Analisis Potensi Kandungan Metabolit Sekunder
Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.) sebagai Senyawa Antikanker melalui Wnt5A Signaling Pathway
secara In Silico 

Yosefa Meing Siung Adjid, Irwansyah Nur Oktafian, Dwi Listyorini*
UM, Jl. Semarang 5 (0341)551312 
Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Negeri Malang
e-mail: *listyorini.aljabari@um.ac.id


Abstrak

Kanker payudara adalah kanker paling umum di dunia dengan tingkat kematian tertinggi di Asia. Kanker payudara diakibatkan oleh pertumbuhan sel yang tidak terkendali yang disebabkan oleh faktor yang beragam. Meskipun pengobatan seperti kemoterapi dan radioterapi telah berkembang, penggunaan bahan alam sebagai alternatif pengobatan masih banyak digunakan. Salah satu bahan alam yang dilaporkan memiliki potensi sebagai obat antikanker adalah ekstrak biji anggur merah (Vitis vinifera L.). Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis potensi metabolit sekunder biji anggur merah sebagai senyawa antikanker melalui Wnt5a signaling pathway secara in silico. Identifikasi senyawa dilakukan melalui studi pendahuluan, kemudian diseleksi dan dianalisis dengan uji RO5, ADME, toksisitas, efek samping, molecular docking, dan analisis HOMO-LUMO dengan software tertentu. Hasil menunjukkan bahwa Naringenin memiliki potensi sebagai senyawa antikanker dengan menghambat perkembangan kanker payudara. Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk memvalidasi kemampuan antikanker dari senyawa Naringenin.
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1. PENDAHULUAN

Kanker payudara menempati urutan pertama sebagai kanker yang paling banyak diderita di seluruh dunia (Globocan, 2020). Lebih dari setengah kasus seluruh kematian perempuan di dunia akibat kanker payudara berasal dari Benua Asia, disusul oleh Benua Eropa dengan persentase 20,7% dan Benua Afrika sebesar 7,1% (WHO, 2020). Menurut Coleman (2017), angka kasus baru kanker payudara meningkat sebanyak 50% di banyak negara berkembang, salah satunya di Indonesia. Pada tahun 2020, Indonesia menyumbang sekitar 396.914 kasus baru dengan jumlah angka kematian sebanyak 234.511 (Globocan, 2020). 
Sejalan dengan data statistik yang buruk, kanker payudara merupakan penyakit yang diakibatkan karena proses pertumbuhan sel yang tidak terkendali sehingga menyebabkan proses proliferasi dan apoptosis sel berjalan tidak normal (Bayar & Bildik, 2021). Hal tersebut dapat menyebabkan timbulnya benjolan abnormal atau tumor bersifat ganas yang berada pada jaringan payudara (Koh & Kim, 2019). Kanker payudara dapat diklasifikasikan secara histologis dan molekuler. Secara histologis, kanker payudara dibagi menjadi karsinoma dan sarkoma (Sinn & Kreipe, 2013), sedangkan secara molekuler, kanker payudara dibagi menjadi beberapa subtipe yaitu Luminal A, Triple-negative (TNBC), Luminal B, dan HER2 (Zubair et al., 2021).
[image: ][image: ]Prosiding Seminar Nasional Pengabdian kepada Masyarakat (SINAPMAS) 2024 Malang, 12 Oktober 2024
ISSN: 2963-1599
Tanggal terbit : 30 Desember 2024

