Medina Liza Lubis®

'Faculty of Medicine, Universitas Muhammadiyah Sumatera Utara, J1 Gedung Arca No 53,
Medan, Indonesia

*Department of Anatomical Pathology, Faculty of Medicine, Universitas Muhammadiyah
Sumatera Utara, Medan, JI Gedung Arca No 53, Medan, Indonesia

Abstrak

Salah satu penyebab kanker paru-paru adalah perubahan genetik pada gen V-Ki-ras2
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) yang terlibat dalam jalur
pensinyalan yang terkait dengan proliferasi, diferensiasi sel, dan apoptosis. Mutasi titik
pada gen KRAS terdeteksi pada 15% hingga 20% dari semua Karsinoma Paru-paru
Non-Sel Kecil (NSCLC) dan sekitar 30% adenokarsinoma paru-paru, dengan mutasi
yang paling umum berada pada kodon 12. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
reaksi pengikatan antara senyawa cembranoid tipe diterpene dari daun tembakau
(Nicotiana tabacum L.) dan KRAS pada kanker paru-paru manusia. Kami menemukan
adanya senyawa aktif diterpene tipe cembranoid berupa thunbergol (C20H340) dengan
pemeriksaan Gas Chromatography and Mass Spectroscopy (GC-MS). Berdasarkan hasil
molecular docking, ditemukan bahwa ligan cembranoid tipe diterpene berikatan dengan
reseptor KRAS dengan hasil G -7,0 kkal/mol, pKi 7,35 M, 1 ikatan hidrogen dengan
tipe ILE36 (1.937 Angstrom). Kesimpulannya, cembranoid tipe diterpene dapat
dianggap sebagai senyawa anti-kanker karena interaksi molekuler dengan diterpene tipe
cembranoid melalui proliferasi sel dan jalur diferensiasi serta apoptosis.

Kata kunci: diterpen tipe cembranoid, dalam silico, KRAS, kanker paru-paru,
mekanisme kerja
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Abstract

One of the causes of lung cancer is genetic alterations in the gene V-Ki-ras2 Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homologous (KRAS) which is involved in signaling pathways
related to proliferation, cell differentiation, and apoptosis. Point mutations in the KRAS
gene are detected in 15% to 20% of all Non-Small Cell Lung Carcinoma (NSCLC) and
about 30% of lung adenocarcinomas, with the most common mutation being in codon
12. This study aims to determine the binding reaction between cembranoid-type
diterpene compounds from tobacco leaves (Nicotiana tabacum L.) and KRAS in human
lung cancer. We found the presence of an active compound of cembranoid-type
diterpene in the form of thunbergol (C20H340) by gas chromatography and mass
spectroscopy (GC-MS). Based on the results of molecular docking, it was found that the
cembranoid-type diterpene ligand binds to the KRAS receptor with a result of G -7.0
kcal/mol, pKi 7.35 M, 1 hydrogen bond with type ILE36 (1,937 Angstrom). In
conclusion, cembranoid-type diterpenes can be considered as anti-cancer compounds
due to their molecular interactions with cembranoid-type diterpenes through cell
proliferation and differentiation pathways and apoptosis.

Keywords : cembranoid-type diterpene, in silico, KRAS, lung cancer, mechanism of
action
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PENDAHULUAN

Kanker paru-paru adalah penyebab
utama kematian akibat kanker di seluruh
dunia. Dalam database GLOBOCAN 2018,
2,09 juta kasus baru dan 1,76 juta kematian
akibat kanker paru-paru. Badan
Internasional untuk Penelitian Kanker
(IARC) merilis 10 jenis utama kanker pada
tahun 2020 yang paling  sering
menyumbang lebih dari 60% kasus kanker
dan 70% kematian akibat kanker, peringkat
kedua ditempati oleh kanker paru-paru
(11,4%)." Kanker paru-paru adalah kanker
yang paling sering didiagnosis dan
penyebab utama kematian akibat kanker
(18,0% dari total kematian akibat kanker).?

