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Abstract

EGEFR receptors play an important role in the growth of cancer cells, and these receptors have undergone
various types of mutations. At this time, the effect of the L718Q / T790M point mutation on the EGFR
receptor is not known, therefore the aim of this study is to predict the EGFR structure with the L718Q /
T790M point mutation using in silico homology modeling. The mutant protein was successfully modeled
using SWISS-Model expasy webserver and showed good evaluation results after the protein was minimized
as indicated by the results of the Ramachandran outlier score of 0%, clashscore 0.98, and MolProbity 1.15.
Identification of the active site of the mutant protein shows a conformational change of the active site that
causes a steric collision between the inhibitor group and the amino acid side chain of the mutant protein.

Keywords: EGFR, mutation, homology modeling, in silico

Abstrak

Reseptor EGFR memainkan peran penting dalam pertumbuhan sel kanker, dan reseptor tersebut telah
mengalami berbagai jenis mutasi. Mutasi titik L718Q/T790M saat ini belum diketahui pengaruhnya secara
molekuler terhadap reseptor EGFR, oleh karena itu tujuan dari penelitian ini adalah untuk memprediksi
struktur EGFR dengan mutasi titik L718Q/T790M secara pemodelan homologi in silico. Protein mutan
berhasil di modelkan menggunakan webserver SWISS-Model expasy dan menunjukkan hasil evaluasi yang
baik setelah protein di minimisasi yang ditunjukkan oleh hasil skor Ramachandran outlier 0%, clashscore
0,98, dan MolProbity 1,15. Identifikasi terhadap sisi aktif protein mutan menunjukkan perubahan
konformasi sisi aktif yang membuat terjadinya tabrakan sterik antara gugus inhibitor dengan rantai
samping asam amino dari protein mutan.

Kata Kunci: EGFR, mutasi, Pemodelan homologi, in silico.
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m Pendahuluan

Kanker termasuk penyakit yang tidak
menular. Penyakit ini timbul akibat kondisi fisik
yang tidak normal dan pola hidup yang tidak sehat
[1-3]. Sepertiga dari semua kematian akibat
kanker di seluruh dunia masih disebabkan oleh
kanker paru-paru. Mayoritas pasien kanker paru-
paru menderita kanker sel paru non kecil
(NSCLC, 80%). Sedikitnya 15% pasien kanker
paru-paru menunjukkan kelangsungan hidup 5
tahun setelah diagnosis penyakit ini [4, 5].

Epidermal Growth Factor Receptor-Tirosin
Kinase (EGFR-TK), memainkan peran penting
dalam diferensiasi sel dan proliferasi pada kondisi
fisiologis normal dan kanker [6]. Pengobatan
dengan penargetan tirosin kinase EGFR (EGFR-
TK) saat ini mengalami beberapa kendala yaitu
akibat adanya mutasi ganda pada domain
kinasenya. Kebanyakan pasien mendapatkan
mutasi penonaktifan kedua yaitu mutasi T790M
pada ekson 20 [7, 8].

Inhibitor tirosin kinase EGFR generasi ke
empat yaitu EGFR Allosterik Inhibitor 001
(EAIOO01) dan EGFR Allosterik Inhibitor 045
(EAIO45) yang mampu menghambat mutan EGFR
yang positif T790M [9]. Mutasi T790M/L718Q
juga dilaporkan menjadi salah satu penyebab
resistensi dari obat generasi ketiga [10], namun
hingga saat ini belum ada data struktur 3D protein
mutan tersebut. Oleh karena itu peneliti tertarik
untuk melakukan penelitian pemodelan homologi
terhadap protein mutan T790M/L718Q untuk
memprediksi struktur 3D dari protein mutan
tersebut.
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m Metode Penelitian

Pemodelan Protein Mutan

Pemodelan protein di awali dengan
penyiapan sekuens. Sekuens dalam penelitian ini
diperoleh dari situs bank data protein atau PDB
(https://RCSB.org) dengan kode PDB: 5D4I.
Sekuens kemudian dimutasikan pada posisi
L718Q/T790M menggunakan perangkat lunak
BioEdit. Selanjutnya sekuens tersebut dimodelkan

berdasarkan templat protein EGFR dengan kode
PDB 5D41. Pemodelan dilakukan menggunakan
SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/) [11].

webserver expasy

Evaluasi dan Optimasi Model Protein

Struktur protein mutan yang dihasilkan
kemudian di minimisasi menggunakan Yasara
Minimization Webserver untuk meningkatkan

akurasi rantai samping dari pemodelan
homologi[12].  Evaluasi protein kemudian
dilakukan  berdasarkan =~ pada  parameter
Ramachandran Outlier, Clashscore, dan
MolProbity Score. Evaluasi dilakukan
menggunakan webserver MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) [13].

