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ABSTRAK

Bruton Tirosin kinase (BTK) memainkan peran penting dalam banyak jalur
pensinyalan seluler sehingga menjadikannya target potensial dalam mengobati
penyakit autoimun dan kanker. Database senyawa bahan alam digunakan untuk
penelitian ini dikarenakan senyawa bahan alam biasanya memiliki tingkat toksisitas
yang lebih rendah. Tujuan penelitian ini adalah untuk melakukan penapisan virtual
berbasis struktur terhadap database bahan alam ZINC. Metode penapisan virtual
yang digunakan adalah penapisan berbasis farmakofor dengan reseptor BTK (PDB
ID 6E4F). Dengan menggunakan farmakofor berbasis struktur, model farmakofor
dibuat dengan memiliki tiga buah fitur hidropobik, satu buah cincin aromatik,
empat fitur akseptor ikatan hidrogen dan sembilan buah fitur donor ikatan hidrogen.
Penapisan berbasis farmakofor terhadap 12 terhadap database bahan alam ZINC
(151.837 senyawa) terhadap menghasilkan 1.345 hit dengan nilai fit score sebesar
58,81. Selanjutnya hit ini didocking ke dalam situs ATP-binding dari domain kinase
BTK menggunakan vina wizard dan autodock wizard (PyRx 8.0) menghasilkan
berturut-turut 148 dan 75 hit. Dapat disimpulkan, tiga senyawa dengan nilai afinitas
besar terhadap BTK adalah ZINC00627911, ZINC05450876, dan ZINC85569217,
dan dapat digunakan sebagai molekul pemandu potensial dalam merancang
inhibitor BTK.

Kata kunci: Bruton tirosine kinase, BTK inhibitor, Docking, Farmakofor,
Penapisan virtual

ABSTRACT

Bruton’s tyrosine Kinase (BTK) plays a critical role in many cellular
signalling pathways making it a potential target to treat autoimmune diseases and
cancer. Database of natural product was used for this study because natural
product usually has lower levels of toxicity. In this study, we have implemented
structure-based virtual screening against natural product ZINC database. Virtual
screening was carried out by using pharmacopore model followed by molecular
docking to identified the inhibitor of BTK (PDB ID 6E4F). By using structure based
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pharmacophore, a four-point pharmacophore hypothesis was derived, with three
hydropobic, one aromatic rings, four hydrogen bond acceptor and nine hydrogen
bond donor. Screening of 12 natural product ZINC databases (151,837 compounds)
against pharmacophore returned 1,345 hits with matching chemical features of
58.81. Docking these hits against the ATP-binding site of the BTK kinase domain
through a virtual screening docking-based by using vina wizard and autodock
wizard (PyRx 8.0) returned 148 and 75 hits, respectively. In conclusion, three hit
compounds with high affinity towards BTK were identified, and it could be used as
a potent lead molecule for designing BTK inhibitor.

Keywords: Bruton’s tyrosine kinase, BTK inhibitors, Docking, Pharmacophore,

Virtual screening

PENDAHULUAN

Leukemia adalah  penyakit
neoplastik yang ditandai dengan
diferensiasi dan proliperasi  sel
hematopietik, sehingga menyebabkan
penekanan dan penggantian unsur
sumsum tulang yang normal (Aslinda,
2017). Salah satu

memainkan peran penting dalam

kinase yang
signaling onkogenik untuk
kelangsungan hidup sel leukemia dari
keganasan sel B adalah
BrutonTyrosine kinase (BTK) (Choi
& Kipps, 2012). BTK juga terlibat
dalam banyak jalur pensinyalan
lainnya dalam sel B, termasuk
kemokin reseptor, reseptor Toll-like
(TLR) dan reseptor Fc signaling
(Sakthivel & Habeeb, 2018).
Sejumlah inhibitor BTK yang
menjanjikan telah dirancang antara
lain, ibrutinib (Pan et al., 2007) untuk

pengobatan limfoma sel mantel
(MCL) dan leukemia limfositik kronis
(CLL). Ibrutinib adalah inhibitor BTK
selektif ~ dan ireversibel  yang
membentuk ikatan kovalen dengan
residu sistein nonconserved (Cys481)
proksimal ke situs aktif BTK
(Honigberg et al., 2010). Meskipun
keberhasilannya belum pernah terjadi
sebelumnya, resistensi yang
ditemukan terhadap ibrutinib telah
diamati pada pasien dengan CLL
(Woyach et al., 2014) dan MCL
(Chiron et al., 2014). Didorong oleh
situasi ini, ada kebutuhan mendesak
untuk menemukan inhibitor BTK
dengan secara in silico.

