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ABSTRACT

ACTIVE COMPOUND IDENTIFICATION AND MOLECULAR
PREDICTION OF ANTI-BREAST CANCER ACTIVITY EXTRACTED
FROM MARINE SPONGE Stylissa massa (Carter, 1887)

By

CAROLINE LYDIA AULIA

A great source of biodiversity, sponges play an important role in marine pharma-
cology, a scientific field combining blue biotechnology and natural products phar-
macology. Stylissa massa sponge species consist of usable bioactives, one of
which is an anticancer agent. Breast cancer is the second leading cause of mortali-
ty in Indonesia. Stylissa massa compounds from the Pahawang Island waters,
Lampung, Indonesia were investigated. This study aimed to identify active com-
pounds from S. massa which had anti-cancer activity potential in breast cancer.
LC-HRMS analysis and molecular docking were used as the research method of
investigation. The results showed that compared to the docked hymenamide C
with the breast cancer target proteins GRB2 and OXTR, the docked flufenamic
acid had a better binding affinity value with the breast cancer target proteins
CSF1R, PLK4, MKNK2 and ABL1. The flufenamic acid also showed better
RMSD with the native ligand of each target protein, with RMSD close to 0A. In
brief, there were out of at least 12 anticancer compounds from S. massa, 2 of them
had potential as anti-breast cancer agents (flufenamic acid and hymenamide C).
These compounds may had molecular mechanisms as inhibitors of breast cancer
target proteins.

Keywords: Stylissa massa, breast cancer, molecular docking, LC-HRMS, in silico.
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Spons mewakili sumber keanekaragaman hayati yang besar, memainkan peran
penting dalam farmakologi kelautan. yaitu bidang studi yang memadukan biotek-
nologi biru dan farmakologi senyawa alami. Spesies spons Stylissa massa diketa-
hui memiliki bioaktif yang dapat dimanfaatkan, salah satunya ialah sebagai senya-
wa antikanker. Kanker payudara termasuk urutan kedua penyebab kematian terba-
nyak di Indonesia. Telah dilakukan penelitian senyawa spons S. massa yang di-
peroleh dari perairan Pulau Pahawang, Lampung, Indonesia. Tujuan dari peneli-
tian adalah mengidentifikasi senyawa aktif S. massa yang berperan sebagai anti-
kanker payudara. Metode penelitian yang digunakan adalah analisis LC-HRMS
dan molecular docking. Hasil dari penelitian menunjukkan nilai binding affinity
yang baik dari docking senyawa asam flufenamat dengan protein target kanker pa-
yudara CSF1R, PLK4, MKNK2, dan ABL1 dibandingkan dengan senyawa hy-
menamide C dengan protein target kanker payudara GRB2 dan OXTR. Nilai
RMSD yang baik juga ditunjukkan oleh senyawa asam flufenamat dengan ligan
asli masing-masing protein target di mana nilai RMSD mendekati OA. Hasil pene-
litian dapat disimpulkan bahwa terdapat 2 senyawa aktif S. massa yang berpoten-
si sebagai antikanker payudara (asam flufenamat dan hymenamide C) dari seti-
daknya 12 senyawa antikanker. Senyawa tersebut diprediksi memiliki mekanisme
molekuler sebagai inhibitor pada protein target kanker payudara.

Kata kunci: Stylissa massa, kanker payudara, molecular docking, LC-HRMS, in
silico.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Potensi sumber daya genetik laut yang tinggi dapat menjadi bagian dari ekonomi
biru, seperti dalam penemuan obat-obatan baru. Produk bioteknologi kelautan
yang dikembangkan dari sumber laut dangkal hingga dalam memiliki pasar yang
menjanjikan, termasuk senyawa antikanker, antibiotik, dan antivirus. Pada tahun
2002, penjualan global produk bioteknologi kelautan diperkirakan mencapai seki-
tar 2,4 miliar USD. Salah satu contoh proyek yang mengeksplorasi potensi sum-
ber daya genetik laut adalah proyek yang digagas oleh The Mauritius Oceanogra-
phical Institute (MOI) untuk menilai potensi farmasi sumber daya laut yang dite-
mukan di Zona Ekonomi Eksklusif (ZEE) Mauritius. MOI berfokus pada sifat
antikanker dari zat-zat yang ditemukan dalam spons laut Mauritius. Penelitian ter-
sebut dapat membuka peluang pengembangan produk farmasi baru yang berasal
dari sumber daya laut dan berpotensi menjadi bagian dari ekonomi biru (United
Nations, 2014).

Spons mewakili sumber keanekaragaman hayati yang besar, memainkan peran
penting dalam farmakologi kelautan, bidang studi yang menarik dan berkembang
yang memadukan bioteknologi biru dan farmakologi senyawa alami (Mannelli et
al., 2021). Karena tidak dapat bergerak dan kurangnya pertahanan fisik, spons me-
ngembangkan senyawa metabolit sekunder untuk mencegah pemangsa atau bersa-
ing memperebutkan ruang hidup (Manelli et al., 2021). Spons laut memiliki meta-
bolit sekunder dengan aktivitas antimikroba, sitotoksik, dan antitumor yang sangat
potensial sehingga menjadi kepentingan farmasi sebagai bahan baku obat dan bio-
teknologi (Pabel et al., 2003; Marzuki, 2018). Berbagai senyawa golongan



metabolit sekunder yang diperoleh dari spons antara lain alkaloid, terpenoid, ase-
togenin, dan lain-lain (Marzuki, 2018). Senyawa penuntun dari spons sering dite-
mukan sebagai agen farmasi yang menjanjikan. Terdapat tiga obat laut yang dise-
tujui, antikanker sitarabin (ara-C),3 antivirus vidarabine (ara-A), dan antikanker

eribulin mesylate 4 yang diturunkan dari spons (He et al., 2020).

Stylissa massa merupakan salah satu spesies spons turunan genus Stylissa dari ke-
las Demospongiae. Bioprospeksi senyawa aktif dari spons Stylissa massa sudah
banyak dilakukan oleh peneliti-peneliti dari berbagai negara. Hal tersebut disebab-
kan distribusi Stylissa massa yang terbilang cukup luas. Investigasi kimia spons
laut genus Stylissa dilakukan oleh Fouad et al., (2012) di Kepulauan Derawan,
Berau, Kalimantan, Indonesia pada tahun 2008. Investigasi tersebut menemukan
kandungan empat alkaloid brominasi baru, termasuk 12-N-methyl stevensin (1),
12-N-methyl-2- debromostevensine (2), 3-debromolatonduine B methyl ester (3),
3-de-bromolatonduine A (4), kemudian delapan alkaloid yang diidentifikasi seba-
gai Z-hymenialdisine (5), Z-debromohymenialdisine (6), stevensine (7), 2-debro-
mostevensine (8), 3-bromoaldizine (9), 3,4-dibromopyrrole-2-carbamide (10),
latonduine A (11), dan latonduine B methyl ester (12).

Metabolit sekunder lainnya dari Stylissa telah diisolasi dan diidentifikasi yang
berasal dari Pulau Motupore di Papua Nugini (debromohymenialdisine (DBH)),
Myanmar (stylissaol A, 2-bromoaldisine, aldisine, spongiacidin D, dan Z-hymeni-
aldisine) (Win et al., 2021), Rote Island (palau’amine, hymenialdisine, ectyopla-
side B, hymenamide C, hymenamide H) (Presson et al., 2022), Thailand (8-isocya-
nato-15-formamido-amphilect-11(20)-ene, 8-isothiocyanato-15-formamido-
amphilect-11(20)-ene, 8-isocyano-15-formamidoamphilect-11(20)-ene, dan 7-
formamidoamphilecta-11(20),15-diene) (Chanthathamrongsiri, 2014).

