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ABSTRAK

Mitragyna speciosa (lazimnya dikenali sebagai ketum) adalah tumbuhan psikoaktif yang
daunnya digunakan secara tradisional sebagai pelega kesakitan dan agen peransang.
Alkaloid indol utama ketum, mitraginin (MTG) dan terbitannya, 7-hidroksimitraginin (7-
OH-MTG), bertanggungjawab terhadap kesan analgesik tumbuhan ini yang diperantara
oleh reseptor opioid. Efikasi dan sifat farmakokinetik sebatian fitokimia ini adalah
berkaitan dengan interaksinya dengan protein plasma, terutamanya albumin serum manusia
(HSA) dan glikoprotein asid-a; (AAG). Sehingga kini, hanya terdapat kajian MTG dan 7-
OH-MTG dengan keseluruhan protein plasma yang telah dilakukan, namun tiada kajian
spesifik terhadap HSA dan AAG. Oleh itu, kajian ini bertujuan untuk mencirikan secara
komprehensif profil pengikatan MTG dengan HSA dan AAG menggunakan kedua-dua
pendekatan eksperimen (kalorimetri, spektroskopi dan mikroskopi) dan pengkomputeran
(simulasi dok dan dinamik molekul). Manakala, profil pengikatan 7-OH-MTG dengan HSA
dan AAG hanya dikaji menggunakan pendekatan pengkomputeran. Analisis in silico
ADMET mencadangkan MTG dan 7-OH-MTG sebagai calon dadah psikoaktif yang
berpotensi dengan ketoksikan dan profil farmakokinetik yang baik. Analisis data
pendarfluor dan kalorimetri pentitratan isoterma menunjukkan afiniti pengikatan yang
sederhana bagi kompleks protein-MTG (pemalar asosiasi (K,) = 10°~10° M), dengan
interaksi yang lebih kuat antara MTG dan AAG berbanding dengan HSA. Data dikroisme
membulat dan pendarfluor 3D menunjukkan bahawa pengikatan MTG mempunyai kesan
yang minimum terhadap integriti struktur kedua-dua protein. Ini disokong oleh perubahan
dalam spektrum penyerapan UV bagi HSA dan AAG setelah pentitratan MTG; serta
dimensi protein yang diperhatikan menggunakan mikroskopi daya atom. Hasil eksperimen
sesaran dadah kompetitif dan simulasi dok molekul adalah konsisten, yang menunjukkan
bahawa tapak III HSA (pada subdomain IB) adalah tapak pengikatan utama bagi MTG.
Hasil simulasi dok menunjukkan bahawa 7-OH-MTG juga mengikat pada tapak yang sama
tetapi dengan tenaga pengikatan lebih rendah berbanding MTG. Bagi AAG, kedua-dua
sebatian mengedok pada saku pengikatan hidrofobik pusat bagi kedua-dua varian F1*S dan
A dengan perbezaan minor dalam orientasi pengikatan. Penglibatan interaksi hidrofobik
(alkil, pi—alkil, pi—pi), ikatan hidrogen dan daya van der Waals dicadangkan dalam
penstabilan kompleks protein—ligan. Simulasi dinamik molekul menyokong kestabilan
protein apabila berkompleks dengan MTG dan 7-OH-MTG. Hasil daripada kajian ini
adalah penting dalam pembangunan sebatian-sebatian terbitan ketum sebagai agen
terapeutik.



VI

INTERACTION MECHANISM OF PSYCHOACTIVE COMPOUNDS FROM Mitragyna
speciosa WITH HUMAN SERUM ALBUMIN AND a;-ACID GLYCOPROTEIN:
BIOPHYSICAL AND MOLECULAR MODELING APPROACHES

ABSTRACT

Mitragyna speciosa (commonly known as kratom) is a psychoactive plant whose leaves are
traditionally used for pain relief and as a stimulant. The main indole alkaloids in kratom,
mitragynine (MTG), and its derivative, 7-hydroxymitragynine (7-OH-MTG), are
responsible for the analgesic effects of the plant which are mediated by opioid receptors.
The efficacy and pharmacokinetic profile of these phytochemicals are associated with their
interactions with plasma proteins, particularly human serum albumin (HSA) and a;-acid
glycoprotein (AAG). Until now, studies on MTG and 7-OH-MTG have only been
conducted with total plasma proteins, but no specific studies have been carried out on HSA
and AAG. Therefore, this study aims to comprehensively characterize the binding profiles
of MTG with HSA and AAG using both experimental (calorimetric, spectroscopic, and
microscopic) and computational approaches (docking and molecular dynamics
simulations). Meanwhile, the binding profile of 7-OH-MTG with HSA and AAG will be
studied solely using computional approaches. In silico ADMET analysis suggests MTG and
7-OH-MTG as potential psychoactive drug candidates with favorable toxicity and
pharmacokinetic profiles. Analysis of fluorescence and isothermal titration calorimetric
data revealed intermediate binding affinity for the protein-MTG complexes (association
constant (K,) = 10°~10° M), with stronger interaction between MTG and AAG compared
to HSA. Circular dichroism and 3D fluorescence data showed that MTG binding had
minimal effect on the structural integrity of both proteins. This is supported by changes in
the UV absorption spectra of HSA and AAG upon MTG titration, as well as the dimensions
of the proteins as observed using atomic force microscopy. Results of competitive drug
displacement experiments and molecular docking simulations were consistent, indicating
that site III of HSA (in subdomain IB) is the primary binding site for MTG. Docking
simulation results indicate that 7-OH-MTG also binds to the same site but with a lower
binding energy than MTG. For AAG, both compounds were docked to the central
hydrophobic binding pocket of both F1*S and A variants with minor differences in binding
orientation. Involvement of hydrophobic interactions (alkyl, pi—alkyl, pi—pi), hydrogen
bonding, and van der Waals forces are suggested in the stabilization of the ligand—protein
complexes. Molecular dynamics simulations supported the stability of the proteins upon
complexation with MTG and 7-OH-MTG. The outcomes of this study are significant in the
development of kratom-derived compounds as therapeutic agents.
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BABI

PENDAHULUAN

1.1 PENGENALAN

Mitragyna speciosa, atau ketum, merupakan tumbuhan herba yang berasal daripada famili
Rubiaceae. Taburan tumbuhan ini meluas di beberapa kawasan tropika Asia Tenggara
termasuklah Thailand, Malaysia dan Indonesia. Ia sering digunakan dalam perubatan
tradisional untuk merawat cirit-birit, kencing manis, sakit otot, darah tinggi dan
meningkatkan tenaga (Meireles et al. 2019; Grundmann, Hendrickson & Greenberg 2022).
Ekstrak mentah tumbuhan ini mempamerkan bioaktiviti seperti antinosiseptif, analgesik,
antidepresan, anksiolitik, antimikrob, sifat relaksan otot dan anti-keradangan (Hossain et
al. 2023). Oleh sebab sifat psikoaktifnya, ketum juga terkenal sebagai bahan rekreasi untuk
mencapai euforia dan ketenangan (Cinosi et al. 2015; Karunakaran et al. 2022). Bahkan, ia
boleh digunakan dalam rawatan ketagihan opioid bagi mengurangkan kebergantungan
penagih kepada dadah opiod dan menangani sindrom sarak (Yusoff et al. 2016).
Bagaimanapun, tumbuhan ini juga sinonim dengan risiko penyalahgunaan dan ketagihan

disebabkan oleh kehadiran sebatian-sebatian psikoaktifnya.

Terdapat dua alkaloid utama yang bertanggungjawab untuk kesan farmakologi
tumbuhan ini iaitu mitraginin (MTG) dan 7-hidroksimitraginin (7-OH-MTG). MTG
merupakan sebatian alkaloid utama ketum dengan komposisi sebanyak 12—-66%, manakala
sebatian terbitannya, 7-OH-MTG mempunyai komposisi jauh lebih rendah iaitu 0.01-2%
daripada jumlah keseluruhan alkaloid dalam daun ketum, namun mempunyai tindak balas

farmakologi yang lebih poten (Berthold et al. 2022; Orio et al. 2012; Ponglux et al. 1994;



Takayama 2004). Kedua-dua sebatian psikoaktif ini bertindak sebagai agonis separa
reseptor opioid p (MOR) yang dipengaruhi oleh isyarat G protein tanpa melibatkan tapak
jalan B-arrestin dan juga sebagai antagonis kompetitif pada reseptor opioid & (DOR) dan
reseptor opioid ¥ (KOR) (Kruegel et al. 2016; Obeng et al. 2020). Meskipun kedua-dua
sebatian ini adalah agonis MOR, namun kajian in vivo dan in vitro menunjukkan bahawa
sebatian 7-OH-MTG adalah 13 lebih poten berbanding dengan morfin dan 46 kali lebih
poten daripada MTG (Takayama 2004). Selain itu, kedua-dua sebatian ini juga
mempengaruhi tapak jalan serotonergik, dopaminergik dan adrenergik (Ellis et al. 2020;
Obeng et al. 2020). Walaupun kesan farmakologi sebatian-sebatian ini telah banyak
diselidik dan dihuraikan (Karunakaran et al. 2022; Kong et al. 2017a; Kruegel et al. 2016),
namun penggunaan dan implikasi klinikal masih belum didokumenkan. Pada dasarnya,
interaksi MTG dan 7-OH-MTG dengan protein plasma yang mempengaruhi ciri-ciri

farmakokinetiknya juga belum dijelaskan secara terperinci.

Di dalam sistem peredaran manusia, sifat farmakologi dadah sangat dipengaruhi
oleh interaksinya dengan protein plasma. Pengikatan dengan protein plasma boleh memberi
kesan terhadap ciri-ciri in vivo seperti penyerapan, bioketerdapatan, taburan, penyingkiran
dan metabolisme (Deb et al. 2018). Ini seterusnya membawa kepada peningkatan
keterlarutan dalam plasma, penurunan tahap ketoksikan, perlindungan daripada radikal
bebas dan jangka hayat in vivo molekul terikat yang berpanjangan (Bohnert & Gan 2013;
Ezike et al. 2023). Namun, sebatian yang terikat kepada protein plasma tidak dapat
berinteraksi dengan reseptor terapeutik kerana keupayaannya terhad untuk menghasilkan
respons farmakologi yang diingini. Sebaliknya, ligan tak terikat dengan protein mudah
melalui proses metabolisme dan seterusnya disingkirkan daripada badan (Smith &
Rowland 2019). Maka, penyaringan pengikatan sebatian terapeutik dengan protein plasma

dipiawaikan sebagai langkah pertama dalam perekaan bentuk dadah (Vuignier et al. 2010).

Albumin serum manusia (HSA) dan glikoprotein asid-a; (AAG) merupakan dua
protein plasma utama yang berfungsi sebagai pengangkut metabolit dan sebatian eksogen
di dalam sistem peredaran manusia (Bteich 2019). HSA adalah polipeptida rantaian tunggal
yang terdiri daripada 585 asid amino dan kepekatannya merangkumi 50-60% daripada



jumlah keseluruhan protein plasma. Dalam konteks biologi, HSA memainkan peranan
penting dalam tekanan osmotik koloid, penstabilan pH darah dan sebagai agen antioksidan
(Bairagi, Mittal & Mishra 2015). HSA bertanggungjawab bagi pengikatan dadah berasid,
tetapi juga mampu mengikat sebahagian dadah bersifat neutral dan berbes (Yamasaki et al.
2013). Komposisi struktur sekunder HSA meliputi 67% heliks-a, 10% lembaran-f dan
selebihnya adalah kawasan yang fleksibel di antara subdomain iaitu sebanyak 23% (Carter
& Ho 1994). Bentuk struktur kristal protein ini mirip jantung dan memiliki tiga domain
homolog (I, II dan III), yang dibahagikan kepada subdomain A dan B. Terdapat beberapa
tapak pengikatan yang menjadi pilihan untuk pengikatan pelbagai sebatian heterosiklik dan
aromatik iaitu tapak pengikatan dadah I atau dikenali tapak Sudlow I pada subdomain ITA
dan tapak pengikatan dadah II atau dikenali tapak Sudlow II pada subdomain IIIA (Al-
Harthi et al. 2019). Selain itu, terdapat juga pelbagai sebatian farmaseutikal yang mengikat
pada tapak pengikatan lain yang terletak di subdomain IB dan menyebabkan ia dirujuk
sebagai tapak pengikatan dadah III (Zsila 2013). HSA juga merupakan protein fasa akut
negatif yang menerangkan penurunan kepekatan protein ini terutamanya dalam penyakit

ginjal seperti sindrom nefrotik, kegagalan ginjal kronik dan uremia (Ascenzi et al. 2014).

AAG, atau juga dikenali orosomucoid merupakan sejenis glikoprotein rantaian
tunggal yang terdiri daripada 183 asid amino dan mempunyai kandungan karbohidrat yang
tinggi iaitu melebihi 45% berat molekulnya (Luo et al. 2015). Komposisi struktur sekunder
AAG adalah 25.7% heliks-a, 39.3% lembaran-f3 dan 35% struktur gegelung (Schonfeld et
al. 2008). Ia berfungsi sebagai depot utama untuk pengikatan pelbagai dadah lipofilik
berbes dan neutral di dalam plasma manusia. AAG mempunyai tujuh tapak pengikatan
dengan ciri-ciri berbeza, tetapi hanya satu tapak pengikatan di tengah protein yang
berperanan penting untuk pengikatan dadah dan pengedarannya dalam tubuh badan
(Owczarzy et al. 2023). Terdapat dua bentuk polimorfik utama bagi protein AAG iaitu
varian genetik F1*S dan A. Kedua-dua varian AAG ini mempunyai perbezaan lebih 20 asid
amino dan menunjukkan selektiviti dalam pengikatan ligan (Nishi et al. 2011). AAG juga
bertindak sebagai agen anti-radang dan berperanan penting dalam imunomodulasi (Bi et al.

2017). Di samping itu, AAG juga dikenali sebagai protein fasa akut positif yang



menjelaskan perubahan secara drastik kepekatan AAG semasa tindak balas kepada trauma,

jangkitan, penyakit akut dan keradangan (Smith & Waters 2019).

Secara ringkasnya, MTG dan 7-OH-MTG merupakan alkaloid indol yang
mempunyai nilai terapeutik yang tinggi dan penting sebagai alternatif kepada opiat. Di
dalam sistem manusia, sifat farmakokinetik kedua-dua sebatian psikoaktif ini dikaitkan
dengan pengikatannya dengan protein plasma. Lantaran itu, penyelidikan ini dilakukan
bertujuan untuk memahami mekanisme interaksi sebatian MTG dan 7-OH-MTG dengan

protein pengangkut utama manusia, HSA dan AAG secara komprehensif.

1.2 PERNYATAAN MASALAH

Ketum sering digunakan oleh penduduk luar bandar di Asia Tenggara dalam perubatan
tradisional sebagai agen analgesik untuk melegakan kesakitan dan agen peransang ringan
untuk mengurangkan keletihan badan (Grundmann, Hendrickson & Greenberg 2022). Di
utara Semenanjung Malaysia, pengguna tegar mengkonsumpsi dua sehingga lima gelas air
ketum setiap hari dengan anggaran kandungan MTG antara 76 mg hingga 115 mg. Pada
dos ini, ketum tidak dikaitkan dengan kesan kesihatan serius atau kesan toksik, namun
hanya dikaitkan dengan simptom kesakitan sederhana dan masalah tidur (Singh et al. 2018).
Kesan ketum pada manusia bergantung pada kuantitinya; dos rendah menghasilkan tindak
balas ransangan, sementara dos tinggi menyebabkan kesan sedatif-narkotik (Prozialeck,
Jivan & Andurkar 2012). Manakala, kawasan di Selatan Thailand dengan sejarah dan
budaya penggunaan ketum yang kuat mendedahkan bahawa 75% penduduk Tambon
Namphu di Selatan Thailand adalah pengguna harian dan 19% pula adalah pengguna ketum
sesekali. Data tinjauan ini juga mendapati bahawa 12% penduduk menggunakan ketum

untuk merawat pelbagai penyakit (Charoenratana, Anukul & Aramrattana 2021).

Walaupun ketum mempunyai sejarah etnofarmakologi sejak berabad-abad lamanya
di Asia Tenggara, namun populariti ketum meningkat secara dramatik di Barat sekitar 20
tahun yang lalu, terutamanya di Amerika Syarikat (Henningfield, Fant & Wang 2018).

Dianggarkan kira-kira 1.7 juta rakyat Amerika yang berumur 12 tahun ke atas



menggunakan ketum pada tahun 2021, menurut Tinjauan Penggunaan Dadah dan
Kesihatan Kebangsaan oleh Pentadbiran Penyalahgunaan Bahan dan Perkhidmatan
Kesihatan Mental (Substance Abuse and Mental Health Services Administration). Walau
bagaimanapun, ini juga disertai dengan peningkatan bilangan kes ketoksikan yang
berkaitan dengan penggunaan ketum dalam rawatan ketagihan opioid (Grundmann,
Hendrickson & Greenberg 2022; Prozialeck et al. 2019; Saref et al. 2019). Penyalahgunaan
ketum bersama bahan lain telah menimbulkan kebimbangan mengenai keselamatan dan
keberkesanannya. Ini menyebabkan ketum dan sebatian derivatifnya telah diharamkan di
beberapa negara, termasuklah Australia, Malaysia dan Myanmar (Charoenratana, Anukul
& Aramrattana 2021). Penggunaan ketum sering dikaitkan dengan penyalahgunaan dadah
dan ketagihan disebabkan oleh kehadiran bahan psikoaktif, terutamanya MTG dan 7-OH-
MTG.

Ciri-ciri farmakokinetik agen terapeutik seperti MTG dan 7-OH-MTG di dalam
sistem manusia berkolerasi dengan interaksinya bersama protein plasma khususnya, HSA
dan AAG. Molekul kecil yang mengikat kepada protein plasma boleh membawa kepada
perubahan profil farmakokinetik yang berkaitan pengedaran dadah, mempengaruhi
ketersediaannya pada tisu sasaran dan memodifikasi metabolisme atau penyingkirannya.
Sementara itu, pengikatan serentak dadah-dadah lain di dalam sistem protein—ligan boleh
mempengaruhi kesan terapeutiknya dan menghasilkan kesan sampingan yang buruk
(Tayyab & Feroz 2021; Yamasaki et al. 2013). Oleh itu, penilaian pengikatan protein
plasma bagi sebatian terapeutik dianggap sebagai langkah kritikal dalam reka bentuk dan
pembangunan ubat. Dalam kes ketum, penggunaannya bersama ubat lain seperti
propilheksedrina (Holler et al. 2011) dan O-desmetilltramadol (Kronstrand et al. 2011)
telah terbukti menyebabkan interaksi ubat yang tidak baik, menyebabkan risiko kesihatan
yang serius dan bahkan kematian. Walau bagaimanapun, sehingga kini tiada penyelidikan
terperinci mengenai interaksi MTG dan 7-OH-MTG dengan HSA dan AAG; sebaliknya,
hanya terdapat kajian mengenai pengikatan MTG dan 7-OH-MTG dengan sampel
keseluruhan protein plasma yang telah dikaji (Manda et al. 2014; Obeng et al. 2020; Yusof
et al. 2019).



Sehubungan itu, penyelidikan ini dijalankan dengan memfokuskan kepada
pencirian interaksi sebatian-sebatian bioaktif ketum (MTG dan 7-OH-MTG) dengan HSA
dan AAG menggunakan teknik biofizik dan bioinformatik. Teknik biofizik melibatkan
multispektoskopi (pendarfluor, dikroisme membulat, serapan), kalorimetri dan mikroskopi
yang digunakan untuk menentukan afiniti pengikatan, kesan pengikatan terhadap struktur
protein dan penentuan lokasi pengikatan menggunakan kajian sesaran dadah kompetitif.
Selanjutnya, kajian ini dilanjutkan menggunakan teknik bioinformatik termasuklah analisis
dok molekul dan dinamik molekul. Simulasi dok molekul dilakukan untuk mengesahkan
data eksperimen dan memberikan maklumat mengenai daya intermolekul yang terlibat.
Analisis simulasi dinamik molekul dijalankan untuk memperoleh maklumat mengenai
kestabilan, ketegaran dan kepadatan kompleks protein—ligan plasma. Tambahan juga, ujian
keserupaan dadah dan profil farmakokinetik dinilai mengunakan output informasi daripada

perisian SwissADME, OSIRIS Property Explorer dan pkCSM.

Secara keseluruhannya, kajian mekanisme pengikatan antara sebatian psikoaktif
ketum dengan protein plasma ini adalah penting bagi memahami sifat-sifat farmakokinetik
sebatian-sebatian psikoaktif ini dalam keadaan fasa normal dan akut. Hasil yang diperoleh
akan dianalisis untuk menilai sifat fisiologi seperti keberkesanan, ketoksikan dan kesan
sampingan. Ini seterusnya boleh menyumbang kepada pembangunan agen terapeutik

terbitan daripada sebatian ketum yang stabil dan berkesan pada masa hadapan.

1.3 HIPOTESIS KAJIAN

Terdapat beberapa kajian lepas melaporkan bahawa sebatian MTG dan 7-OH-MTG
mengikat kuat pada protein plasma iaitu melebihi 90%, dengan MTG mempamerkan
pengikatan protein plasma yang lebih tinggi berbanding 7-OH-MTG (Manda et al. 2014;
Obeng et al. 2020; Yusof et al. 2019). Protein plasma ini terdiri daripada pelbagai
komponen, termasuklah HSA, globulin-al (AAG, anti-tripsin-al), globulin-02
(haptoglobulin, ceroplasmin), globulin-f3 (protein reaktif C, transferin), globulin-y (IgG,
IgM, IgA, IgD, IgE), lipoprotein (HDL, LDL, VLDL dan kilomikron) dan fibrinogen
(Bteich 2019). Walaupun terdapat banyak komponen dalam plasma mampu mengikat



dadah, namun fokus utama kajian ini tertumpu kepada HSA dan AAG. Kedua-dua protein
plasma ini berperanan penting sebagai protein pengangkut dan juga merupakan protein fasa
akut dalam pelbagai keadaan klinikal. Maka, kajian ini menjangkakan bahawa sebatian
MTG dan 7-OH-MTG berkemungkinan mengikat pada protein plasma utama dalam sistem
peredaran manusia iaitu HSA dan AAG dengan keafinan yang tinggi.

Tambahan juga, struktur sebatian bioaktif memberikan maklumat mengenai sifat
fizikokimia boleh digunakan untuk menentukan profil pengikatan sebatian tersebut dengan
protein plasma. Dalam penyelidikan ini, sebatian MTG dan 7-OH-MTG dikategorikan
dalam kumpulan indol iaitu sebatian organik heterosiklik aromatik yang mengandungi
gelang benzena dan pirola. Menariknya, beberapa kajian terdahulu mengenai sebatian
terbitan indol menunjukkan didapati mengikat kuat pada tapak pengikatan dadah HSA
(Khastar et al. 2020; Pawar, Kalalbandi & Jaldappagari 2018). Bukan hanya mengikat pada
HSA, sebatian terbitan indol juga didapati mengikat pada tapak pengikatan di tengah
protein AAG dengan afiniti pengikatan yang kuat (Bohnert & Gan 2013; Israili & Dayton
2001; Landin et al. 2021).

Oleh kerana itu, jangkaan awal daripada ulasan ini boleh dirumuskan bahawa
berlakunya interaksi di antara sebatian fitokimia ketum (MTG dan 7-OH-MTG) dengan
protein plasma manusia utama iaitu HSA dan AAG yang boleh dinilai menerusi pendekatan
biofizik dan bioinformatik. Sebatian MTG dan 7-OH-MTG berkemungkinan mengikat
pada salah satu tapak pengikatan dadah HSA dan berinteraksi dengan residu asid amino di
tengah protein AAG berbanding tapak pengikatan yang lain, serupa dengan sebatian
terbitan indol lainnya. Oleh demikian, profil pengikatan MTG dan 7-OH-MTG terhadap
HSA dan AAG dan ciri-ciri farmakokinetiknya diramalkan sama seperti mana alkaloid

indol yang lain.

14 OBJEKTIF KAJIAN

Secara amnya, penyelidikan ini dijalankan bertujuan untuk mengkaji ciri-ciri interaksi

sebatian fitokimia daripada M. speciosa dengan protein pengangkut manusia utama



menggunakan teknik biofizik dan bioinformatik. Objektif spesifik penyelidikan ini adalah

seperti berikut:

1) Menilai kesesuaian sebatian MTG dan 7-OH-MTG sebagai calon dadah berdasarkan

ciri-ciri farmakokinetik dan farmakodinamik secara in silico.

2) Menentukan afiniti pengikatan dan parameter termodinamik bagi interaksi sebatian

MTG dengan HSA dan AAG melalui analisis pentitratan pendarfluor dan data ITC.

3) Mengenalpasti lokasi tapak pengikatan sebatian MTG pada HSA menggunakan
eksperimen sesaran dadah kompetitif dan lokasi tapak pengikatan MTG dan 7-OH-
MTG pada HSA dan AAG secara in silico.

4) Menentukan daya intermolekul yang terlibat di antara MTG dan 7-OH-MTG dengan

residu-residu asid amino HSA dan AAG secara in silico.

5) Menyiasat kesan interaksi MTG dan 7-OH-MTG terhadap struktur HSA dan AAG

secara in vitro dan in silico.

1.5 RASIONAL KAJIAN

Sifat farmakokinetik dan farmakodinamik sebatian alkaloid ketum di dalam sistem manusia
dipengaruhi oleh interaksinya dengan protein plasma dan belum sepenuhnya dijelaskan
sebelum ini. Oleh kerana itu, penyelidikan ini menjadi yang pertama untuk mencirikan
profil pengikatan MTG dan 7-OH-MTG secara menyeluruh terhadap dua protein
pengangkut utama manusia, HSA dan AAG. Hasil penyelidikan ini membekalkan
maklumat mengenai keberkesanan dan komplikasi yang berkemungkinan dipengaruhi oleh

sebatian-sebatian ketum.

Penyediaan dan penggunaan ekstrak ketum dengan berlebihan dos, jangka masa
panjang dan digunakan bersamaan dadah lain telah diketahui beracun dan berbahaya yang
boleh membawa kepada maut. Maka, dapatan kajian ini boleh memperluaskan aspek
keselamatan dan potensi sebatian bioaktif ketum sebagai agen terapeutik dalam bidang

perubatan moden. Ia juga boleh diaplikasikan dalam mempertingkatkan asas dan penemuan



saintifik ke arah perubatan seperti rawatan intervensi berasaskan ketum. Ini seterusnya
mampu mengembangkan formulasi yang sesuai untuk meningkatkan lagi kelarutan,

kestabilan dan penyerapan oral sebatian terapeutik ketum untuk kesan yang lebih baik.

Selain itu, ketum sering diaplikasikan dalam perubatan tradisional, namun ia juga
popular sebagai bahan psikoaktif yang memberi konotasi yang negatif kepada tumbuhan
ini. Maka, adalah suatu keperluan untuk menjalankan kajian meluas dan berkualiti tinggi
untuk menilai manfaat dan risiko perubatan ketum untuk meningkatkan kesedaran kepada
masyarakat. Hasil kajian ini mampu mengubah persepsi masyarakat terhadap ketum
sebagai sumber semulajadi yang mempunyai nilai perubatan dan bukan hanya diklasifikasi
sebagai bahan psikoaktif rekreasi semata-mata. Bukan hanya itu sahaja, pemahaman
mekanisme interaksi ini juga boleh bermanfaat dalam pengubalan undang-undang dengan
merumuskan panduan khusus yang boleh dipercayai untuk pengelolaan pengambilan dan

penggunaan produk-produk berkaitan ketum.

Tambahan lagi, dengan adanya bukti potensi terapeutik sebatian-sebatian ketum
melalui kajian ini, hal ini boleh menjadi dorongan dalam transformasi industri herba
tempatan dan menggalakkan pembangunan ekonomi nasional. Ini juga selaras dengan
Dasar Nasional Kepelbagaian Biologi (2016-2025), yang mana kajian ini akan menjadi
langkah untuk meneroka potensi tanaman asli Malaysia sebagai sumber agen terapeutik.
Ketum adalah salah satu tumbuhan yang tinggi nilainya khususnya di pasaran luar negara
serta mudah ditanam. Ketum berpotensi dikomersialkan sebagai alternatif kepada metadon

dan dadah lain yang lebih mahal bagi merawat pesakit yang mengalami ketagihan opiod.

Kesimpulannya, faedah yang diperoleh dalam kajian ini melibatkan beberapa isu
kontemporari berkaitan dengan penggunaan ketum termasuklah pengetahuan saintifik
berguna, pencegahan kesan sampingan, sokongan fasa klinikal dan pembangunan ekonomi
negara. Dengan demikian, penyelidikan ini memberikan sumbangan yang penting terhadap

pemahaman dan perkembangan sektor tumbuhan herba tempatan.



BABII

ULASAN KEPUSTAKAAN

2.1 Mitragyna spesiosa (KORTH.)

M. speciosa merupakan tumbuhan herba psikoaktif yang berasal daripada famili yang sama
dengan kopi, iaitu Rubiaceae. Penemuan spesies tumbuhan ini pada tahun 1839 dilakukan
oleh Pieter Willem Korthals, seorang ahli botani Belanda, yang telah memberikan nama
tumbuhan ini sebagai Stephegyne spesiosa (Eisenman 2015). Setelah beberapa dekad (pada
tahun 1897), penamaan dan pengkelasan semula nama yang diterima sekarang sebagai
Mitragyna spesiosa (Korth.) Havil telah dilakukan oleh George Darby Haviland (Ahmad
etal. 2022; Eisenman 2015). Nama lain bagi tumbuhan ini adalah ketum atau dikenali biak-
biak di Malaysia, kakuam, gratom, ithang atau thom di Thailand, giam di Vietnam, beinsa
di Myanmar, mambog, lugub atau polapupot di Filipina, dan kadamba atau keton di
Indonesia. Nama biasa iaitu kratom berasal daripada bahasa Sankrit, kadam yang dikaitkan

dengan spesies Neolamarckia cadamba (Roxb) (Eisenman 2015).

Genus Mitragyna terdiri daripada sepuluh spesies iaitu enam spesies yang terdapat
di benua Asia iaitu M. speciosa, M. diversifolia, M. hirsuta, M. parvifolia, M. rotundifolia
dan M. tubulosa, manakala empat spesies di benua Afrika iaitu M. inermis, M. ciliata, M.
rubrostipulata dan M. chevalieri (Ahmad et al. 2022). Taburan pelbagai spesies Mitragyna
di Asia bermula dari India sehingga New Guinea dan di Afrika adalah disenaraikan di
dalam Jadual 2.1. Taburan tumbuhan M. spesiosa ini meluas di beberapa kawasan tropika
dan subtropika Asia Tenggara termasuklah Malaysia, Indonesia, Thailand, Myanmar,
Filipina dan Vietnam. Di Semenanjung Malaysia, taburan tumbuhan ketum adalah tinggi

di negeri Kedah, Perlis dan Kelantan disebabkan oleh iklim dan keadaan tanah yang sesuai.



Jadual 2.1
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Taburan spesies-spesies Mitragyna di benua Asia dan Afrika

Spesies

Sinonim

Taburan

Asia

Mitragyna speciosa

Mitragyna rotundifolia

Mitragyna parvifolia

Mitragyna hirsuta

Mitragyna diversifolia

Mitragyna tubulosa

Nauclea korthalsii
Nauclea luzoniensis
Nauclea speciosa
Stephegyne speciosa

Bancalus rotundifolius
Mitragyna brunonis
Nauclea brunonis
Nauclea rotundifolia

Nauclea parvifolia
Stephegyne parvifolia

Paradina hirsuta

Mitragyna javanica
Nauclea diversifolia
Nauclea adina
Stephegyne diversifolia
Stephegyne tubulosa

Nauclea tubulosa

Indonesia (Borneo, Sumatera, Papua, Papua
Barat), Malaysia (Semenanjung, Sabah,
Sarawak), Myanmar, New Guinea, Papua
New Guinea, Filipina, Thailand, Vietnam.

Bangladesh, China, India, Laos, Myanmar,
Thailand

India, Sri Lanka, Myanmar, Bangladesh

Kemboja, China, Laos, Myanmar, Thailand,
Vietnam

Kemboja, China, Indonesia, Laos, Malaysia,
Myanmar, Filipina, Thailand, Vietnam

Endemik sehingga Semenanjung India

Afrika

Mitragyna ciliata

Mitragyna rubrostipulata

Mitragyna chevalieri

Mitragyna inermis

Fleroya iedermannii
Adina iedermannii
Hallea ciliata
Hallea Iedermannii

Fleroya rubrostipulata
Adina rubrostipulata
Hallea rubrostipulata

Adina stipulosa
Hallea stipulosa
Fleroya stipulosa
Nauclea stipulosa

Adina inermis
Nauclea inermis
Uncaria inermis
Nauclea africana
Mitragyna africana

Timur Liberia sehingga bahagian tengah
Republik Afrika dan dari selatan sehingga ke
Gabon, Republik Demokratik Congo dan
Angola

Republik Demokratik Congo, Etiopia, Kenya,
Tanzania, Malawi, Mozambique

Afrika: Meluas dari timur Senegal sehingga
ke Uganda dan dari selatan sehingga ke
Zambia dan Angola

Timur Mauritania sehingga ke Sudan

Sumber : Ahmad et al. 2022
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2.1.1 Morfologi dan habitat tumbuhan ketum

Pokok ketum mempunyai batang menegak yang boleh tumbuh sehingga mencapai
ketinggian 25 meter dan lebarnya adalah 0.6-0.9 meter (Rajah 2.1). Pokok ini mempunyai
batang lurus dan akar pokok ini adalah berakar tunjang. Batang pokok ini mempunyai kulit
luar yang licin dan berwarna kelabu, serta kulit dalam pula berwarna merah jambu
(Eisenman 2015). Daun-daun ketum berwarna hijau tua dan berbentuk ovate-accuminate
dengan susunan bersilang (Grundmann, Hendrickson & Greenberg 2022). Daun ketum
berukuran di antara 14-20 cm panjang dan 7-12 cm lebar dengan 12—17 pasang urat daun.
Terdapat beberapa jenis ketum yang telah dikenalpasti berdasarkan warna urat daun iaitu

urat daun berwarna hijau, putih, kuning dan merah (Boffa et al. 2018).

Rajah 2.1 Tumbuhan M. spesiosa (ketum)

Sumber : Grundmann, Hendrickson dan Greenberg 2022

Bunga ketum adalah berwarna kuning dan tumbuh di hujung dahan dengan
berjambak. Bunga ini mengandungi lebih kurang 120 kelopak bagi setiap satu tangkai dan
benihnya bersayap (Eisenman 2015). Seperti bunga lain, bunga ketum juga mempunyai
aroma yang boleh menarik perhatian serangga seperti lebah, rama-rama dan kumbang
untuk penyebaran debunga (Brown, Lund & Murch 2017). Jumlah buah setangkai adalah

di antara lima sehingga lapan biji, di mana buah ketum muda berwarna hijau, sementara
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buahnya yang tua berwarna coklat kehitaman. Selain itu, pembiakan tumbuhan ini bukan
sahaja melalui penyebaran biji benih oleh angin, tetapi juga perambatan melalui keratan

batangnya (Brown, Lund & Murch 2017; Eisenman 2015).

Penuaian tumbuhan ini dilakukan pertama kalinya apabila tumbuhan ini berumur
enam bulan dengan purata ketinggian mencapai lebih kurang satu meter. Penuaian ini
dilakukan dengan memetik daun tua dan meninggalkan pucuk serta beberapa daun muda.
Penuaian seterusnya dilakukan kira-kira satu sehingga tiga bulan selepas penuaian pertama
dan keadaan kesuburan tanah mempengaruhi hasil penuaian tumbuhan ini (Ahmad et al.
2022). Habitat yang sesuai untuk tumbuhan ini adalah tanah subur yang lembap, terdedah
dengan cahaya matahari dan terlindung dari angin kuat (Hassan et al. 2013). Pada musim
panas, daunnya akan berguguran sedikit, namun menjadi lebat semula pada musim hujan.
Keperluan ekologi dan habitat Mitragyna adalah berbeza mengikut spesies, contohnya M.
speciosa boleh dijumpai tumbuh di hutan tropika, berhampiran laluan air, hutan paya dan
tanah rawa (Brown, Lund & Murch 2017). Maka, tidak hairanlah jika spesies Mitragyna
lain mempunyai taburan di kawasan gersang seperti padang pasir. Tahap kesuburan tanah
bagi ketum mempunyai kesan terhadap komposisi metabolit sekunder terutamanya

kandungan alkaloid dalam daun tumbuhan ini (Zhang et al. 2020).

2.1.2 Penggunaan ketum dalam bidang perubatan

Tumbuhan ketum adalah sumber semulajadi yang kaya dengan nilai terapeutik dan telah
banyak memberi manfaat kepada pengguna. Justeru itu, terdapat sebilangan penduduk
tempatan menggunakan daun dan tangkai kecil ketum ini sebagai ubatan tradisional.
Ekstrak daun ketum ini juga mempunyai pelbagai bioaktiviti yang boleh menyumbang
kepada bidang perubatan. Menariknya, kesan psikoaktif ketum ini juga telah dimanfaatkan

untuk rawatan ketagihan opioid.

a. Kegunaan perubatan tradisional

Ketum telah digunakan secara meluas sebagai ubat tradisional oleh penduduk tempatan

bagi merawat sakit otot, cirit-birit, batuk, darah tinggi, kencing manis dan mengurangkan
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gejala demam (Grundmann, Hendrickson & Greenberg 2022; Meireles et al. 2019).
Kebiasaannya, pekerja buruh, penoreh getah, petani mahupun nelayan di Malaysia dan
Thailand menggunakan ketum untuk mengurangkan keletihan dan meningkatkan tenaga
ketika bekerja di bawah panas mentari terik (Halpenny 2017). Penggunaan ketum oleh
kalangan wanita tidak diterima secara sosial, tetapi kalangan lelaki menggunakannya
sebagai agen afrodisiak, bahan perangsang, penghilang rasa sakit dan pengganti alkohol
tanpa stigma penyalahgunaan di Asia Tenggara (Grundmann, Hendrickson & Greenberg
2022). Disebabkan kesan analgesiknya, ia juga digunakan untuk menuam luka dan sebagai

anestetik tempatan secara tradisional (Cinosi et al. 2015).

Selain itu, tumbuhan herba psikoaktif ini juga digunakan sebagai bahan rekreasi
untuk mencapai euforia dan ketenangan (Karunakaran et al. 2022). Manakala, ketum juga
digunakan sebagai penganti opium dan pengintoksikasi bagi penagih morfin (Eisenman
2015). Sejak beberapa dekad lalu, daun tumbuhan ini menarik perhatian penyelidik
menggunakan bahan semulajadi untuk mengurangkan kesakitan dan sebagai antidepresan.
Ia juga digunakan untuk mengurangkan kesan ketagihan berkaitan candu dan
penggunaannya secara meluas di Malaysia dan Thailand pada akhir 1800-an sehingga
1920-an (Brown, Lund & Murch 2017). Sehingga kini, pengambilan ketum masih popular
dikalangan komuniti Asia Tenggara semasa majlis keramaian di kampung. Menariknya
penggunaan ketum telah menyebar ke Barat khususnya di Amerika Syarikat dan produk-
produk ketum dipasarkan secara meluas dalam talian (Williams & Nikitin 2020). Antara
sebab penggunaan ketum ini adalah untuk rawatan kendiri penyakit akut dan kronik,
sindrom sarak opioid dan masalah mental seperti kebimbangan, kemurungan dan tekanan

(Garcia-Romeu et. 2020; Grundmann 2017; Smith & Lawson 2017).

b. Aktiviti farmakologi ekstrak ketum

Kajian literatur menunjukkan bahawa ekstrak daun M. speciosa mempunyai bioaktiviti
antinosiseptif, analgesik, antidepresan, anksiolitik, antimikrob, anti-oksidatif, anti-
keradangan, sifat relaksan otot, antidiabetik, antihipertensif dan antipiretik. Keberkesanan

ekstrak daun ketum sebagai agen analgesik dan antinosiseptif yang berpotensi telah
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dibuktikan melalui pelbagai kajian praklinikal. Antaranya, kesan kependaman nosiseptif
berpanjangan diperhatikan pada ujian tindak balas kesakitan terhadap roden (4ot plate dan
tail flick) setelah pemberian ekstrak metanol ketum secara oral (Reanmongkol,
Keawpradub & Sawangjaroen 2007). Kesan yang sama juga diperhatikan daripada pelbagai
ekstrak ketum (alkaloid, metanol, akues) yang menggunakan ujian yang sama
(Sabetghadam, Ramanathan & Mansor 2010). Melalui pemberian intraperitonium, ekstrak
metanol ketum menunjukkan kesan antinosiseptif yang baik dengan mengurangkan tindak
balas writhing dan sensasi kesakitan pada model mencit (Shaik Mossadeq et al. 2009).
Namun begitu, ekstrak metanol ketum yang diperoleh menggunakan kaedah moden yang
dikenali accelerated solvent extraction (ASE) menunjukkan kesan antinosiseptif yang lebih
baik berbanding ekstrak metanol dan etil asetat ketum (Goh et al. 2021). Dapatan kajian ini
menjelaskan bahawa ekstrak daun ketum mempunyai aktiviti analgesik yang berpotensi

dalam pengurusan kesakitan.

Selain itu, kajian terhadap manusia menunjukkan pengambilan ketum yang tinggi
(>3 gelas sehari atau bersamaan 72.5-74.9 mg bagi dos MTG) tidak menganggu fungsi
motor, ingatan, perhatian, atau fungsi eksekutif pada pengguna ketum (Singh et al. 2018).
Sebatian utama ketum, MTG memberikan kesan antidepresan dengan kemampuannya
untuk mengurangkan paras kortikosteron mencit dalam ujian forced swim test (FST) dan
tail suspension test (TST) pada dos 10 dan 30 mg/kg (Farah Idayu et al. 2011). Pemberian
ekstrak ketum menunjukkan pengurangan kemurungan dan juga menyebabkan penurunan
paras glukosa darah pada model tikus diabetes (Chen, Fei & Olatunji 2022). Peningkatan
pengawalaturan pengangkut glukosa 1 (GLUT1) dalam sel otot setelah pemberian ekstrak
air ketum juga menunjukkan potensi antidiabetiknya (Purintrapiban et al. 2011).
Selanjutnya, beberapa kajian terhadap aktiviti antimikrob menunjukkan ekstrak ketum
mempunyai kesan perencatan yang luas terhadap bakteria Salmonella typhi, Bacillus
subtilis, Escherichia coli dan Strepococcus pneumoniae (Parthasarathy et al. 2009; Salim
et al. 2021). Manakala, ekstrak daun ketum yang difermentasi menunjukkan aktiviti
antibakteria dan aktiviti antibiofilm yang baik terhadap terhadap pelbagai patogen
(Sornsenee, Chimplee & Romyasamit 2023). Ini mencadangkan kemungkinan kesan

peransang ketum menyumbang kepada kesan antidepresan, antimikrob dan antidiabetik.
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Di samping itu, ekstrak air ketum pada dos 100 mg/kg meningkatkan aktiviti
spesifik glutathione-S transferase (GSTs) sebanyak 129% berbanding kawalan (Azizi et al.
2010), dan ini menunjukkan potensinya sebagai agen antioksidatif. Berdasarkan ujian
penjerapan radikal bebas, ekstrak daun ketum juga menunjukkan aktiviti antioksidatif yang
sangat kuat, di mana ekstrak metanol dan etanol menunjukkan nilai ICso DPPH masing-
masing sebanyak 37.08 pg/mL dan 38.56 pg/mL (Parthasarathy et al. 2009; Yuniarti et al.
2020). Tambahan juga, ketum dilaporkan mempunyai kesan anti-keradangan dengan
menghalang pengekspresan pengantara pro-radang seperti TNF-a, IL-1B, dan IL-6
(Sornsenee, Chimplee & Romyasamit 2023). Hasil pemerhatian ujian anti-radang pada
model roden menunjukkan bahawa ekstrak metanol ketum (200 mg/kg) menyebabkan
pengurangan edema, pembentukan tisu granulomatous secara ketara, serta mengekalkan
ketebalan kulit semasa proses keradangan (Salim et al. 2022; Shaik Mossadeq et al. 2009).
Oleh demikian, ini menjelaskan potensi ekstrak ketum sebagai agen anti-oksidatif dan anti-

keradangan melalui penghambatan radikal bebas dan pengurangan keradangan.

Dalam kajian Chittrakarn et al. (2010), kesan relaksan otot diselidik pada tikus
Wistar menggunakan ekstrak metanol ketum, yang menyebabkan sekatan konduksi saraf
dan mengurangkan amplitud serta tempoh isyarat saraf. Ekstrak metanol ketum juga
menurunkan tekanan darah diastolik dan meningkatkan pengawalaturan trigliserida dan
kolesterol dalam tikus albino jantan yang menunjukkan potensi antihipertensi (Harizal et
al. 2010). Semua dos perlakuan ketum (10, 30 dan 100 mg/kg) menunjukkan bahawa
ekstrak tumbuhan ini mengaruhkan kesan sedatif dan mempengaruhi kesan anksiolitik pada
mencit (Moklas et al. 2013). Meskipun kajian literatur mendapati ekstrak ketum sebagai
agen anksiolitik yang boleh digunakan untuk merawat keresahan, namun pada dos yang
tinggi ia boleh menjejaskan fungsi kognitif dan motor (Chen, Fei & Olatunji 2022). Selain
itu, pemberian akut ekstrak ketum kepada tikus mengurangkan pengambilan makanan dan
air, yang akhirnya membawa kepada kesan anorektik (Kumarnsit et al. 2021). Oleh itu,
penelitian lebih lanjut tentang penggunaan ekstrak ketum bagi tujuan terapeutik amat

digalakkan untuk memahami lebih terperinci manfaat dan risikonya.
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c. Penggunaan ketum dalam rawatan ketagihan opioid

Penggunaan ketum tidak memerlukan preskripsi perubatan di kebanyakan negara dan harga
pasarannya yang murah menyebabkan ia digunakan sebagai alternatif kepada candu
(Meireles et al. 2019). Ekstrak mentah ketum boleh mengurangkan sindrom sarak dan
sering digunakan untuk rawatan kendiri bagi ketagihan opioid (Yusoff et al. 2016).
Sindrom sarak merupakan simptom yang ditunjukkan oleh penagih apabila berhenti
daripada pengambilan dadah opiod dalam masa tertentu. Antaranya adalah sakit otot,
penurunan berat badan, deman, insomnia, kegelisahan, hidung berair, mata berair, muntah,
sakit kepala, kelesuan, cirit-birit, tremor dan berpeluh (Halpenny 2017; Singh, Miiller &
Vicknasingam 2014). Walau bagaimanapun, sindrom sarak bagi pengguna ketum adalah
ringan berbanding pengguna opioid (Henningfield, Fant & Wang 2018). Selain itu, risiko
penyalahgunaan ekstrak ketum yang rendah menunjukkan potensinya untuk melemahkan
pengekspresan teraruh-morfin dan mengurangkan sindrom sarak. Dapatan ini sekaligus
menyokong penggunaan ketum dalam rawatan kendiri bagi ketagihan opioid (Meepong &

Sooksawate 2019).