Kanker payudara disebabkan oleh faktor penyebab yang beragam diantaranya adalah gaya hidup yang buruk (El Sharif & Khatib, 2023), reproduksi dan hormon (John et al., 2020), serta faktor genetik (Dorling et al., 2021). Beberapa signaling pathway dari gen telah dilaporkan terlibat pada peningkatan faktor penyebab kanker payudara antara lain estrogen reseptor (ER) signaling pathway (Wang et al., 2018), HER2 signaling pathway (Liu et al., 2018), dan Wnt signaling pathway (Xu et al., 2020). Wnt signaling pathway saat ini merupakan target terapi yang menjanjikan dan sedang banyak di teliti 
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sebagai upaya dalam memberantas kanker dengan menghilangkan Cancer Stem Cells (CSC) yang diduga berperan dalam inisiasi tumor, resiko kekambuhan, dan resistensi obat (Castagnoli et al., 2020).
Wnt signaling pathway terdiri dari canonical Wnt atau Wnt/β-Catenin signaling pathway dan non canonical Wnt atau Wnt–PCP signaling pathway dan Wnt-𝐶𝑎2+ signaling pathway (Shipitsin et al., 2007; Gujral et al., 2014). Salah satu anggota dari non canonical Wnt yang masih belum jelas perannya dalam kanker payudara adalah Wnt5a (Zeng et al., 2016). Pada awal perkembangan kanker payudara, Wnt5a dapat berikatan dengan reseptor Ryk atau FZD-3 yang dapat mengaktifkan signaling pathway dari Wnt5a dan memiliki peran untuk menghambat pertumbuhan dan migrasi sel, serta menekan ekspresi dari canonical Wnt (Prieve & Moon, 2003; Hansen et al., 2009; Borcherding et al., 2015).
Peneliti lain juga melaporkan bahwa pada signaling pathway dari Wnt5a bisa aktif dengan berikatan pada protein G, protein PI3K (Dejmek et al., 2003), atau reseptor ROR1 (Zhang et al., 2012). Signaling pathway ini berperan mengurangi adhesi sel (Zhang et al., 2012) dan berpotensi meningkatkan proliferasi sel kanker payudara sehingga ukuran tumor dapat membesar hingga 2-5 cm (Koh & Kim, 2019). Wnt5a dilaporkan mengalami ekspresi yang berlebihan pada kanker payudara stadium IIIB dan IV sehingga pada penelitian tersebut diduga bahwa Wnt5a berperan dalam metastasis kanker dan menyebabkan kanker dapat berkembang menuju stadium IV (Listyorini et al., 2020). Wnt5a berikatan dengan reseptor FZD-2 (Gujral et al., 2014), protein MMP-7 (Pukrop et al., 2006), protein Dvl-2 (Zhu et al., 2013), atau protein NFAT (Dejmek et al., 2006) dalam mengaktifasi downregulation Wnt5a signaling pathway.
Pengobatan kanker payudara yang menargetkan Wnt5a signaling pathway saat ini sudah sangat berkembang seperti kemoterapi dan radioterapi, namun masih banyak dari masyarakat yang menggunakan bahan alam sebagai alternatif pengobatan penyakit (Yuan et al., 2016; Burguin et al., 2021). Salah satu bahan alam yang di laporkan oleh peneliti memiliki efek antikanker adalah biji anggur merah (Vitis vinifera L.). Ekstrak dari biji anggur merah (Vitis vinifera L.) menghasilkan senyawa fenolik yang dapat menginduksi apoptosis sel pada sel kanker payudara MCF-7, memicu transient gap-junction-intercellular communications (GJIC), meningkatkan ekspresi gen cx34 (Leone et al., 2019), menekan estrogen (Wahner- Roedler et al., 2014), dan dapat menghambat pertumbuhan sel kanker payudara MCF-7 dengan menekan ekspresi dari EGFR/VEGF/MMP9 signaling pathway (Kong et al., 2021).
Berdasarkan latar belakang di atas, dapat diketahui bahwa kandungan metabolit sekunder pada biji anggur merah (Vitis vinifera L.) memiliki potensi sebagai senyawa antikanker, namun masih belum ada yang meneliti melalui Wnt5a signaling pathway. Oleh karena itu, penelitian ini akan menganalisis potensi kandungan metabolit sekunder pada biji anggur merah (Vitis vinifera L.) sebagai senyawa antikanker melalui Wnt5a signaling pathway secara in silico.

2. METODE 

2.1 Jenis Penelitian dan Instrumen
Penelitian yang dilakukan adalah penelitian deskriptif eksploratif dengan melakukan analisis in silico yang dilaksanakan pada bulan Januari – Mei 2024 dan dilakukan di Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA), Universitas Negeri Malang. Instrumen penelitian yang digunakan pada penelitian ini antara lain webserver, software, laptop Lenovo Celeron N3160 RAM 4 GB dengan sistem operasi Windows 10, sampel penelitian berupa reseptor FZD-2, FZD-3, ROR1, Ryk dan protein target PI3K, MMP-7, NFAT, Dvl-2, G protein yang terlibat dalam Wnt5a signaling pathway serta menggunakan ligan yang berasal dari kandungan metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.). Webserver yang digunakan yaitu Swiss ADME, PubChem, pkCSM, Toxicity Checker, KnapSack Family, Protox III, Protein Data Bank (PDB), admetSAR 2.0, dan Way2Drug. Software yang digunakan yaitu Open Babel, Gaussian09W, AutoDock Tools, Gaussview, BioVia Studio Visualizer, dan Autodock 4.2.

2.2 Tahapan Penelitian
2.2.1   Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
Identifikasi senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) diawali dengan melakukan studi pendahuluan dan kemudian mendeskripsikan metabolit sekunder yang didapat melalui webserver KnapSack Family (http://www.knapsackFamily.com/KNApSAcK_Family/) dan webserver PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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2.2.2 	Identifikasi Reseptor dan Protein Target Melalui Wnt5a Signaling Pathway
Reseptor dan protein target yang dipilih dalam penelitian ini yaitu FZD- 2, FZD-3, ROR1, Ryk, PI3K, MMP-7, NFAT, Dvl-2, dan G Protein. Database reseptor dan protein target dapat di unduh melalui webserver Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

2.2.3	Analisis Potensi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.) Menurut Lipinski’s Rule (RO5)
Potensi senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) berdasarkan Lipinski’s Rule (RO5) dapat dianalisis melalui webserver SwissADME (http://www.swissadme.ch) dengan memasukkan smile ID senyawa yang akan dianalisis dan di ambil data massa molekul, hydrogen bond acceptor (HBA), hydrogen bond donor (HBD), Molecular Refractivity (MR), dan lipofilisitas (log P).

2.2.4   Analisis Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.) Menurut ADME Test
Prediksi potensi senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) menurut ADME Test berupa Absorption, Distribution, Metabolism, dan Excretion dapat diakses melalui webserver pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/)	dan admetSAR 2.0 (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2) dengan memasukkan smile ID senyawa yang akan dianalisis dan di ambil data Human Intestinal Absorption (HIA), CaCO2 Cell Permeability, Blood Brain Barrier (BBB) dan Domain.

2.2.5	Analisis Toksisitas Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
Senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) yang sudah dianalisis Lipinski’s Rule (RO5) dan ADME Test kemudian di analisis toksisitasnya	melalui	webserver Toxicity Checker (https://mcule.com/apps/toxicitychecker/) dan Protox III (https://tox-new.charite.de/protoxIII/).