Menurut Wu et al., (2012), perlu dan penting untuk memperkenalkan konsep baru
sistem kedokteran klinis ke dalam penelitian kanker, untuk mengintegrasikan sis-
tem biologi, ilmu klinis, teknologi berbasis omics, bioinformatika dan ilmu kom-

putasi untuk meningkatkan diagnosis, terapi dan prognosis penyakit.



Bioinformatika merupakan ilmu gabungan dari ilmu biologi dan ilmu teknik infor-
masi. Bioinformatika menyimpan, mengekstrak, mengorganisir, menganalisis,
menginterpretasikan serta menggunakan informasi dari sekuens biologi dan mole-
kul. Secara umum, ilmu tersebut diartikan sebagai software pada teknologi kom-
puter dan analisis untuk menyimpan dan menampilkan data-data biologi meng-
gunakan program software dan didukung oleh kesediaan internet (Fatchiyah,
2015).

Salah satu metode penelitian yang menggunakan konsep database dan aplikasi
yang terdapat di bioinformatika yaitu metode in silico. In silico merupakan karak-
teristik penelitian yang dilakukan menggunakan komputer atau melalui simulasi
komputer (Khaerunnisa dkk., 2020). Uji in silico salah satu metode yang sering
digunakan untuk melakukan penemuan senyawa obat baru untuk menambah efi-
siensi pada optimasi aktivitas senyawa induk (Hardjono, 2013). Metode in silico
yang sering digunakan yaitu metode molecular docking. Metode tersebut dapat
membantu penapisan secara in silico untuk memprediksi apakah kandungan se-
nyawa aktif dalam tumbuhan tertentu berpotensi sebagai antikanker dengan mem-
bandingkan senyawa yang sudah diketahui efeknya sebagai antikanker (Yusran-
syah dkk., 2016).

1.2 Rumusan Masalah

Penelitian mengenai senyawa aktif yang berasal dari biota laut spons Stylissa
massa yang berpotensi sebagai senyawa antikanker bukanlah sesuatu yang baru.
Sun et al., (2016) menyatakan bahwa senyawa stylissatin B yang diisolasi dari
Stylissa massa berpotensi menghambat aktivitas sitotoksik terhadap beberapa sel
kanker. Dengan demikian, dapat dirumuskan masalah penelitian yaitu:

1. senyawa aktif apa yang dihasilkan oleh spons Stylissa massa yang memili-

ki aktivitas antikanker payudara?, dan
2. bagaimana mekanisme molekuler dari senyawa aktif yang berpotensi

sebagai antikanker payudara?



1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian yaitu:
1. identifikasi dan penapisan senyawa bioaktif dari spons Stylissa massa
yang memiliki aktivitas antikanker payudara, dan
2. mengevaluasi mekanisme molekuler dari senyawa yang berpotensi sebagai

antikanker payudara yang terdapat di spons Stylissa massa secara in silico.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian yaitu:

1. hasil penelitian diharapkan dapat menemukan dan menginformasikan
senyawa aktif dari Stylissa massa yang berpotensi sebagai antikanker
payudara sehingga menjadi senyawa kandidat untuk penelitian lanjutan,
dan

2. hasil penelitian diharapkan meningkatkan kesadaran masyarakat akan

potensi biota laut sehingga dapat melestarikan kelautan Indonesia.

1.5 Kerangka Pemikiran

Indonesia merupakan negara dengan keanekaragaman hayati (biodiversitas) laut
yang besar. Biodiversitas mencakup ekosistem dan biota yang berinteraksi di da-
lamnya. Untuk berinteraksi dengan lingkungannya, organisme menggunakan me-
tabolit sekundernya. Salah satu biota laut adalah spons, di mana spons diketahui
sebagai sumber metabolit sekunder yang aktif dan memiliki banyak kegunaan di-
antaranya adalah sebagai antikanker. Dengan demikian, dilakukan penelitian ten-
tang bioaktivitas dari spons spesies Stylissa massa dari perairan Pulau Pahawang,
Lampung. Stylissa massa diekstrak senyawa metabolit sekundernya, kemudian di-
uji aktivitasnya secara in silico. Metode tersebut digunakan dengan tujuan untuk
memanfaatkan teknologi komputasi dalam penelitian produk natural kelautan. Uji
in silico mencakup metode prediksi bioaktivitas senyawa dan reseptor, serta pe-
nambatan molekuler. Dengan demikian, akan didapatkan senyawa bioaktif dari
spons Stylissa massa yang memiliki aktivitas antikanker. Kerangka pemikiran

ditunjukkan pada Gambar 1.
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Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bioekologi Spons

Spons merupakan organisme laut invertebrata yang berasal dari filum porifera
(Haedar et al., 2016). Porifera adalah hewan multiseluler yang paling sederhana.
Hewan tersebut mempunyai ciri yaitu tubuhnya berpori, maka dari itu porifera di-
kenal dengan hewan spons (Marzuki, 2018). Fungsi ekologi spons di ekosistem
terumbu karang dapat dikaitkan dengan faktor abiotik dan biotik. Faktor abiotik
berkaitan dengan siklus nutrient, bioreosi dan konsolidasi substrat dan bioindika-
tor pencemaran. Adapun faktor biotik berkaitan dengan kemampuan spons se-
bagai inang, umpan dan pelindung serta kompetisi dengan biota bentik lainnya
(Hadi, 2018).

Fungsi ekologi spons memungkinkan siklus materi dan energi dalam ekosistem
dapat terus berjalan. Spons juga menjadi penopang biodiversitas yang sangat efek-
tif, yaitu kemampuannya berasosiasi dengan biota yang sangat beragam dan ber-
peran memberi sumbangan biomass terhadap ekosistem terumbu karang (Hadi,
2018). Berdasarkan ulasan Bell (2008), fungsi ekologi spons dikategorikan ke da-
lam tiga bidang, yaitu: (a) dampak pada substrat (bioerosi, pembentuk ekosistem
terumbu karang, stabilisasi substrat, konsolidasi dan regenerasi); (b) rangkaian
bentopelagis (siklus karbon, siklus silikon, penipisan oksigen dan siklus nitrogen);
dan (c) asosiasi dengan organisme lain (memfasilitasi produksi primer, produksi
sekunder, penyediaan mikrohabitat, spons sebagai pelepas bahan kimia dan spons

sebagai alat untuk organisme lain).



2.1.1 Habitat dan Distribusi Spons

Spons merupakan salah satu jenis metazoa paling purba dengan distribusi bentik
yang tersebar di mana-mana. Habitatnya di laut mencapai 830 spesies yang terdiri
dari tiga kelas, yaitu Calcarea, Demospongiae, dan Hexactinellidae. Sebaran spons
dapat ditemui pada setiap kondisi kedalaman yang berbeda dengan tingkat kece-
rahan yang cukup untuk pertumbuhannya. Spons terdistribusi di sepanjang garis
lintang mulai dari zona intertidal hingga zona subtidal pada suatu perairan. Spons
juga dapat ditemukan di ekosistem terumbu karang (Pabel et al., 2011; Haedar et
al., 2016; Marzuki, 2018). Spons dapat terakumulasi di terumbu karang, akar tun-
jang mangrove, pantai intertidal berbatu, gua dan celah, bahkan di beberapa dasar
lunak subtidal (Wulff, 2012). Komunitas spons juga dapat hidup di substrat lum-
pur yang terkontaminasi hidrokarbon dan logam berat dan mampu menyerap kon-
taminan logam untuk waktu yang lama, sehingga spons dapat dijadikan indikator
logam berat (Venkateswara et al., 2009; Gebregewergis, 2020; Angela & Marzu-
ki, 2021). Distribusi spons di berbagai tipe habitat disebabkan oleh cara hidup
spons yang menyaring air secara efektif sehingga tidak memerlukan banyak ener-

gi, dan larvanya mampu tumbuh pada semua tipe substrat (\Van Soest et al., 2012).

