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ABSTRAK

Harir, Fajrul. 2022. Docking Senyawa Heparin 2S & 2SNS 2-12 Sakarida Konformasi
IDS 4C1 Pada Kompleks Protein FGF2-FGFR1 Sebagai Antikanker
Menggunakan AutoDock. Laporan Penelitian. Jurusan Kimia, Fakultas
Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing: Himmatul Barroroh, M.Si, Ahmad Hanapi, M.Sc.

Kata Kunci: Heparin, FGF2-FGFR1, Docking, Autodock, YASARA

Berdasar data uji Kklinis tampaknya heparin berpotensi sebagai antikanker. Heparin
merupakan oligosakarida yang terdiri atas unit berulang glukosamin dan asam iduronat.
Heparin dapat memiliki variasi panjang unit berulang dan gugus sulfo yang terikat pada
posisi yang berbeda-beda. Asam iduronat pada heparin secara alami dapat berada dalam
konformasi 2S0, 1C4 atau 4C1. Dalam penelitian ini akan dipelajari potensi dan interaksi
oligosakarida heparin 2S dan 2SNS dengan konformasi iduronat 4C1 dengan variasi
panjang oligomer 2-12 sakarida sebagai antikanker secara in silico. Metode yang
digunakan pada screening lead obat ini adalah dengan docking molekuler. Proses
penambatan dilakukan dengan Autodock 4.2 dengan medan gaya default. Reseptor
pengendali terkait aktivitas antikanker yang digunakan adalah kompleks FGF2-FGFRL.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui struktur preferensial kompleks ligan-reseptor,
interaksi dan potensi dari variasi panjang heparin tersebut sebagai antikanker, uji sifat
fisikokimia dengan empat parameter ADME. Prediksi sifat fisikokimia mengacu pada
Hukum Lima Lipinski. Uji prediksi aktivitas senyawa heparin dalam mencegah atau
menghambat pertumbuhan dan penyebaran (anti neoplastik) pada kanker dengan
PassOnline. Kestabilan struktur kompleks hasil docking diuji kembali dengan melakukan
optimasi struktur hasil docking pada YASARA menggunakan medan gaya NOVA
AMBER. Berdasarkan hasil docking, diketahui energi binding (AG) pada heparin 2SNS
3-7 sakarida memiliki energi yang rendah yaitu -16.19, -15.83, -17.02, -16.66, -15.64
kkal/mol berturut-turut, dengan yang terendah adalah heparin 5 sakarida. Heparin 5
sakarida 2S memiliki energi terendah sebesar -10.42 kkal/mol. Interaksi asam amino
yang mempengaruhi aktivitas heparin pada FGFR1-FGF2 yaitu Lys 26, Lys 135, Lys
160, Lys 163, Lys 172, Lys 175, Lys 177, Lys 207, Asn 27, Lys 125, Lys 119, Arg 120,
Thr 173. Optimasi kembali struktur kompleks hasil docking dari heparin 2SNS 5
sakarida menghasilkan energi yang lebih stabil yaitu pada kluster 2 sebesar -14529,52
Kj/mol dan kluster 1 sebesar -14692,27 kJ/mol. Kemiripan pose kompleks ligan-
reseptor dapat dilihat melalui nilai RMSD kluster pertama sebesar 1,697471 A terhadap
ligan natif. Hasil prediksi sifat fisikokimia menunjukkan bahwa senyawa heparin 2S
dengan panjang 2 sakarida memenuhi Hukum Lima Lipinski sedangkan 2 sakarida
2SNS, 3 sakarida 2S, 3 sakarida 2SNS, dan 4 sakarida 2SNS tidak, sementara sakarida
yang lebih panjang tidak dapat diprediksi. Hasil prediksi aktivitas biologi menunjukkan
bahwa senyawa heparin 2 sakarida 2S, 2 sakrida 2SNS, 3 sakarida 2S, 3 sakarida 2SNS,
4 sakarida 2S, 4 sakarida 2SNS, 5 sakarida 2S, dan 5 sakarida 2SNS memiliki nilai Pa
lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Sedangkan pada heparin 6S memiliki nilai Pa dalam rentang
0,5<Pa<0,7.
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ABSTRACT

Harir, Fajrul. 2022. Docking of Heparin Compounds 2S & 2SNS 2-12 saccharide IDS
*C1 conformation on the FGF2-FGFR1 protein complex as an anticancer
using AutoDock. Research Report. Department of Chemistry, Faculty of Science
and Technology, Maulana Malik Ibrahim State Islamic University of Malang.
Supervisor: Himmatul Barroroh, M.Si, Ahmad Hanapi, M.Sc.

Keywords: Heparin, FGF2-FGFR1, Docking, Autodock, YASARA

Based on clinical trial data, it seems that heparin has potential as an anticancer. Heparin is
an oligosaccharide consisting of repeating units of glucosamine and iduronic acid.
Heparin can have varying lengths of repeating units and sulfo groups attached to different
positions. The iduronic acid in heparin can naturally be in the 250, 1C4 or 4C1
conformation. In this study, the potential and interaction of 2S and 2SNS heparin
oligosaccharides with the iduronic conformation 4C1 with variations in length of 2-12
saccharide oligomers as anticancer in silico will be studied. The method used in this drug
lead screening is molecular docking. The tethering process is done with Autodock 4.2
with the default force field. The controlling receptor related to anticancer activity used is
the FGF2-FGFR1 complex. This study aims to determine the preferential structure of the
ligand-receptor complex, the interaction and the potential of the heparin length variation
as an anticancer, physicochemical properties test with four ADME parameters. Prediction
of physicochemical properties refers to Lipinski's Five Laws. Predictive test of heparin
activity in preventing or inhibiting growth and spread (anti-neoplastic) in cancer with
PassOnline. The stability of the docked complex structure was tested again by optimizing
the docked structure on YASARA using the NOVA AMBER force field. Based on the
docking results, it is known that the binding energy (AG) of heparin 2SNS 3-7
saccharides has low energy, namely -16.19, -15.83, -17.02, -16.66, -15.64 kcal/mol,
respectively, with the lowest being heparin 5 saccharides. . Heparin 5 saccharide 2S has
the lowest energy of -10.42 kcal/mol. Amino acid interactions that affect heparin activity
on FGFR1-FGF2 are Lys 26, Lys 135, Lys 160, Lys 163, Lys 172, Lys 175, Lys 177, Lys
207, Asn 27, Lys 125, Lys 119, Arg 120, Thr 173 The re-optimization of the complex
structure resulting from the docking of heparin 2SNS 5 saccharides resulted in more
stable energy, namely in cluster 2 of -14529,52 Kj/mol and cluster 1 of -14692,27
kJ/mol. The similarity of the pose of the ligand-receptor complex can be seen through the
RMSD value of the first cluster of 1.697471 against the native ligand. Prediction results
of physicochemical properties showed that 2S heparin compounds with a length of 2
saccharides complied with Lipinski's Five Laws while 2 saccharides 2SNS, 3 saccharides
2S, 3 saccharides 2SNS, and 4 saccharides 2SNS did not, while longer saccharides could
not be predicted. Prediction results of biological activity showed that heparin compounds
2 2S saccharides, 2 2SNS saccharides, 3 2S saccharides, 3 2SNS saccharides, 4 2S
saccharides, 4 2SNS saccharides, 5 2S saccharides, and 5 2SNS saccharides had a Pa
value of more than 0.7 (Pa). >0.7). Meanwhile, heparin 6S has a Pa value in the range of
0.5<Pa<0.7.
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker merupakan pemicu utama kematian di seluruh dunia, terhitung
kurang lebih 13% dari semua kematian, dengan angka kematian yang terus
meningkat. Terapi kanker merupakan salah satu segmen dengan pertumbuhan
tercepat pada industri farmasi, yang sedang mengalami perubahan besar dari
kemoterapi dan radioterapi konvensional ke agen spesifik yang ditujukan untuk
menargetkan kelainan yang spesifik pada sel kanker. Di antaranya adalah
disregulasi kaskade faktor pertumbuhan yang sangat penting (Ling et al., 2015).

Dalam hal ini heparin dapat memberikan pengaruh yang sangat penting
terhadap dunia kesehatan baik secara individual maupun kolektif. Pada tahun
1916, puncak ditemukannya heparin dari ekstrak hati, dan selanjutnya penemuaan
makin berkembang yaitu dari ekstrak paru sapi atau mucosa usus babi (Mulyadi
and Soemarsono, 2007). Heparin adalah polisakarida alami milik keluarga
glikosaminoglikan (GAG). GAG memiliki keragaman sifat biologis yang terlihat
dari strukturalnya. Fakta bahwa struktur GAG lebih komplek daripada DNA,
strukturnya terdiri dari unit berulang heksosamina dan asam uronat (Guerrini et
al., 2007). Pemahaman mengenai penyebab kanker telah berkembang didukung
olen kemajuan pesat di bidang biologi molekuler. Berbagai metode dalam
biomolekuler dapat dihasilkan mekanisme yang mengatur 3 kehidupan sel normal,
sekaligus berbagai jenis kerusakan dan efeknya terhadap pertumbuhan dan

perkembangan sel menjadi ganas hingga mematikan (Haryono et al., 2018).



Biologi komputasi dan bioinformatika memiliki potensi terhadap proses
penemuan obat yang aman dan lebih efisien. Proses perancangan obat melibatkan
metode molekuler docking (Baskaran and Ramachandran, 2012). Molekul
docking adalah suatu metode yang paling sering digunakan untuk mendesain obat
berbasis struktur. Metode ini memiliki kemampuan untuk memprediksi struktur
yang akurat terhadap konformasi ligan molekul kecil di dalam pengikatan target
yang sesuai (Ferreira et al., 2015). Hasil ini juga dapat untuk memprediksikan
kekuatan hubungan atau afinitas antara dua molekul yang digunakan. Hubungan
antara molekul biologis yang relevan seperti protein memiliki peran penting
dalam transduksi sinyal. Sehingga, dari dua pasangan yang berinteraksi dapat
mempengaruhi sinyal yang dihasilkan (YYanuar, 2012).

Program docking molekuler dalam melakukan tugasnya melalui siklus, di
mana konformasi ligan dievaluasi oleh fungsi penilaian tertentu. Proses ini
dilakukan secara rekursif sampai konvergen ke solusi energi minimum (Ferreira et
al., 2015). Komputer penting untuk mendocking molekul kecil dengan struktur
target yang penting dalam proses penemuan obat, seperti halnya pada heparin dan
FGFR1-FGF2. Aplikasi yang mendukung metode ini yaitu Autodock.
Berdasarkan penelitian Ricard-Blum, et al. (2004) Autodock dengan parameter
Genetic Algorithm dan Lamarckian GA dapat digunakan untuk karakterisasi
pengikatan endostatin ke heparin/heparan sulfat oleh resonansi plasmon
permukaan. Babik, et al. (2017) Autodock digunakan untuk mengetahui interaksi
antara FGF1 dengan heparin 5-mer. Bitomsky and Wade, (1999) meneliti heparin
dengan FGF2 menggunakan Autodock. Hasilnya heparin dapat tertambat pada

FGF2 dengan grid 50 A dan jarak 0.5 A. Heparin akan berikatan dengan sejumlah



protein dengan variasi strukturalnya serta fleksibilitas konformasi yang
dimilikinya. Pada penelitian NMR menunjukkan bahwa IdoA2S lebih menyukai
konformasi 2So dan Ca, sedangkan glukosamin sulfat pada posisi N dan O
(GIcNS6S) lebih menyukai konformasi *C; (Ferro et al., 1990).

Penelitian yang dilakukan Cole, dkk. (2010) bahwa ligan heparin
mempunyai komposisi oligosakarida 7-12 sakarida 2-O-sulfat iduronat (2S) atau
2-O-sulfat iduronat dan glukosamina N-sulfat (2SNS). Dimana pada komposisi ini
dapat memicu pengikatan FGF2 dengan heparin. Pada oligosakarida 7-8 sakarida
2S tidak ada pengaruh terhadap penghambatan sel endotel. Adanya pengurangan
pengikatan sebesar 75% pada heparin 2S 12 sakarida untuk menghambat
pengikatan FGF2 dengan heparin. Sementara itu, pada oligosakarida 2SNS
mengalami penurunan hambatan dari sakarida 7-9 masing-masing sebesar 46%,
30%, dan 40% dan 2SNS 12 sakarida memiliki hambatan paling kuat yaitu lebih
dari 90%.

Sebagaimana firman Allah SWT yang telah dijelaskan tentang apa yang
menggambarkan perumpamaan metode penambatan molekul atau molecular

docking yang digunakan pada penelitian ini yaitu QS. Yasin (36) ayat 36:

O30 ¥ g de il 2y (251 85 L LS 21N gl Gedl) fntt

Artinya: “Maha Suci Tuhan yang telah menciptakan pasangan-pasangan
semuanya, baik dari apa yang ditumbuhkan oleh bumi dan dari diri mereka
maupun dari apa yang tidak mereka ketahui”

Berdasarkan ayat tersebut, kata (I z'33¥)) atau al-ajwaj memiliki arti
berpasang-pasangan yang dalam penelitian ini digambarkan ketika melakukan

proses penambatan atau docking terjadi proses mencari posisi ataupun letak yang



cocok untuk ligan saat berikatan dengan sebuah makromolekul protein.
Selanjutnya kata (u=2Y) uw ) atau mimma tumbitul ardhi memiliki arti ‘dari apa
yang ditumbuhkan di bumi’ yang dalam penelitian ini dicontohkan dengan
senyawa-senyawa aktif seperti heparin yang diteliti dan diketahui memiliki
aktivitas biologis sebagai antikanker. Selanjutnya yaitu kata ( el G ) atau
wamin anfusihim yang artinya ‘dari diri mereka sendiri’ yang dalam penelitian ini
menggambarkan pemilihan reseptor fgf2-fgfrl yang ada di dalam tubuh manusia
dan kata (05453 ¥ ws) atau wamimmaa laa ya’lamuun yang memiliki arti “dari
apa yang mereka tidak ketahui’ yang mana proses yang terjadi di dalam sel tubuh
tidak dapat diketahui secara langsung oleh manusia. Berdasarkan ayat tersebut
diketahui betapa besarnya kuasa Allah SWT yang dapat dipasang-pasangkan
segala sesuatu yang ada di bumi hingga terjadinya proses biologis yang sangat
kompleks di dalam tubuh. Sesungguhnya hal-hal tersebut merupakan suatu
pembuktian bahwa Allah SWT maha kuasa atas segala penciptaan-Nya.

Proses penambatan molekul pada penelitian ini menggunakan program
AutoDock. Prinsip dari program AutoDock adalah mengevaluasi dari energi
bebas, torsional bebas dari konformasi ikatan yang terbentuk antara enzim dan
ligan berdasarkan energy force-field pada algoritma, serta kekuatan kompleks
ligan-protein yang terbentuk secara kuantitatif dengan melihat nilai tetapan
inhibisi. Nilai skor docking yang semakin negatif dan kecil menunjukan
konformasi yang terbentuk antara ligan dan enzim semakin stabil (Idrees et al.,
2014).

Visualisasi molekul dilakukan untuk mengetahui interaksi antara ligan dan

protein. Interaksi yang sering terjadi pada ligan-protein berupa ikatan hidrogen,



interaksi hidrofobik, dan gaya van der walls (Wang, 2017). Visualisasi molekul
menggunakan perangkat lunak Autodock dan Discovery Studio Client.
Berdasarkan hal itu Meidinna and Fatchiyah, (2019) melakukan visualisasi pada 4
acarbose, asam rosmarinic, dan sinensetin terhadap a-amilase. Visualisasi ini
menghasilkan beberapa interaksi, interaksi antara acarbose dengan a-amilase yaitu
ikatan hidrogen, interaksi antara asam rosmarinic dengan a-amilase yaitu ikatan
hidrogen, interaksi hidrofobik, dan interaksi pi-pi, interaksi antara sinensetin
dengan a-amilase yaitu ikatan hidrogen.

Berdasarkan pemaparan diatas, maka dalam penelitian ini bertujuan
menentukan potensi dari heparin sebagai inhibitor FGF2-FGFR1 secara in silico
berdasarkan pada energi bebas Gibbs (AG), tetapan inhibisi, interaksi ikatan
hidrogen antara protein dan ligan. Docking ini dilakukan pada ligan heparin
terhadap reseptor FGF2-FGFR1 sehingga memungkinkan dapat digunakan untuk

obat kanker.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dapat dirumuskan permasalahan
sebagai berikut :
1. Bagaimana struktur preferensial ketika kompleks reseptor FGF2-FGFR1
berikatan dengan ligan heparin 2-12 sakarida 2S & 2SNS konformasi IDS
4C1?

2. Bagaimana energi interaksi yang diperoleh dalam hasil docking?

3. Bagaimana pengaruh variasi panjang heparin 2-12 sakarida 2S & 2SNS

terhadap struktur aktif FGF2-FGFR1?



4. Bagaimana prediksi aktivitas antikanker dari senyawa heparin
menggunakan PASS Online serta fase farmakokinetik saat senyawa aktif
heparin masuk ke dalam tubuh menggunakan SwissADME?

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan tujuan sebagai berikut :

1. Untuk mengetahui struktur preferensial ketika kompleks reseptor FGF2-
FGFR1 berikatan dengan ligan heparin 2-12 sakarida 2S & 2SNS
konformasi IDS “Cx.

2. Untuk mengetahui energi interaksi yang diperoleh dalam hasil docking.

3. Untuk mengetahui pengaruh variasi panjang heparin 2-12 sakarida 2S &
2SNS terhadap struktur aktif FGF2-FGFRL.

4. Untuk mengetahui prediksi aktivitas antikanker dari senyawa heparin
menggunakan PASS Online serta fase farmakokinetik saat senyawa aktif

heparin masuk ke dalam tubuh menggunakan SwissADME.

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dalam penelitian ini sebagai berikut.

1. Memberikan informasi mengenai hasil penambatan (dengan rigid protein)
heparin 2-12 sakarida 2S dan 2SNS pada kompleks reseptor FGF2-FGFR1

2. Memberikan informasi mengenai perhitungan lanjutan dengan menggunakan
simulasi dinamika molekuler untuk memperbaiki kelemahan-kelemahan

pada hasil docking.



3.

Memberikan informasi dalam dunia kesehatan khususnya di bidang

pengobatan kanker terkait target pengobatan yang lebih efektif dan aman.

1.5 Batasan Masalah

Adapun masalah yang dibatasi dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.

1.

Menggunakan protein FGF2-FGF1 dari protein data bank di Research
Collaboratory for Structural Bioinformatic (RSCB)

Model potensial yang digunakan menggunakan potensial Lennard-Jones
dan bentuk topologi kubik sederhana

Heparin 2-12 sakarida 2S dan 2SNS dengan konformasi iduronat *Cy

(Operating System) Linux Mint Sonya 64 bit Cinnamon Processor 1.6
GHz dan RAM 4GB

Aplikasi yang digunakan adalah Autodock4, Discovery Studio, Pass
Online, Swiss ADME. Aplikasi database yang digunakan adalah Pubchem

dan PDB RSCB
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kanker

Kanker merupakan suatu penyakit sel dengan ciri gangguan atau
kegagalan mekanisme pengatur multiplikasi dan fungsi homeostasis pada
organisme multiseluler. Adapun sifat kanker secara umum adalah pertumbuhan sel
yang berlebihan (umumnya berbentuk tumor), gangguan diferensiasi sel dan
jaringan, serta bersifat invasif yaitu mampu tumbuh di jaringan sekitarnya
(setiabudy dkk., 2001).

Terutama pada sel normal, siklus sel akan dikontrol oleh kontribusi
berbagai gen yang memberi respon ke tanda pemadatan sel, cedera jaringan, dan
kebutuhan yang digunakan untuk tumbuh. Umumnya, sel menjalani siklusnya jika
distimulasi oleh faktor hormon dan pertumbuhan yang disekresi oleh sel-sel yang
berjauhan, oleh faktor pertumbuhan yang diproduksi secara lokal, dan oleh isyarat
kimia yang dilepaskan dari sel sekitarnya, termasuk sitokinin yang dihasilkan oleh
sel imun dan sel radang. Adapun syarat eksternal akan bertindak mengikat
reseptor spesifik yang ada di membran plasma sel target. Setelah terikat, maka
kompleks reseptor akan mengaktifkan sistem penghantar kedua (second
messenger system), yang mengirimkan sinyal pertumbuhan ke inti sel. Ketika
sinyal mencapai inti sel, maka protein tertentu yang berada di inti sel, yang disebut
faktor transkripsi, mengaktifkan atau menginaktifkan gen khusus yang pada
akhirnya menghasilkan protein yang mengontrol poliferasi sel (Corwin, 2008).

Kanker merupakan pertumbuhan sel yang tidak terkontrol diikuti dengan

proses invasi ke jaringan sekitar dan penyebaran (metastasis) ke bagian tubuh



yang lain. Kanker pada dasarnya merupakan sel dengan proliferasi yang tak
terkendali akibat kerusakan gen, utamanya pada regulator daur sel (Sher, 1996).
Pertumbuhan kanker merupakan proses mikroevolusioner yang dapat berlangsung
dalam beberapa bulan atau beberapa tahun (Albert, 1994). Proses pertumbuhan ini
disebut karsinogenesis, dimulai dari satu sel kanker yang memperbanyak diri dan
membentuk koloni kecil dalam jaringan yang sama. Selanjutnya terjadi perubahan
genetik (seperti aktivasi onkogen) yang menyebabkan koloni dari sel abnormal ini
menjadi malignan (Scheneider, 1997). Kanker terjadi karena adanya perubahan
mendasar dalam fisiologi sel yang akhirnya tumbuh menjadi malignan. Secara
umum, ciri-ciri dari sel kanker adalah:a) Memiliki kemampuan mencukupi sinyal
pertumbuhan sendiri yang dapat memacu daur sel. b) Insensitivitas terhadap anti
faktor pertumbuhan yang menyebabkan daur sel tidak terhenti. ¢) Kehilangan
kemampuan apoptosis (kemampuan melakukan program bunuh diri), sehingga sel
tersebut terus bertambah. d) Invasi ke jaringan lain dan masuk ke peredaran darah,
sehingga dapat mengalami metastasis. e) Potensi replikasi yang tidak terbatas
(immortal). f) Kemampuan untuk membentuk saluran darah ke sel kanker

(Hanahan & Weinberg, 2000).

_Ganas (kanker) ——— Karsinoma,
Tumor = sarkoma, limfoma
(ncoplasma)\“.linak — Lipoma, fibroma
Pembengkakan neurinoma, kutil
Bukan tumor ___— Radang Kelenjar limfe

(non-neoplasma) ™ Kista Kulit

Gambar 2.1 Skema pertumbuhan pembelahan sel
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Beberapa usaha pengobatan terhadap kanker telah dilakukan secara
intensif, yaitu dengan pembedahan, kemoterapi dan radioterapi. Diantara ketiga
cara tersebut, kemoterapi merupakan pilihan pengobatan yang paling
memungkinkan untuk pengobatan kanker pada stadium lanjut (sudah metastasis).
Kemoterapi adalah cara pengobatan dengan menggunakan senyawa kimia yang
bekerja langsung pada sel kanker. Beberapa agen kemoterapi yang sering
digunakan dalam pengobatan kanker payudara adalah Adriamycin (doxorubicin),
Aredia (pamidronate disodium), Cytoxan (cyclophosphamide), Ellence
(epirubicin), Fareston (toremifene), Tamoxifen (Nolvadex), Taxol (paclitaxel),
dan Taxotere (docetaxel). Kegagalan yang sering terjadi dalam usaha pengobatan
kanker, utamanya melalui kemoterapi, lebih dikarenakan rendahnya selektivitas
obat-obat antikanker dan sensitivitas sel kanker itu sendiri terhadap agen
kemoterapi. Usaha penemuan obat baru yang aman dan selektif terhadap
pengobatan dan pencegahan kanker dengan mengetahui pengaruh molekuler
terhadap sel kanker perlu untuk dilakukan.

Pendekatan terapi kanker dapat dilakukan dengan menghambat
perkembangan sel kanker tersebut baik melalui pemacuan apoptosis dan
penghambatan daur sel yang dapat teramati secara in vitro. Proses terbentuknya
sel kanker umumnya disebabkan oleh tidak terkendalinya proliferasi sel, maka
pengembangan obat-obat antikanker dapat diarahkan pada regulasi daur sel dan
kontrol checkpoint (Saphiro & Harper, 1999), faktor pertumbuhan dan signal
faktor pertumbuhan (Gibbsa, 2000), penghambatan angiogenesis (Keshet &

BensSasson, 1999), dan pemacuan apoptosis (Fisher, 1994).
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2.2 Reseptor FGF2-FGFR1

Fibroblast Growth Factor (FGFs) adalah glikoprotein yang disekresikan
oleh heparan sulfat proteoglikan (HPSGs) dan selanjutnya dapat ditempatkan ke
matriks ekstraseluler dan permukaan sel (Turner and Grose, 2010). FGF2 adalah
pengikat heparin yang terjadi pada beberapa varian sitoplasma yang dihasilkan.
FGF2 berperan sebagai pleiotropik dalam berbagai hal dan jaringan sel, seperti
faktor motogenik, angiogenik, migrasi sel, dan diferensiasi sel. Aktivitas FGF2
melibatkan reseptor transmembran beraffinitas tinggi dan heparan sulfat
proteoglikan affinitas rendah melalui mekanisme parakrin atau autokrin untuk
suatu target intraseluler (Okada-Ban et al.,2000)

Faktor pertumbuhan FGF1,FGF2, dan VEGF merupakan mediator yang
sangat penting dari angiogenesis yang bergantung pada interaksi dengan Heparan
Sulfat (HS) pada permukaan sel untuk memulai tranduksi sinyal (Ghiselli G,
2019). Pada penelitian ini juga diamati bahwa heparin selain berinteraksi dengan
FGF juga berikatan dengan domain spesifik reseptor tirosin kinase (FGFR)
sehingga menyebabkan mekanisme molekuler yang melibatkan HS dalam
angiogenesis.

