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SENYAWA FITOESTROGEN UNTUK POTENSI TERAPI PENYAKIT NEURODEGENERATIF
TERHADAP RESEPTOR TLR2: PENDEKATAN IN SILICO

Faisal Akhmal Muslikh, Rizki Rahmadi Pratama, Marisca Evalina Gondokesumo

Abstract. Background: Toll-like receptors (TLRs) are generally
expressed in the central nervous system (CNS) and play an important
role in cell survival, including neurons, microglia, astrocytes, and
oligodendrocytes. TLR2 is one of the most studied TLR groups and is
associated with neurodegenerative diseases because it can cause pro-
inflammatory conditions in the CNS. Phytoestrogen compounds are
able to replace the role of estrogen in maintaining body homeostasis,
including in the CNS. This study aims to determine the role of
phytoestrogen compounds in inhibiting TLR2 (6NIG) activation, which
can cause neurodegenerative diseases. Method: The method used is
molecular docking with the AutoDockTools 1.5.6 program. Predictions
of pharmacokinetic and pharmacodynamic properties were carried out
using SwissADME, while for toxicity using pkCSM and ProTox Il. Results
and Discussion: The docking results using the 6NIG protein revealed
that the compounds a-amyrin and 8-amyrin had the highest binding
potential when compared to the positive control, 178-estradiol.
Pharmacokinetic and pharmacodynamic tests showed that both
compounds have good permeability, strong lipophilicity so they can
penetrate cell membranes, and are not toxic. Conclusion: the
compound has the potential to treat neurodegenerative diseases by
targeting the TLR2 (6NIG) receptor.
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PENDAHULUAN. Toll-like receptor (TLRs) membran plasma terkecuali untuk TLR3, TLR7 dan

TLR9 yang terdapat pada vesikel intraseluler seperti
reticulum endoplasma,

merupakan growing family yang berperan
penting dalam respon imun bawaan seperti
monosit/makrofag dan sel dendrit, tetapi
juga dapat ditemukan pada sel imun adaptif
dan sel non-imun, umumnya terletak di
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endosome atau lisosom (Liu et al., 2014;

Fiebich et al., 2018; Kwon et al., 2019).

TLRs secara umum diekspresikan dalam

sistem saraf pusat (SSP) dan memainkan peran penting dalamkeberlangsungan hidup sel baik sel neuron, mikrogli
TLR2 merupakan salah satu kelompok

TLRs yang banyak diteliti dan terlibat

dalam berbagai proses



persinyalan intraseluler yang dapat
menginduksi ekspresi gen inflamasi yang
berujung pada penyakit neurodegeneratif
(Kwon et al.,, 2019; Dallas et al.,, 2021).
Senyawa fitoestrogen merupakan senyawa
polifenol yang berasal dari tumbuhan,
memiliki  kemiripan  struktur  dengan
hormone endogen manusia, dalam hal ini
adalah  17B-estradiol (Rietjens 2017;
Dominguez-Lépez et al., 2020; Ma’arif et al.,
2021; Lavier and Pelissero, 2023), sehingga
mampu menggantikan peran estrogen dalam
menjaga homeostasis tubuh.

Secara struktur senyawa
fitoestrogen terbagi dalam dua golongan,
yakni golongan flavonoid dan non-flavonoid
(Ma’arif et al.,, 2022), contoh senyawa
fitoestrogen dari golongan flavonoid adalah
Genistein, Daidzein, Glycitein, Formonoetin,
Biochanin A, dan Equol, Quersetin,
Kaemferol, sedangkan dari golongan non-
flavonoid seperti Pinoresinol, Eudesmin, a-
amyrin dan B-amyrin (Mirza dkk., 2021;
Ma’arif et al., 2022). Senyawa fitoestrogen
memiliki banyak manfaat dalam bidang
kesehatan diantaranya seperti menjaga
kesehatan reproduksi, jantung, tumor,
tulang, kulit, SSP serta dapat menurunkan
berat badan (Desmawati and Sulastri., 2019).
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui peran senyawa fitoestrogen
dalam menghambat aktivasi TLR2 (PDB ID
6NIG) yang dapat menyebabkan penyakit
neurodegenerative.

