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Abstract

Estrogen is known to have various roles in the body. ESR2 is an estrogen receptor expressing estrogen receptor
beta (ERB). ERP is expressed in normal breast epithelial cells as well as in various other tissues such as the uterus, ovary,
prostate and brain, and breast cancer cells. One plant that is thought to have the potential to increase ERB expression is
soybean (Glycine max). Soybean plants contain very important phytochemicals, so they are widely used in the food industry
as supplements and included in drug formulations. This type of research is descriptive research conducted using in silico
method through the molecular docking approach. The metabolites used were genistein and daidzein for the target protein
ESR 2 (PDB ID: 1QKM). The docking results showed that the binding affinity value of the metabolites genistein, daidzein,
and native ligand was -9.7 kcal/mol. The RMSD value obtained from LigRMSD was 0.40 with very similar visualization
between the ligand test before and after docking. The conclusion of this study is that the metabolites of genistein and
daidzein are predicted to have the ability to increase ESR2 expression in the human body.
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Abstrak

Estrogen diketahui memiliki berbagai peran di dalam tubuh. ESR2 merupakan reseptor estrogen yang
mengekspresikan estrogen reseptor beta (ERB). ERB diekspresikan dalam sel epitel payudara normal serta di berbagai
jaringan lain seperti rahim, ovarium, prostat dan otak, dan sel kanker payudara. Salah satu tumbuhan yang diduga
mempunyai potensi untuk meningkatkan ekspresi ERf adalah tanaman kedelai (Glycine max). Tanaman kedelai memiliki
kandungan fitokimia yang sangat penting sehingga banyak digunakan dalam industri makanan sebagai suplemen dan
termasuk dalam formulasi obat. Jenis penelitian adalah penelitian deskriptif yang dilakukan dengan metode in silico melalui
pendekatan molecular docking. Metabolit yang digunakan adalah genistein dan daidzein terhadap protein target ESR 2
(PDB ID: 1QKM). Hasil docking menunjukkan bahwa nilai binding affinity metabolit genistein, daidzein, dan native ligand
adalah -9.7 kcal/mol. Nilai RMSD yang didapatkan dari LigRMSD adalah 0.40 dengan visualisasi yang sangat mirip antara
ligan uji sebelum dan sesudah docking. Kesimpulan dari penelitian ini adalah metabolit genistein dan daidzein diprediksi
memiliki kemampuan untuk meningkatkan ekspresi ESR2 dalam tubuh manusia.

Kata kunci: Glysine max, genistein, daidzein, ESR2, molecular docking
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Pendahuluan

Estrogen diketahui memiliki peran penting di dalam tubuh, seperti mengatur proses fisiologis dan patologis dalam
sistem reproduksi, kardiovaskular, kerangka, endokrin, saraf, dan kekebalan tubuh (Tang et al). Dalam menjalankan
fungsinya, esterogen mengikat dan mengaktifkan reseptor utama esterogen, sehingga dikenal dengan esterogen reseptor
(Mulyati, 2019). Estrogen bekerja hanya pada sel yang mengandung reseptor estrogen. Terdapat dua reseptor estrogen,

yaitu estrogen reseptor alfa (ERQ) dan estrogen reseptor beta (ERP) (Aryan). Kedua reseptor tersebut memiliki perbedaan
dalam pola ekspresinya.

ERa dikode oleh gen estrogen receptor 1 (ESR1) dan Erf3 dikode oleh gen estrogen receptor 2 (ESR2). Reseptor

ini diekspresikan pada berbagai titik di dalam tubuh. Protein ER3 ekspresinya terdapat dalam ginjal, otak, tulang, jantung,
paru-paru, mukosa usus, prostat, dan sel endotel. Jika suatu reseptor berikatan dengan estrogen, maka akan terjadi
perubahan formasi reseptor yang memungkinkan terjadinya ikatan koaktivator dan mengaktifkan faktor transkripsi.
Aktivasi transkripsi gen akan mengarahkan sintesis protein tertentu yang kemudian mempengaruhi berbagai fungsi sel
tergantung macamnya dan tergetnya. Secara patologis, ERC bisa didapatkan pada sel kanker endometrium, payudara,

stroma ovarium, dan hipotalamus.