Beberapa penelitian melakukan
pencarian senyawa obat anti kanker
berupa senyawa aktif yang diisolasi
dari tumbuhan dan sudah dimodifikasi

menjadi senyawa baru yang memiliki
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aktivitas yang lebih tinggi. Lebih dari
400 spesies dalam 315 genus dan 97
famili mempunyai aktivitas sebagai
penghambat kanker dan leukimia
seperti alkaloid, flavonoid dan fenol
(Chasani et al., 2011). Oleh karena itu
dalam penelitian ini  digunakan
database Zinc Natural product sebagai
kelompok senyawa uji.

Penapisan virtual Kimia
komputasi dalam mencari senyawa
pemandu dengan cara mereduksi
sejumlah besar senyawa kimia untuk
dilihat interaksinya terhadap protein
target. Penapisan virtual digunakan
karena dapat menghemat biaya dan
waktu yang dibutuhkan tidak telalu
lama. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk melakukan penapisan
virtual  berbasis  struktur  untuk
mendapatkan inhibitor BTK dari

database bahan alam ZINC.

METODE PENELITIAN
Piranti Keras

Piranti keras yang digunakan
berupa sistem operasi Windows Pro
10, 64-bit; Intel xeon double procesor
X5670 @ 2,93 GHz; Memori 65536
MB RAM; dan VGA Dedicated 4 GB
64-bit.

Preparasi Struktur Protein, Dataset
Aktif, Decoy Set, dan Database
Bahan Alam ZINC
Preparasi struktur protein
Makromolekul yang digunakan
yaitu dengan PDB ID 6E4F dan
diunduh dalam format *.pdb untuk
proses selanjutnya. Khusus untuk
tahapan molekular docking maka
protein ini perlu dipisahkan dari ligan
alaminya dan disimpan dalam dua file
terpisah untuk keduanya.
Preparasi dataset aktif dan decoy
Sebanyak 40 senyawa aktif BTK
sebagai kontrol positif yang digunakan
sebagai validasi saat melakukan
penapisan virtual diperoleh dari situs
web  https://www.ebi.ac.uk/chembl/
(Davies et al., 2015) diubah dalam
bentuk .sdf dengan bantuan software
OpenBabel GUI 2.4.1. (Melville &
Hirst, 2007) dan 1600 decoy didesain
menggunakan software DecoyFinder
2.0 (Adria et al., 2012).
Preparasi database bahan alam ZINC
Database yang diperoleh dari
hasil download dari Zinc natural
product database dengan sumber dari
berbagai database bahan alam. Semua
dataset, database dan decoy diubah

format ke dalam *.1db.

Fauzan Zein Muttaqin, dkk | 402



Jurnal llmiah lbnu Sina, 4(2), Oktober 2019, 400-409

p-1SSN: 2502-647X; e-ISSN: 2503-1902

Pemodelan Farmakofor
Validasi model farmakofor

Model farmakofor yang dibuat
selanjutnya divalidasi menggunakan
dataset aktif dan senyawa decoy.
Validasi
jumlah hit yang didapatkan dan kurva
ROC yang berisi nilai AUC dan EF
yang dikatakan sudah valid apabila
nilai AUC lebih dari 0,50 dan EF lebih

dari 1,0. Jika parameter validasi

tersebut  menghasilkan

tersebut telah terpenuhi, maka model
farmakofor telah valid dan disimpan
dalam bentuk 3D.

Penapisan virtual berbasis
farmakofor
Dilakukan penapisan virtual

menggunakan model farmakofor yang
telah divalidasi. Penapisan virtual ini
dilakukan
software LigandScout 4.3 (Wolber &
Langer, 2005) terhadap database
bahan alam ZINC (ZINC natural
product).

dengan  menggunakan

LigandScout 4.3 akan
mencari senyawa yang terdapat pada
database  yang  memiliki  fitur
farmakofor yang sama dengan model
farmakofor sehingga diperoleh hasil
sebagai hits. Hasil yang didapatkan
selanjutnya disimpan dan dilakukan

proses selanjutnya.