METODE. Alat dan bahan

Alat yang digunakan berupa laptop
Legion 5 Pro 16AC6H dengan spesifikasi 16.0
gigabyte RAM (Random Access Memory), AMD
Ryzen 7 5800H Processor, Radeon graphics
3.20 GHz, NVIDIA GeForce RTX 3060 Graphic
Card, Microsoft® Windows® 10 Pro operating
system. Software yang digunakan dalam
penelitian ini diantaranya Avogadro untuk
meminimisasi energi dan Swiss PDB viewer
yang digunakan untuk optimasi protein.
Autodock 4.2.6 vyang digunakan untuk
molecular docking, Discovery studio visualizer
dan PyMOL digunakan untuk visualisasi
interaksi antara protein-ligan. SwissADME
digunakan untuk memprediksi sifat
farmakokinetik dan farmakodinamik,
sedangkan pkCSM dan ProTox Il digunakan
untuk memprediksi sifat toksik senyawa yang
diuji.

Molecular docking

Melecular docking senyawa fitoestrogen
terhadap reseptor TLR2 dengan protein ID
PDB  6NIG  dilakukan menggunakan
perangkat lunak Autodock 4.2.6. Langkah
pertama yang dilakukannya adalah
mengunggah protein dan ligan

menggunakan autodock, deteksi, dan penentuan
torsi untuk muatan parsial Gasteiger dan Kollman
secara otomatis ditambahkan ke senyawa uji.
Kemudian pada pengaturan grid box digunakan
dari hasil validasi metode dimana ukuran grid box
yang digunakan adalah 50 x 40 x 60 dengan
koordinat (X= 5,109, Y= 13.253, Z= 102.569) dan
jarak grid points yang digunakan adalah 0,375 A.
Setting running docking menggunakan
Lamarckian Genetic Algorithm dengan ukuran
populasi 150 dan jumlah maksimal evaluasi
adalah  2.500.000 untuk setiap 100 kali
konformasi.

Evaluasi hasil docking adalah konformasi
terbaik yang ditandai dengan skor energy binding
(AG) dengan konstanta inhibisi (Ki) terendah serta
interaksi asam amino essensial fungsional yang
terdeteksi berperan dalam interaksi docking oleh
Discovery Studio Visualizer. Prediksi ADMET
Format masing-masing senyawa diubah dalam
bentuk simplified molecular-input line-entry
system (SMILES) menggunakan ChemDraw Ultra
12.0. Bentuk SMILES digunakan agar senyawa
dapat dianalisis sifat farmakokinetik dan
farmakodinamik agar sebanding dengan senyawa
dalam tata nama IUPAC (Sliwoski, 2014; Muslikh
et al., 2023). Format tersebut kemudian disalin
satu persatu pada webtool SwissADME
(http://www.swissadme.ch) dan diklik run untuk
mengetahui sifat farmakokinetik dan
farmakodinamik tiap senyawa, hasil yang dapat
diambil berupa berat molekul, nilai topological
polar surface area (TPSA), hydrogen bond donor
(HBD), hydrogen bond acceptor (HBA), log P, dan
pernyataan “Yes” atau “No” dalam memenuhi
parameter hukum lima Lipinski (Muslikh et al.,
2022).