2.1.2 Reproduksi Spons

Spons melakukan reproduksi secara aseksual maupun seksual. Spons memiliki
tiga ciri reproduksi aseksual yakni fragmentasi, dengan tunas, dan membentuk
gemmule. Gemmule terbentuk dari kumpulan sel di dalam mesohil yang diperka-
ya dengan makanan dan dikelilingi oleh penutup resisten. Pada reproduksi seksu-
al, beberapa spons menghasilkan ovum atau sperma. Umumnya, spons menghasil-
kan ovum dan juga sperma pada satu individu atau dapat disebut sebagai hewan
yang bersifat hermafrodit, yakni jenis hewan yang memiliki alat reproduksi ganda.
Namun, sangat sulit membedakan spons jantan dan betina, meskipun sebagian
spons memiliki identitas kelamin yang jelas antara jantan dan betina (dioecious).
Spons hermafrodit memproduksi sel telur dan sel sperma pada waktu yang berbe-
da (Marzuki, 2018).
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Gambar 2. Anatomi tubuh spons
Sumber: Campbell & Reece (2005)

Reproduksi secara seksual dilakukan dengan pembuahan sel telur suatu porifera
oleh sel sprema porifera yang lain secara internal. Masing-masing individu meng-
hasilkan sperma dan ovum. Sperma berkembang dari koanosit dan telur berkem-
bang dari koanosit atau arkeosit. Spermatogenesis terjadi dalam kantong sperma
(Brusca & Brusca, 1990). Sel-sel sperma dilepaskan ke dalam air, kemudian ma-
suk ke tubuh spons lain bersama aliran air melalui ostium untuk melakukan fertili-
sasi. Hasil pembuahan berupa zigot yang berkembang menjadi larva bersilia. Lar-
va tersebut keluar dari tubuh porifera induk melalui oskulum, kemudian melekat

di dasar perairan untuk tumbuh menjadi dewasa (Marzuki, 2018).

2.1.3 Makanan dan Cara Makan Spons

Biota laut spons dikenal dengan filter feeders, yaitu mencari makanan dengan cara
mengisap dan menyaring air laut yang mengandung makanan melalui pori-pori
(ostium) dan memompakan air keluar melalui oskulum. Makanan porifera berupa

mikroorganisme termasuk bakteri yang hidup di laut, mikroalga, detritus, serta



fitoplanton yang terbawa oleh aliran air dan berbentuk cairan (Umami, 2019; Mar-
zuki, 2018). Makanan yang banyak dimakan spons adalah partikel organik karbon.
Spons yang hidup di substrat lumpur dapat menyerap sari makanan dari lumpur,
sehingga dapat terakumulasi berbagai jenis polutan (Angela & Marzuki, 2021).
Terdapat sel sel yang berperan dalam pergerakan air dalam tubuh spons dan pe-
nyediaan makanan. Sel-sel tersebut ialah sel collencytes, sclerocytes, spongocytes,
dan choanocytes, terletak di dalam mesohil sejajar dengan spongosel. Pencernaan
dilakukan secara intraseluler di dalam koanosit dan amebosit. Makanan yang telah
dicerna disimpan di dalam amebosit sebagai lemak, karbohidrat dan protein (Mar-
zuki, 2018).

2.1.4 Faktor Pembatas

Eksistensi serta pertumbuhan spons memiliki beberapa faktor pembatas internal
dan eksternal. Hal tersebut biasanya tergantung pada sejumlah parameter fisik dan
biologis seperti kedalaman, kecerahan air, salinitas, aliran air, konsentrasi nutrisi,
jenis substrat dan predasi. Pengaruh salinitas dan pH pada spons kurang dipelajari
dibanding pengaruh kedalaman dan kekeruhan, dan tampaknya bergantung pada
spesies (Beepat et al., 2013). Hambatan lainnya bagi spons dalam pertumbuhan-
nya adalah pencahayaan (Marzuki, 2018). Kedalaman memengaruhi cahaya yang
masuk ke dalam perairan, di mana semakin dalam perairan semakin kurang caha-
ya yang masuk ke dalam. Kedalaman memberi pengaruh yang nyata terhadap per-
tumbuhan mutlak dan laju pertumbuhan spesifik. Kedalaman memengaruhi ting-
kat pertumbuhan spons di mana spons membutuhkan intensitas cahaya untuk tum-
buh dan berkembang. Penetrasi cahaya matahari yang optimum memicu pertum-
buhan (pembelahan sel) dan metabolisme alga mikrosimbion. Metabolisme yang
intensif akan menghasilkan buangan (sekresi) metabolis yang dapat dimanfaatkan

kembali oleh inangnya (spons) untuk proses metabolisme (Asran et al, 2018).
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2.1.5 Klasifikasi dan Identifikasi

Identifikasi spons dapat dilakukan secara makroskopis dan mikroskopis. Identifi-
kasi secara makroskopis dilakukan dengan mengetahui kondisi tempat asal spe-
sies, bentuk luar, ukuran, oskula, konsistensi, permukaan, dan warna, sedangkan
identifikasi secara mikroskopis yaitu mengidentifikasi koanosit, spongosel, dan
spikula (Amir & Budiyanto, 1996). Identifikasi spons secara mikroskopis atau
menggunakan mikroskop (histologi) umumnya memerlukan dua bentuk sediaan,
yaitu: a.) sediaan spikula (untuk spesies dengan kerangka mineral) untuk menen-
tukan keragaman dan geometri spikula di dalam kerangka; b.) sistem saluran air
untuk menentukan struktur kerangka dan aspek histologi lainnya. Penggunaan
mikroskop memungkinkan pengamatan spikula dengan memperbesar sampel
spons untuk mengidentifikasi bentuk, ukuran, dan komposisi kimia spikula
(Hooper, 2003). Tubuh porifera pada umumnya asimetris atau tidak beraturan,
meskipun ada yang simetris radial. Bentuknya ada yang seperti tabung, vas bunga,
mangkuk, atau bercabang seperti tumbuhan. Tubuhnya memiliki lubang-lubang
kecil atau berpori (ostium). Warna tubuh bervariasi, ada yang berwarna pucat, dan
ada yang berwarna cerah, seperti merah, jingga, kuning bahkan ungu. Identitas
utama spons adalah jenis hewan berpori, bersifat filter feeder (menerap, menya-

ring, dan menyemprotkan) nutrien dalam memperoleh makanan (Marzuki, 2018).