Ada beberapa mekanisme FGFR terkait dengan onkogenesis termasuk
aktivasi atau mutasi driver yang menghasilkan pertumbuhan sel dan kelangsungan
hidup, angiogenesis, dan resistensi yang diperoleh terhadap terapi kanker lain.
Jalur FGFR tunduk pada berbagai penyimpangan somatik menghasilkan
karsinogenesis. Overekspresi reseptor dapat merupakan hasil amplifikasi gen atau
perubahan dalam proses pasca transkripsi, point mutation sebagai hasil aktivasi

reseptor konstitutif atau penurunan sensitivitas ikatan ligan, translokasi dapat
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menghasilkan fusi protein dengan aktivitas konstitutif, dan isoform switching serta
alternatif ke FGF. Penyimpangan-penyimpangan onkogenik utama ini mewakili
fitur yang menjadikan FGFR target terapi yang ideal untuk mengobati cakupan
luas keganasan.. Contoh struktur kristal protein FGF2-FGFR1 ditunjukkan pada

Gambar berikut:

Gambar 2.2. Struktur kristal protein FGF2-FGFR1 (RCSB, 2000)
FGF-2 ditemukan pada tahun 1974 dan menjadi faktor pertumbuhan

sequencing pertama di 1989. Sejak itu FGF-2 mendapat perhatian dari peneliti dan
dokter sebagai faktor pertumbuhan angiogenik kuat yang terlibat dalam
pengembangan penyakit seperti kanker, aterosklerosis, dan jantung dan iskemia
tungkai, juga penyembuhan luka normal dan perkembangan jaringan (Filion &
Popel, 2004).

. FGF-2 diperkirakan memiliki dua tempat penempelan reseptor terpisah
yang memungkinkan satu FGF-2 tunggal berikatan dengan dua reseptor atau
berinteraksi dengan satu buah reseptor pada dua posisi berbeda (Ostrock et al.,
2007).

FGF-2 adalah faktor dengan fungsi angiogenesis dan proliferasi. Respons
biologis FGF-2 dimediasi dengan mengikat reseptor ke permukaan sel tertentu
yaitu FGFR. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa FGF-2 memainkan

peran penting dalam angiogenesis terkait tumor, invasi, dan proliferasi. Ekspresi
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protein FGF-2 terdeteksi di hampir semua jenis tumor manusia ekstrakranial dan
beberapa glioma intrakranial manusia (Wang et al., 2012).

Dua kelas reseptor FGF-2 telah diidentifikasi. Kelas reseptor pertama
terdiri dari anggota keluarga reseptor tirosin kinase yang ditemukan di permukaan
sel. Reseptor-reseptor ini mengikat FGF-2, serta FGF lainnya, dengan afinitas
tinggi tetapi berkapasitas rendah (sekitar 104 reseptor/sel). Kelas kedua reseptor
terdiri dari heparan sulfate proteoglycan (HSPG) yang ditemukan di permukaan
sel serta dalam matriks ekstraseluler dan pada membran basal. Reseptor-reseptor
ini mengikat FGF-2, serta FGF lainnya, dengan afinitas rendah tetapi berkapasitas
tinggi  (kira-kira 106 reseptor/sel). FGF-2 juga mengikat heparin
glikosaminoglikan serta berbagai soluble heparin-like glycosaminoglycans (Filion
& Popel, 2004).

FGF-2 berperan pada angiogenesis dalam dua mekanisme yaitu dengan
modulasi aktivitas sel endotel dan regulasi ekspresi VEGF pada sel tumor. Kedua
faktor merupakan mitogen dan kemoatraktan pada sel endotel. Dalam menginvasi
matriks ekstraseluler untuk vaskularisasi jaringan yang baru, sel endotel harus
meningkatkan ekspresi molekulnya yang mengaktivasi kunci protease seperti
plasmin. Plasmin mampu mendegradasi komponen multiple extracellular matrix
(ECM) yang meliputi fibronektin dan laminin yang memungkinkan sel endotel
bermigrasi ke jaringan baru (Goetz R & Mohammadi, 2013).

Mekanisme kedua FGF-2 dalam angiogenesis melalui induksi ekspresi
VEGF, sebuah mitogen sel endotel yang berpotensi sebagai faktor angiogenesis
pada glioma manusia secara in vivo. FGF-2 menunjukkan stimulasi VEGF.

Sekresi FGF-2 oleh sel tumor mungkin menginduksi angiogenesis pada parakrin,
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berperan pada sel endotel secara langsung seperti stimulasi sel tumor pada
autokrin dan parakrin untuk mensintesis VEGF. FGF-2 memodulasi aktivitas sel
endotel secara langsung dan tidak langsung. Level tinggi pada faktor pertumbuhan
ini terdeteksi pada angiogenesis glioma dengan modulasi langsung. Bukti peran
FGF-2 langsung pada angiogenesis glioma terdeteksi secara in vivo pada
implantasi intrakranial U87MG tumor yang menunjukkan derajat rendah yang
signifikan pada neovaskularisasi setelah terapi dengan anti FGF-2 dibandingkan
dengan tumor yang tidak diterapi (Goetz R & Mohammadi, 2013).

Studi menunjukan FGF-2 berperan penting pada pertumbuhan, proliferasi
atau infiltrasi tumor meningioma melalui jalur autokrin atau parakrin. Pada waktu
yang sama juga ditemukan ekspresi protein FGF-2 pada sel meningioma yang
berkorelasi positif dengan MVD pada tumor. Hal ini mengindikasikan bahwa
ekspresi FGF-2 pada sel meningioma dapat menyebabkan angiogenesis yang juga
sangat penting pada pertumbuhan tumor, proliferasi atau infiltrasi. Bioaktivitas
juga melengkapi melalui jalur autokrin atau parakrin. Berdasarkan hal tersebut
maka dapat disimpulkan bahwa FGF-2 dan FGFR1 berperan penting pada
karsinogenesis meningioma. Keduanya dapat membentuk ligan-reseptor secara
langsung yang mempercepat pertumbuhan, proliferasi, infiltrasi tumor atau secara
tidak langsung berperan dengan mempercepat angiogenesis tumor. Anti FGF-2
atau terapi FGFR mungkin dapat diaplikasikan pada periode pertumbuhan,
proliferasi atau infiltrasi meningioma. Hal ini dapat menjadi salah satu target
terapi tumor. Ekspresi FGF-2 dan FGFR1 pada meningioma dapat menjadi salah
satu indikasi yang bermanfaat dalam membedakan tumor dengan tumor yang lain

(Wang et al., 2012).
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2.3 Pengertian Heparin

Heparin, obat antikoagulan, secara luas diakui sebagai polisakarida yang
penting secara kimia. Heparin ditemukan tahun 1916 oleh Jay McLean,
mahasiswa kedokteran tahun kedua, bekerja di bawah arahan ahli fisiologi
William Howell di Universitas Johns Hopkins.

Pemahaman tentang struktur heparin berkembang secara bertahap. Pada
tahun 1928, Howell mengidentifikasi dengan benar gula yang dibuat dalam
heparin menjadi asam uronat dan pada 1935 Jorpes dan Bergstrom menemukan
glukosamin sebagai komponen gula kedua dalam heparin. Jorpes dan kemudian
Charles mengemukakan bahwa heparin mengandung tingkat tinggi sulfat yang
terikat secara kovalen menjadikannya salah satu asam terkuat di alam. Studi
selanjutnya juga mengidentifikasi hubungan antara C-1 glukosamin dan C-4 dari
asam uronat dan lokasi kelompok O-sulfo. Asam uronat dikonfirmasi menjadi
asam -iduronat oleh Perlin, pada tahun 1968 menggunakan spektroskopi NMR.
Dengan demikian, heparin akhirnya muncul sebagai polisakarida linier tersulfasi
dengan unit disakarida berulang yang mengandung asam iduronat dan
glukosamin.

Heparin merupakan glikosaminoglikan tersulfatisasi yang sebagian besar
terdiri dari unit disakarida berulang dari asam L-iduronat 2-O-sulfat 2-O-terikat -
1,4 (IdoA2s) serta N-sulfat,6-O-sulfat D-glukosamin (GIcNnses). Dalam struktur
ini, residu GIcN dari Struktur dari urutan disakarida GIcN (2S, 6S)- IdoA (2S)
mengadopsi konformasi kursi *Ci wajar sedangkan konformasi fleksibel IdoA
ditemukan dalam konformasi !Cs pada saat hanya terikat pada protein ataupun

dalam konformasi perahu-miring (?So) pada saat bagian dari kompleks terner.
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Penelitian NMR terkini menampilkan kalau FGF-1 bisa mengikat kedua

konformasi IdoA dalam heksasakarida bioaktif. (Canales et al, 1996).

2.3.1 Struktur Heparin

Heparin merupakan antikoagulan yang terjadi secara alamiah diproduksi
oleh basofil serta sel mast. Heparin bertindak sebagai sebuah antikoagulan,
menghambat pembentukan bekuan dan perpanjangan pembekuan yang ada di
dalam darah. Meskipun heparin tidak memecah gumpalan yang telah terbentuk
(seperti aktivator plasminogen jaringan), hal itu memungkingkan mekanisme lisis
bekuan alami tubuh untuk bekerja secara normal untuk memecah gumpalan yang
telah terbentuk (Peterson D et al., 2009).

Heparin merupakan obat yang dapat menyelamatkan jiwa, yang dimiliki
oleh beberapa obat yang digunakan secara klinis tanpa struktur molekul yang jelas
dalam pengobatan modern. Heparin merupakan biopolimer yang bermuatan
sebagian besar negatif dengan distribusi luas dalam berat molekul, kerapatan
muatan, dan aktivitas biologis. Heparin terutama terdiri dari unit disakarida
trisulfated berulang, yang dibuat oleh sel mast yang diperkaya dalam usus, paru-
paru atau hati hewan. Usus babi dan paru-paru sapi adalah dua sumber yang
paling banyak digunakan untuk isolasi heparin. Heparin terkenal dengan efek
farmakologis antikoagulan dan antitrombotiknya.

Aktivitas antikoagulan heparin disebabkan oleh urutan pentasakarida 3-O-
sulfat dan 6-O-sulfat atau unit disakarida pengulangan delapan minimum yang
mengandung urutan penta saccharide yang mengkatalisasi inaktivasi bunuh diri

faktor Xa atau trombin oleh serpin atau serine dengan serine atau serine protease
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inhibitor bernama antithrombin 1ll, masing-masing. Dengan demikian, heparin
bertanggung jawab atas penghambatan simultan dari kedua generasi trombin dan
aktivitas trombin dalam sirkulasi darah. Selain itu, heparin memiliki banyak sifat
farmakologis seperti anti-inflamasi, antivirus, anti-angiogenesis, anti-neoplastik,
dan efek anti-metastasis melalui interaksi afinitas tinggi dengan berbagai protease,
inhibitor protease, kemokin, sitokin, faktor pertumbuhan, dan reseptor masing-
masing. Satu sifat penargetan beberapa molekul obat menjadikan heparin sebagai
obat yang sangat istimewa karena berbagai uji klinis masih dilakukan di seluruh
dunia bahkan 100 tahun setelah penemuannya. Dalam ulasan ini, kami akan
merangkum hubungan struktur-fungsi dan mekanisme molekul heparin. Kami
juga akan memberikan ikhtisar aplikasi klinis dan potensial heparin yang berbeda.

Contoh struktur kristal protein FGF2-FGFR1 ditunjukkan pada Gambar berikut:

Gambar 2.3. Struktur senyawa heparin (Shiver et al., 2012).

Heparin adalah polisakarida linier, tidak bercabang, sangat tersulfasi yang
ada terutama sebagai struktur heliks. Tidak seperti protein, heparin tidak diketahui
menunjukkan atau melipat ke dalam struktur tersier tertentu. Kekhususan
interaksinya dengan beragam beragam protein penting secara biologis biologis

menunjukkan menunjukkan bahwa ia menampilkan menampilkan gugus sulfo dan
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karboksil karboksil dalam pola dan orientasi yang ditentukan untuk mendorong
interaksi protein spesifik. Fleksibilitas konformasi dari residu asam -iduronat
dalam heparin diyakini bertanggung jawab untuk berbagai interaksi protein

spesifik yang ditunjukan oleh GAG ini.
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Gambar 2.4 Keluarga GAG

Analisis konformasi dari masing-masing gula dalam heparin menunjukkan
bahwa reseptor -glucosamine dan -glucuronic acid mengasumsikan konformasi
4C1 yang lebih disukai (Skema 2A). Konformasi residu fleksibel-asam iduronat
fleksibel (IdoA) bervariasi, tergantung pada pola substitusi residu ini dan pada
posisi relatifnya dalam rantai. Ketika residu IdoA berada pada ujung pengurangan
oligosakarida, data NMR menyarankan tiga konformer yang memungkinkan,
kursi “C1 dan *C4 dan perahu miring 2So (Skema 2B). Ketika residu IdoA internal,
hanya dua konformasi, kursi Cs4 dan perahu condong 2S, dapat diakses. Untuk
residu 2-O-sulfo- diakses. pada heksarinakarida turunan heparin menunjukkan
bahwa residu IdoAp2S internal ada dalam kesetimbangan antara kursi. dan bentuk
perahu miring. Bentuk 2So tampaknya sedikit disukai disukai dalam hal stabilitas
konformasi, stabilitas konformasi, karena cenderung meminimalkan interaksi

yang tidak terikat diaxial yang tidak menguntungkan yang diharapkan dalam
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bentuk !Cs, di mana empat substituen berorientasi aksial dan hanya kelompok
karboksil yang ekuatorial. Akan tetapi, energi pada form !C4 tidak tinggi,
sehingga cincin iduronat dapat berubah antara bentuk 2Sp dan 'C4 sehingga dalam
keadaan terikat protein dapat membuat interaksi elektrostatik yang

menguntungkan dengan asam amino basa pada protein.
2.4 Konformasi “C1

Sintesis heparin oligosakarida memungkinkan penelitian terhadap
konformasi IdoA dan 1doA2SO3 dalam urutan yang berbeda mengarah pada
temuan bahwa IdoA cincin piranosa dapat mengasumsikan salah satu dari tiga
konformasi equienergetic ( *Ci, 1Cs, dan perahu miring 2So). Sebenarnya ada
banyak macam konformasi seperti C (Chair), S (skew), B (boat), H (half-chair),
dari berbagai macam konformasi itu biasanya yang paling umum digunakan itu
ada 3. Asam L-iduronic, yang ada dalam heparin dan GAG lainnya, memiliki
fleksibilitas konformasi yang tinggi dan telah dilaporkan dalam konformasi “Cy,
2S5 dan 1Cq. Populasi rata-rata konformasi dua atau tiga bergantung pada solfasi
residu yang sama (IdoA2SO3 vs IdoA) dan pada residu GIcN yang berdekatan.
Residu dari 1doA2SO3 dalam ranah N-sulfate dari heparin adalah 60%
konformasi *C4 dan 40% konformasi 2So, 3-O-sulfasi GICNSO3 seperti pada ranah
dipengikatan AT 9 membalikkan ke perbandingan 40:60 populasi konformer ini.
Populasi konformer juga dipengaruhi oleh faktor ekstrinsik, seperti jenis ion
lawan (Shriver et al., 2012). Kemampuan unik cincin I-1doA yang sangat fleksibel
ini terkait dengan kemampuannya untuk mengadopsi beberapa konformasi energi
yang sebanding (Casu et al., 2000). Konformasi cincin iduronate, awalnya

dianggap terbatas pada keseimbangan antara konformasi kursi 1C4 dan “Cj, lebih
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rumit ketika ditemukan bahwa geometri perahu miring 2So dapat memainkan
peran penting dalam kontrol pembekuan darah (Das et al., 2001). Selama
beberapa dekade terakhir, eksperimen NMR solusi ekstensif serta perhitungan
teoritis telah dilakukan, sebagian besar menggunakan fragmen heparin yang
terdiri hingga 6 cincin piranosa, untuk mendapatkan wawasan tentang geometri |-

IdoA.

L-lduronic acid (IdoA) merupakan komponen asam uronat utama dari
glikosaminoglikan (GAGs) dermatan sulfat, serta heparin. IdoA merupakan gula
heksapiranosa. Mayoritas heksapiranosis umumnya terdapat pada salah satu dari
dua konformasi kursi 1C4 ataupun *C. setiap L- iduronate mengadopsi lebih dari
satu konformasi penyelesaian, dengan penyeimbang yang terdapat 3 konformer
berenergi rendah. Ini merupakan bentuk kursi C4 serta *C; serta konformasi
perahu miring 2So tambahan. IdoA dapat dimodifikasi dengan mengakumulasi
gugus O- Sulfat pada posisi karbon 2 untuk membentuk asam 2-O-sulfo- L-
iduronic (IdoA2S). Menurut LK Hallak menjelaskan bahwa gula sangat berarti
dalam peradangan virus respirasi syncytial. Dermatan sulfat serta heparan sulfat
merupakan salah satunya GAG yang memiliki IdoA. Ketika diposisikan secara
internal dalam oligosakarida, *C4 serta 2So akan mendominasi.

Dalam penelitian Poveda, (1998) bahwa metode NMR yang
memungkinkan penentuan struktur bebas dan terikat telah banyak dijelaskan
(Poveda, 1998). Pendekatan ini pada dasarnya didasarkan pada Efek Overhauser
Nuklir (NOE) dan NOE yang ditransfer (tr-NOE) bersama dengan analisis
konstanta kopling skalar. Besaran NOE, yang bergantung pada jarak antar-proton,

biasanya digunakan untuk mempelajari geometri hubungan glikosidik dari GAG
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(Mulloy et al., 1993). Selain itu, bersama dengan konstanta antar-proton, NOE
memberikan informasi tentang geometri cincin L-iduronic acid (IdoA), yang
memiliki tingkat fleksibilitas yang tidak biasa. Memang, ditunjukkan bahwa L-
IdoA dan IdoA2s dapat mengadopsi konformasi energik dalam kesetimbangan
yang dinamis: 1Cs, *C1, dan 2So.

Konformasi oligosakarida heparin yang terikat pada faktor dalam larutan
telah dipelajari dalam studi NMR. Penelitian heparin tetrasakarida dengan adanya
faktor pertumbuhan fibroblast a-FGF dan B-FGF menunjukkan bahwa pengikatan
dengan FGF stabil pada konformasi 1C4 dari residu 1doA2S yang terlibat langsung
dalam pengikatan (Hricovini, 2002). Sedangkan struktur dalam keadaan padat dari
kompleks heparin heksasakarida berikatan dengan B-FGF mengungkapkan bahwa
salah satu residu 1doA2S mengadopsi kursi !Cs, dan yang lainya menggunakan
perahu miring 2So (Faham S, 1996).

Kemampuan residu iduronat dalam mengasumsikan lebih dari satu
konformasi pada rantai yang mengandung IdoA yang khas, mengacu pada
pengikatan dan sifat-sifat biologis yang terkait. Pemodelan molekul pada heparin
menghasilkan helik, seperti yang ditunjukkan pada A dan B untuk membangun
rantai dengan residu 1doA2S03 di konformasi 'C4 dan 2Sp masing-masing. Kedua
helik A dan B memiliki array dari tiga kelompok sulfat (ANS, 12S, dan A6S) pada
sisi lain rantai (Gambar 2.5). Namun, orientasi dalam ruang kelompok substituen
yang berbeda (anionik SO3" dan COO") sangat berbeda dalam dua heliks dan
melibatkan jarak yang berbeda antara gugus sulfat dalam setiap gugusnya.
Sebaliknya, konformasi N-asetil heparosa diterima sebagai konformasi

representatif dalam ranah N-asetil heparin / HS (gambar 2.4), pada dasarnya
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invarian karena konformasi “C; stabil oleh residu p-ikat GIcA. Selain
mempengaruhi populasi konformer relatif, celah sulfasi di sepanjang rantai
heparin tidak mempengaruhi perubahan substansial dalam konformasi dari setiap
jenis helik (Shriver et al., 2012). Struktur konformasi residu iduronat dalam
bentuk “C1, !Cs dan 2S0 disajikan pada Gambar 2.4 dan struktur heparin dengan

konformasi iduronat 1C4 dan 2S0 disajikan pada Gambar 2.5.
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Gambar 2.5 Struktur terkait dengan konformasi residu IdoA2S dalam
larutan (Shriver et al., 2012).

Heparin memiliki kemampuan dalam berikatan dengan sitokin angiogenik,
seperti Fibroblast Growth Factor. Kemampuan ini terlihat dari pengikatan sitokin
pada heparin yang dimobilisasi pada ikatan GAG yang terhambat. Menurut Cole
et al., (2010) heparin memiliki komposisi oligosakarida 7-12 mer 2-O-sulfat
iduronat (2S) atau 2-O-sulfat iduronat dan glukosamina N-sulfat. Dimana
komposisi ini mempengaruhi pengikatan FGF2 dengan heparin. Oligosakarida 7-
mer dan 8-mer 2S tidak memeberikan pengaruh terhadap penghambatan sel
endotel. Namun, peningkatan oligosakrida memungkinkan untuk menghambat
pengikatan FGF2 dengan heparin, terlihat pada 2S 12-mer mengurangi pengikatan
sebesar 75%. Sedangkan, komposisi oligosakarida 2SNS mengalami penurunan

hambatan dari 7-mer, 8-mer, dan 9-mer sebesar 46%, 30%, dan 40% dan 2SNS
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12-mer merupakan hambatan paling kuat yaitu >90%. Penelitian Gallagher (2015)
mengindikasikan struktur heparin dengan 6S dan IdoA2S akan mengoptimalkan

interaksi dengan affinitas dan spesifisitas tinggi pada heparin dan protein.
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Gambar 2.6 Struktur rantai heparin dengan konformasi asam iduronat *Ca, 2So,
dan *C1 (Guerrini, dkk., 2007)

2.5 Protein dan Asam amino

Protein sendiri merupakan makromolekul yang tersusun atas asam amino.
Asam amino yang menyusun protein terdapat 20 macam. Protein memiliki fungsi
kemplek terhadap semua proses biologi. Adapun fungsi protein adalah sebagai
katalisator, pengangkut, dan penyimpan molekul seperti oksigen, mendukung
mekanisme kekebalan tubuh, transmitor gerakan syaraf, mengendalikan

pertumbuhan dan perkembangan (Katili, 2009).

Protein memiliki jumlah dan urutan asam amino yang spesifik. Struktur

dan sifat asam amino bergantung oleh sekuens dari asam amino dalam



24

polipeptida. Perubahan asam amino dalam rantai akan menghasilkan protein baru
dengan struktur dan fungsi yang berbeda (Kuchel dan Ralston, 2006). Protein
untuk dapat berfungsi, asam amino akan melipat dan membentuk struktur yang
presisi. Pada Gambar 2.8 menunjukkan protein terdiri dari beberapa asam amino

yang terikat oleh ikatan pepetida.

O Oo—0 O—O—O—'-O
Asam amino Dipeptida Folipeptida

Ikatan hidrogen Htan pepiide

Protein

IKatan peptida

Gambar 2.7 Hubungan struktural antara asam amino, peptide dan protein
(Joyce, dkk., 2008)

Asam amino mempunyai rantai samping gugus R yang akan membedakan
asam amino dari struktur, ukuran, dan muatan listrik (Nelson dan Cox, 2008). Dua
puluh jenis asam amino terdiri asam a-amino dengan gugus amino primer (-NHs"
) dan asam karboksilat (-COOH) yang terikat pada atom karbon pusat. Asam
amino akan dipecah dengan proses metabolisme yang dikelompokkan berdasarkan
kesamaan sifat-sifat rantai samping, seperti R alifatik, R tidak bermuatan, R
aromatic, R muatan positf, dan R muatan negatif (Hammes dan Hooper, 2005)

ditunjukkan pada Gambar 2.8 hingga Gambar 2.12.
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Gambar 2.8 Nonpolar, kelompok R alifatik (Hammes dan Hooper, 2005)
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Gambar 2.9 Polar, kelompok R tidak bermuatan (Hammers dan Hooper,

2005)
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Gambar 2.10 Kelompok R aromatik (Hammes dan Hooper, 2005)



26

o

J

|

< s
|
Lt
|
TEX
|
]

|
L

e

I T-CH
i v =L

Lysine Arginine Histidine

Gambar 2.11 Kelompok R bermuatan positif (Hammes dan Hooper, 2005)
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Gambar 2.12 Kelompok R bermuatan negatif (Hammes dan Hooper, 2005)

2.6 Penambatan molekuler atau Molecular Docking

Penambatan molekuler adalah studi yang mempelajari bagaimana dua
atau lebih struktur molekul dapat berikatan satu sama lainnya. Penambatan
molekuler dipakai sebagai alat untuk memprediksi interaksi yang terjadi antara
dua molekul atau lebih (Dar & Mir, 2017). Prinsip dalam penambatan yaitu
menambatkan ligan pada bagian aktif reseptor sehingga terjadi interaksi yang
dapat dianalisis (Kroemer, 2003). Tujuanya adalah untuk memprediksi konformasi
yang terikat serta afinitas pengikatan. Prediksi pengikatan molekul kecil ke protein
sangat penting secara praktis karena digunakan untuk memilah perpustakaan
virtual molekul yang mirip obat untuk mendapatkan petunjuk untuk
pengembangan obat lebih lanjut. Penambatan molekuler juga bisa digunakan
untuk mencoba dan memprediksi yang terikat konformasi yang telah diketahui,
bila struktur percobaan tidak tersedia (Trott and Olson, 2010).

