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Abstrak

Keywords: Prediksi energi ikatan ligan protein dapat dilakukan dengan teknik

DOCK6,  Amber-  komputasi. Model skoring kekuatan ikatannya ditentukan oleh

Score, Solvent-Score,  software dan metode perhitungan yang menyertainya. Selain

T47D, WiDr penggunaan dataset ligan pembanding dan pengumpan, ligan terpilih
yang potensial dapat diuji dengan berbagai model skoring untuk
mendekatkan hasil dengan kondisi yang sesungguhnya. Re-Scoring
dalam penelitian ini ditujukan untuk memperoleh karakteristik hasil
ikatan ligan protein terbaik di semua model skoring yang digunakan.
Protein target yang memiliki mekanisme aksi molekular terhadap sel
T47D dan WiDr telah diunduh dari www.rcsb.org. Sebanyak 36
protein terpilih telah dilakukan pemisahan untuk didapatkan protein
dan ligan native yang telah ditambahkan hidrogen dan muatannya
(Amber-ff14SB) menggunakan bantuan program UCSF Chimera dan
layanan online dari Docking Blaster (http://blaster.docking.org).
Semua ligan native telah dihitung nilai skor Gridnya menggunakan
DOCKG6 terhadap semua protein target. Nilai RMSD-h ligan menjadi
acuan validasi konformasi ruang hasil docking dengan konformasi
pengukuran kristalografi untuk masing-masing protein target.
Masing-masing skor dan interaksi ligan protein yang dipilih terbaik
divisualisasi dan dianalisis menggunakan PyMOL, PLIP, dan
PoseView online. Skor Amber dan Hawkins telah diperoleh untuk
semua ligan native, namun hanya 47,22% protein target yang
mempunyai skor Zou terhadap ligan native-nya. Hasil pengukuran
afinitas ikatan ligan native secara silang menunjukkan bahwa
terdapat 61,11 dan 80,56 % protein yang nilai afinitas ikatan ligan
native-nya lebih rendah dibandingkan dengan ligan native dari
protein lainnya. Teknik re-scoring telah terbukti memberikan
penilaian lebih baik dalam melakukan evaluasi afinitas ikatan ligan
protein dan konformasi ruang ligan dalam binding site pocket setiap
protein.

1. PENDAHULUAN algoritma yang digunakan dan menyertai.
Nilai prediksi interaksi ligan protein Selain menyandingkan pengukuran dataset

hasil skrining molekular dalam komputasi ligan pembanding dan pengumpan (decoy),
rancang obat dapat diperoleh melalui ligan terpilih yang potensial dan telah
beberapa teknik skoring. Hasil pengukuran dilakukan optimasi konformasi ruang tiga
ini tergantung dari software dan metode dimensinya atau merupakan konformasi
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hasil pengukuran secara laboratorium
seperti ligan native dapat diuji dengan
metode skoring yang berbeda untuk
mendapatkan hasil dengan kondisi yang
sesungguhnya.

Beberapa skoring diantaranya adalah
menghitung interaksi ligan dan protein
dengan kehadiran pelarut, yang umumnya
adalah air dan perlu dinilai besaran
kontribusinya terhadap kekuatan interaksi
yang terjadi dan skoring Amber yang telah
terkenal dalam teknik molekular dinamik.
Teknik skoring pelarut yang dapat
digunakan secara gratis adalah Molecular
Mechanics Generalized Born Surface Area
(MM-GBSA) Hawkins dan Zou [1-3].
Keduanya telah tersedia dalam program
DOCKG6 [4-5] bersama dengan kumpulan
perintah pengukuran skoring Amber [6].