Secara histologis, kanker paru-paru
dapat dibagi menjadi kanker paru-paru sel
kecil dan kanker paru-paru sel besar.
Kanker paru-paru sel besar terdiri dari 80%
kasus kanker paru-paru dan dibagi lagi
menjadi adenokarsinoma, karsinoma sel
skuamosa, dan Kkarsinoma sel besar.
Perkembangan kanker paru-paru sangat
kompleks, sebagai akibat dari interaksi
genetik dan lingkungan. Faktor risiko
antara lain konsumsi tembakau terutama
dalam bentuk merokok, paparan radiasi,
dan racun lingkungan, misalnya radon,
asbes, arsenik, kromium, nikel, dan lain-
lain’ Selain rokok sebagai faktor risiko
utama, faktor risiko kanker paru-paru
lainnya adalah paparan lingkungan terhadap
bahan kimia karsinogenik seperti polusi
udara (asap terbakar dan asap kendaraan)
termasuk perokok tangan kedua dan ketiga
yang terpapar asap rokok dari lingkungan
sekitar dan yang paling mengejutkan
ternyata faktor genetik juga berperan besar
dalam penularan kasus kanker paru-paru.*

41

Efek paparan rokok tembakau pada
sitologi sel epitel saluran napas normal
mengungkapkan bahwa merokok tembakau
menyebabkan penyimpangan molekuler
yang luas di saluran napas yang
menunjukkan area cedera yang terkait
dengan onkogenesis paru. Gejala yang
paling umum adalah sesak napas, batuk
(termasuk batuk darah), dan penurunan
berat badan. Reseptor faktor pertumbuhan
epidermis (EGFR), reseptor tirosin kinase,
sering diekspresikan secara berlebihan pada
kanker paru-paru non-sel kecil (NSCLC).
Reseptor ini memainkan peran penting
dalam kelangsungan hidup sel tumor.
Ekspresi ini tergantung pada subtipe
histologis, yang paling sering diekspresikan
pada karsinoma sel skuamosa tetapi juga
sering diekspresikan pada adenokarsinoma
dan karsinoma sel besar’ Perubahan
molekuler  dapat  ditemukan  seperti
perubahan genetik (mutasi), variasi nomor
salinan, dan metilasi Asam
Deoksiribonukleat (DNA) di epitel saluran
napas.’

Mutasi gen yang paling sering
dilaporkan pada kanker paru-paru terjadi
pada gen V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog (KRAS). Produk
gen menyimpang yang dihasilkan terlibat
dalam jalur pensinyalan yang terkait dengan
proliferasi, diferensiasi sel, dan apoptosis.’
Mutasi ini, terutama KRAS, menyebabkan
kanker menjadi resisten terhadap terapi
pribadi standar yang biasa diberikan kepada
penderita kanker, yaitu tyrosine kinase

inhibitor (TKI) yang ditargetkan oleh
susunan  genetik  individu, termasuk
resistensi terhadap kemoterapi

konvensional dan terapi radiasi. Metode
konvensional ini tidak spesifik untuk sel
kanker dan malah menyerang sel normal
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selain sel kanker yang ada. Pengobatan
yang tidak memadai dan timbulnya
resistensi menyebabkan prognosis yang
buruk dan tingkat kematian pasien kanker
paru-paru juga meningkat.®

Hal ini mengarahkan perlunya
mengeksplorasi  keanekaragaman hayati
Indonesia yang berpotensi menjadi terapi
pendukung kanker alami (adjuvant) yang
tidak menimbulkan efek samping dan
diarahkan langsung pada sel target kanker.
Bahan alami yang digunakan dalam
penelitian ini adalah bahan alami yang
dikenal masyarakat sebagai bahan yang
dapat menjadi penyebab utama kanker
paru-paru, namun ternyata dapat menjadi
bahan utama penunjang terapi kanker paru-
paru, yaitu tembakau murni (Nicotiana
tabacum L) yang tergolong tanaman
perkebunan. Tanaman ini menghasilkan
temuan terbaru dan menjadi subjek diskusi
ilmiah yang sangat menarik untuk diteliti.
Dan ternyata fakta yang paling menarik
setelah penelitian, penelitian ini merupakan
studi pertama dari beberapa mutase gen
yang terlibat dalam kanker paru-paru
dengan menggunakan tembakau sebagai
terapi penyembuhan.