ERP diekspresikan dalam sel epitel payudara normal serta di berbagai jaringan lain seperti rahim, ovarium, prostat
dan otak, dan sel kanker payudara (Dalal et al., 2022). Selain pada sel normal, ERB banyak dipelajari dalam berbagai model
in vivo dan in vitro pada kasus kanker payudara. Penelitian menunjukkan menunjukkan kontribusi ERP dalam menghambat
perkembangan tumor kanker payudara dan potensi perannya sebagal penekan tumor. Dalam model sel, ERpB telah
ditemukan untuk meningkatkan respon terhadap tamoxifen dan agonis selektif ER[p mengurangi pensinyalan anti-apoptosis
(Ruddy et al, 2014; Pons et al, 2015). Aktivasi ERP meningkatkan autophagy sel dan reactive oxygen species (ROS)

(Razandi et al., 2013 dan Song et al., 2019). Sebaliknya, ERP telah ditemukan menurunkan respon terhadap agen sitotoksik
seperti cisplatin, paclitaxel dan doxorubicin (Pons et al., 2015).
Salah satu titik tangkap pengobatan kanker khusunya kanker payudara adalah dengan menghambat aktivitas

estrogen pada estrogen reseptor alfa (ER). Pada kasus kanker payudara, ER0( berikatan dengan estrogen dan berpoliferasi
secara abnormal (Pons et al., 2015). Salah satu tumbuhan yang diduga mempunyai potensi untuk meningkatkan ekspresi

ERQ adalah tanaman kedelai (Glycine max). Tanaman kedelai memiliki kandungan fitokimia yang sangat penting sehingga
banyak digunakan dalam industri makanan sebagai suplemen dan termasuk dalam formulasi obat. Baru-baru ini,
penggunaan kedelai telah banyak dipelajari untuk pencegahan dan pengobatan berbagai penyakit kronis (Uyar et al., 2014).
Meskipun telah terdapat beberapa penelitian yang menganalisis potensi tanaman kedelai sebagai agen anti-kanker, akan
tetapi belum diketahui mekanisme pasti yang terlibat dalam proses ini. Selain itu, banyaknya metabolit yang terdapat pada
tanaman kedelai juga memerlukan analisis lebih lanjut tentang potensi dari masing-masing metabolit tersebut.

Eksplorasi manfaat dari senyawa aktif tumbuhan dapat dilakukan dengan penelitian laboratorium. Penelitian yang
dilakukan oleh Ichsyani et al (2017) mengungkap manfaat antivirus dari curcumin terhadap virus dengue. Rahma dan Ahda
(2021) melaporkan potensi ektrak kayu manis terhadap jumlah spermatozoa mencit jantan yang terpapar radikal bebas.
Namun, penelitian di laboratorium memerlukan waktu dan biaya yang besar.

Penelitian in silico akhir-akhir ini banyak dilakukan dalam banyak bidang kajian. Putri et al (2019) melakukan
kajian bioinformatika terhadap gen pengkodean enzim pada biosintesis karotenoid galur Manihot esculenta. Selain itu, desain
primer terhadap deteksi bakteri patogen pada air isi ulang juga dilakukan (Achyar, Putri, et al., 2021; Achyar, Atifah, et al.,
2021). Selain itu, penelitian in silico merupakan salah satu solusi untuk mengembangkan penelitian mengenai ekplorasi
senyawa antibakteri terhadap kasus-kasus infeksi yang jarang ditemui, seperti melioidosis. Pendekatan ini banyak
digunakan dalam studi yang memprediksi interaksi obat dengan patogen. Dengan kemajuan teknologi, pendekatan in silico
mampu mencari berbagai senyawa yang diinginkan dari database dengan metode molecular docking (Yap, 2019). Penelitian
yang dilakukan oleh Rajagopal et al (2020) menunjukkan bahwa docking mampu memprediksi ikatan senyawa aktif
Curcumin dengan menargetkan enzim tertentu pada virus SARS CoV-2. Selanjutnya, studi docking juga berhasil dilakukan
untuk menargetkan protein tertentu dari virus dengue (Shimu et al., 2022).
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Bahan dan Metode

Jenis penelitian adalah penelitian deskriptif yang dilakukan dengan metode in silico melalui pendekatan molecular
docking.