Skoring ligan hasil terbaik dapat
dilanjutkan dengan solvent-score dan
Amber-score. Hal ini akan memperpendek
waktu pengukuran dan meminimalisir
persentase ketidakpastian dan perbedaan
hasil prediksi dengan uji laboratorium
nantinya dikarenakan adanya pelibatan
pelarut dalam skoring dan inisiasi
keberlanjutan pengukuran dengan teknik
molekular dinamik, Amber. Re-scoring
telah berhasil dilakukan untuk menilai
hasil molekular docking ligan native yang
nantinya dapat diaplikasi terhadap semua
program docking seperti vina, PLANTS,
FlexAID (NRGSuite). Ligan native setiap
protein target hasil pengukuran dengan
kristalografi x-ray harus memiliki nilai
skoring tertinggi untuk ketiga metode. Re-
Scoring dalam penelitian ini ditujukan
untuk memperoleh karakteristik hasil
ikatan ligan protein terbaik di semua model
skoring yang digunakan.

2. METODE

Komputasi re-scoring telah berhasil
dilakukan  menggunakan  workstation
berbasis Ubuntu Trusty Tahr dengan
spesifikasi Intel® core i5-4460, 16GB
RAM, dan NVIDIA GeForce GTX 750 Ti
beserta program DOCK6 versi 6.9,
Chimera versi 1.13, PyMOL versi 2.1.0,
PLIP versi 1.4.1. Terdapat 36 protein yang
dipilih dan memiliki mekanisme aksi
molekular terhadap sel T47D dan/atau
WiDr (Tabel 1). Semua berkas protein
telah diunduh dari www.rcsh.org. dan
dipersiapkan untuk mendapatkan berkas
baru protein dan ligan native yang telah
ditambahkan atom hidrogen dan muatan
secara  Amber-ff14SB  menggunakan
program UCSF Chimera dan sebagian
lainnya merupakan hasil online dari laman
preparasi protein pada Docking Blaster
(http://blaster.docking.org).

Semua ligan native telah dihitung
nilai skor Gridnya menggunakan DOCK®6
terhadap semua protein target baik
terhadap protein target asalnya dan secara
bersilang terhadap 35 protein lainnya. Nilai
RMSD-h ligan menjadi acuan validasi
konformasi ruang hasil docking
dibandingkan dengan konformasi ruang
ligan hasil pengukuran kristalografi untuk
setiap protein target. Masing-masing skor
yang diperoleh dan interaksi ligan protein
dipilih yang terbaik untuk dilakukan
analisis lanjutan berdasarkan visualisasi
PyMOL dan hasil prediksi interaksi
menggunakan PLIP, dan PoseView online.
Ligan native hasil docking terbaik
digabungkan dengan protein target dan
disimpan sebagai berkas baru untuk diukur
interaksi yang terjadi antara keduanya.



UREC . L The 10™ University Research Collogium 2019
S "’ Sekolah Tinggi llmu Kesehatan Muhammadiyah Gombong

Tabel 1. Protein target, nilai deskriptor ligan native berupa bobot molekul, muatan formal,
donor dan akseptor ikatan hidrogen (HB), dan polar surface area (# = data diperoleh dari
DOCKS, * = data diperoleh dari laman Pubchem)

Protein  Ligan Rgtgg Ele Bobot  Muatan Pusat Dimensi Donor  Akseptor st::ge
ID ID Molekul# Formal# Massa#  GridBox HB* HB*
Bonds# Area*