Secara amnya, kesan ketum pada manusia bergantung kepada dos, dos kecil
menghasilkan ransangan seperti kokain, sedangkan dos yang lebih besar menyebabkan
kesan sedatif-narkotik seperti morfin (Prozialeck, Jivan & Andurkar 2012). Pengguna
ketum boleh dijangkakan mengalami kesan sepenuhnya dalam anggaran masa di antara
30—60 minit selepas pengambilan, manakala kesan awal boleh berlaku dalam jangka masa
kira-kira 10—20 minit (Henningfield, Fant & Wang 2018). Di antara enam spesies
Mitragyna Asia dan empat di Afrika yang telah diketahui, hanya M. speciosa yang
mempamerkan kesan ini (Warner, Kaufman & Grundmann 2016). Penggunaan ketum pada
dos rendah (sekitar 1-5 g) mengaruh kesan ransangan ringan, yang biasanya digunakan
untuk mengurangkan keletihan, meningkatkan kecergasan dan meningkatkan nafsu seksual
(Henningfield, Fant & Wang 2018). Manakala, penggunaan ketum pada dos sederhana (5—
15 g) adalah bersesuaian digunakan untuk rawatan ketagihan opioid. Namun, penggunaan
ketum pada dos tinggi (16-25 g), yang dianggap terlalu kuat bagi pengguna boleh

membawa kepada kelesuan, peluh berlebihan, cirit-birit, mual dan disforia. Kesan jangka
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panjang penggunaan ketum dos tinggi juga dikaitkan dengan anoreksia, kehilangan berat

badan, terketar-ketar, konvulsi dan gejala psikosis (Warner, Kaufman & Grundmann 2016).

Penggunaan herba ini dalam jangka masa panjang menyebabkan toleransi dan
kebergantungan, sementara pemberhentian pengambilan herba ini menyebabkan sindrom
sarak (Singh, Miiller & Vicknasingam 2014). Terdapat juga penggunaan serentak ketum
bersama dengan bahan lain seperti carisprodol, modafinil, propilheksedrina, fentanil,
difenhidramina, temazepam, venlafaxine, O-desmetilltramadol dan morfin yang telah
terbukti menyebabkan interaksi ubat yang tidak baik, risiko kesihatan yang serius dan
bahkan kematian (Brogdon et al. 2022; Holler et al. 2011; Kapp et al. 2011; Kronstrand et
al. 2011; Pantano et al. 2012). Punca penyebabnya masih belum dikenalpasti dan difahami
dengan jelas disebabkan kekurangan maklumat farmakologi sebatian bioaktif ketum serta
terbitannya (Trakulsrichai et al. 2015). Oleh sebab potensi penyalahgunaannya, M.
speciosa dan penyediaannya telah diletakkan dibawah Akta Racun 1952 sejak 2003 di
Malaysia (Prozialeck et al. 2019; Vicknasingam et al. 2010). Ini bermaksud bahawa
penjualan M. speciosa dan penyediaannya adalah kesalahan dan boleh dikenakan denda

atau hukuman penjara.

2.1.3 Sebatian-sebatian alkaloid ketum

Kesan sedatif opioid dan psikoaktif bagi setiap strain M. speciosa dikaitkan dengan
kandungan sebatian fitokimia dalam daunnya. Pemencilan dan pengenalpastian sebatian
fitokimia ketum bermula seawal tahun 1960-an. Sejak itu, lebih daripada 58 sebatian
alkaloid serta beberapa metabolit sekunder (flavanoid, terpenoid, saponin, polifenol,
monoterpena, secoirioid dan glikosida) telah dipencil dan dikenalpasti daripada tumbuhan
ini (Veeramohan et al. 2023). Anggaran komposisi alkaloid yang terkandung di dalam daun

segar ketum adalah kira-kira 0.5-1.5% berdasarkan jisim (Hassan et al. 2013).

Daun ketum muda dari Thailand menunjukkan kehadiran MTG sebagai alkaloid
utama (66%), serta beberapa analognya iaitu painantein (9%), spesioginin (7%) dan

spesiosiliatin (1%) (Orio et al. 2012). Sebatian terbitan MTG, iaitu 7-hidroksimitraginin (7-
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OH-MTG) hadir dalam kepekatan yang jauh lebih rendah, iaitu <0.01% daripada jumlah
keseluruhan alkaloid dalam sampel segar dan sehingga 2% dalam produk komersial
(Berthold et al. 2022; Ponglux et al. 1994). Kandungan MTG dalam daun ketum dari
Malaysia ialah sekitar 12%, adalah lebih rendah berbanding dari Thailand (Takayama
2004). Manakala, kajian terkini menunjukkan bahawa MTG mempunyai 0.7-38.7%
daripada jumlah kandungan alkaloid dalam produk komersial dan penyediaan tradisional
(Berthold et al. 2022). Perbezaan kandungan MTG ini dipengaruhi oleh beberapa faktor
termasuklah jenis, kemotaip, umur tanaman, geografi, iklim dan musim penuaian (Chear et
al. 2021; Leon et al. 2009). Sebagai contoh, kepekatan MTG boleh meningkat 2.5 kali
ganda dalam tempoh dua minggu selepas pokok ketum dipindahkan ke persekitaran
pencahayaan dan suhu tinggi (Pearson et al. 2020). Daun ketum tua juga menunjukkan
peratusan kandungan MTG yang lebih tinggi berbanding daun ketum muda (Ledn et al.
2009). Kajian lain pula mendapati ketum Malay hijau dari Malaysia mempunyai kandungan
MTG yang paling tinggi (59.7%), diikuti Borneo putih dari Borneo (48.2%), Thai merah
dari Thailand (44%), Bali merah dari Bali (37.7%) dan Malay merah dari Malaysia (4%)
(Boffa et al. 2018).

Selain itu, ekstrak metanol ketum juga memperolehi sebatian-sebatian alkaloid
yang sama serta sebatian alkaloid minor lainnya, termasuklah mitraginalin, pinoresinol,
mitralaktonal, mitrasulginin dan 3,4,5,6-tetradehidromitraginin (Takayama et al. 1998).
Manakala, terdapat 9 sebatian alkaloid korinant (MTG, spesioginin, spesiosiliatin,
painantein, 7-OH-MTG, mitraginalin, korinanteidalin, korinanteidin dan isokorinoxein)
dan 2 juzuk minor (9-metoksimitralaktonin dan mitralaktonin) yang telah dipencilkan
menggunakan pelarut etil asetat (Takayama et al. 2004). Terdapat juga empat jenis alkaloid
baru yang diperoleh daripada pengekstrakan daun ketum Malaysia iaitu mitraginalin,
korinanteidalin, asid mitraginalik dan asid korinanteidalinik (Houghton Latiff & Said
1991). Pemencilan dan pengenalpastian alkaloid dalam buah ketum telah menunjukkan

kehadiran 7-hidroksispesiosiliatin (Kitajima et al. 2006).

Daripada keseluruhan sebatian ketum yang diterangkan, MTG dan 7-OH-MTG

adalah sebatian yang paling lazim dilaporkan mempunyai kesan pada reseptor opioid dan
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bukan opioid (Hossain et al. 2023). Maka, MTG yang merupakan alkaloid utama ketum
dan sebatian terbitannya, 7-OH-MTG merupakan bahan psikoaktif yang paling poten telah

dipilih dalam kajian ini.

2.2 MITRAGININ

Mitraginin  (MTG) (C23H30N204, 398.503 gmol™!) atau 9-metoksi-korinanteidina,
merupakan alkaloid indol utama M. spesiosa dengan komposisi sebanyak 66% daripada
keseluruhan kandungan alkaloid daun ketum. Struktur kimia MTG seperti yang
ditunjukkan di dalam Rajah 2.2, adalah sejenis alkaloid yang tergolong dalam kumpulan
monoterpena indol. Struktur ini mengandungi gelang aromatik yang menyangkut pada dua

cincin piperidin yang menyumbang kepada sifat kimia dan farmakologi sebatian ini.

Rajah 2.2 Struktur kimia 2D bagi MTG. Struktur MTG telah dilukis menggunakan perisian Marvin
Sketch dan Chimera

Alkaloid korinant terbahagi kepada empat kumpulan (normal, pseudo, allo dan epi-
allo) berdasarkan struktur kimia. MTG dikelaskan dalam kumpulan allo dan struktur MTG
didapati hampir sama dengan struktur yohimbe iaitu alkaloid karbolina daripada
Corynanthe yohimbe dan voacangine iaitu alkaloid utama akar kulit pokok Voacanga
africana (Henningfield, Fant & Wang 2018). Diastereoisomer MTG seperti spesiosiliatin,
spesioginin dan mitraciliatin yang mempunyai struktur teras tetrasiklik alkaloid indol turut

dijumpai pada daun ketum (Hossain et al. 2023). MTG dikatogerikan sebagai asid labil
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yang larut dalam larutan organik seperti alkohol, kloroform dan asid asetik, namun

mempunyai keterlarutan yang lemah dalam air dan larutan alkali (Ramanathan et al. 2015).

2.2.1 Sifat farmakologi MTG

Kesan farmakologi MTG telah dihuraikan dalam beberapa kajian lepas yang merangkumi
kesan anksiolitik pada tikus dengan mengurangkan kebimbangan dan mengalakkan
ketenangan (Hazim et al. 2014), mengurangkan sindrom sarak bagi ketagihan opioid
(Boyer et al. 2008), serta kesan anti-radang melalui perencatan pengekspresan mRNA
COX-2 dan penghasilan prostaglandin E2 (Utar et al. 2011). MTG juga berpotensi sebagai
agen antidepresan dengan memodulasi sistem saraf dengan mengurangkan tahap
kortikosteron pada tikus (Farah Idayu et al. 2011). Walau bagaimanapun, pemberian kronik
MTG pada model tikus telah menunjukkan ketakmampuan kognitif, secara tidak langsung
menerangkan potensi penyalahgunaan dan ketagihan MTG (Yusoff et al. 2016). Kajian lain
menunjukkan bahawa MTG pada dos rendah (1-10 mg/kg) adalah selamat, namun dos
tinggi (100 mg/kg) menunjukkan ketoksikan yang mendorong kepada perubahan
hispatologi hati, buah pingang dan otak serta perubahan hematologi dan biokimia
(Sabetghadam, Navaratnam & Mansor 2013). MTG juga didapati menunjukkan kesan
ketoksikan perkembangan embrio pada kepekatan tinggi, mencadangkan potensi risiko
teratogenik semasa kehamilan (Damodaran et al. 2021). MTG menunjukkan kesan
perencatan yang sederhana terhadap sel kanser hati dengan ICso sebanyak 42.11 + 1.31 uM
(Karunakaran et al. 2024). Kesan farmakologi MTG dipercayai melibatkan reseptor opioid
n (MOR), 6 (DOR) dan k (KOR), serta reseptor bukan opioid (serotonin, dopamina,
adenosina dan adrenergik) (Prozialeck, Jivan & Andurkar 2012; Warner, Kaufman &

Grundmann 2016).

Sebatian MTG terbukti mempamerkan aktiviti pada reseptor opioid supraspinal,
yang menghasilkan kesan analgesik dalam kajian in vivo dan in vitro. Misalnya, MTG
menunjukkan keafinan tertinggi pada MOR (K; = 0.709—-0.740 uM), yang diikuti KOR (K;
=1.3-1.7 uM) dan DOR (K; = 6.5-6.8 uM) (Ellis et al. 2020; Obeng et al. 2021). Kesan
analgesik MTG adalah 13 kali lebih poten daripada morfin, tetapi 4 kali kurang poten
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daripada 7-OH-MTG (Schifano et al. 2015). MTG juga bertindak sebagai agonis MOR
yang memudahkan penghantaran impuls saraf merentasi neuron. Ia juga bertindak sebagai
antagonis kompetitif DOR dan KOR yang menghalang penghantaran impuls saraf
merentasi neuron (Kruegel et al. 2016; Varadi et al. 2016). Aktiviti farmakologi terhadap
MOR memberi kesan analgesia, euforia dan mempengaruhi pernafasan, manakala aktiviti
antinosiseptif MTG diperantara oleh DOR (Lynch et al. 2023; Meireles et al. 2019).
Interaksinya dengan reseptor opioid mencadangkan perencatan pelepasan neurotransmitter
akibat daripada saluran kalsium neuron (Ca?") yang terhalang (Matsumoto et al. 2005).
Selain itu, tindakan agonis MOR oleh MTG yang dipengaruhi oleh isyarat G protein tidak
melibatkan tapak jalan B-arrestin (Kruegel et al. 2016). Oleh itu, penyahaktifan B-arrestin
mencadangkan MTG sebagai templat dadah yang berguna untuk pembangunan opioid

terbaru dengan kesan sampingan yang minimum dan selamat.

Aktiviti farmakologi MTG turut melibatkan reseptor bukan opioid sistem saraf
pusat termasuklah reseptor serotonin, dopamina, adenosina dan adrenergik yang dianggap
menjadi penyumbang kepada aktiviti analgesik. MTG mengikat pada reseptor adregenik
dengan afiniti tinggi pada reseptor a-1A (Ki = 1.34 uM) dan afiniti rendah pada reseptor a-
2A (nilai K; =4.72 uM) dan a-2B (K; = 9.29 uM) (Obeng et al. 2020). Dalam kajian lain,
nilai K; kepada reseptor adregenik a-2A adalah sebanyak 2300 nM dan kepada reseptor
adregenik o-2B adalah sebanyak 4.9 uM (Ellis et al. 2020). Selanjutnya, nilai K; bagi MTG
pada reseptor serotonin 5-HT2A ialah 7.3 uM dan 5-HT1A ialah 5.8 uM menggunakan
asai pengikatan radioligan (Ellis et al. 2020). Hasil kajian yang dilakukan oleh Leodn et al.
(2021) menunjukkan MTG mempamerkan keafinan rendah pada kedua-dua reseptor
serotonin 5-HT1A (Ki =5.88 uM) dan 5-HT2B (K; =1.26 pM) berbanding spesioginin (K;
=0.54 uM). Pengaktifan reseptor 5-HT1A terlibat dalam kesan anksiolitik dan
antidepresan, manakala modulasi reseptor 5-HT2B boleh membawa kepada aktiviti
kardiovaskular yang tidak normal dan kerosakan hati (Leon et al. 2021). Selain itu, MTG
didapati menghalang pengikatan radioligan pada reseptor dopamin D> dengan sederhana,
iaitu sebanyak 54.22% (Boyer et al. 2008). Kesan anksiolotik MTG mungkin disebabkan
oleh interaksinya dengan reseptor GABAergik dan dopaminergik di bahagian otak yang
mengawal tahap keresahan (Hazim et al. 2014; Yusoff et al. 2016).
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Secara ringkas, sebatian MTG menunjukkan profil keafinan yang kompleks
terhadap pelbagai jenis reseptor opioid dan bukan opiod dalam sistem saraf pusat manusia.
Aktiviti MTG pada reseptor reseptor opioid dan adrenergik menghasilkan kesan analgesik
pada sistem kardiovaskular dan sistem saraf pusat manusia. Sementara, interaksinya
dengan reseptor serotonin dan dopamin menyebabkan kesan anksiolitik dan antidepresan.
Penemuan ini menandakan potensi MTG sebagai agen terapeutik yang komprehensif dalam

merawat kesakitan dan gangguan neuropsikiatri.

2.2.2 Profil farmakokinetik MTG

Profil farmakokinetik MTG melibatkan penyerapan melalui saluran pencernaan,
pengedaran dalam darah, metabolisme di hati dan penyingkiran melalui air kencing dan
najis. Kajian in vitro berkaitan ketelapan MTG merentasi monolapisan sel Caco-2 dan sel
MDR-MDCK yang sederhana tanpa efluks yang tinggi mencadangkan bahawa penyerapan
usus dan penembusan rintangan darah otak (BBB) bagi MTG adalah melalui pengangkutan
pasif (Manda et al. 2014). Keputusan ini disokong oleh laporan oleh Kong et al. (2017a),
di mana MTG menunjukkan kebolehtelapan yang baik melintasi BBB selepas suntikan
intravena. Kajian Jagabalan et al. (2018) menunjukkan kebolehtelapan MTG ke epitelium
usus adalah sebanding dengan propranolol. MTG juga menunjukkan penyerapan tisu otak
yang 18 kali lebih tinggi daripada 7-OH-MTG dan ini menjelaskan kecenderungan MTG
untuk bertumpuk dalam sel parenkim otak berbanding 7-OH-MTG (Yusof et al. 2019).
Hasil kajian Kruegel et al. (2019) juga menunjukkan penetrasi MTG ke otak adalah sangat
tinggi (~1:1 otak:plasma). Penyingkiran sebatian MTG daripada badan manusia adalah
menerusi air kencing, dimana ia mengalami proses metabolisme di hati sebelum

disingkirkan (Prozialeck, Jivan & Andurkar 2012).

Pengikatan protein plasma manusia dengan MTG adalah dianggarkan 95-97%
yang diperoleh menggunakan dialisis keseimbangan, menunjukkan keafinan pengikatan
yang tinggi (Manda et al. 2014; Obeng et al. 2020). Manakala, penentuan menggunakan
ultrapenurasan mendapati lebih kurang 85% MTG pada kepekatan 10 uM mengikat pada
protein plasma manusia selepas 1 jam pada 37 °C (Kong et al. 2017b). Keafinan pengikatan

yang tinggi yang diwakili oleh fraksi bebas yang rendah menunjukkan pengikatan protein
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plasma dengan MTG pada manusia (fu MTG= 0.02) adalah lebih kuat berbanding pada
tikus (fu MTG = 0.205—-0.307) (Obeng et al. 2020; Yusof et al. 2019). Pengikatan MTG
yang tinggi dengan protein plasma mempengaruhi kestabilannya dan menjelaskan panjang

separuh hayat dan isipadu distribusinya.

Kajian lepas menunjukkan MTG adalah lebih stabil dalam cecair usus buatan (pH
6.8) berbanding cecair gastrik buatan (pH 1.2), dengan degradasi sebanyak 25—26% selepas
1-2 jam inkubasi pada suhu 37 °C (Manda et al. 2014; Ramanathan et al. 2015). Selain itu,
kestabilan MTG juga bergantung kepada suhu (Basiliere & Kerrigan 2020). MTG stabil
selama 8 jam pada suhu di bawah 40 °C dan stabil pada pH sederhana (pH 4 dan pH 6) di
bawah suhu lebih tinggi. Di bawah keadaan alkali, MTG mengalami hidrolisis kimia ester
metil untuk membentuk 16-karboksimitraginin (Basiliere & Kerrigan 2020). Oleh itu,
MTG dianggap sebagai asid labil kerana mempamerkan ketidakstabilan kimia dalam
keadaan alkali. Kajian oleh Parthasarathy et al. (2010) mendapati MTG stabil dalam plasma
pada suhu —20 °C selama sebulan dan pada suhu bilik sekurang-kurangnya 2 hari. Kajian
in vivo terhadap tikus menunjukkan separuh hayat MTG selepas pemberian oral adalah
antara 3.9-9.4 jam, dengan kadar pembersihan berjulat antara 1.6 hingga 7.0 L/jam/kg (De
Moraes et al. 2009; Janchawee et al. 2007; Parthasarathy et al. 2010). Manakala, pemberian
oral teh ketum pada manusia mendapati separuh hayat MTG adalah 23 + 16 jam dan kadar
pembersihan adalah 98 + 51 L/jam/kg (Trakulsrichai et al. 2015), menunjukkan perbezaan

penting antara haiwan dan manusia.

Enzim sitokrom P450 (CYP) dan pengangkut efluks seperti P-glikoprotein (P-gp)
memainkan peranan dalam metabolisme dan distribusi pelbagai ubat dalam badan. Kesan
MTG terhadap enzim metabolik termasuklah CYP1A2, CYP3A4, CYP2D6 dan CYP2C9
telah dikaji (Hanapi, Ismail & Mansor 2013; Lim et al. 2013; Manda et al. 2017). Beberapa
kajian in vitro menunjukkan perencatan CYP2D6 oleh MTG adalah kuat dengan nilai K; di
antara 1.1 hingga 13 uM (Hanapi, Ismail & Mansor 2013; Kamble et al. 2020a; Tanna et
al. 2021; Todd et al. 2020). MTG pada 100 uM merencat lebih kurang 80% aktiviti enzim
CYP2C9, CYP2D6 dan CYP3A (Todd et al. 2020) dan juga dicadangkan sebagai perencat
kompetitif bagi CYP3A4 dengan nilai K; sebanyak 379.18 pM (Hanapi, Ismail & Mansor
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2013). MTG merencat tindak balas O-deetilasi phenacetin substrat CYP1A2 dengan nilai
K lebih besar daripada kepekatan yang boleh diperoleh dalam plasma manusia (Kamble et
al. 2020a). Kesan MTG terhadap enzim metabolisme dadah lain (N-demetilase, glutathione
S-transferase dan uridin 5'-difosfo-glukuronosiltransferase (UGT)) adalah lemah dan
memerlukan kepekatan tinggi (Anwar, Ismail & Mansor 2012; Haron & Ismail 2015; Ya
etal. 2019). Kajian mendapati MTG boleh merencat P-glikoprotein (P-gp), yang berpotensi
menyebabkan interaksi dadah apabila MTG diberikan bersama ubat-ubatan substrat P-gp
(Manda et al. 2014; Manda et al. 2017; Meyer et al. 2015). P-gp berfungsi untuk mengepam
keluar xenobiotik dari sel-sel di otak, usus dan hati. Perencatan P-gp boleh menyebabkan

peningkatan penyerapan dadah, yang membawa kepada kepentingan terapeutik.

Penilaian profil farmakokinetik MTG selepas pemberian oral dan intervena
terhadap haiwan dan manusia adalah diringkaskan dalam Jadual 2.2. Terdapat enam kajian
menggunakan model tikus (Avery et al. 2019; De Moraes et al. 2009; Janchawee et al.
2007; Kong et al. 2017a; Parthasarathy et al. 2010; Vuppala et al. 2011) dan satu kajian
model anjing Beagle mengenai profil farmakokinetik MTG (Maxwell et al. 2020). Terdapat
beberapa kajian lepas yang menjelaskan mengenai profil farmakokinetik MTG manusia
(Tanna et al. 2022; Trakulsrichai et al. 2015). Trakulsrichai et al. (2015) telah mengkaji
profil farmakokinetik manusia yang melibatkan 10 pengguna lelaki sihat di Thailand
menggunakan dua dos pemuatan teh ketum (6.25—-23 mg/g kandungan MTG) selama 8 hari.
Manakala, kajian lain pula menilai profil farmakokinetik satu dos rendah (2 g) produk
ketum yang diberikan secara oral kepada enam peserta sihat (Tanna et al. 2022).
Disebabkan kajian mengenai data farmakokinetik MTG terhadap haiwan dan manusia
adalah terhad, maka ini telah mencipta cabaran dalam mengoptimumkan eksperimen untuk
kajian lanjutan. Daripada semua dapatan yang disenaraikan dalam Jadual 2.2, boleh
dirumuskan bahawa variasi dalam dos yang digunakan, kaedah pengekstrakan dan cara

pengambilan telah menyumbang kepada kepelbagaian data farmakokinetik.

Konklusinya, pemahaman yang lebih baik tentang profil farmakokinetik membantu
dalam merancang penggunaan MTG secara lebih efektif dan selamat bagi pesakit.

Pemahaman yang mendalam tentang pengangkutan dan pengedaran MTG adalah penting
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Jadual 2.2 Parameter farmakokinetik bagi MTG dalam manusia dan haiwan

Rujukan Spesies, Dos Parameter Farmakokinetik

Sampel  (mg/kg) Cp T AUCh.  Va cL t

(ekM)  (am)  (pM/jam) (L/kg) (L/jjam/kg) (jam)
Manusia

Trakulsrichai et Manusia 6.25-23 0.26 0.83 1.68 38.04 98.10 23.24
al. 2015 sihat, (mg/hari)

plasma
Tanna et al. Manusia 19.48 0.082 1.00 0.42 12 233 45.3
2022 sihat, (mg/g) 700 (L/jam)

Plasma L)

Pemberian intervena MTG (1.5-5 mg/kg)

Parthasarathy Tikus 1.5 5.77 1.2 23.09 0.79 0.29 2.90
et al. 2010 jantan,

Plasma
Vuppala et al. Tikus 5 9.79 1 min 8.53 8.20 1.20 2.60
2011 jantan,

Plasma
Kong et al. Tikus 5 3.81 0.50 11.62 9.84 2.26 13.14
2017a betina,

Plasma

terdialis
Avery et al. Tikus 5 - - 4.24 8.00 1.30 6.50
2019 jantan,

Plasma
Maxwell et al. Anjing 5 0.29 0.30 - - - 8.70
2020 betina

Beagle,

Plasma

Pemberian oral MTG (20—50 mg/kg)

Janchawee et Tikus 40 0.63 1.83 - 89.50 1.60 9.43
al. 2007 betina,

Serum
De Moraes et Tikus 20 0.42 1.26 - 3790 6.35 3.85
al. 2009 betina,

Plasma
Parthasarathy Tikus 50 1.76 4.50 20.58 64.00 7.00 6.60
etal. 2010 jantan,

Plasma

Cmax = kepekatan serum/plasma maksimum, Tmax = masa untuk mencapai kepekatan maksimum, AUCo-» =

keluasan dibawah lengkung dari masa sama dengan sifar hingga afiniti, Va4 =isipadu taburan, CL =

pembersihan dan ti2 =separuh hayat



27

untuk memaksimumkan keberkesanan terapeutik dan mengurangkan kemungkinan kesan

sampingan yang tidak diingini.
23 7-HIDROKSIMITRAGININ

7-hidroksimitraginin (7-OH-MTG) (C23H30N20s, 414.502 gmol™!) atau mitraginin
hidroksiindolenina, merupakan sebatian teroksida daripada alkaloid utama ketum, MTG.
Kandungan 7-OH-MTG adalah sekitar 2% daripada jumlah keseluruhan alkaloid ketum
(Ponglux et al. 1994). Struktur kimia 7-OH-MTG seperti yang ditunjukkan di dalam Rajah
2.3, adalah terpenoid indol dan mempunyai kumpulan berfungsi hidroksil pada posisi C7
yang memainkan peranan penting dalam aktiviti biologi 7-OH-MTG (Kruegel et al. 2019).

Rajah 2.3 Struktur kimia 2D bagi 7-OH-MTG. Struktur 7-OH-MTG telah dilukis menggunakan

perisian Marvin Sketch dan Chimera

7-OH-MTG adalah lebih larut dalam pelarut organik seperti etanol, kloroform, dan
asid asetik berbanding air atau larutan beralkali, maka penggunaan pelarut adalah
digalakkan untuk sebatian ini. Kehadiran kumpulan hidroksil pada struktur 7-OH-MTG
meningkatkan keberkesanannya sebagai agonis reseptor opioid yang lebih kuat berbanding
dengan MTG. Ini telah dibuktikan melalui kajian hubungan struktur-aktiviti (SAR) yang
dilakukan oleh Takayama (2004). Meskipun berkepekatan rendah, 7-OH-MTG
menunjukkan aktiviti farmakologi yang lebih poten berbanding MTG. Oleh itu, 7-OH-
MTG merupakan sasaran terapeutik yang penting untuk memahami secara lebih mendalam

farmakologi ketum.
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2.3.1 Sifat farmakologi 7-OH-MTG

Sebatian 7-OH-MTG telah menjadi tumpuan utama para penyelidik disebabkan oleh kesan
analgesik yang kuat dalam sistem saraf pusat, terutamanya melalui tindakan agonis pada
MOR. Kehadiran kumpulan hidroksil pada posisi C7 dipercayai dapat meningkatkan
potensi farmakologi dalam sistem saraf pusat (Takayama 2004). Menariknya, sebatian 7-
OH-MTG merupakan agen analgesik yang berpotensi dalam perkembangan ubat penahan
sakit (Spetea & Schmidhammer 2019). Beberapa kajian praklinik menunjukkan bahawa 7-
OH-MTG juga merupakan analgesik yang lebih berkesan daripada morfin apabila
diberikan secara oral dan subkutin pada tikus (Matsumoto et al. 2005; Matsumoto et al.
2006). Pemberian berulang 7-OH-MTG secara subkutin boleh menyebabkan pergantungan
fizikal serta toleransi antinosiseptif dan toleransi silang terhadap tindakan antinosiseptif
morfin (Matsumoto et al. 2005). Dalam eksperimen jentik ekor (tail-flick) dan plat pemanas
(hot-plate), Matsumoto et al. (2004) telah mendapati bahawa pemberian 7-OH-MTG
(2.5—10 mg/kg) secara oral kepada mencit menyebabkan kesan antinosiseptif yang kuat
dan bergantung kepada dos. Namun, kebergantungan terhadap 7-OH-MTG yang
meningkatkan ketagihan dan ketoksikan menunjukkan potensi penyalahgunaannya, seperti
dilihat dari peningkatan administrasi kendiri morfin dalam model roden (Hemby et al.
2019). Namun, berbeza dengan MTG yang menunjukkan risiko yang lebih rendah dan
selamat berbanding 7-OH-MTG (Hemby et al. 2019; Sabetghadam, Navaratnam & Mansor
2013).

Selain itu, 7-OH-MTG didapati lebih berkesan daripada morfin dan spesiosiliatin
dalam asai antinosiseptif pemanasan dan bertindak sebagai agonis penuh reseptor opioid
dalam ujian berfungsi in vitro (Obeng et al. 2020). Kesan analgesik 7-OH-MTG melalui
interaksinya dengan reseptor opioid adalah 13 lebih kuat daripada morfin dan 46 kali lebih
kuat daripada MTG (Takayama 2004). Beberapa kajian lain juga menunjukkan keafinan
pengikatan 7-OH-MTG (nilai K; = ~0.078 uM) pada reseptor MOR adalah sembilan kali
ganda lebih tinggi daripada MTG (nilai K; =~0.709 uM) (Hiranita et al. 2020; Obeng te al.
2021). Di antara tiga sub-jenis reseptor opioid, 7-OH-MTG menunjukkan afiniti yang ~3
kali lebih tinggi pada MOR berbanding KOR (nilai K; = 0.22 pM) dan DOR (nilai K; =



29

0.243 uM) (Obeng et al. 2021). Kajian oleh Obeng et al. (2020) turut menyokong dapatan
ini, dengan mendapati bahawa afiniti pengikatan pada MOR adalah lebih kuat, namun nilai
Ki (7.16 nM) bagi kajian ini lebih rendah daripada kajian oleh Hiranita et al. (2020).
Menariknya peratusan maksimum peransangan guanosine 5'-O-[gamma-thio]triphosphate
(GTPyS) bagi 7-OH-MTG (<30 uM) pada reseptor MOR adalah 45%. Sebaliknya, MTG
(<100 uM) tidak menunjukkan peransangan GTPyS yang ketara (Hiranita et al. 2020).

Tambahan juga, 7-OH-MTG juga menunjukkan selektiviti berfungsi untuk isyarat
G-protein selepas pengaktifan reseptor, tanpa penglibatan p-arrestin. Ini dapat
mengurangkan kesan yang tidak diingini daripada pengaktifan reseptor opioid oleh 7-OH-
MTG seperti sembelit, depresi pernafasan dan pergantungan (Kruegel et al. 2016; Todd et
al. 2020). 7-OH-MTG juga dijangka berkemungkinan terlibat dalam tapak jalan
serotonergik dan neuron noradregenik (Matsumoto et al. 2006). Kajian oleh Ellis et al.
(2020) mendapati 7-OH-MTG menunjukkan keafinan pengikatan lebih lemah daripada
MTG pada reseptor adregenik (a-2A, o-2B, a-2C) dan serotonin (5-HT1A, 5-HT1B)
dengan nilai Kij=>10 pM. Afiniti pengikatan lemah kepada kedua-dua reseptor adrenergik
dan serotonin, menunjukkan bahawa pengoksidaan pada C7 telah menghalang interaksi 7-
OH-MTG dengan reseptor-reseptor ini (Ellis et al. 2020). Walau bagaimanapun,
penyelidikan terhadap potensi interaksi 7-OH-MTG dengan sistem neutrotramsmisi
serotonin dan adrenergik masih berada peringkat awal dan memerlukan banyak kajian

lanjutan.

Secara keseluruhan, 7-OH-MTG dapat berinteraksi secara kuat dengan reseptor
opioid dan mempunyai afiniti yang lemah terhadap reseptor bukan opioid (dopamin dan
adrenergik). Interaksi-interaksi ini menghasilkan kesan yang berbeza berkaitan dengan
sistem saraf yang berlainan. Walau bagaimanapun, penjelasan terperinci mengenai
interaksi-interaksi ini masih memerlukan kajian lanjutan, sambil menitikberatkan faktor
keselamatan seperti potensi ketagihan, penyalahgunaan, dan kesan sampingan yang tidak

diingini.
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2.3.2 Profil farmakokinetik 7-OH-MTG

Profil farmakokinetik 7-OH-MTG menunjukkan taburan yang luas, metabolisme di hati,
penyingkiran melalui sistem perkumuhan. Namun, data farmakokinetik ini masih
memerlukan penelitian lebih lanjut. Kajian in vitro menggunakan model BBB sel
endotelium otak babi menunjukkan penyerapan bagi 7-OH-MTG adalah kurang
berbanding MTG kerana 7-OH-MTG lebih cenderung untuk efluks dengan nisbah efluks
sebanyak <1.39 (Manda et al. 2014; Yusof et al. 2019). Ini juga disokong oleh kadar
penembusan ke otak 7-OH-MTG yang lebih rendah daripada MTG dan keupayaannya yang
terhad merentasi halangan selular BBB (Kruegel et al. 2019; Manda et al. 2014). Kajian
oleh Kruegel et al. 2019 telah menjelaskan bahawa penembusan 7-OH-MTG ke otak adalah
lebih sederhana (~1:5 otak:plasma) berbanding sebatian utama ketum, MTG.

Selain itu, 7-OH-MTG mempamerkan pengikatan protein plasma yang tinggi (>
90%) yang ditentukan menggunakan dialisis keseimbangan (Manda et al. 2014; Yusof et
al. 2019). Fraksi 7-OH-MTG bebas adalah sebanyak 2.8 kali ganda lebih tinggi dalam
plasma tikus (fu 7-OH-MTG = 0.578) berbanding MTG (Yusof et al. 2019). Hasil ni
menjelaskan keafinan pengikatan bagi 7-OH-MTG terhadap protein plasma adalah kurang
daripada MTG, namun masih bermakna. Data in vitro lain yang diperoleh juga
menunjukkan perencatan P-gp oleh 7-OH-MTG yang ketara, sama seperti dadah verapamil
(Manda et al. 2014). Ini mencadangkan kemungkinan interaksi ubat berlaku jika 7-OH-
MTG diberi bersama dengan ubat lain yang merupakan substrat P-gp. Sebatian 7-OH-
MTG, ketamin dan buprenorfina menunjukkan perencatan yang jelas terhadap aktiviti
UGT2B7 yang mempengaruhi penyingkiran sebatian xenobiotik. Data ini menunjukkan
kemungkinan interaksi antara ubat berlaku jika ketiga-tiga sebatian ini diberikan bersama-
sama dengan substrat UGT2B7 (Haron & Ismail 2015). Maka, interaksi 7-OH-MTG
dengan protein plasma dan kesannya terhadap perencatan P-gp memainkan peranan penting

dalam taburan dan kestabilan sebatian ini.

Sebatian 7-OH-MTG mempunyai kestabilan hampir sama dengan MTG, di mana

kajian in vitro menunjukkan sebatian 7-OH-MTG dalam cecair gastrik simulasi (pH 1.2)
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dengan 27% degradasi dan hanya 6% degradasi didapati dalam cecair usus buatan (pH 6.8)
selepas 2 jam inkubasi (Manda et al. 2014). Selain itu, 7-OH-MTG telah terbukti stabil di
dalam pelbagai kepekatan plasma tikus (20, 600, 3200 ng/mL) selama 12 jam pada suhu
bilik dan selama 30 hari pada suhu —20 °C (Vuppala et al. 2013). Meskipun 7-OH-MTG
mempunyai kestabilan yang tinggi dalam pelbagai plasma haiwan, namun ia kurang stabil
dalam plasma manusia dengan hanya ~40% sebatian ini diperhatikan selepas inkubasi
selama 2 jam (Kamble et al. 2020b). Kajian oleh Fu et al. (2015) menunjukkan MTG dan
7-OH-MTG dalam air kencing manusia adalah stabil pada suhu rendah (4 °C) selama dua
minggu tanpa menyatakan pH sampel. Kajian oleh Basiliere dan Kerrigan (2020) yang
berdasarkan pH (pH 2—8) menunjukkan berlakunya degradasi yang ketara bagi 7-OH-MTG
pada suhu tinggi (60 °C ke atas) (Basiliere & Kerrigan 2020).

Aktiviti in vitro yang berkaitan MTG mungkin disebabkan oleh tindakan
metabolitnya, 7-OH-MTG, kerana hasil eksperimen in vitro dan in vivo mendapati bahawa
MTG boleh ditukar kepada 7-OH-MTG oleh enzim sitokrom P450 (Kruegel et al. 2019).
Enzim metabolik CYP3A4 diketahui memainkan peranan utama dalam memangkinkan
metabolisme MTG kepada 7-OH-MTG dalam manusia (Kamble et al. 2019; Kruegel et al.
2019). Todd et al. (2020) telah mencadangkan bahawa perencatan enzim sitokrom P450
terpilih oleh 7-OH-MTG dan dua alkaloid ketum lain boleh meningkatkan pendedahan
sistemik kepada ubat serta memberikan kesan buruk atau toksik. Metabolisme 7-OH-MTG
dalam mikrosom hati manusia, anjing dan mencit adalah perlahan dengan separuh hayat
lebih daripada 60 min, manakala dalam mikrosom hati tikus dan monyet menunjukkan
separuh hayat kurang 30 min (Kamble et al. 2020b). Maka, penggunaan 7-OH-MTG harus
dipertimbangkan disebabkan potensi penyalahgunaan tinggi yang mungkin meningkatkan
pengambilan opioid yang lain (Hemby et al. 2019). Walaupun kadar penukaran 7-OH-MTG
selepas pemberian MTG melalui mulut adalah rendah (Hiranita et al. 2020), namun ini

boleh menyumbang kepada aktiviti opioid p in vivo MTG.

Kajian ciri-ciri farmakokinetik 7-OH-MTG yang sedia ada adalah terhad yang
dilakukan beberapa kumpulan penyelidik (Hiranita et al. 2020; Kamble et al. 2021;
Vuppala et al. 2013). Kajian melalui pemberian secara oral 7-OH-MTG satu kali sebanyak
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4 mg/kg 7-OH-MTG pada tikus mendapati kepekatan plasma maksimum (Crax) ialah 3.0
+ 0.3 pg/mL dan diikuti dengan penyingkiran daripada plasma dengan separuh hayat
terminal 22.9 + 3.6 min. Isipadu sebaran dan penyingkiran ialah 1595.8 + 586.3 mL/kg dan
44.2 + 14.8 mL/min/kg (Vuppala et al. 2013). Kajian lain menunjukkan kuantiti 7-OH-
MTG yang tinggi ditemui dalam plasma tikus, di mana Cmax adalah 4.3 £ 0.8 pada Tmax=
0.9 + 0.2 jam bagi pemberian teh ketum terliofil, dan Cnax adalah 4.0 £ 0.6 ng/mL pada
Tmax=3.1 + 1.7 setelah pemberian produk pasaran (Kamble et al. 2021). Berikutan suntikan
teh ketum terliofilisasi dan produk komersial kepada tikus, nisbah metabolik 7-OH-MTG
kepada MTG didapati 3.4 £ 0.9% dan 3.1 + 0.5% (Kamble et al. 2021). Kajian Hiranita et
al. 2020 menunjukkan Tmax untuk 7-OH-MTG adalah 34 minit dengan Cmax adalah 14 kali
ganda kurang daripada MTG iaitu 85 ng/mL selepas pemberian secara oral. Peratusan
nisbah metabolik adalah 8% [(AUC7.0n-Mt6/AUCwMTG)*100] dan peratusan kesan
maksimum farmakologi (EDso) bagi 7-OH-MTG adalah 100% (sehingga 0.1 mg/kg)
(Hiranita et al. 2020).

Intihanya, pemahaman mengenai profil farmakokinetik 7-OH-MTG, termasuk
penyerapan, pengedaran, metabolisme, dan penyingkiran dapat membantu menetapkan dos
yang tepat dan jadual pemberian yang optimal untuk kegunaan terapeutik. Ini seterusnya
dapat memberikan maklumat terperinci tentang keberkesanan, keselamatan, dan potensi
risiko seperti ketagihan atau penyalahgunaan. Oleh kerana itu, kepentingan sifat
farmakologi 7-OH-MTG ini boleh dimanfaatkan dalam bidang perubatan untuk

pembangunan ubat yang lebih efektif dan selamat bagi masyarakat.

24 PENGIKATAN LIGAN TERAPEUTIK DENGAN PROTEIN PLASMA DI DALAM
SISTEM PEREDARAN MANUSIA

Pengambilan dadah secara oral sama ada dalam bentuk cecair, kapsul, tablet atau tablet
kunyah sering dipraktikkan kepada pesakit kerana mudah, selamat dan murah. Kemudian,
dadah tersebut melalui saluran gastrousus dan bergerak ke hati sebelum dihantar ke tapak
sasaran melalui sistem peredaran (Loftsson 2015). Protein plasma bertanggungjawab

dalam penghantaran dan pengangkutan dadah lipofilik menuju ke tapak farmakologinya
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bagi menghasilkan kesan terapeutiknya untuk tempoh masa tertentu. Pengikatan plasma
protein adalah penting bagi pencirian dadah kerana mempengaruhi fungsi dadah in vivo.
Mekanisme pengikatan protein plasma bagi sebatian terapeutik dikaitkan dengan kesan
yang jelas terhadap parameter farmakokinetik, termasuklah penyerapan, taburan,
metabolisme dan penyingkiran. Ini juga akan mempengaruhi kesan farmakodinamik, iaitu

kesan farmakologi sebatian tersebut.

2.4.1 Mekanisme interaksi dengan protein plasma

Pengikatan protein plasma merujuk kepada tahap pengikatan dadah dalam darah yang
mempengaruhi efikasi molekul dadah tersebut. Di dalam darah, terdapat dua keadaan bagi
dadah iaitu terikat atau tak terikat dengan protein plasma. Dadah yang mengikat pada
protein plasma akan membentuk kompleks protein—dadah. Pengikatan biasanya boleh
berbalik dan kedua-dua bentuk sama ada dadah tidak terikat (bebas) atau dadah terikat hadir
dalam keadaan ekuilibrium (Deb et al. 2018).

Dadah tak terikat pada protein plasma adalah berkesan secara farmakologi akibat
interaksinya dengan reseptor sasaran yang bergantung kepada ciri-ciri kimia molekul dadah
tersebut (Smith & Rowland 2019). Hal ini disebabkan kepekatan dadah bebas yang berada
pada sasaran metabolik menentukan kelakuan keseluruhan sesuatu dadah. Apabila fraksi
dadah bebas berkurang, maka dadah yang terikat pada protein plasma akan tercerai dari
tapak pengikatan untuk meningkatkan semula fraksi dadah bebas. Manakala, dadah yang
terikat pada protein plasma lebih cenderung kekal dalam darah kerana saiz kompleks
protein—dadah biasanya terlalu besar mengehadkan distribusi dadah menuju tapak sasaran.
Ini mempengaruhi kesan terapeutik dadah kerana dadah terikat tidak bersedia berinteraksi
dengan reseptor terapeutik dan tidak menjalankan aktiviti farmakologinya (Bhosle et al.

2017; Loftsson 2015; Smith & Rowland 2019).

Selain itu, pengikatan protein plasma juga mempengaruhi penyingkiran sesuatu
dadah, di mana dadah yang mempunyai afiniti tinggi terhadap protein plasma adalah kurang

tersedia untuk metabolisme di hati dan perkumuhan oleh buah pinggang (Deb et al. 2018).
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Antara faktor yang mempengaruhi keseimbangan antara dadah terikat dan dadah tak terikat
dalam plasma adalah afiniti terhadap protein, kepekatan dadah dan protein, serta persaingan
daripada dadah lain untuk penempatan tapak pengikatan pada protein (Bhosle et al. 2017;
Howard et al. 2010). Keafinan pengikatan kuat (K. >10° M) boleh menyebabkan
kepekatan ligan bebas berkurang secara ketara dan menurunkan bioketersediaan sebatian
tersebut. Manakala, pengikatan lemah (kurang K, <10° M) sering dikaitkan dengan
separuh hayat dadah yang pendek dan keberkesanan terapeutik berkurangan kerana mudah

disingkirkan dan dikumuhkan oleh tubuh (Schmidt, Gonzalez & Derendorf 2010).

Antara kepentingan pengikatan dadah dengan protein plasma adalah meningkatkan
kelarutan dadah dalam plasma, terutamanya sebatian hidrofobik yang biasanya tidak sesuai
dengan persekitaran akues plasma (Wanat 2020). Malah, kestabilan dadah juga meningkat
apabila berkompleks dengan protein plasma dengan mengurangkan proses eliminasi yang
seterusnya memanjangkan separuh hayat dadah in vivo (Ezike et al. 2023; Wanat 2020).
Pengikatan protein plasma juga dapat melindungi dadah daripada proses pengoksidaan
kerana protein plasma berfungsi sebagai antioksida (Schmidt, Gonzalez & Derendorf
2010). Perlindungan daripada pengoksidaan dapat mengekalkan kestabilan dan kelakuan
dadah semasa pengedarannya ke seluruh tubuh. Tambahan lagi, pengikatan protein plasma
juga boleh mengurangkan jumlah dadah bebas di sistem peredaran, yang akhirnya dapat
mengurangkan ketoksikan dadah tersebut (Bohnert & Gan 2013; Ezike et al. 2023).
Pengurangan ketoksikan dadah ini dikaitkan dengan pengurangan dadah bebas,
meminimumkan aktiviti farmakologi berlebihan, perlindungan daripada proses

metabolisme dan degradasi yang tidak diingini.