Penggolongan spons terdiri atas 3 kelas utama dan 1 kelas turunan, sehingga dari
beberapa sumber, ada yang mengatakan spons terdiri atas 4 kelas, yaitu:

a. kelas Demospongiae adalah kelompok spons yang dominan di antara pori-
fera masa kini. Umumnya hidup di laut, tetapi ada pula yang hidup di air
tawar. Kelas Demospongiae mendominasi lebih dari 90% spesies spons
(Marzuki, 2018). Demospongiae telah menarik perhatian yang signifikan
dari berbagai disiplin ilmu karena memiliki molekul kimia dan protein se-
perti kolagen (Lowe et al., 2016);

b. kelas Calcarea mempunyai struktur sederhana dibandingkan dengan yang
lainnya. Hidup di daerah pantai yang dangkal. Calcaera memiliki rangka
yang tersusun dari kalsium karbonat. Kebanyakan bentuk tubuh calcarea

seperti vas bunga, dompet, kendi, atau silinder dengan tinggi kurang dari
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10 cm misalnya Leucosolenia, Clathrina, Grantia, Scypha, dan Sycon.
Spikulanya terdiri dari kalsium karbonat dalam bentuk calcite (Marzuki,
2018);

c. kelas Hexactinellida memiliki spikula yang terdiri dari silikat dan tidak
mengandung spongin. Spikulanya berbentuk "triaxon", di mana masing-
masing bidang terdapat dua jari-jari (Hexactinal). Spons turunan Hexacti-
nellida hanya terdapat di laut dalam (< 500 m). Sebagian besar spesies
spons memiliki kemampuan untuk melakukan gerakan yang terkoordinasi
di seluruh tubuh mereka, terutama kontraksi dari pinacocytes (Amir &
Budiyanto, 1996; Marzuki, 2018), dan

d. kelas Sclerospongiae yang sering kali hidup pada perairan dalam di terum-
bu karang atau gua, celah batuan bawah laut atau terowongan di terumbu
karang. Sclerospongiae merupakan tipe leuonoid yang kompleks yang
mempunyai spikula silikat dan serat spongin (Ruppert & Barnes, 1994).

2.1.6 Spesies Stylissa massa

Klasifikasi spons spesies Stylissa massa menurut de Voogd et al., (2022) adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Animalia T = 2 o
Phylum : Porifera e ¥ v

Class . Demospongiae

Subclass : Heteroscleromorpha

Order . Scopalinida

Family . Scopalinidae R
Genus . Stylissa (Hallman, 1914) i \ : ";?3
Species  : Stylissa massa (Carter, 1887) i

Gambar 3. Stylissa massa

Kerangka dan spikula tipe styles terdapat dalam genus Stylissa dari famili Hali-
chondrid. Beberapa spesies dari genus Stylissa seperti Stylissa massa dan Stylissa
carteri sebelumnya dianggap genus Axinella karena kerangka retikulatnya yang

samar-samar dan tidak memiliki spesialisasi permukaan yang jelas. Famili
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Agelasidae memiliki hubungan dekat dengan turunan Stylissa yang ditunjukkan
oleh fragmen gen dan senyawa biokimia (Erpenbeck et al., 2006). Menurut Red-
mond et al. (2013), spesies Stylissa spp. yang termasuk dalam famili Agelasidae
perlu ditempatkan dalam genus yang sudah ada atau baru. Revisi spesies yang
ditetapkan ke genus Stylissa sedang dalam proses dan akan mencerminkan status
taksonomi baru. Kemudian taxonomi Stylissa massa dimasukkan ke dalam kelas
demospongiae dari famili Scopalinidae, diperbarui oleh Boury-Esnault & Nicole
2018 dengan AphialD 165711 (World Register of Marine Species) (de Voogd et
al., 2022).

Stylissa massa memiliki permukaan yang terlihat sedikit bergerigi atau sedikit
berumbai. Teksturnya dapat dikompresi, seperti roti basah, berserat ke arah pang-
kal. Warna oranye terang, di area teduh warnanya memucat menjadi oranye ke-
emasan. Stylissa massa adalah salah satu spons yang paling umum dan menyolok
di terumbu tepi dangkal, terumbu laguna, di padang lamun dan di anjungan terum-
bu intertidal di Palau. Stylissa massa tercatat di danau laut di Palau dan Papua
Barat dan diketahui dari Zanzibar di barat hingga Tonga di Pasifik Timur (Kelly
& Bell, 2016). Stylissa massa memiliki permukaan yang kasar dan mikrohispid
(berbulu tipis), kompresibel, padat, dan lunak. Stylissa massa memiliki warna ku-
ning yang cerah ketika di dalam air dan kuning kusam dalam alkohol; berubah
menjadi oranye saat terekspos. Tipe megascleres (spikula) Stylissa massa adalah
styles, lurus hingga sedikit melengkung (kisaran: 443-572 x 7,1-19,5 um; rata-
rata: 493 x 13,5 um); tidak memiliki microsleres (Longakit et al., 2005).

2.2 Bioprospeksi Spons

Bioprospeksi didefinisikan sebagai pencarian sistematis dan terorganisir untuk
produk yang berasal dari sumber daya hayati yang dapat dimanfaatkan dan dikem-
bangkan lebih lanjut untuk komersialisasi dan manfaat masyarakat secara keselu-
ruhan (Oyemitan, 2017). Kegiatan bioprospeksi senyawa bahan alam dari lingku-
ngan laut telah menghasilkan ribuan senyawa baru (Leal et al., 2012). Banyak se-
nyawa yang berasal dari spons laut menjadi prekursor untuk pengembangan obat

baru. Spons adalah bagian dari biota yang berperan sebagai penyusun ekosistem
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terumbu karang yang memiliki senyawa bioaktif yang jarang diketahui. Spons me-
ngandung senyawa aktif dengan persentase keaktifan lebih besar dibandingkan de-

ngan senyawa yang dihasilkan oleh tumbuhan darat (Marzuki, 2018).

Spons disebut sebagai salah satu kontributor utama MNP (marine natural pro-
duct) yang baru. Belum lama, spons menjadi fokus utama dari banyak minat da-
lam kegiatan bioprospeksi karena dua faktor utama, yaitu: pertama, spons mem-
bentuk asosiasi yang erat dengan berbagai macam mikroorganisme yang beragam;
kedua, spons merupakan salah satu sumber metabolit sekunder yang aktif secara
biologis (Bramhachari et al., 2016). Metabolit sekunder tersebut dihasilkan dari
sistem biodefense dari dalam tubuhnya, senyawa tersebut memiliki potensi seba-
gai sumber bahan baku obat-obatan untuk mengatasi berbagai jenis penyakit dan
umumnya dimanfaatkan sebagai bahan farmasi (Motomasa, 1998). Ekstrak meta-
bolit sekunder dari spons diyakini terdapat senyawa bioaktif yang memiliki sifat
antileukemia, menghambat aktivitas enzim, sitotoksin, antivirus, antitumor, anti-
fungi, anti inflamasi (Haedar et al., 2016). Menurut Rajendran (2016), spons

merupakan salah satu sumber senyawa antikanker yang potensial.

Pada penelitian tinjauan Mannelli et al., (2021), sejumlah besar bukti mengenai
penelitian praklinis produk turunan spons dengan aktivitas antikanker dan anti-
mikroba telah dilaporkan. Terdapat lebih dari 20 spesies spons berbeda yang di-
kumpulkan dari Laut Mediterania terbukti mengandung metabolit dengan aktivitas
antiproliferatif/sitotoksik pada sel kanker. Beberapa molekul tersebut telah terbuk-
ti menjadi alat yang ampuh melawan kanker. Misalnya, molekul yang diekstraksi
dari Demospongiae, yang disebut spongosin, yaitu spongouridine dan spongothy-
midine, telah digunakan sebagai senyawa untuk sintesis agen kemoterapi kanker,
sitarabin (Cytosar-U®), flu darabin fosfat (Fludara®), dan nelarabin (Atriance®).

2.3 Potensi Stylissa sebagai Antikanker Payudara

Spesies spons turunan dari genus Stylissa diketahui memiliki bioaktif yang dapat
dimanfaatkan. Dalam penelitian Sun et al., (2016), ditemukan 3 senyawa cyclo-
heptapeptides baru yaitu stylissatin B, stylissatin C, dan stylissatin D. Ketiga
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senyawa tersebut diuji secara in vitro terhadap galur sel tumor HCT-116 (galur sel
kanker usus besar), HepG2 (sel kanker hati), BGC-823 (sel kanker lambung),
NCI-H1650 (sel kanker paru-paru), A2780 (sel kanker ovarium), dan MCF7 (sel
kanker payudara) dengan metode MTT. Senyawa stylissatin B menunjukkan efek
penghambatan terhadap galur sel tumor terpilih dengan nilai IC50 berurutan 4,4;
2,3;10,6; 9,8; 3,0; and 4,8 uM, sedangkan senyawa lainnya menunjukkan efek
sitotoksik lemah dengan nilai 1C50 lebih dari 10 pM.