Evaluasi Sisi Aktif

Sisi aktif dievaluasi menggunakan perangkat
lunak PyMol. Sisi aktif dievaluasi setelah protein
mutan model dengan hasil evaluasi terbaik di
superposisikan dengan protein templat. Evaluasi
dilakukan dengan menambahkan ligan alami yang
merupakan inhibitor pada sisi allosterik dari
EGFR templat dan mutan yang telah di
superposisikan dan ditinjau perubahan yang
terjadi dari asam amino yang berada di sisi aktif
reseptor.
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m Hasil dan Pembahasan

Pemodelan Protein Mutan

Sekuens mutan dibuat berdasarkan sekuens
template dengan menginversi asam amino pada
posisi L718Q, urutan sekuens dapat dilihat pada
Tabel 1.

Protein dengan kode PDB 5D41 merupakan
kristalografi dari kompleks inhibitor allosterik
dengan EGFR yang telah memiliki 2 mutasi, yaitu
T790M dan V948R. Protein tersebut dipilih
menjadi templat untuk pemodelan karena protein
tersebut memiliki resolusi yang rendah (2,15 A)
dan tingkat similaritas yang tinggi dengan sekuens

Tabel 1. Sekuens Mutan dan sekuens template

mutan (di atas 90%). Sekuens protein mutan
kemudian di unggah ke webserver SWISS-
MODEL expasy
(alignment) dan pembangunan model. Penjajaran

untuk dilakukan penjajaran

dilakukan untuk mengetahui similaritas antara
sekuens asam amino femplate dengan sekuens
asam amino target. Selain sekuens protein target.
Protein template pun juga diunggah karena
pemodelan yang dilakukan adalah pemodelan
berdasarkan template yang telah ada. Struktur 3D
protein mutan dibangun setelah dilakukan
penjajaran. Tampilan penjajaran sekuens target
dan template dapat dilihat pada Gambar 1.

Nama dan jenis mutasi protein Urutan sekuens

GSTSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIK
ELREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGICLTSTVQLIMQLMPFGCLL
DYVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKI

f;;;%&f;gﬂ;;e sbdl TDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVTVWEL
MTEGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMRKCWMIDADSRPKE
RELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADE
YLIPQQG
GSTSGEAPNQALLRILKETEFKKIKYQGSGAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIK
ELREATSPKANKEILDEAYVMASYDNPHVCRLLGICLTSTVQLIMQLMPEGCLL

Mutan EGER DYVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAARNVLVKTPQHVKI

L7150/ 1790 TDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIY THQSDVWSYGVTVWEL

MTEFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMRKCWMIDADSRPKFE

RELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADE

YLIPQQG

Model 01/GSTSGE
template_uplcad.l.A
Model 01

Mcdel 01

Model 01

template_upload.l.Alc I ASEISSILEKGERLPQPPIOI(IDVYMIM: KOWMIDADIRPKERELIIEFSKMARDEQRYDVIQGDERMELPS 277

vodelo" S ENEENREURGOM = . 225
template _upload.l.APTDSNFYRALMDEEDMDDVV

- PIXKWMALESILHRIYTHQSDVWSYGVIVWELMTIFGSKPYD 202

Gambar 1. Penjajaran sekuens oleh webserver Swiss-Model Expasy antara protein template dengan Mutan.
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Gambar 2. Struktur protein templat (biru) di tumpang tindihkan dengan protein mutan (merah)

Tabel 2. Hasil evaluasi model protein mutan sebelum dan setelah minimisasi
Protein Ramachandran Outlier Clashscore  MolProbity Score
Mutan (L718Q/T790M) 0,32% 4,72 1,63