2.2.6	Analisis Efek Samping Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
Analisis efek samping senyawa dapat dilakukan melalui webserver Way2Drug (http://www.Way2Drug.com/adverpred/) untuk prediksi potensi efek samping senyawa berdasarkan nilai Potency Activity Test dan dibandingkan dengan obat kontrol, kemudian di ambil data PA, PI dan efek samping.

2.2.7	Molecular Docking
Molecular docking diawali dengan preparasi sampel protein dengan mengunduh sampel protein reseptor dan protein target di Protein Data Bank (PDB) (www.pdb.org) dengan format PDB File (*.pdb.). Kemudian preparasi ligan dilakukan dengan mengunduh sampel struktur ligan di Pubchem (http://www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) pada format Sybil Data Files (*.sdf) dan saat preparasi docking format .sdf di-convert menjadi format PDB File (*.pdb) dengan menggunakan software OpenBabel. Kemudian ligan dan protein diolah dengan memberi “gasteiger charge” dan “AD4Type” dan diubah menjadi format .pdbqt menggunakan software AutoDock Tools. Setelah itu, uji docking dilaksanakan dengan menempatkan senyawa uji pada binding site protein menggunakan software Autodock 4.2 dan digunakan metode blind docking. Hasil docking yang sudah di dapat akan dianalisis dan divisualisasi posisi ikatan antarmolekul senyawa reseptor/protein target dan ligan melalui software BioVia Discovery Studio Visualizer.

2.2.8	HOMO LUMO
Analisis HOMO LUMO diawali dengan men-convert format PDB File (*.pdb) menjadi format Gaussian Input File (*.gjf) kemudian dilanjutkan dengan kalkulasi Gaussian yang berfungsi untuk menganalisis optimasi dan frekuensi. Kemudian senyawa metabolit sekunder di optimasi dengan metode Ground State dan DFT (Density Functional Theory) melalui software Gaussian. Setelah proses analisis selesai, visualisasi HOMO-LUMO dilakukan dengan meng-klik kanan struktur molekul dan klik “result”, lalu pilih “summary” dan “surface/contour” untuk melihat energi HOMO dan LUMO, nilai gap HOMO- LUMO, dan momen dipol.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Hasil Identifikasi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
Senyawa metabolit sekunder pada biji anggur merah (Vitis vinifera L.) yang didapat melalui screening berjumlah 39 senyawa yaitu: 3-O- Caffeoylquinic acid, Anthocyanidins, Caffeic acid, Caffeoylshikimic acid, Caffeoyltartaric acid, Catechin, 3-O-gallate, Cinnamic acid, Coutaric acid, Ellagic acid, Ellagic acid hexoside, Eriodictyol, Fertaric acid, Ferulic acid, Flavan 3-ols, Gallic acid, Gallic acid ethyl ester, Gallic acid hexoside, Gallocatechin, Hydroxybenzoic acid, Kaempferol, 3-
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O-rutinoside, Kaempferol 7-O-glucoside, Ligustroside, Linoleic acid, Luteolin, Myricetin, Naringenin, p- Coumaric acid, Phloridzin, Procyanidin, Protocatechuic acid, Quercetin, Quercetin 3-O-galactoside, Quercitrin, Resveratrol, Resveratrol 3-O- glucoside, Resveratrol dimer, Sinapinic acid, Stilbenes dan Vanillic acid (Lampiran 1). Doxorubicin juga dianalisis sebagai kontrol pada penelitian ini karena obat tersebut merupakan obat kemoterapi paling efisien yang dipakai pada pasien penderita kanker payudara (Kelly, 2012) dan kemudian dideskripsikan smileID, rumus kimia serta PMID untuk uji klinis potensi senyawa antikanker selanjutnya (Lampiran 1). 

