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Abstrak

Keywords: Penentuan pusat massa dan volume gridbox docking yang tepat

Docking molekular; mendekatkan hasil prediksi dengan aktivitas biologis sesungguhnya.

idock; gridbox; Hal ini menjadi mudah untuk protein yang telah tersedia dalam

kepel; TRPV1 database. Teknik homologi dapat digunakan untuk menyelesaikan
permasalahan ketiadaan protein target. Penelitian ini ditujukan
untuk mengetahui pengaruh perubahan volume gridbox terhadap
hasil docking dan mendapatkan senyawa dengan nilai binding
affinity terbaik terhadap protein homolog antiinflamasi jalur
transient receptor potential cation channel subfamily V member 1
(TRPV1). Urutan FASTA protein TRPV1 pada manusia digunakan
untuk skrining protein homolognya termasuk ligan yang
direkomendasikan (native-like) oleh COACH. Protein homolog
TRPV1 diperoleh dari i-TASSER server. Penapisan binding site
pocket protein telah dilakukan menggunakan DoGSiteScorer. Protein
dan ligan dilakukan preparasi agar dapat digunakan dengan idock.
Pusat massa ligan native-like digunakan sebagai pusat dari gridbox
untuk proses docking dengan variasi volume 14-30kA. Analisis hasil
docking dilakukan terhadap nilai dari idock-Score, RF-Score
(keduanya mewakili afinitas ikatan ligan-protein), konformasi 3D
ligan hasil docking, dan interaksi ligan-protein). Konformasi ligan
hasil docking dipengaruhi oleh fleksibilitas struktur kimia ligan dan
volume gridbox perhitungan. Senyawa 4 dan 14 dari total 15 ligan
memiliki nilai idock- dan RF-Score terbaik dibandingkan native-like,
senyawa 608. Terdapat 8 ligan dengan idock-Score lebih rendah dari
native-like yang sama. Hal terbalik didapatkan bahwa tidak ada satu
pun ligan yang mempunyai kedua nilai Score lebih baik
dibandingkan senyawa 6ue. Senyawa native-like atau ligan dengan
tingkat fleksibilitas tinggi memiliki kemampuan berinteraksi dengan
binding site pocket lebih besar dengan variasi konformasi interaksi
lebih banyak. Nilai afinitas ikatannya pun ditentukan oleh volume
gridbox yang digunakan dalam docking.

1. PENDAHULUAN Beberapa ketentuan protein yang bisa
Teknik docking molekular umumnya digunakan adalah diutamakan berupa
menggunakan protein target yang telah protein hasil pengukuran kristalografi X-
tersedia dalam database protein, salah ray dengan resolusi setidaknya kurang dari
satunya adalah www.rcsb.org  [1]. 2,5A. Organisme asal protein sesuai
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dengan organisme target untuk
penggunaannya nanti, misal berasal dari
manusia (homo sapien). Protein hasil
kristalografi yang dipilih pun harus disertai
ligan native, atau senyawa aktif yang
diduga menjadi antagonis atau agonis
terhadap mekanisme aksi protein atau
senyawa alam umum lainnya seperti ADP.
Ligan native ini berguna sebagai referensi
bagi ligan yang akan diujikan sebagai
pembanding untuk konformasi 3D dan
jenis interaksi ligan-protein yang terjadi

serta  memudahkan dalam  menguji
kesesuaian  parameter docking yang
digunakan dengan kenyataan

sesungguhnya, seperti pusat massa dan
volume gridbox. Hal terakhir disebut juga
sebagai  validasi  metode  docking
molekular.

Protein transient receptor potential
cation channel subfamily V member 1
(TRPV1) merupakan salah satu protein
yang belum terdapat database protein yang
telah ada. Protein ini dikenal pula sebagai
reseptor capsaicin atau reseptor vanilloid 1
[2]. Protein ini merupakan salah satu
reseptor yang turut berperan dalam nyeri
sehingga ligan antagonis dapat menjadi
alternatif senyawa analgetik [3]. Prediksi
affinitas ikatan ligan terhadap protein ini
membuka peluang pengembangan obat anti
nyeri lainnya. Ketiadaan protein target
TRPV1 untuk manusia dapat diatasi
dengan teknik homologi protein.