Terdapat dua hipotesis dadah bebas yang digunakan sebgai prinsip asas penemuan
dadah dalam bidang farmakologi klinikal. Hipotesis pertama mengandaikan bahawa
kepekatan molekul dadah yang tidak terikat dalam aliran darah berada dalam keadaan
ekuilibrium dengan kepekatannya di tapak sasaran (Chen et al. 2020; Trainor 2007).
Namun begitu, terdapat pengecualian hipotesis ini bagi beberapa dadah (morfin,
gabapentin, atenolol) yang mempunyai kebolehtelapan pasif rendah, di mana kepekatannya

jauh lebih rendah dalam otak daripada dalam plasma (Chen et al. 2020). Ini menunjukkan
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bahawa hipotesis dadah bebas hanya boleh digunakan untuk dadah dengan kebolehtelapan
baik dan merupakan substrat pengangkut influks (Chen et al. 2020; Smith, Di & Kerns
2010). Hipotesis dadah bebas kedua pula menerangkan bahawa hanya dadah bebas yang
aktif secara farmakologi, mampu berinteraksi dengan reseptor sasaran dan menghasilkan
kesan yang diinginkan (Summerfield, Yates & Fairman 2022). Walau bagaimanapun,
terdapat pengecualian untuk hipotesis ini, misalnya keadaan dinamik sistem organisma
yang berbeza dengan keadaan dalam pengasaian in vitro. Oleh itu, keberkesanan MTG dan
7-OH-MTG in vivo dijangkakan tidak semestinya berkait dengan eksperimen in vitro, yang
mungkin disebabkan oleh kehadiran protein plasma di dalam sistem peredaran yang

mempengaruhi ciri-ciri farmakokinetik sebatian-sebatian psikotropik ini.

Secara tuntasnya, pengikatan dadah kepada protein plasma mempunyai kesan
terhadap farmakologi sesuatu dadah. Hanya dadah tidak terikat yang dapat menjalankan
tindak balas farmakologi di tapak sasaran. Konsep ini penting dalam memahami hubungan
farmakokinetik-farmakodinamik dadah, kerana ia membantu dalam meramal dan

memahami kelakuan dadah berdasarkan kepekatan dadah dalam badan.

2.4.2 Kaedah-kaedah penentuan pengikatan protein—ligan

Pengikatan protein plasma adalah ciri-ciri penting yang perlu dinilai pada peringkat awal
dalam pengoptimuman dan penyaringan calon dadah berpotensi. Maklumat mengenai
pengikatan protein plasma dengan ligan boleh diakses menerusi kaedah pemisahan dan
kaedah bukan pemisahan (Rajah 2.4). Kaedah pemisahan melibatkan pemisahan ligan
bebas daripada spesies terikat dan digunakan untuk menentukan secara langsung kepekatan
dadah tidak terikat atau terikat. Manakala, kaedah bukan pemisahan adalah pengesanan
perubahan sifat fizikokimia sama ada ligan atau protein yang disebabkan oleh pengikatan
(Sharma & Pathania 2021; Vuignier et al. 2010). Pemilihan kaedah yang bersuaian adalah
penting untuk menilai interaksi antara protein dan ligan yang bergantung kepada ciri-ciri

protein dan ligan sasaran.
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Rajah 2.4 Kaedah-kaedah bagi penentuan afiniti pengikatan protein dan dadah

Kaedah dialisis keseimbangan (ED) adalah penentuan pembahagian dadah
merentasi membran separa-boleh telap antara komparmen protein dan kompartmen
penimbal bagi pembentukan keadaan keseimbangan (Damre & Iyer 2012; Trainor 2007).
Meskipun peralatan untuk asai ED lebih murah, namun ia memerlukan masa eksperimen
yang agak panjang, yang boleh menjadi masalah serius bagi dadah yang tidak stabil. Kini,
kaedah ini telah ditingkatkan kepada dialisis keseimbangan cepat (RED) menggunakan
membran yang lebih telap untuk hasil yang lebih cepat dan ketara (Howard et al. 2010;
Wanat, Brzezinska & Sobanska 2018). Manakala, kaedah ultrapenurasan (UF) dilakukan
dengan menuras matriks dadah—protein melalui membran separa-boleh telap di bawah
tekanan positif daripada pengemparan (Damre & Iyer 2012). Kaedah ini mudah, cepat,
tetapi hasilnya mungkin tidak konsisten disebabkan oleh tahap pengikatan yang tidak
spesifik tinggi dan tiada kawalan suhu (Hann et al. 2022). Kaedah konvensional seperti ED
dan UF tidak sesuai untuk menentukan interaksi antara sebatian bersaiz hampir sama

kerana ia bergantung kepada perbezaan saiz molekul.
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Selanjutnya, kaedah kromatografi keafinan prestasi tinggi (HPAC) yang digunakan
untuk pengikatan dadah—protein berdasarkan pemegunan protein sasaran pada fasa pegun
dan mengekalkan dadah secara selektif (Hann et al. 2022; Wanat, Brzezinska & Sobanska
2018; Wang et al. 2022). Kaedah ini mempunyai kepekaan yang terhad kerana hanya boleh
mengukur dengan tepat bagi dadah yang mempunyai 99% pengikatan ke atas (Hann et al.
2022). Perubahan struktur yang kadang-kadang berlaku juga boleh mengurangkan kapasiti
pengikatan protein (Wanat, Brzezinska & Sobanska 2018). Kaedah in vivo iaitu
mikrodialisis juga digunakan untuk mengukur kepekatan dadah tak terikat yang melibatkan
pengambilan sampel dadah secara langsung dari cecair ekstraselular melalui saluran darah
atau tisu (Damre & Iyer 2012; Deb et al. 2018). Kaedah ini dilakukan dengan sebuah prob
yang terdiri daripada tiub dan membran separa-boleh telap yang diletakkan ke dalam tisu
sasaran. Kaedah ini bergantung kepada peresapan pasif dadah tak terikat merentasi
membran mengikut kecerunan kepekatannya (Deb et al. 2018). Kelebihan kaedah ini dalam
memberikan data yang berterusan dan tepat tidak dinafikan, namun ia sangat tidak praktikal

untuk digunakan secara rutin kerana melibatkan prosedur yang rumit dan kos tinggi.

Sementara itu, kaedah spektroskopi termasuklah UV-Vis, pendarfluor, resonans
magnet nukleus (NMR) dan dikroisme membulat (CD) adalah kaedah bukan pemisahan
berasaskan pada perubahan paras tenaga elektronik bagi ligan atau protein disebabkan oleh
pengikatan (Vuignier et al. 2010; Wang et al. 2022). Perubahan spektrum pancaran protein
setelah pengujaan dalam kaedah spektroskopi pendarfluor diaplikasikan untuk menentukan
nilai K, bagi interaksi ligan dengan protein (Zacharioudaki, Fitilis & Kotti 2022). Kaedah
spektroskopi CD boleh memberikan maklumat mengenai struktur sekunder dan tertier
protein melalui pengukuran perbezaan penyerapan cahaya terkutub membulat oleh sebatian
aktif optik (Miles, Janes & Wallace 2021). Perubahan permukaan molekul protein tanpa
dan dengan kehadiran ligan boleh divisualisasi pada resolusi tinggi menggunakan kaedah
mikroskopi daya atom (AFM) (Miiller et al. 2021; Pleshakova et al. 2018). Kaedah ini
hanya memerlukan kuantiti sampel yang kecil dan tidak memerlukan perlabelan

pendarfluor atau radioaktif (Pleshakova et al. 2018).
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Manakala, kalorimetri pentitratan isoterma (ITC) merupakan satu-satunya kaedah
yang mengukur secara langsung pertukaran haba semasa pembentukan kompleks protein—
ligan pada suhu malar (Du et al. 2016; Wang et al. 2022). Kaedah ini mempunyai kepekaan
tinggi kerana mampu mengukur kadar haba sekecil 0.1 pcal/s dan membolehkan penentuan
pemalar pengikatan (K,) setinggi 103-10° uM (Du et al. 2016). Bukan sahaja nilai K,,
parameter pengikatan dan termodinamik yang lain juga dapat dikenalpasti daripada kaedah
ITC seperti n, AH, AS dan AG (Srivastava & Yadav 2019). Kelebihan kaedah ini berbanding
kaedah lain adalah cepat, tepat dan tanpa memerlukan modifikasi kimia atau penandaan
(Du et al. 2016). Kaedah ITC lebih sesuai untuk pengukuran yang meliputi julat lebih luas,
namun resonans plasmons permukaan (SPR) biasanya digunakan untuk keafinan
pengikatan yang tinggi dalam julat pengukuran lebih kecil (Du et al. 2016). SPR merupakan
kaedah berasaskan optik yang mengukur perubahan indeks bias berhampiran dengan sensor
dan berkeupayaan mengukur kinetik dan afiniti pengikatan protein—ligan secara masa nyata
(Du et al. 2016; Sharma & Pathania 2021). Pendekatan spektroskopi dan SPR sangat
berkesan untuk menentukan pengikatan kompleks 1:1, namun tidak begitu berkesan untuk
multi-pengikatan (Vuignier et al. 2010). Kaedah HPAC atau SPR adalah lebih sesuai untuk
penentuan sebatian bioktif berketerlarutan rendah kerana mempunyai sensitiviti yang lebih

besar berbanding spektroskopi dan kalorimetri (Vuignier et al. 2010).

Selain itu, kaedah bioinformatik yang berasaskan teknologi komputer telah menjadi
pilihan kepada penyelidik masa kini disebabkan hanya memerlukan masa singkat dan kos
rendah untuk penyaringan calon dadah yang berpotensi. Antaranya, simulasi dok molekul
yang digunakan untuk meramalkan mod pengikatan secara in silico. Kaedah ini terdiri
kepada dua peringkat iaitu pensampelan konformasi dan penilaian skor (Meng et al. 2011;
Salmaso & Moro 2018). Antara perisian-perisian simulasi dok molekul yang telah teruji
adalah AutoDock, GOLD, DOCK, SwissDock, FlexX dan GLIDE (Du et al. 2016; Naqvi
et al. 2018). Seterusnya, simulasi dinamik molekul yang digunakan untuk mendapatkan
maklumat mengenai perubahan koordinat atom protein dengan atau tanpa ligan bersandar
masa untuk menilai perubahan entropi konformasi apabila interaksi berlaku (Du et al.
2016). Antara pakej perisian lengkap untuk MD yang tersedia adalah GROMACS,
AMBER, NAMD dan CHARMM (Nagqvi et al. 2018; Salo-Ahen et al. 2020). Intinya,
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kedua-dua kaedah pengkomputeran utama ini digunakan dalam pendekatan reka bentuk
dadah berasaskan struktur untuk memahami struktur 3D kompleks protein dengan sebatian

kecil lebih mendalam.

Kesimpulannya, pelbagai kaedah telah digunakan untuk menentukan pengikatan
protein dadah, setiap kaedah mempunyai kelebihan dan kelemahan tersendiri, dan
penggunaan lebih daripada satu kaedah adalah diperlukan untuk penyaringan dadah yang
berpotensi. Maka, beberapa kaedah termasuklah biofizik (kalorimetri, mikroskopi dan
multi-spektroskopi) dan bioinformatik (simulasi dok dan dinamik molekul) telah

digunakan dalam kajian ini.

2.5 ALBUMIN SERUM MANUSIA

Albumin serum manusia (HSA) adalah protein plasma dengan kuantiti paling banyak yang
merangkumi 50-60% daripada jumlah keseluruhan protein plasma. HSA merupakan
protein monomerik dan ia tidak mempunyai kumpulan prostetik, karbohidrat atau lipid
yang terikat secara kovalen. Protein HSA disintesis di dalam sel hepar sebanyak 10-15 g
setiap hari dan kemudiannya dirembeskan ke dalam darah (Larsen et al. 2016). Anggaran
kepekatan HSA adalah sekitar 500-750 pM (3.0-5.0 g/dL) dan mempunyai separuh hayat
selama 19-20 hari (Rimac et al. 2017). Ia mempunyai ciri-ciri berasid, mempunyai cas
bersih adalah —15 pada pH fisiologi 7.4 dan titik isoelektrik iaitu pada 4.7 (Bteich 2019;
Peters 1996).

2.5.1 Struktur HSA

Sintesis HSA diekspreskan oleh gen tunggal yang terletak pada kromosom 4 (kedudukan
g11-13), yang juga merupakan lokasi bagi gen untuk famili albumin yang lain (Kragh-
Hansen 2016). Gen albumin adalah 16 961 nukleotida panjang dari tapak cap putatif ke
tapak penambahan poli(A) pertama dan terdiri daripada 14 intron dan 15 ekson yang
berselang. Ekson diletakkan secara simetri dalam tiga domain yang mungkin disebabkan
daripada replikasi domain primordial tunggal (Caridi et al. 2022). Jujukan mRNA bagi

HSA mengekodkan protein pelopor (preproalbumin) sebanyak 609 residu asid amino.
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Daripada jumlah tersebut, 18 residu adalah peptida isyarat pembelahan, 6 residu adalah
propeptida dan selebihnya adalah residu protein matang (Bteich 2019; Caridi et al. 2022).
Berat molekul HSA adalah 66.5 kDa dan terdiri daripada polipeptida tunggal yang meliputi
sebanyak 585 asid amino (Larsen et al. 2016). Bilangan residu asid amino yang terdapat

pada protein HSA adalah disenaraikan dalam Jadual 2.3.

Jadual 2.3 Komposisi asid amino bagi protein HSA

Kumpulan asid amino Bilangan residu
A) Tidak berkutub Alanina Ala A 62
Fenilalanina Phe F 31
Glisina Gly G 12
Isoleusin Ile I 8
Leusin Leu L 61
Metionina Met M 6
Prolina Pro P 24
Sisteina Cys C 35
Triptofan Trp \W 1
Valina Val A% 41
B) Berkutub Asparagina Asn N 17
Glutamina Gln Q 20
Serina Ser S 24
Tirosin Tyr Y 18
Treonina Thr T 28
C) Bercas positif Arginina Arg R 24
Lisina Lys K 59
Histidina His H 16
D) Bercas negatif Asid aspartik Asp D 36
Asid glutamik Glu Z 62
Jumlah 585

Sumber : Adaptasi daripada Peters 1985
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Berdasarkan Jadual 2.3, residu asid amino terion yang tinggi dari residu bercas
negatif (Asp, Glu) dan residu bercas positif (Arg, Lys, His) menyebabkan protein ini sangat
larut dalam media berakues. HSA mempunyai residu Trp tunggal (Trp-214), berbeza
dengan serum albumin bovin (BSA) yang mempunyai dua residu Trp (Trp-212 dan Trp-
134) (Peters 1985). Jujukan asid amino lainnya iaitu Ile (8) dan Met (6) adalah kurang,
tetapi komposisi residu Ala (62), Leu (61), Lys (59) dan Glu (62) adalah sangat tinggi
(Peters 1985). Data kristalografi menunjukkan struktur 3D HSA yang seiras bentuk jantung
dengan dimensi 80 x 80 x 30 A (Rajah 2.5). Struktur kristal HSA terbentuk dari tiga domain
utama (I, II dan III). Setiap domain terbahagi kepada dua subdomain (A dan B) yang
diwakili subdomain IA (residu asid amino 1—-105), IB (residu asid amino 106—195), ITA
(residu asid amino 196—292), IIB (residu asid amino 293—383), IIIA (residu asid amino
384—491) dan IIIB (residu asid amino 492—585) (Sugio et al. 1999).

Rajah 2.5 Struktur 3D kristal HSA (PDB: 1E7E). Domain HSA (I-III) dan subdomain (A dan B)
diwarnakan dengan merah (IA), merah muda (IB), hijau (ITA), hijau muda (IIB), biru
(IITA) dan biru muda (IIIB). Titian dwisulfida digambarkan dengan batang kuning,

manakala residu Cys-34 pada subdomain IA diwakili dengan sfera kuning.

Sumber : Adaptasi daripada Larsen et al. 2016
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Berdasarkan analisis kristralografi sinar-X struktur sekunder bagi HSA, didapati
bahawa protein ini mempunyai komposisi heliks-a yang tinggi, iaitu melebihi separuh
struktur protein ini iaitu sebanyak 67%, dengan -furn sebanyak 10% dan kawasan fleksibel
yang terletak di antara setiap subdomain mencapai 23%, tanpa lembaran-f3 (Carter & Ho
1994). Walau bagaimanapun, anggaran struktur sekunder HSA berdasarkan kaedah
spektroskopi FT-IR adalah 52% heliks-a, 18% gegelung rawak, 19% B-furn dan terdapat
kehadiran lembaran-f3 sebanyak 11% (Wang et al. 2015). Manakala, analisis struktur
sekunder HSA menggunakan spektroskopi dwikroisme membulat dianggarkan meliputi
58% heliks-a, 20% lembaran-f (selari dan tak selari) dan 22% gegelung rawak (Dubey et
al. 2018). Perbezaan ini kemungkinan disebabkan oleh pelbagai faktor, termasuklah kaedah
analisis yang berbeza, penyediaan sampel protein yang berbeza, serta susunan struktur
protein yang mungkin berubah dalam keadaan larutan yang berbeza (Wang et al. 2015). Ini
menunjukkan bahawa penentuan struktur sekunder protein adalah subjektif terhadap

kaedah analisis yang digunakan serta keadaan eksperimen yang berkaitan.

Skematik struktur sekunder digambarkan dalam Rajah 2.6 menunjukkan subdomain
A yang terdiri daripada enam struktur heliks-o, manakala subdomain B pula terdiri daripada
empat heliks-a. Penyambungan domain I-1I (173—205) dan II-II1 (365—398) menghasilkan
dua struktur heliks terpanjang HSA yang menyebabkan jumlah heliks sebenar adalah 28,
bukannya 30 (Sugio et al. 1999). Kefleksibalan dan kestabilan konformasi protein pada pH
fisiologi dipengaruhi oleh kehadiran 17 pasang titian dwisulfida (Paris et al. 2012; Sugio et
al. 1999). Domain I memiliki 5 pasang titian dwisulfida, manakala domain II dan III dengan
masing-masing memiliki 6 pasang titian dwisulfida. Terdapat satu residu sistena yang tidak
terlibat dalam interaksi titian dwisulfida iaitu Cys-34 yang diwakili sfera berwarna kuning
dalam Rajah 2.5. Titian dwisulfida ini memainkan peranan penting dalam kestabilan
protein, yang secara tidak langsung memanjangkan jangka hayat biologi dan mengekalkan
struktur 3D protein (Nurdiansyah, Rifa'i & Widodo 2016). Ini merupakan aspek penting
dalam kestabilan dan peranan biologi protein bagi memastikan protein dapat berfungsi

dengan baik dalam persekitaran yang berbeza.
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Gambaran skematik struktur sekunder dan titian dwisulfida bagi topologi protein HSA.
Struktur heliks digambarkan segiempat, gegelung diwakili garisan berwarna hitam dan titian
dwisulfida diwakili garisan berwarna merah. Setiap subdomain diwakili dengan kod warna
tertentu (IA: merah jambu tua, IB: merah jambu muda, IIA: biru muda, IIB: biru tua, ITIA:
hijau muda, IIIB: hijau tua). Tapak pengikatan asid lemak ditunjukkan dengan garisan
putus-putus berwarna merah, manakala tapak pengikatan logam dibulatkan dengan garisan

putus-putus berwarna hitam.

Sumber: Adaptasi daripada Al-Harthi et al. 2019
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2.5.2 Peranan dan kepelbagaian fungsi protein HSA

Sebagai protein plasma utama dalam darah, HSA memainkan peranan penting dalam badan
manusia. Fungsi asasnya meliputi menyeimbangkan tekanan osmotik, memberikan
perlindungan terhadap radikal bebas serta mengangkut nutrien dan molekul. Dalam bidang
perubatan, HSA digunakan untuk merawat penyakit seperti diabetes, barah, sepsis,
hepatitis, dan dalam diagnosis serta pengimejan. Sebagai vektor penghantaran dadah, HSA
memungkinkan penghantaran dadah yang terkawal untuk rawatan penyakit (Dewangan

2020).

Di dalam kapilari darah, protein HSA mempunyai kesan onkotik dan bercas negatif
yang menyumbang kepada 80% tekanan osmotik (Bairagi, Mittal & Mishra 2015;
Dewangan 2020). HSA juga memainkan peranan utama untuk mengekalkan pH darah
(Bern et al. 2015). Ini dibuktikan dengan penglibatan HSA dalam kestabilan lapisan
endotelium dan mengekalkan ketelapan kapilari normal dengan mengurangkan kerosakan
oksidatif dan memodulasi keradangan (Caraceni, Tufoni & Bonavita 2013). Menariknya,
HSA mempunyai aktiviti enzim yang terlibat dalam beberapa aktiviti hidrolisis, seperti
aktiviti bak esterase dan aktiviti tioesterase (Kragh-Hansen 2016). HSA dianggap sebagai
depot penting bagi molekul pengisyaratan utama, nitrik oksida (NO). Keupayaan HSA
mengikat NO telah memanjangkan bioaktiviti NO seperti vasolidasi dan merencat
pengagregatan platelet (Spinella, Sawhney & Jalan 2015). HSA memperlihatkan aktiviti
seperti anti-trombotik, yang terbukti dengan pengurangan bekuan darah bagi individu paras
albumin tinggi berbanding individu paras albumin normal berdasarkan pengukuran

trombelastometri (TEM) (Paar et al. 2017).

Selain itu, HSA bertindak sebagai pembawa sisa toksik dengan mengikat bilirubin
(BR), iaitu produk sisa katabolisma heme dan mengangkutnya ke hati untuk disingkirkan
(Moosavi-Movahedi et al. 2006). Aktiviti anti-oksidan albumin muncul secara tidak
langsung ketika HSA mengikat BR pada tapak primernya dan bertindak sebagai perencat
peroksidaan lipid. Kompleks BR—HSA juga membantu melindungi a-tocopherol daripada

kerosakan yang diperantara oleh radikal peroksil (Roche et al. 2008). Peranan anti-oksidan
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albumin juga termasuk mengurangi jumlah spesies reaktif oksigen (ROS) dan spesies
reaktif nitrogen (RNS) yang melibatkan kumpulan tiol pada Cys-34 HSA (Anraku et al.
2013; Roche et al. 2008). Residu asid amino Cys-34 terdedah di permukaan protein juga
berinteraksi dengan pelbagai ion logam (kuprum, kobalt, nikel dan zink) dan seterusnya
menghadkan aktiviti redoksnya yang menghasilkan radikal bebas (Caraceni, Tufoni &
Bonavita 2013; Fanali et al. 2012). Ini juga disokong oleh kajian lain yang menegaskan
bahawa terdapat banyak ion logam yang mengedok pada tapak pengikatan khusus pada
residu sistein protein ini (Bal et al. 2013). HSA juga berfungsi melindungi asid lemak dan

lipoprotein daripada kerosakan peroksidatif (Fanali et al. 2012).

Dalam bidang perubatan, penggunaan albumin berperanan mengikat dan
menyingkirkan bilirubin (BR), yang menjadi penyebab penyakit hemolisis bagi bayi baru
lahir (Larsen et al. 2016; Ree et al. 2017). Selain itu, pemberian intravena albumin kepada
kumpulan pesakit peritonitis bakteria spontan yang berisiko tinggi juga mampu
mengurangkan kadar kematian sebanyak 28.8% berbanding tanpa rawatan albumin
sebanyak 46.8% (Poca et al. 2012). Penggunaan albumin semasa pembedahan pintasan
kardiopulmonari juga berkesan melindungi glikokaliks endotelium dengan mengurangkan
hipervolemia bagi mengekalkan tekanan berkoloid dan tidak mempengaruhi koagulasi
darah (Vlasov et al. 2020). Terapi berkoloid albumin berpotensi merawat pesakit
hipoproteinemik yang mengalami masalah kesukaran bernafas (Polito & Martin 2013).
Namun, kajian yang terhad menyebabkan ketidakjelasan terhadap potensi albumin dalam

mengatasi simptom kesukaran bernafas (Uhlig et al. 2014).

Selanjutnya, penggunaan HSA sebagai protein pembawa telah diaplikasikan dalam
bidang diagnosis dan pengimejan seperti pengimejan resonans magnet (MRI) (Dobrynin et
al. 2020), terapi fototerma (PTT) (Ma et al. 2020), terapi fotodinamik (PDT) (Zheng et al.
2020), dan teranostik (Ishay et al. 2016). Kepekatan albumin di dalam serum seseorang
individu telah digunakan sebagai penunjuk bagi menerangkan keadaan kesihatan dan
nutrisi individu tersebut. Contohnya, HSA digunakan sebagai penanda prognostik bagi
pesakit AIDS (Ronit et al. 2017), manakala HSA terglikolasi adalah indikator yang baik
untuk diagnosis penyakit diabetes mellitus (Raghav, Ahmad & Alam 2017). Beberapa
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pendekatan yang digunakan penyelidik untuk membangunkan kompleks albumin—dadah
seperti perlakuran dengan protein yang mempunyai berat molekul rendah, pempolimeran
dan pengubahsuaian albumin. Misalnya, Abraxane® iaitu albumin—palitaxel untuk rawatan
kanser payudara, dan Albinterferon® iaitu albumin yang dilakurkan bersama interferon a-
2B untuk rawatan hepatitis C (Ma et al. 2020). Penkonjugatan albumin—dadah secara
kovalen, seperti Aldoxorubisin® iaitu derivatif maleimide bagi dadah antikanser
doxorubisin boleh meningkatkan keberkesanan terapi kanser (Tayyab & Feroz 2021).
Manakala, konjugasi albumin—dadah secara bukan kovalen iaitu Levemir® yang
merupakan analog insulin yang dimodifikasi dengan penambahan asid miristik pada HSA,

telah digunakan untuk rawatan diabetes (Larsen et al. 2016).

Tambahan lagi, HSA juga berfungsi sebagai pengangkut dinamik yang membawa
pelbagai molekul kecil, terutamanya yang mempunyai keterlarutan akues yang rendah, di
seluruh sistem peredaran manusia. la mampu mengangkut pelbagai sebatian endogenus dan
eksogenus dan bertindak sebagai pengangkutan utama untuk dadah asidik seperti warfarin,
fenilbutazon, azapropazon, aspirin, asid kaprik dan ketoprofen (De Simone, di Masi &
Ascenzi 2021; Macigzek-Jurczyk et al. 2020; Yang, Zhang & Liang 2014). Ia juga berupaya
mengikat sebahagian dadah yang bersifat neutral dan basik seperti asebutolol dan
metoprolol (Martinez-Gomez et al. 2006). Pengikatan ligan ke protein plasma HSA adalah
selektif dan berlaku di tapak-tapak pengikatan tertentu pada protein ini. Hal ini
menunjukkan bahawa HSA tidak hanya mengikat dan mengangkut dadah dengan efektif,
namun boleh mengekalkan kestabilan dan fungsinya sebagai protein pengangkut utama

dalam sistem peredaran manusia.

Natijahnya, HSA merupakan protein plasma multi-fungsi yang penting dalam
pengawalaturan tekanan osmotik, pengangkutan pelbagai sebatian dadah serta digunakan
dalam aplikasi klinikal. Oleh demikian, kepelbagaian fungsi HSA telah menjadi landasan
yang baik untuk meneroka lebih mendalam kepentingannya dalam bidang perubatan. Fokus
kajian ini adalah untuk menyelidik interaksi sebatian psikotropik ketum (MTG dan 7-OH-
MTG) yang dapat memberikan maklumat tentang pengangkutan dalam sistem peredaran

dan potensi kesannya terhadap fungsi biologi HSA.
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2.5.3 Tapak-tapak pengikatan HSA

HSA mempunyai beberapa tapak pengikatan utama: tapak pengikatan I pada subdomain
ITA, tapak pengikatan II pada subdomain IIIA dan tapak pengikatan III pada subdomain IB
HSA. Selain itu, terdapat ligan-ligan tertentu yang lebih cenderung mengikat pada lokasi
selain tapak pengikatan utama. Visualisasi kepelbagaian tapak pengikatan HSA serta
contoh ligan dan dadah yang mengikat serta koordinasinya adalah ditunjukkan lebih
terperinci pada Rajah 2.7.

Rajah 2.7 Lokasi tapak pengikatan pelbagai ligan pada HSA. Ilustrasi ini menunjukkan struktur HSA
(PDB:17EH) dengan kehadiran tujuh asid palmitik (kelabu). Ketiga-tiga domain (I-I1I) dan
subdomain (A dan B) telah dinyatakan. Lokasi tapak pengikatan Sudlow I (subdomain ITA),
tapak pengikatan Sudlow II (subdomain IITA), tapak pengikatan 3 (subdomain IB), tapak
pengikatan logam dan tapak-tapak lain telah ditunjukkan.

Sumber : Adaptasi daripada Ghuman et al. 2005



48

a. Tapak pengikatan I

Tapak pengikatan I atau tapak Sudlow I, juga dikenali sebagai tapak pengikatan warfarin
yang terdiri daripada enam struktur heliks pada subdomain ITA dan satu gelung-heliks
(residu 148-154) yang disumbangkan oleh subdomain IB HSA (Ghuman et al. 2005).
Tapak ini mempunyai saku dengan dindingnya diliputi oleh rantaian hidrofobik dan laluan
masuk dengan residu bercas positif. Pintu masuk ke tapak pengikatan I dilingkungi oleh
subdomain IIB dan IIIA. Residu asid amino dari subdomain ini (IIB dan IIIA) telah
membentuk ruang kecil hadapan untuk pengikatan indometasin dan sebahagian struktur
bagi iodipamida, fenilbutazon dan warfarin (Ghuman et al. 2005). Majoriti ligan yang
dipercayai mengikat pada tapak ini adalah molekul asid dikarboksilik atau heterosiklik

dengan bercas negatif (Rimac et al. 2017).

Bahagian dalam tapak ini bersifat hidrofobik dan dikelilingi oleh residu Trp-214,
Leu-219, Phe-223, Leu-238, Leu-260, Ile-264, Ser-287, His-242, 11e-290 dan Ala-291
(Ghuman et al. 2005; Yang, Zhang & Liang 2014). Tapak ini mempunyai saku yang terdiri
daripada dua kluster residu berkutub iaitu kluster residu dalam (terletak di bahagian bawah
saku) yang melibatkan Tyr-150, His-242 dan Arg-257 dan kluster residu luar (di pintu
masuk saku) yang melibatkan Lys-195, Lys-199, Arg-218 dan Arg-222 (Rimac et al. 2017;
Yamasaki et al. 2013). Kaviti pengikatan terbesar adalah ruang tengah yang terdiri daripada
tiga kompartmen atau sub-ruang berbeza. Sub-ruang hidrofobik kiri dan kanan terletak
pada hujung belakang saku yang terbahagi oleh residu Ile-264. Sub-ruang ketiga terkeluar
daripada saku hadapan dan ditandakan oleh residu Phe-211, Trp-214, Ala-215, Leu-238
dan sebahagian residu alifatik Lys-199 dan Arg-218 (Ghuman et al. 2005).

Berdasarkan kajian kristalografi, tapak pengikatan ini digambarkan bersaiz besar
dan lebih fleksibel berbanding tapak pengikatan II (Yamasaki et al. 2013). Fleksibiliti
kawasan tapak ini boleh membenarkan beberapa ligan mengikat serentak, misalnya
pengikatan indometasin bersama azapropazon, oksifenbutazon dan fenilbutazon (Yamasaki
et al. 2013). Dadah-dadah tapak pengikatan I juga boleh mengikat pada kawasan yang

berbeza pada saku pengikatan subdomain IIA dan pada bahagian bersebelahan antara muka
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dengan subdomain IB (Ghuman et al. 2005; Zhu et al. 2008). Menurut Yamasaki et al.
(1996), tapak I mempunyai tiga kawasan (Ia, Ib dan Ic) yang separa bertindihan seperti
dalam Rajah 2.8 dan dipersetujui oleh Zhu et al. (2008) berdasarkan kajian kristalografi.
Ligan penanda yang efektif dan mengikat kuat adalah asenokoumarol bagi kawasan Ia,
dansil- L -asparagin (DNSA) bagi kawasan Ib dan n-butil p-ABE bagi kawasan Ic
(Yamasaki et al. 1996; Zhu et al. 2008). Beberapa kajian menunjukkan kawasan Ia dan Ib
sebagai kawasan pengikatan warfarin dan azapropazon (Kragh-Hansen 1983; Kragh-
Hansen 1985; Kragh-Hansen 2016). Secara keseluruhannya, tapak pengikatan I yang luas
ini juga boleh membenarkan pengikatan banyak dadah dalam masa yang sama, berbeza

dengan tapak pengikatan II yang lebih sempit.

Rajah 2.8 Lokasi kawasan Ia, Ib dan Ic di tapak pengikatan I HSA dengan ligan penanda tapak I.
Garisan putus-putus mewakili sempadan antara tiga kawasan termasuklah kawasan

bertindih. Kawasan warfarin dan azapropazon juga ditunjukkan dalam rajah.

Sumber : Adaptasi daripada Yamasaki et al. 1996
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b. Tapak pengikatan 11

Tapak pengikatan II atau tapak Sudlow II, juga dikenali sebagai indol-benzodiazipin yang
terdiri daripada enam struktur heliks di subdomain IIIA (Ghuman et al. 2005). Kriteria
tapak pengikatan ini adalah sama dengan tapak I, di mana dinding poket ini terbentuk oleh
rantai hidrofobik dan laluan masuk tapak ini daripada residu bercas positif. Pintu masuk
tapak ini lebih terdedah kepada pelarut kerana subdomain IIIA berputar lebih jauh dari
pintu masuk (Ghuman et al. 2005). Kebanyakkan ligan mengikat tapak ini selalunya adalah
asid karbosiklik alifatik atau aromatik dengan kumpulan berasid bercas negatif pada satu
hujung yang dipisahkan oleh bahagian hidrofobik ditengah molekul (Rimac et al. 2017;
Yamasaki et al. 2013).

Ciri-ciri tapak ini adalah lebih kecil, sempit, lebih selektif dan kurang fleksibel
berbanding tapak I (Filip et al. 2013). Maka, tidak hairanlah jika molekul bersaiz besar
seperti bilirubin, hemin dan hematin tidak boleh mengedok pada tapak ini (Kragh-Hansen,
Chuang & Otagiri 2002). Kawasan tapak yang kecil ini sepadan dengan bahagian tengah
saku pengikatan tapak I dan hanya terdapat satu sub-kompartmen iaitu ruang kecil
hidrofobik sebelah kanan belakang. Sub-ruang sebelah kiri tapak ini terhapus oleh
kehadiran residu Tyr-411, yang berlaku pada subdomain IIIA pada posisi sepadan dengan
residu Leu-219 pada subdomain IIA. Berdasarkan kristalografi HSA, tapak II ini
sebahagian besarnya adalah kaviti hidrofobik dengan satu tompok berkutub dominan
berhampiran pintu masuk saku yang berpusat pada residu Tyr-411, tetapi juga melibatkan
Lys-414, Ser-489 dan Arg-410. Pembentukan titian garam antara Arg-348—Glu-450 dan
Arg-485—Glu-383 menandakan hujung penutup poket. Residu Arg-410 dan Lys-414 dari
tapak II merupakan dua residu asid amino yang setara dengan tompokan berkutub pada

tapak I yang melibatkan residu Arg-218 dan Arg-222 (Ghuman et al. 2005).

Walaupun tapak ini agak kecil, namun kebolehsuaian tapak ini membuktikan
kemampuannya untuk berinteraksi dengan dua molekul asid lemak rantai panjang pada
tapak pengikatan asid lemak FA3 dan FA4 atau berinteraksi dengan satu molekul tiroksin

(Al-Harthi et al. 2019). Ekor metilena asid lemak terikat pada FA3 menduduki kawasan tak
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berkutub, manakala kumpulan karboksilat asid terikat pada FA4 berkemungkinan
berinteraksi dengan tompokan berkutub tapak ini (Al-Harthi et al. 2019). Pengikatan asid
lemak pada FA3 tidak menunjukkan sebarang interaksi dengan tompokan berkutub yang
berpusat pada residu Tyr-411. Bukan itu sahaja, pengikatan asid lemak pada tapak
pengikatan II membawa kepada alterasi struktur HSA yang ketara, melibatkan putaran
domain I dan III berbanding dengan domain II (Yamasaki et al. 2017). Sebaliknya,
pengikatan dadah di tapak I dan II hanya membawa kepada perubahan konformasi
setempat. Walaupun begitu, kesan struktur yang kecil dan kehadiran tapak pengikatan
tambahan membawa kepada interaksi alosterik antara tapak I dan II (Al-Harthi et al. 2019).
Contoh interaksi alosterik yang melibatkan ligan tapak I dan II yang telah dilaporkan adalah
warfarin—diazepam, pinoxicam—diazepam, tenoxicam—diazepam, aspirin—amlodipine dan

dansyl-L-asparagine (DNSA)-ibuprofen atau diazepam (Yamasaki et al. 2017).

Seterusnya, tapak pengikatan II juga kelihatan kurang fleksibel kerana ligan
mengikat pada tapak ini sering menunjukkan stereoselektiviti dan sangat dipengaruhi oleh
pengubahsuaian struktur ligan dengan kumpulan yang agak kecil. Contohnya, (R)-
ibuprofen mengikat tapak II dengan afiniti pengikatan 2.3 kali lebih tinggi berbanding (S)-
enantiomer (Yamasaki et al. 2013). Selain itu, afiniti pengikatan (S)-karbenisilin adalah 4
kali lebih kuat daripada (R)-enantiomer (Itoh et al. 1996), manakala (R)-sulbenisilin adalah
2.3 kali daripada (S)-sulbenisilin (Tsuda et al. 2001). Contoh lainnya, diazepam juga
mengikat pada tapak ini tetapi bukan pemflorinan diazepam iaitu flunitrazepam (Filip et al.
2013). Oleh itu, meskipun tapak ini boleh diakses oleh pelbagai ligan, namun ia lebih terhad
berbanding tapak I. Fakta ini menunjukkan bahawa walaupun tapak ini mempunyai
kemampuan untuk mengikat pelbagai ligan yang berbeza, namun fleksibiliti yang terhad

telah menghalang pengikatan ligan bersaiz besar atau lebih kompleks.

c. Tapak Pengikatan I1I

Subdomain IB HSA yang terdiri daripada empat struktur heliks telah dianggap sebagai
tapak pengikatan III kerana menjadi pilihan bagi pengikatan sebahagian dadah
farmaseutikal dan sebatian bioaktif (Zsila 2013; Zunszain et al. 2008). Tidak hanya itu,
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eksperimen kristalografi juga menunjukkan bahawa terdapat celah besar pada subdomain
IB yang merupakan lokasi tapak pengikatan sekunder untuk beberapa sebatian tertentu
(Zunszain et al. 2008). Tapak ini lebih cenderung untuk pengikatan bahan endogenus dan

sebatian heterosiklik (Zsila 2013).

Penyusunan semula residu-residu berbes pada pintu masuk tapak ini merupakan
aspek penting yang menjelaskan fleksibiliti tapak ini. Fenomena ini telah memungkinkan
interaksi pelbagai ligan yang berkutub pada tapak ini (Zunszain et al. 2008). Tapak ini juga
diliputi oleh beberapa residu asid amino hidrofobik (Ile-142, Leu-135, Leu-139, Ala-158,
Phe-134, Met-123 dan Phe-165) dan residu berkutub (Tyr-138 dan Tyr-161). Struktur saku
pengikatan subdomain IB berbentuk “L” disebabkan oleh susunan n—r antara gelang
aromatik bagi residu Tyr-138 dan Tyr-161 (Ling et al. 2018; Zsila 2013). Interaksi dengan
beberapa ligan seperti rantaian asid lemak atau hemin pada saku ini telah membuka susunan
Tyr. Setiap residu Tyr ini diputar hampir 90° bertentangan dan seterusnya saku ini menjadi
bentuk “D”. Saku baru berbentuk “D” ini dapat membenarkan sepenuhnya gegelang satah
porfirin hemin. Ekor metilen asid lemak mengikat pada lengkuk saku di sekitar dinding
belakang dan ini meninggalkan ruang yang mencukupi untuk pengikatan bersama dengan
ubat seperti indometasin dan asid triiodobenzoik (Zunszain et al. 2008). Walau
bagaimanapun, terdapat juga beberapa ligan lain seperti asid fusidik dan bilirubin yang

tidak mempengaruhi susunan n—= ini (Ling et al. 2018).

Lebih kurang 60 sebatian bioaktif dengan kepelbagaian struktur (asid, neutral, bes)
telah menunjukkan afiniti tinggi pada tapak pengikatan ini (Zsila 2013). Tapak pengikatan
III ini merupakan tapak pengikatan primer bagi asid fusidik, bilirubin dan hemin dan
ketiga-tiganya mengikat pada lokasi yang sama (Yamasaki et al. 2013; Zsila 2013).
Subdomain IB juga dikenalpasti sebagai tapak pengikatan utama bagi anestetik setempat,
lidokaina. Ia juga berfungsi sebagai tapak pengikatan sekunder bagi beberapa dadah
penting seperti azapropazon, warfarin, indometasin, asid iofenosik, asid triitodobenzoik dan
3'-azida-3'-deoksitimidina (AZT) (Ghuman et al. 2005). Pengikatan dimerik oleh
idarubicin dan metil oren pada tapak III ini telah menekankan ciri-ciri fleksibiliti tapak ini

(Zsila 2013). Keseluruhannya, kehadiran pelbagai jenis dadah ini mengambarkan bahawa
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tapak ini mempunyai struktur yang berkebolehan menampung pelbagai sebatian dengan

sifat kimia yang berbeza-beza.

d. Lain-lain tapak

Selain dari tapak pengikatan utama (tapak pengikatan I, II dan III), terdapat juga tapak
pengikatan lain yang menjadi tumpuan iaitu tapak pengikatan pada subdomain IA, IIB dan

I1IB) serta tapak pengikatan logam.

Analisis kristalografi menunjukkan bahawa dadah propofol mengikat pada kedua-
dua subdomain IIIA dan IIIB (Ghuman et al. 2005). Tapak pengikatan sekunder untuk
ibuprofen dan diflunisal terletak di antara subdomain IIA dan IIB, manakala tapak
pengikatan untuk oksifenilbutazon terletak di dalam subdomain IIIB (Yamasaki et al.
2013). Di subdomain IIIB, kumpulan karboksil asid lemak berinteraksi dengan Lys-525,
dibantu oleh Tyr-401 (Kragh-Hansen 2016). Dadah anti-bakteria imipenem berinteraksi
dengan residu Arg-410 dan Try-411 pada subdomain IIIA dapat mempengaruhi perubahan
aktiviti esterase HSA dan boleh mengikat lemah di antara celah subdomain IIA-IIB
(Rehman, Shamsi & Khan 2014). Dadah anestesia, halotana merupakan dadah tapak II juga
berkebolehan untuk mengedok di permukaan luar antara subdomain IIA dan IIB (Ghuman
et al. 2005). Sebatian anestesia lainnya, iaitu 1-kloro-1,2,2-triflurosiklobutana berinteraksi
dengan residu Trp-214 dan mengikat di celah antara subdomain IA dan ITIA (Eckenhoff et
al. 2000). Bagi HSA bebas asid lemak mempunyai empat tapak pengikatan untuk hormon
tiroksin iaitu tiroksin 1 pada subdomain IIA, tiroksin 2 pada subdomain IIIA, tiroksin 3 dan
tiroksin 4 terletak dalam subdomain IIIB (Petitpas et al. 2003). Pembentukan tapak
pengikatan tiroksin yang baru di subdomain IB juga diperhatikan dalam kajian kristalografi

bagi HSA dalam kehadiran miristat (Ha & Bhagavan 2013).

Disamping itu, derivatif busillamina, D-penisilamina, captopril dan asid etakrinik
terikat kepada HSA melalui interaksi dengan residu Cys-34 di subdomain IA yang berada
di celah permukaan protein (Rimac et al. 2017). Lokasi ini juga menjadi tapak pengikatan
ion logam ion emas(I), ion platina(Il), ion perak(I), ion merkuri(Il)) dan juga dadah yang

mengandungi logam seperti auranofin (Talib, Beck & Ralph 2006). Terdapat juga tapak
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pengikatan logam lain yang terletak pada hujung terminal-N (dikenali tapak terminal-N)
yang meliputi residu Asp-1, Ala-2, His-3 dan Lys-4. Tapak ini berafiniti tinggi terhadap
ion logam tertentu seperti ion tembaga(Il), ion kobalt(Il), kuprum(Il) dan ion nikel(I)
(Sadler, Tucker & Viles 1994). Selain itu, terdapat juga tapak pengikatan multi-logam
utama atau dikenali tapak pengikatan kadmium A (MSB-A) yang terletak di kawasan antara
domain I/Il dan dikelilingi oleh FA1, FA2 dan FA7 (Mothes & Faller 2007). Tapak ini
berafiniti tinggi terhadap ion kadmium (IT) dengan nilai Kq iaitu 5.0 x 10~®M dan bertindak
sebagai tapak pengikatan sekunder bagi Cu (II) (Al-Harthi et al. 2019). Seterusnya, tapak
logam keempat iaitu tapak kadmium B (MBS-B) mempunyai afiniti pengikatan yang
serupa dengan Cd(II) seperti tapak MSB-A (Mothes & Faller 2007). Ia juga dianggap
sebagai tapak pengikatan utama untuk ion mangan(Il) dan ion kobalt(Il) (Al-Harthi et al.
2019). Kesan salingan tapak-tapak pengikatan logam disebabkan sifat pengikatan yang
berbeza telah mencadangkan kemungkinan berlakunya interaksi antara bahagian protein

yang berkaitan.

Tambahan lagi, terdapat kajian yang menyatakan bahawa sebatian opioid propofol
mempunyai dua tapak pengikatan di subdomain IIIA dan IIIB HSA (Zhou et al. 2012).
Sebaliknya, sebatian opioid seperti morfin dan naloxone berkongsi tapak pengikatan di
antara subdomain IA dan IIA, yang turut merupakan salah satu tapak utama bagi pengikatan
halotana (HAL7) dan FA2. Naloxone juga mempunyai tapak pengikatan tersendiri dalam
HSA yang terletak berhampiran Trp-214 di subdomain IIA, dan tapak ini diketahui turut
mengikat halotana (HAL6) (Zhou et al. 2012). Menariknya, beberapa sebatian terbitan
indol yang mempunyai persamaan struktur dengan MTG turut mengikat pada tapak yang
sama (Alves et al. 2021; Pawar, Kalalbandi & Jaldappagari 2018). Tambahan pula, tapak
III di subdomain IB HSA juga dikenalpasti sebagai tapak pengikatan bagi beberapa
sebatian indol lain yang bertindak sebagai agen psikotropik, termasuklah dietilamida asid
lisergik, dimetiltriptamina dan psilosibin (Khastar et al. 2020). Maka, pengikatan MTG
pada HSA dijangkakan untuk berinteraksi pada tapak yang sama dengan dadah opioid atau

sebatian terbitan indol.
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Oleh itu, pentingnya untuk mengkaji serta menganalisis dengan teliti tapak
pengikatan pada HSA oleh pelbagai jenis dadah dan sebatian bioaktif. Ini adalah langkah
yang penting dalam memahami farmakokinetik yang relevan dengan mekanisme
pengikatan, termasuk tindak balas sesaran yang mungkin berlaku antara interaksi

dadah—dadah yang berbeza.