3.2 Hasil Analisis Potensi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.) Menurut Lipinski’s rule
Analisis 39 senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) sebagai senyawa antikanker menggunakan aturan Lipinski’s Rule of Five (RO5) dilakukan sebagai langkah pertama untuk melakukan seleksi dan mengeliminasi senyawa yang memiliki sifat fisikokimia yang buruk (Bhal et al., 2007). Terdapat beberapa kriteria yang menunjukkan potensi suatu senyawa sebagai senyawa antikanker yang baik berdasarkan aturan RO5 yaitu: massa molekul ≤500, hydrogen bond acceptor (HBA) ≤10, hydrogen bond donor (HBD) ≤5, dan lipofilisitas (logP) ≤5 (Lipinski et al., 2001). Untuk menentukan senyawa yang berpotensi sebagai obat dapat juga dilihat dari nilai Molar Refractivity (MR) antara 40-130 (Ghose et al., 1999).
Hasil analisis menunjukkan bahwa 13 senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) yaitu: Caffeic acid, Cinnamic acid, Ellagic acid, Eriodictyol, Ferulic acid, Flavan 3-ols, Luteolin, Naringenin, p-Coumaric acid, Quercetin, Resveratrol, Sinapinic acid, dan Vanillic acid merupakan senyawa yang berpotensi sebagai senyawa antikanker karena memenuhi semua kriteria senyawa antikanker yang baik berdasarkan aturan RO5 (Lampiran 2). Senyawa yang memenuhi karakteristik berdasarkan aturan RO5 dipercaya oleh banyak peneliti memiliki tingkat permeabilitas dan kelarutan yang baik (Benet et al., 2016). Apabila senyawa memiliki massa molekul yang berukuran besar (>500Da) akan sulit diserap oleh sel target, karena molekul senyawa akan gagal menembus membran sel (Navia & Chaturvedi 1996).
Senyawa yang berpotensi sebagai senyawa antikanker yang baik juga tidak boleh memiliki nilai HBA >10 dan HBD >5. Senyawa yang memiliki nilai HBA >10 dan HBD >5 akan menyebabkan partisi dan permeabilitas antara membran sel dan obat lebih buruk (Alex et al., 2011). Nilai HBA dan HBD yang bernilai 0 juga tidak memenuhi ketentuan karena nilai tersebut menunjukkan senyawa mempunyai kemampuan terbatas untuk berinteraksi dengan biomolekul lainnya, sehingga berpengaruh dalam affinitas senyawa terhadap kemampuan selektivitas pengikatan (Coimbra et al., 2021). Selanjutnya, nilai MR suatu senyawa harus memiliki interval nilai antara 40- 130, nilai tersebut nantinya akan digunakan untuk menunjukkan adanya proses polarisasi dalam interaksi antar atom yang baik yang berlangsung dalam larutan (media berair) (Pacak & Kodejs, 1988; Lipinski et al., 2001; Sawale et al., 2016). Senyawa yang memiliki nilai lipofisitas (logP) >5 memiliki sifat yang terlalu hidrofobik sehingga senyawa tidak terlarut dan akan berada pada lapisan lipid bilayer. Senyawa ini dapat berpotensi menyebar ke seluruh tubuh dan bersifat toksik. Di sisi lain, senyawa yang terlalu hidrofilik cenderung mudah larut sehingga memiliki kemampuan yang terbatas untuk menembus membran sel target (Yang et al., 2021) sehingga ketentuan obat secara umum yang digunakan memiliki interval nilai ≥1 atau ≤4 (Doak et al., 2014).

3.3 Hasil Analisis Potensi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.) Menurut ADMET Test
Senyawa Caffeic acid, Cinnamic acid, Ellagic acid, Eriodictyol, Ferulic acid, Flavan 3-ols, Luteolin, Naringenin, p-Coumaric acid, Quercetin, Resveratrol, Sinapinic acid, dan Vanillic acid yang lolos kriteria aturan RO5 kemudian dianalisis menggunakan uji ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, dan Excretion). Uji tersebut dilakukan untuk menentukan potensi senyawa sebagai senyawa obat yang baik (Tsaioun & Kates, 2011) dengan kriteria HIA (Human Intestinal Absorption) diatas 30% (Wessel et al., 1988), CaCO2 Cell Permeability ≥0,90 (Van Breemen & Li,2005), BBB (Blood Brain Barrier) ≥-1 (Narayanan & Gunturi, 2005), Domain IN (Yang et al., 2017).
Hasil analisis menunjukkan bahwa 5 senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) yaitu: Cinnamic acid, Flavan 3-ols, Naringenin, p-Coumaric acid, dan Resveratrol merupakan senyawa yang berpotensi sebagai senyawa antikanker karena memenuhi semua kriteria senyawa antikanker yang baik berdasarkan ADME Test (Tabel 1). Apabila nilai Human Intestinal Absorption (HIA) di bawah 30% maka diprediksi senyawa mempunyai tingkat absorbansi yang tidak baik sehingga tidak dapat diserap usus dengan baik (Pires et al., 2015). 
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Selanjutnya, jika nilai CaCO2 Cell Permeability <0,90 maka proses penyerapan obat secara oral, sistem transport, proses difusi, dan metabolisme obat pada tubuh diprediksi memiliki hasil yang buruk (Schmiedlin-Ren et al., 1997). Nilai Blood Brain Barrier (BBB) juga memiliki batas nilai ≥0,3 yang berarti senyawa dapat menembus penghalang otak dan batas nilai ≤-1 yang diduga senyawa tersebut tidak dapat terdistribusi di otak dengan baik (Pires et al., 2015), maka dari itu untuk senyawa Caffeic acid, Eriodictyol, Ferulic acid, Flavan 3- ols, Luteolin, Naringenin, p- Coumaric acid, Resveratrol, Sinapinic acid dan Vanillic acid diduga tidak dapat menembus penghalang otak dengan baik namun masih terdapat kemungkinan untuk terdistribusi dalam otak dengan baik. Kemudian, nilai domain “IN” menunjukkan bahwa senyawa yang sudah di analisis memiliki kesesuaian dengan analisis berdasarkan RO5 (massa molekul, HBA, HBD, logP dan MR), karena nilai domain digunakan untuk mengevaluasi kembali potensi senyawa yang berpotensi sebagai senyawa antikanker dengan data substansial yang tersedia melalui jaringan komputer (Yang et al., 2017).
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Tabel 1. Hasil Analisis Senyawa Menurut ADME Test
	No
	Senyawa
	Webserver
	HIA
	CaCO2 Cell
Permeability
	BBB
	Domain