1. Ikatan lon
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Ikatan ion sendiri merupakan jenis ikatan yang terbentuk antara beberapa
gugus yang mempunyai muatan berlawanan. Jenis ikatan ion dapat menghasilkan
ikatan yang kuat karena dipengaruhi dengan besarnya perbedaan
keelektronegatifan dari atom-atom yang terdapat di suatu senyawa. Semakin besar
perbedaan keelektronegatifan yang dimiliki oleh suatu senyawa maka akan
menghasilkan ikatan ion yang semakin kuat juga (Patrick, 2001).

2. Ikatan Hidrogen

Ikatan hidrogen merupakan ikatan yang terjadi akibat adanya gaya tarik
menarik antara atom H dengan atom lain yang memiliki keelektronegatifan yang
besar pada suatu molekul. Ikatan hidrogen sendiri adalah ikatan yang terjadi
karena adanya interaksi antara dua molekul yang salah satunya memiliki peran
sebagai donor dan yang lainnya sebagai akseptor. Ikatan yang terjadi antar
molekul dan antar hidrogen adalah ikatan yang paling kuat akan tetapi lebih lemah
jika dibandingkan dengan ikatan ion atau ikatan kovalen. Semakin besar beda
keelektronegatifan yang dipunyai oleh beberapa atom penyusunnya maka
kekuatan ikatan hidrogen yang dihasilkan juga akan semakin besar (Patrick,
2001).

3. lkatan Van Der Waals

Ikatan van der waals merupakan jenis ikatan lemah yang diperoleh dari
interaksi dua molekul. Fluktuasi acak di dalam densitas elektron mengakibatkan
terjadinya interaksi van der waals sehingga terbentuk daerah yang banyak dan
sedikit elektron. Daerah yang kaya akan elektron, akan menarik daerah yang
sedikit elektron. Ikatan ini dinyatakan lemah daripada ikatan hidrogen dan ikatan

ion (Patrick, 2001).
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4. lkatan Kovalen

Ikatan kovalen sendiri merupakan jenis interaksi yang terjadi karena
penggunaan elektron secara bersamaan oleh beberapa atom pembentuk ikatan.
Ketika beberapa atom ini melakukan penggunaan atom bersama-sama maka akan
mencapai jumlah oktetnya. Interaksi intermolekul sering terjadi pada obat yang
memiliki interaksi dengan targetnya. Namun, beberapa obat juga membentuk
ikatan kovalen dengan targetnya. Beberapa obat yang mengandung gugus alkil
halida bisa bertindak sebagai elektrofilik serta bereaksi dengan residu asam amino
nukleofilik, seperti halnya senyawa serin dan sistein, pada situs interaksi target
yang mengakibatkan hubungan yang ireversibel antara obat dengan target.
Penghambat-penghambat enzim dirancang supaya bekerja sebagai substrat serta
cara menjalani reaksi katalis enzim. Hal ini mengakibatkan pembentukan interaksi
kovalen antara obat dan enzim (Patrick, 2001).

Prinsip analisis hasil dari docking salah satunya adalah jenis ikatannya.
Ikatan suatu molekul memiliki jenis interaksi yang tidak sama dan akan memiliki
nilai ikatan yang tidak sama pula. Berikut adalah jenis-jenis interaksi antara
molekul seperti ikatan ion, ikatan hidrogen, ikatan van der waals, dan ikatan dipol-
dipol (Patrick, 2001):

Interaksi obat dan reseptor adalah masalah kompleks. Banyak kekuatan
yang terlibat dalam intermolekul yang tergabung diantaranya : hidrofobik, dispersi
atau Van der waals, ikatan hidrogen, dan elektrostatik. Interaksi pemodelan
intermolekul pada suatu ligan-protein kompleks sangat sulit karena terdapat
banyak derajat kebebasan dan pengetahuan yang tidak cukup dari efek pelarut

dalam pengikatan (Abraham, 2003).
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Tingkat kesulitan komputasional docking meningkat sesuai pada metode
berikut :

a. Rigid body docking, dimana reseptor bersifat kaku dan ligan bersifat kaku.

b. flexible ligand docking, dimana reseptor bersifat kaku dan ligan bersifat
fleksibel atau digerakkan ke segala arah

c. flexible docking, dimana fleksibilitas reseptor dan ligan dapat
dipertimbangkan atau dibuat fleksibel keduanya.

Hasil yang diperoleh dianalisis dengan perhitungan Scoring Function yang
menghitung energi interaksi serta mengubahnya jadi nilai numerik yang disebut
dengan docking score.

Keberhasilan dari program docking tidak terlepas dari dua komponen yaitu
algoritma dan fungsi scoring. Proses pencarian energi dari interaksi yang terjadi
antara dua molekul melalui metode docking dibagi menjadi dua tahap, yaitu:

a. Algorithm

algorithm atau algoritma menentukan semua kemungkinan konformasi
yang optimal pada kompleks (protein-protein, protein-ligan). Dicari konformasi
ini, diperhatikan fleksibilitas dari reseptor dan ligan. Dalam hal ini, protein dalam
keadaan kaku dan ligan dengan bebasnya dapat mengeksplor konformasinya.
Berbagai konformasi yang diperoleh ditambatkan pada protein berturut-turut.
Selain itu, algorithm juga dapat menghitung energi yang dihasilkan kompleks
masing-masing interaksi yang terjadi.

b. Fungsi Scoring atau Scoring Function
salah satu komponen keberhasilan dari program docking ialah fungsi

scoring. Fungsi scoring adalah metode matematis yang digunakan untuk
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memprediksi kekuatan interaksi non-kovalen yang disebut binding affinity antara
dua molekul setelah molekul-molekul tersebut ditambatkan. Fungsi penilaian
merupakan komponen yang paling utama dalam penambatan molekuler karena
digunakan untuk menghitung energi ikatan dalam pembuatan obat berbasis
struktur. Fungsi penilaian atau Scoring Function mempunyai tiga aspek utama
yaitu menentukan mode pengikatan dan lokasi ligan pada protein target,
memprediksi afinitas ikatan antara ligan-protein target dan mengidentifikasi
potensi suatu ligan pada protein target (skrining virtual database). Pada umumnya
fungsi penilaian yang baik mampu memberikan peringkat pada orientasi yang
terbentuk dari hasil eksperimen pada saat menentukan mode binding dan saat
skrining virtual database. Selain itu, scoring function yang akurat dapat
meningkatkan efisiensi optimasi saat proses penambatan dilakukan (Huang et al.,
2010).

Jenis scoring function ada 3 vyaitu: force-field based, empirical dan
knowing-based. Untuk program Autodock yaitu khusus menggunakan Fungsi
scoring yang force field-based. Fungsi scoring force field-based klasik akan
menilai energi ikatan dengan menghitung jumlah interaksi non-ikatan seperti Van
der Waals dan elektrostatik. Interaksi Van der Waals dijelaskan oleh fungsi
potensial Lennard-Jones yang mengadopsi set parameter yang berbeda dapat
mengontrol jarak antara protein dan ligan. Interaksi elektrostatik dihitung
menggunakan rumusan Coulombic (Meng et al., 2011). Force field sendiri
meliputi evaluasi (V) pada enam pasangan atom dan perkiraan entropi konformasi

yang hilang saat pengikatan (ASconf) (Huey et al., 2007). Persamaan yang
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digunakan untuk menghitung nilai AG pembentukan kompleks ligan-protein

target dapat dilihat pada Persamaan 2.1

A6 = (Végind - Vﬁ‘r_llfound) + (Vgo_u};ld - Vﬁr:li)und) + (Vgo_lfnd - Vﬁ‘;bLound + ASconf) (21)

Setiap evaluasi pasangan atom mencakup evaluasi untuk Van der Waals,
ikatan hidrogen, elektrostatik dan desolvasi (Huey et al., 2007). Fungsi penilaian
yang digunakan Autodock4 yaitu semiempirical free energy force-field yang
menggabungkan mekanika molekuler force-field tradisional dengan bobot empirik
dan bentuk fungsional empiris.

Rumusan untuk entropi torsional (ASconf) yang ditunjukkan pada
Persamaan 2.2 saat pengikatan berbanding lurus dengan jumlah ikatan yang dapat

diputar dalam molekul (Ntors) yang meliputi keseluruhan derajat kebebasan torsi.

ASconf = Weonf Ntors (2.2)

Meningkatnya kinerja dari force-field baru ini meliputi perombakan model
termodinamika pada proses pengikatan, adanya model desolvasi penuh serta
penggabungan model pada evaluasi ikatan hidrogen (Huey et al., 2007).

Perhitungan energi dievaluasi dalam dua tahap. Ligan dan protein
(makromolekul) berawal dari konformasi sebelum penambatan (unbound
conformation). Pada tahap pertama adalah evaluasi energi intramolekuler dari
transisi keadaan sebelum penambatan menuju keadaan kompleks setelah

penambatan. Tahap kedua mengevaluasi energi intermolekuler dari penambatan
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ligan dan protein (makromolekul) pada konformasi setelah penambatan yang
terikat secara fisik (bound conformation). llustrasi penambatan ligan terhadap

makromolekul pada AutoDock 4.2.6 dapat dilihat pada Gambar 2.12.
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Gambar 2.13 llustrasi proses penambatan ligan pada protein (Huey et al.,
2007)

Gibbs energy of binding yang diperoleh pada program Autodock
merupakan total dari beberapa energi yang dijumlahkan, yaitu energi van der
waals, hidrogen, elektrostatik, dan desolvasi. Energi van der waals adalah energi
gaya tarik antara dua atom karbon. Energi hidrogen merupakan energi interaksi
antara atom oksigen. Energi elektrostatik merupakan energi yang ditimbulkan
akibat muatan berlawanan pada masing-masing molekul (Morris et al., 2014).
Energi desolvasi, yaitu energi ikatan antara makromolekul dan ligan dalam larutan
(Morris et al., 2001).

Pentingnya penentuan sisi pengikatan dari protein untuk dilakukan.
Penentuan dapat didasarkan pada molekul referensi, yaitu inhibitor yang telah
diketahui dan sebagai kontrol. Apabila inhibitor berikatan pada sisi dan
melibatkan asam amino yang sama, maka protein memiliki fungsi yang sama.

Tempat pengikatan ligan dengan residu asam amino yang sama pada molekul



33

referensi dapat dihitung nilai dari RMSD. RMSD adalah jarak sisi pengikatan
ligan dengan molekul referensi. Nilai RMSD yang baik ketika kurang dari 2 A
dan identik bernilai sama 0 A, namun jika nilai lebih dari 3A maka ligan yang

digunakan tidak identik dengan molekul referensi dan tidak berasal dari alam.

Interaksi molekuler antara protein dan situs aktif ligan dapat
diklasifikasikan menurut aplikasi Visualisasi Discovery Studio. Ada dua jenis
interaksi molekuler dalam aplikasi, yaitu interaksi yang menguntungkan
(favorable) dan interaksi yang tidak menguntungkan (unfavorable). Interaksi yang
menguntungkan (favorable) termasuk ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik,
interaksi hidrofobik, interaksi halogen, dan interaksi lainnya. Pada saat yang
sama, karena jarak atom kurang dari atau sama dengan ambang radius van der
Waals, interaksi yang merugikan (unfavorable) akan terjadi. Interaksi yang kurang
baik (unfavorable) disebabkan oleh interaksi muatan tolak-menolak, tumbukan
antar akseptor pada jarak 3A, tumbukan donor-donor, dan tolakan logam. Gambar

2.14 Interaksi yang merugikan

Gambar 2.14 Interaksi Unfavorable (Gomex-Jeria, dkk., 2020)
Autodock melibatkan empat parameter dalam fungsi penilaiannya, antara

lain:
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A. Energi Van der Waals

Energi ikatan Van der Waals didefinisikan sebagai gaya tarik antar atom

yang tidak berikatan secara langsung.

B. Ikatan hidrogen

Ikatan antara atom hidrogen dan atom Nitrogen, Oksigen dan Fluor.
Sebuah atom hidrogen akan membentuk sebuah iakatan yang hanya dengan satu
atom dengan yang lainya, akan tetapi atom tersebut akan terikat secara kovalen
dengan atom donor elektronegatif dan dapat membentuk ikatan hidrogen dengan
akseptor. biasanya, ikatan hidrogen mengacu pada donor X-H dan akseptor A,

adalah X-H---A (Lodish, dkk., 2000).

Ada dua jenis ikatan hidrogen yang bisa terjadi, yang pertama adalah
ikatan hidrogen antar-molekul dan yang kedua adalah intramolekul. Ikatan yang
terjadi antara dua molekul atau lebih biasanya disebut ikatan hidrogen
antarmolekul, dengan contoh molekul air adalah ikatan yang mengikat empat
molekul air lainya. Namun untuk ikatan hidrogen intermolekul hanya dapat terjadi

pada satu molekul saja (Desiraju dan Steiner, 1999).

Menurut Gomer-Jeria, dkk. (2020) bahwa ada dua parameter untuk
mengelompokan jenis ikatan hidrogen yaitu jarak dan sudutnya. Sehingga ada
empat kriteria sudut yang bisa menjadi ikatan hidrogen diantaranya
DHA HAY ,XDA,DAY, dan beberapa akseptor sepeerti A-Lp-A dengan min-max
90-180, hidrogen donor dan Sp donor XDA min 135, dan donor-donor HHD min

120, serta akseptor-akseptor A-Lp-A dengan torsi max 15.
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Adapun klasifikasi yang didasarkan pada parameter sudut menurut
Gomez-Jeria, dkk. (2020) yakni ikatan hidrogen konvesional, jembatan garam,

ikatan hidrogen karbon non-klasik, ikatan hidrogen w-donor non-klasik.
1. Ikatan Hidrogen Konvesional

Adanya atom donor ikatan hidrogen yang berikatan dengan akseptor yang
sangat kuat sehingga terjadi yang namanya ikatan hidrogen konvesional.
Biasanya yang terhubung dengan atom hidrogen adalah N, O, S, dan, P adalah
atom donor ikatan hidrogen klasik atau konvesional pada Gambar 2.14. namun,
dengan adanya pasangan elektron bebas pada atom dapat dianggap sebagai
akseptor. Atom akseptor dari ikatan hidrogen biasanya adalah atom F, CI, Br, dan
I. Adapun jarak yang dibutuhkan oleh ikatan hidrogen klasik untuk dapat terjadi

adalah 3,4 A yang bisa dilihat pada Gambar 2.15

Gambar 2.15 Ikatan Hidrogen antarmolekul dengan asam amino (merah: O, biru:
N, putih: H) (Gomez-jeria dkk., 2020)

(@) (b)
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Gambar 2.16 Ikatan Hidrogen antara (a) molekul dengan asam amino, (b) antar
asam amino (Gomez-Jeria, dkk. 2020)

2. Salt-Bridge atau Jembatan Garam

Ikatan ini merupakan ikatan yang dapat terjadi ketika pasangan gugus
bermuatan yang berlawanan serta diantaranya juga terjadi ikatan hidrogen. Ikatan
hidrogen ini relatif sangat kuat oleh adanya interaksi non-ikatan. Dengan jarak

sebesar 4 A yang bisa dilihat pada Gambar 2.16.

* :¥Glu &
P~ &

Gambar 2.17 Interaksi Salt-Brigde (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
3. Ikatan Hidrogen Karbon Non-Klasik
Ikatan ini dapat terjadi apabila atom karbon terpolarisasi dan akseptor.
Syarat ikatan ini dapat terjadi apabila atom C dalam gugus asetilena atau ketika
berdekatan dengan atom O atau N atau antar gugus pi dan atom pemberi. Dengan

jarak yang ditentukan adalah sebesar 3,8 A dan bisa dilihat pada Gambar 2.17

Gambar 2.18 Ikatan Hidorgen karbon (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
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4. Ikatan Hidrogen m-donor non-klasik
Ikatan ini dapat terjadi ketika atom donor ikatan hidrogen dan cincin =«
berfungsi sebagai akseptor. Dengan jarak yang ditentukan sebesar 4,2 A pada

Gambar 2.18
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Gambar 2.19 Ikatan Hidrogen n-donor (Gomez-Jeria, dkk., 2020)

C. Interaksi Elektrostatik
Energi elektrostatik merupakan energi yang diperoleh dari interaksi yang
terjadi antara satu molekul dengan molekul lain tanpa melalui ikatan. Interaksi
terjadi akibat adanya distribusi elektron dan menghasilkan muatan positif dan

negatif pada molekul-molekul tersebut.

1. Interaksi Muatan Tarik-Menarik

Interaksi ini biasanya terjadi ketika atom pembawa muatan formal penuh
atau muatan yang berlawanan. Dengan jarak interaksi sebesar 5,6 A pada Gambar

2.19

- ol
o, (_{5 B

Gambar 2.20 Interaksi muatan tarik-menarik (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
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2. Salt-Bridge atau Jembatan Garam

Interaksi ini dapat diklasifikasikan menjadi interaksi elektrostatik, dan bisa
diakui sebagai bagian dari yang kedua.
3. Interaksi n-kation dan m-anion

Terjadinya interaksi ini ditandai ketika antara atom dengan muatan positif
dan elektron oleh siste pi yang terdelokalisasi. Kation dengan muatan positif yakni
+0,5 dan delokalisasi kationik seperti halnya sidechain lisin dan arginin. Sehingga

interaksi -anion bermuatan +0,5 dapat dilihat pada Gambar 2.20

| {

Gambar 2.21 Interaksi w-anion (kiri) dan n-kation (kanan) (Gomez-Jeria, dkk.,
2020)

D. Energi bebas desolvasi
Energi bebas desolvasi merupakan energi ikatan antara makromolekul dan

ligan dalam larutan (Morris et al., 2001).

E. Interaksi Hidrofobik

Interaksi hidrofobik dapat terjadi karena adanya suatu gaya sehingga
senyawa non polar mampu mengatur dirinya sedemikian rupa sehingga
meminimalkan kontak dengan air atau senyawa amphipatik, membentuk struktur
seperti misel di dalam air. Protein yang membentuk misel sebagian besar rantai
sampingnya yang bersifat non polar akan menjauhi kontak dengan air, maka
adanya interaksi hidrofobik dapat mendukung kestabilan suatu protein (Voet and

Judith, 2011).
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1. Interaksi - m Tumpuk

Interaksi ini dapat cincin planar dengan atom hibridisasi sp2 namun tidak
terbatas pada cincin aromatik saja. Dengan jarak sebesar 6 A, terlihat pada

Gambar 2.21

PHE217

Gambar 2.22 Interaksi n- 1 Tumpuk (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
2. Interaksi n- © Bentuk T
Interaksi ini dapat dilihat pada Gambar 2.22 dengan syarat kondisi

terjadinya Interaksi n- m bentuk T adalah sebagai berikut:

a) Jarak pusat pada cincin 7 ditentukan melalui jarak potongan ©-m pusat
dengan jarak maksimal sebesar 6 A
b) Cincin n-n dapat mendekati atom dari setiap cincin yang berada

didalamnya dengan jarak 4,5 A

PHE340
PHE340
PHE341
PHE341 .—-’7
" — ) -
. wped ' e haped

5 &

R

Gambar 2.23 Interaksi n- © Bentuk T (Gomez-Jeria, dkk., 2020)

3. Interaksi m-amida Tumpuk
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Interaksi ini akan terjadi pada gugus amida dengan cincin 7 yang terlihat

pada Gambar 2.24. dengan jarak sebesar 6 A

Gambar 2.24 Interaksi n-amida Tumpuk (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
4. Interaksi alkil

Interaksi ini terjadi pada gugus alkil bon-polar dalam sistem non-z dengan
sidechain adalah asam amino alifatik. Dengan jarak sebesar 5,5 A

5. Interaksi n-o

Interaksi ini terjadi pada atom hidrogen dengan sistem cincin n. Dengan
syarat hidrogen sebagai pemberi dan berupa implisit atau eksplisit yang harus
terkoneksi ke karbon non-aromatik. Dengan jarak sebesar 4,1 A yang terlihat pada

Gambar 2.24
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Gambar 2.25 Interaksi n-c (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
6. Interaksi m-alkil

Interaksi ini akan terjadi pada saat cincin pusat serta gugus alkil berada
dalam pusat alkil dan mempunyai satu pasang atom yang sama yaitu m-n yang

paling dekat. Interaksi ini tersaji pada Gambar 2.25
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Gambar 2.26 Interaksi n-alkil (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
F. Interaksi Halogen

Interaksi ini terjadi ketika adanya interaksi halogen pada atom C yang
terikat pada C, N, dan O (C-F...B-Y) dapat dilihat pada Gambar 2.26. jarak
maksimum atom F non-ikatan adalah 3,7 A serta sudut ikatan H yang dipaki untuk
mengidentifikasi F-H. Lain halnya dengan CI, Br, dan |, jaraknya dianggap

sebagai pecahan dari jumlah jari-jari atom Van der Walls.

Gambar 2.27 Interaksi Halogen (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
G. Interaksi lainnya
1. Interaksi logam-akseptor

Interaksi ini terjadi ketika kation logam dan ikatan hidrogen sebagai
penerima (akseptor). Interaksi logan dengan akseptor pada alizarin dan lapisan Ag

dapat dilihat pada Gambar 2.28
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Gambar 2.28 Interaksi logam-akseptor antara alizarin dengan lapisan Ag (Gomez-
Jeria, dkk., 2020)
2. Interaksi mt-sulfur

Interaksi ini terjadi pada atom sulfur dan sistem © dengan mengusung dua
konfigurasi seperti face on dan edge on yang bisa dilihat pada Gambar 2.28.

dengan jarak z-sulfur face on sebesar 4,5 A dan 6 A untuk z-sulfur edge on

r'“
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Gambar 2.29 Interaksi n-sulfur (Gomez-Jeria, dkk., 2020)
H. Close Contact

Hal ini diakibatkan karena jarak antarmolekul secara signifikan lebih
pendek dari jari-jari Van der Walls, dengan jarak minimal 2,3 A. Dan dapat
ditingkatkan dengan cara optimasi (Brandon, dkk., 2015). Menurut Soliman dan
Barakat (2016) menyimpulkan bahwa gaya tolak-menolak akan semakin besar
ketika suatu molekul dengan molekul lain semakin dekat. Pada penelitian yang
dilakukan Brandon, dkk. (2015) ditunjukkan pada protein 4EM1 (a) dan 4JAI (b).
Pada protein 4EML1 terjadi close contact non-kovalen antara O-karbonil pada lle
176 dan Cp PADA Glu 180. Dengan jarak interatomik yang awlnya sebesar 2,218
A meningkat menjadi 2,729 A setelah dilakukan optimasi. Sedangkan, pada

protein 4JAl jarak awal interatomik sebesar 2,077 A meningkat menjadi 2,909 A.
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a b
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Gambar 2.30 Close Contact (a) 4EM1 (b) 4AJAI (Brandon, dkk., 2015)

2.7 Database
Ligan dan reseptor bisa diperoleh melalui database yang terdapat di media

internet. Database yang digunakan antara lain:

2.7.1. Protein Data Bank (PDB)
Protein Data Bank adalah satu satunya penyedia dan penyimpan

informasi berupa struktur 3D protein, asam nukleat dan struktur kompleks RCSB
PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank)

saat di akses energi di https://www.rcsb.org/.pdb Pada penelitian ini digunakan

untuk mendukung metode docking dengan perangkat lunak Autodock dalam
menyediakan 1D reseptor senyawa obat yang akan diteliti.

Dalam protein data bank terdapat molekul kehidupan yang ditemukan di
semua organisme termasuk manusia, hewan, tanaman, bakteri dan yeast. Database
dalam protein data bank tersedia tanpa biaya kepada pengguna dan diperbarui

setiap minggu (Protein Data Bank, 2018).


https://www.rcsb.org/.pdb
https://www.rcsb.org/.pdb
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2.7.2 PubChem

PubChem merupakan database kimia terbuka pada National Institute of
Health (NIH). PubChem dapat digunakan untuk memasukkan data terkait dalam
PubChem kemudian publik dapat menggunakanya. Database ini mengumpulkan
informasi struktur kimia, sifat fisika kimia, aktivitas biologis, kesehatan,
keamanan, data toksisitas dan lain-lain. Sejak diluncurkan pada tahun 2004,
PubChem menjadi sumber informasi kimia untuk para peneliti, pelajar dan publik.

PubChem berisi mengenai informasi kimia terbuka terbesar yang
mempunyai kurang lebih 94 juta senyawa yang diperoleh melalui riset, usaha
pengembangan, serta jurnal. Molekul yang ada di PubChem sebagian besar adalah
molekul kecil dan juga besar yaitu senyawa obat, nukleotida, karbohidrat, lipid,
peptida dan makromolekul modifikasi. (PubChem, 2018).

PubChem dirancang untuk memberikan informasi tentang aktivitas
biologis molekul ukuran kecil, biasanya mereka yang mempunyai ukuran molekul
kurang dari 500 dalton. Penggabungan PubChem dengan Entrez sistem pencarian
NCBI menyediakan sub atau struktur, struktur dengan kemiripan data bioaktivitas
serta link ke informasi bersifat biologis dalam PubMed serta Sumber Protein
Struktur 3D NCBI. Pada penelitian ini PubChem digunakan untuk mendukung

Autodock.