Uji MTT dilakukan untuk mengevaluasi efek sitotoksik fraksi etil asetat Stylissa
carteri pada sel MCF-7, HCC-1954, dan MDA MB 231. Data mengungkapkan
bahwa fraksi Stylissa carteri merangsang kematian sel di semua galur sel. Hasil-
nya, IC50 dari fraksi etil asetat Stylissa carteri menunjukkan pengaruh tinggi pada
sel HCC-1954 dan MDA MB 231 dan tetapi tidak pada sel MCF-7, dengan nilai
masing-masing IC50 4,1 pg/mL, 3,9 pg/mL, dan 123,8 pg /mL (Bashari et al.,
2022).

Investigasi kimia spons laut spesies Stylissa yang dilakukan oleh Fouad et al.,
(2012) di Kepulauan Derawan, Berau, Kalimantan, Indonesia pada tahun 2008,
diketahui mengandung empat alkaloid brominasi baru, termasuk 12-N-metil ste-
vensin (1), 12-N-metil-2- debromostevensine (2), 3-debromolatonduine B metil
ester (3), 3-debromolatonduine A (4), kemudian delapan alkaloid yang dikenal di-
identifikasi sebagai Z-hymenialdisine (5), Z-debromohymenialdisine (6), steven-
sine (7), 2-debromostevensine (8), 3-bromoaldizine (9), 3,4-dibromo pyrrole-2-
carbamide (10), latonduine A (11), dan latonduine B metil ester (12). Semua se-
nyawa yang diisolasi diuji untuk sitotoksisitasnya terhadap lini sel limfoma tikus
L5187Y. Hasilnya menunjukkan bahwa hanya 1, 5, 6, dan 11 menunjukkan akti-
vitas in vitro yang signifikan dengan nilai EC50 masing-masing 3,5; 1,8; 2,1 dan
9,0 mg/mL.

Debromohymenialdisine (DBH) diproduksi oleh spons laut Stylissa flabeliformis
yang diperoleh dari Pulau Motupore di Papua Nugini. DBH menunjukkan sito-
toksisitas sedang terhadap sel kanker MCF-7 dengan nilai IC50 25 mM. Terkait
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dengan radioterapi, penggunaan DBH pada konsentrasi non sitotoksik 3 uM ter-
bukti mengurangi ekspresi pCHK1/2 dan proliferasi sel kanker payudara MCF-7.
DBH juga menurunkan tingkat pertumbuhan kanker sel induk dengan cara yang

bergantung waktu (Hussain et al., 2023).

2.4 Kanker Payudara

Kanker menjadi salah satu penyebab kematian pasien yang paling umum di rumah
sakit (Wu et al., 2012). Kanker merupakan penyakit yang menyebabkan terjadinya
pertumbuhan tidak normal pada sel jaringan tubuh yang kemudian memicu sel
kanker (Maharani, 2012). Angka kasus kanker di Indonesia sebesar 136,2 kasus
per 100.000 penduduk (Budhy, 2019). Berdasarkan lembar fakta Global Cancer
Observatory (2020) dalam IARC (International Agency for Research on Cancer)
WHO, angka kasus kanker baru di dunia pada tahun 2020 yaitu 19.292.789 kasus
dengan persentase 11,7% (2.261.419 kasus) untuk kanker payudara. Kanker payu-
dara termasuk salah satu kanker terbanyak di Indonesia dan termasuk urutan ke-
dua penyebab kematian terbanyak (Suryani, 2020). Menurut Anggorowati (2013),
WHO mengatakan 8-9% perempuan mengidap kanker payudara dan hal tersebut
menyebabkan kanker payudara merupakan salah satu jenis penyakit kanker yang
sering terjadi pada perempuan jika dibandingkan dengan penyakit kanker leher
rahim. Tidak hanya pada wanita, kasus kanker payudara juga ditemukan pada pria
dengan angka kasus mencapai 1.990 kasus pada tahun 2008 di Amerika Serikat
(American Cancer Society, 2021). Pada penyakit kanker payudara, salah satu fak-
tor prognosis dan prediktif utama yang diperiksa yaitu reseptor estrogen (Stopeck
et al., 2012; Suzuki et al., 2005).

2.5 Reseptor Kanker Payudara

Reseptor adalah target aksi obat yang terutama dan paling banyak dibandingkan
dengan target lainnya. Definisi dari reseptor yaitu suatu makromolekul seluler
yang secara spesifik berikatan dengan ligan (obat, neurotransmitter, hormon) se-
hingga akan terjadi proses biokimia antara dan di dalam sel yang akhirnya menim-
bulkan efek pada tubuh (Ikawati, 2018). Reseptor sering digambarkan sebagai
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protein yang bisa berikatan ataupun tidak berikatan dengan ligan agonis. Ketika
reseptor berikatan dengan ligan agonis, maka akan menghasilkan efek obat (Pra-
mita & Subagiartha, 2017). Jumlah reseptor pada membran sel berubah-ubah, bisa

meningkat atau menurun bergantung pada respon terhadap stimuli tertentu.

Struktur sel payudara memiliki reseptor kepada seks steroid yaitu reseptor proges-
teron (PR), reseptor androgen (AR), dan reseptor estrogen (ER) (Stopeck et al.,
2012; Suzuki et al., 2005). Estrogen merangsang pembentukan faktor pertumbuh-
an oleh sel epitel payudara normal dan oleh sel kanker. Diperkirakan bahwa resep-
tor estrogen dan progesteron yang normal di epitel payudara, mungkin berinterak-
si dengan promotor pertumbuhan, seperti transforming growth factor, platelet-
derived growth-factor, dan faktor pertumbuhan fibroblas yang dikeluarkan oleh
sel kanker payudara, untuk menciptakan suatu mekanisme autokrin perkembangan
tumor (Hero, 2021). Pada pemeriksaan imunohistokimia dapat diketahui nilai be-
berapa reseptor kanker payudara, yaitu: reseptor estrogen, reseptor progesterone,
dan protein Her-2/neu. Reseptor tersebut dapat dimanfaatkan sebagai biomarker
untuk prediktif spesifik dan prognosis terhadap pasien pengidap kanker payudara
(Kurniati & Romadhon, 2021).

2.6 Interaksi Ligan dan Reseptor

Reseptor merupakan target aksi obat yang utama dan paling banyak. Reseptor di-
definisikan sebagai suatu makromolekul seluler yang secara spesifik dan langsung
berikatan dengan ligan (obat, hormon, neurotransmitter, senyawa) untuk memicu
proses biokimia antara dan di dalam sel yang akhirnya menimbulkan efek. Resep-
tor biologis umumnya mengikat erat ke ligan alami tunggal. Jika reseptor memang
spesifik untuk suatu ligan, jumlah ikatan ligan tidak dipengaruhi oleh keberadaan
ligan lain. Interaksi ligan alami dengan reseptor biologis memiliki beberapa sifat,
yaitu dapat beraksi sebagai agonis dan antagonis. Jika interaksi bersifat agonis
maka suatu ligan yang jika berikatan dengan reseptor dapat menghasilkan efek
(memiliki afinitas dan efikasi). Interaksi antagonis yaitu ligan dapat berikatan
dengan reseptor tetapi tidak menghasilkan efek apapun. Ikatan ligan dan reseptor

bergantung pada kesesuaian atau spesifitas antara dua molekul tersebut, di mana
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suatu ligan dapat mengikat satu tipe reseptor tertentu. Spesifisitas ligan dapat
dengan mudah dinilai melalui uji pengikatan kompetitif (Attie & Raines, 1995;
Ikawati, 2018).