	1
	Caffeic acid
	pkCSM
	69.407
	0.634
	-0.647
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	2
	Cinnamic acid
	pkCSM
	94.833
	1.717
	0.446
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	3
	Ellagic acid
	pkCSM
	86.684
	0.335
	-1.272
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	4
	Eriodictyol
	pkCSM
	74.687
	-0.094
	-0.827
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	5
	Ferulic acid
	pkCSM
	93.685
	0.176
	-0.239
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	6
	Flavan 3-ols
	pkCSM
	91.482
	1.077
	-0.818
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	7
	Luteolin
	pkCSM
	81.13
	0.096
	-0.907
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	8
	Naringenin
	pkCSM
	91.31
	1.029
	-0.578
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	9
	p-Coumaric acid
	pkCSM
	93.494
	1.21
	-0.225
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	10
	Quercetin
	pkCSM
	77.207
	-0.229
	-1.098
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	11
	Resveratrol
	pkCSM
	90.935
	1.17
	-0.048
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	12
	Sinapinic acid
	pkCSM
	93.064
	0.272
	-0.247
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	13
	Vanillic acid
	pkCSM
	78.152
	0.33
	-0.38
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN

	14
	Doxorubicin
	pkCSM
	55.781
	-0.397
	-1.592
	

	
	
	admetSAR 2.0
	
	
	
	IN



3.4 Hasil Analisis Toksisitas Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
Hasil analisis menunjukkan bahwa senyawa Naringenin menurut Toxicity Checker tergolong senyawa non toxic dan menurut Protox III tergolong kelas IV (300<LD50≤2000 mg/kg) yang berarti berbahaya jika tertelan (Tabel 2) Semakin tinggi nilai LD50 maka semakin kecil bahaya senyawa bagi tubuh (Miyagawa, 2010).

Tabel 2. Hasil Analisis Toksisitas Senyawa
	No
	Senyawa
	Webserver
	Toxic/Non-Toxic

	1
	Caffeic acid
	Toxicity Checker
	Toxic



	
	
	Protox III
	Toxic (V)

	2
	Cinnamic acid
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (V)

	3
	Ellagic acid
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (IV)

	4
	Eriodictyol
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (IV)

	5
	Ferulic acid
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (IV)

	6
	Flavan-3-ols
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (V)

	7
	Luteolin
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (V)

	 8
	Naringenin
	Toxicity Checker
	Non-Toxic

	
	
	Protox III
	Toxic (IV)

	 9	p-Coumaric acid
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	Protox III
	Toxic (V)

	 10	Quercetin
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	Protox III
	Toxic (III)

	 11	Resveratrol
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	Protox III
	Toxic (IV)

	 12	Sinapinic acid
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	Protox III
	Toxic (IV)

	 13	Vanillic acid
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	Protox III
	Toxic (IV)

	 14	Doxorubicin
	Toxicity Checker
	Toxic

	
	Protox III
	Toxic


Keterangan: text highlight beige = lolos
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3.5 Hasil Analisis Efek Samping Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
Hasil analisis efek samping menunjukan bahwa senyawa Naringenin memiliki potensi munculnya efek samping yang rendah dikarenakan memiliki nilai Pa dan Pi yang <0,5 dan nilai Pa>Pi (Tabel 3). Nilai Pa dan Pi <0,5 menunjukkan bahwa senyawa kemungkinan memiliki potensi efek samping yang rendah (Filimonov & Poroikov, 2008). Nilai Pa>Pi menunjukkan bahwa senyawa mungkin menghasilkan efek samping namun kemungkinannya sangat kecil (Filimonov & Poroikov, 2008). Hasil analisis senyawa Naringenin menunjukkan hasil yang berbeda dengan hasil Doxorubicin, nilai Pa Doxorubicin menunjukkan angka yang lebih besar dari 0,5 pada efek samping Cardiac failure dan Arrhythmia sehingga kemungkinan memiliki potensi efek samping yang tinggi (Lagunin et al., 2000).

Tabel 3. Hasil Analisis Efek Samping
	No
	Senyawa
	Pa
	Pi
	Efek Samping

	1
	Naringenin
	0.387
	0.268
	Hepatotoxicity



	2
	Doxorubicin
	0.916
	0.004
	Cardiac failure

	
	
	0.771
	0.017
	Arrhythmia

	
	
	0.466
	0.061
	Nephrotoxicity
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3.6 Hasil Molecular Docking
Senyawa Naringenin kemudian dianalisis afinitasnya dengan reseptor FZD-2,FZD-3, ROR1, Ryk dan protein target PI3K, MMP-7, NFAT, Dvl-2, dan G protein yang terlibat dalam Wnt5a signaling pathway melalui molecular docking. Molecular docking pada reseptor dan protein target tersebut dilakukan secara blind docking diseluruh permukaan reseptor dan protein target karena belum diketahui lokasi pengikatan yang spesifik. Hasil molecular docking menunjukan nilai binding affinity (ΔG) senyawa Naringenin dengan reseptor FZD-2, FZD-3, ROR1, protein target PI3K dan NFAT memiliki nilai yang lebih negatif daripada Doxorubicin (Tabel 4). Hal tersebut menunjukkan bahwa energi yang diperlukan dalam interaksi antara ligan dan protein rendah, sehingga kemungkinan akan terjadi penghambatan ligan yang kuat terhadap reseptor dan protein target (Carlson et al., 2008).