2.6 GLIKOPROTEIN ASID-a,

Glikoprotein asid-a1 (AAQG), atau juga dikenali sebagai orosomucoid (ORM), merupakan
sejenis protein plasma yang terglikolasi dan berasal daripada subfamili lipocalin (Luo et al.
2015; Schmidt, Gonzalez & Derendorf2010). Kepekatan AAG dalam plasma orang dewasa
sihat adalah sekitar 2-3% daripada jumlah keseluruhan protein plasma, iaitu sekitar 12.5—
25 uM (0.05 to 0.1 g/dL), yang jauh lebih rendah daripada HSA (Huang & Ung 2013).
Kebanyakkan protein AAG disintesis (sekitar 10 mg/kg/hari) di dalam hati dan
dirembeskan ke dalam sistem peredaran darah. AAG juga disintesis dan dirembeskan oleh
organ lain seperti jantung, paru-paru dan perut (Ruiz 2021). AAG mempunyai separuh
hayat sekurang-kurangnya 2—3 hari atau sekitar 5 hari (Bteich 2019). AAG juga merupakan
glikoprotein kecil fasa akut yang bercas negatif dan sangat larut di dalam air dan pelarut
organik berkutub lainnya. Titik isoelektriknya berbeza-beza antara 2.8 dan 3.8 pada
keadaan pH fisiologi (Luo et al. 2015).

2.6.1 Struktur varian polimorfik AAG

Pengeksperesan gen AAG berlaku pada kromosom 9 (kedudukan g31-34.1) dan
melibatkan tiga gen bersebelahan iaitu AAG-A, AAG-B dan AAG-B’. Ketiga-tiga gen ini
memainkan peranan penting dalam mengekodkan protein AAG yang terdapat dalam badan
manusia. Gen AAG-A secara khusus mengekodkan tiga varian protein iaitu varian F1, F2
dan S. Manakala, gen AAG-B dan AAG-B’ pula bertanggungjawab mengekodkan varian
A (Schonfeld et al. 2008). Secara kolektifnya, varian F1, F2 dan S dirujuk sebagai F1*S
yang dikodkan oleh gen ORMI1 (AAG-A) yang berbeza lebih kurang lima asid amino
(Schonfeld et al. 2008). Varian F1 mempunyai GIn-38 dan Val-174, varian F2 mempunyai
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GIn-38 dan Met-174 dan varian S mempunyai Arg-38 dan Val-174 (Schonfeld et al. 2008;
Taguchi et al. 2013).

Bagi varian A pula, ia dikodkan oleh gen ORM2 (AAG-B/B’) yang mempunyai
lebih kurang 22 tapak penggantian asid amino. Kemudiannya, ia ditranslasikan kepada 21
penggantian asid amino di antara varian F1*S dan A (Huang et al. 2012), yang membawa
kepada perbezaan struktur di antara kedua-dua varian tersebut. Secara terperincinya,
perbezaan antara varian F1 dan S adalah lebih kecil, dengan hanya mempunyai satu
penggantian asid amino GlIn/Arg pada kedudukan 20 (Fitos et al. 2012). Protein AAG
manusia sebenarnya wujud sebagai campuran varian F1*S dan A. Di dalam darah manusia,
nisbah kemolaran varian F1*S dan A adalah di antara 3:1 sehingga 2:1 (Nishi et al. 2011),
yang menunjukkan bahawa varian F1*S adalah lebih dominan berbanding varian A.
Taburan varian F1 dan S meliputi seluruh dunia, namun varian F2 adalah lebih terhad dan
ditemui terutamanya di kalangan orang Eropah dan Asia Barat (Taguchi et al. 2013). Ini
menunjukkan variasi genetik antara populasi yang berkemungkinan mempengaruhi respons

terhadap dadah dan risiko penyakit dalam bidang perubatan.

Jumlah jujukan polipeptida AAG natif adalah 201 asid amino dengan kehadiran
peptida isyarat merembes terminal-N sebanyak 18 residu (Taguchi et al. 2013). Maka,
struktur matang protein AAG manusia adalah sebanyak 183 asid amino. Perbezaan residu
asid amino bagi AAG varian F1*S dan varian A iaitu sebanyak 21 residu asid amino, yang
diterangkan dalam Rajah 2.9. Protein AAG adalah rantaian polipeptida tunggal dengan
berat molekulnya sekitar 4143 kDa, yang mengandungi 59% asid amino (183 residu) dan
kandungan karbohidrat yang tinggi iaitu melebihi 41% daripada berat keseluruhan molekul
(Bteich 2019). Kandungan karbohidrat ini termasuklah asid sialik (12%), heksosa neutral
(14%), heksosamina (14%) dan fruktosa (1%). Komposisi asid sialik pada AAG
menyumbang kepada cas negatif permukaan protein (Luo et al. 2015). Terdapat lima
struktur heteropolisakarida (rantaian N-glikan) mengikat secara kovalen dengan lima
residu Asn (Asn-15, Asn-38, Asn-54, Asn-75 dan Asn-85) yang membentuk tapak N-
glikosilasi (Bteich 2019).
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Rajah 2.9 Penjajaran jujukan dan superposisi struktur bagi kedua-dua isoform varian AAG
manusia. Anotasi struktur sekunder adalah berpadanan dengan struktur kristal AAG
varian F1*S. Residu Cys yang terlibat dalam pembentukan titian dwisulfida diwakili
warna merah, residu Trp-25 yang terbenam dalam saku hidrofobik protein diwakili
warna hijau dan tapak glikosilasi diwakili warna kelabu. Manakala, perbezaan residu

asid amino bagi ORMI1 (varian F1*S) dan ORM2 (varian A) diwakili warna kuning.

Sumber : Adaptasi daripada Schonfeld et al. 2008

Struktur varian F1*S dan A mengandungi lipatan lipocalin yang terdiri daripada 8
bebenang B (Rajah 2.10). Komposisi B-bebenang bagi varian F1*S adalah sepadan dengan
residu asid amino 24-32, 45-54, 58-68, 71-82, 86-92, 95-103, 109-114 dan 123-128
(Schonfeld et al. 2008). Manakala, varian A terdiri daripada B-bebenang yang sepadan
dengan residu asid amino 23-32, 44-54, 59-68, 71-82, 87-92, 95-102, 109-114 dan 123—
128 (Nishi et al. 2011). Struktur sekunder B-bebenang ini diapit oleh struktur heliks-a yang
melibat beberapa residu polipeptida iaitu 15-20, 3543, 135-148, dan 165—172 (Schonfeld
et al. 2008) bagi varian F1*S, manakala 15-21, 35-42, 135-147, dan 166171 bagi varian



58

A (Nishi et al. 2011). Terdapat 4 gegelung yang memainkan peranan menghubungkan
bebenang-bebenang [ iaitu gelung 1 (A/B), 2 (C/D), 3 (E/F) dan 4 (G/H). Gelung 2 dan 3
adalah agak pendek yang terletak di pintu masuk saku pengikatan dan membentuk selekoh
tajam, manakala gelung 1 dan 4 adalah lebih panjang. Tambahan lagi, terdapat kehadiran
dua titian dwisulfida yang letak pada kawasan terminal-N (residu Cys-5—Cys-147) dan
pada kawasan terminal-C (residu Cys-72—Cys-165) (Schonfeld et al. 2008).

Rajah 2.10 Struktur 3D kristal AAG bagi (A) varian F1*S (PDB: 3KQO) dan (B) varian A (PDB:
3APU). Struktur sekunder: B-bebenang (kuning), heliks-o (merah jambu), gegelung
(kelabu), dua titian dwisulfida (hijau) dan lima rantai N-glikan (biru).

Sumber : Adaptasi daripada Schonfeld et al. 2008

Hasil analisis kristalografi struktur sekunder AAG memperoleh 25.7% kandungan
heliks-a, 39.3% lembaran-3 dan selebihnya struktur gegelung sebanyak 35% (Schonfeld et
al. 2008). Berbeza dengan hasil yang diperoleh menggunakan spektroskopi Raman dengan
anggaran peratusan moieti adalah heliks-a: 15%, lembaran-f: 41%, B-turn: 12%, jalur: 8%
dan struktur tak tertib: 24% pada pH 7.4 (Luo et al. 2015). Walau bagaimanapun, analisis
hasil spektroskopi transformasi Fourier inframerah (FTIR) mendapati 12% struktur heliks-
o, 37% lembaran-B, 13% B-turn, 15% jalur dan 25% struktur tak tertib (Kopecky et al.

2003). Sementara itu, kajian lain yang menggunakan spektroskopi CD menunjukkan
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kandungan protein AAG natif adalah berjumlah 33% heliks-a dan 41.7% lembaran-3
(AlAjmi et al. 2020). Kajian terbaru menggunakan spektroskopi CD melaporkan
kandungan lembaran-3 adalah 46.3% bagi protein AAG natif (Liu et al. 2024). Perbezaan
hasil kajian ini menekankan pentingnya kaedah analisis dan keadaan eksperimen dalam

penentuan struktur protein.
2.6.2 Fungsi biologi dan peranan patalogi AAG

AAG adalah salah satu protein anti-radang dan dianggap sebagai protein fasa akut yang
terlibat dalam pelbagai aktiviti modulasi tindak balas imun (Bi et al. 2017; Hochepied et
al. 2003; Ruiz 2021). Pengekspresan gen AAG diperaturkan oleh pelbagai sitokin pro-
radang (IL-1 dan IL-6), kemokines (IL-8), faktor nekrosis tumor-alfa (TNF-a) dan
glukokortikoid (Smith & Waters 2019; Tesseromatis et al. 2011). Aruhan pengekspresan
ORMI1 dalam monosit manusia oleh vitamin D dapat menghalang pengekspresan sitokin
pro-radang (TNF-a, IL-6) dan menggalakkan pengekspresan penanda penyahaktifan
(MMP9, CD163) (Gemelli et al. 2013). Begitu juga, AAG dilaporkan mengaktifkan tapak
jalan pengisyaratan TLR4/CD14 dalam kedua-dua sel THP-1 terbeza bak makrofaj dan sel
mononuklear darah periferal dengan rangsangan keradangan. Ini seterusnya membawa
kepada ekspresi terkawal CD163 melalui aruhan IL- 6 dan IL-10 serta perencatan proses
keradangan (Komori et al. 2012). AAG boleh menganggu fungsi sitokin dengan mengaruh
perembesan reseptor TNF-o dan antagonis IL-1 (Luo et al. 2015).

AAG telah terbukti secara khusus melindungi tikus daripada kejutan maut yang
disebabkan oleh TNF-a dan keradangan hepatitis yang disebabkan oleh TNF-a bersama
galaktosamina in vivo (Luo et al. 2015). AAG juga boleh mengaruh pelepasan TNF-a, IL-
1, IL-6 dan IL-12 larut oleh leukosit mononuklear secara sistemik dan setempat (Hochepied
et al. 2003). AAG berfungsi menghalang olengan (rolling), lekatan serta pemindahan
leukosit in vivo, dan bertindak balas terhadap kemotaksis secara in vitro (Mestriner et al.
2007). Ia juga terlibat dalam pengurangan pemindahan neutrofil dan meningkatkan
kerentanan terhadap sepsis pada tikus diabetes (Spiller et al. 2012). AAG juga dianggap

peramal prognostik yang baik bagi pesakit sepsis berbanding indikator lain seperti
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pengiraan sel darah putih, kadar protein C-reaktif (CRP) dan laktat (Hsiao et al. 2019). Di
klinik, paras peredaran AAG yang lebih rendah didapati pada pesakit kejutan septik
berbanding dengan pesakit tanpa kejutan. Juga, paras AAG secara tidak langsung dikaitkan
dengan kematian 96 jam pada individu dengan sepsis teruk (Luo et al. 2015). Maka,
penerangan dari beberapa kajian ini mencadangkan AAG berfungsi sebagai agen
imunomodulasi dalam tidak balas fasa akut dengan mengawalatur aktiviti sel imun, seperti

makrofaj dan neutrofil, dan mengawal pengeluaran sitokin keradangan.

Selain itu, AAG diklasifikasikan sebagai protein fasa akut, bermakna berlaku
peningkatan plasma AAG dalam darah disebabkan tindak balas terhadap keradangan,
jangkitan, barah dan kecederaan tisu (Smith & Waters 2019). Kepekatan AAG boleh
meningkat sehingga 10 kali ganda berbanding dengan paras normal, bergantung kepada
keparahan keadaan penyakit. Terdapat beberapa kajian melaporkan tentang peningkatan
tahap AAG pada pesakit dengan karsinoma hepatoselular, kolangioselular, kolorektal dan
gastrik (Pitekova et al. 2019; Yildirim et al. 2007). Purata kepekatan AAG dalam serum
dan asites pesakit kanser perut dengan karsinomatosis peritoneal adalah lebih tinggi
daripada purata kepekatan AAG yang diperhatikan dalam serum individu sihat (Ohbatake
et al. 2016). Selain itu, Ayyub et al. (2016) telah mendapati peningkatan tahap AAG pada
pesakit-pesakit yang mengalami karsinoma sel skuamosa (2.93 g/L) dan adenokarsinoma
(2.39 g/L) berbanding dengan kumpulan kawalan yang sihat (0.83 g/L). Peningkatan ketara
AAG dapat diperhatikan dalam kanser payudara dengan pengekspresan AAG yang tinggi
dalam sel-sel dan tisu kanser payudara, dan lebih tinggi pada peringkat IV berbanding
peringkat I1I dan II (Qiong & Yin 2022). Oleh demikian, prognosis kanser kelihatan berkait
rapat dengan tahap AAG dan pemantauan tahap AAG dapat memberikan maklumat

berharga tentang keparahan penyakit, respons terhadap rawatan dan ramalan awal.

Selain itu, AAG juga melindungi daripada jangkitan bakteria dan virus. Struktur
polimer AAG menghalang pertumbuhan beberapa strain virus influenza dan parasit malaria
(Israili & Dayton 2001). AAG juga menghalang replikasi rotavirus dengan bertindak
langsung terhadap partikel virus ini (Superti et al. 1993). Pra-penyuntikan AAG pada tikus

telah memberikan kesan perlindungan dan meningkatkan kelangsungan hidup terhadap
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infeksi bakteria Gram-negatif Klebsiella pneumoniae (Hochepied et al. 2000) dan Bacillus
anthracis (Shemyakin et al. 2005). Kajian terbaru menunjukkan, paras AAG meningkat
dalam pesakit COVID-19 yang teruk dan berkolerasi dengan IL-6 dan protein C-reaktif
(Mestriner et al. 2024). Tahap AAG yang tinggi dalam serum disebabkan jangkitan telah
digunakan sebagai parameter perencatan virus influenza dari oseltamivir dan ribavirin

(Sidwell et al. 2001), dan perencat HIV iaitu atazanavir (Barrail-Tran et al. 2010).

Fungsi biologi AAG yang lain adalah membantu dalam mengekalkan struktur dan
fungsi kebolehtelapan kapilari melalui selektiviti cas anion di permukaan endotelium yang
penting untuk kestabilan sel darah merah (Haraldsson & Rippe 1987). Plasma AAG dari
haiwan (bovin dan kanin) juga berinteraksi pada permukaan eritrosit ini yang menyumbang
kestabilan membran sel darah merah (Matsumoto et al. 2003). Ini juga disokong oleh kajian
yang mencadangkan AAG memodulasikan sel endotelial mikrovaskular dengan
meningkatkan cas negatif permukaan lapisan glikokaliks (Yuan et al. 2010). AAG juga
membantu dalam melancarkan laluan eritrosit melalui kapilari dan memberikan kesan
perlindungan yang jelas terhadap hemolisis semasa proses penapisan dilakukan (Maeda et
al. 1984). Pada kepekatan normal, AAG menunjukkan aktiviti antioksidan yang kuat
dengan melindungi eritrosit daripada tekanan oksidatif yang disebabkan oleh hidrogen
peroksida (H202) (Matsumoto et al. 2003). Oleh itu, peningkatan AAG dalam serum
patologi membantu laluan eritrosit melalui kapilari, menstabilkan membran, dan

melindungi daripada tekanan oksidatif.

Secara keseluruhan, peningkatan tahap AAG adalah mekanisme pertahanan tubuh
yang menyumbang kepada tindak balas fasa akut, pemulihan tisu, dan homeostasis. Fungsi
protein AAG dipengaruhi oleh interaksinya dengan sebatian endogenus dan eksogenus.
Perubahan kepekatan protein plasma AAG dalam keadaan patologi boleh mempengaruhi
kepekatan dadah bebas tanpa mengubah jumlah kepekatan dadah dalam plasma. AAG
adalah penting untuk pengikatan dadah berbes dan neutral yang menyumbang kepada

pembangunan dadah.
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2.6.3 Pengikatan dadah pada AAG

Protein AAG mempunyai tujuh tapak pengikatan dengan ciri-ciri yang berbeza, namun
hanya satu tapak pengikatan yang terletak di dalam struktur B-barel protein ini yang telah
dibuktikan berperanan penting bagi pengikatan dan pengangkutan dadah dalam sistem
peredaran manusia (Owczarzy et al. 2023). Pengikatan dadah pada tapak pengikatan AAG
ini adalah tepu dan rentan kepada aktiviti sesaran yang diaruh oleh dadah-dadah lain

(Huang & Ung 2013).

AAG merupakan protein pengangkut bagi pelbagai dadah lipofilik yang neutral dan
berbes (Fournier, Medjoubi-N & Porquet 2000). Misalnya, dipiridamol, klorpromazina,
vinblastin, lidokaina, verapamil, imatinib, tamoxifen dan propranolol iaitu sebatian dadah
berbes, manakala diazepam dan karbamazepin iaitu sebatian dadah neutral menunjukkan
pengikatan kuat pada pada protein AAG (Luo et al. 2015; Smith & Waters 2019). Walaupun
kebanyakkan dadah berasid mengikat pada HSA, namun terdapat pengecualian bagi
beberapa dadah termasuklah warfarin, fenobarbital, asid retinoik dan asenokoumarol
(Ascenzi et al. 2014). Dadah-dadah berasid ini mengikut kuat pada AAG walaupun
kepekatan protein AAG jauh lebih rendah berbanding HSA. Terdapat juga dadah asid lain
yang mengikat lemah pada protein AAG seperti benoxaprofen, indometasin dan itanoxon

(Fournier, Medjoubi-N & Porquet 2000; Tesseromatis et al. 2011).

Meskipun kedua-dua varian mempamerkan konfigurasi struktur tertier yang serupa,
namun gambaran dekat struktur ini menunjukkan perbezaan topologi yang ketara antara
struktur kavitinya (Nishi et al. 2011; Schonfeld et al. 2008). Perbezaan varian genetik
menunjukkan perbezaan keafinan pengikatan dan selektiviti oleh pelbagai jenis ligan
terhadap kedua-dua varian protein ini. Pengikatan dadah pada varian F1*S mempunyai
korelasi yang ketara dengan kelipofilikannya, tetapi tidak bagi varian A (Hanada 2017).
AAG juga dikenali sebagai protein berasid dengan cas elektrik positif disebabkan kehadiran
residu asid amino Arg-68 dan Arg-90 pada sekitar pintu masuk tapak pengikatan bagi
varian F1*S dan A. Diameter pintu masuk ini dianggarkan berukuran diameter 8-12 A
(Ascenzi et al. 2014; Schonfeld et al. 2008). Variasi ini mempengaruhi keafinan pengikatan

ligan dan seterusnya memberikan kesan jelas dalam bioperubatan.
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Ciri-ciri saku pengikatan bagi varian F1*S adalah lebih luas berbanding varian A
kerana mempunyai tiga lobus (Rajah 2.11A). Varian A adalah lebih sempit dan hanya
mempunyai dua lobus seperti ditunjukkan dalam Rajah 2.11B (Ascenzi et al. 2014; Nishi
et al. 2011). Lobus I adalah lebih besar daripada dua lobus lainnya dan merupakan
subkompartmen tidak berkutub utama dalam saku pengikatan yang menggalakkan
pengikatan dadah hidrofobik (Nishi et al. 2011). Penglibatan residu asid amino seperti Tyr-
27, Phe-51, Leu-62, Leu-79, Ile-88, Ala-99, Leu-101, Leu-102, Tyr-110, Leu-112 dan Tyr-
127 bertanggungjawab untuk pembentukan lobus I. Manakala, lobus II dan III adalah lebih
kecil dan bercas negatif yang berpusat dari lobus I (Schonfeld et al. 2008). Kedua-dua lobus
kecil bercas negatif disebabkan oleh kehadiran residu asid amino berasid iaitu Glu-64 (di
dalam lobus IT) dan Asp-115 (di dalam lobus III). Lobus II dilapisi oleh residu asid amino
Phe-49, Glu-64, Gln-66, Ile-73, dan Arg-90 manakala lobus III dilapisi oleh residu asid
amino Phe-32, Ala-113, Phe-114, Asp-115, dan Ser-125 (AlAjmi et al. 2020).

Rajah 2.11 Perbandingan saku pengikatan dadah di dalam varian F1*S dan AAAG. (A) dan (B) masing-
masing menunjukkan permukaan elektrostatik varian F1*S dan A. Kawasan cas negatif dan

cas positif diwakili warna merah dan biru.

Sumber : Nishi et al. 2011
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Perbezaan struktur kedua-dua varian ini dengan lebih 20 asid amino penggantian
menunjukkan selektiviti dalam pengikatan dadah pada protein ini. Misalnya, asid amino
Phe-49 dan Phe-112 pada varian A AAG berinteraksi dengan gegelang aromatik struktur
dadah disopiramida dan amitriptilina dengan afiniti pengikatan yang tinggi (Nishi et al.
2011). Kehadiran residu Leu-112 pada varian F1*S, tetapi tiada pada varian A, didapati
mempengaruhi pengikatan disopiramida dan amitriplina pada varian F1*S yang
menjadikannya pengikatan lemah (Nishi et al. 2011). Bahagian atas pintu masuk tapak
pengikatan varian A terdapat residu Glu-92 yang diperlukan untuk pengikatan propafenon
(Nishi et al. 2009). Pengikatan dadah pada AAG varian A mempamerkan selektiviti
pengikatan yang lebih terhad dan afiniti pengikatan dadah yang lebih tinggi. Sebaliknya,
varian F1*S menunjukkan selektiviti pengikatan dadah yang lebih luas dengan keseluruhan
afiniti pengikatan dadah yang lebih rendah (Huang et al. 2012). Kepentingan perbezaan
selektiviti pengikatan antara varian F1*S dan A berhubung dengan geometri yang unik dan

tenaga pengikatan dadah (Nishi et al. 2011).

Pengelasan dadah berdasarkan kecenderungan pengikatan sama ada pada varian
FI1*S atau A adalah disenaraikan di dalam Jadual 2.4. Menariknya, beberapa bahan
antidepresan seperti amitriptilina, imipramina, dan nortriptilina dan sebatian opioid seperti
metadon berafiniti tinggi dengan protein AAG varian A (Huang & Ung 2013). Sebaliknya,
terdapat juga beberapa dadah seperti progesteron, flunitrazepam, propranolol dan
klorpromazina yang berafiniti tinggi kepada kedua-dua varian ini (Ascenzi et al. 2014).
Bukan hanya sebatian opioid, tetapi juga sebatian terbitan indol iaitu staurosporin
berinteraksi pada tapak pengikatan di tengah protein AAG (Landin et al. 2021). Oleh kerana
MTG bertindak sebagai agonis separa pada reseptor opioid, pengikatannya kepada AAG
mungkin mempunyai persamaan dengan metadon dan boleh mempengaruhi sifat

farmakokinetiknya.

Justeru itu, penelitian dan analisis yang mendalam mengenai lokasi tapak
pengikatan pilihan serta asid amino residu yang terlibat dalam pengkompleksannya dengan
protein bagi calon sebatian terapeutik adalah penting. Hal ini dapat memberikan

pemahaman yang lebih baik mengenai interaksi dadah—dadah serta potensinya untuk
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mengikat pada tapak pengikatan yang sama, yang bermanfaat dalam konteks

farmakokinetik dan keberkesanan klinikal.

Jadual 2.4 Senarai, kegunaan dan nilai pemalar asosiasi dadah yang berafiniti tinggi pada AAG
varian F1*S dan A

Dadah Kegunaan K.(M™)
Varian F1*S
Amlodipina Merawat tekanan darah tinggi (hipertensi) 1.40 x 10°
Binedalina Merawat kemurungan 4.62 x 10°
Dipiridamol Untuk mengelakkan tromboembolik selepas pembedahan. 2.27 x 10°
Imatinib Merawat pelbagai jenis barah 1.70 x 10°
Misfepriston Untuk kegunaan pengguguran secara perubatan 2.06 x 10°
Tamsulosin Merawat gejala prostat yang membesar 6.30 x 10°
Warfarin Merawat dan mencegah pembekuan darah 1.92 x 10°
Varian A
Anmitriptilina Merawat kemurungan 3.40 x 10°
Deramsiklana Merawat kecelaruan keresahan 2.00 x 10°
Disopiramida Merawat kelainan irama jantung 4.40 x 10°
Imipramina Merawat kemurungan 9.40 x 10°
Metadon Merawat ketagihan opioid 9.90 x 10°
Nortriptilina Merawat sakit saraf 9.00 x 10°
Propafenon Merawat irama jantung yang tidak teratur 4.18 x 10°

Sumber : Adaptasi daripada Huang & Ung (2013)
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2.7 IMPLIKASI DAN APLIKASI KLINIKAL BERKAITAN PENGIKATAN PROTEIN
PLASMA

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi pengikatan protein plasma iaitu faktor
fisiologi, patologi dan perubahan teraruh dadah dalam pengikatan protein (Deb et al. 2018).
Di dalam keadaan penyakit tertentu, HSA dan AAG menunjukkan perubahan tahap serum
secara ketara dan seterusnya mempengaruhi fraksi terikat dan fraksi bebas dadah. Oleh itu,
pengikatan dadah kepada protein plasma boleh dipengaruhi oleh kehadiran sebatian-
sebatian lain (eksogenus, endogenus) atau oleh perubahan konformasi protein dalam

keadaan patologi tertentu.

2.7.1 Eksplorasi penyesaran dan interaksi dadah—dadah pada HSA dan AAG

Interaksi dadah—dadah menyebabkan penyesaran kompetitif apabila dadah bersaing untuk
tapak pengikatan yang sama, atau penyesaran alosterik apabila pengikatan dadah pada
tapak lain menyebabkan perubahan konformasi protein (Yamasaki et al. 2013). Penyesaran
dadah dari protein plasma boleh menyebabkan perubahan mendadak dalam kepekatan

dadah tak terikat yang boleh mempengaruhi kesan farmakologi dadah.

Beberapa penyelidikan tentang interaksi dadah—dadah telah menjelaskan
penyesaran dadah yang terikat kepada albumin oleh dadah lain. Misalnya, pesakit sindrom
nefrotik menunjukkan tindak balas lemah terhadap furosemida, tetapi kesannya dapat
ditingkatkan dengan bukolom melalui penyesaran kompetitif pada tapak I HSA (Nishio et
al. 2008). Bukolom juga berpotensi meningkatkan aktiviti warfarin apabila digunakan
secara konkomitan sebagai agen anti-pembekuan (Osawa et al. 2005). Fenilbutazon boleh
menyesarkan warfarin dari HSA, manakala kehadiran tolbutamida, indometasin, dan
beberapa ubat lain boleh menghalang pengikatannya (Fasano et al. 2005). Kajian lain juga
menunjukkan bahawa penyesaran kompetitif oleh nabumeton meningkatkan kesan
analgesik diklofenak dalam pesakit rheumatoid artritis (Setoguchi et al. 2013). Bukan itu
sahaja, kehadiran asid lemak bebas pada tapak Sudlow II boleh mengganggu pengikatan
beberapa dadah seperti thiamilal, diazepam dan flurbiprofen (Kragh-Hansen, Chuang &
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Otagiri 2002). Tambahan lagi, terapi gabungan seperti gabungan flurbiprofen axetil dan
emulsi lipid juga boleh meningkatkan fraksi dadah bebas dan memberikan kesan analgesik

yang lebih kuat, terutama bagi pesakit kanser (Ogata et al. 2008).

Berbeza daripada HSA, pengikatan dadah kepada AAG adalah tepu dan lebih
terdedah kepada penyesaran oleh dadah lain disebabkan kepekatannya yang agak rendah
dalam plasma. AAG hanya mempunyai satu saku pengikatan yang luas dan fleksibel yang
terletak pada tengah protein ini (Owczarzy et al. 2023). Penyesaran kompetitif terhadap
tapak pengikatan tunggal AAG telah diperhatikan di antara pelbagai jenis dadah.
Contohnya, nortriptilin dan bupivakaina boleh menyesarkan lidokaina, yang seterusnya
menyebabkan peningkatan fraksi bebas lidokaina (Huang & Ung 2013; Israili & Dayton
2001). Sebaliknya, beberapa dadah berafiniti tinggi seperti amitriptilina dan propranolol
tidak memberi kesan ketara terhadap penyesaran lidokaina (Goolkasian et al. 1983).
Piperina turut menyesarkan propranolol, lidokaina, dan disopiramida, dan menyebabkan
fraksi bebas dadah-dadah ini meningkat (Dubey et al. 2017). Selain itu, penyesaran imatinib
oleh klindamisin telah meningkatkan fraksi bebas imatinib (Gambacorti-Passerini et al.
2003). Tambahan juga, penyesaran dadah antifolat dari tapak pengikatan AAG oleh
dipiridamol telah meningkatkan fraksi dadah bebas tersebut, menyebabkan kesan sitotoksik
antifolat dalam rawatan barah dipertingkatkan (Curtin, Newell & Harris 1989). Namun,
penyesaran juga boleh meningkatkan risiko ketoksikan sistemik. Contohnya, lidokaina
disesarkan oleh disopiramida menghasilkan fraksi bebas lebih tinggi daripada jangkaan

yang berpotensi menyebabkan kesan sampingan (Bonde et al. 1987).

Natijahnya, kajian yang mendalam tentang penyesaran dadah pada tapak
pengikatan HSA dan AAG mempunyai kelebihan untuk meningkatkan keberkesanan
klinikal dan mengurangkan risiko kesan sampingan yang tidak diingini. Oleh itu, interaksi
dadah-dadah terutamanya apabila berlaku persaingan untuk tapak pengikatan yang sama
pada protein plasma perlu dipertimbangkan. Ini seterusnya dapat mengembangkan
pendekatan rawatan yang lebih tepat dan terarah, dengan tujuan meningkatkan

kesejahteraan pesakit.



68

2.7.2 Implikasi pengikatan dadah pada HSA dan AAG dalam keadaan patologi

Perubahan pengikatan dadah pada HSA dan AAG dalam keadaan patologi boleh terjadi
disebabkan beberapa faktor iaitu perubahan kepekatan protein plasma, perubahan
konfigurasi protein dan penyesaran oleh bahan endogen yang terkumpul (Yamasaki et al.
2013). Kepekatan HSA dan AAG dalam keadaan patalogi boleh menyebabkan perubahan
pengikatan dadah kepada protein plasma dan fraksi dadah bebas yang akhirnya

mempengaruhi kesan terapeutik.

Bagi HSA, kepekatannya dalam individu dewasa sihat adalah sekitar 42.0 + 3.5 g/L,
namun boleh menurun sehingga 7-25 g/L dalam keadaan penyakit (Peters 1996).
Hipoalbuminemia boleh mengakibatkan peratusan fraksi dadah bebas meningkat
terutamanya dalam pesakit ginjal dan hati. Sebagai contoh, fraksi bebas fenitoin dan
klofibrat lebih tinggi dalam pesakit sindrom nefrotik individu sihat (Gugler & Azanoff
1976). Bagi pesakit diabetes, tahap HSA terglikasi meningkat hingga 30% boleh
mengganggu pengikatan dadah seperti liraglutida, sulfisoksazol, warfarin, dan ketoprofen
(Baraka-Vidot et al. 2012; Ruiz-Cabello & Erill 1984; Soudahome et al. 2018). Selain itu,
modifikasi oksidatif pada pesakit hemodialisis boleh mengurangkan pengikatan dadah di
tapak II HSA (Mera et al. 2005), sementara karbamilasi albumin dalam kegagalan ginjal
kronik disebabkan peningkatan uremia boleh mengurangkan pengikatan dadah di tapak I
HSA tanpa menjejaskan DZM di tapak II (Calvo et al. 1982; Reidenberg & Drayer 1984).
Selain itu, perubahan konfigurasi struktur HSA boleh disebabkan oleh glikolasi, modifikasi
oksidatif dan modifikasi kimia, yang seterusnya mempengaruhi kapasiti pengikatan dadah

pada protein ini.

Peningkatan fraksi bebas DZM dalam pesakit diabetes dikaitkan oleh kesan
penyesaran daripada asid lemak bebas (Ruiz-Cabello & Erill 1984). Kenaikan fraksi dadah
bebas dalam pesakit kegagalan ginjal kronik dan uremia pula adalah disebabkan penyesaran
berbalik perencat endogenus seperti toksin uremik atau asid lemak di dalam plasma (Calvo,
Carlos & Erill 1982; Reidenberg & Drayer 1984). Penyesaran dadah oleh CMPF (3-
karboksi-4-metil-5-propil-2-furanpronoik) pada tapak I di subdomain IIA dan asid hipurik
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pada tapak II di subdomain IITA telah menyebabkan fraksi dadah terikat dadah berkurang
dalam pesakit uremia (Sakai, Takadate & Otagiri 1995; Takamura, Maruyama & Otagiri
1997). Dalam pesakit hati, peningkatan bilirubin (BR) bersaing dengan fenitoin untuk
pengikatan albumin menyebabkan peningkatan fraksi bebas dadah (Yamasaki et al. 2013).
Manakala, asid salisilik menghalang pengikatan DZM pada tapak II albumin dalam pesakit
sirosis, yang dijadikan penanda klinikal keterukan penyakit hati (Klammt et al. 2008; Kober
et al. 1978).

Bagi AAG, kepekatannya adalah jauh lebih rendah daripada albumin, namun ia
boleh meningkat secara dramatik dalam keadaan keradangan, jangkitan, barah dan
kecederaan tisu sistemik (Bi et al. 2017). Keadaan keradangan seperti reumatoid artritis dan
penyakit Crohn telah menunjukkan peningkatan dalam kepekatan AAG yang telah
mempengaruhi fraksi dadah bebas metadon dan klozapin (Man et al. 2019; Rodriguez et al.
2004). Di dalam model haiwan artritis teraruh adjuvan, peningkatan AAG menjejaskan
farmakokinetik propranolol disebabkan oleh peningkatan fraksi terikatnya pada protein
plasma (Kawase et al. 2013). Peningkatan AAG dalam pesakit SLE pula telah
mengurangkan fraksi bebas aprindina, disopiramida, imatinib, dan mepivakaina sebanyak

22-55% (Beeram et al. 2021).

Modifikasi rantaian glikan AAG turut mempengaruhi fraksi dadah bebas dan
keafinan pengikatan dadah bagi mepivakaina dan disopiramida (Beeram et al. 2021). Selain
itu, model tikus dijangkiti Staphylococcus aureus menunjukkan peningkatan AAG pada
hari keempat. Ini menyebabkan perubahan farmakokinetik, seperti peningkatan AUC
propranolol disebabkan oleh kepekatan dadah bebas yang lebih tinggi (Boyle et al. 2021).
Peningkatan AAG dalam pesakit kanser boleh mengurangkan fraksi bebas dadah anti-
kanser, dan akhirnya menjejaskan keberkesanannya. Contohnya, docetaxel dipengaruhi
oleh tahap AAG dalam pesakit barah (Kenmotsu et al. 2017). AAG juga mengurangkan
kepekatan intrasel imatinib sehingga 10 kali ganda dalam leukemia myeloid kronik, namun
kehadiran klindamisin dapat memulihkannya (Gambacorti-Passerini et al. 2003). Selain itu,

AAG tinggi dalam pesakit kanser gastrik menurunkan fraksi bebas paclitaxel, namun
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pemberian bersama eritromisin boleh memulihkan keberkesanannya (Ohbatake et al.

2016).

Kesimpulannya, perubahan kepekatan HSA dan AAG dalam keadaan patologi
memberi kesan ketara terhadap profil farmakokinetik pelbagai dadah. Ini mengakibatkan
perubahan pengikatan dadah kepada protein, fraksi dadah bebas, dan akhirnya
mempengaruhi kesan terapeutik dadah. Oleh itu, pemantauan dan penyesuaian dos dadah
yang sesuai mungkin penting untuk memastikan keberkesanan terapi dan mengurangkan

risiko kesan sampingan dalam pesakit yang mengalami keadaan patologi tersebut.



BAB III

BAHAN DAN KAEDAH

31 BAHAN
3.1.1 Protein plasma, sebatian psikoaktif dan ligan penanda

Protein plasma yang digunakan ialah HSA (tanpa asid lemak dan ketulenan > 99%) dan
AAG (ketulenan > 99%) yang telah diperoleh dari Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).
Sebatian psikoaktif MTG (ketulenan > 95%) dibekalkan oleh Biosynth AG (Compton,
UK). Kesemua ligan penanda bagi eksperimen sesaran dadah kompetitif iaitu fenilbutazon
(PB, ketulenan > 98%), ketoprofen (KTN, ketulenan > 98%), hemin (HMN, daripada
porsin, ketulenan > 96%) dan bilirubin (BR, ketulenan > 98%) juga diperoleh dari Sigma-
Aldrich. Kebenaran memiliki bahan psikoaktif (MTG) bagi tujuan penyelidikan telah
diperoleh dari Bahagian Penguatkuasaan Farmasi, Kementerian Kesihatan Malaysia,

seperti ditunjukkan pada Lampiran 1.

3.1.2 Bahan kimia, pelarut organik dan air tulen

Bahan kimia yang digunakan dalam kajian ini merangkumi natrium dihidrogen fosfat
(NaH2POg4), dinatrium hidrogen fosfat (NaxHPOs), pelet natrium hidroksida (NaOH), asid
etilenadiaminatetraasetik (EDTA) yang dibekalkan oleh Merck KGaA (Darmstadt,
Jerman). Penimbal standard untuk pelarasan pH (pH 4, pH 7 dan pH 10) dan pelarut organik
etanol dan metanol dibekalkan oleh Chemiz Shd Bhd (Shah Alam, Malaysia). Air tulen
jenis II yang dihasilkan oleh sistem penulenan air Milli-Q (Merck Millipore) telah
digunakan dalam kajian ini. Penapisan lanjutan air ini dilakukan dengan menapis semula

menggunakan sistem penapisan Laboport® Mini Laboratory Pumps. Membran turasan
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PVDF Durapore® bersaiz pori sebesar 0.1 um yang digunakan untuk penapisan ini telah
dibekalkan oleh Merck Millipore. Semua bahan kimia termasuklah pelarut organik dan

larutan pelaras pH adalah bergred analitikal dan digunakan tanpa penulenan lanjutan.

3.2 PENYEDIAAN SAMPEL

Penyediaan larutan stok protein plasma (2 mg/mL) dilakukan dengan melarutkan sejumlah
serbuk kristal protein dalam larutan penimbal natrium fosfat 10 mM pada pH 7.4. Larutan
stok protein disimpan pada 4 °C dan digunakan dalam masa dua minggu. Larutan stok MTG
sebanyak 1 mg/mL disediakan dengan melarutkan sejumlah serbuk MTG dalam pelarut
metanol. Ligan penanda PB dan KTN disediakan dengan menggunakan etanol untuk
menyediakan larutan stok (1 mg/mL). Sementara itu, penyediaan larutan stok HMN (1
mg/mL) dilakukan dengan melarutkan serbuk HMN dalam larutan NaOH 0.5 M. Pencairan
larutan stok kemudian dilakukan menggunakan larutan penimbal natrium fosfat untuk
mendapatkan kepekatan yang dikehendaki. Larutan HMN telah disediakan segar dan
digunakan dalam tempoh 2 jam sahaja kerana HMN mudah mengalami pengoksidaan dan
degradasi. Disebabkan kefotopekaan HMN, maka pendedahan cahaya perlu

diminimumkan bagi mengelakkan fotodegradasi.

Penentuan kepekatan protein plasma dan ligan penanda dikenalpasti secara
spektrofotometrik dengan menggunakan pemalar molar ekstinksi tertentu. Persamaan

hukum Beer Lambert (3.1) digunakan untuk pengiraan kepekatan sampel seperti:
A= ¢lC ...(3.D

Di mana 4 mewakili bacaan serapan sampel, ¢ mewakili pemalar molar ekstinksi
(M 'em™),  mewakili panjang lintasan kuvet (cm) dan C mewakili kepekatan sampel (M).
Pengukuran serapan dilakukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis Thermo Scientific
Nano Drop OneC Microvolume (Waltham, Massachusetts, USA). Pemalar molar ekstinksi
protein adalah 35 219 M 'cm™! bagi HSA pada 280 nm (Pace et al. 1995) dan 8.93 (g/100
mL) !cm™! bagi AAG pada 278 nm (Zsila & Iwao 2007). Manakala, pemalar molar
ekstinksi bagi ligan penanda adalah 15 450 M'cm ™! pada 254 nm bagi KTN (Pereira et al.
2007), 21 050 M 'em™! pada 265 nm bagi PB (Lovering & Black 1974) dan 58 440
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M lem! pada 385 nm bagi HMN (Sonavane et al. 2017). Justifikasi penggunaan persamaan

ini adalah untuk memastikan jumlah dan kepekatan sampel dengan tepat.

33 PENDEKATAN BIOFIZIK

Teknik biofizik adalah kaedah kajian yang menggunakan prinsip-prinsip fizik untuk
menyelidik sistem biologi bagi memahami aspek struktur dan fungsi biomolekul. Di dalam
kajian ini, pelbagai teknik biofizik termasuklah spektroskopi pendarfluor, spektroskopi
serapan, kalorimetri pentitratan isoterma (ITC), mikroskopi daya atom (AFM) dan
spektroskopi dikroisme membulat (CD) telah diaplikasikan untuk menyiasat secara
komprehensif mekanisme interaksi MTG dengan HSA dan AAG (Rajah 3.1). Eksperimen
yang menggunakan alat spektroskopi pendarfluor, spektroskopi CD dan spektroskopi
penyerapan telah dijalankan bertempat di Institut Genom dan Vaksin Malaysia, Jalan
Bangi, 43000 Kajang, Selangor. Manakala, eksperimen ITC telah dilakukan di Fakulti
Sains, Universiti Malaya, 50603 Wilayah Persekutuan, Kuala Lumpur. Sampel untuk
eksperimen AFM pula telah dihantar ke Makmal Berpusat i-CRIM, Pusat Pengurusan
Makmal Alam dan Fizikal UKM, Kompleks Penyelidikan UKM, Universiti Kebangsaan
Malaysia, 43 600 Bangi, Selangor, untuk analisis.

Rajah 3.1 Carta alir kajian yang melibatkan teknik biofizik
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3.3.1 Spektroskopi pendarfluor

Spektroskopi pendarfluor merupakan sejenis spektroskopi elektromagnetik yang
digunakan untuk pengukuran spektrum pancaran yang dihasilkan oleh fluorofor setelah
pengujaan pada panjang gelombang tertentu (Zacharioudaki, Fitilis & Kotti 2022).
Fluorofor ialah sebatian kimia berpendarfluor yang biasanya mengandungi gabungan
kumpulan aromatik atau satah atau siklik, termasuk pirena, perilena, imidazola, dan
karbazola, dan boleh memancarkan semula cahaya selepas diberi cahaya pengujaan (Uslu,
Tiimay & Yesilot 2022). Perubahan spektrum pendarfluor sesuatu makromolekul iaitu
sama ada menurun atau meningkat boleh dianggap sebagai indikator yang berlakunya

interaksi di antara protein dengan molekul pelindap (D’ Agostino et al. 2019).

Teknik spektroskopi pendarfluor telah digunakan untuk menerangkan pengikatan
HSA dan AAG dengan memerhatikan perubahan intensiti pendarfluor disebabkan
interaksinya dengan MTG. Pengukuran intensiti pendarfluor dijalankan menggunakan
spektofluorometer Agilent Cary Eclipse (Santa Clara, CA, USA) yang dilengkapi dengan
pancaran lampu xenon (80 Hz). Suhu ditetapkan pada 25 °C menggunakan pemegang sel
tunggal Peltier termostat dan bekas air PCB 150. Penetapan lebar lekahan bagi pengujaan
dan pancaran adalah pada 10 nm dan kelajuan imbasan ialah 600 nm min~!. Manakala,
sensitiviti tiub pemfotoganda (PMT) ditetapkan pada 600 V. Pengukuran spektrum
pancaran bagi larutan protein plasma (3 uM) tanpa dan dengan kehadiran MTG (0-100
uM) direkodkan pada julat panjang gelombang pancaran di antara 320-440 nm dengan
pengujaan pada 295 nm. Pengukuran spektrum adalah menggunakan kuvet fluorometer
kuartza berisipadu 3.5 mL dengan panjang lintasan 1 cm. Semua data spektrum yang
diperoleh telah melalui proses perataan menggunakan algoritma Savitzky—Golay dengan
lebar konvolusi sebanyak 25. Pengukuran sampel pengosong yang mengandungi ligan

bebas dan penimbal dilakukan juga dengan cara yang sama.