Daun tembakau memiliki berbagai
komponen kimia, banyak di antaranya
bioaktif. Cembranoids adalah diterpen
makrosiklik yang terutama ditemukan pada
tanaman yang termasuk dalam genus
nicotiana dan pinus serta organisme laut.

Tanaman tembakau mengandung
kandungan diterpene tipe cembranoid
(CBD) tertinggi. Bioaktivitas CBD
tembakau  terlihat  dalam  beberapa
penelitian termasuk memiliki aktivitas
antijamur, antibakteri, antivirus dan

antiparasit yang baik dan juga sebagai
neuroprotektif.”'?
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Bahan aktif CBD dari tanaman
tembakau juga telah terbukti efektif sebagai
agen antikanker dengan menginduksi
apoptosis sel kanker. Penelitian tentang
CBD dari tembakau dapat menurunkan

viabilitas sel hepatokarsinoma,
menghambat proliferasi sel, mengubah
permeabilitas membran plasma,
mempromosikan  morfologi  apoptosis,

menghentikan siklus sel pada fase S, dan
menginduksi apoptosis melalui jalur p53-
PUMA, PI3K-Akt, dan IL-1-NFkB-IAP,"

tetapi untuk kanker paru-paru, terapi
adjuvan sendiri belum ditemukan referensi
yang  mendukung, terutama  dalam
kaitannya dengan mutasi gen KRAS.
Melalui penelitian ini, sumber daya
tembakau yang melimpah dapat

dimanfaatkan, menyelidiki potensi senyawa
aktif gugus cembranoid dari daun tembakau
murni (Nicotiana tabacum L.) sebagai
antikanker melalui target protein KRAS dan
memahami mekanisme aksi antikanker
sehingga dapat diterapkan dalam terapi
klinis di masa depan.

METODE

Penelitian ini merupakan studi in
silico yang bertujuan untuk mengetahui
interaksi antara senyawa gugus diterpene
tipe cembranoid yang terdapat pada daun
tembakau terhadap mutasi gen pada kanker
paru-paru. Beberapa tahapan harus dilalui
untuk mendapatkan hasil yang diinginkan,
seperti persiapan sampel dan maserasi,
analisis Spektroskopi Fourier Transform
InfraRed (FTIR), analisis Gas
Chromatography and Mass Spectroscopy
(GC-MS), dan analisis in silico.

Tahap pertama adalah persiapan
sampel dan maserasi, yaitu sebanyak dua
ribu  lima ratus gram  tembakau
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diidentifikasi di laboratorium, kemudian
dibersihkan, dicuci, diiris tipis, dikeringkan,
dan dihaluskan. Simplisia merendam etanol
96% (1:10) selama 3 hari dengan beberapa
pengadukan di tempat penyimpanan yang
gelap. Disaring dengan filtrasi vakum dan
kertas saring Whatman no. 40, diuapkan
dengan rotary evaporator T=550C, P=80
mBar.

Tahap kedua adalah Fourier
Transform InfraRed Spectroscopic analysis
(FTIR), yang digunakan untuk menentukan
jenis gugus fungsional pada jaringan
tumbuhan yang terisolasi. Tampilan
spektrum  menunjukkan puncak yang
menunjukkan kluster tertentu dengan grafik
rasio penyerapan nomor gelombang
terhadap pemancar (%T). Sampel ekstrak
etanol 96% 5-10% dimasukkan pada
permukaan sel dan pengukuran dilakukan.