Tabel 4. Hasil Analisis Molecular Docking
	PDB ID
	ΔG

	
	Naringenin
	Doxorubicin

	6TUA (Ryk)	-4.53
	-4.67

	8JHC (FZD-3)
	-5.54
	-4.1

	1GFI (G Protein)	-4.5
	-4.61

	1E8X (PI3K)
	-6.66
	-5.75

	6BA5 (ROR1)
	-4.62
	-4.54

	7X8P (FZD-2)
	-7.22
	-5.56

	7WXX (MMP-7)	-5.48
	-8.76

	3CBX (Dvl-2)	-5,8
	-5.81

	2O93 (NFAT)
	-4.83
	-3.84


Keterangan: text highlight beige = lebih negatif

Hasil molecular docking juga menunjukan bahwa senyawa Naringenin memiliki kesamaan residu asam amino dengan Doxorubicin. Interaksi pada protein target FDZ-3 dengan senyawa Naringenin memiliki kesamaan interaksi dengan Doxorubicin pada PRO R:466 berupa ikatan alkyl. Pada protein target PI3K dengan senyawa Naringenin juga memiliki kesamaan interaksi dengan Doxorubicin pada GLU A:880 berupa ikatan hidrogen yang diduga dapat memicu adhesi sel dan mengurangi proliferasi sel kanker. Interaksi pada reseptor FZD-2 dengan senyawa Naringenin juga memiliki kesamaan residu asam amino dengan Doxorubicin pada GLN A:75 berupa ikatan hidrogen dan pada PRO A:78, LEU A:79, PRO D:78 berupa ikatan alkyl. Pada protein target MMP7 dengan senyawa Naringenin juga ditemukan memiliki kesamaan interaksi dengan Doxorubicin pada THR A:175 berupa ikatan hidrogen dan Dvl-2 dengan senyawa Naringenin memiliki kesamaan interaksi dengan Doxorubicin pada residu asam amino TRP A:358 berupa ikatan hidrogen dan VAL A:283 berupa ikatan alkyl. (Tabel 5, Lampiran 3). Adanya ikatan hidrogen dan alkyl tersebut membuat interaksi antara ligan dan reseptor atau protein target semakin meningkat, sehingga menyebabkan nilai binding affinity semakin negatif (Chen et al., 2016; Kumer & Khan, 2021) dan adanya kesamaan ikatan hirogen dan alkyl pada senyawa naringenin dan doxorubicin menunjukan aktivitas interkasi yang sama sehingga memiliki kemungkinan potensi antikanker yang sama.

Tabel 5. Residu Asam Amino
	Protein
	Ligan
	Residu Asam Amino
	Jenis Interaksi

	FDZ-3
	Narigenin
	PRO R:464, GLN R:468
	Conventional hydrogen bond

	
	
	PRO R:466, ILE R:454
	Alkyl

	
	Doxorubicin
	THR R:451, TYR R:467
	Conventional hydrogen bond

	
	
	PRO R:466, PRO R:464
	Alkyl



	PI3K
	Narigenin
	SER	A:806,	GLU A:880, VAL A:882
	Conventional hydrogen bond

	
	
	PRO A:810, ILE A:831, 
ILE A:881
	Alkyl

	
	Doxorubicin
	GLN A:291, LYS A:298, ARG A:927, GLU A:880, ASP A:788, PRO A:866, ARG A:849
	Conventional hydrogen bond

	
	
	PHE A:694, ARG A:849
	Alkyl

	FDZ-2
	Narigenin
	GLN A:75
	Conventional hydrogen bond

	
	
	PRO A:78, LEU A:79, PRO D:78, LEU D:79
	Alkyl

	
	Doxorubicin
	GLN A:75, GLN A:131, GLN D:75
	Conventional hydrogen bond

	
	
	PRO D:78, PRO A:78, LEU A:79, LEU A:124, PHE D:128
	Alkyl

	MMP7
	Narigenin
	TYR A:233, HIS A:214,
THR A:175
	Conventional hydrogen bond

	
	
	-
	Alkyl

	
	Doxorubicin
	PRO A:168, TYR A:167,  THR A:175, GLN A:215
	Conventional hydrogen bond

	
	
	TYR A:167, LEU A:176, HIS A:178
	Alkyl

	Dvl-2
	Narigenin
	GLY A:314, GLY B:314, ILE B:296, LYS B:359; 
TRP A:358
	Conventional hydrogen bond

	
	
	Val A:283
	Alkyl

	
	Doxorubicin
	GLY A:297
	Conventional hydrogen bond

	
	
	VAL B:283, TRP A:358,
VAL A:283
	Alkyl


Keterangan: Cetak tebal = kesamaan residu senyawa dan kontrol
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Senyawa Naringenin ditemukan mampu berikatan dan memiliki residu asam amino yang sama dengan Doxorubicin pada reseptor FZD-2, FZD-3 dan protein target PI3K yang diprediksi bisa menekan perkembangan kanker payudara. Hal ini diduga karena senyawa Naringenin bisa menginhibisi Wnt5a signaling pathway melalui ikatannya dengan reseptor dan protein target protein. Penemuan ini selaras dengan penelitian Zhao et al. (2019) yang menunjukkan bahwa senyawa Naringenin memiliki efek antikanker pada sel MDA- MB-231 dengan menghentikan perkembangan sel pada fase G0/G1.