Seterusnya, analisis data pendarfluor dilakukan untuk menentukan nilai pemalar
asosiasi (K,) bagi kompleks MTG-HSA dan MTG-AAG, diandaikan dengan pembentukan

kompleks tepu 1:1. Sebelum itu, pembetulan data intensiti pendarfluor perlulah dilakukan
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(seperti dijelaskan pada subtopik 3.3.2) untuk meminimumkan kesan turasan dalaman yang
boleh menganggu kesahihan data ini (Fonin et al. 2014). Kemudian, data pendarfluor yang

telah dibetulkan dianalisis menggunakan persamaan (3.2) iaitu :

Fo—F — [P]t+[L]3+Kd_\/([P]t+[L]a+Kd)2_4'*[P]t*[l‘]a (3 2)
Fy—F¢ 2*[P]t e .

di mana F' mewakili pendarfluor yang diukur, Fo mewakili pendarfluor tanpa ligan, Fc
mewakili pendarfluor bagi protein mencapai ketepuan, K¢« mewakili pemalar disosiasi, [P]:
mewakili kepekatan protein jumlah dan [L]. mewakili kepekatan ligan yang ditambah.
Persamaan ini telah digunakan kerana ianya tidak memerlukan andaian mengenai
pendarfluor protein sisa dan kepekatan ligan terikat atau bebas (van de Weert & Stella
2011). Lazimnya, ia digunakan bagi mengkaji perubahan pendarfluor bagi pembentukan
kompleks 1:1 (Beckett 2011). Nilai Ka (Ka = 1/K4) telah diperoleh daripada Perisian
GraphPad Prism versi 9.3.1 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) menggunakan
pemadanan lengkung tak linear (model pengikatan satu tapak spesifik). Keafinan interaksi

di antara MTG dengan HSA dan AAG dapat dinilai berdasarkan nilai K, yang diperoleh.

Bagi eksperimen pendarfluor 3D, sampel 3 pM protein, 6 pM MTG dan kompleks
MTG—protein (nisbah molar 1:2) diperoleh dengan menggunakan julat panjang gelombang
pengujaan di antara 220-350 nm dan spektrum pancaran di antara 220-500 nm dengan
jurang panjang gelombang sebanyak 10 nm. Semua parameter lain dikekalkan tanpa
perubahan, seperti yang telah dinyatakan sebelum ini. Kesemua graf bagi spektrum
pendarfluor 3D dihasilkan menggunakan perisian OriginPro 2022 versi 9.9.0.225
(OriginLab Corp, Northampton, MA, USA). Eksperimen ini dijalankan bertujuan untuk
memahami perubahan mikropersekitaran fluorofor protein HSA dan AAG setelah

pengikatan MTG.

3.3.2 Spektrofotokopi serapan ultraungu-tampak

Spektroskopi penyerapan ultraungu-tampak (UV-Vis) adalah suatu teknik analisis kimia
yang menggunakan penyerapan cahaya ultraviolet (UV) dan tampak (Vis) oleh suatu bahan

untuk memberikan maklumat mengenai komposisi struktur dan kepekatan molekul-
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molekul tersebut. Teknik ini dilakukan dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-
Vis dwipancaran (Shimadzu UV-1900) yang dilengkapi sepasang kuvet kuartza 10 mm.
Disebabkan kesan turasan dalaman, maka pembetulan data intensiti pendarfluor dilakukan

menggunakan persamaan (3.3) seperti :

Aex+Aem

Foop = Fyps10C 2z ) ...(3.3)
Di mana F.; dan F, adalah data intensiti pendarfluor yang telah dibetulkan dan diukur.
A dan A, adalah nilai perubahan serapan disebabkan penambahan ligan pada panjang
gelombang pengujaan dan pancaran. Untuk pembetulan ini, spektrum serapan bagi 3 pM
HSA tanpa dan dengan kehadiran MTG yang berjulat dari 10 hingga 100 uM telah
direkodkan. Spektrum serapan bagi 3 uM AAG tanpa dan dengan kehadiran MTG (0.5-20
uM) juga direkodkan. Eksperimen ini dilakukan dengan jumlah keseluruhan setiap sampel
sebanyak 3 mL pada suhu 25 °C dan melibatkan julat panjang gelombang dari 295 sehingga
440 nm.

Selain itu, eksperimen serapan menggunakan mesin yang sama telah dilakukan
untuk mengesahkan pengkompleksan protein—ligan berdasarkan perbezaan spektrum
serapan di antara larutan campuran (protein—ligan) dengan jumlah penambahan spektrum
serapan protein bebas dan ligan bebas (protein+ligan). Oleh itu, spektrum serapan bagi 20
uM HSA dan 20 uM AAG telah direkodkan tanpa dan dengan kehadiran MTG (6, 12 dan
20 uM). Pengukuran spektrum serapan ini direkodkan pada julat panjang gelombang dari
240 hingga 320 nm. Selain itu, spektrum serapan larutan MTG bebas pada kepekatan yang

setara diperoleh dalam julat panjang gelombang yang sama.

3.3.3 Kalorimetri pentitratan isoterma

Kalorimetri pentitratan isoterma (ITC) merupakan teknik analitik fizikal yang melibatkan
pengukuran perubahan haba semasa tindak balas biokimia seperti pembentukan kompleks
protein—ligan (Srivastava & Yadav 2019). ITC adalah pendekatan universal untuk
menentukan tingkah laku kinetik makromolekul yang menyediakan maklumat parameter

pengikatan dan termodinamik, yang diperolehi melalui hanya satu set eksperimen lengkap.
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Kaedah ini telah dijalankan untuk mengesahkan hasil yang diperoleh daripada
eksperimen spektroskopi pendarfluor terhadap interaksi MTG dengan kedua-dua protein
plasma. Kaedah ini dijalankan menggunakan mikrokalorimeter Nano ITC (TA Instruments,
Newcastle, DE, USA) pada suhu 25 °C. Larutan penimbal natrium fosfat 10 mM, MTG dan
protein (HSA dan AAG) dinyahgas dengan vakum selama 15 minit sebelum pentitratan
dilakukan. Setelah itu, sel rujukan diisi dengan air ternyahion, manakala sel sampel diisi
dengan 200 pL larutan protein. Eksperimen pentitratan melibatkan 16 suntikan berturut-
turut sebanyak 3 pL titran MTG ke dalam sel sampel setiap 200 saat sambil dikacau dengan
kelajuan 200 rpm untuk mencapai pencampuran homogen. Ini dilakukan dengan
penyuntikan 300 pM MTG ke dalam larutan 50 uM HSA atau larutan 40 pM AAG.
Eksperimen kawalan adalah suntikan MTG ke dalam penimbal yang dilakukan dalam

keadaan yang sama untuk pembetulan haba pencairan dan haba pencampuran larutan.

Seterusnya, jumlah haba yang dibebaskan semasa setiap suntikan telah dikira
dengan mengintegrasikan puncak kadar haba dan diselaraskan dengan eksperimen kawalan
menggunakan perisian NanoAnalyze 2.4.1. Data kalorimetri yang diperoleh kemudiannya
dianalisis berdasarkan model pengikatan tak bersandar untuk mengenalpasti nilai pemalar
asosiasi (Ka), stoikiometri (n), entalpi (AH), entropi (AS) dan tenaga bebas Gibbs (AG)
(Freyer & Lewis 2008; Srivastava & Yadav 2019).

3.3.4 Mikroskopi daya atom

Mikroskopi daya atom (AFM) merupakan teknik pengimejan untuk memvisualisasikan
imej topografi 3D dan butiran struktur sampel yang diperoleh menggunakan kantilever
yang mengimbas permukaan dengan resolusi tinggi (subnanometer) (Miiller et al. 2021;
Pleshakova et al. 2018). Imej topografi yang terhasil boleh dinilai untuk mengetahui sifat
permukaan seperti ketinggian, kekasaran dan sifat-sifat mekanikal sesuatu molekul. Dalam
kajian ini, AFM mod torehan telah digunakan untuk visualisasi perubahan dalam topografi
permukaan molekul protein HSA dan AAG tanpa dan dengan kehadiran MTG. Mod
torehan digunakan kerana ia membolehkan pengukuran permukaan sampel mempunyai
ketepatan tinggi dan daya yang dikenakan pada sampel adalah minimum yang tidak
merosakkan sampel. AFM Model NX-10 (Park Systems, Santa Clara, California, USA)
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yang mempunyai kantilever (0.3 mm) dengan pemalar daya 0.32 N/m dan frekuensi
resonans pengimejan tipikal 140 kHz, digunakan dalam eksperimen ini. Untuk penyediaan
sampel, 30 pL larutan protein bebas (1.5 pM) dan campuran protein—-MTG (1:1) disebarkan
pada plat mika dan diinkubasi selama 10 minit pada suhu 25 °C. Kemudian, ia dibasuh
dengan air ternyahion untuk menghilangkan molekul yang terikat longgar dari permukaan
dan dibiarkan mengering semalaman. Analisis statistik dan topologi dilakukan

menggunakan perisian XEI (Park Systems).

3.3.5 Spektroskopi dikroisme membulat

Spektroskopi dikroisme membulat (CD) merupakan teknik yang mengukur perbezaan
antara penyerapan cahaya terkutub membulat yang berpusing lawan arah jam (ke kiri) dan
berpusing mengikut arah jam (ke kanan) oleh molekul khi, yang merujuk kepada sebatian
aktif optik (Miles, Janes & Wallace 2021). Hasilnya, isyarat CD positif berlaku apabila
penyerapan cahaya terkutub membulat ke kiri lebih tinggi, manakala isyarat CD negatif
menerangkan penyerapan ke kanan lebih tinggi (Greenfield 2006). Hasil spektrum CD
boleh dimanfaatkan untuk mendapatkan maklumat struktur sekunder dan terteir protein.
Kaedah ini sesuai untuk mempelajari struktur protein kerana ikatan peptida bersifat asimetri

membenarkan penyerapan cahaya terkutub membulat ke kiri dan kanan secara berbeza.

Perubahan struktur sekunder protein disebabkan oleh pengikatan MTG dinilai
berdasarkan spektrum UV—jauh (200-250 nm), manakala bagi struktur tertier pula dinilai
berdasarkan spektrum UV-dekat (250-300 nm). Kaedah ini sering digunakan untuk
memahami kesan interaksi ligan dengan protein terhadap konformasi protein (Kelly, Jess
& Price 2005). Pengukuran spektrum CD dijalankan menggunakan spektropolarimeter J-
815 (Jasco, Tokyo, Jepun) dengan ketetapan kelajuan imbasan pada 100 nm min~!, tempoh
tindak balas pada 1 s dan suhu pada 25 °C. Pengaliran nitrogen pada mesin ini secara
berterusan untuk mewujudkan persekitaran lengai bagi menghalang pembentukan ozon
yang boleh menganggu isyarat CD. Setiap spektrum mewakili purata bagi tiga imbasan dan

pembetulan data dilakukan dengan menolak data spektrum CD sampel dengan kawalan.
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Untuk meneliti kesan penambahan MTG terhadap struktur HSA dan AAG,
pengukuran spektrum CD UV-jauh dan UV-dekat telah dilakukan menggunakan kuvet
dengan masing-masing panjang lintasan 1 mm dan 10 mm. Profil spektrum CD protein (1
uM MTG bagi UV-jauh, 10 uM MTG bagi UV-dekat) direkod tanpa dan dengan kehadiran
MTG (1:1). Sebelum pengukuran spektrum CD, campuran protein-MTG diinkubasi
selama 30 minit pada suhu 25 °C untuk memastikan ekuilibrium. Akhirnya, semua
spektrum menjalani proses perataan menggunakan kaedah Savitzky—Golay dengan lebar
konvolusi sebanyak 25 untuk mengurangkan hingar dalam spektrum. Peratusan komponen-
komponen bagi struktur sekunder dianggarkan melalui pelayan web BestSel

(http://bestsel.elte.hu, Micsonai et al. 2022).

3.3.6 Kajian sesaran dadah kompetitif

Kaedah sesaran dadah kompetitif merujuk kepada penilaian mengenai pengikatan dua atau
lebih dadah yang bersaing untuk mengikat pada tapak pengikatan yang sama pada reseptor.
Dadah berafiniti tinggi dengan pengikatan kuat yang mampu menyesarkan dadah berafiniti
rendah dari tapak pengikatan. Penyesaran ini boleh mempengaruhi fraksi dadah bebas yang

memberi kesan terhadap dos, efikasi dan profil keselamatan dadah.

Kaedah sesaran dadah kompetitif ini dijalankan untuk mengenalpasti tapak
pengikatan MTG pada HSA menggunakan ligan penanda tertentu (PB bagi tapak I, KTN
bagi tapak II, HMN bagi tapak III). Spektroskopi pendarfluor juga digunakan dalam kajian
penyesaran ini dan penetapan parameter mesin adalah konsisten dengan yang diterangkan
dalam subtopik 3.3.1. Hanya kajian sesaran dadah kompetitif bagi HSA dilakukan
disebabkan pelbagai ligan yang berafiniti tinggi pada tapak pengikatan utama HSA telah
diketahui. Kesan kehadiran MTG terhadap pengikatan ligan penanda pada tapak pengikatan
HSA telah disiasat dengan merekodkan spektrum pendarfluor bagi sampel HSA (3 uM) dan
kompleks ligan penanda—HSA (1:1) dengan kehadiran MTG (5-30 uM dengan selang 5
uM). Pengukuran spektra dilakukan dalam julat panjang gelombang 300400 nm, dengan
pengujaan pada 295 nm. Kesemua larutan kompleks ligan penanda—HSA telah diinkubasi
selama 15 minit sebelum penambahan MTG untuk mencapai ekuilibrium. Seterusnya, ini

diikuti dengan inkubasi selama 15 minit lagi sebelum pengukuran spektrum dilakukan.
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3.3.7 Analisis statistik

Data kuantitatif telah dianalisis secara statistik yang ditunjukkan sebagai min + sisihan
piawai bagi setiap parameter yang diukur. Setiap nilai ini mewakili min daripada tiga

eksperimen yang dijalankan secara tak bersandar dan disertai sisihan piawainya.

34 PENDEKATAN BIOINFORMATIK

Teknik bioinformatik seperti informatik kimia dan pemodelan molekul melibatkan
penggunaan teknologi komputer untuk penyaringan secara maya sebatian dalam masa
singkat, mengurangkan kos awal pengenalpastian dan meningkatkan peluang untuk
meneroka calon ubat. Di dalam kajian ini, perisian Chemicalize, SwissADME, OSIRIS
Property Explorer dan pkCSM telah digunakan untuk mendapatkan informasi lengkap
tentang ciri-ciri fisiokimia dan profil farmakokinetik bagi kedua-dua sebatian psikoaktif
ketum ini (Rajah 3.2). Manakala, simulasi dok molekul dan dinamik molekul untuk menilai

interaksi antara MTG dan 7-OH-MTG dengan protein plasma (Rajah 3.2).

Rajah 3.2 Carta alir kajian yang melibatkan teknik bioinformatik
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3.4.1 Analisis struktur molekul bagi MTG dan 7-OH-MTG

Penurunan kadar kejayaan penyaringan agen terapeutik adalah berkaitan dengan
ketidaksesuaian antara sifat struktur molekul dan bioketerdapatan dadah, kegagalan untuk
mencapai ciri-ciri farmakokinetik yang sesuai, manifestasi kesan sampingan yang tidak
diingini, risiko ketoksikan, dan kegagalan untuk mencapai matlamat tindak balas terapeutik
dan biologi. Maka, analisis struktur molekul dilakukan menggunakan perisian
pengkomputeran seperti Chemicalize (ChemAxon), SwissADME, OSIRIS Property
Explorer dan pkCSM.

Perisian Chemicalize (https://chemicalize.com, ChemAxon Discovery Toolkit),
adalah platform berasaskan web yang direka khas untuk menyediakan maklumat mengenai
ciri-ciri struktur kimia sesuatu molekul. Oleh itu, maklumat fisiko-kimia yang diperoleh
dari Chemicalize dapat digunakan untuk meramalkan daya intermolekul yang terlibat
dalam pembentukan kompleks protein—ligan. Selain itu, perisian SwissADME
(https://www.swissadme.ch/; Daina, Michielin & Zoete 2017) juga boleh diakses untuk
meramalkan pelbagai sifat farmakokinetik dan menilai keserupaan dadah bagi sebatian
molekul kecil. Manakala, perisian OSIRIS Property Explorer (https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/), boleh menggambarkan struktur kimia dan mengira secara
langsung pelbagai sifat yang berkaitan dengan dadah (risiko toksikologi, skor dadah,
keserupaan sifat dadah). Seterusnya, perisian pkCSM (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkesm/;
Pires, Blundell & Ascher 2015) adalah laman sesawang yang digunakan untuk penyaringan
pelbagai ciri-ciri farmakokinetik (penyerapan, taburan, metabolisme, penyingkiran dan
ketoksikan) molekul kecil dengan cepat. Dalam kajian ini, perisian-perisian ini dapat
memberikan ramalan awal mengenai kesesuaian sebatian ini (MTG dan 7-OH-MTG)

sebagai dadah berdasarkan perbandingan dengan maklumat dadah sedia ada.

3.4.2 Analisis dok molekul

Analisis dok molekul dijalankan untuk mengenalpasti orientasi yang optimum bagi
sebatian psikotropik ketum apabila berinteraksi dengan HSA dan AAG sebagai reseptor

untuk membentuk kompleks stabil dengan keseluruhan tenaga terendah. Simulasi dok



82

molekul dijalankan menggunakan perisian Autodock 4.2.6 (Morris et al. 2009) dan
AutoDockTools 1.5.7 (ADT) (Morris et al. 2009) bagi mengenalpasti lokasi tapak
pengikatan sebatian psikoaktif ketum pada protein plasma manusia. Konformer 3D protein
bagi HSA (ID PDB: 1BMO0), AAG varian F1*S (ID PDB: 3KQO0) dan AAG varian A (ID
PDB: 3APU) natif telah dimuat turun dari Protein Data Bank (www.rscb.org). Struktur 3D
MTG (PubChem ID: 3034396) dan 7-OH-MTG (PubChem ID: 44301524) diperoleh
daripada PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) dalam format SDF dan ditukarkan
kepada format PDBQT menggunakan OpenBabel (O'Boyle et al. 2011). Nilai R bagi
I1BMO, 3KQO dan 3APU disediakan dalam data tambahan entri asal PDB. Pengesahan
struktur-struktur ini disokong oleh nilai R masing-masing, dengan 1BM0 mempunyai nilai
R-bebas sebanyak 0.292 dan R-kerja sebanyak 0.207; 3KQO mempunyai nilai R-bebas
sebanyak 0.240 dan R-kerja; dan 3APU mempunyai nilai R-bebas sebanyak 0.232 dan R-
kerja sebanyak 0.200. Nilai-nilai ini menunjukkan kesesuaian yang agak tepat antara model

dengan data yang diperhatikan.

Untuk prosedur dok molekul, hidrogen tak berkutub telah dicantumkan dan ikatan
boleh berputar telah dikenalpasti bagi MTG dan 7-OH-MTG. Struktur protein dikekalkan
tegar, manakala ikatan kilasan ligan dibenarkan berorientasi secara bebas. Ligan terikat
yang lain dan molekul-molekul air telah disingkirkan daripada struktur protein kerana boleh
menjejaskan prosedur simulasi dok molekul ini. Selanjutnya, hidrogen berkutub, unit
Kollman atom separa cas dan parameter pensolvatan ditambah pada fail koordinat kristal
protein. Fail koordinat 3D rantai A bagi struktur HSA (ID PDB: 1BMO, resolusi 2.5 A)
(Sugio et al. 1999) disimpan dalam fail berasingan selepas molekul air disingkirkan dan
digunakan sebagai input untuk ADT. Untuk dok secara rawak, kotak simulasi grid adalah
bersaiz 126 x 126 x 126 A dengan ruang grid berjumlah 0.681 A dijana menggunakan
AutoGrid untuk melitupi keseluruhan struktur makromolekul ini. Kotak grid pula berpusat
pada koordinat x = 24.149, y = 19.824, dan z = 24.290. Manakala dok secara spesifik yang
melibatkan tiga tapak pengikatan HSA utama (subdomain IIA, subdomain IIIA dan
subdomain IB) menggunakan kotak simulasi grid 70 x 70 x 70 A dengan ruang grid 0.375
A. Kotak grid berpusat pada koordinat x = 35.26, y = 32.41, dan z = 36.46 untuk tapak
pengikatan I (subdomain I1A), x = 14.42, y = 23.55, dan z = 23.31 untuk tapak pengikatan
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II (subdomain IIIA), dan x = 42.45, y = 24.47, dan z = 15.28 untuk tapak pengikatan III
(subdomain IB).

Bagi AAG, struktur kristal varian F1*S (ID PDB: 3KQO, resolusi 1.8 A) (Schénfeld
et al. 2008) dan varian A (ID PDB: 3APU, resolusi 2.1 A) (Nishi et al. 2011) telah dimuat
turun dan digunakan sebagai reseptor dok. Ligan tambahan yang asalnya terikat pada
struktur protein (tetraetilena glikol (CsH1sOs) bagi 3APU; ion klorida (Cl—) dan (2R)-2,3-
dihidroksipropil asetat (CsHi0O4) bagi 3KQO) telah disingkirkan. Hanya koordinat atom
rantai A bagi 3APU telah disimpan dalam fail berasingan dan digunakan sebagai input
untuk ADT. Untuk dok secara rawak, dua kotak simulasi grid 126 x 126 x 126 A telah
digunakan dengan ruang grid 0.408 A, berpusat pada x=21.242, y=—3.094, dan z = 2.081
untuk 3KQO, dan 0.708 A dengan berpusat pada x = 11.194, y = 1.306, dan z = 29.976
untuk 3APU. Tiada dok secara spesifik untuk kedua-dua varian AAG kerana hanya terdapat
satu tapak pengikatan utama yang berpusat pada tengah protein untuk pengikatan pelbagai
dadah.

Penilaian tenaga pengikatan MTG dan 7-OH-MTG telah dijalankan menggunakan
algoritma genetik Lamarckian. Carian tempatan digunakan sebagai enjin carian dengan
jumlah 1000 output untuk eksperimen dok secara rawak untuk kedua-dua protein dan
kemudian 100 output untuk setiap tapak pengikatan spesifik (tapak I, II dan IIT) HSA.
Penetapan saiz populasi adalah sebanyak 150 individu dengan 27 000 generasi. Sebanyak
250 000 penilaian tenaga telah digunakan dengan pengendali pemberat bagi pindah silang,
mutasi dan elitisme ditetapkan pada 0.8, 0.02 dan 1.0. Untuk carian tempatan, parameter
tetapan asal telah digunakan. Analisis kluster dilakukan pada output data dok menggunakan

toleransi punca min sisihan kuasa dua (RMSD) antara struktur sebanyak 2.0 A.

Untuk analisis pasca dok, konformasi terbaik dengan tenaga ikatan terkuat telah
divisualisasikan dan dianalisis menggunakan AutoDockTools dan USCF Chimera versi
1.16 (Pettersen et al. 2004). Kemudian, daya intermolekul yang terlibat bagi
pengkompleksan protein—ligan dianalisis menggunakan perisian Biovia Discovery Studio

(https://www.3ds.com/).
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3.4.3 Analisis dinamik molekul

Simulasi dinamik molekul (MD) juga telah digunakan secara meluas untuk mengesahkan
kestabilan kompleks yang dimodelkan secara in silico (Naqvi et al. 2018). Simulasi MD
merupakan kaedah yang digunakan untuk mengkaji pergerakan atom dalam sistem biologi,
serta memahami mekanisme interaksi antara molekul (Salo-Ahen et al. 2020). Data MD
biasanya dianalisis untuk mendapatkan pemahaman tentang kestabilan pengkompleksan
protein—ligan dan dapat melengkapkan hasil kajian eksperimen yang tidak dapat dikaji pada

peringkat atom dengan mendalam.

Konformer terbaik dari setiap output simulasi dok digunakan untuk simulasi MD
bagi meramalkan mod pengikatan dan kesan sebatian-sebatian psikoaktif ini terhadap
konformasi protein. Simulasi MD telah dijalankan menggunakan perisian GROMACS
versi 2022.3 (Abraham et al. 2015; van der Spoel et al. 2005). Parameter topologi bagi HSA
dan kedua-dua varian AAG telah dihasilkan menggunakan medan daya GROMOS96 43al
(Pol-Fachin, Fernandes & Verli 2009), yang juga telah diguna dalam beberapa simulasi
sebelum ini bagi HSA dan AAG (Fernandes, Ligabue-Braun & Verli 2015; Ling et al.
2018). Fail parameter dan topologi bagi MTG dan 7-OH-MTG telah dibina menggunakan
laman sesawang PRODRG Dundee (Schiittelkopf & van Aalten 2004).

Kemudian, setiap kompleks terendam (immersed) di dalam kotak kubik dengan
molekul air jenis SPC-216 (van der Spoel, van Maaren & Berendsen 1998). Protein disusun
di tengah pusat dan diposisikan sekurang-kurangnya 1.0 nm dari tepi, dan keadaan
sempadan berkala (periodic boundary conditions) juga digunakan. Selepas menambah
molekul air, sistem yang disolvat telah dineutralkan dengan menambah ion Na* atau Cl™
dalam kotak simulasi untuk mengekalkan elektroneutraliti. Hasilnya, keseluruhan sistem
terdiri daripada atom protein (HSA: 5843 atom; AAG varian F1*S: 1872 atom; AAG varian
A: 1913 atom), satu ligan (MTG atau 7-OH-MTG) dan ion Na* (15 untuk HSA; 7 untuk
AAG varian F1*S; 5 untuk AAG varian A).
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Untuk peminimuman tenaga, kaedah penurunan tercuram (50 000 langkah)
digunakan untuk pelepasan sentuhan tak serasi (incompatible contact) dengan pemotongan
sejauh 1.2 nm untuk daya van der Waals dan Coulomb. Untuk mengelakkan penyisihan
kedudukan protein semasa simulasi dinamik molekul, simulasi dilakukan menggunakan
ensembel NVT (bilangan partikel, isipadu, suhu adalah malar) atau dikenali ensembel
kanonik, dan ensembel NPT (bilangan partikel, tekanan, suhu adalah malar) atau dikenali
ensembel isoterma-isobar. Algoritma lompatan katak (van Gunsteren & Berendsen 1988)
digunakan untuk mengintegrasikan persamaan gerakan Newton kedua dengan langkah
masa 2 fs. Kaedah Particle Mesh Ewald (PME) (Darden, York dan Pedersen 1993)
digunakan dalam simulasi untuk menghitung interaksi elektrostatik jarak jauh dengan lebar
grid 1.2 nm dan interpolasi kubik peringkat keempat. Ikatan HSA dan ligan diperhadkan
semasa NVT dan NPT, dan algoritma kekangan holonomik 7he LINear Constraint Solver
(LINCS) (Hess et al. 1997) digunakan untuk mengehadkan panjang ikatan yang melibatkan

ikatan hidrogen.

Interaksi elektrostatik jarak pendek dan van der Waals diterangkan menggunakan
skema pemotongan Verlet dengan 1.2 nm jejari pemotongan dan diperbaharui untuk setiap
langkah masa. Semua suhu dikekalkan dengan gandingan suhu V-rescale semasa proses
simulasi. Setiap sistem diseimbangkan selama 100 ps dengan NVT pada 300 K
menggunakan termostat V-rescale (Berendsen terubah suai) (Bussi, Donadio & Parrinello
2007), diikuti dengan keseimbangan lain selama 100 ps dengan NPT pada 1 atm
menggunakan barostat Parrinello-Rahman (Parrinello & Rahman 1981). Akhirnya,
prosedur ini diikuti dengan simulasi MD sebanyak 100 ns dengan langkah masa 2 fs untuk

semua sistem untuk menjana data trajektori.

Visualisasi trajektori dinamik molekul dilakukan menggunakan program VMD.
Analisis dilakukan menggunakan pelbagai pakej program GROMACS termasuklah
RMSD, fluktuasi punca min kuasa dua (RMSF), jumlah tenaga keseluruhan, jejari legaran
(Rg), dan luas permukaan yang boleh diakses pelarut (SASA).



BAB IV

HASIL DAN PERBINCANGAN

4.1 ANALISIS KESERUPAAN DADAH BAGI SEBATIAN MTG DAN 7-OH-MTG

Ciri-ciri farmakokinetik yang tidak sesuai boleh menyumbang kepada kadar kejayaan
rendah sebatian-sebatian bioaktif sebagai calon terapeutik. Oleh itu, analisis keserupaan
dadah adalah langkah penting sebelum ujian makmal dan klinikal dilakukan untuk
memberikan gambaran awal mengenai potensi dan kesan dadah terhadap tubuh manusia.
Di dalam penyelidikan ini, penyaringan maya keserupaan dadah dan penelitian sifat-sifat
farmakokinetik menggunakan perisian SwissADME, OSIRIS Property Explorer dan
pkCSM telah dilakukan bagi kedua-dua sebatian alkaloid ketum, MTG dan 7-OH-MTG.

4.1.1 Penilaian keserupaan dadah berdasarkan sifat fizikokimia

Lima Peraturan Lipinski oleh Christopher Lipinski menggariskan bahawa beberapa sifat
fisiokimia seperti berat molekul, kelipofilikan serta bilangan penerima dan penderma ikatan
hidrogen sebagai kriteria yang sering digunakan untuk menentukan sesuatu sebatian
sebagai calon dadah oral (Lipinski 2004). Seperti yang ditunjukkan dalam Jadual 4.1, berat
molekul bagi MTG (398.5 Da) dan 7-OH-MTG (414.5 Da) adalah tidak melebihi 500 Da,
yang menunjukkan bahawa bahawa kedua-dua sebatian ini berkemungkinan dapat
menembusi membrans sel dengan baik dan mudah mencapai tapak sasaran. Di samping itu,
bilangan penerima dan penderma ikatan hidrogen bagi kedua-dua sebatian ini adalah
optimum mengikut peraturan ini. Penerima dan penderma ikatan hidrogen ini penting untuk
pengangkutan melalui membran, interaksi dadah—protein, pengedaran dan kelarutan dalam

air (Bulusu & Desiraju 2020).
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Jadual 4.1 Ciri-ciri fisikokimia dan keserupaan dadah bagi sebatian MTG dan 7-OH-MTG

Parameter fisiokimia Nilai rujukan MTG 7-OH-MTG
2Berat molekul, Da <500 398.5 414.5
*“Penderma ikatan hidrogen <5 1 1
%“Penerima ikatan hidrogen <10 4-5 67
*LogP <5 3.21 2.47
aPembiasan molar, cm?/mol 40—-130 116.89 115.35
°Keterlarutan dalam air (log mol/L)  Tinggi: >—2.0 —4.181 —3.911

Sederhana: —4.0 sehingga —2.0

Rendah: <—4.0
Bilangan ikatan boleh berputar <10 6 6
*Kebolehcapaian sintetik (SA) 0<SA<10 4.49 5.21
*Peraturan Lipinski Ya/Tidak Ya Ya
*Peraturan Egan Ya/Tidak Ya Ya
*Peraturan Ghose Ya/Tidak Ya Ya
*Peraturan Muegge Ya/Tidak Ya Ya
*Peraturan Veber Ya/Tidak Ya Ya
aSkor bioketerdapatan Tinggi: 0.85 0.55 0.55

Sederhana: 0.55

Rendah: 0.17
Keserupaan dadah Tinggi: Nilai positif 2.35 2.73

Rendah: Nilai negatif

bSkor dadah Kesesuaian dadah: 1 0.73 0.78
Ketidaksesuaian dadah: 0

a : Perisian SwissADME
b : Perisian OSIRIS Property Explorer
c : Perisian pkCSM
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Seterusnya, parameter logP adalah penting digunakan untuk menilai kemampuan
penyerapan dan pengedaran sesuatu dadah dalam tubuh manusia. Sebatian berkutub, iaitu
sebatian hidrofilik mempunyai nilai logP kurang daripada 0 (Bhal et al. 2007). Sebaliknya,
sebatian tidak berkutub, iaitu sebatian hidrofobik biasanya mempunyai nilai logP melebihi
0 (Bhal et al. 2007). Sebatian yang sangat lipofilik (logP>5) boleh meningkatkan risiko
ketoksikan kerana mengikat kepada sasaran hidrofobik lain (Gao, Gesenberg & Zheng
2017) dan sangat pekat dalam lemak yang boleh menyebabkan masa penyingkiran yang
lama (Barret 2018). Dalam kajian ini, nilai logP bagi MTG dan 7-OH-MTG adalah <5
(Jadual 4.1), yang sesuai untuk penyerapan secara oral berdasarkan peraturan Lipinski
(Lipinski 2004). Manakala, molar keterbiasan (kebolehkutuban) iaitu pengukuran
kebolehkutuban sesuatu molekul (Bickerton et al. 2012), yang menunjukkan kedua-dua
molekul berada pada tahap kebolehkutuban sederhana iaitu di antara 40 sehingga 130 ¢cm?
mol™'. Secara ringkasnya, kedua-dua sebatian ketum ini memenuhi kesemua kriteria
peraturan ini, yang menjangkakan sifat farmakokinetik yang baik untuk penyerapan secara
oral dan penyebaran dalam badan. Menariknya, kedua-dua sebatian tidak hanya mematuhi
peraturan Lipinski, tetapi juga mematuhi beberapa peraturan keserupaan dadah yang lain,
termasuklah peraturan Egan, Ghose, Muegge, dan Veber, dengan skor bioketerdapatan

sebanyak 0.55 (Jadual 4.1).

Selain itu, sebanyak 6 ikatan boleh diputar yang diramalkan menggunakan perisian
SwissADME bagi setiap sebatian ketum ini, yang boleh diandaikan bahawa kedua-dua
molekul adalah optimum untuk penyerapan dan bioketerdapatan (Khaldan et al. 2022).
Sebatian yang mempunyai bilangan ikatan boleh diputar yang tinggi (melebihi 10) boleh
menyebabkan kadar penyerapan melalui membran berkurang dan keupayaan berinteraksi
dengan reseptor sasaran menurun, yang seterusnya boleh mempengaruhi bioketerdapatan.
Kebolehcapaian sintetik yang dianggarkan pula adalah 4.49 bagi MTG dan 5.21 bagi 7-
OH-MTG (Jadual 4.1), menunjukkan bahawa MTG lebih mudah disintesis berbanding 7-
OH-MTG. Meskipun, kedua-dua sebatian ini dijangkakan memerlukan proses sintetik
tertentu, tetapi masih boleh dihasilkan menggunakan kaedah kimia yang sedia ada. Walau

bagaimanapun, ini bukanlah isu utama bagi 7-OH-MTG kerana ia boleh dihasilkan melalui
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pengubahsuaian kimia yang ringkas daripada MTG, yang merupakan alkaloid paling

banyak dalam ketum.

Bioketerdapatan dadah yang diambil secara oral bergantung terutamanya kepada
keterlarutannya dalam saluran gastrousus dan penelapannya melintasi membran sel
(Mantri, Sanghvi & Zhu 2017). Keterlarutan dadah boleh dinilai berdasarkan nilai logS,
iaitu logaritma (asas 10) daripada keterlarutan yang diukur dalam unit mol/liter
(kemolaran). Kelarutan sebatian bukan sahaja diramalkan melalui komposisi kimia, tetapi
juga memerlukan data eksperimen dan simulasi pemodelan yang mendalam. Berdasarkan
Jadual 4.1, keterlarutan dalam air bagi MTG (—4.181 mol/L) adalah lebih rendah
berbanding 7-OH-MTG (—3.911 mol/L). Ini mungkin disebabkan oleh kehadiran kumpulan
hidroksil dalam struktur 7-OH-MTG. Kedua-dua hasil ini menunjukkan kemungkinan
terdapat isu dalam formulasi dan pengedaran disebabkan oleh keterlarutan yang rendah di
dalam air. Namun, kekurangan ini mungkin tidak ketara kerana sebatian hidrofobik
bergantung pada interaksinya dengan protein plasma untuk pengedaran dalam sistem

peredaran (Tayyab & Feroz 2021).

Seterusnya, nilai keserupaan dadah yang diperoleh melalui perisian OSIRIS
Property Explorer adalah jumlah nilai keserupaan dadah bagi fragmen substruktur yang
terdapat dalam molekul yang disiasat. Nilai skor ini adalah berdasarkan 5300 pelbagai
fragmen substruktur yang terhasil daripada 3300 dadah di pasaran dan 15 000 bahan kimia
yang tersedia secara komersial. Nilai keserupaan dadah bagi MTG ialah 2.35 dan 7-OH-
MTG ialah 2.73 (Jadual 4.1). Nilai positif ini menunjukkan kedua-duanya mengandungi
fragmen-fragmen yang sering hadir dalam dadah sedia ada. Skor dadah pula merupakan
hasil kombinasi data keserupaan dadah, cLogP, logS, berat molekul dan risiko ketoksikan,
yang membentuk satu nilai berguna untuk menilai potensi keseluruhan sebatian tersebut
sebagai dadah (Srivastava 2021). Nilai skor dadah bagi MTG dan 7-OH-MTG adalah 0.73
dan 0.78 (Jadual 4.1), mendekati kepada nilai skor 1 yang menunjukkan kesesuaian dadah
yang cukup baik. Secara ringkasnya, ciri-ciri fisiokimia yang telah dihuraikan ini
mencadangkan bahawa MTG dan 7-OH-MTG sebagai calon yang berpotensi untuk
pembangunan dadah psikotropik.
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4.1.2 Jangkaan ciri-ciri farmakokinetik dan toksikologi

Maklumat terperinci mengenai ramalan ciri-ciri farmakokinetik bagi MTG dan 7-OH-MTG
yang diperoleh adalah disenaraikan dalam Jadual 4.2. Berdasarkan ramalan ini, kedua-dua
sebatian menunjukkan kadar penyerapan usus manusia yang tinggi, iaitu 92.97% bagi MTG
dan 93.5% bagi 7-OH-MTG (Jadual 4.2). Ini bermakna kedua-dua sebatian ini mungkin
diserap dengan baik dari saluran gastrousus ke dalam peredaran sistemik setelah pemberian
secara oral. Sebatian MTG dan 7-OH-MTG juga dijangkakan bertindak sebagai substrat P-
gp, dimana kepekatan kedua-duanya di dalam plasma mungkin berubah disebabkan oleh
kehadiran perencat dan induser bagi pam efluks ini, yang seterusnya mempengaruhi

keberkesanan dan kestabilan dadah (Chen et al. 2020).

Di samping itu, parameter taburan yang melibatkan kebolehtelapan BBB
menunjukkan perbezaan dalam keupayaan MTG dan 7-OH-MTG untuk melintasi
penghalang darah-otak, dengan kebolehtelapan BBB yang lebih tinggi bagi MTG (0.347)
berbanding dengan 7-OH-MTG (-0.206) (Jadual 4.2). Perbezaan ini turut disokong oleh
beberapa kajian terdahulu yang mendapati MTG mempunyai kadar penembusan ke otak
dan keupayaannya yang tinggi untuk melalui halangan selular BBB berbanding 7-OH-
MTG (Kruegel et al. 2019; Manda et al. 2014; Yusof et al. 2019). Sementara itu, nilai
kebolehtelapan CNS bagi MTG adalah -2.27, manakala bagi 7-OH-MTG adalah -2.47,
yang meramalkan bahawa kedua-dua sebatian mempunyai kebolehtelapan yang sederhana
untuk mencapai kepekatan terapeutik di tisu otak melalui pemberian oral. Oleh itu, ramalan
ini menjangkakan bahawa MTG berkemungkinan lebih banyak akses kepada tisu otak
daripada 7-OH-MTG.

Seterusnya, enzim sitokrom P450 terlibat dalam metabolism dadah dan
bertanggungjawab untuk pengoksidaan dadah kepada bentuk mudah disingkirkan dari
tubuh serta mengubahnya menjadi bentuk aktif atau tidak aktif. Dalam kajian ini, MTG dan
7-OH-MTG diramalkan bukan substrat CYP2D6, yang menunjukkan bahawa kedua-kedua
sebatian ini tidak dimetabolismekan oleh enzim tersebut. Walau bagaimanapun, kedua-dua
sebatian ini didapati bertindak sebagai substrat untuk CYP3A4, iaitu enzim yang penting

dalam biotransformasi xenobiotik (Zanger & Schwab 2013). Ini selari dengan kajian yang



Jadual 4.2 Ramalan ciri-ciri farmakokinetik dan ketoksikan sebatian MTG dan 7-OH-MTG

Ciri-ciri farmakokinetik

Nilai rujukan

Sebatian

MTG 7-OH-MTG

Penyerapan

Penyerapan usus manusia (%)

Tinggi: >80%
Sederhana: 30% sehingga 80%
Rendah: <30%

92.967 93.503

Substrat P-gp Ya/Tidak Ya Ya
Taburan
Kebolehtelapan BBB (log BB) Tinggi: >0.3 0.347 —0.206
Sederhana: —1.0 sehingga 0.3
Rendah: <-1.0
Kebolehtelapan CNS (log PS) Tinggi: >—2.0 —2.271 —2.470
Sederhana: —3.0 sehingga —2.0
Rendah: <-3.0
Metabolisme
Substrat CYP2D6 Ya/Tidak Tidak Tidak
Substrat CYP3A4 Ya/Tidak Ya Ya
Perencat CYP1A2 Ya/Tidak Tidak Tidak
Perencat CYP2C19 Ya/Tidak Tidak Tidak
Perencat CYP2C9 Ya/Tidak Tidak Tidak
Perencat CYP2D6 Ya/Tidak Ya Tidak
Perencat CYP3A4 Ya/Tidak Ya Tidak
Perkumuhan
Jumlah keseluruhan klearans (log Tinggi: >0.5 0.859 0.781
ml/min/kg) Sederhana: —0.5 sehingga 0.5
Rendah: <—0.5
Substrat OCT2 renal Ya/Tidak Ya Ya
Ketoksikan
Ketoksikan akut oral tikus (LDso), Tinggi: >2.5 3.157 2.954
(mol/kg) Sederhana: 1.5 sehingga 2.5
Rendah: <1.5
AMES ketoksikan Ya/Tidak Tidak Tidak
Pemekaan kulit Ya/Tidak Tidak Tidak
Risiko toksikologi Tiada risiko: 1.0 1.0 1.0

Risiko sederhana: 0.8
Risiko tinggi: 0.6
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dilaporkan oleh Kruegel et al. (2019) dan Kamble et al. (2019) mengenai peranan utama
CYP3A4 dalam memangkinkan metabolisme MTG kepada 7-OH-MTG dalam manusia.
Tambahan pula, MTG dan 7-OH-MTG tidak mempengaruhi enzim CYP1A2, CYP2C19,
dan CYP2C9. Sebatian MTG yang diramalkan sebagai perencat CYP2D6 dan CYP3A4
adalah konsisten dengan laporan dalam beberapa kajian lepas (Kamble et al. 2020a; Tanna
et al. 2021; Todd et al. 2020). Namun, 7-OH-MTG dijangkakan tidak memberikan kesan
perencatan terhadap enzim-enzim ini. Dapatan yang diperoleh ini menyimpulkan bahawa
enzim-enzim CYP terlibat dalam metabolisme MTG dan 7-OH-MTG, terutamanya enzim
CYP34A. Selanjutnya, kedua-dua sebatian berkemungkinan memperlihatkan tahap
eliminasi yang tinggi, dengan indeks keseluruhan klearens yang ketara iaitu 0.859 untuk
MTG dan 0.781 untuk 7-OH-MTG. Selain itu, kedua-dua sebatian ini mungkin juga
merupakan substrat untuk pengangkut kation organik 2 (OCT2) renal, yang memberi
gambaran bahawa sebahagian besar penyingkiran berlaku melalui proses perkumuhan

ginjal.

Sifat toksikologi diramalkan berdasarkan perisian pkCSM mendapati bahawa MTG
dan 7-OH-MTG tidak memberi kesan dalam ujian ketoksikan AMES yang berkaitan mutasi
genetik dan ujian pemekaan kulit. Nilai LDso MTG ialah 3.157, adalah lebih tinggi
berbanding 2.954 bagi 7-OH-MTG, menunjukkan MTG mempunyai ketoksikan yang
rendah berbanding 7-OH-MTG. Namun, kedua-dua sebatian ini mempunyai nilai LDso
yang tinggi, kemungkinan menunjukkan ketoksikan akut yang minimum. Risiko
ketoksikan (mutagen, tumorigen, iritasi dan kesan kepada sistem produktif) juga telah
diramalkan menggunakan perisian OSIRIS Property Explorer, yang menunjukkan kedua-
dua sebatian berkemungkinan menunjukkan tingkah laku yang sepadan dengan dadah tanpa
risiko kesan sampingan yang tidak diingini. Terdapat juga sebatian psikoaktif lain yang
dianggap selamat berdasarkan penilaian ini termasuklah cenobamate, lasmiditan,
mirogabelin, remimazolam dan solriamfetol (Srivastava 2021). Oleh itu, penggunaan MTG
dan 7-OH-MTG adalah kemungkinan selamat dari segi ketoksikan akut dan kesan
sampingan yang lain. Namun, ramalan ini tidak boleh dianggap sepenuhnya tepat dan tidak

menjamin keselamatan atau bebas dari kesan toksik lainnya.
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Kesimpulannya, MTG dan 7-OH-MTG dijangkakan menunjukkan ciri-ciri
farmakokinetik yang baik, risiko ketoksikan rendah dan keserupaan dadah yang baik.
Walau bagaimanapun, penilaian-penilaian yang dijalankan diatas ini hanyalah sebahagian
aspek dalam penilaian keseluruhan terhadap sebatian. Oleh itu, analisis holistik yang
merangkumi kajian interaksi sebatian MTG dan 7-OH-MTG dengan protein plasma adalah
diperlukan untuk memahami dengan komprehensif tentang sifat dan potensi farmakologi

sebatian ketum atau sebatian derivatifnya.

4.2 PARAMETER PENGIKATAN DAN TERMODINAMIK BAGI INTERAKSI MTG
DENGAN PROTEIN PLASMA

Kajian interaksi antara MTG dengan HSA dan AAG telah dijalankan menggunakan dua
pendekatan biofizik iaitu spektroskopi pendarfluor dan ITC. Kaedah spektroskopi
pendarfluor telah dijalankan untuk menyiasat perubahan pendarfluor protein plasma
dengan kehadiran sebatian psikotropik ketum yang menunjukkan pengikatan protein—ligan.
Manakala, pengukuran haba (dibebas atau diserap) semasa suatu mekanisme interaksi
protein—ligan berlaku melalui eksperimen ITC turut dilakukan dalam kajian ini. Kedua-dua
kaedah ini memberikan data kuantitatif iaitu pemalar asosiasi (Kz), yang berkaitan dengan
kekuatan pengikatan antara protein dan ligan. Kaedah ITC juga memberikan maklumat
mengenai parameter pengikatan dan termodinamik termasuklah perubahan entalpi (AH),

entropi (AS), tenaga bebas Gibbs (AG) dan stoikiometri (7).