2.7 Molecular Docking dalam Uji in Silico

Uji in silico adalah metode pengujian yang dilakukan melalui simulasi komputer.
Pedro Miranmontes, seorang ahli matematika menggunakan istilah “in silico” un-
tuk mengkarakterisasi penelitian biologi yang sepenuhnya menggunakan kompu-
ter. Uji in silico telah menjadi metode yang digunakan untuk memulai penemuan
senyawa obat baru dan untuk meningkatkan efisiensi dalam optimasi aktivitas se-
nyawa induk. Salah satu contoh penggunaan emulasi software yaitu pada kasus
wabah coronavirus disease (Covid-19) yang bergerak cepat dalam mendiagnosis
dan menemukan obat yang tepat dalam pengendalian wabah tersebut. Aktivitas
senyawa obat yang disintesis dapat diprediksi dari energi interaksi antara reseptor
dan molekul ligan (Hardjono, 2013; Khaerunnisa et al., 2020). Uji in silico meng-
hasilkan nilai energi ikatan atau rerank score (RS). Energi ikatan menunjukkan
jumlah energi yang dibutuhkan untuk membentuk ikatan antara ligan dengan re-
septor. Semakin kecil energi ikatan berarti semakin stabil ikatan tersebut. Semakin
stabil ikatan ligan dengan reseptor maka dapat diprediksikan bahwa aktivitasnya

juga semakin besar (Hardjono, 2013).

Uji in silico salah satunya dilakukan dengan melakukan molecular docking kandi-
dat senyawa obat dengan lokasi aksi yang dipilih. Docking merupakan upaya un-
tuk menyelaraskan antara ligan, molekul kecil dengan reseptor dan molekul pro-
tein besar, dengan memperhatikan sifat keduanya satu sama lain (Hardjono et al.,
2016). Molecular docking adalah metode penentuan struktur kompleks protein
yang dibentuk dari dua interaksi molekul seperti protein—ligan maupun protein—
protein, secara komputasi. Output dari molecular docking yaitu mempredikasikan
struktur tiga dimensi (3D) kompleks yang diteliti (Khaerunnisa et al., 2020). Di
bidang pemodelan molekul, molecular docking adalah metode yang memprediksi
orientasi yang disukai dari satu molekul ke waktu ketika terikatnya molekul satu

sama lain untuk membentuk kompleks yang stabil (Monika et al., 2010).
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Molecular docking merupakan salah satu komputasi yang paling banyak diguna-
kan dalam CADD (computer-aided drug design) untuk menentukan struktur kom-
pleks yang dihasilkan oleh dua atau lebih molekul yang berinteraksi (Anwar et al.,
2021). Prosedur docking terdiri dari tiga komponen yang saling terkait, antara lain
identifikasi situs pengikatan, algoritma pencarian untuk mengambil sampel ruang
pencarian secara efektif (kumpulan kemungkinan posisi dan konformasi ligan pa-
da permukaan protein), dan fungsi penilaian (Bharatam, 2008). Molecular docking
memiliki berbagai kegunaan dan aplikasi dalam penemuan obat, termasuk studi
struktur-aktivitas, menemukan prospek potensial dengan penyaringan virtual, me-
nyediakan hipotesis pengikatan untuk memfasilitasi prediksi studi mutagenesis,
dan sebagainya (Morris, 2008). Molecular docking juga digunakan untuk mengi-
dentifikasi determinan struktural yang diperlukan untuk pengikatan reseptor de-
ngan ligan yang efisien, dan pengembangan metode docking yang lebih akurat,
telah meningkat pesat sejak pertama kali penampilan (Pinzi & Rastelli, 2019;
Kitchen et al., 2004).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Agustus 2022 — Januari 2023 di dua tempat,
yaitu: (a) pengambilan sampel spons dilakukan di perairan Pulau Pahawang, Ke-
camatan Marga Punduh, Kabupaten Pesawaran, Lampung, Indonesia pada titik
koordinat 5°39'58,8"S 105°14'11,1"E; (b) ekstraksi spons dilakukan di Laboratori-
um Oseanografi Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Universitas
Lampung. Analisis LC-HRMS dilakukan di Laboratorium Metabolomik Unit La-
boratorium Riset Unggulan, Institut Pertanian Bogor. Uji in silico dinaungi oleh
Bioinformatics Research Center-INBIO.

3.2 Alat dan Bahan

Berbagai alat dan bahan yang digunakan untuk penelitian disajikan pada Tabel 1
dan 2.

Tabel 1. Alat yang digunakan pada penelitian

No Alat Keterangan Kegunaan
1 Alat dasar selam 1 set Pengambilan sampel
(Masker, snorkel, fin) spons.

2 Ziplock 2 pcs Wadah sampel spons.

3 Label kertas 1 pcs Label ziplock.

4  Cool box 1 unit Wadah penyimpanan
sampel spons.

5 Pisau 1 unit Alat pemotong spons.

6 Blender 1 unit Penghancur sampel
spons.

7 Timbangan analitik 1 unit Penimbang sampel
spons.

8 Maserator (toples kaca) 3.000 mL Maserasi spons.




Tabel 1. Alat yang digunakan pada penelitian (lanjutan)
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No Alat Keterangan Kegunaan
9 Kertas saring Whatman no.1 11pum Penyaringan hasil eks-
traksi spons.

10 Gelas ukur 250 mL Wadah ekstrak spons.

11 Leica DMD 108 1 unit Identifikasi mikrosko-

pis.

12 Bandelin Sonorex Technik 1 unit Sonikasi ekstrak
ultrasonic bath 40Khz spons.

13 KNApSAcK Perangkat lunak  Database senyawa
(www.knapsackfamily.com/ berbasis situs  Stylissa massa.
KNApSAcK/)

14 Protein Plus PoseView Perangkat lunak  Visualisasi interaksi
(https://proteins.plus/) berbasis situs  ligan-reseptor

15 SEA Search Server Perangkat lunak  Prediksi protein target
(https://sea.bkslab.org/) berbasis situs

16 PyMOL 2.5 Perangkat lunak  Preparasi protein tar-

(program) get.
17 PyRx 0.8 Perangkat lunak  Preparasi senyawa dan
(program) penambatan molekul.

18 PubChem Situs Database  Struktur senyawa
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) kimia.

19 UniProt (www.uniprot.org/) Situs Database  Database protein.

20 Therapeutic Target Database Situs Database  Protein target kanker
(https://db.idrblab.net/ttd/) payudara.

21 Venny 2.1.0 Perangkat lunak  Overlapping data pro-

berbasis situs  tein target.

22 CLC-Pred Perangkat lunak  Penapisan senyawa
(www.way2drug.com/Cell-line/) berbasis situs  antikanker.

23 STRING-DB (string-db.org/) Perangkat lunak  Prediksi protein target.

berbasis situs

Tabel 2. Bahan yang digunakan pada penelitian

No Bahan Keterangan Kegunaan
1 Metanol 96% 2.000 mL Maserasi sampel spons.
2 Aquades 1.000 mL Pembersihan sampel spons.
3 Data senyawa Stylissa massa Database Identifikasi senyawa.
4 Struktur senyawa File Preparasi ligan/senyawa.
5 File protein/reseptor File Preparasi reseptor.
6 Data bioaktivitas senyawa Database Prediksi bioaktivitas senyawa.