Pemodelan Docking
Optimalisasi parameter docking

Disiapkan makromolekul dan
ligan alami yang telah dipreparasi
sebelumnya. Dibuat peta untuk proses
penambatan molekul dengan
mengatur posisi dan ukuran kubus
(gridbox) hingga didapatkan koordinat
X, Yy, dan z vyang sesuai untuk
penambatan dimana diatur gridboxnya
sampail menutupi binding site.
Evaluasi model docking

Koordinat gridbox (kubus) yang
diperoleh pada tahap sebelumnya; lalu
dilakukan evaluasi penapisan virtual
menggunakan datset aktif dan dataset
decoy yang telah dipreparasi pada
tahap sebelumnya. Tahapan
pengerjaannya sama dengan tahapan
validasi docking hanya berbeda dari
jumlah ligan yang diinput berupa
dataset aktif dan dataset decoy serta
ukuran gridbox yang lebih besar.
Setelah dioptimasi ligan, dijalankan
docking sehingga energi dan pose.
Nilai  energi yang  diperoleh
selanjutnya digunakan untuk membuat
kurva ROC
http://stats.drugdesign.fr  (Empereur-
Mot et al., 2016). Dari kurva ROC ini

akan diperoleh nilai AUC dengan

berbasis  website
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parameter kevalidan jika nilainya
lebih dari 0,5 dan EF lebih dari 1,0.
Penapisan virtual berbasis docking
Penapisan  virtual  berbasis
docking menggunakan PyRX 8.0
(Dallakyan & Olson, 2015) baik vina
wizard maupun autodock wizard
menggunakan parameter yang sama
dengan tahap validasi model docking,
hanya berbeda input ligan
menggunakan database bahan alam
ZINC. Hasil penapisan virtual

diinterpretasi untuk mendapatkan hits

ur

/
Dataset aktif dan |

Gy \‘\ mmma Viodel Farmakofor
\

Ukuran dan
koordinat gridbox

» Model Docking

(Autodock wizard) koordinat gridbox

senyawa yang terbaik.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Bruton Tyrosine Kinase

Struktur kristal PDB 1D 6E4F
(https://www.rcsh.org/structure/6e4f)
merupakan ARQ 531 terkompleks
dalam domain BTK, dimana ARQ 531
merupakan inhibitor BTK yang kuat
dan reversibel dengan aktivitas
tambahan terhadap Src family kinase
dan Kkinase yang terkait dengan
pensinyalan ERK (Reiff et al., 2016).

/
______ Database Bahan ‘\‘
AlamZINC |

\

screening berbasis
docking (Autodock
Wizard)

Gambar 1. Laju alir penapisan virtual berbasis struktur untuk reseptor BTK
(PDB ID 6EA4F)

Pembuatan Model Farmakofor dan
Evaluasi Model

Model farmakofor dibangun
berbasis struktur dari ligan alami
(HRA) yang terdapat pada reseptor
6E4F. Setelah ligan alami dioptimasi

dan dibangun farmakofor maka

diperoleh 17 buah fitur dimana
terdapat 3 buah fitur hidrofobik, 1
buah fitur cincin aromatik, 9 buah fitur
donor ikatan hidrogen, dan 4 buah fitur
akseptor ikatan hidrogen. Fitur-fitur
farmakofor tersebut menandakan

adanya sisi-sisi yang akan terjadi
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interaksi dari ikatan antara ligan
terhadap reseptor (Seidel et al., 2010).

Evaluasi model farmakofor
dilakukan secara coba-coba dengan
mengubah  komposisi  fitur awal
farmakofor terhadap dataset aktif dan
decoy sampai diperoleh nilai ROC >
0,5 dan EF >1,0. Model farmakofor
yang tervalidasi mempunyai nilai
ROC dan EF berturut-turut adalah
0,53 dan 2,9; dengan hits sebanyak 57
senyawa. Model farmakofor tersebut
memiliki skor sebesar 58,59. Model

tervalidasi terdiri dari 12 fitur yaitu 1

X
LA }4

NN

(a)

Hits Penapisan Virtual Berbasis
Farmakofor
Model

divalidasi untuk menyaring senyawa

farmakofor telah

dari database bahan alam ZINC yang
berjumlah 151.837 senyawa dari
gabungan 12 database yang ada. dan
33.283 senyawa ditetapkan masing-

buah hidrofobik, 1 buah cincin
aromatik, 4 buah donor ikatan H, dan
6 buah akseptor ikatan H (Gambar 2).
Dari fitur-fitur farmakofor yang
terbentuk menandakan bahwa pada
model 12 memiliki potensi interaksi
aktif dari ikatan antara ligan terhadap
reseptor [20].