Tahap ketiga adalah analisis Gas
Chromatography and Mass Spectroscopy
(GC-MS), di mana sampel daun tembakau
dipisahkan terlebih dahulu dengan alat GC,
kemudian diidentifikasi dengan alat MS.
Tahap ini harus melalui berbagai prosedur
penelitian, seperti pencarian asam amino
yang membentuk protein target, pencarian
struktur senyawa aktif diterpen tipe
cembranoid dari Nicotiana tabacum L,
pemodelan struktur 3D protein, docking
dan visualisasi antara protein-ligan, dan
menganalisis interaksi ikatan antara protein
dan ligan.

Inti dari proses penelitian ini adalah
dalam silico, yaitu dalam proses docking
dan visualisasi antar ligan protein.
Diterpene Cembranoid Ligands diambil
dari database Web Server Protein Data
Bank  (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
dalam bentuk 3D. Struktur 3D yang telah
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diperoleh kemudian diminimalkan untuk
mendapatkan konformasi struktural yang
paling stabil dengan menggunakan software
Open Babel. Jika proses minimalisasi
selesai, klik kanan pada hasil minimalisasi,
dan pilih konversi ke ligan pdbqt.

File yang semula dalam bentuk SDF
akan disimpan dalam bentuk file pdbqt.
Format file pdbqt berfungsi untuk
menunjukkan keberadaan muatan parsial
pada setiap atom. Struktur 3D Cembranoid
Diterpene diperoleh dengan memasukkan
urutan asam amino dalam program Raptor
X dan hasil yang diperoleh adalah data
dalam bentuk format file PDB.

Persiapan KRAS, ALK, dan EGFR
dilakukan dengan menggunakan
AutoockTools 1.5.6 dengan menghilangkan
molekul air dan menambahkan beberapa hal
seperti hidrogen nonpolar, muatan, dan
atom. Kemudian grid disusun dengan
membuat kotak grid yang menutupi
permukaan protein target diikuti dengan
program autogrid4 yang ditautkan ke
aplikasi. Proses docking molekuler ligan
dengan protein KRAS, ALK, dan EGFR
dilakukan dengan program autogrid4.
Output dari docking adalah dalam bentuk
pose ligan di sisi aktif dan skor afinitasnya.

Analisis hasil docking dilakukan
pada residu yang berinteraksi dengan ligan,
parameter pengikatan energi (AG) Gibbs,
konformasi struktural, afinitas, dan ikatan
hidrogen antara Diterpene Cembranoids
dengan KRAS, ALK, dan EGFR.
Visualisasi hasil docking molekuler antara
ligan dan protein dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak Edu PyMOL
dan LIGPLOT. Visualisasi menggunakan
perangkat lunak Edu PyMOL untuk
mengklarifikasi sisi  pengikatan ligan
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dengan protein. Perangkat lunak
LIGPLOT+ digunakan untuk menentukan
interaksi jumlah dan jarak ikatan hidrogen,
interaksi hidrofobik, dan residu asam amino
yang terlibat dalam interaksi antara ligan
dan protein berdasarkan struktur 3D. Hasil

analisis docking divisualisasikan lebih
lanjut menggunakan perangkat lunak
Discovery Studio 4.1, LigPlot+, dan

LigandScout 3.1. Analisis interaksi antara
protein dan ligan dilakukan untuk melihat
jumlah dan jenis ikatan yang terbentuk,
seperti ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik,
dan ikatan van Der Waals.

