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ABSTRAK

Heat shock proteins-90 (HSP-90) merupakan protein yang berperan penting dalam siklus kehidupan sel normal
dan sel kanker yang berfungsi sebagai pelindung diri dari stres termal, kerusakan oksidatif, dan hipoksia sel.
Penghambatan HSP-90 menjadi salah satu cara untuk menghambat perkembangan sel kanker. Pada penelitian
ini, pemodelan farmakofor dan penambatan molekuler telah dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa hit yang
berpotensi menghambat HSP-90. Fitur farmakofor terdiri dari tiga akseptor ikatan hidrogen dan satu donor
ikatan hidrogen dan satu fitur hidrofobik dengan Area Under Curve dari Receiver Operating Characteristic
(AUC-ROC) sebesar 0,5 dan nilai Goodness of Hit (GH) sebesar 0,752. Skrining terhadap database ZINC
menghasilkan sebanyak 1.500 senyawa hit yang kemudian dilakukan penambatan molekuler untuk mengetahui
energi ikatan dan interaksi mereka terhadap HSP-90. Energi ikatan (E) dari semua senyawa hit berkisar antara -
5,68 sampai -12,24 kkal/mol dan terdapat empat senyawa hit terbaik yaitu lig_543, lig_527, lig_1337 dan
lig_337, bila dibandingkan dengan ligan alami (PU2, E=-8,25 kkal/mol) berdasarkan energi ikatan dan
orientasinya yang mengindikasikan potensi senyawa hit tersebut sebagai penghambat HSP-90 yang baru.

Kata kunci: Farmakofor, Heat Shock Protein-90, Penambatan Molekuler, Skrining Virtual.

PENDAHULUAN

HSP merupakan sekelompok protein yang terdapat dalam semua bagian perkembangan makhluk hidup
serta memainkan peranan penting dalam etiologi dari banyak penyakit. Pada kanker, HSP juga terlibat
dalam diferensiasi dan proliferasi, invasi serta metastasis sel kanker. Adanya rangsangan seperti stress
oksidatif dan termal, perubahan kadar glukosa dan pH, adanya inflamasi serta hambatan oksigenasi
dalam sel menyebabkan HSP menjadi aktif (Juliati et al., 2015).

HSP-90 adalah salah satu tipe HSP yang bertindak untuk melindungi sel ketika mengalami stres akibat
adanya kenaikan suhu yang jumlahnya akan meningkat hingga 6% dari total protein seluler. Selain itu,
HSP-90 juga melindungi protein yang kurang stabil yang dihasilkan oleh mutasi DNA (Chen et al.,
2005). Penghambatan HSP-90 dapat menginduksi terjadinya apoptosis sel-sel yang abnormal dan
dapat menghambat metastasis sel kanker.

Penghambat HSP-90 yang terkenal dan ampuh adalah deldanamisin (GA), namun perkembangan
evaluasi klinis GA belum dilanjutkan karena sifat hepaktoksisitas dan kelarutan dalam air yang buruk
(Kim et al., 2011). Turunan GA yang telah dilaporkan yang memiliki kemampuan yang baik dalam
menghambat HSP-90 sebagai faktor antiangiogenik dalam sel tumor yakni 17-allylamino 17-
demethoxygeldanamycin (17-DMAG) (Kaur et al., 2004). 17-DMAG merupakan senyawa stabil yang
larut dalam air, namun efek terapeutiknya telah dihentikan karena masih memiliki efek samping
terhadap organ lain (Egorin et al., 2002). Oleh karena itu, dengan penggunaan metode skrining virtual
untuk mengidentifikasi senyawa yang dapat menghambat HSP-90 dapat menjadi salah satu solusinya.

Skrining virtual merupakan salah satu metode yang terdapat dalam desain obat berbantukan komputer
yang berperan dalam penemuan senyawa hit baru (Kumalo & Soliman, 2015; Arba et al., 2018).
Desain obat berbantukan komputer terdiri atas desain obat berbasis struktur dan berbasis ligan (Arba,
2019). Pada penelitian ini, dilakukan pemodelan farmakofor yang merupakan desain obat berbasis
ligan untuk mengembangkan model farmakofor yang dapat digunakaan untuk menyeleksi senyawa hit
baru terhadap basis data yang mengandung sejumlah besar senyawa serta dilakukan studi penambatan
molekuler untuk mengetahui orientasi pengikatan senyawa hit tersebut terhadap protein HSP-90.
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METODE PENELITIAN
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu perangkat keras (hardware) berupa Note book Acer Aspire
ES 11 dengan spesifikasi Intel® Celeron® Processor N3350, intel® HD Graphics, 2 gigabyte DDR3 L
memory, 500 gigabyte. Perangkat lunak (software) berupa AutoDockTools 1.5.6, LigandScout
Advance 4.3, iDock, Discovery Studio Visualizer dan website Pharmit (http://pharmit.csb.pitt.edu).
Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu struktur 3D HSP-90 diunduh dari Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org/pdb/) dengan PDB ID 1UYG serta 125 senyawa aktif dan 4940 decoy yang
diperoleh dari Directory of Useful Decoys: Enhanched (DUD-E) (http://www.dude.docking.org/)
(Mysinger et al., 2012).