Analisis toksisitas dilakukan dengan memasukkan
format SMILES untuk memprediksi nilai LDso
berdasarkan globally haramonized system (GHS)
menggunakan ProTox Il online tool
(http://tox.charite.de/protox_Il/). Format SMILES
ditulis pada Canonical Smiles, kemudian klik Start
Tox-Prediction (Muslikh et al., 2023).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Molecular docking merupakan metode
yang berbasis in silico yang telah banyak
digunakan dalam penemuan obat (Pinzi and
Rastelli,  2019). Docking  memungkinkan
indentifikasi senyawa baru yang mempunyai efek
terapetik, memprediksi interaksi ligan-targer di
tingkat molekuler, serta dapat menggambarkan
hubungan struktur aktivitas (HSA). Pendekatan
secara in silico ini merupakan metode prediksi
reaksi antara protein (enzim) dengan ligan,
konfirmasi desain obat secara komputasi, juga
memiliki  beberapa  kelebihan  diantaranya
aplikasinya lebih murah, mengurangi waktu dan
tenaga serta dapat meminimalkan isolasi
senyawa tidak aktif (Shah et al., 2019; Utami et al.,
2020; Shaikh et al., 2022), selain itu pada
penelitian yang dilakukan (Pinto et al., 2019;
Muslikh et al., 2022), menunjukkan bahwa
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aktivitas estrogenik suatu senyawa dapat
ditentukan dengan cepat menggunakan
pendekatan in silico.

Validasi metode dengan
menambatkan reseptor dan ligand native
dilakukan menggunakan Autodock 4.2.6, dari
hasil validasi metode pada penelitian
didapatkan nilai RMSD 3,217 A. Nilai ini tidak
begitu mempengaruhi hasil penelitian,
terbukti dalam hasil nilai energy binding dan
konstanta inhibisi dari molecular docking
yang ditunjukkan pada tabel 1. Nilai RMSD ini
tidak bisa dioptimalkan kembali karena grid
box yang digunakan sudah menyesuaikan
besarnya ligand, jika grid box dinaikkan
ukurannya makan dapat dimungkinkan nilai
RMSD akan meningkat, hal ini dikarenakan
area pergerakan dari ligand akan lebih besar.

Hasil penambatan molekular
docking yang baik dapat dilihat dari nilai
energy binding atau energi bebas ikatan (AG)
dan konstanta inhibisi (Ki). Nilai energy
binding menunjukkan kekuatan interaksi
biomolekuler dari ikatan antara ligan-
reseptor (Odoemelam et al., 2022), semakin
semakin rendah nilai energy binding
menunjukkan semakin stabil interaksi ligan-
reseptor sehingga afinitas ligan terhadap
reseptor semakin kuat (Lukitasari dkk.,
2015). Luaran lain dari molecular docking
selain energy binding score adalah pose,
dimana hasil ini dapat menentukan interaksi
ligan dengan protein (Lukitasari dkk., 2015;
Sawitri dan Prasetyawan, 2019).

Hasil dari energy binding pada
penelitian ini dapat dilihat pada tabel
dibawah, yang menunjukkan bahwa ligand
native memiliki nilai terkecil, kemudian
disusul oleh senyawa a-Amyrin, B-Amyrin,
dan 17B-estradiol yang merupakan senyawa
pembanding, secara berurutan. Hal ini
menunjukkan bahwa a-Amyrin dan B-Amyrin
memiliki  potensi  yang lebih  baik
dibandingkan 17pB-estradiol dalam
memberikan interaksi terhadap reseptor
TLR2 dengan PDB ID 6NIG.

Nilai Ki menandakan konsentrasi
yang diperlukan untuk dapat memberikan
setengah dari nilai penghambatan
maksimum, nilai Ki yang kecil dapat
mengakibatkan afinitas ligan terhadap
makromolekul semakin kuat
(Mardianingrum et al., 2015; Az-zahra dkk.,
2022). Pada tabel 1, dapat dilihat bahwa a-
Amyrin dan B-Amyrin memiliki afinitas yang

kuat terhadap reseptor TLR2 dengan PDB ID 6NIG,
dibandingkan 17B-estradiol, dikarenakan nilainya
lebih kecil dari pada senyawa pembanding 17p-

estradiol.