5001 9,148 30,712
1x9q FLU 3 331,304 -0,999 43,862 32,023 2 5 83,8

47,542 29,709

5002 11,678 36,226
3hba E2B 6 405,537  -0,002 6,832 - 43,215 3 3 83,6

11,045 36,830

5003 11,101 33,742
3hbS E2B 6 405,537 0,000 6,470 - 40,063 3 3 83,6

11,678 36,343

8004 '4,773 = 29,870
Axi3 29S 8 468,595 0,002 7,038 30,954 2 4 57,9

33,572 31,656

5005 16,468 23,137
42wl 4Vv1 2 342,442 1,000  12619- 26,368 2 5 93.2

19,882 24,672

5006 18,358 - 33,099
54U XBR 4 354,836 0,002 13,790 33,781 2 3 56.3

13,016 34,189

5007 32,575 34,010
iy OW5 8 353,44  -0,998 13,699 32,783 1 2 37.3

10,424 31,974

S008 14,149 33,830
Sace KE9 6 442,481 0,001 23,452 35,153 2 6 56,3

65,533 34,653
5hag TPO 4 276,401 0,996 7,120- 32,179 0 1 3,2

5,999 30,451

3010 82,097 29,580
Sngr 958 4 395,421 0,000 17,117 28,078 0 7 101

110,064 28,259

5013 11,264 - 34,532
5nwh 9CH 5 494,36 1,000 13,407 - 31,931 1 8 113

17,774 32,779



S014
5nwh

S015
5tl1z

S016
5t92

S017
5t97

S018
5twil

S019
5u2b

S020
5u2d

S021
5w9c

S022
5w9d

S023
6dof

S024
4hki

S025
4hkk

S026
4hkn

9CH

Q97

W

782

HI1

6WV

OBH

OHT

IXY

FYS

FLN

AGI

LU2
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494,36

360,453

402,445

426,535

499,439

345,484

436,485

387,522

374,503

334,415

222,243

270,241

286,241

1,005

-0,003

-0,998

-1,001

0,001

0,003

0,000

-0,001

1,000

-0,002

0,000

0,001

0,000

-2,050 -
10,542 -
24,959

26,061 -
0,430
8,927

-39,557
7,037 -
26,512

-40,082
6,767 -
25,145

-4,604
8,239 -
6,052

17,325
6,088
17,555

-4,876
20,624
4.873

13,643 -
10,510 -
27,190

17,698
26,891 -
15,915

-14,054
4,952
49,598

7,605 -
13,339
13,211

-8,671 -
14,696 -
14,344

4,996 -
13,915 -
12,764

29,896
28,031
26,134

36,446
35,514
37,285

33,190
37,990
32,760

32,355
37,395
32,859

31,277
32,636
35,988

34,040
35,106
33,844

38,681
33,928
34.326

33,037
36,162
36,263

20,137
26,525
27,845

38,414
33,056
34,642

29,509
32,801
36,034

26,805
27,631
33,091

27,863
25,266
29,306

UREC&L
8 113
3 49,7
5 60,8
4 60,8
4 68,7
2 32,3
6 101
3 32,7
3 41,5
3 60,7
2 26,3
5 87
6 107
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8027 '4,599 - 35,717
T 15W 3 268,269  -0,001 12,657 - 29,623 55,8
18,051 36,419
-6,258 - 30,457
S028 4hlf 157 4 270,241 0,001 37,191 32,092 87
12,256 36,263
8029 '7,022 - 31,202
ahlg 20B 2 238,243 0,002 37,606 31,888 46,5
12,228 36,865
4hih 20D 1 240,234  -0,002 12,961 31,060 26,3
10,661 33,724
ahik 431 1 236,27  -0,001 11,493 28,575 26,3
12,191 37,176
Ahim 16S 3 254,242  -0,003 37,111 - 31,766 66,8
13,625 31,956
ahmh F94 3 254,242 0,000  13592- 24,567 66,8
13,910 31,862
5ax9 4KT 5 416,48 0,000  54,903- 28,449 79,6
29,281 35,157
5035 264,491 - 24,068
547a 58C 5 375,43 0,002 8,758 32,842 96
13,080 34,258
Sety K56 5 432,502 -0,997  21394- 32,673 79,8
20,900 23,911
4,777 36,532
S037 5fto ' YMX 7 555,607 0,996 20,358 36,313 85,5
6,749 34,011
-20,770 35,831
S038 5ftq  U4W 9 575,681 1,002 9,251- 36,071 96,5
6,690 33,914
3. HASIL DAN PEMBAHASAN suatu protein. Semua ligan asli yang

Terdapat hanya dua dari 36 ligan asli
protein target yang memiliki bobot
molekul (BM) lebih dari 500 kDa.
Deskriptor ini digunakan untuk
mengetahui secara awal seberapa besar
volume binding pocket site ligan asli dari

diujikan telah memenuhi minimal dua nilai
deskriptor dalam aturan Lipinski [7] yang
digunakan untuk memprediksi kemampuan
absorpsi atau permeasi ligan (Tabel 1).
Nilai tiga dimensi untuk pusat massa
pengukuran setiap protein telah diperoleh
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secara otomatis menggunakan DOCKG6
berdasarkan posisi dan konformasi ligan
asli di masing-masing proteinnya.