Metode

Farmakofor dibangun dari struktur PU2 yang merupakan ligan alami dari HSP-90 menggunakan
LigandScout Advanced 4.3 (Wolber & Langer, 2005). Farmakofor merupakan fitur struktur dari suatu
senyawa dan posisinya dalam ruang tiga dimensi yang berperan dalam pengiktan senyawa yang
optimal secara spesifik pada target protein (Dror et al., 2009). Model farmakofor kemudian divalidasi
terhadap 125 senyawa aktif dan 4940 decoy yang diperoleh dari DUD-E, kemudian dilakukan skrining
virtual terhadap database ZINC pada website Pharmit (http://pharmit.csb.pitt.edu) (Irwin et al., 2012).

Penambatan molekuler dilakukan menggunakan iDock software (Li et al., 2012). Protein dipreparasi
dengan menghilangkan molekul air dan dilakukan penambahan muatan Kollman menggunakan
AutoDockTools 1.5.6 software (Morris et al., 2009; Arba et al., 2019).

Sisi aktif dari protein diatur dengan mencontoh posisi ligan alami dengan koordinat center x = 3,65,
center y = 13,51 dan center z = 24,274. Ukuran grid box yang digunakan sebesar 40 x 40 x 40 A
dengan point spacing 0,375 A. Grid box merupakan ukuran ruang tiga dimensi dari suatu target
protein yang menjadi tempat dilakukannya penambatan molekul. Hasil dari penambatan molekul
kemudian divisualisasi menggunakan Discovery Studio Visualizer.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fitur farmakofor dari PU2 terdiri dari 11 fitur yaitu 1 cincin aromatik, 5 akseptor ikatan hidrogen, 3
donor ikatan hidrogen, dan 1 fitur hidrofobik. Lebih lanjut, model farmakofor dikembangkan dengan
menggunakan kombi nasi fitur-fitur tersebut dan Tabel 1 menampilkan model farmakofor yang
dihasilkan beserta nilai Area Under Curve dari Receiver Operating Characteristic (AUC-ROC).

Model farmakofor yang baik harus memiliki nilai AUC-ROC yang lebih besar dari 0,5 serta nilai GH
yang lebih dari 0,7 (Arba, 2019). Model farmakofor PU2-3 memiliki nilai AUC100% sebesar 0,9,
namun nilai GH 0,21 tidak memunhi syarat validasi. Dengan demikian dipilih model PU2-1 dengan
AUC100% sebesar 0,5 dan nilai GH sebesar 0,752. Nilai AUC-ROC yang mendekati 1 menunjukkan
bahwa model farmakofor semakin baik dan mampu membedakan antara senyawa aktif dengan decoy
(senyawa yang tidak aktif/pengecoh). Nilai GH diperoleh dari penggabungan sensitivitas (Se),
spesifitas (Sp) dan vyield of actives (YA). Sensitivitas menggambarkan kemampuan suatu model
farmakofor untuk mengenali senyawa aktif. Spesifitas menggambarkan kemampuan dari model
farmakofor untuk mengenali senyawa tidak aktif sebagai senyawa tidak aktif. Yield of actives
menunjukkan kemampuan model farmakofor untuk mengenali senyawa aktif dalam jumlah senyawa
hit yang diperoleh dari database. Berikut rumus penentuan nilai GH (Arba, 2019):

GH=(SYA+ 2S€ ) SP oo (1)
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Tabel 1. Model Farmakofor ligan alami (PU2) dari protein HSP-90

Kode Model farmakofor Fitur Goodness of  \ ¢ vooes
Senyawa Farmakofor Hit (GH)
"W 1 hidrofobik, 3
— i akseptor ikatan
PU2-1 y )fj j U hydrogen, 1 0,752 0.50
W N "B donor ikatan
= b oM hidrogen

1 hidrofobik, 3
S akseptor ikatan
PU2-2 RS UR e hidrogen, 1 0,151 0,04
v donor ikatan
hidrogen