Tabel 1. Nilai energy binding dan konstanta
inhibisi dari molecular docking terhadap 6NIG

Senyawa Energy Konstant
binding(Kcal/mo a inhibisi
1)

Ligand -10,9 10.19 nM

Native

a-Amyrin -9,51 107.31
nM

B-Amyrin -9,30 152.69
nM

17B- -8,66 446.91

Estradiol nM

Quercetin -7,79 1.96 uM

Eudesmin -7,60 2.67 uM

Kaemferol -7,55 2.91uM

Glycitin -6,89 8.95uM

Daidzein -6,86 9.44 uM

Equol -6,85 9.49 uM

Genistein -6,59 14.89 uM

Pinosterol -6,43 19.28 uM

Formoneti -6,42 19.77 uM

n

Biochanin -6,31 23.68 uM

A

A.

B.
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Gambar 2. Visualisasi Hasil Docking 2D, (A)
ligand native, (B) a-Amyrin, (C) B-Amyrin, (D)
17B-Estradiol.

Pengamatan dari residu asam
amino dari intetaksi senyawa uji dengan
protein terget ini bertujuan untuk
melakukan identifikasi interaksi yang terjadi
dan vyang diduga berinterksi dalam
munculnya efek farmakologi inhibitor TLR2
oleh senyawa uji Interaksi ikatan tersebut
berupa ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik,
interaksi  Van der Waals, interaksi
elektrostatik dan halogen. lkatan hidrogen
merupakan ikatan yang terkuat di antara
ikatan non-kovalen lainnya namun ikatan
hidrogen lebih lemah dibandingkan ikatan
jon atau ikatan kovalen oleh karena itu
ikatan hidrogen paling banyak tersebar
dalam menghasilkan aktivitas farmakologi
(Rahmadi, 2021).

Residu asam amino merupakan
asam amino suatu protein yang mengikat
suatu ligan atau senyawa, dengan sisi aktif
pengikatan protein berbeda tiap asam
amino, persentase kesamaan residu asam
amino antara senyawa dengan kontrol
(ligand  native) menunjukkan potensi
kesaaman sisi aktif, yang akan memberikan
ikatan kuat dan aktivitas biologis yang sama
seperti  kontrol (Rochim dkk., 2021;
Hidayatullah dkk., 2022).

Tabel 2. Kesamaan Residu Asam Amino
terhadap Ligand native

Senyawa

Residu Asam Amino

Jumlah Ikatan
Residu Asam Amino
dibandingkan
Ligand native

Persentase Ke
Residu Asam
terhadap L
native

Ligand
native

Van der wals: LEU 289, SER 346,

VAL 348, THR 335, LEU 359, LEU

365, VAL 351, PRO 352, ASP 327,

ILE 319, PHE 325

Conventional hydrogen bond: TYR

323, LYS 347, TYR 332, PHE 349,

LEU 350

Pi-sigma: LEU 355

Pi-Pi Stacked: TYE 326

Pi-Alkyl: ILE 314, LEU 317, VAL
E 341

100%

a-Amyrin

Van der wals: LEU 359, THR 335,
ILE 341, LEU 365, LEU 367, VAL
348, VAL 351, PRO 352, TYR 332,
PHE 325, ASP 327, LEU 328
Conventional hydrogen bond: TYR
326, LEU 350

Alkyl: LEU 355, VAL 343

59,09%

B-Amyrin

Van der wals: ASP 327, PHE 325,
PHE 349, LYS 347, ARG 321, HIS
318, ILE 319, TYR 323
Conventional Hydrogen Bond: TYR
326