3.3 Metode Penelitian

Pendekatan yang digunakan yaitu pendekatan kuantitatif eksperimental. Penelitian

in silico adalah salah satu pendekatan eksperimental selain in vivo dan in vitro

(Khaerunnisa dkk, 2020). Penelitian eksperimen termasuk ke dalam penelitian
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kuantitatif di mana peneliti memanipulasi satu atau lebih variabel bebas (inde-
pendent variable), mengontrol variabel lain yang relevan, dan mengamati efek
manipulasi pada variabel terikat (dependen variable) (Rukminingsih dkk., 2020).
Menurut Creswell (2012), penelitian eksperimen merupakan penelitian untuk me-
nguji suatu ide atau prosedur untuk menentukan apakah memengaruhi hasil atau
variabel dependen dan digunakan untuk membangun kemungkinan sebab-akibat

antara variabel bebas dan variabel terikat.

3.4 Prosedur Penelitian

Prosedur penelitian dipisahkan dalam lima proses utama. Prosedur penelitian disa-

jikan pada Gambar 4.

Pengambilan dan ekstraksi sampel spons Stylissa massa \!

v

Isolasi senyawa spons Stylissa massa

v

Evaluasi potensi senyawa Stylissa massa

v

Prediksi protein target

v

Molecular docking

Gambar 4. Prosedur penelitian secara umum

1V

3.4.1. Pengambilan dan Ekstraksi Sampel Spons Stylissa massa
a) Pengambilan sampel spons Stylissa massa

Sampel spons diperoleh dari perairan Pulau Pahawang Kecamatan Marga Pundubh,

Kabupaten Pesawaran, Lampung. Spons diambil dengan menggunakan alat bantu
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(masker, snorkel, fins, ziplock, dan pisau), kemudian spons dimasukkan ke dalam

ziplock. Ziplock disimpan di dalam kotak dingin (cool box) yang berisi es batu dan
tidak terkena matahari secara langsung. Sampel spons kemudian dibawa ke Labo-
ratorium Oseanografi Jurusan Perikanan dan Kelautan, Fakultas Pertanian, Uni-

versitas Lampung.

b) Identifikasi sampel spons

Identifikasi dilakukan dengan cara menyamakan morfologi Stylissa massa dengan
literatur dan identifikasi mikroskopis. Identifikasi mikroskopis dilakukan dengan
cara memotong dan mencacah sampel. Sampel dimasukkan ke dalam tabung Ep-
pendorf, kemudian ditetesi larutan pemutih dan didiamkan sekitar 2 menit. Selan-
jutnya sampel dibilas dengan etanol. Suspense spikula kemudian diamati di bawah
jaringan pencitraan mikro digital Leica DMD 108 dan didokumentasikan. Sampel
spons diidentifikasi sebagai spesies Stylissa massa berdasarkan morfologi dan spi-
kulanya. Spons yang diperoleh berukuran besar, berwarna oranye dan menggelap
saat kontak dengan udara atau saat terekspos, tekstur permukaan kasar, sangat ber-
pori dapat dikompresi dan mudah untuk dirobek. Spons yang diperoleh memiliki
panjang berukuran 34 cm, ditemukan pada kedalaman perairan kurang lebih 7 m,
dengan kondisi lingkungan pH 7,7, salinitas 33 ppt, dan suhu 28°C. Sampel dapat
dilihat pada Gambar 5.

Stylissa massa memiliki permukaan kasar kompresibel, padat, dan lunak. Berwar-
na kuning terang ketika di dalam air, menjadi kuning kusam dalam alkohol; beru-
bah menjadi oranye saat terekspos. Megascleres (spikula) berbentuk styles, lurus
hingga sedikit melengkung (Longakit et al., 2005; Kelly & Bell, 2016). Pada pe-
ngamatan spikula, diidentifikasi bahwa sampel memiliki tipe spikula styles yang
berbentuk lurus dengan satu ujung runcing dan ujung lainnya membulat. Spikula
memanjang dengan permukaan halus. Hasil identifikasi spikula dapat dilihat pada
Gambar 6.
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(@) ketika di dalam air (b) di laboratorium

Gambar 5. Sampel spons Stylissa massa

(a) bentuk tumpul pangkal atas (b) bentuk runcing pangkal bawah

(c) bentuk spikula utuh

Gambar 6. Spikula Stylissa massa kategori styles
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c) Ekstraksi sampel spons Stylissa massa

Sampel spons Stylissa massa sebanyak 500 g dipotong kecil kemudian ditambah-
kan metanol 96% sebanyak 500 mL, lalu dihancurkan dengan blender selama lima
menit. Bubur sponge dipindahkan ke maserator toples kaca ukuran 3 liter, lalu di-
tambahkan metanol 96% sebanyak 1,5 liter. Sampel sponge direndam selama dua
hari. Setelah dua hari perendamam spons, dilakukan sonikasi menggunakan ultra-
sonic bath pada frekuensi 40 kHz selama 60 menit, kemudian disaring mengguna-

kan kertas saring Whatman no.1.

Selanjutnya filtrat ekstrak spons yang berbentuk cairan diuapkan menggunakan
penguap putar vakum (rotary vacuum evaporator) pada suhu 35-40°C hingga di-
dapatkan ekstrak kasar (crude extract) berbentuk cairan dan dituang ke dalam
botol vial 250 mL. Ekstrak kasar ditimbang, lalu dihitung rendemennya (Cahya-
ningrum et al., 2015; Handayani et al., 2016; Verdiana et al., 2018). Prosedur pe-
ngambilan dan ekstraksi sampel spons Stylissa massa ditunjukkan pada Gambar 7.

Hasil ekstrak spons dengan metode maserasi menghasilkan 18 g ekstrak spons

berbentuk pasta dengan rendemen = % x 100% = 3,6 %.

Pengambilan sampel spons

¢ Menggunakan alat dasar selam
v ¢ Ditempatkan pada cool box

Identifikasi sampel spons

e Secara morfologi dan mikroskopis

Ekstraksi sampel spons Stylissa massa

o Maserasi dengan methanol 96%

o Sonikasi ultrasonic bath

o Evaporasi dengan rotary vacuum
evaporator

Gambar 7. Pengambilan dan ekstraksi sampel spons Stylissa massa
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3.4.2 Isolasi Senyawa Aktif pada Stylissa massa

Isolasi senyawa aktif dilakukan dengan dua tahapan, yaitu data mining dan anali-
sis kromatografi. Data mining atau penggalian data senyawa aktif Stylissa massa
dilakukan dengan mengakses database dari situs KNApSAcK. Situs KNApSAcK
merupakan proyek database untuk menganalisis kumpulan data spektrum massa
dan mengambil informasi tentang metabolit dengan memasukkan nama metabolit,
nama senyawa organisme, berat molekul atau rumus molekul. Daftar metabolit
yang terkait dengan kelas taksonomi dapat diperoleh dengan pencarian nama tak-
sonomi (Afendi et al., 2012). Penggalian data bertujuan untuk memperoleh daftar
senyawa yang pernah ditemui pada spesies spons Stylissa massa sehingga dapat
menjadi bahan identifikasi tingkat kesesuaian untuk analisis senyawa ekstrak
spons Stylissa massa. Prosedur isolasi senyawa Stylissa massa ditunjukkan pada
Gambar 8.