" 1 hidrofobik, 3

Q akseptor
7 e hidrogen, 1 0,210 0,90

donor ikatan
hidrogen

PU2-3 . iuSow

Selanjutnya, skrining virtual dilakukan dengan menggunakan model farmakofor yang telah divalidasi
menggunakan website Pharmit menghasilkan sebanyak 1500 senyawa hit. Penambatan molekuler
bertujuan untuk memprediksikan modus pengikatan atau interaksi antara ligan dan protein beserta
energi ikatan mereka (Zhao et al., 2020). Validasi proses penambatan molekuler dilakukan dengan
penambatan ulang ligan alami PU2 dan protein yang diperoleh dari protein data bank. Validasi ini
bertujuan untuk menilai kemampuan proses penambatan molekul dalam menghasilkan konformasi
ligan yang mirip dengan hasil eksperimen. Proses penambatan molekul yang valid dapat dinilai
parameter Root Mean Square Deviation (RMSD) atom-atom berat antara konformasi penambatan
molekul dengan hasil eksperimen (kristalografi) maksimal 2 A (Ravindranath et al., 2015; Musoev et
al., 2019). Penambatan molekuler dilakukan untuk semua ligan termasuk ligan alami (PU2).
Penambatan ulang PU2 menghasilkan energi pengikatan sebesar -8,25 kkal/mol dengan nilai RMSD
sebesar 0,6316 A (Gambar 1). Pose/konformasi hasil penambatan dari PU2 menunjukkan tiga ikatan
hidrogen dengan Asp93, Gly97 dan Thr184 serta memiliki enam interaksi hidrofobik dengan Ser52,
11e96, Leul03, Alal1l, Val136 dan Val150.
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Gambar 1. Superposisi antara konformasi x-ray (merah) dengan hasil docking (biru) dengan garis
putus-putus berwarna hijau menunjukkan ikatan hidrogen.

Penambatan molekuler 1500 senyawa hit menghasilkan konformasi dengan energi ikatan antara -5,68
sampai -12,24 kkal/mol. Empat senyawa hit terbaik dalam hal konformasi dan energi ikatan adalah
lig_543 (E = -12,24 kkal/mol), lig_527 (E = —11,31 kcal/mol), lig_1337 (E = -11,31 kcal/mol), dan
lig_337 (E = -11,26 kkal/mol). Keempat senyawa hit tersebut memiliki energi ikatan yang lebih
rendah bila dibandingkan dengan PU2. Energi ikatan menggambarkan afinitas atau kemampuan suatu
senyawa untuk berikatan/berinteraksi dengan target protein. Nilai energi ikatan yang semakin rendah
menunjukkan afinitas yang semakin kuat. Gambar 2 menampilkan struktur senyawa hit terbaik hasil

skrining:
G 890

Lig_543 g 527
Seal o S o
Lig 1337 g 337

Gambar 2. Struktur senyawa hit terbaik

Interaksi molekul-molekul hit terjadi di sisi aktif dari HSP-90 melalui ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofobik (Gambar 3). Ikatan hidrogen dengan Gly97 dan Thrl84 yang diamati pada struktur
kristalografi PU2, juga terdapat pada pengikatan Lig_1337. Selain itu, ikatan hidrogen dengan Asn51
juga diamati dalam pengikatan Lig_527. Lig_1337 dan Lig_337 berinteraksi melalui ikatan hidrogen
dengan Tyr139. Interaksi hidrofobik dengan residu LeulO3 pada struktur kristalografi ligan alami
(PU2), teramati pula pada lig_543 dan lig_337. Selain itu, residu Val130 dan Val150 juga memiliki
interaksi dengan lig_1337 dan lig_337. Gambar 4 menunjukkan interaksi lig_543, lig_527, lig_1337
dan Lig_337 terhadap HSP-90.
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Lig_1337 Lig_337

Gambar 3. Interaksi dari Lig_543, Lig_527, Lig_1337 dan Lig_337 terhadap HSP-90 dengan garis putus-putus
berwarna hijau menunjukkan ikatan hidrogen.

Berdasarkan konformasi dan nilai energi ikatan dari 4 senyawa hitu tersebut mengindikasikan bahawa keempat
senyawa tersebut berpotensi sebagai inhibitor HSP90 deengan modus pengikatan yang serupa dengan ligan alami
PU2.

KESIMPULAN

Dalam penelitian ini, pemodelan farmakofor dilakukan untuk mengidentifikasi senyawa hit yang
berpotensi menghambat HSP-90. Model farmakofor yang dibangun kemudian digunakan untuk
menskrining senyawa hit baru pada database ZINC yang berisi lebih dari 13 juta senyawa. Ditemukan
empat senyawa hit (Lig_543, Lig_527, Lig_1337 dan Lig_337) yang memiliki afinitas lebih kuat bila
dibandingkan dengan ligan alami (PU2). Dengan demikian keempat senyawa tersebut diusulkan
diverifikasi sebagai inhibitor HSP90 yang potensial melalui studi eksperimen in vitro dan in vivo.
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