Kendala dalam docking molekular
menggunakan  protein  target  hasil
homologi adalah ketidaksesuaian
karakteristik protein yang dijadikan
template dan ketiadaan ligan native. Pusat
massa dan gridbox docking dapat
menggunakan pusat massa protein dan
volume keseluruhan protein target sebagai
volume gridboxnya. Hal ini akan
menaikkan  waktu  proses  docking
molekular dan menurunkan selektifitas
docking pada binding site pocket target
tertentu. Protein homologi pun dapat
diperoleh secara offline atau online. Proses
offline membutuhkan spesifikasi komputer
yang tinggi dan memerlukan perangkat
lunak yang cukup mengganggu dalam
penggunaannya bagi yang kurang terbiasa.
Terdapat server online untuk mendapatkan
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protein homologi seperti Swiss-Model
Server [4] dan i-TASSER [5] yang dapat
mengatasi permasalahan tersebut.
Beberapa kelebihan yang diperoleh adalah
waktu pengerjaannya yang cepat dengan
fasilitas pendukung yang melimpah seperti
perangkat lunak COACH yang berguna
untuk mendapatkan ligan native-like. Satu
hal penting lainnya adalah tidak diperlukan
super-komputer offline.

Perangkat lunak idock [6] yang
merupakan pengembangan dari vina [7]
dengan skoring tambahan, RF-Score telah
digunakan untuk docking molekular.
Program idock kompatibel dengan semua
sistem operasi dan masih dikembangkan
hingga sekarang sehingga tepat untuk
pengguna awal dalam docking molekular.
Program ini telah digunakan dalam
penelitian ini dengan tujuan untuk
membantu mengetahui pengaruh
perubahan volume gridbox terhadap hasil
docking dan mendapatkan senyawa dengan
nilai binding affinity terbaik terhadap
protein  homolog antiinflamasi  jalur
transient receptor potential cation channel
subfamily V member 1 (TRPV1).

. METODE

Semua tahapan penelitian ini telah
dilakukan menggunakan bantuan laptop
dengan sistem operasi Mac OS X 10.10.5
(Yosemite) dengan beberapa perangkat
lunak pendukung berikut: Firefox, Marvin-
Sketch [8], Chimera [9], OpenBabel [10],
PyRx [11], idock, PyMOL [12] dan PLIP
[13].

2.1. Protein Homolog

Urutan FASTA protein TRPV1 pada
manusia [14] digunakan untuk skrining
protein homolog pada server i-TASSER
dengan pengaturan default. Hasil skrining
yang telah diunduh, termasuk ligan yang
direkomendasikan oleh COACH dipilih
yaitu protein Model 1 dengan ligan yang
unik berupa senyawa yang tidak alami
(608). Hasil penapisan binding site pocket
protein terpili telah dilakukan dengan
DoGSiteScorer [15]. Proses ini dikerjakan
untuk mengetahui letak ligan native-like
terhadap area binding site pocket protein
homolog.
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2.2. Sumber ligan 2.5. Analisis dan Visualisasi Hasil

Ligan native-like 608 telah diperoleh Analisis  hasil docking dilakukan
dari COACH dalam format struktur 3D terhadap nilai dari idock-Score, RF-Score
dan 6ue diunduh dari www.rcsb.org [16] (keduanya mewakili afinitas ikatan
dengan PDB-ID: 5irx dan telah disimpan ligan-protein), konformasi 3D ligan hasil
dalam format 3D. Terdapat 15 ligan uji docking, dan interaksi ligan-protein). Hasil
yang terdiri dari 9 senyawa yang visualisasi ligan-protein diperoleh dari
terkandung dalam satu keluarga dengan program PyMOL dan interaksi ligan-
tanaman kepel (Stelechocarpus burahol) protein yang terjadi didapatkan dari hasil
dan 6 senyawa yang terdapat dalam kepel penggunaan program PLIP.