Setelah Minimisasi
Mutan (L718Q/T790M) 0% 0,98 1,15

-

Gambar 3. Tinjauan inhibitor allosterik terhadap sisi aktif allosterik EGFR; Superposisi protein mutan (merah) dengan template
(kuning).
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Model mutan yang dibangun kemudian
strukturnya diperbaiki menggunakan 3Drefine.
Perbaikan struktur melalui 3Drefine melibatkan
implementasi iteratif dua langkah, yaitu dengan
mengoptimalkan jaringan ikatan hidrogen dan
meminimalkan energi tingkat atom menggunakan
kombinasi secara fisik. Perbaikan menggunakan
3Drefine akan menghasilkan 5 model, yang
kemudian satu model terbaik yang memiliki skor
terendah dipilih untuk dilakukan optimasi
terhadap struktur protein yang dimodelkan.
Struktur protein hasil pemodelan yang di
tumpang tindihkan dengan protein templat dapat
di lihat pada Gambar 2.

Optimasi dan Evaluasi Protein Model

Minimisasi atau optimasi dilakukan dengan
tujuan untuk meningkatkan streokimia, realism
physical, dan akurasi dari rantai samping dari
pemodelan homologi [14]. Setelah dilakukan
minimisasi terhadap struktur protein model,
struktur dari kedua protein model maupun
templat kemudian di evaluasi. Struktur yang di
evaluasi adalah struktur sebelum dilakukan
minimisasi dengan setelah dilakukan minimisasi.
Hasil evaluasi model dapat dilihat dalam Table 2.
Skor Ramachandran outlier, clashscore, dan skor
Molprobity menujukkan hasil yang baik, dan
setelah minimisasi skor tersebut menunjukkan
hasil model protein yang lebih baik.

Nilai Ramachandran outlier menunjukkan
berpa banyak residu yang berada pada daerah
yang tidak disukai, sehingga semakin rendah
nilainya maka model yang dibuat semakin baik
[15]. Model mutan setelah di minimisasi
menunjukkan hasil yang sangat baik dengan nilai
Ramachandran outlier 0%, artinya tidak ada
satupun residu yang berada pada daerah yang
tidak disukai. Nilai clashscore menunjukkan
jumlah dari overlap steric per 1000 atom [16].
Semakin rendah nilai clashscore maka model
dianggap semakin baik, dan hasil minimisasi
menunjukkan nilai clashscore yang sangat baik
yaitu 0,98, lebih rendah dibandingkan sebelum di
minimisasi.
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Evaluasi Sisi Aktif Protein Mutan

Interaksi langsung antara gugus
aminothiazole dari inhibitor allosterik dengan
Metionin 790 dalam penelitian sebelumnya
disebut

selektivitasnya inhibitor allosterik terhadap

sebagai  penyebab  utama  dari
resisten mutasi T790M. Protein yang di
superposisikan dengan protein template untuk
meninjau sisi aktif diantara keduanya dapat di
lihat pada Gambar 3. Hasil visualisasi sisi aktif
alosterik menunjukkan terjadinya perubahan
rantain samping asam amino dari protein mutan.
Apabila di tinjau lebih spesifik ke sisi aktif dari
protein mutan tersebut, terjadi tabrakan sterik
antara rantai samping dari Metionin 790 dengan
ligan alami (inhibitor allosterik EGFR EAI001)
pada protein mutan. Tabrakan sterik dapat
menyebabkan menurunnya selektivitas dari
inhibitor allosterik EGFR. Interaksi dari ligan atau
senyawa pada sisi allosterik mutan tersebut dapat
membuat terjadinya perubahan konformasi yang
cukup signifikan, meskipun disini hanya dapat
ditunjukkan perubahan yang terjadi dari rantai
samping asam amino pada sisi aktif tersebut.

m  Kesimpulan

Pemodelan homologi terhadap protein
mutan EGFR L718Q/T790M berhasil dilakukan
dan memberikan hasil evaluasi struktur 3D yang
baik, dari segi Ramachandran outlier clashscore,
dan skor MolProbity. Ditinjau dari sisi aktif,
protein mutan menunjukkan perubahan pada sisi
aktif allosterik yang menyebabkan terjadinya
tabrakan sterik dengan inhibitor dibandingkan
dengan protein templat, yang dapat menyebabkan
perubahan konformasi dari inhibitor allosterik.
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