3.7 Hasil HOMO LUMO
Hasil analisis HOMO LUMO senyawa Naringenin menunjukan bahwa senyawa Naringenin memiliki nilai gap yang lebih besar dari Doxorubicin (Tabel 6).Hal tersebut menunjukkan bahwa senyawa Naringenin memiliki jarak antar protein yang lebih besar, reaktivitas yang rendah dan bersifat stabil sehingga proses pengobatan dapat berlangsung lebih lama dibandingkan Doxorubicin (Chidan et al., 2014). Selanjutnya, nilai momen dipol senyawa Naringenin yang lebih kecil dari Doxorubicin menunjukkan bahwa senyawa Naringenin memiliki kemampuan interaksi yang lebih baik dengan target intrasel dan dapat menembusmembran sel target dengan baik jika dibandingkan dengan Doxorubicin (Schwartzet al., 2009).

Tabel 6. Hasil Asalisis HOMO LUMO
	No
	Senyawa
	HOMO (eV)
	LUMO (eV)
	Energi Gap
(eV)
	Momen Dipol (Debye)



	1
	Naringenin
	-0.04985
	-0.22252
	0.17267
	3.920255

	2
	Doxorubicin
	-0.09962
	-0.22757
	0.12795
	4.111023


Keterangan: text highlight beige = lebih baik
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4. SIMPULAN

Hasil analisis secara in silico menunjukkan senyawa Naringenin adalah senyawa yang lolos dari proses seleksi 39 senyawa metabolit sekunder biji anggur merah (Vitis vinifera L.) melalui uji RO5, ADME test, toksistas dan efek samping. Senyawa Naringenin pada uji molecular docking menunjukkan nilai binding affinity yang lebih baik dibanding Doxorubixin pada reseptor FZD-2, FZD-3, dan protein target PI3K dari Wnt5a signaling pathway namun pada uji HOMO-LUMO senyawa Naringenin memiliki reaktivitas yang lebih rendah dari Doxorubicin sehingga penelitian lebih lanjut perlu dilakukan untuk memvalidasi kemampuan senyawa Naringenin dalam menghambat perkembangan kanker payudara yang dipicu oleh Wnt5a signaling pathway.
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[bookmark: _Hlk186066843]Lampiran 1: Deskripsi Senyawa Metabolit Sekunder Biji Anggur Merah (Vitis vinifera L.)
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Lampiran 2: Hasil Analisis Menurut Lipinski’s rule
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Lampiran 3: Visualisasi 2D Interaksi antara Ligan dan Protein
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Interaksi 2 Dimensi Naringenin dan Dvl-2
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Interaksi 2 Dimensi Doxorubicin dan Dvl-2
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Interaksi 2 Dimensi Naringenin dan FZD-2
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Interaksi 2 Dimensi Doxorubicin dan FZD-2
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Interaksi 2 Dimensi Naringenin dan FZD-3
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Interaksi 2 Dimensi Doxorubicin dan FZD-3
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Interaksi 2 Dimensi Naringenin dan MMP7
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Interaksi 2 Dimensi Doxorubicin dan MMP7
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Interaksi 2 Dimensi Naringenin dan PI3K
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Interaksi 2 Dimensi Doxorubicin dan PI3K
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image4.emf
 Kimia   

1   3 - O - Caffeoylquinic   acid  C 16 H 18 O 9  C1C(C(C(CC1(C(=O)O)O)OC(=O)C=CC2=CC(=C(C=C2)O)O)O)O  

2   Anthocyanidins  C 15 H 11 O +  C1=CC=C(C=C1)C2=[O+]C3=CC=CC=C3C=C2  

3   Caffeic   acid  C 9 H 8 O 4  C1=CC(=C(C=C1C=CC(=O)O)O)O  

4   Caffeoylshikimic   acid  C 16 H 15 O 8 -  C1C(C(C(C=C1C(=O)[O - ])O)O)OC(=O)C=CC2=CC(=C(C=C2)O)O  

5   Caffeoyltartaric   acid  C 13 H 12 O 9  C1=CC(=C(C=C1C=CC(=O)OC(C(C(=O)O)O)C(=O)O)O)O  

6   Catechin   3 - O - gallate  C 22 H 18 O 10  C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)O)O)C3=CC(=C(C=C3)O)O)OC(=O)C4=CC(=C(C(=C4)O)O)O  

7   Cinnamic   acid  C 9 H 8 O 2  C1=CC=C(C=C1)C=CC(=O)O  

8   Coutaric   acid  C 13 H 12 O 8  C1=CC(=CC=C1C=CC(=O)OC(C(C(=O)O)O)C(=O)O)O  

9   Ellagic   acid  C 14 H 6 O 8  C1=C2C3=C(C(=C1O)O)OC(=O)C4=CC(=C(C(=C43)OC2=O)O)O  

10   Ellagic   acid   hexoside  C 20 H 16 O 13  C1=C2C3=C(C(=C1O)O)OC(=O)C4=CC(=C(C(=C43)OC2=O)O)OC5C(C(C(C(O5)CO)O)O)O  

11   Eriodictyol  C 15 H 12 O 6  C1C(OC2=CC(=CC(=C2C1=O)O)O)C3=CC(=C(C=C3)O)O  

12   Fertaric   acid  C 14 H 14 O 9  COC1=C(C=CC(=C1)C=CC(=O)OC(C(C(=O)O)O)C(=O)O)O  

13   Ferulic   acid  C 10 H 10 O 4  COC1=C(C=CC(=C1)C=CC(=O)O)O  

14   Flavan   3 - ols  C 15 H 14 O 5  C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)O)O)C3=CC=C(C=C3)O)O  

   