Kemudian dilakukan pencarian
kurva ROC yang memenuhi nilai
standar AUC lebih dari 0,50 atau EF
lebih dari 1,0 (Braga & Andrade,
2013).

(b)
Gambar 2. Model fitur (a) dan kurva ROC (b) tervalidasi

masing setelah pemetaan farmakofor.
Setelah dilakukan penapisan virtual,
diperoleh 1.345 hits. Hits ini diperoleh
berdasarkan nilai fit score sebesar
58,81. Jika nilai fit score farmakofor >
50% artinya fitur memiliki keaktifan
yang baik. Sedangkan, fitur dari

senyawa tersebut dianggap memiliki
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aktifitas yang kurang apabila nilai fit
score farmakofornya berada dikisaran
35-50%.

farmakofor berkaitan dengan tingkat

Rentang nilai skor fit

keaktifan fitur senyawa terhadap
reseptor (Muchtaridi et al., 2017).
Output hits tahap ini selanjutnya
menjadi  input senyawa untuk
penapisan virtual berbasis docking.
Penapisan Virtual Berbasis Docking

Pada tahapan penapisan virtual
berbasis docking based, ada 2 tahapan
skrining menggunakan  perangkat
lunak dengan parameter bervariasi.
Evaluasi Penapisan Virtual
Menggunakan Autodock Wizard
dan Vina Wizard

Setelah optimalisasi parameter
dilakukan

evaluasi penapisan virtual berbasis

docking,  selanjutnya
docking autodock wizard dan vina
wizard dengan dataset aktif dan
Protokol

dataset decoy. docking

tervalidasi digunakan untuk
memperbaiki hit yang diambil dan
mengurangi tingkat positif palsu
melalui interaksi reseptor-ligan.
Hits Penapisan Virtual Berbasis
Docking

Hasil screening 1.345 senyawa

untuk mendapatkan senyawa yang

lebih baik berdasarkan nilai energi
bebas ikatan dan pose. Penapisan
virtual pada tahap ini dilakukan
menggunakan vina wizard dan
autodock wizard yang ada pada
software PyRx 8.0. Tahapan docking
menggunakan Vina Wizard dilihat
berdasarkan  afinitas

Afinitas

pengikatan.
pengikatan  merupakan
kemampuan obat untuk berikatan
dengan reseptor. Semakin kecil nilai
afinitas pengikatan maka afinitas
reseptor dengan ligan semakin tinggi
begitu pula sebaliknya (Saputri et al.,
2016). Maka, diperoleh sebanyak 148
hits (Tabel 1) yang memiliki afinitas
pengikatan yang lebih kecil dari ligan
alami yaitu -10,00 kkal/mol.

Dikarenakan output hits dari
vina wizard masih > 30-40 hits, maka
dilanjutkan molecular docking dengan
autodock wizard sehingga diperoleh
hits sebanyak 75 senyawa yang
memiliki binding energi lebih kecil
dari ligan alami (E = -8,8 kkal/mol)
(Tabel 1).

Hasil analisis terhadap 75
senyawa ini, diperoleh tiga hits yaitu
ZINC00627911, ZINC05450876, dan
ZINC85569217 dengan nilai energi
ikatan lebih baik dari ligan alami
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secara berturut-turut adalah -9,37
kkal/mol; -8,91 kkal/mol; dan -9,78

kkal/mol. Sedangkan nilai konstanta

inhibisinya adalah 135,95 nM; 259,38
nM; dan 3,73 nM.

Tabel 1. Hasil Penapisan virtual berdasarkan Molecular Docking Autodock

Wizard

Hasil Hasil Hasil
Jumlah penapisan - penapisan

No ZINC Natural Products Database vitual penapisan vitual
ZINC model V|tu_al vina - autodock

farmakofor wizard wizard
1  Afropan Natural Product 884 4 - -
2 AnalytiConDiscovery Natural Product 11217 72 1 -
3 Herbal Ingredients In-Vivo 652 - - -

Metabolism
4 Herbal Ingredients Targets 801 - - -
5 IBScreen Natural Product 84099 726 76 37
6 Indofine Natural Product 142 - - -
7 NPACT Database 1421 10 1 1
8 NuBBe Natural Product 584 1 - -
9  Princeton Natural Product 14084 396 60 34
10 Specs Natural Product 1488 2 - -
11 TCM Database 35993 133 10 3
12 UEFS Natural Product 472 1 - -
Total 151.837 1.345 148 75
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