21,21%

17p-
estradiol

Van der wals: VAL 351
Conventional hydrogen bond: TYR
326, PHE 349, LEU 350

Carbon hydrogen bond: PHE 325,
VAL 348

Pi-sigma: TYR 326

Alkyl: ILE 319, TYR 323, TYR 326,
PHE 325

36,36%

Sifat farmakokinetik dan
farmakodinamik senyawa diprediksi
menggunakan webtool SwissADME dan dapat
diketahui bahwa senyawa a-Amyrin dan B-Amyrin
merupakan senyawa terbaik dalam hasil
molecular docking juga dapat diterima oleh tubuh
(Tabel 3) (Ma’arif et al., 2021), sifat ini dilihat dari
parameter hukum lima Lipinski. Parameter
hukum Lima Lipinski yang diamati diantaranya
adalah nilai HBD <5, HBA <10, log P <5 dan berat
molekul <500 g/mol. Senyawa dengan berat
molekul dibawah 500 g/mol mengartikan
menandakan senyawa uji dapat melewati
membran biologis. Nilai H-aseptor dan H-donor
mengartikan jumlah ikatan hidrogen, semakin
besar nilainya maka semakin tinggi energi yang
diperlukan untuk proses absorbsi. Nilai log P
menunjukkan kemampuan senyawa uji dapat
larut dalam cairan membran, yang menunjukkan
sifat kepolaran suatu senyawa (Lipinski et al.,
1997). Senyawa a-Amyrin dan B-Amyrin memiliki
nilai TPSA < 79 A%, yang menunjukkan bahwa a-
Amyrin dan B-Amyrin mampu menembus sawar
darah otak dan memberikan efek (Villa et al.,
2016; Ma’arif et al., 2022).

Tabel 3. Analisis sifat farmakokinetik dan
farmakodinamik senyawa uji

Nama | BM<S00 | LogP< | HBAS | HBDS | Lipinski's | TPSA

Senyawa | gmol | 5 | 10 | 5 | RieofFie | (R)
Senyawa pembanding

17p-estradiol \ 272.38\ 3.40] 2 ] l ] Yes \ 4046
Senyaw i fioestrogen

a-Amyrin- | 42672 | 706 | 1 1 Yes 2023

p-Amyrin | 42672 | 720 | 1 1 Yes 2023

Uji toksisitas senyawa uji dilakukan menggunakan
online webtools ProTox |Il. Penggolongan
toksisitas diklasifikasikan berdasarkan globally
harmonized srystem (GHS) menjadi 6 kelas
toksisitas LDso, Kelas | (LDso<5 mg/kg) mematikan
jika tertelan, kelas Il (5<LDso<50 mg/kg)
mematikan jika tertelan, kelas 11l (50<LDs0<300
mg/kg) beracun jika dimakan, kelas IV
(300<LDs50<2000 mg/kg) berbahaya jika tertelan,
kelas V (2000<LDs0<5000 mg/kg) berbahaya jika
tertelan, dan kelas VI (LDso>5000 mg/kg). tidak
beracun (Ma’arif et al., 2021). Semakin tinggi nilai
LDso, maka semakin aman zat tersebut bagi
tubuh/tidak toksik, begitu pula sebaliknya
(Supandi et al., 2018). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa a-Amyrin dan f-Amyrin
tidak bersifat toksik yang berada di kelas VI.
Tabel 4. Analisis sifat toksisitas senyawa uji

: Skin Ames Kglgs
Nama Senyawa |  Hepatotoxycity* o | Toksisitas
Sensitization* | Toxicity D50
Senyawa pembanding
17p-¢stradiol | No | N [ N [ W
Senyawa uji fitoestrogen
a-Amyrin No No No Vi
p-Amyrin No No No Vi

Webtools pkCSM digunakan untuk




memprediksi nilai hepatotoksisitas,
sensitisasi  kulit, dan toksisitas Ames,
sedangkan alat online ProTox Il digunakan
untuk memperkirakan kelas  toksisitas
senyawa LDso. Salah satu jenis toksisitas yang
digunakan untuk menemukan zat yang
berbahaya bagi hati adalah hepatotoksisitas
(Ma’arif et al, 2021; Cheng, 2009).
Sensitisasi kulit merupakan reaksi
hipersensitivitas yang dipicu oleh zat reaktif
yang menembus lapisan stratum korneum
kulit (Ma’arif et al., 2021; Verheyen et al.,
2017). Toksisitas ames merupakan salah satu
pendekatan yang  digunakan  untuk
menentukan aktivitas mutagenik dan
karsinogenik dari berbagai bahan kimia
(Ma’arif et al., 2021; Verheyen et al., 2012).
Tabel 4 menunjukkan bahwa senyawa a-
Amyrin dan B-Amyrin merupakan senyawa
yang tidak beracun untuk hepatotoksisitas,
sensitisasi kulit, dan toksisitas Ames. Temuan
uji toksisitas menunjukkan bahwa senyawa
a-Amyrin dan B-Amyrin tidak bersifat toksik.