Ligan dan Protein

Preparasi ligan dimulai dengan mencari potensial metabolit menggunakan webserver KnapSack
(http://www.knapsackfamily.com/KNApSAcK/). Pencarian metabolit dilakukan dengan menggunakan nama latin
tumbuhan yang digunakan untuk penelitian (Glysine max). Setelah muncul semua metabolit yang terkandung di dalam
tumbuhan, dipilih ligan terbaik dari tumbuhan tersebut. Selanjutnya, preparasi ligan dilakukan dengan mencari informasi
ligan pada PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Ligan di-download dari PubChem dalam bentuk 38D
dengan format .sdf.

Protein target yang digunakan pada peelitian ini adalah protein ESR2 (PDB ID:1QKM). Protein tersebut di-
download dengan format .pdb pada RCSB PDB (https://www.rcsb.org/). Preparasi protein dilakukan dengan
menggunakan software Pymol dengan menghilangkan molekul air dan menambah atom hidrogen. Lalu, protein dan ligan
disimpan dalam file terpisah dengan format .pdb (Anggini et al., 2022).

Molecular Docking

Prediksi interaksi antara ligan dan reseptor dilakukan dengan menggunakan sofiware Pyrx. Sebelum melakukan
docking, energi ligan di-minimize terlebih dahulu. Pada proses docking, native ligand yang awalnya menyatu dengan protein
target harus dilepas terlebih dahulu. Hal ini bertujuan untuk mengidentifikasi posisi sisi aktif yang selanjutnya dapat
dijadikan posisi docking untuk ligan-ligan lainnya. Docking dilakukan pada sisi aktif sesuai posisi native ligand yaitu pada
grid box (X:22.424, Y:8.277, Z:114.438). Setelah mendapatkan hasil docking, dipilih binding affinity yang terendah.

Analisis RMSD

Analisis  root  mean  square  deviation ~(RMDS) dengan  menggunakan  webserver  LigRMSD
(https://ligrmsd.appsbio.utalca.cl/). Analisis ini dilakukan dengan melihat nilai RMSD antara native ligand protein dan
ligan hasil docking.

Hasil dan Pembahasan

Ligan dan Protein

Berdasarkan pencarian pada web server Knapsack, diperoleh 847 metabolit yang terkandung dalam tumbuhan
Glysine max. Dari hasil tersebut, dipilih ligan genistein dan daidzein untuk dianalisis lebih lanjut. Knapsack adalah database
yang memuat informasi hubungan antara spesies dan metabolit (Shinbo et al., n.d.). Penelusuran ini dilakukan untuk
memudahkan peneliti dalam mengidentifikasi ragam metabolit yang dikandung oleh suatu tanaman.

Penelusuran protein target memiliki hubungan dengan metabolit yang telah dipilih. Peneliti menggunakan web
server Stitch. Hasil penelusuran menunjukkan bahwa genistein memiliki kemampuan mengaktivasi, mengikat,
menghambat, mengkatalisis, dan mengekspresikan ESR2. Daidzein memiliki kemampuan mengaktivasi dan mengikat
ESR2. Hubungan antara metabolit (genistein dan daidzein) terhadap ESR2 dapat dilihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Interaksi Ligan dan Protein pada Stitch. A) Ikatan Antara Genistein dan ESR2 dan B) Ikatan Antara Daidzein dan ESR2.
Garis biru menunjukkan terjadinya ikatan antara ligan (genestein dan daidzein) terhadap protein (ESR2).