Validasi sistem docking molekular
memperlihatkan bahwa 3 ligan asli tidak
mempunyai nilai RMSD-h kurang dari 4
(ideal) baik dengan teknik rigid atau
fleksibel. Hal ini menunjukkan bahwa
konformasi ligan hasil docking tidak mirip
dengan ligan hasil kristalografi. Protein

B rvsDh-r I RMSDR

o I

RMSDh value

0

B rigid-docked

A
\o o]

s004 memiliki RMSD-h rigid melewati
nilai yang diperbolehkan dan terdapat 11%
protein dengan nilai RMSD-h fleksibelnya
yang memiliki karakteristik yang sama
(Gambar 1). Secara keseluruhan, sistem
docking molekular untuk protein target
(lebih dari 75%) telah memenuhi nilai
RMSD dengan ciri telah memiliki
kemiripan konformasi dengan dengan ligan
kristalografi.

flex-docked

}( 2.000

1.500

- _—

1.000

Grid Score [-Log(valug)]

0.500

0.000

3
5

b
o,

Protein-ID

Gambar 1. Nilai Skor Grid dan RMSD-h hasil docking dengan ligan yang dipertahankan rigid
dan fleksibel selama proses docking molekular.

Skor grid hasil docking untuk rigid
dan fleksibel secara berurutan berada di
rentang nilai antara -6,4-(-72,1) dan -28,0-
(-73,1) kkal/mol (Gambar 1). Nilai terbaik
diperoleh untuk ligan dengan BM lebih
dari 500, yaitu protein s038. Hal ini

disebabkan ligan memiliki binding site
pocket dengan volume spesifik dalam
protein yang dikhususkan untuk ligan asli
dan sesuai dengan volume permukaan
molekularnya [8], yang berlaku hal yang
sama untuk protein s037.

B rigic-docked W original flex-docked

Amber Score [-Log(valug)] for rigid-docked
Amber Score [-Log(valug)] for original pose and flex-docked

Protein-ID

Gambar 2. Nilai Skor Amber ligan kristalografi (original) dan ligan asli hasil docking yang
dipertahankan rigid dan fleksibel.

Skor Amber yang diperoleh pada

ligan hasil docking memperlihatkan bahwa

adanya perubahan konformasi ruang ligan
yang tidak saling mempengaruhi dan
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berhubungan. Namun terdapat 16 protein
menunjukkan hasil skor amber ligan
aslinya yang konsisten (Gambar 2).

Sekolah Tinggi llImu Kesehatan Muhammadiyah Gombong

bersifat polar pada ligan dan nilai RMSD
pada validasi sistem yang berkontribusi
terhadap hasil skor perhitungan. Hal ini

Terdapat faktor luas permukaan yang menjadi  perhatian  dalam  docking.
0
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Gambar 3. Perbandingan nilai skor Grid, Hawkins, Zou, and Amber pada konformasi hasil

docking teknik rigid (atas) dan fleksibel (bawah).

Skor grid menunjukkan nilai paling
rendah dibandingkan dengan ketiga skor
lainnya (Gambar 3). Bahkan terdapat ligan
asli yang tidak diperoleh nilai skor pelarut
Zou. Berbeda dengan skor grid, Hawkins

Frekuensi ligan dengan afinitas lebih baik untuk teknik rigid and fleksibel

bbb

dan Amber, skor Zou memiliki profil yang
tidak konsisten dikarenakan tergantung
dengan spesi ligan yang dapat memberikan
kontribusi energi elektrostatik [1]. Hal ini
akan diabaikan pada interaksi hidrofobik.

Jumlah ligan dengan afinitas lebih baik untuk teknik rigid and fleksibel

W

Gambar 4. Frekuensi dan Jumlah ligan dengan afinitas lebih baik dlbandmgkan dengan ligan
asli setiap protein pada teknik rigid (biru) dan fleksibel (merah).