2.7.3 PASS Online
PASS Online (Prediction of Activity Spectra for Substances) adalah salah
satu program berbasis komputer yang bisa digunakan sebagai alat untuk

memprediksikan aktivitas biologi dari suatu senyawa (Jamkhande et al.,2014).
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PASS melakukan analisis berdasarkan pada hubungan antara struktur suatu
senyawa dengan aktivitas yang dimilikinya atau SAR (Structure Activity
Relationship). PASS sudah banyak melakukan percobaan yang dilakukan yakni
lebih dari 205.000 senyawa yang diuji dan ternyata memiliki lebih dari 3.750
aktivitas biologi (Pramely & Raj, 2012).

Hasil prediksi dari PASS akan menunjukkan sejumlah aktivitas biologi
kemungkinan aktif (Pa= probable activity) dan kemungkinan tidak aktif (Pi=
probable inactivity). Nilai Pa dan Pi bermacam-macam dari 0,000 hingga 1,000
dan secara umum Pa+Pi#1. Interpetasi dari hasil prediksi PASS adalah, (i) hanya
senyawa dengan nilai Pa>Pi yang memiliki kemungkinan sebagai senyawa yang
baik, (ii) jika nilai Pa>0,7 maka kemungkinan aktivitas senyawa secara
eksprimental tinggi, (iii) jika nilai 0,5<Pa<0,7 maka kemungkinan aktivitas
senyawa secara eksprimental rendah dan tidak seimbang dengan obat yang sudah
dikenal dan (iv) jika Pa<0,5 maka kemungkinan aktivitas senyawa tersebut sangat

rendah (Pramely, 2012).

2.7.4 SwissADME

ADME adalah fase farmakokinetik senyawa aktif saat masuk ke dalam
tubuh yang meliputi penyerapan (absorpsi), lalu tersebar melalui ke seluruh
jaringan tubuh melalui darah (distribusi), selanjutnya dimetabolisme dalam organ
organ tertentu terutama hati (biotransformasi), lalu sisa atau hasil metabolisme ini
dikeluarkan dari tubuh dengan ekskresi (eliminasi). Seluruh proses tersebut
disebut dengan ADME (Garcia et al., 2008). Web SwissADME dapat diakses di

http://www.swissadme.ch dan dimaksudkan untuk analisis hasil yang mudah
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untuk siapapun. Dibandingkan dengan alat bantu berbasis web gratis untuk
ADME dan farmakokinetik (misal Pk-CSM14 dan admet SAR15), poin kuat
SwissADME adalah, non-exhaustively: metode input yang berbeda, perhitungan
untuk banyak molekul, dan kemungkinan untuk menampilkan, menyimpan dan
berbagi hasil per molekul individu atau melalui grafik intuisi dan interaktif global.
SwissADME terintegrasi dalam ruang kerja SwissDrug Design. Interoperabilitas
satu-klik memberikan akses ke berbagai alat CADD yang dikembangkan oleh
Molecular Modelling Group dari SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) (Daina et

al., 2017).

2.8 Perangkat Lunak
2.8.1 Autodock

Autodock merupakan program docking yang efektif, cepat serta akurat
dalam memprediksikan konformasi dan energi dari suatu ikatan antara ligan-
reseptor. Autodock terbentuk dari dua program, yaitu autodock dan autogrid.
Autodock digunakan untuk melakukan docking ligan dan reseptor dengan
pengaturan grid yang telah terdeskripsi. Pendeskripsian dengan autogrid biasanya
dilakukan sebelum docking di mulai. Autodock membutuhkan ruang pencarian
dalam sistem koordinat dimana posisi ligan dianggap akan terikat, untuk

pencarian konformasi (Morris et al., 2009).

Autogrid adalah suatu program yang digunakan sebagai perhitungan awal
pada energi interaksi yang terbentuk dari peta grid untuk berbagai jenis atom,
seperti karbon alifatik, karbon aromatik, oksigen ikatan hidrogen dengan

makromolekul seperti protein, DNA atau RNA. Peta grid ini digunakan untuk
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menentukan total energi interaksi untuk ligan dengan makromolekul. (Morris et

al., 2009).

Autodock4.2 merupakan versi terbaru dari program autodock. Program ini
menerapkan kombinasi dari fungsi scoring force-field based dengan empirical
sehingga membentuk fungsi penilaian semiempirical free energy force-field.
Peningkatan kinerja scoring fuction yang digunakan oleh Autodock4.2 meliputi
24 perombakan model termodinamika pada proses pengikatan, adanya model
desolvasi penuh serta penggabungan model pada evaluasi ikatan hidrogen (Huey,

et al, 2007).

Autodock mempunyai lebih banyak informative web page dibandingkan
aplikasi penambatan lainnya karena aplikasi ini free licence sehingga dapat

memudahkan pengguna untuk menjalankan aplikasi pada molecular docking.

2.8.2 UCSF Chimera

UCSF (University of california at San Fransisco) Chimera adalah suatu
program yang secara luas digunakan untuk visualisasi interaktif dan analisis
struktur molekul, serta data terkait, termasuk peta densitas, pertemuan
supramolekul, penjajaran sekuens, hasil penambatan, dan trajektori. Chimera
dapat menghasilkan gambar dan animasi kualitas tinggi. Dokumentasi dan
beberapa tutorial dari Chimera dapat diunduh secara gratis untuk kepentingan
akademik, pemerintahan, non-profit, dan untuk penggunaan pribadi. Chimera
dikembangkan oleh Resource for bicomputing, Visualization, and Informatics, dan
didanai oleh National Center for research resource (UCSF CHIMERA: An

Extensible Molecular Modelling System, 2010).
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2.8.3 Discovery Studio Visualization

Discovery Studio Visualization (DSV) merupakan perangkat lunak yang
dapat digunakan sebagai alat visualisasi struktur molekul agar bisa dilihat
gambaran interaktif dari struktur molekul tersebut. DSV akan menampilkan
gambar berkualitas tinggi dari hasil visualisasi struktur suatu senyawa. DSV juga
dapat digunakan pada Windows serta Linux dan terintegrasi dengan desktop yang
menyediakan akses ke fitur sistem operasi standart seperti sistem berkas,

clipboard, dan percetakan (Accelrys Enterprise Platform, 2005).

2.8.4 Yet Another Scientific Reality Application (YASARA)

Yasara adalah program molekul grafis, modeling dan simulasi struktur tiga
dimensi yang berisi analisis protein dan asam nukleat. Yasara untuk minimalisasi
protein secara online dengan medan gaya Assisted Model Building with Enegy
Refinement (AMBER), yaitu NOVA (Protein + nucleotide Optimization in
Vacuo). Medan gaya Amber merupakan program mekanika molekul yang
didesain untuk perhitungan asam nukleat dan pepetida. Parameter digunakan
dalam optimasi berupa interaksi tak berikatan dengan pelarut dan penggunaan 38
metode atom kelompok. Visualisasi dengan Yasara dianjurkan untuk

mendownload aplikasi Yasara View (Krieger, dkk., 2002).



BAB 111

METODOLOGI

3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia Komputasi Jurusan
Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universita Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang pada bulan November 2021 hingga Januari 2022.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penilitian ini adalah perangkat keras
yaitu Laptop dengan spesifikasi processor Intel ® Core ™ i3-6006U CPU @
2.00GHz 1.99 Ghz, memory RAM 4GB, type 64 bit operating system, windows
10.

Perangkat lunak yang digunakan diantaranya adalah Swiss model untuk
pemodelan homologi struktur protein 3D dengan hasil paling akurat untuk
menghasilkan struktur protein tiga dimensi yang andal (Biasini et al, 2014),
SwissADME untuk mengetahui tingkat kemiripan obat dengan melihat nilai
farmakokinetik senyawa aktif saat masuk ke dalam tubuh (Garcia et al, 2008),
Autodock untuk mendocking ligan pada bagian sisi aktif reseptor sehingga terjadi
interaksi yang dapat dianalisis (Kroemer, 2003), PASS Online untuk

memprediksi aktivitas biologi dari suatu senyawa (Jamkhande et al, 2014) .
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3.2.2 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Fibroblast Growth
Factor Receptor FGF2-FGFR1 dengan kode reseptor yang digunakan adalah
1FQ9 yang di download dari situs protein data bank (PDB). Bahan yang
digunakan dalam penelitian ini adalah heparin 2-12 sakarida *Ci 2S dan 2SNS
dengan kode ligan yang digunakan adalah 1HPN yang di download dari situs

protein data bank (PDB).

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara in silico menggunakan komputer. Bahan
yang digunakan pada penelitian ini menggunakan struktur 3D ligan dan reseptor.
Struktur yang telah diunduh dipreparasi pada Chimera. Tahap selanjutnya yakni
proses molecular docking pada aplikasi Autodock 4.2. proses ini melewati
beberapa tahapan seperti persiapan ligan serta reseptor, penentuan Grid box,
docking, dan run. Pada proses persiapan ligan serta resptor ini meliputi minimasi
molekul H»O, penataan atom hidrogen, penambahan muatan atomik, penentuan
torsi pada ligan, dan Set Rigid Filename pada makromolekul. Pada proses grid
dilakukan setelah persiapan struktur selesai dengan memilih grid box yang aktif.
Berikutnya, dilakukan pada struktur yaitu proses docking dengan pemilihan
parameter Genetic Algorithm dan Lamarckian GA. Selanjutnya adalah tahap akhir
dari proses ini yaitu running menggunakan Command Prompt. Running dilakukan
dua cara yaitu dengan eksekusi terhadap kotak grid serta eksekusi docking dengan

optimasi sebesar 200.
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Hasil dari proses docking dapat dianalisi dengan aplikasi AutodockTools

serta Discovery Studio Visualizer (DSV). Analisis pada AutodockTools diperoleh
beberapa konformasi sakarida dengan energy binding yang berbeda-beda.
Kemudian, dipilih beberapa molekul yang didasarkan pada energy binding paling
rendah dari masing-masing kluster untuk divisualisasi pada Discovery Studio
Visualizer (DSV). Proses visualisasi ini dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui interaksi antara ligan dan reseptor. Interaksi dapat dibandingkan

dengan literatur.

Hasil pemilihan molekul dari proses penambatan kemudian divalidasi
dengan cara dioptimasi menggunakan YASARA dan simulai RMSD. Adapun
tujuan dari optimasi ini agar didapatkan hasil energi yang lebih stabil dari proses
sebelumnya dengan menggunakan medan gaya AMBER dan metode mekanika
molekuler. Sedangkan simulasi RMSD dilakukan untuk membandingkan jarak
antar atom eksperimen dengan molekul yang berada di alam. Data deskriptif
masing-masing molekul dapat dianalisis energi serta jenis ikatan untuk

konformasi dari masing-masing sakarida-nya.

3.4 Tahapan Penelitian

Tahapan dalam penelitian ini adalah:

a) Preparasi reseptor dan ligan

b) Proses molecular docking

¢) Visualisasi molekul

d) Validasi struktur komplek docking

e) Analisis Data
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f) Uji kemiripan obat dengan SwissADME

g) Prediksi aktivitas antikanker dengan PassOnline

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Penyiapan ligan

Ligan yang digunakan adalah senyawa heparin yang diunduh dari situs

PDB (http://www.rcsb.org). Pengunduhan dilakukan dengan cara mengunduh file,

lalu pilih format PDB. Secara otomatis file akan terunduh dan tersimpan. Setelah
itu divisualisasikan pada aplikasi Discovery Studio Visulizer. diambil variasi
heparin menjadi 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12-mer dengan atom — Cut, dan disimpan

dalam bentuk PDB. Setelah itu dilakukan pengaturan torsi dengan format.pdb.

3.5.2 Penyiapan Protein Reseptor

Struktur protein diunduh pada situs www.rcsb.org/pdb, Kode PDB yang

digunakan adalah 1FQ9 dan dibuka pada aplikasi UCSF Chimera. Data
makromolekul disimpan dalam format.pdb. selanjutnya, dilakukan optimasi
reseptor dengan File — Open — Select — Structure — protein — Invert
(selected models) — Atoms/Bonds — delete. Setelah itu ligan dan reseptor
ditambahkan hidrogen dan muatan di Chimera, dengan Tools — Structre Editing
— Add H — OK dan Structre Editing — Add Charge —OK. File disimpan dalam

bentuk PDB.

3.5.3 Proses Penambatan Molekuler (Molecular Docking) menggunakan
Autodock 4.2

Proses docking ini dilakukan setelah melalui tahap preparasi ligan dan

reseptor sehingga ligan dan resptor siap digunakan.


http://www.rcsb.org/
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Masing-masing ligan yang akan berinteraksi dengan protein dibuat
fleksibel dengan makromolekul yang rigid.
1. Persiapan ligan-reseptor

File ligan dibuka dalam bentuk PDB, kemudian klik edit — delete water,
add hydrogen, penetapan jenis atom (Assign AD4 type), dan pemilihan muatan
(Compute Gasteiger). Tahap berikutnya klik Ligand — Input — Choose ligand
— Select dan Input —Torsion Tree — Choose root — Detect root kemudian
disimpan dalam bentuk PDBQT. Buka file dalam bentuk PDB, lalu edit dengan
delete water dan add hydrogen (all polar), lalu simpan dalam bentuk file
PDBQT.
2. Penentuan Grid box

Menentukan sisi pengikatan protein dengan klik grid — Macromolecule
— Choose. lalu, pilih Set Map Types — Open Ligand dan Set Map Types —
Choose Ligand — klik ligan — Select. Pada penentuan posisi aktif pengikatan
molekul dengan klik Grid setelah itu akan kotak perintah untuk menentukan
ukuran grid box X: 80,4594, Y: 23,0947, Z: 104,054 dan volume grid sebesar 90
x 90 x 90 A, dengan spacing 0,375 (default) lalu disimpan ke bentuk file grid
parameter (GPF). Molekul FGF2-FGFR1 akan menstabilkan heparin pada sisi
aktif D3-FGFR1 dan domain mirip immunoglobulin D2-FGF2 seperti pada

Gambar 3.1.
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Gambar 3.1 FGF2:FGFR1:heparin terner kompleks (Farrell dan Breeze,
2018)
3. Proses Docking

Proses penambatan ini menggunakan parameter Genetic Algorithm dan
Lamarckian GA. Dengan langkah awal memilih Macromolecule — pilih Set
Rigid Filename dan pilih Ligand — Choose — Select — Accepted. Kemudian
klik Search Paramters — Genetic Algorithm — number runs of GA 200 —
Docking Parameters — Accepted dan Output — Lamarckian GA, setelah itu file
disimpan dalam bentuk file docking parameter (DPF).

4. Running molecular docking

Pada proses running molekular docking ini menggunakan Command

Prompt untuk Autogrid (autogrid4 -p file.gpf -I file.glg) sehingga dihasilkan file

GLG dan Autodock (autodock4 -p file.dpf -1 file.dlg) dihasilkan file DLG.

3.5.4 Visualisasi Hasil Docking
Visualisasi hasil docking dilakukan menggunakan aplikasi AutodockTools
dan Discovery Studio Visualizer. Visualisasi menggunakan AutodockTools

digunakan untuk mengetahui konformasi dan energi binding tiap sakarida.
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Program AutodockTools dibuka, lalu kompleks hasil penambatan molekul dibuka
dengan klik Analyze — Dockings — Open, format file dalam bentuk dlg.
Selanjutnya klik Analyze — Macromolecule — Open. Terakhir, klik Analyze —
Conformations — Play — Load. Simpan molekul docking dengan beberapa
kluster konformasi sakarida dalam bentuk file PDB. dengan membuka file hasil
docking dengan format .dlg. kemudian dipilih molekul dengan energi paling
rendah dan disimpan dalam format .pdb.

Discovery Studio digunakan untuk mengetahui jarak dan jumlah ikatan
hidrogen, elektrostatik, interaksi pi-pi, interaksi pi-alkil, interaksi pi-kation, dll.
Discovery Studio dibuka, lalu kompleks hasil penambatan molekul dibuka
denganklik file dengan format file PDB. Selanjutnya pilih ligand-interaction untuk

menampilkan visualisasi dalam bentuk 2D atau 3D.

3.5.5 Validasi Kompleks Docking

Validasi metode docking dilakukan dengan metode redocking
menggunakan ligan natif atau ligan alami (8 sakarida) dari struktur FGF2-FGFR1
dengan kode PDB 1FQ9. Setelah itu dilakukan optimasi komplek docking dari 10
kulster yang telah dipilih berdasarkan nilai energi ikatan terendah pada heparin 8
sakarida. minimasi docking pada web Yasara

(http://www.yasara.org/minimizationserver.htm) sehingga dihasilkan file yasara

scene dan diperoleh energi. Kemudian dibuka file pada aplikasi Yasara View dan

disimpan dalam format .pdb.


http://www.yasara.org/minimizationserver.htm
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3.5.6 Analisis Data
Hasil dari penambatan molekul pada penelitian ini yang akan dianalisis
meliputi energi bebas Gibbs, nilai konstanta inhibisi,ikatan hidrogen dan
kemiripan residu asam amino dari masing-masing ligan uji.
Pada analisis data deskriptif ini dilakukan pada hasil optimasi kompleks
docking dari beberapa konformasi sakarida beberapa cluster yang sudah
divisualisasi. Analisis data ini meliputi: Energi paling stabil serta jenis ikatan dari

ligan dan reseptor yang terkuat.

3.5.7 Uji Sifat Fisikokimia Obat Menggunakan SwissADME
Setelah dilakukan docking senyawa uji langkah selanjutnya vyaitu
memprediksi farmakokinetika dari senyawa di dalam tubuh menggunakan aplikasi

SwissADME dalam web www.swissadme.ch.

Parameter uji fisikokimia meliputi hukum 5 Lipinski yang terdiri atas :

Tabel 3.1 Parameter Uji Fisikokimia

No. | Parameter Keterangan Rentang
1 Berat Molekul (BM) | Berat setiap atom berdasarkan | < 500 Da
struktur kimianya dan tidak | (Lipisnki, 2004)
memperhitungkan 130 — 725 g/mol
kompleksitas, ukuran, atau | (Chander et al.,
bentuk molekul (Chagas, et
al, 2018) 2017)
2 Log P Nilai logaritma koefisein | <+5 (Lipisnki,
partisi oktanol/air 2004)
-2 sampai +6,5
(Chander et
al.,2017)
3 Hydrogen Bond | Ikatan hidorgen (H) akseptor. | < 10 (Lipisnki,
Acceptors (HBA) 2004)
2 — 20 (Chander et
al., 2017)
4 Hydrogen Bond | Ikatan hidorgen (H) donor. < 5 (Lipisnki,
Donor (HBD) 2004)
0 — 6 (Chander et
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al., 2017)
5 Torsion Ikatan antar atom yang dapat | < 10 (Chagas et
berotasi al., 2018)

3.5.8 Prediksi Aktivitas Antikanker Menggunakan PASS Online (Prediction
of Activity Spectra for Substances)

Prediksi aktivitas antikanker menggunakan software PASS Online, yakni
mencari SMILES dari senyawa heparin di web PubChem. Selanjutnya dibuka
software PASS Online dengan memasukkan SMILES senyawa ligan kemudian

dilakukan prediksi aktivitas dengan mengklik Get prediction.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Persiapan Makromolekul FGF2-FGFR1
4.1.1 Pengunduhan Makromolekul

Tahap awal dalam penelitian ini adalah pengunduhan makromolekul
FGF2-FGFR1 sebagai target dalam penambatan. Struktur yang sesuai identitas
berkode 1FQ9 dengan klasifikasi Growth Factor/Growth Factor Receptor dan
organisme Homo sapiens. Dari pencarian melalui laman Protein Data Bank (PDB)
didapatkan makromolekul FGF2-FGFR1 yang diunduh strukturnya dengan format
.pdb. Struktur 1FQ9 mempunyai dua subunit protein dimer dengan dua ligan yang
terikat dengan hasil difrasi sinar X. Data yang diperoleh dari struktur protein

1FQO9 yang diunduh tertera pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Klasifikasi makromolekul 1FQ9

Jenis
No | Identititas Sub Unit Ligan Terikat ) Resolusi
Enzim

1 1FQ9 FGF (A,B) Heparin 8 sakarida | kinase | 3,00 A
FGFR (C,D) | Heparin 6 sakarida

4.1.2 Pemisahan Rantai FGF2-FGFR1

Makromolekul yang dihasilkan dari unduhan Protein Data Bank berupa
struktur yang terikat dengan ligan atau residu non-standar sehingga dapat
mempengaruhi proses penambatan. Keberadaan ligan yang terikat pada sisi aktif
bisa menghalangi ligan lain untuk berikatan, sehingga struktur tersebut perlu
dipisahkan sehingga didapatkan makromolekul FGF2-FGFR1 untuk hasil yang

utuh serta siap menjadi target penambatan.
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Residu non-standar seperti IDS,SGN,IDU,UAP dihilangkan dengan
menggunakan perangkat lunak USCF Chimera. Pemotongan dengan perangkat ini
tidak akan mengubah susunan atom-atom yang lain. Hasil struktur yang didapat
berupa FGF2 dengan unit A dan B serta FGFR1 dengan unit C dan D.
Makromolekul yang dipakai adalah struktur dimer. Adanya ligan FGF2 mampu
memisahkan domain transmembran heliks o dan fosforilasi kinase, sehingga
fosforilasi bisa meningkat. Ligan FGF2 dimer mampu meningkatkan fosforilasi
sebesar 20-40%, sehingga dapat memberikan tranduksi sinyal serta pengaturan
aktivitas enzimatik. Status FGFR1 aktif yang terikat ligan akan berkorelasi
dengan aktivitas biologis. Molekul FGF2-FGFR1 terikat ligan dan molekul

setelah penghilangan ligan ditunjukkan pada Gambar 4.1.

(@) (b)

Gambar 4.1 (a) FGF2-FGFR1 terikat ligan
(b) FGF2-FGFR1

4.1.3 Preparasi Makromolekul FGFR1-FGF2

Tahapan preparasi bertujuan untuk memperbaiki kekurangan data dari
tahap yang sebelumnya sehingga sesuai dengan lingkungan penambatan.
Preparasi dilakukan dengan perangkat lunak Discovery Studio Visualization

(DSV), UCSF Chimera, dan Autodocktools. Persiapan dengan aplikasi DSV
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bermula untuk menambahkan missing residues pada struktur FGF2-FGFR1 yang
telah diunduh pada Protein Data Bank. Penambahan missing residues ini
dilakukan karena residu yang hilang akan memungkinkan berada pada situs aktif
protein.

Tahap selanjutnya yakni persiapan makromolekul pada program chimera
dengan langkah awal penambahan hidrogen dan muatan. Penambahan hidrogen
berdasarkan pertimbangan model secara terpisah ikatan hidrogenya pada tiap
residu. Penambahan ini berfungsi pada saat penambatan untuk interaksi molekuler
yaitu ikatan hidrogen dan juga untuk menyesuaikan suasana penambatan agar bisa
mendekati pH di dalam tubuh. Muatan yang ditambahkan kedalam atom mengacu
pada residu standard AMBER ff14SB serta residu lainnya AM1-BCC. Metode ini
secara komputasi telah dipelajari oleh ilmuwan dengan menggunakan pelarut
model eksplisit untuk simulasi dinamika molekuler, mekanika molekuler, dan
Monte Carlo dengan medan gaya mekanika molekuler empiris, sehingga fungsi
parameterisasi menjadi efisien dan dapat menghitung sifat dan gerakan sistem
besar dari protein, asam nukleat serta molekul organik (Cieplak, dkk., 1995).

Tahap selanjutnya preparasi makromolekul FGF2-FGFR1 menggunakan
aplikasi Autodocktools untuk penghilangan molekul air. Pada umumnya struktur
protein pada PDB mengandung molekul pelarut berupa air dan residu lainnya,
sehingga diperlukan untuk menghapus molekul air agar tidak mengganggu pada
saat simulasi docking dilakukan dan untuk memastikan bahwa yang benar-benar
berinteraksi adalah ligan dan reseptor. Pada saat proses penambatan terjadi, air
yang ada kemungkinan akan terikat dengan ligan sehingga membentuk ikatan

hidrogen. Selain itu juga perlu ditambahkan hidrogen. Penambahan atom hidrogen
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juga dilakukan untuk menyesuaikan suasana docking agar mendekati pada pH 7.
Molekul FGFR1-FGFR2 setelah dilakukan preparasi dengan chimera dan

autodocktools ditinjukkan pada Gambar 4.2.

Gambar 4.2 Molekul FGF2-FGFR1 setelah preparasi

4.2 Preparasi Ligan Heparin

Struktur ligan heparin dapat diunduh melalui laman Protein Data Bank
dengan kode 1HPN dengan format pdb. Struktur heparin ini terdiri 12 sakarida
dengan residu SGN1 — IDS2 — SGN3 — IDS4 — SGN5 — IDS6 — SGN7 — IDS8 —
SGN9- IDS10- SGN11 — IDS12 dengan sulfasi 2SNS dan terdapat dua
konformasi yaitu 2Sp dan Ca.