4.2.1 Analisis pentitratan pendarfluor bagi sistem MTG-HSA dan MTG-AAG

Pendarfluor intrinsik sesuatu protein disumbangkan oleh asid amino fluorofor iaitu
triptofan (Trp), tirosin (Tyr) dan fenilalanin (Phe). Residu Trp mempunyai penyerapan
molar dan kuantum keamatan pendarfluor yang tinggi kerana memiliki gegelang indol
(Lakowicz 2006; Shimazaki, Yajima & Yamauchi 2015). Fluorofor lain iaitu Tyr dan Phe
juga terlibat, namun menghasilkan isyarat yang lemah (Zacharioudaki, Fitilis & Kotti
2022). Pendarfluor Tyr hampir dilindapkan sepenuhnya apabila ia terion atau berada
berhampiran kumpulan amina, kumpulan karboksilat, asid karboksilik atau residu Trp,

manakala pendarfluor Phe kurang ketara kerana ia mempunyai hasil kuantum yang sangat



94

rendah (Lakowicz 2006). Maka, perubahan spektrum pendarfluor HSA dan AAG tanpa dan
dengan kehadiran MTG dianalisis menggunakan panjang gelombang pengujaan 295 nm,

yang dipilih secara selektif untuk residu Trp, dengan pengukuran spektrum pancaran pada

320-440 nm.

Sebelum analisis lanjutan dilakukan, isyarat pendarfluor protein setelah
penambahan MTG telah ditolak dengan isyarat yang terhasil daripada MTG bebas. Seperti
yang digambarkan pada Rajah 4.1A, MTG bebas mempunyai isyarat pendarfluor yang
lemah pada panjang gelombang pancaran (320-540 nm), dengan puncak maksimum pada
452 nm. Seterusnya, pembetulan kesan turasan dalaman menggunakan persamaan 3.3 juga
dilakukan bagi penyerapan pada panjang gelombang pengujaan dan pancaran sampel yang
disebabkan penambahan ligan (Fonin et al. 2014). Spektrum serapan bagi MTG bebas
(0-100 uM) juga telah direkodkan pada panjang gelombang 260 sehingga 440 nm (Rajah
4.1B) dan bentuk spektrum serapan yang diperoleh ini adalah sama seperti yang telah
dilaporkan dalam beberapa kajian lepas (Parthasarathy et al. 2013; Saref et al. 2019).
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Rajah 4.1 (A) Spektrum pendarfluor dan (B) penyerapan UV-Vis bagi MTG bebas. [MTG] =0.5, 1,
1.5,2,2.5,3,4,5,6,8, 10, 12, 16, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 dan 100 uM (dari bawah
ke atas), Aex =295 nm.
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Spektrum pendarfluor HSA seperti yang digambarkan dalam Rajah 4.2A
menunjukkan pemelindapan pendarfluor dengan kehadiran MTG (5-100 pM). Pancaran
maksimum yang diperoleh bagi protein HSA adalah pada 341 nm, yang disumbangkan oleh
residu Trp tunggal iaitu Trp-214 yang terletak di subdomain IIA HSA (Kandandapani et al.
2022). Proses pemelindapan pendarfluor atau penurunan intensiti pendarfluor sesuatu
protein ini boleh berlaku melalui pelbagai interaksi molekul, termasuklah penyusunan
semula molekul, pembentukan kompleks keadaan asas (ground state), tindak balas keadaan
teruja (excited state), pemindahan tenaga dan pemelindapan perlanggaran (Lakowicz 2006;
Yammine, Gao & Kwan 2019). Penurunan intensiti pendarfluor sering diperhatikan dalam
interaksi interaksi HSA dengan pelbagai dadah, seperti yang dilaporkan untuk dadah
psikotropik olanzapine (Mrkali¢ et al. 2021) dan sertraline (Shahlaei et al. 2015).

Rajah 4.2 (A) Pemelindapan pendarfluor HSA dengan kehadiran MTG berkepekatan semakin
meningkat. (B) Plot (Fo—F)/(Fo—Fc) melawan [MTG] bagi interaksi MTG—HSA. Garisan
berwarna biru mewakili spektrum HSA bebas. [HSA] =3 uM, [MTG] =0, 5, 10, 15, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 dan 100 uM (dari atas ke bawah), Aex =295 nm.

Sebaliknya, isyarat pendarfluor AAG menunjukkan peningkatan setelah pentitratan
MTG (0.5-20 uM), dengan pancaran maksimum pada 337 nm (Rajah 4.3A). Puncak
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spektrum pancaran AAG ini disumbangkan oleh fluorofor intrinsik dominan iaitu residu
Trp-25, yang terbenam dalam saku hidrofobik protein ini. AAG juga mempunyai residu
Trp yang lain, namun tidak menghasilkan isyarat pendarfluor yang ketara, iaitu Trp-160
yang terletak pada kawasan terdedah kepada pelarut dan Trp-122 yang berada di antara
permukaan molekul dan saku pengikatan (AlAjmi et al. 2020). Isyarat pendarfluor yang
terhasil menjadi lebih kuat setelah penambahan ligan yang mencadangkan kebarangkalian
residu Trp-25 semakin terlindung dari pemelindapan pelarut dan kurang terdedah kepada
pelarut (D’Agostino et al. 2019). Beberapa kajian lepas juga menunjukkan peningkatan
intensiti pendarfluor bagi pengkompleksan protein—ligan tertentu (Chakraborty et al. 2019;
D’Agostino et al. 2019; Ghobadi et al. 2018). Perubahan dalam trend pancaran dengan
kehadiran ligan, sama ada berkurang atau bertambah, berperanan sebagai indikator

berlakunya interaksi antara protein dan ligan (D’ Agostino et al. 2019).

Rajah 4.3 (A) Peningkatan pendarfluor AAG dengan kehadiran MTG berkepekatan semakin
meningkat. (B) Plot (Fo—F)/(Fo—Fc) melawan [MTG] bagi interaksi MTG—AAG. Garisan
berwarna biru mewakili spektrum AAG bebas. [AAG] =3 uM, [MTG] =0, 0.5, 1, 1.5,
2,2.5,3,4,5,6,8,10, 16 dan 20 uM (dari bawah ke atas), Lex = 295 nm.

Di dalam kajian ini, perubahan intensiti pendarfluor apabila MTG ditambahkan ke

dalam larutan protein menjelaskan potensi interaksi di antara kedua-dua protein plasma
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dengan molekul pelindap, MTG. Perubahan intensiti pendarfluor kedua-dua protein plasma
adalah berkadar terus dengan kepekatan MTG, dengan AAG menunjukkan perubahan yang
lebih ketara berbanding HSA. Perbandingan isyarat pendarfluor menunjukkan HSA
memerlukan nisbah kepekatan [MTG]:[protein] sebanyak 33:1 untuk mencapai ketepuan,
berbanding hanya 6:1 bagi AAG. Pada nisbah molar MTG/protein ~6, peratusan perubahan
intensiti pendarfluor adalah kira-kira 5% bagi HSA dan 45% bagi AAG. Selain itu, panjang
gelombang pancaran maksimum HSA kekal konsisten tanpa sebarang anjakan, manakala
AAG menunjukkan anjakan yang kecil (337—339 nm) setelah pentitratan MTG.
Fenomena ini dikenali sebagai anjakan merah atau anjakan batokrom yang menjelaskan
peralihan spektrum ke arah panjang gelombang yang lebih tinggi dengan penurunan tenaga
(Abdelhameed et al. 2019). Oleh itu, penemuan ini mencadangkan kesan yang minimum
terhadap mikropersekitaran fluorofor (residu Trp) yang mencerminkan perubahan

konformasi AAG (AlAjmi et al. 2020).

Seterusnya, data-data ini dianalisis menggunakan persamaan 3.2, yang amnya
digunakan bagi menganalisis perubahan pendarfluor untuk menentukan nilai K, (Rajah
4.2B dan Rajah 4.3B). Penentuan nilai K. bagi kompleks MTG-HSA dan MTG-AAG,
diandaikan dengan pembentukan kompleks tepu 1:1. Nilai K. yang telah diperoleh adalah
(2.34 £ 0.46) x 10> M! bagi kompleks MTG-HSA dan (3.78 + 0.11) x 10° M! untuk
kompleks MTG-AAG. Ini menunjukkan afiniti pengikatan yang lebih tinggi bagi molekul
MTG kepada AAG berbanding dengan HSA. Walaupun nilai ini lebih rendah berbanding
dengan K, untuk pengikatan kebanyakkan dadah kepada HSA, namun kajian terdahulu
telah melaporkan bahawa sebatian MTG dan alkaloid ketum yang lain mempamerkan
pengikatan protein plasma yang tinggi (>90%) (Manda et al. 2014; Obeng et al. 2020;
Yusof et al. 2019). Interaksi MTG dengan protein plasma dijangkakan boleh membawa
kepada peningkatan keterlarutan, pengurangan ketoksikan, perlindungan dari
pengoksidaan dan pemanjangan separuh hayat in vivo sebatian psikoaktif ini (Kragh-

Hansen, Chuang & Otagiri 2002).
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4.2.2  Analisis data ITC bagi kompleks MTG-HSA dan MTG-AAG

Penggunaan kaedah lain seperti ITC adalah bertujuan untuk mengesahkan keafinan
pengikatan yang ditentukan daripada analisis pentitratan pendarfluor dan untuk
memperoleh beberapa data termodinamik bagi pemahaman menyeluruh mengenai interaksi
protein—ligan. Antara parameter pengikatan dan termodinamik dikenalpasti daripada
kaedah ITC adalah nilai Ki, n, AH, AS dan AG (Srivastava & Yadav 2019). Kaedah ini
membolehkan pengesanan tanpa label menerusi pengukuran haba secara langsung
disebabkan oleh mekanisme pengikatan protein-ligan (Prozeller, Morsbach & Landfester

2019).

Rajah 4.4A dan Rajah 4.5A memaparkan termogram ITC pada 25 °C yang
menggambarkan respons kalorimetri semasa penyuntikan MTG kepada kedua-dua protein
plasma, HSA dan AAG. Puncak negatif pada graf menunjukkan sifat eksoterma bagi
kedua-dua interaksi MTG-HSA dan MTG-AAG. Setiap puncak termogram pengikatan
dihasilkan melalui satu penyuntikan larutan MTG ke dalam larutan protein, yang
mencerminkan perubahan haba yang berlaku semasa proses pengikatan ini. Rajah 4.4B dan
Rajah 4.5B menunjukkan integrasi kadar haba kepada haba keseluruhan yang dibebaskan
bagi setiap mol titran melawan nisbah molar MTG/protein. Data ini kemudiannya dianalisis
berdasarkan model pengikatan tak bersandar menggunakan perisian NanoAnalyze bagi
memadankan dan menganalisis data asal untuk memperoleh nilai parameter pengikatan dan

termodinamik seperti yang disenaraikan di dalam Jadual 4.3.

Nilai K, yang diukur daripada teknik ITC menunjukkan bahawa sistem MTG-AAG
mempunyai afiniti yang lebih tinggi dengan nilai (2.19 + 1.08) x 10° M1, berbanding (5.87
+ 7.14) x 10* M! bagi sistem MTG-HSA. Perbezaan yang ketara ini memperlihatkan
interaksi yang lebih utama antara MTG dan AAG. Bagi kompleks MTG-HSA, nilai K.
yang diperoleh daripada eksperimen ITC adalah satu magnitud yang lebih besar daripada
nilai hasil pengukuran pendarfluor, namun nilai K, bagi MTG-AAG adalah sama magnitud
bagi kedua-dua eksperimen. Memandangkan ITC merupakan kaedah yang lebih langsung

untuk menentukan afiniti pengikatan, maka nilai K, yang diperoleh daripada analisis ITC
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harus dianggap lebih tepat. Oleh itu, adalah disarankan agar parameter pengikatan yang
ditentukan secara tidak langsung diberi perhatian dengan berhati-hati, terutamanya jika

tiada kaedah lain untuk pengesahan.

Rajah 4.4 Profil kalorimetri pentitratan isoterma bagi interaksi di antara HSA dengan MTG. (A)
Tindak balas kalorimetri terhadap penyuntikan berturutan MTG (300 pM) ke dalam
larutan HSA (50 uM). (B) Plot integrasi jumlah haba yang dibebaskan bagi setiap suntikan
melawan nisbah molar MTG/protein. Garisan biru menggambarkan nilai haba yang diukur

berdasarkan model pengikatan tak bersandar.
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Rajah 4.5 Profil kalorimetri pentitratan isoterma bagi interaksi di antara AAG dengan MTG. (A)
Tindak balas kalorimetri terhadap penyuntikan berturutan MTG (300 pM) ke dalam
larutan AAG (40 uM). (B) Plot integrasi jumlah haba yang dibebaskan bagi setiap suntikan
melawan nisbah molar MTG/protein. Garisan biru menggambarkan nilai haba yang diukur

berdasarkan model pengikatan tak bersandar.

Magnitud nilai K. yang diukur menggunakan teknik spektroskopi pendarfluor dan
eksperimen ITC berada dalam julat 10°-10° M, menunjukkan afiniti pengikatan

sederhana MTG terhadap kedua-dua protein (HSA dan AAG). Tambahan lagi, sebatian
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MTG dan 7-OH-MTG mempunyai struktur indol iaitu sebatian organik heterosiklik
aromatik yang mengandungi gelang benzena dan pirola. Menariknya, kajian terdahulu
mengenai beberapa sebatian terbitan indol didapati juga mengikat pada protein plasma
dengan afiniti pengikatan sederhana (Pawar, Kalalbandi & Jaldappagari 2018; Uzelac et al.
2019; Wani et al. 2019). Ini menunjukkan bahawa struktur indol yang unik ini memberikan
ciri-ciri istimewa dalam interaksi sebatian psikotropik ini (MTG dan 7-OH-MTG) dengan
protein plasma. Afiniti pengikatan bagi beberapa jenis dadah dan sebatian terapeutik lain
terhadap HSA dan AAG, menunjukkan bahawa afiniti pengikatan pada julat sederhana
adalah ciri-ciri umum bagi sebatian yang baik dalam kajian farmakokinetik (AlAjmi et al.
2020; Jiang et al. 2023; Kandandapani et al. 2022). Nilai K. yang diperoleh dalam kajian
ini menyokong pengangkutan yang efisien bagi MTG dalam saluran darah dengan
memudahkan asosiasi dan pelepasan di lokasi sasaran. Seterusnya, nilai #, iaitu berkaitan
tentang jumlah molekul ligan yang mengikat pada satu molekul protein pada fasa ketepuan
(Freyer & Lewis 2008). Nilai » untuk MTG—AAG (1.15 £ 0.32) lebih tinggi berbanding
dengan MTG—HSA (0.96 + 0.13), mungkin melibatkan pengikatan satu molekul MTG
kepada satu molekul protein. Kedua-dua nilai # ini menghampiri satu ini adalah selari
dengan andaian yang menggunakan persamaan dalam menentukan nilai K., yang

menjangkakan pengikatan ini berlaku dalam nisbah 1:1 (protein:ligan).

Selain itu, perubahan haba dalam tindak balas dijelaskan oleh AH; tindak balas
eksotermik (pembebasan haba) menghasilkan nilai AH negatif, manakala tindak balas
endotermik (penyerapan haba) pula mempunyai AH positif (DebolinaMitra 2020). Hasil
kajian mendapati kedua-dua kompleks menunjukkan tindak balas eksotermik (Jadual 4.3),
kompleks MTG-AAG memiliki nilai AH yang lebih negatif (-92.62 = 0.73 kJ mol™!)
dibandingkan dengan kompleks MTG-HSA (-24.10 + 3.43 kJ mol™'), menunjukkan
bahawa pengikatan antara AAG kepada MTG lebih kuat dan menghasilkan lebih banyak
haba. Ini biasanya terkait dengan pembentukan ikatan hidrogen yang kuat atau interaksi
van der Waals yang spesifik. Secara amnya, pembentukan daya van der Waals, interaksi
elektrostatik, atau ikatan hidrogen adalah proses eksotermik (AH<0) yang dominan bagi

permukaan hidrofilik. Sebaliknya, penyahsolvatan iaitu pelepasan air terhidrasi adalah
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proses adalah proses endotermik (AH>0) yang dominan bagi permukaan hidrofobik yang
mempamerkan penglibatan interaksi hidrofobik (DebolinaMitra 2020; Prozeller, Morsbach
& Landfester 2019).

Jadual 4.3 Parameter pengikatan dan termodinamik bagi interaksi antara MTG dengan HSA dan
AAG yang diperoleh daripada pengukuran ITC pada pH 7.4 dan 25 °C

Sistem

Parameter

Kompleks MTG-HSA Kompleks MTG-AAG
K. (M) (5.87 £7.14) x 10* (2.19£1.08) x 10°
n 0.96 £0.13 1.15+£0.32
AH (k] mol™) —24.10+3.43 —92.62+0.73
AS (J mol' K1) 8.23+2.61 —231.35+0.02
AG (kJ mol™) -26.10+3.38 -30.24 + 0.38

Dapatan kajian ini menunjukkan perbezaan nilai AS (Jadual 4.3), AS positif bagi
kompleks MTG-HSA (8.23 +2.61 ] mol™! K™!) dan AS negatif bagi kompleks MTG-AAG
(=231.35 £ 0.02 J mol ! K!). Hasil ini menunjukkan bahawa pengikatan MTG pada AAG
menghasilkan sesebuah sistem yang lebih teratur berbanding pada HSA. Pengikatan ligan
kepada protein yang menyebabkan penurunan entropi (AS negatif) biasanya dikaitkan
dengan pembentukan ikatan hidrogen dan interaksi van der Waals. Proses ini mengehadkan
pergerakan konformasi atau menggalakkan pembentukan struktur yang lebih teratur.
Manakala, peningkatan entropi (AS positif) menjelaskan penyahsolvatan kerana air yang
dilepaskan menjadi lebih berserak dan kurang teratur dan fenomena ini dikaitkan dengan
interaksi hidrofobik (Prozeller, Morsbach & Landfester 2019; Ross & Subramanian 1981).
Selain itu, nilai AG lebih negatif untuk kompleks MTG-AAG (-30.24 + 0.38 kJ mol ™)
dibandingkan dengan kompleks MTG-HSA (-26.10 + 3.38 kJ mol™") menunjukkan
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tidakbalas pengikatan bagi kompleks MTG-AAG lebih spontan secara termodinamik. Data
termodinamik AG adalah keupayaan sesuatu tindak balas atau proses untuk berlaku secara
spontan; AG negatif menunjukkan tindak balas spontan, AG positif menunjukkan tindak
balas tidak spontan dan AG sifar menunjukkan sistem dalam keadaan ekulibrium (Prozeller,
Morsbach & Landfester 2019). Hasil yang diperoleh menjelaskan kekuatan interaksi antara
AAG dan MTG, seperti ikatan hidrogen atau van der Waals yang lebih kuat.

Konklusinya, nilai K. menunjukkan keafinan pengikatan sederhana bagi kedua-dua
kompleks, kompleks MTG-AAG mempunyai afiniti yang lebih tinggi berbanding dengan
kompleks MTG-HSA. Ini menjelaskan penghantaran dan pengangkutan yang baik, yang
boleh membantu penelapan sebatian indol ini daripada sistem peredaran menuju sasaran
terapeutiknya. Perubahan entalpi negatif menunjukkan sifat tindak balas eksotermik dan
nilai AG negatif bagi tindak balas secara spontan, menjelaskan pengikatan MTG pada AAG
lebih kuat dengan pembebasan haba yang tinggi. Pengikatan MTG pada protein
mengakibatkan perubahan entropi, AS negatif untuk kompleks MTG-AAG, sementara AS
positif untuk kompleks MTG-HSA. Maklumat yang diperoleh ini dapat membantu para
penyelidik mengoptimumkan dadah dengan memastikan dadah mempunyai masa

perederan yang cukup untuk mencapai kesan terapeutik.

4.3 KESAN INTERAKSI MTG TERHADAP KONFORMASI HSA DAN AAG

Memahami perubahan konformasi protein adalah penting untuk menghuraikan mekanisme
interaksi sesuatu molekul, meramalkan tindak balas biokimia dan mencipta intervensi yang
terarah kepada pelbagai bidang seperti bioteknologi, perubatan dan farmaseutikal.
Disebabkan MTG telah diketahui berinteraksi dengan HSA dan AAG, maka perubahan
struktur protein setelah pengikatan MTG telah disiasat menggunakan penyerapan UV,
spektroskopi pendarfluor 3D, AFM dan spektroskopi CD. Kesemua teknik biofizik ini
menyediakan gambaran yang holistik tentang bagaimana pengikatan MTG mempengaruhi
struktur dan fungsi HSA dan AAG, yang penting untuk mengetahui mekanisme tindakan
MTG dan implikasi terapeutiknya.
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4.3.1 Ciri-ciri spektrum penyerapan UV protein setelah pengikatan MTG

Pengukuran serapan UV adalah teknik yang agak mudah dan merupakan pendekatan yang
biasa diaplikasikan untuk mengkaji mekanisme interaksi protein-ligan. Teknik ini juga
membenarkan perubahan struktur protein dikenalpasti dengan meneliti sifat optik melalui
penyerapan cahaya pada panjang gelombang tertentu akibat perubahan susunan elektron
dan geometri molekul. Di dalam kajian ini, analisis spektrum penyerapan UV HSA dan
AAG tanpa dan dengan MTG pada kepekatan yang berbeza (6, 12 dan 20 pM) telah
dijalankan. Analisis ini dilakukan untuk mengesahkan dapatan kajian pentitratan
pendarfluor dan eksperimen ITC berkaitan pengkompleksan protein-ligan dan perubahan

konformasi protein.

Rajah 4.6A dan Rajah 4.7A menunjukkan spektrum serapan HSA dan AAG
(garisan biru), tanpa dan dengan penambahan MTG (6, 12, 20 uM) pada julat panjang
gelombang 240-320 nm. MTG bebas (garisan titik-titik hitam) menunjukkan penyerapan
yang kuat pada 253 nm dan mempunyai puncak kecil pada 295 nm. Corak spektrum serapan
UV HSA dan AAG dengan maksimum pada 278 nm adalah disebabkan oleh transisi n—m*
melibatkan gelang fenil residu asid amino aromatik (Jiang et al. 2023). Kehadiran MTG
berkepekatan semakin meningkat telah menghasilkan peningkatan dalam spektrum
penyerapan atau anjakan hiperkrom bagi HSA (Rajah 4.6A) dan AAG (Rajah 4.7A), yang
mencadangkan perubahan mikro-persekitaran di sekitar kromofor protein yang disebabkan
oleh pembentukan kompleks protein-MTG. Walaubagaimanapun, pemerhatian ini
mungkin juga disebabkan oleh penyerapan MTG bebas dan bukannya oleh interaksi
spesifik antara HSA dan AAG dengan MTG.

Oleh itu, spektrum hasil jumlah penyerapan protein bebas dan MTG bebas telah
digunakan sebagai perbandingan, seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 4.6B dan Rajah
4.7B. Bagi HSA, spektrum yang terhasil mempamerkan isyarat penyerapan yang lebih kuat
berbanding dengan spektrum penyerapan larutan campuran MTG-HSA (Rajah 4.6A),
terutamanya pada kepekatan MTG yang tinggi. Hasil yang sama juga diperhatikan dalam
spektrum penyerapan AAG (Rajah 4.7A dan Rajah 4.7B), namun menghasilkan perbezaan
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isyarat penyerapan yang kecil meskipun pada kepekatan yang tinggi. Perubahan spektrum
serapan ini juga diperhatikan dalam beberapa kajian (Abubakar et al. 2024; Xu et al. 2017),
yang menunjukkan perbezaan spekrum bagi larutan campuran protein—ligan dengan jumlah

bacaan spektrum protein bebas dan ligan bebas.

Rajah 4.6 (A) Spektrum penyerapan UV bagi 20 pM HSA tanpa (garis biru penuh) dan dengan
kehadiran MTG (6, 12 dan 20 uM). (B) Spektrum yang dijana daripada penjumlahan nilai
penyerapan HSA bebas (20 uM) dan MTG bebas (6, 12 dan 20 uM). Garis putus-putus
hitam mewakili 20 uM MTG. (C) Graf tindanan membandingkan spektrum dari panel A
(garis penuh) dan panel B (garis putus-putus). Warna merah mewakili 6 pM MTG-20 uM
HSA, ungu mewakili 12 uyM MTG-20 uM HSA dan hijau mewakili 20 yM MTG-20 uM
HSA.
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Rajah 4.7 (A) Spektrum penyerapan UV bagi 20 uM AAG tanpa (garis biru penuh) dan dengan
kehadiran MTG (6, 12 dan 20 uM). (B) Spektrum yang dijana daripada penjumlahan nilai
penyerapan AAG bebas (20 uM) dan MTG bebas (6, 12 dan 20 uM). Garis putus-putus
hitam mewakili 20 uM MTG. (C) Graf tindanan membandingkan spektrum dari panel A
(garis penuh) dan panel B (garis putus-putus). Warna merah mewakili 6 pM MTG-20 uM
AAG, ungu mewakili 12 uyM MTG-20 uM AAG dan hijau mewakili 20 uyM MTG-20 pM
AAG.

Walaupun perbezaan dalam nilai penyerapan dalam Rajah 4.6C dan Rajah 4.7C
adalah kecil bagi kedua-dua protein plasma ini, namun ia menjelaskan pembentukan
kompleks protein-MTG, yang berada dalam keadaan asasnya. Fenomena ini dikaitkan

dengan proses pemindahan tenaga dalam kompleks yang melibatkan perubahan dalam
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konfigurasi elektronik molekul. Contohnya, pemerhatian ini mungkin menunjukkan
susunan — antara gegelang aromatik MTG dan gegelang fenil residu aromatik bagi HSA
dan AAG (Chaves et al. 2023). Perubahan struktur yang disebabkan oleh pengikatan MTG
kepada protein mungkin mempengaruhi struktur protein secara keseluruhan atau hanya

residu asid amino aromatik.

Secara keseluruhan, hasil ini telah mengesahkan pembentukan kompleks
MTG-HSA dan kompleks MTG-AAG melalui perbandingan spektrum penyerapan bagi
larutan campuran (protein—ligan) dan jumlah tambah komponen individu (protein+ligan).
Ini selaras dengan dapatan daripada eksperimen pentitratan pendarfluor dan eksperimen

ITC sebelum ini yang menunjukkan berlakunya mekanisme interaksi protein—ligan.

4.3.2 Perubahan struktur protein melalui spektroskopi pendarfluor 3D

Pengukuran sampel HSA dan AAG tanpa dan dengan kehadiran MTG menggunakan
spektroskopi pendarfluor 3D telah dilakukan untuk mendapatkan pemahaman yang lebih
mendalam mengenai perubahan konformasi protein selepas penambahan MTG. Unjuran
spektrum pendarfluor 3D dan peta kontur bagi HSA bebas, AAG bebas dan kompleks
protein-MTG dalam julat panjang gelombang pengujaan dan pancaran yang dikaji adalah
digambarkan dalam Rajah 4.8. Ciri-ciri spektrum pendarfluor 3D dari segi kedudukan
puncak (Aex/Aem) dan intensiti pendarfluor adalah dinyatakan dalam Jadual 4.4. Data-data
ini menunjukkan interaksi MTG mempengaruhi residu asid amino fluorofor protein yang

mencerminkan perubahan dalam mikropersekitaran residu ini.

Terdapat dua puncak serakan dalam spektrum pendarfluor 3D, iaitu, a dan b, yang
merujuk kepada puncak serakan Rayleigh dan puncak penyerakan peringkat kedua. Puncak
serakan Rayleigh (Aex = Aem), adalah disebabkan oleh penyerakan elastik cahaya pengujaan
oleh pelarut sampel, molekul yang terlarut dan partikel yang terampai. Manakala, puncak
penyerakan peringkat kedua (2Aex = Aem), adalah disebabkan oleh artefak instrument yang
terjadi akibat transmisi pembelauan peringkat kedua oleh parutan monokromator
(Bortolotti et al. 2016). Kedua-dua puncak spektrum pendarfluor ini adalah biasa dalam
semua sampel yang tidak mengandungi fluorofor (Bortolotti et al. 2016; Lakowicz 2006).
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Rajah 4.8 Unjuran spektrum pendarfluor 3D dan peta kontur bagi (Al) 3 uM HSA, (AIl) kompleks
MTG-HSA (6 pM MTG + 3 uM HSA), (BI) 3 uM AAG dan (BII) kompleks MTG-AAG
(6 uM MTG + 3 uM AAG) yang direkodkan pada 25 °C.



109

Jadual 4.4 Data spektrum 3D pendarfluor bagi HSA, AAG, kompleks MTG—HSA dan kompleks
MTG-AAG
Interaksi Puncak Kedudukan puncak Intensiti
[Aex/Aem (NmM/nm)]
3 uM HSA a 250/250—350/350 51.21—-57.68
b 250/500 86.84
1 280/338 411.19
2 230/333 384.31
3 uM HSA + 6 uM MTG a 250/250 —350/350 50.93—67.83
b 250/500 76.53
1 280/339 410.73
2 230/332 369.85
3 uM AAG 1 280/335 315.85
2 230/334 574.32
3 UM AAG + 6 uM MTG 1 280/336 392.39
2 230/335 735.39

Penting untuk ditekankan bahawa kedua-dua puncak ini juga terdapat dalam
spektrum pendarfluor 3D bagi penimbal dan MTG bebas seperti yang ditunjukkan di dalam
Rajah 4.9. Menariknya, terdapat kehadiran satu puncak baru iaitu puncak c (Rajah 4.9)
dalam spektrum pendarfluor 3D bagi MTG (Aex/Aem = 310/461 nm) dengan intensiti
pendarfluor sebanyak 17.02. Selain daripada dua puncak penyerakan ini, kehadiran dua
puncak baru iaitu puncak 1 dan puncak 2 dalam sampel protein telah ditunjukkan oleh

spektrum pendarfluor 3D bagi HSA pada Rajah 4.8AI dan AAG pada Rajah 4.8BI. Puncak
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1 dan puncak 2 mewakili ciri-ciri pendarfluor intrinsik yang disebabkan oleh kehadiran
residu Trp dan Tyr dalam komposisi protein HSA dan AAG. Ini melibatkan transisi
n—mn*(Bortolotti et al. 2016), iaitu pergerakan elektron dari orbital pengikat ke orbital anti-
pengikat © apabila diuja dengan cahaya UV, yang menghasilkan penyerapan spesifik bagi

setiap residu.

Rajah 4.9 Unjuran spektrum pendarfluor 3D dan peta kontur bagi (A) penimbal dan (B) 6 uM MTG
yang direkodkan pada 25 °C.

Perubahan dalam struktur tertier protein apabila berkompleks dengan MTG telah
menghasilkan kesan berbeza terhadap struktur dan sifat pendarfluor kedua-dua protein.
Kompleks MTG-HSA dengan nisbah molar 2:1 hanya menghasilkan penurunan intensiti
pendarfluor bagi sebanyak 3.76% bagi puncak 2, manakala tiada perubahan yang ketara
dilihat pada puncak 1 (Rajah 4.8All). Penurunan intensiti ini menunjukkan bahawa
pengikatan MTG tidak menyebabkan perubahan yang ketara dalam mikropersekitaran
residu fluorofor dalam HSA. Manakala, Rajah 4.8BII menunjukkan kompleks MTG-AAG
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dalam nisbah molar yang sama telah menyebabkan peningkatan intensiti pendarfluor bagi
puncak 1 (sebanyak 19.51%) dan puncak 2 (sebanyak 21.85%). Perubahan ini
menunjukkan bahawa pengikatan MTG pada AAG memberikan kesan ketara terhadap
pendarfluor intrinsik Trp dan Tyr, berbanding pengikatannya pada HSA. Ini sekaligus
menjelaskan bahawa interaksi MTG dengan AAG telah menyebabkan perubahan dalam

dinamik protein terutamanya sekitar residu-residu fluorofor.

Sebagai rumusan, dapatan ini adalah sejajar dengan dapatan yang diperoleh
menerusi kajian spektroskopi pendarfluor yang dijelaskan sebelum ini berkaitan perubahan
struktur protein dan interaksi protein-ligan. Perubahan yang ketara di sekitar residu Trp
AAG telah berlaku semasa berkompleks dengan MTG, yang seterusnya boleh
mempengaruhi struktur dan fungsi AAG secara keseluruhannya dalam konteks biologi dan

farmakologi.
4.3.3 Kesan MTG terhadap pengagregatan HSA dan AAG melalui analisis AFM

AFM ialah alat analitik cekap yang berupaya untuk menghasilkan imej pada skala
nanometer dan digunakan dalam pelbagai aplikasi biologi untuk pemahaman mendalam
mengenai struktur dan kelakuan protein (Dufréne et al. 2017). Maka, perubahan topologi
permukaan protein plasma dan kompleksnya dengan MTG divisualisasi dan dianalisis
menggunakan alat AFM dengan saiz imej sebesar 4 pm x 4 um. Imej topografi 2D dan 3D
AFM untuk HSA natif dan kompleks MTG-HSA ditunjukkan di dalam Rajah 4.10A dan
Rajah 4.10B, manakala untuk AAG natif dan kompleks MTG-AAG pula ditunjukkan di
Rajah 4.11A dan Rajah 4.11B.

Sampel HSA natif (Rajah 4.10A) menunjukkan sejumlah taburan bersaiz kecil yang
berketinggian sekitar 3.304 + 0.35 nm dan dua pembentukan yang lebih besar (ketinggian
sekitar 13.883 nm dan 3.935 nm). Sementara, Rajah 4.11A menunjukkan sampel AAG natif
yang mempunyai dua pembentukan dengan dimensi besar (ketinggian sekitar 27.515 nm
dan 20.859 nm). Penambahan MTG telah menghasilkan bentuk imej dengan dimensi yang
lebar (Rajah 4.10B dan Rajah 4.11B), yang mencerminkan peningkatan saiz agregat HSA
dan AAG di atas substrat mika. Sampel kompleks MTG-HSA (Rajah 4.10B) menunjukkan
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peningkatan dimensi dengan lebar sekitar ~0.3—0.8 nm dan tinggi sekitar ~4.3—14 nm dan
kehadiran satu agregat dengan ketinggian 37.633 nm. Ketinggian agregat sampel bagi
kompleks MTG-AAG juga adalah lebih besar berbanding sampel AAG bebas, dan dua
bentuk imejnya diilustrasikan dalam Rajah 4.11B dengan ketinggian masing-masing

sebanyak 85.781 nm dan 56.633 nm.

Rajah 4.10 Imej topografi AFM 2D dan 3D bagi (AI) HSA bebas dan (BI) kompleks MTG-HSA.
Imej topologi AFM 3D yang sepadan ditunjukkan pada (AIl) bagi HSA bebas dan (BII)
kompleks MTG—HSA. Sampel telah diimbas dalam mod torehan dengan saiz imbasan
4 pm x 4 pm.
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Rajah 4.11 Imej topografi AFM 2D bagi (AI) AAG bebas dan (BI) kompleks MTG-AAG. Imej
topologi AFM 3D yang sepadan ditunjukkan pada (AIl) bagi AAG bebas dan (BII)
kompleks MTG-AAG. Sampel telah diimbas dalam mod torehan dengan saiz imbasan
4 pm x 4 pm.

Beberapa kajian lepas juga menunjukkan topologi protein plasma meningkat
disebabkan oleh penambahan ligan (Abubakar et al. 2022; Dubey et al. 2018). Ini
menerangkan fenomena pengagregatan (flokulasi) dan penglibatan interaksi hidrofobik
dalam pengkompleksan protein-MTG. Peningkatan kehidrofobikan merupakan faktor
yang menyumbang kepada pengagregatan protein, yang berlaku apabila protein
membentuk kompleks stabil dengan mengurangkan kawasan permukaan yang terdedah
dengan pelarut. Kesimpulannya, dimensi imej topologi bagi kompleks MTG-HSA dan
MTG-AAG adalah berbeza dari molekul protein natif, yang mungkin disebabkan oleh
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pengkonjugatan MTG dengan HSA dan AAG. Saiz agregat yang lebih besar pada substrat
mika mencadangkan penglibatan interaksi hidrofobik yang ketara antara HSA dan AAG
dengan MTG.

4.3.4 Kesan pengikatan MTG ke atas struktur protein melalui analisis spektrum CD

Perubahan konformasi protein yang berkemungkinan berlaku disebabkan oleh pengikatan
ligan pada protein boleh dikenalpasti menggunakan spektroskopi CD. Penyerapan
spektrum CD UV-jauh (200-250 nm) sesuatu protein memberikan informasi mengenai
struktur sekunder (heliks-a atau lembaran-f3). Penyerapan ini adalah berdasarkan dua jenis
transisi elektronik oleh kromofor amida; transisi n—n* yang menunjukkan isyarat negatif
pada 222 nm dan transisi n—>7* yang menunjukkan isyarat pada panjang gelombang lebih
rendah (190-210 nm) (Linhares & Ramos 2023; Miles, Janes & Wallace 2021). Selain itu,
spektroskopi CD juga memberikan maklumat mengenai struktur tertier protein seperti
rantaian asid amino aromatik dan ikatan dwisulfida yang digambarkan oleh isyarat
spektrum CD UV-dekat (250-300 nm) (Daviter, Chmel & Rodger 2013; Kelly, Jess & Price
2005). Residu asid amino aromatik menunjukkan isyarat CD yang berkaitan dengan transisi
elektronik m—n* dalam panjang gelombang UV-dekat (Linhares & Ramos 2023). Untuk
memahami kesan interaksi MTG ke atas struktur HSA dan AAG, pengukuran spektrum CD
bagi HSA dan AAG tanpa dan dengan kehadiran MTG telah dijalankan.

Dalam kajian ini, spektrum CD UV-jauh bagi HSA tanpa dan dengan kehadiran
MTG (1 uM) ditunjukkan dalam Rajah 4.12A dan anggaran peratusan komponen struktur
sekunder adalah disenaraikan dalam Jadual 4.5. Spektrum CD UV-jauh bagi HSA natif
menunjukkan dua minimum pada panjang gelombang 208 nm dan 222 nm, yang
mengambarkan kehadiran struktur heliks-a (Abubakar et al. 2024; Linhares & Ramos 2023;
Shahlaei et al. 2015). Kajian kristalografi terdahulu telah melaporkan komposisi heliks-a
yang hampir sama (67%) (Carter & Ho 1994), dengan nilai 64.4% yang diperoleh daripada
data kajian ini. Perubahan kecil dalam isyarat CD protein diperhatikan apabila MTG
ditambahkan, dengan komposisi heliks-a sedikit menurun kepada 61.25%. Ini disertai

dengan kemunculan kecil struktur lembaran- (1.35%) yang tidak dapat dikesan dalam
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keadaan asal, dan sedikit penurunan dalam kandungan B-furn daripada 8.30% kepada
7.25%. Secara ringkasnya, hasil ini mencadangkan bahawa MTG hanya menyebabkan

penyusunan semula yang kecil terhadap struktur sekunder HSA.

Rajah 4.12 Kesan interaksi MTG-HSA ke atas struktur sekunder dan tertier HSA. Spektrum UV-
jauh (A) dan UV-dekat (B) bagi HSA dan campuran MTG-HSA. Kepekatan HSA adalah
1 uM bagi pengukuran CD UV-jauh dan 10 pM bagi UV-dekat.

Jadual 4.5 Komposisi struktur sekunder bagi HSA dalam keadaan natif dan dengan kehadiran MTG

Struktur 1 pM HSA 1 pM HSA +1 pM MTG
Heliks-a (biasa dan terubah) (64.4+0.37) (61.25+£1.35)
Lembaran- (selari dan anti-selari) (0.00 £ 0.00) (1.35+£0.45)
B-turn (8.30+0.91) (7.25 £ 0.05)

Lain-lain (28.15 £ 0.55) (28.95 +2.37)




116

Spektrum CD UV-dekat bagi HSA tanpa dan dengan kehadiran MTG (10 uM)
adalah digambarkan dalam Rajah 4.12B. Spektrum CD UV-dekat bagi HSA natif
menunjukkan kehadiran dua puncak negatif pada sekitar 261 nm dan 269 nm yang
mendemonstrasikan kehadiran ikatan dwisulfida dan kromofor aromatik protein (Abubakar
et al. 2022; Rehman et al. 2024). Fleksibiliti dan kestabilan konformasi protein HSA
dipengaruhi oleh kehadiran 17 pasang titian dwisulfida yang disumbangkan oleh 34 residu
asid amino sisteina (kecuali Cys-34) (Paris et al. 2012; Sugio et al. 1999). Secara khusus,
residu asid amino aromatik Trp (1), Phe (31) dan Tyr (18) memainkan peranan penting
dalam profil serapan spektrum CD UV-dekat (Peters 1985). Menariknya, kehadiran MTG
tidak menghasilkan perubahan yang ketara pada UV-dekat HSA. Secara ringkasnya, hasil
ini menjelaskan bahawa kehadiran MTG tidak memberikan kesan yang ketara terhadap

struktur keseluruhan HSA.

Eksperimen yang serupa telah dijalankan untuk menyiasat kesan interaksi MTG
terhadap struktur AAG. Dalam kajian ini, spektrum CD UV-jauh bagi AAG tanpa dan
dengan kehadiran MTG (1 uM) ditunjukkan dalam Rajah 4.13A dan anggaran peratusan
komponen struktur sekunder disenaraikan dalam Jadual 4.6. Spektrum CD UV-jauh bagi
protein AAG natif menunjukkan puncak negatif pada 218 nm, menggambarkan kehadiran
struktur lembaran-f protein (Hu et al. 2024; Liu et al. 2024). Hasil eksperimen ini
menunjukkan protein AAG natif mempunyai komposisi lembaran-f (41.4%) yang hanya
sedikit berbeza daripada analisis kristalografi struktur sekunder AAG yang menunjukkan
komposisi sebanyak 39.3% (Schonfeld et al. 2008). Kehadiran MTG mengubah komposisi
lembaran-f kepada 35.85% dengan peningkatan kecil struktur B-turn daripada 18.05%
kepada 18.55%. Oleh itu, hasil ini menerangkan bahawa kehadiran MTG menyebabkan

perubahan yang minimum dalam struktur sekunder protein ini.

Bagi spektrum CD UV-dekat (Rajah 4.13B), terdapat dua puncak negatif
diperhatikan pada 274 dan 282 nm dan tiga puncak positif pada 257, 278 dan 287 nm (Nishi
et al. 2004). Ciri-ciri spektrum CD UV-dekat ini menjelaskan kehadiran asid amino
aromatik protein AAG yang disumbangkan oleh residu Trp, Tyr dan Phe yang berbeza
kuantitinya di antara kedua-dua varian AAG. Spektrum CD UV-dekat bagi AAG natif tidak
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Rajah 4.13 Kesan interaksi MTG—AAG ke atas struktur sekunder dan tertier AAG. Spektrum UV-
jauh (A) dan UV-dekat (B) bagi AAG dan campuran MTG-AAG. Kepekatan AAG
adalah 1 uM bagi pengukuran CD UV-jauh dan 10 uM bagi UV-dekat.

Jadual 4.6 Komposisi struktur sekunder bagi AAG dalam keadaan natif dan dengan kehadiran MTG

Struktur 1 uM AAG 1 ptM AAG +1 pM MTG
Heliks-a (biasa dan terubah) (0.00 £ 0.00) (0.40 + 0.46)
Lembaran- (selari dan anti-selari) (41.40 £4.95) (35.85+5.73)
(B-turn) (18.05 + 1.06) (18.55+2.47)
Lain-lain (40.55£0.21) (45.10 £ 2.69)

menunjukkan isyarat CD minimum pada sekitar 260 nm, seperti dijangkakan kerana hanya
mempunyai dua titian dwisulfida (Kelly, Jess & Price 2005). Penambahan MTG ke dalam
larutan protein AAG memberikan kesan minimum terhadap struktur protein, namun lebih

signifikan berbanding HSA berdasarkan pemerhatian pada spektrum UV-jauh dan UV-
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dekat. Perbezaan ini boleh dikaitkan dengan saiz AAG (41 kDa) yang lebih kecil dan
fleksibel berbanding HSA (66 kDa), yang mungkin mempengaruhi perubahan struktur
AAG dengan ketara. Sekaligus, ini menerangkan bahawa interaksi MTG mungkin

memberikan perubahan terhadap struktur sekunder mahupun tertier protein AAG.

Bentuk spektrum CD bagi kedua-dua protein yang berlainan menerangkan
perbezaan komponen struktur sekunder dan juga struktur tertier. Jenis struktur sekunder
yang dipraktikkan oleh rantaian polipeptida (heliks-a atau lembaran-f3) bergantung pada
sudut dwihedron (®, V') antara residu bersebelahan dalam rantai polipeptida (Miles, Janes
& Wallace 2021). Spektrum CD untuk lembaran-3 bagi AAG (Rajah 4.13A) lebih berbeza
dibandingkan dengan heliks-a bagi HSA (Rajah 4.12A), kerana lembaran-f3 boleh wujud
dalam konformasi selari, anti-selari atau campuran dan boleh memperlihatkan susunan
berputar yang bervariasi (Linhares & Ramos 2023; Micsonai et al. 2022). Magnitud
spektrum CD UV dekat protein menunjukkan perbezaan bagi kedua-dua protein (Rajah
4.12B dan Rajah 4.13B) kerana dipengaruhi oleh jumlah setiap jenis asid amino aromatik
yang hadir, mobiliti, sifat persekitaran (ikatan hidrogen, kumpulan berkutub dan

kebolehkutuban) serta disposisi ruang dalam protein (Kelly, Jess & Price 2005).

Perubahan konformasi protein disebabkan pengikatan MTG ini boleh
mempengaruhi fungsi biologi dan kelakuan protein plasma ini dalam sistem peredaran.
Hasil daripada spektroskopi CD menunjukkan kesan tidak ketara terhadap struktur tertier
HSA, namun memberi kesan yang kecil terhadap struktur sekunder dan tertier AAG apabila
berkompleks dengan MTG. Data ini adalah selari dengan data pentitratan pendarfluor yang
menunjukkan berlakunya anjakan kecil pada pancaran maksimum dengan kehadiran MTG
yang diperhatikan bagi spektrum pendarfluor AAG, tetapi tidak pada HSA. Perubahan
mikrosekitaran fluorofor (residu Trp) bagi AAG menyumbang kepada perubahan sifat
pendarfluornya yang dijangkakan boleh mempengaruhi fungsi biologi protein ini.
Pemerhatian yang diperoleh daripada hasil CD menjangkakan aktiviti enzimatik HSA
seperti esterase dan tioesterase (Kragh-Hansen 2016), mungkin tidak terjejas kerana
konformasi adalah hampir menyerupai protein natif. Namun, alterasi terhadap struktur

AAG setelah pengikatan MTG mungkin memberi sedikit kesan terhadap fungsi biologi
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protein fasa akut positif ini. Peranan AAG seperti agen imunomodulasi dalam tindak balas

imun (Hochepied et al. 2003), boleh terganggu disebabkan perubahan strukturnya.