Penelusuran Stitch dilakukan dengan memasukkan metabolit dan organisme pada kotak penelusuran. Hal ini
bertujuan untuk mendapatkan informasi hubungan metabolit dan organisme tersebut. Pengetahuan tentang interaksi
antara protein dan metabolit sangat penting untuk memahami fungsi molekul dan seluler. Stictch mengintegrasikan
informasi tentang interaksi dari jalur metabolisme, struktur kristal, eksperimen pengikatan, dan hubungan obat-target.
Informasi yang disimpulkan dari efek fenotipik, penambangan teks, dan kesamaan struktur kimia digunakan untuk
memprediksi hubungan antar bahan kimia dan protein terkait sehingga memudahkan dalam pemilihan protein target (Kuhn
et al., 2008).

Protein target yang digunakan memiliki PDB ID 1QKM. Pemilihan protein ini didasarkan pada resolusinya yang
rendah dan native ligand yang menempel berupa genistein. Protein target diambil dari Protein Data Bank (PDB). Uniprot
memberi beragam informasi terkait protein yang akan digunakan. Parameter pemilihan protein adalah resolusi yang
dimilikinya. Semakin rendah resolusi, kualitas protein semakin bagus. Hal ini berhubungan dengan kristalografi sinar-X
protein. Resolusi difraksi kristal protein berkorelasi baik dengan jumlah sinar-X yang dapat diamati pada pembuatan
struktur yang berhubungan dengan kesalahan koordinat protein (Berjanskii et al., 2012).

Proses molecular docking dilakukan pada sisi aktif yang diketahui dari posisi native ligand yang terletak pada
protein. Visualisasi protein target dan native ligand dapat dilihat pada Gambar 2.

Gambar 2. Posisi native ligand pada Protein Target. Panah merah (protein target) dan panah hitam (native ligand).

Molecular Docking
Berdasarkan hasil molcecular docking, didapatkan nilai bznding affinity. Nilai binding affinity dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Nilai binding affinity

Metabolit Binding aftinity (kcal/mol)
Genistein -9.7
Daidzein -9.7
Native ligand -9.7
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Dari nilai binding affinity, metabolit genistein dan daidzein memiliki nilai yang sama yaitu -9.7 kcal/mol. Nilai tersebut juga
sama dengan nilai yang dihasilkan pada native ligand. Nilai yang dihasilkan sangat rendah yang menunjukkan bahwa
adanya ikatan yang cukup kuat antara metabolit dan protein. Native ligand dapat dijadikan tolak ukur dalam menganalisis
nilai binding affinity karena kemampuannya dalam megikat protein target yang telah diuji pada penelitian sebelumnya
(Rajagopal et al., 2020). Hal ini menunjukkan bahwa ada kemungkinan kedua metabolit mampu mengobati ketidaknormalan

ekspresi dari ESR2 pada proses lebih lanjut.

Analisis RMSD

Setelah mendapatkan hasil docking, diperlukan analisis RMSD untuk mengetahui kemiripan dan posisi native
ligand yang melekat pada protein dan ligan yang dihasilkan pada proses docking. Nilai RMSD yang didapatkan dari
LigRMSD adalah 0.40 dengan posisi visualisasi dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Posisi kemiripan genistein (native ligand) sebelum dan sesudah proses docking.

Dari visualisasi, dapat diketahui bahwa kemiripan ligan antara sebelum dan sesudah docking sangat tinggi. Namun,
pada beberapa posisi, terdapat sedikit perbedaan sehingga menyebabkan nilai RMSD tidak 0. Namun, hal ini masih sangat
wajar. Nilai RMSD dikatakan baik jika <2 A. Semakin besar penyimpangan dari nilai, semakin besar kesalahan dalam
prediksi ligan interaksi dengan makromolekul. Nilai RMSD terbaik adalah mendekati 0 A (Listiyani et al., 2018).

Kesimpulan dari penelitian ini adalah metabolit genistein dan daidzein diprediksi memiliki kemampuan untuk

meningkatkan ekspresi ESR2 dalam tubuh manusia.
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