Struktur ini merupakan klasifikasi dari GAG (Glikosaminoglikan) dengan metode

NMR. Berikut heparin dengan tiga konformasi dapat dilihat pada Gambar 4.3.
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(a) (b) (©
Gambar 4.3 (a) Heparin Konformasi !C4
(b) Heparin konformasi 2So
(c) Heparin konformasi “C1
Keterangan :

- Stick warna merah : atom O

- Stick warna kuning : atom S

- Stick warna biru : atom N

- Stick warna abu-abu : atom C

Heparin sebelum menjadi ligan tambat yang sempurna dan akan
berinteraksi dengan reseptor harus melewati proses preparasi terlebih dahulu.
Tahap pertama yaitu dilakukan pemotongan struktur heparin konformasi 2So
(model 1) pada perangkat lunak DSV sehingga diperoleh setruktur heparin
iduronat dengan konformasi C4 (model 2). Pemotongan ini dilakukan agar tidak
terjadi adanya tumpang tindih antar konformasi heparin pada saat penambatan
sehingga hanya diperoleh hasil yang lebih spesifik dari docking dengan satu
konformasi. Heparin “C dipilih untuk dilakukan docking karena pada bentuk ini

keseimbangan konformasi L-IdoA2S ketika bergeser kearah kursi “C1 maka akan
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berada pada terminal non-pereduksi, sehingga dalam keadaan terikat protein dapat
membuat interaksi elektrostatik yang menguntungkan dengan asam amino basa
pada protein (Ferro et al., 1990). Heparin “C: dijadikan heparin tersulfasi Iduronat
2-O-Sulfat (2S) dan N-sulfat glukosamin (2SNS). Banyaknya pola sulfasi pada
heparin akan mempengaruhi interaksi yang terjadi dengan reseptor. Menurut
penelitian Babik, dkk., (2017) bahwa ligan heparin akan selektif pada FGF2
dengan cara mengenali variasi struktur yang dimiliki Iduronat-Glukosamina-
Iduronat dengan sulfasi 1doA2S-GIcNS-1doA2S (IGI) daripada variasi struktur
(GIG).

Ligan heparin 1C,4 setelah pemotongan dilakukan perubahan konformasi
menjadi “Ci pada aplikasi hyperchem. Setelah itu, dilakukan optimasi dengan
menggunakan medan gaya AMBER. Kemudian, dilakukan preparasi pada
perangkat lunak autodocktools dengan menghilangkan air, penambahan hidrogen,
Assign AD4 Type, serta penambahan muatan gasteiger. Molekul H>O dihapus
karena dapat mengganggu terikatnya molekul ketika dalam proses docking. Ligan
ditambahkan hidrogen berupa polar untuk menjadi ikatan hidrogen. Metode no
bond order untuk berinteraksi menjadi ikatan hidrogen. Metode ini dipilih karena
pada file pdb tidak didapat informasi mengenai orde ikatan. Assign AD4 Types
digunakan untuk penambahan unsur yang sesuai dengan jenis atom autodock ke
setiap atom-atom. Untuk menghitung scoring function dengan penandaan atom ke
tipe autodock adalah dengan energi interaksi. Menurut Huey dan Moris (2006)
bahwa jenis atom AD4 dapat berupa NA untuk semua atom pada cincin misalnya
atom karbon cincin diberi nama tipe autodock “NA”,”OA”, “SA” yang dapat

menerima ikatan hidrogen, sedangkan yang tidak dapat menerima ikatan hidrogen
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diberikan dengan tipe nama N,O0,S dan semua hidrogen yang dapat
menyumbangkan sepasang elektron ke hidrogen obligasi diberi tipe nama “HD”.

Penambahan muatan pada ligan yaitu dengan menambahkan muatan
gasteiger untuk menyesuaikan dengan lingkungan penambatan molekul sehingga
dapat dilakukan perhitungan dengan benar (Kolina, dkk., 2018). Muatan ini secara
otomatis ditambahkan pada ligan ketika sudah diinput dan otomatis atom hidrogen
diatur sesuai merge non-polar sehingga hanya hidrogen polar yang akan

berinteraksi dengan protein (Sari, dkk., 2020).

4.3 Penambatan Molekuler (Moleculer Docking)
Penambatan molekuler dilakukan menggunakan aplikasi Autodock.

Penambatan molekuler ini melewati dua tahapan perhitungan yaitu autogrid dan
autodock. Autogrid sendiri merupakan salah satu modul dalam program autodock
4.2 yang berfungsi untuk membuat kotak kisi-kisi (grid box) perhitungan energi
interaksi. Teknik menghitung energi interaksi dengan membagi area energi
menjadi kotak kisi-kisi energi yang kecil-kecil ini akan mempercepat perhitungan
energi secara komputasi. Box tersebut dipilih kemudian diletakkan pada suatu
lokasi pada situs protein yang akan dilakukan perhitungan energi interaksinya
dengan ligannya. Perhitungan energi interaksi ini dilakukan untuk setiap jenis
atom yang berinteraksi. Setiap jenis atom akan memiliki peta kisi-Kkisi energinya
tersendiri. Kemudian energi interaksi total merupakan penjumlahan energi
interaksi tiap-tiap jenis atom yang berinteraksi dari tiap-tiap kisi pada luasan
daerah tertentu dimana interaksi itu terjadi. Sedangkan, autodock ialah modul
untuk melakukan proses running docking molekuler sehingga didapatkan berbagai

konformasi ligan dalam protein. Autodock nantinya ditentukan menggunakan
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parameter Genetic Algorithm dan Lamarckian GA. Konformasi dihasilkan dari
docking dan dirangkum dalam file docking log (file dlg). Penambatan dapat
terjadi dengan beberapa pengaturan terkait kondisi dan algoritma yang dipilih
dalam proses docking.

Proses selanjutnya adalah pengaturan parameter docking menggunakan
GA dan LGA. Parameter GA adalah simulasi molekul docking yang menerapkan
analogi teori evolusi dan seleksi alam. GA dipakai untuk kombinasi ulang serta
mencari kombinasi terbaik dari konformasi ligan dalam reseptor dengan energi
yang luas. Tahap pertama dari pendekatan GA vyaitu dengan mengkodekan
konformasi awal selanjutnya diterjemahkan untuk dilakukan perhitungan ke
konformasi yang paling beradaptasi (lowest energy) untuk generasi populasi
berikutnya. Menurut Ferreira, dkk. (2015) bahwa proses ini akan menurunkan
energi rata-rata konformasi dengan mentransmisikan karakteristik struktural,
sehingga akan mengurangi konformasi yang di telusuri. Parameter GA yang
digunakan pada Number of GA Runs sebesar 200 dan Maximum Number of
Evaluations medium sebesar 250,000.

Pendekatan berikutnya, Lamarckian GA yang berfungsi untuk mencari
ruang konformasi serta menemukan energi minimum yang selanjutnya diteruskan
ke generasi berikutnya. Kombinasi parameter GA dan Lamarckian GA dipakai
untuk reseptor-ligan yang fleksibel. Ligan akan diarahkan pada berbagai posisi
yang memungkinkan dengan memakai parameter ini. Menurut Fuhrmann, dkk.
(2010) bahwa yang diharapkan dari pendekatan ini adalah memiliki presisi yang
tinggi dan waktu pengoperasian yang efisien. Dibandingkan dengan metode

Simulated Annealing yang dipakai untuk mengoptimalkan molekul logam dimana
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massa energi potensial diminimasi dan bergantung pada temperatur dingin.
Sedangkan Local Search hanya menggunakan satu gradien untuk mengevaluasi
dan untuk evaluasi selanjutnya mengambil langkah yang telah ditentukan.

Proses docking dilakukan dengan command prompt untuk running.
Running autogrid dari format.gpf akan menghasilkan output format.glg.
selanjutnya, running autodock dari format.dpf akan menghasilkan format.dlg
dalam waktu yang berbeda tergantung pada panjang residu ligan. Langkah-
langkah penambatan molekul heparin dan FGF2-FGFR1 ditunjukkan pada

Lampiran 1.

4.4 Redocking Heparin Natif

Proses melakukan docking kembali struktur natif atau biasa disebut
dengan proses Redocking terhadap protein FGFR1-FGF2. Dalam prosesnya
redocking ini bertujuan untuk melihat kemiripannya dengan struktur natif di
alam, sehingga dapat juga digunakan sebagai acuan untuk memvalidasi molekul
docking eksperimen dianalisis energi dan interaksinya sehingga heparin dapat
memiliki aktivitas biologis yang sama dengan molekul natif pada FGFR1- FGF2.
Struktur natif heparin 2SNS(6S) 8 sakarida pada molekul 1FQ9 di docking
kembali pada FGFR1-FGF2 pada sisi aktifnya. Proses pemilihan struktur natif 8
sakarida ini didasarkan pada kemungkinanya struktur ini memiliki aktivitas
biologi yang lebih kuat dibanding dengan struktur natif 6 sakarida. Parameter
keberhasilan yang digunakan sebagai prediksi berhasilnya terikat kembali antara

ligan dan protein adalah dengan melihat RMSD (Root Mean Square Derivation)
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Nilai RMSD dari hasil redocking heparin natif berfungsi untuk mengetahui

keberhasilan ligan natif redocking menempati posisi sebagaimana keadaan terikat di

awal dengan reseptor FGF2-FGFR1. Hasil docking dapat dilihat kemiripannya

dari nilai reference RMSD tiap Kkluster konformasi pertama. Reference RMSD
tiap Kluster ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Hasil file DLG heparin 8 sakarida natif

. Energi Reference
Kluster | Konformasi Bindi?lg Kluster RMSD RMSD
1 1 -29,43 0,00 0,98
1 2 -29,28 1,04 1,17
1 3 -28,73 1,05 1,10
1 4 -28,56 1,08 1,02
1 5 -27,47 1,02 0,91

Berdasarkan file hasil docking heparin 8 sakarida memiliki nilai reference
RMSD vyang bervariasi pada tiap klusternya pada konformasi pertama. Pada
Kluster pertama nilai reference RMSD lebih kecil daripada Kluster lainnya,
artinya struktur alami yang di docking mempunyai kemiripan yang tinggi dengan
struktur di alam. Nilai RMSD dari hasil redocking heparin natif berfungsi untuk
mengetahui keberhasilan heparin natif redocking menempati posisi sebagaimana
keadaan terikat di awal dengan reseptor FGF2-FGFR1. Heparin 8 sakarida natif dari
lima konformasi memiliki nilai reference RMSD < 2, maka struktur dianggap
tidak berbeda jauh dengan struktur heparin di alam serta mempunyai fungsi
biologis yang sama. Sedangkan, nilai reference RMSD > 2 memiliki struktur dan

fungsi biologis berbeda dari struktur dialam menurut Manalu. (2021).

4.5 Visualisasi Interaksi Molecular Docking
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Pada perancangan obat menggunakan metode penambatan molekul ini
digunakan untuk memahami adanya interaksi pada obat. Sehingga, hasil daripada
docking ini didapatkan berbagai variasi konformasi. Adanya interaksi dari ligan
dengan makromolekul akan menunjukkan beberapa ikatan diantaranya: ikatan
hidrogen, interaksi elektrostatik, ikatan pi dan beberapa ikatan hidrofobik.
Interaksi antara ligan heparin dengan reseptor ini memiliki kekuatan ketika terikat
pada residu asam amino Lisin: Lys 160, Lys 163, Lys 172, Lys 175, dan Lys 177
(Plotnikov dkk., 1999). Sedangkan, situs pengikatan heparin dengan afinitas
tinggi terdiri dari asam amino Asparagin (Asn) 27, Lisin (Lys) 125, Glutamin
(GIn) 134, dan Arginin (Arg) 120 dengan ikatan berafinitas rendah oleh asam
amino Lys 26 dan Lys 135.
Heparin natif 8 sakarida mampu berinteraksi pada residu dalam ruang
lingkup afinitas dengan FGFR1-FGF2. Interaksi dari ligan heparin 8 sakarida
natif dan FGFR1-FGF2 ditunjukkan pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Interaksi heparin 8 sakarida natif dan FGFR1-FGF2 Menggunakan
Program DSV (Discovery Studio Visualizer)

Interaksi Jenis lkatan
A:LYS119:HZ2 - E:SGN1:03S Ikatan Hidrogen;Elektrostatik
A:ARG120:HH21 - E:SGN5:05S Ikatan Hidrogen;Elektrostatik
A:LYS129:HZ3 - E:SGN1:06S Ikatan Hidrogen;Elektrostatik
A:LYS135:HZ2 - E:IDS6:06B Ikatan Hidrogen;Elektrostatik
D:LYS207:HZ2 - E:IDS6:06B Ikatan Hidrogen;Elektrostatik
A:LYS26:NZ - E:UAP8:06B Elektrostatik
A:LYS119:NZ - E:IDU2:06 Elektrostatik
A:ARG120:NH2 - E:SGN3:01S Elektrostatik
A:LYS125:NZ - E:IDU2:06 Elektrostatik
A:LYS125:NZ - E:IDS4:02S Elektrostatik
A:LYS129:NZ - E:SGN1:03S Elektrostatik
A:LYS129:NZ - E:IDU2:06 Elektrostatik
A:LYS135:NZ - E:UAP8:06B Elektrostatik
C:LYS160:NZ - E:SGN7:03S Elektrostatik
C:LYS163:NZ - E:SGN7:06S Elektrostatik
C:LYS172:NZ - E:UAP8:06B Elektrostatik
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C:LYS175:NZ - E:UAP8:03S
C:LYS177:NZ - E:SGN7:06S
C:LYS177:NZ - E:SGN7:03S
C:LYS177:NZ - E:UAP8:03S
D:LYS207:NZ - E:UAP8:03S
D:ARG209:NH1 - E:IDS6:03S
D:ARG209:NH1 - E:SGN7:03S
A:LYS119:HZ1 - E:SGN1:02S
A:ARG120:HH22 - E:SGN3:03S
A:LYS129:HZ2 - E:SGN1:03
A:LYS129:HZ3 - E:IDU2:061
A:LYS135:HN - E:IDS4:02S
A:LYS135:HZ1 - E:UAP8:06A
C:LYS160:HZ2 - E:SGN7:02S
C:LYS163:HZ1 - E:SGN7:06
C:LYS177:HZ1 - E:SGN7:03
C:LYS177:HZ2 - E:SGN7:02S
C:LYS177:HZ3 - E:SGN7:03
D:LYS207:HZ3 - E:IDS6:05
D:LYS207:HZ3 - E:IDS6:04
D:ARG209:HH12 - E:IDS6:02S
E:SGN1:H3 - E:IDU2:05
E:SGN5:H2 - D:TYR206:0
E:SGN7:H3 - E:UAP8:03S
E:SGN1:C6 - E:IDU2:02
E:IDU2:C3 - E:SGN1:06S
E:SGN5:C5 - E:IDS4:02

Elektrostatik

Elektrostatik

Elektrostatik

Elektrostatik

Elektrostatik

Elektrostatik

Elektrostatik

Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen
Ikatan Hidrogen

Residu pada heparin natif mampu mengikat molekul yang menghasilkan

dua jenis ikatan seperti ikatan hidrogen dan elektrostatik. Hal ini dapat terjadi

karena menyatakan ikatan hidrogen dan elektrostatik jembatan garam secara

bersamaan. Interaksi ini terjadi karena terdapat gugus muatan yang berlawanan

NH---O, dan terlihat jarak ikatan kurang dari 3,4 A yang menyatakan syarat jarak

dari ikatan hidrogen 3,4 A dan sudut XDA dan DAY kurang dari 180. Residu

heparin non-ikatan dengan situs aktif menghasilkan ikatan hidrogen, elektrostatik,

dan interaksi pi-sulfur. lkatan hidrogen yang dihasilkan berupa ikatan jenis

hidrogen klasik dan karbon hidrogen. lkatan hidrogen klasik terjadi karena
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terdapat ikatan N---O dan O---O dengan satu pasangan elektron bebas. Interaksi
ini menghasilkan jarak kurang dari 3,4 A dan sudut kurang dari 180. Ikatan
karbon hidrogen terjadi karena karbon terpolarisasi yang berdekatan dengan atom
N atau O berinteraksi dengan atom akseptor. Jarak yang dimiliki oleh interaksi ini
kurang dari 3,8 A dan sudut kurang dari 180. Peran interaksi elektrostatik dalam
pengikatan situs aktif berupa muatan tarik menarik. Interaksi ini terjadi pada atom
yang memiliki muatan formal penuh atau fraksi berlawanan antara N---O dengan
jarak kurang dari 5,6 A. Interaksi pi-sulfur terjadi antara atom sulfur dan sistem pi

dengan jarak kurang dari 6 A.

8 Sakarida natif
S e
i B = S =
(o VST &
IDS1,SGN2,IDS3,SGN4,1DS5,SGN6,IDS7,IDS8
IDS1

LYS177:N, LYS207:C, LYS175:N, THR173:0, LYS172:N

SGN2

LYS160:N, LYS163, HIS166, LYS177

IDS3
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LYS26:N, ARG120:N, LYS135:N, LYS207:N

SGN4
ASN27:0, ARG120:N, LYS125:N, ALA136:N, LYS207:N
IDS5
ASN27:N, ARG120:N
SGNG6
LYS119:N, LYS129:N
IDS7-SGN8

LYS129:N
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Gambar 4.4 Visualisasi interaksi heparin 8 sakarida natif pada FGFR1-FGF2
Menggunakan Program DSV (Discovery Studio Visualizer)

Keterangan:
-Garis putus-putus orange : interaksi elektrostatik, jembatan garam, pi-sulfur

-Garis putus-putus hijau : ikatan hidrogen konvensional
-Garis putus-putus putih  : ikatan hidrogen karbon

Docking pada heparin sakarida 2 hingga 12 sakarida pada reseptor
mempunyai interaksi yang bervariasi setiap konformasinya. Interaksi antara
heparin dengan FGFR1-FGF2 mampu mempengaruhi energi serta aktivitas

biologi yang dihasilkan. Interaksi antara struktur heparin 2 hingga 12 sakarida 2S

dan 2SNS dengan FGFR1-FGF2 ditunjukkan pada Tabel 4.4

Tabel 4.4 Interaksi heparin sulfasi 2S dan 2SNS 2-12 sakarida

. . Interaksi Molekul Docking
Sakarida Heparin >3 2SNS
2 sakarida A:LYS26:N (H,E)* A:LYS26:H (H,E)
A:LYS135:N (H,E)* C:LYS175:H (H,E)
C:LYS172:N (H,E)* C:LYS177:H (H,E)*
A:LYS26:H (H,E) A:LYS135:N (E)*
A:LYS135:H (H,E)* C:LYS172:N (E)*
C:LYS172:H (H,E) A:LYS26:H (H)
C:LYS175:0 (H) A:LYS135:H (H)*
C:LYS175:0 (H) C:LYS163:H (H)*
C:THR173:0 (H) C:HIS166:H (H)
A:ASN27:C (H) C:LYS172:H (H)
C:LYS163:C (H) C:LYS175:H (H)
A:ASN27:0 (H) C:LYS177:H (H)*
C:HIS166:N (Phi) C:LYS175:0 (H)
THR173:0 (H)
C:LYS163:C (H)
A:TYR103:0 (H)
C:ALA167:0 (H)
3 sakarida A:LYS26:N (E)* A:LYS26:H (H,E)
A:ARG44:N (E) A:LYS135:H (H,E)*
A:LYS135:N (E)* A:LYS135:N (E)*
C:LYS172:N (E)* C:LYS163:N (E)*
A:LYS26:H (H) C:LYS172:N (E)*
A:LYS26:H (H) C:LYS175:N (E)*
A:ARG44:H (H) C:LYS177:N (E)*




A:LYS135:H (H)*
C:LYS163:H (H)*
C:LYS163:H (H)*
C:HIS166:H (H)
C:LYS172:H (H)
C:GLU159:0 (H)
A:LYS26:0 (H)
A:GLY28:C (H)
C:GLU159:0 (H)
C:LYS160:0 (H)
C:LYS163:0 (H)
A TYR24:0 (H)
C:ALA167:0 (H)

A:LYS26:H (H)
C:LYS163:H (H)*
C:LYS172:H (H)
C:LYS172:H (H)
C:LYS177:H (H)*
C:LYS177:H (H)*
C:LYS175:0 (H)
C:LYS163:C (H)
A:TYR24:0 (H)
C:ALA167:0 (H)

4 sakarida A:LYS26:N (E)* A:LYS26:H (H,E)
A:LYS135:N (E)* C:LYS172:H (H,E)
C:LYS160:N (E)* C:LYS175:H (H,E)
C:LYS177:N (E)* A:LYS26:N (E)*
A:LYS26:H (H) A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:H (H)* A:LYS135:N (E)*
C:LYS172:H (H) C:LYS160:N (E)*
C:LYS172:H (H) C:LYS172:N (E)*
C:LYS172:H (H) C:LYS177:N (E)*
C:LYS177:H (H) A:LYS135:H (H)*
C:LYS163:C (H) A:LYS135:H (H)*
C:LYS175:0 (H) C:LYS160:H (H)*
C:LYS175:0 (H) C:LYS160:H (H)*

C:LYS160:H (H)*
C:LYS172:H (H)
C:LYS172:H (H)
C:LYS175:H (H)
C:LYS177:H (H)*
C:LYS177:H (H)*
C:LYS177:H (H)*
C:LYS175:0 (H)
5 sakarida A:LYS125:H (H,E) A:LYS26:H (H,E)*

A:LYS26:N (E)*
A:LYS26:N (E)*
C:LYS172:N (E)*
A:LYS26:H (H)
A:LYS26:H (H)
A:ASN27:H (H)
A:LYS125:H (H)
A:GLN134:H (H)
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)

A:ARG120:H (H,E)*
A:LYS135:H (H,E)*
C:LYS175:H (H,E)
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS172:N (E)*
C:LYS177:N (E)*
C:LYS177:N (E)*
A:LYS26:H (H)
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A:LYS135:H (H)
A:LYS135:H (H)
A:LYS135:H (H)
A:LYS135:H (H)
A:ALA136:H (H)*
A:GLY133:0 (H)
A:GLY133:0 (H)
A:ASN27:0 (H)*
A:LYS135:C (H)

A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
C:HIS166:H (H)*
C:LYS172:H (H)
C:LYS175:H (H)
C:LYS175:H (H)
C:LYS177:H (H)*
C:LYS177:H (H)*
A:LYS135:C (H)
C:LYS163:C (H)

6 sakarida A:SGN3:H (H,E) C:LYS163:H (H,E)*
A:ARG120:N (E)* C:LYS172:H (H,E)
A:LYS125:N (E)* C:LYS172:H (H,E)
A:LYS135:N (E)* C:LYS172:H (H,E)
C:LYS160:N (E)* A:LYS26:N (E)*
C:LYS177:N (E)* A:LYS26:N (E)*
A:ASN27:H (H) A:ARG44:N (E)
A:ARG120:H (H)* A:LYS135:N (E)*
A:ARG120:H (H)* A:LYS135:N (E)*
A:LYS125:H (H) C:LYS160:N (E)*
A:LYS135:H (H)* C:LYS175:N (E)*
C:LYS160:H (H)* C:LYS177:N (E)*
C:LYS177:H (H)* A:LYS26:H (H)
C:LYS177:H (H)* A:ARG120:H (H)*
A:GLY133:0 (H) A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:C (H) A:LYS135:H (H)*

A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
C:LYS163:H (H)*
C:HIS166:H (H)*
C:LYS175:H (H)
C:LYS177:H (H)*
7 sakarida A:LYS26:H (H,E) A:LYS26:H (H,E)

A:LYS26:H (H,E)
A:LYS135:H (H,E)*
A:LYS135:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS172:N (E)*
C:LYS177:N (E)*
A:LYS26:H (H)

A:LYS135:H (H,E)*
C:LYS160:H (H,E)*
C:LYS177:H (H,E)*
A:LYS26:N (E)*
A:ARG120:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS172:N (E)*
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A:LYS135:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
C:LYS172:H (H)
C:.LYS177:H (H)*
A:GLY133:0 (H)
A:LYS135:C (H)

C:LYS172:N (E)*
C:LYS175:N (E)*
A:LYS26:H (H)
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
C:LYS163:H (H)*
C:LYS172:H (H)
C:LYS172:H (H)
C:LYS172:H (H)
C:LYS175:H (H)
C:LYS177:H (H)*
A:GLY133:0 (H)
A:LYS135:C (H)
A:LYS135:C (H)

8 sakarida A:ARG120:H (H,E)* A:LYS26:H (H,E)
A:LYS135:H (H,E)* A:LYS125:H (H,E)
C:LYS177:H (H,E)* A:LYS26:N (E)*
A:LYS26:N (E)* A:ARG120:N (E)*
A:ARG120:N (E)* A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)* C:LYS160:N (E)*
C:LYS172:N (E)* C:LYS172:N (E)*
C:LYS175:N (E)* C:LYS177:N (E)*
A:LYS26:H (H) A:LYS26:H (H)
A:LYS135:H (H)* A:ARG120:H (H)*
A:LYS135:H (H)* A:ARG120:H (H)*
C:LYS160:H (H)* A:LYS135:H (H)*
C:LYS160:H (H)* C:LYS160:H (H)*
C:LYS163:H (H)* C:LYS160:H (H)*
C:LYS172:H (H) C:LYS172:H (H)
A:ASN27:0 (H) C:LYS172:H (H)
C:GLU159:0 (H) C:LYS177:H (H)*
C:THR212:0 (H) C:LYS177:H (H)*
A:LYS135:C (H) A:GLY133:0 (H)
C:LYS160:C (H) A:LYS125:C (H)

A:LYS135:C (H)
A:LYS135:C (H)
9 sakarida C:LYS172:H (H,E) A:LYS26:N (E)*

C:LYS172:H (H,E)
C:GLU159:0E2 (H,E)
A:LYS26:N (E)*
A:ARG44:N (E)
A:ARG120:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS163:N (E)*

A:ARG120:N (E)*
A:ARG120:N (E)*
A:ARG120:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS172:N (E)*
C:LYS172:N (E)*
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A:ASN101:H (H)

A:ARG120:H (H)*
A:ARG120:H (H)*
A:ARG120:H (H)*
A:ARG120:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
A:GLY133:C (H)

A:GLY133:0 (H)