Kesimpulannya, hasil ini menjelaskan bahawa fungsi biologi HSA berkemungkinan
tidak terganggu akibat interaksi dengan MTG dan boleh menjalankan aktiviti asalnya
dengan keberkesanan yang dijangkakan. Namun, pengikatan MTG pada AAG memberi

kesan terhadap strukturnya, yang boleh memberi implikasi kepada fungsinya.

4.4 LOKASI TAPAK PENGIKATAN SEBATIAN MTG DAN 7-OH-MTG PADA HSA
DAN AAG

Lokasi tapak pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada HSA dan AAG telah dianalisis
menggunakan simulasi dok molekul. Eksperimen sesaran dadah kompetitif juga dijalankan
untuk menentukan tapak pengikatan spesifik bagi MTG pada HSA. Penyesaran dadah
kompetitif adalah berkaitan dengan interaksi dadah-dadah, dimana persaingan antara dadah
untuk tapak pengikatan yang sama pada protein boleh mengakibatkan peningkatan
kepekatan dadah bebas. Maklumat ini berguna untuk menilai keberkesanan terapi, kesan

sampingan dan ketoksikan, yang penting dalam pembangunan dadah daripada ketum yang

efektif.

4.4.1 Kajian penyesaran dadah kompetitif

Penentuan lokasi pengikatan MTG telah dijalankan melalui kajian penyesaran dadah
menggunakan ligan penanda berafiniti tinggi kepada tapak pengikatan utama pada HSA,
iaitu fenilbutazon (PB) untuk tapak I di subdomain ITA, ketoprofen (KTN) untuk tapak II
di subdomain IITA dan hemin (HMN) untuk tapak III di subdomain IB (Rajah 4.14). Ligan-
ligan penanda yang berbeza dengan variasi dari segi struktur dan sifat kimia dipilih untuk

pemerhatian yang komprehensif terhadap tapak-tapak pengikatan HSA.

Rajah 4.14 menggambarkan hasil pentitratan pendarfluor yang dijalankan ke atas
larutan HSA dan kompleks ligan penanda—HSA (1:1), dengan peningkatan kepekatan MTG
(5-30 uM). Menariknya, setelah kehadiran MTG, kedua-dua larutan campuran PB-HSA
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dan KTN-HSA menunjukkan pemelindapan intensiti pendarfluor pada ~340 nm yang
hampir sama seperti HSA bebas. Ini menandakan bahawa interaksi kedua-dua ligan
penanda ini dengan HSA di dalam saku pengikatannya adalah tidak terganggu oleh
kehadiran MTG. Ini berbeza dengan kompleks HMN-HSA, di mana berlaku penurunan
isyarat pendarfluor disebabkan oleh kehadiran MTG. Ini mencadangkan bahawa
pengikatan HMN kepada HSA di tapak III mempengaruhi pengikatan MTG. Oleh itu, boleh
ditafsirkan bahawa tapak III mungkin merupakan lokasi pengikatan bagi MTG. Ini
disokong oleh fakta bahawa hanya HMN yang mempengaruhi pengikatan MTG pada HSA,
tetapi tidak ligan penanda lainnya (PB dan KTN). Walau bagaimanapun, ia juga boleh
diperdebatkan bahawa jika diandaikan HMN dan MTG bersaing untuk tapak pengikatan
yang sama pada HSA, ini sepatutnya mengakibatkan penurunan keamatan pendarfluor

yang lebih kecil berbanding HSA bebas kerana tapak tersebut sukar diakses oleh MTG.

Rajah 4.14 Penyesaran ligan penanda dari tapak pengikatan HSA oleh MTG (5-30 uM dengan
selang 5 uM) yang diperhatikan melalui perubahan intensiti pendarfluor relatif (FI) HSA
(3 uM) dan kompleksnya (1:1) dengan PB untuk tapak I, KTN untuk tapak II dan HMN
untuk tapak III. Puncak pancaran maksimum adalah HSA, PB-HSA, KTN-HSA, dan
HMN-HSA adalah pada 341, 340, 340, dan 334 nm, masing-masing. Aex = 295 nm.
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Oleh demikian, penyelidikan lebih lanjut dan pendekatan pengkomputeran
diperlukan untuk pensahihan data yang dilaporkan dalam kajian ini. Maka, analisis dok
molekul dilakukan untuk mengenalpasti tapak pengikatan MTG dan mengesahkan dapatan
kajian sesaran dadah kompetitif. Ini penting untuk mendapatkan pemahaman yang lebih
terperinci tentang mekanisme pengikatan MTG dengan albumin serta potensi interaksi

dengan dadah-dadah lainnya.

4.4.2 Analisis simulasi molekul mengedok

Analisis dok molekul dijalankan menggunakan pakej perisian AutoDock untuk
meramalkan tapak pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada HSA dan kedua-dua varian
AAG (varian F1*S dan A). Simulasi dok MTG dan 7-OH-MTG pada HSA secara rawak
dijalankan dengan 1000 output, sebelum simulasi pengedokan pada tapak spesifik (tapak
pengikatan I, I dan III) sebanyak 100 output dilakukan. Bagi kedua-dua varian AAG,
simulasi dok molekul dilakukan secara rawak (1000 output) sahaja kerana hanya terdapat
satu tapak pengikatan yang menjadi lokus pengikatan dadah. Pemahaman mengenai variasi
konformasi kompleks protein—ligan diketahui dengan analisis hasil kluster menggunakan
toleransi RMSD sebanyak 2.0 A bagi semua protein plasma. Jadual 4.7 menunjukkan
tenaga pengikatan terendah (pengikatan paling kuat) bagi pengkompleksan MTG dan 7-
OH-MTG kepada kedua-dua protein plasma yang diperoleh menerusi hasil dok secara

rawak dan spesifik.
a. Dok molekul MTG dan 7-OH-MTG dengan HSA

Analisis kluster bagi dok rawak MTG-HSA memperoleh sebanyak 439 kluster konformer
tunggal dan 197 kluster multi-konformer daripada 1000 hasil output (Rajah 4.15A). Kluster
dengan populasi tertinggi adalah diwakili oleh konformer yang mengikat pada subdomain
ITA HSA dengan 22 konformer. Namun, kluster dengan tenaga pengikatan terendah (<—8.5
kcal mol™!) didominasi oleh konformasi MTG yang mengedok pada subdomain IB HSA.
Berdasarkan identiti asid amino, lokasi dok konformer MTG ini dikenalpasti mengandungi
tapak pengikatan dadah III. Ini menandakan kecenderungan bagi MTG untuk mengikat
dengan tapak pengikatan dadah III pada subdomain IB HSA dengan kestabilan yang tinggi.
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Jadual 4.7 Tenaga pengikatan terendah bagi pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada HSA dan
kedua-dua varian AAG

Tenaga pengikatan terendah (kcal mol ')

MTG 7-OH-MTG

Analisis dok secara rawak (1000 output)

HSA —-10.33 —9.58
AAG varian F1*S —10.80 —9.95
AAG varian A —10.18 -10.44
Analisis dok secara spesifik (100 output)

Tapak I : Subdomain ITA HSA —11.28 —10.61
Tapak II : Subdomain IITA HSA =7.717 —8.21
Tapak III : Subdomain IB HSA —12.11 —12.11

Dapatan ini disokong oleh analisis pengedokan spesifik-tapak susulan (Rajah 4.15B), yang
menunjukkan pola pengelompokan yang jelas untuk tiga tapak pengikatan utama HSA.
Hasil analisis menunjukkan bahawa pengedokan pada tapak pengikatan III adalah paling

stabil dari segi tenaga pengikatan, diikuti oleh tapak pengikatan I dan tapak pengikatan II.

Di samping itu, pola serupa juga telah diperhatikan bagi pengedokan 7-OH-MTG
kepada HSA. Hasil dok rawak kompleks 7-OH-MTG-HSA mendapati sejumlah 471
kluster konformer tunggal dan 187 kluster multi-konformer (Rajah 4.16A). Daripada 187
kluster multi-konformer yang dihasilkan kluster yang paling stabil dengan tenaga
pengikatan terendah sebanyak <-9 kcal mol ! adalah khusus untuk pengikatan 7-OH-MTG
pada subdomain IB HSA. Demikian juga, hasil pengedokan spesifik-tapak seperti di dalam
Rajah 4.16B, dengan jelas menunjukkan kecenderungan 7-OH-MTG untuk mengikat
kepada tapak III HSA berdasarkan tenaga pengikatan dan populasi kluster. Persamaan
lokasi tapak pengikatan yang diramalkan bagi kedua-dua sebatian pada HSA adalah telah
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dijangka berdasarkan persamaan struktur mereka yang hanya berbeza dengan tambahan

satu kumpulan hidroksil di C7 dalam struktur 7-OH-MTG.
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Rajah 4.15 Analisis kluster dok molekul bagi MTG dengan HSA secara (A) rawak dan (B) spesifik.
Simulasi dok molekul secara rawak dilakukan dengan 1000 output, manakala simulasi
dok secara spesifik dilakukan pada ketiga-tiga tapak pengikatan dadah (tapak I pada
subdomain ITA, tapak II pada subdomain IIIA, tapak III pada subdomain IB) dengan 100

output. Analisis ini difokuskan sepenuhnya pada kluster multi-konformer sahaja.
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Rajah 4.16 Analisis kluster dok molekul bagi 7-OH-MTG dengan HSA secara (A) rawak dan (B)
spesifik. Simulasi dok molekul secara rawak dilakukan dengan 1000 output, manakala
simulasi dok secara spesifik dilakukan pada ketiga-tiga tapak pengikatan dadah (tapak I
pada subdomain IIA, tapak II pada subdomain IIIA, tapak III pada subdomain IB) dengan

100 output. Analisis ini difokuskan sepenuhnya pada kluster multi-konformer sahaja.

Rajah 4.17A dan Rajah 4.17B menunjukkan visualisasi konformasi dok molekul
terbaik (tenaga pengikatan terendah) bagi MTG dan 7-OH-MTG pada HSA berdasarkan
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hasil simulasi dok secara rawak. Kedua-dua sebatian psikotropik ini mengedok pada lokasi
yang sama iaitu tapak pengikatan III HSA, tetapi dengan orientasi yang berbeza. Sementara
seluruh cincin indol MTG menjulur keluar di pintu masuk saku tapak pengikatan (Rajah
4.17A), molekul 7-OH-MTG pula lebih terbenam ke dalam saku ini dengan hanya cincin
anisolnya yang kekal di permukaan (Rajah 4.17B). Perbandingan tenaga pengikatan bagi
kedua-dua sebatian ini mendedahkan afiniti yang lebih tinggi bagi MTG dengan tenaga
pengikatan terendah sebanyak —10.33 kcal mol ! berbanding —9.58 kcal mol ™! bagi 7-OH-
MTG. Perbezaan ini mungkin disebabkan oleh perbezaan orientasi molekul dalam protein
dan interaksi ligan dengan residu-residu spesifik pada HSA. Berdasarkan penyelidikan
sebelumnya (Zsila 2013), pengikatan molekul hidrofobik seperti MTG di subdomain IB
telah dijangkakan, kerana kebanyakkan molekul-molekul hidrofobik juga cenderung

mengedok pada subdomain ini.

Subdomain IB adalah sebuah tapak pengikatan yang mempunyai poket pengikatan
yang fleksibel dan dianggap sebagai tapak pengikatan dadah utama ketiga HSA. Tapak
pengikatan dadah III ini telah terbukti menjadi tempat pengikatan yang bermakna untuk
kira-kira 60 sebatian dengan ciri-ciri struktur yang berbeza (Zsila 2013). Ia adalah tapak
pengikatan primer untuk sebatian-sebatian endogen seperti bilirubin (dan molekul-molekul
berkaitan termasuk biliverdin dan hemin) serta ubat-ubatan seperti lidokaina dan asid
fusidik (Zsila 2013). Ia juga tapak pengikatan sekunder bagi beberapa dadah seperti
azapropazon, indometasin dan asid trilodobenzoik (Ghuman et al. 2005; Rimac et al. 2017).
Menariknya, beberapa sebatian yang mengandungi kumpulan indol yang bertindak sebagai
agen psikoaktif seperti dietilamida asid lisergik, dimetiltriptamina dan psilosibin juga
diindikasikan berinteraksi dengan HSA di subdomain IB yang mengandungi tapak III
(Khastar et al. 2020). Penemuan ini mencadangkan bahawa persamaan struktur sebatian-
sebatian psikoaktif ini, terutamanya gegelang indol, menyumbang kepada keupayaannya
untuk berinteraksi dengan tapak pengikatan tertentu pada HSA. Analisis pengkomputeran
melalui simulasi dok molekul ini dapat mengenalpasti lokasi tapak pengikatan pada protein
dengan lebih tepat, dan menjelaskan ketidakpastian yang diperoleh daripada eksperimen

sesaran dadah kompetitif sebelumnya.
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Rajah 4.17 Model molekul mengedok (A) MTG dan (B) 7-OH-MTG pada HSA (ID PDB: 1BMO)
yang menunjukkan orientasi pengikatan bagi konformasi ligan yang paling stabil
(kelabu) dengan tenaga pengikatan terkuat. Domain I, II dan III HSA adalah diwarnakan

dengan merah, hijau dan biru, masing-masing.

Pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada subdomain IB HSA (tapak III) menjelaskan
bahawa interaksi kedua-dua sebatian ketum ini tidak mempengaruhi pengikatan dadah pada

tapak yang lain. Misalnya, pengikatan dadah yang berinteraksi kuat pada tapak selain tapak
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pengikatan III, seperti CMPF pada tapak I dan asid hipurik pada tapak II tidak terjejas
(Sakai, Takadate & Otagiri 1995; Takamura, Maruyama & Otagiri 1997). Sebaliknya,
terdapat kemungkinan peningkatan aktiviti farmakologi bagi dadah berafiniti tinggi pada
tapak III seperti lidokaina (Ghuman et al. 2005), akibat penyesaran oleh MTG dan 7-OH-
MTG yang menyebabkan fraksi bebas dadah ini bertambah. Tambahan juga, penggunaan
dadah secara konkomitan dengan sebatian MTG atau 7-OH-MTG boleh dilakukan
melibatkan dadah-dadah yang mengikat pada tapak pengikatan dadah selain tapak III. Ini
seterusnya memungkinkan dadah-dadah lain bersama MTG atau 7-OH-MTG dapat dibawa
menuju sasaran terapeutik dan seterusnya menjalankan kesan terapeutiknya dengan
berkesan. Dapatan kajian ini dapat memberi maklumat praklinikal yang berguna untuk
meramal kesan farmakologi dadah sedia ada jika melibatkan kehadiran bersama sebatian-

sebatian ketum ini.

b. Dok molekul MTG dan 7-OH-MTG dengan AAG

Kaedah dok molekul secara rawak juga telah digunakan bagi menentukan tapak pengikatan
MTG dan 7-OH-MTG pada AAG varian F1*S dan A dengan 1000 output. Hasil analisis
kluster mendedahkan sejumlah 218 kluster konformer tunggal dan 135 kluster multi-
konformer. Analisis dok molekul kedua-dua sebatian psikotropik pada AAG varian F1*S
menunjukkan pengikatan yang lebih stabil antara MTG dan protein berbanding dengan 7-
OH-MTG (Rajah 4.18A). Kluster konformasi dengan tenaga pengikatan terendah bagi
kompleks MTG—AAG varian F1*S (—=10.80 kcal mol!) tidak hanya lebih stabil secara
termodinamik berbanding 7-OH-MTG (—9.95 kcal mol ™), tetapi juga mempunyai kluster
dengan populasi tertinggi sebanyak 48 jumlah konformer. Sementara itu, terdapat sebanyak
223 kluster konformer tunggal dan 128 kluster multi-konformer hasil daripada pengedokan
MTG pada AAG varian A (Rajah 4.18B). Pola taburan kluster tersebut menunjukkan
bahawa tenaga pengikatan kluster dok MTG yang paling stabil (—=10.18 kcal mol™!) tidak
berbeza secara signifikan berbanding kluster yang serupa bagi 7-OH-MTG (—10.44 kcal
mol!). Walau bagaimanapun, populasi kedua-dua kluster ini adalah jauh lebih rendah
berbanding dengan bilangan konformer bagi kluster dengan populasi paling tinggi untuk

kedua-dua sebatian.
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Rajah 4.18 Analisis kluster dok molekul MTG dan 7-OH-MTG dengan AAG varian (A) F1*S
dan (B) A. Hasil diperoleh daripada dok secara rawak dengan 1000 output bagi
kedua-dua varian AAG. Analisis ini difokuskan sepenuhnya pada kluster multi-

konformer sahaja.

Saku pengikatan AAG varian F1*S adalah agak besar kerana terdiri daripada tiga
lobus (I-1II). Lobus I adalah sub-kompartmen utama yang tak berkutub bagi saku

pengikatan ini dan ia menyediakan ruang bagi pengikatan dadah hidrofobik. Manakala,
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lobus II dan lobus III adalah kecil, bercas negatif dan berasid disebabkan oleh kehadiran
residu asid amino berasid (Glu-64 di lobus II dan Asp-115 di lobus III) (Schonfeld et al.
2008; Zsila 2023). Sebaliknya, saku pengikatan ligan yang lebih sempit bagi varian A hanya
mempunyai dua lobus, iaitu lobus hidrofobik yang berpusat pada tengah protein (lobus I)
dan lobus II dengan struktur yang lebih kecil (Huang et al. 2012; Zsila 2023). Ciri-ciri saku
pengikatan AAG yang besar dan versatil membenarkan pelbagai dadah mengikat pada
masa yang sama (Owczarzy et al. 2023). Kajian lepas menunjukkan interaksi beberapa
sebatian farmakologi dengan AAG melibatkan pertindihan lobus di dalam saku pengikatan,
tanpa mengira varian (AlAjmi et al. 2020; Huang et al. 2012).

Rajah 4.19A dan Rajah 4.19B menggambarkan visualisasi konformasi paling stabil
bagi MTG dan 7-OH-MTG pada varian F1*S AAG. MTG dan 7-OH-MTG terikat pada
saku pengikatan di tengah protein, dengan tenaga pengikatan sebanyak —10.80 kcal-mol ™!
dan —9.95 kcal-mol ™!, masing-masing. Analisis pengedokan menunjukkan bahawa MTG
mengedok berdekatan dengan lobus III, sementara 7-OH-MTG mengikat berhampiran
dengan lobus I, dan pada masa yang sama, sebahagian strukturnya terunjur ke dalam lobus
III. Seperti pengikatan pada AAG varian F1*S, kedua-dua MTG dan 7-OH-MTG juga
didapati mengedok dalam saku pengikatan tengah protein AAG varian A, dengan tenaga
pengikatan masing-masing sebanyak —10.18 kcal mol™! (Rajah 4.20A) dan —10.44 kcal
mol ! (Rajah 4.20B). Walau bagaimanapun, terdapat perbezaan yang ketara dalam orientasi
mereka, di mana 7-OH-MTG (Rajah 4.20B) lebih terbenam di dalam saku tersebut
berbanding MTG (Rajah 4.20A).

Perbezaan mod pengikatan ligan terhadap varian FI1*S dan A boleh dikaitkan
dengan perbezaan komposisi asid amino kedua-duanya. Perbezaan sebanyak 20 daripada
183 jumlah residu antara varian F1*S dan A menghasilkan struktur topologi dan selektiviti
pengikatan ubat yang unik (Nishi et al. 2011; Schonfeld et al. 2008). Sebagai contoh,
dipiridamol, imatinib, warfarin, kuinidin dan mifepriston menunjukkan kecenderungan
untuk mengikat kepada varian F1*S, manakala sebatian trisiklik dengan dua cincin benzena
(disopiramida, imipramina, amitriptilina, metadon dan deramsiklana) lebih cenderung

mengikat kepada varian A (Huang & Ung 2013; Luo et al. 2015). Walaupun protein AAG
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mempunyai lebih daripada tujuh tapak pengikatan berpotensi, namun hanya saku
pengikatan di tengah protein mempunyai kepentingan terapeutik (Israili & Dayton 2001).
Tapak ini juga menunjukkan afiniti yang tinggi terhadap pelbagai dadah seperti fedratinib
(Jiang et al. 2024), ocalcitinib (Liu et al. 2024), dacomitinib (Hu et al. 2024), ibrutinib
(Jiang et al. 2023), ceritinib (Wang et al. 2020a) dan brigatinib (Wang et al. 2020b).

Rajah 4.19 Model molekul mengedok (A) MTG dan (B) 7-OH-MTG pada AAG varian F1*S (ID
PDB: 3KQ0) yang menunjukkan orientasi pengikatan bagi konformasi ligan yang paling

stabil (hijau) dengan tenaga mengedok terkuat.
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Rajah 4.20 Model molekul mengedok (A) MTG dan (B) 7-OH-MTG pada AAG varian A (ID PDB:
3APU) yang menunjukkan orientasi pengikatan bagi konformasi ligan yang paling stabil

(hijau) dengan tenaga mengedok terkuat.

Kesimpulannya, hasil kajian menunjukkan bahawa pengikatan MTG dan 7-OH-
MTG adalah pada subdomain IB atau tapak pengikatan III. Namun, interaksinya dengan
AAG menunjukkan bahawa kedua-dua sebatian cenderung mengikat pada tengah protein

pada kedua-dua varian AAG.



132

c. Pengesahsahihan prosedur simulasi dok molekul

Pengedokan semula merupakan kaedah yang digunakan untuk menilai ketepatan prosedur
simulasi dok molekul dengan membandingkan orientasi ligan yang didokkan semula
dengan orientasi asalnya dalam struktur kristalografi (Gholam et al. 2022; Mkhayar et al.
2023). Oleh itu, kaedah ini telah dijalankan menggunakan ligan tetraetilena glikol
(CgH180s) yang asalnya dikristalkan pada protein menggunakan struktur AAG varian A
(PDB ID: 3APU) sebagai model untuk mengesahkan prosedur dok molekul yang digunakan

dalam kajian ini.

Hasil perbandingan orientasi ligan tetraetilena glikol yang dikristalkan dengan
orientasinya setelah didokkan semula pada protein telah digambarkan dalam Rajah 4.21A.
Seperti yang dapat dilihat, ligan yang didokkan semula mengikat pada protein di lokasi
yang sama seperti ligan yang dikristalkan. Selain itu, RMSD ligan di antara dua orientasi
tersebut adalah 1.885 A, menunjukkan kesamaan yang tinggi antara struktur-struktur
tersebut (Gholam et al. 2022). Nilai RMSD merupakan parameter utama yang digunakan
untuk menilai ketepatan prosedur pengedokan semula, di mana nilai RMSD <2 A
menunjukkan ketepatan tinggi, 2-3 A dianggap boleh diterima, manakala >3 A
menunjukkan ketidaktepatan dan memerlukan pelarasan parameter pengedokan (Ramirez
& Caballero 2018). Tambahan pula, interaksi ikatan hidrogen dan van der Waals
memainkan peranan penting dalam kestabilan kompleks kedua-dua struktur ini. Residu asid
amino yang berinteraksi dengan kedua-dua struktur ligan tersebut telah dikenal pasti dan
mendapati hampir serupa iaitu Phe-51, Arg-90, Leu-62, Phe-112, Thr-47, Phe-49, Glu-64,
Tyr-27, Tyr-127, lle-44, Val-41, Ser-125 dan Phe-32 (Rajah 4.21B dan Rajah 4.21C), yang

sekaligus mengesahkan keutuhan protokol simulasi dok molekul ini.

Kesimpulannya, hasil pengedokan semula yang dijalankan menunjukkan ketepatan
yang tinggi berdasarkan nilai RMSD yang diperoleh (<2 A) dan persamaan residu asid
amino yang berinteraksi dengan ligan pada kristal asal protein. Maka, pengesahsahihan
dalam kajian ini memastikan hasil simulasi dok molekul adalah boleh dipercayai untuk

kajian interaksi ligan-reseptor.
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Rajah 4.21  Perbandingan antara orientasi ligan tetraetilena glikol yang dikristalkan (biru) dan yang
didokkan semula (merah) dengan AAG varian A (PDB ID: 3APU). Interaksi residu asid
amino dengan ligan yang (B) dikristalkan dan (C) didokkan semula.

4.5 PENGLIBATAN DAYA INTERMOLEKUL DALAM PENGKOMPLEKSAN
PROTEIN-LIGAN

Pengikatan protein—ligan kebiasaannya melibatkan daya bukan kovalen seperti ikatan
hidrogen, daya van der Waals, interaksi ionik dan interaksi hidrofobik. Afiniti pengikatan
ini adalah berkaitan dengan jenis daya intermolekul yang terlibat, yang dipengaruhi oleh
geometri molekul berkaitan susunan atom, jarak antara molekul dan sifat elektronik spesies
yang berinteraksi. Maka, analisis struktur sebatian MTG dan 7-OH-MTG menggunakan

perisian Chemicalize (ChemAxon Discovery Toolkit) dan analisis lanjutan output dok
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molekul melalui perisian Biovia Discovery Studio telah dilakukan untuk mengenalpasti

jenis-jenis daya intermolekul yang terlibat dalam pengkompleksan protein—ligan.

4.5.1 Analisis struktur molekul MTG dan 7-OH-MTG menggunakan perisian Chemicalize

Perisian Chemicalize (Chemaxon Discovery Toolkit) membekalkan maklumat parameter
fisiko-kimia sesuatu sebatian ligan termasuklah logP, pKa, kebolehlarutan, luas permukaan
berkutub topologi (TPSA), luas permukaan van der Waals serta bilangan penderma dan
penerima ikatan hidrogen. Maklumat ini boleh dimanfaatkan untuk meramalkan interaksi
yang berkemungkinan berlaku apabila MTG dan 7-OH-MTG berinteraksi dengan kedua-
dua, HSA dan AAG.

Perincian mengenai distribusi cas dan kecenderungan pengionan atau penyahionan
sesuatu molekul dalam persekitaran tertentu boleh digunakan untuk meramalkan interaksi
ionik. Interaksi ionik adalah daya intermolekul yang disebabkan oleh tarikan elektrostatik
di antara dua kumpulan cas berlawanan dan adalah lebih kuat berbanding daya van der
Waals (Mantri, Sanghvi & Zhu 2017). Pembentukan interaksi ini melibatkan kumpulan
bercas positif seperti ion a-ammonium, e-ammonium, guanidinium dan imidazolium; serta
kumpulan bercas negatif seperti ion a-karboksil, kumpulan B-karboksil, y-karboksil, fosfat,
dan sulfat (Bhagavan & Ha 2015). Berdasarkan analisis struktur, populasi molekul MTG
yang tidak bercas (mikrospesies 1) adalah sebanyak 69.5%, manakala yang bercas
(mikrospesies 2) adalah sebanyak 30.5% pada pH fisiologi, 7.4 (Rajah 4.22). Bagi 7-OH-
MTG pula, taburan molekul tidak bercas (mikrospesies 1) adalah sebanyak 54.8%,
manakala taburan molekul yang bercas (mikrospesies 2) adalah sebanyak 45.2% pada pH
fisiologi (Rajah 4.23). Molekul 7-OH-MTG bercas yang lain, iaitu mikrospesies 3 dan
mikrospesies 4 yang ternyata tidak wujud pada pH 7.4.

Tambahan lagi, berdasarkan lengkuk cas melawan pH pada Rajah 4.24, didapati
MTG mempunyai cas sebanyak 0.30, manakala 7-OH-MTG mempunyai cas lebih tinggi
iaitu sebanyak 0.45 pada pH fisiologi. Ini menunjukkan bahawa pada pH fisiologi, molekul
7-OH-MTG adalah lebih ionik berbanding molekul MTG. Namun, hasil ini hanya

menjangkakan interaksi ionik yang lemah dalam pengikatan sebatian-sebatian ini dengan
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protein plasma. Oleh demikian, walaupun sebahagian besar populasi kedua-dua molekul
ini berada dalam keadaan neutral pada pH fisiologi, namun terdapat kemungkinan
wujudnya interaksi ionik antara MTG dan 7-OH-MTG dengan residu bercas negatif seperti
asid aspartik dan asid glutamik dalam HSA dan AAG.

Rajah 4.22  Taburan dua mikrospesies MTG yang hadir pada skala pH 0—14.
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Rajah 4.23  Taburan empat mikrospesies 7-OH-MTG yang hadir pada skala pH 0—14
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Rajah 4.24  Lengkuk cas melawan pH bagi molekul MTG dan 7-OH-MTG. (A) Molekul MTG
mempunyai cas positif pada julat pH 0-9.3 dan tiada cas pada julat pH 9.4-14. (B)
Molekul 7-OH-MTG mempunyai cas positif pada julat pH 0-9.5, tiada cas pada pH
9.6—10.2 dan cas negatif pada pH 10.3—14.

Seterusnya, kewujudan interaksi hidrofobik boleh diramalkan berdasarkan
karakteristik lipofilik sesuatu sebatian melalui pekali taburan (logD) dan pekali partisi
(logP). Interaksi hidrofobik adalah suatu bentuk daya lemah yang menerangkan
kecenderungan kumpulan tidak berkutub yang mempunyai keterlarutan air rendah untuk
berasosiasi sesama sendiri dalam larutan akues (Bogunia & Makowski 2020). Pekali logD
digunakan untuk mengukur nisbah kepekatan sebatian ternyahion kepada terion pada pH
tertentu, sesuai untuk sebatian lipofilik terion dan bergantung kepada pH (Bhal et al. 2007;
Gaohua, Miao & Dou 2021). Manakala, logP digunakan untuk mengukur nisbah kepekatan
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molekul dalam larutan oktanol kepada larutan air pada keadaan ekulibrium, sesuai bagi
sebatian lipofilik tak terion dan tidak bergantung pada pH (Bhal et al. 2007; Gaohua, Miao
& Dou 2021). Maka, penentuan nilai logD digunakan untuk menilai sifat keterlarutan MTG
dan 7-OH-MTG dalam pelbagai pelarut organik dan air. Hasil pada Rajah 4.25
menunjukkan nilai logD pada pH fisiologi 7.4 yang diperoleh bagi MTG adalah lebih tinggi
(3.14) berbanding 7-OH-MTG (2.49). Nilai logD lebih dari 0 ini menerangkan sebatian
lipofilik dengan keterlarutan akues yang rendah (Lapins et al. 2018), dan berkemungkinan

mengikat pada protein plasma melalui interaksi hidrofobik secara ketara.

Rajah 4.25  Lengkuk logD bagi molekul MTG dan 7-OH-MTG melawan pH. Nilai logD tertinggi bagi
molekul MTG adalah 3.30 pada julat pH 9.1—14, manakala bagi molekul 7-OH-MTG adalah
2.75 pada julat pH 9.5-10.3.
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Selanjutnya, jangkaan ikatan hidrogen boleh dilakukan berdasarkan kehadiran
penderma dan penerima ikatan hidrogen dalam struktur sesuatu sebatian. Ikatan hidrogen
merupakan sejenis interaksi dwikutub yang terhasil daripada daya tarikan antara atom
hidrogen yang terikat secara kovalen kepada atom elektronegatif seperti F, O atau N,
dengan atom berhampiran yang juga elektronegatif (Bulusu & Desiraju 2020; Mantri,
Sanghvi & Zhu 2017). Kekuatan interaksi ini bergantung kepada panjang ikatan hidrogen,
dengan panjang ikatan dalam julat 2.2-2.5 A dikategorikan sebagai kuat, 2.5-3.2 A sebagai
sederhana dan 3.2-4.0 A sebagai lemah (Ferrell & Jackson 1999). Keelektronegatifan
penerima ikatan hidrogen juga mempengaruhi kekuatan sesuatu ikatan hidrogen dengan
urutan F > O > N (Bulusu & Desiraju 2020; Mantri, Sanghvi & Zhu 2017). Ikatan hidrogen
memainkan peranan penting dalam kestabilan kompleks protein—ligan. Di dalam kajian ini,
analisis struktur molekul MTG dan 7-OH-MTG menunjukkan bahawa kedua-duanya
mempunyai satu penderma ikatan hidrogen, manakala bilangan penerima ikatan hidrogen
bagi MTG adalah empat dan bagi 7-OH-MTG adalah enam. Justeru itu, pengkompleksan
MTG dan 7-OH-MTG dengan protein plasma juga berkemungkinan melibatkan ikatan

hidrogen yang disumbangkan oleh penerima dan penderma ikatan hidrogen ini.

Jangkaan pembentukan ikatan hidrogen juga boleh dilakukan berdasarkan nilai
TPSA. TPSA adalah ukuran keluasan permukaan sesuatu molekul yang disumbangkan oleh
heteroatom (F, O, N) serta atom hidrogen yang berkutub (Prasanna & Doerksen 2009). Ia
sering digunakan dalam menilai kemampuan sesuatu molekul untuk meresap ke dalam sel
seperti penyerapan usus (nilai TPSA kurang 140 A2) dan penelapan rintangan darah otak
(nilai TPSA kurang 60 A?) (Mammadova, Mermer & Kocabas 2021). Ia juga menjadi
petunjuk tentang sifat hidrofilik dan kebolehan sesuatu molekul untuk membentuk ikatan
hidrogen dalam sistem biologi. Di dalam kajian ini, nilai TPSA bagi MTG adalah sebanyak
63.79 A2, mencadangkan luas permukaan berkutub yang sederhana (julat TPSA sederhana
: 20-70 A?), yang membolehkan interaksi dengan persekitaran yang bersifat hidrofobik dan
hidrofilik. Dengan nilai TPSA sebanyak 80.95 A2, 7-OH-MTG mempunyai keluasan
permukaan berkutub yang lebih besar berbanding MTG. 7-OH-MTG mempunyai nilai
TPSA yang tinggi (<70 A?) dan mempunyai keupayaan lebih besar berbanding MTG untuk

membentuk ikatan hidrogen dan berinteraksi dengan persekitaran berkutub.
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Selanjutnya, keterlibatan daya van der Waals dapat dijangkakan berdasarkan luas
permukaan van der Waals yang mengukur permukaan yang boleh diakses oleh suatu
molekul berdasarkan jejari van der Waals (Bajusz, Racz & Héberger 2017). Daya van der
Waals merupakan daya elektrostatik lemah yang menarik molekul neutral antara satu sama
lain. Analisis mendapati nilai luas permukaan van der Waals bagi 7-OH-MTG adalah
385.83 A2 yang lebih luas sedikit berbanding dengan MTG (376.42 A2). Perbezaan ini
mungkin disebabkan oleh kehadiran kumpulan hidroksil pada struktur 7-OH-MTG, yang
menyebabkan interaksi antara molekul dengan persekitarannya dan keterlarutan dalam
pelarut yang berbeza. Namun begitu, kekuatan dan kespesifikan interaksi ini boleh
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti kehadiran kumpulan berkutub atau bercas,

orientasi molekul dan jarak di antara protein dan ligan.

Secara keseluruhannya, ramalan daya intermolekul yang berkemungkinan berlaku
antara MTG dan 7-OH-MTG daripada ketum dengan protein plasma berdasarkan analisis
struktur ini, adalah jangkaan awal yang memerlukan data tambahan sebagai pengesahan.
Maka, output yang diperoleh daripada simulasi dok molekul sebelum ini telah dianalisis
secara lanjut untuk mengenalpasti daya intermolekul yang mungkin terlibat dalam

menstabilkan kompleks protein—ligan.
4.5.2  Analisis output simulasi dok molekul menggunakan perisian Biovia Discovery Studio

Pengenalpastian daya intermolekul yang terlibat dalam pengkompleksan protein—ligan juga
boleh dilakukan melalui output simulasi dok molekul menggunakan perisian Biovia
Discovery Studio. Perisian ini menyertakan alat analisis medan daya yang membenarkan
pengguna menganalisis pelbagai jenis daya intermolekul, antaranya, daya van der Waals,
ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi halogen dan juga interaksi penderma-

penderma tak sesuai (unfavourable).

a. Daya intermolekul dalam pengkompleksan MTG dan 7-OH-MTG dengan HSA

Daya intermolekul yang terlibat dalam pengkompleksan MTG-HSA dan 7-OH-MTG-HSA
di subdomain IB (tapak pengikatan III) adalah ditunjukkan dalam Rajah 4.26, manakala
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ringkasan maklumat mengenai jenis-jenis interaksi, residu asid amino yang terlibat dan

jarak ikatan intermolekul adalah disenaraikan dengan terperinci di dalam Jadual 4.8.

Penglibatan empat ikatan hidrogen karbon telah dikenalpasti dalam
pengkompleksan MTG-HSA dan 7-OH-MTG-HSA. Tiga ikatan hidrogen karbon ini
diperantara oleh residu asid amino yang sama (Leu-182, Arg-117 dan Glu-141) dan satu
residu asid amino yang berbeza, iaitu Lys-137 dengan jarak interatomik = 2.97 A bagi
kompleks MTG-HSA (Rajah 4.26Al) dan Tyr-138 dengan jarak interatomik = 3.59 A bagi
kompleks 7-OH-MTG-HSA (Rajah 4.26BI). Kawasan-kawasan bagi residu-residu asid
amino HSA yang bertindak sebagai penderma hidrogen (diwakili oleh warna merah jambu)
dan penerima hidrogen (diwakili oleh warna hijau) bagi ikatan hidrogen adalah ditunjukkan
dalam Rajah 4.26All dan Rajah 4.26BII. Residu-residu asid amino ini memainkan peranan
penting dalam menstabilkan kompleks melalui pembentukan ikatan hidrogen yang spesifik

dengan mengekalkan posisi ligan dalam tapak pengikatan protein.

Selain itu, MTG dan 7-OH-MTG juga mengikat kuat melalui interaksi hidrofobik
(alkil dan pi-alkil) dan daya van der Waals. Permukaan hidrofobik bagi kawasan sekitar
MTG (Rajah 4.26AlIll) dan 7-OH-MTG (Rajah 4.26BIII) telah digambarkan, dengan
kawasan hidrofilik diwakili warna biru (skor negatif) dan kawasan hidrofobik warna perang
(skor positif). Daya van der Waals adalah lebih ketara dalam kompleks HSA dengan MTG
berbanding dengan 7-OH-MTG, disebabkan kuantiti asid amino terlibat yang lebih tinggi
(Leu-185, Ile-142, Tyr-138, Arg-186, Tyr-161, Met-123, Phe-165, Phe-134, Pro-118). Ini
menjelaskan bahawa pengedokan MTG adalah lebih stabil daripada 7-OH-MTG pada HSA
kerana dianggap mempunyai persekitaran kohesi yang kuat. Sebaliknya, interaksi tidak
sesuai terhasil daripada penderma hidrogen yang melibatkan residu Tyr-161 kepada
penderma hidrogen lain (kumpulan hidroksil bagi 7-OH-MTG) yang mempamerkan
ketidakstabilan disebabkan oleh daya tolakan (Gholam et al. 2022). Hasil ini adalah selari
dengan analisis dok molekul yang mempamerkan pengikatan MTG adalah stabil

berbanding 7-OH-MTG.
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Rajah 4.26  Gambar rajah skematik bagi interaksi residu asid amino HSA dengan (A) MTG dan (B) 7-
OH-MTG. (I) Daya intermolekul dan asid amino yang terlibat, (II) permukaan ikatan
hidrogen dan (IIT) permukaan hidrofobik pada tapak pengikatan HSA.
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Jadual 4.8 Jenis-jenis interaksi, residu asid amino yang terlibat dan jarak intermolekul dalam
pengkompleksan HSA dengan MTG dan 7-OH-MTG
Kompleks Katogeri ikatan Jenis ikatan Tempat interaksi Jarak
)
HSA+MTG  Ikatan hidrogen  Ikatan hidrogen karbon LIG1:C - A:GLU141:0E2 3.68
A:ARGI117:CD - :LIG1:0 3.07
LIG1:C - A:LEU182:0 3.06
A:LYS137:HE1 - : LIGIL:O 2.97
Interaksi Pi-alkil LIG 1 -A:LYS137 5.10
hidrofobik
Alkil LIG1:C - A:LYS137 4.56
LIG1:C - A:LEU115 4.71
LIG1:C - A:LEU115 4.72
A:LEU115 - : LIG1 4.80
HSA Tidak sesuai Penderma-penderma tak ~ A:TYR161:HH - : LIG2:H 2.12
sesuai
+
7-OH- Ikatan hidrogen  Ikatan hidrogen karbon LIG2:C - A:TYRI138:0OH 3.59
MTG
LIG2:C - A:LEU182:0 2.76
A:ARGI117:CD - : LIG2:0 3.18
LIG2:C - A:GLU141:0E2 3.06
Interaksi Pi-alkil LIG2 - A:PRO118 5.12
hidrofobik
A:TYRI38 -: LIG2 5.28
Alkil LIG2:C - A:LYS137 3.46
LIG2:C - A:LEU115 5.15
LIG2:C - A:ARG186 4.61
A:LEU115 - : LIG2 4.65

*LIG1=MTG, LIG2=7-OH-MTG
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b. Daya intermolekul dalam pengkompleksan MTG dan 7-OH-MTG dengan AAG

varian F1*S

Daya intermolekul yang memainkan peranan penting dalam pengikatan MTG dan 7-OH-
MTG pada saku pengikatan tengah protein AAG varian F1*S juga telah dikenalpasti seperti

di dalam Rajah 4.27 dengan butiran terperinci disenaraikan dalam Jadual 4.9.

Pada AAG varian F1*S, MTG mengikat kuat pada tapak pengikatan tanpa
melibatkan ikatan hidrogen konvensional (Rajah 4.27AI). Sebaliknya, kumpulan hidroksil
pada 7-OH-MTG bertindak sebagai penderma ikatan hidrogen yang membentuk ikatan
hidrogen konvensional dengan Ser-125 (Rajah 4.27BI). Kawasan permukaan ikatan
hidrogen di sekitar ligan ditunjukkan dalam Rajah 4.27AIl dan Rajah 4.27BII. Kedua-dua
ligan ini membentuk ikatan hidrogen karbon dengan protein melibatkan residu asid amino
yang sama, iaitu Tyr-37 dan Arg-90. Perbezaan orientasi kedua-dua konfigurasi ligan pada
protein ini boleh dikaitkan dengan penglibatan daya van der Waals (Rajah 4.27BI). Jumlah
asid amino yang terlibat dalam pembentukan daya van der Waals adalah lebih banyak bagi
kompleks 7-OH-MTG-AAG varian F1*S (Tyr-110, Phe-51, Phe-49, Leu-62, Glu-64, Thr-
47, Tyr-27 dan Ser-30) berbanding kompleks MTG— AAG varian F1*S (Val-41, Asn-117,
His-97, Phe-98 dan Ser-89).

Daya hidrofobik memainkan peranan utama dalam pengikatan MTG dan 7-OH-
MTG pada AAG varian FI1*S. Namun, interaksi hidrofobik yang melibatkan interaksi
sistem pi adalah lebih menonjol dalam interaksi MTG kepada protein ini (Rajah 4.27AI).
Kompleks MTG—AAG varian F1*S melibatkan interaksi pi-alkil dengan jumlah lebih besar
dan interaksi penindanan pi “berbentuk T melalui residu asid amino Phe-114. Penglibatan
pi-pi “berbentuk T” yang melibatkan residu Phe-114 pada lobus III protein juga
diperhatikan dalam beberapa kajian lepas (Jiang et al. 2024; Wang et al. 2020a; Wang et al.
2020b). Interaksi pi-sigma juga diperhatikan apabila 7-OH-MTG terikat kepada protein ini,
yang diperantara oleh dua residu aromatik, iaitu Phe-32 dan Tyr-127. Pembentukan daya
hidrofobik alkil bagi kedua-dua kompleks MTG—AAG varian F1*S dan 7-OH-MTG-AAG
varian F1*S adalah pada jumlah yang sama. Permukaan hidrofobik yang disekeliling ligan

adalah ditunjukkan dalam Rajah 4.27AIIl dan Rajah 4.27BIII. Harus ditekankan bahawa
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Rajah 4.27  Gambar rajah skematik bagi interaksi residu asid amino AAG varian F1*S dengan (A)
MTG dan (B) 7-OH-MTG. (I) Daya intermolekul dan asid amino yang terlibat, (II)
permukaan ikatan hidrogen dan (III) permukaan hidrofobik pada tapak pengikatan AAG

varian F1*S.
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Jadual 4.9 Jenis-jenis interaksi, residu asid amino yang terlibat dan jarak intermolekul dalam

pengkompleksan AAG varian F1*S dengan MTG dan 7-OH-MTG

Kompleks  Katogeri Jenis ikatan Tempat interaksi Jarak

ikatan A)

AAG Ikatan Ikatan hidrogen karbon LIG1:C - A:TYR37:0H 341

V}?afiasn hidrogen LIGI:C - A:ASNI21:0 3.12

. LIG1:C - A:ARGY90:NH1 3.64

MTG Interaksi Pi-pi berbentuk T LIG1 - A:PHE114 4.97

hidrofobik Pi-alkil A:TYR37 - : LIGL:C 477

LIG1 - A:LEU112 5.37

LIG1 - A:ILE88 5.25

LIGI - A:ALA99 4.53

LIG1 - A:ARG90 3.96

LIGI - A:ARG90 4.20

LIG1 - A:LEU79 5.35

A:PHE32 - : LIGI:C 5.46

A:PHE114 - : LIG1:C 5.33

A:PHE32 - : LIGI:C 4.35

A:PHE114 - : LIG1 5.45

A:PHE114 - : LIG1 5.37

Alkil A:VAL92 - : LIG1 3.90

LIGL:C - A:LEU62 4.98

LIGL:C - A:LEU79 4.26

A:VAL92 - : LIG1 5.48

A:ARG90 - : LIG1 4.52

AAG Ikatan Ikatan hidrogen LIG2:H - A:SER125:0G 2.49
varian hidrogen konvensional

FI*S Ikatan hidrogen karbon ~ A:ARG90:CD - : LIG2:0 3.22

7_SH_ LIG2:C - A;TYR37:0 3.53

MTG Interaksi Pi-sigma LIG2:C - A:PHE32 3.81

hidrofobik LIG2:C - A;TYR127 3.41

Pi-alkil A:PHEI114 - : LIG2 5.37

A:TYR37 -: LIG2:C 4.70

LIG2 - A:VAL92 5.15

Alkil LIG2:C - A:ARG90 4.42

LIG2:C - A:VAL41 4.39

LIG2:C - A:LEU79 4.39

LIG2:C - A:LEU112 5.23

LIG2:C - A:ILE88 4.40

*LIG1=MTG, LIG2=7-OH-MTG
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struktur gegelang indol MTG telah membentuk sejumlah 12 interaksi berbeza dengan
protein ini, berbanding hanya dua interaksi sebegini dalam kompleks 7-OH-MTG-AAG
varian F1*S. Penglibatan interaksi intermolekul yang banyak ini membolehkan MTG
mengedok dengan lebih dalam pada saku pengikatan AAG varian F1*S. Ini seterusnya
menyumbang kepada kestabilannya yang lebih tinggi berbanding 7-OH-MTG dan

menyokong hasil dok molekul sebelumnya.

c. Daya intermolekul dalam pengkompleksan MTG dan 7-OH-MTG dengan AAG

varian A

Pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada AAG varian A menunjukkan perbezaan yang jelas
dalam orientasinya, di mana 7-OH-MTG (Rajah 4.20B) agak kelihatan lebih terbenam
dalam saku pengikatan berbanding MTG (Rajah 4.20A). Walaupun begitu, daya
intermolekul yang bertanggungjawab untuk menstabilkan kompleks protein—ligan adalah
sangat serupa seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 4.28 dan dijelaskan dengan terperinci
dalam Jadual 4.10. Keserupaan dalam profil daya intermolekul ini mungkin menerangkan
nilai tenaga pengikatan yang hampir sepadan bagi kedua-dua kompleks. Terdapat dua
ikatan hidrogen konvensional terlibat dalam kompleks ligan-AAG varian A, melibatkan
residu asid amino GIn-66 dan Thr-47 (Rajah 4.28Al) bagi MTG, serta Gln-66 dan Arg-90
bagi 7-OH-MTG (Rajah 4.28BI). Selain itu, ikatan hidrogen karbon yang lebih lemah juga
terlibat dalam kestabilan kompleks ini dengan lima ikatan dikenal pasti bagi kompleks
MTG-AAG varian A dan tiga ikatan bagi kompleks 7-OH-MTG-AAG varian A. Rajah
4.28 All dan Rajah 4.28BII menunjukkan kawasan permukaan ikatan hidrogen di sekitar
lokasi pengedokan MTG dan 7-OH-MTG pada AAG varian A.