HASIL DAN DISKUSI

Hasil yang diperoleh dari berbagai
proses yang telah dilakukan sangat
beragam. Hasil identifikasi ekstrak daun
tembakau menggunakan spektrofotometer
IR menunjukkan penyerapan khas pada luas
nomor gelombang 2962,87 cm-1, 2925,65
cm-1, dan 2853,01 cm-1 yang menunjukkan
adanya ikatan C-H, pada nomor gelombang
1556,65 cm-1 menunjukkan adanya gugus
aromatik C=C, pada nomor gelombang
1403,35 cm-1 menunjukkan adanya gugus
aromatik —CH3, pada nomor gelombang
1344,00 cm-1 menunjukkan adanya gugus
amina tersier aromatik, pada nomor
gelombang 1018,76 cm-1 menunjukkan
adanya amina tersier alifatik dan adanya
penyerapan pada nomor gelombang
3358,35 menunjukkan adanya gugus O —H
(Gambar 1).
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Gambar 1. Spektrum Gugus Fungsional
Ekstrak Daun Tembakau

Senyawa  aktif diterpene tipe
cembranoid (KRAS) diperoleh dalam
bentuk thunbergol pada hasil GC-MS.
Cembratrienol juga disebut thunbergol atau
isocembrol.

Setelah docking, ada interaksi antara
ligan  diterpene tipe Cembranoid
(Thunbergol) dan reseptor KRAS (Gambar
2). Untuk mengetahui ligan mana yang
paling mungkin berinteraksi  dengan
reseptor  tertentu = kemudian  dapat
didasarkan pada prediksi energi bebas yang
mengikat. Semakin negatif energi gibb,
semakin tinggi interaksi pengikatan antara
ligan dan reseptor. Semakin kecil nilai

resistansi, semakin kuat ikatan ligan
terhadap protein, dan semakin banyak
jumlah ikatan hidrogen menunjukkan

semakin kuat ikatan ligan terhadap protein.
dapat dilithat bahwa KRAS memiliki AG
paling negatif ketika berinteraksi dengan
ligan diterpen tipe cembranoid. Dapat
disimpulkan bahwa KRAS memiliki
potensi terbesar untuk bereaksi dengan
diterpen tipe Cembranoid berdasarkan nilai
koefisien AG dan resistansi. Berikut ini
adalah hasil docking antara reseptor dan
ligan.
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Tabel 1. Hasil docking antara reseptor dan
ligan

Diterpen tipe KRAS
cembranoid
AG (Gibbs Energi) -7.0
pKi (efisiensi kendala) 7,35 meter
Jumlah ikatan IH — HINGGA
hidrogen 36 (1.937
Angstrom)

Gambar 2. Interaksi Antara Ligan

Diterpene (Thunbergol) tipe Cembranoid
dan Reseptor KRAS

Mutasi onkogenik KRAS
melibatkan mutasi titik pada kodon 12 atau
13 pada ekson. KRAS mengkodekan
aktivitas GTPase dalam protein yang
mengatur pertumbuhan, diferensiasi, dan
apoptosis sel dan berfungsi sebagai
mediator hilir pensinyalan, translokasi
kromosom, dan penataan ulang yang
diinduksi EGFR pada reseptor ALK.
Pensinyalan =~ ALK  dimulai  dengan
menciptakan fusi onkogenik khas gen ALK
dalam gen yang mengarah pada aktivasi
konstitutif domain kinase ALK.'?
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Penelitian ini telah menguntungkan
dunia medis dengan penemuan teori
docking antikanker paru CBD yang
ditargetkan pada protein KRAS, EGFR, dan
ALK dan telah terbukti memiliki peluang
untuk dikembangkan sebagai salah satu
pertimbangan pengobatan nabati alami
dengan target protein, tentunya dengan uji
praklinis dan klinis yang valid.

KESIMPULAN

Penelitian ini membuktikan bahwa
senyawa gugus diterpene tipe cembranoid
dari daun tembakau dapat digunakan
sebagai antikanker paru yang ditargetkan
untuk protein KRAS, EGFR, dan ALK,
terutama yang berfokus pada KRAS. Ini
konsisten dengan teori bahwa mutasi gen
yang paling umum ditemukan pada kanker
paru-paru adalah pada gen KRAS yang
melibatkan kodon 12 atau 13.
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