C:LYS175:N (E)*
C:LYS177:N (E)*
A:ARG120:H (H)*
A:ARG120:H (H)
A:ARG120:H (H)
A:ARG120:H (H)
A:ARG120:H (H)
A:ARG120:H (H)
A:ARG120:H (H)
A:LYS135:H (H)
A:LYS135:H (H)
A:LYS135:H (H)
C:LYS160:H (H)
C:LYS172:H (H)
C:THR173:H (H)
C:LYS175:H (H)
C:LYS177:H (H)*
C:LYS177:H (H)*
A:LYS26:C (H)

10 sakarida A:LYS129:H (H,E)* A:ARG120:H (H,E)*
C:LYS160:H (H,E)* A:LYS135:H (H,E)*
A:ARG120:N (E)* C:LYS172:H (H,E)
A:LYS125:N (E)* A:LYS26:N (E)*
A:LYS129:N (E)* A:LYS119:N (E)*
A:LYS135:N (E)* A:LYS119:N (E)*
C:LYS175:N (E)* A:ARG120:N (E)*
C:LYS177:N (E)* A:LYS125:N (E)*
C:LYS177:N (E)* A:LYS129:N (E)*
C:GLU159:0 (E) A:LYS135:N (E)*
A:ARG120:H (H*) C:LYS163:N (E)*
A:LYS125:H (H) C:LYS175:N (E)*
A:LYS129:H (H)* C:LYS177:N (E)*
A:LYS135:H (H)* A:LYS26:H (H)
C:LYS163:H (H) A:LYS119:H (H)*
C:LYS175:H (H) A:ARG120:H (H)*
C:LYS175:H (H) A:LYS129:H (H)*
C:LYS177:H (H)* A:LYS135:H (H)*
C:LYS177:H (H)* A:LYS135:H (H)*
C:LYS177:H (H)* C:LYS175:H (H)
A:ASN27:0 (H) C:LYS177:H (H)*

A:LYS119:C (H)

A:LYS119:C (H)

A:LYS135:C (H)
11 sakarida A:LYS125:H (H,E) A:LYS26:H (H,E)

C:LYS175:H (H,E)

C:LYS175:H (H,E)
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C:LYS177:H (H,E)
A:LYS119:N (E)*
A:LYS125:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
A:ARG120:H (H)*
A:LYS125:H (H)
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
A:LYS135:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
A:LYS129:0 (H)
A:LYS125:C (H)

A:ARG120:N (E)*
A:LYS125:N (E)*
A:LYS129:N (E)*
A:LYS135:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS160:N (E)*
C:LYS177:N (E)*
C:LYS177:N (E)*
A:ARG120:H (H)*
C:LYS172:H (H)
C:LYS177:H (H)*
C:LYS160:C (H)
C:LYS172:C (H)
A:GLY133:0 (H)
A:LYS129:0 (H)

12 sakarida A:LYS135:H (H,E)* C:LYS160:H (H,E)*
A:LYS119:N (E)* C:LYS172:H (H,E)
A:LYS125:N (E)* C:LYS177:H (H,E)*
A:LYS129:N (E)* A:LYS119:N (E)*
C:LYS160:N (E)* A:ARG120:N (E)*
C:LYS175:N (E)* A:ARG120:N (E)*
C:LYS177:N (E)* A:ARG120:N (E)*
A:LYS125:H (H) A:LYS129:N (E)*
A:LYS129:H (H)* C:LYS175:N (E)*
A:LYS129:H (H)* C:LYS177:N (E)*
C:LYS160:H (H)* C:GLU159:0 (E)
C:LYS160:H (H)* A:ARG120:H (H)*
C:LYS160:H (H)* A:LYS135:H (H)*
C:LYS177:H (H)* A:LYS135:H (H)*
A:GLN123:0 (H) C:SER157:H (H)
A:LYS129:0 (H) C:LYS160:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
C:LYS160:H (H)*
C:THR173:H (H)
C:LYS175:H (H)
C:GLU159:0 (H)
A:GLN123:0 (H)
C:LYS160:C (H)
Catatan :
H : Ikatan Hidrogen
Phi : Ikatan Phi

E : Interaksi Elektrostatik

* . Interaksi heparin docking penelitian = Interaksi heparin 8 sakarida

natif
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Berdasarkan Tabel 4.4 dari heparin 2 sakarida hingga 12 sakarida memiliki
beberapa interaksi yang mirip dengan heparin 8 sakarida natif. Pada docking
heparin 5 sakarida 2SNS memiliki energi binding yang sangat rendah (semakin
kuat) dengan nilai sebesar -17,02 kkal/mol dan juga terdapat interaksi residu asam
amino yang sama dengan heparin 8 sakarida natif yaitu Arg 120, Lys 135, Lys 177,
Lys 26, Lys 160, Lys 163 , Lys 172, Lys 175, His 166. Interaksi yang dihasilkan
berupa ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik. lkatan hidrogen terjadi pada situs
dari gugus —NH...O dan —CH...O dan interaksi elektrostatik terjadi pada gugus -
N+...0-. Kekuatan interaksi ini semakin kuat ditandai dengan semakin banyaknya
ikatan hidrogen dan ikatan elektrostatik yang terjadi pada heparin 2SNS 5 sakarida.
Persamaan interaksi pada situs aktif menjadikan heparin 5 sakarida memiliki
afinitas kuat, sehingga molekul heparin uji memiliki aktivitas biologis yang sama
dengan heparin natif. Menurut Ruswanto (2015) semakin banyak interaksi hidrogen
antara senyawa dengan residu asam amino maka diprediksi interaksinya senyawa dan
reseptor semakin baik. Selain melihat energi binding dan juga jenis interaksi, salah satu
parameter keberhasilan docking adalah dengan melihat nilai RMSD. Nilai RMSD (root
mean square deviation) sendiri merupakan nilai standar deviasi (ukuran
penyimpangan), sejauh mana posisi atom-atom dalam molekul ligan uji itu dapat
menyimpang (berbeda) dari posisi atom-atom dalam molekul ligan natif. Hal ini juga
diperkuat dengan didapatkanya nilai RMSD sebesar 1,698 A.

Docking heparin konformasi 2SNS pada sakarida 2-4 menghasilkan energi
binding sebesar 2: -13,74 ; 3: -16,19; 4: -15,83 kkal/mol. Pada docking heparin
2SNS sakarida 2-4 terdapat interaksi residu asam amino yang sama dengan heparin

8 sakarida natif dan yang mendominasi yaitu, Lys 135, Lys 177, Lys 160, Lys 163,
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Lys 172, Lys 175. Interaksi yang mendominasi yaitu berupa ikatan hidrogen karbon,
ikatan hidrogen konvensional dan jembatan garam. lkatan Hidrogen konvensional
terjadi antarmolekul dengan asam amino karena adanya atom donor ikatan hidrogen
yang berikatan dengan akseptor yang sangat kuat sehingga terjadi yang namanya
ikatan hidrogen konvesional. Biasanya yang terhubung dengan atom hidrogen
adalah N, O, S, dan, P adalah atom donor ikatan hidrogen klasik atau konvesional.
Ikatan hidrogen ini terjadi pada situs dari gugus —CH...O dan NH...O dan ikatan
hidrogen karbon sendiri terjadi pada atom C dalam gugus asetilena atau ketika
berdekatan dengan atom O atau N. Dengan jarak yang ditentukan adalah sebesar 3,8
A. Pada jembatan garam sendiri merupakan ikatan yang dapat terjadi ketika
pasangan gugus bermuatan yang berlawanan serta diantaranya juga terjadi ikatan
hidrogen. interaksi ini terjadi pada gugus N+...0-. Nilai RMSD yang didapatkan
masing-masing ligan uji adalah sebesar 2: 1,792 A : 3: 1,725 A; 4: 1,739 A.
Hasil docking heparin konformasi 2SNS pada sakarida 6-9 menghasilkan
energi binding sebesar 6: -16,66 ; 7: -15,64; 8: -15,70; dan 9: -13,80 kkal/mol .
Pada docking heparin 2SNS sakarida 6-9 terdapat interaksi residu asam amino
yang sama dengan heparin 8 sakarida natif yaitu, Arg 120 Lys 135, Lys 177, Lys
160, Lys 163 , Lys 172, Lys 175, His 166. Interaksi yang dihasilkan berupa
ikatan hidrogen konvensional, ikatan hidrogen karbon, dan Salt-bridge. lkatan
Hidrogen konvensional terjadi antarmolekul dengan asam amino karena adanya
atom donor ikatan hidrogen yang berikatan dengan akseptor yang sangat kuat
sehingga terjadi yang namanya ikatan hidrogen konvesional. Biasanya yang
terhubung dengan atom hidrogen adalah N, O, S, dan, P adalah atom donor

ikatan hidrogen klasik atau konvesional. Ikatan hidrogen ini terjadi pada situs
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dari gugus —CH...O dan NH...O dan ikatan hidrogen karbon sendiri terjadi pada
atom C dalam gugus asetilena atau ketika berdekatan dengan atom O atau N.
Dengan jarak yang ditentukan adalah sebesar 3,8 A. Jembatan garam sendiri
merupakan ikatan yang dapat terjadi ketika pasangan gugus bermuatan yang
berlawanan serta diantaranya juga terjadi ikatan hidrogen. interaksi ini terjadi
pada gugus N+...0-. Nilai RMSD yang didapatkan masing-masing ligan uji
adalah sebesar 6: 1,712 A ; 7: 1,769 A; 8: 1,750 A; 9: 1,781 A.

Hasil daripada docking heparin konformasi 2SNS pada sakarida 10-12
sendiri menghasilkan energi binding sebesar 10: -10,68 ; 11: -10,31; 12: -6,11
kkal/mol. Pada docking heparin 2SNS sakarida 10-12 ini memiliki nilai yang
sangat besar karena dipengaruhi oleh fleksibilitasnya yang tinggi dengan ikatan
torsi melebihi 32 yang mana merupakan batas akhir dari ikatan torsi pada aplikasi
Autodock. Pada heparin 2SNS sakarida 10-12 ini terdapat interaksi residu asam
amino yang sama dengan heparin 8 sakarida natif yaitu, Arg 120, Lys 119, Lys
125, Lys 135, Lys 177, Lys 160, Lys 163 , Lys 172, Lys 175. Interaksi yang
dihasilkan berupa ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik. lkatan Hidrogen
konvensional terjadi antarmolekul dengan asam amino karena adanya atom donor
ikatan hidrogen yang berikatan dengan akseptor yang sangat kuat sehingga
terjadi yang namanya ikatan hidrogen konvesional. Biasanya yang terhubung
dengan atom hidrogen adalah N, O, S, dan, P adalah atom donor ikatan hidrogen
klasik atau konvesional. Ikatan hidrogen ini terjadi pada situs dari gugus —
CH...O dan NH...O dan ikatan hidrogen karbon sendiri terjadi pada atom C
dalam gugus asetilena atau ketika berdekatan dengan atom O atau N. Dengan

jarak yang ditentukan adalah sebesar 3,8 A. Nilai RMSD yang didapatkan
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masing-masing ligan uji adalah sebesar 10: 1,859 A ; 11: 1,872 A; 12: 2,132 A.
Hal ini menandakan bahwa ligan uji menempati posisi docking yang berbeda,
walaupun perbedaan posisi tidak terlalu besar. Perbedaan posisi antara hasil
replikasi disebabkan karena metode docking yang digunakan adalah fleksibel
docking kondisi ini menyebabkan ligan menjadi fleksibel sehingga
memungkinkan ligan untuk melalukan penyesuaian struktur demi mencapai

konformasi yang stabil saat berikatan dengan sisi aktif reseptor.

5 Sakarida

IDS2

L5135

SGN3

ARGT120

IDS4
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5 LYS177
SGN5
[=1m]
LY S17F
Lv'=S175
IDS6
Gambar 4.5 Visualisasi interaksi 5 sakarida 2SNS pada FGFR1-FGF2
Menggunakan Program DSV (Discovery Studio Visualizer)

Keterangan:

-Garis putus-putus warna orange : jembatan garam, interaksi tarik-menarik,
interkasi elektrostatik
-Garis putus-putus warna hijau : ikatan hidrogen konvensional
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-Garis putus-putus warna : ikatan hidrogen karbon

Heparin 5 sakarida 2S memiliki energi binding yang sangat rendah (semakin
kuat) dengan nilai sebesar -16,48 kkal/mol. heparin ini berinteraksi dengan
makromolekul akan membentuk ikatan hidrogen serta interaksi elektrostatik yang
mengikat residu asam amino sama Arg 120,Asn 27, Lys 125, Lys 129, Lys 135, Lys
160, Lys 172, Lys 177, Ala 136. Interaksi yang terjadi pada heparin 5 sakarida 2S
ini mengikat LYS129:N LYS125:N ARG120:N beberapa asam amino yang sama
dengan heparin natif berupa Arg 120,Asn 27, Lys 125, Lys 129, Lys 135, Lys 160,
Lys 172, Lys 177, Ala 136. Hal ini menunjukkan bahwa heparin ini memiliki
aktivitas biologis yang berbeda dengan heparin natif akan tetapi masih menempati
sisi aktif reseptor yang sama sehingga energi binding akan tetap lebih besar negatif.
Nilai RMSD yang didapatkan adalah sebesar 1,792 A.

Docking heparin konformasi 2S pada sakarida 2-4 menghasilkan energi
binding sebesar 2: -7,36 ; 3: -10,42; 4: -5,63. Pada docking heparin 2S sakarida 2-4
terdapat interaksi residu asam amino yang sama dengan heparin 8 sakarida natif dan
yang mendominasi yaitu, Lys 26,Lys 135, Lys 177, Lys 160, Lys 163 , Lys 172.
Interaksi yang mendominasi yaitu berupa ikatan hidrogen karbon, ikatan hidrogen
konvensional dan jembatan garam. lkatan Hidrogen konvensional terjadi
antarmolekul dengan asam amino karena adanya atom donor ikatan hidrogen yang
berikatan dengan akseptor yang sangat kuat sehingga terjadi yang namanya ikatan
hidrogen konvesional. Biasanya yang terhubung dengan atom hidrogen adalah N, O,
S , dan, P adalah atom donor ikatan hidrogen klasik atau konvesional. lkatan
hidrogen ini terjadi pada situs dari gugus —CH...O dan NH...O dan ikatan hidrogen

karbon sendiri terjadi pada atom C dalam gugus asetilena atau ketika berdekatan
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dengan atom O atau N. Dengan jarak yang ditentukan adalah sebesar 3,8 A. Pada
jembatan garam sendiri merupakan ikatan yang dapat terjadi ketika pasangan gugus
bermuatan yang berlawanan serta diantaranya juga terjadi ikatan hidrogen. interaksi
ini terjadi pada gugus N+...0-. Nilai RMSD yang didapatkan masing-masing ligan
uji adalah sebesar 2: 1,822 A ; 3: 1,792 A; 4: 1,843 A.

Hasil docking heparin konformasi 2S pada sakarida 6-9 menghasilkan
energi binding sebesar 6: -0,94 ; 7: -4,61; 8: -3,20; dan 9: 0,13 . Pada docking
heparin 2SNS sakarida 6-9 terdapat interaksi residu asam amino yang sama
dengan heparin 8 sakarida natif yaitu, Arg 120 Lys 135, Lys 177, Lys 160, Lys
163 , Lys 172, Lys 175. Interaksi yang dihasilkan berupa ikatan hidrogen
konvensional, ikatan hidrogen karbon, dan Salt-bridge. Ikatan Hidrogen
konvensional terjadi antarmolekul dengan asam amino karena adanya atom donor
ikatan hidrogen yang berikatan dengan akseptor yang sangat kuat sehingga
terjadi yang namanya ikatan hidrogen konvesional. Biasanya yang terhubung
dengan atom hidrogen adalah N, O, S, dan, P adalah atom donor ikatan hidrogen
klasik atau konvesional. lkatan hidrogen ini terjadi pada situs dari gugus —
CH...O dan NH...O dan ikatan hidrogen karbon sendiri terjadi pada atom C
dalam gugus asetilena atau ketika berdekatan dengan atom O atau N. Dengan
jarak yang ditentukan adalah sebesar 3,8 A. Jembatan garam sendiri merupakan
ikatan yang dapat terjadi ketika pasangan gugus bermuatan yang berlawanan serta
diantaranya juga terjadi ikatan hidrogen. interaksi ini terjadi pada gugus N+...O-.
Nilai RMSD yang didapatkan masing-masing ligan uji adalah sebesar 6: 1,886 A

-7:1,867 A; 8:1,869 A: 9: 1,959 A.
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Hasil daripada docking heparin konformasi 2S pada sakarida 10-12 sendiri
menghasilkan energi binding sebesar 10: 1,50 ; 11: 3,31; 12: -6,86 kkal/mol. Pada
docking heparin 2SNS sakarida 10-12 ini memiliki nilai yang sangat besar karena
dipengaruhi oleh fleksibilitas dan jumlah interaksi hidrogen yang sangat sedikit.
fleksibilitas yang tinggi ditandai dengan adanya ikatan torsi melebihi 32 yang
mana merupakan batas akhir dari ikatan torsi pada aplikasi Autodock.. Pada
heparin 2SNS sakarida 2-12 ini terdapat interaksi residu asam amino yang sama
dengan heparin 8 sakarida natif yaitu, Arg 120, Lys 119, Lys 125, Lys 129, Lys
135, Lys 177, Lys 160, Lys 175. Interaksi yang dihasilkan berupa ikatan
hidrogen, interaksi elektrostatik. Ikatan Hidrogen konvensional terjadi
antarmolekul dengan asam amino karena adanya atom donor ikatan hidrogen
yang berikatan dengan akseptor yang sangat kuat sehingga terjadi yang namanya
ikatan hidrogen konvesional. Biasanya yang terhubung dengan atom hidrogen
adalah N, O, S , dan, P adalah atom donor ikatan hidrogen klasik atau
konvesional. Ikatan hidrogen ini terjadi pada situs dari gugus —CH...O dan
NH...O dan ikatan hidrogen karbon sendiri terjadi pada atom C dalam gugus
asetilena atau ketika berdekatan dengan atom O atau N. Dengan jarak yang
ditentukan adalah sebesar 3,8 A. Nilai RMSD yang didapatkan masing-masing
ligan uji adalah sebesar 10: 1,970 A : 11: 1,984 A; 12: 2,262 A. Hal ini
menandakan bahwa ligan uji menempati posisi docking yang berbeda, walaupun
perbedaan posisi tidak terlalu besar. Perbedaan posisi antara hasil replikasi
disebabkan karena metode docking yang digunakan adalah fleksibel docking

kondisi ini menyebabkan ligan menjadi fleksibel sehingga memungkinkan ligan
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untuk melalukan penyesuaian struktur demi mencapai konformasi yang stabil saat

berikatan dengan sisi aktif reseptor.

5 Sakarida

IDS2

SGN3

IDS4

LYS26, LYS135

SGN5
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GLY133, LYS135

IDS6

ASN27, GLN134, LYS125, LYS135, ALA136

Gambar 4.6 Visualisasi interaksi 5 sakarida 2S pada FGFR1-FGF2
Menggunakan Program DSV (Discovery Studio Visualizer)
Keterangan:
-Garis putus-putus warna orange : jembatan garam, interaksi tarik-menarik, interaksi
elektrostatik
-Garis putus-putus warna hijau : ikatan hidrogen konvensional
-Garis putus-putus warna putih  : ikatan hidrogen karbon

Dalam penentuan afinitas molekul docking akan melibatkan interaksi, karena
Interaksi mempunyai peranan penting dalam penentuan afinitas molekul docking.
Ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik, dan interaksi hidrofobik dapat
mempengaruhi energi binding molekul. Menurut Plotnikov, dkk. (1999) Residu
yang berinteraksi banyak dengan asam amino pada situs aktif FGF2 dan D2 FGFR1
maka ligan pada reseptor akan terstabilkan. Sehingga, dominasi energi elektrostatik
dan ikatan hidrogen yang berikatan dengan asam amino di situs aktif akan mampu

memberikan nilai tinggi pada energi binding.
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b

Gambar 4.7 Visualisasi ligan dalam situs akf FGF2- FGFR1 Menggunakan
Program PyMOL

4.6 Analisis Energi Binding dan Ki Molekul Heparin-FGFR1-FGF2
Tabel 4.5 Hasil energi binding heparin sulfasi 2S dan 2SNS

Sakarida Energi Binding (kkal/mol)
Heparin | Sulfasi 2S Sulfasi
2SNS
2 -7.36 -13.74
3 -10.42 -16.19
4 -5.63 -15.83
5 -16.48 -17.02
6 -0.94 -16.66
7 -4.61 -15.64
8 -3.20 -15.70
9 -0.13 -13.80
10 +1.50 -10.68
11 +3.31 -10.31
12 +6.86 -6.11

Berdasarkan Tabel 4.5 energi binding docking heparin dan FGF2-FGFR1
diketahui energi terendah dan tertinggi pada tiap-tiap Kluster. Energi binding
selain dipengaruhi oleh interaksi juga dapat dipengaruhi oleh panjang sakarida.
Panjang sakarida akan mempengaruhi interaksi molekul dengan cara mengikat
lebih dari satu molekul FGF2 dan mendukung pembentukan komplek terner
dengan FGFR (Guerrini dkk., 2007). Docking heparin konformasi 2S pada 12
sakarida memiliki energi paling tinggi (paling lemah) sebesar 6,86 kkal/mol dan

heparin konformasi 2SNS pada 12 sakarida sebesar -6,11 kkal/mol. Heparin
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dengan residu dodekasakarida mempunyai fleksibilitas yang tinggi karena
hubungannya antara rantai molekul dan fluktuasi torsi pada ikatan yang
menghubungkan residu glukosamin. Ikatan heparin ini dapat dikaitkan dengan
perubahan ikatan glikosidik a 1-4 diukur dari variasi sudut torsi @, ¥ dan
parameter helik pada molekul polisakarida (Guerrini dkk., 2007). Fleksibilitas
yang tinggi dapat menyebabkan ikatan torsi yang dimiliki lebih banyak dan
energi binding menjadi tinggi sehingga ikatannya lemah. Peningkatan
fleksibilitas menghasilkan kontak lebih dekat dari N-sulfat dan O-sulfat terikat
FGF2. Heparin dodekasakarida memiliki fleksibilitas tinggi dengan ikatan torsi
sebanyak 78. Sedangkan, heparin konformasi 2S 5 sakarida memiliki ikatan torsi
sebanyak 32 yang mana merupakan batas akhir dari ikatan torsi pada aplikasi
Autodock. Heparin dengan residu lebih dari 5 sakarida memiliki fleksibilitas
yang tinggi. Berbeda dengan heparin 2 sakarida yang tidak cukup memiliki
afinitas kuat dengan FGF2. Selain itu, komposisi sulfat juga dapat berpengaruh
terhadap ikatan heparin.

Komposisi sulfat yang terdapat pada residu iduronat 2-O-sulfat pada
posisi (2S) dan N-sulfasi (2SNS). Komposisi sulfat pada heparin berpengaruh
terhadap energi binding, semakin banyak sulfat yang terkandung maka nilai
energi binding semakin besar. Berdasarkan Lampiran 5 Energi binding docking
heparin FGF2- FGFR1 dipengaruhi oleh komposisi sulfasi sulfat dalam residu.
Heparin sulfasi 2S menghasilkan energi pada sakarida 5: -6,48; 6: -0,94; 7: -4,61,
lebih tinggi dibanding dengan heparin 2SNS yang lebih rendah pada sakarida 5: -

17,02; 6: - 16,66; 7: -15,64. Rendahnya energi binding pada heparin 2SNS dapat
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terjadi karena 2-O sulfat iduronat dan N-sulfat glukosamin merupakan ikatan
penting untuk berinteraksi antara FGF2 dan heparin (Cole dkk., 2010).

Afinitas ligan terhadap reseptor selain dipengaruhi oleh energi binding
juga dapat ditentukan dari kemampuan interaksinya atau konstanta inhibisi (Ki).
Kekuatan afinitas akan berbanding terbalik dengan nilai Ki. Semakin kecil nilai
Ki, maka semakin besar afinitas ligan dengan reseptor (Muttagin, dkk., 2019).
Balle dan Liljefors (2016) menyatakan bahwa semakin negatif nilai AG, semakin
tinggi pula kecenderungan ligan dan reseptor untuk saling berikatan. Selain itu,
semakin negatif nilai AG, semakin rendah pula nilai konstanta inhibisi (Ki). Nilai
Ki sendiri merupakan konsentrasi inhibitor yang dibutuhkan untuk menurunkan
setengah dari aktivitas enzim. Semakin kecil nilai Ki, semakin kuat inhibitor
tersebut. Nilai konstanta inhibisi dihitung dengan rumus (Morris et al., 1998):

Ki = Kd = exp(AG/RT) (4.1)
Keterangan:

AG = Energi bebas gibbs (kkal/mol)
R = Konstanta Gas (1.986 kal/mol) = 0,001986 kkal/mol
T=298,15K

Tabel 4.6 Nilai konstanta inhibisi heparin sulfasi 2S dan 2SNS
Konstanta Inhibisi (nM)

Sakarida Sulfasi
Heparin Sulfasi 2S 9SNS
2 3,99771E-06 | 8,36379E-11

2,27749E-08 | 1,33491E-12
7,4247E-05 | 2,45185E-12
8,17996E-13 | 3,28616E-13
0,204436017 | 6,03574E-13
0,000415717 | 3,37947E-12

~N|ojlobh~lw
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8 0,004497399 | 3,05381E-12
9 0,802881696 | 7,55781E-11
10 12,59430895 | 1,46811E-08
11 267,7429534 | 2,74243E-08
12 79331,02635 | 3,30083E-05

Berdasarkan Tabel 4.6 nilai konstanta inhibisi molekul docking heparin
koformasi 2SNS pada residu sakarida 4 hingga 10 memiliki nilai yang kecil
daripada sakarida lain dengan sulfasi yang sama. Begitupun heparin sulfasi 2SNS
memiliki konstanta inhibisi lebih kecil daripada heparin sulfasi 2S. Nilai
konstanta inhibisi yang kecil serta energi binding negatif menunjukkan bahwa
kompleks yang terbentuk antara ligan dan reseptor sangat kuat. Hal ini dapat

membuat komplek reseptor dan ligan lebih stabil.