Analisis senyawa ekstrak spons menggunakan LC-HRMS di Laboratorium Meta-
bolomik, Unit Laboratorium Riset Unggulan, Institut Pertanian Bogor. Analisis
dilakukan dengan cara melarutkan 5 mg sampel dalam 1 mL MeOH kemudian di-
filter dengan membran PTFE 0.2 nm dan klasifikasi metode LC-HRMS sebagai
berikut:

a. LC-MS UHPLC Vanquish Tandem Q Exactive Pus Orbitrap HRMS

Thermo Scientific

b. Kolom: Accucore C18, 100 x 2,1 mm, 1,5 um (Thermo Scientific)

c. Lajualir: 0,2 mL/min

d. Eluen: H20+0,1% asam format (A) dan asetonitril+0,1 % asam format (B)

e. Gradien: 0-1 menit (5% B), 1-25 menit (5-95% B), 25-28 menit (95%B),
28-30 menit (5%B)
Suhu kolom: 30°C
Volume injeksi: 2 pL
Mass range: 100-1.500 m/z.

I. Mode ionisasi: negative

> @
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LC-HRMS atau liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry (kro-

matografi cair-spektrometri massa beresolusi tinggi) merupakan metode yang ber-

potensi untuk mengukur senyawa tertentu melalui analisis target dan memantau

bahan organik yang tidak diketahui melalui penyaringan non target (Xue et al.,

2020). LC-HRMS telah semakin banyak digunakan untuk penapisan kontaminan

non target dalam sampel lingkungan (Zedda & Zwiener,

2012). LC-HRMS meng-

hasilkan informasi struktural yang berguna untuk penemuan dan eksplorasi bahan

kimia dari berbagai produk alami. Penggunaan LC-HRMS dengan kondisi yang

telah dioptimalkan dan efisien wajib dilakukan untuk mencapai identifikasi yang

benar dari makanan dan produk alami tanaman dalam kompleksitas ekstrak alami

(Aydogan, 2020).

[ Ekstrak kasar

Isolasi senyawa Stylissa massa

v v
Data mining Analisis LC-HRMS :
« KNApSACK * Unit Laboratorium Riset }
h 4 y ___Unggulan IPB :

Data
senyawa
Stylissa

Identifikasi senyawa

Senyawa Stylissa
massa teridentifikasi

Jumlah
senyawa
sampel

Gambar 8. Isolasi senyawa Stylissa massa

3.4.3 Evaluasi Potensi Senyawa Stylissa massa

Tahapan evaluasi potensi senyawa yaitu penapisan aktivitas senyawa mengguna-

kan program CLC-Pred (cell line cytotoxicity predictor).

CLC-Pred adalah



27

layanan web untuk prediksi in silico efek sitotoksik senyawa kimia dalam sel non-
transformasi dan sel kanker berdasarkan formula struktural. CLC-Pred memberi-

kan prediksi sitotoksisitas suatu senyawa kimia untuk menilai relevansi inklusi zat
dalam penyaringan eksperimental (Lagunin et al., 2018). Prosedur evaluasi poten-

si senyawa Stylissa massa ditunjukkan pada Gambar 9.

[ Senyawa Stylissa massa teridentifikasi ]

e CLC-Pred

Evaluasi potensi senyawa Stylissa ﬂ

Nilai probabilitas
senyawa aktif
antikanker

Gambar 9. Evaluasi potensi senyawa Stylissa massa

3.4.4 Prediksi Protein Target

Tahapan selanjutnya yaitu prediksi molekuler. Prediksi molekuler dilakukan un-
tuk menentukan cara kerja senyawa bioaktif yang sudah didapatkan dengan mela-
kukan prediksi protein target. Metode prediksi protein target yaitu mengklasifika-
sikan senyawa dan pasangan biomakromolekul sebagai pasangan yang berinterak-
si (positif) atau tidak berinteraksi (negatif) (Mathai et al., 2020). Pada metode pre-
diksi target digunakan SEA Search Server. SEA Search Server adalah program
untuk menghubungkan protein berdasarkan persamaan kimia di antara ligan. SEA
dapat mengungkapkan kesamaan yang diharapkan dan tidak diharapkan yang da-
pat diuji dengan memeriksa aktivitas di luar target dari ligan (Keiser et al., 2007).
Selanjutnya dilakukan analisis interaksi protein-protein menggunakan STRING
yang bertujuan untuk mengetahui bagaimana interaksi antar protein dari sejumlah
target yang telah diperoleh. Prosedur prediksi protein target ditunjukkan pada
Gambar 10.
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Gambar 10. Prediksi protein target

3.4.5 Molecular Docking

Pada prosedur molecular docking terdapat tiga tahapan, yaitu preparasi ligan (1);
preparasi reseptor (2) dan penambatan molekul (3). Prosedur molecular docking
ditunjukkan pada Gambar 11.

3.4.5.1 Preparasi Ligan

Preparasi ligan dilakukan menggunakan prosedur pencarian struktur 3D senyawa
kimia dengan PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Senyawa yang telah
didapatkan dari hasil analisis LC-HRMS, dituliskan pada mesin pencarian di situs

PubChem. Kemudian diunduh file konformasi 3D senyawa dengan format *.sdf.

3.4.5.2 Preparasi Reseptor

Penapisan reseptor diawali dengan mengunduh file 3D target protein melalui situs
database UniProt. Reseptor diunduh dengan format PDB (*.pdb). Kemudian file
reseptor dibuka pada perangkat lunak PyMOL untuk dihilangkan molekul airnya
dan diambil ligan asli yang ada. Ligan asli dipilih dan disimpan dalam format
*.pdb sebagai ligand control untuk proses docking. Reseptor disimpan dalam
format *.pdb.
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Gambar 11. Prosedur molecular docking

3.4.5.3 Penambatan Molekul

Proses penambatan molekul dilakukan menggunakan software PyRx 0.8 dengan
memilih fitur vina wizard. Proses penambatan molekul dilakukan dengan meng-
input reseptor dan ligan. Kemudian, menginput konformasi 3D senyawa menggu-
nakan fitur open babel dan dilakukan minimalisasi senyawa. Kemudian dilakukan
penentuan sisi pengikatan dengan menyesuaikan posisi grid box (Ramadhani dkk.,
2021). Analisis hasil penambatan molekul dilakukan dengan memilih konformasi
ligan yang memiliki binding affinity yang paling rendah. Kompleks ligan-reseptor
yang terbentuk divisualisasikan dengan bantuan perangkat lunak PyMOL dan si-
tus PoseView. Hasil docking dilihat dengan nilai binding affinity. Semakin rendah
afinitas atau yang paling negatif menunjukkan interaksi obat-reseptor semakin sta-

bil dan diprediksi mempunyai aktivitas biologi semakin tinggi (Rena et al., 2022).



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan pemaparan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa:

1. Spons Stylissa massa mengandung setidaknya 12 senyawa bioaktif anti-
kanker dan 2 di antaranya (asam flufenamat dan hymenamide C) memiliki
aktivitas antikanker payudara.

2. Senyawa asam flufenamat diprediksi memiliki mekanisme molekuler seba-
gai inhibitor pada protein target kanker payudara CSF1R, PLK4, MKNKZ2,
ABL1. Senyawa hymenamide C dipredikisi memiliki mekanisme moleku-

ler sebagai inhibitor pada protein target kanker payudara GRB2.

5.2 Saran

Setelah dilakukan identifikasi dan prediksi molekuler kanker payudara dari senya-
wa aktif spons Stylissa massa, disarankan:

1. Perlu adanya penelitian lanjutan dengan metode molecular dynamics simu-
lation untuk mengetahui stabilitas dan kajian farmakokinetik untuk toksi-
sitas dari senyawa hasil docking.

2. Perlu dilakukan uji eksperimental secara in vivo maupun in vitro terhadap

potensi senyawa dari spons Stylissa massa.
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