itu sendiri. Semua ligan uji telah dihasilkan
dan disimpan menggunakan Marvin- 3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Sketch. Docking molekular dengan program
2.3. Preparasi Protein Homolog dan Ligan idock mempunyai ciri  bahwa selama
Kesesuaian format protein homolog proses docking, konformasi protein tetap
dan ligan telah dikonversi menggunakan rigid sedangkan ligan yang bergerak
kombinasi OpenBabel dan PyRx agar fleksibel sehingga diperoleh konformasi
dapat digunakan oleh perangkat lunak terbaik yang memiliki nilai afinitgs ikat_ar]
idock. Hasilnya diletakkan sesuai dengan terendah. Struktur 3D akhir ligan ini
pengaturan  pada  program idock. d!pe_nga_lruhl_ oleh _1_‘Iek5|bllltas str_uktur
Komponen air jika ada di dalam protein klmlg ligan itu sendm_dan volume gridbox
homolog ditiadakan pada preparasi ini. perhitungan yang digunakan. Tabel 1
o memperlihatkan bahwa ligan 6ue memiliki
2.4. Penentuan Pusat Massa dan Variasi tingkat fleksibilitas yang relatif rendah
Gridbox Docking walaupun memiliki jumlah ikatan yang
Pusat massa docking ditentukan dari dapat berotasi terbanyak kedua setelah
pusat massa masing-masing ligan native- ligan 608. Hal ini disebabkan jumlah
like sehingga diperoleh 2 pusat massa. cincin gabungan yang dimilikinya adalah
Volume gridbox untuk proses docking yang tertinggi. Sebaliknya ligan 608
menggunakan variasi volume 14-30KA. memiliki fleksibitas gerak terbaik dilihat
Ligan uji dilakukan telah dilakukan dari faktor yang sama.

docking pada kedua pusat massa.

Tabel 1. Analisis topologi fleksibilitas senyawa yang terkandung di dalam Stelechocarpus
burahol dan native-like.

Elees)((:lggtlgyr 6ue 608 comp0l comp02 comp03 comp04 compld compl5
Rotatable bond 9 19 2 3 1 4 5 4
Aromatic ring 0 0 3 3 3 1 0 0
Chiral center 13 1 0 0 0 0 9 9
Fused ring 5 0 4 4 2 0 4 4
3D-surface® 1048 763 378 426 369 444 753 723
*dalam satuan A3
Bentuk molekular akhir binding site mendukung terjadinya interaksi yang lebih
pocket template asal ditentukan oleh baik dengan protein target, seperti comp14.
fleksibilitas ligan native yang berinteraksi Gambar 1 menggambarkan pengaruh
dengan residu dari protein secara alami ligan native asal dari protein template pada
ketika diukur baik secara kristalografi atau volume pocket jika dibandingkan dengan
mikroskopi elektron. Volume molekular hasil penapisan binding site pocket
ligan uji masih lebih rendah dibandingkan menggunakan DoGSiteScorer. Terdapat
dengan ligan native-like. Keadaan ini perbedaan area ikatan di antara keduanya.
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Kedua ligan native-like tidak sepenuhnya A).
di dalam binding site pocket (Gambar 1-

Gambar 1. Posisi molekular dan interaksi ligan 6ue dan 608 (grey) dengan protein target
TRPV1 dibandingkan antara residu hasil identifikasi pocket (B) dari ligan 6ue (cyan) dan 608
(jingga) dengan hasil skrining binding site pocket (A) serta hasil docking kedua ligan native-like
(C) pada variasi 5 volume gridbox.

Hasil docking untuk ligan 6ue dalam
berbagai  variasi  volume  gridbox
ditemukan konformasi ikatan yang sama
(Gambar 1-C) namun berbeda jauh dengan
posisi ligan 6ue. Kejadian ini diakibatkan

binding site pocket pengukuran walaupun
volumenya telah dibuat berlainan. Berbeda
halnya untuk ligan 608, adanya variasi
gridbox memberikan perbedaan
konformasi hasil.

adanya perbedaan pocket ligan asal dan

608-RFScore

native02  comp0l  comp02  comp03  comp04  comp0S  comp06  comp07  comp08  comp09  compl0  compll  compl2  compl3  compld  compls

L R -

native02  comp0l  comp02  comp03  comp04  comp0S  comp06  comp07  comp08  comp09  compl0  compll  compl2  compl3  compld  compls

608-idockScore
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Gambar 2. Afinitas ikatan ligan uji (idock- dan RF-Score) terhadap pocket ligan 608.