4.7 Optimasi Molekul Docking

Optimasi molekul hasil docking dilakukan untuk mencari energi paling
terendah dengan konformasi stabil. Hasil energi dapat memvalidasi kemampuan
simulasi dalam produksi pose ligan yang berinteraksi dengan reseptor target.
Optimasi  molekul docking menggunakan aplikasi Yasara. Optimasi
menggunakan medan gaya Amber NOVA untuk melakukan perhitungan. Gaya
amber diterapkan untuk perhitungan molekul protein dan asam nukleat. Sebelum
itu, perhitungan single point dilakukan untuk menyamakan sistem kerja pada
Yasara. Heparin sebelum minimasi yaitu hasil docking dari autodock dan sesudah
minimasi merupakan hasil dari optimasi Yasara. Hasil optimasi 5 sakarida
ditunjukkan pada Tabel 4.7.

Tabel 4.7 Energi binding heparin 5 sakarida 2SNS dan 2S dengan medan gaya
NOVA menggunakan aplikasi Yasara



92

Heparin 5 sakarida 2SNS Heparin 5 sakarida 2S
Kluster- Kluster-
Sebelum Sesudah Sebelum Sesudah
Konformas . . . . | Konformas . . . .
i Minimasi Minimasi i Minimasi Minimasi
(KJ/mol (KJ/mol (KJ/mol (KJ/mol
ClK1 3373914,07 | -14692,27 C1K1 287170.27 | -13731.158
C2K1 3403329,39 | -14529,52 C2K1 293419.73 | -13851.75
Keterangan :

- C1K1 : Cluster ke 1, Konformasi ke 1
- C2K1 : Cluster ke 2, Konformasi ke 1

Berdasarkan Tabel 4.7 energi setelah optimasi pada Yasara lebih stabil
dengan energi paling rendah. Heparin 5 sakarida dari dua Kluster, sulfasi 2SNS
Kluster 1 memiliki energi terendah sebesar -14692,27 Kj/mol. Perubahan energi
disebabkan karena Yasara meminimasi molekul di ruang kristal dan
menggunakan sel unit lengkap, sehingga medan gaya yang bekerja memiliki
energi minimum yang stabil sedekat mungkin dengan struktur asli (Krieger dkk.,
2002). Hasil energi dari optimasi kembali molekul docking dengan perubahan
energi lebih besar (negatif). Hal ini menunjukkan bahwa energi struktur hasil
docking masih belum merupakan energi minimum. Sehingga, dapat dikatakan
bahwa heparin 5 sakarida tervalidasi sebagai obat pada target FGFR1-FGF2.

Energi yang berubah juga akan sedikit merubah molekul dalam hal posisi,
ikatan atau atom. Pada heparin 5 sakarida 2SNS kluster 1 mengalami perubahan
setelah minimasi energi. Molekul setelah minimasi berada lebih keluar (biru)
dibanding molekul referensi heparin FGFR1-FGF2 pada 1FQ9 (abu-abu) dapat
dilihat pada Gambar 4.8. Setelah minimasi, residu asam amino dari D Valin (Val)
308 berikatan dengan D Histidin (His) 292. Hal ini mengindikasikan bahwa

energi hasil docking merupakan energi sistem yang belum mencapai energi

dengan struktur yang paling stabil.



93

Gambar 4.8 Superimpose molekul sebelum dan sesudah minimasi

menggunakan Program Chimera

Setelah optimasi maka jumlah residu yang berinteraksi dengan ligan
heparin lebih sedikit daripada jumlah residu sebelum optimasi. Berkurangnya
jumlah residu yang berinteraksi dengan ligan merupakan hasil optimasi yang
memfokuskan ligan untuk berinteraksi dengan residu yang sesuai dengan ligan
natif. Optimasi pada heparin 5 sakarida 2SNS pada cluster 1 terjadi penambahan
jenis residu yang terikat melalui ikatan hidrogen yaitu Gln 134. Ikatan hidrogen
carbon juga terbentuk antara ligan dan Gln 134. interaksi lain juga yang tidak
melibatkan residu yang terdapat pada ligan natif yaitu Gly 133. Adapun interaksi
lain juga melibatkan residu yang terdapat pada ligan natif yaitu Lys 125, Lys 135,
Arg 120, dan Asn 27. Hal ini selaras dengan penelitian Plotnikov, dkk (1999)
yang mengatakan bahwa situs pengikatan heparin berafinitas tinggi terdiri dari
asam amino Asparagin (Asn) 27, Lisin (Lys) 125, Glutamin (GIn) 134, dan
Arginin (Arg) 120 dan ikatan berafinitas rendah oleh asam amino Lys 26 dan Lys

135.
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Molekul dari hasil docking dan setelah optimasi pada Yasara dalam
bentuk struktur yang sama atau berbeda dilakukan tumpang tindih yang disebut
simulasi RMSD. Simulasi ini dilakukan untuk mencari jarak posisi atom-atom
antara molekul natif dan molekul eksperimen. Molekul dengan kemiripan rendah
maka nilai RMSD (Root Mean Square Deviation) > 2 A, sedangkan kemiripan
tinggi RMSD <2 A (Kolina dkk., 2018). Superimpose dilakukan pada Discovery
Studio Visualization dari molekul asli 1FQ9 dan molekul hasil optimasi pada
Yasara heparin 5 sakarida konformasi 2SNS C2K1 (kluster 2 konformasi 1).
Hasil menunjukkan rantai A, B, C, dan D pada reseptor FGFR1-FGF2 memiliki
sequence residu yang sama 100% antara molekul asli dan hasil optimasi sehingga
FGFR1-FGF2 tervalidasi sebagai target reseptor. Sequence residu dari reseptor

FGFR1-FGF2 ditunjukkan pada Gambar 4.9.

% 1FQ9
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e oe
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Fadies]
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Gambar 4.9 Visualisasi sequence molekul asli dan molekul optimasi

menggunakan Program DSV (Discovery Video Visualizer)

Hitung nilai RMSD untuk melihat penyimpangan dari dua molekul antara
1FQ9 dan hasil optimasi. Nilai RMSD dari dua energi terendah yaitu Kluster 1
konformasi 1 (C1K1) : 1,385; kluster 2 konformasi 1 (C2K1): 1,380. Rantai

utama FGFR1-FGF2 setelah minimasi menghasilkan nilai RMSD < 2 A, maka
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dari itu rantai utama A, B, C, D FGFR1- FGF2 memiliki kemiripan dengan
struktur natif yaitu 1FQ9.

Hitung nilai RMSD untuk ligan heparin 5 sakarida 2SNS C1K1 dan C2K1
pada hyperchem didapatkan nilai sebesar 1,868867 A dan 1,697471 A. Nilai
RMSD heparin eksperimen kurang dari 2 A, artinya visualisasi pose ligan
eksperimen tervalidasi dengan ligan natif memiliki kemiripan. Hal ini
menunjukkan bahwa struktur dari dua ligan memiliki kemiripan posisi dan sudut
dari setiap atomnya. Nilai RMSD yang dihasilkan pada heparin C2K1 memiliki
konformasi lebih stabil dibandingkan heparin C1K1. Heparin C2K1 memiliki
komposisi yang tak seharusnya mengikat FGF2 vyaitu residu heparin GIG,

sehingga molekul C1K1 lebih tepat untuk berikatan dengan FGF2.

Gambar 4.10 Visualisasi heparin tumpang tindih antara 1FQ9 (ungu) dan
a) C1K1 (merah muda) b) C2K1 (biru muda) menggunakan Program PyMOL

Berdasarkan Gambar 4.10 dapat dilihat jika pose 3D ligan heparin 5
sakarida 2SNS Cluster 1 dan Cluster 2 hasil optimasi menempari ruang 3D dari

ligan natif. Pose 3D dari ligan natif ditunjukkan dengan ungu. Melalui pose 3D
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maka dapat dikatakan jika ligan heparin hasil optimasi berpotensi memiliki
Kinerja seperti ligan natif.

Nilai RMSD dari heparin 5 sakarida konformasi 2S pada C1K1 dan C2K1
menghasilkan nilai sebesar 2,724037 A dan 1,791668 A. Nilai RMSD untuk
heparin C1K1 lebih besar dari 2 A dibanding heparin C2K1. Maka dari itu,
heparin C2K1 memiliki konformasi yang lebih mirip, sedangkan C1K1 tidak
tervalidasi karena perbedaan struktur dari posisi atom dan sudutnya dengan ligan
natif dapat merubah fungsi dari ligan itu di dalam reseptor target. Ligan heparin
C1K1 dan C2K1 dalam tumpang tindih dengan 1FQ9 ditunjukkan pada Gambar

4.11.

. 2 B S N e =l
Gambar 4.11 Visualisasi heparin tumpang tindih antara 1FQ9 (putih) dan
a) C1K1 (kuning) b) C2K1 (ungu) menggunakan Program PyMOL

4.8  Prediksi Sifat Fisikokimia dengan Parameter ADME menggunakan
web SwissADME.

Sifat fisikokimia suatu senyawa berkaitan dengan absorpsi obat yang dapat
diterima dan permeabilitasnya. Hal ini merupakan langkah awal dalam
bioavailabilitas obat oral (Lipinski, 2004). Prediksi sifat fisikokimia yang

dilakukan pada penelitian ini menggunakan aplikasi SwissSADME dengan metode
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hukum lima Lipinski. Parameter hukum lima Lipinski meliputi Log P, Berat
Molekul, jumlah ikatan antar atom yang dapat berotasi (Torsion), Ikatan Hidrogen
Akseptor dan lkatan Hidrogen Donor. Untuk memprediksi sifat fisikokimia
senyawa Uuji dilakukan dengan memasukkan kode SMILES atau memasukkan
jenis file .mol pada aplikasi SwisSADME. Hasil prediksi sifat fisikokimia
senyawa uji ditunjukkan pada Lampiran 8.

Menurut Lipinski (2004) hukum lima Lipinski mendefinsikan empat
rentang parameter fisikokimia meliputi berat molekul suatu senyawa < 500
g/mol, yang dinyatakan dengan jumlah gugus O-H dan lIkatan Hidrogen Donor
N-H < 5, Ikatan Hidrogen Akseptor yang dinyatakan dengan jumlah atom O dan
N < 10, dan nilai logaritma koefisien partisi oktanol/ air (Log P) < 5. Parameter
tersebut sesuai dengan 90% obat oral yang telah mencapai fase klinis 11. Menurut
Chagas et al (2018) dalam penelitian lebih lanjut ditambahkan parameter berupa
nilai torsion dan senyawa yang dikatakan baik apabila tidak memiliki lebih dari
10 ikatan hidrogen yang berotasi (torsion).

Penelitian mengenai sifat fisikokimia suatu senyawa yang berpotensi
sebagai obat berdasarkan hukum lima Lipinski bertujuan untuk mengetahui
karakteristik senyawa berupa berat molekul, Log P, lkatan Hidrogen Donor,
Ikatan Hidrogen Akseptor dan Torsion. Hukum Lima Lipinski ini dapat
digunakan untuk menentukan sifat fisikokimia dari suatu senyawa atau ligan,
apakah senyawa tersebut memiliki sifat hidrofobik atau hidrofilik ketika melalui
membran sel dengan cara difusi pasif. Berat molekul berpengaruh pada
kemampuan suatu senyawa untuk melewati membran sel secara difusi pasif,

apabila senyawa memiliki berat molekul (BM) lebih dari 500 g/mol maka
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kemampuan senyawa untuk berdifusi menembus membran sel semakin sulit.
Pada parameter Log P menggambarkan mengenai kemampuan senyawa untuk
dapat larut dalam oktanol/air (membran biologis). Nilai Log P yang tinggi maka
senyawa tersebut dapat dikatakan semakin hidrofobik. Sehingga, hal tersebut
cenderung memiliki nilai toksisitas yang tinggi dikarenakan tertahan lebih lama
pada lipid bilayer dan terdistribusi luas di dalam tubuh sehingga selektifitas
ikatan pada target berkurang. Namun jika nilai Log P suatu senyawa semakin
negatif maka senyawa tersebut akan sulit melewati lipid bilayer. Ikatan hidrogen
donor dan ikatan hidrogen aseptor merupakan parameter yang digunakan untuk
mendeskripsikan kapasitas ikatan hidrogen suatu senyawa yang dibutuhkan
dalam proses absorpsi, sehingga apabila jumlah ikatan hidrogen donor >10 dan
akseptor > 5, maka energi yang dibutuhkan dalam proses absorpsi semakin tinggi.
Ikatan hidrogen dapat mempengaruhi sifat kimia-fisika senyawa seperti titik
didih, titik lebur, kelarutan dalam air, kemampuan dalam pembentukkan kelat dan
keasaman. Secara umum adanya hukum lima lipinski digunakan untuk
menggambarkan solubilitas senyawa dalam menembus sel oleh difusi pasif
(Patrick, 2001, Lipinski, 2004, Widianti, 2013, Syahputra dkk., 2014). Selain
parameter Hukum Lima Lipinski terdapat parameter lain yaitu nilai Torsion.
Senyawa dapat dikatakan baik apabila memiliki ikatan hidrogen yang berotasi
(Torsion) tidak lebih dari 10. Torsion ini berhubungan dengan fleksibilitas dan
permeabilitas obat.

Berdasarkan Lampiran 8 terkait hasil prediksi sifat fisikokimia dengan
parameter ADME diketahui bahwa senyawa heparin 2S pada sakarida 2

memenuhi semua parameter hukum lima Lipinski tanpa ada satu penyimpangan
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dalam setiap parameternya. Dari hasil prediksi tersebut dapat diprediksi bahwa
senyawa tersebut mudah untuk diabsorbsi serta memiliki permeabilitas yang baik.
Sedangkan senyawa heparin 2SNS pada sakarida 2,3, dan 4 dan juga pada heparin
2S pada sakarida 3 tidak memenuhi hukum lima Lipinski karena memiliki berat
molekul lebih dari 500 g/mol dan Hidrogen Akseptor lebih dari 10 dan hidrogen
donor lebih dari 10. Menurut Lipinski (2004) jika senyawa gagal memenuhi
hukum lima Lipinski maka kemungkinan besar terdapat masalah terkait absorpsi
obat secara oral. Namun, suatu senyawa yang memenuhi hukum lima Lipinski
tidak menjamin memiliki aktivitas yang baik karena hukum ini tidak berkaitan
dengan struktur kimia tertentu yang terdapat dalam suatu senyawa. Namun
berdasarkan pernyataan dari Chander et al (2017) dikemukakan bahwa 95% obat
yang telah disetujui secara klinis sifat fisikokimia dengan kisaran sebagai berikut :
Berat Molekul (130 sampai 725 g/mol), lkatan Hidrogen Donor (0 sampai 6),
Ikatan Hidrogen Akseptor (2 sampai 20), Log P (-2 sampai 6.5), dan Atom yang
dapat berotasi (0-15). Berdasarkan pernyataan dari Chander et al (2017) maka
senyawa heparin 2SNS pada sakarida 2, 3, dan 4 serta pada heparin 2S pada
sakarida 3 masih memenuhi syarat apabila akan digunakan sebagai senyawa obat
baru dengan cara meningkatkan permeabilitasnya. Hal tersebut juga dikuatkan
oleh pernyataan Lipinski (2004) dan Chagas et al (2018) bahwa apabila suatu
senyawa gagal memenuhi hukum lima Lipinski maka kemungkinan besar terdapat
masalah terkait absorpsi obat secara oral. Namun, suatu senyawa yang memenuhi
hukum lima Lipinski tidak menjamin memiliki aktivitas yang baik karena hukum
ini tidak berkaitan dengan struktur kimia tertentu yang terdapat dalam suatu

senyawa.
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4.9 Uji Aktivitas Biologi Senyawa Heparin dengan PassOnline

Tahap ini merupakan uji prediksi aktivitas senyawa heparin dalam
mencegah, membunuh atau menghambat pertumbuhan dan penyebaran (anti
neoplastik) pada kanker. Uji ini menggunakan software PASS (Prediction of
Activity Spectra for Subtances). Analisis PASS berdasarkan pada SAR (Structure
Activity Relationship) atau hubungan antara struktur dari senyawa tersebut
dengan aktivitas biologinya (Filimonov dkk, 2014).

Berdasarkan hasil uji PASS (Prediction of Activity Spectra for Substance)
senyawa heparin 2SNS pada sakarida 2, 3, 4, dan 5 memiliki nilai Pa lebih dari
0,7 (Pa>0,7). Sementara itu pada heparin 2S pada sakarida 2, 3, 4, dan 5 juga
memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Sedangkan pada sakarida 6 memiliki
nilai Pa dalam rentang 0,5<Pa<0,7 (Lihat gambar 4.12).

Tabel 4.8. Nilai Pa (Probable activity) dan Pi (Probable inactivity) aktivitas anti-
neoplastik Senyawa heparin oligomer 2S dan 2SNS 2-6 Sakarida

o 25 2SNS

Sakarioa Pa Pi Pa Pi
2 0786 0,014 0.819 0,010
3 0868 0,005 0.886 0,005
4 0.868 0,005 0.886 0,005
5 0.846 0,007 0.867 0,005
6 0687 0,005 - :

Data di atas menunjukkan bahwa pada heparin 2S dan 2SNS pada
sakarida 2, 3, 4, dan 5 memiliki aktivitas anti-neoplastik yang tinggi dalam skala
laboratorium karena memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7). Sedangkan pada
heparin 2S pada sakarida 6 memiliki aktivitas anti-neoplastik yang sedang dalam
skala laboratorium karena memiliki nilai Pa dalam rentang 0,5<Pa<0,7 (Chelliah,

2008). Namun hal ini tidak menyatakan bahwa senyawa yang masih terbukti
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rendah dalam skala laboratorium memiliki aktivitas yang rendah. Hanya saja
senyawa-senyawa tersebut belum banyak yang meneliti dalam skala laboratorium
sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut.

Senyawa yang memiliki nilai pa lebih besar dari 0,7 dianggap memiliki
aksi farmakologis yang lebih baik, demikian pula senyawa yang memiliki nilai
kurang dari 0,7 memiliki kemungkinan yang lebih kecil untuk diamati

aktivitasnya (Habibyar et al., 2016).

4.10 Heparin sebagai Kandidat Senyawa Antikanker dalam Perspektif Islam
Berbagai macam penyakit yang telah diberikan oleh Allah Swt terhadap

hamba-Nya pasti akan mendapatkan obatnya diiringi dengan usaha serta sabar
dan ikhlas untuk mencarinya. Sebagaimana hadits Nabi Muhammad Saw. Yang

telah dijelaskan dalam riwayat Imam Muslim:
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dari Abu Az Zubair dari Jabir dari Rasulullah shallallahu ‘"alaihi wasallam, beliau
bersabda: “Setiap penyakit memiliki obat. Bila obat sesuai dengan penyakitnya
maka dia akan sembuh atas seizin Allah Subhanahu wa Ta’ala.” (HR. Muslim)
Sesungguhnya Allah Swt telah menyediakan berbagai macam obat untuk
menyembuhkan berbagai macam penyakit yang diderita oleh hamba-Nya. Al-
Audah (2014) menerangkan hadits di atas untuk memberi motivasi terhadap
orang yang sakit agar tidak mudah putus asa serta ikhlas dalam mencari

kesembuhan. Pada era sekarang ini segala penyakit seperti kanker dapat

diusahakan untuk mencari kesembuhan melalui berbagai macam metode dengan
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mengikuti perkembangan zaman melalui kecanggihan dan tidak terlepas atas izin
Allah Swt. Walaupun manusia mampu mengembangkan berbagai penemuan baru
bisa juga tidak akan terjadi tanpa seizin Allah. Sesungguhnya kesembuhan yang
didapatkan bukanlah semata-mata dari obat yang diciptakan manusia, tetapi dari
Allah yang mengizinkan obat tersebut membawa kesembuhan.

Ligan heparin mampu merangsang migrasi sel endotel yang mengaktivasi
serta stabilisasi FGF sebagai angiogenik Growth Factor (GF). Fibroblast Growth
Factor mampu mengikat ligan dengan afinitas tinggi untuk signal transduction
complex sehingga mengakibatkan replikasi sel. Aktivitas biologis heparin sebagai
antikanker yaitu heparin dengan afinitas tinggi pada sakarida oktasakarida hingga
dodekasakarida.

Heparin dapat dianggap sebagai senyawa antikanker dengan didasarkan
pada tiga aspek yang meliputi: energi pengikatan, nilai konstanta inhibisi, dan
interaksi antara ligan dan reseptor. Pada heparin oligomer 2S memiliki energi
binding kurang dari -22,00 kkal/mol, konstanta inhibisi yang kecil, serta adanya
sedikit interaksi pada situs aktif protein karena kurangnya senyawa sulfat yang
berinteraksi. Namun berdasarkan pada penelitian Cole, dkk. (2010) Oligosakarida
2S heparin dari 2 sakarida tidak berpengaruh sebagai antikanker, dengan
sedikitnya efek pada migrasi sel endotel yang diinduksi oleh FGF2 untuk
merespon angiogenik. Namun, pada 12 sakarida mampu memberikan efek
sebesar 55% dengan adanya reseptor sitokin (FGFR). Pembentukan tabung
endotel serta fosforilasi tidak dipengaruhi oligosakarida 2S sehingga aktivitas
kanker dalam tubuh oleh pertumbuhan pembuluh darah abnormal angiogenesis

tidak dapat dihambat.
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Aktivitas biologis sebagai antikanker terdapat pada Heparin 2SNS 5
sakarida hingga 12 sakarida dengan beberapa varian presentase. Interaksi
terbanyak pada situs aktif FGF2-FGFR1 terdapat pada heparin sakarida 5,6, dan 7
dengan energi yang sangat besar sehingga dapat digunakan sebagai obat
antikanker. Sebesar 89% migrasi sel endotel dapat dihambat dengan tranduksi
sinyal oleh FGF2 yang dibantu oleh FGFR1 dengan bantuan mediasi heparin
2SNS. Proliferasi sel endotel dapat dihambat sebesar 35% dan 59% ketika
heparin 10 dan 12 sakarida berinteraksi dengan FGF2 dan sebesar 68% ketika
berinteraksi FGFR. Mekanisme kerja pada penyakit kanker dapat dihambat
dengan mengurangi fosforilasi pada protein oleh heparin. Hal ini sesuai dengan
penelitian yang menunjukan energi binding bernilai negatif, konstanta inhibisi
kecil. Serta banyaknya interaksi pada situs aktif FGF2-FGFR1. Heparin 11 dan
12 sakarida 2SNS mempunyai energi binding kecil karena dipengaruhi oleh

panjang residu, akan tetapi masih dapat dianggap sebagai aktivitas biologis.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

a. Docking heparin “C; 2-12 sakarida 2S dan 2SNS pada FGFR1-FGF2
menunjukkan nilai energi binding negatif. Hasil energi binding docking
heparin 2SNS 5-10 sakarida dan heparin 2S pada 4-9 sakarida menghasilkan
energi lebih rendah. Kestabilan molekul yang lebih baik ditunjukkan pada
sulfasi heparin 2SNS 5 sakarida dengan energi sebesar -17,02 kkal/mol.

b. Interaksi untuk molekul docking tergantung pada sulfasi dan panjang heparin.
Interaksi yang berperan penting dalam mengikat sisi aktif yaitu Lys 26, Lys
119, Lys 125, Lys 129, Lys 135, Lys 160, Lys 163, Lys 172, Lys 175, Lys
177, Lys 207, Asn 27, Arg 120, dan Thr 173. Interaksi yang terbentuk yaitu
ikatan hidrogen, interaksi elektrostatik, jembatan garam, ikatan hidrofobik, dan
ikatan pi. Heparin 2-12 sakarida 2SNS berinteraksi lebih kuat dibandingkan
heparin 2S pada sisi aktif FGFR1-FGF2.

c. Heparin 2SNS 5 sakarida pada FGFR1-FGF2 memberikan energi kluster ke-2
sebesar -14529,52 kj/mol. RMSD reseptor pada C2K1 sebesar 1,380 dan
RMSD ligan 2SNS C2K1 sebesar 1,697471 A.

d. Hasil prediksi sifat fisikokimia dengan SwissADME menunjukkan bahwa

heparin 2S pada sakarida 2 memenuhi Hukum Lima Lipinski sedangkan pada

heparin 2SNS pada sakarida 2, 3, dan 4 tidak memenuhi Hukum Lima Lipinski.

Sementara hasil prediksi aktivitas biologi menunjukkan bahwa pada heparin 2S dan
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2SNS pada sakarida 2, 3, 4, dan 5 memiliki aktivitas anti-neoplastik yang tinggi

dalam skala laboratorium karena memiliki nilai Pa lebih dari 0,7 (Pa>0,7).