Pemberian senyawa bahan alam

(Natural products medicine) yang memiliki
banyak komponen senyawa
(multicompounds) ini bermanfaat dalam
mencegah dan mengobati berbagai penyakit
(Rao et al., 2021; Rizvi et al., 2022; Vaou et
al., 2022). Secara keseluruhan aktivitas dari
ekstrak tanaman obat adalah hasil dari aksi
gabungan beberapa senyawa dengan
aktivitas sinergis, aditif, atau antagonis
(Wagner and Ulrich-Merzenich, 2009; Ulrich-
Merzenich, 2010; Junio et al., 2011). Pada
penelitian ini, kami menyoroti peran
senyawa fitoestrogen dalam menghambat
aktivasi TLR2 yang dapat menyebabkan
penyakit neurodegenerative.

TLRs diaktifkan oleh pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), dan
damage associated molecular patterns
(DAMPs) untuk merespon imun bawaan dan
adaptif (Gorecki et al., 2021). Jalur
persinyalan TLRs ini di mediasi oleh interaksi
protein seperti myeloid differentiation
primary-response protein 88 (MyD88) dan
Toll/interleukin 1 receptor (TIR) domain-
containing adaptor interferon-B (TRIF) (Xing
and Zhou, 2017; Fiebich et al., 2018). Aktivasi
TLRs mengarah pada respon transkripsional
yang beragam, vyang berujung pada
pengaktifan faktor transkripsi nuclear factor
kappa B (NF-kB) pada nukleus, yang
menghasilkan produk mediator sitokin
proinflamasi dan siklooksigenase-2 (Fiebich
et al., 2018; Aluri et al., 2021).

Peningkatan ekspresi TLR2 ini
berujung pada aktivasi Nf-kB, sehingga akan
mempengaruhi proses transkripsi DNA
(Ma’arif et al.,, 2022). Kondisi ini akan
mengakibatkan sel mikroglia akan teraktivasi
pada keadaan Mz polarity yang juga

menghasilkan sitokin proinflamasi seperti MHCII
(Engler-Chiurazzi et al., 2017,

Ma'arif et al.,, 2021). Penghambatan
aktivasi TLRs dengan adanya senyawa
fitoestrogen ini akan menghambat aktivitas
mikroglia dari M1 polarity menjadi M2 polarity,
sehingga akan memproduksi sitokin antiinflamasi
seperti Argl (Cui et al., 2013; Ma’arif et al., 2021).
Selain itu, penekanan aktivasi TLR2 akan
mengurangi agregasi dari a-synuclein yang
berujung pada pengurangan aktivasi sel glia
dalam menyebabkan inflamasi (Kwon et al.,
2019).

Mekanisme tersebut mendukung bahwa
senyawa a-Amyrin dan -Amyrin  mampu
mengikat TLR2 dengan PDB ID 6NIG, sehingga
aktivasi TLR2 dapat dihambat. Penghambatan
jalur TLR2 dapat membentuk dasar intervensi
terapeutik baru dalam mengatasi
neurodegeneratif melalui penurunan sitokin
inflamasi (Dzamko et al., 2017). Oleh karena itu,
senyawa o-Amyrin dan B-Amyrin berpotensi
untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai agen
antineuroinflmasi.

KESIMPULAN Senyawa o-Amyrin dan B-Amyrin
merupakan senyawa fitoestrogen yang memberikan
hasil terbaik dalam molecular docking dari nilai
energi binding dan konstanta inhibisi dibandingkan
senyawa pembading 17B-estradiol, dan memberikan
hasil yang baik dari sifat farmakokinetik dan
farmakodinamik, serta tidak bersifat toksik. Sehingga
senyawa a-Amyrin dan B-Amyrin memiliki potensi
untuk terapi penyakit neurodegeneratif terhadap
reseptor TLR2 (6NIG).
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