Faktor lainnya yang mempengaruhi
perbedaan ini adalah letak binding site
pocket pada protein yang tidak sama.

Pocket ligan 6ue hampir separuhnya
berada di luar permukaan protein target,
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sebaliknya pocket ligan 608 berada di
dalam protein.

Senyawa 4 dan 14 dari total 15 ligan
memiliki nilai idock- dan RF-Score terbaik
dibandingkan native-like, senyawa 608
(Gambar 3). Terdapat 8 ligan dengan
idock-Score lebih rendah dari native-like
yang sama tetapi lebih dari 50% ligan uji

6ue-RFScore

z

) T 1l I | [ 1]
»

native01 comp01 comp02 comp03 omp05 comp07

a comp04 comp05 comp06
7

allan Hulsl
comp08 comp09

6ue-idockScore

&,
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tidak direkomendasikan untuk lanjut
tahapan uji berikutnya. Senyawa 14
termasuk golongan senyawa steroid.

Kajian prediksi ini membuktikan aksi
“dewa” dari golongan senyawa ini
terhadap berbagai jenis penyakit termasuk
sebagai painkiller.

W]_“T |
compl0  compll  co 3 compld  compls

omp12 compl
Lo

gh04 W gh0S ==@==rerata

Gambar 3. Afinitas ikatan ligan uji (idock- dan RF-Score) terhadap pocket ligan 6ue.

Hal terbalik didapatkan pada ligan
native-like lainnya, 6ue. Gambar 3
memperlihatkan bahwa tidak ada satu pun
ligan uji yang mempunyai kedua nilai
Score lebih baik dibandingkan senyawa
6ue. Hal ini sesuai dengan pilihan dari
COACH bahwa docking molekular untuk

dilakukan pada binding site pocket dari
608. Perlakuan berbeda jika protein target
yang digunakan telah ada di dalam
database protein. Pengaturan volume
gridbox opsi 1 dan 5 menjadi pilihan yang
terbaik untuk docking molekular senyawa
uji yang lain.

TRPV1 homolog pada protein sebaiknya

Tabel 2. Daftar residu yang terlibat dalam interaksi ligan-protein untuk binding site pocket 6ue
(comp05 dan compl4) dan 608 (comp04 dan compl14).

Interaction Type 6ue 608 comp04 comp05 compl4

bsp4: 6ue

Hydrophobic phe639, nd* nd= ile569, ile573, ile569, ile573,

interaction thré42, ile643, pheb580, tyr584, leu577, ile585,
ile585, phe639, phe639,
thr642, leu675, thr642, leu675,
leu682 leu679, leu682

bsp?: 608

Hydrophobic nd~ vald41l, tyrd45, asn438, arg491, nd= vald41, tyr445,

interaction tyr487 lys715 leu483, tyra87,

phe490
Hydrogen bonding nd* tyr555 tyr487 nd~* -
Phi-cation interaction nd~* phe516 - nd* -

4psp: binding site pocket; “nd: not done (tidak dikerjakan)
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Gambar 4. Konforma
dan 608 (senyawa 4 dan 14).

Tabel 2 menyajikan data interaksi dari
2 ligan uji terbaik pada setiap pocket ligan
native-like. Interaksi hidrofobik didapati
lebih  dominan pada pocket 6ue
dibandingkan interaksi lainnya seperti
ikatan hidrogen atau interaksi kation-phi.
Peningkatan jumlah interaksi ini tidak
memberikan kontribusi langsung pada

Score akhir ikatan afinitas (Gambar 3)
ditemukan

namun dalam kasus ini

Ketiga residu interaksi dari ligan 608
juga ditemukan dalam interaksinya
senyawa 14 dengan protein TRPV1 pada
pocket 608. Adanya interaksi hidrofobik
tambahan tidak memberikan efek negatif
seperti yang terjadi pada pocket 6ue.

. KESIMPULAN

Senyawa native-like atau ligan dengan
tingkat  fleksibilitas  tinggi  memiliki
kemampuan berinteraksi dengan binding
site pocket lebih besar dengan variasi
konformasi interaksi lebih banyak. Nilai
afinitas ikatannya pun ditentukan oleh
volume gridbox yang digunakan dalam
docking.
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