5.2 Saran
Berdasarkan adanya kekurangan pada penelitian ini maka disarankan :

a. Terkait dengan fleksibilitas protein yang lebih tinggi sehingga diperlukan
menggunakan aplikasi yang mampu mencakup protein yang lebih besar
dengan torsi besar seperti GOLD, Surflex, ZeDock.

b. Terkait dengan hasil energi docking yang masih belum merupakan energi
minimum, maka perlu dilakukan optimasi hasil docking seperti melihat energi

interaksi antara reseptor-ligan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Ligan dan reseptor diunduh dari Protein Data Bank

//l\.

Persiapan ligan di Discovery Studio
Visualization dan AutodockTools

Persiapan reseptor di chimera

!

¥

Penghilangan air, penambahan H dan Penghilangan air, penambahan H dan

muatan, dan atom AD4 Types

muatan am1-BCC

T

Penambatan molekul dengan
AutodockTools

4

Penentuan grid box autogrid

¥

Menghasilkan format.gpf [—{ format.glg

v

Pemilian parameter GA dan
Lamarckian GA

y

Running 200 kali
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Menghasilkan format.dpf [— format.glg
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Minimizing hasil docking
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Analisis data
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Lampiran 2 Diagram Alir
2.1 Penyiapan Ligan dan Reseptor
2.1.1 Penyiapan Ligan

Ligan
- Diunduh ligan 1HPN pada database PDB (http://www.rscb.org)

- Dipotong 1HPN model 2 di Discovery Studio

- Dipotong menjadi 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 -mer

- Dipotong atom SO3z pada glukopiranosa N-sulfo (SGN)
- Dirotasi ligan 180° Z-Axis

- Disimpan dalam format.pdb

- Dihilangkan molekul air pada AutodockTools

- Ditambah hidrogen

- Ditambah muatan gasteiger

- Diatur jenis atom Assign AD4

- Disimpan dalam format.pdbqt

Hasil

2.1.2 Penyiapan Reseptor

Reseptor

- Diunduh molekul 1FQ9 pada database (http://www.rsch.orq)

- Dibuka molekul pada Chimera

- Dipilih semua residu non-standard (IDS,IDU,SGN,UAP)
- Dipotong residu non-standard

- Diklik Structure Editing untuk Dock Prep

- Ditambah hidrogen dan muatan AM1-BCC

- Disimpan dalam format.pdb

- Dihilangkan molekul air pada AutodockTools

- Disimpan dalam format.pdbqt

Hasil
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2.2 Proses Molekuler Docking

Ligan dan Reseptor

- Dibuka format.pdbgt pada AutodockTools

- Dipilih makromolekul pada grid

- Dipilih ligan untuk Set Map Types

- Diatur grid box dengan pusat koordinat X: 80.4594 Y: 23.0947 Z.
104.054, volume grid 90 x 90 x 90 A, dan spacing 0.375

- Disimpan dalam format.gpf

- Dipilih makromolekul kaku untuk docking

- Dipilih ligan

- Dipilih parameter Genetic Algorithm

- Diatur Number of GA Runs 200 kali dengan Maximum Number of
Energy Evaluations medium 250.000

- Diklik Docking Parameter

- Dipilih Lamarckian GA

- Disimpan dalam format.dpf

- Dibuka command prompt

- Dilakukan running autogrid4.exe -p docking.gpf -1 docking.glg

- Dilakukan running autodock4.exe -p docking.gpf -1 docking.glg

Hasil

2.3 Uji Kemiripan Obat dengan SwissADME
Ligan

- Dicari SMILES senyawa heparin pada pubchem.ncbi.nlm.nih.gov.
- Dicopy SMILES yang digunakan

- Dibuka web SwissADME (www.swissadme.com)

- Dipaste SMILES yang digunakan pada kolom sebelah kanan yang
bertuliskan ‘list SMILES’
- Diklik tombol Run dan tunggu beberapa saat

Hasil
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2.4 Prediksi Aktivitas Anticancer Menggunkan PASS Online (Prediction of

Activity Spectra for Substances)

Ligan
- Dicari SMILES dari senyawa heparin pada Pubchem

- Dimasukkan SMILES pada software PASS Online
- Dipilih Get Prediction

Hasil

2.5 Visualisasi molekul

Molekul docking
- Dibuka hasil docking.dlg di AutodockTools

- Dipilih molekul dengan energi terendah

- Disimpan dalam format.pdb
- Dibuka molekul pilihan pada Discovery Studio Visualization

- Diklik Ligand — Receptor Interaction

Hasil

2.6 Optimasi Molekul Docking

Molekul docking
- di minimasi docking pada web Yasara

(http://www.yasara.org/minimizationserver.htm)

- Dihasilkan file Yasara scene
- Dicatat energi

- Dibuka file pada aplikasi Yasara View

- Disimpan dalam format.pdb

Hasil

2.7 Analisis Data

Molekul docking

- Dianalisis energi binding (AG) pada AutodockTools
- Dianalisis jenis ikatan pada Discovery Studio Visualization

- Dianalisis energi setelah minimasi dengan Yasara View

Hasil
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Lampiran 3. Proses Manual Docking

1. Buka aplikasi AutodockTools
2. Masukkan ligan dan reseptor dalam bentuk format.pdbqt

e £ G S g

0T Ligand  Flexible Residuss  Grid

3. Penentuan grid box — simpan dalam format.gpf

3D

Computs_ Fydrogen Bonds._ Grc:
rrrrrr View  help

nt Total Grid Pts per map: 763671 - ﬂ‘ﬂz > g'(‘

7 |number of points in i |

i e Wl

number of points in y-dimension:

() |

number of points in z-dimension:

I somm
Spacing (angstrom): LI 03751

Center Grid Box: <offset>
WLTTTTT mel

4. Pencarian parameter docking — Genetic Algorithm dan Lamarckian GA

Hydrogen Bonds ~ Gnd3D  Help ‘
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7 AutoDockTools - 5 x

[[Fie 30 Graphics Edt Select Display Color Compute Fydrogen Bonds Grd3D Help
AEY LC SN EmSE=e

Ligand _Flexible Residues _ Grid _ Docking __Run__ Analyze

DashBoard | AniMot | Tools Open DPF
- Macromolecule

Sl | YICME | igand

R #viZz SLBCRMSL z

® Al Molecules %% %% %% Docking Parameters Genetic Algorithm
Curent Salection %% %% %Y  Other Options Simulated Annealing

W 1hpn2SNS ®@oC00 Output Local Search Parameters

P Wigiig2 O®OOCOOY  Edit DPF

7 AutcDockTools

File 3D Graphics Edit Select Display Color Compute Hydrogen Bonds Grid3D Help

DashBoard | Anitol | Tools Open DPF
Macromolecuie
Sel > Ligand
R Fe1Z2 Search Parameters
g Parameters.

& Al Molscules
Curent Selection
< 1hpn2SNS

b Wrgnige

Doci
Other Options.

Time (0078 Salarter I

5. Hasil file keluaran docking

iEe £<4
o

Hydiogen Bonds _ Gid3D_ Help

=/ i

Z |iigand

DashBosrd | Animol | Tools

Can LPF
Simulatad Annasiing(4 2)
Local Search(4.2).
Evalunts Eneigy(EPDE)
Vina Conglconta tt)

6. Running docking

74 Run Autabock x
Macro Name: [PESKTOR Pavas TV
T [SESKToRFaveeTY
Working Dirsctory. CAUsersienovo i7\Fajrul Harinautodocky1 122 Browse
Program Pathname [C7URsTaemovo 77 Syl MR /Autodock/T /2SS AUoaos ki %8 Growss
Paramatar Filanama. [Eimara/tanava (77F syl Fart/autadacks 1 1/28S/ra sl g2 ana det Browse
Log Filename [G-Users/tonvo (77Fajral Farviautodockt 1/2SNS resligzsns dig Browss
Add Optional Flags? © Yoz & No
Nice Lave! [

Gema - [autodocks. axe -p reslig2ans.dpf | fasig2ans dig &

Launch Gancal
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7. Hasil file.glg

reslig2sns - Notepad
File Edit Format Lihat
GPF> npts 90 9© 9©

Bantuan

Number
Number
Number

of
of
of

in x-direction
in y-direction
in z-direction

grid points
grid points
grid points

GPF> gridfld fgfrifgf2.maps.fld

Creating (AVS-readable) grid maps file

Creating (AVS-readable) grid-coordinates

# num.grid points in xyz

# grid_data_file
: fgfrifgf2._maps.fld

extrema file : fgfrilfgf2.maps.xyz

GPF> spacing ©.375 # spacing(A)
Grid Spacing : ©.375 Angstrom
GPF> receptor_types A C HD N NA OA SA # receptor atom types
GPF> ligand_types HD C S OA N # ligand atom types
Atom type names for ligand atom types 1-5 used for ligand-atom affinity grid maps:
Atom type number © corresponds to atom type name “HD".
Atom type number 1 corresponds to atom type name “C
Atom type number 2 corresponds to atom type name
Atom type number 3 corresponds to atom type name -
Atom type number 4 corresponds to atom type name
reslig2sns - Notepad
e Edit Format Lihat Bantuan
RMSD TABLE
I 1 [} 1 1
Rank Sub- | Run I Binding | Cluster | Reference I Grep
Rank | I Energy 1 S I rRMsSD | Pattern
I I I I I
a X 17e -12.72 e .ee 139.12 RANKING
& 2 146 -12.37 .63 139.9 RANKING
a E3 aa -12.e4a e e 138.31 RANKING
a a 37 -11 .88 1.es 138.66 RANKING
a s 1ee6 -11 .86 1.7e 138.97 RANKING
& s 113 -131 .74 1313 139.3© RANKING
a 7 133 -11 .46 e.83 139 .98 RANKING
a s 1e -131 .33 e.o3 139.3a RANKING
a =3 129 -11 .6 1.3s5 139.64 RANKING
: & 1e ss8 -1e.87 1.96 138.72 RANKING
5 a3 117 -1e.68 1.79 139 .00 RANKING
a - 82 -1e.64 1.66 139.40 RANKING
a a3 sa -1e.14a 1.50 139 .10 RANKING
a a1a as -1e.3113 a7 138.07 RANKING
& 5 as =3 -1e.e2 1.96 138.94 RANKING

9. Visualisasi interaksi heparin d

Discovary Studio Viusline:
File  Eda Cher

View Suucture  Sequence  Chart Taols  Wiindew

Receptor-Ligand interactions (LT
Br (8 octay st
9 stmalt94

seripts Help

[ ——

ssmoizo £3

&
{
B

[i°] 6smatias

an FGF2-FGFR1 pada aplikasi DSV

a

[i°] ssnesmais? | 75mel 128 %] 75HEmel 169 | Bamti72 [3°] sememcti20

g
H
E

F o+
Dspiay mcepton agard
ey

+ =

s
BRRNGEEEIL
TypEIraeE>

&

Ligwna Tntaracsins
Inter acsion Cptiors...

Expand
Show Distances  Show Types o
Dy receptor surfaces. ™
Acomatc  HEoed  Charge

Hycrophotic. lanizabiily  SAS

the vidiicy of the
igand.

Change
recegior and igand.
Recepte Ugand

interactng Atoms | ocket Atoms

10. Optimasi pada YASARA

SARA - Yet Another Scie
Simulation

Artificial Realty Application
Analyze View Effects

Choose experiment

o B Wioritas 1\ Horbond /1 Unfavasshie tlonbord 1L

Macro & Movie
Table

Log
Eormat output
stop plug

Default pH

Residue pKa
Quantum mechanics
Energy unit
Coordinate system
Random seed

Processors.
Input devices
undo levels
Memory usage
Internet

Working directory

Energy minimization
Cell ion and pKa
Morphing

5496 Atoms

o NOVA Smon lobjan
- & an -

vl ssmetiaz (4]4 | 52
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Lampiran 4. File DLG heparin 5 sakarida 2SNS dan FGF2-FGFR1

Notepad
Linat

resligSsns -
Ectie

- Format Bantuan

Number of multi-member conformational clusters found — 18, out of 20

RMSD TASLE

1 1 1 1
Rank Sub - I Run Biodins I Cluster | Reference I Grep|

Rank | Enecay I RmMmsOo I Rms I Pattern

] 1 1 ]
ES =2 So —az.e= 5. oo 123 .89 RANK ING
= 7 163 ~F1le .63 =01 A2 25 RANK TNG
= a 1es —as._8s2> o . oo 1ze. 1> RANK X NG
a a a= —1a.ea o . oo 1ile .= RANK L NG
= a ss —14a.co °o. oo 126 .21 RANK I NG
= =% 1az -a2a_.aa o .co 117 .so RANKING
P= = = ~—o_aa 1.9s 11es.7a RAMNKING
Z a aas ~1a .38 o . oo 1Tas .27 RANK I NG
= a aaa ~a1a_2a o . oo 1a1s_s2> RANK ING
= a ER=>1 —a1a.2o o .o aa= > AN X NG
1 a 1= —aa.a19 e . oo 1as.az RANIK X NG
1o = ao —aa.7a .92 1as.59 RANK ING
aa a = —1a.os == 1z22.se RAMNKING
az= a as> -14a.os === 1as.1e RANKING
as a ER= -as_>a o _ oo 119 .so RANKING
a 11 e o _oo 219 _as RANK NG
a =2 -—a3.ea o . oo 1as .97 RANK X NG
= oS —a3.22> 297 115 .69 AN X NG
a a=s —a3 .57 °o.oco 1as. 79 RANK I NG
a 2o -a3.a3 o . oo 11 .22 RANK ING
= = -12 .98 1.7 119 . e= RANKING
a as ~13 .16 o _ oo 1z .37 RAMNK I NG
= 19e aAz>_=3 196 119 .86 FRANK X NG
a a7 —az.e2 o oo Az3.ae AN X NG

G5ans - Notepad

Edit  Format Lihat Bantuan
INPUT LIGAND PDBQT FILE:
ITNPUT - LIGAND - PDBQT REMARK 32 amctive tor=ion=:
ANPUT - LIGAND -PDBQT = REMARK STtatus : At For Active For Inactive)
TNPUT - LITGAND - PDBQT - REMARK a ~ between atoms A o227
IMNPUT - LIGAND -PDBOT REMARK =2 o~ e Tiverenry & Toms el o3 s
ANPUT - LIGAND -PDBQT REMARK =l ~ betweaern atoms St oOoa_ 1o
INPUT - LIGAND - PDBQT - REMARK - ~ bBetwaearn atoms st L= =
AMNPUT - LIGAND -PDBOT = REMARK S o~ bDetweaen atoms Sna oss_12
INPUT - L IGAND - PDBQT s A between atoms ana s_a3
INPUT - L IGAND - PDBQT z A bBetween atoms: OA_10 and Cci_135
AINPUT - LIGAND -PDBQT = ~ betweaen atoms A and N2 oa
INPUT - LIGAND - PDBQT = = ~ between atom= c3_zo A o3 26
INPUT - L IGAND - PDBOQT 1e a between atoms 21 ana oa_2s
TANPUT - LIGAND - PDBQT A ~ betweean atoms s 22 and cs_23
IMNPUT - LIGAND - PDBQT 1= ~ Betiveen atoms c6e_=23 e ! o6e_=o
ANPUT - LIGAND -PDBOQT azs o~ betweaen atoms : N2 2a Elal=1 SR N
ITMNPUT - L IGAND - PDBQT = aa A between atoms: OA4 28 and ci1_36
INPUT - LIGAND - PDBQT a1s ~ between atoms: C2_ 37 ana o2_a>
ANPUT - LITIGAND - PDBQT 16 o~ bDetweearn &atoms: Cc3_38 Elalt=l O3_a=
INPUT - LIGAND - PDBQT - ~ bBetiweern atom=: Ca4_ 39 ana oa_ _as
AMNPUTY - LIGAND -FPDBOQTY = as ~ St OoCe _Aan
INPUT - L IGAND - PDBGT ER=NN ana s_az
INPUT - LIGAND - PDBQT 2o A ana ca_s=2
ANFPUT - LIGAND - PDBQT 22 ~ S N2 SS
INPUT - LITGAND - PDBQT = 22 ~ | o3_so
AINPUT - LIGAND - PDBOT 23 o~ and oa_ &2
INPUT - L IGAND - PDBQT 2a N and c6_Ss7
INPUT - LIGAND - PDBQT 2s ~ ana o6 _ea
ANPUT - LIGAND - PDBQT 26 o~ Elalt=] S1_66
AINPUT - LIGAND - PDBOQT 27 o~ ot ca__Tve
INPUT - L IGAND - PDBQT 2 ~ between atoms: C2 71 ana o2_76
ANPUT - LTGAND - PDBQT 29 ~ betweean @mBtoms s =3 _72 Eiat=l O3 _F7
INPUT - LIGAND -PDBOT Ei=d o~ Be tiverery atoms : ca 73 -t oa 7O
7] resligSsns - Notepad
File Edit Format Lihat Bantuan
| AutoDock 4.2 Release 4.2.6
(C) 1989-2012 The Scripps Research Institute
AutoDock comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY.
AutoDock is free software, and you are welcome
to redistribute it under certain conditions;
for details type “autodock4 -C°
main.cc $Revision: 1.213 $
Compiled on Jul 18 2014 at 15:34:58
This file was created at: 1©:35 23" p.m., ©1/25/2022

“"DESKTOP-P3V887V™
"C:\Users\lenovo i7\Fajrul Harirlautodock\1l.1\5SNS™

on host:
Current Working Directory

SETTING UP DEFAULT PARAMETER LIBRARY

Random number generator was seeded with values 2788, 1643124923.
Docking parameter file (DPF) used for this docking: resligSsns.dpf
DPF> autodock_parameter_version 4.2 # used by autodock to validate parameter set

Autodock parameter version 4.2.
DPF> outlev 1 # diagnostic output level
Output Level
DPF> intelec

= 1 ADT-COMPATIBLE OUTPUT DURING DOCKIMNG.

# calculate internal electrostatics

Electrostatic energies will be calculated for all non-bonds between moving atoms.
DPF> seed pid time # seeds for random generator
Random number generator was seeded with values 2788. 1643124923.

Bantuan

Opening Grid Map Dimensions File:
Grid Point Spacing

FaEFfrlfef2. . maps.Fla
©.375 Ang=troms

Even Number of User-specified Grid Points — 9O x-points
e y-points
90 =-points

Coordinates of Central Grid Point of Maps
Macromolecule file used to create Grid Maps

10a.05a>

Grid Parameter +ile

resligSsns . apFe

Minimum coordinates=

An grad

a87_3179)>
1z2e.929)>

Maximum coordinates in grid — (97.334, 39.970.
DPF> map fafrlfef2.HD.map # atom-specific affinity map

DPF> map fefrlfgf2.c. . map Atom-specific affinity map

DPF> map fafrilfef2.S.map # atom-specific affinity map

DPF> map fgfrlifef2. OA.map # atom-specific affinity map

DPFE> map fefrilifef2.N.map # atom-specific affinity map

DPF> eclecmap fFEfrlfgf2.e.map # electrostatics map

DPF> desclvmap fEfrlfEf2.d.mas # desolvation map

DPF> move 1hpnSsn=sfix.pdbat # mZmall molecule

1.a4-dinteractions will be _dgnored  in the non-bonded internal enermy calculation.

Ligand PDBQT file — “lhpnSzn=fix.pdbgt

INPUT LIGAND PDBQT FILE:
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Lampiran 5. Energi binding 10 kluster terendah Heparin 2-12 sakarida 2S

dan 2SNS
2S 2SNS
. Energi Energi
Sak:”d Kluste | konformas | Binding | kluste | konformas | Binding
r [ (kkal/mol r i (kkal/mol
) )

1 1 -7,36 1 1 -13,74

2 1 -7,08 2 1 -13,29

3 1 -5,37 3 1 -13,21

4 1 -5,21 4 1 -12,78

5 5 1 -1,,27 5 1 -12,75
6 1 -6,53 6 1 -12,73

7 1 -6,19 7 1 -12,69

8 1 -5,92 8 1 -12,67

9 1 -5,87 9 1 -12,50

10 1 -5,76 10 1 -12,41

1 1 -10,42 1 1 -16,19

2 1 -9,73 2 1 -15,78

3 1 -9,51 3 1 -15,60

4 1 -7,97 4 1 -14,64

3 5 1 -7,03 5 1 -14,49
6 1 -8,88 6 1 -13,51

7 1 -8,76 7 1 -13,38

8 1 -8,39 8 1 -12,48

9 1 -7,80 9 1 -11,46

10 1 -8,70 10 1 -10,50

1 1 -5,63 1 1 -15,83

2 1 -5,59 2 1 -15,5

3 1 -5,51 3 1 -15,44

4 1 -5,03 4 1 -15,05

4 5 1 -3,76 5 1 -15,03
6 1 -4,83 6 1 -15,01

7 1 -4,49 7 1 -14,82

8 1 -4,42 8 1 -14,69

9 1 -4,33 9 1 -14,67

10 1 -4,13 10 1 -12,88

1 1 -16,48 1 1 -17,02

2 1 -15,46 2 1 -16,63

3 1 -15,25 3 1 -15,82

5 4 1 -15,20 4 1 -14,64
5 1 -14,85 5 1 -14,60

6 1 -14,85 6 1 -14,44

7 1 -14,67 7 1 -9,44

8 1 -14,16 8 1 -14,38
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9 1 -14,05 9 1 -14,24
10 1 -12,08 10 1 -14,20
1 1 -0,94 1 1 -16,66
2 1 -0,48 2 1 -15,85
3 1 -0,28 3 1 -15,83
4 1 -0,19 4 1 -18,72
6 5 1 -0,16 5 1 -15,04
6 1 -0,16 6 1 -14,48
7 1 -0,06 7 1 -14,44
8 1 0,01 8 1 -14,40
9 1 0,03 9 1 -14,36
10 1 0,19 10 1 -14,09
1 1 -4,61 1 1 -15,64
2 1 -2,64 2 1 -14,74
3 1 -2,51 3 1 -13,17
4 1 -2,24 4 1 -12,78
7 5 1 -2,18 5 1 -12,71
6 1 -2,14 6 1 -12,71
7 1 -2,11 7 1 -12,56
8 1 -2 8 1 -12,54
9 1 -1,69 9 1 -12,25
10 1 -141 10 1 -12,18
1 1 -3,20 1 1 -15,70
2 1 0,49 2 1 -15,70
3 1 0,53 3 1 -14,80
4 1 1,23 4 1 -12,82
8 5 1 2,25 5 1 -12,82
6 1 2,58 6 1 -12,81
7 1 2,96 7 1 -12,51
8 1 2,98 8 1 -12,32
9 1 3,30 9 1 -12,15
10 1 3,33 10 1 -11,94
1 1 -0,13 1 1 -13,80
2 1 0,87 2 1 -13,10
3 1 1,09 3 1 -12,68
4 1 1,25 4 1 -11,49
9 5 1 1,77 5 1 -11,07
6 1 2,16 6 1 -11,04
7 1 2,33 7 1 -10,68
8 1 2,41 8 1 -10,65
9 1 2,73 9 1 -10,40
10 1 2,81 10 1 -10,26
1 1 1,50 1 1 -10,68
10 2 1 3,84 2 1 -10,52
3 1 4,19 3 1 -10,23
4 1 4,71 4 1 -10
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5 1 5,11 5 1 -9,91
6 1 5,16 6 1 -9,89
7 1 5,22 7 1 -9,63
8 1 5,44 8 1 -9,47
9 1 5,47 9 1 -9,16
10 1 5,92 10 1 -8,91
1 1 3,31 1 1 -10,31
2 1 3,87 2 1 -8,92
3 1 5,08 3 1 -8,65
4 1 5,36 4 1 -8,44
11 5 1 5,65 5 1 -8,38
6 1 6,25 6 1 -8,30
7 1 6,47 7 1 -8,19
8 1 6,47 8 1 -8,01
9 1 6,68 9 1 -7,27
10 1 6,81 10 1 -7,20
1 1 6,86 1 1 -6,11
2 1 7,53 2 1 -5,98
3 1 8,20 3 1 -5,73
4 1 8,36 4 1 -5,66
12 5 1 8,41 5 1 -5,43
6 1 8,61 6 1 -5,38
7 1 8,73 7 1 -5,23
8 1 8,74 8 1 -5,04
9 1 8,99 9 1 -5,04
10 1 9,09 10 1 -5,02
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Lampiran 6. Visualisasi interaksi heparin 2S dan 2SNS oleh FGF2-FGFR1

Sakarida

2S

2SNS
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11

12
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Lampiran 7. Visualisasi molekul docking 5 sakarida sebelum dan sedudah

optimasi
Kluster- Heparin 5 sakarida 2SNS
Konfci)rmas Sebelum Minimasi Sesudah Minimasi
C1lK1 -~
C2K1
Kluster- Heparin 5 sakarida 2S
Konformasi Sebelum Minimasi Sesudah Minimasi
Ci1K1

C2K1
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Lampiran 8 Hasil Prediksi Sifat Fisikokimia dengan Parameter ADME

Parameter

BM Ikatan Ikatan Atom | Kesesuai
Senyawa (g/m ng Hidroge | Hidrogen | Berota an

ol) n Donor | Akseptor Si
Ya
(Tidak
25 | %2 503 5 10 3 ada
Penyimp
angan)
Tidak
2sNs |4 626 | 7 17 5 3
4 Penyimp
angan)
Tidak
35 |9 ] 505 | g 21 3 (3
6 Penyimp
angan)
Tidak
ssNs | 728 ge3 | 8 24 7 3
5 Penyimp
angan)
Tidak
812.7 - (3
45 7 10.82 12 26 6 Penyimp
angan)

Keterangan:

1. BM (Berat Molekul) < 500 g/mol
2. Log P (Koefisien Partisi) < 5

3. Ikatan Hidrogen Donor < 5

4. Tkatan Hidrogen Aseptor < 10

5. Atom yang dapat berotasi < 10