Tambahan lagi, sifat ligan-ligan yang tak berkutub ini memudahkan pembentukan
pelbagai ikatan hidrofobik. Perbezaan antara persekitaran hidrofilik dan hidrofobik sekitar
MTG dan 7-OH-MTG adalah ditunjukkan dalam Rajah 4.28 AIll dan Rajah 4.28BIII.
Terdapat pelbagai interaksi pi-sigma yang melibatkan pemindahan cas antara residu asid
amino aromatik berlebihan elektron (Tyr-27, Tyr-37, dan Phe-112) dan moieti 7-OH-MTG
yang kekurangan elektron menyumbang kepada kestabilan 7-OH-MTG pada tapak
pengikatan. Ini berbeza dengan pengikatan MTG yang hanya melibatkan satu interaksi pi-
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Rajah 4.28 Gambear rajah skematik Biovia Discovery Studio bagi interaksi residu asid amino AAG
varian A dengan (A) MTG dan (B) 7-OH-MTG. (I) Daya intermolekul dan asid amino
yang terlibat, (II) permukaan ikatan hidrogen dan (IIT) permukaan hidrofobik pada tapak
pengikatan AAG varian A.
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Jadual 4.10 Jenis-jenis interaksi, residu asid amino yang terlibat dan jarak intermolekul dalam

pengkompleksan AAG varian A dengan MTG dan 7-OH-MTG

Kompleks Katogeri Jenis ikatan Tempat interaksi Jarak
ikatan A)
AAG Ikatan Ikatan hidrogen A:GLN66:HE21 - : LIGI1:0 2.27
varian A hidrogen konvensional A:THR47-HGI - : LIG1:0 1.67
M—"; G Ikatan hidrogen karbon LIG1:C - A:GLU92:0E2 3.74
LIG1:C-A:TYR37:0H 3.22
LIGI:C - A:VAL98:0 2.85
LIGI:C - A:SER114:0G 3.28
LIGI:C - A:GLU64:0E2 3.16
Interaksi Pi-sigma A:ALA99:CB - : LIG1 3.68
hidrofobik Pi-alkil LIGI - A:ARG90 4.99
A:PHEA49 - : LIGI:C 4.63
A:TYR127 - : LIG1:C 4.82
A:TYR27 - : LIGI:C 4.65
A:TYR37 -: LIGI:C 5.21
LIGI - A:ALA99 4.85
Alkil LIG1:C - A:ILE44 5.39
A:ALA99 - : LIGI:C 3.28
AAG Ikatan Ikatan hidrogen A:GLN66:HE22 - : L1G2:0 2.03
varian A hidrogen konvensional A:ARG90:NHI - : LIG2:0 310
7. (—;H— Ikatan hidrogen karbon LIG2:C - A:GLU92:0E2 342
MTG LIG2:C - A:ARG90:NH1 3.29
A:ARG90:CD - : LIG2:0 3.06
Interaksi Pi-sigma LIG2:C - A:TYR37 3.95
hidrofobik LIG2:C - AIPHE112 3.60
LIG2:C - A:-TYR27 3.78
Pi-alkil A:PHES]1 - : LIG2:C 4.95
LIG2 - A:ARG90 4.05
LIG2 - A:VALSS 5.43
LIG2 - A:LEU79 532
LIG2 - A:ALA99 4.46
Alkil LIG2:C - A:VAL41 4.97
LIG2:C - A:VALSS 4.70
LIG2:C - A:LEU79 4.73

*LIG1=MTG, LIG2=7-OH-MTG
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sigma melalui residu asid amino alifatik Ala-99. Di samping itu, daya van der Waals juga
lebih ketara dalam interaksi 7-OH-MTG dengan AAG (Rajah 4.28BI), dengan hampir
seluruh molekul dikelilingi oleh residu asid amino yang terlibat dalam daya ini,
menunjukkan bahawa 7-OH-MTG membentuk sentuhan yang lebih meluas dengan protein
dibandingkan MTG (Rajah 4.28Al). Oleh kerana itu, pengkompleksan 7-OH-MTG pada
AAG varian A adalah lebih stabil daripada MTG kerana tenaga pengikatannya

diminimumkan oleh kehadiran interaksi pi-sigma dan van der Waals yang ketara.

Perbandingan residu-residu asid amino yang terlibat dalam pengkompleksan MTG—
protein dan 7-OH-MTG—protein menunjukkan persamaan dengan beberapa kajian lepas.
Contohnya, residu-residu asid amino (Leu-115, Arg-117, Pro-118, Tyr-138, Ile-142, Tyr-
161, Arg-186) yang terlibat dalam pengkompleksan sebatian psikoaktif psilosibin dengan
HSA (Khastar et al. 2020), adalah sama dengan residu asid amino yang terlibat dalam
pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada subdomain IB HSA. Selain itu, pengkompleksan
MTG dan 7-OH-MTG juga menunjukkan ciri-ciri yang sama dengan pengkompleksan
ceritinib pada AAG varian F1*S dari segi residu-residu asid amino yang terlibat, iaitu Tyr-
37, Phe-114, 1le-88, Leu-112, Leu-79, Arg-90, Val-92 dan Val-41 (Wang et al. 2020a).
Dalam kajian lain oleh Huang et al. (2012), pengikatan dadah disopiramida yang berafiniti
tinggi pada AAG varian A (K. = 4.4 x 10 M) melibatkan 13 residu asid amino (Tyr-27,
Tyr-127, Arg-90, Gln-66, Ala-99, Val-98, Tyr-37, Ser-125, Val-41, His-97, Ser-89, Val-88,
Leu-79) yang juga terlibat dalam pengkompleksan MTG dan 7-OH-MTG dengan protein
ini. Ini menjelaskan bahawa walaupun ceritinib dan disopiramida mempunyai struktur yang
berbeza daripada MTG dan 7-OH-MTG, namun ia mempamerkan mekanisme pengikatan
yang serupa dengan MTG dan 7-OH-MTG. Ini membuktikan bahawa residu-residu asid

amino diatas memainkan peranan penting dalam interaksi sebatian pada AAG.

Kesimpulannya, daya intermolekul yang terlibat dalam interaksi MTG dan 7-OH-
MTG dengan kedua-dua, HSA dan AAG adalah daya bukan kovalen iaitu ikatan hidrogen
(konvensional, hidrogen karbon), interaksi hidrofobik (pi-alkil, alkil, pi-sigma, pi
“berbentuk T”) dan daya van der Waals. Profil daya intermolekul yang terlibat dalam
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interaksi antara MTG dan 7-OH-MTG dengan HSA dan AAG secara umumnya adalah

sepadan dengan tenaga pengikatan yang diperoleh daripada simulasi dok molekul.

4.6 KESAN PENGIKATAN MTG DAN 7-OH-MTG TERHADAP KESTABILAN DAN
KEPADATAN HSA DAN AAG

Kajian simulasi MD adalah kelakuan komputasional sesuatu sistem berdasarkan masa, dan
telah berkembang menjadi alat yang efektif untuk memahami interaksi antara protein dan
ligan serta meramalkan bagaimana perubahan konformasi berlaku (Salo-Ahen et al. 2020).
Penerokaan ruang konformasi kompleks protein—ligan pada peringkat atom melalui
simulasi MD akan membantu memahami tenaga keseluruhan, peralihan antara struktur

lipatan protein, serta kestabilan dan fleksibiliti struktur sistem molekul.

4.6.1 Kestabilan dan fleksibiliti konformasi protein

Dua metrik yang sering digunakan untuk menilai fleksibiliti dan perubahan konformasi
protein, yang berfungsi sebagai indikator kestabilan kompleks protein—ligan, adalah punca
min sisihan kuasa dua (RMSD) dan fluktuasi punca min kuasa dua (RMSF). RMSD,
merupakan suatu ukuran kuantitatif bagi jarak purata antara atom-atom yang sepadan dalam
struktur yang berbeza. Penurunan nilai RMSD relatif menunjukkan perubahan konformasi
protein yang kurang ketara di antara keadaan tidak terikat dan terikat, yang mencerminkan
peningkatan kekakuan dan kestabilan. Julat nilai RMSD antara 0.1-0.3 nm adalah dianggap
wajar bagi perubahan konformasi protein globular, dengan kestabilan struktur yang dapat

diterima (Naik et al. 2018).

Berdasarkan pada Rajah 4.29A, HSA dan kompleksnya dengan MTG dan 7-OH-
MTG telah mencapai fasa ekuilibrium tanpa sebarang anjakan besar. Nilai RMSD HSA
natif adalah stabil pada ~0.47 nm dari sekitar 40 ns hingga akhir simulasi, selari dengan
nilai daripada laporan sebelum ini (Shahlaei et al. 2015; Shamsi et al. 2022). Nilai RMSD
untuk kedua-dua kompleks MTG-HSA dan kompleks 7-OH-MTG-HSA adalah sebanding
dengan protein tak terikat. Meskipun demikian, kehadiran MTG menghasilkan penurunan

nilai RMSD protein yang kecil namun signifikan berbanding 7-OH-MTG. Ini menunjukkan
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Rajah 4.29  Plot RMSD bagi (A) HSA, (B) AAG varian F1*S dan (C) AAG varian A dan
kompleksnya dengan MTG dan 7-OH-MTG melawan masa simulasi.
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kestabilan relatif yang lebih tinggi untuk MTG di lokasi pengikatan. Hasil ini selaras
dengan analisis dok molekul sebelum yang menunjukkan tenaga pengikatan lebih rendah
dan profil daya intermolekul yang lebih baik bagi MTG berbanding 7-OH-MTG untuk
interaksi dengan HSA.

Bagi protein AAG, nilai RMSD dalam keadaan tak terikat bagi kedua-dua varian
F1*S dan A adalah antara 0.33 nm hingga 0.37 nm selepas 10 ns masa simulasi (Rajah
4.29B dan (Rajah 4.29C). Pengkompleksan MTG dan 7-OH-MTG dengan AAG varian
F1*S menunjukkan nilai RMSD yang lebih rendah berbanding protein tak terikat (30 ns —
60 ns), walaupun perbezaannya sangat kecil (Rajah 4.29B). Bagaimanapun, tidak ada
perbezaan ketara dalam nilai RMSD sebelum dan selepas pengkompleksan AAG varian A
dengan MTG dan 7-OH-MTG (Rajah 4.29C). Nilai RMSD bagi MTG dan 7-OH-MTG
menunjukkan nilai yang rendah iaitu sekitar 0.15 nm, yang menunjukkan kestabilan
interaksinya dengan protein. Terdapat juga fluktuasi kecil dalam nilai RMSD pada awal
simulasi yang mungkin disebabkan oleh penyesuaian dan persediaan sistem ini (Shamsi et
al. 2022). Secara keseluruhannya, semua kompleks kekal stabil sepanjang 100 ns masa
simulasi dengan sedikit peralihan konformasi, menunjukkan keserupaan struktur di antara

keadaan protein natif dan terikat.

Tenaga keseluruhan yang merangkumi tenaga kinetik dan tenaga keupayaan juga
penting untuk memahami keadaan dinamik dan kestabilan struktur sistem. Plot jumlah
tenaga bagi kesemua kompleks protein—ligan adalah ditunjukkan dalam Rajah 4.30, dengan
nilai purata jumlah tenaga keseluruhan pada Jadual 4.11. Nilai tenaga yang negatif (—1 816
450 kJ mol™) menunjukkan bahawa interaksi antara MTG dan HSA adalah kuat dan stabil.
Walaupun nilai ini adalah kurang negatif bagi 7-OH-MTG (1778 640 kJ mol™), namun
interaksinya dengan HSA masih dianggap stabil. Sementara itu, kompleks MTG dan 7-OH-
MTG dengan kedua-dua varian AAG menunjukkan purata jumlah tenaga keseluruhan
hampir sama (Jadual 4.11), menunjukkan bahawa kesemua kompleks mempunyai tahap
kestabilan yang hampir setara dengan interaksi yang kuat. Oleh itu, dapat disimpulkan
bahawa kompleks-kompleks ini adalah stabil, menyokong dapatan RMSD sebelumnya

yang menunjukkan kestabilan struktur sepanjang tempoh simulasi.
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Rajah 4.30  Plot tenaga keseluruhan bagi (A) HSA, (B) AAG varian F1*S dan (C) AAG varian A
tanpa dan dengan kehadiran (I) MTG dan (IT) 7-OH-MTG (IT) melawan masa simulasi.
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Jadual 4.11 Purata jumlah tenaga keseluruhan bagi kompleks MTG dan 7-OH-MTG dengan HSA,
AAG varian F1*S dan AAG varian A

Kompleks Jumlah tenaga (kJ mol ')
MTG-HSA -1816450
7-OH-MTG-HSA -1778640
MTG-AAG varian F1*S -609799
7-OH-MTG-AAG varian F1*S -609920
MTG-AAG varian A -524169
7-OH-MTG-AAG varian A -524359

RMSF, yang mengukur purata sisihan residu protein melawan masa, juga umum
digunakan untuk menilai fleksibiliti dan peralihan konformasi protein. Perbandingan
RMSF bagi residu HSA dan AAG dalam keadaan tak terikat dan terikat ligan adalah
digambarkan dalam Rajah 4.31-4.33. Plot RMSF pada Rajah 4.31A menunjukkan bahawa
kompleks MTG-HSA dan 7-OH-MTG-HSA mempunyai nilai RMSF yang hampir serupa
dengan HSA natif sepanjang simulasi, kecuali bagi beberapa residu yang membentuk
subdomain IB, di mana tapak dadah III terletak. Residu-residu ini, yang termasuk Leu-115,
Arg-117, Lys-137 dan Leu-182, mempamerkan nilai RMSF yang hanya berbeza sedikit
dengan kehadiran MTG (Rajah 4.31B). Sebaliknya, pengikatan 7-OH-MTG pada HSA
menyebabkan peningkatan kecil dalam nilai RMSF bagi beberapa residu asid amino pada
tapak ini, terutamanya Leu-115, Arg-117 dan Pro-118 (Rajah 4.31C). Hasil ini
menunjukkan bahawa walaupun kedua-kedua kompleks ligan—HSA mempunyai struktur
yang secara relatifnya stabil dan kaku, namun fleksibiliti setempat saku pengikatan MTG
adalah lebih rendah berbanding dengan residu yang membentuk tapak pengikatan 7-OH-
MTG. Tambahan juga, kawasan gelung pada struktur protein yang biasanya lebih fleksibel
daripada kawasan lain protein, adalah berpadanan dengan residu yang mempunyai nilai

RMSF yang tinggi (Shamsi et al. 2022).
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Rajah 4.31  (A) Plot RMSF bagi HSA dan kompleksnya dengan MTG dan 7-OH-MTG yang disusun
mengikut subdomain. Fluktuasi RMS bagi residu tertentu pada tapak pengikatan III di
subdomain IB tanpa dan dengan kehadiran (B) MTG dan (C) 7-OH-MTG.
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Analisis nilai RMSF bagi kompleks AAG dengan MTG dan 7-OH-MTG pula
menunjukkan fluktuasi yang hampir serupa berbanding protein bebas, seperti yang
dipamerkan di dalam Rajah 4.32A dan Rajah 4.33A untuk varian F1*S dan A. Berbeza
dengan HSA, fluktuasi atom bagi residu varian F1*S yang terlibat dalam interaksi dengan
MTG (Rajah 4.32B) dan juga 7-OH-MTG (Rajah 4.32C) di dalam saku pengikatan pusat
adalah lebih rendah berbanding dengan protein natif (tak terikat). Hasil yang sama juga
diperhatikan untuk AAG varian A, yang melibatkan residu Tyr-37, lle-44, Thr-47, Glu-64,
GlIn-66, Glu-92, Ala-99 dan Ser-114 bagi pengikatan dengan MTG (Rajah 4.33B), dan Tyr-
37, Phe-51, Leu-79, Arg-90, Glu-92 dan Phe-112 bagi pengikatan dengan 7-OH-MTG
(Rajah 4.33C). Data simulasi ini menyokong pembentukan interaksi yang stabil antara
MTG dan 7-OH-MTG dengan kedua-dua varian AAG, dengan peningkatan kekakuan
protein di sekitar tapak pengikatan (Dubey et al. 2018). Secara keseluruhannya, saku
pengikatan kedua-dua protein menunjukkan penyesuaian untuk menampung ligan secara
efektif, melibatkan penyusunan semula struktur yang mempengaruhi fleksibiliti setempat
tapak pengikatan, sejajar dengan laporan terdahulu (Hu et al. 2024; Jiang et al. 2023;
Yeggoni et al. 2015).

4.6.2 Kepadatan dan perlipatan protein

Simulasi dinamik molekul juga boleh digunakan untuk menilai lipatan dan kepadatan
keseluruhan protein berdasarkan parameter seperti jejari legaran (Rg) dan luas permukaan
yang boleh diakses pelarut (SASA). Rg adalah ditakrifkan sebagai taburan atom dalam
protein sekeliling paksi putaran dan digunakan untuk menggambarkan trajektori dinamik
protein untuk menilai kepadatannya (Lobanov, Bogatyreva & Galzitskaya 2008). Taburan
jisim yang lebih dekat kepada paksi direfleksikan oleh nilai Rg yang kecil, yang
menunjukkan sistem yang lebih padat. Sebaliknya, nilai Rg yang besar menerangkan sistem
yang mengalami pembukaan lipatan (Lobanov, Bogatyreva & Galzitskaya 2008). Dalam
kajian ini, kepadatan struktur bagi kedua-dua protein plasma, HSA dan AAG setelah
pengikatan dengan MTG dan 7-OH-MTG dinilai berdasarkan nilai Rg bagi setiap sistem
seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 4.34.



158

Rajah 4.32  (A) Plot RMSF bagi AAG varian F1*S dan kompleksnya dengan MTG dan 7-OH-MTG.
Fluktuasi RMS bagi residu tertentu pada saku pengikatan hidrofobik AAG varian F1*S
tanpa dan dengan kehadiran (B) MTG dan (C) 7-OH-MTG.
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Rajah 4.33  (A) Plot RMSF bagi AAG varian A dan kompleksnya dengan MTG dan 7-OH-MTG.
Fluktuasi RMS bagi residu tertentu pada saku pengikatan hidrofobik AAG varian A tanpa
dan dengan (B) MTG dan (C) 7-OH-MTG.
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Nilai purata Rg bagi HSA bebas serta kompleks MTG-HSA dan 7-OH-MTG-HSA
semasa 60 ns terakhir simulasi adalah 2.57, 2.54 dan 2.58 nm (Rajah 4.34A). Sebagai
perbandingan, nilai Rg yang ditentukan secara eksperimen bagi HSA natif dalam larutan
akues adalah 2.74 nm berdasarkan eksperimen penyerakan neutron (Kiselev et al. 2001).
Penurunan nilai Rg bagi HSA dengan kehadiran MTG menunjukkan struktur yang lebih
padat (Rajah 4.34A). Hasil ini sama dengan kajian terdahulu yang melaporkan perubahan
konformasi yang serupa pada HSA apabila berikatan dengan ligan lainnya (Nagati et al.
2019; Yeggoni et al. 2015). Walau bagaimanapun, perlu diingatkan bahawa perubahan
dalam Rg yang diperhatikan dalam simulasi ini adalah agak kecil. Sebagai protein yang
lebih kecil, kedua-dua varian F1*S (Rajah 4.34B) dan A (Rajah 4.34C) AAG menunjukkan
nilai purata Rg ~1.55 nm setelah mencapai keseimbangan. Kajian lain juga menunjukkan
nilai Rg bagi protein AAG yang sebanding dengan nilai yang diperoleh iaitu 1.61 (Jiang et
al. 2023; Wang et al. 2020b). Walau bagaimanapun, kehadiran MTG atau 7-OH-MTG tidak
membawa perubahan yang ketara kepada nilai Rg bagi kedua-dua varian AAG, yang
mungkin disebabkan oleh sifat semulajadi protein ini yang padat (Schonfeld et al. 2008).

SASA adalah didefinisikan sebagai kawasan permukaan biomolekul yang terdedah
kepada pelarut yang mengelilingi permukaan van der Waals molekul tersebut (Kharazian,
Ahmad & Mabudi 2021). Nilai SASA protein adalah ukuran pendedahan asid amino kepada
pelarut sekitarnya dan merupakan petunjuk penting tentang lipatan dan kestabilan protein.
Seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 4.35A, nilai SASA bagi HSA dan kompleksnya
dengan 7-OH-MTG hampir serupa selepas 70 nm masa simulasi, sementara kompleks
MTG-HSA mempunyai nilai yang ketara lebih rendah. Ini menunjukkan bahawa interaksi
dengan MTG menyebabkan beberapa residu yang berada di dalam terlindung daripada
permukaan dan lipatan protein menjadi lebih padat, yang selari dengan peningkatan
kepadatannya berdasarkan nilai Rg seperti yang dinyatakan sebelumnya. Perbezaan kesan
MTG dan 7-OH-MTG terhadap nilai SASA HSA dapat dijelaskan oleh orientasi pengikatan
yang berbeza di tapak pengikatan. Sebaliknya, terdapat pertindihan besar dalam fluktuasi
SASA bagi AAG varian F1*S (Rajah 4.35B) dan A (Rajah 4.35C) tanpa dan dengan
kehadiran ligan, yang menunjukkan tiada perubahan yang ketara dalam perlipatan protein

apabila MTG dan 7-OH-MTG mengikat pada protein. Namun, perlu ditekankan bahawa
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Rajah 4.34  Plot jejari legaran bagi (A) HSA, (B) AAG varian F1*S dan (C) AAG varian A tanpa dan
dengan kehadiran MTG dan 7-OH-MTG melawan masa simulasi. Hasil ini diperoleh

daripada analisis data simulasi dinamik molekul.
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Rajah 4.35  Plot SASA bagi (A) HSA, (B) AAG varian F1*S dan (A) AAG varian A tanpa dan dengan
MTG dan 7-OH-MTG melawan masa simulasi. Hasil ini diperoleh daripada analisis data

simulasi dinamik molekul.
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perbezaan dalam Rg dan SASA yang diperoleh dalam simulasi ini adalah agak kecil.
Perbezaan yang minimum ini juga menerangkan kestabilan kompleks AAG-ligan, seperti

yang dijelaskan sebelumnya.

Secara keseluruhannya, pengkompleksan MTG dan 7-OH-MTG dengan kedua-dua
protein plasma menunjukkan kestabilan yang baik dan mencadangkan bahawa kedua-dua
sebatian ketum mempamerkan keafinan pengikatan yang sesuai bagi untuk keberkesanan
terapeutik. Interaksi yang stabil berkemungkinan berkolerasi dengan profil farmakokinetik
yang baik seperti yang dibincangkan sebelum ini dalam analisis keserupaan dadah.
Kestabilan ini juga menyumbang kepada aktiviti dadah yang berpanjangan di dalam sistem
in vivo Ini memberi maklumat asas mengenai kedua-dua sebatian ini sebagai calon
analgesik baru dalam mengatasi masalah sindrom sarak bagi ketagihan opioid dengan profil

keberkesanan dan keselamatan yang dipertingkatkan.



BABYV

KESIMPULAN

5.1 RUMUSAN KAJIAN

Interaksi protein—ligan mempengaruhi profil farmakodinamik dan farmakokinetik sesuatu
dadah kerana kepekatan dadah bebas yang berada pada tapak sasaran menentukan kelakuan
dadah. Secara rumusannya, kajian ini menerangkan mekanisme interaksi sebatian
psikoaktif ketum, iaitu MTG dan 7-OH-MTG, dengan protein plasma manusia, khususnya
HSA dan AAG, serta menilai profil farmakokinetik kedua-dua sebatian ini. Teknik biofizik
seperti multispektroskopi, kalorimetri dan mikroskopi telah digunakan untuk mencirikan
profil pengikatan dan teknik bioinformatik seperti simulasi dok molekul dan dinamik
molekul untuk memahami lebih lanjut lokasi pengikatan ligan dan kestabilan kompleks
protein—ligan. Manakala, penilaian ciri-ciri farmakokinetik telah dijalankan menggunakan

perisian SwissADME, OSIRIS Property Explorer dan pkCSM.

Berdasarkan analisis profil farmakokinetik, kedua-dua MTG dan 7-OH-MTG
menunjukkan potensi tinggi sebagai calon terapeutik. Kedua-dua sebatian ini diramalkan
mempunyai sifat keserupaan dadah yang menjangkakan penyerapan oral yang baik, serta
menunjukkan kesesuaian farmakologi dan risiko ketoksikan yang rendah melalui data
SwissADME, OSIRIS Property Explorer dan pkCSM. Selain itu, kaedah spektroskopi
pendarfluor menunjukkan perubahan spektrum pendarfluor protein dan analisis ITC
menunjukkan perubahan haba disebabkan mekanisme pengikatan MTG—protein. Keafinan
pengikatan adalah dikategorikan sebagai sederhana bagi kedua-dua kompleks MTG-HSA
dan MTG-AAG, namun MTG mengikat lebih kuat kepada AAG berbanding HSA. Hasil
ini menyokong keberkesanan pengangkutan MTG dalam darah tanpa mengurangkan

bioketersediaannya secara ketara. Hasil ini selari dengan kajian lepas dan menunjukkan
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potensi struktur indol sebatian MTG dalam aspek farmakokinetik seperti pengedaran dan

separuh hayat dadah.

Seterusnya, penyerapan UV mengesahkan pembentukan kompleks protein-MTG
dan perubahan struktur protein, manakala spektroskopi pendarfluor 3D menunjukkan
perubahan intensiti yang berkaitan dengan mikropersekitaran residu fluorofor. Analisis
AFM pula menunjukkan peningkatan saiz agregat protein, membuktikan pengagregatan
disebabkan oleh interaksi hidrofobik dengan MTG. Perubahan minimum struktur sekunder
dan tertier protein disebabkan penambahan MTG dipamerkan oleh spektrum CD bagi
AAG, namun tidak ketara bagi spektrum CD HSA. Oleh itu, hasil ini menerangkan bahawa
pengikatan MTG berkemungkinan mempengaruhi kestabilan dan fungsi biologi AAG.
Memahami perubahan struktur protein disebabkan interaksi dengan MTG adalah penting

secara klinikal untuk meramal tindak balas biologi berikutan pemberiannya.

Hasil eksperimen sesaran dadah kompetitif jelas menunjukkan bahawa MTG tidak
menyesarkan dadah yang mengikat pada tapak I dan I HSA. Walaupun eksperimen sesaran
dadah ini tidak memberi maklumat konklusif tentang pengikatan MTG pada tapak III, hasil
kajian dok molekul mengesahkan bahawa tapak III di subdomain IB ini adalah tapak
pengikatan pilihan bagi MTG dan juga 7-OH-MTG pada HSA. Walau bagaimanapun,
sebatian-sebatian ini menunjukkan orientasi yang berbeza di saku pengikatan HSA, dimana
MTG terikat dengan lebih stabil berbanding sebatian derivatifnya. Bagi protein AAG pula,
kedua-dua MTG dan 7-OH-MTG mengedok di tengah saku pengikatan bagi kedua-dua
varian F1*S dan A. Oleh itu, lokasi pengikatan MTG dan 7-OH-MTG pada protein plasma
didapati adalah sama seperti kebanyakkan dadah lain. Interaksi hidrofobik telah
dikenalpasti sebagai daya intermolekul utama dalam pembentukan kompleks sebatian-
sebatian ini dengan protein plasma, disokong oleh penglibatan ikatan hidrogen dan daya
van der Waals. Pengikatan MTG pada tapak pengikatan HSA dan AAG berpotensi
digunakan sebagai dadah bersama (co-drug) dalam terapi yang melibatkan dadah-dadah

yang bergantung kepada protein plasma ini sebagai pengangkut utama.

Selanjutnya, kajian simulasi MD telah meneliti kesan pengikatan MTG dan 7-OH-
MTG terhadap kestabilan dan kepadatan HSA dan AAG. Semua kompleks menunjukkan
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trajektori stabil dengan perubahan konformasi yang minimum berbanding protein natif,
seperti yang disokong oleh nilai RMSD dan RMSF yang rendah. Kepadatan dan perlipatan
kedua-dua protein setelah pengikatan dengan MTG dan 7-OH-MTG juga setanding dengan
bentuk natifnya berdasarkan fluktuasi kecil yang diperhatikan dalam nilai Rg dan SASA.
Namun begitu, penilaian parameter yang diperoleh daripada simulasi MD secara konsisten
menunjukkan bahawa MTG berinteraksi lebih baik berbanding 7-OH-MTG dengan HSA.
Hasil simulasi ini mengesahkan bahawa kompleks yang terbentuk adalah stabil dengan

interaksi yang kuat.

Kajian ini telah menyumbang kepada pengetahuan sedia ada dengan menjelaskan
interaksi MTG dan 7-OH-MTG dengan protein pengangkut plasma yang mempengaruhi
profil farmakokinetik dan farmakodinamik dadah. Perubahan pengikatan ini boleh diambil
kira dalam penentuan dos dan formulasi dadah sekiranya MTG digunakan dalam rawatan
penyakit yang melibatkan perubahan tahap HSA dan AAG. Ini memberikan pandangan
yang lebih mendalam tentang mekanisme pengikatan dan kestabilan sebatian-sebatian ini
dengan protein plasma, sekaligus mengisi jurang pengetahuan tentang interaksi
dadah—protein plasma dalam konteks terapeutik. Penyelidikan lanjut diperlukan untuk
memahami sepenuhnya sifat dan potensi farmakologi sebatian MTG dan 7-OH-MTG,

terutamanya dalam konteks pembangunan agen terapeutik yang efektif daripada ketum.

5.2 LIMITASI KAJIAN

Dalam pelaksanaan kajian ini, terdapat beberapa kekangan yang mempengaruhi
pemahaman menyeluruh terhadap interaksi protein—ligan. Antaranya adalah hasil yang
diperolehi menerusi pendekatan in silico menggunakan perisian SwissADME, Osiris
Property Explorer dan pkCSM hanya memberikan pandangan awal yang berguna, tanpa
pengesahan melalui eksperimen in vitro atau in vivo. Pendekatan ini adalah terhad kerana
menggunakan algoritma dan parameter tertentu yang mungkin tidak merangkumi semua
aspek farmakokinetik dan farmakodinamik. Selain itu, ketiadaan eksperimen in vivo boleh
mengehadkan pemahaman terhadap kesan sebenar kelakuan sebatian dalam sistem biologi
yang kompleks. Kajian in vitro yang dilakukan dalam kajian ini juga adalah tidak

sepenuhnya menerangkan keadaan persekitaran sebenar dalam sistem manusia.
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Selain itu, eksperimen biofizik dalam kajian ini hanya boleh dilakukan terhadap
sebatian MTG sebagai ligan sasaran. Namun, tiada eksperimen dilakukan ke atas sebatian
7-OH-MTG disebabkan masalah ketersediaan sampel dan kos tinggi untuk pengekstrakan
dan sintesis. Meskipun pendekatan bioinformatik diaplikasikan untuk interaksi 7-OH-MTG
dengan kedua-dua protein plasma (HSA, AAG), namun kekurangan data eksperimental

tidak dapat memberikan gambaran penuh tentang mekanisme interaksi ini.

Bagi kaedah simulasi dinamik, analisis Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann
Surface Area (MM-PBSA) dan Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area
(MM-GBSA), yang sering digunakan untuk mengukur tenaga bebas pengikatan dengan
lebih tepat, tidak dapat dijalankan. Kekangan ini berpunca daripada penggunaan medan
daya GROMOS, yang mempunyai limitasi teknikal tertentu dalam menjalankan analisis
ini. Akibatnya, kajian ini tidak dapat memberikan penilaian kuantitatif dan terperinci
terhadap kestabilan kompleks protein-ligan, yang mungkin menyokong keputusan dari

eksperimen lain.

53 CADANGAN LANJUTAN

Cadangan lanjutan untuk penambahbaikan atau penambahan dalam kajian mengenai
sebatian MTG dan 7-OH-MTG boleh dibahagikan kepada beberapa aspek utama iaitu
kajian klinikal, mekanisme tindakan molekul, interaksi protein dan aplikasi terapeutik.
Setiap aspek ini perlu diperhalusi dan diperluaskan bagi memastikan sebatian ini dapat

digunakan secara efektif dan selamat dalam konteks klinikal.

Pengembangan kajian klinikal adalah penting untuk memastikan keselamatan dan
keberkesanan sebatian MTG dan 7-OH-MTG dalam pelbagai keadaan atau faktor.
Meskipun analisis farmakokinetik awal menunjukkan potensi MTG dan 7-OH-MTG,
kajian klinikal fasa I hingga III perlu dijalankan bertujuan menilai keselamatan, dos
optimum, keberkesanan, dan kesan sampingan sebatian ini. Pendekatan ini akan
memberikan data yang lebih komprehensif dan dapat membantu dalam penilaian potensi

terapeutik sebenar sebatian ini. Begitu juga, ujian terhadap populasi yang berbeza
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(misalnya pesakit dengan patologi tertentu, pelbagai peringkat umur dan jantina) wajar
dilakukan untuk mengeksplorasi variasi tindak balas individu terhadap sebatian-sebatian
ini. Ini akan membantu dalam merangka garis panduan dos yang ideal dan strategi rawatan

yang bersesuaian dengan keperluan pesakit.

Seterusnya, kajian mekanisme tindakan molekul yang lebih mendalam perlu
dijalankan untuk memahami bagaimana MTG dan 7-OH-MTG berinteraksi dengan
pelbagai molekul di dalam badan. Penyelidikan lanjutan yang menggunakan kaedah seperti
kristalografi sinar-X dan spektroskopi resonans magnet nuklear (NMR) boleh
menunjukkan struktur kompleks protein—ligan dengan lebih terperinci. Kristalografi sinar-
X mengkaji struktur atom molekul, memberikan peta elektron terperinci untuk melihat
posisi atom dalam ligan dan protein serta memahami interaksi dan perubahan konformasi.
Manakala, NMR menggunakan sifat magnetik nukleus atom dalam medan magnet yang
kuat untuk menunjukkan persekitaran kimia dan struktur molekul dalam larutan tanpa
penghabluran. Untuk memahami kesan keseluruhan sebatian ini terhadap badan manusia,
kajian juga perlu dilakukan mengenai cara ia berinteraksi dengan enzim dan reseptor lain

yang mungkin terlibat dalam proses farmakologinya.

Sebagai tambahan kepada HSA dan AAG, sebatian MTG dan 7-OH-MTG mungkin
berinteraksi dengan pelbagai protein plasma (transthyretin dan ceruloplasmin) serta protein
membran lain (reseptor G-protein dan pengangkut kaset pengikat ATP (ABC)) yang juga
mempengaruhi profil farmakokinetik dan farmakodinamik. Penyelidikan ini akan
memberikan gambaran yang lebih komprehensif tentang bagaimana MTG dan 7-OH-MTG
berinteraksi dalam persekitaran biologi yang sebenar dan membantu dalam meramalkan

kesan sampingan ubat yang tidak diingini.

Selain daripada penyakit neurodegeneratif, kajian lanjut boleh menumpukan
kepada potensi penggunaan MTG dan 7-OH-MTG dalam merawat pelbagai jenis penyakit
lain seperti kanser, penyakit kardiovaskular, dan penyakit autoimun. Penyelidikan pra-
klinikal menggunakan model haiwan dan kajian selular boleh membantu dalam mengenal

pasti potensi terapeutik sebatian ini dalam pelbagai konteks penyakit. Selain itu,
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penyelidikan mengenai penggunaan kombinasi sebatian ini dengan ubat lain boleh

membuka peluang untuk strategi rawatan yang lebih berkesan dan sinergistik.

Secara keseluruhannya, penambahan dan penambahbaikan ini akan membantu
dalam memastikan sebatian MTG dan 7-OH-MTG dapat dikembangkan menjadi ubat yang
berkesan dan selamat untuk pelbagai aplikasi terapeutik. Di banyak negara, ketum berada
di bawah pengawasan ketat atau dilarang sama sekali kerana kebimbangan terhadap
penyalahgunaan dan risiko kesihatan. Oleh itu, memahami sepenuhnya potensi terapeutik
dan risiko ketum serta komponennya adalah penting untuk merumuskan dasar dan undang-
undang yang lebih seimbang. Penemuan tentang mekanisme molekul dan interaksi protein
dengan sebatian ini dapat membantu dalam merumuskan garis panduan klinikal dan

peraturan yang sesuai untuk penggunaannya.

5.4 PROSPEK MASA DEPAN BERKAITAN KETUM

Sebatian terbitan ketum seperti MTG dan 7-OH-MTG menunjukkan potensi untuk kesan
analgesik dan antinosiseptif, namun ini masih dalam peringkat awal dan memerlukan
banyak penyelidikan untuk mengesahkan keselamatan dan keberkesananya. Sehingga kini,
masih tiada ubat yang berasaskan sebatian ketum yang diluluskan oleh pihak U.S. Food
and Drug Administration (FDA) di Amerika Syarikat atau European Medicines Agency
(EMA) di Eropah. Oleh itu, kajian lanjut perlu dilakukan untuk mengembangkan potensi
ketum dalam rawatan kesakitan kronik, ketagihan, dan keadaan kesihatan mental seperti
kemurungan. Ini seterusnya boleh membuka jalan kepada kemungkinan sama ada
penggunaan ketum akan diiktiraf sebagai rawatan yang sah dan diterima secara meluas di
masa hadapan jika keselamatan dan keberkesanan dapat dibuktikan melalui penyelidikan

yang komprehensif.

Status undang-undang berkaitan ketum dan sebatian terbitannya adalah berbeza-
beza di setiap negara, sama ada diharamkan, dibenarkan atau diharuskan dengan bersyarat.
Sebagai contoh, penggunaan ketum adalah diharamkan di sesetengah negara seperti
Malaysia, Indonesia, Ireland, Itali dan Rusia, sementara penggunaan, pengeluaran,

pemilikan, dan penjualan ketum di Thailand adalah sah setelah undang-undang berkaitan
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dadah narkotik diubah pada tahun 2021. Di Amerika Syarikat, ketum adalah sah dan
dibenarkan sebagai suplemen pemakanan di kebanyakan negeri, tetapi setiap negeri
mempunyai peraturan tersendiri. Ketiadaan garis panduan yang standard di peringkat
antarabangsa menyebabkan kekeliruan dalam menguruskan pengeluaran, penggunaan, dan
perdagangan ketum. Ini menghalang potensi ekonomi bagi negara-negara yang mempunyai
sumber ketum seperti Malaysia. Maka, penyelidikan berkaitan ketum boleh digunakan
untuk merangka peraturan yang jelas dalam mempertimbangkan penggunaan ketum yang

selamat serta mengelakkan penyalahgunaan.

Selain itu, tumbuhan ketum yang dianggap sebagai pengganti morfin dalam rawatan
ketagihan opioid mempunyai potensi besar untuk meningkatkan taraf sosio-ekonomi
sesebuah negara. Sebagai contoh, Thailand yang merupakan negara pengeksport terbesar
ketum di dunia, telah berjaya menjana ekonomi negara dan memperbaiki taraf hidup petani
melalui industri ini. Di Indonesia, penggunaan domestik ketum telah diharamkan, namun
negara ini masih memainkan peranan penting dalam pasaran global dengan mengeksport
ketum, terutamanya ke Amerika Syarikat, yang sekaligus telah memberi impak besar
kepada ekonomi tempatan. Peluang ekonomi melalui penanaman dan pengendalian ketum
yang berkesan oleh petani di kawasan pedalaman membolehkan mereka memanfaatkan
potensi ekonomi ketum sambil menguruskan risiko kesihatan yang berkaitan.
Pembangunan industri berkaitan produk farmaseutikal atau suplemen daripada ketum boleh
memberi manfaat besar kepada pendapatan negara dengan syarat terdapat pemantauan
keselamatan dan keberkesanan produk. Oleh itu, dengan mengkaji semula undang-undang,
Malaysia boleh mengambil inisiatif bagi memanfaatkan ketum untuk membuka peluang

pekerjaan dan meningkatkan pendapatan negara melalui jualan ke pasaran antarabangsa.

Seterusnya, kesedaran awam dan pendidikan memainkan peranan penting dalam
mengubah persepsi negatif terhadap ketum, yang sering dianggap sebagai bahan berbahaya.
Melalui program pendidikan yang holistik, masyarakat dapat diberikan maklumat yang
tepat mengenai manfaat perubatan dan ekonomi ketum, serta perbezaan antara penggunaan
yang selamat dan penyalahgunaan. Dengan memperkukuhkan pemahaman ini, pandangan

negatif terhadap ketum dapat diminimumkan dan masyarakat akan lebih menyokong usaha
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kerajaan untuk mengawal serta memanfaatkan ketum dengan cara yang wajar. Ini akan
mencipta peluang untuk menjadikan ketum sebagai sumber ekonomi yang sah dan
berfaedah pada masa hadapan, terutama jika disertai dengan peraturan yang jelas dan

penguatkuasaan yang cekap.

Kesimpulannya, ketum dan sebatian terbitannya mempunyai potensi untuk
digunakan dalam perubatan, tetapi masih perlu banyak kajian untuk memastikan
keselamatan dan keberkesanannya. Dengan pemantauan yang teliti, kerjasama
antarabangsa, dan pendidikan yang baik, ketum boleh dimanfaatkan dengan mapan. Ini
boleh membuka peluang ekonomi baru dan meningkatkan pengetahuan tentang manfaat

perubatan ketum pada masa hadapan.
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SURAT KEBENARAN MEMILIKI BAHAN PSIKOTROPIK
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LAMPIRAN B

SIMULASI DINAMIK MOLEKUL : FAIL NVT.MDP

title = Protein-ligand complex NVT equilibration

define =-DPOSRES ; position restrain the protein and ligand
; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps =50000 ;2 *50000=100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstenergy =500 ;save energies every 1.0 ps

nstlog =500 ;update log file every 1.0 ps
nstxout-compressed =500 ; save coordinates every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation =no ; first dynamics run

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints =h-bonds ; bonds to H are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighbor searching and vdW

cutoft-scheme = Verlet

ns_type =grid ;search neighboring grid cells

nstlist =20 ; largely irrelevant with Verlet

rlist =12

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = force-switch

rvdw-switch =1.0

rvdw =12  ;short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rcoulomb =12  ;short-range electrostatic cutoff (in nm)
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein_LIG Water _and_ions ;two coupling groups - more accurate
tau t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl =no ; no pressure coupling in NVT

; Periodic boundary conditions

pbc =xyz ;3-DPBC

; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive FF
DispCorr =no

; Velocity generation

gen_vel =yes ; assign velocities from Maxwell distribution
gen_temp =300 ; temperature for Maxwell distribution

gen seed =-1 ; generate a random seed




211

LAMPIRAN C

SIMULASI DINAMIK MOLEKUL : FAIL NPT.MDP

title = Protein-ligand complex NPT equilibration

define =-DPOSRES ; position restrain the protein and ligand

; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps =50000 ;2 *50000=100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstenergy =500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog =500 ; update log file every 1.0 ps

nstxout-compressed = 500 ; save coordinates every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation =yes ; continuing from NVT

constraint_algorithm =lincs ; holonomic constraints

constraints =h-bonds ; bonds to H are constrained

lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighbor searching and vdW

cutoft-scheme = Verlet

ns_type =grid ;search neighboring grid cells

nstlist =20 ; largely irrelevant with Verlet

rlist =12

vdwtype = cutoff

vdw-modifier = force-switch

rvdw-switch =1.0

rvdw =12  ;short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
rcoulomb =12

pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein_ UNL Water _and ions ;two coupling groups - more accurate
tau t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Berendsen ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors

tau_p =2.0 ; time constant, in ps

ref p =1.0 ; reference pressure, in bar

compressibility =4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar”-1
refcoord_scaling =com

; Periodic boundary conditions

pbc =xyz ;3-D PBC; Dispersion correction is not used for proteins with the C36 additive
FF

DispCorr =no ; Velocity generation

gen_vel =no ; velocity generation off after NVT




LAMPIRAN D

SIMULASI DINAMIK MOLEKUL : FAIL MD.MDP
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title = Protein-ligand complex MD simulation

; Run parameters

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 50000000 ;2 * 50000000 = 100000 ps (100 ns)
dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstxout =0 ; suppress .trr output

nstvout =0 ; suppress .trr output

nstenergy =5000 ;save energies every 10.0 ps
nstlog =5000 ;update log file every 10.0 ps
nstxout-compressed = 5000 ; write .xtc trajectory every 10.0 ps

compressed-x-grps = System
; Bond parameters

continuation = yes ; first dynamics run

constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs order =4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

cutoff-scheme = Verlet

ns_type =grid ; search neighboring grid cells

nstlist =10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet

rcoulomb =14 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw =14  ;short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16  ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein UNL Water and ions ; two coupling groups - more accurate
taut =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling

pcoupl = Parrinello-Rahman ; pressure coupling is on for NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors

tau p =20 ; time constant, in ps

refp =1.0 ; reference pressure, in bar

compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar”-1

; Periodic boundary conditions

pbc =xyz ;3-DPBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen vel =no ; assign velocities from Maxwell distribution
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