Frekuensi kemunculan dan jumlah
ligan yang memiliki afinitas ikatan lebih
baik dibandingkan dengan ligan asli pada
protein target ditampilkan pada Gambar 4.
Ligan U4W dan 9CH mempunyai
frekuensi tertinggi pada teknik fleksibel

diikuti dengan ligan LU2 dan 15Z untuk
teknik rigid pada proses pengukuran
docking molekular. Protein target s005 dan
s004 secara berurutan mempunyai ligan
dengan afinitas ikatan terbaik terbanyak
untuk pemodelan silang menggunakan
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teknik fleksibel (97%) dan rigid (74%)
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Gambar 5. Prediksi interaksi ligan protein untuk ligan 9XY (A: rigid; C: fleksibel), OBH (B:
rigid; E: fleksibel) dan 782 (native, D) pada protein s017 hasil pengukuran dengan PoseView

online [9].

Skor Amber dan Hawkins telah phi-stack. Tipe interaksi phi-stack tidak
diperoleh untuk semua ligan native, namun teridentifikasi pada hasil PoseView namun
hanya 47,22% protein target yang PLIP menunjukkan hal yang berbeda.
mempunyai skor Zou terhadap ligan Interaksi tersebut diperoleh pada hasil

native-nya (Gambar 3). Hasil pengukuran
afinitas ikatan ligan native secara silang
menunjukkan bahwa terdapat 61,11 dan
80,56 % protein yang nilai afinitas ikatan
ligan native-nya lebih rendah dibandingkan
dengan ligan native dari protein lainnya.
Gambar 5 memperlihatkan terdapat tiga
jenis interaksi yang terjadi antara ligan dan
protein pada s017, vyaitu interaksi
hidrofobik, ikatan hidrogen, dan interaksi

akhir prediksi secara online seperti yang
telah ditampakkan pada Gambar 6. Residu
fenilalanin PHE-404 yang bertanggung
jawab terhadap interaksi tersebut. lkatan
hidrogen pada Kkedua ligan terbaik
diperolen dari hasil interaksi gugus
fungsional pada ligan dengan residu GLU-
353. Residu leusin pada posisi LEU-525
menjadi  penentu  kekuatan interaksi
hidrofobik yang perlu diteliti.
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Gambar 6. Konformasi ligan native dan 2 ligan terbaik lainnya pada protein s017 (b) dengan
hasil prediksi interaksi ligan protein untuk ligan 9XY (a: rigid; c: fleksibel) menggunakan PLIP
(Protein Ligand Interaction Profiler) online [10]. Ligan OBH dan native tidak ditampilkan.

Ketiga ligan dalam hal ini 782, 9XY,
dan OBH vyang dijadikan contoh profil
interaksi menginformasikan secara visual
bahwa ketiganya pada konformasi yang
berhimpit pada binding site pocket protein
s017 (Gambar 6b). Nilai skor grid,
Hawkins, Zou, dan Amber untuk ketiga
ligan (782, 9XY, OBH) pada teknik rigid
(r) dan fleksibel (f) secara berurutan adalah
-44,97;, -23,59; -9,25; -49,95 (782r); -
45,86; -29,29; -24,38; -38,37 (9XYr); -
45,00; -25,69; -22,36; -41,26 (OBHr); -
49,58; -34,98; -25,35; -50,07 (782f); -
55,94; -42,21; -38,09; -39,85 (9XYf); dan -
50,63; -33,80; -34,17; -38,73 (OBHf). Skor
grid, Hawkins, dan Zou menunjukkan
hubungan antara urutan ligan terbaik
dengan ligan aslinya. Namun terjadi hal
sebaliknya dengan skor Amber dimana
ligan asli  memiliki skor tertinggi
dibandingkan dengan ligan terbaik pada
skor grid. Adanya perbedaan ini harus
menjadi perhatian dan pertimbangan dalam
memutuskan apakah suatu ligan perlu
dilanjutkan ke tahap uji coba laboratorium.

4. KESIMPULAN

Teknik re-scoring telah terbukti
memberikan penilaian lebih baik dalam
melakukan evaluasi afinitas ikatan ligan
protein dan konformasi ruang ligan dalam
binding site pocket setiap protein.
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