15   Gallic   acid  C 7 H 6 O 5  C1=C(C=C(C(=C1O)O)O)C(=O)O  

16   Gallic   acid   ethyl   ester  C 9 H 10 O 5  CCOC(=O)C1=CC(=C(C(=C1)O)O)O  

17   Gallic   acid   hexoside  C 13 H 16 O 10  C1=C(C=C(C(=C1O)O)O)C(=O)OC2C(C(C(C(O2)CO)O)O)O  

18   Gallocatechin  C 15 H 14 O 7  C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)O)O)C3=CC(=C(C(=C3)O)O)O)O  

19   Hydroxybenzoic   acid  C 7 H 6 O 3  C1=CC(=CC=C1C(=O)O)O  

20   Kaempferol   3 - O - rutinoside  C 27 H 30 O 15  CC1C(C(C(C(O1)OCC2C(C(C(C(O2)OC3=C(OC4=CC(=CC(=C4C3=O)O)O)C5=CC=C(C=C5)O)O)O)O)O)O)O  

21   Kaempferol   7 - O - glucoside  C 21 H 20 O 11  C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)OC4C(C(C(C(O4)CO)O)O)O)O)O)O  

22   Ligustroside  C 25 H 32 O 12  CC=C1C(C(=COC1OC2C(C(C(C(O2)CO)O)O)O)C(=O)OC)CC(=O)OCCC3=CC=C(C=C3)O  

23   Linoleic   acid  C 18 H 32 O 2  CCCCCC=CCC=CCCCCCCCC(=O)O  

24   Luteolin  C 15 H 10 O 6  C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O  

25   Myricetin  C 15 H 10 O 8  C1=C(C=C(C(=C1O)O)O)C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O  

26   Naringenin  C 15 H 12 O 5  C1C(OC2=CC(=CC(=C2C1=O)O)O)C3=CC=C(C=C3)O  

27   p - Coumaric   acid  C 9 H 8 O 3  C1=CC(=CC=C1C=CC(=O)O)O  

28   Phloridzin  C 21 H 24 O 10  C1=CC(=CC=C1CCC(=O)C2=C(C=C(C=C2OC3C(C(C(C(O3)CO)O)O)O)O)O)O  

29   Procyanidin  C 30 H 26 O 13  C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)O)O)C3=CC(=C(C=C3)O)O)OC4(C(C(C5=C(C=C(C=C5O4)O)O)O)O)C6=CC(=C(C=C6)O)O  

30   Protocatechuic   acid  C 7 H 6 O 4  C1=CC(=C(C=C1C(=O)O)O)O  

   

31   Quercetin  C 15 H 10 O 7  C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O)O  

32   Quercetin   3 - O - galactoside  C 21 H 20 O 12  C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)OC4C(C(C(C(O4)CO)O)O)O)O)O  

33   Quercitrin  C 21 H 20 O 11  CC1C(C(C(C(O1)OC2=C(OC3=CC(=CC(=C3C2=O)O)O)C4=CC(=C(C=C4)O)O)O)O)O  


image5.emf
No  Senyawa  Massa   Molekul   (g/mol)  HBA  HBD  MR  Log   P  

1  3 - O - Caffeoylquinic   acid  354.31  9  6  83.50  - 0.75  

2  Anthocyanidins  207.25  1  0  66.06  4.38  

3  Caffeic   acid  180.16  4  3  47.16  1.09  

4  Caffeoylshikimic   acid  335.29  8  4  78.89  - 1.28  

5  Caffeoyltartaric   acid  312.23  9  5  70.60  - 0.56  

6  Catechin   3 - O - gallate  442.37  10  7  110.04  2.20  

7  Cinnamic   acid  148.16  2  1  43.11  1.68  

8  Coutaric   acid  296.23  8  4  68.58  - 0.26  

9  Ellagic   acid  302.19  8  4  75.31  1.31  

10  Ellagic   acid   hexoside  464.33  13  7  107.43  - 1.21  

11  Eriodictyol  288.25  6  4  73.59  1.89  

12  Fertaric   acid  326.26  9  4  75.07  - 0.25  

 

13  Ferulic   acid  194.18  4  2  51.63  1.36  

14  Flavan   3 - ols  272.27  5  4  72.31  1.52  

 

15   Gallic   acid  170.12  5  4  39.47  0.50  

16   Gallic   acid   ethyl   ester  198.17  5  3  48.60  0.98  

17   Gallic   acid   hexoside  332.26  10  7  71.44  - 2,24  

18   Gallocatechin  306.27  7  6  76.36  0.93  

19   Hydroxybenzoic   acid  138.12  3  2  35.42  1.09  

20   Kaempferol   3 - O - rutinoside  594.52  15  9  139.36  - 1.39  

21   Kaempferol   7 - O - glucoside  448.38  11  7  108.13  - 0.24  

22   Ligustroside  524.51  12  5  125.25  - 0.34  

23   Linoleic   acid  280.45  2  1  89.46  5.88  

24   Luteolin  286.24  6  4  76.01  2.28  

25   Myricetin  318.24  8  6  80.06  1.69  

 

26  Naringenin  272.25  5  3  71.57  2.19  

27  p - Coumaric   acid  164.16  3  2  45.13  1.38  

 

28   Phloridzin  436.41  10  7  106.14  - 0.20  

29   Procyanidin  594.52  13  10  147.52  1.98  
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